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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR) ist ein ligandeninduzierter Transkriptionsfaktor, der als
Rezeptor flr Dioxin beschrieben wurde, aber auch endogene Liganden, sowie Pflanzeninhaltsstoffe
aus der Nahrung binden kann. Es ist klar belegt, dass der AhR fiir die Expression fremdstoff-
metabolisierender Enzyme und damit den Abbau niedermolekularer chemischer Substanzen
verantwortlich ist. Darliber hinaus spielt der AhR eine wichtige Rolle in der Regulation des
Immunsystems. In einem negativen Rickkopplungsmechanismus induziert er die Expression des AhR-
Repressors (AhRR), welcher wiederum den AhR kompetitiv reprimiert. Das Expessionsmuster und die
Funktion des AhRR im darmassoziierten Immunsystem sind bisher nur unzureichend untersucht. In
der hier vorgelegten Dissertation wurden vor allem die in unserer Arbeitsgruppe generierten
AhRR/EGFP-Mduse, die grin fluoreszierendes Protein (enhanced green flourescent protein - EGFP)
unter der Kontrolle des ahrr-Lokus auspragen, untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass in
Dinndarm und Colon die AhRR-Expression von der Expression des AhR vollkommen abhangig ist,
wahrend der AhR die Auspragung des AhRR in Peyerschen Plaques (PP), mesenterialen Lymphknoten
(mLK) und Haut nur partiell steuert. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass
Nahrungsbestandteile die Expression des AhRR vor allem in innate lymphoid cells (ILC) und
intraepithelialen Lymphozyten (IEL) stark beeinflussen.

In einem chemisch-induzierten Colitis Modell fiir entziindliche Darmerkrankungen konnte gezeigt
werden, dass AhRR-defiziente- genauso wie AhR-defiziente Mause Uberempfindlich auf DSS
(Dextran-Sodium-Sulfat) -Behandlung reagieren. Experimente zur Permeabilitdt des Colons ergaben,
dass AhRR und AhR keinen messbaren Einfluss auf die Durchlassigkeit der Darmbarriere haben.
Interessanterweise wiesen unbehandelte AhRR-defiziente Mause signifikant reduzierte IgA Titer im
Stuhl auf, wahrend im Blut der IgA Spiegel im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollmausen deutlich erhéht
war. Dies kann moglicherweise auf eine beeintrachtigte Wanderung von IgA produzierenden B1-
Zellen aus der Bauchhohle in die Lamina propria (LP) in Abwesenheit des AhRR hindeuten. Weiterhin
wurden sowohl in AhRR-defizienten als auch in AhR-defizienten Mdusen reduzierte Anteile an IEL
festgestellt, was zur Pathogenese der Colitis beitragen kdnnte. Die Sequenzierungsanalysen der
bakteriellen DNA deuteten auRerdem auf eine aberrante Diversitat der Mikrobiota im Diinndarm und
Colon der AhR-defizienten Mausen aber nicht in AhRR-defizienten Mausen hin.

Im Zuge dieser Studie wurden klare Hinweise auf eine wichtige Funktion des AhRR im mukosalen
Immunsystem gefunden, die die Bedeutung des Zusammenspiels von AhR und AhRR bei der

Immunregulation hervorheben.



Einleitung

Einleitung

2.1 Das Immunsystem

Da alle Organismen von Pathogenen angegriffen werden kénnen und selbst Bakterien sich gegen
Parasiten und Bakteriophagen wehren missen, haben sich in der Evolution verschiedenartigste
Schutzmechanismen entwickelt. Bereits die wirbellosen Tiere verfligen Uber ein sogenanntes
angeborenes Immunsystem. Die angeborene Immunitat dient der ersten Abwehr gegen konservierte
Strukturen von Mikroorganismen. Sie kann jedoch die Krankheitserreger nicht spezifisch erkennen
und auch keinen gezielten Schutz gegen eine erneute Infektion entwickeln. Das Immunsystem der
Wirbeltiere vermittelt sowohl eine angeborene als auch erworbene Immunitat. Es ist hochkomplex
und besteht aus vielen verschiedenen Zellen, Organen und Mechanismen, die im Kampf gegen
pathogene Bakterien, Viren, Pilze als auch gegen Schadstoffe aufeinander abgestimmt funktionieren.
Die Blutbahnen, LymphgefalRe, Gewebe und Organe agieren als ein dynamisches Netzwerk, in dem
sich die Immunzellen als eine Art Wachter bewegen und vor unerwiinschten Eindringlingen schiitzen.
Das adaptive Immunsystem der Wirbeltiere entwickelt zusatzlich ein Gedachtnis fiir eine schnellere
Abwehr bei sekundaren Infektionen mit dem gleichen Erreger. Wesentliche Unterschiede beider
Formen der Abwehr, der angeborenen und der adaptiven Immunitat liegen in den Rezeptoren und
auch den Mechanismen der Pathogenerkennung. Die angeborene Immunitdt wird insbesondere
durch antigenprasentierende Zellen (APC) wie Makrophagen, Monozyten und dendritische Zellen
(DC) reprasentiert. Das adaptive Immunsystem wird durch zwei Klassen spezialisierter Zellen

vertreten, den B- und T-Lymphozyten.

211 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem besteht aus vielen verschiedenen Komponenten, die die primére
Immunabwehr gewahrleisten. Die erste umfasst die Barrierefunktionen der Kérperepithelien, die das
Eindringen eines Krankheitserregers in den Organismus und die Etablierung einer Infektion
verhindern sollen. Wenn der Erreger jedoch die Epithelbarriere lberwunden hat, werden als
nachstes Zellen und Molekile aktiviert, die das Pathogen erkennen und zerstéren. Zu den humoralen
Bestandteilen der angeborenen Immunabwehr zdhlen antimikrobielle Peptide, die sowohl bei Tieren
als auch bei Pflanzen vorkommen, und vermutlich die dlteste Form der Immunitét reprdsentieren. Es

wird angenommen, dass beispielsweise die Defensine Membranen von Bakterien und Pilzen, sowie
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die Hillen mancher Viren zerstoren koénnen (1). Ein weiterer bedeutender humoraler
Abwehrmechanismus ist das Komplementsystem. Die Plasmaproteine des Komplementsystems
befinden sich in Gewebezwischenrdumen, sowie im Blut, und kdnnen direkt durch Krankheitserreger
oder indirekt durch die an Pathogene gebundenen Antikérper aktiviert werden. Dies fiihrt zu einer
Kaskade der proteolytischen Aktivierung von verschiedenen Proteinen. Das Komplementsystem
spielt eine Rolle bei der direkten Zerstérung von Zellen und Erregern, aber auch bei der
Opsonisierung von Pathogenen als Voraussetzung fiir deren Phagozytose. Einige Faktoren des
Komplementsystems wirken auch chemotaktisch.

Zu den zelluliren Komponenten des angeborenen Immunsystems gehéren vorwiegend Zellen
myeloiden Ursprungs wie Makrophagen und DC, oder auch natiirliche Killerzellen (NK-Zellen),
Neutrophile, Basophile und Eosinophile. Wenn es einem Pathogen gelingt, die Epithelbarriere des
Kérpers zu durchzudringen, wird es durch gewebestdandige Makrophagen oder DC sofort erkannt.
Makrophagen reifen kontinuierlich aus zirkulierenden Monozyten heran, die wahrend einer Infektion
den Blutkreislauf verlassen und sich in verschieden Geweben ansiedeln. Die Neutrophilen, die
ebenso zur Familie der Phagozyten gehoren, sind kurzlebig und kommen im Blut und betroffenen
Gewebe widhrend einer Infektion in grofRer Zahl vor, sind aber im gesunden Gewebe kaum
vorhanden.

Die von Makrophagen nach Antigenaufnahme gebildeten O,-Radikale, Stickstoffmonoxid (NO),
Stickstoffoxide (NOx), proteolytische Enzyme sowie zytotoxische Molekile, unterstiitzen die
Eliminierung von Pathogenen. Aulerdem regulieren Makrophagen die Freisetzung von
entziindungsférdernden Zytokinen und Chemokinen, die zusammen weitere Phagozyten, vor allem
Neutrophile, zum Infektionsherd leiten.

DC und Makrophagen besitzen die wichtige Fahigkeit, zwischen korpereigenen und korperfremden
Molekiilen unterscheiden zu koénnen. Sie exprimieren unterschiedlichste Mustererkennungs-
Rezeptoren (PRR - pattern recognition receptors), die eine Vielzahl von konservierten Strukturen
erkennen, die mit Pathogenen (PAMP - pathogen-associated molecular pattern) und vermutlich auch
wirtsspezifischen Gefahrsignalen (DAMP - Danger-associated molecular pattern molecules) assoziiert
sind. Toll-like Rezeptoren (TLR) sind die bislang am besten charakterisierten PRR. Sie stehen an der
Spitze von Signalwegen, die zur Transkription von Genen fir antimikrobielle Peptide, Zytokine und
Chemokine und zu weiteren Abwehrmechanismen fiihren. Beispiele fir solche pathogenassoziierten
Mustern sind Lipopolysaccharide, Peptidoglykane, Lipoteichonsduren, Mannane, Glykane, aber auch
Nukleinsdure, wie etwa bakterielle DNA oder doppelstrangige RNA. Diese verschiedenen
molekularen Strukturen werden vom Erreger und nicht vom Wirt selbst gebildet, sie kommen in einer

Vielzahl von Pathogenen vor und sind meist essentiell fiir die Pathogenitit oder das Uberleben des

7



Einleitung

Mikroorganismus. Neben der Erkennung von PAMP haben DC und Makrophagen die wichtige
Aufgabe, durch ihre antigenprasentierende Funktion die adaptive Immunantwort durch Lymphozyten

zu induzieren.

2.1.2 Das adaptive Immunsystem

Die adaptive Antwort bedarf immer einer Anlaufphase, die mehrere Tage dauern kann und erst
einmal von der angeborenen Immunantwort eingeleitet werden muss. Als Schaltstelle zwischen dem
angeborenen und dem adaptiven Immunsystem fungieren die DC, die die Fahigkeit haben, eine hoch
effiziente Phagozytose und Antigenprasentation zu verbinden. Unreife DC liegen in fast allen
peripheren Geweben des Korpers in einem dichten Netzwerk vor und kontrollieren ihre Umgebung.
Nach der Erkennung von PAMPs, nehmen DC die Antigene auf und reifen aus. Danach wandern DC
aus dem Gewebe in die drainierenden Lymphknoten (LK), um dort mit T-Zellen zu interagieren. Durch
diese Interaktionen wird die adaptive Immunantwort induziert. T-Zellen bendtigen dafiir zwei
Signale: Erstens mussen sie mittels ihres T-Zell-Rezeptors (TCR) ein spezifisches Antigen auf der DC im
Kontext mit MHC (Major Histocompatibility Complex)- Molekiilen erkennen. Das Sekundarsignal wird
Uber kostimulatorische Molekiile auf der APC vermittelt, z.B. CD80/CD86, die mit CD28 interagieren,
was letztlich die T-Zellen zur klonalen Proliferation anregt. MHC-Molekiile der Klasse | werden von
allen kernhaltigen Zellen exprimiert und prasentieren Peptide von Virenbestandteilen, maligner
Zellen, oder bestimmten Bakterien und Parasiten, die im Zytoplasma prozessiert werden. Nach dem
Transport an die Zelloberfliche wird der Peptid-MHC-Klasse-I-Komplex von zytotoxischen CD8" T-
Zellen erkannt. Die Expression von MHC Klasse Il (MHCII) Molekiilen, die mit Peptiden aus
phagozytierten extrazellularen und membranstindigen Proteinen beladen sind, ist auf APC
beschrdnkt. Durch die Antigenprasentation auf MHCII Molekilen wird die Differenzierung von T-
Helferzellen (Ty) favorisiert. Eine naive Ty-Zelle kann beispielweise zu einer Ty1-Zelle differenzieren
und durch Sezernieren von z.B. IL-2 und Interferon (IFN)-y die zellvermittelte Immunantwort
beglinstigen. Sollte sich die T-Zelle zu einer Ty2-Zelle spezialisieren, so sezerniert sie vor allem IL-4, IL-
5, IL-6 und IL-10 und unterstitzt durch dieses Zytokinprofil die humorale adaptive Immunantwort.
Ein weiterer Typ der Ty-Zellen, die Ty-17-Zellen, produzieren IL-17 sowie IL-23 und spielen eine
bedeutende Rolle bei der Generierung und Mobilisierung von Neutrophilen als auch bei der Abwehr
extrazellularer Bakterien (2).

Die T.-Zellen induzieren auBerdem durch Interaktion mit B-Zellen eine Phase starker B-Zell-
Proliferation und steuern so die Differenzierung der sich klonal vermehrenden naiven B-Zellen zu

antikorpersezernierenden Plasmazellen oder B-Gedachtniszellen. Durch somatische Rekombination
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ist es T- als auch B-Lymphozyten erlaubt, ein fast unbegrenztes Repertoire von TCR oder B-Zell-
Rezeptoren (BCR) mit verschiedenen Spezifitdten zu produzieren. Nachdem die adaptive
Immunantwort beendet ist, werden nicht alle stimulierten Lymphozyten aus dem Koérper eliminiert.
Ein kleiner Teil der spezifischen T- und B-Zellen bleibt erhalten und kann bei einem Zweitkontakt mit
dem gleichen Erreger schneller und effizienter reagieren als bei der Erstreaktion. Dies wird als

immunologisches Gedachtnis bezeichnet.

2.2 Aufbau des darmassoziierten Immunsystems

Die Darmschleimhaut der Menschen reprasentiert mit ca. 200 m® Oberfliche die groRte Grenzfliche
zwischen Koérper und Umwelt und ist einer Vielzahl von Antigenen ausgesetzt, die fir den
Organismus gesundheitsschadigend sein kdnnen. Physiologisch betrachtet erfillt der Darm zwei
wichtige Aufgaben, die jedoch separat ablaufen. Auf der einen Seite ist der Darm als Teil des
Verdauungstraktes fiir den Verdau und Aufnahme von Nahrungsbestandteilen zustandig, auf der
anderen Seite muss der Darm sehr sensibel gegeniiber kérperfremden Antigenen und potentiellen
Pathogenen reagieren. Darlber hinaus lebt eine Vielzahl verschiedener Bakterienarten im Darm
unter symbiotischen Bedingungen mit dem Wirt.

Um dieses Gleichgewicht zu gewdhrleisten, wurde das darmassoziierte lymphatische Gewebe — auch
als GALT (gut associated lymphoid tissue) bezeichnet mit etwa 50 Prozent aller Lymphozyten des
gesamten Organismus ausgestattet. Das GALT setzt sich aus organisierten, aggregierten
lymphatischen Geweben wie den mesenterialen Lymphknoten (mLK), Peyerschen Plaques (PP) und
den isolierten Lymphfollikeln (ILF), sowie aus einzelnen lymphatischen Zellen in Effektororten
zusammen (Abb. 1). Neben intraepithelialen Lymphozyten (IEL) befinden sich in der Lamina propria
T- und B-Lymphozyten, Mastzellen, DC, innate lymphoid cells (ILC) sowie neutrophile und eosinophile

Granulozyten (3).
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Abb. 1: Schematische Darstellung des darmassoziierten lymphatischen Gewebes. Die Peyerschen Plaques und
mesenterialen Lymphknoten sind an der Induktion von Immunantworten und Toleranz beteiligt, wahrend die
Effektorzellen in der Lamina propria und im Epithelium des Darms verstreut vorliegen. IEL, intraepitheliale
Lymphozyten; DC, dendritische Zelle; APC, antigenprasentierende Zelle; LTi, lymphoid tissue inducer; ILF,
isolierte lymphatische Follikel. Modifiziert nach Mowat, 2003 (4).

2.2.1 Mesenteriale Lymphknoten

Die mLK, die sich im Abdomen befinden, zdhlen zu den gréten Lymphknoten des Korpers und
entwickeln sich in der Maus bereits zwischen Tag 10.5 und 15.5 der Embryogenese. Wahrend der
Differenzierung der mLK werden im Gegensatz zu peripheren LK oder PP Faktoren, wie Zytokine der
TNF (Tumornekrosefaktor)-Familie bendétigt (5, 6). Die mLK sind den anderen Lymphknoten
morphologisch sehr dhnlich und setzen sich aus einem dufleren Cortex mit B-Lymphozyten, die in
lymphatischen Follikeln organisiert sind, und einer inneren Medulla zusammen. Die Medulla besteht
aus strangformig angeordneten Makrophagen und antikérpersezernierenden Plasmazellen.
Antigenbeladene DC aus der LP und den PP kdnnen direkt Gber die afferente Lymphe in die mLK

gelangen. T-Zellen treten aus den BlutgefaRen Uber spezialisierte Endothelzellen in die mLK ein.
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2.2.2 Peyersche Plaques

Die PP wurden erstmals 1677 von dem Anatomen Conrad Peyer beschrieben und nach ihm benannt.
Diese hochorganisierten lymphatischen Follikel sind auf der antimesenterialen Seite des gesamten
Dinndarms verteilt und makroskopisch sehr gut zu erkennen. Die PP liegen direkt unter dem
Darmepithel, hier Follikel-assoziiertes Epithel (FAE) genannt, und woélben dieses kuppelartig in das
Darmlumen vor (Abb. 2). Nach eigenen Beobachtungen gibt es in C57BI/6 M&usen 5-9 Plaques pro
Darm, wobei bei dlteren Tieren die Anzahl auf nur zwei reduziert sein kann. Morphologisch sind sie
dhnlich wie Lymphknoten strukturiert und setzen sich aus B-Zellen in groRen B-Zellfollikeln mit
Keimzentren und T-Zellzonen zusammen, auRerdem sind in PP DC und Makrophagen enthalten. In
den B-Zellen lduft der Klassenwechsel zu Immunglobulin (Ig) A ab, welches vor allem gegen
Bakterien, die im Darmlumen vorkommen, gerichtet ist und in das Darmlumen sekretiert wird. Die
Entwicklung der PP, genau wie mLK, erfolgt bereits pranatal, wobei die Keimzentren erst nach der
Geburt wahrend der Besiedlung der Darmschleimhaut mit den kommensalen Mikrobiota gebildet
werden. Im Gegensatz zu Lymphknoten besitzen die PP jedoch keine afferenten LymphgefaRe und
die Antigenaufnahme geschieht durch spezialisierte M-Zellen (microfold cells), die sich im FAE
befinden. Im Gegensatz zu den anderen Enterozyten sind die M-Zellen nur mit einer sehr diinnen
Glykokalix- bzw. Mucusschicht bedeckt und besitzen keine Blirstensaummembran. Stattdessen weist
deren Oberflache charakteristische kleine Faltungen (microfolds) auf, die die Oberflache deutlich
vergrolRern und die Antigenaufnahme erleichtern (7). M-Zellen nehmen aus dem Darmlumen
Antigene Uber Endozytose auf, schleusen diese durch ihr Zytoplasma und geben sie durch Exozytose
an die, in der subepithelialen Domregion liegenden DC, ab. Die durch Antigen aktivierten DC
migrieren entweder zur benachbarten T-Zell Region oder zu B-Zell-Follikeln im Plague um dort naive
Lymphozyten zu stimulieren, oder sie gelangen Uber die Lymphwege zu mLK, in denen sie ebenfalls
eine Immunreaktion initiieren (8). PP sind nicht nur wichtig bei der Immunabwehr gegen
unerwiinschte Antigene, sondern spielen auch eine essentielle Rolle bei der Entstehung von Toleranz
gegeniliber Nahrungsmittelantigenen. Eine Beeintrdchtigung der Induktion der oralen Toleranz

gegenliber luminalen Antigenen kann zur Ausbildung entztindlicher Darmerkrankungen fuhren (9).
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Abb. 2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Peyerschen Plaques (PP) und des Follikel-
assoziierten Epithels. Unter niedriger Vergrosserung (links), kuppelartige Form des PP gewdlbt zwischen den
Villi in Richtung des Darmlumen. Unter hoher VergréBerung (Mitte und rechts), M-Zellen mit kleinen Faltungen
(microfolds) die die Antigenaufnahme erleichtern. Modifiziert nach Mowat, 2003 (4).

2.2.3 Cryptopatches und isolierte lymphatische Follikel

Cryptopatches (CP) wurden 1996 von Ishikawa als Lymphzell-Cluster von etwa 1000 Zellen in der LP
am FuR der Krypten zwischen zwei Darmzotten entdeckt (10). Charakteristisch fir diese
Zellansammlungen ist, dass sie aus nur zwei unterschiedlichen Zellpopulationen bestehen. In der
Mitte des CP befinden sich LTi (lymphoid tissue inducer) Zellen, die c-kit, die Interleukin-7 Rezeptor a-
Kette, und CD44 aber keine fiir T-Zellen, B-Zellen, Granulozyten oder Makrophagen spezifische
Marker exprimieren (lin- c-kit" IL-7Ra* CD44%) und somit einen mit lymphoiden Vorliduferzellen
assoziierten Phanotyp aufweisen (Abb. 3). Diese Zell-Cluster sind von CD11c" DC umgeben.

Einen wesentlichen Beitrag zur Erklarung der Funktion von CP leisteten genetische fate mapping
Experimente von Eberl et al. (11, 12). Die Arbeitsgruppe hat herausgefunden, dass LTi Zellen in CP
den retinoic acid-related orphan receptor-yt (RORyt) exprimieren und dass deren Entwicklung von
diesem Rezeptor abhdngt. AuRerdem konnten sie mit Hilfe von ROth'/'—Méiusen zeigen, dass diese
keine CP und ILF entwickeln. Des Weiteren weisen sie darauf hin, dass CP die Vorlaufer der ILF
darstellen.

ILF wurden in der Literatur zum ersten Mal von Hamada et al. im Jahr 2002 beschrieben (13). Sie
befinden sich sowohl im Dinndarm als auch im Dickdarm, wobei ihre Anzahl zunehmend von
proximal nach distal steigt. Im Gegensatz zu den PP bestehen die ILF aus nur einem B-Zellfollikel mit
vereinzelten T-Zellen und ihre Entwicklung erfolgt erst postnatal. In den ILF und PP erfolgt der
Klassenwechsel zu IgA, das Darmbakterien kontrolliert (14). Da bereits gezeigt wurde, dass Patienten
mit Morbus Crohn (MC) eine erhéhte Zahl der ILF aufweisen, wird Gber die mogliche Rolle der ILF bei
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der Induktion der Immunreaktion bei entziindlichen Darmerkrankungen diskutiert (15). GréRe und
Anzahl der ILF werden von der Art der bakteriellen Besiedlung des Darmes beeinflusst (16) und sind
nach einer Behandlung mit Antibiotika reduziert (17). Durch ihre Induzierbarkeit und ihre reversible
Natur scheinen die ILF eine wichtige Rolle in der Gewahrleistung des Gleichgewichts zwischen dem
Immunsystem und den kommensalen Bakterien zu spielen.

Oft werden die CP und ILF mit dem zusammenfassenden Begriff SILT (Solitary Intestinal Lymphoid

Tissue) bezeichnet, wenn auch die beiden Strukturen gewisse Unterschiede aufweisen.

[ Kryptopatch | ‘ unreife ILF \ ‘ reife ILF

- SILT | -
@ linc-kit*IL-7Ra* Zellen @® Keimzentren mit B-Zellen
@® B-Zellen \ DC

© T-Zellen

Abb. 3: Die Struktrur von Kryptopatches (CP) und isolierten lymphatischen Follikeln (ILF). Als CP werden
Aggregate von Lin'c-kit'IL-7a" Zellen bezeichnet, die von DC umgeben sind. Die ILF beinhalten zusétzlich einen
groRen Anteil an B-Zellen. Der Begriff SILT fast CP, unreife und reife ILF zusammen. Modifiziert nach Eberl, 2009
(18).

Die CP enthalten viele LTi Zellen, die ILF hingegen sind ein lymphatisches Gewebe, das der Struktur

und Funktion nach, dem B-Zell Follikel in PP dhnlich ist.
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2.24 Lamina propria

Als lose Bindegewebesschicht stellt die LP ein Hauptkompartiment des efferenten Schenkels des
GALTs dar. Sie erstreckt sich von der Basalmembran zur Muscularis mucosae und besteht aus einem
StitzgerUst aus glatten Muskelzellen, Fibroblasten und Bindegewebsfasern, in dem sowohl Blut- als
auch Lymphgefile verlaufen. Infiltriert wird das Gewebe von einer Vielzahl intestinaler
Lymphozyten, die aus dem Blutsystem als Effektorzellen zuriickkehren und gemeinsam mit

Makrophagen, DC und Plasmazellen in der LP verbleiben.

2.2.5 Immunzellen im GALT

2.2.5.1 B-Zellen

B-Zellen der LP scheinen sich im Gegensatz zu den B-Zellen des peripheren Blutes in einem
aktivierten Zustand zu befinden, was fiir eine permanente Stimulation dieser Zellen durch Antigene
des intestinalen Lumens spricht. Es konnte bereits gezeigt werden, dass 10-15% von ihnen den
Transferrinrezeptor oder den IL-2 Rezeptor exprimieren, die spezifisch flr eine Immunaktivierung
sind (19). Interessanterweise sezernieren frisch aus der LP isolierte B-Zellen spontan
Immunglobuline, ohne dass weitere Stimulation notwendig ist. B-Zellen der LP scheinen sich im
Gegensatz zu B-Zellen des peripheren Blutes in einem aktiven Zustand zu befinden, was fir eine
permanente Stimulation der Zellen durch Antigene des intestinalen Lumens spricht. Sie sezernieren
vor allem IgA (90%). Fur die Differenzierung einer B-Zelle zu einer IgA produzierenden Plasmazellen
wird das antiinflammatorisch wirkende Zytokin TGF-B (Transforming Growth Factor) benétigt, dass
von vielen Zellen, unter anderem von DC, follikularen DC, Epithelzellen bzw. T-Zellen, gebildet
werden kann (20). Im Darm findet vor allem die Produktion von sekretorischen IgA-Dimeren statt, die
die erste Barriere gegen Pathogene bilden. In der LP haftet IgA an einem membranstdndigen
Glykoprotein, dem polymeric Ig receptor (plgR) und wird durch Endozytose in die Epithelzelle
aufgenommen. Das IgA Dimer wird eingeschlossen in einem Vesikel durch die Epithelzelle
transportiert, um danach auf der luminalen Seite freigesetzt zu werden. IgA, das im Darmlumen
grolRe Resistenz gegeniiber proteolytischen Enzymen zeigt, kann in die Mukosamatrix integriert
werden. Es verhindert so die Diffusion von Antigenen durch die Gykokalix auf der Oberflache der
Epithelzellen, blockiert die Bindung an Oberflachenrezeptoren von Epithelzellen oder inhibiert die
Motilitdat von Antigenen (21, 22). Es ist auRerdem moglich, dass sich IgA-Dimere an spezifische

Antigene binden und so deren Adhdsion mit der Mukosa verhindern, ohne das Komplementsystem
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zu aktivieren oder die antikérperabhdngige Zytotoxizitat zu initiieren (23). Des Weiteren inhibiert IgA
die Attraktion von Monozyten, Neutrophilen und Eosinophilen und reduziert dadurch deren
proinflammatorische Aktivitat (24). Zuséatzlich kann IgA die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen wie TNF-a herunterregulieren (25). IgA vermittelt somit einen lokalen Schutz, ohne dass

eine entzilindliche Reaktion entsteht und sorgt zugleich fiir eine mukosale Homdostase.

2.2.5.2 T-Zellen

Differenzierung von T-Zellpopulation ist in erste Linie von DC abhangig. Deren Aktivierungsstatus und
das vorherrschende Zytokinmilieu treibt die Differenzierung der T-Zellen. Die durch DC aktivierten
CD4" T-Zellen kdnnen zu Effektor T-Helfer-Zellen (T,1-, Ty2- und Ty17-Zellen) oder zu regulatorischen
T-Zellen (CD4" Treg) spezialisieren. CD8" T-Zellen entwickeln sich gréBtenteils zu zytotoxischen CD8"
Effektor T-Zellen (CTL, cytotoxic CD8" T lymphocytes), die auf antigen-gebundene Zellen zytotoxisch
wirken. Es ist, vor allem im Darm, auch eine Differenzierung zu CD8" Treg méglich.

Charakteristisch flir Ty1-Zellen ist die Sezernierung von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie IFN-y,
TNF-a, IL-2 und IL-12, die einerseits zur Aktivierung von DC und Makrophagen in der LP beitragen,
andererseits aber die Differenzierung naiver CD4" T-Zellen zu Ty2-, Tyl7-Zellen, oder zu
regulatorischen T-Zellen verhindern. Eine starke Tyl Antwort fiihrt zur Aktivierung zytotoxischer T-
Zellen, die eine Entziindungsreaktion begiinstigen und so zur Zerstérung des Darmepithels fihren
kénnen. Dadurch koénnen luminale Antigene in die LP eindringen. Eine {berschieRende Ty1-
Immunantwort ist ein Zeichen fur chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (CED) (26, 27). Es
konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit verschiedenen Antikérpern gegen IFN-y nur teilweise
erfolgreich ist und erst die Gabe eines Antikorpers gegen IL-12p40, der sowohl IL-12 als auch IL-23
neutralisierte, die Entzindung effektiv einddmmen konnte (28).

T.2-Zellen setzen grofle Mengen an IL-4, IL-5 und IL-13 frei, die Produktion von Antikérpern durch B-
Zellen auslosen. In Folge werden auch Mastzellen, Eosinophile und Basophile durch T,2-Zellen
angeregt. Untersuchungen von LP Lymphozyten von Patienten mit Colitis ulcerosa zeigen in vitro, im
Gegensatz zu gesunden Probanden und Patienten mit Morbus Crohn, eine erhéhte Expression von IL-
5 und IL-13 (29).

IL-17-produzierende CD4" T-Zellen wurden erstmals im Jahr 2000 beschrieben (30) und fiinf Jahre
spater wurden sie als autonome Zellpopulation der T,17-Zellen dargestellt (31, 32). Die
Differenzierung von Ty17-Zellen, die in keinem Gewebe so zahlreich vorkommen wie in der LP, wird
durch das immunregulatorische Zytokin transforming growth factor-B (TGF-B) und durch das

proinflammatorische, pleiotrope Zytokin IL-6 induziert (33, 34). TGF-B allein hingegen steuert in vitro
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die Differenzierung naiver T-Zellen zu regulatorischen T-Zellen (CD25'Foxp3°), wihrend IL-6 die
Expression des Treg-spezifischen Transkriptionsfaktors Foxp3 unterdriickt. Da IL-6-defiziente Mause
eine abgeschwichte Generierung von Ty17-Zellen, aber eine verstirkte Generierung von Foxp3* Treg
zeigen, wird IL-6 eine entscheidende Rolle bei der T-Zell-Differenzierung zugeschrieben. AulRerdem
ist IL-23, ein Zytokin der IL-12 Familie, an der Differenzierung von Ty17-Zellen beteiligt. Ein
spezifischer Transkriptionsfaktor fur aktivierte Tyl17-Zellen ist RORyt (retinoic acid-related orphan
receptor), der fur die Expression T-Zell-spezifischer Zytokine wie z.B. IL-17, IL-22, als auch fur die
Expression von Zytokinrezeptoren verantwortlich ist. Da IL-17 zur Differenzierung sowie zur
Rekrutierung von Neutrophilen in die LP und IL-22 zur Aufrechterhaltung der epithelialen Barriere
beitragen, ist fur die Ty17 Zellen eine proinflammatorische Funktion beschrieben (35).

CD4'CD25" regulatorische Zellen wurden zum erstem mal durch Sakaguchi et al. beschrieben als
Zellen, die die Fahigkeit besitzen, pathogene T-Zell-Antworten zu kontrollieren (36). Heutzutage weil}
man, dass Treg mit ihren antinflammatorischen Eigenschaften fiir die Toleranz gegeniiber den
kommensalen Mikrobiota von maRgeblicher Bedeutung sind. Treg sind durch ihr Zytokinprofil und
durch die Expression des fiir ihre Entwicklung und Funktion essentiellen Transkriptionsfaktors Foxp3
(forkhead box protein P3) gekennzeichnet. Sie sind in der Lage, groRe Mengen TGF-B und IL-10,
moderate Mengen von IL-5 und IFN-y aber kein IL-4 und IL-2 zu produzieren (37, 38). Treg kdnnen,
basierend auf dem Ort ihrer Entstehung, in Thymus-gereifte natirliche Treg (nTreg) und in der
Peripherie durch die Interaktion mit APC generierten Tregs (iTregs) eingeteilt werden. Ein
Toleranzverlust durch Insuffizienz von Treg ist ein wichtiger Bestandteil der Pathogenese von
Allergien aber auch von CED. Bei CED kommt es zu einer unzureichenden Expansion funktionell
aktiver, regulatorischer T-Zellen im Darm, die dann die lokale, massive Expansion von Effektor T-

Zellen nicht gentigend kompensieren konnen (39-41).

2.2.5.3 DC

DC als antigenprasentierende Zellen (APC) zeichnen sich durch ihre auRergewdhnliche Plastizitat und
Heterogenitat aus und spielen eine sehr wichtige Rolle bei der Aktivierung des adaptiven
Immunsystems. DC entwickeln sich aus hamatopoetischen Vorlduferzellen im Knochenmark,
zirkulieren in Blut und Lymphe und wandern in peripheres Gewebe. Dort nehmen sie als immature
DC Antigene auf, prozessieren sie und prasentieren sie auf ihrer Zelloberflache in Fragmentform liber
MHC Klasse I- oder Il Molekile naiven antigen-spezifischen T-Zellen in sekunddren Lymphorganen.

Somit wird eine T-Zellvermittelte Immunantwort induziert.
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Im Darm und den mLK kénnen viele verschiedene Subpopulationen von DC identifiziert werden und
die Anzahl der neu entdeckten Subpopulationen steigt weiterhin an. Verschiedenste Faktoren
kéonnen herangezogen werden, um DC einzuteilen, unter anderem ihre Lokalisation,
Migrationsfahigkeit, Ursprung, Expression von Oberflaichenmolekiilen (z.B. CD11b, CD11c, CD103)
und/oder von Chemokin-Rezeptoren (CX;CR1, CCR6). Diese Subpopulationen erfillen im GALT
unterschiedliche Funktionen.

Mononukledre Phagozyten im Darm kdnnen oft aufgrund ihrer migratorischen Fahigkeit und der
Expression von Markern wie CD103 und CX3CR1, dem Rezeptor fir Fraktalkin, auseinander gehalten
werden. Dabei unterscheidet man CX;CR1™CD68CD103- und CX3CR1CD68'CD103"-Zellen, wobei
CX3CR1'CD68'F4/80"-Zellen Makrophagen reprasentieren. Die CX;CR1™CD68CD103" DC kénnen
durch Ausbildung von transepithelialen Fortsatzen Antigene direkt aus dem Darmlumen aufnehmen,
sind aber nicht in der Lage in mLK zu migrieren (42). Die Anteilsverhéltnisse dieser Subpopulationen,
insbesondere CX;CR1*-Zellen, kénnen in Abhingigkeit von der Zusammensetzung der Darmbakterien
variieren (42, 43). CX;CR1™CD68CD103" DC, die zusitzlich CD11lb exprimieren, haben einen
dhnlichen Phanotyp wie intestinale Makrophagen, aber anders als die Makrophagen expandieren sie
in Antwort auf Fms-related tyrosine kinase 3 ligand (FIt3L) und stammen nicht von Ly6c™ Monozyten
ab. Diese Subpopulation beeinflusst die Entwicklung der IFN-y und IL-17 produzierenden T,1-Zellen
im Darm und ist weit verbreitet in den meisten lymphoiden und peripheren Geweben, inklusive der
PP, sie ist aber eher selten in der LP des Colons oder des Diinndarms zu finden (44, 45).
CX3CR1%-Zellen stammen von einer monozytiren Vorlauferzellen, die durch Signale der Mikrobiota in
den Darm rekrutiert werden kann, wiahrend sich die CD103" DC von zirkulierenden DC Vorldufern
ableiten (46). Interessanterweise konnte in Mausmodellen fir Colitis eine drastische Reduktion der
CD103" DC in der LP beobachtet werden, wihrend sie jedoch in der Milz noch zu detektieren waren
(47). Dariiber hinaus lassen sich die CD103" DC weiter durch die Expression von CD11b unterteilen.
Die CD103'CD11b* DC sind die Haupt-DC-Subpopulation in der LP des Diinndarms, wihrend sie in der
LP des Colons eher unterreprasentiert sind. Eine Depletion dieser Zellen hat zwar keinen Einfluss auf
die Anzahl von intestinalen FoxP3" T Zellen, korreliert aber mit einer Reduktion der T,,17 Zellen (48,
49). Migratorische CD103" DC interagieren nach Antigen-Aufnahme mit B- und T-Zellen der PP und
der mLK. Dort initiieren sie die Expansion von FoxP3 Treg in Abhangigkeit von Retinsdure und TGF-f,
Ty2-Zellen als auch von IgA* B-Zellen (9). CD103°CD11b" DC sind funktional und entwicklungs-
physiologisch dhnlich zu CD8a" DC der Milz. Sie entstehen aus FlIt3 abhingigen pre-DC Vorliufern,
exprimieren CD8a’ und sind sowohl im lymphatischen Gewebe der PP und ILF als auch verteilt in der
LP zu finden (50-52). Wie CD103°CD11b  DC in anderen Geweben, sind sie auch im Darm in der Lage

effizient 18sliche Antigene zu prasentieren (Kreuzprisentation) und damit Effektor CD8" T Zellen nach
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TLR Aktivierung zu expandieren (50, 53). AuBerdem unterstiitzen sie in mLK die Treg Differenzierung

und Expansion (50, 52).

2.254 Makrophagen

Makrophagen produzieren Zytokine, konnen Bakterien eliminieren und foérdern dabei die
Aufrechterhaltung der Homoostase im Darm. Auf der Oberfliche exprimieren die intestinalen
Makrophagen verschiedene Marker, wie F4/80, CD11b, CD64 und CX;CR1, zeigen hohe phagozytische
Aktivitat und eine charakteristische Morphologie mit zytoplasmatischen Vakuolen und einem grof3en
Zytoplasmaanteil (45, 45, 54). Im Gegensatz zu den DC, die in der Lage sind, zu den mLK zu migrieren,
um dort durch Aktivierung von naiven T-Zellen eine adaptive Immunantwort zu induzieren, bleiben
die Makrophagen in der LP, wo sie als Effektorzellen agieren. Dort kdnnen sie die sekundare
Expansion der FoxP3* Treg erleichtern und deren suppressive Aktivitit wihrend einer Entziindung
verstarken. Es konnte gezeigt werden, dass die Prozesse in Abhangigkeit von IL-10 und CX3;CR1
ablaufen, da CX;CR1-defiziente Mause keine orale Toleranz entwickeln (55). Ein Grund daflr ist eine

fehlende Expansion der antigenspezifischen Treg.

2.2.5.5 Innate lymphoid cells (ILC)

ILC gehoren zu einer Familie von lymphoiden Zellen, deren Aufgabe einerseits die Differenzierung
von lymphatischen Geweben, andererseits die Kontrolle der Immun- und Entziindungsreaktion ist.
Die drei Hauptmerkmale der ILC sind: Die Abwesenheit von RAG (Recombination Activating Gene)
abhangigen Antigenrezeptoren, das Fehlen von Markern, die typisch fir myeloide oder dendritische
Zellen sind und die lymphoide Morphologie (56). Prototypische ILC Populationen sind die natirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) und lymphoid tissue inducer (LTi) Zellen. NK-Zellen vermitteln friihe
immunologische Antworten gegen Viren und sind an der Bekdampfung von Krebszellen beteiligt. Die
LTi Zellen spielen eine essentielle Rolle bei der Entwicklung der Lymphknoten wahrend der
Embryogenese. Obwohl NK- und LTi Zellen unterschiedliche Funktionen erfillen, ist ihre Entwicklung
von dem Transkriptionsfaktor Id2 abhadngig und sie stammen aus einer gemeinsamen Vorlauferzelle,

der so genannten common lymphoid progenitor cell ab (57).
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' 22 | Gruppe 3 ILC

Abb. 4: Klassifizierung von innate lymphoid cells in drei Gruppen basierend auf deren funktionalen
Eigenschaften. Modifiziert nach Spits, 2013 (58).

Die im Jahr 2013 von Spits et al. vorgeschlagene Nomenklatur klassifiziert die ILC anhand von
phanotypischen und funktionalen Merkmalen in drei Gruppen (Abb. 4). Die bislang bekannten
Subpopulationen der ILC wurden nach dieser Klassifizierung analog zu T-Helferzellpopulationen (Ty1,
Tu2, Ty17) eingeteilt. ILC der Gruppe 1 sind gekennzeichnet durch die Produktion von IFNy. Gruppe 2
ILC sezernieren Typ II-Zytokine (einschlieRlich IL-5 und IL-13) und benétigen Transkriptionsfaktoren,
wie GATA3 und RORa fir ihre Entwicklung und Funktion. Durch die Sekretion von Typ-Il Zytokinen
wird in erster Linie metabolische Homoostase aufrechterhalten, auferdem wird dadurch das
Rekrutieren weiterer Gruppe 2 ILC geférdert (59, 60). Stimuli, wie Allergene oder parasitare Wirmer
fihren zur Freisetzung von ILC2 induzierenden Zytokine durch das Epithel und eingewanderte
Entziindungszellen (61, 62). Die dritte ILC Population ist in weitere Subpopulationen aufgeteilt, von

denen aber alle IL-17 und/oder IL-22 produzieren und fir deren Entwicklung RORyt essentiell ist.
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2.2.5.6 Intraepitheliale Lymphozyten

Wenn man davon ausgeht, dass jede vierte bis sechste Zelle die in der Epithelschicht zu finden ist,
eine IEL darstellt (63), und dazu die groRRe Oberflaiche des Darmes mit einbezieht, dann fallt auf, dass
die IEL die groRte Lymphozytenpopulation des Koérpers ausmachen. Die IEL reprasentieren eine
Effektor-T-Zellpopulation, die zu 80% aus CD8"-, 10% aus CD4'- und etwa 6% aus CD4CD8-Zellen
besteht (64). Weniger als 40% der CD8" IEL exprimieren CD8, das aus einem membranstindigen a/B
Heterodimer (CD8ap) besteht. Uber die Hilfte der CD8" IEL weisen hingegen ein homodimeres, aus
zwei o Ketten gebildetes CD8 Molekiil (CD8aa) auf (65). Im Gegensatz zu den T-Zellen des peripheren
Immunsystems, die fast ausschlieBlich den af TCR exprimieren, pragen (iber die Halfte der
intraepithelialen T-Lymphozyten den y&-T-Zellrezeptor aus. Allerdings schwankt der prozentuale
Anteil an y8TCR" Zellen in der Darmmukosa betrachtlich zwischen verschiedenen Spezies. So sind bei
Mausen bis tiber 50% der IEL y6TCR', wohingegen beim Menschen deren Anteil bei 10-15% liegt (66,
67). Neben dem ungewohnlichen T-Zellrezeptor enthalten IEL auch zahlreiche unreife doppelt
positive (CD4'CD8") und doppelt negative (CD4CD8) sonst nur im Thymus anzutreffende
Lymphozyten. Der Nachweis dieser unreifen Zellen in der Darmschleimhaut fiihrte zur Hypothese
einer thymusunabhangigen T-Zellreifung im Darm, wobei die Kryptopatches moglicherweise flr die
Entwicklung von bestimmten IEL von Bedeutung sind.

Auch funktionell unterscheiden sich die IEL von den restlichen Lymphozyten des GALT und von T-
Zellen des peripheren Immunsystems. So reagieren IEL in vitro nur schwach auf Concanavalin A oder
PMA/lonomycin, wohingegen diese Stimuli sehr effizient die Proliferation peripherer Lymphozyten
anregen kénnen (68). Auch ist die Stimulation der IEL durch CD3/TCR vermittelte Signale schwacher
ausgepragt als bei T-Zellen des peripheren Immunsystems. Jedoch sind IEL im Stande, nach
Stimulation durch Mitogene oder TCR-vermittelte Signale verschiedene Zytokine, wie IL-3, IL-4, IL-5
und IFN-y zu produzieren (69, 70). Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass IEL als
zytokinproduzierende Zellen eine regulatorische Rolle bei der Immunantwort im Darm spielen
koénnen. Angesichts ihrer ausgepragten spontanen zytolytischen Aktivitat sind IEL moglicherweise Teil
der Initiation von Abwehrmechanismen gegen Infektionen oder der Tumorabwehr durch Lyse
entarteter Darmzellen. Des Weiteren tragen sie zur Erhaltung der mukosalen IgA Antwort bei
gleichzeitig bestehender oraler Toleranz bei. AuBerdem besitzen sie eine protektive Funktion bei
intestinalen Entziindungen und unterstitzen die Wiederherstellung der Epithelbarriere nach
Verletzungen. Auf eine mogliche Funktion dieser Zellen bei entziindlichen Erkrankungen weist die
vermehrte Proliferation und Zytokinproduktion von IEL Zelllinien, die von Patienten mit Morbus

Crohn gewonnen wurden, hin (71).
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Durch ihre pradestinierte Lage in direkter Nachbarschaft vom Darmlumen erfiillen IEL eine
immunologische Uberwachungsfunktion mit dem Ziel sowohl eine {iberschieRende Immunantwort zu
verhindern, als auch essentiale AbwehrmaRnahmen gegeniiber Tumoren und Mikroorganismen zu

initiieren.

2.3 Der Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR)

231 Allgemeines

Der Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR), auch Dioxinrezeptor genannt, wurde das erste Mal im Jahre
1982 (72) als Protein, das in der zytosolischen Fraktion der Leber 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin
(TCDD) spezifisch und mit hoher Affinitat bindet, beschrieben. Weitergehende Analysen, als auch
Struktur-Aktivitats-Untersuchungen haben zur Identifizierung des AhR als Liganden-aktivierter
Transkriptionsfaktor beigetragen, der neben der Detoxifikation von Umweltchemikalien eine
wichtige Rolle bei der Zelldifferenzierung und der Proliferation, aber auch bei der Entwicklung des
embryonalen GefaRsystems der Leber spielt (73, 74).

AhR-defiziente Mauslinien wurden Mitte der 90er Jahre in drei unabhangigen Arbeitsgruppen
gleichzeitig generiert und analysiert (75-77). AhR”-M3use zeigen keine Induktion der Expression von
Cyplal und Cyplbl nach Aktivierung des AhR und sind resistent gegeniiber TCDD vermittelter
Toxizitat. AuRerdem weisen die AhR”-Méuse zahlreiche physiologische Defekte, wie verzogertes
Wachstum, eine kleinere Leber, Veranderungen im vaskuldren System der Leber und eine
verminderte Fruchtbarkeit auf. Genexpressionsanalysen der Leber von Wildtyp und AhR-defizienten
Mausen haben Gber 200 unterschiedlich exprimierte Gene ergeben, was auf eine Beteiligung des AhR
an einem breiten Spektrum physiologischer Prozesse hindeutet (78).

Die Identifizierung der Aminosduresequenz des gereinigten AhR Proteins fiihrte zur molekularen
Klonierung der cDNA des Rezeptors und machte deutlich, dass es sich bei dem AhR um ein Protein

der PAS Superfamillie handelt (79).

2.3.2 AhR-Signaltransduktion

Der klassische Mechanismus der AhR-abhdngigen Genaktivierung ist in Abb. 5 schematisch
dargestellt. Unter unstimulierten Bedingungen liegt der AhR im Zytoplasma als Multiproteinkomplex

mit stabilisierenden Proteinen wie Hsp90, ARA9 (auch als AIP1 oder XAP3 bezeichnet) und p23 vor
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(80, 81). Nach dem ein AhR-Ligand, der immer sehr hydrophob ist, per Diffusion die Zellmembran
durchdringt, bindet er an den AhR und dndert somit die Konformation des Transkriptionsfaktors.
Weiterhin exponiert der AhR seine sog. N-terminale Kernlokalisationssequenz, die die Translokation
des AhR in den Zellkern erméglicht. Im Zellkern zerféllt der stabilisierende Proteinkomplex und der
AhR kann als freies Protein mit einem anderen PAS Protein, ARNT (AhR Nuklear Translocator)
heterodimerisieren. Zusammen mit ARNT bindet der Rezeptor mit hoher Affinitat an XRE (Xenobiotic

Responsive Elements) und kann damit als Transkriptionsfaktor wirken.

AhR-Liganden:

Quzreetin u
Curcunin

Benzoiajpyren

Dioxin

Abb. 5: Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR) vermittelte Signaltransduktion. Nach der Bindung eines AhR-
Ligandes transloziert der AhR vom Zytoplasma in den Zellkern, wo der stabilisierende Proteinkomplex
abdissoziiert. Im Zellkern heterodimerisiert der AhR mit dem AhR Nuklear Translocator (ARNT). Das AhR/ARNT
Heterodimer bindet wiederum an Xenobiotic Responsive Elements (XRE) und kann die Expression einer Vielzahl
von Genen induzieren, wie z.B. CYP1A1l, CYP1A2, CYP1B1, Zytokine und AhR-Repressor (AhRR). Der AhRR
konkurriert mit dem AhR um die ARNT Bindestelle. Da ihm aber die transaktivierende Domane fehlt, kann der
AhRR die Expression von Genen nicht induzieren. Somit werden nicht nur die AhR-Zielgene supprimiert aber
auch die Expression des ahr selbst wird in einem negativen Ruckkopplungsmechanismus reprimiert.

In der Folge wird eine Vielzahl von Genen, die sog. AhR-Genbatterie, wie fremdstoffmetabolisierende
Enzyme der Cytochrom P450 Familie, beispielweise CYP1A1, CYP1A2 und CYP1B1, induziert.
AulRerdem ist die AhR vermittelte Signaltransduktion auf vielen Ebenen reguliert, darunter durch
proteosomale Degradierung des AhR/ARNT Komplexes, Autoregulation durch induzierte,

metabolische Enzyme und die Induktion des AhR-Repressors (AhRR).
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233 Der Arylhydrocarbon Rezeptor Repressor (AhRR)

Zu den Zielgenen des AhR gehort auch der zuerst von Mimura et al. beschriebene, AhRR (82). Seine
Funktion als Repressor der AhR Aktivitdt konnte in in vitro Versuchen nachgewiesen werden, wobei
als Mechanismus eine negative Riickkopplung der AhR-abhdngigen Genregulation postuliert worden
ist (83). Der Repressor ist wie der AhR in der Lage, mit ARNT zu dimerisieren, daraufhin mit dem AhR-
ARNT Komplex um die DNA-Bindestelle zu konkurrieren und dadurch die Aktivitdt des Rezeptors zu
diampfen. Da aber dem AhRR eine transaktivierende Doméane fehlt, bleibt das AhRR/ARNT
Heterodimer transkriptionell inaktiv. Darlber hinaus kann der AhRR keine Liganden binden, obwohl
die N-terminale Sequenz des AhRR stark homolog zu der des AhR ist (84). Der AhRR kann durch AhR
Agonisten, wie zum Beispiel TCDD oder 3-Methylcholanthren (3-MC), dhnlich wie CYP1A1 induziert
werden (82, 83, 85). Die Regulation der Genexpression Uber solche Riuckkopplungsmechanismen ist
in der bHLH- (basic helix-loop-helix) PAS Proteinfamilie weit verbreitet, wie z. B. bei Proteinen, die an
der Regulation des zirkadianen Rhythmus beteiligt sind. Das Gen clock induziert die Expression seines
eigenen Inhibitors, Per [96]. Ein weiteres Beispiel ist die HIFla (Hypoxia inducible Factor a)
Signalkaskade, in der das inhibierende Protein iPAS (inhibitory PAS) induziert wird, um die HIFla-

Aktivitat Uber einen negativen Riickkopplungsmechanismus zu inhibieren [97].

234 AhR-Liganden

Der AhR besitzt als einziges Mitglied der ganzen bHLH-PAS Proteinfamilie eine Ligandenbindestelle.
Die Liganden des AhR sind strukturell sehr unterschiedlich und lassen sich in synthetische Liganden,
die als Folge anthropogener und nicht-biologischer Reaktionen entstehen und in natirlich
vorkommende Liganden einteilen. Zu den synthetischen Liganden des AhR zdhlen nicht-halogenierte,
polyzyklische, aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH) sowie halogenierte aromatische
Kohlenwasserstoffe (HAH). PAH sind z.B. Benzoflavon, Benzo[a]pyren und 3-MC, die in der Umwelt
weit verbreitet sind. Sie entstehen als Nebenprodukte der unvollstindigen Pyrolyse von
Kohlenstoffquellen bei industriellen Prozessen und sind in Dieselabgasen, im Zigarettenrauch und in
stark gegrillten Lebensmitteln enthalten. HAH sind unter anderem polychlorierte Dibenzo-p-dioxine
(PCDD), polychlorierte Dibenzofurane (PCDF) und polychlorierte Biphenyle (PCB). Eine Hauptquelle
der PCDD war friher die Herstellung und Verarbeitung chlorierter organischer Verbindungen,
wahrend heute vor allem thermische Prozesse in Anwesenheit von Chlorverbindungen, wie z.B. bei
der Miillverbrennung, sowie der Verbrennung von Holz und fossilen Brennstoffen, zur Entstehung

von HAH fihren.
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AuBerdem sind manche natirlich vorkommenden Substanzen, besonders Nahrungsbestandteile in
der Lage, den AhR-abhingigen Signalweg zu aktivieren oder/und zu deaktivieren. Obwohl einige
Nahrungsfaktoren als Aktivatoren des AhR beschrieben sind, weisen viele von ihnen auch
antagonistische Effekte auf und konkurrieren mit den klassischen Liganden. Zu den prominenten
Beispielen der natiirlich vorkommenden AhR-Liganden gehdren vor allem sekundare Pflanzenstoffe
wie Flavonoide, die mehr als 4000 Substanzen aus der Gruppe der Polyphenole umfassen, und die in
nahezu allen essbaren Pflanzen zu finden sind (86, 87). Flavonoidreiche Nahrung ist
gesundheitsférdernd, weil Flavonoide anti-inflammatorische, anti-karzinogene, anti-allergische sowie
anti-thrombotische Wirkungen zeigen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Curcumin, Quercetin
und Resveratrol durch Inhibition des TCDD-abhéangig aktivierten AhR als seine Antagonisten agieren
(88—-90). AuRRerdem induzieren diese Flavonoide in vitro die Transkription von CYP1A1 (91). Curcumin
ist ein intensiver gelb-oranger Extrakt aus der Gelbwurzel (Curcuma longa) und ist als wesentlicher
Bestandteil von Curry-Mischungen bekannt. GroRe Mengen an Quercetin sind in haufig verzehrten
Nahrungsmitteln enthalten, wie Zwiebeln, Apfeln, Weintrauben, Brokkoli oder griinen Bohnen.
Quercetin ist auRerdem in zahlreichen Arzneipflanzen wie z.B. Ginkgo biloba, Johanniskraut oder den
Holunderbeeren zu finden und hat haufig erheblichen Anteil an der Heilwirkung dieser Pflanzen.

Die Annahme, dass der AhR viele wichtige physiologische Funktion erfillt, flihrte zur Suche nach
potentiellen endogenen Liganden. Dabei konnte eine groRe Liste der endogenen AhR-Liganden
zusammengestellt werden, die z.B. Sterole, Indigoide, Metabolite von Ham oder der Arachidonsaure,
Tetrapyrrole, wie Bilirubin, als auch Nahrungsbestandteile beinhaltet (92, 93). RegelmaRig werden
neue AhR-Liganden identifiziert, allerdings sind spezifische und héchst wirksame endogene Liganden
des AhR in biologisch relevanter Konzentration bis heute noch nicht bekannt. Einzig ein UV
Photoprodukt von Tryptophan, 6-Formylindolo(3,2-b)carbazole (FICZ) konnte bisher als
hochspezifischer AhR-Ligand identifiziert werden (94). Weitere endogene AhR-Liganden entstehen
durch bestimmte Darmbakterien (95) durch Metabolisierung von Tryptophan und Indolen.
Beispielweise nutzen Bakterien aus der grampositiven Gattung Lactobacillus Tryptophan als
Energiequelle und produzieren dabei Metabolite, wie Indol-3-aldehyde, die den AhR in ILC aktivieren

konnen (96).

235 Die Rolle des AhR in Immunsystem

Zellen des angeborenen Immunsystems, wie DC und Makrophagen exprimieren nach der Stimulation
mit LPS oder CpG groBe Mengen an AhR (97, 98). Langerhanszellen (LC) weisen hohe AhR Level auf

und die Abwesenheit des AhR fiihrt zur Beeintrachtigung der Aufregulierung der LC und deren
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Antigenprasentation als auch zu einer verminderten Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) Produktion
(99). Die AhR-Aktivierung in DC kann eine autoimmune Entziindungsreaktion beeinflussen.
Beispielweise, fiihrt die Gabe von TCDD zur Differenzierung von Treg durch Induktion von IDO in den
DC (97).

Die adaptive Immunantwort wird durch Aktivierung, Differenzierung und klonale Expansion von T-
und B-Lymphozyten ausgeldst und hdngt vom Zusammenspiel von genetischen Faktoren und
Umweltfaktoren ab. Immuntoxikologische Untersuchungen zeigen, dass der AhR Immunantworten
gegen Pathogene, wie zum Beispiel Streptococcus pneumoniae (100), Influenzaviren (101) und
Herpesviren (102) beeinflusst. Der durch TCDD aktivierte AhR wirkt immunsuppressiv und ist an der
Apoptose von T-Zellen und Thymozyten, Thymusinvolution, sowie Milzatrophie beteiligt. Ty1 und T2
Zellen weisen wahrend der Differenzierung keine Expression des AhR auf (103). M50367 ist ein AhR
Agonist, der in der Lage ist, das T,1/T,2 Gleichgewicht in Richtung Ty1 zu verschieben und somit die
Symptome einer Allergie oder allergischen Asthmas zu lindern. Drei unabhdngige Arbeitsgruppen
berichteten, dass der AhR eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung und Funktion von Th17-
Zellen und Treg spielt (104-106) (Abb. 6). Dabei wurde ein interessantes Paradigma der Ligand-
spezifischen Funktion des aktivierten AhR postuliert. Es konnte gezeigt werden, dass TCDD Treg
induziert und gleichzeitig Th17-Zellen inhibiert (104, 106), wahrend FICZ die Th17 Differenzierung
und damit die Th17-abhangige Autoimmunreaktion verstarkt (105). Treg AhR-defizienter Mause
produzieren eine geringere Menge von IL-10 (107), dafiir aber erhéhte Spiegel von IL-12 und IFN-y
(108), die IL-10 unterdriicken.

Es ist wenig Gber die Rolle des AhR bei der Differenzierung von B-Zellen bekannt. Thurmond et al.
konnten zeigen, dass AhR”-Mzuse mehr pro-/pre- B-Zellen (B220°CD19'FLT3"IgM") haben als AhR"*-
Tiere (109). Interessanterweise wird in Abwesenheit des AhR die frithe Entwicklung von B Zellen im
Knochenmark beeintrachtigt. Eine Behandlung von Mausen mit TCDD reduziert auRerdem die
Population der IgM-sezernierenden Plasmazellen (110) und vermindert die Ausschittung von IgE.
Weiterhin kann TCDD die Effektorfunktionen von primdren humanen B-Zellen beeinflussen und die
IgM Antworten supprimieren (111).

Es ist mittlerweile bekannt, dass der AhR die Immunantwort auch durch Interaktionen mit anderen
Signalwegen, wie zum Beispiel dem NF-kB Signalweg, reguliert. NF-kB kontrolliert die Expression von
IL-1B8, IL-6, IL-8, TNF-a und anderen inflammatorischen Zytokinen. Der durch AhR-Liganden
ausgeloste oxidative Stress kann den NF-kB Signalweg aktivieren und somit eine Entziindung

verschlimmern (112).
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\ TCCD supprimiert die Entwicklung von Plazmazellen /

CCD ernont LPS-induzierte igivi Sexretion /

/

Abb. 6: AhR-vermittelte immunologische Effekte in verschiedenen Zellen und Organen.

Eine weitere Zellpopulation, die mit der Entstehung von Autoimmunitat assoziiert ist, den AhR und
RORyt exprimiert und seit den letzten Jahren sehr stark im Focus der Forschung steht, sind die ILC.
Untersuchungen von Kiss et al. demonstrierten, dass AhR-Signalwege fiir die Entwicklung und
Aufrechterhaltung von Homoostase der ILC im darmassoziierten Immunsystem erforderlich sind
(113). AuBerdem zeigen die Autoren, dass Mause, die einer Indol-freien Diat ausgesetzt worden sind,
sehr empfindlich gegenliber Darmpathogenen waren. Das Fehlen von Cryptopatches und ILF in AhR-
defizienten Mausen, weist darauf hin, dass der AhR eine wichtige Rolle in der postnatalen
Entwicklung dieser lymphoiden Strukturen spielt (114).

Interessanterweise ist der AhR auch fiir die postnatale Aufrechtenthaltung von IEL und auch y6 T-
Zellen und CD8aa’ aB T-Zellen notwendig (115). Vor der Geburt entwickeln sich die IEL und auch die
ILC normal und migrieren in den Darm der AhR-defizienter Mause; ihre postnatale Expansion ist

jedoch AhR-abhangig.
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2.4 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED)

241 Epidemiologie und Atiologie von CED

Unter dem Begriff CED fasst man chronische, rezidivierende, multifaktoriell bedingte, intestinale
Entziindungen unklaren Ursprungs zusammen. Am haufigsten auftretende Erkrankungen sind
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, die anhand ihrer histopathologischen Krankheitsbilder
unterschieden werden.
Bei Morbus Crohn-Patienten kann der gesamte Verdauungstrakt vom Mund bis zum Anus betroffen
sein. Am haufigsten treten Entziindungsreaktionen im terminalen lleum, Blinddarm und dem Colon
auf, wobei gesunde und entziindete Darmabschnitte nebeneinander liegen koénnen. Der
Entziindungsprozess erfasst hierbei alle Schichten der Darmwand, so dass es haufig zur Bildung von
Fisteln, Fissuren, eitrigen Abszessen und Stenosen kommt.
Im Gegensatz zu Morbus Crohn ist die Entziindung bei Colitis ulcerosa auf das Colon begrenzt.
Meistens beginnt die Erkrankung im Rektum und breitet sich im weiteren Verlauf in Richtung des
proximalen Dickdarms aus (116). Die Entziindung ist auf die Mucosa beschriankt und durch
Ulzerationen, Odembildung und Blutungen gekennzeichnet. Histologisch zeigt sich bei der akuten
und auch der chronischen Entziindungsreaktion der Schleimhaut das Vorliegen von
Kryptenabszessen, Infiltration von Granulozyten, Verformung der Schleimhautdrisen und der Verlust
an schleimproduzierenden Becherzellen (117). Zusatzlich gilt die Colitis ulcerosa als Prakanzerose, da
das Risiko ein Coloncarcinom zu bekommen, stark erhoht ist.
Beide Krankheiten zeigen &hnliche klinische Erscheinungsbilder mit heftigen Durchféllen,
krampfartigen Bauchschmerzen, Gewichtsverlust und Ubelkeit, die zu einer deutlichen
Beeintrachtigung der Lebensqualitat fihren.
Insgesamt ist Colitis ulcerosa, ebenso wie Morbus Crohn, eine Erkrankung mit vielen Komplikationen
und Begleiterkrankungen. Dadurch senkt sich die Lebensqualitdt der Patienten enorm, welches sich
in einem hohen Leidensdruck duRert. Nicht zuletzt deswegen, sondern auch wegen der steigenden
Inzidenz beider Syndrome sollte die Forschung an diesen Krankheiten weiter geférdert werden.
Weltweit erkranken pro Jahr 20-150 Personen auf 100.000 Einwohner an CED, wobei vor allem
Bewohner der westlichen Industrielander (USA, GroRbritannien, skandinavische Lander) betroffen
sind. Die Anzahl der Erkrankten nimmt drastisch zu und hat sich in den letzten 50 Jahren um das 8-
10-fache erhoht. Interessanterweise steigt die Inzidenz an CED zu erkranken bei Emigranten aus
Regionen mit niedrigem Risiko nach Einwanderung in Regionen mit hoher Erkrankungs-
wahrscheinlichkeit stark an (118).
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Die Ursache von CED ist trotz intensiver Forschungen in den letzten Jahrzehnten noch nicht
vollstandig geklart. Verschiedene Faktoren wie eine genetische Pradisposition, Umwelteinflisse,
Mikrobiota und eine Dysregulation des Immunsystems werden als Ausloser diskutiert.

Von der genetischen Seite wurde beispielweise eine eindeutige Assoziation von Morbus Crohn mit
Mutationen in TLR4 und drei verschiedenen Mutationen im nucleotide binding and oligomerization
domain/Caspase recruitment domain (Nod2/CARD15) Gen auf Chromosom 16 gefunden, die
immunologische Fehlregulationen verursachen (119). Uber die TLR kann das Immunsystem
extrazelluldre Mikroorganismen erkennen (120, 121), wihrend Proteine der NOD/CARD-Familie
Bestandteile intrazelluldrer Bakterien detektieren (122). Bindung der Bakterienbestandteile an TLR
bzw. NOD-Proteine, hat eine Aktivierung von NF-kB zur Folge, die wiederum Zytokinsynthese
induzieren kann. Interessanterweise fungiert NOD2 als negativer Regulator der TLR2-vermittelten
Immunantworten (123). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass TLRs und NOD2/CARD15 bei der
durch DC vermittelten immunologischen Toleranz gegeniiber Darmbakterien beteiligt sind (124).

Zu den umweltbedingten Faktoren zahlen unter anderem Rauchen, Stress und westlicher Lebensstil,
der laut der Hygienehypothese einen negativen Einfluss auf die Entwicklung eines ausgewogenen
Immunsystems hat. Bei Rauchern, die an Morbus Crohn erkrankten, konnte sogar eine
Verschlechterung des Entziindungszustandes beobachtet werden, wahrend interessanterweise bei
Colitis ulcerosa der Zigarettenkonsum eher protektiv zu sein scheint (125).

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Pathogenese von CED stellt die Beteiligung der Darmbakterien
dar. Die Behandlung von Morbus Crohn-Patienten mit Antibiotika reduziert nicht nur die
Kommensalen, sondern auch die Entziindungsreaktionen im Magen-Darm-Trakt und fuhrt zu einer
Verbesserung der klinischen Symptome (126). AulRerdem weisen CED-Patienten eine Verschiebung
der Bakterienzusammensetzung, eine sog. Dysbiose, auf. CED-Patienten weisen eine starkere
Besiedlung des Darms mit Bacteroides, E. coli und Enterkokken auf, wohingegen Bifidobakterien und
Lactobacillen im Vergleich zu gesunden Menschen weniger haufig vorkommen (127-129). In
verschiedenen Tiermodellen fiir Colitis konnte gezeigt werden, dass bei keimfreien Mausen die
Entziindung ausbleibt.

Studien lassen vermuten, dass es nach einer Storung der intestinalen Epithelbarriere zum Kontakt
von Darmkommensalen mit Immunzellen kommt, die in einem genetisch pradisponierten
Organismus eine iberschieRende Immunantwort auslésen. CED-Patienten zeigen eine Dysregulation
des Immunsystems, die durch Zusammenbrechen der Toleranz gegeniiber den Kommensalen und
harmlosen im Darmlumen vorkommenden Antigenen hervorgerufen wird. Im entziindeten Gewebe
wurden Infiltrate von DC, Makrophagen und Lymphozyten, als auch ein starker Anstieg

proinflammatorischer Zytokine, wie z.B. TNF-a, IL-1B, und IL-6 erfasst (130). TNF-a verursacht eine
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Zerstérung der Epithelbarriere, induziert Apoptose in Epithelzellen, fiihrt zur Sekretion von
Chemokinen und aktiviert Granulozyten, Makrophagen und B-Zellen. TNF-a ruft auf diese Weise
zusammen mit IL-1B und IL-6 die charakteristischen Krankheitszeichen der CED hervor. Demzufolge
wird eine Hemmung von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie TNF, bereits erfolgreich in der
Behandlung von CED angewandt. Zu den entziindungshemmenden Mediatoren gehdren vor allem
TGF-B, IL-1ra (IL-1 Rezeptorantagonist), IL-10, IL-4 und IL-13.

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa unterscheiden sich nicht nur durch Lokalisation der Entzlindung,
sondern auch durch die Art der T-Zell-Antworten. In der Darmwand von CED Patienten kann im
Vergleich zu gesunden Menschen ein stark erhdhter Anteil von CD4" T-Helferzellen gefunden
werden. Bei Morbus Crohn scheint eine Tyl Antwort und damit die Produktion von Mediatoren wie
IFN-y und IL-2 vorzuherrschen, wohingegen bei Colitis ulcerosa eine atypische, liberschiessende Ty2-
Antwort hervorgerufen wird, die mit der Freisetzung von TGF-B und IL-5, aber nicht IL-4 einhergeht

(29, 131).

2.4.2 DSS-Colitis

In den letzten Jahren wurden viele neue Tiermodelle fiir CED beschrieben, die zur Aufklarung der
Pathogenese und Mechanismen von CED beitragen. Die Zahl der Tiermodelle fiir CED stieg seit 1993
kontinuierlich an und umfasst momentan mehr als 100 Modelle (132). Sie werden in vier Kategorien
klassifiziert: Genetische, adaptive Transfer-, spontane und chemisch induzierbare Modelle.
Beispielweise erkranken Mause mit Defizienz von IL-2 und IL-10 Zytokinen spontan an Colitis. Die IL-2
_ und IL107-M3use entwickeln unter konventioneller Tierhaltung eine chronische Colitis, bleiben
jedoch unter keimfreien Bedingungen entziindungsfrei bzw. zeigen nur eine sehr milde, verzogerte
Darmentziindung (133—-135). Daher eignen sich diese gnotobiotischen Mause sehr gut fiir Analysen
einzelner kommensaler Bakterien, die bei der Pathogenese von Colitis beteiligt sind.

Chemisch kann eine Entziindung des Colons unter anderem durch orale Gabe von DSS (Dextran-
Sodium-Sulfat) und durch rektale Applikation von TNBS (Trinitrobenzene Sulfuric Acid) oder Oxazolon
hervorgerufen werden. Bei dem TNBS-Colitis-Modell wird einmalig intrarektal das zuvor in Ethanol
geloste TNBS den Versuchstieren appliziert (136). Durch das Ethanol wird die Schleimhaut des
Colons geschadigt und somit die Darmbarriere fiir den Eintritt des TNBS durchbrochen. TNBS ist in
der Lage als Hapten an Darmbakterien und Proteine zu binden, sie immunogen zu machen und
dadurch das Immunsystem zu aktivieren. Binnen weniger Stunden entsteht eine akute transmurale
Entziindung, wobei CD4-T Lymphozyten vom T,1-Typ eine wichtige Rolle spielen. AuRerdem konnten

erhohte Konzentrationen von TNF-a und IL-12 beobachtet werden, was einem Morbus Crohn
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dnlichen Modell entspricht (137). Im Gegensatz dazu erhoht die Verabreichung von Oxazolon die
Spiegel von durch NK-T Zellen produzierten IL-13 (138). Die Oxazolon-Colitis stellt somit ein Modell
fur die Colitis ulcerosa dar.

Das DSS-Modell der Maus kommt dem klinischen Erscheinungsbild und den morphologischen
Veranderungen, die bei Colitis ulcerosa Patienten auftreten, ziemlich nahe und ist relativ einfach
durchzufiihren. Die akute DSS-Colitis manifestiert sich nach sechs bis neun Tagen Behandlung mit 3-
5% DSS im Trinkwasser und aullert sich histologisch durch eine massive Infiltration der Lamina
propria des Colons durch Monozyten und Granulozyten, mit einer Zerstérung der Darmkrypten und
lymphoider Hyperplasie (139, 140). Klinisch ist die DSS-Colitis durch Gewichtsverlust, Diarrh6é und
Blut im Stuhl gekennzeichnet.

Dextransulfat ist ein geruchloses, weilles bis weillgelbliches, wasserlosliches Natriumsalz, das durch
Veresterung von Dextran mit Chlorschwefelsdure erzeugt wird. DSS ist eine toxische Substanz, die in
erster Linie Epithelschaden verursacht. Es hemmt die Proliferationsrate, als auch die Vitalitat der
Epithelzellen. AulRerdem wird DSS Uber Phagozytose durch Monozyten und Granulozyten
aufgenommen und fiihrt zur Ausschittung von IFN-y und TNF-a. Die akute DSS-Colitis tritt auch bei
SCID-Mausen (Severe Combined Immunodeficiency) auf, so dass eine Rolle des erworbenen

Immunsystems im Akutstadium eher fraglich ist (141).
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2.5  Zielsetzung der Arbeit

Der AhR stellt eine interessante Verknlpfung zwischen externen Einflissen, wie chemischen
Schadstoffen aber auch Nahrungsbestandteilen und dem Immunsystem dar. In den letzten Jahren
lieferte eine Reihe von Studien wertvolle Erkenntnisse lber die Rolle dieses Transkriptionsfaktors im
Immunsystem unter anderem in der Entwicklung und Aufrechterhaltung der darmassoziierten
Lymphozyten. AuRerdem ist bekannt, dass die Aktivierung des AhR Symptome der Colitis abmildert.
Deswegen sollte der Regulation der AhR-Aktivitdt eine besondere Aufmerksamkeit gewidmet
werden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es demzufolge, ein besseres Verstandnis der Funktion des
AhRR im darmassoziierten Immunsystem zu erlangen. Durch die Untersuchungen der in unserer
Arbeitsgruppe generierten AhRR/EGFP-M3use sollte mehr Uber funktionelle Aspekte des AhRR in

Erfahrung gebracht werden.

Um einen besseren Einblick in die Mechanismen des AhR-Signalwegs und der Abhangigkeit der AhRR

¥*_Misuse analysiert. Weiterhin wurde die Frage

Expression vom AhR zu erhalten, wurden AhR”'AhRR
adressiert, ob die AhR-Liganden aus der Nahrung und bakterielle Bestandteile einen Einfluss auf die

AhRR-Expression ausiiben.

Da die Aufklarung der Rolle des AhRR im mukosalen Immunsystem im Mittelpunkt dieser Arbeit
stand, wurde das DSS-induzierte Colitis Modell verwendet. Dabei wurde zum einen untersucht, ob
die Aufrechterhaltung der Epithelbarriere in Abwesenheit des AhRR beeintrichtigt ist. Zum anderen
wurden verschiedene Zellpopulationen im darmassoziierten Immunsystem auf Verdnderungen in der
Anzahl und auf ihre AhRR-Expression analysiert. Da Anderungen der Darmbakterien die Auslésung
und Auspragung entziindlicher Darmerkrankungen determinieren kénnen, wurde zusatzlich die
Zusammensetzung der Bakterien im Dinndarm und im Colon der AhR”- und AhRR¥E-Méuse im

Vergleich mit Wildtyp-Kontrolltieren ermittelt.

Auf diese Weise kdnnen moglicherweise neue Prinzipien der Immunregulation im darmassoziierten
Immunsystem sowie ihre Beeinflussbarkeit durch Nahrungsbestandteile definiert werden. Bessere
Kenntnisse Uber AhR/AhRR Wechselwirkungen sind fir die zuklinftige Entwicklung neuer

therapeutischer Ansatze zur Behandlung von CED von erheblicher Bedeutung.
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3.1 Material

3.1.1 Gerate

Material und Methoden

Absorptions-Mikroplatten-Lesegerat EL800
Biofuge fresco

Brutschrank HERAcell 150
Durchflusszytometer FACS Calibur
Durchflusszytometer FACS Canto Il
Durchflusszytometer FACS LSR ||
Feinwaage Sartorius

Fluoreszenzmikroskop BZ-9000

Geldokumentationssystem DarkHood
DH-40/50

Grobwaage Kern
Homogenisator Precelly‘s®
Inkubationsschittler Innova® 44/44R

Kryostat CM3050 S
Kuahl- und Gefriergerate

Magnetrihrer VARIOMAG® POLY 15
Mehrkanalpipetten

Neubauer Zahlkammer
PCR-Maschine T1 Thermocycler
Pipetten

Pipettierhilfe Pipetboy
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Biotek, Bad Friedrichshall
Thermo Scientific, Bonn
Heraeus, Dusseldorf

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Sartorius, Gottingen

Keyence, Essen

Biostep, Jahnsdorf

Kern, Balingen-Frommern
Peqlab, Erlangen
Eppendorf, North America

Leica, Nussloch

Bosch, Stuttgart /
New Brunswick, USA

neolab, Heidelberg
Abimed, Langenfeld
Brand, Wertheim
Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg

Integra Biosciences, Fernwald
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Real-Time System

Sicherheitswerkbank Klasse |1
fir Zellkultur, BDK-SK

Spektrophotometer NanoDrop1000

Sterile bench HERAsafe

Tecan Infinite® 200 Mikroplatten-Photometer
Vortex Genie 2

Zentrifuge 5415R fiir ReaktionsgefalRe

Zentrifuge 5810R fir Mikrotestplatten
und 15/ 50 ml-Réhrchen

CFX96™, Biorad, Minchen

BDK Luft- und Reinraumt +
B25echnik, Sonnenbiihl

Peqlab, Erlangen
Thermo Scientific, Bonn
Tecan Group, Crailsheim
Scientific Industries, USA

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Einbettform fir Gewebe-Gefrierschnitte
Decklglaschen
Einweg-Spritzen

ELISA Platten,96-well, half area,
Bindekapazitat mittel

FACS-Rohrchen fir Durchflusszytometrie (Falcon)
Haemoccult®

ImmEdge Stift (Histologie)
Kanilen

Objekttrager Superfrost Plus

Reaktionsgefae 1,5/2 ml
ReaktionsgefiRe 15/50 ml

Zellsiebe 100 um/70 pum/40 um

Sakura Finetek, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Braun, Melsungen

Greiner Bio-One,
Frickenhausen

BD Biosciences, Heidelberg
CARE diagnostica, Voerde

Vector Laboratories, USA

Microlance BD Bioscience,
Heidelberg

Thermo Scientific, USA

Sarstedt, NUmbrecht

Greiner Bio-One,
Frickenhausen

BD Biosciences, Heidelberg

Sofern nicht anderes aufgefiihrt, wurden die Standard-Verbrauchsmaterialien von den Firmen
Sarstedt, Nimbrecht und Greiner Bio-One, Frickenhausen bezogen.
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3.13 Chemikalien und Reagenzien

Material und Methoden

Chemikalie Hersteller

B-Mercaptoethanol
3-Methylcholanthrene
ABsolute™ Sybr® Green
Aceton

Agarose

Bovines Serumalbumin
Curcumin

DMSO HYBRID-MAX®
DNA Leiter 100bp

dNTP (100 uM)

DSS (36.000 - 50.000 Da)
DTT (100 pM)

EDTA

EGTA
Einbettmedium fiir Gewebe-Gefrierschnitte

Ethanol

FCS

FICZ
FITC-Dextran
HEPES
Imject® Alum
Isopropanol

L-Glutamin
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Sigma Aldrich, Seelze
Merck, Darmstadt

Thermo Scientific, USA
Sigma-Aldrich, Munich
Peqlab, Erlangen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

New England Biolabs,
Frankfurt am Main

Solis BioDyne, Estland

MP Biomedicals, Eschwege
Promega, USA

Invitrogen, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Jung/ Leica Microsystems,
Wetzlar

Sigma-Aldrich, Munich
PAN Biotech, Aidenbach
Abcam, Cambridge, UK
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Thermo Scientific, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Biochrom, Berlin
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Chemikalie Hersteller |

Mausserum

Mowiol 4-88

MyTaqg HS Red Polymerase Mix
Oligo (dT),g Primer

Olivendl (hoch raffiniert)
Ovalbumin

PBS Pulver

Penicillin-Streptomycin
PFA

Proteinase K

Quercetin

Rattenserum

Reaction Buffer for RT (5x)

Reverse Transkriptase
RNAlater™

RNase Inhibitor
RPMI 1640
Saccharose
Saponin

Sybr®Safe DNA Gel stain

TAE-Puffer (TrisHCI-Acetat-EDTA), ultrapure

TMB Plus Substrat
Trypanblau-Losung

Tween 20

Vectashield Hard-Set Einbettmedium mit DAPI

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe
Bioline, Luckenwalde
Thermo Scientific, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biochrom, Berlin

Life Technologies, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Honeywell Riedel-de Haen,
Seel7e

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA
Qiagen, Hilden

Thermo Scientific, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt
Kem-En-Tec, Biotrend, Kéln
Sigma Aldrich, Seelze

Carl Roth, Karlsruhe

Vector Laboratories, USA

Sofern nicht speziell angegeben, wurden die Chemikalien von den Firmen Merck, Darmstadt,
Carl Roth, Karlsruhe oder Sigma-Aldrich, Taufkirchen verwendet.
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3.14 Puffer und L6sungen

Tab. 1: Selbst hergestellte Losungen und Puffer.

Losungsmittel | Zusitze |

Blockierungspuffer PBS 1% FCS
(Immunhistologie) 1% Mausserum

1% Rattenserum
FACS-Puffer PBS 0,5 % BSA
(Durchflusszytometrie) 0,2 mM EDTA
Lysepuffer A. dest. 10 mM Tris-HCI, pH 8,5
(Genotypisierung) 5 mM EDTA, pH 8,0

0,2 % SDS

200 mM NacCl

0,1 mg/ml Proteinase K
TE-Puffer A. dest. 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
(Genotypisierung) 1 mM EDTA
Waschpuffer PBS 0,05 % Tween® 20
(ELISA)
Permeabilisationspuffer 0,5 % Saponin

0,5 % BSA
LPL Isolierungspuffer | PBS 3mMEDTA
LPL Isolierungspuffer Il RPMI 1% FCS

19 mg EGTA

0,15 % 1M MgCl,
LPL Isolierungspufferlila RPMI 25 % FCS

100 U/ml Kollagenase VI
LPL Isolierungspuffer lllb RPMI 25 % FCS

0,5 mg/ml Kollagenase D

0,5 mg/ml DNase |
IEL Isolierungspuffer PBS 10 % FCS

15 mM Hepes

5mM EDTA
Mowiol/DABCO A. dest. 2.4 g Mowiol

6 g Glycerol

2.5% DABCO
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3.15

Tab. 2: Antikorper fiir Durchflusszytometrie.

Antikorper fiir Durchflusszytometrie

Material und Methoden

Antikorper . Ver-
Konjugat . Hersteller
gegen diinnung
PE; APC; PE/Cy7; i
CD3¢ 145-2C11 1:200 BiolLegend
APC/Cy7
FITC; PE; PerCP; APC; .
CcD4 RM4-5 1:200 BiolLegend
PE/Cy7; APC/Cy7
CD5 APC 53-7.3 1:100 eBioscience
CD8a PerCP 53-6.7 1:100 BD Biosciences
CD8b PE YTS156.7.7 1:200 BioLegend
CD11c APC; APC/Cy7 N418 1:200 BioLegend
CD11b PE/Cy7 M1/70 1:100 eBioscience
CD19 PerCP 6D5 1:100 BiolLegend
CD25 PE PC61 1:100 BD Biosciences
CD25 APC; PE/Cy7; APC/Cy7 |PC61 1:100 BioLegend
CD86 PE/Cy7 GL-1 1:100 BioLegend
F4/80 PE; APC BM8 1:200 eBioscience
NKp46 PE; PE/Cy7 29A1.4 1:100 eBioscience
MHCII PE; APC; PE/Cy7 M5/114.15.2 1:2000 BioLegend
MHCII PerCP M5/114.15.2 1:200 BioLegend
CCR6 PE 29-21L17 1:100 BioLegend
TCRvy/6 APC GL3 1:100 BiolLegend
B220 APC/CY7 RA3-6B2 1:100 BioLegend
FoxP3 PE FJK-16s 1:50 eBioscience
RORyt APC AFKJ-9 1:50 eBioscience
1gG2a PE eBR2a 1:50 eBioscience
1gG2a APC eBR2a 1:50 eBioscience
1IgM PE R6-60.2 1:100 BD Biosciences
Polyklonal
GFP Purified y. 1:500 Life Technologies
(Kaninchen 1gG)
. Polyklonal . :
Kaninchen-Ig [Alexa 488 . 1:500 Life Technologies
(Ziegen-lgQG)
TruStain .. .
Purified 93 1:100 BioLegend
(CD16/CD32)

BioLegend — USA, San Diego; BD Biosciences - Heidelberg; Bioscience - Frankfurt am Main;
Life Technologies — Darmstadt
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3.1.6 Primarantikoérper fiir Histologie

Tab. 3: Primadrantikorper fiir Histologie.

Antikorper
o Konjugat Verd.* Hersteller

gegen

B220 Purified RA3-6B2 1:100 |eBioscience

EpCAM Purified G8.8 1:200 |BD Bioscience

F4/80 APC BMS8 1:100 |eBioscience

F4/80 Biotin BMS8 1:100 |[BiolLegend
Polyklonal

GFP Purified y' 1:500 |[Life Technologies
(Kaninchen IgG)

IgA Purified C10-3 1:100 |BD Bioscience

1gG2b Biotin eB149/10H5 1:100 |eBioscience

MHCII APC M5/114.15.2 1:100 BioLegend

*Verdlnnung

3.1.7 Sekundarantikoérper fiir Histologie

Tab. 4: Sekundarantikorper fiir Histologie.

Spezifitat ‘| Konjugat ‘| Klon |Verd.* | Hersteller

Kaninchen-lg |Alexa 488 Polyklonal (Ziegen-IgG) 1:500 |[Life Technologies

Ratten-Ig Alexa 594 Polyklonal (Esel-IgG) 1:100 [Life Technologies

Biotin Alexa 594 (Streptavidin) 1:200 |[Life Technologies

*Verdlnnung

3.1.8 Medium

RPMI 1640 Medium 50 uM B-Mercaptoethanol
0,5% Penicilin-Streptomycin
1% L-Glutamin

10% FCS
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3.1.9 Zellkulturstimuli

Anti-CD40 pur (3/23) BD Pharmingen

F(ab')2 Anti-Mouse IgM,

eBioscience
u chain specific Functional Grade Purified

LPS E. coli 0111.B4 Sigma-Aldrich

3.1.10 Kits

Avidin/Biotin Blocking Kit Vector Laboratories, USA/Burlingame
ELISA DuoSet development kits: .
R&D Systems, Wiesbaden
TNF-a, IFN-y, IL-18, IL-22
Mouse IgA Ready-Set-Go! eBioscience
QlAamp® DNA Stool Mini Kit Qiagen

*alle verwendete ELISA-Kits sind gegen murine Proteine gerichtet

3.1.11  Primersequenzen fiir RT-PCR

Gen _____________________________|Primersequenz

B-Aktin Fwd: CTAAGGCCAACCGTGAAAAG
-Akti
Rev: ACCAGAGGCATACAGGGACA

ARRR (Exon3-4) Fwd: GGGTAAAGAGCTTCTTCCAAG
X -
Rev: ACGGGGAACCCTCTGTATG

EGEP Fwd: AAGGGCGAGGAGCTTCAC
Rev: TTGTGCCCCAGGATGTTGCC
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3.1.12 Enzyme

Enzym ____________________________ |Hersteller |

Proteinase K Roche, Mannheim
Kollagenase D Roche, Mannheim
Kollagenase VIl Sigma-Aldrich, Taufkirchen
DNase | Roche, Mannheim

3.1.13 Computerprogramme

Programme Hersteller |

Argus X1 Biostep, Jahnsdorf
AxioVision Rel 4.8 Carl Zeiss, Jena
BZ-1l1 Viewer/ Analyzer Keyence, Essen
FlowlJo 7.5 TreeStar, USA/Oregon
Gens Biotek Instruments,

Bad Friedrichshall
MS Office Paket 2010 Microsoft, USA/Redmond
Prism 6® GraphPad, USA/California
NanoDrop 1000V3.8.1 Peqlab, Erlangen
Citavi Citavi, Schweiz/Wadenswil

40



Material und Methoden

3.2 Methoden

3.21 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Fir die Experimente wurden Md&use im Alter von 6-16 Wochen verwendet, die unter spezifisch
pathogenfreien (SPF) Bedingungen im Tierhaus des IUF an der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf
und des LIMES Instituts an der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn gehalten wurden.
Hierbei handelte es sich um die in unserer Arbeitsgruppe generierten AhRR-Reporter und -Knockout
Miuse, die 9 Generationen auf den C57BL/6J-Hintergrund zurlickgekreuzt waren. Es wurden
heterozygote AhRR/EGFP (enhanced GFP)- Reportermause (AhRRE“), bei denen nur ein Allel durch
die EGFP Kassette ersetzt wurde, und homozygote AhRR-defiziente- (AhRRE/E) Mause verwendet. Als
WT Kontrollen wurden ausschlieBlich Wurfgeschwister benutzt. Alle Experimente wurden in
Wahrung der deutschen Tierschutzgesetze durchgefiihrt. Die Tiere wurden in Tecniplast GreenlLine
Kafigen (501 cm?) gehalten und hatten stets uneingeschrankten Zugang zu Trinkwasser und Futter
(im IUF - ssniff Spezialdidten GmbH, Soest und im LIMES Institut - LasVendi Rod16, Soest). Die
Luftfeuchtigkeit in den Raumlichkeiten betrug 55 + 15% bei einer Raumtemperatur von 21 + 2 °C.
Durch kiinstliche Beleuchtung wurde ein zwdlfstiindiger Tag-Nacht-Rhythmus erzeugt.

In den Experimenten, in denen der Einfluss von AhR-Liganden auf die AhRR-Expression untersucht
wurde, wurden Mdause mit einer AhR-Liganden-reduzierten (ALR) Diat gefiittert. Dafir wurde das
Experimentalfutter EF R/M AIN 93G, das mit 25 kGy sterilisiert wurde, von der Firma Ssniff
verwendet.

Fir Versuche, in denen durch Applikation von DSS Colitis induziert wurde, wurden weibliche Tiere
mit entsprechenden Genotypen im Alter von 8-12 Wochen und einem Koérpergewicht von 20 £ 2 g
zusammengesetzt.

Fir die Sequenzierungsanalyse der bakteriellen DNA im Darm wurden die weiblichen Tiere im Alter
von 4-5 Wochen fiir weitere 4 Wochen einzeln in die Kafige gesetzt. Durch die Isolierung der Mause
konnte die sogenannte Koprophagie, der Verzehr von Kot und somit von Darmbakterien anderer

Mause, vermieden werden.

3.2.2 Verabreichung der AhR-Liganden

Um den Einfluss von AhR-Liganden auf die Expression des AhRR untersuchen zu kénnen, wurden
AhRR™*-, AhRR¥*- und AhRR¥E-Mause mit 3-MC (10 mg pro kg Korpergewicht), Curcumin und

Quercetin (jeweils 250 mg pro kg Korpergewicht) peroral mit Hilfe einer Schlucksonde gefiittert. Die
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analysierten Substanzen wurden in 50 pl DMSO gel6st, mit 200 pl Olivendl gemischt und unmittelbar
nach der Herstellung den Tieren verabreicht. Nach 16 Stunden wurde der Diinndarm, die PP und mLK
flir weitere Analysen entnommen. Die aus LP, mLK und PP isolierten Zellen konnten anschliefend mit

Antikdrpern markiert und unter Anwendung der Durchflusszytometrie naher charakterisiert werden.

3.2.3 DSS-induzierte Colitis

3.2.3.1 Versuchsablauf

Zur Induktion der Colitis wurde DSS in einer Konzentration von 3,5% oder 5% verwendet und den
Versuchstieren fiir 4 bis 7 Tage oral Uber das Trinkwasser verabreicht. Das Wasser wurde in
schwarzen Flasche, die kein UV-Licht durchlassen, gefiillt. Nach 4 Tagen wurden das DSS-Wasser
erneuert. Anschliefend folgte bei einigen Experimenten eine DSS-freie Beobachtungsperiode von 2

Tagen.

3.2.3.2 Klinischer ,,Score”

Wahrend des Versuchs wurden die Tiere alle zwei Tage klinisch untersucht. Das Kdrpergewicht der
Tiere wurde bestimmt und mit ihrem initialen Gewicht des ersten Versuchstages in Korrelation
gesetzt. Die Daten wurden als prozentualer Anteil des Ausgangsgewichts ausgedriickt. Zusatzlich
wurde an den gleichen Tagen eine Stuhluntersuchung beziglich Konsistenz und okkultem Blut
durchgefiihrt. Bei der Analyse der Stuhlbeschaffenheit wurde zwischen geformtem, breiigem und
flissigem Stuhl differenziert. Mit den frischgewonnenen Stuhlproben wurde anschlieBend ein
Guajak-Test zur Untersuchung des okkulten Blutes (hemoCARE) durchgefiihrt. Dazu wurde eine
kleine Menge des Stuhls auf ein mit Guajakharz impréagniertes Filterpapier gestrichen und einen Tag
spater mit 1-2 Tropfen einer Wasserstoffperoxid-Lésung fiir 30 Sekunden bis 2 Minuten beschichtet.
Bei der Anwesenheit von Blut kam es aufgrund der Pseudoperoxidaseaktivitdit des Hdm-Restes im
Hamoglobin zur Blaufarbung des Teststreifens. Mit Hilfe der Peroxidase oxidiert das
Wasserstoffperoxid Guajakonsdure im Guajakharz zu Guajakblau. Aus der Gesamtheit der erhobenen
Daten der Korpergewichtmessung, Stuhlbeschaffenheit und dem okkulten Blut entstand der Disease
Activity Index (DAI), der auf Ausfiihrungen von Cooper et al. (1993) zurickzufiihren ist. Die genaue

Zusammensetzung des DAl ist in Tab. 5 geschildert.
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Tab. 5: Disease Activity Index (DAI).

Punktzahl 0 1 2 3 4
Gewichtverlust 0% <5% 5-10% 10-20% >20%
Stuhlbeschaffenheit geformt breiig flissig

Blut im Stuhl negativer Guajak-Test positiver Guajak-Test sichtbare Blutung

Die einzelnen Punktzahlen der verschiedenen DAl wurden addiert und die Gesamtsumme durch 3

dividiert, so dass eine maximale Punktzahl von 4 moglich war.

3.23.3 Untersuchungen zur Permeabilitdt der Darmbarriere

Die Permeabilitat der mukosalen Barriere des Colons wurde nach 4 Tagen der DSS-Behandlung
untersucht. Um die Aufnahme von FITC-Dextran zu verbessern, wurde den Versuchsmausen zuerst
das Futter flr vier Stunden entzogen. Zusatzlich wurden die Tiere in neue Kafige umgesetzt, so dass
keine Futterreste mehr vorhanden waren. Hiernach wurde den Maé&usen 60 mg pro 100 g
Korpergewicht in PBS gelostes FITC-Dextran mit Hilfe einer Schlucksonde per oral verabreicht. Um
eine groRe Menge Blut nach weiteren vier Stunden fir folgende Analysen zu entnehmen, wurden die
behandelten Tiere mittels CO, getdtet. Zur Gewinnung des Blutes wurde der Brustkorb unmittelbar
nach der Totung mit einer Schere geodffnet und die Aorta durchtrennt. Das in den Brustraum
flieBende Blut (0,4 - 0,6 ml) wurde mit einer Spritze aufgezogen und in ein Reaktionsgefdll ohne
Koagulanzien liberflhrt. Die Trennung des Serums von den koagulierten zelluldren Blutbestandteilen
erfolgte durch Inkubation des Blutes flir mindestens 30 min bei RT und anschlieRender Zentrifugation
fir 15 min bei 13.000 rpm. Um die durch die Darmbarriere ins Blut penetrierten FITC-Dextran-
Molekiile zu messen, wurden je 30 pl Serum in eine 96-well-Platte pipettiert. Die FITC Fluoreszenz
konnte am Tecan Plattenphotometer bei einer Exzitationswellenldange von 492 nm und einer

Emissionswellenldange von 525 nm gemessen werden.
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3.24 Gewinnung und Aufbereitung des Gewebematerials

3.24.1 Praparation von Diinndarm und Colon

Den Mausen wurde nach Offnung des Abdomens durch einen V-Schnitt der gesamte Diinndarm und
das Colon entnommen und grindlich mit kaltem PBS mit Hilfe einer 10 ml Spritze und einer
Schlucksonde gespult. Danach wurden die Organe auf Papiertlichern aufgespannt und das
Fettgewebe vorsichtig mit einer Pinzette entfernt. Die PP (etwa 5-9 pro Diinndarm) wurden mit einer
Schere ausgeschnitten, um eine Kontamination der Lamina propria Zellen mit den dort vorhandenen
zahlreichen Lymphozyten zu vermeiden. Sowohl der Dinndarm als auch das Colon wurden zuerst
longitudinal aufgeschnitten und anschliefend in 1 cm grolRe Stiicke geschnitten. Die gewonnenen
Darmstiicke konnten somit fiir die Isolierung von Zellen aus der Lamina propria oder zur Isolierung

von intraepithelialen Lymphozyten herangezogen werden.

3.24.2 Isolierung von Zellen aus der Lamina propria

Die 1 cm groRen, zuvor praparierten Darmstlicke wurden unmittelbar nach der Bearbeitung in 60 ml
Losung | - PBS mit 3 mM EDTA - in ein 80 ml Becherglas tberfiihrt (siehe 3.1.4). EDTA wurde zugefigt
um Ca** lonen, die fir die Zell-Zelladhasion wichtig sind, abzufangen und damit verbleibende
Epithelzellen von der Basalmembran zu lésen. Alle benutzten Losungen wurden auf 37 °C
vorgewarmt. Die Darmstiicke wurden zweimal fiir 10 min in einem Inkubationsschiittler bei 37 °C auf
einem Magnetrihrer mit einer Geschwindigkeit von 220 rpm gerihrt. Danach folgten zwei weitere
Inkubationen fir je 15 min in 15 ml Lésung Il mit 15 ml RPMI/FCS/EGTA/MgCl, (siehe 3.1.4) Am Ende
jeder Inkubation wurden die Lésungen vorsichtig abgegossen und verworfen. Nach dem letzten
Ruhren wurde das Medium mit den Darmstiicken nicht dekantiert sondern durch ein 100 nm Zellsieb
filtriert. SchlieRlich wurden die Gewebestlicke in ein 50 ml Reaktionsgefall mit 10 ml Losung Il - 1%
FCS, 19 mg EGTA, 0,15% 1m MgCl, in RPMI Medium - platziert und 30 s kréftig auf einem Vortexer
geschiittelt. Nach anschlieBender Filtration wurden die Darmstiicke mit PBS gespilt, um die
Inaktivierung der Kollagenase durch Chelatbildner wie EDTA oder EGTA zu verhindern. Die
Darmstiicke wurden im Anschluss auf einer Wageschale ca. 1 min lang mit einer Schere mechanisch
zerkleinert, so dass sie nach Uberfiihren in das Becherglas fiir den eigentlichen Verdau vorbereitet
waren. Zum Verdau wurde meistens Losung llla mit Kollagenase VIII benutzt. Da es jedoch eine
wochenlange Lieferungsverzogerung bei der Kollagenase VIII von Sigma gab, wurde in manchen

Experimenten Kollagenase D und DNase | von Roche genutzt. Die beiden Kollagenasen wurden
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hauptsachlich dazu verwandt, die extrazellulare Matrix zu zersetzen. Die DNase | hingegen wurde
genutzt, um freigesetzte DNA zu spalten. Nach 90 min Kollagenaseverdau wurden die isolierten
Zellen durch ein 70 um Zellsieb filtriert und anschlieBend 10 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Danach

wurde die Vitalitdt und Anzahl der isolierten Zellen mit Trypanblau-Farbung am Mikroskop bestimmt.

3.243 Isolierung von intraepithelialen Lymphozyten

Um die Epithelzellen von der Basalmembran zu I6sen, wurden die 1 cm groRen, zuvor praparierten
Darmstiicke in 25 ml 5mM EDTA/FCS/HEPES (siehe 3.1.4) Loésung in ein 50 ml ReaktionsgefaR
Uberfuhrt. Das Reaktionsgefall wurde dann senkrecht in einem Inkubationsschittler fixiert und bei 37
°C mit 70 rpm fiir 45 min geschittelt. AnschlieBend wurde die Lésung mit den Darmstiicken durch ein

Zellsieb mit 70 um PorengroRe filtriert und der DurchfluB® fiir weitere Analysen verwendet.

3.24.4 Isolierung von Zellen aus mesenterialen Lymphknoten und Peyerschen

Plaques

Die mLK, die sich hauptsachlich am ileocoecalen Ubergang befinden und nebeneinander liegen,
wurden im Gewebsverbund entnommen und zundchst mechanisch aus dem umgebenden
Fettgewebe frei prapariert. Die PP sind makroskopisch als helle, kérnige Strukturen an der Wand des
Dinndarms einfach zu erkennen. Sie wurden mit einer Schere moglichst flach aus dem Darm
herausgeschnitten und in PBS bis zur Aufarbeitung aufbewahrt. Im Folgenden wurden die mLK und
PP in eine 48-well-Platte mit kaltem PBS lberflhrt und mit der Riickseite des Stempels einer 1 ml
Spritze zerdriickt und durch ein 100 um Zellsieb gepresst. Im Anschluss wurden die Zellen bei 1200
rpm 8 min abzentrifugiert und in einem definierten Volumen FACS-Puffer mittels Trypanblau-Farbung

gezahlt.

3.24.5 Gewinnung von B-Zellen aus der Peritoneallavage

Zur Gewinnung der peritonealen B-Zellen wurde zunéachst nur die Bauchdecke entlang der Linea alba
vorsichtig geéffnet. Mit Hilfe einer 10 ml Spritze und 0,90 mm Kanile wurde 10 ml kaltes steriles PBS
in die Bauchhohle injiziert und anschlieBend langsam ohne Verletzung des Darms wieder abgezogen.
Nach 8 min Zentrifugieren bei 1200 rpm wurde der Uberstand verworfen, die Zellen gezihlt und in
RPMI-Kulturmedium aufgenommen. Im Durchschnitt wurden etwa 1-2 x 10° Zellen pro Maus

gewonnen.
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3.24.6 Gewinnung von Stuhlproben fiir Antikdrperbestimmung

Pro Maus wurden 2-5 Kotproben in einem 2 ml ReaktionsgefdR eingesammelt und wegen des
unterschiedlichen Wassergehalts fir 7 Tage bei 4 °C mit offenem Deckel, abgedeckt mit einem
Papiertuch getrocknet. Je 100 mg Stuhl wurde 1 ml 0,01% NaNs in PBS zugegeben und 4 Stunden bei
30 °C und 1400 min* im Schittler gel6st. AnschlieBend folgte ein Zentrifugationsschritt fiir 5 min bei

5000 rpm. Der Uberstand wurde bis zur Durchfiithrung des IgA ELISA bei -80 °C gelagert.

3.25 Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau-Vital-Farbung

Die Trypanblau-Farbung beruht auf der Tatsache, dass lebendige Zellen Uber eine intakte
Zellmembran verfiigen, die fir Trypanblau undurchlassig ist. Ist die Zellmembran jedoch geschadigt,
dringt der Farbstoff in das Zytoplasma ein und markiert somit die toten Zellen blau. Lebende Zellen
schlieBen dagegen den sauren Farbstoff aus und erscheinen unter dem Mikroskop weiR vor einem
blauen Hintergrund.

Um die Vitalitdt und Zellzahl zu ermitteln, wurden die Zellen abzentrifugiert, in einem bestimmten
Volumen FACS-Puffer bzw. Medium aufgenommen und in einer 96-well-Platte 1:10 mit Trypanblau
verdlinnt. Da Trypanblau nach langerer Zeit zytotoxisch fir die Zellen ist, wurden 10 pl dieser Losung
sofort in eine Neubauer-Zahlkammer mit markierten Quadraten eingebracht. Es wurden mindestens
2 GroRRquadrate unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt und die Anzahl der Zellen pro ml mit folgender
Formel ausgerechnet:

Zellzahl pro ml = (Gesamtzellzahl/Anzahl gezihlter Quadrate) x Verdiinnungsfaktor x 10*
(Kammerfaktor)

Gesamtzellzahl = Zellzahl pro ml x Ausgangsvolumen der Zellsuspension.

3.2.6 Durchflusszytometrie

In Rahmen dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie, auch FACS (fluorescence activated cell
sorting) genannt, dazu verwendet, die Expression von Oberflichenmolekiilen und intrazellularen
Antigenen der isolierten Zellen zu erfassen. Diese Charakterisierung von Einzelzellen in Suspension
basiert auf der Grundlage von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften und erfolgt, indem die Zellen
einzeln in einem Flissigkeitsstrom durch eine feine Kapillare an einem Laser vorbeigefiihrt werden.
Die Quantitat des gestreuten Lichts ist dabei vom Volumen und der Granularitat der Zelle abhangig.
Die Vorwarts-Lichtstreuung (Forward Scatter) ist ein MaR fir die Beugung des Lichts im flachen
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Winkel und korreliert mit der ZellgroRe. Die seitliche Lichtstreuung (Side Scatter) ist ein Mal fir die
Brechung des Lichts im 90°-Winkel, die der Granularitat bzw. dem Plasma/Kern Verhaltnis der Zelle
entspricht. Diese zwei physikalischen Phdnomene ermdéglichen es, Lymphozyten (geringes Volumen,
hoher Kernanteil) von Granulozyten (Granularitat, groBes Volumen, hohe Plasma/Kern Relation) und
Monozyten (dazwischenliegende Eigenschaften) abzugrenzen.

Weitere Informationen liber zelluldre Parameter kénnen aus zuvor durchgefiihrten Farbungen mit
Antikdrpern gewonnen werden. Fir Immunzellen sind mittlerweile mehrere hundert Marker
bekannt, die unterschiedliche Subpopulationen charakterisieren. Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte
monoklonale und polyklonale Antikérper, die kommerziell erhéltlich sind, erkennen und markieren
diese spezifischen Strukturen auf den Zellen. Die Fluorochrome werden bei der Passage der Zellen
durch das Laserlicht angeregt, wodurch das Fluoreszenzlicht emittiert wird. Die Fluoreszenz-
Eigenschaften der Zellsuspension werden mit Hilfe spezieller Detektoren gemessen und bei der

Auswertung der Daten mittels FlowJo 7.5 als dot plot oder Histogramm dargestellt.

3.26.1 Extrazelluldre Farbung

Fur durchflusszytometrische Farbungen wurde die Einzelzellsuspension mit ca. 0,5-1 x 10° ex vivo
isolierten Zellen in FACS-Rorchen Uberfihrt und fiir 5 min bei 1200 rpm abzentrifugiert. Fir die
Verdiinnung der Antikérper sowie bei allen durchgefiihrten Waschschritten wurde FACS-Puffer
verwendet. Um die Interaktionen der Fc-Region der zur Farbung verwendeten monoklonalen
Antikdrper mit Fc-Rezeptoren auf analysierten Zellen zu vermeiden, wurde das Zellpellet zunachst 10
min bei 4 °C im Dunkeln mit 50 pl a-CD16/CD32 (Fc-Block) (2 pg/ml) inkubiert. AnschlieRend wurden
50 ul der zuvor vorbereiteten Antikorpermischung, die entsprechend der jeweiligen Zielzellen
ausgewahlt wurden, ohne Waschen zu den Proben gegeben und weiterhin fir 20 min bei 4 °C
inkubiert. Danach folgte zur Entfernung ungebundener Antikérper ein Waschschritt mit 2 ml FACS-
Puffer und Zentrifugation fir 8 min bei 1200 rpm. Die pelletierten Zellen wurden in 100 ul FACS-
Puffer aufgenommen und bis zur FACS-Analyse auf Eis gelagert.

Bei Anwendung biotinylierter Antikorper folgte noch ein zwanzigminutiger Inkubationsschritt bei 4 °C
mit PerCP- oder APC-markiertem Streptavidin, das aus dem Bakterium Streptomyces avidinii
gewonnen ist und sehr spezifisch an Biotin bindet. Im Anschluss wurden die Zellen erneut
gewaschen, in FACS-Puffer aufgenommen und wie oben beschrieben im Durchflusszytometer
analysiert.

Falls die Messung erst am nachsten Tag stattfand, wurden die Zellen in 100 pl 2% PFA in PBS

(verursacht Quervernetzung von Proteinen) aufgenommen, um die Zellen zu fixieren.
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3.2.6.2 Intrazelluldre Farbung

Damit die extrazelluldre Farbung und die Fluoreszenz in den weiteren Arbeitsschritten erhalten
blieben, wurden die auf der Zelloberflaiche gebundenen Antikdrper mit 2% PFA bei Raumtemperatur
im Dunkeln fir 20 min fixiert und anschlieRend bei 1200 rpm fiir 5 min abzentrifugiert. Um ein
Eindringen von FoxP3- und RORyt-spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikérpern ins Zytoplasma
der Zelle zu gewahrleisten, wurde die Zellmembran zunachst mit 150 ul 0,5% Saponin/0,5% BSA in
PBS fiir 10 min permeabilisiert. Saponin sollte bei allen Farbe- und Waschschritten der intrazellularen
Farbung anwesend sein, da die Permeabilisierung der Zellwand in Abwesenheit dieses Detergenz
reversibel ist. Nach erneutem Waschen mit Saponinlosung konnten die Antikdrper gegen die
Transkriptionsfaktoren wie FoxP3 oder RORyt zu den permeabilisierten Zellen gegeben werden. Da in
den meisten Fallen EGFP-positive Zellen analysiert wurden, dieses jedoch bei der Permeabilisierung
mit Saponin auslauft, wurde zu den intrazelluldaren Antikorpern zusatzlich ein polyklonaler Kaninchen
o-Maus GFP Purified Antikorper (1:1000) hinzugefiigt. Die Zellen wurden Uber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit 2 ml Saponinlésung gewaschen und fir 45
min mit einem polyklonalen Ziege a-Kaninchen Alexa488 gekoppeltem Antikorper (1:500) inkubiert.
Danach folgten weitere Waschschritte zum einen mit Saponinlésung und danach mit 0,5% BSA in PBS
ohne Saponin. AnschlieRend wurden die Zellen in 100 pl 0,5% BSA in PBS Puffer resuspendiert und
durchfluBzytometrisch analysiert.

Um antigenunspezifische Bindungen von den spezifischen zu unterscheiden, wurden zusatzlich
Farbungen mit Antikérpern des gleichen Isotyps aber irrelevanter Spezifitit durchgefiihrt. Die
entsprechenden Isotypkontrollen wurden an Stelle von anti-FoxP3 bzw. anti-RORyt Antikdrpern in

gleicher Konzentration in der Farbung eingesetzt.

3.2.7 Kultivierung von Zellen

3.2.7.1 Kultur von Zellen aus mesenterialen Lymphknoten

Die Zellen aus den mLK wurden, wie bereits im Abschnitt 3.3.5.4 beschrieben, isoliert und in RPMI-
Kulturmedium resuspendiert. Da ex vivo isolierte T-Lymphozyten spontan keine Zytokine
exprimieren, mussten die Zellen zuvor stimuliert werden. Hierfir wurden 2x10° Zellen pro ml in
Kulturmedium aufgenommen und in einem Endvolumen von 250 ul in einer 96-well-Platte mit

flachem Boden mit 1 pg/ml LPS bzw. jeweils 1 ug/ml a-CD3 und a-CD28 Antikorpern stimuliert.
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Die Kultivierung und Stimulierung lebender Zellen erfolgte 48 Stunden im Brutschrank bei 37 °C, 5%
CO, und einer Luftfeuchtigkeit von 90%. Nach der Inkubation wurden die Zellen in der 96-well-Platte
5 min bei 1200 rpm abzentrifugiert, die Uberstinde mit den freigesetzten Zytokinen vorsichtig

abgenommen und bei -20 °C bis zur Durchfiihrung des ELISA aufbewahrt.

3.2.7.2 Kultur von Zellen aus der Peritoneallavage

5 x 10° der aus dem Peritoneum gewonnenen Zellen wurden in 0,5 ml RMPI-Kulturmedium in einer
24-well-Platte ausgesat. Die Zellen wurden mit nur 10 ug/ml anti-lgM Antikérper oder mit 10 ug/ml
anti-IgM und 1 pg/ml anti-CD40 Antikorpern fir 48 Stunden im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO, und
einer Luftfeuchtigkeit von 90% stimuliert. Die unstimulierte Kontrolle und die aktivierten B-Zellen

wurden nach der Kultur mit FACS Antikorpern gefarbt und mit Hilfe von FACS analysiert.

3.2.8 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

Bei einem ELISA handelt es sich um die Durchfihrung einer Immunreaktion an einer Festphase,
wobei ein Antigen nicht nur nachgewiesen sondern auch quantifiziert werden kann. In dieser Arbeit
wurde zur spezifischen Quantifizierung der wahrend der Zellstimulation freigesetzten Zytokine ein so
genannter Sandwich-ELISA verwendet. Dabei wurde die half area ELISA-Mikrotiterplatte mit einem in
PBS gelostem ,,Fang-Antikorper” (capture antibody) beschichtet. Bei diesem Schritt adsorbieren die
Proteine durch unspezifische hydrophobe Wechselwirkungen bei 4 °C dber Nacht an die
Polystyroloberflaiche der Mikrotiterplatte. AnschlieRend wurde die Platte 3x mit ELISA-Waschpuffer
gewaschen. Bei dem zunéachst folgenden 60 miniitigem Inkubationsschritt mit 1% BSA in PBS wurden
die unspezifischen Bindungsstellen blockiert. Nach 3x Waschen wurden unverdiinnte
Zellkulturiiberstande sowie eine siebenstufige Standardreihe bekannter Konzentration in 1% BSA in
PBS geldst und mit einer Negativkontrolle in Doppelbestimmung aufgetragen. Die Inkubation dauerte
entweder 2 h bei RT oder wurde Uber Nacht bei 4 °C durchgefiihrt. An der Platte fixierte
Primarantikdrper konnten somit ihre spezifischen Antigene binden. Danach wurden ungebundene
Antigene durch sechsmaliges Waschen entfernt. Der in der Folge zugegebene biotinylierte
Sekundarantikoérper, auch Detektionsantikdrper genannt, konnte das durch den Primarantikérper
immobilisierte Protein erkennen und binden. Nach erneutem Auswaschen Gberschissiger Antikorper
wurde eine Streptavidin gekoppelte Meerrettich Peroxidase zugefihrt und 20-30 min bei RT im
Dunkeln inkubiert. In dem eigentlichen Detektionsschritt setzt die Peroxidase das nach dem Waschen
zugegebene Farbsubstrat 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB) im Dunkeln in den blauen Farbstoff
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Cyanin um. Nachdem die Auftrennung der Standardreihe gut sichtbar war, wurde durch eine
drastische pH-Wert Senkung durch Hinzufliigen von 2-molarer Schwefelsdure die Reaktion
abgestoppt. Dies filihrte zum Farbumschlag nach gelb. Aus der photometrisch ermittelten Extinktion
(Testfilter 450 nm, Referenzfilter 570 nm) konnte anhand der Standardkurve, nach Normalisierung
gegen die mitgefiihrte Negativkontrolle, die Konzentration der zu bestimmenden Zytokine mittels

des Gen5 Programms kalkuliert werden.

3.2.8.1 IgA ELISA

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir die Ermittlung der IgA-Spiegel im Blut und Stuhl von Mausen der
Mouse IgA Ready-SET-Go!® Kit von eBioscience verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte mit den
Reagenzien und exakt nach dem Protokoll des IgA ELISA Kits, wobei die aufgetragenen Serumproben

1:1000 und die Stuhlproben 1:2 verdiinnt worden sind.

3.29 Sequenzierungsanalysen von intestinalen Mikrobiota

3.29.1 Isolierung der DNA aus dem Darminhalt

Fir die Sequenzierungsanalyse wurde die DNA aus Bakterien des Diinndarms und Colons mit dem
QIAamp® DNA Stool Kit isoliert. Zuerst wurde der Inhalt vom Dinndarm/Colon mit Hilfe einer
Pinzette sorgfaltig ausgedriickt und zusatzlich mit einem Skalpell in einem Wageschalchen nach der
Zugabe von 0,7 ml ASL Puffer gut zerkleinert. Weitere 0,7 ml ASL wurden beim Ausspilen des
Wageschalchens zugegeben. Nach dem Vortexen wurde die so homogenisierte Probe fiir 5 min auf
95 °C erhitzt. AnschlieRend wurden die Homogenate erneut gevortext und 1 min abzentrifugiert. Alle
Zentrifugationsschritte erfolgten bei RT und 14,000 rpm. 1,2 ml des Uberstands wurden in ein neues
2 ml Reaktionsgefall pipettiert und nach Zugabe von einer InhibitEX Tablette (adsorbiert
Komponenten, die zu DNA Degradierung fihren kénnen) 1 min inkubiert und zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR pipettiert und wiederholt zentrifugiert. In ein neues
1,5 ml ReaktionsgefiaR wurden 15 pl Proteinase K, 200 pl Uberstand und zum Schluss 200 pl AL Puffer
gegeben. Nach kurzem Vortexen kommt ein 10 mindtiger Inkubationsschritt bei 70 °C, bei dem die
Proteine verdaut werden. Zum Lysat wurden 200 pl Ethanol (99,8%) zugegeben und die ganze
Mischung wurde vorsichtig auf eine QlAamp Kolumne mit einem Sammelrohrchen pipettiert. Das

Waschen ist in zwei Schritten erfolgt. Bei dem Ersten wurde fiir eine Minute mit 500 pl AW1 Puffer
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und bei dem Zweiten mit der gleichen Menge von AW2 Puffer 3 min lang zentrifugiert. Die QlAamp
Saule wurde in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR gesteckt und mit 50 ul AE Puffer befiillt. Die DNA wurde

nach 5 min Inkubation bei RT und anschliefender Zentrifugation eluiert.

3.2.9.2 Sequenzierungsanalyse

Next Generation Sequencing (NGS) ist ein modernes Hochdurchsatzverfahren zur DNA-
Sequenzierung, das eine exakte Quantifizierung in der Gesamtprobe erlaubt und die DNA schneller,
umfangreicher und glinstiger sequenzieren lasst als die Methode von Sanger. Bei der Sequenzierung
mit Hilfe der lon Torrent Personal Genome Machine (PGM) wird die zu sequenzierende DNA in
Mikroreaktionskammern mit Polymerase auf einem Halbleiterchip immobilisiert und verschieden
Nuleotide werden kontrolliert zu der Reaktion zugegeben. Nach dem Einbau eines komplementdren
Nukleotids in den neusynthetisierten DNA-Strang werden jeweils ein Pyrophosphat und ein positiv
geladenes Wasserstoffion freigesetzt. Das freie Wasserstoffion fiihrt zu einer Anderung des pH-
Wertes, wobei das detektierte pH-Signal proportional zur Menge der eingebauten Nukleotide ist.

Die Sequenzierung der 16 rDNA Gene wurde von Tetsushi Mori aus der Arbeitsgruppe von H.
Takeyama an der WASEDA Universitdt in Tokyo durchgefiihrt. Zur Untersuchung der intestinalen
Mikrobiota wurden 16S rDNA Gene aus zuvor isolierter metagenomischer DNA mit Hilfe von PCR und
den universalen Eubacteria 16S rDNA Primern: 27F (5’-AKWGTTTGATCMTGGCTCAG) und 338R (5-
CTGCWGCCWYCCGTAGRWGT) amplifiziert. Die Primer waren mit zufillig ausgewahlten lon Xpress™
kodierten Adaptersequenzen konjugiert. Die PCR Reaktion wurde basierend auf dem Protokoll fir
PrimeSTAR Max DNA Polymerase (TakaraBio, Shiga, Japan) mit 25 Zyklen und der
Anlagerungstemperatur von 47°C  durchgefihrt. Die anschlieBende Vorbereitung der Proben
komplementaren (Life Technologies Inc., Tokyo, Japan). Die Qualitdt und Konzentration der Proben
wurde mittels 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Tokyo, Japan) ermittelt.

Bei der Analyse der Sequenzierungsergebnisse wurden die gewonnenen Daten zuerst nach dem
Protokoll von Kim et al. (143) verarbeitet. Dabei wurden die Sequenzen schlechter Qualitat
(Durchschnittsqualitat <25) eliminiert. Die Taxonomie der erhaltenen Ergebnisse wurde mit Hilfe des
RDP Klassifikators angeordnet (144). Alle Sequenzen wurden bis 300 bp verkirzt und in operational
taxonomic units (OTUs) mit 97% ldentitat mittels UPARSE gruppiert (145). Um die Unterschiede der
Mikrobiota des Darms zwischen verschiedenen Mdausen zu erfassen wurde eine weighted unifrac
Analyse basierend auf OTU Informationen mit Hilfe von FastUnifrac verwendet (146). Die
bioinformatische Analyse der Sequenzierungsexperimente erfolgte durch Toru Maruyama, WASEDA

Universitat, Tokyo.
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3.2.10 RT-PCR

3.2.10.1 RNA-Isolierung

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus Leber, Lunge, Haut, Dlinndarm, mLK und PP wurde das RNeasy®
Mini Kit der Firma Qiagen verwendet und gemall dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Direkt
nach der Entnahme wurden die Gewebestiicke in ein Kryoréhrchen {berfiihrt und in flissigem
Stickstoff rasch eingefroren und bei -80 °C aufbewahrt. Alternativ wurden die Gewebeproben mittels
RNALater® (Qiagen) konserviert. Dieses Stabilisierungsreagenz durchdringt das Gewebe per Diffusion
und inaktiviert die zellularen RNasen, so dass die Proben dauerhaft bei -20 °C gelagert werden
koénnen. Im ersten Schritt der RNA-Isolierung wurden 30-50 mg Gewebe in einem Gemisch aus 600 pl
RLT-Puffer und 6 pl B-Mercaptoethanol in einem Kryoréhrchen mit Glasperlen mittels des
Homogenisator Precelly‘s® 2x fiir 15 s bei 6.400 rpm homogenisiert. Um das lysierte Gewebe von
Zellresten und -fragmenten zu befreien, folgte eine 3 miniitige Zentrifugation bei maximaler Drehzahl
(14.000 rpm). Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR iiberfiihrt und im 1:1 Verhiltnis mit
99,8% EtOH gemischt. Das EtOH-Lysat wurde 2x hintereinander auf eine RNeasy Mini Column®
aufgetragen und jeweils 15 s bei 13.000 rpm zentrifugiert. Das Durchflussvolumen wurde nach jeder
Zentrifugation verworfen. Die im Lysat enthaltene RNA war nun an die Membran im Inneren der
Saule gebunden. AnschlieBend wurden 350 ul RW1 Puffer auf die Saule pipettiert, um nach erneuter
Zentrifugation die Kontaminationen, vor allem DNA und Proteine effektiv auszuwaschen.

Um eventuellen Verunreinigungen der RNA-Probe durch unspezifische genomische DNA
entgegenzuwirken, wurde optional ein DNA-Verdau angesetzt. Hierbei wurde zuerst die in
Pulverform vorhandene DNase | in 550 pl RNase-freiem Wasser vorsichtig aufgelost. 80 pl DNase
Losung (10 ul der DNase | Stock Solution und 70 pl RDD Puffer aus dem RNeasy Mini Kit) wurden
direkt auf die Silica-Gel-Membran der Sdule aufgetragen und fiir 15 min bei Raumtemperatur
einwirken gelassen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Saule erneut mit 350 pl RW1
Waschpuffer fir 15 Sekunden bei 12 000 rpm zentrifugiert, das Durchflussvolumen entsorgt und das
SammelgefaR erneuert. AnschlieRend wurde die Saule 2x (15 s und 2 min) mit 500 pl RPE-Puffer
gewaschen.

Die an die Membran gebundene, aufgereinigte RNA konnte schlieBlich mit 50 pl RNase-freiem
Wasser durch 1 min Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit in ein 1,5 ml Reaktionsgefaly

eluiert werden. Die Gesamt-RNA wurde bis zur cDNA-Synthese bei -80 °C aufbewahrt.
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3.2.10.2 Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA

Die gewonnene Menge an Gesamt-RNA konnte mittels Messung der Absorption bei 260 nm am
NanoDrop Spektrophotometer erfasst werden. Da eine OD bei 260 nm von 1 dabei 40 pg/ml RNA
entspricht, l3sst sich die RNA-Konzentration mit einer Formel berechnen (RNA-Konzentration [pg/ml]
= 0D x 40 pg/ml x Verdiinnungsfaktor). Das Absorptionsmaximum von Proteinen bei 280 nm liegt
und das von Nukleinsduren bei 260 nm. Somit konnte die Reinheit der Nukleinsdauren durch den
Quotienten der 260 nm und 280 nm Werte bestimmt werden, wobei dieses Verhaltnis bei reinen
Nukleinsdurelésungen einen Wert > 1,8 erreichen sollte. Fiir die Messung wurde 1 pl eluierter RNA-
Losung direkt auf die Messoberflache pipettiert. Die gemessenen Spektren, Absorptionswerte und
Konzentrationen wurden anschliefend mit Hilfe der NanoDrop 1000 V3.8.1 Software dargestellt und

bei der cDNA-Synthese berlicksichtigt.

3.2.10.3 cDNA-Synthese

Bei der cDNA-Synthese wurde 1 pg der isolierten Gesamt-RNA mittels reverser Transkription in
komplementadre DNA (cDNA) umgeschrieben. Daflir wurde die RNA-LGsung mit RNase-freiem Wasser
verdliinnt und zusammen mit 2 pl Oligo(dT);s auf ein Ausgangsvolumen von 13 pl gebracht. Zum
Schmelzen der Sekundarstruktur der RNA und fiir die Primerbindung wurde die verdiinnte RNA flr
10 min bei 70 °C im Thermocycler denaturiert. Danach wurden die Proben direkt auf Eis gestellt, um
eine spontane Ruckfaltung der Nukleinsduren zu unterbinden. Die fir die eigentliche cDNA-Synthese

bendtigen Komponenten und deren Konzentrationen sind in Tab. 6 aufgelistet.

Tab. 6: PCR-Ansatz fiir die cDNA Synthese.

| fiir 1 Ansatz

DECP-Wasser 9,4 ul
5x RT-Puffer 8,0 ul
dNTP (10mM) 4,0 ul
DTT (100 mM) 4,0 ul
RNAse Out (40U/pl) 0,8 ul
RT (200U/ul) 0,8 ul
GESAMT: 27,0 ul
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Die in den Reaktionen als Enzym verwendete Reverse Transkriptase (RT) stellt funktionell eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase dar, die aus dem Moloney murine leukemia virus (MMLV-RT) gewonnen
wird.

Das Umschreiben erfolgte fir 1 Stunde bei 40 °C und wurde durch eine 5 minutige Inaktivierung der

RT bei 95 °C beendet. Die somit erhaltene synthetisierte cDNA wurde bis zur RT-PCR Analyse bei -80

°C gelagert.

3.2.10.4 Kontrolle der synthetisierten cDNA

Um festzustellen, ob die cDNA-Synthese erfolgreich abgelaufen ist und die Sequenzen in einer RT-
PCR Reaktion weiter analysiert werden konnen, wurde eine RPS6 (Ribosomales Protein 6) PCR mit
den Proben durchgefiihrt. RPS6 ist ein konstitutiv exprimiertes Gen. Uber eine PCR mit spezifischen
RPS6-Primern lassen sich auf Grund der Bandenstarke die DNA-Mengen vergleichen. Die PCR wurde

in einem Thermocycler mit in Tab. 7 dargestelltem Protokoll durchgefiihrt.

Tab. 7: Aligemeine Schritte der RPS6 PCR.

1x 5min 95°C
60s 95°C
35x 60s 55°C
60s 72°C
1x 10 min 72°C

3.2.10.5 RT-PCR Ablauf

Die Real Time-PCR (RT-PCR) basiert wie die klassische PCR Reaktion auf dem Prinzip der
exponentiellen DNA Vervielfiltigung. Wa&hrend bei der klassischen PCR der Schritt der
gelelektrophoretischen Auftrennung zur Auswertung der Produkte folgt, wird bei der RT-PCR die
Entstehung des Produktes anhand von Fluoreszenzsignalen in Echtzeit gemessen.

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit wurde der unspezifisch in doppelstrangige DNA interkalierende
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green fiir die Detektion des Fluoreszenzsignals genutzt. SYBR Green sendet
erst nach erfolgter Interkalierung ein spezifisches Fluoreszenzsignal mit einer Wellenldange von 530

nm aus, das mit Hilfe des RT-PCR Gerats CFX96™ von Biorad detektiert werden konnte. Das RT-PCR-

54



Material und Methoden

Gerat registriert mit einer Kamera die Intensitdt der durch SYBR Green hervorgerufen Fluoreszenz,
die mit fortschreitender Amplifikation der DNA zunimmt. Der PCR-Ansatz flir die RT-PCR ist in Tab. 8

dargestellt.

Tab. 8: PCR-Ansatz fiir die RT-PCR mit SYBR® Green.
\| fur 1 Ansatz

SYBR® Green 7,5 ul
Primer fwd 0,2 ul
Primer rev 0,2 ul
H,O 2,1l
GESAMT: 10,0 ul

Die Thermocyclerbedingungen wurden von der optimierten klassischen PCR abgeleitet und sind in

Tab. 9 aufgeschrieben.

Tab. 9: Alilgemeine Schritte der RT-PCR.

Dd 0 S Dd O 2 peérd
1x 15 min 95 °C
20s 95°C
44x 40s 60 °C
60s 72°C

Um bei der Ergebnisauswertung der RT-PCR ausschlieBen zu konnen, dass keine unerwiinschten
DNA-Sequenzen wahrend der PCR vervielfdltigt worden sind, wurde am Ende des Laufs eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt.

Bei der Schmelzkurvenanalyse wurde die DNA aufgeschmolzen, indem die Temperatur langsam um
0,5 °C kontinuierlich von 65 °C auf 95 °C erhéht wurde. Bei einer fir das Fragment spezifischen
Schmelztemperatur denaturiert der DNA Doppelstrang zu zwei einzelstrangigen Molekiilen. Dabei
wird SYBR Green freigesetzt und eine Anderung der Fluoreszenz registriert. Somit war eine
Unterscheidung doppelstrangiger DNA spezifischer PCR-Produkte mit einem héheren Schmelzpunkt
von unspezifisch entstehenden Primerdimeren moglich.

Fir die Normalisierung wurde als Haushaltsgen f3-Actin unter der Annahme verwendet, dass es in
den untersuchten Proben unabhédngig von vorhergehenden Behandlungen in einer konstanten

Menge exprimiert wird.
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3.2.10.6 Berechnung

In den ersten RT-PCR Zyklen (ca. 3 - 15) wurde mit Hilfe der Hintergrundfluoreszenz ein
Schwellenwert sog. threshold berechnet. Der C; Wert gibt an, in welchem Zyklus der PCR die DNA-
Menge fir das jeweilige Gen oberhalb des thresholds detektierbar war. Durch Auswertung der in der
exponentiellen Amplifikationsphase gemessenen C;-Werte lasst sich die Startkopienzahl der
untersuchten DNA-Sequenz quantifizieren. Je mehr DNA am Beginn der Reaktion vorhanden war,
desto niedriger war der zu erwartende Cr-Wert. Nach der PCR Reaktion wurde der delta Ci-Wert aus
der Differenz des Ci-Werts des zu testenden Transkripts und f8-Actin gebildet. Weiterhin wurde die
Differenz der errechneten Delta-C; Werte der unbehandelten und behandelten Probe zum delta-
delta C; Wert ermittelt. Zur Berechnung der x-fachen Induktion wurde der Delta-Delta C; als negative

Potenz zur Basis 2 verwendet. Die Auswertung erfolgte manuell ber Microsoft Excel.

3.2.11  Histologie

3.2.11.1 Fixierung von Gewebe und Anfertigung von Gefrierschnitten

Direkt nach der Entnahme wurden die Organe in 4% PFA bei RT fiir 3 bis 4 Stunden inkubiert.
Hierdurch sollten Zellstrukturen fixiert, Mikroorganismen getdotet und autolytische Prozesse
unterbunden werden. Um das Gewebe zu entwdssern und die Diffusion des EGFP-Molekiils aus den
Zellen zu verhindern, wurden die Prdparate danach in einem aufsteigenden Saccharose-Gradienten
in 5% bzw. 10% Saccharose in PBS jeweils fiir eine Stunde bei RT und in 20% Saccharose tber Nacht
bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Organe mit Hilfe eines Einbettmediums (Tissue Tek)
luftblasenfrei in Plastikschalchen eingebettet und auf Trockeneis eingefroren.

Unter Verwendung eines Kryostats wurden Gewebeschnitte mit einer Dicke von 7-10 pum bei einer
Verarbeitungstemperatur von etwa -18 °C hergestellt und durch elektrostatische Anziehung auf
Adhéasions-Objekttrager Gbertragen. Nach ca. 45-minitigem Lufttrocknen wurden die Prdparate in
eiskaltem Aceton fir 10 min fixiert. Sowohl die im Einbettmedium gefrorenen Organe als auch die
angefertigten Schnitte konnten bei -80 °C aufbewahrt und fir histologische Farbungen verwendet

werden.
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3.2.11.2 Immunfluoreszenzfarbung von Gefrierschnitten

Immunfluoreszenzfarbungen dienen dem Nachweis bestimmter Molekiile mit Hilfe spezifischer
Antikorper. Diese Antigen-Antikorper-Wechselwirkungen werden durch eine Markierung des
entsprechenden Antikorpers sichtbar gemacht.

Zum Farben wurden die zuvor angefertigten Gewebeschnitte vollstdndig aufgetaut und mit einem
wasserabweisenden Stift (ImmEdge Pen) umrahmt. Danach wurden die Prdparate 5 min in PBS
rehydriert, abgeklopft und in eine Feuchtkammer gelegt. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden,
wurden die Praparate zunachst mit 1% Mausserum, 1% Rattenserum und 1% FCS in PBS bzw. 1% BSA
in PBS fiir 45-90 min bei RT blockiert. Bei Anwendung eines Biotin-gekoppelten Antikérpers wurde
zusatzlich ein Biotin-Avidin-Blocking kit verwendet. Zuerst wurde das Gewebe mit 4 Tropfen Biotin-
Lésung pro 1 ml 1% FCS in PBS fir 15 min zur Blockierung benetzt. Anschliefend wurde nach dem
gleichen Ablauf mit der Avidin-Losung verfahren.

Im Anschluss an jeden Inkubationsschritt erfolgte ein dreimaliges Waschen der Schnitte fiir je 5
Minuten mit PBS. Der jeweilige Primarantikorper (Tab. 3) wurde in 1% FCS in PBS bzw. BSA in PBS in
der Regel 1:100 verdiinnt und 100 pl Losung auf jeden Schnitt gegeben. Die Inkubation in der
Feuchtkammer dauerte entweder 2 h bei RT oder Uber Nacht bei 4 °C. Der adaquate
Sekundarantikérper, meistens anti-Kaninchen Alexa 488 (Ziege) oder anti-Ratte Alexa 594 (Esel)
wurde entsprechend verdiinnt (Tab. 4). Es wurden ebenfalls 100 pl der Antikorperlosung auf jeden
Schnitt pipettiert und fiir weitere 2 h inkubiert.

Gleichzeitig wurde eine Kontrollfarbung mitgefiihrt, bei der entweder nur der Sekundarantikorper
aufgetragen oder ein Primarantikérper durch einen unspezifischen Antikérper des gleichen Isotyps
ersetzt wurde.

SchlieRlich wurden die Schnitte mit DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) gegengefarbt. Der
Fluoreszenzfarbstoff DAPI wird von Zellen sehr rasch aufgenommen und farbt somit mit hoher
Spezifitat die Zellkerne blau. Die Schnitte wurden mit 0,2 mg/ml DAPI in PBS fiir 10 min gegengefarbt
und dann mit 30 pl Mowiol pro Schnitt beschichtet und mit einem Deckgldaschen eingedeckelt.
Alternativ konnten die Praparate mit einem aushartenden DAPI-haltigen Einbettmedium (1 Tropfen
pro Schnitt) eingedeckelt werden. Schlieflich wurden die Objekttrager zum Trocknen des
Einbettmediums Uber Nacht bei 4 °C waagerecht gelagert. Die gefarbten Schnitte wurden mit Hilfe

eines Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 betrachtet und aufgenommen.
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3.2.12 Statistik

Die Auswertung und das Erstellen von Diagrammen wurden unter Zuhilfenahme des Programms
Prism 6® von GraphPad durchgefiihrt.

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardabweichung (SD) oder als Mittelwert *
Standardfehler (SEM) dargestellt. Zur Bewertung der Unterschiede zwischen den verschiedenen
Gruppen wurde ein Student t-Test zur Berechnung der Signifikanz durchgefiihrt. Signifikante
Unterschiede in den Ergebnissen wurden in den Grafiken mit dem Symbol * dargestellt. Hierbei

wurden verschiedene Signifikanzniveaus unterschieden: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Ergebnisse

4.1  Expressionsanalyse des endogenen und des transgenen AhRR locus

Die in unserer Arbeitsgruppe generierten AhRR/EGFP Mause pragen griin fluoreszierendes Protein
(enhanced green flourescent protein - EGFP) unter der Kontrolle des ahrr-Promotors aus, so dass alle
AhRR-positiven Zellen nach Anregung mit blauem Licht grin fluoreszieren. Zur Generierung dieser
knock-in Madusen wurde eine EGFP-Kassette in das zweite Exon des ahrr-Lokus integriert. Gleichzeitig
wurde das dritte Exon deletiert, so dass die Expression einer verkirzten Form des AhRR verhindert
wird (M. Korkowski, H. Weighardt und |. Forster; unveroffentlichte Daten). Mit Hilfe dieser Mauslinie
kann die Anzahl und die Lokalisation von AhRR-positiven Zellen in vivo bestimmt werden. AuRerdem
ermoglicht die Analyse AhRR-defizienter Mause, Rickschlisse auf die Funktion des AhRR zu ziehen.
Vorexperimente unserer Arbeitsgruppe an AhRR/EGFP M&usen zeigten, dass der AhRR hauptsachlich
in Immunzellen, wie DC und Makrophagen in Haut, Dinndarm, PP und mLK exprimiert ist (H.
Weighardt, O. Brandstatter und |. Forster; unveroffentlichte Daten). Um der Frage nachzugehen, ob
die EGFP-Reporterexpression mit der Expression des endogenen ahrr korreliert, wurden Leber, Lunge
und mLK aus unbehandelten WT C57BL/6) M&usen entnommen und die daraus isolierte mRNA
mittels RT-PCR analysiert. Wie in Abb. 7a ersichtlich, erscheint eine 150 Basenpaare groRe Bande bei
Proben aus mLK in allen drei analysierten WT Mausen. Die mRNA aus Leber und Lunge wies hingegen
keine AhRR-Expression auf. B-Aktin diente als Ladekontrolle.

Des Weiteren wurde untersucht, ob die endogene ahrr Expression durch AhR-Liganden induzierbar
ist. Daflir wurden C57BL/6J Mause peroral mit 3-MC, einem starken, exogenen AhR-Ligand,
behandelt. Um die Ausprdagung der ahrr Expression nach 16 Stunden Belastung mit dem
Xenobiotikum ermitteln zu kdnnen, wurden RT-PCR Analysen von Proben aus verschiedenen
Organen durchgefiihrt. Die aus mLK isolierten Zellen zeigten mit etwa 250-facher Induktion den
hochsten ahrr Spiegel nach der Behandlung mit 3-MC, gefolgt von Proben aus dem Dinndarm (Abb.
7b). Die AhRR-Expression in der Haut und in PP war nur leicht induzierbar. Zur weiteren Kontrolle
wurden die amplifizierten PCR-Produkte des endogenen ahrr und des transgenen egfp gel-
elektrophoretisch dargestellt (Abb. 7c). Die Expression des endogenen ahrr konnte mittels RT-PCR in
mLK und PP von naiven und mit 3-MC behandelten WT Méusen, jedoch nicht in ARRR¥E-Mé&usen
nachgewiesen werden, wobei die egfp Expression wie erwartet nur in AhRR*- und ARRR¥E- Miusen

festgestellt wurde.
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Abb. 7: Expressionsanalyse des endogenen ahrr. a) Expressionsanalyse der endogenen ahrr mRNA in Leber (1),
Lunge (2) und mLK (3) von 3 unabhangigen WT Mausen mittels RT-PCR (M): 100-Basenpaarmarker. b) Analyse
der induzierten ahrr Expression in verschiedenen Organen von WT Mausen nach 3-MC-Behandlung. Mittelwert
+ SEM. c) Repréasentative Expressionsanalyse des endogenen ahrr und transgenen egfp in mLK und PP von je
einer WT- (1), AhRR¥*- (2) und AhRR¥® (3)- Maus mittels RT-PCR.

Zusammenfassend wurde bei den RT-PCR Analysen eine konstitutive ahrr Expression in mLK
detektiert, wobei Leber und Lunge unerwarteterweise AhRR negativ zu sein schienen. Die Aktivierung
des AhR durch perorale Gabe von 3-MC fiihrte zu einer relativ starken Aufregulation der AhRR-
Expression in mLK und Diinndarm. Die Ergebnisse zur Expression des endogenen ahrr stimmen somit
im Wesentlichen mit der beobachteten EGFP-Expression in den AhRR/EGFP-Reportermausen

Uberein.

4.2  Abhadngigkeit der konstitutiven AhRR-Expression von der Anwesenheit

des AhR

Um die Abhdngigkeit der konstitutiven AhRR-Expression von der Prasenz des AhR nachzuweisen,
wurden AhR”"- mit ARRR¥E-M3usen gekreuzt. Da AhR™-Miuse sich wie WT Miuse verhalten, wurden
in diesen Experimenten die AhR”'AhRR"*-Miuse als Kontrollen benutzt (76). Aus den
Doppelknockout-Mausen und entsprechenden Kontrollmdusen wurden Diinndarm, Colon, PP, mLK
als auch die Haut und Ohren fir histologische Untersuchungen der EGFP-Expression entnommen.
Zusatzlich erfolgten FACS Analysen der aus Diinndarm und Colon, sowie PP und mLK isolierten Zellen.
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Die mikroskopischen Analysen der Organe der AhR” AhRR¥*-M3use zeigen, dass griin

fluoreszierende Zellen in der LP des Dinndarms und des Colons lokalisiert sind (Abb. 8a).
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Abb. 8: AhR-Abhangigkeit der AhRR-Expression im Diinndarm und Colon. a) Reprasentative histologische
Bilder der Analyse der EGFP-Expression im Diinndarm und Colon einer AhR”"AhRR™*, AhR”"AhRRY* und AhR”"
AhRRY*-Maus (VergroRerung 100x; MaRstabsbalken 200 um). b) Dargestellt sind die Frequenzen der
AhRR/EGFP-exprimierenden Zellen in Dinndarm und Colon (n=2 Mause pro Gruppe).

Im Gegensatz dazu zeigten die histologischen Prdparate des Dinndarms und des Colons der AhR”
AhRR¥*-Miuse kaum EGFP* Zellen. Dies deutet daraufhin, dass die AhRR-Expression in Diinndarm
und Colon gréRtenteils AhR-abhangig ist. Die histologischen Beobachtungen konnten mittels FACS

Analyse der aus Diinndarm und Colon isolierten und mit Antikérpern gegen T-Zellen, DC und ILC
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gefarbten Zellen quantitativ belegt werden (Abb. 8b). Etwa die Halfte der hier untersuchten T-
Zellpopulationen und fast alle MHCII'CD11c" DC der AhR”"AhRR¥*-Miuse prigten den AhRR im

Dinndarm aus, wohingegen keine Zellen aus AhR” AhRRY*

-Mausen AhRR positiv waren. Wahrend im
Colon 10-20% der T-Zellen und ca. 25% der MHCII'CD11c" DC den AhRR exprimierten, konnten in
AhR”"AhRRY*-M3usen ebenfalls keine AhRR/EGFP Zellen nachgewiesen werden.

In den PP der AhR”"AhRR¥*-Miuse waren die EGFP-positiven Zellen vermehrt in der subepithelialen
Dom-Region und in der medullaren Region der mLK zu identifizieren (Abb. 9a). Die PP wurden
zusatzlich mit anti-B220 Antikorpern gefarbt. Es konnten jedoch keine AhRR-positiven B-Zellen
detektiert werden. Interessanterweise konnten auch in den AhR”AhRR¥*-Miusen grin
fluoreszierende Zellen in den PP und mLK erfasst werden. Der prozentuale Anteil der EGFP-
exprimierenden Zellen war jedoch in Abwesenheit des AhR deutlich reduziert. Mittels FACS Analyse
konnten die Zelltypen, die den AhRR unabhangig vom AhR auspragten, identifiziert werden. Von allen
untersuchten Zellpopulationen konnten in PP und mLK der AhR”AhRR¥*-Mzuse nur MHCII'CD11c"
DC als AhRR positiv identifiziert werden (Abb. 9b). Die prozentualen Anteile der AARR*"MHCII'CD11c"
DC der AhR”AhRR¥*-Mause waren in den PP um die Halfte und in den mLK um das 4-fache im

Vergleich zu den Zellen der AhR”"AhRRY*-M3use reduziert.
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Abb. 9: Partielle Abhangigkeit der AhRR-Expression in PP und mLK von der Anwesenheit des AhR. a)
Reprisentative histologische Bilder der Analyse der EGFP-Expression in mLK und PP einer AhR”"AhRR"*-, AhR""
AhRRY*- und AhR”AhRRY*-Maus (VergroRerung 100x; MaRstabsbalken 200 pm). b) Dargestellt sind die
Frequenzen der AhRR/EGFP-exprimierenden Zellen in PP und mLK (n=2-3 Mause pro Gruppe).
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Da auch in der Haut eine starke AhRR-Expression nachgewiesen worden ist (H. Weighardt,
unveroffentlichte Daten), wurde dieses Barriereorgan in die histologischen Untersuchungen mit

eingeschlossen. Aus diesen Analysen ergab sich, dass die AhR” AhRRY/*

-Méause ebenfalls griin
fluoreszierende Zellen in der Dermis der Rickenhaut aufwiesen, obwohl sie nicht so zahlreich
erschienen wie bei den AhR”"AhRR¥*-Miusen (Abb. 10). Im Gegensatz dazu enthielt die Haut der
Ohren der AhR”AhRR¥*-Miuse keine EGFP-positiven Zellen, was fiir die vollstandige Abhangigkeit

der AhRR-Transkription von der Aktivierung des AhR in dieser Lokalisation spricht.

AhR*- AhRR*/* AhR*- AhRRE/* AhR/-AhRRE/*

Riickenhaut

Ohr

EGFP/AhRR DAPI

Abb. 10: AhR-Abhdngigkeit der AhRR-Expression in der Riickenhaut und am Ohr. Dargestellt sind
reprasentative Bilder von der Analyse der EGFP-Expression in der Rickenhaut (VergréRerung 100x;
MaRstabsbalken 400 um) und den Ohren (VergroRerung 400x; MaRstabsbalken 100 um) einer AhR""AhRR*-
AhR""ARRRY*- und AhR”AhRR"*-Maus.

’

In diesen Experimenten konnte zum ersten Mal belegt werden, dass in Dinndarm und Colon die
AhRR-Expression von der Expression des AhR vollkommen abhéangig ist. In der Haut, den PP und mLK
steuert der AhR die Auspragung des AhRR nur partiell. In diesen Organen konnte eine Expression des

AhRR Uber andere Signalwege, etwa liber NF-kB induziert werden.
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4.3  Einfluss von AhR-Liganden auf die AhRR-Expression im intestinalen

Immunsystem

43.1 Behandlung von AhRR Mausen mit AhR-Liganden

Es ist bekannt, dass in der Nahrung viele AhR-Liganden vorkommen. Um den Einfluss von AhR-

¥*_Mzuse mit drei

Liganden aus der Nahrung auf die AhRR-Expression zu ermitteln, wurden die AhRR
verschiedenen AhR-Liganden gefiittert. Als klassischer und sehr potenter AhR-Ligand wurde genauso
wie bei den RT-PCR Analysen 3-MC verwendet. Curcumin und Quercetin wurden als Beispiel von
natirlich in der Nahrung vorkommenden Liganden ausgesucht. Alle drei benutzten Substanzen sind
hydrophob, weshalb sie in DMSO geldst und mit Olivendl verdiinnt den Versuchsméausen peroral
verabreicht wurden. Die Kontrolltiere bekamen nur eine DMSO/Olivendl Mischung. Nach 16 Stunden
wurden Dinndarm, PP und mLK aus den behandelten Mausen gewonnen, Zellen isoliert und mit den
entsprechenden Antikdrpern fiir die FACS Messung gefirbt. Es wurden CD3" T-Zellen, CD4" T-
Helferzellen, CD8" zytotoxische T-Zellen, CD4'CD25" aktivierte Zellen als auch MHCII'CD11c" DC
bezliglich der AhRR-Expression anhand der prozentualen Anteile der EGFP-positiven Zellen
untersucht.

In diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass nach Belastung mit 3-MC die AhRR-Expression
in allen analysierten Lymphozytenpopulationen und in DC der LP des Diinndarms im Vergleich zu
entsprechenden Zellen aus den nur mit DMSO/Olivendl behandelten M&usen erhéht war, wobei sich
der Unterschied bei den CD4"-Zellen als stark signifikant erwiesen hat (Abb. 11). Die Aufregulation
des AhRR war in der LP nach Gabe von Curcumin vergleichbar mit den Effekten von 3-MC. Im
Gegensatz dazu zeigte Quercetin eine leicht suppressive Wirkung auf die AhRR-Expression in fast
allen untersuchten Zellpopulationen der LP. Nur in CD4'-Zellen waren die Frequenzen an AhRR-
exprimierenden Zellen im Vergleich zu Zellen der Kontrollmé&use geringfligig erhéht.

Die PP zeigten eine stark erhéhte AhRR-Expression in den CD8"-Zellen und MHCII'CD11c" DC, die
unabhingig von der Art des peroral verabreichten Liganden war. Im Fall der CD3"-Zellen war keine
Induktion der AhRR-Expression zu sehen und die Frequenzen der AhRR-positiven CD4'- und
CD4'CD25%-Zellen waren nur nach Belastung mit 3-MC signifikant erhéht.

In den mLK exprimierten nur MHCII'CD11c" DC den AhRR konstitutiv, wobei Curcumin die
Prozentanteile der AhRR-positiven MHCII'CD11c" DC kaum &nderte und Quercetin eine leichte

E/+

Reduktion der EGFP-positiven Zellen bewirkte. Die 16-stiindige Behandlung von AhRR™"-Mausen mit

65



Ergebnisse

verschiedenen Liganden fihrte in den mLK nur im Fall von 3-MC zu einer signifikanten Erhéhung von

CD4'CD25%-Zellen und DC, die AhRR aufregulierten.
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Abb. 11: AhRR/EGFP-Expression in den Zellen des GALT nach peroraler Applikation von verschiedenen AhR-
Liganden. AhRRY*-M3use wurden mit 3-MC (10 mg pro kg Kérpergewicht), Curcumin und Quercetin (250 mg
pro kg Korpergewicht) in DMSO/Olivenél fir 16 Stunden behandelt. Den Kontrollmdusen wurde nur eine
DMSO/Olivenél Mischung verabreicht. Die aus Dunndarm, PP und mLK isolierten Zellen wurden mit
Antikorpern gefarbt und mittels FACS analysiert. n=3-7 Kontrollmduse, Mause nach 3-MC Behandlung, PP nach
Curcumin und Quercetin Behandlung. n=2: LP (CD3, CD4, MHCII'CD11c’) — Curcumin, Quercetin; mLK (CD3,
CD4, CD8, CD4'CD25") Curcumin, Quercetin; PP CD4°CD25" Curcumin, Quercetin. n=1: LP (CD8, CD4°CD25")
Curcumin, Quercetin; mLK MHCII'CD11c” Curcumin, Quercetin. Mittelwert * SEM; *p<0,05; **p<0,01;
**%*p<0,001.

Interessanterweise lasst sich eine graduelle Verteilung der AhRR-positiven Zellen von der LP im
Vergelich zu mLK erkennen. In der LP pragten alle analysierten Zellpopulationen den AhRR konstitutiv
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aus, wobei 3-MC als auch Curcumin die Frequenzen der AhRR-positiven Zellen deutlich erhéhen
konnten. In den PP war die AhRR-Expression im Wesentlichen auf CD8*-T-Zellen und MHCII*CD11c"
DC und in den mLK nur auf MHCII*CD11c" DC begrenzt.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse daraufhin, dass die Expression des AhRR in dem
darmassoziierten Immunsystem sowohl von exogenen- wie auch von natirlichen AhR-Liganden

abhangig ist.

4.3.2 Behandlung der AhRR Mause mit AhR-Liganden reduziertem Futter

Li et al. konnten zeigen, dass die Futterung von C57BL/6 M&usen mit einer AhR-Liganden-reduzierten
(ALR)-Didt im Vergleich zur Standarddiat die cyplal Expression im lleum signifikant reduziert.
Weiterhin zeigten Méause, die ALR-Diat erhielten, im Gegensatz zu normal gefiitterten Mausen eine
signifikante Reduktion der Frequenzen von sowohl TCRy&"- als auch TCRaB*CD8aa’-IEL im Diinndarm
(115).

Um die Beobachtung, dass die AhRR-Expression von aufgenommener Nahrung beeinflusst werden
kann, weiter aufklaren zu kéonnen, wurde den AhRR¥E-Versuchsmiusen eine ALR-Diit Uber 12
Wochen verabreicht. Vergleichbar zu den im Abschnitt 4.3.1. beschriebenen Experimenten wurden
auch hier die prozentualen Anteile der Immunzellen in LP, PP und mLK als auch die AhRR-Expression
mittels FACS und Fluoreszenzmikroskop erfasst. Der Versuch konnte allerdings wegen Kontamination
des Futters nur einmal durchgefiihrt werden. Die ALR-Diat fihrte in diesem Fall zu einer zweifachen
Erhdhung der Prozentanteile der F4/80*-Makrophagen und MHCII*CD11c’ DC in der AhRR"*-Maus
aber nicht in der AhRR¥t-Maus (Abb. 12a). Des Weiteren zeigten sowohl die AhRR™*- als auch
AhRR¥E-Maus niedrigere Prozentanteile der CD4'FoxP3*-Treg und drastisch reduzierte Prozentanteile
der RORyt'NKp46™-ILC gegeniiber der mit Standardfutter gefiitterten AhRR¥E-Kontrollmaus. Im
Diinndarm der AhRR¥E-Kontrollmaus konnten histologisch griin fluoreszierende Zellen in der ganzen
LP detektiert werden (Abb. 12b). Im Gegensatz dazu zeigte die AhRR¥ -Maus, die die ALR-Diit

bekommen hatte, nur sehr wenige EGFP-positive Zellen in der LP.
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Abb. 12: Einfluss der ALR-Diat auf die Frequenz von Immunzellen im Diinndarm und auf die AhRR-Expression
im darmassoziierten Immunsystem. a) Prozentanteile verschiedener Zellpopulationen im Dinndarm einer
AhRRYE-Kontrollmaus und der mit ALR-Diat gefitterten AhRR”*- und AhRR":-Maus. b)
Fluoreszenzmikroskopische Analyse des Diinndarms der AhRRYE-Kontrollmaus und der mit ALR-Diit
gefiitterten AhRR¥E-Maus (VergroBerung 100x; MaRstabsbalken 200 um). c) Prozentanteile der AhRR/EGFP-
positiven Zellen in der LP des Diinndarms, in den PP und mLK der AhRR¥E-Kontrollmaus und der mit ALR-Diit
gefltterten AhRR¥E-Maus.

Die Futterung der AhRR¥*

-Maus mit der ALR-Didt bewirkte eine starke Reduktion der prozentualen
Anteile der AhRR-positiven F4/80°-Makrophagen und MHCII'CD11c¢" DC in der LP (Abb. 12c).
Interessanterweise zeigten die FoxP3"-Zellen und RORyt'NKp46™-ILC, die aus dem Diinndarm dieser
Maus isoliert wurden, keine AhRR-Auspragung mehr. In den PP konnte mittels FACS Messung ebenso
eine Verminderung der AhRR-Expression in CD3*-, CD8"-T-Zellen und MHCII*CD11c" DC der AhRRYE-

£ Maus

Maus, die mit der ALR-Diat gefiittert worden war, im Vergleich zur normal gefiitterten AhRR
festgestellt werden. In den mLK fihrte die ALR-Diadt ebenfalls zu einer Reduktion der prozentualen

Anteile an AhRR-positiven MHCII'CD11c’ DC.
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Parallel dazu wurden auch IEL aus dem Colon der Versuchsmause isoliert und mittels FACS-Analyse
genauer untersucht. Hierbei unterscheidet man CD8a'TCRy8™-, CD8a'TCRyS- sowie
CD8B™-exprimierende IEL-Subpopulationen. Die prozentualen Anteile aller untersuchten IEL-

Subpopulationen waren in der mit ALR-Diat gefltterten AhRR"*- als auch der AhRR¥E-Maus im

E/E

Vergleich zu den Werten des AhRR™"-Kontrolltiers reduziert (Abb. 13a). Histologisch konnten im

Colon der AhRR¥-Kontrollmaus EGFP-positive Zellen vor allem zwischen den Epithelzellen als auch in

der direkt darunter liegender Schicht identifiziert werden (Abb. 13b). Das Colon der mit ALR-Futter

E/E

gefiitterten AhRR™"-Maus wies im Gegensatz dazu keine grin fluoreszierenden Zellen auf.
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Abb. 13: Einfluss der ALR-Didt auf die Prozentanteile der IEL und auf die AhRR-Expression in Colon. a)
Prozentanteile der IEL im Colon der AhRR¥-Kontrollmaus und der mit ALR-Diit gefiitterten AhRR"*- und
AhRRYE-Maus. b) Fluoreszenzmikroskopische Analyse des Colons der AhRR¥E-Kontrollmaus und der mit ALR-
Diat gefutterten AhRRYE-Maus (VergroBerung 100x; Malstabsbalken 200 um). c) Prozentanteile der
AhRR/EGFP-positiven IEL der AhRR¥®-Kontrollmaus der mit ALR-Diit gefiitterten AhRR”*-Maus.

E/E

Die FACS Analyse der IEL bestatigte die stark reduzierte EGFP-Expression im Colon der AhRR™"-Maus,

die eine verminderte Menge an AhR-Liganden mit der Nahrung aufgenommen hatte. In der AhRRYE-
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Kontrollmaus exprimierten fast alle CD8a'TCRy6"- sowie CD8a” TCRy& - und nur etwa 30% der CD8B-
Zellen konstitutiv den AhRR. Die ALR-Didt fiihrte zur drastischen Abnahme der Prozentanteile der
AhRR/EGFP-positiven IEL Subpopulationen (Abb. 13c).

Die Befunde der Experimente mit der ALR-Diat deuten darauf hin, dass die ahrr Transkription in Treg
und ILC in der LP des Dinndarms als auch in den IEL des Colons vollstandig von der Aktivierung des
AhR durch Nahrungsbestandteile abhdngt. Noch starker als in den AhR-defizienten Mausen zeigte
sich jedoch eine residuale AhRR-Expression in Makrophagen und DC der LP des Diinndarms und der

PP.

4.4 Rolle des AhRR bei der DSS-induzierten Colitis

44.1 Etablierung des DSS-induzierten Colitis Modells

Um die Rolle des AhRR im darmassoziierten Immunsystem weiterfiihrend zu untersuchen, wurde ein
Mausmodell fir CED gewahlt. Zahlreiche Publikationen weisen seit kurzer Zeit auf eine Bedeutung
des AhR in Entzlindungsreaktionen der Darmmukosa hin (114, 115, 147). Zuerst wurden in
Vorarbeiten die Dosis von DSS und die Dauer der Behandlung an C57BL/6 Mdausen optimiert. Die
Versuchstiere wurden entweder mit 3,5% oder 5% DSS im Trinkwasser flr 7 Tage behandelt, gefolgt
von 2 DSS-freien Tagen. Wahrend des gesamten Behandlungsverlaufes wurden alle zwei Tage
klinische Parameter zur Beurteilung des Allgemeinzustandes der Tiere bestimmt. Hierzu zahlten die
Bestimmung des Korpergewichts, die Beurteilung der Stuhlkonsistenz sowie ein Haemoccult®-Test.
Bereits nach 4 Tagen wurde in beiden behandelten Gruppen eine leichte Gewichtsabnahme im
Vergleich zur Kontrollgruppe registriert, wobei die Gewichtsabnahme der Tiere, die der niedrigeren

DSS Konzentration ausgesetzt waren, statistische Signifikanz erreicht hat (Abb. 14a).

70



Ergebnisse

Q
o
(g}

++

10 *
= -»- -DSS
= 3,5% DSS - = 8
8 — 5% DSS > £
= &
2 2 6 —
§ S . g
2 Q +4+ T 4
™75 o
£ -e- -DSS ++ =
% e 3,5% DSS wh 3 +H+ © 2z
3 101 - 5%DSS H
e J - 00000000 == Beoo---- ncoooonoo- Boooo..o M o
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 B 9 -DSs 35%Dss  5%Dss
Zeit [Tage] Zeit [Tage]
d LPS LPS anti-CD3/CD28
250 * 600 600 .
200 © 500 - 500
= ———— = - = —_—
E 150 E; 400 % 400.
2 — 2 300 % 300
100 —_— T .
g . Z 200 _ . E 200 —_—
. =
50 100 100,
0 L] 0 - 0
-Dss 35%Dss  §%Dss -DSS 3,5% DSS 5% DSS -Dss 35%DSS 5% DSS
e Colonexplantate
v
o
1.00 125 .
—_ =100
g 0.75 a & § . .
= £ 0;
g 050 2
b - E. 0.50.
= 0.25 " . =025 .
an - .
0.00 0.00. e p——
-DSS 3.5% DSS 5% DSS -DSS 3.5% DSS 5% DSS

Abb. 14: Effekte verschiedener DSS Konzentrationen auf den Verlauf der Colitis in C57BL/6 Mausen. a)
Gewichtsverdnderung nach Behandlung mit 3,5%- und 5% DSS. Die Gewichtsveranderung ist angegeben in %
bezogen auf das urspriingliche Gewicht der Mause. Mittelwert £ SEM. b) Disease Activity Index (DAI). Darin
sind die Parameter Gewichtsverdanderung, Stuhlkonsistenz und rektale Blutungen zusammengefasst. Mittelwert
+ SEM. c) Colonlénge. Mittelwert £ SD. d) Zytokinproduktion von kultivierten Lymphknotenzellen nach
Restimulation mit LPS bzw. anti-CD3/CD28. c) Zytokinproduktion von kultivierten ex vivo Colonexplantaten.
n=4-6 Mause pro Gruppe. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. * 3,5% DSS vs. unbehandelt; + 5% DSS vs.
unbehandelt.

Der Gewichtsverlust setzte sich in beiden DSS exponierten Gruppen bis zum Tag 9 fort und erreichte
am Tag 7 und 9 bei der Behandlung mit 5% DSS hohe statistische Signifikanz gegeniiber den
unbehandelten Mausen. Die Tiere, die der niedrigen DSS-Konzentration ausgesetzt waren, zeigten
relativ grofRe Gewichtsschwankungen.

Mit DSS-behandelte Tiere zeigten bereits nach 1-2 Tagen erste klinische Symptome, die sich in der
Regel in einem weichen Stuhl und okkultem Blut im Stuhl manifestiert hatten. Spater trat, gleichzeitig
zum erheblichen Gewichtsverlust, starke Diarrhoe auf (Abb. 14b). Diese Krankheitszeichen wurden
durch den DAI quantifiziert (siehe Abschnitt 3.2.3.2). Ein weiterer Parameter, der den Schweregrad

der Colitis beschreibt, aber nicht im DAI erfasst ist, ist die Colonldnge. Die mit DSS-behandelten Tiere
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zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe ein signifikant verkirztes Colon (Abb. 14c), wobei keine
Unterschiede zwischen den zwei untersuchten DSS Dosen registriert wurden.

Die Entziindungsreaktion bei Colitis ulcerosa geht mit einem erheblichen Anstieg
proinflammatorischer Zytokine, unter anderem IL-6, IFN-y und IL-1B einher. Um die im DSS-Modell
produzierten Zytokine untersuchen zu koénnen, wurden aus mLK isolierte Zellen fir 48 Stunden
entweder mit LPS oder mit anti-CD3/CD28 in vitro restimuliert. Zusatzlich wurden Colonstiicke fur 6
Stunden kultiviert. Die Bestimmung der Zytokinkonzentration in Uberstanden erfolgte mittels ELISA.
Die Menge der drei gemessenen Zytokine in den Uberstanden aus mLK und Colonexplantaten stiegen
unabhéngig von den verwendeten Stimuli nach der DSS-Behandlung an (Abb. 14d, e). Dabei war der
IL-6 Spiegel nach Colitis-Induktion signifikant hoher als bei den unbehandelten Kontrollen. Es zeigte
sich jedoch kein groRer Unterschied zwischen den beiden untersuchten DSS Konzentrationen.
AbschlieBend konnte festgestellt werden, dass es keine gravierenden Unterschiede im
Gewichtsverlust, DAI, der Colonldnge und der Produktion proinflammatorischer Zytokine zwischen
einer DSS-Induktion durch 3,5% oder durch 5% DSS gab. Die folgenden Experimente wurden bis auf
eines mit einer Konzentration von 5% DSS durchgefiihrt. Da die Tiere am Tag 9 des Versuchs teilweise
Uber 20% des Ausgangsgewichts verloren haben, wurde in den weiteren Experimenten die DSS freie

Periode um 1 bis 2 Tage gekiirzt.

4.4.2 Untersuchung der Funktion des AhRR bei DSS-induzierter Colitis

44.2.1 Induktion der Colitis mit 3,5% DSS

Um den Einfluss des AhRR auf die Ausbildung einer DSS-induzierten entziindlichen Darmerkrankung
zu ermitteln, wurden AhRR™*-, AhRR¥*- und AhRR¥E-Wurfgeschwister fiir 7 Tage zunichst mit 3,5%
DSS und danach 1 Tag mit Wasser behandelt. Ahnlich wie in dem Testexperiment wurden
Gewichtsveranderungen, die Krankheitssymptome (DAI) und die Colonlange der Versuchstiere

E/E

untersucht und ausgewertet. Aus Abb. 15a ist ersichtlich, dass AhRR”"-Mause im Vergleich zu

AhRR"*-Miusen stirker abgenommen hatten, wobei sich am Tag 7 sowie am Versuchsende (Tag 8)

die Gewichtsunterschiede als signifikant erwiesen haben. AhRR®"

-Maduse haben sich hingegen
shnlich, wie ANRR”*-M3use verhalten.

Bei der Auswertung des DAl erreichten die meisten DSS-behandelten Tiere am Tag 8 jedoch lediglich
etwa 2 = 0,3 von gesamt 4 Punkten und zeigten keine deutlichen Unterschiede zwischen den

Experimentalgruppen (Abb. 15b).
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Abb. 15: Verlauf der Colitis in AhRR”*-, AhRRR”* und AhRR**-M3usen nach der Behandlung mit 3,5% DSS. a)
Gewichtsdnderungen. Mittelwert * SEM. b) Disease Activity Index (DAI). Mittelwert £ SEM. c) Colonlédnge.
Mittelwert £ SD. d) Zytokinproduktion von kultivierten Lymphknotenzellen nach Restimulation mit anti-
CD3/CD28. c) Zytokinproduktion von kultivierten ex vivo Colonexplantaten. n=4-5 Mause pro Gruppe. *p<0,05;
*%p<0,01; ***p<0,001.

Alle dem DSS ausgesetzten Tiere wiesen im Vergleich zu den Kontrollmdusen eine signifikant
reduzierte Colonlinge auf, es konnte aber nur ein geringer Unterschied zwischen AhRR*-, AhRR™*-
und AhRR¥E-M3usen festgestellt werden (Abb. 15c). Nach der Colitis-Induktion waren die
proinflammatorischen Zytokine in den Colon- und mLK Kulturen deutlich erhéht im Vergleich zu
naiven Mausen, wobei die IL-6- und IFN-y-Spiegel aller DSS-behandelten Gruppen vergleichbar waren
(Abb. 15 d, e).

Insgesamt flhrte die Anwendung von 3,5% DSS zwar zur stiarkeren Gewichtsabnahme der AhRRYE-
Versuchsmause im Verhiltnis zu den AhRR+/+—Tieren, alle anderen untersuchten Parameter der
entziindlichen Reaktion des Darmes waren jedoch in den drei analysierten Gruppen vergleichbar. Da

aber der DAl Score relativ niedrig war, wurde beschlossen, in weiteren Experimenten eine

Konzentration von 5% DSS im Trinkwasser zu verwenden.

4.4.2.2 Induktion der Colitis mit 5% DSS

E/E

Nach Exposition der Tiere mit 5% DSS entwickelten die AhRR”"*-Mause stark ausgepragte Symptome

einer Colitis mit einem Gewichtsverlust von tiber 20% des Ausgangsgewichts am Tag 7 und erreichten

73



Ergebnisse

die hochste Punktzahl des DAl Score (Abb. 16 a,b). Beide Parameter zeigten am Tag 7 des
Experiments stark signifikante Unterschiede zwischen den AhRR™*- und AhRR¥E-M3usen. Insgesamt
verstarben 2 AhRR¥E- (12.5%, n = 16) und 1 AhRR¥*-Tier (6,25%, n = 16) der DSS-Gruppe vor
Erreichen des Versuchsendes (Abb. 16c). Das Colon der AhRR¥E-Miuse war ebenfalls signifikant

+/+

verkilrzt im Vergleich zu dem der AhRR"”"-Mdause. Dies lasst darauf schlieBen, dass das Ausmal der
Entziindung bei den AhRR-defizienten Versuchstieren erheblicher war als bei den WT-

Kontrollm&usen (Abb. 16d).
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Abb. 16: Verstdrkte Colitissymptome in AhRR**-M3usen nach 7 Tagen Behandlung mit 5% DSS. a)
Gewichtveranderungen. Mittelwert * SEM). b) Disease Activity Index (DAI). Mittelwert * SEM. c)
Uberlebenskurve. d) Colonldnge. Mittelwert £ SD. n=9-16 M&use pro Gruppe in 3 unabhingigen Experimenten.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Die histologische Analyse der Colonproben erfolgte im Institut fiir Tierpathologie des Fachbereichs
Veterindrmedizin der Freien Universitdat Berlin durch eine erfahrene Pathologin, Frau Dr. von
Smolinski. Sie beinhaltete folgende Kriterien: Untersuchung von Schleimhautdefekten, Defekten der
mukosalen Barriere und Zellinfiltration in die LP. Der daraus berechnete Score stellt ein MaR fiir den
Schweregrad der Colitis dar. Dabei konnte gezeigt werden, dass der Schweregrad der

histopathologischen Lasionen in den AhRRY*- und AhRR¥E-Mausen erhdht war (Abb. 18b).
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Abb. 17: Histopathologische Untersuchungen des Colons nach 7 Tagen Behandlung mit 5% DSS. a)
Reprasentative Bilder des HE-gefarbten distalen Colons sind fiir jeden Genotypen gezeigt (VergréRerung 100x;
MaRstabsbalken 200 um). b) Pathologische Beurteilung der histologischen Praparate. Schleimhautdefekte,
Defekte der mukosalen Barriere und Zellinfiltration in die LP wurden untersucht. n=4-5 Mause pro Gruppe.
Mittelwert * SD. *p<0,05; **p<0,01.

In einem Experiment wurde zusatzlich eine Behandlung der Maduse mit 5% DSS fiir 7 Tage mit einem
darauffolgenden DSS-freien Tag durchgefiihrt. Die Analyse der Mause, die einen zusatzlichen Tag
Wasser ohne DSS getrunken haben, fiihrte zu weitgehend dhnlichen Ergebnissen wie bei dem 7 Tage

dauernden Experiment. Die AhRR™*

-Gruppe hatte nach dem Auslésen der Colitis signifikant mehr an
Gewicht verloren, zeigte einen erhéhten DAl Score und eine signifikant reduzierte Colonlange im
Vergleich zur AhRR”*—Gruppe (Daten nicht gezeigt). Die Verwendung dieses Modells hat sich aber als

E/E—Gruppe am Versuchsende Uber 30% des Anfangsgewichts

ungeeignet erwiesen, weil die AhRR
verloren hatte, was zu einer zu starken Belastung der Tiere fihrte.

Die histologische Untersuchung der Colonpraparate der DSS-behandelten Mause aus diesem
Experiment zeigte eine deutliche Verdnderung in der Morphologie des Epithels (Abb. 18). Im Colon
aller DSS-behandelten Gruppen konnte eine Abflachung des Epithels und der darin enthaltenen

Becherzellen, die entleert erschienen, beobachtet werden.
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Abb. 18: Histopathologie der Colons von AhRR”*-, AhRRY* und AhRR"‘-Miusen nach 8 Tagen DSS-
Behandlung. Reprasentative Bilder des H&E-gefdrbten distalen Colons sind fiir jeden Genotyp gezeigt
(VergréRerung 100x; MaRstabsbalken 200 pum).

In den Versuchsgruppen der AhRR®*- und AhRR¥ -Mzuse waren die Krypten sichtbar verkiirzt und
erreichten mit ihrer Basis nicht mehr die Lamina muscularis mucosae. Es war ein starkes Zellinfiltrat
vor allem in der Mukosa und Submukosa der AhRR¥*- und AhRR¥® -Gruppe als auch eine Verdickung

+/+

der Darmwand zu sehen. Im Colon von DSS-behandelten AhRR™"-Mausen existierten Abschnitte mit
starker Entziindungsaktivitat in direkter Nachbarschaft zu Abschnitten, die histologisch nahezu
unverandert schienen. AuBerdem waren die lokal auftretenden Infiltrate bei den Tieren geringer im
Vergleich zu AhRR¥*- und AhRR¥E-M3usen. Die H&E-gefarbten Colonschnitte der Tiere aller
Kontrollgruppen zeigten eine normale Morphologie der Colonwand, dabei wurden keine
Veranderungen der Kryptenmorphologie beobachtet und es fanden sich auch keine Zeichen einer
Entziindungsaktivitat.

Des Weiteren wurden die Colonpraparate mit DAPI gegengefirbt und unter dem
Fluoreszenzmikroskop analysiert. Bei den AhRR¥* und AhRR¥‘-Kontrollmiusen waren EGFP-
exprimierende Zellen zwischen den Epithelzellen und in der LP zu detektieren (Abb. 19). DSS fiihrte
zur Zerstorung der Epithelbarriere, was zur Folge hatte, dass die EGFP Fluoreszenz in der Zone, die

direkt ans Darmlumen angrenzt, zu sehen war. Die AhRR/EGFP-Expression war in DSS-behandelten

AhRR¥*- und AhRR¥E-Tieren deutlich stirker ausgeprigt als bei unbehandelten AhRR¥:-Miusen,
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auch waren die grin fluoreszierenden Zellen in der ganzen Darmmukosa und im entzindlichen

Infiltrat zu detektieren.

AhRR*/* AhRRF* AhRRY

g
m

AhRR/EGFP DAPI

Abb. 19: Representative Bilder der fluoreszenzmikroskopischen Analyse des Colons der AhRR+/+-, AhRRY* und

AhRRY*-M3use nach 8 Tagen DSS-Behandlung. Alle Praparate sind mit DAPI gefarbt; die AhRR/EGFP-positiven
Zellen sind als grin fluoreszierende Zellen zu erkennen (VergroBerung 100x; MaRstabsbalken 200 um).

Als Fazit aller Untersuchungen lasst sich festhalten, dass AhRR-defiziente Mause starkere Anzeichen

+/+

einer Entziindung im Colon im Vergleich zu den AhRR”"-Md&usen aufzeigten. Die vollstandige

Abwesenheit des ahrr in homozygoten AhRRYE

-Tieren aufRlert sich in massiv verdickter Darmmukosa,
Kryptenabszessen, Becherzellverlust und Zellinfiltration der LP. Auch in heterozygoten AhRR¥/*-
Mausen konnte ebenfalls eine starkere Pathologie als in WT-Kontrolltieren nachgewiesen werden,
was wahrscheinlich auf einen Gendosiseffekt zurlickzufiihren ist. Zusatzlich wurde beobachtet, dass
die Zellen, die nach DSS-Induktion in die Darmmukosa eingewandert sind, den AhRR exprimieren.

Darliber hinaus lassen die ermittelten Gewichtverluste, DAI Score und Colonldange vermuten, dass der

AhRR eine wichtige Rolle bei entzlindlichen Darmerkrankungen spielt.
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44.2.3 Kinetik der Produktion proinflammatorischer Zytokine im Friihstadium der

Colitis

Ziel des folgenden Experiments war die Ermittlung des Verlaufs der entziindlichen Erkrankung im
Frihstadium anhand der Analyse der Gewichtsanderungen und des Zytokinprofils in den mLK. Dafur
wurden jeweils 3 AhRR™*- und AhRR¥E-Miuse 3, 4 und 5 Tage mit DSS-behandelt und die mLK

entnommen. Bereits am dritten Tag des Experiments waren erste Gewichtsunterschiede zwischen

E/E

den beiden analysierten Gruppen zu verzeichnen, wobei die AhRR”"-Versuchstiere mehr Gewicht

+/+

verloren als die AhRR""-Mause (Abb. 20a). Die Unterschiede im Gewicht waren im Laufe des

Versuchs noch deutlicher geworden und erreichten am Tag 4 und 5 statistische Signifikanz.
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Abb. 20: Kinetik der Produktion proinflammatorischer Zytokine durch Lymphknotenzellen in den AhRR
und AhRR*“-Miusen nach 3, 4 und 5 Tagen DSS-Behandlung. a) Gewichtsveranderungen der in diesem
Experiment analysierten Mause. Mittelwert * SEM. b) Zytokinproduktion von kultivierten Lymphknotenzellen
nach Restimulation mit LPS bzw. anti-CD3/CD28. n=3 Mé&use pro Gruppe. Mittelwert £ SD. *p<0,05.

mLK Zellen wurden 48 Stunden mit LPS oder anti-CD3/CD28 restimuliert und die Zytokinproduktion
mittels ELISA analysiert. Wie aus Abb. 20b ersichtlich, stiegen die Zytokinspiegel im Laufe der DSS-
Behandlung an, wobei die AhRR¥E-Zellen stirker auf LPS- bzw. anti-CD3/CD28-Retimulation
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+/+ E/E

reagierten als die AhRR™"-Zellen. Bereits am Tag 3 des Experiments setzten Zellen der AhRR™”*-Mause
nach LPS-Stimulation signifikant mehr IL-1B und am Tag 4 mehr IFN-y frei im Vergleich zu den Zellen
der AhRR"*-M3use.

Diese Daten zeigten, dass AhRR¥E-M3use schon in dem frithen Krankheitsstadium mehr an Gewicht

+/+

verloren und mehr Zytokine produzierten als die AhRR™"-Mause.

4.5  Untersuchung der Rolle des AhRR bei der Aufrechterhaltung der

Epithelbarriere des Colons

Da die DSS-Behandlung und die Entziindungsreaktionen bei Colitis die Permeabilitdt des Epithels
verdandern, wurde in weiteren Versuchen untersucht, ob es in den AhRR-defizienten Mausen zu einer
erhohten Durchlassigkeit der intestinalen Barriere kommt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde sowohl
die Funktionalitat der Epithelbarriere als auch der durch IgA-Antikorper vermittelte Schutz gegen die

eindringenden Mikroorganismen genauer analysiert.

4.5.1 Analyse der zellularen Permeabilitdtsbarriere

Die zelluldre Permeabilitdtsbarriere besteht aus dem einreihigen Epithel der Mukosa, in dem die
benachbarten Zellen jeweils Uber tight junctions miteinander verbunden sind (148). Eine erhohte
intestinale Permeabilitdt kann mit verschiedenen Markersubstanzen gemessen werden, welche vom
Organismus nicht bzw. kaum verstoffwechselt werden. In den folgenden Versuchen wurde
hochmolekulares Dextran, das mit FITC gekoppelt war, verwendet. Die Menge an FITC-Dextran, die
nach oraler Applikation im Blut der Mause nachgewiesen werden konnte, war proportional zur
Transportrate aus dem Darmlumen ins Blutplasma und somit ein Mal fir die Permeabilitat.

In Vorversuchen zur Etablierung der Methode wurden C57BL/6 WT Ma&use 7 Tage mit 5% DSS-
behandelt. AnschlieBend wurde FITC-Dextran oral appliziert und nach 4 Stunden wurde die
Fluoreszenzintensitdt von FITC-Dextran im Serum mit Hilfe eines Plattenphotometers gemessen.
Zusatzlich wurden aus den Colonstiicken histologische Prdparate angefertigt und unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Wie aus Abb. 21a ersichtlich, konnte das Durchdringen des FITC-
Dextran in das Gewebe und dessen Detektion im Serum nur nach Schadigung des Colonepithels
durch DSS nachgewiessen werden. Die Fluoreszenzintensitdt des FITC-Dextran im Serum war nach
Colitisinduktion signifikant erhéht im Vergleich zu naiven Méausen. Die histologischen Analysen der

Colonprdparate bestatigten, dass FITC-Dextran eine intakte Darmbarriere nicht passieren konnte
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(Abb. 21b). Nach der DSS-Behandlung konnten FITC-positive Zellen, vor allem in der Submukosa, in
der sich Zellen des entzlindlichen Infiltrats befinden, nachgewiesen werden (Abb. 21 c). Dies kénnten

Makrophagen sein, die eine hohe phagozytische Kapazitat besitzen.

[ ]

+DSS +FITC-Dextran
200x 400x

FITC-Dextran DAPI|

Abb. 21: FITC-Dextran Assay zu Uberpriifung der Permeabilitit des Colons. a) Fluoreszenzintensitit von FITC-
Dextran im Serum. n=2-3 C57BL/6 WT-M4&use pro Gruppe. Mittelwert £ SD. b) Reprasentative histologische
Colonpréparate einer Maus, der 600 mg pro kg Kérpergewicht FITC-Dextran peroral appliziert worden ist und
einer Maus die 7 Tage mit DSS behandelt wurde (VergroBerung 100x; MaRstabsbalken 100 pum). c)
Fluoreszenzmikroskopische Analyse des Colons einer Maus, der am siebten Tag der DSS-Behandlung FITC-
Dextran verabreicht worden ist. Dargestellt sind verschiedene VergroBerungen des Colons (VergréRerung 100x,
200x und 400x, MaRstabsbalken 100 um).

Aus diesen Vorexperimenten lasst sich ableiten, dass die Applikation von FITC-Dextran zur Analyse
der Durchlassigkeit des Darms gut geeignet ist und fiir die weiteren Untersuchungen der AhRR¥E-und
AhR”-M3use verwendet werden kann.

Um einen Eindruck zu erlangen, wie stark die Darmbarriere an verschiedenen Tagen nach Colitis-
Induktion zerstort ist, wurde zusédtzlich eine Immunfluoreszenzfarbung von Kryoschnitten aus

Colongewebe mit anti-EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) Antikérpern durchgefiihrt. Das
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epitheliale Zelladhdsionsmolekil EpCAM ist ein Glykoprotein, das auf der basolateralen Membran
epithelialer Zellen lokalisiert ist. Wahrend in naiven Mausen eine sehr starke EpCAM-Expression
detektiert werden konnte, war die EpCAM-Expression 4 Tage nach Colitis-Induktion bereits deutlich
schwécher (Abb. 22). Am Tag 8, als die Barriere schon massiv geschadigt war, konnte EpCAM nicht

mehr nachgewiesen werden.

AhRR/EGFP EpCAM DAPI

Abb. 22: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der EpCAM gefarbten Colonpraparate der AhRRE/E-Méuse, die

entweder 4 oder 8 Tage mit 5% DSS bzw. unbehandelt waren. (VergréRerung 100x und 200x; MaRstabsbalken
100 um). n=3-4 Mause pro Gruppe.

Da am Tag 4 nach Colitisinduktion die Darmbarriere bereits deutlich beeintrachtigt war und zu

+/+_

diesem Zeitpunkt die ersten Unterschiede in der Gewichtsveranderung zwischen AhRR und
AhRR¥E- M3usen sichtbar waren, wurden die meisten Experimente zur Durchlassigkeit des Darms zu
diesem Zeitpunkt durchgefiihrt. Wie aus Abb. 23a ersichtlich, war die Fluoreszenzintensitat von FITC-
Dextran im Serum am Tag 4 der Colitis bei allen analysierten Mauslinien vergleichbar. Um zu
Uberprifen, ob womoglich bereits bei naiven Mausen oder im friheren Stadium der Colitis
Barrieredefekte vorhanden waren, wurde FITC-Dextran auch unbehandelten Mausen und M&usen,
die nur 2 Tage mit DSS behnadelt wurden, appliziert. An beiden Zeitpunkten konnten ebenfalls keine

+/+_

Unterschiede in der FITC-Fluoreszenz zwischen AhRR und AhRR¥ -Versuchstieren ermittelt
werden. Die Durchlassigkeit der intraepithelialen Barriere stieg jedoch mit der Dauer der DSS-

Exposition signifikant an.
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Da FICZ einer der starksten AhR-Liganden ist, sollte in weiteren Experimenten lberprift werden, ob
dieser natlirlich vorkommende Ligand in der Lage ist, die Durchlassigkeit des Darmepithels zu
vermindern. Dafiir wurden C57BL/6 Mause 16 Stunden vor der Applikation von FITC-Dextran peroral
mit FICZ gefittert. Die Untersuchung der Seren dieser Mause ergab, dass nach der FICZ-Behandlung
weniger FITC-Dextran Uber die intraepitheliale Barriere ins Blut gelangt war und zeigt damit, dass

eine starke AhR-Aktivierung die Darmbarriere in naiven Mausen schiitzen kann (Abb. 23b).
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Abb. 23: Untersuchungen zur Permeabilitdt des Darms anhand der Fluoreszenzintensitdt von FITC-Dextran
im Serum. a) FITC-Dextran im Serum der AhRRE/E—, AhRR®*- und AhR”-Mause als auch in entsprechenden WT
Wurfgeschwistern am Tag 0, 2 und 4 der DSS-Behandlung. n=3 Mause jeweils am TO und T2, AhR"*- als auch
AhR”-M3use am Tag 4; n=5 AhRR”*-Miuse am Tag 4; n=13 jeweils AhRR"*- und AhRR**-M3use am Tag 4.
Mittelwert * SD. b) FITC-Dextran im Serum der mit FICZ gefutterten C57BL/6-Maduse im Vergleich zu
unbehandelten C57BL/6 Kontrollm&usen. n=7-8 Mause pro Gruppe. Mittelwert  SD. *p<0,05; **p<0,01.

Als Fazit der Experimente zur Permeabilitdt der Darmschleimhaut lasst sich festhalten, dass die
Uberempfindlichkeit der AhRR¥E- und AhR”-Versuchsmiuse gegeniber der DSS-Behandlung sehr
wahrscheinlich nicht durch eine beeintrachtigte Durchldssigkeit der Darmbarriere bei den Tieren

verursacht ist.

4.5.2 Untersuchung des extrinsischen Anteils der Permeabilitatsbarriere

Der extrinsische Anteil der Permeabilitatsbarriere besteht hauptsachlich aus Mukus und
Immunglobulinen. Vor allem das sekretorische IgA wird bei Entziindungen verstarkt ins Darmlumen
freigesetzt und tragt zur Aufrechterhaltung der Schleimhautbarriere gegen die intestinalen
Mikrobiota bei. IgA verhindert nicht nur das Eindringen von Pathogenen, sondern neutralisiert auch
Toxine, sowie pathogene Mikroorganismen (149). Da in den vorherigen Experimenten kein Einfluss
des AhRR auf die Permeabilitdt des Darmepithels nachgewiesen werden konnte, wurde zunachst

E/E

untersucht, ob die verstarkte Empfindlichkeit der AhRR™"*-Mause gegeniiber einer DSS-Behandlung
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moglicherweise an einem verdnderten IgA-Spiegel im Blut oder Stuhl liegt. Im folgenden Schritt
wurden IgA-Titer im Serum von gesunden und an Colitis erkrankten AhRR¥E- als auch AhR™"- Tieren,
sowie WT-Kontrolltieren mittels ELISA verglichen. Naive, weibliche AhRR¥E-Msuse besaRen

signifikant mehr IgA als AhRR”*-Miuse. Die Seren der AhR”- und AhR”AhRR¥E-M3iuse zeichneten

+/+

sich durch eine noch etwas hohere IgA-Konzentration aus. 2 AhR™"-Mause zeigten ebenfalls hohere

+/+

IgA-Spiegel im Vergleich zu AhRR”"-Mausen, wobei dieser Ergebnis zukiinftig mit einer groRReren

Versuchsgruppe der AhR”-Tiere verifiziert werden muss. Mannliche AhRR"*- und AhRR™-Tiere
zeigten dagegen keine Unterschiede in der IgA-Menge im Blut. Am Tag 6 nach Colitis-Induktion

waren die IgA-Titer insgesamt niedriger als die bei naiven Mausen (Abb. 24b). Interessanterweise

E/E

wiesen AhR”-M3use im Vergleich zu AhRR™"-Mausen einen signifikant verringerten IgA-Spiegel auf.
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Abb. 24: IgA Konzentrationen im Blut der AhRRE/E-, AhR'/'-, AhR” AhRR¥E- und WT-Mause am: a) Tag 0 und b)
6 Tage nach Colitis-Induktion mit DSS. (n=2-30 Mé&use pro Gruppe).

Die im Blut zirkulierenden Plasmablasten wandern durch den Organismus und gelangen schlieflich
zielgerecht in die LP des Diinndarms und des Colons. In der LP untergehen die Plasmablasten
terminale Differenzierung und werden als reife IgA" Plasmazellen bezeichnet. Um zunichst zu
ermitteln, ob Unterschiede in der Anzahl der IgA-sezernierenden Zellen in der LP des Colons zwischen
AhRR™*-und AhRR¥E-Miusen bestehen, und ob diese Zellen den AhRR exprimieren, wurden
immunhistologische Farbungen durchgefiihrt. Wie in Abb. 25 dargestellt, sind die IgA-sezernierenden

Zellen in der LP des Colons homogen verteilt.
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AhRRE"

Abb. 25: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der anti-IgA gefdarbten Colonschnitte aus AhRR"*- und AhRRY"-
Mausen. n=3. (VergroBerung 100x, 200x und 400x; MaRstabsbalken 100 pm).

Es lieRen sich jedoch keine offensichtlichen Unterschiede in der Anzahl der IgA-positiven Zellen
zwischen AhRR"*-und AhRR¥E-M3usen feststellen. Es wird aber deutlich, dass die IgA" Plasmazellen
nicht EGFP-positiv sind und somit den AhRR nicht exprimieren.

Sekretorisches IgA (slgA) dient als ein Biomarker des Darm-assoziierten Immunsystems. Wahrend
erhohte Stuhl-Konzentrationen von slgA auf verstdrkte Abwehrreaktionen hinweisen, weisen
verminderte Werte auf eine unzureichende Produktion oder vermehrten Verbrauch hin, wie dies
beispielweise bei Darminfektionen nachzuweisen ist. Es gibt auerdem Belege dafiir, dass TCDD in
der Muttermilch zu einer Storung der mukosalen Immunitat fihrt. Dies kann die IgA-Spiegel im Stuhl
der Jungtiere reduzieren (150). Daher wurde in einem weiteren Versuch ermittelt, ob die IgA-
Konzentrationen im Stuhl bei naiven AhRR¥:-, AhR”- als auch den entsprechenden WT-
Kontrollm&usen verandert sind. Dafiir wurde die Menge des in den Stuhl ausgeschitteten IgA mittels
ELISA erfasst. Abb. 28 zeigt, dass weibliche AhRR¥E-M3use signifikant reduzierte IgA-Konzentrationen
im Stuhl im Vergleich zu AhRR*-Miusen aufweisen (Abb. 26). Minnliche AhRR”*-und AhRRYE-
Mause weisen nur leichte Unterschiede in der Menge des slgA auf. Die in die Analyse
miteinbezogenen AhR”AhRR¥E-Miuse wiesen einen vergleichbaren IgA-Spiegel wie die AhRRY*-

Mause auf.
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Abb. 26: IgA-Konzentrationen in Stuhlproben verschiedener Knockout- und WT-Mause.

Weiterhin belegen einige Studien, dass bis zu 50% der IgA-Plasmazellen in der LP von B1-Zellen der
Bauchhohle sowie B-Zellen der marginalen Zone der Milz abstammen (151, 152). Die B1-Zellen, die
IgA-Antikérper sezernieren, entwickeln sich in Abhdngigkeit von IL-5 aus Progenitorzellen der
Bauchhohle, wobei fir ihre Entwicklung als auch fiir ihre Einwanderung in den Darm die Stimulation
durch kommensale Bakterien eine wichtige Rolle spielt (153). Die Differenzierung der Plasmazellen
aus peritonealen B1-Zellen in Antwort auf Polysaccharide der Darmbakterien geschieht unabhangig
von T-Zellen (154). B1-Zellen sezernieren relativ groBe Mengen an IgM und exprimieren im
Gegensatz zu B2-Zellen den Oberflachenmarker CD5, der u.a. auch auf T-Zellen zu finden ist.

Da bei AhRR¥E-Msusen eine verminderte IgA-Konzentration im Stuhl nachgewiesen worden ist,
wurde weiterhin untersucht, ob es Unterschiede in den prozentualen Anteilen der B1-Zellen
zwischen den AhRR™E-, AhR”-Mausen und den entsprechenden WT-Geschwistermdausen gibt. Dazu
wurden Peritonealexsudatzellen durch Ausspiilen aus der Bauchhohle gewonnen und mit anti-CD5
und anti-IlgM Antikorpern gefarbt.

Interessanterweise waren bei AhRRY®- und AhR”-Miusen ca. 10% weniger CD5'IgM* B1-Zellen im
Vergleich zu WT Mausen zu detektieren (Abb. 27). Auerdem ist zu vermerken, dass im naiven

Zustand die B1-Zellen den AhRR nicht exprimierten.
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Abb. 27: FACS—Analyse von peritonealen B1-Zellen aus AhRR™"- und AhR”-Mzusen sowie entsprechenden
WT-Wurfgeschwistern. Die FACS Diagramme auf der linken Seite zeigen beispielhaft die Gating-Strategie, nach
der die CD5'IgM"-Zellen aus dem Peritoneum untersucht wurden. Rechts sind die Prozentanteile der
peritonealen CD5'IgM*-Zellen zusammengestellt. n=2 AhR”*- und AhR”-M3use; n=7 AhRR**- und AhRR¥%

Mause. Mittelwert * SD.

Um zu untersuchen, ob aktivierte B-Zellen den AhRR exprimieren, wurden peritoneale Zellen mit
anti-lgM bzw. mit anti-lgM und anti-CD40 fiir 48 Stunden stimuliert und anschlieRend mit
Antikorpern gegen CD19 und CD86 gefarbt. Anti-CD40 wurde benutzt, um die Stimulation der B-
Zellen durch aktivierte CD40L" T-Helferzellen wirend der adaptiven Immunantwort zu imitieren. Abb.
28 zeigt, dass etwa 10% der mit anti-IlgM aktivierten CD19"-Zellen den AhRR exprimierten und die
Kostimulation mit anti-CD40 den prozentualen Anteil der AhRR'CD19"-Zellen um das Zweifache

erhohte.
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Abb. 28: FACS—Analyse der peritonealen B-Zellen aus AhRR¥E- und AhRR"*-Miusen nach in vitro Stimulation
mit anti-IgM oder anti-IgM und anti-CD40 Antikérpern. Die FACS-Diagramme zeigen beispielhaft die Gating-
Strategie, nach der die B-Zellen untersucht wurden. Rechts sind die Prozentanteile der AhRR'CD19"-Zellen in
Abhangigkeit von der Stimulation dargestellt. n=2 AhRR”*- und AhRR¥E:-Miuse mit anti-lgM/anti-CD40
stimuliert, n=4 Mause AhRR"*-Mause unstimuliert und mit anti-IlgM stimuliert; n=5 AhRR¥E-Mzuse unstimuliet
und mit anti IgM stimuliert. Mittelwert £ SD. **p<0,01.

Zusammenfassend kann man aus diesen Experimenten schlieRen, dass die Abwesenheit des AhRR zu
erhohtem IgA-Titer im Serum und gleichzeitig zu reduziertem IgA-Spiegel im Stuhl fihrt. Ausgehend
von diesen Daten ldsst sich vermuten, dass der AhRR eine Rolle bei der Differenzierung von IgA’-

Plasmazellen und bei der Migration der B1-Zellen in die LP spielen kdnnte.

4.5.3 Analyse der Zellpopulationen des intestinalen Immunsystems in naiven und DSS-

behandelten AhRRR¥E-M3usen

Da die vorangegangenen Experimente zeigten, dass die AhRR-Defizienz zur Uberempfindlichkeit von
Mausen gegeniliber DSS-Behandlung beitragt, wurde in weiteren Versuchen die Frequenz myeloider

E/E

Zellen, T-Zellen, IEL und ILC in den naiven- und Colitis-induzierten AhRR**-Mausen im Vergleich zu

WT-Kontrollmausen ermittelt.
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4.5.3.1 Myeloide Zellen

DC und Makrophagen nehmen eine wichtige Rolle an der Schnittstelle zwischen angeborener und
erworbener Immunitat ein. Durch ihre Mustererkennungsrezeptoren sind sie in der Lage, mikrobielle
Bestandteile zu erkennen und dadurch die Ausrichtung einer adaptiven Immunantwort zu
beeinflussen. Daneben konnen diese Zellen auch direkt anti-mikrobielle Effektormolekile
produzieren. Aus diesem Grund kdnnen myeloide Zellen auch auf die Ausbildung von entziindlichen
Darmerkrankungen Einfluss nehmen. AuBerdem ist bekannt, dass DC von TCDD-behandelten Mausen
verstarkte stimulatorische Fahigkeiten gegeniiber T-Zellen aufweisen. Dies dufert sich in einer
erhéhten Expression von vor allem MHCII und CD40 (155, 156).

Die in Abb. 31 dargestellten durchflusszytometrischen Analysen veranschaulichen, dass im naiven
Zustand sowohl AhRR"*- als auch AhRR¥E-M3use etwa 12% MHCII'CD11c" DC im Colon aufweisen,
wahrend nach Colitis-Induktion der prozentuale Anteil auf ca. 7% bei den AhRR™*- und 5% bei den
AhRR¥E-Tieren reduziert war (Abb. 29 a,b). Weiterhin war der Prozentanteil der AhRR-
exprimierenden MHCII'CD11c’ DC nach der DSS Verabreichung von 40% auf 25% vermindert.

Die Defizienz des AhRR hatte keinen Einfluss auf die Frequenz der Makrophagen, da sowohl AhRR"*-

als auch AhRR¥E-M3use ca. 5% CD11b*F4/80%-Zellen im Colon aufwiesen, von denen etwa 30% den

AhRR exprimierten.
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Abb. 29: FACS-Analyse der MHCII'CD11c’ DC und F4/80°CD11b* Makrophagen im Colon von AhRR"*- und
AhRRYE-Miusen. a) Die FACS Diagramme zeigen die Gating-Strategie, nach der die MHCI'CD11c’ und
F4/80°CD11b"-Zellen untersucht wurden am Beispiel der unbehandelten Mause (T0). b) Prozentanteile der
MHCII'CD11c” DC und F4/80°CD11b"-Zellen als auch die Anteile der AhRR/EGFP-positiven Zellen innerhalb von
diesen Subpopulationen. n=1 Maus TO MHCII'CD11c" DC und F4/80°CD11b’*-Zellen; n=4 Mézuse T6
MHCII'CD11c’ DC. Mittelwert + SD.

Um genauere Aussagen treffen zu kénnen, ob AhRR™*- und AhRR¥E-M3use nach der Induktion von
Colitis tatsachlich weniger MHCII*'CD11c" DC im Colon enthalten, miissen noch weitere Experimente
gemacht werden. Ebenso missen in der Zukunft die Prozentanteile der Makrophagen nach 6 Tagen
DSS-Behandlung erfasst werden.

Um einen ndheren Eindruck zu gewinnen, wie sich die Anzahl und die Lokalisierung der Makrophagen

¥ Mzusen am TO,

wahrend des Verlaufs der Colitis verandert, wurden in Colonpraparaten aus AhRR
T6 und T8 der DSS-Behandlung F4/80"-Zellen immunhistologisch gefarbt. Bei unbehandelten M3usen

waren nur vereinzelte F4/80"-Zellen zu sehen, die den AhRR nicht exprimierten (Abb. 30)
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AhRR/EGFP F4/20 DAPI

Abb. 30: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der anti-F4/80 gefirbten Colonschnitte der AhRRYE-Mzuse am

Tag 0 als auch Tag 6 und Tag 8 nach der Colitis-Induktion. Dargestellt sind verschiedene VergréRerungen eines
Colonabschnitts. Tag 0- n=3 in einem Experiment; T6- n=4 in einem Experiment; T8- n=2 in zwei Experimenten.
(VergroRerung 100x, 200x und 400x; MalRstabsbalken 100 pum).

Am Tag 6 nach Colitis-Induktion konnte eine massive Einwanderung von Makrophagen beobachtet
werden. Zusatzlich fallt auf, dass sich die Makrophagen hauptsachlich in der Nahe der ans
Darmlumen grenzenden Gewebeschichten befanden. Nach 6 Tagen DSS-Behandlung konnten auch
einige AhRR'F4/80"-Zellen detektiert werden. Die Makrophagen waren am Tag 8 nach Colitis-
Induktion immer noch zahlreich im Colon vorhanden, befanden sich nun aber eher in der Submucosa.
Interessanterweise konnten am T8 aber keine AhRR'F4/80"-Zellen detektiert werden.

Im Gegensatz zu F4/80 prigten im Colon naiver Méause viele Zellen MHCIl aus, manche waren
gleichzeitig auch AhRR-positiv (Abb. 31). Bei den MHCIl-positiven Zellen handelt es sich

wahrscheinlich hauptsachlich um DC, da sie kein F4/80 auspragen.
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AhRR/EGFP MHCII DAPI

Abb. 31: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der anti-MHCII gefirbten Colonschnitte der AhRRYE-Mzuse am

Tag 0 als auch Tag 6 und Tag 8 nach Colitis-Induktion. Dargestellt sind verschiedene VergréRerungen eines
Colonabschnitts. Tag 0 - n=3 in einem Experiment; T6 — n=4 in einem Experiment; T8 n=2 in zwei
Experimenten. (VergroRerung 100x, 200x und 400x; MaRstabsbalken 100 um).

Am Tag 6 der Colitis konnte eine starke Infiltration von APC in die LP festgestellt werden, wahrend
sich die MHCII*-Zellen nach 8 Tagen DSS-Behandlung dhnlich wie die Makrophagen in der Submukosa

lokalisierten. Am Tag 8 jedoch zeigten die APC in der Submucosa keine AhRR-Expression.

4.5.3.2 T-Lymphozyten

An der Pathologie von CED ist auch eine verstarkte T-Zell Immunantwort gegentliber eigenen und
fremden Antigenen aus dem Darmlumen beteiligt. Die gesteigerte T-Zellaktivierung bei mukosalen
Entziindungen geht mit einer antigenspezifischen Stimulation von CD4" T-Zellen einher. Da in der
Literatur den CD4" T-Zellen eine zentrale Rolle bei der Krankheitsentstehung zugeschrieben wird

(157), wurden zunidchst T-Zellpopulationen im Colon naiver und DSS-behandelter AhRR™*- und
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AhRR¥E- M&use untersucht. Die Gating-Strategie zur Analyse der prozentualen Anteile der T-Zellen im

Colon und deren AhRR-Expression ist in Abb. 32a dargestellt.
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Abb. 32: FACS—Analyse der T-Zellen im Colon von AhRR”*- und AhRRY“-Mzusen am Tag 0 und 6 Tage nach
Colitis-Induktion. a) Die FACS Diagramme zeigen die Gating-Strategie, nach der die T-Zellen untersucht wurden
am Beispiel der AhRR¥® Miuse an Tag 6 der DSS-Behandlung. b) Prozentanteile der verschiedenen T-
Zellpopulationen (CD3-, CD4-, CD8-positiven Zellen), sowie Prozentanteile der AhRR-positiven T-Zellen. n=1
AhRR™*- und 1 AhRR¥®-Maus an T0 % CD8; TO AhRR/EGFP-Expression in CD3-, CD4-, CD8-Zellen. n=2 AhRR"*-
und 2 AhRR¥E-Miuse an TO % CD3- und CD4-Zellen. n=5-9 Miuse an Tag 6 der DSS-Behandlung. Mittelwert *
SD.

Die FACS-Analysen zeigten, dass es keine Unterschiede in den Prozentanteilen der verschiedenen T-
Zellpopulationen zwischen AhRR"*-und AhRR¥E-M3usen gab, und dass die Induktion der Entziindung
im Colon die Verhdltnisse nicht verénderte (Abb. 32b). Es zeigte sich auRerdem, dass sowohl am Tag
0 als auch am Tag 6 nach der DSS-Behandlung etwa 30% bis 40% aller CD3"-, 10% bis 20% aller CD4'-
und etwa 10% aller CD8"-Zellen den AhRR exprimierten. Interessanterweise verringerte sich die
Frequenz von AhRR*-Zellen nach der DSS Gabe um etwa die Halfte.

Als Fazit lasst sich festhalten, dass die Abwesenheit des AhRR weder in naiven Mausen noch nach der

Induktion von Colitis einen Einfluss auf die Frequenzen der CD4"- und CD8"-T-Zellen im Colon hat.
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4.53.3 Regulatorische T-Zellen

Im gesunden Darm werden ununterbrochen Immunantworten gegen mukosale Antigene ausgelost,
die durch regulatorische Mechanismen, unter anderem auch durch regulatorische T-Zellen, die
antiinflammatorische Zytokine, etwa TGF- und IL-10 bilden, kontrolliert werden. Ein Fehler bei der
Kontrolle kann zu Toleranzverlust und CED fiihren. Um den prozentualen Anteil der CD4*Foxp3* Treg
in gesunden und an Colitis erkrankten Mdusen zu bestimmen, wurden Zellen aus dem Dinndarm,
dem Colon, den PP und den mLK isoliert, mit Antikorpern gegen CD3, CD4, CD25 und Foxp3 gefarbt
und durchflusszytometrisch untersucht. Dazu wurden zuerst die CD3°CD25"-Zellen selektioniert und
aus dieser Population wurden dann die CD4'FoxP3*-Zellen analysiert (Abb. 33a). Aus den Ergebnissen
lasst sich ableiten, dass es keine Unterschiede in den prozentualen Anteilen der Treg in allen
analysierten Organen zwischen den AhRR™*- und AhRR¥E-M3zusen gab (Abb. 33b). Dies galt sowohl
fur unbehandelte als auch fiir DSS-behandelte Mause. Die Analyse der AhRR/EGFP-positiven Zellen
zeigte, dass der hdchste Anteil an AhRR*-Treg im Diinndarm zu finden war, wobei in naiven und DSS-
behandelten Mausen der prozentuale Anteil jeweils ca. 60% betrug. Im Colon jedoch exprimierten
nur etwa 20% aller CD4'FoxP3*-Zellen den AhRR konstitutiv. In den PP und mLK machten die
Prozentanteile der AhRR-positiven CD4'FoxP3*-Zellen nicht mehr 5% aller Treg aus.

+/+_

Da es keine Unterschiede in den prozentualen Anteilen der CD4* FoxP3*-Zellen zwischen AhRR**- und
AhRR¥E-M3usen gab, kann man zusammenfassend feststellen, dass in der Abwesenheit des AhRR die
Entwicklung von Treg nicht beeintrachtigt zu sein scheint und die verstdrkte Empfindlichkeit der
AhRR¥E-M3use gegeniiber einer DSS-Colitis wahrscheinlich nicht durch verdnderte Treg-Anteile
verursacht war. Auffallend war auflerdem die starke Expression des AhRR in den Treg des
Dinndarms, die aber im gleichen Zelltyp des Colons, der PP und mLK graduell verringert war. Es ist

jedoch nicht auszuschlieRen, dass es dennoch funktionelle Unterschiede zwischen WT- und AhRR-

defizienten Treg gibt, was zuklinftig noch ndher untersucht werden sollte.
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Abb. 33 Abb. 34: FACS—Analyse der Treg im Diinndarm, Colon, PP und mLK von AhRR"*- und AhRR**-M3usen
am Tag 0 und Tag 6 nach Colitis-Induktion. a) Die FACS Diagramme zeigen die Gating-Strategie, nach der die
Frequenz der Treg untersucht wurde am Beispiel des Dinndarms einer AhRR¥®-Maus an T6 der DSS-
Behandlung. b) Dargestellt sind prozentuale Anteile der FoxP3'CD4*-Zellen bezogen auf CD3'CD25"-Zellen
sowie Prozentanteile der AhRR/EGFP-positiven FoxP3'CD4"-Zellen. n=1 Maus an TO. n=4-7 Mause an T6 der
DSS-Behandlung. Mittelwert * SD.
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4.5.3.4 Intraepitheliale Lymphozyten

IEL dienen als Verteidigungslinie gegen die in die Mukosa eindringenden Mikroorganismen. Es ist
bekannt, dass IEL in der Lage sind, die Integritdt des Epithels nach physischen oder entziindlichen
Schadigungen wieder herzustellen (158). Bereits mehrere Studien konnten schwere
Gewebeschadigungen nach Induktion von Colitis in TCRy6'/'-Méusen nachweisen, was auf eine
protektive Rolle dieser Zellpopulation in intestinalen Entziindungen hinweist (159-161). AulRerdem
zeigten Li et al., dass das Fehlen des AhR oder die Abwesenheit von AhR-Liganden im Futter die
Expansion der IEL beeintrachtigt, wodurch eine erhohte Anfilligkeit der epithelialen Barriere
gegeniiber Schadigungen besteht (115). Abb. 35a zeigt eine beispielhafte FACS Analyse von
CD8a'TCRyS - und CD8a'TCRyS'-Zellen aus dem Colon naiver Miuse, wobei die untere Reihe von
Diagrammen die AhRR/EGFP-Expression in der CD8a TCRyS*-Zellpopulation darstellt. Im Diinndarm
waren die prozentualen Anteile der CD8a'TCRy& - und CD8a'TCRyS"-Zellen in ARRR™*- und AhRRYE-
Mausen ahnlich (Abb. 35b). Erwartungsgemal bestatigen die ermittelten Daten, dass die IEL im
Diinndarm der AhR”-M3use dezimiert waren (115). Interessanterweise waren im Colon der AhRR®E-
Mause die CD8a'TCRyS -Zellen, nicht aber die CD8a'TCRyS -Population im Vergleich zu den IEL der
AhRR"*-Miuse ebenfalls signifikant reduziert. Die AhR”-Miuse verfiigten im Colon nur ber ein
Drittel der CD8a'TCRyS™ -Zellen und drastisch verminderte Prozentanteile der CD8a'TCRyS™-IEL im

Verhaltnis zu WT Mé&usen.
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Abb. 35: FACS—Analyse der intraepithelialen Lymphozyten im Diinndarm und im Colon von naiven AhRRE/E-,
AhR”" und AhRR"*-Mausen. a) Die FACS Diagramme zeigen die Gating-Strategie, nach der die IEL untersucht
wurden, am Beispiel des Colons. Die untere Reihe zeigt die AhRR/EGFP-Expression der CD8a TCRy& -IEL. b)
Prozentanteile der verschiedenen IEL (oben) und der AhRR/EGFP" IEL (unten). n=1 AhR”-Maus. n=4-5 AhRR"*-
und AhRRY“-M3use. Mittelwert % SD.

Da der AhR bekanntermafen eine Rolle bei der Expansion der IEL spielt (115), war es von

besonderem Interesse, die Expression des AhRR in dieser Zellpopulation zu analysieren. Sowohl im
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Dinndarm als auch im Colon exprimierten etwa 80% der CD8a'TCRyS™- und CD8a'TCRy&™-IEL den
AhRR konstitutiv, was fiir eine starke Aktivitat des AhR in diesen Zellen spricht.

Wihrend AhR”-Méuse deutlich weniger CD8a'TCRyS - und CD8a'TCRyS™-IEL in Diinndarm und Colon
besitzen, zeigen AhRR¥E-M3use nur im Colon eine signifikant verminderte Frequenz an CD8a'TCRy&'-
IEL. Dies konnte zur verstarkten Sensibilitdt der AhR- und AhRR-defizienten Mause gegeniber der

DSS-induzierten Colitis beitragen.

4.5.3.5 Innate Lymphoid Cells

Im Unterschied zu den Zellen des adaptiven Immunsystems, die nach antigenspezifischer Stimulation
zunachst kinonal expandieren missen, um eine effiziente Immunantwort zu erzielen, antworten die
ILC rasch auf eine Infektion durch Pathogene und leiten unverziiglich eine Immunabwehr ein. Der
AhR spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der Entwicklung und Aufrechtenthaltung als auch
der Funktion der intestinalen RORyt™-ILC. Ohne den AhR sind die ILC nicht in der Lage,
proinflammatorische Zytokine, wie z.B. IL-17 oder IL-22 zu bilden (162). IL-22 regt vor allem die
Reparatur der Darmschleimhaut an und steuert die Expression von antimikrobiellen Peptiden (129,
130). Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Produktion von IL-22 eine protektive Wirkung
bei DSS-induzierter Colitis hat (131).

Es existieren zahlreiche Isolationsprotokolle, die diverse Strategien zur Ablosung der Epithelzellen,
wie z.B. mechanische oder enzymatische Verfahren oder den Einsatz von Chelatbildnern, wie EDTA
beinhalten. AuRerdem kann die Anwendung von verschiedenen Collagenasetypen zum
Gewebeverdau zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihren. Goodyear et. al konnten zeigen, dass
verschiedene Collagenasen unterschiedliche Effekte auf Zellmarker haben. Manche Collagenasen
kénnen CD8a, CD138 und B220 von der Zelloberfliche abbauen und verursachen gleichzeitig eine
starkere Expression von unter anderem CD3, CD5, CD11b, CD11c (132).

Fir die Isolation der ILC wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene Collagenasen, Collagenase Typ
VIII (Sigma-Aldrich) und Collagenase D (Roche), verwendet und die isolierten Zellpopulationen mittels
FACS verglichen. Der Wechsel der Collagenase war notwendig, da die Collagenase VI fir einen
langeren Zeitraum nicht vom Hersteller geliefert werden konnte. Da es sich bei den ILC um
sogenannte lineage negative Zellen handelt, also Zellen, die keine Marker fir reife Zellpopulationen,
wie etwa fir T- und B-Zellen exprimieren, wurden vorab die CD3- und B220-positiven

Zellpopulationen durch Gating ausgeschlossen (Abb. 36a).
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Abb. 36: FACS—-Analyse der Innate lymphoid cells im Diinndarm und im Colon der AhRR+/+-, AhRR¥E- und

AhR”- M3use am Tag 0 und Tag 6 nach Colitis-Induktion. Die Zellisolation erfolgte mit Collagenase VIIl. a) Die
FACS Diagramme zeigen die Gating-Strategie am Beispiel der Zellen aus Dinndarm am Tag 0. CD3 - und B220-
Zellen wurden auf ihre Expression von NKp46, RORyt und AhRR untersucht. Prozentuale Anteile der
RORyt'NKp46 (1)- und RORyt'NKp46" (11)-ILC als auch der AhRR'RORyt"-Zellen im Diinndarm b) und im Colon c).
Aufgrund mangelnder Verflgbarkeit konnten die AhR”-M3use am T6 nach DSS-Behandlung nicht analysiert
werden. n=1 AhRR™"- und AhRR¥E- Maus an TO. n=2 AhR”-Mzuse an TO; n=2 AhRR"*- und AhRR¥ -Mzuse an
T6. Mittelwert £ SD.

Eine Subpopulation der RORyt™-ILC exprimiert den NK-Zellmarker, NKp46 (133, 134). Diese
RORyt'NKp46*-Zellen produzieren nur IL-22 im Gegensatz zu den LTi Zellen, die IL-17 und IL-22
sezernieren. In den folgenden Experimenten wurden die RORyt'NKp46- und RORyt'NKp46'-
Populationen im Dinndarm und im Colon der naiven AhRR¥E- und AhR”-Miuse als auch der DSS-
behandelten AhRR¥E-Miuse im Vergleich zu WT Tieren untersucht. Die prozentualen Anteile der
RORyt"'NKp46- und RORyt'NKp46*-Zellen waren in den naiven AhR”-M3usen im Gegensatz zu den
AhRR™*- und AhRR¥E-Miusen im Diinndarm, nicht aber im Colon stark reduziert (Abb. 36b,c).
Unbehandelte AhRR¥*-Miuse zeigten leicht erhéhte Prozentanteile der RORyt'ILC in beiden
Organen. Nach 6 Tagen DSS-Behandlung veranderte sich der Frequenz der Zellen in den einzelnen ILC
Subpopulationen im Diinndarm und im Colon der AhRR™*- und AhRR¥E-M3use nur unwesentlich.

Deutlich andere Ergebnisse lieferte der Verdau mit Collagenase D. Die isolierten Zellen wurden
genauso gefarbt und analysiert wie nach dem Verdau mit Collagenase VIIl. Die Frequenzen der

RORyt'NKp46™- und RORyt'NKp46'-Zellpopulationen waren im Diinndarm der unbehandelten
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AhRR¥E-Miusen als auch nach DSS-Exposition im Vergleich zu den AhRR"*-M3usen reduziert (Abb.

37a).
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Abb. 37: FACS—Analyse der Innate lymphoid cells in Diinndarm und Colon von AhRR* und AhRRYE- Miusen
am Tag 0 und Tag 6 nach Colitis-Induktion. Die Zellisolation erfolgte mit Collagenase D. Prozentuale Anteile der
RORyt'NKp46™- und RORyt'NKp46™-ILC als auch der AhRR'RORyt™-Zellen im a) Diinndarm und b) Colon. n=1

Maus an T0. n=2 Md&use an T6. Mittelwert * SD.

100



Ergebnisse

Der Verdau mit Collagenase D fiihrte verglichen mit Collagenase VIl zu hdheren prozentualen
Anteilen der RORVY'ILC (ca. 20% der CD3'B220-Zellen) in den AhRR"*-Mausen, wobei die Frequenz

€ Tiere

der RORyt'NKp46°-Zellen in beiden Verdaumethoden dhnlich war. Im Colon naiver AhRR
zeigte sich nach dem Einsatz von Collagenase D nur eine leichte Reduktion der RORyt"NKp46™- und
RORyt'NKp46*-Zellen im Vergleich zu AhRR"*-Tieren. Nach Colitis-Induktion lieRen sich im Colon
keine Unterschiede in den Prozentanteilen zwischen den beiden Mauslinien feststellen (Abb. 37b). In
die Experimente mit Collagenase D konnten aufgrund mangelnder Verflgbarkeit keine AhR”-M3use
mit eingeschlossen werden. Aus diesem Grund konnte hier kein Vergleich zu den mit Collagenase VIII
verdauten Organproben gezogen werden.

Ahnlich zu den zuvor analysierten IEL exprimierte auch ein GroRteil der RORyt'NKp46*-Zellen den
AhRR konstitutiv. Im Dinndarm waren unabhangig davon, ob naive oder DSS-behandelte Mause
verglichen wurden, oder von dem verwendeten Verdauprotokoll, etwa 80% der RORyt'NKp46*-Zellen
AhRR-positiv (Abb. 36b und Abb. 37a). Weiterhin zeigte die Analyse des Colons, dass nach Isolation
mit Collagenase VIl etwa 60% der ILC am Tag 0 den AhRR exprimierten (Abb. 36¢c und Abb. 37b). Die
Behandlung von M&usen mit DSS reduzierte den Anteil der AhRR-positiven RORyt'NKp46'-Zellen um
die Halfte. Im Gegensatz dazu waren die AhRR" RORyt"NKp46*-Zellen im Colon nach dem Einsatz von
Collagenase D kaum detektierbar, und der prozentuale Anteil der AhRR'RORyt*-ILC betrug dhnlich
wie beim Collagenase VIlI-Verdau und unabhéngig von der Colitis-Induktion etwa 5-10%.
Zusammenfassend bestatigen die ermittelten Daten, dass der AhR eine bedeutende Rolle in der
Entwicklung der ILC im Dinndarm, aber nicht im Colon spielt. Interessanterweise expimierten im
Darm hauptsichlich die RORyt'NKp46*-Zellen den AhRR. Die Ergebnisse zeigen aber auch, dass die

Art der benutzten Collagenase die prozentualen Anteile der isolierten ILC stark beeinflussen kann.

454 Cryptopatches und ILF

Die RORyt'ILC sind hauptsichlich in der intestinalen LP zu finden, wo sie eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung von Cryptopatches und ILF spielen. Signale der Mikrobiota sind in der Lage, die
Konversion von Cryptopatches zu ILF durch die Akkumulation von T-Zellen, B-Zellen und DC zu
unterstiitzen. Die Entstehung von ILF beeinflusst die Generierung von IgA-produzierenden
Plasmazellen, die wiederum fir die Beseitigung von Pathogenen sorgen (135).

Histologische Analysen der mit Antikorpern gegen MHCII oder B220 gefarbten Colonpréparate von
mit DSS-behandelten AhRR¥E-Mausen erlaubten die Identifizierung von Cryptopatches und ILF. Die
Strukturen zeigten Unterschiede in der Lokalisierung, GroRe als auch Zellzusammensetzung (Abb.

38a). Die Cryptopatches waren als fassformige Zellaggregate zwischen der LP und der intestinalen
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Wand in der Submukosa priasent und konnten durch eine lokale Anhiufung von MHCII*-Zellen,
wahrscheinlich DC, identifiziert werden. In den Cryptopatches waren die AhRR/EGFP-positiven Zellen
als auch die MHCII*-Zellen zahlreich und homogen verteilt. Die relativ groRen Strukturen in Form
einer Kuppel mit dichten Zellansammlungen in der mukosalen Region wurden als ILF identifiziert
(Abb. 38b). In den ILF konnte eine groRe Anzahl AhRR/EGFP-exprimierender Zellen in an das
Darmlumen angrenzenden Arealen nachgewiesen werden. Weiter abluminal konnten jedoch nur

vereinzelte griin fluoreszierende Zellen zwischen den B220" -Zellen detektiert werden.
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Abb. 38: Fluoreszenzmikroskopische Analyse des Colons einer AhRRYE-Maus. a) Dargestellt ist ein

Cryptopatch in verschiedenen VergroRerungen. Die Kryoschnitte wurden mit anti-MHCII Antikérper gefarbt. b)
Dargestellt ist ein isolierter Lymphfollikel in verschiedenen VergroRerungen. Die Kryoschnitte wurden in diesem
Fall mit anti-B220 Antikorpern gefarbt. (VergréBerung 100x, 200x und 400x; MaRstabsbalken 100 um).

4.5.5 Sequenzierungsanalyse des intestinalen Mikrobioms

Die intestinalen Mikrobiota spielen eine wichtige Rolle bei der Initiation und dem Verlauf von CED im
Menschen (136). Dabei wird die Immunpathologie von einer luminalen Akkumulation von
Escherischia coli und Bacteroides spp. in entziindeten Darmbezirken begleitet (102, 137).

Ziel der folgenden Experimente war die Ermittlung der Zusammensetzung der Mikrobiota im

Diinndarm und im Colon der AhR”- und AhRR¥:-M3use im Vergleich zu WT-Kontrolltieren. Da mehr
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als 90% der Mikrobiota obligate Anaerobier sind, die sich nicht kultivieren lassen, wurde in
Kooperation mit der Waseda Universitat in Tokyo (Prof. H. Takeyama) eine Sequenzierungsanalyse
des Mikrobioms mittels NGS von PCR-Amplifikaten der bakteriellen 16s rDNA durchgefiihrt. Um
einen Eindruck zu erlangen, ob es zwischen den Mausen Unterschiede in der bakteriellen
Zusammensetzung im Dinndarm und im Colon gibt, wurden DNA Proben von 8 AhRR™*- und 8
AhRR¥E als auch jeweils 4 AhR**- und AhR” -M3usen verglichen.

Die Zusammensetzung des Mikrobioms schien im Diinndarm der AhR"*-, AhRR"*- und AhRR¥E-
Mause &hnlich zu sein (Abb. 39). Dabei machte die Gattung Bacteroides etwa 60-80% aller
Kommensalen aus und dominierte zahlenmaRig im Dinndarm. Die zweitgroRte Gruppe mit 10-15%
der Darmbakterien stellten die Sphingobacterien dar. Es fallt auf, dass sich die vier AhR”-Miuse
durch starke Diversitat der bakteriellen Populationen im Diinndarm auszeichneten. Der prozentuale
Anteil der Gattung Bacteroides lag hier zwischen 20 und 60% und der der Sphingobacterien zwischen
10 und 60% aller identifizierten Bakterien. Bei der AhR”-Maus mit Nummer 3 wurden auRerdem
erhebliche Mengen von grampositiven Clostridien detektiert.

Auf der Basis der Auswertung der bakteriellen Besiedlung des Colons lassen sich leichte Unterschiede
zwischen AhRR™*- und AhRR¥E-Miusen ableiten. Zu beobachten ist, dass AhRR¥E-Miuse insgesamt

+/+

mehr Bacterioides und weniger Sphingobacterien im Vergleich zu AhRR™"-Tieren aufweisen.
Bei der Analyse der bakteriellen Komposition im Colon der AhR”- und AhR"*-Méuse zeigten sich
ahnlich wie im Diinndarm erhebliche Unterschiede in der prozentualen Anteilen der Bacteroides und

Clostridien.
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Abb. 39: Untersuchungsergebnisse der Sequenzierungsanalyse der bakteriellen 16s rDNA aus dem
Diinndarm- und Coloninhalt der AhRRE/E-, AhR” und entsprechender WT-Wurfgeschwister (n=4-8 Mause pro
Gruppe). Die Sequenzierung wurde von Dr. Tetsushi Mori und die bioinformatische Auswertung von Toru
Maruyama durchgefiihrt.

Weiterhin wurde bei dem durch die Sequenzierung gewonnenen Datensatz eine statistische Analyse
durchgefiihrt, die die phylogenetische Information zu den einzelnen OTU (operational taxonomic
unit) mit einbezieht (UniFrac-Analyse). Mittels UniFrac konnte bestimmt werden, wie stark sich die
Artenspektren tatsachlich unterscheiden, und ob die bakteriellen Gemeinschaften der verschiedenen
Mause, sowohl bezogen auf die An- und Abwesenheit von Bakterienspecies, als auch auf die
phylogenetische Herkunft der Bakterien unterschiedlich waren. Diese Ergebnisse unterstiitzten die
Beobachtung, dass sich die AhR”- Miuse durch hohe Variabilitit der bakteriellen Komposition

auszeichnen (Abb. 40).
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Der AhR gilt seit langem als ein biologischer Sensor, der Chemikalien der Umwelt erkennt und Signale
in den Kern vermittelt. Urspriinglich wurde er wegen der Vermittlung der Toxizitdt von Dioxin
bekannt. Als Transkriptionsfaktor tibertragt er so Informationen aus der Umgebung auf die DNA und
reguliert dabei die Transkription bestimmter Gene. Zu den am besten erforschten Zielgenen des AhR
gehoren in erster Linie fremdstoffmetabolisierende Enzyme, die Liganden des AhR verstoffwechseln
kénnen.

Es ist aber auch bekannt, dass der AhR nicht nur als Sensor fiir Umweltchemikalien eine gravierende
Rolle spielt, sondern auch wichtige Aufgaben bei Zellwachstum, -tod und —migration hat. AuRerdem
hat der AhR wichtige Funktionen im Immunsystem. Die transkriptionelle Aktivitdt des AhR wird Gber
verschiedene Faktoren gesteuert, unter anderem Uber den AhRR, der {iber einen negativen
Rickkopplungsmechanismus als ein Regulator des AhR-Signalwegs fungiert. In Rahmen dieser
Dissertation wurde die konstitutive und durch AhR-Liganden induzierte AhRR-Expression als auch die
Rolle des AhRR in der Immunregulation untersucht. Da vor allem Darm und Haut den AhRR stark
exprimieren und an keiner Stelle des Immunsystems die unmittelbare Umwelt so viel Einfluss auf die
Immunabwehr hat wie im Darm, wurde ein besonderer Fokus dieser Arbeit auf die Analyse der Zellen
des darmassoziierten Immunsystems gelegt.

Um die Ausprdgung des AhRR ermitteln zu kénnen, wurden in unserer Gruppe AhRR/EGFP Knock-in
Mause generiert, in denen die kodierende Region des AhRR durch eine EGFP-Kassette ersetzt wurde.
Vorexperimente zeigten bereits, dass fast alle DC in der LP des Diinndarms den AhRR auspragen,
wobei die Prozentanteile der AhRR-exprimierenden Zellen in Organen wie PP und mLK, die weiter
entfernt vom Darmlumen liegen, im Vergleich zu Zellen der LP reduziert war. AhRR-positive T-Zellen
konnten im Dinndarm und PP, aber nicht in den mLK identifiziert werden. Aus Analysen von AhR”
AhRRE/E—DoppeIknockout-Méusen hat sich ergeben, dass die AhRR-Expression im Dinndarm und
Colon vollsténdig, in den PP und mLK jedoch nur partiell von einer AhR-Aktivierung abhangt.
AuBerdem konnte durch Fiittern der Tiere mit Curcumin und Quercetin, als auch der Verwendung
von ALR-Futter gezeigt werden, dass Nahrungsbestandteile eine besonders wichtige Rolle bei der
Auspragung der AhRR-Expression spielen.

Zweiter Schwerpunkt der Arbeit war die Ermittlung der Funktion des AhRR im darmassoziierten
Immunsystem. Bereits mehrere tierexperimentelle Studien wiesen auf eine Bedeutung des AhR bei
der Aufrechterhaltung der Homoostase im Darm hin. Beispielsweise zeigten AhR”-Miuse eine

starkere intestinale Entzlindungsreaktion als WT-Mause im Mausmodell der DSS-induzierten Colitis.
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Da der AhRR als negativer Regulator des AhR gilt, wurde erwartet, dass AhRR¥E-Miuse gegeniber
einer DSS-Behandlung geschiitzt sind. Die hier ermittelten Daten zeigten jedoch eindeutig, dass auch
das Fehlen des AhRR zur Uberempfindlichkeit der M3use gegeniiber einer DSS-induzierten Colitis
fihrt. Im Weiteren wurde in dieser Arbeit untersucht, welche Mechanismen diesem starkeren
Verlauf der entziindlichen Erkrankung bei AhRR¥E-M3usen zugrunde liegen. Als mogliche Ursache der
starkeren Manifestation der Colitis Symptome scheint der reduzierte prozentuale Anteil der IEL im
Colon als auch reduzierte Mengen von IgA in Stuhlproben von AhRR¥E-Miusen plausibel und

naheliegend zu sein.

5.1 AhRR-Expression in verschiedenen Organen und ihre Abhangigkeit von

der Anwesenheit des AhR

Da EGFP innerhalb der Zelle méglicherweise eine andere Stabilitat besitzt als der AhRR, stellte sich
die Frage in wie weit die Expression von EGFP mit der Expression des endogenen ahrr Gens
korreliert. Um zu untersuchen in welchen Organen der endogene ahrr exprimiert wird, wurden RT-
PCR Analysen von Leber, Lunge, Haut, Dinndarm, PP und mLK von WT C57BL/6) Madausen
durchgefiihrt. Vor allem Barriereorgane, wie Haut und Darm, zeigten ahrr Expression. AuRRerdem
pragten die Organe des darmassozziertem Immunsystems, wie PP und mLK den AhRR relativ stark
aus. Im Gegensatz dazu konnte in Leber und Lunge erstaunlicherweise keine ahrr Expression
detektiert werden. Mikroskopische Analysen, der mit alkalischer Phosphatase geféarbten
Leberschnitte, bestatigten die RT-PCR Ergebnisse und wiesen ebenfalls keine EGFP-exprimierenden
Zellen auf (Daten nicht gezeigt). Auch die perorale und intraperitoneale Behandlung von AhRR®E-
Mausen mit LPS und 3-MC flhrte nicht zur Induktion des AhRR in der Leber (Daten nicht gezeigt).

RT-PCR Analysen der Zellen aus AhRRY*-, AhRR¥*- und AhRR¥E-Miusen, die auf eine starke
Expression des endogenen ahrr in Diinndarm, PP und mLK hindeuten, spiegelten die zuvor in unserer
Arbeitsgruppe mittels FACS-Messung generierten Ergebnisse wider. Auf Proteinebene konnte in den
Vorexperimenten eine starke konstitutive AhRR/EGFP-Expression in der Haut und im
darmassoziierten Immunsystem beobachtet werden (H. Weighardt, O. Brandstatter, I. Forster,
unpubliziert). Die quantitativen FACS-Analysen ergeben auRerdem, dass die Auspragung des AhRR
nicht nur gewebespezifisch sondern auch zellspezifisch war. Beispielweise waren fast alle DC in der
LP des Dinndarms AhRR-positiv, wobei deren prozentualen Anteile in den Organen, die weiter
entfernt vom Darmlumen liegen, wie PP und mLK, reduziert waren. Gleicherweise konnten nur im
Dinndarm und in den PP AhRR-positive T-Zellen identifiziert werden, im mLK jedoch waren die T-

Zellen AhRR negativ.
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Ahnliche Resultate lieferten Untersuchungen von Bernshausen et al. in denen die konstitutive AhRR-
Expression in Leber und Lunge aber auch in Ovar, Testis, Milz sowie Thymus relativ gering war, wobei
in Herz und Hirn hohe Mengen an AhRR-Transkripten nachgewiesen werden konnten (163). Zugleich
ermittelte die Analyse menschlicher Organe eine hohe Kopienzahl des AhRR in Lunge, Ovar, Testis
und Milz (164, 165). Wobei im Humansystem die hochste CYP1A1l-Expression in der Lunge
beobachtet wurde, was darauf hindeutet, dass der AhRR nicht immer effektiv die Transkription der
AhR-regulierten Gene supprimiert (165).

Die Leber als hochspezialisiertes Entgiftungsorgan bendtigt eine Vielzahl von Enzymen aus der
Familie der CYP450 Enzyme fiir Phase I-Reaktionen um hydrophobe Chemikalien zu verstoffwechseln.
Die Aktivierung des AhR in diesem Organ wurde besonderes gut erforscht. Durch die hier
gewonnenen Daten konnte spekuliert werden, dass die durch AhRR verminderte Aktivitat des AhR
fiir die Metabolisierungsprozesse von toxischen Stoffen hinderlich wére, so dass die Expression des
AhRR in der Leber gezielt unterdriickt wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde zusatzlich zum ersten Mal eine konstitutive Expression des AhRR im
Colon mittels Fluoreszenzmikroskopie und FACS Analyse nachgewiesen. Die mikroskopischen
Untersuchungen der mit DAPI gegengefarbten Colonschnitte der AhRR/EGFP-Mause offenbarten die
Prasenz von EGFP-positiven Zellen in unmittelbarer Ndhe der Epithelschicht. Zwischen den
Epithelzellen konnten ebenfalls griine Zellen detektiert werden. Die FACS Messungen der aus LP des
Colons isolierten und gefarbten Zellen zeigten, dass ca. 30% der Makrophagen als auch ca. 40% der
MHCII'CD11c" DC und &hnliche Prozentanteile der CD4'- und CD8"-Zellen den AhRR konstitutiv
exprimieren. Somit war der Anteil der AhRR*-DC im Colon, im Vergleich zum Diinndarm, um die
Halfte reduziert, wahrend die Frequenzen der anderen AhRR*-Zellpopulationen in beiden Organen
vergleichbar waren.

Interessant ist dabei jedoch eine Diskrepanz zwischen den im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen
Ergebnissen und den Literaturdaten, die beschreiben, dass im Darm von Mausen keine konstitutive
AhRR-Expression zu finden ist (82, 166). Es konnte sein, dass die daflir verwendete PCR-Technik nicht
sensitiv genug war, um die geringen Mengen an Transkripten zu detektieren. Die Analyse der EGFP
Reporter-Mause via FACS liefert im Gegensatz dazu viel héhere Sensitivitdt um die Expression des
AhRR in einzelnen Zellen zu untersuchen.

Basierend auf einer umfangreichen Mikroarray-Analyse von Immunzellen wurde eine ubiquitdre
Expression des AhR im Immunsystem angenommen (167). Die Expression des AhR wurde bislang nur
mit Hilfe von Mikroarray-Analysen, qPCR und Western Blot-Analysen von Organen, jedoch nicht auf
Einzelzellebene ermittelt. Aus diesem Grund ist eine Interpretation der biologischen Signifikanz

dieser Ergebnisse wegen der Heterogenitdt von Zellgemischen eines Organs sehr schwierig. So kann
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eine niedrige Expression in vielen Zelltypen oder eine erhéhte Expression in einem Zelltyp, der nicht
haufig vorkommt, im Westernblot die gleiche Expressionsstirke aufweisen. Beispielsweise
exprimieren IL-17 produzierende Th-17 Zellen erhohte Mengen des AhR, obwohl sie nicht zahlreich
im unstimulierten Immunsystem vorkommen und weniger als 1% der gesamten CD4 T-Zellen
ausmachen (105). Deswegen konnte die so ermittelte AhR-Expression falschlicherweise als sehr
schwach und in allen T-Zellen anwesend interpretiert werden.

Wie die in dieser Arbeit dargestellten Analysen und die Angaben in der Literatur zeigen, variiert die
Expression des AhR und seines Repressors sehr stark in verschiedenen Organen und Zellen.
Interessant ist jedoch, dass obwohl der AhR ubiquitadr exprimiert ist, sich die Expression des AhRR vor

allem auf die Barriereorgane beschrankt.

5.1.1 Kanonische und nicht-kanonische Signalwege zur Aktivierung des AhRR

Um Erkenntnisse lber die Abhangigkeit der AhRR-Expression von der Anwesenheit des AhR zu

*_Msuse untersucht. In der LP des Diinndarms und Colons der AhR”"

gewinnen, wurden AhR”AhRR
AhRR¥*-Miuse konnten keine EGFP-positiven Zellen detektiert werden, was dafiir spricht, dass in der
Abwesenheit des AhR keine Transkription des AhRR in diesen Lokalisationen stattfindet.

Interessanterweise konnten aber in PP und mLK der AhR” AhRR®*

-Mause grin fluoreszierende Zellen
gefunden werden. Diese Zellen konnten als MHCII'CD11c’ DC identifiziert werden werden.
Histologische Untersuchungen der Haut zeigten ebenfalls eine AhR-unabhangige Transkription des
AhRR. Somit konnte in dieser Studie nun erstmals belegt werden, dass eine Aufregulation des AhRR
neben AhR-Aktivierung auch durch andere Mechanismen hervorgerufen werden kann. Bereits Baba
et al. konnten zeigen, dass die AhRR-Expression durch GC-Boxen und eine NF-kB Bindungsstelle im
AhRR-Promoter gesteuert werden kann (83). In der Literatur finden sich zahlreiche Berichte Uber
Interaktionen des AhR mit Mitgliedern der NF-kB Familie, etwa RelA und RelB, was auf einen nicht
kanonischen Signalweg hinweist (168, 169). Proteine der NF-kB/Rel Familie sind
Transkriptionsfaktoren, die eine essentielle Rolle in verschiedenen zelluldren Prozessen, wie z.B. der
erworbenen und angeborenen Immunitat, bei Entziindungsreaktionen, als auch bei Proliferation und
Differenzierung von Zellen, sowie Apoptose spielen. Ein AhR/RelB Dimer ist in der Lage an die XRE als
auch an die NF-kB Bindestellen zu binden, was zur Aktivierung von AhR- und NF-kB-spezifischen
Zielgenen nach TCDD Stimulation fiihren kann. Es konnte gezeigt werden, dass AhR/NF-kB Dimere die
Expression von IL-8, BAFF (B-cell activating factor), IRF3 (Interferon regulatory factor 3) und CCL1
fordern (170). Interessanterweise waren nur die DC in PP und mLK AhRR-positiv und Experimente

von Cejas et al. konnten beweisen, dass die Expression von RelB relativ frih wahrend der
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Differenzierung von DC hochreguliert wird und fir die normale Entwicklung und Funktion der DC
erforderlich ist (171). DC werden als Schlisselregulatoren der Immunitat oder Toleranz betrachtet
und fungieren als wichtige Quelle von IDO fir die Induktion von Treg (172). In diesem
Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass der alternative NF-kB Signalweg kritisch fir die
Induktion von IDO in DC ist (173). Somit ist es auch sehr wahrscheinlich, dass die TCDD vermittelte
Induktion von IDO nicht nur den AhR erfordert, sondern gleichzeitig RelB involviert. AuBerdem
beeinflusst eine Behandlung von murinen DC aus Knochenmark mit TCDD signifikant deren
Differenzierung und Reifung. Diese Reifung von DC geht mit der Bindung des AhR/RelB Dimers an
DNA einher, was eine AhR-abhéangige Induktion von Idol, Ido2, Ccr6 and /122 zur Folge hat (174).
TCDD stimulierte DC exprimierten erheblich gréRere Mengen von MHCIlI und CD86, wahrend die
Expression von CD11c und Produktion von IL-6 nach TCDD Applikation reduziert waren (156). Diese
Beobachtungen konnten in Experimenten von der AG um Kerkvliet, die verstarkte Expression der
Oberflachenmarker CD86, MHCII und ICAM-1 auf Milz-DC von mit TCDD-behandelten Ma&usen
zeigten, validiert werden (155, 175).

Genauere Analysen der MHCII*'CD11c" DC, die in den PP und mLK unabhingig vom AhR den AhRR
exprimieren, sind erforderlich. Es sollten beispielweise genauere Erkenntnisse beziiglich der DC
Subpopulationen, die den AhRR ausprdagen, gewonnen werden. In murinen PP lassen sich
konventionelle DC beziiglich der Expression von Chemokinrezeptoren, wie CX3CR1 und CCR6
unterscheiden. Es wire interessant zu erfahren, ob die AhRR" DC in den PP zu den CX5CR1*-DC
gehoren, die in engem Kontakt mit dem Follikel-assoziierten Epithel stehen und Antigene nach deren
Transzytose durch die M-Zellen aufnehmen (176). Diese Zellen sind jedoch nicht in der Lage, eine T-
Zell-abhdangige Immunitat zu induzieren. CCR6 exprimierende DC sind direkt unterhalb der
subepithelialen Dom-Region der PP lokalisiert und unterstiitzen die antigenspezifische Th-
Zellaktivierung in Antwort auf Bakterien (176). AuRerdem befindet sich in den PP eine CD103" DC
Subpopulation, die als Reaktion auf die Mikrobiota expandiert. Ihre genaue Lokalisation und Funktion
im PP ist noch nicht geklart (177).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Wechselwirkung zwischen dem AhR und AhRR sehr
komplex ist und wahrscheinlich Uber einen einfachen AhR-induzierten, AhRR vermittelten
Rickkopplungsmechanismus hinausgeht. Der AhRR kann offenbar auch durch andere Wege als AhR-

abhangige Transkriptionskontrolle reguliert werden.
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5.2  Regulation der AhRR-Expression durch AhR-Liganden

Die groRte Quelle (> 90%) der Exposition des menschlichen Organismus gegenlber polychlorierten
Dibenzo-p-dioxinen mit Dioxin als prominentestem Beispiel, sind die Nahrungsmittel, wobei
besonders tierische Lebensmittel, wie Eier, Milch, Fleisch und Fisch belastet sind (178). Modell-
Analysen zur Bindung verschiedener Liganden zeigen, dass der AhR zahlreiche planare hydrophobe
Substanzen binden kann (179). Deswegen ist der AhR in der Lage, neben diesen xenobiotischen
Substanzen, die kanzerogene Wirkung haben kénnen, auch natiirliche antikarzinogene Stoffe zu
binden. Interessanterweise kommt die Mehrzahl der bislang identifizierten nattrlichen AhR-Liganden
direkt aus der Nahrung oder aus pflanzlichen Produkten, wie beispielweise Flavonoide, Carotinoide
und Indole. Daher wurde hier der Einfluss von Nahrungsbestandteilen auf die AhRR-Expression

genauer untersucht.

5.2.1 Wirkung von Curcumin und Quercetin auf die AhRR-Expression

In Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von Curcumin und Quercetin, die natirliche AhR-
Liganden sind, auf die AhRR-Expression untersucht. Die FACS Analysen der mit Curcumin gefiitterten
Mause verdeutlichen einen groBen Einfluss der natlirlichen AhR-Liganden auf die AhRR Aufregulation
in Diinndarm und PP. In allen analysierten Zellpopulationen des Diinndarms als auch in CD8"-Zellen
und DC in PP war die durch Curcumin induzierte AhRR-Expression hoher als die konstitutive AhRR-
Expression. In den mLK jedoch war die Wirkung von Curcumin und Quercetin nicht mehr sichtbar.
Interessanterweise hat sich in den hier durchgefiihrten Experimenten dieser natirliche AhR-Ligand
aus Kurkuma genauso wirkungsvoll, wie der potente klassische AhR-Ligand, 3-MC, der in den
Analysen als positive Kontrolle diente, erwiesen. Im Gegensatz zu Curcumin hat Quercetin keine
Erhdhung der AhRR-Expression in der LP des Diinndarms hervorgerufen. Ahnlich wie nach der
Behandlung mit Curcumin konnte in PP eine Quercetin-induzierte AhRR-Expression in CD8"-Zellen
und MHCII"'CD11c" DC beobachtet werden.

Die Wirkung von Curcumin auf die Modulation von intrazellularen Signalwegen, die das Wachstum
von Krebszellen, Entziindung, Apoptose und Zelltod kontrollieren, wurde bereits in der Literatur
eingehend beschrieben (180, 181). Im Zusammenhang mit dem AhR Signalweg konnte gezeigt
werden, dass Curcumin die Translokation des AhR in den Nukleus und die Heterodimerisierung von
AhR und ARNT erhoht (182). AuBerdem zeigen mehrere Studien, dass Curcumin durch Aktivierung
des AhR die enzymatische Aktivitdt von CYP1A1 induzieren kann (89, 182, 183). Interessanterweise
supprimierte in Anwesenheit von TCDD oder B(a)P Curcumin die TCDD-induzierte AhR
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Phosphorylierung und AhR/ARNT Heterodimerisierung, was in Folge die CYP1A1-Expression inhibiert
(89, 182, 184). Fiir Quercetin, das mit TCDD um die Bindung an den AhR konkurriert, konnten
ebenfalls schwache antagonistische Effekte dieses natiirlichen AhR-Liganden gezeigt werden (91,
183).

In Rahmen dieser Arbeit konnte also die AhR-Aktivierung durch relativ hohe Menge an Curcumin und
Quercetin bestatigt werden, wobei die Effekte zell- und gewebespezifisch zu sein scheinen. Von den
beiden analysierten natirlichen Substanzen hat sich Curcumin als potenterer AhR-Ligand erwiesen.
Die Aktivierung des AhR durch viele natirliche Liganden in deren biologisch relevanten
Konzentrationen konnte bislang nicht belegt werden. AuRerdem sind Curcumin und Quercetin
schwer wasserloslich und werden deswegen im Magen-Darm-Trakt nur zu einem sehr geringen MaR
resorbiert. Um das groRe therapeutische und pharmakologische Potenzial dieser Substanzen besser
ausnutzen zu kénnen, kommen immer haufiger Nanopartikel-basierte , Drug-delivery-Systeme” zur
Anwendung. Im Gegensatz zu freiem Curcumin ist Nanocurcumin leicht wasserloslich, zeigt
vergleichbare therapeutische Wirkungen in humanen Pankreaskarzinom-Zelllinien und eine héhere
Aktivitat (185, 186).

In Ubereinstimmung mit dem kiirzlich formulierten Paradigma, dass die Aktivierung des AhR die
Differenzierung der CD4'FoxP3* Treg verbessert, supprimiert TCDD-Exposition
Entziindungsreaktionen in verschiedenen Mausmodellen, wie zum Beispiel experimentelle
autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) (106), Colitis ulcerosa (187) und Typ 1 Diabetes (188). Dennoch
ist Dioxin ein Toxin, das sich nicht flr therapeutische Anwendungen eignet. Deswegen ist es von
grolRer Bedeutung einen entsprechenden nicht toxischen potenten AhR-Liganden zu identifizieren
oder zu entwickeln. Viele verschiedene Studien wurden durchgefiihrt, um festzustellen, ob AhR-
Liganden eine mukosale Entziindungsreaktion dampfen konnen. Beispielweise demonstrierten
Furumatsu et al., dass die AhR Aktivierung durch perorale Gabe von B-Naphthoflavon die Symptome
der DSS induzierten Colitis mildert (189). In dhnlicher Weise, induziert die perorale Applikation des
probiotischen Bakteriums Lactobacillus bulgaricus OLL1181 bei Mausen die Aktivierung des AhR-

Signalwegs im Colon und unterdrtckt somit die DSS-Colitis (190).

5.2.2 Nahrungsbestandteile als Hauptaktivator der AhRR-Expression

Die Experimente mit Curcumin und Quercetin haben zwei wichtigen Fragen aufgeworfen, namlich 1)
inwieweit beeinflussen Nahrungsbestandteile die Expression des AhRR? und 2) spielen bakterielle
Bestandteile ebenfalls eine Rolle in der Aktivierung des AhRR? Um die erste Frage beantworten zu

kénnen, wurden AhRR™*- und AhRR¥E-M3use fiir mehrere Wochen mit einem speziellen ALR-Futter,
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E/E

das eine reduzierte Menge an AhR-Liganden beinhaltet, gefittert. AhRR™"-Mause, die weniger AhR-

Liganden im Vergleich zu normal gefiitterten AhRR"

-Kontrollmdusen erhalten hatten, zeigten
drastisch reduzierte prozentuale Anteile an AhRR-positiven Zellen in der LP des Diinndarms, PP und
mLK, wobei Treg und RORyt"NKp46*-ILC im Diinndarm den AhRR gar nicht mehr exprimierten. Die
Anteile der AhRR-positiven IEL im Colon waren ebenfalls drastisch von fast 100% auf ca. 5% reduziert.
Somit konnten die hier gewonnen Ergebnisse die Feststellung untermauern, dass die Nahrung einen
starken Einfluss auf die Induktion des AhR-Signalwegs hat.

In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass Nahrungskomponenten eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Homoostase im Darm spielen. Die Wirkung der Phytochemikalien wird vor
allem durch den AhR vermittelt. In der Tat sind die AhR-Liganden aus der Nahrung sehr wichtig fr
die postnatale Expansion von RORyt*-ILC und fiir die Entwicklung der ILF (114). Mause, die einer ALR-
Didt ausgesetzt waren, zeigten niedrigere c-Kit Spiegel auf RORyt*-ILC, eine schlechtere postnatale
Expansion von RORyt*-ILC und eine verzégerte Bildung der ILF. Interessanterweise konnten alle diese
Parameter nach der Verabreichung eines AhR-Liganden im ALR-Futter wieder hergestellt werden.
Diese Befunde korrelieren mit den in dieser Arbeit ermittelten Daten, die einen 4-fach reduzierten
Prozentanteil der RORyt'NKp46™-ILC in AhRR™*- und auch in AhRR¥E- Miusen nach Verabreichung
der ALR-Diit im Vergleich zu der AhRR¥*-Kontrollmaus, die Normaldiit bekam, zeigen.
Bemerkungswert bei den Beobachtungen von Kiss et al. ist der Fakt, dass die Entstehung der ILF
verzogert, aber nicht komplett inhibiert war. Diese Feststellung weist auf eine moégliche Beteiligung
anderer AhR-Liganden hin, wie z.B. bakterielle Bestandteile oder Stoffwechselprodukte, die in
spateren Phasen den Mangel an Liganden aus der Nahrung kompensieren kénnten.
Interessanterweise sind die Liganden aus der Nahrung auch in der Lage, die Expansion epithelialer y6
T-Zellen im Darm zu regulieren (115). Das konnte ebenfalls mit den Analysen der vorliegenden Arbeit
bestatigt werden, da auch hier die Menge an IEL in den ALR-Diat exponierten Mausen reduziert war.
Eine Diat, die wenig AhR-Liganden enthallt, hat auch einen Einfluss auf entziindliche Erkrankungen
bei Menschen. So ist bekannt, dass ein geringerer Obst- und Gemiuseverzehr bei Kindern mit der

Entstehung von Morbus Crohn assoziiert ist (191).

5.3  Rolle des AhRR im darmassoziierten Immunsystem

5.3.1 Uberempfindlichkeit der AhRR¥E-M3iuse auf DSS-induzierte Colitis

Die starke AhRR-Expression in den Immunzellen des Darms legte die Frage nach der Rolle des AhRR

im intestinalen Immunsystem nahe. Um diese Frage zu adressieren, wurde ein DSS-induziertes
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Mausmaodell flr Colitis ausgesucht, dass ein Modell fiir chronisch-entziindliche Darmerkrankungen
beim Menschen darstellt.

Die Atiologie von CED ist heutzutage noch nicht vollstindig gekldrt, wobei in der letzten Zeit die
Entwicklung von modernen molekularen Techniken und Anwendung verschiedener Mausmodelle fir
Colitis zu einer besseren Kenntnis der Faktoren, die zur Verstarkung und Aufrechterthaltung der
immunologischen Antworten beitragen, filihrten. Es ist unbestritten, dass eine hochgradige
Aktivierung von darmassoziierten Immunzellen einen wesentlichen Aspekt der Pathophysiologie von
CED darstellt. Die regulatorischen Vorgidnge, die sowohl die Interaktion zwischen einer Vielzahl von
Mediatoren auflerhalb der Zellen als auch von intrazelluliren Mechanismen der molekularen
Immunregulation betreffen, sind hoch komplex. Ihre stiickweise Entschlisselung bietet den Ausblick
auf ein Verstandnis der wesentlichen Elemente chronischer Entziindungen.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen der Gewichtsverdanderungen als auch die Evaluation der
Krankheitszeichen, die im DAI-Score zusammengestellt worden sind, zeigten, dass unabhangig von
der Dauer der Erkrankung AhRR¥E-Miuse wesentlich empfindlicher gegeniiber der DSS-Behandlung
waren als AhRRY*-Versuchsmiuse. Die Beobachtungen konnten weiterhin durch die
histopathologische Untersuchungen unterstitzt werden, in denen die an Colitis erkrankten AhRRE/E-
Mause massive Zellinfiltration und stark ausgepragte Zerstérung der epithelialen Barriere zeigten.
Die erhéhten Spiegeln an IL-6, IL1-B und IFN-y in den mLK bei AhRR¥E- im Vergleich zu AhRR"*-Tieren
bereits in den ersten Tagen der Exposition mit DSS sprechen ebenfalls fiir starkere mukosale
Entziindungsreaktionen in der Abwesenheit des AhRR. Weiteres Ziel der vorliegenden Dissertation
war die Ermittlung der Mechanismen, die zu der Uberempfindlichkeit der AhRR¥E-Miuse gegeniber

der DSS-induzierten Colitis beitragen.

5.3.2 Einfluss des AhRR auf die Aufrechterhaltung der Epithelbarriere

5.3.2.1 Erhéhung der Darmpermeabilitit nach DSS-Behandlung ist AhR/AhRR

unabhangig

Wie zuvor ausfihrlich beschrieben sind die IEL hauptsadchlich fiir die Aufrechterhaltung der

E/E

epithelialen Barriere verantwortlich. Da die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass AhRR™"*-Mduse

+/+

reduzierte Frequenzen von IEL im Vergleich zu AhRR™"-Md&usen aufweisen, stellte sich die Frage, ob
in Abwesenheit des AhRR moglicherweise Veranderungen der Permeabilitit der Darmwand

auftreten.
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Eine ausfihrliche Studie konnte bereits zeigen, dass nicht nur Morbus Crohn Patienten, sondern auch
deren Angehoérige ersten Grades eine erhdhte gastrointestinale Permeabilitdt manifestieren (192).
Dabei wurde die erhdhte Permeabilitdt bei den Verwandten als Indiz auf eine Erblichkeit der
Erkrankung angesehen. Interessanterweise ist eine Erhdhung der Permeabilitdt bei Morbus Crohn
Patienten bereits vor dem Ausbruch der Erkrankung zu beobachten und wird heutzutage haufig als
Marker fir ein Rezidiv der Krankheit bewertet (193).

In Rahmen dieser Arbeit konnte anhand der Aufnahme von FITC-Dextran gezeigt werden, dass
gesundes Darmepithel relativ undurchdringlich ist, jedoch eine Zerstorung der Epithelzellen durch
DSS zu einer Permeabilitatserhohung fuhrt. Es wird heutzutage angenommen, dass Verdanderungen
der Darmdiirchldssigkeit die Einwanderung von Bakterien ermdoglichen und Entziindungsprozesse
hervorrufen. Dieser Vorgang der unkontrollierten Immunantwort wird im Wesentlichen als Grund fir
die Ausldsung der akuten DSS-induzierten Colitis genannt. Die mit AhRR"*- und AhRR¥E-Miusen
durchgefiihrten Permeabilitdtsanalysen am Tag 0, 2 und 4 nach der DSS-Behandlung deuteten darauf
hin, dass bereits im friihen Stadium der Colitis, die Darmbarriere beeintrachtigt war. Allerdings haben
sich an keinem der untersuchten Zeitpunkte Unterschiede in der Darmdurchlassigkeit zwischen den
AhRR™*- und ARRR¥E-M3usen gezeigt.

Des Weiteren deutet vieles darauf hin, dass die Durchlassigkeit der Darmmukosa auch nicht direkt
von der Anwesenheit des AhR abhangig ist. Die Experimente von Li et al. belegten, dass naive AhR”-
Mause trotz reduzierter Anzahl an IEL, keine erhdhte Permeabilitat fir FITC-Dextran im Vergleich zu
AhR™*-M3usen aufweisen. Ergdanzend dazu zeigten die in dieser Arbeit generierten Ergebnisse, dass
auch am Tag 4 der DSS-Colitis die Abwesenheit des AhR nicht zu Beeintrachtigungen der
Schleimhautpermeabilitat fiihrt. Interessanterweise resultierte die Aktivierung des AhR durch FICZ in
einer Verbesserung der Drambarriere. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die mit FICZ-
behandelten Mause weniger Thl-Zellen und Th17-Zytokine aber dafiir erhdhte Spiegel an IL-22
produzierten. In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen verbesserte die Behandlung der
Maéuse mit FICZ nicht nur den Verlauf der DSS-Colitis, sondern auch der TNBS- und T-Zelltransfer-
Colitis (194). Diese Untersuchungen unterstiitzen die Hypothese, dass natlrliche oder synthetische

AhR-Liganden potentiell fiir therapeutische Anwendungen bei CED einngesetzt werden kdnnten.
5.3.2.2 Veranderungen im extrinsischen Anteil der Permeabilitatsbarriere in AhRR¥E.

Mausen

Da die Experimente unter peroraler Anwendung von FITC-Dextran zeigten, dass nach DSS-

Behandlung die Darmbarriere in AhR- und AhRR-defizienten Mause als auch WT-Mausen
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gleichermalRen geschadigt war, wurde zuséatzlich die Menge an sezernierten (s)IgA-Antikorpern als
eine weitere Komponente der Darmbarriere untersucht. Die in das Darmlumen sezernierten (s)IgA-
Antikorper bilden neben dem Darmepithel eine erste Barriere gegen das Eindringen von Pathogenen.
slgA wirkt anti-inflammatorisch und bindet im Lumen an die Kommensalen sowie an invasive
Bakterien, Nahrungsantigene und Toxine.

E/E

Interessanterweise zeigten weibliche unbehandelte AhRR”"-Mduse signifikant reduzierte IgA

+/+

Konzentrationen im Stuhl, wahrend im Blut der IgA-Spiegel im Vergleich zu AhRR™"-Mausen deutlich
erhoht war. Demgegeniiber wiesen die AhR”-M3use nur eine leichte Reduktion des IgA im Stuhl und
ebenfalls erhéhte IgA-Mengen im Blut auf. Man konnte also spekulieren, dass moglicherweise die
Wanderung von IgA-produzierenden B1l-Zellen aus der Bauchhohle in die LP in Abwesenheit des
AhRR gestort ist.

Da intestinale IgA-produzierende Plasmazelle vor allem aus in der Peritonealhdhle befindlichen B1-
Zellen entstehen (195, 196), wurden in Rahmen dieser Arbeit peritoneale B-Zellen genauer
untersucht. B1-Zellen sind spezifische B-Zellen die sich von konventionellen B-Zellen (B2-Zellen)
durch deren Ursprung, Oberflaichenmarker und Verteilung im Gewebe unterscheiden. Die

E/E_ und auch in AhR”-M3usen

prozentualen Anteile der CD5'IgM*-peritonealen Zellen waren in AhRR
reduziert im Vergleich zu den entsprechenden WT-Tieren. Die in dieser Arbeit ermittelten Daten
widersprechen teilweise den Versuchen mit einem transgenen Mausmodell, in dem Mause, die einen
konstitutiv aktiven AhR exprimierten einen selektiven Verlust der B1-Zellen aufwiesen (197). In Bezug

E/E_aber nicht AhR”-M3use verminderte Anteile

auf diese Studie waére es zu erwarten, dass nur AhRR
an B1-Zellen haben. Weiterhin zeigte die vorliegende Arbeit, dass naive CD5'IgM*-Zellen keinen AhRR
exprimierten. Die in vitro Stimulation der peritonealen Zellen mit anti-IgM induzierte die Auspragung
des AhRR in CD19"-Zellen, wobei die zusatzliche Gabe von anti-CD40, die Frequenz der CD19*AhRR"-
Zellen nochmals verdoppelte. Man konnte also spekulieren, dass der AhRR eine physiologische Rolle
wahrend der Aktivierung von B1-Zellen spielt. Diesbezlglich zeigen Untersuchungen an humanen
Zellen, dass ruhende periphere B-Zellen wenig oder keinen AhR exprimierten, wdhrend deren
Aktivierung mit CD40-Ligand zur Aufregulation des AhR auf RNA- und Protein-Ebene fihrte (198).
Eine transiente AhR-Expression in murinen B-Zellen konnte nach LPS Aktivierung demonstriert
werden, jedoch bleibt die physiologische Funktion des AhR in B-Zellen bisher ungeklart (199).

Interessanterweise postulierten Ishikawa et al. bereits, dass die perorale Gabe von TCDD die
Migration von B1-Zellen beeintrachtigt (150). Sie konnten zeigen, dass TCDD-Behandlung zur Storung
der mukosalen Immunitat und zu einer starken AhR-abhangigen Reduktion der IgA-Konzentration im

Darm der Versuchsmause fiihrte. Dieser Effekt konnte jedoch in Experimenten mit ex vivo

stimulierten B1-Zellen nicht beobachtet werden, was dafiir spricht, dass der reduzierte IgA-Spiegel
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im Darm nicht der direkten TCDD-Wirkung auf die IgA-Produktion zugeschrieben werden kann. RT-
PCR Messungen bestatigten, dass die Expression bestimmter Chemokinrezeptoren, wie CCR2, CCR7,
CXCR4 und CXCRS5 in B1-Zellen nach TCDD-Behandlung reduziert war. Um die Hypothese beziiglich
der beeintrachtigten Wanderung der B1-Zellen in AhRR¥E-M3usen zu untermauern, wire es daher
forderlich, die Expression der genannten Chemokinrezeptoren auf der Zelloberfliche von AhRR-
defizienten B1-Zellen mittels FACS-Analyse zu Gberprifen. Ferner gibt es Anhaltspunkte dafiir, dass
eine selektive Migration der Plasmablasten in das diffuse Diinndarmgewebe oder Colon durch die
Bildung unterschiedlicher Chemokine dirigiert wird. CCL25 wird vor allem von Epithelien der
Darmkrypten sowie den Endothelzellen des Dinndarms produziert und lockt die CCR9-
exprimierenden Plasmablasten an (200, 201). Eine Migration in das Colongewebe wird dagegen
durch das Chemokin CCL28 gesteuert, welches mit dem Rezeptor CCR10 der IgA* Plasmablasten
interagiert (202, 203). Demzufolge kann es nicht ausgeschlossen werden, dass die Expression von
CCR9 und CCR10 auf AhRR¥E-Plasmablasten reduziert ist. Alternativ wire es auch moglich, dass die
Produktion von CCL25 und CCL28 in Abwesenheit des AhRR beeintrachtigt ist. Dies kdnnte mit Hilfe
von RT-PCR Analysen der aus Diinndarm und Colon gewonnenen Epithelzellen verifiziert werden.
Dabei sollte jedoch beachtet werden, dass sich Plasmazellen in der LP auch in situ entwickeln
konnen. Diesbeziiglich konnte bereits gezeigt werden, dass RORyt'/'-Méuse durch das Fehlen des
Transkriptionsfaktors RORyt weder (Uber Lymphknoten noch andere darmassoziierte
Lymphstrukturen verfiigen, aber weiterhin IgA" Plasmazelle im Darm aufweisen (204, 205).

Man geht davon aus, dass hochaffines IgA vornehmlich der Neutralisierung von Pathogenen dient,
wahrend slgA mit niedriger Affinitat den Eintritt kommensaler Bakterien verhindert (206). Eine neue
Arbeit von Flavell et al. zeigt, dass IgA selektiv pathogene Bakterien bindet (207). Es ist daher gut

£ M3zuse mit einem verminderten

moglich, dass reduzierte IgA-Konzentrationen im Stuhl der AhRR
Schutz der Epithelbarriere gegeniiber Kommensalen zusammenhangt und so die Entwicklung von

Colitis beglinstigt.

5.3.3 Die Rolle des AhR im aktuellen Modell fiir intestinale Homoostase

Die Rolle des AhR in der Regulation von mukosaler Immunitat ist in den letzten fiinf Jahren sehr
intensiv erforscht worden. Die aktuelle Literatur zeigt, dass der AhR zu einer Reihe von
regulatorischen Proteinen gehort, die entscheidend fiir die Entwicklung und Aufrechterhaltung
wesentlicher Komponenten des Immunsystems sind, inklusive der darmassoziierten Lymphozyten.
Demzufolge sind mindestens drei Subpopulationen der Lymphozyten, die intestinale Immunitat

vermitteln, namlich die IEL als auch zwei IL-22-produzierende Zellpopulationen (NKp46® und LTi-

117



Diskussion

Zellen) in ihrer Entwicklung und Funktion vom AhR abhéngig. Sie bilden zusammen ein zentrales
Gerist des zurzeit angenommenen Modells fir die Organisation der mukosalen Immunitat. Die
Ergebnisse dreier Arbeitsgruppen haben in der letzten Zeit einen wesentlichen Beitrag zur
Erweiterung dieses Modell beigetragen (114, 115, 147). Sie zeigten, dass die Entwicklung der CP und
ILF, die AhR'RORyt'NKp46*- und AhR'RORyt'LTi-Zellen beinhalten, in Abwesenheit des AhR gestort
ist. Der Mangel an IL-22-produzierenden Zellen, die die Uberlebensrate der Epithelzellen erhéhen
und zur Produktion von antimikrobiellen Peptiden (AMP) beisteuern, fuhrt moglicherweise zu einer
Beeintrachtigung der epithelialen Barriere. Allerdings konnte in den in dieser Arbeit durchgefiihrten
FITC-Dextran Experimenten ein solcher Barrieredefekt weder in AhR”-M3zusen noch in AhRRYE-
Mausen nachgewiesen werden. Insbesondere die Reduktion der AMP beglinstigt den Eintritt von
Bakterien in die LP, was in einer potentiell lebensbedrohlichen Empfindlichkeit und tGberschiessenden

Immunantworten resultieren kann und somit zu entziindlichen Darmerkrankungen beitragen

kénnte.

5.3.3.1 Reduzierte Anteile der IEL sowohl in AhR”"- als auch in AhRR¥E-Mausen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob der AhRR ebenfalls einen Einfluss auf die
Anwesenheit von IEL hat. Es konnte gezeigt werden, dass die Anteile der CD8a'TCRy6*-Zellen im

Colon aber nicht im Diinndarm der AhRRYE

-Mause um das 2-fache im Vergleich zu den analogen
Zellen der AhRR”*-Miuse reduziert war. Dagegen wiesen die AhR”-M3use stark verminderte
Frequenzen der CD8a'TCRy6*-Zellen in beiden Teilen des Darms auf.

In der Literatur ist beschrieben, dass die IEL Populationen im Darm, wie TCRaBCD8aa und TCRyb
Lymphozyten den AhR stark exprimieren (115). Die hier ermittelten Daten zeigen ebenfalls, dass fast
alle CD8a'TCRy6*-Zellen im Diinndarm als auch im Colon den AhRR exprimierten. Weiterhin hat die
Aktivierung des AhR-Transkriptionsfaktors unmittelbar Einfluss auf die Erhaltung und Expansion aber
nicht die Entwicklung von IEL (115). Interessanterweise begrenzte sich der Einfluss des AhRR auf die
Menge der IEL im Colon. Man kdnnte diesbezlglich spekulieren, dass gerade im Colon, wo die
hochste bakterielle Exposition herrscht und Colitis ulcerosa am starksten ausgepragt ist, eine
besondere Kontrolle der Aufrechterhaltung von IEL notwendig ist. Somit konnte die Kontrolle der IEL
und dadurch auch der Schutz gegen eine Zerstérung der epithelialen Barriere sowie Invasion von
Mikroben durch den AhR als auch den AhRR notwendig sein. Es ist anzunehmen, dass die Effekte des

AhR in den Regionen, in denen die Gewahrleistung der Homdostase extrem schwierig ist, streng

Uberwacht und gut abgestimmt werden missen.
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Der Befund, dass AhRR¥E-M3use reduzierte Anteile an IEL aufweisen, kann moglicherweise als eine
der Ursachen fir die Empfindlichkeit der Mause gegeniiber der DSS-induzierten Colitis gelten. Diese
Feststellung konnte zukinftig mit Hilfe eines in vivo Transfers von natlrlichen IEL aus C57BL/6 WT-
M3usen in die AhRRR¥E-M3use validiert werden. Klose et al. konnten bei der Untersuchung der Tbx21
"-Méuse zeigen, dass sie genau wie AhR”- und AhRR¥E-M3zuse empfindlich gegeniiber der DSS-Colitis
reagierten (208). In den Tbx217-Méusen fehlt T-bet, ein Transkriptionsfaktor, der ebenfalls eine sehr
wichtige Rolle in der Regulation der mukosalen Homoostase vor allem in der Epithelbarriere spielt.
Ein Transfer der CD8aa’ IEL aus C57BL/6 WT-Mausen in die Tbx217-M3use drei Tage vor der

Induktion von DSS-Colitis hat in diesem Fall die Symptome der Krankheit gemildert.

5.3.3.2 Untersuchungen der Rolle der AhRR-Expression in ILC

Als zweites grolRes Kernstiick im gegenwartigen Modell fiir mukosale Homoostase gelten ILC, die vor
allem fir die Produktion von IL-22 zustdndig sind. In den Experimenten zur Ermittlung der Anteile der
RORyt™ILC im Dinndarm und Colon der naiven und DSS-behandelten AhRR¥E-Miuse wurden in
dieser Arbeit zwei verschiedene Collagenasen verwendet. Die unterschiedlichen Verdauansatze mit
dem Enzym brachten jedoch abweichende Resultate. Unter der Anwendung von Collagenase VIII
konnte gezeigt werden, dass die Abwesenheit des AhRR keinen Einfluss auf die prozentualen Anteile
der RORyt'NKp46- und RORyt'NKp46'-Zellen unabhingig vom Krankheitsstatus hatte. Eine
Ausnahme hierfiir war die erhdhte Frequenz an RORyt'NKp46-Zellen im Diinndarm der
unbehandelten AhRR¥E-Miuse im Vergleich zu AhRR"*-M3usen. Literaturangaben, die zeigen, dass
im Dinndarm von naiven AhR”-M3usen fast keine ILC vorhanden sind, konnten in dieser Arbeit
bestatigt werden (114, 147, 162). Dahingegen zeigte die Isolierung der Zellen mit der Collagenase D
in AhRR¥E-Miusen im Vergleich zu AhRR"*-M3susen reduzierte Frequenzen der beiden ILC
Subpopulationen im Diinndarm am Tag 0 als auch Tag 6 nach der Induktion von Colitis. Die
Ergebnisse weisen auflerdem darauf hin, dass die Behandlung der Mause mit DSS die Anteile der ILC
im Colon deutlich reduziert hat, was durch die verstarkte Einwanderung von inflammatorischen
Zellen bedingt sein kdnnte. Die Abnahme der ILC in der Abwesenheit von AhRR kdénnte daher mit der
Uberempfindlichkeit der AhRR¥E-Miuse gegeniiber der DSS-Behandlung korrelieren. Um diese

Aussage zu bestatigen, sind weitere genaue Untersuchungen der ILC in AhRRE/®

-Mausen notwendig.

Die Experimente von Kiss et al. belegen, dass sich die AhR-defizienten RORyt" ILC weniger vermehren
und niedrigere Mengen der Rezeptor-Tyrosinkinase, c-Kit, exprimieren (114). Interessanterweise sind
N

c-Kit und sein Ligand, stem cell factor (SCF) wichtig fiir die Aufrechterhaltung der intestinalen RORyt

ILC (209). Ferner berichteten Qiu et al., dass in der Abwesenheit des AhR der IL-7 Signalweg
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beeintrichtigt ist, was ebenfalls zur mangelhaften Aufrechterhaltung der RORyt® ILC fiihren kann
(162). Dariiber hinaus ist die Expression von IL-7R auf den RORyt" ILC in der Abwesenheit des AhR
reduziert. Es ist bekannt, dass beim Fehlen von IL-7R die Anzahl der RORyt" ILC im Darm drastisch
vermindert ist und dass IL-7 fiir die Stabilisierung der RORyt-Expression in RORyt" ILC erforderlich ist
(210, 211). Um die Abnahme der mit Collagenase D isolierten RORyt'NKp46™- und RORyt'NKp46 -
Zellen in AhRR¥E-Méusen verifizieren zu kénnen, wire es empfehlenswert, die Zellen in Bezug auf die
Expression von c-Kit (CD117) und IL-7R genauer zu untersuchen. Weiterhin kénnte eine Analyse von
IL-22 zu der Aussage flihren, dass die reduzierten Frequenzen der ILC mit der Empfindlichkeit der
AhRR¥E-M3use gegeniiber der DSS-induzierten Colitis einhergehen. Qiu et al. konnten nachweisen,
dass der IL22 locus viele XRE-Elemente fiir die AhR-Bindung beinhaltet, die mit den ROR-response
Elements zusammenhangen (162). Der AhR und RORyt sind in der Lage, physikalisch miteinander zu
interagieren und die Koexpression der beiden Transkriptionsfaktoren kann synergistisch eine
Aufregulation der IL-22 Transkription induzieren.

Der genaue Mechanismus, durch den der AhR die Generation von ILC kontrolliert, ist noch nicht
vollstdndig verstanden. Es gibt jedoch Hinweise dafiir, dass der AhR die Expression von Notch, dem
Transkriptionsfaktor, der erforderlich fiir die Entwicklung der NKp46" ILC ist, induziert (147). Der
Notch Signalweg steuert durch die Stimulation des AhR die IL-22 Produktion in T-Zellen, was fir die
Existenz einer positiven Rickkopplungsschleife spricht, in welcher Notch und AhR die IL-22 abhéangige
Aufrechterhaltung der Integritat der epithelialen Barriere fordern (212).

Die FACS-Analysen der ILC in dieser Arbeit wiesen darauf hin, dass fast alle RORyt"NKp46*- und 30-
50% der RORyt'NKp46™-Zellen im Diinndarm unabhingig vom gesundheitlichen Zustand der Miuse
als auch von der verwendeten Collagenase den AhRR exprimierten. Im Colon wurden jedoch auch
Einflisse des unterschiedlichen Collagenaseverdaus auf die AhRR-Expression sichtbar. Die Expression
des AhR in RORyt® ILC konnte in der Literatur das erste Mal bereits im Jahr 2009 nachgewiesen
werden (213). Die Expression des AhRR, der zur AhR-Genbatterie gehort, war in ILC genauso stark
wie in IEL.

Eine Erklarung fur die divergenten Ergebnisse der verschiedenen Collagenasen liegt wahrscheinlich
darin, dass die Enzyme unterschiedliche Wirkung auf die Viabilitdit und/oder die
Oberflachenmarkerexpression der Zellen haben. In einer sehr ausfiihrlichen Publikation, die sich mit
der Optimierung der Isolation von Zellen aus dem murinen Dinndarm befasst, konnte gezeigt
werden, dass manche Collagenasen CD8a, CD138 und B220 von der Zelloberflache ablésen und die
Expression von anderen Markern beeintrachtigen kénnen (214). Da die Experimente bisher nur 1-2

Mal jeweils mit Collagenase VIII und Collagenase D bei den naiven und DSS exponierten
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Versuchstieren durchgefiihrt worden sind, miissen die Untersuchungen zukiinftig noch fortgesetzt
werden.

Monteleone et al. haben bereits die Expression des AhR bei Colitis Patienten untersucht (194). Das
Ergebnis dieser Studie zeigte, dass im Vergleich zu den gesunden Probanden die AhR mRNA in
Morbus Crohn Patienten reduziert war, wahrend sie bei Colitis ulcerosa Patienten unverdndert war.
Die AhR-Expression wurde hauptsachlich in den Regionen der entziindeten Mukosa runter reguliert.
Im Gegensatz dazu war IL-22 in beiden Gruppen von CED Patienten aufreguliert (215, 216). Dariber
hinaus korrelierte die Menge des AhR mit dem Schweregrad der Erkrankung (217). Uber die
Ursachen dieser Diskrepanz kann nur spekuliert werden. Es kdnnte an den unterschiedlichen
Methoden liegen, die verwendet worden sind, um die AhR-Expression zu erfassen. Da der AhR auch
durch Dioxine im Zigarettenrauch induziert wird, konnten diese Abweichungen den

unterschiedlichen Raucherstatus der Patienten widerspiegeln.

5.3.4 Analyse der AhRR-Expression in T-Zellen und myeloiden Zellen in

Zusammenhang mit Colitis

Neben den bisher diskutierten Mechanismen kénnen auch noch andere Wege zur AhR-vermittelten
Aufrechterhaltung der mukosalen Homoostase beisteuern. In dieser Arbeit konnten keine
Unterschiede in den Frequenzen der CD4'FoxP3*-Zellen im darmassoziierten Immunsystem in
Abwesenheit des AhRR festgestellt werden. Darliber hinaus erhohte die DSS-Behandlung die
Frequenzen der Treg nur im Colon, was jedoch unabhdngig vom AhRR geschah. Ein vergleichbarer
Zusammenhang zwischen dem Anteil von Tregs in Colon und der Aktivitdt einer intestinalen
Entziindung konnte auch im Humansystem gezeigt werden. Patienten, die an Morbus Crohn oder
Colitis ulcerosa leiden, zeigen wahrend der aktiven Phase der Erkrankung einen erhéhten Anteil an
CD4'CD25'Foxp3* Tregs in der entziindeten Mukosa gegeniiber nicht-entziindeten Bereichen. Im
Gegensatz zum Anstieg des Treg-Anteils im Colon ist der Anteil an Tregs im peripheren Blut in der
aktiven Phase der Erkrankung reduziert und wahrend der Remission erhoht. Dies deutet auf eine
Migration von Tregs aus dem peripheren Blut in die entziindete Mukosa hin, um dort die
Entziindungsreaktion zu reduzieren (218). Da aber der Anteil der Treg in AhRR™*- und AhRR¥E-
Mausen nach DSS-Behandlung gleichermassen erhéht war, scheint der AhRR keine Rolle bei der
Migration dieser Zellen zu spielen.

Es gibt Belege dafiir, dass die AhR-Aktivierung in den DSS-behandelten M&usen FoxP3*-Zellen
induziert und die Differenzierung von Th17"-Zellen reduziert (187, 219). Der durch TCDD aktivierte

AhR fordert auRerdem die Expansion anderer Subpopulation von Treg, namlich der Trl-Zellen (220).
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FACS-Analysen haben jedoch auf keine Verdnderungen in Frequenzen der CD4'CD25"-T-Zellen in PP,
mLK und Milz hingewiesen (221). Die AhR-Expression ist in CD4*FoxP3* und CD4'CD25" Treg Zellen
relativ hoch, was fir eine mogliche Rolle des Transkriptionsfaktors in diesen Zellpopulationen spricht
(106, 221). Interessanterweise erhoht die Aktivierung des AhR durch TCDD die Bindung des AhR an
den Foxp3 Promotor und reguliert dessen Expression auf (106). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
festgestellt, dass lber die Hilfte der CD4'FoxP3" Treg im Diinndarm und etwa 15% der CD4'FoxP3"
Treg im Colon den AhRR exprimierten. Da die DSS-Behandlung die Prozentanteile der Treg nicht
verdndert hat, bleibt es offen, welche Aufgaben der AhRR in Treg im intestinalen Immunsystem
erfihlt. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass der AhRR fiir die orale Toleranz wichtig ist.
Ubermassige Aktivierung des AhR durch Liganden aus der Nahrung kénnte moglicherweise zu
Nahrungsmittelunvertraglichkeit fiihren.

Zahlreiche Untersuchungen belegen zweifellos eine Beteiligung von DC an der Pathogenese von CED,
jedoch ist deren genauere Bedeutung noch nicht vollstandig verstanden. Es wurde beschrieben, dass
DC sowohl eine protektive, als auch eine pathogene Rolle bei der Entstehung und beim Verlauf von
CED spielen kénnen. Beispielsweise fiihrte eine Ablation der CD11c" Zellen wihrend einer DSS-
induzierten Colitis zu einer Milderung der Symptome (222). Andererseits bewirkte die Abwesenheit
von DC vor Induktion der Colitis eine Verschlimmerung der Krankheitszeichen (222).

Obwohl im Colon ca. 40% der CD11c*MHCII* DC den AhRR exprimieren, gab es keine Unterschiede in
dem Anteil der DC zwischen AhRR"*- und AhRR¥:-Miusen. Die Induktion von Colitis hat die
Frequenzen der CD11c’'MHCII® DC nur leicht reduziert. Somit ldsst sich sagen, dass die
Uberempfindlichkeit der AhRR¥E-M3use gegeniber DSS sehr wahrscheinlich nicht an veranderten
Frequenzen der CD11c"MHCII® DC liegt. Da die Versuche mit nur 1 bzw. 2 Mausen pro Gruppe
durchgefihrt worden sind, missen sie noch wiederholt werden, um diese Aussagen zu verifizieren.
Es ware aullerdem erforderlich, in der Zukunft verschiedene DC Populationen insbesondere in

Hinblick auf ihre Funktion bei der T-Zellaktivierung genauer zu untersuchen.

5.3.5 Untersuchungen der Mikrobiota des Darms

Es wird angenommen, dass Verdanderungen der Mikrobiota des Darms die Auslésung und Auspragung
entziindlicher Darmerkrankungen determinieren. Die Forschung ist immer mehr darauf konzentriert
entzlindliche Darmerkrankungen wie M. Crohn oder Colitis ulcerosa durch gezielte Veranderung der
Darmbakterien therapeutisch zu beeinflussen und im ldealfall den Ausbruch der Erkrankung zu

verhindern bzw. schwere klinische Verldaufe durch geeignete Massnahmen abzumildern.
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Die Sequenzierungsanalyse der bakteriellen DNA, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt worden
ist, weist auf eine stark erhohte Diversitat der bakteriellen Populationen im Dinndarm und Colon der
AhR”-M3use aber nicht in AhRR¥E-Mausen hin. Diesbeziiglich gibt es Anhaltspunkte dafiir, dass die
Reduktion der AhR-Aktivitdt die Produktion von anti-mikrobiellen Peptiden beeintrachtigt und in
Zusammenhang mit einer tiefgreifenden Reduktion von Perforin und Granzym steht. Das Fehlen des
AhR resultierte demzufolge in einer erhéhten Besiedlung des Darms durch Bakteroides spp. (115).
Dagegen waren die anderen Bakterienstdmme, wie Firmicutes, Actinomyces und Proteobacteria in
den AhR”-Miusen nicht verdndert. Eine andere Studie konnte interessanterweise keine
Unterschiede in der bakteriellen Belastung zwischen den AhR-profizienten und AhR-defizienten
Mausen feststellen (162). Eine mogliche Ursache fir diese gegensatzlichen Aussagen ist der Fakt,
dass die zuerst erwdhnte Arbeitsgruppe die Menge und Zusammensetzung der Bakterien im Gewebe
(Diinndarm und Colon) und die zweite Gruppe die Menge der Bakterien in den Stuhlproben der
Mause analysiert hat. Weiterhin ist allgemein bekannt, dass die Haltung von Mausen in
verschiedenen Tierhdusern in Zusammenhang mit unterschiedlichem Futter zu Variationen in der
Komposition der Mikrobiota flihren kann.

Die antimikrobielle Funktion des Darms wird durch ein Netzwerk der Immunzellen, wie spezialisierte
IEL, ILC, B- und T-Lymphozyten in PP und mLK, isolierte Lymphfollikel sowie Cryptopatches
unterstiitzt. Auerdem spielt bei der Entwicklung und Migration der Bl-Zellen in den Darm die
Stimulation durch die Bakterien eine wichtige Rolle (153). In den genannten Zellen und
lymphatischen Strukturen ist der AhR stark exprimiert und wie die Ergebnisse der bakteriellen 16s
rDNA Sequenzierung in dieser Arbeit zeigen erforderlich fiir die normale Erhaltung der bakteriellen
Komposition. Im Gegensatz dazu, scheint der AhRR zumindest auf der Ebene der Verteilung der
bakteriellen Stimme keine wesentliche Rolle bei der Zusammensetzung der Mikrobiota im Darm zu
spielen, obwohl er ebenfalls in IEL und ILC stark ausgepragt ist.

Im Zuge dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Fehlen des AhRR die Symptome der DSS-
induzierten Colitis verstarkt. Eine mogliche Erklarung hierfir konnten reduzierte Anteile der IEL im
Colon der AhRR¥E-M3use im Vergleich zu AhRR"*-M3&usen sein. Weiterhin zeigten unbehandelte
AhRR-defiziente Mause im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollmausen signifikant reduzierte IgA Titer im
Stuhl und erhohte IgA Konzentrationen im Blut auf, was fir eine begrenzte Wanderung von IgA
produzierenden B1-Zellen aus der Bauchhohle in die LP in Abwesenheit des AhRR spricht. Somit
wurde in dieser Arbeit auf eine wichtige Rolle des AhRR in entziindlichen Erkrankungen des Darms
hingewiesen, wobei es anzunehmen ist, dass noch mehr Faktoren zur Uberempfindlichkeit der

AhRR¥E-M3use beitragen.
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