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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Entdeckung der mukosalen Immunitéat geschahnmuor fast einhundert Jahren. Bereits
1919 beschrieb ein Schiler von llja Metschnikowex@nder Besredka, sein Konzept der
oOrtlichen, spezialisierten Immunitdt des Darmes. den folgenden Jahrzehnten haben
zahlreiche Entdeckungen zum Verstandnis der gasdsiinalen (Gl) Immunitét beigetragen.
Die Entdeckung der Antikorper im Stuhl der Dyseietdtatientehy die Beschreibung der
antikérperproduzierenden Plasmazellen in der Suflaiit des Magen-Darm-Trakfeslie
Existenz der sekretorischen Form des Immunoglosutin(lgA)® und die Fahigkeit einiger
Darmbakterien Keimzentrumsreaktionen in den Peyaques (PPs) zu aktivieremverden
unter andrem als Meilensteine der Darm-assoziidrtenunitat anerkannt. 1971 wurden die
Peyer Plaques als der Hauptentstehungsort def RjAsmazell-Vorlaufér welche unter
anderem die Lamina propria des Darmes besiedelneiBnbeschrieben. Durch diese und
zahlreiche andere Entdeckungen wird die gastrdinede Immunitat heutzutage als ein

wichtiger Teil des Immunabwehrsystems anerkannt.

1.1 Physiologie des Darmtraktes voMus musculus

Der Darm eines Saugertieres bildet die gro3te (dumdré des Korpers und ist in einem engen
Kontakt zu den Nahrstoffen, symbiotischer Mikroflarnd Pathogenen. Um den Korper vor
den Mikroorganismen effektiv zu schitzen, ist dar® mit dem Grof3teil des lymphatischen
Gewebes assoziiert und enthalt den Grof3teil aled des Immunsystems im Organismus.
Die Hauptaufgabe des Darmes besteht neben der erdaind Absorption von Nahrstoffen

und Wasser darin, eine effektive Schutzbarriere seim@n der antigenreichen

AulRenumgebung und dem inneren Milieu des Organisitherzustellen. Die Strategien, die
daftir verwendet werden beinhalten unter anderema durch das Epithel sichergestellte
physikalische Barriere, die Produktion antibakiésrePeptide und insbesondere organisierte

lymphatische Strukturen deren Hauptaufgabe dasitebelIgA zu produzieren.

1.1.1 Barrierefunktion des Darmepithels

Der darmspezifische Schutzmechanismus des Epibesteht vor allem in der Herstellung
einer physikalischen Barriere zwischen dem Orgamssrand dem Darminhalt. Dartber
hinaus wird die Barrierefunktion der normalen Dapitieelzellen (Enterozyten) durch eine

Reihe von spezialisierten Epithelzellen unterstitzt



1. Einleitung

Die Goblet-Zellen (Becherzellen) kommen gehéuftém distalen Abschnitten des Darmes
(Krummdarm und Dickdarm, Abbildung 1) vor. Dabentalt es sich um Epithelzellen, die
sich auf Schleimproduktion (Mukus) spezialisierbé@a. Der sekretierte Schleim dient als
eine zusatzliche mechanische Barriere gegen diekikgterreger im Darm. Einen wichtigen
Bestandteil des Schleimes bildet die GlykokalixpeeiSchicht aus kovalent gebundenen
Glykoproteinen und Polysacchariden auf der Au3ehB&der Epithelschicht. Die Glykokalix
schitzt das Darmepithel vor mechanischen und clobers Beschadigungen und bietet
zusatzlich den Schutz vor Selbstverdauung. Zusétziur Schleimproduktion sind die
Goblet-Zellen in der Lage Darmantigene aus dem MQamen aufzunehmen und an die die

Lamina propria besiedelten CDI0@ntegrinog) dendritischen Zellen (DC) zu iibergeben

Die Paneth-Zellen sind ebenfalls hochspezialisigtfgthelzellen, welche antibakterielle
Peptide (u.a. Lysozyme und Defensive) bilden unkresieren. Im Gegensatz zu den
normalen Enterozyten sind die Paneth-Zellen langlebd sind in den Lieberkihn-Krypten

des Diinndarmes lokalisiert.

Neben den Enterozyten und den spezialisierten &p#hen sind zahlreiche T-Lymphozyten
(intraepitheliale Lymphozyten, IELS) in das Darntbpl eingelagert, wo sie auf der basalen
Membran zwischen den Enterozyten lokalisiert &in®urch ihren Kontakt zu den
Enterozyten und die unmittelbare Nachbarschafteau Dlarmantigenen bilden sie einen Teil
der ersten Abwehrlinie gegen die Pathogene. Dies I&ibd Antigen-aktivierte, im Gewebe
residenten Zellen, welche typische Oberflachenmiavke CD44 und CD69 exprimier&n
Zusatzlich exprimieren IELs das CD103-Molekil, weals mit dem E-Cadherin der
Enterozyten interagiert und somit das VerbleibenlBes in der Epithelschicht ermoglicft
Obwohl alle IELs ein aktiviertes Phanotyp aufwejseinnen sie in zwei Populationen nach
dem Ursprung ihrer Aktivierung aufgeteilt werdene Dhduzierten ,klassischen” IELs (auch
bekannt als Typ A IELs) stammen von den herkdmrelichCD4 oder CD8f" T-
Lymphozyten ab und erlangen ihr aktiviertes Phgmotgch dem Verlassen von Thymus in
der Peripherie. Sie exprimierefi-T-Zellrezeptor (TCRB) und das CD&3-Heterodimet.

Die natdrlichen ,nicht klassischen* T-Zellen vompl'8 dagegen exprimieren das Gio8
Homodimer und tragen entweder einen TR der einen TCi an ihrer Oberflache. Sie
werden wahrend ihrer Entwicklung im Thymus aktiviend stammen vermutlich von den

doppelpositiven Thymozyten ab, die ihre Differenziey direkt im Darm abschlie3€n



1. Einleitung

Die natirlichen IELs regulieren die Expression vbarmeniwanderungsmolekilen wie
Integrin agf7; und CCR9 bereits im Thymus hoch und werden dimkin Epithel des
Dunndarmes, dank der Produktion von entsprechehdganden E-Cadherin und CCL25
durch die Enterozyten, rekruti&tt Ein kleiner Teil der induzierten IELs kann ebéisfalas
Epithel des Diinndarmes direkt aus dem Thymus belsiéd aber im Allgemeinen
exprimieren die herkbmmlichen T-Lymphozyten keinarmeinwanderungsrezeptoren und
bendtigen dafir eine Aktivierung im Darm-assozéartymphatischen Gewebe (GALgut
associated lymphatic tiss}é Nach der Aktivierung exprimieren die T-Lymphoayte
Molekiile, welche ihnen erlauben in das Darmgewsheuwanderfr. Dazu zahlen unter
anderem VLAL Yery late antigen Jlintegrin asf;, bindet an das Kollagen), Integrinp-;
(Ligand fur MadCAM-1) und CCR9 (Rezeptor fir CCL2bjie Expression von CD103 an
den IELs wird durch TGRB-(transforming growth factog) induziert® und durch den CCR9-
Signalweg begiinstitft

Obwohl die genauen Funktionen der IELs bis jetehnvollstandig aufgeklart sind, scheint
ihre Hauptaufgabe darin zu bestehen, das Gleiclog¢wwischen der Abwehr der Pathogene
aus dem Darmlumen und der Unversehrtheit der Hpithieht zu haltef. Die natiirlichen
TCRy8" IELs sind zum einen in die Reparatur der Epithefighicht involviert®, zum
anderen wurden sie fur den Immunoglobulin-Klassemsel und die IgA-Produktion als
wichtig beschriebefl. AuBerdem wurde gezeigt, dass die natirlichen yBCRELs eine
Reihe von Faktoren produzieren, darunter TR&F-welches ebenfalls fur den IgA-
Klassenwechsel von Bedeutundistn den Studien der klassischen GIB8IELs wurde ihre
abwehrende Rolle bei zahlreichen Infektionen naefegef®?* Das vollstandige
Verstandnis Uber die immunologische Rolle jeder-Hdpulation ist zum aktuellen Zeitpunkt

noch nicht vorhanden.



1. Einleitung

1.1.2 Morphologie des Darmtraktes einer Hausmaus

Der Darm wird bei den Mausen anatomisch in zwel3grédbschnitte unterteilt (Abbildung
1): den Dickdarm (latintestinum crassujnund den Dunndarm (latntestinum tenue Der
Dunndarm einer Maus besteht seinerseits aus dcht festdefinierten etwa gleich grof3en
Abschnitten: aus dem Zwodlffingerdarm (I&@uodenun), welcher dem Magen am nachsten
ist, dem Leerdarm (laflejunum und dem Krummdarm (laieum), welcher in den Dickdarm
Ubergeht (Abbildung 1). Der Dickdarm wird ebenfafisdrei Abschnitte unterteilt: er fangt
mit dem Blinddarm (latCaecun) an, auf welchen der Grimmdarm (l&olon) und der
Enddarm (lat.Rectun) folgen (Abbildung 1). Der Dinn- und der Dickdammterscheiden
sich auBerdem in ihrer Gro3e. Der Dickdarm ist wiish kurzer, hat aber einen gré3eren
Durchmesser.

Abbildung 1: Anatomischer Aufbau des Darmtraktes ener Maus.

Der Darm einer Hausmaus besteht aus zwei groRechAliten: dem Dinndarm und dem Dickdarm. Der
Dunndarm wird in den Zwdlffingerdarm (I-11), den éelarm (II-111) mit Peyer Plaques (in einem Kreig)d den
Krummdarm (111-1V) unterteilt. Der Dickdarm bestehtis dem Blinddarm (V) und dem Grimmdarm mit dem
Enddarm (VI-VII).

Im Abdomen sind grof3e Teile des Darmes Uber eineltesium (Gekrose) elastisch
aufgehéngt, welches Binde- und Fettgewebe, sowidrezehe Gefalle und Nerven zur
Versorgung des Darmes enthalt.



1. Einleitung

Gegenuber dem Ansatz des Mesenteriums, auf der Hi#ése Zwdlffingerdarmes und
besonders auf Hohe des Krummdarmes befinden sgdnierte lymphatische Strukturen
(Abbildung 1). Diese werden nach ihrem Entdeckexmdschweizer Anatomen Johann
Conrad Peyer Peyer Plaques (PP) genannt. Die PRégques stellen Ansammlungen von
mehreren Lymphfollikeln dar und sind fir die Aushihg der erworbenen Immunitat des

Darmes von grol3er Bedeutung.

Morphologisch lassen sich die Peyer Plaques intdagiptbereiche aufteilen: follikulare und
parafollikulare Zonen, sowie das follikel-assozierEpithel (FAE) (Abbildung 2). Im

Gegensatz zu den Lymphknoten besitzen PPs keineseKapledulla und afferente
lymphatische GefalRe. Das FAE ist eine Einzelzeitéthzwischen dem lymphatischen
Organsystem des Darmes und dem Darminneren. Ekiish keine Mukusschicht bedeckt
und enthélt neben den normalen DarmepithelzellemefBzyten) die hochspezialisierten
Mikrofaltenzellen (M-Zellen) (Abbildung 2).

follikuldre Zone

Abbildung 2: Schematischer Aufbau einer Peyer Plage.

Die Peyer Plaque lasst sich in drei unterschiedli¢bnen aufteilen: follikulare und parafollikulaZenen sowie
das follikel-assoziierte Epithel. Die follikulareode enthalt einen B-Zellfollikel, welches eines odeehrere
Keimzentren enthalten und von T-Zellen umgeben.sibes FAE enthélt neben Enterozyten auch M-Zellen,
welche fur die Antigenaufnahme aus dem Darmlumesténdig sind. Der subepitheliale Raum enthalt
zahlreiche dendritische Zellen, welche die Antigeae den M-Zellen zu den Follikeln transportieren.
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Eine M-Zelle besitzt an ihrer basalen Membranseitve Tasche, wo B- und T-Zellen, sowie
Makrophagen und dendritische Zellen untergebra@rten. Im Gegensatz zu den normalen
Enterozyten weder sekretieren die M-Zellen Verdgsenzyme und Schleim, noch verfiigen
sie Uber eine Glykokalixschicht auf ihrer lateral@®berflache und sind durch viele kleine
zytoplasmatische Vesikel und wenige Lysosomen sferigiert>. Dadurch sind sie fiir die
Mikroorganismen und Partikel leicht zuganglich unlilen somit den Haupteintrittsweg fur
Antigene aus dem Darmlumen zu dem subepithelialaanR 6ubepithelial dome region
SED), welcher zahlreiche dendritische Zellen (Dathélt (Abbildung 2). Dies erméglicht die
Prasentation der Darmantigene fiir die Zellen desunsystems. Das FAE enthalt ebenfalls
IELs, einige Mukus-sekretierende Goblet-Zellen deddritische Zellen. Letztere konnen die
Pseudopods durch das Epithel ausstrecken und digefe einfangen

Abbildung 3: Follikulare Struktur einer Peyer Plaque.

Eine Peyer Plaque enthélt mehrere B-Zell-Folliket,(B220), sowie T-Zell-Zonen (griin, CD4), welckieh
zwischen den Follikeln befinden. Der subepithelideeum (SED) enthalt zahlreiche dendritische Ze(ldau,
CD11c).

Histologisch besteht eine Peyer Plague aus mehigéell-Follikeln, sowie kleineren T-

Zell-Regionen, die sich zwischen den Follikeln bdén (Abbildung 3). Die Woélbung unter
dem Epithel enthalt zahlreiche dendritische Zelilad Lymphozyten. Im Gegensatz zu den
Lymphknoten enthalten die Peyer Plaques immer Keiimgn, was ein Anzeichen fir die

fortwahrende Immunstimulation ist.

DarlUber hinaus besitzen die Peyer Plaques mehosigehdotheliale Venole (HEV), kleine
ventse BlutgefalRe, welche mit den kubischen amstelér flachen Endothelzellen
10



1. Einleitung

ausgekleidet sind und den Eintritt der Lymphozyaes der Blutbahn in die inneren Bereiche
der Peyer Plagues ermoglichen. Die Peyer Plagues$ durch LymphgefaRe mit den
ableitenden Mesenteriallymphknoten (mLN) verknipft.

Die Mesenteriallymphknoten sind die gréRten Lympiten im Koérper und liegen im
mesenterialen Bindegewebe. Im Gegensatz zu derr Péggues besitzen sie eine fur die
Lymphknoten typische Organisation und einen ad&suatifbau. Obwohl die Darmbakterien
eines gesunden Organismus die mLN nicht erreichiimén, werden die Antigene via
afferente lymphatische GefalRe durch die migratbeslonozyten und dendritische Zellen
aus dem Darm zu den mLN transportiert und dorteméert® 2. AuRerdem sind die mLN

fiir die Filtration der Lymphe aus unterschiedliclarmregionen zustandfy

Darmzotten

Mucosa - ) ,
Lamina propria

Tela submucosa

Muscularis

Serosa

Abbildung 4: Schematischer Aufbau einer Darmwand.

Die Darmschleimhaut bildet zahlreiche Zotten auslcthe die effektive Darmoberflache vervielfachemtey

der Einzelzellschicht des Epithels liegt die Lamimapria, welche zahlreiche Zellen des Immunsystentisalt.
Darunter ist die Darmwand mit einer Schicht desdBgewebe (Tela submucosa) und der Glattmuskulatur
(Muscularis) ausgekleidet. Die duf3ere Auskleiduagarmwand besteht aus einer Serosa-Schicht.

Betrachtet man den Langsschnitt durch den Dunnd@kbbildung 4) so werden die
zahlreichen fingerféormigen Erhebungen der Darmsetiilaut sichtbar. Es handelt sich um
die sogenannten Darmzotten, welche durch Fortsigzéigenschicht der Darmschleimhaut
(lat. Lamina propria mucosgeLP) entstehen und mit Epithelschicht bedeckt .siDe
Darmzotten kleiden das gesamte Dinndarminnere agdis/ervielfachen somit die effektive

Flache des verdauungsaktiven Epithels.

11



1. Einleitung

Alle Darmabschnitte besitzen den typischen, schitigen Aufbau der Darmwand. Das
komplette Darminnere ist mit Darmepithel ausgeldeidarunter liegt die Lamina propria,
eine dunne Schicht aus dem locker verpacktem Bewlebe, welche zwischen der Epithel-
und Muskelgewebeschicht liegt und unter anderenvéxerBlut- und Lymphgefal3e enthélt.
Unter der Schleimhaut des Darmes liegt eine ScliebtBindegewebes, die sogenannte Tela
submucosa, welche durch eine Schicht der Glattnmatku(lat. Muscularig und schlief3lich

eine aullere Serosaschicht ausgekleidet ist.

12



1. Einleitung

1.2 Entwicklung von Peyer Plaques

Wie bereits im Kapitel 1.1.2 beschrieben wurde figirdas intestinale Immunsystem tber
hochorganisierte Strukturen, welche unter dem Uimmifi darmassoziiertes lymphatisches
Gewebe (GALT,gut associated lymphoid tisgurpusammengefasst werden. Dieses schliel3t
die Mesenteriallymphknoten (mLN), Peyer Plaques) (8#vie Cryptoplaques und isolierte
lymphatische Follikel (ILF). Obwohl es sich beiealum lymphatische Strukturen handelt,
unterscheiden sie sich in ihrer Funktion und Enitlviecg. Wahrend mLN und Peyer Plaques
bei der neonatalen Entwicklung des Organismus aggeVerden, wird die Formation von
Cryptoplaques und ILFs erst nach der Geburt imitiie

Die Entwicklung des intestinalen lymphatischen 8yt einer Maus wird durch die Bildung
von lymphatischen Strukturen am Tag ®d@st coitus(p. c.) eingeleitet. Am Tag 15,5 p. c.
wird das lymphatische Netzwerk unter der spezisckExpression des Transkriptionsfaktors
Prox1 in den Endothelzellen angefégDie ersten PP-Anlagen werden am Tag 16-17 p.c.
entdeck®’. Die eigentliche Entwicklung der Peyer Plaquedaust iiber drei histologisch

unterschiedliche Schritte.

Der erste Entwicklungsschritt besteht in der Eitstgy der Organisationszentren, bestehend
aus den Vcam-1 und Icam-1 exprimierenden Stroma&zdkhuch als LTolymphoid tissue
organize) Zellen bekannt) am distalen Ende des DiunndariesPP-Anlagen entwickeln

sich dann von distalem zum proximalen Ende des Bgfm

Im zweiten Schritt erfolgt die Aggregation von hdopoetischen LTiHymphoid tissue
induced-Zellen und deren Ko-Lokalisation mit den Vcamitam-I LTo-Stromazellen an
den Tagen 16-17 p't 3 Die Interaktion der LTi-Zellen mit den LTo-Stromedlen durch
zahlreiche Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen istsamtidend fur die Entwicklung des
lymphatischen Gewebes. LTi-Zellen wurden als CD@D3 CD45 IL-7Ra” Zellen
beschrieben, welche in die Anlagen von Lymphknatet Peyer Plagues wahrend der fétalen
Entwicklung zuerst eintretéh ** Heutzutage werden sie der Gruppe drei von Lymytieoz
des angeborenen Immunsystenisndte lymphoid cellsILC3) zugeordnéf. Alle ILC3-
Zellen einschlie3lich LTi-Zellen sind durch die leokxpression von Transkriptionsfaktor

RORyt (retinoic acid-related orphan receptgt) gekennzeichnét

Zusatzlich zur ROR-Expression werden die LTi-Zellen durch die Exgres von einigen
Oberflachenmarkern wie IL-7R(CD127), c-Kit (CD117), CXCR5 (Rezeptor fur CXCD13
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CCR7 (Rezeptor fur CCL19 und CCL21), LymphotoxinT(Lasf, und Integrin o487
charakterisiert" ** 3¢ 37 Die Expression von IL-7&auf den LTi-Zellen ist dabei kritisch fiir
die normale Ausbildung der Peyer Plaqgfies

Nach dem Eintritt von CD3T- und B220 B-Lymphozyten in die PP-Anlagen kurz vor der
Geburt® wird die PP-Entwicklung abgeschlossen. Bereits Vigge nach der Geburt findet
man PPs mit einer vollstandig reifen Architektuasdheil3t mit einem Netzwerk bestehend aus
follikularen dendritischen Zellen (FDC) mit darinngebetteten B-Zellfollikeln sowie T-

Zellzonen.

1.2.1 Rolle von LTa in der PP-Entwicklung

Viele Mitglieder der TNF-Familie wurden als wichtifr die Formation von Peyer Plaques
beschrieben. Eine besonders bedeutende Rolle sdidle und LTB, welche entweder als
membranstandiges liLp2-Heterotrimer oder als I6sliches &3-Homotrimer exprimiert
werden. Fur die PP-Entwicklung wurde gezeigt, dasslf32 ausschliel3lich an den BR der
LTo-Zellen bindet, wahrend Loi3 den LTBR und den TNFR aktivieren kann. Die Bindung an
den LTBR fuhrt zur Aktivierung von zwei NikB (nuclear factorxB)-Kaskaden, welche
letztendlich die Transkription von MIPBLMIP-2 und Vcam-¥ bzw. von den Chemokinen
CXCL13, CCL19 und CCL2#" “°induzieren. Die Bedeutung der gR-Aktivierung fir die
PP-Formation wird durch die Tatsache betont, dasDedfizienz im LTa-Gen zum Fehlen
von organisiertem lymphatischem Gewebe ftihtt Auch bei den LB Mausen wurde das

Fehlen von Peyer Plaques beschriébéh

Ebenfalls wichtig fur die Entwicklung der Peyer dlas sind die Chemokine. Es sind kleine
I6sliche Proteine, welche in der Lage sind die etelinit dem entsprechenden Chemokin-
Rezeptor an der Oberflache entlang des Chemokidi&rees anzulocken. Besonders
bedeutend fur die Entwicklung der Peyer Plaqued die Chemokine CXCL13 (CXCR5-
Ligand), sowie CCL19 und CCL21 (beide CCR7-Ligan@elXCL13 wird durch die LTo-
Stromazellen produziert und rekrutiert die RER_Ti-Zellen sowie die B-Lymphozyten in
der spateren PP-Entwicklung zu den PP-Anlagen. tZlid@ fuhrt die Aktivierung von
CXCR5 an den LTi-Zellen zur Hochregulation vondIp2-Produktion durch diese Zellen
und somit zur starkeren Stimulierung vonplR der LTo-Stromazellen, welche ihrerseits die
Freisetzung von CXCL13 durch die LTo-Stromazellehobf? Zusatzlich zu CXCR5
exprimieren die LTi-Zellen CCR7 und wandern chemisizh in Richtung des CCL19 bzw.
CCL21-Gradientes.
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LTi-Zellen, wie alle Zellen der ILC3-Familie, bemggn IL-7Ru-Signalweg flr ihre

Entwicklung und Homdosta&e

1.2.2 Einfluss der Mikroflora auf die PP-Entwicklung

Fur die postnatale PP-Entwicklung stellt die Dartkmaflora die starkste Stimulierung bereit.
Es wurde gezeigt, dass Peyer Plaques von keimfié#ersen die Merkmale von unreifen PP-
Anlagen besitzen. So besitzen die Peyer Plaqussrdidause eine flache, in die Darmwand
eingeschlossene Struktur, wahrend die Peyer Plagless normalen Mause eine
gutausgebildete, kuppelartige Architektur vorzeigdach der Exposition dieser Mause der
normalen Umgebung andert sich die PP-Entwicklurepies zu einer regularéh Somit kann
die Stimulierung mit der Mikroflora zu der Genetieg eines optimalen Signalmilieus

beitragen, welches fur die Reifung von GALT von Betling ist.

1.2.3 Einwanderung von T- und B-Lymphozyten in did’eyer Plaques

Wie bereits oben beschrieben wurde, besiedelnrdiere T- und B-Lymphozyten die Peyer
Plaques kurz vor der Gebtftt Wahrend der Lebenszeit ist der Prozess der Lymytan-

Einwanderung kontinuierlich. Das Verlassen des #tams und der Eintritt der naiven
Lymphozyten in die PPs erfolgen uber die hocheraliatle Venole (HEVS) und umfassen

mehrere Schritte.

Zuerst gehen die Zellen eine Interaktion mit denddEhel des Blutgefal3es an, welche zum
Rollen der Lymphozyten mit dem Blutstrom entlang Bedothelschicht fihrt. Wenn die sich
rollende Zelle ein geeignetes Signal von Endothielzeerhalt, kann sie an das Endothel
binden und somit mit der Rollbewegung aufhdren. chhisl3end sucht die Zelle eine
geeignete Eintrittsstelle, um durch die Endothetddhdurchzudringen und das Blutgefald zu

verlassefY.

Obwohl mehrere Klassen von Adhasionsmolekilen iscleedene Schritte der Extravasation
der Lymphozyten involviert sind, sind nur wenigenvilinen spezifisch fir das mukosale
Gewebe. Zuallererst missen die Lymphozyten dasgrintensp; auf ihrer Oberflache
exprimieren, welches mit seinem Liganden MAdCAMriugcosal addressin cell adhesion
molecule ] auf den Endothelzellen der HEV interagieren KanH#usatzlich kénnen die
MAJCAM-1 Molekiile glykosyliert sein und dadurch &wals Ligand fiir L-Selektin dien&h
welches normalerweise PNA@dripheral lymph node addres}ibindet. Da aber naive T-
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Lymphozyten sowohl L-Selektin, als auch InteguisB; exprimieren, wird dadurch deren

Eintritt in die Peyer Plaques geford8rt

Einige T-Zell-Populationen exprimierex(CD103p7 Integrin. Dazu geho6ren unter anderem
TCRap" und TCR$" IELs, FoxP3 Tregs und einige CD4FoxP3 nonTreg-Lymphozyten.
Auch eine Population von mukosalen dendritischelle@gwelche als CD103DCs bekannt
sind, exprimiertogf;. Der einzige bekannte Ligand figp7 Integrin ist E-Cadherin, welches
von den Epithelzellen produziert wird Die agfr-vermittelte Lymphozyten-Adhasion zum
epithelialen E-Cadherin wird zusatzlich durch dake@okin CCL25 verstarkt Das
bedeutet, dass die Chemokine nicht ausschliel3lichdés Anlocken von Lymphozyten,
sondern auch fur die Abstimmung der Interaktionemseghen den Lymphozyten und den
Zellen der Mukosa wichtig sind.

Aus der Gruppe der Chemokinrezeptoren kann CCRPals-spezifisch angesehen werden.
Die CCRY Population der T-Lymphozyten wird in Richtung Ddanm geleitef. CCR9"
M&use weisen verringerte Anzahl von intraepithetialT-Lymphozytel und der IgA-
Plasmazellen in der Lamina propria des Diinndatms

Die Chemokine CCL19 und CCL21 sind an der HEV deydpP Plaques prasent, wo sie
CCR7 Lymphozyten anlockéfi Ihre Expression ist auf die interfollikuldre Biete
konzentriert, wo sie anscheinend den Eintritt voiyinphozyten in die Peyer Plagues
steuerf’. Die Bedeutung des Chemokinrezeptors CCR7 undeseiiigaden CCL19 und
CCL21 ist durch die Studien von CCRBzw. plt/plt (diese Tiere haben weder CCL19, noch
CCL21) Mausen belegt. Solche Tiere weisen beceintigtes Eintreten von T-Lymphozyten

in die Peyer Plaques auf, wahrend das EintreterBvaallen weniger betroffen i&t *®

Fur die B-Lymphozyten sind dagegen die ChemokineCCX2 und CXCL13 die
bedeutendste Chemoattraktanten. Beide Chemokiea$inlich wie CCL19/CCL21 an der
HEV prasent. Die CXCL13-Prasenz ist fir die HEV deeyer Plaques spezifisch
Zusatzlich zum Eintritt der B-Lymphozyten in dieyee Plaques, sind diese Chemokine fur
die Organisation von Keimzentren wichtig, wo CXCLdi@ CXCRS5 Lymphozyten zu der
hellen Zone bzw. CXCL12 die CXCR4Lymphozyten zu der dunklen Zone des

Keimzentrums lenkéfi

Zusatzlich zu den Peyer Plaques enthélt der Darch &leinere lymphatische Strukturen:

Cryptoplaques und isolierte lymphatische FollikeFs), welche vermutlich unterschiedliche
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Reifungsphasen derselben Anlagen darst@tléf Im Gegensatz zu den Peyer Plaques
bestehen die ILFs primér aus B-Zellen ohne eindeuii-Zellzone und sind wichtig fur den
T-Zellunabhéngigen IgA-Klassenwechsel in Madaen

1.3 Humorale Abwehrmechanismen des Darmes

Als ein Teil des Immunsystems besitzt der Darm miehZelltypen und Gewebe, welche sich
auf die Immunabwehr spezialisiert haben. NeberBdererefunktion des Epithels, welche im
Kapitel 1.1.1 ausfuhrlich diskutiert wurde, verfugter Darm Uber einen zweiten

Abwehrmechanismus: sekretiertes IgA.

1.3.1 Die Rolle des IgA in der Darmimmunitat

Die Schlisselaufgabe des lymphatischen Gewebegastintestinalen Traktes besteht im
Schutz des Organismus sowohl gegen die pathogémeaueh die symbiotische Mikroflora
des Darmes. Eine wichtige Rolle dabei spielt dienbkale Immunantwort, deren Grol3teil
Uber die Antikoérper ausgeldst wird. Die Bedeutungn vantikorperproduzierenden
Plasmazellen fur die Darmimmunabwehr kann nichttritessh werden: Uber 80% aller
Plasmazellen des Organismus sind in der Laminarigrajes Darmes lokalisiert, wobei die
IgA™ Plasmazellen den dominierenden Ig-Isotyp im Daarstllen. Insgesamt gibt es im

Organismus mehr IgA-Plasmazellen, als Plasmazallenanderen Isotypen zusamrffefr

Die sekretierte Form von IgA stellt ein Dimer ddessen Monomerteile Uber eingalring)-

Kette verkniipft sintf.

Die biologischen Aktivitaten von IgA sind vielfatiund deren genaue Wirkmechanismen
bisher nicht vollstandig aufgeklart. IgA ist in ddrage Toxine und Pathogene zu
neutralisieren ohne eine Entzindung auszulésen| egidas Komplementsystem nicht
aktivier®”. Es wurde gezeigt, dass IgA unter anderem in degeList Adharenz und
Kolonisierung der Bakterien an der Epitheloberfiictu unterbindéf ®© Andere Studien
beschreiben einen Effekt, bei dem das IgA durclmes@indung an die Bakterien deren
Eindringen in die Mukusschicht verhindert. Der daesile Mechanismus dafir kénnte durch
die IgA-Bindung veréanderte Oberflachenladung bzve klydrophoben Eigenschaften der
Bakterien begriindet werd®n’’ Zusétzlich belegen zahlreiche Arbeiten die Irkéoa von
IgA mit verschiedenen Leukozyten lber deremHdc(CD89). Je nach Zelltyp fuhrt diese

Interaktion zu unterschiedlichen Ergebnissen. Dierbktion von IgA mit den eosinophilen
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Granulozyten 16st deren Degranulierung ‘aut den Monozyten kann IgA die Freisetzung
von Entziindungszytokinen wie TNFund IL-6 runterregulieréil und in den dendritischen
Zellen wird die IL-12 Produktion inhibigft

1.3.2 Generation des Antikdrperrepertoirs wahrend @r B-Zell-Entwicklung

Die Vielfaltigkeit des Antikorperrepertoirs der Bellen wird durch mehrere
Entwicklungsstufen geregelt. Die sich entwickelrigl&Zellen bauen variable Regionen der
schweren (IgH) und der leichten (IgL) Immunoglobgkne aus den V-vériable), D-
(diversity) und J- foining) Segmenten. Dieser Vorgang wird V(D)J-Rekombimagenannt
und wird durch den RAG-1/RAG-2gcombination activating gehdé&ndonukleasenkomplex
initiiert”®. Reife B-Lymphozyten mit abgeschlossener V(D)Jdrelination der schweren
und leichten Immunoglobulinketten exprimieren Igk iarer Oberflache und migrieren zu
den peripheren lymphoiden Organen, wo sie reifemnkd. Nach ihrer Aktivierung

proliferieren und differenzieren B-Zellen zu Plageléen oder zu B-Gedéachtniszellen.

Wahrenddessen machen sie einen zweiten Umbau désklg durch, namlich die
sogenannte Klassenwechselrekombinatiotasgé switch recombinatipnCSR) sowie die
somatische Hypermutation (SHM), welche fiur den ygewechsel bzw. fur die

Affinitatsreifung verantwortlich sin.

1.3.2.1 Molekulare Vorgénge bei dem IgA-Klassenwseh

Die CSR wandelt die konstante Region der schwemteKum, ohne die Antigenspezifitat zu
verandern und erlaubt die Produktion von untersititieen 1g-Klassen wie IgG, IgE, IgA etc.
Der Lokus der konstanten Region der schweren Imigiobalinkette (CH-Lokus) besteht aus
einer Reihe von CH-Genen, welche, mit AusnahmeG&ran ihrem jeweiligen 5"-Ende von

einer spezifischen Sequenz, der S-Region, flankied’ (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Molekulare Vorgénge beim IgA-Klassenwehsel

Ein IgA-Klassenwechsel wird durch das Offnen ddsokus eingeleitet. Wahrend derLokus geoffnet ist, kann
ein spezifisches RNA-Molekiil (Keimbahntranskriptartskribiert werden. Die Klassenwechselrekombimatio
erfolgt zwischen zwei S-Regionen und erfordert DRé&ppelstrangbriiche. Die ausgeschnittene DNA-Sahleif
kann als Matrize fiir die zirkularen I-Cp Transkeipienen. Ubernommen mit Modifikatiorl@n

Die Prasenz von S-Regionen ist fiir die CSR absetfdarderlicH®. Einer CSR geht die
Transkription eines spezifischen RNA-Molekils, letidurch die CH-Gene in der Keimbahn
(germling, vor®®. Die Keimbahntranskription fangt in einem am 5neu-Exon liegenden
Promoter an und endet am 3-Ende des CH-&efrs reifen nicht aktivierten B-Zellen wird
die Sp-Region transkribiert, wahrend die Translaiptvon abwarts liegenden S-Regionen
ausschlie3lich nach deren Aktivierung der B-Zelturch Zytokine erfolgt. So induziert
TGF{ zum Beispiel verstarkte Erreichbarkeit des KeinmbatGens und fihrt zur erhdhten
Expression des KeimbahnTranskript§? % Die CSR kann zwischen zwei S-Regionen
passieren, dies erfordert jedoch Doppelstrangbriicsg und in einer anderen S-Region und
fihrt zum Ausschneiden einer DNA-SchliéffeDarauf folgen die Reparatur und Ligation der
DNA-Enden. Die ausgeschnittene DNA-Schleife entle@iien I-Promoter und kanrmilcle
transckripts CT) produzieren (Abbildung 5). Diese zirkular€l Transkripte dienen als
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Kennzeichen fiir aktive CSR vivo undin vitro®. CSR zwischen Sp und einer anderen S-
Region fuhrt zu einer Angrenzung des jeweiligen Geélis zum VH-Exon und somit zum
Klassenwechsel von IgM/IgD zu IgG, IgE oder IgA.

Die Spezifitat der CSR wird durch den spezifiscReomoter festgelett Der Promoter, der
stromaufwérts zum CH-Gen liegt, reagiert ausschdieffauf einen spezifischen Satz von
Signalefi®. Ca, sowie & Promoters werden als Reaktion auf T@F{transforming growth
factor-81) aktivierf”.

Die CSR-Initialisierung erfordert eine Aktivierunder B-Zellen durch Antigene und
Zytokine. Die Zytokine werden durch eine Reihe \&ellen hergestellt, wie aktivierte T-
Zellen, dendritische Zellen (DC) oder Makrophagav®j. Signaltransduktion durch
membranstandiges 11 TLRs ¢oll like receptoj, CD40L*® oder andere
Membranrezeptoren der TNF-Familie (BCMAB (cell maturation antigen TACI
(transmembrane activator and CAML interagtdBAFF-R @ cell activating factor-receptdr
und Zytokinrezeptoren der B-Zellen induziert zwesentielle Ereignisse, welche fur die CSR
erforderlich sind: die Auswahl des Ziel-S-Regiomsl ulie Aktivierung von AIB° (activation-

induced cytidine deamingse

1.3.2.2 Der T-Zell-unabhangige Weg der IgA Genereag

Obwohl die Differenzierung von IgAB-Zellen hauptséchlich tber den T-Zell-abhangigen
(TD, t cell dependeWeg verlauft, konnen die IgAB-Zellen zusétzlich uber den T-Zell-
unabhangigen Weg (Ticell independententstehen.

Mause, denen CD4T-Lymphozyten fehlett °2 sowie Tiere ohne mLNs, PPs und 1£¥8*
weisen eine intestinale IgA-Produktion auf. Das tdewauf die Existenz eines T-Zell-
unabhangiges (TI)-Weges der IgA-Produktion. Im Gegéz zum TD-Weg kann die T-Zell-
unabhangige IgA-Generierung direkt in der inteséind_amina propri& oder den isolierten
lymphatischen Follikeln (ILFS erfolgen.

Die T-Zell-unabhangige IgA-Produktion in der Lamimapria kann nach dem Einfangen des
Antigens durch eine dendritische Zelle initiiertrden (Abbildung 6). Dazu gehen die B-
Zellen der Lamina propria eine Interaktion mit d@X3CR1I oder CD103 dendritischen

Zellen ein, nachdem diese die Darmantigene mittelsr transepithelialen Dendriten oder

von Goblet-Zellen eingesammelt habef AuRer der Antigenprésentation setzen die
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dendritischen Zellen der Lamina propria, als Antwauf die Stimulierung von TLR5 durch
bakterielles Flagellin, die Zytokine IL-6 und Ret#iure (etinoic acid RA) frei, welche die
IgA-Produktion anregefl Die RA verstarkt zudem in der Zusammenwirkung FGF-$1 die
IgA CSR und die IgA-Produktich %

Eine andere Mdglichkeit der T-Zell-unabhéngigen -i§ktivierung liegt in der Produktion
von CD40L-&hnlichen Zytokinen der TNEs(nor necrosis factgr Familie: BAFF und
APRIL (Abbildung 6). Diese werden von einer Popolatder dendritischen Zellen in der
Lamina propria als eine Antwort auf TLR-Signale déikroflora produziert’. Auch die
Epithelzellen produzieren BAFF und APRIL und untigizen damit die dendritischen Zellen
beim Voranbringen des APRIL-abhéngigen IgA-KlassectselS.

Alternativ findet der T-Zell-unabhéangige IgA-Klasseechsel in den isolierten lymphatischen
Follikeln (ILFs) statt. Die sich dort befindender@hazellen (SC) werden durch TNF- und
Lymphotoxin-Signale der LTi-Zellen, sowie durch diELR-Liganden der Mikroflora
aktiviert. Aktivierte Stromazellen produzieren BAFRPRIL, TGF$1 und zusatzlich
CXCL13, CCL19 und CCL20, welche B-Zellen und defiskche Zellen zu den ILFs
anlockeft®. Die Makrophagen, dendritische Zellen und LTi-Belder ILFs produzieren TNF,
welches die dendritische Zellen und Stromazellerzudanregt TGH1-freisetzende
Matrixmetalloproteasen MMP-2, MMP-9 und MMP-13 zwpsemierer?®. AuRerdem
produzieren dendritische Zellen und Makrophagerausen mit den Stromazellen BAFF
und APRIL, welche in der Zusammenwirkung mit T@EEund TLR-Stimulierung den IgA-

Klassenwechsel ohne T-Zell-Hilfe und Keimzentrurat®n erméglichef.
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Abbildung 6: T-Zell-unabhangige Generierung von lg/+Plasmazellen in der Lamina propria des
Dunndarms

Die CX3CRI bzw. CD103 dendritischen Zellen kénnen Pseudopods durch digaégchicht ausstrecken ui
die Darmantigene fangebiese werden anschlieBend de-Zellen in der Lamina propria prasentiert. Zusate
setzten die dendritischen Zellen-6Lund Retinsaure frei, was die Ig&xoduktion unterstiitzt. Alternativ kai
die T-Zellunabhangige IgM&ktivierung in der Lamina proga mittels der Produktion von BAFF und APFR
durch Epithelzellen oder dendritische Zellen demlre propria angeregt werd

Zusatzlich zu der T-Zelkbhangigen Ig-Produktion findet in den mLNs und PPs eben
die T-Zellunabhangige Generierung von [Plasmazellen statt. Dabei sind
plasmozytoide dendritische@ellen (pDCs) beteilidf>. Die Stromazellen produzier:
Interferona und stimulieren damit die Produktion von BAFF uhBRIL durch die pDCs
was die IgAKlassenwechselrekombination un-Produktion in den -Lymphozyten
bewirkt®>. Die FDCs konnen -Zell-unabhangige IgARroduktion in den Peyer Plaqt
weiter erhdhen, indem sie follikulare-Lymphozyten stimulieren. Die Aktivierungssigni
durch RA und Mikroflora regen die Produktion volAFF und CXCL13 durch die FDC
sowie die TGHB1 Aktivierung via MMP9 und MMP13 % Diese pDC/FDw-basierende T-
Zell-unabhangige IgA?roduktion konre eine Erklarungfir die verbleibendelgA-

Klassenwechselrekombination in den Peyer Plaque€Dd(-defizienten Mause se'%
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1.3.2.3 T-Zell-abhangige Weg der IgA Generierung

Die meisten Antigene I6sen humorale Immunantwoirtesthen Keimzentrengerminal center
GC) aus. Keimzentren sind Orte mit besonderer Mikrgebung und ermdglichen den B-
Zellen die Proliferation, AID-Induktion, Klassenweselrekombination, somatische
Hypermutation sowie Affinitatsreifung durch die éndktionen mit den Antigenen und den
follikularen T-Helferzellen (TFH-Zellen).

Die Produktion des intestinalen IgA findet hauphdiét in den Follikeln der Peyer Plaques
und Mesenteriallymphknoten durch den T-Zell-abhgegiWeg statf. Dieser Weg erfordert
eine Aktivierung der CD4 T-Helferzellen durch die antigenprasentierendenddéschen
Zellen, gefolgt durch die Expansion und SelektienB-Zellen in den Keimzentren der Peyer
Plaque¥® (Abbildung 7). Im Keimzentrum findet die Differéierung der B-Zellen zu den
asf7. CCRY IgA-produzierenden Plasmablasten und Plasmazetién der Fahigkeit

kompletten Diinndarm zu besied®iri®

Die Aufnahme des Antigenes erfolgt vor allem dudik antigensammelnden M-Zellen,
welche das gesammelte Antigen zu den in der SEBrgien dendritischen Zellen Ubergeben.
Etliche Populationen der dendritischen Zellen smdie T-Zell-abhéangige IgA-Generierung
involviert. Einige DCs sind in der Lage die Antigedirekt aus dem Darmlumen zu sammeln.
Dazu bilden sie Dendriten durch die M-Zellspeztiisn transzellularen Poren als Auf
ahnliche Weise kénnen Makrophagen-ahnliche CX3CTBQs antigensammelnde Dendriten
durch die Epithelzellen ausstrecRerObwohl sie nicht in der Lage sind in die Peyergks
einzuwandern, kénnen die CX3CRIDCs das Antigen an die migratorischen CD10&s
durch die intrazellularegap junctionsiibertragen und dadurch zur T-Zell-abhangigen IgA-
Generierung in den Peyer Plaques beitrfjelf” AnschlieRend migrieren die CDI0BCs

in die parafollikularen Zonen der Peyer Plaques, si® Interaktionen mit den CD4
Vorlaufern der TFH-Zellen eingehen und diese sarkiitvierert® *°°(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Die T-Zell-abhangige Generierung von A" Plasmazellen im PPs

Die Darmantigene gelangen in die Peyer Plaquestemsigiber die M-Zellen. AnschlieRend werden sie dem
M-Zellen an die CD103dendritischen Zellen (ibergeben, welche daraufhider parafollikularen Zone die
Vorlaufer der TFH-Lymphozyten aktivieren. AktivierTFH-Lymphozyten wandern in das FDC-Netzwerk des
Follikels ein und unterstiitzen dort den IgA-Klassenhsel durch die Produktion von IL-21 und T@F-

TFH-Zellen regulieren die CXCR5 Produktion hoch wwdndern in das Netzwerk von
CXCL13-produzierenden follikularen dendritischenll@e (FDC) des Follikels eff® %

Neben CXCRS5 exprimieren TFH-Zellen kostimulatorischlolekile wie CD40L, ICOS
(inducible costimulator und PD-1 grogramed cell death)1®® '°° In den Peyer Plaques
setzen die TFH-Zellen zusatzlich die Zytokine IL121d TGFB1 frei, welche zusammen IgA

induziered!® 11

(Abbildung 7). Die intestinalen TFH-Zellen stammegon den FoxP3
(forkhead box protein)3positiven regulatorischen T-Zellen (Tref8)und vermutlich auch

von den T-Helfer-17-Zellen (1L7-Zellen}*? ab.

Zusatzlich zu den B- und T-Lymphozyten enthaltem ideimzentren der Peyer Plaques ein
Netzwerk von follikularen dendritischen Zellen (FPE. Diese Zellen stromalen Ursprungs
exponieren Darmantigene an ihrer Oberflache uneérstittzen dadurch Selektion von B-

Lymphozyten mit hochaffinen B-Zell-Rezeptot&h In den Peyer Plaques produzieren die
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FDCs das Chemokin CXCL13, welches fur die Chemalditbn von T- und B-Lymphozyten
in die Follikel verantwortlich i$f% Dariiber hinaus unterstiitzen die FDCs den IgA-
Klassenwechsel durch die Produktion von T@F-BAFF und die TGH freisetzende
Matrixmetalloproteasen (MMPSY.

1.3.2.4 Einwanderung der IgAPlasmazellen in die Lamina propria des Darms

IgA™ Plasmazellen aus dem mukosalen lymphatischen Gewé@bnen die Expression von
zwei Chemokinrezeptoren CCR9 und CCR10 hochregulielm Gegensatz zu den [§A
Plasmazellen aus anderen mukosalen Geweben (zrigjel.izeigen die IgAPlasmazellen
aus den Peyer Plaques eine Ansprechbarkeit auf GeR9-Liganden CCLZ%> was
bedeutet, dass die Expression von CCR9 wahrend Rlasmazellentwicklung im
darmassoziierten lymphatischen Gewebe induzied.vilie CCR9-Expression ist spezifisch
assoziiert mit den IgAPlasmazellen in der Lamina propria des Dunndarmwésgrend die
IgA" Plasmazellen in anderen Darmsegmenten oder inLgiege nur wenig bzw. keine
CCR9-Expression zeigéli' '’ Konsequent dazu wird CCR9-Ligand CCL25 spezifigch
den Epithel® und Endothelzellél® des Diinndarms produziert. Dariiber hinaus vermittel
CCR9 und CCL25 das Einwandern von T-Lymphozytedeén Diinndarif® und sind somit

ideal um die Immunantwort auf den Dinndarm zu &nht

Im Gegensatz dazu wird CCR10-Ligand CCL28 unteresgd von den Epithelzellen des
Dickdarms produzietf’, wahrend die im Dickdarm residenten [gA°lasmazellen hohe
Expression von CCR10 aufweisén
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1.4 Einfluss von Mikroflora auf die intestinale Immunhomoostase

Der gastrointestinale Trakt der Saugetiere ist lduene groRe Anzahl von Bakterien
besiedelt, deren Gesamtheit ein Mikrobiom bildess IMikrobiom eines Organismus ist fur
die Entwicklung von mukosalen Immunantworten selchtig. Die Untersuchungen von
keimfreien Mausen (GFgerm fre¢ zeigten erhebliche Beeintrachtigungen des intaln
Immunsystems in der Abwesenheit der bakteriellém@atior®” **> GF-Mause produzieren
geringere Mengen an antimikrobiellen Peptiden umgitben eine kleinere Anzahl von
intraepithelialen Lymphozyten als herkémmliche &#&t Zusétzlich beobachtet man in den
Peyer Plaques der GF-Mause eine Verkleinerung @ém#entrefy sowie eine verringerte
Population der IgA Plasmazelleff® in der Lamina propria solcher Tiere. Diese Defedite
allerdings reversibel und die korrekte Organisatdes intestinalen Immunsystems kann
durch die bakterielle Stimulation wiederhergesteltrder®®. Die Zusammensetzung und
metabolische Aktivitdt des intestinalen Mikrobioniben bedeutenden Einfluss auf die
Regulation der Darmimmunitat aus. Ein gut unterseslBeispiel ist die Rolle von SFB
(segmented filamentous bactgriabeim Voranbringen der intestinalen Thl7-
Immunantworts” '*® SFB heften sich an die Epithelzellen des Dinndaan. Diese
Bakterienart wird mit der Erh6hung der IL-17 undaR produzierenden Th17-Population in
der Lamina propria verbund&h '*® Die Monokolonisierung von GF-M&usen mit SFB
induziert die Expression von SAAdrum amyloid A welches zusammen mit den intestinalen
dendritischen Zellen die Th17-Differenzierung béwi®. Zusatzlich wird ein Anstieg der
IgA-Produktion bei den SFB-monokolonisierten Mauseombachtét®. Andersherum ist die
IgA-Produktion fur die Kontrolle der SFB-Populatiamichtig: Mause mit IgA-Defizienz
(aufgrund der AID-Defizienz) weisen eine starke &xgon der SFB im Dinndarm auf,
welche durch die Wiederherstellung der IgA-Wertdgabhoben wird®. Andere Studien
belegen die Fahigkeit einiger Arten v@ostridia die Entwicklung von FoxP3Tregs zu
unterstiitzelt™ 32 Kolonisierung mitClostridia aus den Clustern IV und XIVa erhoht die
Produktion von TGH1 und begunstigt die Entwicklung von IL-10 produereden Tregs in
GF-Méausel™™ 32 Ein moglicher Grund ware die Produktion von SCR#tsort chain fatty
acid§ durch die Clostridia-Artéff>. In anderen Studien wurde gezeigt, dass die
Kolonisierung von GF-Mausen mit ASFAl{ered Schaedler Flora besteht aus acht
Bakterienstammen) zu einer Wiederherstellung deegTRopulation fuhtt*. Fir den
bakteriellen StammBacteroides fragilisvurde ebenfalls eine auf die FoXPRreg-Population

aktivierende Wirkung beschriebgn
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1.5 Bedeutung der eosinophilen Granulozyten flr dagastrointestinale

Immunsystem

Seit ihrer Entdeckung im 19. Jahrhundert galtered&inophilen Granulozyten lange Zeit als
entzindungsférdernde Zellen, welche ausschlief$fictfzusammenhang mit einer Vielzahl
von Krankheiten, wie asthmatischen und atopischeak&onen, Parasiteninfektionen und
Allergie- und Hypersensibilisierungsreaktionen aeltet wurden. Sie wurden als aggressive
Zellen angesehen, die durch eine Reihe von zytetben Proteinen wie MBRn@jor basic
protein), ECP €osinophil cationic proteiy EDN (eosinophil-derived neurotoXirund EPO
(eosinophil peroxidageeine Gewebe-zerstérende Funktion haben. Erdéimletzten Jahren
wird es immer deutlicher, dass die eosinophilenn@Gli@yten wahrscheinlich auch eine

wichtige Rolle fiir den Aufbau und die EntwicklungnvGeweben habé&ft 3

Eosinophile Granulozyten sind hAmatopoetische @ellee im Knochenmark gebildet werden
von wo sie Uber das Blut in das Gewebe einwandBasonders zahlreich sind sie im
gastrointestinalen Trakf. Hauptséachlich in der Lamina propria des Diinndasefden sich
erhebliche Zahlen von Eosinophilen, auch dann weamme Entzindung vorliegt. Konstitutiv
hohe Expression von Eotaxin in der Lamina propfighrt zu einer kontinuierlichen
Einwanderung von eosinophilen Granulozyten, dieseie Chemokin Gber den CC-
Chemokinrezeptor 3 (CCR3) erkennen. Da die Einwamdeder eosinophilen Granulozyten
in den Diinndarm schon vor der Geburt erféfgténnten eosinophile Granulozyten auch hier

zur Entwicklung der Immunkompartimente beitragen.

Fur das Knochenmark wurde gezeigt, dass eosinofbibnulozyten essentiell fir den
Aufbau der Plasmazelliiberlebensnische sind. Dusttréfion von Chemokinen wie APRIL
und IL-6 tragen eosinophile Granulozyten maRRgektictn Uberleben der Plasmazellen bei
und verhindern dass sie in Apoptose geéffeiie Untersuchung von eosinophil-defizienten
Mausstammen zeigte eine deutliche Verringerungein Ahzahl Plasmazellen nicht nur im
Knochenmark, sondern auch in der Lamina propria.ddekte Einfluss der Eosinophilen auf
das Uberleben der IgAPlasmazellen zeigte sich, wenn BALB/c Mause nmiegi Antikorper
behandelt wurden, welcher zur spezifischen Apoptase eosinophilen Granulozyten fuhrt.
Die Depletion der eosinophilen Granulozyten haten dsofortigen Verlust der IgA

Plasmazellen in der Lamina propria zur Fotge
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Trotz der hohen Zahlen von eosinophilen Granulozyte gastrointestinalen Trakt ist Gber
ihre Funktion noch erstaunlich wenig bekannt. NeuArbeiteri*" **? legten nahe, dass
eosinophile Granulozyten nicht nur fiir das Ubentelben IgA™ Plasmazellen wichtig sind.
Vieles spricht daftir, dass sie eine entscheidermlke Rir das Gleichgewicht zwischen der
Mikroflora und dem Immunsystem des Darmes habeneslan der Abwesenheit von
eosinophilen Granulozyten zu deutlichen Verandesangicht nur im B-Zellkompartiment

sondern auch in den Populationen der T-Zellen wndldndritischen Zellen kommt.

AulRerdem scheint die Entwicklung der Peyer Plaguessinophil-defizienten Tieren gestort
zu sein. In der Abwesenheit von eosinophilen Granyien haben die Peyer Plagues eine
normale Follikelstruktur und eine auf den ersterclBhormale Keimzentrumsbildung, aber
die Grol3e der Peyer Plaques ist deutlich verringedtin den Keimzentren werden an Stelle
von IgA" hauptsachlich IgGB-Zellen generiert. Erste Ergebnisse sprechenrddfiss TFH-
Zellen eine veranderte Zytokinexpression haben wdiaghit B-Zellen vermehrt einen

Klassenwechsel nach IgG durchfuhren.

Die verringerte Anzahl der IgAPlasmazellen in der Lamina propria von eosinophil-
defizienten Tieren, fuhrt zu einer starken Reduktites IgA-Antikérperspiegels im Serum
aber vor allem auch im Darm. Diese konnte der Guaddr sein, dass eosinophil-defiziente
Tieren eine veranderte Mikroflora haben. Uber damage Zusammenspiel zwischen
Mikroflora, IgA Antikdrpern und Immunzellen ist abenmer noch sehr wenig bekannt und
der Einfluss der Eosinophile auf dieses Gleichgktist bisher Uberhaupt noch nicht

untersucht worden.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es die Rolle der eosinophil@ranulozyten fir den Aufbau und die
Funktion der verschiedenen Darmimmunkompartimentarzustellen und die
Wechselwirkungen zwischen der Mikroflora, dem Immystem und den Eosinophilen zu

untersuchen.

Zunachst sollen die unterschiedlichen Immunkompeatite des Darmes in Wildtyp und in
eosinophil-defizienten Mause miteinander vergleicheverden. Dabei sollen die
Zellpopulationen des Immunsystems in der Lamingpap dem Epithel, sowie den Peyer
Plaques mit Hilfe der Durchflusszytometrie analgtsiend mit immunhistologischen

Methoden dargestellt werden.

Ein Schwerpunkt der Arbeit liegt in der Entwickludgr Peyer Plaques, deren Keimzentren
fur die Bildung der IgA B- und Plasmazellen im Darmgewebe verantwortlictd.sDer

Einfluss der Eosinophil-Defizienz auf die reguld&atwicklung von Peyer Plaques in der
Ontogenese soll analysiert und Ausbildung der Imstrukturen in den Peyer Plaques in der

Abwesenheit von eosinophilen Granulozyten untersweinden.

Hauptziel der Arbeit ist es das Zusammenspiel zv@sceosinophilen Granulozyten, dem
Immunsystem und der Mikrobiom besser zu verstebDam.Frage stellt sich, was geschieht,
wenn eosinophil-defiziente Tiere mit Wildtyptiereargesellschaftet werden und es zu einer
Angleichung der Mikroflora kommt. Es soll gezeigtenden, wie sich die Mikroflora
verandert und ob dies einen Einfluss auf die Eldlwitg und die Funktion der Peyer Plaques
hat. Im Weiteren soll untersucht werden ob siclchulie Vergesellschaftung Veranderungen
im Immunkompartiment der Lamina propria und desttigé nachweisen lassen. Damit l1asst
sich zeigen, ob die Veranderungen, die im gaststimtalen Trakt von eosinophil-defizienten
Tieren beobachtet wurden, ein direkter Effekt vosieophilen Granulozyten sind oder ob sie
durch die veranderte Darmflora ausgel6st wurdea.BEygebnisse ermdéglichen es ein Modell
fur das Zusammenspiel von Eosinophilen, dem Immstesy und dem Mikrobiom

aufzustellen.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

In den folgenden Tabellen sind die Gerate, Verlhvanaterialien, Chemikalien, Puffer,

Ldsungen und Antikdrper aufgelistet, welche wahreeder Arbeit eingesetzt wurden.

Tabelle 1: Gerate

Gerat Hersteller Modell
Lichtmikroskop Leitz Laborlux S
Laser-Scanning-Mikroskop Zeiss LSM 710
Durchflusszytometer BD Biosciences Canto
LSR I
Durchflusszytometer BD Biosciences Aria |
(Zellseparation) Aria ll

Nanodrop

Thermo Scientific

Nanodrop 2000C

PCR-Maschine

Biometra

Tpersonal combi

gRT-PCR-Gerat

Applied Biosystems

StepOne Plus

Stratagene Mx3000P
Geldokumentationsanlage Biorad GelDoc XR+
Mikrotom Thermo Scientific HM560
ELISA-Lesegerat Molecular Devices SpectraMax plg4 3

ELISPOT-Lesegerat

AID

EliSpot Reader Classic
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Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien und Kits
Material/Kit

Hersteller

Zellfilter 70 um

BD Biosciences

Zellfilter 40 um Partec
Lightcycler FastStart DNA Master SYBR Gree Roche
Kit
Sensiscript Reverse Transkriptase Kit Qiagen
NucleoSpin RNA Kit Macherey-Nagel
QIAamp DNA Stool Mini Kit Qiagen
ELISA-Platten Corning

Costar® Assay Plate, high binding

ELISPOT-Platten
MultiScreen® HTS

Merck Millipore

18 G x 1/,* Kaniilen

Braun

Mikrotom Klingen SEC35p

Microm

Objekttrager Superfrost plus

Thermo Scientific

Zellkulturplatten

greiner bio-one

DreamTaq DNA Polymerase Kit

Thermo Scientific

AmpliTag Gold PCR Kit

Applied Biosystems
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Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz

Hersteller
2-Methyl-Butan Roth
BSA Biomol
Collagenase D Roche
Dispase Il Roche
DNase | Sigma
dNTPs Set Fermentas
Einbettmedium O.C.T. compound Tissue Tek
Fluoromount Bedeckmedium Sigma
Glykogen Roche
LPS Sigma
O’RangeRuler 100 bp

Thermo Scientific

Percoll

GE Healthcare

Proteinase K

Roche

RNase away

Roth

TRIzol Reagent

Life Technologies

Trypanblau Sigma
Ribolock RNase Inhibitor Fermentas
ELISPOT-Substrat

1-Step NBT/BCIP

ThermoFisher Scientific
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Tabelle 4: Puffer, Medien und Lésungen
Puffer/Medium

Zusammensetzung

10x TBE Puffer

216,0 g TRIS-Base
110,0 g Borséaure
19,0 g EDTA
Ad 2 | ddHO

1x TNES Puffer

10 mM TRIS-Base, pH 7,5
0,4 M NaCl
0,1 M EDTA
0,6% SDS

Erythrozyten-Lysepuffer

4,15 g NBI
0,5 g KHCQ
0,0185 g EDTA
pH 7,5
Ad 0,5 | ddHO

Zellkultur-Nahrmedium

RPMI 1640 + Glutamax-I Mediy@ibco)
10% FCS
100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin

1x PBS

136,9 mM NaCl
2,7 mM KCI

1,5 mM KsPO,

8,1 mM NaPG,

PBS/BSA Puffer

1x PBS
0,5% BSA

Fixierungspuffer, eBioscience

3 Volumina Fixatiouent

1 Volumen Fixation Concentrate

Permeabilisierungspuffer, eBioscience

10x Permigakiibn Buffer
1:10 Verdinnung mit ddi®

Lamina propria EDTA-Vorverdaupuffer

9 ml RPMI Mediu
500 pl 0,5M EDTA, pH 8,0
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Puffer/Medium

Zusammensetzung

Lamina propria Proteasencocktail

1 mg/ml Collagerias
0,1 mg/ml DNase |
1 mg/ml Dispase |l

ELISA Blocking Puffer 1x PBS
1% BSA
PBST-Waschpuffer 1x PBS

0,05% Tween-20
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Tabelle 5: Antikorper

Antigen Klon Hersteller
Arginase-1 658922 R&D Systems
B220 RA3.6B2 DRFZ
CD103 2E7 BioLegend
CD11b M1/70.15.11 DRFz
CDl11c N418 DRFz
CD3 145-2C11 DRFZ
CD4 GK1.5 DRFz
CD45 30-F11 eBioscience
CD8u 53-6.7 eBioscience
CD8B YTS156.7.7 BioLegend
c-Kit (CD117) ACK45 DRFz
CX3CR1 SAO11F11 BioLegend
CXCR5 L138D7 BioLegend
FAS 15A7 eBioscience
Fcy Rezeptor 2.4G2 DRFz
FoxP3 FJIK-16s eBioscience
Gr-1 RB6-8C5 DRFz
lcam-1 KAT1-6 DRFz
IgA polyklonal Bethyl
IgA polyklonal Southern Biotech
IgG1 RMG1-1 BioLegend
Ki67 SolA15 eBioscience
MadCAM-1 MECA-367 BD Bioscience
MBP MT-14.7.3 LeeLab
MHCII M5/114 DRFz
PD-1 29F.1A12 BioLegend
PDCA-1 JF05-1C2.4.1 Miltenyi Biotec
Pecam-1 (CD31) 390 DRFZ
PNA Vector
RORyt Q31-378 BD Bioscience
SA-Pe/Cy7 BioLegend
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Antigen Klon Hersteller
SA-PerCP BD Pharmingen
Siglec-F E50-2440 BD Pharmingen
TCRB H57-597 eBioscience
TCRyd GL3 BD Biosciences
Vcam-1 6C71 DRFz

Tabelle 6: Primersequenzen

Gen Vorwartsprimer Ruckwartsprimer
CCL19 5-GGG GTG CTA ATG ATG CGG | 5-CCT TAG TGT GGT GAA CAC
AA-3 AAC A-3
CCL21 5-GTG ATG GAG GGG GTC AGG| 5-GGG ATG GGA CAG CCT
A-3’ AAA CT-3'
CCL25 5-TTA CCA GCA CAG GAT CAA 5-CGG AAG TAG AAT CTC
ATG G-3 ACA GCAC-3
CXCL13 5-GGC CAC GGT ATT CTG GAA | 5-GGG CGT AAC TTG AAT CCG
GC-3 ATC TA-3'
E-Cadherin | 5-CAG TTC CGA GGT CTA CAC | 5-TGA ATC GGG AGT CTT CCG
CTT-3 AAA A-3’
MadCAM-1 | 5-CCT GGC CCT AGT ACC CTA 5-CCG TAC AGA GAG GAT
CC-3 ACT GCT G-3
S-Aktin 5-CTC CTG AGC GCA AGT ACT 5'- TAA AAC GCA GCT CAG
CTGTG-3 TAA CAG TCC-3
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

In der vorliegenden Arbeit wurden Mause von zwetkewsthiedlichen eosinophil-defizienten
Stammen verwendet: AdbIGATA-1'*® und PHIL-M&aus&”. Diese wurden unter
pathogenfreien Konditionen am Bundesinstitut fisiRibewertung (BfR) in Berlin geziichtet
und gehalten. Als Wildtyp-Kontrolle fur deAdblGATA-1 Mausstamm dienten BALB/c
Mause, welche von Charles River Laboratories ireféld bezogen wurden. Fur den PHIL-
Stamm wurden negative Wurfgeschwister (C57BL/6) dis entsprechende Kontrolle

verwendet.

Tabelle 7: Mausstamme

Stammname Zuchtort Entstehungsort
BALB/c Charles River, Sulzfeld Jackson Laboratory
AdbIGATA-1 BfR, Berlin Jackson Laboratory
C57BL/6 Charles River, Sulzfeld Bussey Institute
PHIL BfR, Berlin Mayo Clinic

2.2.1.1 Eosinophil-defiziente Mausstamme

Die Entwicklung von eosinophilen Granulozyten isinveiner komplexen Wechselwirkung
von mehreren Transkriptionsfaktoren abhéngig. Eid@von istGATA-binding protein 1

(GATA-1). Seine Wichtigkeit fur die Eosinophil-Enitklung wird durch die Tatsache
bestétigt, dass die Mause mit einer Deletion deh&ffinen palindromischen GATA-Sequenz

im GatalPromoter einen selektiven Verlust von eosinoph@anulozyten aufweisét.

Der zweite eosinophil-defizienter Mausstamm, dansgene PHIL-Stamm, wurde durch
eosinophil-spezifische Expression des zytotoxisclRenteins mit demEPO-(eosinophil
peroxidase)-Promoter erzetitjt Als zytotoxisches Protein wurde Diphteriatoxin(BTA)
Kette gewahlt, dessen zytotoxische Aktivitat auf @atalytischen Degradierung von EF-
(elongation factor-2 und dem anschlieRenden Zusammenbruch der Rsgtehese beruhit.
Der resultierende Verlust von eosinophilen Gramytiez in PHIL-Mausen ist absolut und

lebenslanglich.
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2.2.1.2 Vergesellschaftung der Tiere

Aufgrund dessen dass die BALB/c umtblGATA-1 Mause in den unterschiedlichen
Einrichtungen geziichtet wurden, wurde eine Reihe Eperimenten durchgefuhrt, um den
Einfluss von Mikroflora auf die beobachteten Ergebe zu untersuchen. Dazu wurden die
Tiere beider Mausstamme fur zwei bis finf Wocheneinem Verhdltnis eins zu eins
gemischt im denselben Kafig untergebracht, um destausch der Mikroflora zwischen den

Mausstammen zu ermoglichen

2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Zellisolierung aus den Organen des gasttestinalen Traktes

Die Lymphozyten des gastrointestinalen Traktes emrich Abhangigkeit von dem jeweiligen

Organ mit drei unterschiedlichen Methoden préaparier

Praparation der Zellsuspension aus der Lamina piapr

Der Dunndarm wurde enthommen und dabei wurdenRakte von dem mesenterialen Fett-
und Bindegewebe grindlich entfernt. Diese verringdie Zellausbeute und fihren zum
verstarkten Absterben der Zellen der Lamina propfisséatzlich wurde darauf geachtet, dass

der Darm bei keinem der Arbeitsschritte austrocknet

Nach dem Abtrennen von Peyer Plaques wurde der Draemer Petrischale mit eiskaltem
PBS/0,5% BSA Puffer gelegt und der Lange nach agfgdtten. AnschlieBend wurde er in
4-5 Schritten in eiskaltem PBS/0,5% BSA gespdlt,den Darminhalt zu entfernen.

Die eigentliche Zellisolation aus der Lamina prapwurde nach dem folgenden Protokoll

durchgefuhrt:

Herstellung des Vorverdaupuffers: pro Dinndarm/Mawus50 ml Falcon tube 10 ml
RPMI/10% FCS/Pen/Strep + 500 pl 0,5M EDTA pH 8,Gerd zur Abtrennung von
Epithelzellen.

Schneiden von ca. 1 cm langen Darmsticken in dasof&6hrchen mit 10 ml des
Vorverdaupuffers

Erste Behandlung von Darmstiicken mit dem EDTA-Vataapuffer erfolgt 15 min lang bei
37 °C im Wasserbad ohne Schutteln.
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Nach 15 min EDTA-Behandlung wurden die Proben 20s80 lang kraftig in der Hand

geschuttelt und die abgetrennte Suspension vormépgllen durch das Metallsieb gefiltert

und evtl. eingesammelt fir eine spatere IEL-AnglyBe Darmstiicke wurden wieder in das

50 ml Falcon-Rdhrchen reingelegt und in 10 ml frexe Vorverdaupuffer aufgenommen.

Zweite Behandlung von Darmsticken mit dem EDTA-\@daupuffer erfolgte unter

denselben Bedingungen (15 min lang bei 37°C im \&fassl ohne Schitteln).

Erneutes Schitteln und Filtrieren von Epithelzeltench das Metallsieb findet nach dem

zweiten Vorverdauschritt. Anschlie3end wurden degrbstiicke grindlich von EDTA-Resten

im Metallsieb im eiskalten PBS/0,5% BSA gewaschen.

Nach dem Auswaschen von EDTA wurden die Darmstiickeiner Petrischale zuerst mit

einer Schere und danach mit einem Skalpell sorgfédtm Brei homogenisiert. Die

Grundlichkeit der Homogenisierung ist entscheidiémdlie Zellausbeute.

Die Gewebe-Homogenate wurden in neue 50 ml Faldimd¢hen mit je 1 ml RPMI/10%

FCS/Strep/Pen Uberflhrt.

Nachdem alle Proben homogeniert wurden, wurde #erjé’robe 5 ml des Proteasen-

Cocktails dazugegeben.

Verdaut wurden die Proben 20 min lang bei 37°C 228"/, Schiitteln.

Nach dem Verdau wurden die isolierten Zellen dudels Metallsieb in ein neues 50 ml

Falcon-Ro6hrchen dberfihrt und sofort auf Eis ghéstBie unverdauten Darmreste wurden

zurtick in das Rohrchen mit 5 ml des frischen Pe#praCocktails reingelegt und ein zweites

Mal unter den Bedingungen wie zuvor inkubiert.

Nach dem zweiten Verdauschritt wurden die Darmresééarmals durch eine 18 G X/4

Kanule durchgezogen, um die Zellen aus dem Gewalszuldsen. AnschlieRend wurden sie

durch das Metallsieb mit den isolierten Zellen dem ersten Verdauschritt vereinigt.

Die vereinten Zellen nach den beiden Verdauschritterden durch den 70um Zellfilter von

BD filtriert und anschlieRend im RPMI/10% FCS/Pdref zwei Mal gewaschen.

Um die Lamina propria Zellsuspension von den Resdts Bindungs- und Fettegewebe zu

reinigen und somit das Uberleben der Lamina pro@élen zu erhohen, wurde die

Zellsuspension in 10 ml 30 % Percoll-Losung (in RAKRo FCS/Pen/Strep) aufgenommen

und 20 Minuten lang bei 2000 minund RT ohne Bremse zentrifugiert. Die pelletierten

Lymphozyten wurden anschlieend zwei Mal von denrcdteResten mit dem

RPMI1640/10% FCS/Pen/Strep Nahrmedium gewaschen.

Vor der eigentlichen Farbung wurden die Zellen emdeiskalten PBS/0,5% BSA Puffer

gewaschen und resuspendiert. Die Zellzahl wurdettetmund die Zellen entsprechend
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verdiinnt, dass man ca. 2-3%12ellen/100 pl erhalt. Alle weiteren Arbeitsscheitrfolgten
im PBS/0,5% BSA und auf Eis.

Praparation der Zellsuspension aus Peyer Plaques.

Fur die Analysen wurden die Peyer Plaques vorgjichbin dem Didnndarm abgeschnitten,
gesammelt und mit Hilfe des RPMI1640/10% FCS/ PeepSNahrmediums tber den 100 um
Zellfilter gewaschen. Vor der Zellfarbung wurde diellsuspension im eiskalten PBS/0,5%

BSA Puffer gewaschen und resuspendiert.

Sollten die Stromazellen der Peyer Plaques analyserden, wurden die Peyer Plaques auf
dieselbe Weise mit dem Proteasen-Cocktail wie b&i Hamina propria beschrieben
behandelt.

Praparation der intraepithelialen Lymphozyten demides.

Die Zellsuspensionen nach den beiden Vorverdausammmit EDTA wurden vereinigt und
zwei Mal mit dem RPMI11640/10% FCS/Pen/Strep Nahimmadgewaschen, um EDTA-Reste
zu entfernen. Die intraepithelialen Lymphozyten eamr mittels 30% Percoll-Losung im
RPMI1640/10% FCS/Pen/Strep Nahrmedium aufgereif@gntrifugiert wurde 20 min lang
bei 2000 miff, RT, ohne Bremse). Nach zwei abschlieRenden Welsgtisn mit dem
RPMI1640/10% FCS/Pen/Strep konnten die IELs fie a@nrchflusszytometrische Analyse
gefarbt werden.

2.2.2.2 Erythrozyten-Lyse

Um die eventuell vorhandene Erythrozyten aus deipaierten Zellsuspensionen (gilt
insbesondere fur die Analyse der Blutlymphozytem)etiminieren wurden letzte mit einem
hypotonischen Erythrozytenlyse-Puffer (Tabelle 4min lang auf Eis behandelt. Dieser
Puffer bringt durch seine Beschaffenheit die Emytlten dazu durch die UberméafRige

Wasseraufnahme zu platzen.

2.2.2.3 Bestimmung der Zellzahl

Um die absoluten Zahlen der analysierten Zellpdmian zu bestimmen, wurden die
entsprechenden Gesamtzahlen der isolierten ZellgelsnTrypanblau-Farbung und einer

Neubauer-Zahlkammer ermittelt.
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2.2.2.4 Blocken von FeRezeptoren

Sowohl  fur die  durchflusszytometrische  Analysen, s al auch  fur die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden Antikorper des-lg@yps verwendet. Einige Zelltypen
(Monozyten, Makrophagen, B-Zellen, natirliche Kiellen, dendritische Zellen)
exprimieren Fg-Rezeptoren an ihrer Zelloberflache, welche IgG-@kdle erkennen und
binden kdnnen. Um das unspezifische Binden vonrdiclromgekoppelten Antikdrpern an
diese Zellen zu verhindern, wurden die Zellsuspmeresi bzw. die Gewebeschnitte vor der
eigentlichen Farbung mit einem antiyReAntikorper (DRFZ) behandelt.

2.2.3 Durchflusszytometrische Methoden

2.2.3.1 Farbung von Oberflachenantigenen

Die Zellfarbung fur Durchflusszytometrie-Messungerfolgte grundsatzlich auf 96-Loch
Platten mit flachem Boden. Dazu wurden die herdjemte Zellsuspensionen nach dem
Blocken von Fg-Rezeptoren und der anschlieRenden Behandlungemitfixable Viability

Dye (eBioscience) auf der Platte verteilt und dvéiuten lang bei 1500 mihund 4 °C

zentrifugiert. Die Uberstande wurden ausgeschitiell die Zellpellets in je 50 upl des
entsprechenden Antikérper-Cocktails resuspendiedfarbt wurde 30 min bei 4 °C. Im
Anschluss wurde die Platte mit PBS/0,5% BSA Pu#fefgefullt und erneut zentrifugiert.
Wenn durch den Versuchsaufbau bedingt eine Farbmiigdem Sekundar-Antikorper
notwendig ist, wurde diese ebenfalls bei 4 °C fi@r @in durchgefuhrt. Nach dem
abschlieBenden Waschschritt sind die Zellen furRigerung und eventuelle Farbung von

intrazellularen Antigenen bereit.

2.2.3.2 Farbung von intrazellularen und intranuklg&n Antigenen

Fur die Farbungen von intrazellularen bzw. intrdaaten Antigenen sollten die Zellen fixiert
und permeabilisiert werden. Fur die Fixierung wudde Fixierungspuffer von eBioscience
verwendet. Die Zellen wurden mit jeweils 100 pliEmngspuffer auf einer 96-well Platte
Uber Nacht bei 4 °C fixiert. AnschlieRend wurdea dellen mit 1x Permeabilisationspuffer
gewaschen (Zentrifugation fir 3 min bei 1500 thiand 4 °C). Die Antikorper fir die

intrazellulare Farbung wurden ebenfalls im 1x Petoileationspuffer verdiinnt und auf die

gewaschenen Zellen aufgetragen. Intrazellulare urdybdauerte 30 min bei 4 °C. Im
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Anschluss wurden die Zellen ein zusatzliches Malwagehen und fir die
durchflusszytometrische Messung in 200 pl PBS/0E®A resuspendiert.

2.2.3.3 Durchflusszytometrie

Diese Methode ermoglicht die Detektion von versgéien Zellpopulationen anhand der
unterschiedlichen Expression von Oberflachenmarkerd intrazellularen Molekilen. Die

molekulspezifischen Antikdrper sind mit unterschigten Fluorochromen konjugiert, welche
durch einen Durchflusszytometer erfasst werden.di@irdurchflusszytometrische Analysen
wurden die Zytometer Canto und LSRII von BD Biosce benutzt. Die aufgenommenen

Daten wurden mittels FlowJo7.6.5 oder FlowJo10&arfe ausgewertet.

In der Abbildung 1 ist eine typische Auswertung darchflusszytometrischen Daten anhand
der T-Lymphozyten-Analyse gezeigt.

Lymphozyten Einzelzellen Einzelzellen lebende Zellen
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Abbildung 8: Typisches Eingrenzungsschema bei deruwlchflusszytometrischen Analyse.

Nach der Eingrenzung der Lymphozyten erfolgt desgehluss von den Zellduplikaten und den toten Aelle
AnschlieBend werden die CD45+ Leukozyten eingedramm den Kompartiment der stromalen Zellen
auszuschlieen. Die CD4+ T-Lymphozyten werden &8 CD4+ Zellen definiert und lassen sich schligiftli
nach ihrer Expression von FoxP3 und CD103 in Subladipnen aufteilen.
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2.2.4 Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1 Isolierung der genomischen DNA aus Mauslsam

Mausschwanzbiopsien wurden von den vier bis seclgh@h alten Tieren entnommen.
AnschlielRend werden sie in 400 pl TNES-Puffer nfit|d Proteinase K (20 mg/ml) Uber
Nacht bei 55 °C inkubiert. Verdaute Mausschwanzkigp wurden 10000 mithfiir 10 min
zentrifugiert. 250 pl des Uberstandes wurden m@d A0 des 100% Ethanols gemischt und
eine Stunde lang bei -80 °C inkubiert um die DNAm&zipitieren. Die DNA wurde dann
zentrifugiert und das Pellet anschlieBend mit 70&aiol gewaschen. Die gewaschenen
DNA-Pellets wurden bei 55 °C getrocknet, um die dathireste zu beseitigen und

anschlie3end in 200 ul dd@ Gber Nacht bei Raumtemperatur (RT) gelost.

2.2.4.2 Genotypisierung der PHIL-Mause

Da die PHIL-M&ause heterozygot geziichtet werdenesalie PHIL-positiven Tiere von ihren
C57BL/6-Wurfgeschwistern anhand der Genotypisierunggrschieden werden. Dazu wurde
das Vorhanden des Diphteriatoxin-Gens in der gescmen DNA mit Hilfe von spezifischen

Primern mittels PCR-Reaktion untersucht.

Tabelle 8: Mastermix fur PHIL-Genotypisierung

Reagenz x1 Endkonzetration
10x DreamTaq Green Buffer 2,5 ul 1x
dNTPs 2,5ul 0,5 mM
Vorwartsprimer 0,5 ul 0,2 uM
Ruckwartsprimer 0,5 ul 0,2 uM
DreamTaq Polymerase 0,1 pul 05U
HO 17,9 pl

Tabelle 9: Primersequenzen fur PHIL-Genotypisierung

Primer Sequenz
EPO F 221 5’ AAG TAT GAT GGG GGT GTTTC 3
DTAR 224 5" GAG CGG GTTTTC ATT ATC TAC 3’
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Tabelle 10: PCR-Reaktion fur PHIL-Genotypisierung

Temperatur Zeit Zyklenanzahl
95 °C 3 min
94 °C 1 min
53°C 1 min 35x
72 °C 1 min
72 °C 10 min
4°C Pause

Das erhaltene PCR-Produkt besitzt eine GroRe v@rBééenpaare (bp).

Abbildung 9: Genotypiserung der PHIL-M&use.
Die PCR-Reaktion fir PHIL-Genotypisierung liefedilden PHIL-M&usen ein 447 Basepaare grof3es Produkt

2.2.4.3 RNA Isolierung

Durchflusszytometrisch isolierte Zellen bzw. honmigertes Gewebe wurde in 250 ul
TRIzol Reagent aufgenommen und bei -20 °C eingefronm die Ausbeute der gewonnenen
RNA zu erhdhen. Im nachsten Schritt wurden die teysaufgetaut, vortext und nach der
Zugabe von 50 pl Chloroform bei 12000 g und 4 °Qriib lang zentrifugiert. Die nach der
Zentrifugation entstandene obere Wasserphase Q€80 1) wurde in die neuen Tubes mit
bereits vorgelegten 2 ul Glykogen aufgetragen umdl1@6 pl Isopropanol gemischt. Das
Gemisch wurde erneut bei 12000 g und 4 °C 30 mmig zentrifugiert. Das Pellet wurde
anschlieBend mit 70% Ethanol gewaschen und beiC5Qetrocknet, bis alle Ethanolspuren
entfernt wurden. Geldst wurde das RNA-Pellet in B0des RNase-freien Wasser. Die
Konzentration der gewonnenen RNA wurde mit Hilf@esi Nanodrop-Geréates (Thermo

Scientific) bestimmt.
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2.2.4.4 cDNA Synthese

Die cDNA wurde mittels Sensiscript Kits von Qiaggmthetisiert. Dazu wurde der folgende
Mastermix hergestellt:

Tabelle 11: cDNA-Mastermix

Reagenz x1 Endkonzentration
10x RT Puffer 2 pl 1x

dNTPs 2 ul 0,5 mM
random Primer (Hexamere) 2 ul 0,1 mM
Oligo dT Primer 1ul 0,05 mM

RNase Inhibitor 0,3 ul 12U
Sensiscript Reverse Transkriptase 1l 1U

H,O 10,7 pl

Zu den 19 pl des cDNA-Mastermixes wurde 1 pl derARNisung hinzu pipettiert und die
reverse Transkriptase Reaktion wurde in einem PE@R¥GmMit dem folgenden Programm

gestartet:

Tabelle 12: Programm fur die reverse Traskriptase Raktion (cDNA-Synthese)

Temperatur Zeit
37 °C 1 Stunde
95 °C 5 min
4°C Pause

2.2.4.5 Analyse der bakteriellen DNA

Frische Mausfazes wurden gesammelt und bis zury8ediei -80 °C gelagert. Die bakterielle
DNA wurde mittels QIAamp DNA Stool Mini Kit von Qgen mit der Hochtemperatur-
Bakterienlyse (95 °C) nach dem Herstellerprotokebliert. Die relativen Mengen von
Darmflorabakteriengruppen wurden mittels qRT-PCRI gnuppenspezifischen 16S rDNA
Primerrt*® quantifiziert. Das gemeinsame 172 bp-groRe Fragmen16S rDNA wurde als
interne Referenz verwendet, um die GesamtmengeEutiacteria zu bestimmen. Folgende
bakterielle Gruppen wurden gemessen: BaBacferoidey MIB (mouse intestinal
bacteroide} Erec Eubacterium rectal/Clostridium coccoiges  Lact

(Lactobacillus/Enterococclisind SFB ¢egmented filamentous bactgria
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Tabelle 13: 16S rDNA Primer

Bakteriengruppe Forwartsprimer Ruckwartsprimer
Bact 5-GGT TCT GAG AGG AGG TCC 5-CTG CCT CCC GTA GGA AT-
C-3 3

Erec 5-ACT CCT ACG GGA GGC | 5-GCT TCT TAG TCA GGT ACC
AGC-3’ GTC A-3

Lact 5-AGC AGT AGG GAATCT 5-CAC CGC TAC ACATGG A-3'
TCC-3'

MIB 5-CCA GCA GCC GCG GTA 5-CGC ATT CCG CAT ACT TCT
ATA-3 C-3

Eubacteria 5-ACT CCT ACG GGA GGC 5-ATT ACC GCG GCT GCT
AGC AGT-3 GGC-3
SFB 5'-GAC GCT GAG GCATGA | 5-GAC GGC ACG GAT TGT TAT
GAG CA-3 TC-3

2.2.4.6 Qualitative real time PCR (qRT-PCR)

Fur die Quantifizierung der Genexpression bestimi@ene wurde der gRT-PCR Mastermix
mit den Reagenzien aus dem Lightcycler FastStarh Mdster SYBR Green Kit von Roche

wie folgt vorbereitet:

Tabelle 14: gRT-PCR Mastermix

Reagenz x1 Endkonzentration
Solution 1 (Fast start Enzymmix) 1l 1x
Solution 2 (MgC)) 1,5 ul 3,75 mM
Solution 3 (HO) 5,5 ul
Forwartsprimer 0,5 ul 0,5 uM
Ruckwartsprimer 0,5 ul 0,5 uM

Der qRT-PCR Mastermix wurde auf der 96-Well Platteteilt und 1 pl cDNA wurde pro
Vertiefung hinzugefiigt. Die Platte wurde 3 min ldygj 300 mif und 4 °C zentrifugiert und
die Reaktion in Duplikaten mit dem qRT-PCR Progradurchgefihrt.
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Tabelle 15: gRT-PCR Programm

Temperatur Zeit Zyklenanzahl
95 °C 10 min
95 °C 30 sec
60 °C 30 sec 50x
72 °C 30 sec
95 °C 10 sec
65 °C 20 sec
95 °C 30 sec

Die relative Genexpression wurde zu der Expressmnp-Aktin normalisiert. Die relative

MRNA Expression wurde mittels der vergleichendenNBthode berechnet.
ACT = CTeen- cTPAkin

Relative Genexpression 9"
2.2.5 Sonstige Methoden

2.2.5.1 Immunhistologische Methoden
Einbetten von Gewebe und die Herstellung von Gesohingten

Gewebestlcke wurden vorsichtig ins OCT compoundyedégt und ausgerichtet. Das
eingelegte Gewebe wurde in auf Trockeneis vorge&ihR-Methyl-Butan eingefroren, um

dadurch das schnelle und gleichmaRige EinfrieranGiawvebes zu gewahrleisten.

Das Gewebe wurde in die 7 um dicke Schnitte getemniwelche anschlieRend 20 Minuten
lang in Aceton fixiert wurden. Nach dem Austrocknem Aceton wurden die Objekttrager

bis zur Analyse bei -20 °C gelagert.

Immunofluoreszenzfarbung

Alle Arbeitsschritte der Immunofluoreszenzfarbunéplgten in einer befeuchteten, dunklen

Kammer bei Raumtemperatur. Es wurde darauf geachtetGewebeschnitte bei keinem der

Schritte austrocknen. Zunachst wurde das GewebdeamfObjekttrager fir wenige Minuten

mit PBS rehydriert. Anschliel3end wurden die undpsetien Bindestellen mit FR-L6sung

in PBS/BSA Puffer fur 20 Minuten geblockt. Nach d@tocken erfolgte die eigentliche

Farbung der Schnitte mit Antikdrper-Konjugaten BS?BSA fir 45 Minuten. Funf Minuten
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vor dem Ende der Farbung wurden die Zellkerne mitlAPI-L6sung gegengefarbt. Nach
dem Farben wurden die Gewebeschnitte zuerst in R&8ISdann in Wasser grundlich aber
vorsichtig gespult und anschlielend mittels Flumonm-Deckmedium und Deckglas
bedeckt. Die Objekttrager wurden vor dem Mikroskopn mindestens eine Stunde lang

getrocknet.

Laserrastermikroskopie (Laser scanning microscdy8M))

Die Visualisierung von Fluoreszenzfarbung der Geasehnitte erfolgte mit einem
konfokalen Laserrastermikroskop. Die aufgenommeAdbildungen wurden mittels der
ZEN2011-Software von Zeiss bearbeitet.
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2.2.5.2 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Die Detektion von IgA in Kot und Serum erfolgte teis ELISA. Dazu wurden die
Mausfazes gesammelt, eingewogen und in der entsggmden Menge von sterilem PBS

resuspendiert. Die Analyse erfolgte nach dem in dabelle 16 zusammengefassten

Protokoll:

Tabelle 16: ELISA-Arbeitsprotokoll

Arbeitsschritt Reagenz/Puffer Zeit/Temperatur
Beschichtung der ELISA- ELISA-Fangantikérper Goat anti-mouse Uber Nacht
Platte Ig(H+L), Southern Biotech, 1:1000 in PB$ 4°C
Waschen PBST-Waschpuffer 3X
Blocken von unspezifischen ELISA-Blocking Puffer 1 Stunde, RT
Bindungsstellen
Verdinnen und Anbringen Mouse IgA, Southern Biotech 1 Stunde, RT
von Proben und IgA-Standar
Waschen PBST-Waschpuffer 3x
Detektion ELISA-Detektionsantikdrper Goat anti- 1 Stunde, RT
mouse IgA-AP, Southern Biotech, 1:2000 |m
ELISA-Blocking Puffer
Entwicklung ELISA-Alkalysche Phosphatase Substrat Ca. 20 min

SIGMAFAST p-Nitrophenyl phosphate,

Sigma

Auslesen der Platte bei 405

nm
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2.2.5.3 Enzyme linked immunospot assay (ELISpot)

Die Untersuchung der Sekretionsrate von IgA durigh Rlasmazellen der Lamina propria

wurde mittels ELISpot durchgefiihrt. Die isoliert&@ellen der Lamina propria wurden in

unterschiedlichen Verdinnungen auf die ELISpottPlailufgetragen. Die Bestimmung der

SpotgroRe erfolgte durch das EliSpot6 Software. BaESpot-Arbeitsprotokoll ist in der

Tabelle 17 zusammengefasst.

Tabelle 17: ELISpot-Arbeitsprotokoll

Arbeitsschritt Reagenz/Puffer Zeit/Temperatur
Aktivierung der ELISpot- 35% Ethanol-Ldsung in 1x PBS 5 Minuten
Platte
Waschen 1x PBS 3X

Beschichtung der ELISpot-
Platte

Goat anti-mouse Ig(H+L), Southern Bioteg

1:1000 in PBS

h, Uber Nacht, 4 °C

Waschen

PBST-Waschpuffer

3x

Blocken von unspezifischen

Bindungsstellen

RPMI1640/10% FCS

30 Minuten, 37 °C

Verdinnen und Anbringen der

in RPMI1640/10% FCS

5 Stunden oder lber

Lamina propria Zellen Nacht, 37 °C
Waschen PBST-Waschpuffer 3x
Detektion Goat anti-mouse IgA-AP, Southern Biotech, Uber Nacht, 4 °C

1:2000
Waschen PBST-Waschpuffer 2X
1x PBS 1x
Entwicklung 1-Step NBT/BCIP-Substrat, ThermoFisher 20-30 Minuten
Scientific
Waschen flieRendes Wasser

Auslesen der Platte

Das Auslesen und Auswerten der ELISpot-Plattenigidfcam EliSpot Reader Classic Gerat

von AID mittels EliSpot6 Software. Dabei wurde duwittlere Fleckgrof3e pro einzelne

Vertiefung der Platte bestimmt.
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2.2.6 Statistische Auswertung

Bei den Auswertungen der statistischen Signifikatewr Daten wurde der abhangige
Zweistichproben-t-Test verwendet. Die HOhe der fHiggnz wurde durch den P-Wert
bestimmt: ** p < 0,001, * p < 0,01, * p < 0,05.i® Fehlerbalken reprasentieren die
jeweilige Standardabweichung.
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3. Ergebnisse

3.1 Die Abwesenheit der eosinophilen Granulozyten dfirt zu
Veranderungen der Zellpopulationen in den Immunkomm@artimenten des

Dinndarmes

Der Einfluss der Abwesenheit der eosinophilen Gliayten auf die weiteren Veranderungen
in den Immunkompartimenten des Diunndarmes solltersuncht werden. Dazu wurden die
Zellen aus der Dunndarm Lamina propria, den Peylagues und dem Epithel des
Dunndarmes derAdblGATA-1 Tiere sowie deren Wildtypkontrollméause sd&ALB/c
Stammes isoliert und durchflusszytometrisch sowteHife des ELISpot-Assays analysiert.

In darauffolgenden Experimenten sollten die Popah@n von B- und T-Lymphozyten sowie
der dendritischen Zellen in den Immunkompartimendess Dinndarmes néher untersucht

werden.

3.1.1 Untersuchung der Immunzellen in der Lamina popria des Dinndarmes

In der Abbildung 10A sind die CD45gA" B220 Plasmazellpopulation aus der Lamina
propria der BALB/c undAdbIGATA-1 Mause gezeigt. Der prozentuale Anteil sowlie
absolute Anzahl dieser Zellpopulation in deamlblIGATA-1 Tieren sind verringert im
Vergleich zu den Wildtyptieren (Abbildung 10A). Zizglich wurde die Expression der B220-
und MHCII-Molekiille an der Oberflache der [gARlasmazellen mittels Bestimmung der
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) bestimmt. DMaalyse ergab, dass die Expression
dieser Oberflachenmolekiile durch die TgRlasmazellen der eosinophil-defizienten Mause
hoher ist als in den Kontrolltieren (Abbildung 10Bnschlieend wurde die Menge des
sekretierten IgA zur erganzenden Charakterisierdeg Plasmazellen der Lamina propria
bestimmt. Die mittlere Fleckgro3e pro Vertiefungrdeimittels EliSpot6 Software berechnet.
Die Analyse ergab, dass die mittlere FleckgroRe\pediefung von IgA Plasmazellen der
AdbIGATA-1 Tiere im Durchschnitt kleiner ist, als edivon IgA" Plasmazellen der
Kontrollmause (Abbildung 10C)
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Abbildung 10: Veranderungen in den IgA” Plasmazellen der Lamina propria vorAdblIGATA-1 Mausen.

Zellen der Lamina propria wurden aus dem DinndaemTdere prépariert und durchflusszytometrisch (&l u

B) bzw. mittels ELISpot (C) analysiert.

A: Gezeigt sind FACS-Plot Ergebnisse fir lebende CDB320 IgA* Zellen. Der Prozentsatz der I§A
Plasmazellen in der LP ist angegeben fur eine septative BALB/c und einAdblGATA-1 Maus (links).
Zusammenfassende Ergebnisse fiir den prozentualei sowie die absolute Anzahl der I§Rlasmazellen in
der LP sind mit Hilfe von Balkendiagrammen gezéigthts). Die Daten zeigen reprasentative Ergebrasses
von drei unabhangigen Experimenten mit jeweils &dm pro Gruppe.

B: Die Expression von B220 und MHCII der LP IgRlasmazellen der BALB/c (rot) und dadblGATA-1
Tiere (blau) wurde durch die Berechnung der mitieFluoreszenzintensitat (MFI) mittels der Flowéda .
Software bestimmt. Die représentativen Graphen Rrausstamm (links) sowie die zusammenfassende
Auswertung (rechts) sind gezeigt.

C: Unter Verwendung einer 96 Lochplatte wurde in eMerdinnungsreihe die Zahl der Plasmazellen inLéer
der BALB/c und AdbIGATA-1 Mé&usen mittels ELISpot bestimmt (linkd)as Auslesen der Platte und die
Bestimmung der mittleren FleckgréRe pro Vertiefrerhts) erfolgte am EliSpot Reader Classic Geh#iD)
mittels EliSpot6 Software. Die Daten zeigen vorigefErgebnisse eines Experimentes mit jeweils 3ehigro
Gruppe. Die statistische Auswertung erfolgte anhaed abhangigen Zweistichproben-t-Testes: ns: nicht
signifikant; *P-Wert<0,05; *P-Wert<0,01; **P-Wex0,001.

53



3. Ergebnisse

Die Analyse der CD3CD4" T-Lymphozyten der Lamina propria dadblGATA-1 Tiere
zeigte ebenfalls starke Abweichungen gegenubeKaertrollméausen des BALB/c Stammes.
In eosinophil-defizienten Tieren ist der prozenduéinteil den Darm besiedeinden CD3
CD4" CD103 T-Lymphozyten verringert, wahrend deren absoluteahl in der Lamina
propria normal erscheint (Abbildung 11A). Eine gleieitige Analyse der Expression des
spezifischen Transkriptionsfaktors der T-regulaiciien Zellen und CD103 auf den CD3
CD4" T-Lymphozyten ergab, dass die Population C@P4 CD103 FoxP3 nonTreg-
Lymphozyten in der Lamina propria dadblGATA-1 Mause verringert ist, wahrend die
FoxP3 T-Zellpopulationen unverandert bzw. leicht erhéimd (Abbildung 11B). Ebenfalls
die Population von CD3CD4 RORyt" Th17-Lymphozyten ist in der Lamina propria der
AdbIGATA-1 Méuse reduziert (Abbildung 11C).
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Abbildung 11: Veranderungen in den Populationen derT-Lymphozyten in der Lamina propria der
AdbIGATA-1 Tiere.

Die Zellen der Lamina propria wurden wie unter Abbing 1 beschrieben isoliert und analysiert. Diputation
der CD4 T-Lymphozyten wurde als lebende CD48D3" CD4" Zellen definiert und eingegrenzt. Die
Subpopulationen der CD4T-Lymphozyten wurden anhand der Expression derulatipnsspezifischen
Transkriptionsfaktoren FoxP3 (Tregs, B) und RORTh17, C) sowie des Markers CD103 (A und B)
unterschieden. Gezeigt sind die reprasentativerelifigse eines von drei unabhangigen Experimentén mi
jeweils 3 Tieren pro Gruppe. Die Prozentsatze déspgechenden T-Lymphozytenpopulationen in der ibB s
fur eine reprasentative BALB/c und einedblGATA-1 Maus angegeben (links). Zusammenfassé&hrdebnisse
fir den prozentualen Anteil sowie die absolute Amzier untersuchten T-Lymphozytenpopulationen inlde
sind in Balkendiagrammen dargestellt (rechts). Btatistische Auswertung erfolgte anhand des abbéngi
Zweistichproben-t-Testes: ns: nicht signifikant:Wrert<0,05; **P-Wert<0,01; ***P-Wert<0,001.
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3. Ergebnisse

Die Untersuchung der dendritischen Zellen der Lampmopria ergab zunéchst, dass die
Gesamtpopulation von CD11Zellen in der Lamina propria dekdblGATA-1 Mause
gegenuber den Kontrolltieren unveréandert ist (Adilomlg 12A). Eine detaillierte Analyse der
DC-Subpopulationen ergab, dass die Subpopulatidaemon den Monozyten abstammenden
CX3CRT dendritischen Zellen (moDCs) sowie der PDCAplasmozytoiden dendritischen
Zellen (pDCs) in der Lamina propria d&dblIGATA-1 Mause gegentber den Kontrolltieren
ebenfalls unverandert sind (Abbildung 12B). Alleigs konnte eine Verschiebung in den
Populationen der CD11aCD103 Zellen in der Lamina propria deYdblGATA-1 M&use
festgestellt werden (Abbildung 12C). In der Abwdsshder eosinophilen Granulozyten ist
der prozentuale Anteil sowie die absolute Anzahl @®103 MHCII™ Zellen verringert,
wahrend die CD103VIHCII™ Population erhéht ist (Abbildung 12C).
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Abbildung 12: Die Population von CD11¢ CD103 MHCII ~ Zellen ist in der Lamina propria der
AdbIGATA-1 Mause verringert.

Die Zellen der Lamina propria wurden wie unter Abbng 1 beschrieben isoliert und analysiert. Diputation

der CD11¢ Zellen wurde als lebende CD46D11¢ Zellen definiert und eingegrenzt (A). Die Subp@tiginen

der CD11¢ Zellen wurden anhand der Expression der populssipezifischen Markern CX3CR1 (moDCs) und
PDCA-1 (pDCs) (B) sowie CD103 und MHCII (C) untemsden. Gezeigt sind die reprasentativen Ergebnisse
eines von drei unabhangigen Experimenten mit jewel Tieren pro Gruppe. Die Prozentsatze der
entsprechenden Zellpopulationen in der LP sindefiie reprasentative BALB/c und einglblIGATA-1 Maus
angegeben (links). Zusammenfassende Ergebnissdgefiiprozentualen Anteil sowie die absolute Anzahl d
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untersuchten Zellpopulationen in der LP sind inkBatiagrammen gezeigt (rechts). Die statistischew&utung
erfolgte anhand des abhangigen Zweistichproberstebens: nicht signifikant; *P-Wert<0,05; **P-We@,01;
***pP-Wert<0,001.

3.1.2 Analyse der intraepithelialen Lymphozyten de®unndarmes

Die Subpopulationen der intraepithelialen Lympheny{(IELsS) des Dinndarmes wurden
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Analyder IELs nach ihrer Expression von
TCRB und TCR$ ergab, dass die Subpopulation der BCRELs in dem Diinndarm der
AdbIGATA-1 Tiere im Vergleich zu den Wildtypmauseaudich reduziert ist, wahrend die
Population der TC®" IELs unverandert ist (Abbildung 13A).

Nahere Untersuchung der TBRIELs ergab, dass in dendblGATA-1 Mausen eine
Disproportion zwischen C&" und CD&pB" Subpopulationen der TQR IELs aufweisen
(Abbildung 13B). Der Dunndarm deXxdblGATA-1 Mause enthalt wesentlich weniger der
CD8xp" TCRB" IELs als der Diinndarm der BALB/c Tiere, wahrené @opulation von
CD8xa” TCRB' IELS in denAdbIGATA-1 Tieren leicht erhéht ist (Abbildung 13B).

Gleichzeitig wurde beobachtet, dass die Populationen TCRS" CD8aa" und TCRS”
CD8af" IELs im Diinndarm deAdblGATA-1 Tiere unverandert sind (Abbildung 13C).
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Abbildung 13: Verringerte Population der TCRp* CD8ap* IELs im Diinndarm der AdbIGATA-1 M&use.

Die IELs des Dinndarmes wurden durch die EDTA-Beharg abgetrennt und mit Hilfe von Percoll
aufgereinigt. Die Hauptpopulation der IELs wurde dle Menge der lebenden TERbzw. TCR&" Zellen
definiert und eingegrenzt (A). Die Subpopulatiomen TCR* (B) bzw. TCR$" (C) IELs wurden anhand ihrer
Expression von CD8 und CD§ unterschieden. Gezeigt sind die reprasentativgyelifrisse eines von drei
unabhéngigen Experimenten mit jeweils 3 Tieren @mauppe. Die Prozentsédtze der entsprechenden IEL
Populationen sind fur eine reprasentative BALB/cd urine AdbIGATA-1 Maus angegeben (links).
Zusammenfassende Ergebnisse flr den prozentualdail Ater untersuchten IEL Populationen sind in
Balkendiagrammen gezeigt (rechts). Die statistiscAaswertung erfolgte anhand des abhangigen
Zweistichproben-t-Testes: ns: nicht signifikant:Wrert<0,05; **P-Wert<0,01; ***P-Wert<0,001.
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3.1.3 Analyse der der Peyer Plaques der eosinopliéfizienten Tiere.

3.1.3.1 Bestimmung der Gréf3e und der Struktur voryer Plaques derddblGATA-1
Mause

Die Analyse der Peyer Plaques ergab zundchst,diasie Peyer Plaques d&dblIGATA-1
Mause deutlich kleiner gegentiber den Kontrolltiesles BALB/c Stammes sind (Abbildung
14A). Gleichzeitig wurden keine Unterschiede in Aezahl der Peyer Plaques zwischen den
beiden festgestellt. Fur die absoluten Zellzahledelitet die verringerte Grol3e der Peyer
Plaques der eosinophil-defizienten Tiere, dassedies Vergleich zu den Wildtyptieren

wesentlich reduziert sind.

Obwohl deren Grof3e verringert ist, besitzen dieeP&aques dekdblGATA-1 eine regulare
Follikelstruktur mit der normalen Aufteilung in diB- (B220) und T-Zellzonen (CD}
(Abbildung 14B). Der GroRteil der CDI11alendritischen Zellen der Peyer Plaques ist
aul3erhalb des B-Zellfollikels im subepithelialeruRelokalisiert (Abbildung 14B).
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Abbildung 14: In der Abwesenheit der eosinophilen @nulozyten ist die GrolRe der Peyer Plaques

verringert

A: Der Dinndarm wurde in 10 %-iger Essigsaure fixientd die GréRe der PPs wurde mittels eines
Stereomikroskops unter VergréRerung bestimmt. Dim$-der PPs flr jeweils eine reprasentative BALBId
AdbIGATA-1 Maus sind gezeigt. Gezeigt sind zusammeéagste Ergebnisse der PP-Anzahl und der PP-Grol3e
zweier unabhangiger Messungen mit drei bis funf 8&#&upro Gruppe (unten). Statistische Auswertung: ns
nicht signifikant; *P-Wert<0,05; **P-Wert<0,01; *P-Wert<0,001.

B: Die T-Lymphozyten, die B-Lymphozyten und die defisthen Zellen wurden mit den spezifischen
Antikdrpern gegen CD4 (gruin), B220 (rot) und CDIlkau) in den Gewebeschnitten der Peyer-Plaqudsimit
Konfokal-Mikroskopie visualisiert. Gezeigt sind dibbildungen fir eine reprasentative BALB/c (obemd
eine AdbIGATA-1 Maus. Die Aufnahme erfolgte mit Hilfe s 20x Objektivs durch die Verwendung einer
Tile-Scan-Funktion.

AdbIGATA-1
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3.1.3.2 Analyse der Zellpopulationen in der Peydagues derddblGATA-1 Mause

Trotz der normalen Follikelstruktur wurde eine \@ngbung in dem Verhéltnis zwischen den
B- und T-Lymphozyten in den Peyer PlaquesAidiolGATA-1 Mause beobachtet. Die Peyer
Plaques denAdbIGATA-1 Mause enthalten prozentual weniger vom @@D3" CD4" T-
Lymphozyten (Abbildung 15B) bei der gleichzeitigerhéhung des prozentualen Anteils von
den B220 B-Zellen (Abbildung 15A). Die absoluten Zahlen dmi Lymphozyten-
Populationen sind aufgrund der verringerten PP-&iialdenAdbIGATA-1 Mausen kleiner

als in den Kontrolltieren des Wildtyps.
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Abbildung 15: Das Verhdltnis zwischen den B- und T-ymphozyten ist den Peyer Plaques der dbIGATA-1
Tiere verschoben.
Die Zellen der Peyer Plaques wurden durchflusszgtdsch analysiert. Die Population der B2B3Zellen (A)

sowie der CD3CD4" T-Lymphozyten (B) wurden bestimmt. Gezeigt sind diprasentativen Ergebnisse eines
von drei unabhangigen Experimenten mit jeweils 8rdm pro Gruppe. Die Prozentsatze der entsprechende
Zellpopulationen in den Peyer Plagues sind fur emgrasentative BALB/c und ein&dblGATA-1 Maus
angegeben (links). Zusammenfassende Ergebnissdgefiiprozentualen Anteil sowie die absolute Anzahl d
untersuchten Zellpopulationen in der LP sind inkBatiagrammen gezeigt (rechts). Die statistischew&utung
erfolgte anhand des abhéngigen ZweistichprobersteBens: nicht signifikant; *P-Wert<0,05; **P-We@,01;
***pP_Wert<0,001.
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Analyse der B220 PNA" Keimzentrums-B-Zellen in den Peyer Plaques mittels
Durchflusszytometrie zeigte, dass der prozentualeifdieser Zellpopulation in den PPs der
AdbIGATA-1 Mausen gegenuber den Kontrolltieren uéwelert ist (Abbildung 16A). Die
fluoreszenzmikroskopische Farbung der PP-Gewebgtehmt PNA bestétigte eine regulare
Struktur der Keimzentren in den PPs ddblGATA-1 Tiere (Abbildung 16B).

Eine durchflusszytometrische Untersuchung der Kemtrmms-B-Zellen ergab, dass die
Keimzentrums-B-Zellen dekdblGATA-1 Tiere den Klassenwechsel bevorzugt zullgad
nicht zu IgA, wie es in den Wildtyptieren der Fall, fUhren (Abbildung 17A). Die Analyse
der Gewebeschnitte von den Peyer Plagues bestdiggtes Ergebnis (Abbildung 17B).
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Abbildung 16: Die Subpopulation der Keimzentrums-BZellen ist in den Peyer-Plaques deAdbIGATA-1
Mé&usen unverandert.

Die Zellen der Peyer Plaques wurden mittels Duudstytometrie (A) und Fluoreszenzmikroskopie (B)
analysiert. Die Keimzentrums-B-Zellen wurden anhamer Fahigkeit an PNA zu binden als PN&ellen
definiert (A und B). Gezeigt sind die repraseneti\Ergebnisse eines von drei unabhéngigen Expetémenit
jeweils 3 Tieren pro Gruppe.

A: Die Prozentsatze der B-Zellpopulationen sind asbeg fiur eine représentative BALB/c und eine
AdbIGATA-1 Maus (links). Zusammenfassende Ergebnigseden prozentualen Anteil sowie die absolute
Anzahl der B-Zellpopulationen sind in Balkendiagraen gezeigt (rechts).

B: Immunfluoreszenzfarbung der PP-GewebeschnitterPiA (rot) und DAPI (blau). Die Aufnahme erfolgte
mit Hilfe eines 20x Objektivs an einem Konfokal-Milskop. Zwei reprasentative Abbildungen pro Maussta
sind gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgidtels abhangigem Zweistichproben-t-Testes: nshtni
signifikant; *P-Wert<0,05; *P-Wert<0,01; **P-Wex0,001.
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Abbildung 17: Die Keimzentrums-B-Zellen in den PeyePlaques der AdbIGATA-1 Méause wechseln ihre
Immunoglobulinklasse vorrangig zu IgG1 und nicht zulgA.

Die Zellen der Peyer Plaques wurden prapariertmittls Durchflusszytometrie analysiert. Die CD&R220
PNA" Keimzentrums-B-Zellen wurden anhand ihrer Immunbglinklasse als IgAbzw. IgG1 Keimzentrums-
B-Zellen eingegrenzt (A). Gezeigt sind die représgéwven Ergebnisse eines von drei unabhéngigen
Experimenten mit jeweils 3 Tieren pro Gruppe. DimZentsédtze der entsprechenden Keimzentrums-B-
Zellpopulationen sind fur eine reprasentative BAtBAnd eine AdbIGATA-1 Maus angegeben (oben).
Zusammenfassende Ergebnisse fir den prozentualesil Aawie der absoluten Anzahl der entsprecheriglen
Zellpopulationen sind in Balkendiagrammen gezeigint€n). C: Immunfluoreszenzfarbung der PP-
Gewebeschnitten mit IgA (grin) und I1gG1 (rot). Biefnahme erfolgte mit Hilfe eines 20x Objektivs @inem
Konfokal-Mikroskop. Eine reprasentative AbbildungppgMausstamm ist gezeigt. Die statistische Auswertu
erfolgte anhand des abhangigen Zweistichproberstebens: nicht signifikant; *P-Wert<0,05; **P-We@,01;
***pP_Wert<0,001.
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Die B-Zellen, welche die Keimzentrumsreaktion dilmcifen, proliferieren mit einer sehr
hohen Rate. Als Marker fur die aktive Proliferatioanrd das Ki-67 Protein verwendet,
welches in allen aktiven Zellphasen (G1, S, G2 Mhse) exprimiert wird und wahrend es

in den ruhenden Zellen in der GO-Phase komplett.feh

Die intranukle&are Farbung von Ki-67 und die angfddinde durchflusszytometrische Analyse
von PP Keimzentrums-B-Zellen zeigte, dass der priozde Anteil der proliferierenden IgA-
klassengewechselten B-Zellen in d&dblGATA-1 Tiere deutlich verringert ist gegenuber
den BALB/c Mausen (Abbildung 18A). Demnach expriraie Uber 90% der IgA
Keimzentrums-B-Zellen der Wildtyptiere das Ki-67o&in, wahrend in dendbIGATA-1
Mausen lediglich rund ein Drittel dieser Zellenhsim einer aktiven Zellphase befindet
(Abbildung 18A).

Wahrenddessen ist der Anteil der Ki-67-exprimieamdZellen innerhalb der IgG1
Keimzentrums-B-Zellen in den Peyer Plaques ddblGATA-1 Mé&use nicht verandert.
Sowohl in den BALB/c, als auch in dendblGATA-1 Tieren liegt der Anteil der
proliferierenden IgGi1Zellen tiber 90% (Abbildung 18B).

Um die Durchflusszytometrie-Daten zu verifizierenyurde Ki-67 auch an den
Gewebeschnitten der Peyer Plaques gefarbt. Die mfloweszenzmikroskopische
Untersuchung ergab ebenfalls, dass die Ki-67 exprande Zellen in den Peyer Plaques der
AdbIGATA-1 Tiere zum gréRten Teil nicht IgAsind. Die Farbung der konsekutiven
Schnitten mit einem anti-lgG1-Antikdrper zeigte,ssladiese Zellen 1gG1l positiv sind.
Wahrenddessen in den Peyer Plaques der Wildtypnwiuiske eine Kolokalisation der IgA-
und der Ki-67-Farbungen in denselben Zellen fesgtfegAbbildung 18C).
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Abbildung 18: Die IgA* Keimzentrums-B-Zellen (A) in den Peyer-Plagues derdbIGATA-1 Mause
proliferieren weniger als in den Wildtyptieren

Die Zellen der Peyer Plaques wurden prapariertroitictls Durchflusszytometrie analysiert. Die Exies von
Ki-67 Protein wurden in den IGAA) bzw. IgGT (B) Keimzentrums-B-Zellen (CD4B220° PNA™) analysiert.
Gezeigt sind die reprasentativen Ergebnisse eioeglkei unabhéngigen Experimenten mit jeweils 3éfrigro
Gruppe. Die Prozentsatze der entsprechenden KeimpesiB-Zellpopulationen sind fir eine reprasentati
BALB/c und eineAdbIGATA-1 Maus angegeben (links). Zusammenfassé&irgebnisse fur den prozentualen
Anteil der entsprechenden Ki-67 Populationen sind in Balkendiagrammen gezeigt h{gdc C:
Immunfluoreszenzfarbung der PP-Gewebeschnitterigait(griin) und Ki-67 (rot). Die Aufnahme erfolgteitm
Hilfe eines 20x Objektivs an einem Konfokal-Mikragk Eine reprasentative Abbildung pro Mausstamm ist
gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte adhales abhangigen Zweistichproben-t-Testes: ns:tnich
signifikant; *P-Wert<0,05; *P-Wert<0,01; *P-Wex0,001.
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Wie es bereits beschrieben wurde, ist der prozenfteil der CD4 T-Lymphozyten in den
Peyer Plagues deYdbIGATA-1 Mause gegentber den Wildtyptieren vereirig Abbildung
15B). Gleichzeitig wurden keine Unterschiede in Bepulation von CD8T-Lymphozyten
festgestellt (Abbildung 15B).

Eine Analyse von CXCR5PD-I" TFH-Zellen in den Peyer Plagues ergab, dass der
prozentuale Anteil dieser Zellpopulation in d&dblGATA-1 Mausen im Vergleich zu den
BALB/c Tieren signifikant reduziert ist (AbbilduriA).

Ebenfalls wurde die Verringerung der Population danmspezifischen CD10Foxp3 non-
T-regulatorischen Zellen (CD103nonTregs) beobachtet (Abbildung 19B), wahrend die
Populationen von FoxP3Tregs unabhangig ihrer CD103-Expression keine Migéungen

aufwiesen.

Im Gegensatz zu der Lamina propria konnten keingiMderungen an der Population der
RORyt" Th17-Lymphozyten festgestellt werden (AbbildungC).9
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Abbildung 19: Die Population der T-Lymphozyten istin den Peyer-Plaques derAdblGATA-1 Mause
verandert.

Die Zellen der Peyer Plaques wurden prapariert mnittels Durchflusszytometrie analysiert. Die CD3-
Lymphozyten wurden als lebende CD4ED3" CD4" Zellen eingegrenzt (A). Die Subpopulationen dedCID-
Zellen wurden anhand ihrer Expression von CXCR5 RBdl (TFH-Zellen, B), FoxP3 und CD103 (Tregs und
nonTregs, C) sowie ROR(Th17-Zellen, D) definiert. Die Ergebnisse sirgprasentativ fir drei unabhangige
Experimenten mit jeweils 3 Tieren pro Gruppe. DieZéntsatze der entsprechenden T-Zellpopulatiomehfér
eine reprasentative BALB/c und eindblGATA-1 Maus angegeben (links). Zusammenfass&nrdebnisse flr
den prozentualen Anteil sowie die absolute Anzahlehtsprechenden Populationen sind in Balkendiagen
gezeigt (rechts). Die statistische Auswertung gtéohnhand des abhéngigen Zweistichproben-t-Tastesicht
signifikant; *P-Wert<0,05; *P-Wert<0,01; *P-Wex0,001.
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Im Gegensatz zu den CDT1Zellen der Lamina propria wurden in den Peyer Backeine
Unterschiede in der gesamten Population von CD1Zellen zwischen BALB/c und
AdbIGATA-1 Mausen festgestellt (Abbildung 20A).
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Abbildung 20: Die Populationen von CD11¢ Zellen sind in den Peyer-Plaques deAdblGATA-1 Tiere
verandert.

Die Zellen der Peyer Plaques wurden prapariertritigtls Durchflusszytometrie analysiert. Die CD1Zellen
wurden als lebende CD3%D11¢ Zellen eingegrenzt (A). Die Subpopulationen derl@C® Zellen wurden
anhand ihrer Expression von CD103 und MHCII defin{®). Die gezeigten Ergebnisse sind reprasenfétiv
drei unabhéngige Experimente mit jeweils 3 Tieraw Gruppe. Die Prozentsdtze der entsprechenden
Zellpopulationen sind fur eine reprasentative BAtBAnd eine AdbIGATA-1 Maus angegeben (links).
Zusammenfassende Ergebnisse fur den prozentualéesil Aowie die absolute Anzahl der entsprechenden
Populationen sind in Balkendiagrammen gezeigt (®ctDie statistische Auswertung erfolgte anhand de
abhangigen Zweistichproben-t-Testes: ns: nichtifkgmt; *P-Wert<0,05; *P-Wert<0,01; **P-Wert<0,01.
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Bei der Analyse der Subpopulationen von CD1Zellen anhand ihrer CD103 und MHCII-
Expression konnte festgestellt werden, dass dalsaltars zwischen den Zellsubpopulationen
in den Peyer Plaques dAdblGATA-1 Tiere verschoben ist. Die Population V6103
MHCII™ Zellen ist in den Peyer Plaques delblIGATA-1 Tiere im Vergleich zu den BALB/c
Kontrollmausen verringert (Abbildung 20B), wahreddr prozentuale Anteil der MHCII
CD103 Subpopulation erhéht ist.

3.1.4 Zusammenfassung

Zusammenfassend wurden zahlreiche Verdnderungedein Immunkompartimenten des
Dunndarmes festgestellt. Zum einen sind mehrerkilzed Komponenten in der Lamina
propria der eosinophil-defizientenAdbIGATA-1 Mause gegeniber den BALB/c
Kontrolltieren verandert. Die Populationen der Tglasmazellen (Abbildung 10A), CD103
nonTreg- (Abbildung 11B) und der R@R Th17-Lymphozyten (Abbildung 11C) sowie von
CD103 MHCII- Zellen (Abbildung 12C) sind in der Laminargpria der AdbIGATA-1
Mause im Vergleich zu den BALB/c Kontrolltieren rtemert. Zusatzlich wurden
phanotypische Veranderungen an den’lgasmazellen festgestellt, welche in der Lamina
propria der eosinophil-defizienten Tiere eine héhé&xpression von B220 und MHCII
aufweisen (Abbildung 10B) und gleichzeitig kleinekdengen von IgA zu sekretieren
scheinen (Abbildung 10C). Auch die Population vo@RB® CD8xf" IELs war in den
untersuchten AdbIGATA-1 Tieren gegenuber den Wildtypkontrolltiere verringert
(Abbildung 13A und B).

Zum anderen wurde bei der Analyse von Peyer PladeeSdbIGATA-1 Méause festgestellt,
dass die Peyer Plaques der eosinophil-defizieniere Tdeutlich kleiner sind (Abbildung
14A), besitzen aber dabei eine regular ausgebildietiikelstruktur (Abbildung 14B).
Aulerdem wurde festgestellt, dass der regularesktasechsel zu IgA in den Keimzentrums-
B-Zellen beeintrachtigt ist (Abbildung 17A und BZXusatzlich ist in den eosinophil-
defizienten Tieren der Anteil der proliferierendegA™ Keimzentrums-B-Zellen niedriger
(Abbildung 18A). AuRerdem wurde gezeigt, dass dig@ubationen von CDXCR5PD-T'
TFH-Zellen (Abbildung 19A), CD103+ nonTregs (Abhilty 19B) sowie von den CD103
MHCII™ Zellen (Abbildung 20B) in den Peyer Plaques AéblGATA-1 Mause im Vergleich

zu den Wildtypkontrolltieren reduziert sind.
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3.2 Die Entwicklung der Peyer-Plaques in den eosipbil-defizienten

Mausen

Um die verringerte GrofRe der Peyer Plaques in desinephil-defizienten Tieren zu
untersuchen wurden in den folgenden Experimenten RIP-Entwicklung sowie dafur

wichtige Zellpopulationen von LTi- und LTo-Zellenaysiert.

3.2.1 Entwicklung der Peyer Plaques in der Ontogese

Da die eosinophilen Granulozyten den Dinndarm tserevdhrend der pranatalen
Entwicklung besiedefi® und den entsprechenden Einfluss auf die Formatimm Peyer
Plaques austiben konnten, sollte zunachst die Foagatworten werden, ab welchem
Zeitpunkt die Differenzierung der PP-Gro3e zwiscliklB/c und AdbIGATA-1 Mausen

sichtbar wird.

Dazu wurde die Grol3e der Peyer Plaques in den BAWUBHAdbIGATA-1 Jungtieren im
Alter von drei, vier, funf und sechs Wochen bestimim der Abbildung 21 sind die
ermittelten GroRen der Peyer Plaques beider Maunsstéin Abhangigkeit von dem Tieralter
zusammenfassend dargestellt. Bei den drei Wochien @leren konnten keine Unterschiede
in der PP-GrolRe zwischen den eosinophil-defizientslGATA-1 und den BALB/c Méausen
festgestellt werden (Abbildung 21). Ab dem Altemwier Wochen fangen die Peyer Plaques
der Wildtyptiere an zu wachsen, wahrend die dufohisitiche PP-Grél3e vondbIGATA-1
konstant bleibt. Ab dem Alter von finf Wochen sioid Unterschiede in der PP-Grol3e beider
Mausstamme deutlich ausgepragt (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Deutliche Differenzen in der PP-GréRezwischen den BALB/c und denAdblGATA-1
Mausen sind erst ab dem Alter von finf Wochen siclar.

Die GrolRe der PPs der BALB/c undbIGATA-1 Méause eines bestimmten Alters wurde Inesti. Gezeigt sind
die Daten von einem von zwei unabhangigen Expettememit 3 Tieren pro Gruppe. Statistische Auswegtun
ns: nicht signifikant; *P-Wert<0,05; **P-Wert<0,01**P-Wert<0,001.

3.2.2 Untersuchung der Lymphozyten-Einwanderung irdie Peyer Plaques

Es ist beschrieben, dass die Einwanderung von B-Tuhymphozyten in die Peyer Plaques
durch bestimmte Chemokine gesteuert Wird> **® Um die Frage zu beantworten, ob die
Verringerung der PP-Grol3e durch eine beeintraehiigtwanderung der Lymphozyten in die
Peyer Plaques zustande kommt sollte zunachst dseeEsion von Chemokinen CXCL13,
CCL19, CCL21 und CCL25 in den Peyer Plaques At#3lIGATA-1 Mause gegenuber den
BALB/c Kontrolltieren bestimmt werden. Dazu wurdeée dRNA aus dem kompletten

homogenisierten Peyer Plaques-Gewebe extrahiert. Hlie von qRT-PCR wurde die

Expression der oben erwahnten Chemokine in den rPRlagues beider Mausstdmme

bestimmt.

In der Abbildung 22A ist die zus-Aktin relative Expression von CXCL13, CCL19, CCL21
und CCL25 Chemokinen gezeigt. Die relative Exprssion diesen Chemokinen in den
Peyer Plaques deYdblGATA-1 Mause unterscheidet sich nicht von demrggsionswerten
der BALB/c Tiere.
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Eine weitere moégliche Ursache der verringerten &rd& Peyer Plaques in den eosinophil-
defizienten Mause konnte eine beeintrachtigte Adimdsder Lymphozyten an die
BlutgefalRwande, welche der Extravasation der Lymptem vorangeht. Die Adh&sion der
Lymphozyten wird im Wesentlichen durch die Expressvon zwei Adhasionsmolekile an
den Endothelzellen ermdglicht: E-Cadherin und MaMzA Die Expression von diesen
Adhésionsmolekilen in den Peyer Plaques AdblGATA-1 Méuse und der BALB/c
Kontrolltiere wurde mittels gqRT-PCR bestimmt. Aluhlizu der Expression der Chemokine
sind keine Unterschiede in der Expression von EhR€ad und MadCAM-1 in den Peyer

Plaques beider Mausstamme zu erkennen.

Um die Frage zu beantworten, ob die regulare Faomater hochendothelialen Venole
(HEV), durch welche die Lymphozyten in die Peyeadeles einwandern, in den eosinophil-
defizienten Mausen gestort ist, wurden die Gewdbetie von Peyer-Plaques der BALB/c
und AdbIGATA-1 Mause mit einem MadCAM-1 spezifischen ibtper gefarbt und mit

Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie untersucht. In ddibildung 22C sind die gefarbten
Gewebeschnitte der Peyer Plaques dargestellt. EM-Ausbildung in den Peyer Plaques der
AdbIGATA-1 Tiere schien im Vergleich zu den BALB/causen keine Auffalligkeiten

aufzuweisen.
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Abbildung 22: Die Einwanderung von Lymphozyten in de Peyer Plagues derAdbIGATA-1 Méause ist

unbeeintrachtigt.

A und B: Die Expression der Chemokine und der Adhéasiongkitdem gesamten PP-Gewebe delbIGATA-

1 und BALB/c Mause wurde mittels qRT-PCR bestim@ezeigt sind repréasentative Ergebnisse von zwei
unabhéngigen Experimenten mit 3 Mausen pro Gruppe.

C: Die Gewebeschnitte der Peyer-Plaques der BALBKerfd undAdbIGATA-1 (unten) Tiere wurden mit
einem MadCAM-1 spezifischen Antikdrper (grau) gbfaund mittels Konfokal-Mikroskopie analysiert. Die
Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefarbt. Ggizast jeweils eine reprasentative Abbildung pro
Mausstamm. Die Aufnahme erfolgte mit Hilfe einesx 20bjektivs durch die Verwendung einer Tile-Scan-
Funktion an einem Konfokal-Mikroskop.
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3.2.3 Analyse der LTi-Zellpopulation in den Peyer Rques

Die CD3 RORyt" CD4" LTi-Zellen sind kritisch fiir die Ausbildung von aéP-Anlage.
Die Frage, ob diese Zellpopulation in den Peyeqita der eosinophil-defizienten Tiere
beeintrachtigt ist, sollte durch die durchflussayatrische Analyse von CDRORyt" ILC3-

Zellen und ihrer CD4c-Kit* Subpopulation der LTi-Zellen beantwortet werden.

Die Untersuchung der ILC3-Zellpopulation in den &eyPlaques der BALB/c und
AdbIGATA-1 Tiere ergab, dass der prozentuale Arttigiser Zellen in den Peyer Plaques der
AdbIGATA-1 Tiere gegeniuber den Wildtypkontrollmausahoht ist (Abbildung 23A). Der
Vergleich der absoluten Anzahl der CORBORyt" ILC3 zeigte, dass diese Zellpopulation in
den Peyer Plaques dedblGATA-1 Mause unverandert ist (Abbildung 23A).

Ebenfalls die CDZ% c-Kit" Subpopulation der ILC3-Zellen, die LTi-Zellen, ist den Peyer
Plaques derAdblGATA-1 Mause in Vergleich zu den BALB/c Tierennueréndert
(Abbildung 23B).

Um das Phanotyp der LTi-Zellen in den Peyer Plaqums BALB/c und AdbIGATA-1
Mausen in der Hinsicht ihres Reifungsstadiums zgleechen, wurden die Expressionen von
einigen LTi-wichtigen Markern mittels der MFI-Betewung bestimmt. Demnach
unterscheiden sich die LTi-Zellen in den Peyer &dsq beider Mausstdmme in ihrer
Expressionshdhe von IL-8RArg-1, c-Kit und RORt nicht (Abbildung 23C).
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Abbildung 23: Die Population von CD3 RORyt®™ CD4" LTi-Zellen ist in den Peyer Plaques der
AdbIGATA-1 Mause unveréndert.

Die Zellen der Peyer Plaques wurden mittels Duudsitytometrie analysiert. Die ILC3 Zellen wurdes al
lebende CD45CD3 RORyt" Zellen eingegrenzt (A). Die Subpopulation der ROR_C3-Zellen wurde anhand
ihrer Expression von CD4 und c-Kit definiert. Gegtesind die Ergebnisse von einem von drei unablggmgi
Experimenten mit jeweils 3 Tieren pro Gruppe. DiezZ@ntsatze der entsprechenden Zellpopulationehféin
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eine reprasentative BALB/c und eindblGATA-1 Maus angegeben (links). Zusammenfass&nrdebnisse flr
den prozentualen Anteil sowie die absolute Anzaldr centsprechenden Populationen sind mittels
Balkendiagrammen gezeigt (rechts). Die Expressam .-7Ra, Arg-1, c-Kit und RORt durch die LTi-Zellen
der BALB/c (rot) und der AdbIGATA-1 Tiere (blau) wurde durch die Berechnungr dmittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) mittels der FlowJo7.6bftware bestimmt. Die reprasentativen Graphen pro
Mausstamm (unten) sowie die zusammenfassende Aswefoben) sind gezeigt. Die statistische Auswegtu
erfolgte anhand des abhéngigen ZweistichprobersteBens: nicht signifikant; *P-Wert<0,05; **P-We@,01;
***P_\Wert<0,001.

3.2.4 Analyse der LTo-Zellpopulation in den Peyer Rques

Neben den LTi-Zellen sind die LTo-Stromazellen diie Entwicklung der Peyer Plaques von
Bedeutund’. Um diese Zellpopulation aus den Peyer Plaqudieisn und untersuchen zu
kénnen, sollte das Gewebe nach dem gleichen Prbtwwie die Lamina propria verarbeitet
werden (siehe Kapitel 2.2.2.2). Dazu wurden dieePd3laques mit einem Skalpell klein
geschnitten und anschlieend mit dem Proteasent&@ibckerdaut. Die erhaltene

Zellpopulation wurde anschliel3end mittels Durchglygometrie analysiert.

Die Analyse der CD4%Pecam-1Vcam-I Icam-TI LTo-Zellpopulation in den Peyer Plaques
wurde an den BALB/c unddblGATA-1 Tieren im Alter von drei (Abbildung 24A)nd
sechs Wochen (Abbildung 24B) durchgefuhrt. In delterAvon drei Wochen wurden keine
Unterschiede in der PP-Grof3e zwischen den beidems$@mmen festgestellt (Abbildung
21). In Ubereinstimmung damit wurden keine Differen in der PopulationsgréRe der LTo-
Zellen zwischen den BALB/c undldblIGATA-1 Mausen in diesem Alter festgestellt warde
(Abbildung 24A). Im Gegensatz dazu konnten bei Bienen in dem Alter von sechs Wochen
mit dem ausgepragten Unterschied in der PP-GrdBke(#Abbildung 21) eine Veranderung
in der LTo-Zellepopulation in den Peyer Plaquesgestellt werden. Wahrend die CD45
Pecam-1 Vcam-I Icam-T LTo-Zellpopulation in den Peyer Plaques der BALHfere
grolRer wird, erfahrt die entsprechende Zellpopoain den Peyer Plaques detblGATA-1
Tiere keine Veranderungen gegeniber den drei Woalem Mausen (Abbildung 24B).
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Abbildung 24: Die Population der LTo-Stromazellen st in den Peyer Plaques der sechs Wochen alten
AdbIGATA-1 Tiere verringert.

Die Zellen der Peyer Plaques wurden prapariertraitgtls Durchflusszytometrie analysiert. Die CD#gcam-

1 Vcam-T' Icam-I' LTo-Stromazellen wurden in den nicht vergesellfetien drei Wochen alten (A) und sechs
Wochen alten (B) BALB/c und\dblIGATA-1 Mausen untersucht. Gezeigt sind jeweils Hrgebnisse eines
Experimentes mit jeweils 3 Tieren pro Gruppe. DiezZ@éntséatze der LTo-Stromazellpopulation sind aageg
fir eine reprasentative BALB/c und einelblIGATA-1 Maus (links). Zusammenfassende Ergebnféiseden
prozentualen Anteil sowie der absoluten Anzahl I[Siemazellen sind in Balkendiagrammen gezeigt (gch
Die statistische Auswertung erfolgte anhand desuaplgen Zweistichproben-t-Testes: ns: nicht sigaiit; *P-
Wert<0,05; *P-Wert<0,01; *P-Wert<0,001.
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3. Ergebnisse

3.2.5 Einfluss der Depletion der eosinophilen Grarazyten auf die Immunkomponenten

des DUnndarmes

Um den Einfluss der eosinophilen Granulozyten aeifithtwicklung des Darmimmunsystems
zu analysieren, wurden 3 Wochen alte BALB/c Maused Wochen mit einem Siglec-F
spezifischen Antikdrper behandelt. Tiere einer Kaoligruppe wurden mit der gleichen
Menge eines Kontrollantikorpers (Ratte 1gG2a) bele#in Da anti-Siglec-F Antikorper
Apoptose in eosinophilen Granulozyten auslésen,n&bnso eosinophile Granulozyten
spezifisch eliminiert werden. Somit kann direkt gigz werden, ob in dieser kritischen Phase
der Entwicklung eosinophile Granulozyten eine Rdille den Aufbau der Immunstrukturen

im Darm zukommt. Abbildung 35A zeigt schematisch ¥ersuchsaufbau.

Die Effizienz der Eosinophil-Eliminierung wurde amd der durchflusszytometrischen
Bestimmung der eosinophilen Granulozyten im Bluérpbiift (Abbildung 25B). Es zeigte
sich, dass bereits nach drei Injektionen (Tag @eeosinophile Granulozyten im Blut der
behandelten BSALB/c Mause nachzuweisen sind (Abbgd25B). In der Lamina propria,
die nach 14 tagiger Behandlung untersucht wurdeynte nur eine Reduziereng der
eosinophilen Granulozyten aber keine vollstandigeplBtion beobachtet werden. Die
restlichen Eosinophilen zeigten eine deutlich ngee Expression von Siglec F. Es wurde
bisher nicht gezeigt, ob es sich dabei um unreifer @ielleicht nicht-aktivierte Eosinophilen

handelt, die so wenig Siglec-F Expression expriemedass keine Apoptose induziert wurde.
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Abbildung 25: Eosinophil-Depletion im Blut und im Gewebe der LP

Drei Wochen alte BALB/c Mause wurden mit je 20 pgi-®iglec-F (Depletionsgruppe, links) bzw. Ratten
IgG2a Kontrollantikdrper (rechts) jeden zweiten Tag behandelt. An den Tagen 6 und 14 wurden dézeT
geblutet (A), am Tag 14 der Prozentsatz der eohiteap Granulozyten in der LP durchflusszytometrisch
bestimmt (B). Eosinophilen wurden als MHOBr-1° Siglec-F CD118 Zellen eingegrenzt. Der Prozentsatz
der Eosinophilen ist angegeben. ReprasentativebBigge eines Experimentes mit jeweils 4 Tieren@mappe

sind gezeigt.
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3. Ergebnisse

3.2.5.1 Die Depletion der eosinophilen Granulozytbawirkt keinen messbaren Effekt an

dem Gewicht der Peyer Plaques

Aufgrund dessen, dass die Abweichung in der Gr@Ré>dyer Plaques zwischen den Wildtyp
BALB/c und den eosinophil-defizientehdblGATA-1 Mausen ab dem Alter von ungefahr
vier Wochen stattfindet, wurde die Eosinophil-Déiple bei den BALB/c Tieren ab dem
Alter von drei Wochen durchgefihrt. Das Gewicht Beyer Plaques wurde zwei Wochen
spater durch das Einwiegen bestimmt. Parallel wdedePP-Gewicht von den unbehandelten
nicht vergesellschafteten BALB/c uadibIGATA-1 Mausen des gleichen Alters gemessen.
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Abbildung 26: Die Veradnderung des PP-Gewichtes deBALB/c Mause durch die Depletion der

Eosinophilen ist im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht messbar.

Die drei Wochen alten BALB/c Tiere wurden zwei Wenhlang wie in der Abbildung 16A gezeigt mit dem
anti-Siglec-F bzw. Kontrollantikérper behandelt.sD@ewicht der PPs wurde nach zwei Wochen mit Hiifeer
Feinwaage bestimmt. Gezeigt sind die vorlaufigegeBnisse eines Einzelexperimentes mit 4 Tieren pro
Gruppe. Statistische Auswertung: ns: nicht sigaifity *P-Wert<0,05; **P-Wert<0,01; **P-Wert<0,001.

Die Bestimmung des PP-Gewichtes in den anti-Sigléehandelten BALB/c Mausen zeigte
keine signifikante Veranderung gegeniber den WednKontrollgruppe (behandelt mit
Ratte 1gG2a) (Abbildung 26). Der Vergleich der Dat®n eosinophil-eliminierten BALB/c
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3. Ergebnisse

Mause mit den Werten von unbehandelten BALB/c Tiedes gleichen Alters ergab die
Differenz zwischen diesen zwei Tiergruppen (Abbidu26), wahrend kein Unterschied
zwischen den unbehandelten und den mit Ratte IgB@&@andelten BALB/c Mausen
festgestellt wurde (Abbildung 26).

3.2.5.2 Die Depletion der eosinophilen Granulozytenden BALB/c Mausen fihrt zu den

Veranderungen der IgA Plasmazellen der Lamina propria

Die Untersuchung der Keimzentrums-B-Zellen in degd? Plaques der BALB/c Mause nach
der Eosinophil-Depletion zeigte keine VeranderungaenKlassenwechsel im Vergleich zu
den Tieren der Kontrollgruppe (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Die Eosinophil-Depletion bewirkt keire Verdnderungen im Klassenwechsel der
Keimzentrums-B-Zellen.

Die drei Wochen alten BALB/c Tiere wurden zwei Wenhlang wie in der Abbildung 16A gezeigt mit dem
anti-Siglec-F bzw. Kontrollantikdrper behandelt.elxellen der Peyer Plaques wurden préapariert uritelsni
Durchflusszytometrie analysiert. Die CD4B220° PNA" Keimzentrums-B-Zellen wurden anhand ihrer
Immunoglobulinklasse als IgAbzw. IgGT Keimzentrums-B-Zellen eingegrenzt. Gezeigt sing whrlaufigen
Ergebnisse eines Einzelexperimentes mit jeweilsi@eh pro Gruppe. Die Prozentsatze der entspreemend
Keimzentrums-B-Zellpopulationen sind fir jeweils n@i représentative Maus angegeben (links).
Zusammenfassende Ergebnisse fiir den prozentualésil Aler entsprechenden B-Zellpopulationen sind in
Punktdiagrammen gezeigt (rechts). Statistische Ausmg: ns: nicht signifikant; *P-Wert<0,05; **P-
Wert<0,01; **P-Wert<0,001.

Die durchflusszytometrische Analyse der IgRlasmazellen der Lamina propria nach der
Eosinophil-Eliminierung ergab, dass der prozentuatgeil dieser Zellpopulation in den
eosinophil-depletierten BALB/c Mausen sich nichtnvden Tieren der Kontrollgruppe

unterscheidet (Abbildung 28A). Dennoch wurde eimedenz zur Reduktion der absoluten
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3. Ergebnisse

Anzahl der IgA Plasmazellen in der Lamina propria der anti-Siglebehandelten Tiere
gegenuber der Kontrollgruppe festgestellt (Abbilg@8A).

Des Weiteren wurde gezeigt, dass die ExpressionB220 und MHCII durch die IgA
Plasmazellen der Lamina propria nach der anti-&igkBehandlung sichtbar erhéht wird
(Abbildung 28B).
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Abbildung 28: Die Depletion der eosinophilen Granubzyten u(ber zwei Wochen zeichnet die
Veranderungen an den IgA Plasmazellen der Lamina propria ab.

3 Wochen alte BALB/c Mause wurden fir zwei Wocheaielfe Abbildung 29A) mit anti-Siglec-F bzw.
Kontrollantikdrper behandelt. Die Lamina propriallge wurden aus dem Dunndarm der Tiere préapariedt u
durchflusszytometrisch analysiert.

A: Gezeigt sind FACS-Plot Ergebnisse fiir lebende CIBZ20 IgA™ Plasmazellen. Der Prozentsatz der TgA
Plasmazellen in der LP ist fiir eine reprasentditeels aus jeder Gruppe angegeben (links). Zusamsemnide
Ergebnisse fiir den prozentualen Anteil sowie disohlte Anzahl der IgA Plasmazellen in der LP sind in
Balkendiagrammen gezeigt (rechts).

B: Die Expression von B220 und MHCII auf LP Plasmizelvon Siglec-F behandelten (rot) bzw.
Kontrolltieren (blau) wurde durch die Berechnungr deittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) mittels der
FlowJo7.6.5 Software bestimmt. Die reprasentativ&@raphen einzelner Tiere (links) sowie die

zusammenfassende Auswertung (rechts) sind geZeigt.Daten zeigen Ergebnisse eines Experimentes mit
jeweils 3 Tieren pro Gruppe.
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3. Ergebnisse

An den Tagen 6 und 14 nach dem Start der Eosin@@pletion wurden Blut- sowie
Kotproben (am Tag 14) eingesammelt (Abbildung 292ig Bestimmung des IgA-Gehaltes
in den eingesammelten Proben mittels ELISA-Assagteedass der Gehalt des I6slichen IgA
im Blutserum sich bereits sechs Tage nach dem $&rtEosinophil-Depletion senkte
(Abbildung 29A). Die Reduzierung des IgA-Gehaltes Blutserum wurde ebenfalls nach
zwei Wochen der anti-Siglec-F-Behandlung festgkts{@bbildung 29A). Ein ahnlicher
Effekt wurde in den Mauskotproben beobachtet. DeplBtion der Eosinophilen fir zwei
Wochen fuhrte zu einer Reduktion des l6slichen igAlen Fazes der behandelten Mausen

gegenuber der Kontrollgruppe (Abbildung 29B).
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Abbildung 29: Depletion der Eosinophilen verlangsarnden Aufbau des IgA-Titers in Serum und Fazes.

3 Wochen alte BALB/c Mause wurden fir zwei Wocheaietlfe Abbildung 29A) mit anti-Siglec-F bzw.
Kontrollantikdrper behandelt. Der IgA-Titer wurdeitrals ELISA bestimmt und die absolute Menge im
Blutserum (A) und in den Fazes (B, Tag 14) der ymiatten Tiere ist gezeigt. Gezeigt sind Ergebn&ises
Experimentes mit jeweils 4 Tieren pro Gruppe. Ststhe Auswertung: ns: nicht signifikant; *P-We¥e5;
*»*P-Wert<0,01; **P-Wert<0,001.

In den Abbildungen 27 - 29 sind die vorlaufigen &@atkines Einzelexperimentes gezeigt.

Dennoch kdnnen diese Daten unter Vorsicht ausgetwegrden.

Die Eliminierung der eosinophilen Granulozyten eigtanti-Siglec-F Antikorpers fihrt zu
den Veranderungen in der Population der‘I@dasmazellen der Lamina propria. Die mit dem
anti-Siglec-F Antikorper behandelten Mause wieséme eTendenz zur Reduktion der
absoluten Anzahl der IgAPlasmazellen auf. Zusatzlich exprimierten die ‘Igfasmazellen
nach einer zwei Wochen langen Eliminierung der imshilen mehr B220 und MHCII
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3. Ergebnisse

Molekile an ihrer Oberflache. Aul3erdem verfligtea Miduse, bei denen die Eosinophilen
depletiert wurden tber weniger IgA sowohl im Bluts®e, als auch in den Fazes gegenuber
den Tieren aus der Kontrollgruppe.

3.2.6 Zusammenfassung

Es wurde gezeigt, dass die Peyer Plaques der @bdhuzfizientenAdblIGATA-1 Mause sich
bis zum Alter von drei Wochen absolut normal enkeln, was ihre Grof3e betrifft
(Abbildung 21). Erst ab dem Alter von funf Wocheonkten deutliche Unterschiede in der
PP-GrolR3e zwischen den BALB/c umdlblIGATA-1 Tieren festgestellt werden (Abbildung
21).

Die Bestimmung der Expression der Chemokine und &&dimsmolekile sowie die
Untersuchung der HEV-Ausbildung ergaben keine Weteede zwischen den untersuchten

Mausstammen (Abbildung 22).

Ebenfalls schien die Population von LTi-Zellen iendPeyer Plaques der eosinophil-
defizienten Mause gegenuber dem Wildtyp unverandersein (Abbildung 23). Allerdings
ergab die Analyse der LTo-Zellen, dass diese Zplifation in den Peyer Plaques der
AdbIGATA-1 Mause gegenuber den Kontrolltieren vegert ist (Abbildung 24).

Die Veranderungen in den Darmimmunkompartimente mger Eosinophil-Depletion in den

drei Wochen alten BALB/c Tieren konnen als Tendenzmfgefasst werden. Eine

tendenzielle Verringerung der absoluten Anzahligaf Plasmazellen in der Lamina propria
der eosinophil-depletierten Tiere (Abbildung 28&Awse tendenziell erh6hte Expression von
B220 und MHCII an diesen Zellen (Abbildung 28B) @en beobachtet. Zusatzlich wiesen
die Peyer Plaques der mit anti-Siglec-F behandélténse eine Tendenz zum verringerten
PP-Gewicht im Vergleich zu der Gruppe der Kontrei& (Abbildung 26).
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3.3 Der Einfluss der Mikroflora auf die Immunkompartimente des

DiUnndarmes

In den darauffolgenden Experimenten sollte die bflkra der Wildtyp BALB/c und
AdbIGATA-1 Mause analysiert und verglichen werdensazlich sollte der Einfluss der

Darmflora auf die Immunkomponenten des Dunndarmésrsucht werden.

3.3.1 Die BALB/c undAdbIGATA-1 Méause besitzen unterschiedliche Mikroflora

Zunachst sollte die Zusammensetzung der Darmmdaafin den beiden Mausstdmmen
analysiert werden. Dazu wurden die frischen FazesRALB/c undAdbIGATA-1 Mausen
gesammelt und die bakterielle DNA mit Hilfe des @mMp DNA Stool Mini Kits von Qiagen
extrahiert. Das Vorkommen von bestimmten Darmflaspgen wurde mittels gRT-PCR und

spezifischen 16S rDNA Primersequenzen (siehe Tak8l quantifiziert.

Die Analyse der zur 16S rDNA der Eubacteria retiExpressionswerten von untersuchten
16s rDNA Sequenzen ergab, dass die ZusammensetlmrnDarmflora sich zwischen den
beiden Mausstammen unterscheidet. Die Fazes deBRATLiere, welche von Charles River
Einrichtung bezogen wurden, enthalten wesentlicthrnoer Bakterien aus den Gattungen
Lactobacillus/Enterococcus (Lact) und SF8edmented filamentous bactgri@Abbildung
30).
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Abbildung 30: Die unterschiedliche Zusammensetzunder Mikroflora in den BALB/c und AdbIGATA-1
Tieren.

Frische Mausfazes wurden gesammelt und die bakéeBA daraus wurde mittels QIAamp DNA Stool Mini
Kits von Qiagen nach den Hinweisen des Herstellgotiert. Die Detektion der einzelnen Mikrofloraamt
erfolgte mit Hilfe von gRT-PCR und wurde auf diesamtmenge der Eubacteria normalisiert. Gezeigt died
Daten von einem von zwei unabhangigen Experimemtién jeweils 5 Tieren pro GruppeStatistische
Auswertung: ns: nicht signifikant; *P-Wert<0,05;P*Wert<0,01; ***P-Wert<0,001.

Wahrenddessen enthélt der Kot detblGATA-1 Mause mehr von MIBngouse instestinal
bacterig (Abbildung 30). Um den Einfluss der verandertenkrgflora auf die zuvor
beschriebene Veranderungen in den Immunkompartenerdn Dinndarm dexdblGATA-1
Tiere zu untersuchen, sollten die Tiere beider §téarm einem Kafig untergebracht werden.
Dieser Vorgang namens Vergesellschaftung dient destausch der Darmflora zwischen

den Mausen aufgrund ihres Koprophagie-Verhaltens.

Um zu untersuchen, ob die Vergesellschaftung dereTdie Angleichung der Darmflora
zwischen den BALB/c und\dblGATA-1 Mausen bewirkt, wurden die Tiere des ¢iein
Alters in einem Verhaltnis eins zu eins in demselkéfig untergebracht. Nach drei Wochen

Vergesellschaftung wurden die Fazes eingesammelf wie oben beschrieben wurde,
untersucht.
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Abbildung 31: Die Vergesellschaftung der Tiere fiiht zur gleichen Zusammensetzung der Mikroflora von
BALB/c und AdbIGATA-1 Mause.

Frische Mausfazes wurden gesammelt und die wier uige Abbildung 16 bereits beschrieben analysi@ig.
Detektion der einzelnen Mikrofloraarten erfolgtet tdilfe von qRT-PCR und wurde auf die Gesamtmenge d
Eubacteria normalisiert. Gezeigt sind die Daten gm@m von zwei unabhangigen Experimenten mit jiswei
Tieren pro GruppeStatistische Auswertung: ns: nicht signifikant; Wrert<0,05; **P-Wert<0,01; ***P-
Wert<0,001.

Die Analyse der Zusammensetzung der Darmflora erdabs die Vergesellschaftung der
Tiere einen Ausgleich der Mikroflora zwischen deeriden Mausstammen bewirkte
(Abbildung 31). Dabei wurde festgestellt, dassMikroflora der AdbIGATA-1 Tiere sich an
die der Wildtypmause anglich, wahrend die Darmfloder BALB/c Tiere keine
Veranderungen durch den Austausch mit AdblGATA-1 Mausen aufwies (Abbildung 31).

3.3.2 Die Analyse des Einflusses der Vergesellsciuaig auf die Immunkomponenten der
Lamina propria

Zunachst wurde der Gehalt des l6slichen IgA in Béames der vergesellschafteten und der
nicht vergesellschafteten BALB/c uilblIGATA-1 Mause mittels ELISA-Assay bestimmit.
Die Analyse zeigte, dass die IgA-Titer der nichtgesellschaftetendblGATA-1 Mause weit
unter den Werten der Wildtyptiere (Abbildung 32Ancs Gleichzeitig wurde eine
Angleichung der IgA-Titer der BALB/c unddblGATA-1 Mause festgestellt, wenn die Tiere
vergesellschaftet wurden (Abbildung 32A).
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Abbildung 32: Die Vergesellschaftung derAdblIGATA-1 Mause mit den BALB/c Tieren fihrt zur
Erh6éhung des Ioslichen IgA in Fazes der eosinophilefizienten Tiere.

Die BALB/c undAdbIGATA-1 Tiere wurden einem Verhaltnis 1:1 in eim&afig fir mindestens drei Wochen
vergesellschaftet. AnschlieRend wurden ihren Fémsgesammelt, eingewogen und in PBS resuspendiert.
IgA-Gehalt wurde mittels ELISA bestimmt. Die IgAt&r (A) sowie die absoluten Mengen von IgA (B) ézEs
der vergesellschafteten und nicht vergesellscleaft&€tere sind gezeigt. Gezeigt sind Ergebnisseeinem von
drei unabhdngigen Experimenten mit jeweils 4 TigrenGruppe. Statistische Auswertung: ns: nichtifiant;
*P-Wert<0,05; *P-Wert<0,01; **P-Wert<0,001.

Die Berechnung der absoluten IgA-Mengen in den &aeegab ebenfalls, dass der
Mikrofloraaustausch durch die VergesellschaftunigéreMausstamme zur Wiederherstellung
des IgA-Spiegels in den Fazes delblGATA-1 Mause fluhrt.

Um zu untersuchen, ob der Anstieg des IgA-Titersdém Fazes der vergesellschafteten
AdbIGATA-1 Mause mit der Veranderung der Populationn IgA-produzierenden
Plasmazellen in der Lamina propria korreliert, varrdlie BALB/c undAdbIGATA-1 Tiere
vor der Analyse drei bis vier Wochen lang vergesélhftet. Die Analyse ergab, dass die

PopulationsgroRe der IgARlasmazellen in der Lamina propria deblGATA-1 Mause nach
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der Vergesellschaftung vollstandig wiederhergast@iurde und sich nicht von der
entsprechenden Zellpopulation der BALB/c Tiere tstkied (Abbildung 33A).
Nichtdestotrotz wiesen die IgAPlasmazellen in der Lamina propria detblGATA-1 Tiere

eine hohere Expression B220- und MHCII-Molekilerf als die IgA Plasmazellen der
BALB/c Mause (Abbildung 33B).

Die Bestimmung der mittleren Fleckgréf3e pro Veumngf mit Hilfe des ELISpot-Assay fuhrte
zur Erkenntnis, dass die IJA Plasmazellen derAdblGATA-1 Tiere trotz der
Vergesellschaftung kleinere Mengen von dem I6shchgA sekretieren, als es in den
Wildtyptieren der Fall ist (Abbildung 33C).
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Abbildung 33: Die Vergesellschaftung stellt die Pagation von LP IgA™ Plasmazellen derAdblGATA-1
Mause wiederher.

Die BALB/c undAdbIGATA-1 Mause wurden vor der Analyse zwei Wockarg vergesellschaftet. Die Lamina
propria Zellen wurden aus dem Dunndarm der Tieépamiert und durchflusszytometrisch (A und B) bzw.
mittels ELISpot (C) analysiert.

A: Gezeigt sind FACS-Plot Ergebnisse fir lebende CDB320 IgA* Zellen. Der Prozentsatz der I§A
Plasmazellen in der LP ist fir eine reprasentaByd B/c und eineAdbIGATA-1 Maus angegeben (links).
Zusammenfassende Ergebnisse fiir den prozentualil Aowie die absolute Anzahl der I§Rlasmazellen in
der LP sind in Balkendiagrammen gezeigt (recht#. Daten zeigen reprasentative Ergebnisse von eumm
zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils 3 TigmenGruppe.

B: Die Expression von B220, MHCIl und CD19 an den IgA* Plasmazellen der BALB/c (rot) und der
AdbIGATA-1 Tiere (blau) wurde durch die Berechnurgy dnittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) mittels de
FlowJo7.6.5 Software bestimmt. Die reprasentativ€maphen pro Mausstamm (links) sowie die
zusammenfassende Auswertung (rechts) sind gezeigt

C: Unter Verwendung einer 96 Lochplatte wurde in eMerdiinnungsreihe die Zahl der Plasmazellen irLéer
von BALB/c und AdbIGATA-1 Méausen mittels ELISpot bestimmt (link€)as Auslesen der Platte und die
Bestimmung der mittleren FleckgréRe pro Vertiefrerhts) erfolgte am EliSpot Reader Classic Geh#iD)
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3. Ergebnisse

mittels EliSpot6 Software. Die Daten zeigen vorigefErgebnisse eines Experimentes mit jeweils 3ehigro
Gruppe. Die statistische Auswertung erfolgte anhaled abhangigen Zweistichproben-t-Testes: ns: nicht
signifikant; *P-Wert<0,05; *P-Wert<0,01; **P-Wex0,001.

Analog wurde der Einfluss der Vergesellschaftungf ameitere Lamina propria
Zellpopulationen deAdbIGATA-1 Mause untersucht.

Die Analyse der T-Zellpopulationen nach der zweimgen Vergesellschaftung ergab, dass
die Population von CD103nonTregs in der Lamina propria vaxdblGATA-1 Mausen
beinahe die GroRe der entsprechenden Zellpopulatiorden Wildtyptieren erreichte
(Abbildung 34A).

Ebenfalls wurde die Wiederherstellung der RORTh17-Zellpopulation durch den
Mikrofloraaustausch festgestellt (Abbildung 34B).
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Abbildung 34: Die T-Lymphozytenpopulationen werden durch den Ausgleich der Mikroflora
wiederhergestellt.

Die BALB/c undAdbIGATA-1 Mause wurden vor der Analyse zwei Woclmg vergesellschaftet. Die Zellen
der Lamina propria wurden wie unter Abbildung 18deieben isoliert und analysiert. Die Populatien @D4
T-Lymphozyten wurde als lebende CD46D3" CD4" Zellen definiert und eingegrenzt. Die Subpopulatio
der CD3 CD4 T-Lymphozyten wurden anhand der Expression der ulatipnsspezifischen
Transkriptionsfaktoren FoxP3 (Tregs, A) und RORTh17, B) sowie des Markers CD103 (A) unterschied
Gezeigt sind die reprasentativen Ergebnisse voaneidon zwei unabhéngigen Experimenten mit jeweils 3
Tieren pro Gruppe. Die Prozentsatze der entspreemei-Lymphozytenpopulationen in der LP sind fimeei
reprasentative BALB/c und eingdblGATA-1 Maus angegeben (links). Zusammenfasséirdebnisse fir den
prozentualen Anteil sowie die absolute Anzahl deertsuchten T-Lymphozytenpopulationen in der LRI $m
Balkendiagrammen gezeigt (rechts). Die statistiscAaswertung erfolgte anhand des abhangigen
Zweistichproben-t-Testes: ns: nicht signifikant:Wrert<0,05; **P-Wert<0,01; ***P-Wert<0,001.
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3. Ergebnisse

Die Untersuchung von CD103/HCII" Zellen in der Lamina propria der vergesellschaftet
AdbIGATA-1 Méausen ergab, dass diese Zellpopulateorglog zu den T-Zellpopulationen,
durch den Mikrofloraausgleich fast auf die PopolasigroRe der Wildtyptiere
wiederhergestellt wurde (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Wiederherstellung der CD11¢ Zellpopulationen in der Lamina propria von AdbIGATA-1
Mausen wird durch die Vergesellschaftung mit BALB/cTieren realisiert.

Die BALB/c undAdblIGATA-1 Mause wurden vor der Analyse zwei Woclemg vergesellschaftet. Die Zellen
der Lamina propria wurden wie unter Abbildung 1%dieieben isoliert und analysiert. Die Populatiar d
CD11¢ Zellen wurde als lebende CD46D11¢ Zellen definiert und eingegrenzt (A). Die Subpapignen der
CD11¢ Zellen wurden anhand der Expression der Markera@3Dund MHCII (B) unterschieden. Gezeigt sind
reprasentative Ergebnisse von einem von zwei umagipén Experimenten mit jeweils 3 Tieren pro Grufdpie
Prozentsatze der entsprechenden ZellpopulationeseinLP sind flr eine repréasentative BALB/c undeein
AdbIGATA-1 Maus angegeben (links). Zusammenfassdfigebnisse fiir den prozentualen Anteil sowie die
absolute Anzahl der untersuchten DC PopulationeteinLP sind in Balkendiagrammen gezeigt (rech?s.
statistische Auswertung erfolgte anhand des abbangZweistichproben-t-Testes: ns: nicht signifikatR-
Wert<0,05; **P-Wert<0,01; ***P-Wert<0,001.
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3.3.3 Analyse der IEL-Populationen in den vergesaithafteten Tieren

Des Weiteren sollte untersucht werden, ob die Rajomen der intraepithelialen
Lymphozyten durch die Vergesellschaftung verandertden.

Es wurde festgestellt, dass Mikrofloraaustauschsawen den Tieren eine vollstdndige
Wiederherstellung der TGR CD8up" IEL-Population in dem\dblGATA-1 Mausen bewirkt
(Abbildung 36A und B), wahrend die Population vo@RyS" IELs keine Veranderungen
durch die Vergesellschaftung erfuhr (Abbildung 36C)
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Abbildung 36: Nach dem Mikrofloraausgleich der AdbIGATA-1 Mause stimmen die Populationen der
IELs mit denen der Wildtyptiere tberein.

Die BALB/c und AdbIGATA-1 Mause wurden vor der Analyse zwei Woclimg vergesellschaftet. Die IELs
des Dinndarmes wurden durch die EDTA-Behandlungtaégnt und mit Hilfe von Percoll aufgereinigt. Die
Hauptpopulation der IELs wurde als lebende BCRzw. TCR:$" Zellen definiert und eingegrenzt (A). Die
Subpopulationen der TGR (B) bzw. TCR$™ (C) IELs wurden anhand ihrer Expression von @D&d CD$
unterschieden. Gezeigt sind die représentativerlirigse von einem von drei unabhéngigen Experimanie
jeweils 3 Tieren pro Gruppe. Die Prozentsatze despeechenden IEL Populationen sind fur eine reptéive
BALB/c und eineAdbIGATA-1 Maus angegeben (links). Zusammenfassétrgebnisse fur den prozentualen
Anteil der untersuchten IEL Populationen sind inlkBadiagrammen gezeigt (rechts). Die statistische
Auswertung erfolgte anhand des abhangigen Zwepstidden-t-Testes: ns: nicht signifikant; *P-Wert<®,0
**P-Wert<0,01; **P-Wert<0,001.
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3.3.4 Auswirkung der Vergesellschaftung auf die Pey Plaques der eosinophil-

defizienten Mause

Aufgrund dessen, dass die VergesellschaftungAGATA-1 Mause mit den BALB/c
Wildtyptieren starke Veranderungen in den immunisicigen Komponenten der Lamina
propria und der intraepithelialen Lymphozyten assldvurden zusétzlich die zelluléaren

Bestandteile der Peyer Plagues nach dem Mikrofistaasch untersucht.

3.3.4.1 Mikrofloraausgleich bewirkte Veranderungen den Immunfunktionen der Peyer
Plaques derddblGATA-1 Mause

Die Verschiebung des Verhdltnisses zwischen demurgt T-Lymphozyten in den Peyer
Plaques denNdblGATA-1 Mause wurde trotz der Vergesellschaftdestgestellt. Die Peyer
Plaques der vergesellschaftetetbl GATA-1 Mause enthalten weiterhin prozentual vageni
der CD3 CD4" T-Lymphozyten (Abbildung 37B) bei der gleichze#tiy Erhdhung des
prozentualen Anteils der B228-Zellen (Abbildung 37A).
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Abbildung 37: Die Verschiebung des Verhaltnisses Zechen den B- und T-Lymphozyten bleibt in den
Peyer Plagues der dbIGATA-1 Tiere nach der Vergeskschaftung erhalten.

Die Zellen der Peyer Plagues wurden isoliert undtlflusszytometrisch analysiert. Die Population B0
B-Zellen (A) sowie der CD3CD4" T-Lymphozyten (B) wurden bestimmt. Gezeigt siné déprasentativen
Ergebnisse von einem von zwei unabhdngigen Expetene mit jeweils 3 Tieren pro Gruppe.
Zusammenfassende Ergebnisse fur den prozentualeeil AAowie die absolute Anzahl der untersuchten
Zellpopulationen in der LP sind in Balkendiagramngezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte awhdes
abhangigen Zweistichproben-t-Testes: ns: nichtifigmt; *P-Wert<0,05; *P-Wert<0,01; *P-Wert<0,01.

Die Analyse der Keimzentrums-B-Zellen ergab, dass\ergesellschaftung den Anteil der
IgA-klassengewechselten Keimzentrums-B-Zellen dgutl erhéht (Abbildung 38A).
Gleichzeitig wurde Reduktion des IgG1l-Klassenwelshseden Keimzentrums-B-Zellen der
AdbIGATA-1 Mause beobachtet (Abbildung 38A). Die Basnung der Ki-67-Expression in
den IgA” Keimzentrums-B-Zellen zeigte, dass der Anteil sieh proliferierenden Zellen den
Wert der Kontrolltiere vom Wildtyp von dber 90 %racht (Abbildung 38B). Die
Proliferation von IgGl Keimzentrums-B-Zellen, welche bereits bei den tich
vergesellschafteteNdbIGATA-1 Mausen nicht verandert war (siehe Abbildul8), wurde
durch die Vergesellschaftung beider Mausstamme bieginflusst (Abbildung 38C).

99



3. Ergebnisse

S 60 = N
~ - — B 5
A 8| T <9 | =
T O o =
. EEAN = 4
B220*, PNA", FAS* PP-Zellen &3, | g8 T
+ ] —_
< e kS N 31
BALB/c AdbIGATA-1 i’g 89
105*52’6%- 105*44’0%. - : & 20 E g &
: gé § § 1
104 10 5 -f% %
S 0 ¥ 0
c <
e . £ ?@ ?:\Vé\, ?g,b\(; &?:'y
s ¥ © ~<>\O‘?~
< 102 10 e\/ 2.0q Vb + “g 104 Vb ok
c — 3 —
9 0 0 c O . ns O X
\ §6,.] — S5 T
0 102 103 104 105 1] 102 10 104 105 +’\‘ C:ﬂ 15 —‘_ % E 6
_ -« 0 =N 4
19G > %5, S
= g £ 44
T . 5
%E 0.5 é g 2
c S D
€00 ¥ 0
= < N \© >
B Q,v&\ < & <
. © O
CDA45*, B220*, PNAN [gA* PP-Zellen N W
s
BALB/C AdeGATA'l S 100~ 02
. c @ -
1073 RN
1 E 0 80
ot ] -
3 © 2 607
10°4 2 g 40
<< ] 8 X 20
[ <3
3 ™ T T % O S
0. 10° 10° 1ot 10° 0 10 10° 10t 10f E ?{,b\ &?‘N
Ki-67 > Q 0\0‘7‘
vﬁ)
CD45*, B220*, PNAN 1gG1* PP-Zellen
S
BALB/c AdbIGATA-1 % 100, — o
msi _' 5 LA % g 804 T
N @
5 5
© £ 601
3 i 5
10° 10° g E 40
3 3 Q
o 5 o
Q ] £y
2] 90,4%| o 4 92,3% 2
3 3 c
i R T T T T T T T (] \O N
1] .102 103 104 105 0 102 103 104 105 E Q;?& V}Sv
Ki-67 > v@"

Abbildung 38: Der Mikrofloraausgleich durch die Vergesellschaftung stellt in den Peyer-Plaques der
AdbIGATA-1 Méause den IgA-Klassenwechsel wieder her.

Die Zellen der Peyer Plaques wurden mittels Dutrsisitytometrie analysiert. Die lebenden CbB220" PNA"
FAS' Keimzentrums-B-Zellen wurden anhand ihrer Immuobglinklasse als IgAbzw. IgGI Keimzentrums-
B-Zellen eingegrenzt (A). Die Ki-67-Expression werith den IgA (B) bzw. IgG1 (C) Keimzentrums-B-Zellen
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analysiert. Gezeigt sind die reprasentativen Ergsbnvon einem von drei unabhéngigen Experimentgn m
jeweils 3 Tieren pro Gruppe. Die Prozentsatze a¢speechenden Keimzentrums-B-Zellpopulationen sind
eine reprasentative BALB/c und einedblGATA-1 Maus angegeben (links). Zusammenfassé&irdebnisse fiir
den prozentualen Anteil sowie der absoluten Anzdbl entsprechenden B-Zellpopulationen sind in
Balkendiagrammen gezeigt (rechts). Die statistiscAaswertung erfolgte anhand des abhangigen
Zweistichproben-t-Testes: ns: nicht signifikant:\Wrert<0,05; **P-Wert<0,01; ***P-Wert<0,001.

Die Analyse der TFH-Zellpopulationen ergab, dass dergesellschaftung der Tiere die
Population von CXCR5PD-1" TFH-Lymphozyten in den Peyer Plaques ddbIGATA-1
Mause wiederherstellt (Abbildung 39A).

Um die Ursache fiur den veranderten Klassenwechsd¢ém Peyer Plaques dedbIGATA-1
Mause und seine Wiederherstellung nach der Vergebaftung zu untersuchen, wurden die
CXCR5 PD-I" TFH-Lymphozyten aus den nicht vergesellschaftetesowie
vergesellschafteten BALB/c und\dblGATA-1 Mausen mittels Durchflusszytometrie
aufgereinigt um die Genexpression von IL-4 und TGEd bestimmen. Die Reinheit der
isolierten Zellpopulationen wurde mit Hilfe der RBtflusszytometrie (Abbildung 39B) und
durch die Bestimmung der Expressionshdhe von CX@IRHNA (Abbildung 36C) bestimmit.

Nach der Bestimmung der Genexpression von IL-4 @&F{3, wurde das Verhaltnis
zwischen den TGEB-und IL-4 Expressionswerten berechnet (Abbildung)39st dieses
Verhaltnis grolRer (wie in den BALB/c Mausen odergesellschaftetemMdblGATA-1
Tieren), fuhren die Keimzentrums-B-Zellen den Ké&ssechsel zu IgA durch. Ist das
Verhaltnis zwischen der TGFund IL-4 Expression verringert, wechseln die Kesmzums-
B-Zellen ihre Immunoglobulinklasse verstarkt zu Ig@icht vergesellschaftetedbl GATA-1
Mause) (Abbildung 39C).
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Abbildung 39: Die Vergesellschaftung verandert da¥erhaltnis in der Produktion von TGF-p und IL-4 in

den TFH-Zellen der AdbIGATA-1 Mause

Die Zellen der Peyer Plaques wurden prapariert umttels Durchflusszytometrie analysiert (A) oder
aufgereinigt (B). Die TFH-Lymphozyten wurden alsdade CD3CD4 CXCR5 PD-1" Zellen eingegrenzt.

A: Gezeigt sind die reprasentativen Ergebnisse veeneivon zwei unabhangigen Experimenten mit jevwgils
Tieren pro Gruppe. Die Prozentsdtze der entsprelgme -Zellpopulationen sind fir eine représentative
BALB/c und eineAdbIGATA-1 Maus angegeben (links). Zusammenfassé&tirgebnisse fur den prozentualen
Anteil sowie die absolute Anzahl der entsprecherilgpulationen sind in Balkendiagrammen gezeigh{sc

B: Die Reinheit der isolierten TFH- und nonTFH-Popioleen wurde nach der Isolierung
durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt sind dj@dsentativen Ergebnisse von einem von drei umajiden
Experimenten mit jeweils 2 Tieren pro Gruppe. DieZéntsatze der isolierten T-Zellpopulationen diirdeine
reprasentative Zellisolierung angegeben.

C: Genexpressionsanalyse in den TFH- und non-TFH-lhompten mittels gRT-PCR. Gezeigt sind Ergebnisse
von drei unabhdngigen Experimenten mit jeweils &rdim pro Gruppe. Die Expression von CXCR5 mRNA
relativ zur B-Aktin Expression (links) sowie das Verhdltnis zefien der Expression von TGFund IL-4
(rechts) sind gezeigt.
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Die Analyse anderer T-Lymphozytenpopulationen ndemm Mikrofloraaustausch ergab, dass
die Vergesellschaftung eine vollstandige Wiedetetitsig der CD103 Foxp3 nonTregs
sowie RORt" Th17 T-Zellpopulationen (Abbildung 40A und B) ienl Peyer Plaques der
AdbIGATA-1 Mause bewirkte.
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Abbildung 40: Der Austausch der Mikroflora induziert die Entwicklung der CD103+ nonTreg-
Population.

Die Zellen der Peyer Plagques wurden prapariert mnittels Durchflusszytometrie analysiert. Die CD3-
Lymphozyten wurden als lebende CDBD4" Zellen eingegrenzt. Die Subpopulationen der CD4Zellen
wurden anhand ihrer Expression von FoxP3 und COII68ys und nonTregs, B) sowie R@RTh17-Zellen, C)
definiert. Gezeigt sind die représentativen Ergedmivon einem von zwei unabhédngigen Experimentén mi
jeweils 3 Tieren pro Gruppe. Die Prozentsatze detspeechenden T-Zellpopulationen sind fir eine
reprasentative BALB/c und eingdblIGATA-1 Maus angegeben (links). Zusammenfassé&rdebnisse fir den
prozentualen Anteil sowie die absolute Anzahl detsgrechenden Populationen sind in Balkendiagrammen
gezeigt (rechts). Die statistische Auswertung gtéiohnhand des abhangigen Zweistichproben-t-Tastesicht
signifikant; *P-Wert<0,05; *P-Wert<0,01; **P-Wex0,001.
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Im Gegensatz zu den T-Lymphozyten bewirkte Austauser Darmflora keine komplette
Wiederherstellung von CD11cCD103 MHCII® Zellen in den Peyer Plaques der
vergesellschaftetedMdbIGATA-1 Méause (Abbildung 41B). Trotz der Vergdsehaftung
wurde eine Verschiebung zugunsten der CD1C®103 MHCII* Zellpopulation in den
Peyer Plaques dadblGATA-1 Méause beobachtet (Abbildung 41B).
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Abbildung 41 Trotz der Vergesellschaftung treten veinderte Populationen von CD11¢ Zellen in den
Peyer-Plaques deAdbIGATA-1 Tiere auf.

Die Zellen der Peyer Plaques wurden prapariert omiiiels Durchflusszytometrie analysiert. Die CD11c
dendritischen Zellen wurden als lebende CD@&D11¢ Zellen eingegrenzt (A). Die Subpopulationen der
CD11¢ T-Zellen wurden anhand ihrer Expression von CD108 MHCII definiert (B). Gezeigt sind die
reprasentativen Ergebnisse von einem von zwei @ragen Experimenten mit jeweils 3 Tieren pro Geipp
Die Prozentsétze der entsprechenden DC-Populaticied fir eine reprasentative BALB/c und eine
AdbIGATA-1 Maus angegeben (links). Zusammenfassdfidebnisse fir den prozentualen Anteil sowie die
absolute Anzahl der entsprechenden PopulationehisiBalkendiagrammen gezeigt (rechts). Die statibe
Auswertung erfolgte anhand des abhangigen Zwepstidden-t-Testes: ns: nicht signifikant; *P-Wert<®,0
**P-Wert<0,01; **P-Wert<0,001.

104



3. Ergebnisse

3.3.4.2 Der Austausch der Mikroflora beeinflusstahit die GroRe der Peyer-Plagues in den
eosinophil-defizienten Mausen

In dem Kapitel 3.1.3 wurde gezeigt, dass die Grd&ePeyer Plaques in den eosinophil-
defizienten Tieren gegeniber den Kontrolltiererrimgert war (Abbildung 14). Im folgenden
Experiment sollte der Einfluss der Vergesellschajtiauf die GrofRe der Peyer Plaques

untersucht werden.

Wie bereits gezeigt wurde, sind die Gréf3enunteesiehin den Peyer Plaques der BALB/c
und AdbIGATA-1 Méause erst ab der funften Lebenswoche sives (Abbildung 21). Aus
diesem Grund wurden drei Wochen alten BALB/c walihlGATA-1 Tiere vergesellschaftet.
Die Analyse dieser Tiere erfolgte nach zwei WoctienVergesellschaftung, wenn die Tiere
den Alter von funf Wochen erreichten (Abbildung 42/An diesem Zeitpunkt wurde das
Gewicht der Peyer Plaques bestimmt (Abbildung 42B).

Die Bestimmung des Gewichtes der Peyer Plagueshermss das Gewicht von Peyer
Plaques dendbIGATA-1 Méause sich trotz der Vergesellschaftuigngikant von dem PP-
Gewicht der Kontrolltiere unterscheidet (Abbildungd2B). Eine zusatzliche
durchflusszytometrische Analyse der Vcam-lcam-I LTo-Zellen zeigte, dass diese
Zellpopulation in den Peyer Plaques der vergesefsetenAdblIGATA-1 Méause gegenuber
den Kontrolltieren verringert ist (Abbildung 42C).
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Abbildung 42: Die GroRRe der Peyer-Plagues der eosiphil-defizienten Tiere ist durch die
Vergesellschaftung nicht beeinflusst.

BALB/c und AdbIGATA-1 Tiere wurden ab dem Alter von drei Wochemei Wochen lang vergesellschaftet
und das PP-Gewicht anschlieBend bestimmt (A). Dawi¢ht der isolierten Peyer-Plaques wurde mitt@lere
Feinwaage bestimmt und in (B) dargestellt. Gezsigtl die représentativen Ergebnisse von einem veai z
unabhangigen Experimenten mit jeweils drei Tierem @ruppe. Die statistische Auswertung erfolgteaanth
des abhangigen Zweistichproben-t-Testes: ns: nglghifikant; *P-Wert<0,05; **P-Wert<0,01; ***P-
Wert<0,001.
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3.3.5 Die Analyse der Darmimmunkompartimente der PH_-Mause

Um den Einfluss der Darmmikroflora bzw. der Eosinmitgn zu verifizieren, wurde in den
folgenden Experimenten ein anderer eosinophil-cefter Mausstamm, die PHIL-Mause,
untersucht. Weil die Eosinophil-Defizienz der PHW&use auf einer, von dexdblGATA-1
Tieren unterschiedlichen, genetischen Modifikatb@nuht (siehe Kapitel 2.2.1.1), werden die
PHIL-M&use heterozygot geziichtet. Das bedeuteg easich bei den eosinophil-defizienten
PHIL-M&ausen und ihren Wildtypkontrolltieren des @&76-Stammes um die
Wurfgeschwister handelte, welche von den gleichdéterfc abstammten und lebenslang

vergesellschaftet waren.
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Abbildung 43: Zwischen den den PHIL- und C57BL/6-Méasen liegen kaum Mikrofloraunterschiede vor.

A): Frische Mausfazes wurden gesammelt und wierwtge Abbildung 16 bereits beschrieben analysi@ig.
Detektion der fur die einzelnen Mikrofloraarten zifischer Gene erfolgte mit Hilfe von gRT-PCR undrde

auf die Gesamtmenge der Eubacteria normalisierzei@e sind die repréasentativen Daten eines von zwei
unabhéngigen Experimenten mit jeweils 3 Tieren@roppe.

B): Der IgA-Gehalt wurde mittels ELISA bestimmt. eDabsoluten Mengen von IgA in Fazes (links) und
Blutserum (rechts) der PHIL- ind C57BL/6-Mause sjedeigt. Gezeigt sind reprasentative Ergebnisaedvei
unabhangigen Experimenten mit 4 bis 19 Tieren pup@e. Statistische Auswertung: ns: nicht signifikaP-
Wert<0,05; *P-Wert<0,01; **P-Wert<0,001.
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Die Analyse der Zusammensetzung der DarmmikrofiieaPHIL-Mause und ihrer C57BL/6-
Wurfgeschwister zeigte nur kleinere Abweichungendée Mausstdmme voneinander
(Abbildung 43A).

Die Bestimmung des loslichen IgA im Kot und Blutserergab, dass die IgA-Mengen in den
Fazes und dem Blutserum der PHIL-Mause sowie d€osrtrolltiere sehr stark variierten, so
dass keine Unterschiede zwischen den beiden Maussta feststellbar waren (Abbildung
43B).

Die Untersuchung der Immunzellen der Lamina proprigab, dass die Population der TgA
Plasmazellen in den eosinophil-defizienten PHIL-BEu gegentber ihren Kontrolltieren
verringert ist (Abbildung 44A). Im Gegensatz zu dadblGATA-1 Méausen wurde

gleichzeitig keine Erhéhung der B220- und MHCII-Esgsion an der Oberflache der IgA
Plasmazellen der PHIL-Méause festgestellt (Abbild4Ag).

Ebenfalls die Bestimmung der IgA-Sekretion durah IdiA™ Plasmazellen der Lamina propria
der PHIL-Mause mittels ELISpot zeigte keine Untarede zu den C57BL/6-Wildtyptieren
(Abbildung 44C).

Die Analyse der CD103nonTreg-T-Zellpopulation (Abbildung 44D) sowie d€D11¢
CD103 MHCII” Zellpopulation (Abbildung 44E) ergab, analog zwn deergesellschafteten
AdbIGATA-1 Mause, keine Unterschiede zwischen deii_.Pbhd C57BL/6-Tieren.
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Abbildung 44: Die Population von IgA” Plasmazellen ist in der Lamina propria der PHIL-Mause

reduziert.

Gezeigt sind die Ergebnisse der durchflusszytoswten (A, B, D, E) bzw. mittels ELISpot (C) Unteshung

der Lamina propria Zellen der PHIL- und C57BL/6 MauZusammenfassende Ergebnisse fiir den prozemtuale
Anteil, die absolute Anzahl der IgAPlasmazellen (A), der CD103onTregs (D) sowie der CD11€D103
MHCII™ Zellen (E) sind in Balkendiagrammen gezeigt. Digpiession von B220, MHCII an den LP I§A

Plasmazellen der PHIL und C57BL/6 Tiere wurde dutddl Berechnung der mittleren Fluoreszenzintensitat
(MFI) mittels der FlowJo7.6.5 Software bestimmt .(Blie zusammenfassende Auswertung ist gezeigt. Die
Bestimmung der IgA-Sekretion erfolgte durch die é#mung der mittleren FleckgroRe pro Vertiefungtetst
ELISpot (C). Die Daten zeigen reprasentative Ergedenvon zwei unabhéngigen Experimenten mit 2 bis 5
Tieren pro Gruppe. Die statistische Auswertunglgtéoanhand des abhangigen Zweistichproben-t-Testes
nicht signifikant; *P-Wert<0,05; **P-Wert<0,01; *P-Wert<0,001.
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Die Untersuchung der intraepithelialen Lymphozytaigte keine Veranderungen in den

deren Subpopulationen in den PHIL-M&ausen gegenidreKontrolltieren (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Die Populationen von IELs sind in denPHIL-M&ausen nicht verandert.

Die IELs des Dunndarmes wurden wie unter der Abinigd 4 beschrieben isoliert und mit Hilfe der
Durchflusszytometrie analysiert. Gezeigt sind diegdbnisse die zusammenfassenden reprasentativen
Ergebnisse von zwei unabhangigen Experimentenamitijs 4 Tieren pro Gruppe (A, B, C). Die statishis
Auswertung erfolgte anhand des abhangigen Zwepstidden-t-Testes: ns: nicht signifikant; *P-Wert<®,0
**P-Wert<0,01; ***P-Wert<0,001.
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Abbildung 46: Die GréRe der Peyer Plaques in den smophil-defizienten PHIL-M&usen ist reduziert im
Vergleich zu ihren Wurfgeschwistern vom Wildtyp.
A: Der Dunndarm wurde in 10 %-iger Essigsdure fixiend die GroRe der PPs wurde mittels eines

Stereomikroskops unter Vergroerung bestimmt. Digndahmen der PPs fir jeweils eine reprasentative
C57BL/6 und PHIL Maus (A, links) sind gezeigt. Gegesind die zusammenfassende Ergebnisse der PRaRAnz
und der PP-GréRe von zwei unabhéangigen Messungen s 8 Mause pro Gruppe (A, rechts).

B: Die durchflusszytometrische Analyse der Zellen Beyer Plaques. Die CD4Becam-1Vcam-I' lcam-T'
LTo-Stromazellen wurden in den PHIL- und C57BL/6 Udén untersucht. Gezeigt sind die reprasentativen
Ergebnisse eines Experimentes mit jeweils 2 bis iBref pro Gruppe. Die Prozentsatze der LTo-
Stromazellpopulation sind fur eine reprasentativédllP und C57BL/6 Maus angegeben (links).
Zusammenfassende Ergebnisse fir den prozentualil Aowie der absoluten Anzahl LTo-Stromazellemdsi

in Balkendiagrammen gezeigt (rechts). Die stathés Auswertung erfolgte anhand des abhéngigen
Zweistichproben-t-Testes: ns: nicht signifikant:Wrert<0,05; **P-Wert<0,01; **P-Wert<0,001.
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In den Peyer Plaques der PHIL-Mause wurde einétkeierhdhung des prozentualen Anteils
von FAS PNA" Keimzentrums-B-Zellen im Vergleich zu den Wildtigsen beobachtet
(Abbildung 47A). Dabei wurde eine Reduktion der@bten Zellzahl festgestellt, welche auf
der verkleinerten GroéRRe der Peyer Plaques zurtdhkeerm ist (Abbildung 14B). Diese
Beobachtung gilt auch fur andere Zellpopulationen leyer Plaques in den PHIL-Mausen.
AulRerdem wurden keine Veradnderungen in den proabsriu Anteilen der IgA-
klassengewechselten Keimzentrums-B-Zellen  (Abbidgdurd7B) sowie der sich

proliferierenden Ki-67 IgA* Keimzentrums-B-Zellen (Abbildung 47C) festgestellt

A

o
g

_

Keimzentrums-B-Zellen (x10%)

N
°© 9

absolute Anzahl der FAS*PNAN

Anteil der FAS*T PNAM Keimzentrums-B-Zellen
in B220* PP-Zellen (%)
@ M @ @

© 4 o 4
/\‘b\/ QQ\ (/;fb Q\z\
& &
B C g
g <15 & 100- ns 5 & 100
= 40- —ns = . .3 —S €9 DS
ko] T LX — g N X X
EE T 5 Eﬁ? 80 <5 8
S o 307 ST 10- - >3
) =N & 2 601 g N 607
I E g o L E Sa
= 3 201 S g < g S e
- = N S £ 40
o < < £ T £ 404 N 5
°R g2 57 oS3 g s
%Elo_ 2 € B X 5]
23 28 2 20 £
L X o £ < < =2 £
c 5 o= 3 @
3o X 0 T gx 0 N
o \% \%Z \ N
£ © N ¥ N © N N 3 W&
& K PO £ &% g <
& < o o

Abbildung 47: Der Klassenwechsel zu IgA ist in dePeyer Plaques der PHIL-Tiere nicht beeintrachtigt.

Die CD45 B220" PNA" FAS' Keimzentrums-B-Zellen wurden durchflusszytometrismalysiert. Gezeigt sind
die reprasentativen Ergebnisse von drei unabhandiggerimenten mit jeweils 2 bis 5 Tieren pro Grewpp
Zusammenfassende Ergebnisse fir den prozentualesil Aawie der absoluten Anzahl der entsprecheriglen
Zellpopulationen sind in Balkendiagrammen gezeiDie statistische Auswertung erfolgte anhand des
abhangigen Zweistichproben-t-Testes: ns: nichtifigmt; *P-Wert<0,05; *P-Wert<0,01; *P-Wert<0,01.
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Analog zu der Lamina propria wurden in den Peyemqids der PHIL-Mause keine
Unterschiede in den Populationen der CO188n-Treg-Lymphozyten (Abbildung 48B) und
der CD11¢ CD103 MHCII™ Zellen (Abbildung 48C) im Vergleich zu den Konttigren
beobachtet. Ebenfalls war die Population der CXCR®-1" TFH-Zellen in den Peyer
Plaques der PHIL-Mause nicht beeintrachtigt (Allmgl 48A).
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Abbildung 48: Die Populationen der T-Lymphozyten ur der CD11¢ Zellen sind in den Peyer Plaques
der PHIL-M&usen nicht beeintréachtigt.

Die Populationen der T-Lymphozyten sowie der CO1Zellen in den Peyer Plaques der PHIL-Mause wurden
durchflusszytometrisch analysiert. Die TFH-Popuolativurde als CD3CD4" CXCR5 und PD-1 Zellen (A)

und die CD103 nonTreg-Lymphozyten als FoxP@nd CD103 (B) definiert. Zusatzlich sind die Daten der
CD103 MHCII" DC-Population gezeigt (C). Gezeigt sind die repnéstiven Ergebnisse von drei unabhéngigen
Experimenten mit jeweils 2 bis 5 Tieren pro Gruppgsammenfassende Ergebnisse fiir den prozentualiil A
sowie die absolute Anzahl der entsprechenden Ptign#a sind in Balkendiagrammen gezeigt. Die diatke
Auswertung erfolgte anhand des abhangigen Zwepstidden-t-Testes: ns: nicht signifikant; *P-Wert<®,0
*»*P-Wert<0,01; **P-Wert<0,001.
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3.3.6 Zusammenfassung

Zusammenfassend lieferte die Analyse der Immunzelldes Dunndarmes der
vergesellschafteteAdblIGATA-1 Mause eine Erkenntnis, dass viele Verémdgen in den
Immunkompartimenten des Darmes, welche anfanglinh den AdbIGATA-1 Tiere
beeintrachtigt waren, sich durch den Mikrofloraausth mit den BALB/c Wildtyptieren
korrigieren lieRen. Die Populationen von [gRlasmazellen, CD10FoxP3 nonTregs, CD3
RORyt" Th17-Lympozyten in der Lamina propria, die regeldlassenwechsel sowie die
Population und Zytokinexpression-Profil der TFH{£rlin den Peyer Plaques wurden durch
das Angleichen der Darmmikroflora wiederhergestellisatzlich wurde die vollstandige
Erholung der TCR" CD8xf" IEL-Population in den vergesellschaftetstblGATA-1 Tieren
beobachtet.

Nichtdestotrotz blieben einige wenige Veranderungen AdbIGATA-1 Tiere durch die
Vergesellschaftung unbeeinflusst und kdnnten sawhikroflora-unabhéngig sein. Dazu
z&hlten eine erhéhte Expression von B220 und MH@ilekiilen an der Oberflache von I§A
Plasmazellen sowie deren verringerte Immunoglobakretion. Zusatzlich lie3 sich die
Population der CD11cCD103 MHCII® Zellen in den Peyer Plaques d&dblGATA-1

Mause durch den Mikrofloraaustausch nicht wiedestedlen.
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4. Diskussion

Das Gleichgewicht des Darmimmunsystems wird dugttireiche Faktoren beeinflusst. Eine
wesentliche Rolle in der Aufrechterhaltung der Daomoostase spielt die Interaktion
zwischen der Darmmikroflora und dem mukosalen Imsyatem. Ein neues und bisher

wenig erforschtes Gebiet ist die Rolle der eosileptGranulozyten in diesem Prozess.

Eosinophile sind eine Hauptzellpopulation der Lampropria, auch im Ruhezustand wenn
keine Entziindung vorliegt. Was ihre Aufgabe seinrit@, dariiber ist bisher nur sehr wenig
bekannt und es gibt nur einige Publikationen, ik damit beschaftigen. Es wurde gefunden,
dass es in eosinophil-defizienten Tieren zu staMeréinderungen in den Immunstrukturen
des Darmes komrt *2 Die vorliegende Arbeit zeigt nun, dass Eosinapmiur indirekt
dafiir verantwortlich sind. Sie werden benétigtdas Uberleben der Plasmazellen und damit
fur die Aufrechterhaltung der normalen IgA-Antikérfiter. Die Veranderungen, die in den
Immunkompartimenten der eosinophil-defizienten &iegesehen werden, scheinen aber

hauptséachlich die Folge einer veranderten Mikraflou sein.

4.1 Der Einfluss der Mikroflora auf die Entwicklung und die Funktion des

mukosalen Immunsystems

Peyer Plaques sind der Ort, wo Uber dendritischHierZelirekter Zugang zu Antigenen des
Darmlumens besteht und somit die Zellen des Imnsiagys aktiviert werden. In eosinophil-
defizienten Tieren findet eine Keimzentrumsreakttait, aber sie verlauft anders als in den
Wildtyptieren. Anstatt dass B-Zellen einen Klassealsel nach IgA durchfihren, wurden
hauptsachlich IgG1B-Zellen gefunden. Dieser Befund war ein erstanwdiis darauf, dass es
in der Abwesenheit von Eosinophilen zu einer vee@tah Aktivierung des Immunsystems
kommen konnte. Veranderungen in der Zusammenseemnlylikroflora, die sowohl in der
Arbeit von Chu et al. als auch in der Arbeit vomget al. beschrieben wurden, kénnten
somit fur die beobachteten Effekte verantwortliems

Die Besiedlung des Darmes durch die Mikroflora wvefldr und nach der Geburt ist
entscheidend fur die postnatale Entwicklung demidamunitat. Die Studien von keimfreien
Mausen ergaben, dass in Abwesenheit der Darmflatazahlreichen immunologischen
Defekten, wie schlecht ausgebildeten Peyer Plagoege stark verminderten Populationen

von IgA" Plasmazellen und CD4-Lymphozyten in der Lamina propria einhergéht**Es
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wurde gefunden, dass die Zusammensetzung des Noknskeinen direkten Einfluss auf das
Repertoire der IgA-Antikérper H&f *° Auch der Aufbau des T-Zellkompartiments ist von
der Zusammensetzung der Mikroflora abh&ngig. Sodeiugezeigt, dass unterschiedliche
Populationen der symbiotischen Mikroflora die Pagiohen von CD4FoxP3 Tregs, Th17-
Zellen undy8T-Lymphozyten beeinflusséff: 131 129

4.2. Der Einfluss des IgA auf das Mikrobiom

Andererseits haben IgA-Antikdrper, die von Plasnlamen der Lamina propria gebildet und
durch das Darmepithel ins Darmlumen transportieetden, einen entscheidenden Einfluss
auf die Zusammensetzung des Mikrobiofis™®" 12 Besonders deutlich zeigte sich die
Bedeutung dieser Immunoglobulin-Subklasse in Alfizienten Mausen, die aufgrund des
fehlenden Klassenwechsels, kein IgA mehr bilden nkdn Diese Tiere zeigten eine
ungewdhnlich hohe Expansion der SFB-MikroorganisrferBesonders die Studien der
AID ®#* Mause, deren B-Zellen einen normalen IgA-Klassamsel, aber keine somatische
Hypermutationen vollfihren kénnen, belegten, dassIigA-Repertoire eine wichtige Rolle in

der Zusammensetzung des Mikrobioms spielt

Unabhangige Studien haben gezeigt, dass Eosindfihitke Aufrechterhaltung des normalen
IgA-Antikorperspiegels bendtigt werden. Nicht nan Knochenmark, sondern auch in der
Lamina propria werden eosinophile Granulozyten fias Uberleben der Plasmazellen
benotigt*® 14! In der Abwesenheit von Eosinophilen ist somitIgig@* Plasmazellpopulation
in der Lamina propria deutlich reduziéft **> Neben dem\dbIGATA-1 und PHIL-Mausen
wurde dies ebenfalls bei Mausstimmen wie CCRid CCL11/CCL24 (Eotaxin-
1/Eotaxin-2 Doppelknockout) gefundéh die eine verminderte Einwanderung von

Eosinophilen in die Lamina propria aufweis&n"*

Der IgA-Antikorpertiter in eosinophil-defizienterieren ist nicht nur im Serum, sondern auch
in Fazes und Darmlumen deutlich verringert. Diesrité der Grund dafir sein, dass es in der
Abwesenheit von Eosinophilen zu Veranderungen nAisammensetzung der Darmflora
kommt. Sowohl die Arbeit von Chu et al. als auah Arbeit von Jung et al. beschreiben eine
veranderte Mikroflora, aber beiden Arbeiten kommaerunterschiedlichen Ergebniss&n**?
Wahrend die Studie von Jung et. al. erhéhte Pdpuktt von Mikroorganismen der
Firmicutes-Gattung und eine verringertes Vorkomrden Bacteroidetes in den eosinophil-

defizientenAdblGATA-1 Mausen im Vergleich zu den Wildtyptierergatd*!, zeigte sich bei
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Chu et al die umgekehrte Situattdéh Die unterschiedlichen Ergebnisse der Mikroflora-
Untersuchungen konnen durch mehrere Faktoren efkknden. Allein, dass die Mause fir
diese Studien aus verschiedenen Zuchteinrichtubgeagen wurden, kénnte die Ursache fur
die unterschiedliche Zusammensetzung des Mikrobiomden untersuchten Tieren sein.
Hinzu kommt, dass in den beiden Gruppen die Mikrafl aus unterschiedlichen
Darmbereichen untersucht wurde. In der Arbeit vangJet al wurde die Darmflora nach
Spiilung des Diinndarmes analysiert, in der Arbeit @hu et al. die Fazes untersdéht
welche die Mikroflora-Zusammensetzung im Dickdaridexspiegelt. Aul3erdem kdnnte auch
die Verwendung unterschiedlicher Messmethodgeey sequencint bzw. qRT-PCRE*)
einen Einfluss auf die Ergebnisse haben. In derliegenden Arbeit wurden die
Untersuchungen unter den gleichen Bedingungen wii€Chu et al. durchgefiihrt und seine

Ergebnisse konnten bestatigt werden.
4.3. Einfluss der Vergesellschaftung auf das mukoalmmunsystem

Die Vergesellschaftung der zu untersuchenden Takeezu einer Angleichung der Darmflora
fuhrt, ist ein sehr wichtiger Aspekt bei der Untmisung der immunologischen Prozesse,
insbesondere fiir die intestinale ImmuritatDie Vergesellschaftung der Wildtyp BALB/c
Tiere mit den eosinophil-defizientekdblGATA-1 Mausen flhrte zu einer Normalisierung
vieler Veranderungen, die in der Abwesenheit vosiaphilen gefunden wurden. Auch die
Untersuchung von PHIL-Mausen, die zusammen mit #yldNVurfgeschwistern
aufgewachsen sind, zeigte deutlich, dass die Aclyleig der Mikroflora ausreichend ist das

mukosale Immunsystem zu normalisieren.

Der direkte Einfluss der Mikroflora auf die TFH-Xex ist in der Literatur bisher nicht
beschrieben worden. Unsere Daten sprechen dafiss diie Zusammensetzung des
Mikrobioms sowohl fir die Populationsgrof3e als atidhdie regulare Funktion der TFH-
Zellen wichtig ist. In der Literatur sind zwei Zgtlpulationen als Vorlaufer fir die TFH-
Zellen der Peyer Plaques beschrieben: die 'CBaxP3 Tregs'® und die CD4 RORyt
Th17-Zellert*?. Unsere Daten zeigen, dass die Population der GX®R-1" TFH-Zellen in
den Peyer Plagues der nicht vergesellschaftathiGATA-1 Mause deutlich reduziert ist
(Abbildung 19A), wahrend die beiden als TFH-Vorkupostulierten Zellpopulationen in den
Peyer Plaques dieser Tiere nicht beeinflusst ghidbi(dung 19A und B). Allerdings wurde in
der Lamina propria dieser Tiere gleichzeitig Redwuktder CD4 RORyt" Th17-Zellen
festgestellt (Abbildung 11C). Die Vergesellschagjstellt die Population der TFH-Zellen in
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den Peyer Plaques der eosinophil-defizienten Maueder her und verandert das Zytokin-
Produktionsprofil, was sich in dem verstarkten K&svechsel zu IgA in den Keimzentrums-
B-Zellen resultiert (Abbildung 34). Die Angleichungler Mikroflora durch die
Vergesellschaftung stellt die Population der ThENeh in der Lamina propria (Abbildung
34B), sowie die Population der TFH-Zellen in denydte Plaques wieder her.
Zusammenfassend kénnten diese Daten bedeutendidagsroflora fur die Differenzierung
der TFH-Zellen aus den Vorlauferpopulationen, watre die Ausbildung der
Vorlauferzellpopulationen nicht von der Darmflotzh@ngig ist. Alternativ kénnten die Th17-
Lymphozyten der Lamina propria das gré3te ResedeiiT FH-Vorlaufer darstellen, welches
durch die Darmflora gesteuert wird. Der moglichenfliss der Mikroflora auf T-
Lymphozytenpopulationen konnte durch die untersiiiee Zusammensetzung der
Darmflorametaboliten wie SCFAsHort chain fatty acigsin den BALB/c undAdbIGATA-1

erklart werdefr® 1°°

Die Veranderungen an den TFH-Zellen durch die geded Zusammensetzung der
Darmmikroflora bringen die Keimzentrums-B-Zellerr dieyer Plaques den Klassenwechsel
zu IgG1l statt zu IgA durchzufihren. Unklar in dims&Zusammenhang bleibt, ob die
Aktivierung der TFH-Zellen direkt Uber die Mikrofl@a erfolgt, oder bestimmte

antigenprasentierende Zellen in diesen Vorganghuet sind.

Des Weiteren bleibt offen, ob die TFH-Zellen der der Abwesenheit der bestimmten
bakteriellen Stimuli generell einen Th2-Phanotypnaisen sowie verstarkt IL-4 und weniger
TGF{ produzieren oder es eine bestimmte Bakterienspanieder Darmflora der nicht
vergesellschafteten Mausen gibt, welche den IgGik$@nwechsel aktiv unterstitzt. Eine
Arbeit der Gruppe von S. Fagarasan zeigt, dassdJbiertragung der Mikroflora aus den
Tieren nach der Kolitis-Induktion in die keimfreieNause einen verstarkten 1gG1-
Klassenwechsel in den Peyer Plaques belftkObwohl die AdbIGATA-1 Mé&use keine
Kolitis entwickeln, sollte der Klassenwechsel inndeeyer Plaques der keimfreien Mause
nach deren Kolonisierung mit der veranderten DaraflderAdbIGATA-1 Tiere untersucht

werden.

Ebenfalls die Population TGR CD8p" IELs (Abbildung 36) konnte durch die
Vergesellschaftung wiederhergestellt werden. Inldtaratur ist die Reduktion der IELs in
den NODZ" Mausen beschrieb&. Der NOD2-Aktivierung durch die Mikroflora ist whitig
fur die Aufrechterhaltung der TGR', TCRup® CDS8aa" und TCRp" CD8&p" IEL-

Populationen. Unsere Untersuchungen ergaben ealektisen Verlust der TC#" CD8afp"
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IELs. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissérinisder Literatur eine Erhéhung der
TCRof" CD8up" IEL-Population in den keimfreien Mausen nach deFBS
Monokolonisierung beschrieben word#&h

4.4 Direkter Einfluss der eosinophilen Granulozytenauf das intestinale

Immunsystem

Die Untersuchungen der vergesellschaftedstblGATA-1 Tiere ermdglichten es uns zu
zeigen, ob Eosinophile eine direkte Funktion in deEntwicklung der
Darmimmunkompartimente haben. Die meisten Veramdgn, die in eosinophil-defizienten
Tieren beobachtet wurden, konnten durch Vergeselfaeng mit Wildtyp-Tieren normalisiert
werden. Dies war aber nicht so fur die Entwickluley Plasmazellen in der Lamina propria.
IgA™ Plasmazellen dekdbIGATA-1 M&use zeigten eine hohere Expression M&{CIl und
B220 und gleichzeitig eine niedrigere IgA-Sekretaurf (Abbildung 33B und C), was darauf
hindeutet, dass die Population der IgAlasmazellen in der Lamina propria detblGATA-1
Mause einen weniger reifen, Plasmablast-ahnlichér@n&yp als die entsprechende
Zellpopulation der BALB/c Tiere besitzt' **° Diese Befunde sind ein weiterer Hinweis
darauf, dass eosinophile Granulozyten in der Lamimapria, &ahnlich wie im
Knochenmark®® nicht nur fir das Uberleben von Plasmazellen tighéverden, sondern

auch entscheidend fur die Ausreifung der Plasmazeiind.

Trotz Abwesenheit von Eosinophilen kommt es nacihg¥eellschaftung zu einem Anstieg
der IgA-Antikorpertiter und man fragt sich, wie das erklaren ist. Die Untersuchungen
zeigten, dass der Austausch der Mikroflora zu eiNeranderung der Darmflora in
AdbIGATA-1 Tieren fuhrt und dies konnte der Grundr fidlie Aktivierung des
Darmimmunsystems sein. Die Vergesellschaftung imdtuzine verstarkte Produktion der
IgA™ Zellen in den Peyer Plaques sowie eine rapide IBRoposvergroRerung von IgA
Plasmazellen in der Lamina propria (Abbildung 33Bies kénnte den schnellen Anstieg des
IgA-Antikorpertiters zwei Wochen nach Vergeselldtinag erklaren. In der Abwesenheit von
Eosinophilen wirde man nicht erwarten, dass diggemerierten Plasmazellen fur langere
Zeit Uberleben konnen. Durch Markierung der nestantienen IgAPlasmablasten mit EdU

(5-Ethynyl-2-Deoxyuridin) sollte dies Uberpruft wien.

In PHIL-Mé&usen, die seit Geburt mit inren Wurfgestern zusammen sitzen, konnten diese

hohen Zahlen von Plasmazellen nicht gefunden wektfém man erwarten wirde, haben es in
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der Abwesenheit der eosinophilen Granulozyten nenige Plasmablasten geschafft, zu

reifen Plasmazellen auszudifferenzieren und eimmale IgA-Sekretion zu zeigen.

Bisher ist wenig iiber die Funktion der Eosinophilender Organentwicklung bekarift
Eosinophile Granulozyten besiedeln den Dunndarm hnaedhrend der pranatalen
Entwicklung vor den Lymphozyten und der Darmflorakdsierund®.

Die Untersuchungen beider eosinophil-defizienteerstamme zeigten, dass die Grol3e bzw.
das Gewicht der Peyer Plaques in diesen Tieren nibge den entsprechenden
Wildtypkontrolltieren deutlich reduziert ist (Abdiing 14A und Abbildung 46A). Auch
andere eosinophil-defiziente Mausstamme weiserediBPfanotyp alif. Unsere Analyse der
drei Wochen alten BALB/c unddblGATA-1 Tiere zeigte, dass es zu diesem Zeitplekie
Unterschiede in der PP-Grof3e vorliegen (Abbildudy, 2vas auf eine normale pra- sowie
neonatale Entwicklung von Peyer Plaques AldblGATA-1 Mause hinweist. Dies kdnnte
bedeuten, dass die Eosinophilen trotz ihres Vorbiaseins keinen Einfluss auf die frihe PP-
Entwicklung ausuben. Alternativ ware es denkbassdaer friihe Einfluss der eosinophilen

Granulozyten sich erst spater, ab der vierten Lelieohe, manifestiert.

Zwei Zelltypen, die CD45Vcam-1' Icam-I' LTo-Stromazelle?f und die CD3RORyt" CD4
c-Kit* LTi-Zellen*, sind als entscheidende Zellpopulationen fiir digukire Formation der
PP-Anlagen wahrend der pranatalen Entwicklung bredmén worden. Die Analyse der CD3
RORyt" CD4" LTi-Zellen ergab, dass diese Zellpopulation in deayer Plaques der
AdbIGATA-1 Mause nicht beeintrachtigt zu sein schéibbildung 23B). Dieser Befund
wiederspricht den zuvor publizierten Ergebnisserg die Autoren eine signifikante
Verringerung der CD3RORyt" ILC3-Zellpopulation beschreib&. Der IL-7Rx und das
Enzym Arginase-1 (Arg-1) wurden als wichtig fur dtanktion und Reifung der LTi-Zellen
beschriebeif '°* Die Untersuchung der Expression von diesen sawiteren LTi-wichtigen
Molekilen wie RORt und c-Kit zeigte keine Veranderungen (Abbildur3g2.

Kinetik der PP-Entwicklung zeigte, dass ab dem rAlten vier bis funf Wochen die Peyer
Plaques der BALB/c Mause einen rapiden Wachstuahesgh, wahrend die Grol3e von Peyer
Plaques derAdbIGATA-1 Tiere sich ab dem Alter von drei Wocheaukn verandert
(Abbildung 21). Die verringerte GroRe der Peyer gB&s liel3 sich durch die
Vergesellschaftung BALB/c und\dblGATA-1 Tiere in dem kritischen Alter von drei
Wochen nicht umkehren (Abbildung 42B), was unwamegdich macht, dass die veranderte

Mikroflora fur die verringerte PP-Grol3e verantwittl ist. Der Zeitraum ab der dritten
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Lebenswoche ist fur die Darmimmunitat auch wichivgjl junge Mause ab ungefahr diesem
Zeitpunkt von der Milch zu einer Festnahrung tbkege Gleichzeitig findet eine verstarkte
Kolonisierung des Darmes mit der Mikroflora st¥it'®® Parallel beobachtet man den

Anstieg des loslichen IgA im Darm der Jungtiéfe'®*

In der Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der R#&entwicklung (Abbildung 21)
beobachten wir eine Reduktion der Population von4&DVcam-I Icam-I LTo-
Stromazellen in den Peyer Plaques der eosinophiieleten Tiere in dem Alter von sechs
Wochen, wahrend bei den drei Wochen alten Tierenekenterschiede festgestellt wurden
(Abbildung 24). Genauso wie die verringerte Grofsx &eyer Plaques lieR sich die
Population der LTo-Zellen durch die Angleichung déikroflora nicht wiederherstellen
(Abbildung 42). Der fehlende Einfluss der Darmfl@naf die GroRenverringerung der Peyer
Plaques wahrend der Eosinophil-Defizienz wurde liuwde entsprechenden Analysen der
PHIL-Méause bestétigt. Obwohl diese Tiere Uber emermale Mikroflora verfligen
(Abbildung 43A), ist die Verringerung der PP-Grdfsgeniber den Wurfgeschwistern vom
Wildtyp sehr stark ausgepragt (Abbildung 46A). Ridsrgebnisse sprechen dafir, dass die
verringerte PP-GroRe sowie beeintrachtigte Pomudation CD45 Vcam-T Icam-I LTo-
Stromazellen in den Peyer Plaques der eosinopfidigieten Tiere sich nicht auf der
veranderten Mikroflora beruhen, sondern eosinogbiiéngig sind. In den zusatzlichen
Experimente sollte nicht nur die PopulationsgréBe \dcam-1 Icam-I LTo-Stromazellen
untersucht werden. Mittels der gRT-PCR konnte dmalgse der Expression von IL-7 und
CXCL12 durchgefuhrt werden, was eine Antwort Ubenktionelle Eigenschaften dieser
Zellen in der Abwesenheit der Eosinophilen gebemdwiAuRerdem sollte der genaue
Mechanismus des Eosinophil-Einflusses auf die LirofBazellpopulation aufgeklart

werden.

Um den direkten Einfluss der eosinophilen Granuezyauf das Wachstum der Peyer
Plaques in den BALB/c Méausen ab der vierten Lebeck& zu untersuchen, wurden drei
Wochen alte Tiere zwei Wochen lang mit einem aigle8-F Antikdrper behandelt
(Abbildung 25). Dabei haben wir keine Unterschiedleder PP-Grol3e zwischen den anti-
Siglec-F-behandelten Mausen und den Tieren derrKlbontuppe festgestellt (Abbildung 26),
Dies kdnnte mehrere mdgliche Erklarungen haben.

In der Literatur wird diskutiert, ob die Siglec-FeBandlung zum Verlust der Eosinophif&n
oder zu einem simplen Verstecken der Siglec-F-Bgifd fiihrt, wodurch die Eosinophilen

fir die Kontrollexperimente nicht als Sigleé-Fellen detektiert werden kénnen. Unsere
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Daten zeigen, dass die SiglecED11b eosinophile Granulozyten bereits nach einer Woche
Behandlung nicht mehr detektierbar sind (Abbild@g. Eine alternative Auswertung dieser
Daten nach den SSQVHCII" Gr-1° CD11b Zellen bestétigte die Richtigkeit der Annahme,
dass die Bluteosinophilen durch die Behandlungdeit anti-Siglec-F-Antikdrper vollstandig

depletiert werden.

In der Lamina propria dagegen konnten wir keinelsténdigen Verlust der Eosinophilen
auch nach zwei wochiger Behandlung erreichen (Abibid 25). Rund ein Drittel der MHCII
Gr-1° Siglec-F CD11K Eosinophilen wurden in der Lamina propria nach Bepletion
vorgefunden. Im Vergleich zu den Tieren der Komgroippe zeigen diese Zellen verringerte
Siglec-F-Expression (Abbildung 25). Unklar bleibh es sich bei diesen Zellen um normale
reife eosinophile Granulozyten, bei welchen einl Ta@r Siglec-F Molekile durch die
vorangegangene Siglec-F-Behandlung maskiert siddr am Eosinophil-Vorlauferzellen,
welche in der Abwesenheit der Eosinophilen einee@ahheit erhalten in die Lamina propria
einzuwandern, handelt. Um diese Zellen eindeutig identifizieren, sind zusatzliche

Untersuchungen mittels der Zytozentrifugation uRT €PCR erforderlich.

Andererseits konnte der Einfluss der Eosinophileindee PP-Grol3e vor dem Alter von drei
Wochen erfolgen und sich erst spater entfalten. &rigppe der Kontrolltiere wies ebenfalls
eine verringerte PP-Gr63e gegeniber den unbehand®XLB/c Mausen des gleichen Alters
auf (Abbildung 26). Dieser Effekt konnte dadurctklént werden, dass die eosinophilen
Granulozyten den Rt-Rezeptor exprimieren, welcher den IgG2a-Konantlkérper
bindet®”. Die Bindung des IgG2a-Antikdrpers an den Rezepddmnte unterschiedliche
Effekte, wie z.B. Degranulierung, in den Eosinophilauslosen, was einen Einfluss auf die

Entwicklung der Peyer Plaques haben konnte.
4.5 Der Einfluss der Mikroflora auf eosinophile Granulozyten

Die Entwicklung der PP-GroRRe und der LTo-Zellpogiola korrelieren mit dem Zeitpunkt

13 nd dem Anstieg des intestinalen f§A*%*

der verstarkten Mikroflora-Kolonisierun
Vor kurzem wurde gezeigt, dass die EosinophileneviRezeptoren der TLR-Familie
exprimieren*" 18 1% 7zsatzlich exprimieren die Wildtyp-Eosinophileard_amina propria
groRere Mengen der APRIL, IL-6, TGF-und BAFF mRNA, als die Lamina propria
Eosinophilen ohne intakte TLR-Signalwege (MyD88/FR**%. Ebenfalls zeigte einia vitro

Aktivierung der Wildtyp-Eosinophilen mitaecum bacteria antigefCBA) einen Effekt auf
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ihre Funktiod*®. Diese Daten zeigen, dass eosinophile Granulozyteoh die Mikroflora
Uber die Rezeptoren der TLR-Familie aktiviert werd&nnen, was sich auf die verstarkte
Produktion der Zytokine auswirken kann.

4.6 Der Einfluss der IgA-Antikdrper auf eosinophileGranulozyten

Eine andere madgliche Aktivierung der Eosinophil@immkte Gber IgA verlaufen. Fir das
menschliche System ist es gezeigt, dass das Ubarlemd Zytokin-Expression der
Knochenmark-Eosinophilen mittels des I6slichen IgBer den Fe-Rezeptor | (CD86)
erfolgen kanh’®. Gleichzeitig ist es bekannt, dass die murinernephilen Granulozyten das
FcoRI-Molekil nicht exprimieren. Unsere vorlaufigen tBa zeigen, dass die murinen
Lamina propria Eosinophilen dend?g-Rezeptor exprimieren, mit der Fahigkeit sowohl das
IgA, als auch IgM zu bindéf. Die Antwort auf die Frage, ob in der Maus die iBophilen
Uber den Fe/pn Rezeptor auf eine analoge Weise durch das IgAviektiwerden kdnnen,

bedarf weiterer Untersuchungen.
4.7 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen den KHergn Zusammenhang zwischen dem
intestinalen Immunsystem und dem Mikrobiom. Die d&dstichungen zeigen, wie das
eingestellte Gleichgewicht schon durch geringflugijaflisse massiv verschoben werden
kann. Die Vergesellschaftung von eosinophil-defiee Tieren mit Wildtyptieren
ermdglichte das vielschichtige Zusammenspiel zvéacleosinophilen Granulozyten, der
Mikroflora und den IgA Antikorpern besser zu vehsr. Die Daten sprechen dafir, dass
eosinophile Granulozyten benétigt werden ein IgA#drperrepertoire aufzubauen, das die
Bildung einer ,ausgeglichenen® Mikroflora untergtijitdie zur normalen Entwicklung des
mukosalen Immunsystems fiihrt. In Abwesenheit vomigphilen kann dies nur durch
Vergesellschaftung mit Wildtyptieren und einer daeinhergehenden Normalisierung des
Mikrobioms erreicht werden. Es wird von grof3er Begdag sein, herauszufinden, welche
Bakterienstamme fir die normale Aktivierung des rhiatmunsystems, das heil3t fur die
ubliche Generierung von IgAPlasmazellen in den Peyer Plaques verantwortlioth ®ies
kénnte auch von Bedeutung fir das bessere Verggindn Entziindungskrankheiten und

anderen Stérungen der Immunregulation im Verdauuaigssein.
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5. Zusammenfassung

Neuere Arbeiten weisen darauf hin, dass eosinofhinulozyten eine wichtige Rolle im

Aufbau und der Funktion der Immunkompartimente Basmes haben. Uber das komplexe
Zusammenspiel von Eosinophilen, der Mikroflora B@smes, den IgA Antikorpern und den
Immunzellen ist aber bisher nur sehr wenig bekaimtRahmen dieser Arbeit sollte der
Beitrag der eosinophilen zu der gegenseitigen Regulg von Immunsystem und Darmflora

untersucht werden.

Ein Vergleich der eosinophil-defizienten Mausstamm&dblGATA-1 und PHIL mit
Wildtyptieren zeigte zahlreiche Veranderungen immiumsystem des Darms. Diese Arbeit
konnte zeigen, dass Eosinophilen aber nur indfiglkdiese Unterschiede verantwortlich sind,
da sich durch die Vergesellschaftung von eosinegdfizienten und Wildtyptieren und somit
der Angleichung der Mikroflora die meisten der Uathiede beheben liel3en. Vor allem die
Generierung von IgA B-Zellen in den Peyer Plaques sowie die Populationon T-
Lymphozyten sowohl in den Peyer Plaques, als aucthder Lamina propria und
intraepitheliale Schicht wurden durch die Verges#iaftung wiederhergestellt. Dies bestatigt

die primare Rolle der Mikroflora bei den beobaatreveranderungen.

Friihere Studien zeigen, dass eosinophile Gran@onaine wichtige Rolle fiir das Uberleben
der IgA” Plasmazellen in der Lamina propria und im Knocharkrhaben. In Abwesenheit
der Eosinophilen fallt der IgA-Spiegel im Darm udigs wirkt sich dann auf die Darmflora
aus. Veranderungen im Mikrobiom sollten zu einetetschiedlichen Aktivierung und

Funktion der Immunzellen fuhren. Dies wirde diedwnelerte Zytokinexpression der TFH-
Zellen in den Peyer Plaques der eosinophil-defiereTiere bewirken und ware somit eine
Erklarung fur den praferentiellen KlassenwechsethndagGl in der Abwesenheit von

Eosinophilen.

Wie schon friher gezeigt wurde, sind Peyer Plagieesosinophil-defizienten Mausstdmme
AdbIGATA-1 und PHIL deutlich kleiner als in den gmtschenden Wildtyptieren, weisen
aber eine normale Entwicklung der T und B-Zell kell auf und auch die

Keimzentrumsstrukturen scheint unverandert zu s&areits wahrend der pranatalen
Entwicklung des Organismus, also zu einem Zeitpuwkinn die lymphatischen Strukturen
noch nicht ausgebildet sind, besiedeln eosinop@Gitanulozyten den Dunndarm in sehr
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grol3en Zahlen. Der Gedanke, dass Eosinophilen Bioke bei der Ausbildung der

Immunstrukturen im Darm eine Rolle spielen konngtmaher naheliegend.

Eine Kinetik zur Entwicklung der Peyer Plaques t=eigpber, dass der PP-Grol3enunterschied
erst ab dem Alter von vier Wochen messbar wurdennwder Darm durch Mikroflora
kolonisiert und IgA-Produktion induziert wurde. Daer hinaus war die PP-Gro3e auch in
PHIL-M&ausen, die von Wildtyp-Muttern geboren wurderd mit Wildtyp-Wurfgeschwistern
zusammen aufgewachsen sind, beeintrachtigt. Es chspridaflr, dass diese
Entwicklungsstorung direkt auf das Fehlen von Emsimlen zurickzufihren ist. Weitere
Untersuchungen sind notwendig, um zu zeigen, obeie®n direkten Einfluss der
Eosinophilen auf die fir die PP-Entwicklung wiclaiigLTo-Zellen gibt. Verédnderungen in
der Stromazell-Retikulum kénnten ein Hinweis furarederte Interaktion zwischen den LTi-
und den LTo-Zellen auftreten und somit fir gestdft@wicklung von Peyer Plaques der

eosinophil-defizienten Mause.

Diese Arbeit bestéatigt die entscheidende Rolle @armmikroflora fur die regulare
Entwicklung und die Funktion der Immunstruktureniarm. Sie zeigt aber auch wie wichtig
Eosinophile in diesem Prozess sind. Sie werdentlgtndm das Gleichgewicht zwischen
dem Mikrobiom und dem Immunsystem aufrecht zu haltthn der Abwesenheit von
Eosinophilen verandert sich die Mikroflora dahingeth, dass die normale Funktion der Peyer
Plaques, die Bildung von IgAPlasmazellen, deutlich vermindert ist. Da eosifleph
Granulozyten auch fir das Uberleben der Plasmazbbeitigt werden, kommt es zu einer

starken Reduzierung des IgA-Spiegels, was sicldi@uflikroflora auswirkt.

Mit diesen Experimenten konnte ein Kreislauf vonge@eseitigen Wechselwirkungen
aufgezeigt werden, der fur die Homoostase des Imsgatems ausschlaggebend ist und

verhindert, dass es zu ungewollten Entziindungspsereim Darmtrakt kommit.
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6. Summary

6. Summary

Recent studies suggest the important role of ephit®in the organization and function of
gut immunity. However, little is known about thengplex interactions between eosinophils,
microbiota, IgA antibodies and other immune cefishe gut. The aim of this work was to
dissect the contribution of eosinophils to the mauttegulation of immune system and

microbiota.

Numerous alterations in the gut immune cell conpmsiwere previously reported in the
eosinophil-deficient mouse strainddblGATA-1 and PHIL, when compared with the
corresponding wild type animals. This work showledt teosinophils are responsible for the
differences in cell populations indirectly, sindeetco-housing of eosinophil-deficient and
wild type mice and subsequent equilibration of stiteal microbiota restored most of the
parameters. Especially the generation of IgAcells in peyer's patches as well as T cell
populations in both peyer’'s patches, lamina propnd intraepithelial layer of eosinophil-
deficient mice were restored after cohousing. Thisfirms the primary role of microbiota for

observed alterations.

Recent studies show the crucial contribution ofiremshils to the survival of plasma cells in
lamina propria and bone marrow. In lamina propha kevel of intestinal IgA sinks in the

absence of eosinophils and affects thereby theofmiata. The microbiota changes may
induce the different activation and function of tipgt immune cells. This would cause the
altered cytokine expression of the TFH cells in feyer’'s patches of eosinophil-deficient
mice and could be therefore an explanation forpederential class switch to IgG1 in the

absence of eosinophils.

As recently shown, peyer’'s patches of the eosinajgficient mouse straing\dbIGATA-1
and PHIL, are clearly smaller than in the corresioog wild type, but PPs exhibit a normal
development of the T and B cell zones and the ftonaf the germinal centres seems to be
not affected. The eosinophils colonise the smadistine in large numbers during the prenatal
development of the gut already, when the lymphstiiactures are not formed. Therefore, it is
plausible that the eosinophils may contribute eodbvelopment of PPs.

Analysis of kinetic of PP development revealed thiierence in the size was evident starting
from four weeks after birth, when murine gut getoozed with microbiota and IgA is

induced. Moreover, the peyer's patches size iscttein the PHIL mice too, which were
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6. Summary

born form the wild type mothers and are grown ufhweir littermates together. It argues
that this disruption can be explained by the direffect of eosinophils absence. Further
investigations are required to show, whether tiegedirect effect of eosinophils on the LTo
stromal cells, which are important for the peygratches development. The changes in the
stromal cell reticulum could be an indication fdteeed interaction between LTi and LTo
cells in therefore for disturbed development of peyer's patches of eosinophil-deficient

mice.

This work confirms the fundamental role of gut rolmiota for the regular development and
function of the gut immune structures. Howeveshibws the importance of the eosinophils in
this process too. The eosinophils are requiredkdeping the balance between the microbiota
and the gut immune system. In the absence of gaisisahe changes of microbiota lead to
reduction of the normal peyer's patches functidme generation of IgA cells. Since
eosinophils are required for the plasma cell salvas well, it all resulted in reduced IgA

levels and may potentially modify microbiota comifios.

These results suggest circle of reciprocal intesast which are crucial for the gut immunity

homeostasis and inhibits the unwanted inflammaboogesses in the intestinal tract.
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