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Kurzreferat:

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen sind haufige Erkrankungen die mit einer hohen
Morbiditat einhergehen. Trotzdem ist die Pathogenese dieser Erkrankungen noch
unvollstéandig verstanden. Eine grof3e Rolle spielt jedoch das Immunsystem. Das
Mausmodell der DSS-induzierten Kolitis &hnelt der Colitis ulcerosa und steht somit als
Modell dieser Erkrankung zur Verfiigung. So kann die Pathogenese untersucht werden. Der
konditionale knock-out von c-Flip in NKp46 exprimierenden Zellen (NKAcFP) reduziert die
Zahl der NKp46*-Zellen. Dabei bleiben NKp46-Zellen weitestgehend unbeeinflusst. Dies gilt
auch im Gewebe, unter anderem im Darm. Bei NKp46*-Zellen handelt es sich um
verschiedene Untergruppen der ,innate lymphoid cells* (ILCs). Diese umfassen
konventionelle NK-Zellen (cNK-Zellen), ILC1 und NKp46*-ILC3. Im Modell der DSS-
induzierten Colitis konnte eine protektive Rolle der NKp46*-ILCs in der akuten, wie auch der
chronischen Colitis gezeigt werden. In NK*“FP -Mausen kam es zu vermehrten peranalen
Blutabgéngen sowie einem starkeren Gewichtsverlust als Ausdruck einer starker
symptomatischen Kolitis. Ursachlich hierflir scheint u.a. die vermehrte Infiltration von
neutrophilen Granulozyten zu sein. Morphologisch zeigen sich bei NKAFP -M&usen nach
einer DSS-Colitis verkirzte Colons. Auch histologisch kénnen schwerwiegendere
Veranderungen durch die Entziindung nachgewiesen werden. Veranderungen in der
Komposition von Zytokinen wurden ebenfalls gefunden. Dennoch bleibt der Mechanismus,

mit dem NKp46*-ILCs eine DSS-induzierte Colitis abschwachen, unvollstandig geklart,
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chronisch entziindliche Darmerkrankung, intestinale Homéostase, c-Flip
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Abkilrzungsverzeichnis

a488 = Alexa Flour 488

ACK = Ammonium-Chlorid-Kalium

AhR = Aryl-Hydrocarbon Rezeptor

APC = Allophycocyanin

ATG16L1 = Autophagy-related 16-like 1

BV510 = Brilliant Violet 510

CCR6 = C-C Chemokinrezeptor Typ 6

CD = Cluster of differentiation

cDNA = komplementére DNA

CED = Chronisch entziindliche Darmerkrankung
CFLAR = CASP8 and FADD Like Apoptosis Regulator
c-Flip = cellular-FLICE inhibitory protein

CHILP = common helper-like ILC progenitor

cre = causes recombination oder cyclization recombination
CTLA-4 = Cytotoxic T-lymphocyte Associated Antigen 4
Cy7 = Cyanin 7

DAMPs = Danger oder Damage associated molecular patterns
DD = death domain

DED = death effector domain

DEPC = Diethylprocarbonat

DISC = death-inducing signaling complex

DNA = Desoxyribonucleinsaure

dNTP = Desoxyribonucleosidtriphosphate

DSS = Dextrane sulfate sodium

EDTA = Ethylendiamintetraacetat



EF = Einzelfarbungen
eF450 = eFlour 450

ELISA = Enzyme-linked immunosorbant assay

Ep-CAM = Epitheliales Zelladhasionsmoleukdl (Epithelial-cellular adhesion molecule)

FACS = Flourescence activated cell sorting

FADD = Fas-associating death domain containing-protein

FBS = Fetales Rinderserum (Fetal Bovine Serum)
FCS = Fetales Kalberserum (Fetal Calb Serum)
FITC = Fourescein Isothiocyanat

FLICE = FADD-like IL-1B-converting enzyme
floxed (fl) = flanked by loxP

FMO = Flourescence minus one

FoxP3 = Forkhead-Box-Protein 3

FSC = Forward scatter

GALT = gut-associated lymphatic tissue

GATA3 = Glutamyl Aminotransferase-Untereinheit A
GWAS = Genomweite Assoziationsstudie

HBSS = Hank’s balanced salt solution

hILC = Helfer-ahnliche ILC

Hpf = high power field

HPRT = Hypoxanthin Guanin Phosphoribosyl Transferase

HRP = horse redish peroxidase

ICAD = Inhibitor der Caspase-aktivierten DNAse
iCre = improved Cre

Ig = Immunglobulin

IL = Interleukin



ILC = Innate lymphoid cell

INF-y = Interferon-y

IRES = interne ribosomale Eintrittsstelle

Lin = Linage

loxP = locus of X-over P1

JAK = Janus-Kinase

LPL = Lamina-propria Leukozyten

LPS = Lipopolysaccharid

MALT = mucosa-associated lymphatic tissue

MHC = Major histocompatibility complex

MMVL = Moloney Murines Leukamie Virus

MPO = Myeloperoxidase

MRNA = messenger RNA

NCR = Natural cytotoxicity receptor

NET = neutrophil extracellular trap

NKp46 = NCR protein of 46 kDa

NK-Zelle = Naturliche Killer-Zelle

NOD = Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein
PAMP = pathogen associated molecular pattern

pPANCA = perinukleare Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikorper
PBS = Phosphatgepufferte Salzldsung (Phosphate buffered saline)
PCR = Polymerase Kettenreaktion

PE = Phycoerythrin

PMN = Polymorphkernige neutrophile Granulozyten

PRR = Pattern recognition receptor

gPCR = quantitative PCR
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1. Einfihrung

1.1. Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen stellen eine haufige Ursache von
Morbiditat dar

Zu den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) gehoren die Krankheitsbilder
Colitis ulcerosa sowie Morbus Crohn. Die Inzidenz in Deutschland betragt fir beide
Krankheiten jeweils etwa sechs Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr, wobei der
Haufigkeitsgipfel der Erstmanifestation im friihen Erwachsenenalter liegt'2. Es handelt sich um
chronische Erkrankungen mit langen Krankheitsverlaufen. Zu den Symptomen z&hlen im
Wesentlichen schubweise auftretende abdominelle Schmerzen sowie schleimig-blutige
Durchfalle mit haufigen Rezidiven®. Im Verlauf kénnen je nach Entitat intraintestinale
Komplikationen, wie zum Beispiel Stenosen, Fistelbildung oder Karzinome, auftreten®.
Weiterhin werden extraintestinale Manifestationen wie Arthritiden, Augenbeteiligungen oder
Hautbeteiligungen wie das Erythema nodosum beobachtet®. Zusatzlich kommt es zu
erheblichen sozialen Einschrdnkungen und zu einer hohen psychischen Belastung bei den

Erkrankten®.

Der Morbus Crohn prasentiert sich haufiger durch starke abdominelle Schmerzen und kann
alle Abschnitte des gastrointestinalen Trakts, von der Mundhohle bis zum Anus, betreffen®,
Histologisch zeigt sich eine disproportionierte, transmurale Entziindungsreaktion mit
sogenannten ,skip lesions“*. Die Entziindung breitet sich nicht kontinuierlich, sondern
diskontinuierlich mit entziindungsfreien Schleimhautarealen zwischen den entziindeten

Arealen aus®*.

Die Erkrankungsform Colitis ulcerosa ist haufiger durch das Auftreten schleimiger bis blutiger
Durchfalle gekennzeichnet. Sie betrifft das Colon und breitet sich ausgehend vom Rektum bis
maximal zum terminalen lleum aus. Hier zeigt sich die Entziindung kontinuierlich und

histologisch auf die Lamina mucosa beschrankt?.

Die Pathogenese beider Erkrankungsformen ist bis heute nicht endgltig geklart®. Es konnten
sowohl genetische Suszeptibilititen als auch Assoziationen zu Umwelteinflissen, wie der
Ernahrung, identifiziert werden®. So ist beispielsweise die Inzidenz chronisch-entztindlicher
Darmerkrankungen bei Individuen, die gestillt wurden, nachweislich niedriger®. Der vermehrte
Konsum von Fleisch, Fisch, Ol und SiiRwaren scheint hingegen die Manifestation chronisch
entzindlicher Darmerkrankungen zu begunstigen’®. Hierfur spricht unter anderem der Anstieg
der Inzidenzen beider Entitdten in Asien in Korrelation mit der zunehmend westlichen
Erndahrungsweise in den letzten Jahrzehnten®. Auch antibiotische Therapien stehen im

Verdacht, das Auftreten der Erkrankungen begunstigen zu konnen. In diesem



Zusammenhang wird diskutiert, dass die Zusammensetzung des Mikrobioms eine weitere
wichtige Rolle bei der Manifestation der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen spielt.
Daten aus Mausmodellen zeigen, dass der Transfer des Mikrobioms von an Colitis ulcerosa
erkrankten Tieren bzw. der Transfer des Mikrobioms von an einer dem Morbus Crohn
ahnlichen lleitis bei Mausen auf gesunde Empfanger die entsprechenden Krankheiten
auslosen kann''?2 Weiterfuhrende Studien haben deutliche Unterschiede in der
Zusammensetzung des Mikrobioms bei Patienten mit CED, verglichen zu gesunden
Probanden, aufzeigen kénnen'*-15, So ist die Diversitat des Mikrobioms bei CED-Patienten
verringert und bestimmte bakterielle Spezies sind vorherrschend. Die Bakterienfamilien
Firmicutes spp. oder Bacteroides spp. sind eher vermindert, wohingegen die Acinetobacter
spp. eher vermehrt vorkommen'3®!4, Dies gilt neben der bakteriellen Flora auch fur

Veranderungen der Zusammensetzung von Fungi und Viren?®,

In Zusammenhang mit genetischen Suszeptibilitaten ist fir den Morbus Crohn beispielsweise
die Assoziation mit einer Mutation im NOD2-Gen entdeckt worden!®-18, Das entsprechende
Genprodukt spielt eine wichtige Rolle als Mustererkennungsrezeptor (,pattern-recognition
receptor = PRR) und somit bei der Interaktion des Immunsystems mit Pathogenen,
insbesondere mit Bakterien®. Bei dieser genetischen Assoziation handelt es sich um eine der
wenigen, die mehrfach fir den Morbus Crohn bestétigt wurde. Weiterfiihrende genomweite
Assoziationsstudien (GWAS) haben mittlerweile multiple weitere Gene identifizieren kénnen,
in denen beispielsweise SNPs (single nucleotide polymorphisms) mit der Manifestation von
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa assoziiert sind. Viele Gene kodieren dabei fur Faktoren des
Immunsystems oder spielen eine Rolle bei der Prozessierung von Pathogenen. So wurde auch
die Assoziation eines bestimmten SNPs auf dem Genlokus ATG16L1 (= Autophagy-related
16-like 1) mit dem Auftreten des Morbus Crohn beschrieben?’. Dieses Gen kodiert fur ein
Protein, das eine wichtige Rolle unter anderem in der intrazellularen Prozessierung von
Bakterien zur Antigenprasentation und schlief3lich der Einleitung einer Immunantwort spielt.
Eine Interaktion des Immunsystems mit der mikrobiellen Flora und damit einhergehende
Barrierestérungen der enteralen Schleimhaut sowie gesteigerte Entziindungsreaktionen

werden daher als wichtige pathogenetische Faktoren diskutiert?:-24,

Weiterhin wurden verschiedene Autoantikbrper mit dem Auftreten chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen assoziiert. Dazu zahlen beispielsweise Autoantikdrper gegen die
intestinalen Epithelzellen oder auch pANCA (= perinucleére anti-Neutrophile cytoplasmatische
Antikorper), die gegen Antigene aus neutrophilen Granulozyten gerichtet sind?®. Die

pathogenetische Bedeutung dieser Autoantikdrper ist allerdings nicht hinreichend geklart.

Zusammen gefasst spielen verschiedene Bestandteile des Immunsystems eine wesentliche

Rolle in der Pathogenese chronisch entztindlicher Darmerkrankungen®. Aufgrund dessen



werden zur Therapie der Erkrankungen Immunmodulatoren wie beispielsweise Cyclosporin A
als Calcineurin-Inhibitor eingesetzt?’. In den letzten Jahren wurden durch den Einsatz
Zielgerichteter Antikorpertherapien (sogenannte Biologika) und ,small molecules® gegen
Bestandteile des Immunsystems therapeutische Erfolge erzielt. Hierzu zahlen unter anderem
Antikdrper gegen die Zytokine TNF-a und Interleukin-12/23 oder gegen das aup7-Integrin, das
auf darmassoziierten T-Helferzellen exprimiert wird?®-2, Die ,small molecules sind
beispielsweise gegen Janus-Kinasen (JAK) gerichtet und inhibieren intrazellulare,
proinflammatorische Signalwege®334. Das Verstandnis der Komplexitat des Immunsystems ist
also eine Kernvoraussetzung fur die weitere Erforschung der Pathogenese und die

Entwicklung weiterer Therapieansatze fir chronisch entziindliche Darmerkrankungen.

1.2. Gliederung des Immunsystems

Das Immunsystem unterteilt sich in einen angeborenen oder unspezifischen und einen
adaptiven oder spezifischen Teil. Beide Teile werden jeweils noch in zellulare und humorale
Bestandteile untergliedert (s. Abb. 1.1)%.

Immunsystem
[angeboren/unspezifisch | | erworben/spezifisch |
zelluldr humoral zelluldr humoral
- Granulozyten - Complement - T-Lymphozyten - Antikdrper
-ILC - Lysozym - B-Lymphozyten - Zytokine
- Barrierezellen - Defensine
- Dendritische Zellen - Akute-Phase-Proteine
- Makrophagen/ - Zytokine

Monozyten

Abb. 1.1: Gliederung des Immunsystems.

Sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem weisen humorale und zelluléare
Bestandteile auf. Die verschiedenen Komponenten sowohl des angeborenen als auch des
erworbenen Immunsystems beeinflussen sich gegenseitig.

Neben gewebsspezifischen chemischen und physikalischen Barrieren zur Aul3enwelt bilden
humorale Komponenten des unspezifischen Immunsystems, wie das Complementsystem,
Lysozym und Defensine, eine erste wichtige Front der Immunabwehr®®. Die meisten zellularen
Bestandteile des unspezifischen Immunsystems entstammen der myeloischen
Entwicklungslinie. Dazu z&hlen die neutrophilen, basophilen und eosinophilen Granulozyten,

die Monozyten/Makrophagen, die Mastzellen und die dendritischen Zellen3. Makrophagen



und dendritische Zellen sind im Gewebe lokalisiert und spielen als professionelle Antigen-
prasentierende Zellen eine wichtige Rolle in der Initiierung der Immunantwort®®. Aus der
lymphoiden Entwicklungslinie abstammende Zellen des angeborenen Immunsystems bilden
die heterogene Gruppe der ,innate lymphoid cells* (ILCs). Auf diese komplexe und relativ neu

charakterisierte Gruppe von Immunzellen wird spater ausfihrlicher eingegangen (s. 1.3).

Das angeborene Immunsystem stellt eine erste Linie der Immunabwehr dar und istin der Lage,
innerhalb weniger Minuten auf potenzielle Krankheitserreger zu reagieren®. Pathogene
werden unter anderem anhand von bestimmten molekularen Mustern (PAMPs = Pathogene-
associated molecular patterns) wie beispielsweise dem fur gramnegative Bakterien typischen
Lipopolysaccharid (LPS) erkannt. Die Erkennung ist jedoch nicht antigenspezifisch®**2”. Auch
unabhangig von Infektionen kann es zur Aktivierung des angeborenen Immunsystems
kommen. Bei Zellschadigung kann es zur Freisetzung von Molekilen kommen, die &hnliche
Signalwege aktivieren wie PAMPs. Man spricht bei diesen endogenen Molekilen von DAMPs
(= Danger- oder Damage-associated molecular patterns). Hierzu zahlen zum Beispiel die

normalerweise intranuklear lokalisierten Histone384° oder freie RNA3%4L,

Im Menschen stellen neutrophile Granulozyten die zahlenmafig grofdte Gruppe der
Leukozyten dar und bilden auch oftmals die erste Linie der leukozytaren Immunantwort. Sie
phagozytieren extrazellulare Pathogene und toten diese mit Hilfe reaktiver Sauerstoffspezies
(reactive oxygen species = ROS)*? und lysosomaler Enzyme ab**44, Weiterhin sind sie in der
Lage, mit antimikrobiellen Peptiden und Enzymen ausgestattete DNA-Fragmente - die
,neutrophil extracellular traps“ (NETs)* — freizusetzen, die ebenfalls eine antimikrobielle
Wirkung entfalten. Derartige Prozesse sind mit einer Zelltodinduktion auch der Granulozyten
selbst verbunden. Darum sind terminal ausdifferenzierte und in die Zirkulation freigesetzte
neutrophile Granulozyten mit einer maximalen Lebensdauer von mehreren Stunden bis

wenigen Tagen verglichen mit anderen Leukozyten sehr kurzlebig?*®.

Auch die basophilen und eosinophilen Granulozyten gehéren zu den myeloischen Zelltypen,
die sehr schnell agieren, kommen jedoch verglichen mit neutrophilen Granulozyten in
wesentlich geringerer Anzahl in der Zirkulation vor. Sie spielen eine Rolle in der Abwehr von

Helminthen und in der Mediation von allergischen Reaktionen®.

Die ebenfalls zu den myeloischen Leukozyten gehdrenden Monozyten/Makrophagen sind
funktionell sowohl fur unspezifische Abwehrprozesse, als auch fur die Induktion spezifischer,
adaptiver Immunreaktionen wichtig®. Sie phagozytieren ebenfalls Pathogene und produzieren
ROS. Die phagozytierten Fremdantigene werden lysosomal prozessiert und tUber MHC-II-
Proteine (= major histocompatibility complex) prasentiert*”. Makrophagen entwickeln sich aus
peripher zirkulierenden Monozyten. Sie sind in der Regel gewebsstédndig und stellen

gewebsspezifische Funktionszustidnde bzw. Reifegrade der Monozyten dar. Sie kénnen wie



neutrophile Granulozyten (ber Fcy-Rezeptoren IgG-markierte Pathogene erkennen,

phagozytieren und prasentieren348:49,

Auch dendritische Zellen gehdren zur myeloischen Linie, befinden sich vorrangig in
Lymphknoten sowie an Kontaktflachen zur Aul3enwelt. Sie sind in der Lage, Pathogene zu
phagozytieren und prozessieren®. Wie Monozyten/Makrophagen prasentieren sie
Fremdantigene Uber MHC-II-Molekule und spielen eine wesentliche Rolle in der Initiation
antigenspezifischer Immunantworten®*°, Makrophagen/Monozyten und dendritische Zellen
gehdren darum zur Gruppe der antigenprasentierenden Zellen (= APC). Dendritische Zellen
sind auch in der Lage in andere Organe wie die Lymphknoten zu migrieren um dort Antigene
zu prasentieren®. Dabei ist jedoch auch die Produktion von Zytokinen - Botenstoffen, die der
Kommunikation von Zellen dienen - essenziell. Zytokine werden von zahlreichen Zellen des
Immunsystems, aber auch von nicht-Immunzellen produziert®®. Sie tragen wesentlich zur
Vernetzung von Immunantworten bei. Abhéngig von den erkannten PAMPs bzw. DAMPs,
werden bestimmte Zytokinmuster ausgeschdttet, die eine entsprechend angepasste adaptive

Immunantwort modulieren aber auch die angeborene Immunantwort beeinflussen®.

Anders als das angeborene Immunsystem weisen die Immunzellen des adaptiven
Immunsystems antigenspezifische Rezeptoren auf®®. Dies ermdglicht die spezifische
Erkennung von individuellen Pathogenen. Allerdings sind naive, bisher antigenunerfahrene
Zellen des adaptiven Immunsystems nicht zur sofortigen Reaktion in der Lage®. Nach primarer
Aktivierung bendtigen sie etwa sieben Tage, um die zur Infektabwehr bendtigten
Effektorfunktionen zu entwickeln®*°2, Das adaptive Immunsystem besteht aus den B-
Lymphozyten und der heterogenen Gruppe der T-Lymphozyten. Beide Zellreihen entstammen
gemeinsamen lymphoiden Progenitorzellen des Knochenmarks. Wahrend die B-Zellen im
Knochenmark weiter reifen, migrieren die Vorlaufer der T-Zellen flr den weiteren
Reifungsprozess in den Thymus (T = Thymus)®®. Im Rahmen der Reifung beider Zellreihen
findet eine zufdllige Rekombination von Gensequenzen der B- oder T-Zell-Rezeptoren
statt®>53, Die zufallige Rekombination ermoglicht die Entstehung einer groRen Vielfalt an
verschiedenen, jeweils antigenspezifischer Rezeptoren. Die Funktionalitat der entstandenen
Rezeptoren wird durch die positive Selektion tberprift und setzt eine leichte Bindung der
Rezeptoren an Antigene voraus®%3%4, |st die Antigenbindung der zuféallig rekombinierten
antigenspezifischen Rezeptoren zu stark, verhindert die negative Selektion die weitere Reifung
potenziell gegen das Selbst reagierender Zellen35. B- und T-Zellen, die den Reifungsprozess
durchlaufen haben, migrieren anschlieend in die sekundaren lymphatischen Organe wie Milz

oder Lymphknoten®®,

Kommt es zum Eindringen eines Pathogens, wird dieses zunachst von den Zellen der

angeborenen Immunantwort erkannt oder von humoralen Bestandteilen des Immunsystems



gebunden. Insbesondere die dendritischen Zellen als Vertreter der professionellen antigen-
prasentierenden Zellen migrieren nach Erkennung und Prozessierung des Pathogens oder
Anteilen des Pathogens in die sekundaren lymphatischen Organe®%, Hier prasentieren sie
den zirkulierenden T-Zellen Peptidfragmente via MHC-II und bewirken so eine klonale
Proliferation und Aktivierung der antigenspezifischen T-Zellen®*®’, Die aktivierten T-Zellen
koénnen ihrerseits beispielsweise mit B-Zellen oder Makrophagen interagieren und lésen eine
Proliferation und Aktivierung aus®. Aufgrund dieser notwendigen Schritte bendtigen die Zellen
der adaptiven Immunantwort mehr Zeit als die Zellen der angeborenen Immunantwort bis zur

Austibung ihrer Effektorfunktionen®,

Aktivierte B-Zellen produzieren Antikorper verschiedener Klassen als humorale Komponente
des adaptiven Immunsystems®. Diese werden meistens sezerniert, konnen aber auch,
insbesondere im Rahmen der Reifung und Selektion, membranstéandig in Form von B-
Zellrezeptoren exprimiert werden. Reife B-Zellen differenzieren zu Plasmazellen und
exprimieren nur einen bestimmten antigenspezifischen Antikérper®®. Zusatzlich exprimieren B-

Zellen MHC-1I-Molekle und fungieren als professionelle antigenprasentierende Zellen3®,

T-Zellen besitzen ebenfalls jeweils einen bestimmten, antigenspezifischen T-Zellrezeptor.
Dieser bildet unter anderem zusammen mit CD3 (CD = Cluster of differentiation) als
Oberflachenmolekiilkomplex eine Einheit®*%°. Die T-Lymphozyten sind eine heterogene
Gruppe, die sich in die CD8-positiven zytotoxischen T-Lymphozyten und die CD4-positiven T-
Helferzellen (Tu-Zellen) untergliedern lasst®*. Wahrend die T-Zellrezeptoren der CD8-positiven
zytotoxischen T-Lymphozyten mit peptidbeladenem MHC-I auf allen kernhaltigen Zellen
interagieren®®, interagieren die T-Zellrezeptoren der CD4-positiven Ty-Zellen mit
peptidbeladenem MHC-II professioneller antigenprasentierender Zellen, Im Rahmen einer
Immunantwort entstammen die Peptidfragmente auf den MHC dem auslésendem Pathogen
wie z.B. Bakterien oder Viren. Es kdnnen aber ebenfalls mutierte kdrpereigene Proteine z.B.

bei Tumorerkrankungen auf MHC erkannt werden®.

Aufgabe der zytotoxischen T-Zellen ist es, das peptidbeladene MHC-I virusbefallener Zellen
oder Tumorzellen zu erkennen und Apoptose in den Zielzellen auszulosen®>®°. Aufgabe der
T-Helferzellen ist es hingegen, mit anderen Immunzellen zu interagieren. Dies wird unter
anderem durch die Produktion l6slicher Botenstoffe, sogenannter Zytokine, gewébhrleistet.
Diese konnen mittels parakriner Effekte die Funktion anderer Immunzellen in der unmittelbaren
Umgebung beeinflussen. Uber autokrine Effekte konnen Zytokine auch auf die produzierenden
T-Helferzellen selbst wirken®. In Abhangigkeit vom umgebenden Zytokinmikromilieu nehmen
Tu-Zellen verschiedene Funktionszustande an®2, Auf diese Funktionszustande wird spater

genauer eingegangen.



Die groRte und wichtigste Gruppe der Zytokine sind die Interleukine (IL). Zellen des
angeborenen Immunsystems sowie auch Stroma- und Epithelzellen produzieren abhangig von
Pathogenen eine Vielzahl an Zytokinen. Die Zytokine induzieren schliel3lich die
Differenzierung naiver CD4* T-Zellen zu Tu-Effektorzellen mit ihrerseits charakteristischen
Zytokinprofilen®. Dies bezeichnet man als Polarisierung und man unterscheidet anhand der
von den Tp-Zellen produzierten Zytokine unter anderem zwischen Twi-, Thz-, Triz- und den

Treg'zellen35'62’63.

Bakterielle Infektionen fuhren zur Produktion von IL-12 und IL-18 durch Makrophagen oder
dendritische Zellen5¢4-5¢_11.-12/18 fordern die Expression des Transkriptionsfaktors Thet in
Tu-Zellen, der wiederum die Aktivitat des IFNG-Gens fordert und so die Differenzierung
Interferon-y (IFN-y) produzierender Tu-Zellen vorantreibt®®. In diese Richtung polarisierte Tw-
Zellen werden als Tui-Zellen bezeichnet®>%’, Die exprimierten Zytokine verstarken einerseits
die Aktivierung von Makrophagen und induzieren andererseits einen Immunglobulin (= 1g)-

Klassenwechsel in B-Zellen zur Klasse der IgG2a in Mausen®®,

Bei Infektionen mit Parasiten (z.B. Schistosoma mansonii) oder dem Eindringen von
Allergenen produzieren u.a. Mastzellen IL-4 und Epithel- und Stromazellen [L-25 und IL-33.
Dieses Zytokinmilieu fordert die Differenzierung IL-4, IL-5 und IL-13 produzierender Tpo-
Zellen®>®°, Durch diese Effektorzytokine werden eosinophile Granulozyten, der Ig-
Klassenwechsel der B-Zellen zur Produktion von IgE und IgG17 und die Degranulation der

Mastzellen induziert®. Tyz-Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor GATA3®®.

Infektionen mit extrazellularen Pathogenen (z.B. Pilze und einige Bakterien) fiihren zur
Produktion von IL-1, IL-6, IL-23 und Transforming growth factor-p (TGF-B)*. Dieses
Zytokinmilieu beglnstigt die Differenzierung von proinflammatorischen Tuiz-Zellen. Sie
exprimieren den Transkriptionsfaktoren RORyt**. STAT3 als weiterer Transkriptionsfaktor wird
(z.B. durch Phosphorylierung™) aktiviert und fuihrt zur Expression der Zytokine IL-17 und IL-
223, Wahrend IL-17 insbesondere durch Aktivierung und Rekrutierung des angeborenen
Immunsystems proinflammatorisch wirkt, ist IL-22 neben seiner proinflammatorischen
Funktion auch ein wichtiger Faktor fur die Integritit und Regeneration von entzindeten
Epithelien z.B. im Gastrointestinaltrakt’>’®. 1L-22 wird ausschlieRlich von Immunzellen
produziert und bindet an Rezeptoren, die auf Epithelzellen in verschiedenen Organen
exprimiert werden, wodurch die Bedeutung der Immunzellen fur die epitheliale Homdostase

weiter unterstrichen wird”.

Bei Th22-Zellen handelt es sich um einen relativ neu beschriebenen Funktionszustand, der vor
allem durch die Produktion von IL-22 charakterisiert ist’>. Tu-Zellen differenzieren
uberwiegend in einem von IL-6 dominierten Milieu und weisen Ahnlichkeiten mit Tui7 und Twi-

Zellen auf”™. Sie exprimieren RORyt sowie AhR (Aryl-Hydrocarbon Rezeptor)” und in



geringem MaRe Thet’®. Die genaue Funktion der Tuz2-Zellen ist nicht abschlieRend geklart,
allerdings scheinen sie eine Rolle in verschiedenen Autoimmunreaktionen sowie der

Homdostase von Epithelien zu spielen™"".

Schliel3lich werden regulatorische T-Zellen, sogenannte Treg-Zellen (Tregs) beschrieben. Diese
Gruppe von CD4*-T-Zellen wird unterteilt in natlrliche Tregs (NTregs) UNd induzierbare Tregs
(iTregs)’®. Die NTregs grenzen sich bereits wahrend der Reifung im Thymus ab und entstehen
dort durch Erkennung von MHC-II-Peptid (MHCIlIp)-Komplexen. Die iTrgs hingegen gehen aus
aktivierten CDA4*-T-Helferzellen in der Peripherie hervor’®. In der unterschiedlichen
Entwicklung von nT.g oder iTregs Scheinen die Methylierungsgrade von Gensequenzen eine
wichtige Rolle zu spielen™. Ty agieren stets antigenspezifisch und sind wichtig fir die
Modulation aktivierter T-Helferzellen®®. Die Unterscheidung differenzieller Funktionen beider
Treg Populationen ist noch immer Gegenstand aktueller Forschung. Als dominanter
Transkriptionsfaktor wird von Tegs FOXP3 (Forkhead-Box-Protein 3) exprimiert®*>#°. Anders als
die bisher beschriebenen T-Zellen bewirken Tegs durch Expression der Zytokine TGF-$ und
IL-10 eine Suppression der Immunfunktion®81-83 Zusatzlich weisen sie eine hohe Dichte an
hochaffinen Rezeptoren fur IL-2 auf, das sie zur Reifung benotigen®. Da IL-2 auch fur andere
T-Zellen als Signal fur Wachstum und Proliferation wirkt®, vermindern Ty die
Bioverfligbarkeit dieses fiir alle T-Zelluntergruppen wichtigen Zytokins®®. Uber die Expression
des inhibitorisch wirkenden Liganden CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte Associated Antigen-4)
blockieren Tregs das kostimulatorische Molektl B7 (CD80/86) auf APC®® und verhindern so die
Aktivierung weiterer T-Zellen®*®. Durch ihre immunsupressive Wirkung verhindern Tiegs
demnach Uberschiel3ende, potenziell gewebsschadigende Immunreaktionen und tragen damit

entscheidend zur immunologischen Selbsttoleranz bei®®.

1.3. Die Einteilung und Funktionen der ,Innate lymphoid cells (ILCs)“

ILCs sind lymphoide Zellen des angeborenen Immunsystems, die im Jahre 2011 erstmals
klassifiziert wurden®. Allerdings wurden lymphoide Zellen mit heterogener Expression von
Zytokinen und Transkriptionsfaktoren schon zuvor beschrieben und oftmals als Untergruppen
der NK-Zellen (NK-like) verstanden®”8, Im Unterschied zu T- und B-Lymphozyten exprimieren
ILCs keine antigenspezifischen Rezeptoren®%®%, Basierend auf den Expressionsprofilen von
Transkriptionsfaktoren und Effektormolekilen lassen sich ILCs in &hnliche Subtypen
unterteilen, wie dies oben fur T-Zellen beschrieben wurde®. Man unterscheidet zwischen
konventionellen natirlichen Killer-Zellen (cNK-Zellen), die CD8" Killer T-Zellen entsprechen,
sowie Helferzell-ahnlichen ILCs (hILCs), die CD4* TH-Zellen &hneln®. Diese spiegeln bzgl.
der Expression von Transkriptionsfaktoren und Zytokinen die verschiedenen funktionellen

Untergruppen der T-Helferzellen wider (s. Abb. 1.2)8%, Daneben existieren die sogenannten



LTi (Lymphoid tissue inducer), die schon langer als hdmatopoetischer Zelltyp bekannt und
spater naher erlautert werden®s,
Die cNK-Zellen sind im Gegensatz zu den hILCs schon seit langer Zeit bekannt®®. Sie benutzen
ahnliche Mechanismen wie zytotoxische T-Zellen zur Einleitung einer Apoptose in
entsprechenden Zielzellen®°!, Hierbei dienen sie hauptsachlich der Abwehr virusinfizierter
bzw. maligner Zellen, die sie unter anderem anhand der fehlenden Expression von MHC-I
erkennen®:2, Zusatzlich exprimieren cNK-Zellen das Zytokin IFN-y*>3, Dieses fiuihrt wie oben
beschrieben beispielsweise zur Tui-Polarisierung, aktiviert Makrophagen und bewirkt einen

Klassenwechsel der B-Zellen zu IgG2a®.

Auch hinsichtlich ihrer Entwicklung unterscheiden sich hILCs und cNK-Zellen. Ein
gemeinsamer Vorlaufer der hILCs wurde beschrieben, der ,common helper-like ILC
progenitor* (CHILP), aus dem alle hILCs, nicht aber die NK-Zellen differenzieren®. Zur
Entwicklung der hILCs sind die Transkriptionsfaktoren 1d2 sowie GATA3 notwendig®%. Ein
weiteres Charakteristikum von hILCs stellt die Expression von CD127, dem Rezeptor fir IL-7,
dar®8624 -7 ist fUr die Entwicklung der hILCs essenziell. Die Differenzierung von NK-Zellen
hingegen ist abhangig vom Transkriptionsfaktor Eomes (Eomesodermin)®. Eine Ausnahme
stellen die thymischen NK-Zellen dar, deren Entwicklung ebenfalls von CD127 abhéangig
ist%97 Fir die Entwicklung und Reifung der NK-Zellen sowie fir die Gruppe 1 der ILCs, die
spater erlautert wird (s. Abb. 1.2), ist zusétzlich das Zytokin IL-15 ausschlaggebend®. In den

Signaltransduktionswegen von IL-7 und IL15 stellt STAT-5 eine wichtige Komponente dar®-
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Bei den hILCs handelt es sich um hauptsachlich gewebsstandige, sessile Zellen3%1%, Mit Hilfe
von Parabiose-Experimenten wurde nachgewiesen, dass hILCs im Gegensatz zu T-Zellen nur
in einem sehr geringen MaRe zirkulieren (Frequenz in der Zirkulation unter 2%)%, Ebenso
findet die Proliferation der hiLCs tUberwiegend im peripherem Gewebe statt!?. Vorlauferzellen
der hILCs sind in der fotalen Leber sowie im spateren Leben im Knochenmark zu finden%.
Nicht vollstandig geklart ist, wann und aus welchem Zellpool die Besiedlung der Gewebe mit
hILCs erfolgt. Auf Grund der Gewebsstandigkeit und der fehlenden Antigenspezifitat kdnnen
hILCs schneller aber weniger spezifisch auf das Eindringen von Pathogenen oder

Veranderungen der Homoostase im Gewebe reagieren als die T-Helferzellsubtypen®.

Anhand der Expressionsmuster von Transkriptionsfaktoren und von Zytokinen lassen sich
hILCs in drei Gruppen unterteilen (s. Abb. 1.2)%861% Dje hILCs der Gruppe 1 (ILC1)
exprimieren den Transkriptionsfaktor T-bet sowie das Effektorzytokin Interferon-y (IFN-y)1°7:108,
Sie dienen der Aktivierung von Makrophagen, der zellularen Immunabwehr, sowie der
Einleitung von Entztindungsreaktionen ahnlich der oben beschriebenen Tui-Zellen!?”.1%€ \on

einigen Autoren werden die cNK-Zellen auf Grund ihrer Expression von T-bet und IFN-y



ebenfalls dieser Gruppe zugeordnet'®®. Allerdings exprimieren cNK-Zellen zusatzlich den
charakteristischen Transkriptionsfaktor Eomes und entstehen, wie bereits erwahnt, aus einer

anderen Vorlauferzelle als die hILC1%9:109,

ILC Zytokine T-Zellen
bet — IFNy «—— Zytotoxische
Eomes Zellen
NK-Zelle Zytotoxische T-Zelle
[FNy
ILC1 TH1-Zelle Helfer- und
Helfer-dhnliche
IL-4 Zellen
IL-5
IL-13
ILC2 TH2-Zelle
IL-22 Legende
&y =NKp46
ILC3 NCR-positiv TH22-Zelle
¢ =CD3
IL-17
&y =cps
ILC3 NCR-negativ TH17-Zelle ~ =CD4

Abb. 1.2: Gegenuberstellung von ILCs und den entsprechenden T-Zell Untergruppen.

Die Darstellung zeigt vereinfacht die Redundanzen beztiglich den dominierenden
Transkriptionsfaktoren sowie den Zytokinexpressionsprofilen zwischen bestimmten ILC-
Subpopulationen und den korrespondierenden T-Zell-Untergruppen. Zuséatzlich dargestellt sind T-Zell-
spezifische Marker und welche ILC-Subtypen den NCR1 (natural cytotoxicity receptor) NKp46
exprimieren.



ILC2 exprimieren den Transkriptionsfaktor GATA3 sowie die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 und
ahneln demnach den Tpo-Zellen®>110, Sie spielen damit eine Rolle bei der Abwehr von

Parasiten und der Mediation von allergischen Reaktionen!%-112,

Der Transkriptionsfaktor RORyt ist typisch fir ILC3, die anhand funktionaler Merkmale weiter
unterteilt werden kénnen®®. Dazu zahlt die Gruppe der ,lymphoid-tissue inducer*-Zellen (LTi-
Zellen). Sie sind fur die Bildung sekundarer lymphatischer Organe, sogenannter ,Anlagen®,
wichtig und koénnen in Mausen CD4 exprimieren!’®!14  Weiterhin lassen sich ,natural-
cytotoxicity“-Rezeptor (NCR)-positive und -negative ILC3 unterschieden®®. Hierbei exprimieren
die NCR-positiven ILC3 in Mausen Oberflachenproteine aus der Gruppe der NCR. Hierzu
zéhlen NKp46 (NCR1), welches vorrangig in Mausen exprimiert wird, NKp44 (NCR2) und
NKp30 (NCR3). Diese Rezeptoren werden von NCR-negativen ILC3 nicht exprimiert!®. Im
Menschen exprimieren die NCR-positiven ILC3 Uberwiegend das Oberflachenprotein NKp44
(NCR?2), aber auch NKp46 (NCR1)é, In der vorliegenden Arbeit werden die NCR-positiven
ILC3 anhand ihrer Expression von NKp46 unterschieden. Sie werden daher im Weiteren als
NKp46*-ILC3 bezeichnet. NKp46*-ILC3 exprimieren IL-22 und kein IL-17 und &hneln somit
den Tuze-Zellen!t’18 Damit spielen sie eine wichtige Rolle in der Homoostase von mukosalen
Epithelien sowie in der Wechselwirkung von Schleimhduten mit der lokalen mikrobiellen
Flora™. Die NCR-negativen ILC3 kénnen hingegen IL-17 als auch IFNy exprimieren, sind den
Thir-Zellen ahnlich und spielen eine pro-inflammatorische Rolle®6:106,
Ahnlich wie bei den T-Helferzellsubtypen besteht auch bei den hILCs eine Plastizitat zwischen
bestimmten Gruppen. Insbesondere zwischen ILC1 und ILC3 sind, abh&ngig vom
Zytokinmilieu, Ubergange ineinander moglich!*®. Als Beispiel sind die exRORyt* ILC3 zu
nennen, die unter bestimmten Bedingungen ihre RORyt-Expression verlieren und einen hILC1-
ahnlichen Phanotyp annehmen kénnen!'®, Eine hohe Konzentration an IL-2, IL-1p und IL-23
stabilisiert eher einen ILC3 Funktionszustand, wohingegen das isolierte Vorliegen hoher IL-2-
Mengen oder IL-2 zusammen mit IL-12 eher eine Polarisierung in Richtung ILC1 bewirkt2%121,

Insgesamt sind diese Prozesse reversibel.

Unter den gewebssténdigen Leukozyten machen die hILCs einen vergleichsweise kleinen
Anteil aus®1%, Die hochste Dichte weisen die ILCs in Organen mit Kontakt zur AuRenwelt auf.
Dazu zahlen die Dermis und noch ausgepragter mukosale Oberflachen'®®122, Durch den
standigen Kontakt zur kommensalen mikrobiellen Flora, aber auch unbekannten, exogenen
Antigenen, sind besondere Erfordernisse an das mukosale Immunsystem gestellt. Die
komplexe Situation insbesondere im gastrointestinalen Trakt wird im Folgenden

zusammenfassend dargestellt.
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1.4. Das mukosale Immunsystem

Die Wandschichtung im Gastrointestinaltrakt ist im Wesentlichen Uber die gesamte Lange
hinweg konstant. Von lumenwarts aus besteht die Wand zunachst aus der Tunica mucosa, die
wiederum aus einer Epithelschicht, der Lamina propria und der Lamina muscularis mucosae
besteht'?®, Darauf folgen die Tela submucosa, die Tunica muscularis sowie die Tunica
adventitia bzw. die Tela subserosa mit der Tunica serosa je nach retro- oder intraperitonealer
Lage des Darmabschnitts?®., Die Immunzellen sind generell eher in den lumenwarts
gerichteten Wandschichten lokalisiert®®. Die groRte Dichte liegt in der Lamina propria vor, aber
auch zwischen den Epithelzellen befinden sich vereinzelt intraepitheliale Leukozyten®.
Innerhalb der Lamina propria sammeln sich insbesondere die B-Lymphozyten in Form von
Lymphfollikeln, die solitar oder aber gehauft vorliegen kdnnen. Besonders im Jejunum und im
lleum bilden Ansammlungen von Lymphfollikeln die Peyer-Plagues, die in Richtung des
terminalen lleums in ihrer Anzahl zunehmen, aber im Colon fehlen'?. In den Peyer-Plaques
befinden sich zwischen den Follikeln Ansammlungen von T-Lymphozyten®. Nach Ubergang
des lleums in das Colon an der lleozokalklappe befindet sich am Coecum die Appendix
vermiformis, die eine spezielle anatomische Ansammlung von Lymphfollikeln in hoher Menge

darstellt und dementsprechend auch als ,Darmtonsille” bezeichnet wird'%.

Bei den vereinzelt in den Wandschichten vorliegenden Leukozyten handelt es sich
vornehmlich um T-Lymphozyten, IgA-produzierende Plasmazellen, dendritische Zellen,
Makrophagen und ILCs®. Insgesamt werden diese Ansammlungen von Immunzellen im
Gastrointestinaltrakt als ,GALT“ (= gut-associated lymphatic tissue) bezeichnet (s. Abb.
1.3)123124 " Die Vielfalt an Antigenen, die die Mukosa passieren, wird von M-Zellen
aufgenommen und Uber Transzytose an dendritische Zellen weitergeben, die diese Antigene
dann prasentieren®12>126 M-Zellen stellen hierbei spezialisierte Epithelzellen dar, die selber
keine Antigene prasentieren aber transportieren kénnen'?>126, Durch den standigen Kontakt
zu Antigenen, PAMPs und bakteriellen Metaboliten weisen die Lymphozyten in der Lamina
propria einen aktivierten Phanotyp auf und liegen haufig als Effektorzellen vor!?’-130,
AnschlieBend konnen sie einen Gedachtniszell-Phanotyp annehmen3%-132, Inwiefern auch fiir
die ILCs ein Effektorzustand existiert ist Gegenstand aktueller Forschung. Zumindest fur die
ILC1 scheint eine Differenzierung zu ,Effektor-ILC1“ mit zytotoxischer Funktion jedoch mdglich
zu sein®3, Der hohere Aktivierungszustand der Darmleukozyten soll das Eindringen von
Mikroorganismen aus dem Darmlumen verhindern. Moglicherweise mit Gewebsschéaden
einhergehende UberschieRende Reaktionen werden durch darmstandige T.gs verhindert.
Hierbei spielt TGF-RB eine wichtige Rolle®4 Im Falle von Infektionen

verschiebt sich dieses Gleichgewicht zu Gunsten einer antimikrobiellen Immunantwort,
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Abb. 1.3: Verteilung der Immunzellen in der Tunica mucosa des Dinndarms.
Wie im Text beschrieben, sind einige Lymphozyten zwischen den Epithelzellen als intraepitheliale
Lymphozyten (= IEL) lokalisiert, die Uberwiegende Mehrzahl befindet sich jedoch in der Lamina propria.
Die Peyer-Plaques bilden eine Ansammlung von Lymphfolliken, die sogar makroskopisch sichtbar sein
kdnnen. Zudem kommen solitdre Lymphfollikel in der Mucosa vor. Die Abbildung wurde erstellt mit
BioRender.com.

Es erfolgt das ,homing“, also die zielgerichtete Einwanderung weiterer Immunzellen in die
Lamina mucosa. Hierbei stellt das bereits erwéhnte asf7-Integrin auf T-Lymphozyten einen

wichtigen Rezeptor fir das ,homing“ dar®.

In der Interaktion mit der kommensalen mikrobiellen Flora ist das angeborene Immunsystem
von herausragender Bedeutung®. Als gewebsstandige Zellen mit der Fahigkeit zur
Zytokinproduktion spielen die ILCs hierbei eine besondere Rolle. Wahrend ILC2 eher in der
Mukosa des respiratorischen Traktes sowie dermal zu finden sind*®, kommen ILC3

insbesondere im Gastrointestinaltrakt vor3s.

Aufgrund ihrer Lokalisation in Geweben, der funktionellen Redundanz zu T-Zellen und einer

relativ geringem Anzahl ist die Analyse der ILC-Zusammensetzung und Funktion schwierig.
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Erste Daten zu den Funktionen der ILCs wurden daher in RAG (Rekombination-aktivierender
Genkomplex) knock-out Mausen (RAG™”) generiert 108111117137 Dyrch die Inaktivierung von
RAG kommt es zu einem Defekt der somatischen Rekombination, die fiir die Bildung
antigenspezifischer T- bzw. B-Zellrezeptoren notwendig ist. RAG-defiziente Mause sind daher
durch das Fehlen reifer T- und B-Lymphozyten gekennzeichnet®. Experimente unter Einsatz
dieser artifiziellen Mausmodelle mit inkomplettem Immunsystem besitzen darum nur begrenzte
Aussagekraft. Zur Evaluation der Funktion von ILCs in immunkompetenten Mausen sind also
neue Modelle notwendig. Eine Chance bieten konditionale Knock-out-Modelle, in denen Gene
selektiv in bestimmten ILC-Subtypen, jedoch nicht in korrespondierenden T-Zellsubtypen
manipuliert werden kénnen. Der konditionale Knock-out von Molekiilen, die zum Uberleben

der ILC-Subtypen notwendig ist, stellt eine Option dar.

1.5. Das anti-apoptotische Molekiil ,,cellular-FLICE-inhibitory protein“ (c-Flip)

Bei c-Flip handelt es sich um ein Protein in eukaryotischen Zellen, das in drei Splicevarianten
vorkommt: c-Flip. (long), c-Flips (short) und c-Flipr (Raji)**. Jede dieser Varianten besitzt zwei
,death-effector domains“ (DED) und die c-Flip.-Form zuséatzlich eine Caspase-ahnliche
Domane mit hoher struktureller Ahnlichkeit zur Procaspase 8, allerdings ohne katalytische
Aktivitat!®8. Die c-Flip.-Form spielt eine wesentliche Rolle in der Regulation des extrinsischen
Weges der Apoptoseinduktion, der bei Bindung von Liganden an die sogenannten
Todesrezeptoren ausgeldst wird. Zu den Todesrezeptoren gehéren unter anderem CD95 (Fas-
Rezeptor), TNF-Rezeptor 1 (TNF = Tumornekrosefaktor) und TRAIL-Rezeptor 1 (TRAIL =
TNF-related apoptosis inducing ligand)**. Nach Bindung der Liganden wie z.B. Fas-Ligand (=
FasL) erfolgt die Oligomerisierung des entsprechenden Todesrezeptors. Hierbei bindet an die
.,death-domains® (DD) des Todesrezeptors das Fas-assoziierte Protein mit death-domain
(FADD), das seinerseits bestimmte, als ,death effector domains“ (DEDs) bezeichnete
Proteinbindungsdoméanen enthalt!*8, An diese Doméanen bindet Procaspase 8 und komplettiert
den ,death-inducing signalling complex” (DISC). Nach Rekrutierung und Dimerisierung der
Procaspase 8-Molekile erfolgt eine autokatalytische Aktivierung zu proteolytisch aktiver
Caspase 8'*. Die Caspase 8 gilt als Initiatorcaspase und aktiviert kaskadenartig durch
limitierte Proteolyse die Effektorcaspasen 3, 6 und 7 des extrinsischen Weges sowie auch
zusatzliche Effektoren des intrinsischen Weges der Apoptose®*81%, Die Effektorcaspasen sind
ihrerseits proteolytisch aktiv und spalten unter anderem Proteine des Zytoskeletts und
Inhibitoren von DNAsen wie ICAD (= Inhibitor der Caspase-aktivierten DNAse), woraus die

Fragmentierung der DNA (= Desoxyribonukleinsaure) resultiert!®.

Bereits die initialen Schritte der Apoptoseinduktion minden in einen unumkehrbaren

programmierten Tod einer Zelle und missen daher streng reguliert sein. Durch die bereits
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erwahnte strukturelle Ahnlichkeit von c-Flip. zu Procaspase 8 erfolgt eine Heterodimerbildung
von Procaspase 8 und c-Flip. Uber die DEDs. Dadurch wird die autokatalytische Aktivierung
der Procaspase 8 zur Caspase 8 verhindert!*813 Die Expression von c-Flip stellt somit einen

Schutzmechanismus von Zellen gegen die Induktion der Apoptose dar (s. Abb. 1.4)139:140,

v
3oy —
DD DD

Assoziation mit Procaspase 8 Assoziation mit c-Flip
EDEREE m /
———
Autokatalyse Autokatalyse
verhindert

Apoptose

Abb. 1.4: Formierung des DISC und die Funktion von c-Flip.
Schematisch dargestellt ist die Formierung eines DISC bei Bindung des FasL an den Rezeptor Fas mit
anschlieBender autokatalytischer Aktivierung der Procaspase 8 zur aktiven Caspase 8 bei Aktivierung
des extrinsischen Wegs der Apoptose. Dem gegentibergestellt ist die Bindung des Caspase 8-ahnlichen
Molekils c-Flip. Die Autokatalyse und so die Aktivierung der Procaspase 8 wird durch Bindung von c-
Flip an die DEDs gehemmt.

Es konnte gezeigt werden, dass c-Flip ein wichtiges Molekiil fiir die Reifung und das Uberleben

verschiedener  Zellen, unter anderem auch fiur T-Zellen, darstellt}143,
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Diese Erkenntnisse wurden mit Hilfe von Modellen konditionaler c-Flip Knock-out-Mause
gewonnen. Mit Hilfe des Cre/loxP Systems (siehe Kapitel 2.2.1) wurde in der Arbeitsgruppe
von Professor Dr. rer. nat. T. Schiler eine neue konditionale Knockout-Mauslinie generiert.
NKp46c"Mause, bei denen unter Kontrolle des NKp46-Promotors die Rekombinase iCre
exprimiert wird, wurden mit Mausen verpaart, deren c-Flip-Genlokus von loxP-Stellen flankiert
ist. In Nachkommen dieser Verpaarung ist in allen NKp46-exprimierenden ILC-
Subpopulationen das c-Flip-Gen spezifisch inaktiviert. Diese konditionale Mauslinie wird im

Folgenden als NKAcFiP hezeichnet.

1.6. Zielstellung der Arbeit

Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. rer. nat. T. Schiler haben ergeben, dass die
spezifische Inaktivierung der Genexpression von c-Flip in NKp46-exprimierenden Zellen zu
einer Veranderung der Komposition von ILCs in verschiedenen Immunorganen wie der Milz
und das Knochenmarkt, aber auch in der Leber fihrt. Andere Zelltypen des Immunsystems

blieben dabei unbeeinflusst (medizinische Dissertation von Rebecca Labrenz)#4.

Weiterfiihrende in-vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass die Entwicklung der NKp46*-
ILCs bei Fehlen von c-Flip in einem friihen Reifestadium abbricht. Die erhobenen Ergebnisse
legen nahe, dass c-Flip im Laufe der Entwicklung von NKp46*-ILCs fiir das Uberleben der

Zellen essenziell ist.

Da ILCs Uberwiegend gewebsstandige Zellen mit ausgepragtem Bezug zum mukosalen
Immunsystem unter anderem des Gastrointestinaltrakts sind, ergeben sich folgende

Zielstellungen der vorliegenden Dissertation:

Die Komposition der ILC-Subpopulationen in der Lamina propria des Darmgewebes von
konditionalen NK*“FiP-Mausen soll zundchst mit der in genetisch intakten Kontrolltieren
verglichen werden. Dazu werden relative und absolute Zellzahlen der ILC-Subpopulationen

und anderer Zellgruppen im Darmgewebe mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert.

Nachdem in den vergangenen Jahren Uberwiegend experimentelle Systeme mit T- und B-Zell-
defizienten Mause verwendet wurden, um die Funktion von ILCs zu studieren, zeigten Arbeiten
von Vely et al. und Fischer & Rausell 2016, dass Patienten mit selektivem ILC-Mangel keine
verstarkte Vulnerabilitat gegeniiber bestimmten Erkrankungen zu haben scheinen!#>146, Es
sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig, um die Rolle der ILCs bei intakten T- und B-
Zellfunktionen unter pathophysiologischen Bedingungen zu definieren.
Daher sollen die Auswirkungen einer veranderten ILC-Komposition auf die Induktion und den
Verlauf einer akuten sowie einer chronischen Colitis in konditionalen NKA“FP-Mausen

untersucht werden. In diesem Zusammenhang soll auch die Komposition des mukosalen
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Immunsystems, mit besonderem Augenmerk auf die NKp46*-ILCs, in akuter und chronischer

Colitis analysiert werden.

Zur Simulation von Colitiden in Mausen stehen verschiedene Modelle zur Verfugung!4’. Zum
einen existieren Modelle in denen sich in genetisch veranderten Mausen spontan eine Colitis
entwickelt. Zum anderen kann dieses Krankheitsbild auch durch Infektion oder die Gabe von
Substanzen induziert werden, die das Darmepithel direkt schadigen. Besonders gut untersucht
ist das Modell der DSS- (dextrane sulfate sodium) induzierten Colitis**®. DSS wird mit dem
Trinkwasser verabreicht und wirkt nach enteraler Applikation direkt epithelzelltoxisch. Es l6st
eine mukosale Entziindungsreaktion vorrangig im Colon aus!*. Auf Grund des histologischen
Erscheinungsbildes und der resultierenden Symptomatik in Form von rektalen Blutabgéngen,
Gewichtsverlust und Anderung der Kotkonsistenz, dhnelt eine DSS-induzierte Colitis der

humanen Colitis ulcerosal*®.

In der vorliegenden Dissertation wurde das Modell der DSS-induzierten Colitis gewahlt, mit
dem einerseits durch einmalige Applikation eine akute Colitis simuliert wird, andererseits durch
zyklische Applikationen auch die chronische Situation mit schubweisem Verlauf imitiert werden

kann!#é,
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2.1. Material

2.1.1. Reagenzien

Antigen
B220
CCR6
CD11b
CD11c

CD127

2. Material und Methoden

Antikdrperklon

RA3-6B2

29-2L.17

M1/70

N418

A7R34

CD16/CD32 Fc Block2.4G2

CD19
CD19
CD3e
CD4
CD44
CD45
CD5
CD62L
CD8a
CD90.2
Ep-CAM
Gr-1
NK1.1

NKp46

1D3

eBiolD3

145-2C11

RM4-5

M7

30-F11

53-7.3

MEL-14

53-6.7

53-2.1

G8.8

RB6-8C5

PK136

29A1.4

Hersteller
BD Bioscience
BioLegend
BioLegend
BioLegend

BioLegend

eigene Herstellung

BD Bioscience
eBioscience
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend

BD Bioscience
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Fluorochrom
PE

APC

BV510

a488

PE

a488
APC
Bv421
BV450
APC
APC-Cy7
a488
FITC
PE-Cy7
BV510
PE-Cy7
FITC
PE-Cy7

eF450



Reagenz

Chloroform

Collagenase D

Corning Dispase

Dextran sodium sulfate, MW=36.000-50.000
DNase |

dNTPs

DTT (1,4-Dithiothreitol)

Easycoll

Easycoll, Dichte 1,124 g/ml

Ethanol, absolut

Ethydiumbromid
Ethylendiamin-tetraessigséure (EDTA)

FCS

Fetales Rinderserum, Sid-Afrika (Fetal Bovine Serum, FBS)

Foxp3-Fixations-/Permeabilisierungspuffer

(Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set)

Hanks Salzlésung (Hank’s balanced salt solution; HBSS)
HEPES (1M)

Isofluran CP

Isopropanol (2-Propanol fiir die Molekularbiologie)
LEGENDplex™ Mouse Inflammation Panel

Mouse IL-22 ELISA Ready SET-Go

PBS Dulbecco

Penicillin-Streptomycin (10.000 U/mL)

Platinum Taq DNA Polymerase
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Hersteller
Sigma-Aldrich
Roche

BD Bioscience

MP Biomedicals
Sigma-Aldrich
Applied Biosystems/Roth
Sigma Aldrich
Biochrom

Biochrom
AppliChem Panreac
Roth

Carl Roth
PAN-Biotech
PAN-Biotech

Invitrogen eBioscience

Biochrom

Gibco

CP-Pharma
AppliChem Panreac
BioLegend
eBioscience
Biochrom

Gibco

Invitrogen



Proteinase K

RNase-freies Wasser (RNase free water)
RPMI 1640 Medium

Streptavidin

TagMan Universal PCR Master Mix
TagMan Universal PCR Mastermix
Trypanblau (C.I. 23850)

Trypsin/EDTA-L6sung (10x), 0,5%/0,2%
(w/v) in (10x) PBS ohne Ca?* und Mg?*

Medien, Puffer, Losungen

ACK-Lysepuffer (1x): 0,1mM Na:EDTA
10 mM KHCO3
155 mM NH.CI
pH: 7,2-7,4

MACS-Puffer: 1x PBS
2mM EDTA
0,5% BSA
pH: 7,2-7,4

PBS (1x): 1,7 mM NaH2PO,
6,5 mM NaHPO4
154 mM NacCl
pH: 7,2-7,4

PBS-EDTA (1x): 1x PBS
2 mM EDTA
pH: 7,2-7,4

PBS/PS 1x PBS

Sigma Aldrich
Qiagen

Biochrom

BD Bioscience
Thermo Fisher
Applied Biosystems
Carl Roth

Biochrom

100 U/ml Penicillin/Streptomycin

Biopsie-Lyse Puffer (1x):

100 mM Tris/HCI (pH=8)
5 mM Na;EDTA (pH=8)
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TAE-Puffer (50x)

TE Puffer (1x):

Standard-Medium:

Verdau-Mix:

Zell-Dissoziationslosung:

PCR-Primer:
NKp46Cre
NKp46ex7-Forward:
NKp46-IRES-Reverse:
NKp46ex7- Reverse:
FLIP-fl

FLIP-flox F new:
FLIP-flox-Rev1 new:
Reg3y

Forward

0,2% SDS (pH=7,2)
200 mM NaCl

242 g Tris-Base

57 ml Essigsaure
100 ml 0,5 mM EDTA
pH: 8,0

10 mM Tris/HCI (pH=8)
0,1 mM NaEDTA (pH=8)

RPMI 1640
10% FCS
100 U/ml Penicillin/Streptomycin

RPMI 1640

4% FCS

0,25 mg/ml Collagenase D
0,2 mg/ml Dispase Il

0,25 mg/ml DNase |

HBSS

5mM EDTA

10 mM HEPES

100 U/ml Penicillin/Streptomycin

5’-GGA ACT GAA GGC AAC TCC TG-3
5’-CCC TAG GAATGC TCG TCA AG-3

5’-TTC CCG GCA ACA TAA AAT AAA-3

5-CAT GAG CAC TGA GGG ACA CAG CAC-3

5’-CGG AGT TTC CTA CAG GAA GGC CAC-3’

5-CGT GCC TAT GGC TCC TAT TGC T-3
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Reverse 5-TTC AGC GCC ACT GAG CAC AGA C-3'

HPRT
Forward 5-CTG GTG AAA AGG ACC TCT CGA AG-3"
Reverse 5-CCA GTT TCA CTA ATG ACA CAA ACG-3"

2.1.2. Geréte und Software

Gerate

Falcon 15 mL Zentrifugationsrohrchen
Falcon 50 mL Zentrifugationsrohrchen
Flow Cytometer LSR Fortessa
Homogenisator Precellys24

Inkubator (Incubating Orbital Shaker)
Mikrotiterplatten

Mikrowelle

Multiwell-Platten

Neubauer Zédhlkammer

Petrischale

Prazisionswaage M-Pact AX423
ReaktionsgefalRe 1,5/2 mL mit safe lock
Reaktionsgefalie 1,5/2 mL
Spectrophotometer NanoDrop 2000
Thermocycler T3000

Thermomixer Compact

Vortex LMS

Waage (CS Series, CS200)

Zellsiebe 40/70/100 pm

22

Hersteller
fisher scientific
fisher scientific
BD Bioscience
Peqglab

VWR

Carl Roth
Severin
Corning
Hartenstein
VWR
Sartorius
Eppendorf
Eppendorf
Thermo Scientific
Biometra
Eppendorf
Kisker Biotech
OHAUS

Falcon, Corning



Zentrifuge Fresco 17
Zentrifuge Megafuge 40R

Zentrifuge Pico 17

Software

BD FACSDiva v9.0
BioRender.com
Citavi 6

FlowJo 9.7.5
GraphPad Prism 5
Microsoft 365
Microsoft Excel 2013

Microsoft Word 2013

2.1.3. Sonstiges
hemoCARE

Heraeus-Thermo Scientific
Heraeus-Thermo Scientific

Heraeus-Thermo Scientific

Hersteller

BD Bioscience
BioRender

Swiss Academic Software
BD Life Science

Statcon

Microsoft

Microsoft

Microsoft

CARE diagnostica

2.2. Methoden

2.2.1. Das verwendete Mausmodell

Zur Generierung konditionaler Knockout-Mause, bei denen das c-Flip-Gen spezifisch in
NKp46-exprimierenden ILC-Subpopulationen inaktiviert ist, wurde das Cre/loxp-
Rekombinationssystem genutzt (Abb. 2.1)°. Es wurden NKp46-°®"-Mause'*® verwendet, die
von Prof. Eric Vivier (Marseille) zur Verfiigung gestellt wurden. In diesen Mausen wurde mit
Hilfe des Knock-in Verfahrens die cDNA (cDNA = komplementare DNA) der Rekombinase iCre
ins 3'-Ende des NKp46/Ncrl Genlokus eingebracht, sodass die Expression der Rekombinase
unter Kontrolle des NKp46-Promotors erfolgt. Bei iCre (improved Cre) handelt es sich um eine
ursprunglich aus einem Bakteriophagen gewonnene Rekombinase, die durch genetische
Modifikation auf die Nutzung und Expression in eukaryontischen Zellen optimiert wurde®*°. Da
das gezielte Einbringen des iCre-Transgens die Expression des NKp46-Proteins verhindert

und NKp46 als aktivierender NK-Rezeptor fungiert, wurden im Rahmen der Dissertation
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ausschlieRlich Tiere verwendet, die heterozygot fir den NKp46-Genlokus sind (NKp46/ce/™t-
Mause). Lediglich fur Verpaarungen wurden auch homozygote NKp46'cece-Mannchen

eingesetzt.

C-Flip"-Mause!** wurden von Prof. Ingo Schmitz (Braunschweig) zur Verfigung gestellt. Bei
diesen Tieren wurden loxP-Sequenzen in das fir c-Flip codierende CFLAR-Gen integriert.
Diese loxP Sequenzen werden durch die Rekombinase iCre erkannt und die
dazwischenliegende Gensequenz deletiert. In Folge der Deletion ist die Expression des c-Flip

Proteins spezifisch in iCre-exprimierenden Zellen inaktiviert.

Durch Verpaarung beider oben beschriebenen transgenen Inzuchtmauslinien mit C57BL/6-
Hintergrund wurden konditionale Knock-out-Mause generiert, bei denen ausschlie3lich in
NKp46-exprimierenden Zellen das CFLAR-Gen inaktiviert ist (s. Abb. 2.1). Um flr die
geplanten  Untersuchungen  konditionale = NK2“FP-Tiere und die geeigneten
Geschwistertierkontrollen mit intaktem c-Flip-Gen (NKWYT) zu generieren, wurde folgende

Verpaarungsstrategie angewendet.

Méannliche Tiere, die auf beiden NKp46-Allelen das iCre-knock-in Konstrukt trugen
(NKp46'ceicre) aber nur auf einem Chromosom das loxp-flankierte c-Flip-Gen besalken
(cFlip™"Y, wurden mit Weibchen verpaart, die Uber Wildtyp-NKp46-Allele (NKp46YTWT)
verfligten und ebenfalls heterozygot fir das mit loxP-Sequenzen flankierte CFLAR-Gen waren.
Bei den Nachkommen dieser Verpaarungen resultiert stets der heterozygote Genotyp
NKp46c*™ und den mendelschen Regeln folgend entweder c-Flip", c-Flip"*t oder c-Flip™.
Fur alle Experimente im Rahmen dieser Dissertation wurden NKp46'c®" x c-Flip"-Mause
verwendet, die im Weiteren als NKAcFiP-Mause bezeichnet werden. Als Kontrolltiere mit
intakter c-Flip-Expression dienten NKp46'c®™" x c-Flip""-Mause, die im Weiteren als NKA"T-

Mause bezeichnet werden.

Wie bereits erwahnt, wurden auf Grund der gewahlten Verpaarungsstrategie beide fir die
Experimente relevanten Genotypen als Geschwistertiere erzeugt. Sofern mdglich, wurden
entweder mannliche oder weibliche Geschwistertiere mit verschiedenen Genotypen im
Rahmen eines ,,Cohousings® in einem gemeinsamen Kafig gehalten, um mdgliche Einflisse

von Umweltfaktoren auf die intestinale Mikroflora zu vereinheitlichen.

Alle im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Tiere wurden im zentralen Tierlabor der Otto-
von-Guericke-Universitat Magdeburg gehalten. Alle tierexperimentellen Arbeiten wurden unter
Anleitung und Aufsicht einer fachkundigen Betreuerin durchgefiihrt. Die entsprechenden
tierschutzrechtlichen Genehmigungen lagen vor (2-1202 Uni MD, Landesverwaltungsamt
Sachsen-Anhalt).
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Die Versuchstiere wurden durch Inhalation einer Uberdosis des gasformigen Anasthetikums
Isofluran durch autorisiertes Laborpersonal entsprechend den tierschutzrechtlichen Richtlinien

getotet.

fiff
c-Flip

loxp CFLAR loxp

P——— Kreuzung

Expression von NCR1
’\ Rekombinase
icre

bxp
loxp + =
Ac-Flip
NK -Maus
Lk
@
Degradation “~
Abb. 2.1 Kreuzungsschema des Mausmodells.

In c-Flip"M-Mausen ist das Gen fir c-Flip (CFLAR) beidseits von loxP Stellen flankiert (floxed). Die
NKp46iceM-Mause produzieren abhangig von der Expression des NKp46 Gens (Ncrl) die
Rekombinase iCre auf einem Allel. Diese erkennt und schneidet spezifisch an den loxP-Stellen. Nach
der Paarung der Mauslinien entstehen daher NKAcFlie-Mause. In diesen wird NKp46-abhangig iCre
exprimiert und iCre exzidiert das von loxp flankierte CFLAR Gen aus der Gensequenz. Es handelt sich
somit um einen konditionalen knock-out von c-Flip.

2.2.2. Praparation des Dunn- und Dickdarms

Die Versuchsméause wurden danach in dorsaler Lage mit Hilfe von Nadeln an den Extremitaten
auf einem Praparierbrett fixiert. Es erfolgte eine grof3flachige und grof3ztigige Desinfektion mit
70%igem Ethanol. Mit einer Pinzette wurde das Fell der Mause abdominell angehoben und
mit einer stumpfen Schere im Unterbauch die Haut erdffnet und vom Peritoneum gel6st. Der
Schnitt wurde etwa median in Richtung kranial bis zum Hals erweitert. Kaudal wurde der
Schnitt in beide Richtungen jeweils nach lateral erweitert. Es resultierte ein etwa Y-férmiger
Schnitt, so dass die Haut aufgeklappt und ebenfalls mit einer Nadel fixiert werden konnte. Der

Thorax wurde er6ffnet und aus dem rechten Ventrikel mittels 18G Kanile und einer 1 ml
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Spritze so viel Blut wie moglich drainiert, um einerseits Blut fir verschiedenste Analysen zu
asservieren und andererseits Blutungen im Praparationsgebiet zu minimieren. AnschlieRend
erfolgte die vorsichtige Offnung der Peritonealhohle ebenfalls mittels eines Y-férmigen

Schnitts. Das Peritoneum wurde ebenfalls per Nadel seitlich fixiert.

Zur Praparation des Dunndarms wurde zunéchst der Magen aufgesucht und der proximale
Teil des Dunndarms vom Magen abgetrennt. AnschlieBend wurde mit einer Pinzette der
Dunndarm angehoben und mit einer zweiten Pinzette das Mesenterium vom Dinndarm bis
zum Ubergang des terminalen lleums in das Colon ascendens abgezogen. Hier wurde das

lleum vom Colon abgetrennt.

Zur Praparation des Dickdarms wurde zunachst der Anus der Maus kreisférmig umschnitten.
Daraufhin wurde der Beckenknochen einseitig rechts oder links durchtrennt und der Analkanal
bzw. das Rektum der Maus von dorsal, lateral und auch ventral prapariert und gel6st.
AnschlieRend wurde das Caecum aufgesucht und das Colon in &hnlicher Weise wie der
Dunndarm vom Mesenterium getrennt. Nach Entfernung des Colons wurde die Lange des

Colons erfasst und final sowohl das Caecum als auch der Anus abgetrennt.

Das auf diese Weise gewonnene Darmgewebe wurde vorsichtig von Kot befreit und fir die
Isolation von Lamina-propria Leukozyten verwendet oder fur histologische Analysen und

Messung von Zytokinen asserviert.

Im Falle der Asservierung wurde das Colon in seiner gesamten Lange gedrittelt, so dass eine
ungefahre Einteilung in die Abschnitte Colon ascendens (proximal), Colon transversum
(medial) und Colon descendens (distal) erfolgte. Diese Drittel wurden wiederum gedrittelt, um

die Asservierung fur drei weiterfihrende Untersuchungen zu ermdglichen (s. Abb. 2.2)

Caecum verworfen

proximal
erneute
medial ___ Drittelung
zur
Asservierung

distal e

Rektum verworfen

Abb. 2.2: Schema zur Teilung des Colons fur weiterfuhrende Untersuchungen.
Um Daten aus verschiedenen Colonabschnitten zu generieren, die sich geringfligig in ihrer Architektur
und Physiologie unterscheiden, wurde das Colon in seiner gesamten Lange gedrittelt. Aus den
Abschnitten Colon ascendens (proximal), Colon transversum (medial) und Colon descendens (distal)
wurden jeweils ein Drittel fir verschiedene weiterfihrende Untersuchungen asserviert und eingesetzt.
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Pro Abschnitt wurde ein Drittel (ca. 1cm Léange) fur histologische Untersuchungen in 4%igem
Formalin eingebettet (s. 2.2.10). Ein weiteres Drittel jedes Abschnitts wurde in 500 ul Standard-
Medium (RPMI 1640 mit 2% FCS und 100 U/ml Penicillin/Streptomycin) flr Zytokinanalysen
inkubiert (s. 2.2.11). Die verbliebenen Neuntel wurden fir weitere, spatere Analysen bei -80°C

eingefroren.

2.2.3. Praparation von Lamina-propria Leukozyten (LPL) aus Dick- und Dinndarm

Nach der Entnahme des Darmgewebes wurden zunachst bei den Dinndarmen die Peyer-
Plagues aufgesucht und heraus geschnitten. Sowohl aus dem Diunn- als auch aus dem
Dickdarm wurde der Kot vorsichtig entfernt und die Darme mit einer Schere longitudinal
aufgeschnitten. Mit einer Feinwaage wurde das Gewicht der Dickddrme gemessen. Alle
Darmsegmente wurden in 50 ml-Réhrchen mit 25 ml kaltem, mit Antibiotika versetztem PBS
(PBS/PS) gegeben, um durch Schitteln Kot- und Schleimreste zu entfernen. Dieser Vorgang

wurde zwei bis dreimal wiederholt, bis die PBS-L&sung nach dem Schiitteln klar blieb.

Das Darmgewebe wurde zusammen mit der EDTA-haltigen Zelldissoziationslésung (HBSS, 5
mM EDTA, 10 mM HEPES, 100 U/ml Penicillin/Streptomycin (PS); pro Colon 10ml, pro
Dunndarm 20ml) in 50 ml-Zentrifugationsréhrchen gegeben und 20 Minuten bei
Raumtemperatur horizontal mit 200 Umdrehungen pro Minute (rpm) im Inkubator geschuttelt,
um die Abldsung der Epithelschicht zu erreichen. Durch 15 Sekunden intensiven Schittelns
mittels Vortex erfolgte die mechanische Dissoziation der Epithelschicht. Der epithelzellhaltige
Uberstand wurde fiir weitere molekularbiologische Analysen (z.B. Reg3y, s. 2.3.4.) gesammelt.
Das Gewebe wurde erneut mit 20 ml Zelldissoziationsldsung versetzt und nachfolgend bei
Raumtemperatur im Inkubator fir weitere 20 Minuten geschuttelt. Nach nochmaligem
intensivem Schitteln mittels Vortex fiir 15 Sekunden und Entfernung des Uberstandes wurde
das Darmgewebe zweimal mit 20-30 ml kaltem PBS/PS flr einige Minuten inkubiert, um das
EDTA der Zelldissoziationslosung aus dem Gewebe auszuwaschen. Dieser Schritt ist
essenziell, da EDTA die Aktivitat der zum Gewebeverdau eingesetzten Metalloproteasen
inhibiert. Nach Entfernung des Uberstands wurde das Darmgewebe in einer Petrischale mit
einer Schere und einem Skalpell in etwa 1-2 mm grofRe Stuckchen zerkleinert, um den
Enzymen zum Gewebeverdau den Zugang in das Gewebe zu erleichtern. Die
Gewebestiickchen wurden in ein 50 ml-Zentrifugationsréhrchen gegeben und 5 ml Protease-
und DNase-haltiger Verdau-Mix (RPMI 1640, 4% FCS, 0,25 mg/ml Collagenase D, 0,2 mg/ml
Dispase II, 0,25 mg/ml DNase I) zu den Colongewebsstickchen bzw. 10 ml Verdau-Mix zu
den Dunndarmgewebsstiickchen hinzugegeben. Die Gewebsstiickchen wurden 15 Minuten
bei 37°C horizontal mit 100 rpm geschdttelt und anschlieBend 15 Sekunden mit Hilfe des

Vortex weiter mechanisch aufgeschlossen. Durch ein 100 um-Zellsieb wurden die noch nicht
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vollstandig aufgeschlossenen Gewebeteile vom LPL-haltigen Uberstand separiert.
AnschlieBend wurde die gewonnene LPL-haltige Zellsuspension durch ein 40 um-Zellsieb in
ein neues Zentrifugationsrohrchen gegeben und auf Eis gestellt. Diese Schritte zum
Gewebeverdau wurden zwei- bis dreimal bis zum erfolgreichen Aufschluss des Gewebes
wiederholt. Alle Filtrate wurden auf Eis gesammelt und anschlieRend 10 Minuten bei 800 x g
und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 3,3
ml Medium mit 1,7 ml Easycoll resuspendiert. Ein 15 ml Zentrifugationsrohrchen wurde mit 3
ml 80%igem Easycoll beflllt. Darauf wurden 5 ml einer 44%igen Easycoll Losung geschichtet.
AnschlieRend wurde das geldste Zellpellet vorsichtig auf den diskontinuierlichen Easycoll-
Gradienten geschichtet. Die Dichtegradientenzentrifugation erfolgte bei 600 x g ohne
Beschleunigung und ohne Bremse fir 20 Minuten. Es resultierten zwei Schichten sowie eine
Interphase. Die oberste Schicht enthielt Fett, Schleim sowie Epithelzellreste und wurde
verworfen. Zwischen dem 80%- und 44%-igem Easycoll befand sich die Interphase mit den
Lamina-propria-Leukozyten. Diese wurde vorsichtig aufgenommen und in ein neues 15 ml
Zentrifugationsrohrchen gegeben. Auf die Zellsuspension wurde 12 ml eisgekihltes PBS
gegeben und sie wurde 10 Minuten bei 400 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut
verworfen und das Zellpellet in 1 ml RPMI mit 10% FCS resuspendiert. Die Ermittlung der
Zellzahl erfolgte anschliel3end mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer (s. 2.2.5). Als Richtwerte
fur eine erfolgreiche LPL-Isolation gelten etwa 0,5 bis 1 Millionen Zellen pro Colon sowie etwa

2-10 Millionen Zellen pro Dunndarm.

2.2.4. Praparation von Leukozyten aus der Milz

Die Praparation bis zur Peritonealhthle erfolgte in gleicher Weise wie die Praparation des
Dunn- und Dickdarms. Die Milz befindet sich im linken oberen Abdomen, liegt intraperitoneal
und konnte leicht durch Abtrennen des Milzhilus herausprapariert werden.
Das Organ wurde in ein Réhrchen mit 2 ml kaltem PBS-EDTA gegeben. AnschlieRend wurde
das Organ mit Hilfe eines Spritzenbolzens durch ein Metallsieb in einer Petrischale vorsichtig
mechanisch aufgeschlossen. Zur vollstdndigen Gewinnung der Splenozyten erfolgte die
Spulung des Spritzenbolzens sowie des Siebes mit 3 ml PBS-EDTA. Verbliebene
makroskopisch sichtbare Zellaggregate wurden durch mehrmaliges Aufziehen und wieder
Ausstol3en durch eine Kanule vereinzelt. Die entstandene Einzelzellsuspension wurde in ein
15 ml Réhrchen Uberfiihrt und auch die Petrischale mit 5 ml PBS-EDTA gesplilt. Auch diese
leukozytenhaltige Spulldsung wurde in das Rohrchen Utberfuhrt. Die Zellsuspension wurde bei
400 x g bei 4°C fur 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellett in
2 ml hypoosmolaren ACK-Lysepuffer zur Lyse der Erythrozyten exakt 90 Sekunden
resuspendiert und inkubiert. Durch Zugabe von 7 ml RPMI mit 10%ige FCS wurde wieder ein

isotoner Zustand hergestellt. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 400 x g und 4°C fir 5
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min. Der Uberstand wurde erneut verworfen, das Pellett in 1 ml RPMI resuspendiert und auf
Eis bis zur weiteren Verwendung gelagert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der

Zellzahlen und die Analysen.

2.2.5. Zellz&hlung

Zur Zellzahlung wurde eine Neubauer-Zahlkammer eingesetzt. Auf die Zahlkammer wurde ein
spezielles Deckglaschen gesetzt. Bei korrekter Platzierung sind Newton’sche Ringe zu sehen.
Um lebende von toten Zellen zu unterscheiden, wurde die Zellsuspension 1:2 mit dem
polyanionischem Azofarbstoff Trypanblau (Konzentration von 0,5%) versetzt. Dieser Farbstoff
wird nur von abgestorbenen und perforierten Zellen aufgenommen und bindet dort an Proteine.
10 pl der verdunnten Zellsuspension wurden unter das Deckgldschen pipettiert. Die
Lebendzellzahl wurde durch zeitnahe Zahlung der nicht gefarbten Zellen in jeweils vier
Quadranten bestehend aus je 16 Kastchen ermittelt und der Mittelwert aus den vier Zahlungen
gebildet. Das Produkt des Mittelwerts mit dem Verdinnungsfaktor und mit dem Faktor der
Zahlkammer (10.000) ergab die Zellzahl pro ml Lésung.

2.2.6. Analyse der Leukozytensubpopulationen

Zur Bestimmung der Zusammensetzung der Leukozytensuspensionen wurden monoklonale
Antikbrper gegen bestimmte Zellantigene eingesetzt, die eine eindeutige Identifikation von
Leukozytensubpopulationen ermdéglicht. Die  Antikdrper sind mit  verschiedenen
Fluorochromen markiert, die im Durchflusszytometer eine Unterscheidung und Quantifizierung

der relativen Anteile bestimmter Immunzellsubtypen erlauben.

Um die ILCs von anderen Leukozyten zu unterscheiden, wurde eine Gemisch aus Antikbrpern
eingesetzt, die an typische Oberflachen-Molekiile von T- und B-Zellen sowie myeloischen
Leukozyten - die sogenannten Lineage-Marker (Lin) - binden. Alle Antikorper in dieser
Mischung waren mit dem gleichen Fluorochrom markiert. In Tabelle 2.1. sind diese Lineage-
spezifischen Marker aufgelistet. Die Gesamtheit der ILCs war als Lineage-Marker negativ

definiert.

Zur Identifikation der ILC-Subtypen wurden verschiedene Fluorochrom-markierte Antikdrper
verwendet. In der Tab. 2.2 sind die Antigene, gegen die die Fluorochrom-markierten Antikorper

gerichtet sind und ihre jeweiligen Zielzellen aufgelistet.
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Tab. 2.1: Lineage-spezifische Marker zur Abgrenzung von ILCs zu anderen
Immunzellpopulationen

Oberflachenmolekdl Vorkommen

CD5 T-Zellen und einige B-Zellen

CD19 B-Zellen

CD11lc Makrophagen, Monozyten, Granulozyten,
dendritische Zellen

Gr-1 Gegen Ly6G und Ly6C auf Makrophagen
und Granulozyten

CD3 T-Zellen

CD8a Zytotoxische T-Zellen

Tab. 2.2: Antigene fur die Identifikation bestimmter ILC-Subtypen.

Molekl Vorkommen

CD45 Alle Leukozyten

NKp46 NK-Zellen, NKp46*-ILC3, ILC1
CD4 T-Helferzellen, einige LTi

NK 1.1. NK-Zellen, NKp46*-ILC3, ILC1
Thbet ILC1, NK-Zellen

RORyt ILC3

CD90.2 ILC1, ILC2, ILC3

Eomes NK-Zellen

GATA3 ILC2

EpCam (CD326) Epithelzellen

CD127 ILC1, ILC2, ILC3

CCR6 einige ILC3, unter anderem LTi

Nach der Praparation der Lamina-propria Leukozyten bzw. der Splenozyten und der
Zellzahlung wurden die Zellen in kaltem FACS-Puffer resuspendiert. Der darin enthaltene,
unmarkierte anti-CD16/32 Antikorper diente der Blockierung von Fcy-Rezeptoren II und 1ll-
Molekilen auf der Zelloberflache und damit der Verhinderung einer unspezifischen
Antikdrperbindung an die Zellen. Vor der Inkubation mit den Antikérpern wurden die Zellen auf
Spitzboden-Multiwellplatten aufgeteilt und bei 4°C und 1600 x g fur 2 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets mit den entsprechenden Antikérper-haltigen
Lésungen resuspendiert. Als Kontrolle zur optimalen Einstellung der nachfolgenden

durchflusszytometrischen Messungen wurden zusatzlich Zellen mit jeweils nur einem der
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spezifischen Antikdrper (Einzelfarbungen) bzw. mit einem Antikérper-Mix, der jeweils einen
der Fluorochrom-markierten Antikdrper nicht enthielt (FMOs = fluorescence minus one),
versetzt. Es folgte ein Inkubationsschritt fir 30 Minuten bei 4°C unter Lichtausschluss. Um
Uberschissige, nicht gebundene Antikdrper zu entfernen, wurden die Zellen anschlie3end mit
150 ul PBS mit 2 mM EDTA versetzt, bei 4°C mit 1600 x g fur 2 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand entfernt. AnschlieBend wurden die Zellen in 100 pl PBS-EDTA resuspendiert.

Fir die intranukleare Detektion der Transkriptionsfaktoren (Thet, GATA3, RORyt) erfolgte die
Resuspension in  Foxp3-Fixations/Permeabilisationspuffer (kommerziell erhéltliches,
optimiertes Pufferset, siehe 2.1.1). Die Inkubation erfolgte bei 4°C unter Lichtausschluss tUber
Nacht. Nachfolgend wurde nach Zugabe von 100 ul Foxp3-Waschpuffer bei 4°C und 1600 x g
zentrifugiert. Die Zellpellets wurden mit Fluorochrom-markierten, spezifischen Antikorpern
gegen Transkriptionsfaktoren, verdiinnt in Foxp3-Waschpuffer, resuspendiert und 60 min bei
4°C unter Lichtausschluss inkubiert. Nach Zentrifugation der Zellsuspensionen bei 4°C und
1600 x g fur zwei Minuten erfolgte ein zweiter Waschschritt mit PBS-EDTA und schlief3lich die
finale Resuspension in 100 ul PBS-EDTA.

Zur ldentifikation anderer Leukozytensubpopulationen neben den ILCs wurden Farbungen in

gleicher Weise mit anderen Antikdrpern angesetzt (s. Tab. 2.3 und Tab. 2.4)

Tab. 2.3: Zusammensetzung der T-Zellfarbung

Oberflachenmolekil Vorkommen

CD45.2 Alle Leukozyten

CD3 T-Zellen

CD4 T-Helferzellen

CD8 Zytotoxische T-Zellen

CD44 Aktivierte T-Helferzellen

CD62L Naive T-Zellen und Zentrale Memory-T-
Zellen

CD127 T-Helferzellen
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Tab. 2.4: Zusammensetzung der allgemeinen Leukozytenfarbung

Oberflachenmolekdl Vorkommen

CD45.2 Alle Leukozyten

CD3 T-Zellen

CD19 B-Zellen

CD11b Makrophagen, Monozyten, Granulozyten,
einige dendritische Zellen

CD11lc Makrophagen, Monozyten, Granulozyten,
dendritische Zellen

Gr-1 Gegen Ly6G und Ly6C auf Makrophagen
und Granulozyten

B220 B-Zellen

2.2.7. Durchflusszytometrische Analyse der ILCs

Die durchflusszytometrischen Analysen der LPL- bzw. Splenozytensubpopulationen erfolgte
mit Hilfe des Durchflusszytometers LSR Fortessa, das mit drei Lasern ausgestattet ist und die
simultane Detektion von bis zu acht Fluorochromen ermdéglicht. Durch die Erfassung von
Vorwarts- und Seitwartsstreulicht ist eine Unterscheidung nach Zellgrof3e und -granularitat
mdoglich. Da inshesondere die LPL-Populationen eine groR3e Heterogenitat bezlglich dieser
Parameter aufwies, wurden die Gesamtpopulationen zunachst anhand von FSC (= Forward
scatter) und SSC (= Side scatter) grob auf die Leukozyten eingegrenzt. AnschlieRend wurden
durch den Marker CD45 die Leukozyten erfasst und innerhalb der CD45"-Population die ILCs
durch die fehlende Expression der Lineage-Marker (Lin") eingegrenzt. Innerhalb der CD45 Lin
-Population wurden die ILCs anhand weiterer, ILC-Subtyp-spezifischer Zellmarker

untergliedert (siehe Ergebnisteil). Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software FloJo 9.7.5.

2.2.8. FACS-Analysen der neutrophilen Granulozyten und der Monozyten

Nach Induktion einer akuten DSS-Colitis in NKAFP- ynd NKW'-Mausen und der oben
beschriebenen Isolation der LPL aus dem entziindetem Colongewebe wurde in gemeinsamen
Experimenten mit Kollegen der Arbeitsgruppe von Frau Prof. lldiko R. Dunay (ehm. Institut fur
Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene, jetzt Institut fur Inflammation und
Neurodegeneration, Universitatsklinikum Magdeburg) - insbesondere in Kooperation mit Frau
Dr. Aindrila Biswas — eine durchflusszytometrische Analyse der Frequenz und
Subpopulationszusammensetzung myeloischer Zelltypen durchgefithrt. Nach einer

Vorselektion auf CD457/CD11b*-myeloische Zellen wurden zur Unterscheidung von
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neutrophilen Granulozyten und Monozyten/Makrophagen die Marker Ly6C und Ly6G genutzt.
Dabei gelten Ly6C*/Ly6G - sowie Ly6C/Ly6G-Zellen als Monozyten und Ly6C*/Ly6G*-Zellen
als neutrophile Granulozyten.

2.2.9. Das Modell der DSS-Colitis

Dextran-Natriumsulfat (dextrane sulfate sodium = DSS) ist ein sulfatiertes Polysaccharid (s.
Abb. 2.3) und wird zur chemischen, nicht-infektiosen Induktion von Colitiden bei M&ausen
verwendet!®1152, Die Molekularmasse des verwendeten DSS variiert und beeinflusst auch die
Schwere und die Lokalisation der induzierten Colitis. In den beschriebenen Experimenten
wurde DSS mit einer Molekularmasse von 36.000 bis 50.000 Da verwendet, da dieses fir die
Colitisinduktion besonders geeignet ist. Hohe Molekularmassen bewirken keine effektive
Colitisinduktion, wahrend zu niedrige Molekularmassen nur eine leichte Colitis auslosen®®:.
Die Erkrankungsstarke kann durch die eingesetzte DSS-Konzentration gesteuert werden. Die
optimale DSS-Konzentration muss fir jede Mauslinie unter den jeweiligen

Haltungsbedingungen ermittelt werden.

Auf Grund seiner starken Hydrophilie kann DSS Uber das Trinkwasser verabreicht werden.
Das DSS wurde in abgekochtem und danach wieder auf Raumtemperatur abgekiihltem

Trinkwasser gelost und alle zwei Tage gewechselt.

Die Substanz wirkt direkt epithelzelltoxisch. Infolge der Epithelzellschdden und dem
resultierenden Barrierebruch wird eine Inflammation mit massiver Rekrutierung von
Immunzellen, insbesondere neutrophilen Granulozyten, ausgeltst'®®. Die Induktion der
Darminflammation ist dabei nicht T- und B-Zell-abhéngig; sodass dieses Modell auch fir

Studien unter Verwendung T- und B-Zell-defizienter Tiere eingesetzt werden kann®,
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Abb. 2.3: Strukturformel des DSS.

Es handelt sich um ein mehrfach sulfatiertes Polysaccharid aus einer variablen Anzahl des gezeigten
Disaccharid-Bausteins (n). Die Molekularmasse des in den Experimenten benutzten DSS betrug
36.000 bis 50.000 Da.
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In erster Linie ist dabei das Colon von der Inflammation betroffen. Symptomatisch zeigen sich
vorrangig schleimige bis flissige Diarrhoen sowie Frischblutbeimengungen. Lokalisation und
Symptomatik ahneln dem klinischen Erscheinungsbild einer Colitis ulcerosa. Eine regelméaRige
Beurteilung der Kotkonsistenz, des relativen Gewichts sowie rektaler Blutabgange ist daher im

Rahmen des spater naher beschriebenen Scorings notwendig.

Durch eine wechselnde Gabe von DSS-haltigem Wasser und DSS-freiem Trinkwasser kann
eine chronische Colitis mit Schiben, vergleichbar zu der klinischen Manifestation chronisch
entzindlicher Darmerkrankungen im Menschen, erzeugt werden. Dabei kommt es nach
Beenden der DSS-Applikation zur Regeneration des Epithels und einer deutlichen Besserung
der Symptomatik, wobei nicht immer der Ausgangspunkt vor der DSS-Applikation erreicht wird.
Infolge des Barrierebruchs und einer zunehmenden Immunzellaktivierung durch Kontakt mit
der intestinalen Mikroflora verstarkt sich erfahrungsgemaf die maximale Intensitat der Colitis
mit jedem DSS-Zyklus. Insgesamt stellt die DSS-induzierte Colitis ein adaquates Mausmodell
zur Untersuchung chronisch entzindlicher Darmerkrankungen, vorrangig der Colitis ulcerosa,
dar'48152  Erfahrungen mit dem Modell zeigen, dass mannliche Mause insgesamt einen
hoheren Schweregrad der Colitis erreichen als weibliche Mause. Als Ursache werden
einerseits eine hthere Aufnahme des DSS-haltigen Trinkwassers durch mannliche Tiere,
andererseits hormonelle Einflisse diskutiert!®1¢, Weiterhin spielt das Mikrobiom fir die
Intensitat der Colitis eine Rolle. Grundsatzlich werden daher alle Colitis-Experimente mit
Geschwistertieren und getrennt nach Geschlechtern durchgefiihrt'#®, Darliber hinaus mussten
die Mause ein Mindestalter von sechs Wochen und ein Mindestgewicht von 18-20 Gramm

aufweisen.

Zur Induktion einer akuten Colitis mittlerer Erkrankungsstéarke in der oben beschriebenen
konditionalen Mauslinie wurde eine 2,5%-ige DSS-Losung hergestellt. Diese wurde den
Méausen fir funf Tage ad libitum Uber die Trinkflasche verabreicht. Anschliel3end erhielten die
Mause Trinkwasser ohne DSS-Zusatz und an Tag 7 des Experiments erfolgte die Praparation

der Mause. Wahrend des Experiments erfolgte ein regelmaRiges Scoring der Colitis.

Zur Induktion einer chronischen Colitis wurde mit abgekochtem Wasser eine 1,6-1,8%-ige
DSS-L6sung hergestellt. Diese wurde den Mausen fir funf Tage verabreicht. Anschlie3end
erhielten die Mause flr einen Zeitraum von 14 Tagen Trinkwasser ohne DSS-Zusatz. Es folgte
fur weitere funf Tage die Gabe der DSS-Ldsung sowie eine erneute 14-tdgige Gabe von
Trinkwasser ohne DSS. Wahrend im ersten Zyklus, wie auch bei der akuten Colitis, eher Zellen
der angeborenen Immunabwehr und der myeloischen Entwicklungsreihe wie neutrophile
Granulozyten als Ausloser fur die Inflammation gelten'®’, spielen ab dem zweiten Zyklus
zunehmend auch Zellen der adaptiven Immunabwehr aus der lymphatischen

Entwicklungsreihe wie T-Zellen eine Rolle’®®. Unmittelbar nach dem dritten Zyklus von flnf
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Tagen, auf dem Ho6hepunkt der Entziindungsreaktion, erfolgte die erste Pr&paration von
Versuchstieren. Nach weiteren sieben Tagen mit DSS-freiem Trinkwasser wurden weitere
Versuchstiere prapariert, um Daten zur Regenerationsphase zu gewinnen. Im Verlauf des

chronischen Colitisexperiments erfolgte ebenfalls ein regelméRiges Scoring der Colitis.

Zur Erfassung der Scoringparameter Gewicht, Kotkonsistenz und Blut im Kot wurden die
Mé&use zunéchst einzeln aus den Kéfigen in etwa 20 cm hohe, blickdichte Kunststoffbecher
auf eine Waage gesetzt. Die Versuchstiere blieben bis zur Abgabe einer Kotprobe in den
Kunststoffbechern, die mit Zellstofftiichern ausgestattet waren. Die Kotproben wurden
beziglich Konsistenz und dem Vorhandensein makroskopisch sichtbarer Blutbeimengungen
beurteilt (s. Tab. 2.5). Kotproben ohne makroskopisch sichtbare Blutbeimengungen wurden
zur Analyse von okkulten Blutspuren mit Hilfe der beiliegenden Pappspatel auf die
guajakbeschichteten Testfelder der Hamoccult-Testbriefchen (s. 2.1.3.) ausgestrichen. Am
darauffolgenden Tag wurden etwa zwei Tropfen der zum Testkit gehdrenden, kihl
aufzubewahrenden, H2O.-haltigen Nachweisldésung auf die Rickseite der Testfelder gegeben.
Ist okkultes Blut im Stuhl vorhanden, dient das Hamoglobin als Katalysator um nach Zugabe
von H;O: die im Guajak enthaltene phenolische Guajakonsaure zu einem chinoiden, blauen
Farbstoff, der als Guajakblau bezeichnet wird, zu oxidieren. Von der Zugabe der

Nachweislosung bis zur Beurteilung mussten mindestens 60 Sekunden abgewartet werden.

Tab. 2.5: Scoreparameter der Colitisexperimente.

Parameter Auspragung Punktwert

Kotkonsistenz Fest, geformt

Erweicht, geformt

Pastos, geformt

Pastos, ungeformt

Flissig
Blut im Kot Kein Blut

Schwach positiver Hamoccult-Test

Stark positiver Himoccult-Test

Makroskopisch sichtbares Blut

Uberwiegend Blut
Relatives Gewicht 100-95%
<95-90%
<90-85%
<85-80%

<80%

Al W N P O Al W N| P O] | W N| —| O
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An Tag O, also vor Verabreichung von DSS-haltigem Trinkwasser, wurde das
Ausgangsgewicht gemessen und als 100% gesetzt. Vom Ausgangsgewicht ausgehend wurde

taglich ein relatives Gewicht berechnet.

Im Zusammenhang mit dem Scoring wurden auch weitere Auffalligkeiten erfasst. Diese
dienten vorrangig als Kriterien fir einen tierschutzrechtlich gebotenen Abbruch des
Experiments bei moglicherweise auftretenden erheblichen Leiden. Hierzu gehorten ein mehr
als 20%iger Gewichtsverlust Uber mehrere Tage, eine ausgeprigte Apathie der Mause,
Krampfanfélle oder eine deutliche Verschlechterung des Allgemeinzustands. In diesen Féallen
wurde das betroffene Tier aus dem Experiment genommen und wie oben beschrieben

euthanasiert.

2.2.10. Histologie des Colongewebes

Nach Induktion einer DSS-Colitis und der oben beschriebenen Préparation des Colons (s. Abb.
2.2) wurde je ein Drittel der drei Colonabschnitte in 4% Formalin fixiert. Nach einer Woche
wurde die Formalinlésung entfernt und gegen PBS getauscht, um eine Uberfixation zu

vermeiden. Die Lagerung des fixierten Gewebes erfolgte bei 4°C.

Durch die Kooperationspartnerin PD Dr. rer. nat. Anja Kuhl (Institut fur Pathologie, Charité
Berlin) erfolgte die weitere Aufarbeitung des Gewebes inklusive Einbettung, Schneiden und
Farbung mittels Hamatoxylin-Eosin Farbung sowie die anschlielende histologische

Beurteilung mit Scoring.

Zum histologischen Scoring wurde sich eines etablierten zweiteiligen Punktesystems fur
Colitiden bedient, die durch exogene Chemikalien ausgeltst werden. Jeder der zwei Teile
umfasst separat drei und somit insgesamt sechs Punkte. Beriicksichtigt wurden der Grad und
die Lokalisation der Infiltration von Immunzellen in das Colongewebe (Score 1) sowie Grad
und Ausweitung entziindungsbedingter Verdnderungen der Gewebearchitektur (Score 2).
Erosionen sind dabei Epithelschaden, die entweder fokal oder ausgebreitet vorliegen kénnen;
Ulcerationen reichen mindestens in die Submukosa. Weiterhin kann eine Inflammation zur

Ausbildung von Pseudopolypen oder Granulationsgewebe fiihren (s. Tab. 2.6)°,
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Tab. 2.6: Punkteverteilung in den Histologien der Dickdarme.

Punkte | Score 1: Zellinfiltrat Score 2: Architektur

Schwere Ausbreitung Epithel Mukosaarchitektur
1 Mild Mukosa Nur fokale Erosionen | ---

Moderat Submukosa Erosionen Fokale Ulcerationen
3 Deutlich Transmural Granulationsgewebe,

Pseudopolypen oder
sehr grol3e

Ulcerationen

Gesamtscore: 0-6

2.2.11. Zytokin-/Chemokinmessungen

Nach der Préaparation von Colongewebe wurden diese wie in Abb. 2.2 gezeigt abschnittsweise
geteilt. Jeweils ein Drittel aus den drei Colonabschnitten (ca. 1 cm Léange) wurde longitudinal
eroffnet, gesaubert und das Gewebegewicht auf einer Feinwaage bestimmt. AnschlieRend
erfolgte die Inkubation in 500 ul RPMI 1640 mit 2% FCS und 100 U/ml Penicillin/Streptomycin
bei 37°C und 5% CO; fiir 24 Stunden. Die Uberstande wurden entnommen und bei 10000 x g
fur 10 Minuten zentrifugiert, um Partikel wie Gewebefragmente und Bakterien zu entfernen
und einen klaren Zellkulturiberstand mit den sezernierten Zytokinen zu erhalten. Bis zur
wurden die Uberstande bei

weiteren Verwendung

-80°C asserviert.

Die Bestimmung der Zytokin-/Chemokinkonzentration erfolgte mit dem Multiplex-Kit
,Legendplex Mouse Inflammation panel” von BioLegend und zusétzlich dazu mit einem ELISA

(=Enzyme linked immunosorbant assay) fur IL-22.

Bei dem ,Legendplex Mouse Inflammation panel“-Kit handelt es sich um einen kommerziell
erhaltlichen Bead-basierten Assay von der Firma Biolegend, der die simultane Quantifizierung
von zwolf entzindungsrelevanten Zytokinen (IL-1a, IL-18, IL-6, IL-10, IL-12 p70, IL-23, IL-27,
IFN-B, IL-17A, TNF-a, IFN-y, GM-CSF) sowie des Chemokins MCP-1 ermdglicht. Die
entsprechenden Proben werden mit einer Mixtur von unterschiedlich grof3en, Fluorochrom-
gekoppelten und mit Maus-spezifischen anti-Zytokinantikorpern beschichteten Beads
inkubiert. Die gebundenen Zytokine wurden nachfolgend mit anderen Zytokin-spezifischen,
biotinylierten Antikdpern sowie Streptavidin-PE nachgewiesen. Die Ho6he des am
Durchflusszytometer gemessenen PE-Signals korrespondiert mit der Konzentration des
jeweiligen Chemokins. Die Kalkulation der

Zytokins  bzw. des Zytokin-

/Chemokinkonzentrationen erfolgte anhand bereitgestellter Standards.
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Die Zytokin-/Chmokinbestimmung mit diesem Kit wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt,

und mit Hilfe der Legendplex-Software ausgewertet.

Zur Bestimmung von IL-22-Konzentrationen in biologischen Proben aus den
Mausexperimenten wurde ein kommerzieller Sandwich-ELISA von der Firma e-Biosciences
verwendet. Hier wurde in biologischen Proben vorhandenes IL-22 durch einen Festphasen-
gebundenen (an den Boden einer Mikrotestplatte gebunden) Maus-IL-22-spezifischen Fanger-
Antikorper gebunden. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines zweiten IL-22-spezifischen
Antikorpers, an den das Enzym Meerrettich-Peroxidase (horse redish peroxidase HRP)
gekoppelt ist. Durch Zugabe des HRP-Substrates Tetramethyl-Benzidin und Abstoppen der
Reaktion durch 1M H.SO, erfolgte die kolorimetrische Quantifikation bei 450nm (570nm
Referenzwellenlange). Die Intensitdt des gemessenen Signals war direkt proportional zur

Konzentration des IL-22 in den Proben und den zur Auswertung mitgefuhrten IL-22-Standards.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1. Isolation von DNA aus dem Mauseschwanzgewebe

Zur Genotypisierung der Mause wurden nach Totung des jeweiligen Versuchstieres die
Schwanzspitze abgetrennt und in 600 ul Biopsie-Lyse-Puffer mit 20 mg/ml Proteinase K fiir
mindestens 4 Stunden bei 56 °C und 350 rpm im Thermomixer lysiert. Das resultierende Lysat
wurde bei 13800 x g fur 5 Minuten zentrifugiert und der DNA-haltige Uberstand in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal’ tberfuhrt. Die DNA wurde mit Hilfe von 600 ul -20 °C kaltem Isopropanol zehn
Minuten lang ausgefallt. AnschlieBend wurde erneut bei 13800 x g fur 10 Minuten zentrifugiert.
Nach Dekantierung des Uberstands wurde das DNA-haltige Pellet in 600 ml -20 °C kaltem
100%-igem Ethanol resuspendiert und erneut bei 13800 x g fur 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde wieder verworfen und das DNA-haltige Pellet bei Raumtemperatur
getrocknet. Abhangig von der GrofRe des Pellets wurde die isolierte DNA in 50-300 ul TE-

Puffer bei 68 °C unter horizontalem Schiitteln mit 350 rpm eine Stunde lang gel6st.

2.3.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR werden begrenzte Abschnitte der DNA vervielféltigt, um diese anschliel3end
analysieren zu konnen. Es werden spezifische DNA-Primer eingesetzt, die einen
ausgewahlten Abschnitt auf der DNA begrenzen. Die Synthese der DNA-Kopien wird durch
die hitzebestandige Tag-Polymerase (Tag-PM, Taq aus dem Bakterium Thermus aquaticus)

katalysiert.
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Die PCR lauft in drei Phasen ab, die sich zyklisch wiederholen und so zu einer exponentiellen
Amplifikation eines bestimmten DNA-Abschnittes fihren. Die fir diesen Prozess notwendigen

zyklischen Temperaturéanderungen werden mit Hilfe eines Thermocyclers realisiert.

Zunachst wurde die DNA bei Uber 90°C denaturiert. AnschlieBend lagerten sich die Primer bei
Abkiihlung auf 50-70°C an die DNA an (Annealing). Bei 65-75°C erfolgte die Synthese der
DNA-Kopien. Dieser Zyklus wurde etwa 30-40-mal wiederholt.
Die gewahlten Temperaturen sind fiur den jeweiligen zu amplifizierenden DNA-Abschnitt
optimiert. In der vorliegenden Dissertation wurde die PCR zur Genotypisierung der transgenen
Méause genutzt. Die Mengen der eingesetzten Reagenzien und die gewahlten Einstellungen

sind in den Tab. 2.7 und 2.8 zusammengefasst.

Tab. 2.7: Reagenzien fur die c-Flip-fl-, die NKp46Cre Knock-in- und die NKp46wt-
Genotypisierungs PCR

c-Flip-fl NKp46Cre Kl NKp46wt
Reagenz Volumen Reagenz Volumen Reagenz Volumen
(ul) (ul) (ul)

H.O 16,2 H.O 12,9 H.O 12,9
10x-Puffer 2 10x-Puffer 5 10x-Puffer 5
MgCl (1,5 |1 MgCl, (25 2 MgCl, (25 2
mM) mM) mM)
dNTPs (2,5 | 1,6 dNTPs (2,5 2 dNTPs (2,5 2
mM) mM) mM)
Primer Flip-fl | 1 NKp46ex7- 1 NKp46ex7- 1
F Forward (10 Forward (10
(10 uM) uM) uM)
Primer Flip-fl | 1 NKp46-IRES- | 1 - -
Revl (10 Reverse (10
nM) uM)
Rediload 1 - - NKp46ex7- 1

Reverse (10

uM)
Platinum 0,1 Platinum Taq | 0,1 Platinum Taq | 0,1
Taq
DNA 1 DNA 1 DNA 1
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Tab. 2.8: Ablauf der Genotypisierungs-PCRs

c-Flip-fl NKp46Cre Kl und wt

Schritt T (°C) t(s) Zyklen T (°C) t(s) Zyklen
PM-Aktivierung 94 60 1 95 120 1
DNA-Denaturierung | 94 30 40 95 30 34
Annealing 68 30 40 56,2 30 34
Elongation 72 60 40 72 40 34
Letzte Elongation 72 300 1 72 300 1
Stopp der PCR 10 - - 10 - -

2.3.3. Agarosegelelektrophorese zur Erfassung der Grof3e der PCR-Produkte

Zur Auftrennung und Identifikation amplifizierter DNA-Abschnitte wird die Agarose-
Gelelektrophorese als Standardverfahren eingesetzt. Unter elektrischer Spannung wandern
negativ geladene DNA-Fragmente von der Kathode zur Anode durch die Poren des
Agarosegels hindurch. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei umgekehrt proportional zur

GroRRe des jeweiligen DNA-Fragmentes.

1,5 g Agarose wurde in 100 ml TAE-Puffer bis zur vollstédndigen Auflésung erhitzt, in eine Form
gegossen und ein Kamm fir die Herstellung von Probentaschen eingesteckt. Das abgekihlite
und ausgehéartete Gel wurde in eine Gelkammer mit 1x TAE Uberfuhrt, an die elektrische
Spannung angelegt werden kann. In die Probetaschen wurden die amplifizierten DNA-Proben
gegeben. AnschlieRend wurde eine Spannung von 140 V angelegt und die Proben fir 40
Minuten aufgetrennt. Um die GroéRe der Fragmente beurteilen zu kbénnen, wurde ein
Grolenstandard (DNA Ladder ,Easy Ladder®) mitgefuhrt. Die Gele wurden anschlieRend fiir
20 Minuten in einem Ethidiumbromid-haltigen Farbebad (1 pg/ml Ethidiumbromid in 1x TAE-
Puffer) eingelegt und nachfolgend die entstandenen DNA-Banden durch Anlagerung des
Ethidiumbromids an die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht (s. Abb. 2.4).
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Abb. 2.4: Agarosegelelektrophorese zur Genotypisierung von c-Flip-fl- und NKp46Cre-Mausen.
Der mit loxp-Seiten flankierte CFLAR-Genabschnitt in der benutzten PCR ist langer (520 bp) als der
Wildtyp-Genabschnitt (335 bp). In der NKp46Cre-PCR sind die amplifizierten Genabschnitte der
NKp46cre-Allele kirzer (247 bp) als die NKp46*-Allele (300 bp).

2.3.4. mRNA-Isolation, Umschreibung zur cDNA und qPCR auf Reg3y aus Epithelzellen
Die abgeschittelten Epithelzellen der Dick- und Diinndéarme (s. 2.2.3) wurden als Zellpellet bei
-20°C bis zur weiteren Verarbeitung konserviert. Zur weiteren Verarbeitung wurden die Zellen
in 1 ml TRIzol-Reagenz suspendiert. Nach 5 min Inkubation wurde 0,2 ml Chloroform
hinzugefiigt und die Proben 15 s lang per Hand geschiittelt. Nach weiteren 2 bis 3 min
Inkubation wurde fur 15 Minuten bei 4°C und 12000 x g zentrifugiert. Dabei entstanden drei
Phasen, wobei sich die mRNA in der oberen, wassrigen Phase befand. Diese Phase wurde in
ein neues Reaktionsgefarn Uberfuhrt.
Zur Prazipitation wurden 0,5 ml 100%-iges Isopropranol hinzugegeben. Nach 10 Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur folgte eine weitere Zentrifugation bei 12000 x g bei 4°C flr 10
Minuten. Im Pellet befand sich die mRNA. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet in 1
ml 75%-igem Ethanol gewaschen. Nach kurzem Mischen via Vortex wurde bei 7500 x g und
4°C fur 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das nun gewaschene
MmRNA-Pellet luftgetrocknet. Die Resuspension erfolgte in 100 ul PCR-Wasser.
Die Reinheit sowie die Konzentration der isolierten mRNA wurde mit Hilfe des NanoDrop durch
Messung der  Extinktion bei 260 und 280nm  Wellenlange  bestimmt.
Die weitere Verdinnung erfolgte mittels DEPC (Diethylprocarbonat)-Wasser. Jeweils 1 ug

MRNA wurde fur die Umschreibung in cDNA weiterverwendet.

Die Umschreibung in cDNA wurde mit Hilfe des ,Advantage RT-for-PCR"“-Kits durchgefiihrt.
Nach Auftauen des Kits wurden 1ug der mRNA in ein auf Eis positioniertes 50 pl

Reaktionsgefald tberfihrt und mit DEPC-Wasser auf ein Volumen von 12,5 ul ergénzt.
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AnschlieRend wurden 1 ul des Random Hexamer-Primers aus dem Kit hinzugefiigt.
Pro Probe wurde weiterhin hinzugefugt: 4 ul 5x Reaktionspuffer, 1 ul dNTP Mix (10 mM), 0,5
ul Rekombinanter RNAse Inhibitor und 1 ul MMVL (Moloney Murines Leukamie Virus) Reverse
Transkriptase. Die Bestandteile wurden gemischt und fiir eine Stunde bei 42°C inkubiert.
AbschlieRend wurde die Reaktion bei 94°C fir 5 Minuten gestoppt. Die gewonnene cDNA
wurde bei -20°C gelagert.

Fur die gPCR wurden 1 ul der cDNA-Proben benutzt. Ein Ansatz fir das HPRT (Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyltransferase)-Gen als Referenzgen sowie ein Ansatz fur das Reg3y

wurden gemacht (s. Tab. 2.9).

Tab 2.9: Ansatz fur die gPCR auf Reg3y sowie HPRT als Referenzgen.

Reg3y HPRT

Bestandteil

Volumen (ul)

Bestandteil

Volumen (pl)

TagMan 2x Universal PCR

10

TagMan 2x Universal PCR

10

Master Mix Master Mix

DNAse- und RNAse freies 8 DNAse- und RNAse freies | 8
Wasser Wasser

Reg3y-Primer 1 HPRT-Primer 1

Die Anséatze wurden fiir die qPCR in den Thermocycler gestellt (Prinzip der PCR s. 2.3.2). Fur
die Bedingungen s. Tab. 2.10.

Tab. 2.10. Einstellungen fur die gPCR.

Phase Temperatur (°C) Dauer (s) Anzahl Zyklen
UNG-Inkubation 50 120 1
PM-Aktivierung 95 600 1
Denaturierung 95 15 45
Annealing/Elongation 60 60 45

UNG = Uracil-DNA-Glykosidase

Die Expression des Reg3y wurde mit der des Referenzgens HPRT verglichen. Anhand des
enthaltenen fluoreszierenden Bestandteils des TagMan Universal PCR MasterMix ROX wurde

ein ct-Wert (cycle threshold) ermittelt und davon ausgehend die Auswertung vorgenommen.

Dazu wurde der ct-Wert des HPRT von dem ct-Wert des Reg3y subtrahiert und aus der

Differenz eine normierte Kopienzahl nach folgender Formel bestimmt (3.6):

Normierte Kopienzahlen = 2/-(Ctregzy-CtHprrT)
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2.4 Statistische Analysen

Statistische Analysen wurden mit Hilfe der Software GraphPad Prism 5 und 6 durchgefuhrt.
Zur Prufung der statistischen Signifikanz genutzt wurden der zweiseitige t-Test fir
unabhangige Variablen oder der zweiseitige Mann-Whitney U Test (s. jeweilige Abbildungen).
Die in den Grafiken verwendeten Markierungen fir die statistischen Signifikanzen sind in den
Legenden der jeweiligen Abbildungen dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. NKp46* ILC-Subtypen im Darmgewebe von NKA¢FiP-Mausen

Wie in der Einleitung (siehe 1.6.) beschrieben, wurde in Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe
bereits eine starke Reduktion von NKp46* ILC-Subpopulationen in Milz, Leber, dem
peripheren Blut sowie im Knochenmark von NK*F* M&usen nachgewiesen. Da ILCs zu einem
relevanten Teil gewebsstandig und insbesondere im mukosalen Immunsystem des
Gastrointestinaltrakts lokalisiert sind, war eines der Ziele der vorliegenden Dissertation, die
Auswirkung der konditionalen Inaktivierung der c-Flip-Expression auf die Zusammensetzung
der ILC-Subtypen im Darm zu analysieren. Um die Frequenzen und absoluten Zellzahlen der
ILC-Subpopulationen im Darmgewebe im Vergleich zu genetisch intakten Kontrolltieren zu
analysieren, wurden Milz, Dinndarm und das Colon von NKAcFiP- sowie NKWT-Mausen wie
oben beschrieben prapariert. Aus diesen Geweben wurden Leukozyten isoliert und die
einzelnen ILC-Subtypen mit Hilfe von verschiedenen, Fluorochrom-markierten Antikdrpern

durchflusszytometrisch identifiziert (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Durchflusszytometrische Analysen verschiedener ILC-Populationen in LPL aus
Diunndarmgewebe.

Lamina propria-Leukozyten wurden aus Dunndarmgewebe isoliert und die relativen Anteile bestimmter
Zellpopulationen mit Hilfe Fluorochrom-markierter Antikdrper durchflusszytometrisch quantifiziert.
Gezeigt sind reprasentative Kontur-Diagramme verschiedener ILC-Subpopulationen von NKWT-M&usen
(obere Reihe) und NKAcFli-Mausen (untere Reihe). Zur Identifikation der einzelnen ILC-Subtypen wurde
zunéchst eine Vorauswahl auf CD45* und Lin- Lymphozyten getroffen und diese Populationen anhand
weiterer Subtyp-spezifischer Marker analysiert. Die Zahlen in den Kontur-Diagrammen stellen jeweils
den relativen Anteil der ausgewahlten Population in der Fraktion der CD45* Lin--Zellen beispielhaft dar.
(A) Auftragung von NK1.1 gegen NKp46: doppelt positive Zellen entsprechen den NK-Zellen und den
ILC1 (B) Auftragung von NKp46 gegen RORyt: Hier entsprechen die doppelt positiven Zellen den
NKp46*-ILC3. Die NKp46- aber RORyt* Zellen entsprechen den NCR-ILC3. (C) Auftragung von NKp46
gegen Thet: Diese Zellen entsprechen im Wesentlichen den ILC1. (D) Auftragung von NK1.1 gegen
Eomes: Diese Zellen entsprechen den NK-Zellen.
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Analysiert wurden die ILC1 (NKp46/Ncr1*NK1.1* bzw. NKp46/Ncrl1*Thet"), die RORyt* ILC3
(NKp46/Ncrl* als NKp46*-ILC3, NKp46™ als NCR™ ILC3) sowie die konventionellen NK-Zellen
(cNKs, NK1.1* und Eomes®) (Abb. 3.1).

Darlber hinaus wurde auch das Vorkommen NKp46--ILC-Subpopulationen untersucht (s. Abb.
3.2). NKp46™ ILC2s sind durch die Expression des Transkriptionsfaktors GATA3 definiert.
NCR™-ILC3 werden in eine CD4*- (darunter die LTi) und eine CD4-Subpopulation unterteilt.

Anhand der relativen Zellzahlen und der Gesamtzellzahl aus den jeweiligen Organen wurden
die absoluten Zellzahlen fur die verschiedenen ILC-Subtypen ermittelt (Abb. 3.2). Dabei zeigte
sich eine deutliche Verminderung der Absolutzahlen aller NKp46*-ILC-Subtypen im
Darmgewebe von NK2¢FP- im Vergleich zu NKWT-Mausen (Abb. 3.2) bei weitgehend fehlender

Veranderung der NKp46™ ILC-Subtypen.
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Abb. 3.2: Absolute Zahlen der NKp46*-ILCs und NKp46-ILCs in NKAFiP. ynd NKWT-Mausen.
Dargestellt sind die absoluten Zellzahlen bestimmter ILC-Subtypen isoliert aus der Lamina propria der
Dinndarme von NKWT- und NKAcFir—M&usen. Bei den NCR-RORyt* ILC3 wurde zwischen CD4+*-
(darunter die LTi) und CD4--Zellen differenziert. Ebenfalls NCR- ILC2s sind durch die Expression des
Transkriptionsfaktors GATA3 gekennzeichnet. In die Auswertung wurden Datensatze aus 3-5
Experimenten einbezogen. Es wurden nur Daten verwertet, bei denen auf Grund einer ausreichenden
Zellzahl in den angegebenen Subpopulationen eine gesicherte Analyse méglich war. Pro Genotyp
gingen in die Analysen folgende Anzahl an Mausen ein: Fur die NKp46* ILCs: 10-11, ILC1s: 7, NKs: 7-
8 und ILC3s: 10-11; fur die NKp46- : CD4 ILC3s: 8-9, CD4* ILC3s 8-9; ILC2s: 7. ***p < 0,001,
(Zweiseitiger Mann-Whitney U-Test)
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Auch in der Milz und im Colon von NKAcFir—_Mausen waren die relativen und absoluten Zahlen
NKp46* ILCs reduziert, wahrend dies fir NCR-ILC3, CD4" LTi und ILC2 nicht galt (s. Abb. 3.3
und 3.4).
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Abb. 3.3: NKp46*ILCs in der Milz und im Colon von NKAFir-Mausen.
Innerhalb der CD45* und Lin- ILC-Gesamtpopulation sind die relativen Zahlen der NKp46*-ILCs sowohl
in der Milz als auch im Colon dargestellt. Dargestellt sind die Daten aus vier unabh&ngigen
Experimenten mit insgesamt 10-16 Versuchsmausen pro Gruppe. Die Auswertung erfolgte mittels t-
Test fur unabhangige Variablen. **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Abb. 3.4 Die relativen Anteile von NCR-ILC3, LTiund ILC2in Colon und Milz von NKAFiP-Mausen.
Dargestellt sind die durchflusszytometrischen Analysen von Lamina-propria Leukozyten aus dem
Dickdarm sowie von Splenozyten als relativer Anteil der CD45* und Lin- negativen Leukozyten. Die
NK1.1- und RORyt* Zellen entsprechen den NCR™-ILC3, die CD4* RORyt* den LTi und die GATA3* den
ILC2. Zwischen den Genotypen zeigt sich kein signifikanter Unterschied. Dargestellt sind die Daten aus
vier unabhéngigen Experimenten und 10-16 M&ausen pro Gruppe. Die Auswertung erfolgte mit dem
zweiseitigen t-Test fir unabhangige Variablen. ns= nicht signifikant.

3.2. T- und B-Zellen sowie myeloide Zellen in NKAFiP-Mausen

Neben den ILCs wurden auch die Kompositionen des T- und B-Lymphozytenpools sowie
verschiedener Zelltypen aus der myeloiden Reihe im Darmgewebe per Durchflusszytometrie
analysiert, um mdgliche Veranderungen des NKp46-abhéngigen Knockouts von c-Flip auch in
diesen Populationen zu untersuchen. Ziel dieser Untersuchungen war es zum einen, die
Selektivitat des konditionalen Knockouts zu Uberprifen. Zum anderen wurde analysiert, ob die
Reduktion der NKp46*-ILCs Auswirkungen auf die Zusammensetzung der mukosalen

Immunzellen unter physiologischen Bedingungen hat.

Innerhalb der Gruppe der CD45"-Leukozyten wurden B-Lymphozyten mit Hilfe des

Oberflachenmarkers B220 und T-Zellen anhand der Expression von CD3 identifiziert. Im Colon
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waren die relativen Anteile sowohl der B- als auch der T-Zellen nicht signifikant ver&ndert. Es

bestand lediglich ein leichter Trend zu hoheren Anteilen in NKAcFP-Mausen (s. Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Der relative Anteil von T — und B-Zellen im Colon bei NKAFiP_.Mausen.

Dargestellt sind die Daten durchflusszytometrischer Analysen von Lamina-propria-Leukozyten aus
préaparierten Dickdarmen von gesunden NKWT- und NK2Fir-Mausen. Es erfolgte zunachst eine
Selektion auf CD45* Leukozyten. Innerhalb dieser Population wurden die relativen Anteile der B220* B-
Lymphozyten sowie der CD3* T-Zellen bestimmt. Es wurden Daten aus vier unabh&ngigen
Experimenten mit 6 bis 10 Tieren pro Gruppe zusammengefasst. ns = nicht signifikant (t-Test fur
unabhangige Variablen).

Um verschiedene Subtypen von Zellen aus der myeloiden Reihe zu erfassen, wurden
Fluorochrom-markierte Antikérper gegen Gr-1, CD11b und CD11c verwendet und die Lamina-
propria Leukozyten des Colons per Durchflusszytometrie analysiert. Gr-1*/CD11b*-
Leukozyten stellen Makrophagen und Granulozyten dar, wohingegen dendritische Zellen
CD11c exprimieren und sich in eine CD11b*- und CD11b-Gruppe unterteilen lassen.
Wie in Abb. 3.6 gezeigt, sind auch die Leukozyten der myeloiden Reihe in den NKA¢FiP-Mausen
verglichen zu den NK"T-M&usen nicht signifikant verandert. Somit hat die selektive Reduktion
der NKp46*-ILCs im Darmgewebe keinen signifikanten Einfluss auf die Zusammensetzung des
restlichen zellularen Immunsystems in der Lamina propria unter physiologischen

Bedingungen.
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Abb. 3.6: Zellen der myeloiden Reihe bei NKAcFliP-Mausen.
Gezeigt sind die Daten durchflusszytometrischer Analysen von Lamina-propria-Leukozyten aus
Dickdarmgewebe. Innerhalb der Fraktion der CD45* Leukozyten wurden Makrophagen und die
Granulozyten anhand ihrer differenziellen Expression von Gr-1 und CD11b identifiziert. Dendritische
Zellen wurden durch ihre Expression von CD11c erfasst, und weiter in CD11b- und CD11b* Subtypen
untergliedert. Es sind die zusammengefassten Daten aus vier unabhangigen Experimenten mit 6 bis 10
Tieren pro Gruppe dargestellt. ns = nicht signifikant (t-Test fir unabhangige Variablen).

3.3. Der Verlauf einer akuten DSS-induzierten Colitis bei NKA¢FiP_MAausen

Nachdem gezeigt wurde, dass in der Lamina propria des Diinndarms und Colons von NKA¢FiP-
Mausen eine signifikante Reduktion aller NKp46*-ILC-Subpopulation vorliegt, war von
Interesse, ob und wie sich dies unter pathologischen Bedingungen auswirkt. Dazu wurde das
Mausmodell der DSS-induzierten Colitis eingesetzt, das aufgrund des histologischen
Erscheinungsbildes und der Symptomatik der Colitis ulcerosa beim Menschen &hnelt (s
2.2.9.).

Durch die Gabe von 2,5%-igem DSS ad libitum Gber das Trinkwasser fir finf Tage wurde in
NKYT- sowie NKA“FP-MAusen eine akute Colitis induziert. (s. 2.2.9). Dabei wurden beide
Genotypen, soweit moglich als Wurfgeschwister, gemeinsam in Gruppen von zwei bis vier
Mausen getrennt nach Geschlechtern pro Kéafig gehalten. Aufgrund geschlechtsspezifischer
Unterschiede hinsichtlich der Empfindlichkeit gegeniiber DSS, wurden die Experimente
ausschlie3lich mit weiblichen Tieren durchgefuhrt. Aus insgesamt drei unabhangigen
Experimenten wurden pro Genotyp die Daten von 15-16 Weibchen zusammengefasst. Das
Alter betrug acht bis 16 Wochen. Zur Bewertung der Krankheitsaktivitdt wurden bei den
Mé&usen regelmafig die Scoring-Parameter Gewicht, Kotkonsistenz sowie Blut im Stuhl erfasst
(s. 2.2.9.) und als Colitis-Score ausgewertet (s. Abb. 3.7). Hierbei zeigte sich bei den NKA¢-FP
-Méausen verglichen zu den NKY“T-Mausen ein schneller einsetzender und auch starkerer

Gewichtsverlust sowie ausgepragtere rektale Blutabgénge.
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Abb. 3.7 Verlauf einer akuten DSS-Colitis bei NKASFiP- ynd NKW-Mausen.
Zur Induktion einer akuten Colitis wurde den Mausen (n=15-16 pro Genotyp aus drei unabhangigen
Experimenten) fur finf Tage 2,5%-iges DSS uber das Trinkwasser verabreicht, gefolgt von zwei Tagen
Trinkwasser ohne DSS-Zusatz. Die Bewertung der Krankheitsaktivitat beinhaltet die Erfassung von
Gewicht, Kotkonsistenz und der Intensitat gastrointestinaler Blutabgénge (Scoresystem s. Tab. 2.5).
Diese Parameter sind hier einzeln dargestellt. (A) Relatives Gewicht der Mause bezogen auf das
Ausgangsgewicht bei Start des Experiments. (B) Score des relativen Gewichtsverlusts. (C)
Kotkonsistenzscore. (D) Blutungsscore. (E) Gesamtscore. *p < 0,05; *p < 0,01; **p < 0,001
(Zweiseitiger Mann-Whitney U-Test)
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Bezlglich der Kotkonsistenz wurde kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen

beobachtet. Insgesamt entwickelten die NK*“FP-Mause eine ausgepragtere Symptomatik der
Colitis.

Nach sieben Tagen wurde das Experiment wahrend der aktiven mukosalen
Entziindungsreaktion beendet. Milz, Dinndarm und Colon der Tiere wurden analysiert.
Langen und Gewichte der Dickdarme wurden nach vorsichtiger Entfernung des Kots erfasst.
Als Folge der Entzindung nimmt das Gewicht des Colons zu. Dies basiert u.a. auf der
Infiltration von Leukozyten und der Bildung von Odemen. Das relative Gewicht in mg pro cm
Darmlange wurde daher als Mal3 fir die Ausprdgung der Entziindung bestimmt. Wie der
Abbildung 3.8 zu entnehmen ist, waren die Colons von DSS-behandelten NK*¢FP-Mausen im
Vergleich zu den Colons von DSS-behandelten NKW'-Mausen verkirzt. Das Gewicht
unterschied sich hingegen nicht, weshalb das relative Gewicht der Colons von NKAc¢Fip-

Mausen nach der DSS-Behandlung verglichen mit NKWT-M&usen hoher ist.
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Abb.  3.8: Colonldange  und Colongewicht  nach einer  akuten DSS-Caolitis.
Nach der akuten DSS-Colitis wurden die Dickddrme der Mause prépariert, der restliche Kot vorsichtig
entfernt und anschlieBend die L&nge und das Gewicht der Dickdarme gemessen. Der Quotient aus
Colongewicht/Colonlange wurde als relatives Gewicht gebildet. Abgebildet sind die Ergebnisse aus zwei
unabhéangigen Experimenten (n=16 je Genotyp) **p < 0,01; ****p < 0,0001 (Zweiseitiger Mann-Whitney
U-Test)
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AnschlieRend wurden Leukozyten aus der Lamina propria des Colons und der Milz isoliert und
die Zusammensetzung der Zellpopulationen per Durchflusszytometrie bestimmt. Wie unter 3.1
beschrieben wurden die Zellen mit Fluorochrom-markierten Antikérpern markiert und die
relativen und absoluten Zellzahlen bestimmter Zellpopulationen erfasst. Die ILC-Untergruppen

wurden wie unter 3.1 beschrieben analysiert.

Im entziindeten Colon DSS-behandelter NKAcFiP Mause waren die NKp46*-hILCs und cNK-
Zellen &hnlich stark reduziert wie in unbehandelten Tieren derselben Linie. Die lokale
Entziindungsreaktion kann den c-Flip-abhangigen Verlust von NKp46*-ILCs nicht
kompensieren. Die relativen und absoluten Zellzahlen von NKp46--ILC-Subpopulationen wie
ILC2, LTi und NCR™-ILC3 unterschieden sich nicht signifikant zwischen beiden untersuchten
Genotypen (Abb. 3.9, Abb. 3.10).
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Abb. 3.9: Frequenzen verschiedener ILC-Populationen im Colon auf dem Hohepunkt einer akuten
DSS-Calitis.

Dargestellt sind reprasentative durchflusszytometrische Analysen von Lamina-propria-Leukozyten aus
praparierten Dinndarmen von NKWT-Mausen (obere Reihe) und NKAcFir-M&ausen (untere Reihe) als
Kontur-Diagramme auf dem Hohepunkt der akuten DSS-Colitis. Zur Identifikation der einzelnen ILC-
Subtypen wurden innerhalb der Fraktion der CD45* Lin- -Lymphozyten diverse ILC-Subpopulationen
anhand weiterer Subtyp-spezifischer Marker analysiert.
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Abb. 3.10: Zusammensetzung der ILC-Populationen im Colon nach einer akuten DSS-Colitis.
Gezeigt sind die absoluten Zellzahlen einzelner ILC-Subpopulationen in der Lamina-propria von
Dickdarmen auf dem Hohepunkt einer akuten DSS-Colitis. Die durchflusszytometrische Analyse der
ILC-Subpopulationen erfolgte wie bei Abb. 3.9 beschrieben. Es sind die ILC1 (NK1.1.*NKp46*), die cNK-
Zellen (Eomes*NKp46*) sowie die NKp46+*-ILC3 (RORyt*NKp46*) in der oberen Reihe dargestellt. In der
unteren Reihe sind NKp46--ILC-Subtypen wie ILC2 (GATA3*NKp46), die LTi (RORyt*CD4*) sowie die
NCR-ILC3 (RORyt*NKp46-) gezeigt. Dargestellt sind die Ergebnisse von zwei unabhangigen
Experimenten mit jeweils acht Mausen pro Gruppe. ns = nicht signifikant, **p < 0,005; ***p < 0,001
(Zweiseitiger Mann-Whitney U-Test).

Die als aquivalent zur humanen Colitis ulcerosa eingesetzte DSS-Colitis ist laut Literatur in der
akuten Phase der Entzindung durch eine massive Infiltration von neutrophilen Granulozyten
und inflammatorischen Makrophagen in die Colonschleimhaut charakterisiert!®®. Daher wurde
in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Frau Prof. lldiko R. Dunay und insbesondere mit der
Hilfe von Aindrila Biswas in den isolierten Lamina propria-Leukozyten des Colons auf dem
Hohepunkt der akuten DSS-Colitis die Frequenz von Monozyten/Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten durchflusszytometrisch analysiert (s. 2.2.8). Die Differenzierung
der einzelnen myeloischen Subpopulationen erfolgte in der Fraktion der CD11b*-Leukozyten

anhand der Expression von Ly6C und Ly6G.

Zwischen beiden Genotypen wurde kein Unterschied in der Frequenz der Ly6C*/Ly6G" sowie
der Ly6C/Ly6G" Monozyten/Makrophagen in der Lamina propria der entziindeten Dickddrme

nachgewiesen. Hingegen wurde in der Lamina-propria der NK*“FiP-M&ause ein deutlich
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erhohter Anteil Ly6C*/Ly6G* polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten (PMN) verglichen
zu NKWT-Kontrolltieren nachgewiesen. Dies spricht fir eine signifikant vermehrte Infiltration
neutrophiler Granulozyten in die Lamina propria im Verlauf der akuten Entzindungsreaktion
in NK2¢FiP-Mausen (s. Abb. 3.11 und 3.12).
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Abb. 3.11: Frequenzen von neutrophilen Granulozyten im Colon wahrend einer akuten DSS-
Colitis in NKAcFliP-Mausen und NKWT-M&usen.

Zur durchflusszytometrischen Analyse der myeloischen Zellpopulationen isoliert aus der Lamina propria
des Colons erfolgte zunachst innerhalb der CD45* Leukozyten eine Vorselektion auf CD11b*-Zellen. In
dieser Population wurde die Expression von Ly6C und/oder Ly6G analysiert. Ly6C*/Ly6G* Zellen
entsprechen den neutrophilen Granulozyten. Ly6C*/Ly6G- und Ly6C/Ly6G- sind Zellen des
monozytaren Systems.
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Abb. 3.12: Anteil der Monozyten/Makrophagen und der polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten an den CD45/CD11b*-Zellen in der Lamina-propria des Colons.
Dargestellt ist die Quantifizierung der durchflusszytometrischen Analysen aus Abb. 3.11 auf dem
Hohepunkt der akuten DSS-induzierten Colitis. Innerhalb der Gruppe der CD45*/CD11b* myeloischen
Zellen wurden Ly6C-/Ly6G- sowie Ly6C*/Ly6G-Zellen als Monozyten/Makrophagen identifiziert,
wohingegen Ly6C*/Ly6G*-Zellen als polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) identifiziert
wurden. Dargestellt sind die Daten aus 2 unabhangigen Experimenten mit 15-16 Mausen pro Gruppe.
**p < 0,005 (Zweiseitiger Mann-Whitney U-Test).
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3.4. Der Verlauf einer chronischen DSS-induzierten Colitis bei NKAcFir-M&ausen

Bei den CEDs handelt es sich um chronische Erkrankungen mit schubweise auftretenden
Exazerbationen der Entzindung. Um diese Verlaufe zu simulieren, wurden in zwei
unabhangigen Experimenten getrennt nach Geschlechtern durch die wiederholte Gabe von
DSS eine chronische Colitis mit relativ grol3en Versuchsgruppen (s. 2.2.9., n von 11-15)
induziert. Es bestatigte sich, dass die drastische Reduktion der NKp46*-ILCs in NKA¢FiP-Mause
mit einer deutlich starkeren Entziindung des Colons einhergeht. Die Scoring-Daten beider
Experimente — zum einen mit mannlichen und zum zweiten mit weiblichen Tieren - sind in Abb.
3.13 und 3.14 umfassend dargestellt. Mannliche Maéause sind bei identischen
Versuchsbedingungen mit einem mittleren Gesamtscore von maximal 7,5 nach dem ersten
DSS-Zyklus von einem schwereren Verlauf betroffen als die Weibchen (mittlerer maximaler

Gesamtscore 5,67).

Sowohl bei den mannlichen als auch den weiblichen NK*FP-Mausen kam es insbesondere in
der ersten DSS-Phase zu einem signifikant starkeren Gewichtsverlust als bei NKWT-
Kontrolltieren. Wéahrend der zweiten und der dritten DSS-Exposition wurde in diesem
Experiment jedoch bei den Ma&nnchen kaum noch ein relativer Gewichtsverlust beobachtet (s.
Abb. 3.13 A und B). Ursache ist eine starke Gewichtszunahme der Mannchen innerhalb der
ersten Erholungsphase. So kam es zwar zu absoluten Gewichtsveranderungen wéhrend der
nachfolgenden DSS-Colitis Phasen, aber nicht zu einem relativen Gewichtsverlust verglichen

mit dem Gewicht an Tag 0.

Zwischen den Genotypen unterschied sich insbesondere das Ausmall der rektalen
Blutabgéange signifikant. Dieser deutliche Unterschied wurde bei beiden Geschlechtern und in
allen drei DSS-Phasen registriert (s. Abb. 3.13 D und 3.14 D).

Weniger deutlich ausgepragt sind - wie bereits bei den Experimenten zur akuten DSS-Colitis
beobachtet — die Unterschiede beziglich der Kotkonsistenz in der Anfangsphase der DSS-
induzierten Entziindungsschiibe. Insbesondere in den Regenerationsphasen konnten jedoch
bei beiden Geschlechtern signifikante Unterschiede gesehen werden (s. Abb. 3.13 C und 3.14
C). Auffallig ist, dass bei beiden Geschlechtern bei den NKAcFiP-Tieren bereits nach der ersten
DSS-Phase die Kotkonsistenz deutlich verandert blieb, was auf eine verzogerte Regeneration
des Darmepithels verglichen zu NKWT-Kontrolltieren hindeutet. Der Anstieg der Gesamtscore-
Punktewerte nach DSS-Exposition als Maf? fir die Entziindungsstérke erfolgte bei den NKA®
Fib-Mausen schneller als bei den NK“'-Mausen. Wie fur das Modell der chronisch
entztndlichen DSS-Colitis beschrieben, ergab sich mit jedem DSS-Zyklus bei NKWT-Mausen
ein Anstieg des maximalen Gesamtscores. Besonders ausgepragt ist dieses Phanomen bei
den weiblichen Tieren zu beobachten. Die NKA*“FiP-Mause erreichten in den

aufeinanderfolgenden DSS-Expositionen jeweils &hnlich hohe Gesamtscorewerte.
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Abb. 3.13: Verlauf einer
chronischen DSS-Colitis bei
mannlichen NKASFiP. ynd
NKWT-Mausen. Den
Versuchstieren (n der NKWT-
Gruppe=13, n der NKAc-Flip
Gruppe=15) wurde in drei
Zyklen DSS fir jeweils 5 Tage
verabreicht (s. 2.2.9.) und die
Mause an Tag 42 und Tag 49
euthanasiert. Scoresystem
s.Tab. 2.5 (A) Gewichtsverlauf.
(B) Score des relativen
Gewichtsverlusts. (C)
Kotkonsistenzscore. (D)
Blutungsscore. (E)
Gesamtscore. *p < 0,05, **p <
0,005; ***p < 0,001
(Zweiseitiger Mann-Whitney U-
Test).
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Abb. 3.14: Verlauf einer
chronischen DSS-Colitis bei
weiblichen NKAcHip. ynd
NKWT-Mausen.

Den Versuchstieren (n der
NKWT-Gruppe=11, n der NKAc-Flip
Gruppe=13) wurde in drei
Zyklen DSS fir jeweils 5 Tage
verabreicht (s. 2.2.9.) und die
Méause an Tag 42 und Tag 49
euthanasiert. Scoresystem s.
Tab. 2.5 (A) Gewichtsverlauf.
(B) Score des relativen
Gewichtsverlusts. (C)
Kotkonsistenzscore. (D)
Blutungsscore. (E)
Gesamtscore. *p < 0,05, **p <
0,005; ***p < 0,001.
(Zweiseitiger Mann-Whitney U-
Test).



Ebenfalls auffallig ist eine schlechtere Erholungsrate bei den NKA“FP-M&usen bereits nach der

ersten DSS-Exposition in Form eines persistierend htheren Gesamtscores.

Nach dem dritten Zyklus der DSS-Exposition wurden die Dickdarme der Versuchstiere an Tag
42 — auf dem HOhepunkt des dritten Entziindungsschubes - oder an Tag 49 in der
Erholungsphase nach der dritten DSS-Exposition entfernt und Gewicht und Lange der
Dickdarme gemessen (s. Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: Colonlange und -gewicht nach einer chronischen DSS-Colitis.
Nach der dritten DSS-Exposition zur Induktion einer chronischen Colitis wurden die Dickdarme der
Méause prapariert und deren Lange sowie das Gewicht bestimmt. Das spezifische Gewicht wurde als
Quotient zwischen Gewicht und Lange gebildet. Dargestellt sind die zusammengefassten Ergebnisse
von zwei unabhangigen Experimenten. n=23 fiir die NKWT-Gruppe und n=19 fir die NKAcFlir-Gruppe. *p
< 0,05; ***p < 0,001 (zweiseitiger t-Test fir unabhéngige Stichproben)

Diese Messungen ergaben, dass ahnlich wie bei der akuten Colitis die Dickdarme bei den

NK2eFie-Mausen verglichen zu den NKYT-Mausen deutlich verkiirzt sind und ein signifikant
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hoheres spezifisches Gewicht als Indikator fur ein vermehrtes entzindliches Infiltrat
aufweisen.

N KAWT N KAc—FIip

transversum

Colon
descendens

Abb. 3.16: Histologische Schnitte in einer chronischen DSS-Colitis.
Gezeigt sind reprasentative mit Hamatoxylin-Eosin gefarbte Schnitte aus verschiedenen
Colonabschnitten bei Mausen nach einer chronischen DSS-induzierten Colitis. Die quantitative
Auswertung erfolgte mittels standardisiertem Scoresystem.

Colonproben von Tag 42 wurden in Kooperation mit PD Dr. rer. nat. Anja Kuhl (Institut fur
Pathologie, Charité Berlin) histopathologisch analysiert. Zur Bewertung wurde ein fur chemisch
induzierte Colitiden adaptiertes Scoresystem genutzt. Zusatzlich wurden MPO (=
Myeloperoxidase) exprimierende Zellen angefarbt und ausgezahlt (s. Tab. 2.6, Abb. 3.16 und
3.17). NK2=Flir-M&use erreichten einen hoheren histopathologischen Score sowie eine hohere
Anzahl an MPO™*-Zellen. Dies spricht fir eine vermehrte entztindliche Infiltration, insbesondere
von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen, passend zu dem schwereren Verlauf der
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chronischen Colitis. Zudem sind vermehrte und grofRere Erosionen und Ulcerationen mit
daraus resultierender, aufgehobener Kryptenarchitektur im entziindeten Colongewebe der
NK2eFiP-Mause zu beobachten. Zusammengefasst weisen diese Daten auf eine protektive
Rolle der NKp46*-ILCs hinsichtlich einer DSS-induzierten akuten sowie chronischen Colitis
hin.
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Abb. 3.17: Histopathologischer Score und Anzahl MPO*-Zellen in der chronischen Colitis.
Zu jedem der histologischen Colon-Gewebeschnitte wurde wie in Tab. 2.6 geschildert ein Score zur
Quantifizierung der histologischen Veranderungen erhoben. Weiterhin wurden MPO* Zellen in 10 hpf (=
high power field) in 400-facher VergrofRerung gezahlt. Dargestellt sind die zusammengefassten
Ergebnisse von 5 bis 7 Versuchstieren pro Gruppe (Mittelwert + SEM). *p < 0,05; **p < 0,005.
(zweiseitiger t-Test fur unabhangige Stichproben).

3.5. Das Zytokinmilieu in der Erholungsphase der Colitis

Als nachstes wurde die Produktion von Zytokinen in verschiedenen Abschnitten des
entziindeten Colons bestimmt. Mit Hilfe von Immunassays (Bead-basierter Multiplex-Assay
und ELISA) wurden die Konzentrationen von 13 entziindungsrelevanten Zytokinen und einem
Chemokin in den gewonnenen Kulturiberstdnden bestimmt und jeweils fir die drei
Colonabschnitte eines Tieres zusammengefasst. Die Messwerte wurden jeweils auf das

eingesetzte Gewebegewicht normiert.

Signifikant verminderte Chemokinwerte wurden fir MCP-1 (Monocyte Chemoattractant
Protein-1), und verminderte Zytokinwerte fur IL-12p70 sowie GM-CSF (Granulozyten-
Monozyten Colony-stimulating factor) in NKA“FiP-M&usen verglichen mit den Wildtyp-
Kontrolltieren ermittelt (s. Abb. 3.18).
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Abb. 3.18: Zytokine im Colon in der Erholungsphase nach Induktion einer DSS-Colitis.
Nach Praparation der Dickdarme wurde das Gewebegewicht fur jeden der nachfolgend inkubierten
Gewebeabschnitte erfasst, sodass die Zytokin-/Chemokinkonzentration pro mg Colongewebe
angegeben werden konnte. Dargestellt sind die Daten an Tag zehn einer DSS-induzierten Colitis aus
zwei unabhangigen Experimenten mit insgesamt 11 Versuchstieren pro Gruppe. In diesen
Experimenten wurden nur weibliche Mause verwendet. *p < 0,05; **p < 0,005; ns = nicht signifikant
(zweiseitiger Mann-Whitney U-Test).

3.6 Veranderungen der Reg3y Produktion in NKA“FiP-Mausen

Defensine regulieren die Zusammensetzung der kommensalen Mikroflora. So wird z.B. Reg3y
(regenerating islet-derived protein 3vy) unter anderem von Paneth-Zellen im Darmepithel
sezerniert. Die Sekretion ist von verschiedenen Stimuli wie bspw. dem Kontakt zu Bakterien

abhangig'6%162,
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Die Interaktion zwischen Mukosa, Zellen des Immunsystems, sowie der Mikrobiota spielt eine
Rolle in der Expression und Funktion von Reg3y'®3. Da die Komposition der ILCs auch in der
Mukosa in NK2cFiP Mausen verandert ist, wurde die Expression von Reg3y analysiert. Hierzu
wurde aus abgeschittelten Darmepithelien vom Dinn- und Dickdarm (s. 2.2.3.) RNA extrahiert

und mit Hilfe einer gPCR die Expression von REG3y auf mRNA-Ebene untersucht (s. 2.3.4.).

Die Analysen ergaben, dass bzgl. der Expression von Reg3y zwischen den NKY“T- und den
NK2eFii-Mausen kein signifikanter Unterschied besteht (s. Abb. 3.19). Im Dinndarm zeigt sich

jedoch verglichen zum Colon eine starkere Expression.
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Abb. 3.19: Reg3y MRNA-Expression in Dinn- und Dickdarm.
Die mRNA wurde jeweils aus abgeschutteltem Epithel extrahiert und mittels gPCR analysiert. HPRT
wurde als Referenzgen zur Normierung der qPCR-Daten verwendet. Dargestellt sind die Ergebnisse
aus zwei unabhangigen Experimenten mit insgesamt acht Tieren pro Gruppe. ns = nicht signifikant.
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4. Diskussion
4.1. NKp46*-ILCs sind c-Flip abhangig

Die ILCs setzen sich aus mehreren Subgruppen zusammen, deren immunregulatorisches
Potenzial bisher kaum verstanden ist. (s. 1.3). Dies gilt insbesondere fur immunkompetente
Mause, in denen CD4* Ty-Zellen die Funktion von ILCs kompensieren konnen?8:145.164165 Das
Ausmalfd dieser funktionellen Redundanz ist kontextabhangig und muss deshalb in
verschiedenen experimentellen Settings Uberprift werden. Bis zum Beginn der vorliegenden
Arbeit wurde die Funktion der ILCs auf die Homodostase des Intestinums und in der Colitis
Uberwiegend in T- und B-Zell-defizienten bzw. -kompromittierten Mausen gewonnen08:117.166,
Auf Grund der teilweise redundanten Funktionen von Ty-Zellen und ILCs ist damit von einer
beschréankten Aussagekraft der Ergebnisse auszugehen. Zielstellung der vorliegenden Arbeit
war es daher, den Beitrag der ILCs in T- sowie B-Zell kompetenten Mausen zu untersuchen.
Hierzu stellt die spezifische Reduktion von ILC-Untergruppen ein vielversprechendes Modell

dar.

Um dieses Ziel zu erreichen, wird das Modell des konditionalen Knock-outs genutzt, der hier
zur Reduktion NKp46*-ILCs in NK*“FP-Mausen u.a. in der Milz aber auch im Dinndarm und
Colon fuhrt (s. Abb. 3.2 und 3.3). NKp46 wird von cNK-Zellen, den ILC1 sowie einer
Untergruppe der ILC3 exprimiert. Wahrend cNK-Zellen und ILC1 IFN-y produzieren,
produzieren NKp46*-ILC3 u.a. IL-22. NKp46*-ILCs sind bereits wahrend ihrer Entwicklung von
c-Flip abhangig'®”1%8, Ab diesem Zeitpunkt sind sie Apoptose-induzierenden Faktoren wie
TNF-o. und TRAIL ausgesetzt, die sie teilweise selbst exprimieren. Zu ihrem Schutz
produzieren sie daher das anti-apoptotische Molekdil c-Flip!¢7:168, Dessen Expression wird u.a.
durch STAT5-abhangige Signal des IL-15 induziert'®’. Das konnte die anti-apoptotische
Wirkung des IL-15 auf cNK-Zellen und ILC1 erklarent®1% Der NKp46-abhéangige Knock-out
von c-Flip stellt somit einen effektiven Mechanismus dar, um NKp46*-ILCs zu reduzieren.
NKp46-ILCs sowie andere Leukozyten bleiben hingegen unveréndert (s. Abb. 3.4, 3.5 und
3.6).

4.2. NKp46*- ILC-Subgruppen wirken protektiv in einer akuten und einer chronischen
Colitis

Nach Induktion einer akuten DSS-Colitis wiesen NK*cFiP-M&use einen schwereren
symptomatischen Verlauf mit vorrangig mehr rektalen Blutabgdngen und einem hoheren
Gewichtsverlust auf (s. Abb. 3.7). Auch in der akuten DSS-Colitis sind die NKp46*-ILCs
reduziert, wahrend NKp46-ILCs unverandert blieben (s. Abb. 3.9 und 3.10.). Als

morphologisches Korrelat einer schwereren Entziindungsreaktion in NKAFiP-Mausen konnte
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fur das deutlich verkiirzte Colon ein erhdhtes spezifisches Gewicht nachgewiesen werden (s.
Abb. 3.8). Weiterhin waren die PMN als wichtige Effektoren flr akute Entztindungsreaktionen
im Colon von NK*“FiP-Mausen deutlich vermehrt (s. 3.11. und 3.12). Dies lasst auf eine
protektive und nicht redundante Funktion von NKp46*-ILCs in der akuten DSS-Colitis
schlie3en.

Wahrend einer chronischen DSS-Colitis wurden NKA“F’-M&use schneller und starker
symptomatisch. Zusatzlich erholten sie sich zwischen den aktiven Erkrankungsphasen
schlechter von Gewebeschaden (s. Abb. 3.13 und 3.14). Das ist ein Indikator fir eine
schlechtere Regeneration des Epithels. Wie bereits erlautert, gelten insbesondere die
NKp46*-ILC3 als wichtige Produzenten des Zytokins IL-22. Dieses Zytokin spielt eine wichtige
Rolle in der Regulation der intestinalen Homoostase und Regeneration von Epithelzellen’®118,
Auch hier stammten die zitierten Erkenntnisse initial aus Experimenten mit T- und B-Zell-
defizienten Mausen. Inwieweit T-Zellen den Mangel an IL-22 aus ILC3 kompensieren kdnnen,
war nicht abschlieRend geklart. Trotz der drastischen Reduktion aller NKp46*-ILCs in NKAc-Fip-
Mé&usen, wurde jedoch kein signifikantes Defizit in der IL-22 Produktion in der Erholungsphase

nach einer DSS-induzierten Darmentzindung nachgewiesen (Abb. 3.17).

Es gibt Hinweise, dass die IL-22-Produktion der T-Zellen den entscheidenderen Mechanismus
zumindest in der antibakteriellen Wirkung im Colon darstellt. Zindl et al. haben in dem
Mausmodell der Citrobacter rodentium Infektion zeigen kdnnen, dass das aus T-Helferzellen
stammende IL-22 notwendig fir die erfolgreiche Immunantwort gegen das Bakterium ist%4,
Das aus den ILC3 stammende IL-22 konnte nur in der Anfangsphase und fir einen begrenzten
Zeitraum wesentlich zur Beherrschung der Infektion beitragen. Nichtsdestotrotz kénnte ein
Mangel an IL-22 einen schwerwiegenderen und langer anhaltenden Epithelschaden in NKA¢
Fib-Mausen erklaren. Insbesondere der Beitrag des IL-22 regulierenden IL-22 binding protein
(IL-22BP), das durch Bindung von IL-22 die Signaltransduktion verhindert und tberwiegend
aus dendritischen Zellen stammt, ist noch nicht ausreichend geklart!’®. Es gibt bereits
Hinweise, dass das IL-22BP als Negativregulator des IL-22 eine wichtige Rolle in der
Gewebshomdostase der Darmepithelien spielt. Hierbei hat die intestinale Inflammation einen
regulierenden Einfluss auf das Verhaltnis von IL-22 zu IL-22BP. Dadurch wird einerseits die
Heilung des Darmepithels, andererseits aber auch eine pathologische Inflammation und die
Karzinogenese beeinflusst!’*. Das Inflammasom wirkt dabei auf die Expression von IL-18. IL-
18 fuhrt seinerseits zur Sekretion des IL-22BP. Insgesamt handelt es sich um ein komplexes

Netzwerk mit Wechselwirkungen, die weiterer Untersuchungen bedurfen.

Neben den NKp46*-ILC3 sind auch die ILC1 sowie die cNK-Zellen in NKA“FP-Mausen
drastisch vermindert. Auf Basis der in dieser Dissertation vorgestellten Ergebnisse wurde in

weiterfiihrenden Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Prof. T. Schiler analysiert, welche
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NKp46*-Untergruppe fir die Abschwéchung der Colitis am ehesten verantwortlich ist. Diese
Untersuchungen sind mit den Daten dieser Dissertation in eine 2020 erschienene Publikation

in Nature Communications eingeflossen'®’.

Da hILCs im Gegensatz zu den meisten cNK-Zellen in lhrer Entwicklung von IL-7 abhangig
sind®:86% wurden NK*“"R-Mause basierend auf dem unter 2.2.1 beschriebenen Cre/loxp-
Rekombinationssystem verwendet. In diesen Mausen erfolgt NKp46-abhéngig ein
konditioneller Knock-out des IL-7-Rezeptors (IL-7R)*’. In diesen Mausen sind vor allem
NKp46*-ILC3 sowie die Helferzell-dhnlichen ILC1 reduziert. Die Anzahl an cNK-Zellen bleibt

unverandert!®’. Diese Tiere sind ebenfalls T- und B-Zell kompetent.

Im Verlauf und Schweregrad der akuten DSS-Colitis zwischen NKA'“"R-Mausen und den NK"T-
Kontrolltieren ergaben sich keine Unterschiede. Die vorrangig IL-7-abhéngigen NKp46*-ILC3
und die Helferzell-ahnlichen ILC1 scheinen daher keine wesentliche Rolle fiir die mukosale

Entziindung in der DSS-induzierten Colitis zu spielen'®”’.

Zur Unterscheidung, ob cNK-Zellen den Verlauf einer DSS-Colitis beeinflussen, wurden zwei
weitere verschiedene experimentelle Anséatze verfolgt. Zum einen wurde der cNK-Zell-
depletierende Antikorper Anti-Asialo-GM1172172 verabreicht. Dieser fuhrt zu einer drastischen,
transienten Reduktion der NKp46*Eomes*-cNK-Zellen. Mit Anti-Asiolo-GM1 behandelte
Mause litten an einer schwereren DSS-induzierten Colitis als die mit Kontroll-lgG behandelten
Mausen?®’. Bei diesem cNK-Depletionsmodell kann allerdings nicht ausgeschlossen werden,
dass neben cNK-Zellen auch andere Asialo-GM1-positive Immunzellen depletiert
werden!®174  Um unspezifische Antikorpereffekte auszuschlieRen, wurden mithilfe des
Cre/loxp-Rekombinationssystems NKAEemes-Mause erzeugt. In diesen konditionellem Knock-
out-Modell wird NKp46-abhangig Eomes inaktiviert und es kommt zur selektiven Reduktion
von cNK-Zellen. Andere ILC-Subtypen bleiben dabei unveré&ndert. Auch unter diesen
experimentellen Bedingungen litten die M&ause an einer schwerwiegenderen Colitis als die
NKYT-Mause!®’.

Diese Ergebnisse bestatigen die Daten von Hall et al. In diesen wurde bereits durch die
Antikorper-vermittelte Depletion von cNK-Zellen deren Bedeutung als lokale Hemmer fur die
Migration und Aktivitdt von neutrophilen Granulozyten in einer DSS-induzierten Colitis
identifiziert'’>. Hierbei spielt der NKG2A-Rezeptor auf cNK-Zellen eine wichtige Rolle!™.
NKG2A nutzt MHC Klasse | als Liganden und bewirkt die Hemmung der cNK-Zellaktivitat'’s.
Die Blockade des Rezeptors fuhrt zu einer hoheren Infiltration und Aktivitat von neutrophilen
Granulozyten in einer DSS-Colitis. Neutrophile Granulozyten gelten als die quantitativ
wichtigsten zellularen Mediatoren einer akuten Entziindungsreaktion. Eine Verminderung der
cNK-Zellen in NKA“FP-Mzusen und folglich eine Erhohung der Aktivitat von neutrophilen

Granulozyten geht somit mit einer schwereren Colitis einher®®.
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Diese weiterfihrenden Daten unterstreichen die wichtige Rolle der cNK-Zellen in der
Abschwachung der DSS-induzierten Colitis. Dies deckt sich mit der Beobachtung der
vorliegenden Arbeit, dass trotz ebenfalls reduzierter Zahlen von NKp46*-ILC3 der Spiegel des
als protektiv geltende IL-22 zwischen den Genotypen NKAFP und NKWT nicht unterschiedlich
ist (s. 3.18). Es kann also eine kompensatorische Rolle der T-Helfer Zellen hinsichtlich der
Funktion der NKp46*-ILC3 postuliert werden, wohingegen die Funktion der cNK-Zellen nicht
zu kompensieren ist!®’, Insgesamt lindern cNK-Zellen und nicht die IL-7-abhéngigen hILC1
und NKp46*-ILC3 den Verlauf einer DSS-induzierten Colitis.

ILCs sind ebenfalls in der Lage als entziindungsférdernd geltende Zytokine wie IL-17 und IFN-
v zu sezernieren. NKp46™-ILC3 sind eine wichtige Quelle des proinflammatorisch wirkenden
IL-17%5117.118 Dije Anzahl dieser Zellen (s. Abb. 3.4) sowie die Menge des IL-17 (s. Abb. 3.18)
im Colon DSS behandelter NK*cFP-Mause blieb unverandert. Dies legt die Vermutung nahe,
dass NKp46°-ILC3 keine entscheidende Rolle in der Pathogenese der DSS-induzierten Colitis

spielen.

Die Rolle des IFN-y im Verlauf einer Colitis ist bisher ebenfalls nicht vollig geklart’6-17°,
Wahrend einerseits Effekte auf die Epithelzellen gezeigt werden konnten, die den Verlauf einer
DSS-induzierten Colitis abschwachen'’®1  sind andererseits auch colitogene Effekte
nachgewiesen. Hierbei scheint insbesondere die Induktion eines proinflammatorischen
Phanotyps in Makrophagen sowie eine Abschwachung der intestinalen Barrierefunktion durch
IFN-y von Bedeutung zu sein’%181, Da wie in Abb. 3.18 gezeigt, in der Regenerationsphase
nach akuter Colitis kein signifikanter Unterschied zwischen den IFN-y-Spiegeln im
Colongewebe von NKAcFi- Mausen und NKWT-Kontrolltieren besteht, ist auch hier die

kompensatorische Rolle der vorhandenen T-Zellen nicht auszuschlief3en.

Es konnte aber eine Reduktion der Zytokine IL-12p70, GM-CSF sowie des Chemokins MCP-
1 in NK2“Fir-Mausen nach einer DSS-induzierten Colitis ermittelt werden (s. Abb. 3.18).
MCP-1 spielt als Chemokin eine wichtige Rolle fur die Einwanderung von
Monozyten/Makrophagen ins Gewebe'®?. GM-CSF férdert die Bildung und Reifung von
Granulozyten und Monozyten/Makrophagen. IL-12p70 stellt das aktive Heterodimer von IL-12
dar. Es wird von dendritischen Zellen und Makrophagen produziert und beglnstigt unter
anderem die Entstehung von Tyi-Zellen (s. 1.2), aber auch die Aktivitat von cNK-Zellen!®,
Monozyten/Makrophagen spielen eine Rolle in der mukosalen Wundheilung und der Aufldsung
entzindlicher Reaktionen, unter anderem im Modell der DSS-Colitis'®. Eine Verminderung
der GM-CSF- und MCP-1-Mengen ist daher als eine Ursache der schlechteren Regeneration
DSS-behandelter NKAcFlir-M&use denkbar. Es existieren Daten, die eine direkte Rolle des GM-
CSF in der mukosalen Wundheilung in einer DSS-induzierten Colitis nachgewiesen haben',

Aufgrund der erhohten Frequenz von neutrophilen Granulozyten in NKA¢FiP-Mausen wahrend
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der akuten DSS-Colitis ist ein erhéhter Verbrauch eine mdgliche Ursache des erniedrigten GM-
CSF Spiegels. Bei chronischer DSS-Colitis korreliert die Reduktion des GM-CSF-Spiegels in
NK2eFiP-Mausen mit einer verringerten Regenerationsfahigkeit des Colongewebes. Auf Grund
der Reduktion der Makrophagen-stimulierenden Zytokine ist eine konsekutive Reduktion des
von Makrophagen produzierten II-12p70 naheliegend. Wie in Abb. 3.12 dargestellt, sind die
relativen Zahlen der Makrophagen jedoch zwischen beiden Genotypen nicht unterschiedlich.

Weitere, differenziertere Untersuchungen sind daher notwendig.

Insgesamt ist auf Basis der im Rahmen dieser Dissertation erhobenen Daten zu
schlussfolgern, dass die NKp46*-ILCs einen protektiven Effekt in der nicht-infektiosen Colitis

haben. Der zugrunde liegende Mechanismus ist aktuell noch nicht abschlieRend bekannt.

4.3. Die Regulation der NKp46*-ILCs auf die Mikrobiota spielt wéhrend einer Colitis
ebenfalls eine Rolle

Als Bestandteil des angeborenen Immunsystems tragen ILCs auch zu den Wechselwirkungen
zwischen dem Wirt und der Mikrobiota bei. Um einen méglichen Einfluss von NKp46*-ILCs auf
die Zusammensetzung der kommensalen Mikroflora beurteilen zu kénnen, wurden Kotproben
von NKAFie. ynd NK*WT-Mausen jeweils am Beginn und am Ende chronischer
Colitisexperimente analysiert. Aus diesen wurde die Zusammensetzung der intestinalen
Mikrobiota durch die kooperierende Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Till Strowig vom Helmholtz-
Zentrum fur Infektionsforschung in Braunschweig durch Genamplifikation und Sequenzierung
(Deep sequencing) der bakteriellen 16S rRNA analysiert. In den Proben, die vor Induktion
einer chronischen DSS-induzierten Colitis gewonnen wurden, wurden keine Unterschiede
zwischen den Genotypen nachgewiesen, die die Varianzen zwischen Individuen und Kéfigen
Uberstiegen. Diese Daten lassen vermuten, dass eine Reduktion der NKp46*-ILCs die
Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota unter physiologischen Bedingungen nicht
signifikant zu verandert scheint!®’. Im Gegensatz dazu wurde nach der chronischen DSS-
induzierten Colitis eine abweichende Zusammensetzung der Mikroflora bei NKA¢FiP-M&ausen
im Vergleich zu den Kontrolltieren nachgewiesen. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass
sich das Mikrobiom auch im Rahmen der starkeren Entziindungsreaktion in NKAcFP-Mausen
verandern hat. In den NK*“FiP-M&usen reicherten sich insbesondere Gattungen an, die
bevorzugt bei Inflammation im Colon nachzuweisen sind. Dazu zahlen Bacteroides!®:187 sowie
Turicibacter'®’. In den NK"T-Mausen hingegen wurde ein héherer Anteil u.a. an Prevotella
nachgewiesen. Die Gattung Prevotella findet sich bevorzugt im nicht-entztindeten Colon?®8 und
gilt als Schleimhaut protektiv. Ob die starkere Entziindungsreaktion in NKAFiP-Mausen die
Zusammensetzung des Mikrobioms veréndert oder ob die ver&nderte Zusammensetzung zu

einer starkeren Entzindung fuhrt, kann aktuell nicht abschlieRend beantwortet werden. Es
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scheint allerdings so, dass im Rahmen der DSS-induzierten Colitis die NKp46*-ILC-

Untergruppen die Zusammensetzung des Mikrobioms der Mause beeinflussen.

Die Interaktion zwischen dem angeborenen Immunsystem und insbesondere der NKp46*-ILCs
mit dem Mikrobiom stellt somit einen weiteren Einfluss auf die Schwere einer Colitis dar.
Inwiefern die ILCs die Mikrobiota beeinflussen und dadurch Auswirkungen auf den Verlauf

einer akuten oder chronischen Colitis haben, sollte Gegenstand weiterer Forschung sein.

4.4. Implikationen fir die Klinik

Die in dieser Dissertation erhobenen Daten basieren auf einem Mausmodell. Die
Ubertragbarkeit auf die humane Situation bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ist
daher zu diskutieren. Eine Arbeit von Forkel et al. zeigte, dass in Patienten mit Colitis ulcerosa
und Morbus Crohn ein Unterschied in der Verteilung der ILCs zwischen entziindeten und nicht
entziindeten Abschnitten vorliegt'®. Zwischen gesunden Probanden und den jeweils nicht
entzindeten Abschnitten bei den Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
konnten hingegen wenig Unterschiede detektiert werden. Insbesondere bei Colitis ulcerosa
Patienten wurde in entziindeten Gewebeabschnitten eine Verminderung der NK-Zellen sowie
der NCR2(NKp44)*-ILC3 nachgewiesen, wohingegen NCR™-ILC3 und ILC1 erhéht waren.
Dieser Befund ist bezogen auf die in dieser Dissertation erhobenen Daten sehr interessant.
Die zu Grunde liegenden Mechanismen fir die Verdnderungen der ILC-Komposition im

entziindeten Gewebe sind allerdings weiterhin nicht im Detail verstanden.

Eine starkere Inflammation des Colons sowie eingeschréankte Regeneration kdnnen neben der
schwereren Symptomatik auch zu Komplikationen fithren. Hierzu zahlt unter anderem die
maligne Entartung mit der Entstehung von kolorektalen Karzinomen. Aber auch die
Entwicklung von Stenosen oder Fisteln spielen fur den Krankheitsverlauf und die weitere
Therapie eine groRe Rolle. Bis heute ist nicht vollends geklart, welche Faktoren die
Ausbreitung der Entztiindung oder die Entwicklung von Komplikationen beeinflussen. Dies gilt
ebenso fur das heterogene Ansprechen auf die die immer mannigfaltigere Auswahl an

Therapeutika.

Weiterfilhrende Untersuchungen, vorrangig in der humanen Situation, kdnnen in Zukunft
wichtige pathophysiologische Einblicke in die Genese und den Verlauf von chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen bieten. So kdnnen neue therapeutische Ziele identifiziert
und eine personalisierte Therapie ermdglicht werden. In Zukunft sollte auch ein Augenmerk

auf die Rolle der ILCs gelegt werden.
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5. Zusammenfassung

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen wie die Colitis Ulcerosa und der Morbus Crohn
stellen eine erhebliche Ursache fur Morbiditat und Mortalitat dar. Das Verstandnis der
pathophysiologischen Vorgange ist fiir eine zielgerichtete Therapie dieser Erkrankungen von
groRter Notwendigkeit. Mausmodelle wie das Modell der DSS-Colitis sind hierfir wichtige
Instrumente, um die Erkrankungen zu simulieren und die Krankheitsentstehung zu
untersuchen. Das Immunsystem stellt auf Grund seiner besonderen Rolle an mukosalen
Epithelien wie im Magen-Darm-Trakt eine wichtige Komponente in der Pathogenese von
Colitiden dar. Zuvor publizierte Daten weisen auf eine besondere Rolle des angeborenen
Immunsystems in der Homdstase der Mukosa hin. Dabei ist die Gruppe der ILCs eine relativ
neu beschriebene und vielfaltige Gruppe von Zellen des angeborenen Immunsystems mit
funktionellen Ahnlichkeiten zu T-Zellen. Die Rolle der ILCs in der Homostase ist noch
unzureichend bekannt. Neben den zytotoxischen NK-Zellen gehéren zu den ILCs die T-
Helferzell-dhnlichen Subpopulationen. Diese werden in die Gruppen der ILC1, 2 und 3
unterteilt. Einige der ILC-Subpopulationen sind durch die Expression von natural cytotoxicity
receptors (NCR) wie NKp46 (NCR1) gekennzeichnet. Diese Subpopulation besteht aus NK-
Zellen, ILC1 sowie den NCR*-ILC3. Zur Untersuchung der Funktion von NKp46*-ILCs wurden
konditionale Knock-out-Mause generiert. Durch die NKp46-abhangige Expression von iCre
und dem resultierenden konditionellen Knock-out von c-Flip sind diese Gruppen in allen
analysierten Geweben, auch in Dinn- sowie Dickdarm, deutlich vermindert. Die anderen
Untergruppen der ILCs, die T- und B-Zellen sowie Zellen der myeloiden Reihe sind
weitestgehend unbeeinflusst. Es steht somit ein Mausmodell zur Verfigung, in dem speziell
NKp46*-ILCs stark reduziert sind.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass NKp46* und c-Flip abhangige
Untergruppen der ILCs eine akute und eine chronische Colitis positiv beeinflussen. Die
Reduktion der NKp46*-ILCs fuhrt zu einer schwereren Colitis mit verzdgerter und
unvollstandiger Regeneration zwischen den Colitisschiiben. Dies spiegelt sich sowohl in der
Symptomatik als auch durch einen vermehrten Influx von proinflammatorischen Zellen in die
Mukosa wider. NKp46*-, c-Flip-abh&ngige ILCs scheinen somit einen protektiven Einfluss auf
die Pathogenese der DSS-induzierten Colitis zu haben, der durch andere Immunzellen nicht
kompensiert wird. Im Zytokinmilieu konnten Erniedrigungen im Spiegel von MCP1, GM-CSF
und IL12p70 zumindest in der Erholungsphase nach einer DSS-induzierten Colitis gesehen
werden. Dennoch sind weiterfiihrende Untersuchungen des Mechanismus flr den Einfluss der
NKp46*-ILCs auf die intestinale Homodstase notwendig.
Insgesamt stellen die ILCs somit in Zukunft ein mogliches therapeutisches Ziel fir chronisch

entzindliche Darmerkrankungen dar.
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