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1. Einleitung
1.1. Das Mikrobiom des Menschen

Der menschliche Korper ist von einer Vielzahl an Mikroorganismen besiedelt. Die Gesamtheit
dieser Bakterien, Pilze, Protozoen und Viren und ihrer genetischen Information wird als
Mikrobiom bezeichnet!. Vor der Geburt befinden sich Siugetiere zunichst physiologisch in
einem weitestgehend keimarmen Zustand. Die Erstbesiedelung des menschlichen Korpers mit
Mikroorganismen erfolgt wéihrend der Geburt, insbesondere durch den Kontakt des
Neugeborenen mit der maternalen Vaginal- und Hautmikrobiota®3. Neugeborene, die vaginal
entbunden wurden und gestillt werden, zeigen dabei eine Besiedelung mit Lactobacillus spp.
und Bifidobacterium spp.*>, die typischerweise in der Muttermilch und vaginalen Mikrobiota
vorkommen. Im Gegensatz dazu weisen durch Kaiserschnitt entbundene Kinder eine vermehrte
Besiedelung mit Bakterien der Hautmikrobiota, wie zum Beispiel Staphylococcus spp. auf®’.
Diese Unterschiede in der Erstkolonisation konnen die Entwicklung des Mikrobioms
wesentlich beeinflussen und somit langfristige Auswirkungen auf die frithkindliche
Gesundheit®, das Immunsystem und die Anfélligkeit fiir bestimmte Krankheiten® haben.

Der menschliche Darm beherbergt auf einer durchschnittlichen Lénge von fiinf bis sieben
Metern schitzungsweise etwa 10'° bis 10'* Bakterien. Damit entspricht die Anzahl der
Bakterien ungeféhr der Gesamtzahl menschlicher Korperzellen'®!!. Die ndhrstoffreiche und
anaerobe Umgebung des Darms bietet den Mikroorganismen ein optimales Milieu zur
Besiedelung!!. Zu den hédufigsten Vertretern des Mikrobioms gehoren Bacteroidetes spp.,
Firmicutes spp., Proteobacteria spp. und Verrucomicrobia spp.'?.

Funktionell lassen sich die Darmbakterien in zwei Hauptgruppen unterteilen: Symbionten und
Pathobionten!®. Symbionten sind kommensale Mikroorganismen, die in einem wechselseitigen
Zusammenleben dem Wirt einen Nutzen bieten'®. Thre wichtigsten Funktionen umfassen die
Verdauung unverdaulicher Nahrungsbestandteile in resorbierbare Produkte, die Verstirkung
der intestinalen Mukusschicht'4, den Schutz des Wirts vor Pathogene durch Konkurrenz um
Kolonisationsnischen und Nihrstoffe, den Schutz des Wirts gegeniiber einer Besiedelung durch
pathogene Mikroorganismen'>!¢, sowie die Modulation und Regulation der mukosalen
Immunantwort'"!7. Insbesondere durch Produktion kurzkettiger Fettsduren verbessern
Symbionten die intestinale, epitheliale Barrierefunktion!'®.

Pathobionten sind dagegen Mikroorganismen mit potenziell pathogener Wirkung, die unter

gesunden Bedingungen in geringer Zahl Bestandteil des Mikrobioms sein koénnen. In
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physiologischen Verhéltnissen im gesunden Menschen koexistieren sie mit kommensalen
Bakterien, ohne dabei krankheitsauslosende Effekte zu entfalten'®.

Die kommensalen Mikroorganismen des Mikrobioms spielen eine zentrale Rolle in der
Erhaltung der Darmhomoostase und verhindern die unbeschrinkte Vermehrung von
Pathobionten durch immunmodulatorische Mechanismen und Kolonisationsresistenz. Unter
bestimmten Bedingungen, etwa im Rahmen genetischer Préddisposition, immunologischer
Dysregulation oder externer Einfliisse, konnen harmlose Pathobionten jedoch pathogen werden
und zur Entstehung oder Aufrechterhaltung entziindlicher Prozesse beitragen!”-2%,

Die Zusammensetzung des Mikrobioms ist dynamisch und wird durch eine Vielzahl an
Faktoren beeinflusst. Dazu zdhlen insbesondere Erndhrung, Einsatz von Antibiotika und
Medikamenten im  Allgemeinen, hygienische Bedingungen sowie individuelle
Lebensstilfaktoren®2!. Eine Dysbiose, also eine nachteilige Verdnderung der mikrobiellen
Balance, kann sowohl Folge als auch Mitursache chronisch-entziindlicher Erkrankungen sein??-
2, Sie ist typischerweise mit einem Riickgang protektiver, kommensaler Bakterien und
Zunahme potenziell pathogener Spezies assoziiert. Eine dadurch begiinstigte, iiberméfige
Besiedlung mit Pathobionten kann zur Infiltration der intestinalen Mukosa fithren und
entziindliche Reaktionen verstirken und strukturelle Umbauprozesse des Darmgewebes
auslosen?®?°, Da das Immunsystem in engem Kontakt mit dem intestinalen Mikrobiom steht,
ist ein Verstdndnis seiner Barrieren und Reaktionsmechanismen entscheidend fiir das

Verstindnis der entziindlichen Prozesse bei iiberméBiger Besiedelung durch Pathobionten.

1.2. Das Immunsystem des Menschen

Das menschliche Verdauungssystem weist eine Gesamtoberfliache von ca. 32m? auf und steht
taglich im Kontakt mit einer Vielzahl an Mikroorganismen, Antigenen und Substanzen, die
potenziell gesundheitsschidlich sein konnen®’. Zum Schutz vor diesen Einfliissen verfiigt der
Mensch iiber mechanische Barrieren und ein komplexes, mukosales und systemisches
Immunsystem. Diese Barrieren und Immunmechanismen erkennen potenziell schédliche

Substanzen und Mikroorganismen und sorgen fiir deren Abgrenzung und Eliminierung?!-3.

1.2.1 Die Schutzbarrieren des Darms

Zunichst folgt der Blick auf die mechanischen Schutzbarrieren des Darms. Die intestinale

epitheliale Darmbarriere stellt neben der Haut eine der wichtigsten Barrieren zwischen dem
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Korperinneren und der Aullenwelt dar. Sie besteht aus einer Einzelschicht aus Epithelzellen,
die iiber verschiedene Protein-Protein-Komplexe miteinander verbunden sind. Diese Strukturen
gewihrleisten sowohl mechanische Stabilitidt als auch eine selektive Durchlédssigkeit fiir
Néhrstoffe, Elektrolyte und Fliissigkeiten aus dem Darmlumen?3-37. Zwischen den einzelnen
Epithelzellen befinden sich drei zentrale Haftkomplexe: Desmosomen, Adherens Junctions
(AJ) und Tight Junctions (TJ)’8. Sie vermitteln eine mechanische Verbindung®® der
Einzelzellen, grenzen den Interzellularraum ab und definieren die Zellpolaritit in apikale und
basale Anteile®3.

Diese Barriere reguliert nicht nur den para- und transzelluldren Transport von Stoffen*’, sondern
verhindert auch die unkontrollierte Translokation Iuminaler Mikroorganismen in
extraintestinale Gewebe, wie mesenteriale Lymphknoten, Leber, Milz oder den

Blutkreislauf*!-2,

Das mukosale Immunsystem bildet einen weiteren zentraten Bestandteil der intestinalen
Schutzbarriere. Es besteht aus dem gut-associated lymphoid tissue (GALT) und ist fiir die
Erkennung pathogener Krankheitserreger sowie die Prisentation von Antigene an verschiedene
Immunzellen verantwortlich*. Durch permanenten Kontakt zur Mikrobiota kommt es zu einer
kontinuierlichen Modulation des Immunsystems und verhindert somit eine iiberméfige
Immunantwort gegen kommensale, intestinale Mikroorganismen**,

Durch das Zusammenspiel pro- und antiinflammatorischer Reaktionen entsteht eine Balance
aus Toleranz und mukosaler Immunitit*, die eine intestinale Homdostase ermdglichen?®:47.
Neben der angeborenen Immunabwehr durch physikalische Barrieren, wie die mukosale
Barriere des Darms*® und durch die Sekretion antimikrobieller Peptide, wie Defensinen®, ist
auch die adaptive (erworbene) Immunantwort von Bedeutung. Sie wird durch die
Antigenprésentation, sowie durch die Differenzierung von B- und T-Zellen ermdglicht .

Dies ist wichtig flir das Immunsystem, damit zwischen korpereigenen und korperfremden
Strukturen unterschieden werden kann 32°!, Pathogene werden anhand spezifischer molekularer
Muster erkannt und nach der Erkennung durch eine gezielte Immunantwort eliminiert. Ein
zentrales Bindeglied zwischen Mikrobiom und der Immunantwort sind die sogenannten
Pattern-Recognition-Rezeptoren, die mikrobielle Strukturen erkennen und Immunreaktionen

einleiten.
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1.2.2 Pattern- Recognition-Rezeptoren und ihre Liganden
Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRRs), insbesondere Toll-Like Rezeptoren (TLRs), sind
essenziell fiir die Erkennung mikrobieller Strukturen im menschlichen Korper. Sie sind Teil des
angeborenen Immunsystems und erkennen sowohl korperfremde Pathogene, sogenannte
microbe-associated molecular patterns (MAMPs) oder auch pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs), als auch korpereigene Zellbestandteile aus beschidigten oder abgestorbenen
Zellen, die als damage-associated molecular patterns (DAMPs) bezeichnet werden®.

Nach Ligandenbindungen aktivieren PPRs intrazelluldre Signalwege, die zur Ausschiittung
inflammatorischer Zytokine, Typ-I-Interferon und weiterer Entziindungsmediatoren fiihren.
Diese initiale Immunantwort dient nicht nur der akuten Pathogenabwehr, sondern bereitet auch
die adaptive Immunreaktion fiir eine antigen-spezifische, angepasste Immunantwort vor>?-4,
TLRs finden sich sowohl auf Immunzellen des angeborenen Immunsystems, wie beispielsweise
dendritischen Zellen, Makrophagen, als auch auf nicht-immunologischen Zellen, wie
Fibroblasten und Epithelzellen®2. Alle TLRs bestehen aus einer Ektodoméne, die MAMPs wie
Lipide, Lipoproteine, Proteine oder Nukleinséduren erkennt, einer transmembrandren Doméne

und einer zytoplamatischen TIR-Doméne (Toll/IL-1 receptor)*>.

Nach Aktivierung kommt es beispielsweise iiber den durch das TLR-Adapterprotein MyD88
aktivierten Signalweg zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. Die Transkriptionsfaktoren
NF-«B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells) oder MAP (mitogen-
activated  protein)  und  Kinase-Signalwege  mit  weiteren = nachgeschalteten
Transkriptionsfaktoren, sind ausschlaggebend fiir das Ergebnis der Immunreaktion des
angeborenen Immunsystems, da sie fiir die Expression und Regulation von Zytokinen wie IL-
6, IL-1, IL-8, IL-19 und TNF, sowie von Chemokinen und Typ-1-Interferon verantwortlich
sind>%6>7, TLRs sind fiir die Erkennung von mikrobiellen Oberflichenstrukturen essenziell.
Sie haben unterschiedliche Liganden, welche sie erkennen und dadurch stimuliert werden.
TLR4 beispielsweise erkennt Lipopolysaccharide (LPS) gramnegativer Bakterien, wihrend
TLR2 zusammen mit TLR1 und TLR6 verschiedene Liganden wie Lipoproteine,
Peptidoglycane und Lipoteichonsdure (eines der Hauptbestandteile der Zellwand grampositiver
Bakterien) detektieren®. Unter diesen Rezeptoren nimmt TLRS5 in dieser Arbeit eine besondere

Rolle ein, da er spezifisch das bakterielle Protein Flagellin erkennt.
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1.2.3 TLRS

Der einzige, bis heute bekannte, natiirliche Ligand des TLRS Rezeptors ist das bakterielle
Oberflachenprotein Flagellin. Das Protein Flagellin ist bei vielen gramnegativen und einzelnen
grampositiven Bakterienarten zu finden®. Es ist der Hauptbestandteil des bakteriellen
Fortbewegungsapparates Flagellum, welches Bakterien dazu nutzen, um sich in fliissigem
Medium oder auf Oberflichen fortzubewegen®® 3. Unter den, bei Menschen vorkommenden
pathogenen Bakterienstimmen, besitzen beispielsweise Salmonella spp., Escherichia coli spp.,
Pseudomonas spp., Clostridium spp. und Legionella spp. diese Strukturen®.

Das Flagellum ist ein komplexer Proteinapparat und besteht aus einem molekularen Komplex
von bis zu 20-30.000 Proteinuntereinheiten und aus 30 unterschiedlichen Proteinen. Durch die
rotierende Bewegung eines Basalkorpers werden die Flagellumfilamente in Bewegung gesetzt
und fungiert als eine Art Propeller, der fiir den ndtigen Antrieb sorgt, um die Bakterien
fortzubewegen. Der Grofiteil dieser Untereinheiten, aus denen ein Flagellum zusammengesetzt
ist, besteht aus einem langen end-zu-end Polymer des Proteins Flagellin (F1iC)®*%°, FIiC besteht
aus den N- und C-Terminalen Doménen DO und D1, die eine bedeutende Rolle in der TLR5
Rezeptorinteraktion und -aktivierung spielen®®’. Diese strukturell homogenen Doménen
werden auch als ,,conserved region‘ bezeichnet®®. Dartiber hinaus besteht FliC aus den weiteren
Doménen D2 und D3, die hoch variabel aufgebaut und deswegen als ,,hypervariable regions*
(HVR) bezeichnet werden%®70.

Die durch FliC aktivierten TLRS Signalwege zeigen eine starke immunstimulatorische
Wirkung und beinhalten ein erhebliches immunmodulatorisches Potenzial®®-7!:72,

Die enge Kopplung zwischen Flagellin Variabilitit und TLRS Signalwegen legt nahe, dass die
strukturellen Unterschiede der F1iC die Immunantwort mafgeblich préagt. Gerade in chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen fiihrt eine Dysbiose und ein Barriereverlust zu einer erhdhten
Exposition gegeniiber MAMPs, wodurch verdnderte TLRS Signale pro- oder
antiinflammatorische Reaktionen modulieren kénnen%%7!,

Der zentrale Fokus der vorliegenden Arbeit liegt darin zu priifen, ob die Gesamtldnge und
Struktur der fliC-Sequenzen die TLRS5 Aktivierung und damit die stammspezifischen
immunmodulatorischen Effekte kommensaler E.coli festlegt. Insbesondere der probiotische
Stamm E.coli Nissle 1917 (EcN) spielt dabei eine zentrale Rolle. Im klinischen Kontext konnten
chronisch entziindliche Darmerkrankungen Anwendungsgebiete fiir solch

immunmodulatorische Effekte sein.
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1.3 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa zdhlen zu den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen,
die im englischen Sprachraum auch unter ,Inflammatory bowel diseases (IBD)
zusammengefasst werden’”?. Laut Daten der ,,Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk
Factors Study” aus dem Jahr 2017 sind rund 6,8 Millionen Patienten weltweit von einer CED
betroffen, Inzidenz steigend’*”>. Dabei sind etwa 3.9 Millionen der Erkrankten Frauen und 3
Millionen Ménner. Der Altersgipfel fiir Morbus Crohn liegt bei 18-35 Jahren (mit zweitem
Peak 50-60 Jahre)’®’7, fiir Colitis ulcerosa im zweiten bis vierten Lebensjahrzehnt, mit
zunehmender Inzidenz auch bei dlteren Menschen’®”. In Deutschland sind etwa 320.000
Patienten nachweislich betroffen®’. Die Dunkelziffer liegt jedoch laut einer Studie der
Krankenkasse Barmer mit 420.000 — 470.000 Betroffenen wesentlich hoher®!. Urspriinglich
gelten CED als eine Erkrankung wohlhabender Bevolkerungsschichten in Industrieldndern mit
hohem sozio-0konomischen Standard®>®*. Erkldrungsmodelle, wie die Hygienehypothese,
vermuten, dass ein reduzierter Kontakt zu Mikroorganismen in der Kindheit zu einer
inaddquaten Immunentwicklung fiihrt. Auch eine ballaststoffarme und fleischreiche Ernédhrung
und zunehmende Urbanisierung galten als Risikofaktoren®? %, Mittlerweile ist jedoch auch eine
deutliche Zunahme an CED Erkrankungen in Lindern wie Siidamerika, Osteuropa, Asien und

weiten Teilen Afrikas zu beobachten’>.

Die beiden haufigsten Entititen der CED sind Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa. Morbus
Crohn betrifft meist das Ileum und das Kolon, wobei die Entziindung im gesamten
Verdauungstrakt diskontinuierlich auftreten kann. Colitis Ulcerosa hingegen betrifft das
Rektum und verlduft von dort aus kontinuierlich entlang des Kolons®-%7. Beide Krankheiten
verlaufen typischerweise schubweise mit Remissions- und Rezidivphasen®’. Die Entziindungen
bei Morbus Crohn manifestieren sich meist transmural, wohingegen die Entziindungen bei
Colitis Ulcerosa mukosal limitiert ist®’. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei beiden
Krankheitsbildern zwischen dem 16. und 35. Lebensjahr®®#°, Zu den Leitsymptomen zéhlen

Durchfallepisoden, gastrointestinale Schmerzen, Himatochezie sowie Obstipation®®-87,

Die Pathogenese der CED ist bis heute noch nicht vollstédndig geklért. Urspriinglich ging man

von einer rein autoimmunologischen Genese aus, widhrend man heute vielmehr eine

15



multifaktorielle Entstehung annimmt, bei der sowohl eine genetische Pradispositionen, als auch
Umweltfaktoren die intestinale Mikrobiota und immunologische Dysregulation gleichermallen
beeinflussen®6-87-20-2,

Priméres Ziel der Therapie ist die Induktion und anschlieBende Erhaltung einer klinischen

93,94 95-97

Remission™”%, sowie Verhinderung von Komplikationen und operativen Eingriffen

Aminosalicylate, wie Mesalazin, stellen die medikamentdse Basistherapie dar und gelten bei

93.9498  Gje sind insbesondere wihrend akuter

Colitis ulcerosa als Erstlinientherapie
Entziindungsphasen wirksam, zeigen jedoch im gesunden Darm keine priventive Wirkung®.
Gerade in Phasen der Remission kann eine Modulation der residualen Darmmikrobiota vor

einem vorzeitigen Auftreten eines erneuten Schubes schiitzen®>.

Eine kausale Heilung einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung (CED) ohne
chirurgischer Proktolektomie (Entfernung von Kolon und Rektum) ist bislang noch nicht
moglich. Der Fokus der aktuellen Forschung richtet sich zunehmend auf die Entwicklung neuer
Therapieansdtze, die darauf abzielen, Remissionsphasen zwischen akuten Schiiben zu
induzieren und zu verldngern, sowie entziindungsbedingte Folge- und Langzeitschiden zu
reduzieren.

Im Rahmen der intensiven Erforschung des humanen Mikrobioms hat sich ein
vielversprechendes neues Forschungsfeld eroffnet. Die Erkenntnis, dass das intestinale
Mikrobiom eine zentrale Rolle in der Pathogenese von CED spielt, hat das Interesse an
mikrobiommodulierenden Strategien gesteigert. Eine gezielte Modulation des Mikrobioms,
beispielsweise durch den Einsatz von Probiotika oder fikaler Mikrobiomtransplantationen
(FMT), besitzt das Potenzial die intestinale Homoostase wiederherzustellen und entziindliche

Prozesse zu beeinflussen®-23%9.

Besonders hervorzuheben ist der Bakterienstamm Eschericha coli Nissle 1917 (EcN), der sich
in einzelnen Studien bei der Remissionserhaltung Mesalazin nicht unterlegen erwiesen hat und
fiir die Therapie bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen zugelassen ist”>%°. Die
probiotischen Effekte von EcN werden unter anderem auf seine Fahigkeit zuriickgefiihrt, die
epitheliale  Barrierefunktion zu stabilisieren und immunmodulatorische Effekte

auszuiiben®:70-93.99
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1.4 Escherichia coli Nissle 1917 - ein probiotischer Bakterienstamm

EcN ist ein nicht-pathogener, gramnegativer Bakterienstamm aus der Familie der
Enterobacteriaceae. Aufgrund seiner probiotischen Eigenschaften wird er seit Jahrzehnten
therapeutisch bei gastrointestinalen Erkrankungen, wie beispielsweise bei akuten
Durchfallerkrankungen!®, unkomplizierer Divertikelkrankheit!’! sowie insbesondere bei
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wie Colitis Ulcerosa® eingesetzt.

Erstmals beschrieben und isoliert wurde EcN im Jahr 1917 vom deutschen Militdrarzt Dr.
Alfred Nissle. Einer Legende nach entnahm er den Stamm aus der Stuhlprobe eines Soldaten,
der als einziger seiner Einheit trotz einer grassierenden Durchfallerkrankung gesund geblieben
war!?2,

Obwohl EcN mittlerweile seit iber 100 Jahren klinische Anwendung findet!®, ist der genaue
Mechanismus seiner probiotischen Wirkung bis heute nicht vollstindig aufgeklért. Seit 2005
ist EcN in Form des Préparats ,,Mutaflor®* (Mutaflor 100 mg; Ardeypharm GmbH, Herdecke,

Germany) zur Therapie von Colitis ulcerosa zugelassen.

Verschiedene experimentelle Untersuchung haben mdogliche Wirkmechanismen identifiziert,
durch die EcN seine positiven Effekte in der Therapie von CED entfalten konnte. Es finden sich
dabei unterschiedliche Bereiche, in denen EcN Krankheitsverldufe beeinflussen und in die
Immunmodulation eingreifen konnte. Dazu zéhlt die Ausbildung von Biofilmen im intestinalen

Lumen'%

, die unter anderem die endogene Produktion antimikrobieller Peptide, wie Defensine,
begiinstigen!?*1%°, Defensine sind Peptide, die aus 30-50 Aminosduren bestehen und eine
wichtige Rolle in der Abwehr mikrobieller Erreger spielen!®. Dartiber hinaus verstiarkt EcN die
Ausbildung von ,tight junctions* im intestinalen Epithel!®” durch Hochregulation und
Stabilisierung zentraler Tight-Junction-Proteine!®7-1% stimuliert die Sekretion weiterer
antimikrobieller Proteine, wie Microcine und Bacteriocine!'® und moduliert die
Immunantwort!'!!, EcN reguliert die Expansion rekrutierter T-Zellen in der Mukosa und wirkt
sich limitierend auf die intestinale Inflammation aus!!!.

Insgesamt tragt EcN zur Erhaltung einer intestinalen, mikrobiellen Homdostase bei®.

Unter anderem spielt das MAMP Flagellin und die damit verbundene TRLS

Rezeptoraktivierung eine tragende Rolle®%7%!12,
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Vorangegangene Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass insbesondere die
hypervariable Region (HVR) des bakteriellen Flagellins einen starken Einfluss auf die
immunogenen Eigenschaften der Escherichia coli (E.coli) Stimmen nimmt®’.
Der symbiontische Stamm EcN besitzt eine auffallend lingere HVR, verglichen mit anderen,
nicht-symbiotischen E. coli Stimmen.
Die langere HVR korrelierte mit einer signifikant stdrkeren TLRS5-abhdngigen Aktivierung von
Signalkaskaden im Vergleich zu nicht-symbiontischen Stdmmen®’.
Vor diesem Hintergrund stellen sich die Fragen, ob bestimmte Eigenschaften des Flagellins,
insbesondere die Lédnge der fliC-Sequenz, das immunmodulatorische Potenzial von E.coli-
Stimmen bestimmen.
Zusammenfassend lassen sich aus den gesammelten Beobachtungen die zentralen
Fragenstellungen dieser Arbeit formulieren:

- Ist die Linge der fliC-Sequenz entscheidend fiir das TLRS5-Aktivierungspotenzial?

- Besitzen auch andere E.coli-Stimme mit langer fliC-Sequenz ein vergleichbar hohes

TLRS5-Aktivierungspotenzial und probiotischen Eigenschaften?
- Rufen besonders kurze Flagellinstrukturen moglicherweise  gegenteilige,

proinflammatorische Effekte hervor?

1.5 Angeborenes und erworbenes Immunsystem

Angeborenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem reagiert durch Aktivierung von PRRs unmittelbar und

113~ Anatomische und

unspezifisch auf das Eindringen mikrobieller oder viraler Bestandteile
mechanische Barrieren, wie epitheliale Zellverbénde, Zell-Zell-Kontakte und Muzinschichten
bilden die erste Verteidigungslinie gegeniiber lokal vorhandener Mikroorganismen im
respiratorischen, intestinalen und urogenitalen Trakt2.

Dariiber hinaus sorgt es mit 16slichen Effektormolekiilen, Entziindungsmediatoren, Enzymen
und Sauerstoffradikalen fiir eine initiale Immunreaktion gegen translozierte Bakterien und
mikrobielle oder virale Bestandteile’!*2. Die dabei freigesetzten Zytokine und Chemokine
priagen das proinflammatorische Milieu, das die Differenzierung der adaptiven Immunantwort

steuert und weitere Immunzellen rekrutiert. Zu den zentralen zelluliren Akteuren des

angeborenen Immunsystems zdhlen antigenpridsentierende Zellen, wie Makrophagen und
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dendritische Zellen (DCs). Bei Kontakt mit Antigenen nehmen sie diese {iber Phagozytose auf,
verarbeiten sie intrazelluldr und présentieren die Zellfragmente anschlieBend iiber MHC-
Molekiile auf der Zelloberflache?*>*!4, Dadurch initiieren sie die adaptive Immunantwort und
fungieren als Briicke zwischen angeborener und adaptiver Immunitit!!s,

Unreife DCs sind in der Lage, Pathogene mittels Endozytose aufzunehmen, zu prozessieren und

6

Antigenpeptide an der Zelloberfliche zu présentieren'!. Nach Migration in sekundire

lymphatische Organe, wie mesenteriale Lymphknoten und Milz, prisentieren reife DCs diese

Antigene naiven T- und B-Zellen, wodurch eine adaptive Immunantwort eingeleitet wird!!7-118,

t!16:119 "als auch durch

Die Aktivierung dendritischer Zellen kann sowohl durch Pathogenkontak
Kontakt mit proinflammatorischen Zytokinen erfolgen.!?® In semi-mature und in unreifen
Zustinden konnen DCs auch eine tolerogene Rolle einnehmen, in der sie sich durch eine
reduzierte Expression kostimulatorischer Molekiile wie CD80 und CD86, sowie eine vermehrte
Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine, wie IL-10, auszeichnen!!>:116:12! Tn dieser Funktion
fordern sie die Induktion regulatorischer T-Zellen (Tregs) und tragen zur peripheren Toleranz
bei, indem sie inflammatorische T-Zell Antworten abschwichen oder verhindern!?!-'33. In
Abwesenheit starker inflammatorischer Signale vermitteln semi-mature DCs eine anti-
inflammatorische Immunantwort, fordern die Toleranz gegeniiber harmlosen Antigenen und

sind entscheidend an der Aufrechterhaltung der intestinalen Homdoostase beteiligt!?*,

Erworbenes Immunsystem

Das adaptive Immunsystem bildet die zweite Verteidigungslinie gegeniiber pathogenen
Mikroorganismen. Es reagiert im Gegensatz zum angeborenem Immunsystem zeitlich
verzogert, jedoch spezifischer und besitzt die Eigenschaft zur Gedichtnisbildung®!'. Das
adaptive Immunsystem besteht aus zwei Hauptkomponenten. Es wird unterschieden zwischen
der humoralen Immunantwort, die durch Antikorper-produzierende B-Zellen erfolgt, sowie die
zellvermittelte Immunreaktion durch T-Lymphozyten und insbesondere zytotoxischer T-
Zellen®12>126 . B und T-Lymphozyten exprimieren spezifische Antigenrezeptoren, deren
Spezifitit sie durch somatische Rekombination entwickeln. Die Aktivierung erfolgt nach
Antigenkontakt {liber Antigen-pridsentierende Zellen (APCs) und fiihrt anschlieend zur

klonalen Expansion und Differenzierung!?’-12%,
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Die Erkennung pathogen-infiltrierter Zellen durch T-Zellen erfolgt iiber Antigen-spezifische T-
Zellrezeptoren und sogenannte MHC (major histocompatibility complex) Molekiile®2. Sie
kommen ubiquitdr auf anndhernd allen kernhaltigen Zellen, einschlieBlich antigen-
prisentierender Zellen vor!?!2, Der erste Kontakt mit einem Antigen wird als Priming
bezeichnet. Hierbei kommt es durch Antigenkontakt zur Aktivierung und klonalen Expansion
von naiven T-Zellen'*°. Endogene Peptide werden iiber MHC-Klasse-I Molekiile an CD8*
zytotoxische T-Zellen préisentiert. Exogene Peptide werden iiber MHC-Klasse-I1I Molekiile an
CD4" T-Helferzellen présentiert’>!2>-131, Die Corezeptoren CD4 und CD8 steuern die

funktionelle Ausrichtung der T-Zellen nach deren Aktivierung und Differenzierung®.

Aktivierte CD4" T-Helferzellen (Th) modulieren durch Einfluss auf B-Zellen und weiterer
Differenzierung in beispielsweise Thl, Th2 und Thl7 Zellen die zelluldre und humorale
Immunantwort. Abhéngig vom vorhandenen Zytokinprofil differenzieren T-Zellen zu
unterschiedlichen Th-Zellen. In einem von Interleukin-12 (IL-12) und Interferon-y (IFN- v)
gepriagten Milieu entstehen Th1-Zellen. Sie produzieren vor allem IFN-y, IL-2 und TNF-o und
fordern eine zellvermittelte Immunantwort!32-134,

Die Differenzierung zu Th2-Zellen wird vor allem durch IL-4 und IL-6 begiinstigt. Sie
sezernieren 1L-4, IL-5, IL-10 und IL-13 und fordern die humorale, antikdrpervermittelte
Antworten sowie die Rekrutierung von Eosinophilen 32132133,

Th17-Zellen differenzieren unter dem Einfluss von TGF-B und IL-63%13%, Sie produzieren IL-
17A, IL-17F und IL-22 und wirken proinflammatorisch. Insbesondere fordern sie die
Neutrophilen Rekrutierung und Aktivierung, stirken die Schleimhautbarriere und verstarken
die Produktion von weiteren proinflammatorischen Mediatoren®!132136.137,

T-regulatorische Zellen (Treg) sind durch ihre Expression von CD4 und CD25
Oberflachenmolekiile und dem Transkriptionsfaktor Foxp3 (forkhead box P3) charakterisiert
und wirken suppressiv auf andere T-Zellen. Sie sezernieren insbesondere IL-10 und TGF-f und
didmpfen iiberschiefende Immunantworten3!-32130.132.138,

Die T-Zell-Aktivierung erfordert neben der Antigenerkennung iiber MHC-Rezeptoren
zusitzliche, kostimulatorische Signale die beispielsweise iiber Molekiile wie CD80, CD86 und
CD40 vermittelt werden'*-140, Diese Signale entscheiden iiber das Ausmaf und die Qualitit der
Immunantwort und sind essenziell fiir die Unterscheidung zwischen Toleranz und

Aktivierung!40-143,
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Entziindungsmediatoren und Biomarker

Zytokine wie IL-6, IL-18 und TNF-o gelten als zentrale Mediatoren einer
Inflammationsreaktion und werden hiufig als Biomarker'#*!%* fiir die Aktivitdt entziindlicher
Erkrankungen herangezogen'#%147, 1L-6 hat sich in der klinischen Diagnostik und
Verlaufsbeurteilung systemischer Entziindungen und Autoimmunerkrankungen bewéhrt!43:14,
IL-1B wird vorwiegend von Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen produziert und
wirkt stark proinflammatorisch. Es induziert die Produktion von Prostaglandinen, IL-6 und

32,150

fordert die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten . TNF-o wird iiberwiegend von

Makrophagen freigesetzt, fordert Apoptose, Zellproliferation und Zelldifferenzierung und

bewirkt durch Ausschiittung weiterer Zytokine die Aktivierung von Akute-Phase Proteinen!>!~

154 Zu diesen Proteinen zihlen mitunter das C-reaktive Protein (CRP)!>>!36, Fibrinogen!®7:15%,
Procalcitonin, Haptoglobin und Komplementfaktoren, wie C3 und C4!5%:138:159 Weitere Folgen
der pro-inflammatorischen Effekte einer erhohten TNF-a Sekretion sind Fieber, Chemotaxis

neutrophiler Granulozyten und Stimulation von Makrophagen zur Phagozytose®>!3!,

Die Aufrechterhaltung einer intestinalen Homdostase beruht auf einer feinen Balance zwischen
pro- und antiinflammatorischen Zytokinen. Eine Dysregulation ist hdufig bei chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen (CED) zu beobachten und kann sowohl zu ihrer Entstehung
als auch zur Aufrechterhaltung der Erkrankung beitragen'¢%!6!, Wird die epitheliale Barriere

gestort, treffen luminale Antigene auf Immunzellen der Mukosa!6%163

und triggern inaddquate
Immunreaktionen'%164165 " Eg treffen Dysbiose und Barrierestérung auf ein PRR-System,
dessen Signalbalance durch stammspezifische Flagellin-Eigenschaften gepriagt werden konnen
(insbesondere TLRS5). Wie bereits oben beschrieben, deuten Vorarbeiten darauf hin, dass
bestimmte Eigenschaften, wie Lange und Zusammensetzung der hypervariablen Region, die
Starke und Qualitdt der TLRS5-Aktivierung bestimmen und damit zwischen pro- und anti-
inflammatorischen Effekten unterscheiden konnen. Der Stamm EcN bietet in diesem Kontext
ein bereits etabliertes Mittel mit probiotischen Eigenschaften. Daraus leiten sich die zentralen
Fragen dieser Arbeit ab: Besteht ein Zusammenhang zwischen der fliC-Lange und dem TLRS-
Aktivierungspotenzial verschiedener kommensaler E.coli-Stdimme, und lassen sich hierdurch

stammspezifische Unterschiede in der Immunmodulation, insbesondere im Rahmen eines in

vivo Modelles der DSS-induzierten Kolitis erklaren?
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1.6 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Trotz einiger etablierter Therapieansitze bleibt die Behandlung chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen weiterhin eine Herausforderung. Probiotische Bakterienstimme, wie EcN
zeigen vielversprechende Effekte und sind bereits als Therapie etabliert. Die zugrundeliegenden
Mechanismen sind jedoch noch nicht abschlieBend verstanden. Ein besseres Verstindnis dieser
Mechanismen kann die zukiinftige Entwicklung gezielter probiotischer Strategien zur
Erhaltung der intestinalen Homdostase und Modulation der Entziindungsreaktion erleichtern.
Ausgangspunkt dieser Arbeit ist die Hypothese, dass die Lénge des fliC die Starke und Qualitét
der TLRS5-Aktivierung determiniert und damit stammspezifische, immunmodulatorisch,
potenziell protektive Effekte kommensaler E.coli wesentlich mitprigen. Im Zentrum dieser
Arbeit steht die Untersuchung des TLRS5-Rezeptoraktivierungspotenzials von EcN, sowie
weiterer kommensaler E.coli Stimme aus Stuhlproben gesunder Probanden. Vor diesem
Hintergrund untersucht diese Arbeit, ob die Lénge der f/iC-Sequenz mit der Stirke der TLRS-
Aktivierung korreliert und ob diese Eigenschaften maBgeblich zu probiotischen Effekten
beitrdgt. Um diese Fragestellung zu kldren erfolgt zunéchst die Charakterisierung der Stimme
hinsichtlich ihrer fliC-Lange und anschlieBend ihrer TLRS5-Aktivierungsfdhigkeit in einem
HEK-Zellmodell. Auf Basis dieses Screenings werden zwei Isolate mit kontrastierender F1iC-
Linge und TLRS-Aktivitdt ausgewédhlt und in murinen, knochenmarksabgeleiteten
dendritischen Zellen (BMDCs) hinsichtlich Reifungsmarkern (CD40, CD80, CD86, MHC-II)
und Zytokinausschiittung (TNF-a, IL-1B, IL-6) untersucht. Zusétzlich werden Wildtyp (WT)
und Knockout-Miuse wie TLR2/47-, sowie TLR5""BMDCs verwendet, um die spezifische
Rolle von TLRS einzuordnen. Knockout-Méuse sind genetisch verdnderte Mauslinien, bei
denen spezifische Gene gezielt inaktiviert wurden. Abschliefend werden die ausgewdhlten
Isolate in einem in vivo DSS-Kolitismodell untersucht, um zu priifen, ob ein Isolat mit langer
fliC-Sequenz und hoher TLRS5-Aktivitdt (CS238) protektive Effekte entfaltet, die jenen von
EcN dhneln, wihrend ein Isolat mit kurzer fliC-Sequenz und niedriger TLR5-Aktivitét (CS222)
geringere oder gar negative Wirkungen zeigt.

Dieses Stufendesign erlaubt es, struktur-funktionelle Zusammenhénge entlang der Kette

Flagellin > TLR-Signal > Immunantwort > klinische/histologische Effekte zu testen.
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2 Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Gerite

Tabelle 1 Gerdte
Gebrauchswaren und Gerite

Photometer

Inkubator
ELISA Washer

Tecan Infinite M200

BD LSRFortessa

Konfokales Fluoreszenzmikroskop
Mikroskop Axiovert 25
Neubauer-Zahlkammer

Pipetten (2,5 pl, 10 pl, 100 pl, 200 pl,
1000 pl)

Pipettierhilfe Pipetus
Schiittelinkubator 37°C

Sterile Arbeitsbank

Vortexer

Wasserbad
Zentrifuge 517 R
Zentrifuge 5810 R

Zentrifuge miniSpin plus

2.1.2. Zelllinien
Tabelle 1 Zelllinien

Zelllinie
HEK 293-hTLRS5 Zellen

Hersteller

Eppendorf, Hamburg

Nr. 6131 04987

Heraeus, Heidelberg

TECAN M8/4R

Columbus Plus F109204
Tecan

BD LSRFortessa™ Cell Analyzer,
Carl Zeiss LSM 710

Zeiss, Deutschland

Preciss, Frankreich
Eppendorf, Hamburg
Research plus

Hirschmann Laborgerite
Multitron, INFORS, Bottmingen
BDK, Sonnenbiihl-Genkingen
Multimed, Kirchheim u. Teck
Heidolph Reax top

Memmert, Schwabach
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Herkunft

Invivogen
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HEK 293-mTLRS5 Zellen Invivogen
HEK 293-Zellen Invivogen

2.1.3. Mauslinien

Tabelle 2 Mauslinien

Miuse Herkunft

C57BL/6NCrl Charles River

TLR 57 Eigenziichtung (Background C57BL/6)
TLR2 " x TLR4 Eigenziichtung (Background C57BL/6)

Diese Studie wurde in Ubereinstimmung mit den Grundsitzen der Basler Deklaration
durchgefiihrt. Simtliche Protokolle und Experimente mit Méusen wurden von den zustandigen
Priifungskommissionen sowie den lokalen Behorden gepriift und genehmigt (H1/15, H1/17, §4
vom 09.01.2015 und §4 vom 14.06.2017).

2.1.4. Bakterien

Tabelle 3 Bakterien

Bakterienstamm Herkunft

E. coli Nissle (EcN) MUTAFLOR

CS 17 Ec.A FliC E. coli Isolat, Dr. Tobias Oelschlaeger
(Universitdt Wiirzburg, Institut fiir
Molekulare Infektionsbiologie)

CS 220 E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen

CS 221 E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen

CS 222 E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen

CS 223 E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen

CS 224 E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder

Probanden, Tiibingen
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CS 225

CS 227

CS 228

CS 231

CS 233

CS 234

CS 235

CS 236

CS 238

CS 239

CS 240

CS 241

CS 242

CS 243

CS 244

CS 245

E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen
E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen
E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen
E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen
E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen
E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen
E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen
E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen
E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen
E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen
E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen
E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen
E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen
E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen
E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen
E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder

Probanden, Tiibingen
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CS 246 E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen

CS 247 E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen

CS 248 E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen

CS 249 E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen

CS 250 E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen

CS 211 E. coli Isolat aus Stuhlprobe von IBS
Patient, Erlangen

CS 213 E. coli Isolat aus Stuhlprobe von IBS
Patient, Erlangen

CS 215 E. coli Isolat aus Stuhlprobe von IBS
Patient, Erlangen

CS 216 E. coli Isolat aus Stuhlprobe von IBS
Patient, Erlangen

CS 217 E. coli Isolat aus Stuhlprobe von IBS
Patient, Erlangen

CS 218 E. coli Isolat aus Stuhlprobe von IBS
Patient, Erlangen

CS 219 E. coli Isolat aus Stuhlprobe von IBS
Patient, Erlangen

CS 222 pHP45Q catR E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen. Transformation mit
Chloramphenicolresistenz

CS 238 pHP45Q catR E. coli Isolat aus Stuhlprobe gesunder
Probanden, Tiibingen. Transformation mit

Chloramphenicolresistenz
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Die verwendeten Stuhlproben von Probanden ohne CED wurden zwischen August und
Oktober 2016 unter Mitarbeitenden und Studierenden des Universitéitsklinikums Tiibingen
gesammelt. Die Proben wurden innerhalb von 2 Stunden nach der Entnahme verarbeitet. Die
verwendeten CED-Stuhlproben wurden uns freundlicherweise von Prof. Dr. med. Yurdagiil
Zop (Universitédtsklinikum Erlangen) zur Verfiigung gestellt. Die Proben wurden iiber einen
Zeitraum von sechs Monaten gesammelt und anschlieBend bei —80 °C schockgefroren
gelagert. Vor der Probenentnahme wurden alle Proband:innen aufgeklirt und gaben eine
schriftliche Einwilligung ab. Die Studienprotokolle wurden von den Ethikkommissionen des
Universititsklinikums Tiibingen (043/2023B0O2) und des Universitdtsklinikums Erlangen
(145 _16 B) genehmigt.

2.1.5. Medien, Chemikalien und Agar
2.1.5.1.  Medien

Tabelle 4 Medien
Medium Herkunft
Gibco® DMEM - Dulbecco’s Modified Thermo Fisher
Eagle Medium
Gibco®RPMI Medium 1640 — Thermo Fisher

Roswell Park Memorial Institute

1640 Medium

Gibco®HBSS - Hanks’ Balanced Salt Thermo Fisher

Solution

Luria-Bertani (LB) Medium BD Bioscience
Brain-Heart Infusion (BHI) Medium BD Bioscience
Fc-Rezeptor-Block Hausinterne Produktion,

Institut fiir Medizinische Mikrobiologie
und Hygiene, Tiibingen

2.1.5.2. Chemikalien

Tabelle 5 Chemikalien

Chemikalie Herkunft
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Collagenase

Dextran Sulfate Sodium Salt (DSS)
Chargennummer: Q3526

DMSO

DNAse

EDTA

Fetales Kélber Serum (FCS)

Gibco® DPBS Dulbecco’s phosphate-
buffered salina

Gibco® PBS phosphate-buffered salina
GM-CSF

(Granulocyte macrophage colony-
stimulating factor)

Gibco Hepes

Lysozym

Non-Essential Aminoacids
B-Mercaptothanol (50 pM)

Streptavidin

PFA 4%

Saponin (1 g auf 100 ml PBS)
Sodium Pyruvat

Trypanblau

Tween 20

2.1.5.3.

Tabelle 6 Medienzusammensetzung

Medienzusammensetzung

Chemikalie

Separation Medium
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Sigma Aldrich
MPbio

Roth

Sigma Aldrich
Biochrom
Sigma Aldrich

Thermo Fisher

Thermo Fisher

Hausinterne Produktion,

Institut fiir Medizinische Mikrobiologie
und Hygiene, Tiibingen

Thermo Fisher

Sigma Aldrich

Biochrom

Biochrom

Roche

Hausinterne Produktion,

Institut fiir Medizinische Mikrobiologie
und Hygiene, Tiibingen

Sigma Aldrich

Biochrom

Sigma Aldrich

Biochrom

Herkunft
HBSS
5 %FCS



2 mM EDTA
Digestion Medium M RPMI 1640
10 % FCS
58.27 ul DNase (27460 U/ml)
300 ul Collagenase (0,1 g/ml)
DC-Medium RPMI 1640
10 % FCS
1 % Penicillin/Streptomycin
0.5 % B-Mercaptoethanol

1 % non-essential amino acids

GM CSF
Wash Buffer PBS
1 % FCS
Cytokine Medium
HBSS 10 % FCS

1 % Penicillin/Streptomycin

0.1 % Gentamycin

2.1.5.4. Agar

Tabelle 7 Agar
Agar Herkunft
Chloramphenicol-LB Hausinterne Produktion,

Institut fiir Medizinische Mikrobiologie
und Hygiene, Tiibingen
Endo-Agar Hausinterne Produktion,
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie
und Hygiene, Tiibingen
Kanamycin-LB Hausinterne Produktion, Institut fiir
Medizinische Mikrobiologie
und Hygiene, Tiibingen
LB BD Bioscience



2.1.6. Antibiotika

Tabelle 8 Antibiotika
Antibiotikum
Ampicillin
Blasticidin
Chloramphenicol
Gentamycin
Kanamycin
Normocin™
Penicillin/Streptomycin

Vancomycin

2.1.7. TLRS Ligand

Eingesetzte Konzentration
100 pg/ml

10 pg/ml

50 pg/ml

10 pg/ml

50 pg/ml

100 pg/ml

100 pg/ml

100 pg/ml

Tabelle 9 TLRS Ligand
TLR 5 Ligand Hersteller
FLA-ST Invivogen
S. Typhimurium Flagellin Ultrapure

2.1.8. Kits

Tabelle 10 Kits
Kit Hersteller
Maus IL-10 ELISA Set BD OptEIA™
Maus IL-18 ELISA Set BD OptEIA™
Maus IL-6 ELISA Set BD OptEIA™
Maus TNF o ELISA Set BD OptEIA™
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher

2.1.9. Antikorper

Tabelle 11 Antikérper

Antigen Reaktivitit
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Fluorophor Klon

Hersteller
Sigma Aldrich
Invivogen
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Invivogen
Biochrome

Sigma Aldrich

Hersteller



CD103 Maus BV 510 M290 BD Bioscience
CD11b Maus FITC M1/70 BD Bioscience
CDl11c Maus PE-Cy7 HL3 BD Bioscience
CDl1c Maus APC HL3 BD Bioscience
CD19 Maus BV421 1D3 BD Bioscience
CD25 Maus PerCP-Cy5.5  PC61 BD Bioscience
CD3 Maus APC 145-2C11 BD Bioscience
CD4 Maus BV605 RM4-5 BD Bioscience
CD4 Maus APC-H7 GK1.5 BD Bioscience
CD40 Maus BV421 3/23 BD Bioscience
CDS80 Maus PerCP Cy5.5 16-10A1 BD Bioscience
CD86 Maus PE-Cy7 GL1 BD Bioscience
FoxP3 Maus AF647 MF23 BD Bioscience
Grl Maus PE RB6-8C5 BD Bioscience
IFN-y Maus PE-Cy7 XMG1 BD Bioscience
IL10 Maus PE JES5-16E3 BD Bioscience
IL17a Maus APC-Cy7 TC11-18H10  BD Bioscience
114 Maus PE 11BI11 BD Bioscience
MHC-II Maus APC M5/114.15.2  BD Bioscience
MHC-II Maus FITC 2G9 BD Bioscience

2.2.  Mikrobiologische Methoden

2.2.1. Kultivierung von Bakterien

Fiir die Anzucht der Bakterien wurde jeweils eine Einzelkolonie aus dem Agar in einem
Gesamtvolumen von 5 ml LB-Medium angeimpft. Die Kultur wurde iiber Nacht bei 37 °C unter
aeroben Bedingungen in kontinuierlicher Bewegung inkubiert. Im Falle der Notwendigkeit
wurden stammspezifische Selektivantibiotika, in der in Tabelle 8 angegebenen
Endkonzentration zugesetzt. Am Folgetag wurde eine Subkultur im Verhdltnis 1:100 mit
frischem LB-Medium hergestellt und bei 37 °C in kontinuierlicher Bewegung im
Schiittelinkubator fiir 2,5 h inkubiert. Die entstandene Bakteriensuspension wurde anschlieen

bei 4000 g fiir 5 min bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde
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zur weiteren Verarbeitung und Quantifizierung in sterilem PBS gelost, (I ml fiir

Zellstimulation, 5ml fiir Trinkwasserherstellung) der restliche Uberstand wurde verworfen.

2.2.2. Transformation von Bakterien
Zur Markierung ausgewdhlter Bakterienstimme (Unterscheidbarkeit zur endogenen
Darmmikrobiota) wurden chemisch kompetente Bakterien erzeugt und anschlieBend mit einem

Resistenzplasmid transformiert. Dazu wurden insgesamt vier Arbeitslosungen hergestellt.

Tabelle 12 Mediumzusammensetzung Transformation

Medium Zusammensetzung

Transformations Arbeitslosung I 111g CaCl, + 1 Liter destilliertes Wasser.

1M CaCl; (1 Liter) Durch ein 0,22m Sieb filtriert

Transformations Arbeitslosung I1 100ml 1M CaCl, Lésung + 900 ml

0,1M CaCl; (1 Liter) destilliertes Wasser. Durch ein 0,22m Sieb
filtriert

Transformations Arbeitslosung II1 50ml Glycerol + 50 ml destilliertes,

50% Glycerol (500ml) autoklaviertes Wasser

Transformations Arbeitslosung IV 100ml 1M CaCl, + 300ml 50% Glycerol +

0,1M CaCl; + 15% Glycerol (1 Liter) 600ml destilliertes Wasser.

Die ausgewdhlten Stamme E. coli CS222 und E. coli CS 238 wurden auf einer LB-Platte
ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C unter aeroben Bedingungen inkubiert. Am Folgetag
wurde eine Einzelkolonie in 4 ml LB Medium iiber Nacht bei 37 °C unter aeroben Bedingungen
inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde am nichsten Tag mit 400 ml frischem LB Medium in
einem 2-Liter Erlenmeyer Kolben bei 37°C unter aeroben Bedingungen inkubiert. Nach 2-3 h
wurde eine optische Dichte bei einer Wellenldnge von 600 nm (ODeoo) von 0,4-0,6 erreicht und
die Zellen in 16 x 50 ml Falcons verteilt und fiir 20 min auf Eis gestellt. Im néchsten Schritt
wurden die Zellen bei 4°C fiir 10min und 3000 g zentrifugiert. Die Uberstinde wurden
verworfen und die Zellpellets pro Stamm gepoolt, in 24 ml eiskaltem 0,1M CaCl, geldst und
fiir 30 min auf Eis gelagert. AnschlieBend wurden die Bakterien wiederholt bei 4°C fiir 10 min

und 3000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets in 6,4 ml kaltem
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0,IM CaCl> + 15% Glycerol resuspendiert. Jeweils 100 pl der Bakterienlosung wurde in
eiskalte 1,5 ml Eppendorfgefile pipettiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
Anschlieend wurden die kompetenten Zellen bei -80°C bis zur weiteren Verwendung

eingefroren.

Fir die Transformation der Bakterien mit dem Antibiotikaresistenzplasmid gegen
Chloramphenicol wurden die kompetenten Zellen langsam auf Eis aufgetaut. Die
Plasmidlosung mit dem Vektor pHP45omega-Cm der Firma ATCC wurde vorsichtig
hinzupipettiert und fiir 20-30 min auf Eis inkubiert. Im weiteren Schritt wurden die Zellen bei
42 °C fiir 45 sec. einem Hitzeschock ausgesetzt und anschlieBend fiir 2 min auf Eis gestellt. 1
ml frisches LB-Medium wurde dazugegeben und die Zellen bei 37 °C fiir 2 h schiittelnd
inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden 100 pl der Losung auf eine Chloramphenicol-LB
Agarplatte ausplattiert und der Rest der Losung bei 5000 g, 3 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand, bis auf 100 ul abgenommen. Das Pellet wurde in 100ul LB-Medium resuspendiert
und auf einer weiteren Chloramphenicol-LB Platten ausplattiert. Diese wurden bei 37 °C tiber

Nacht inkubiert und anschlieBend aus den Kolonien Bakterienstocks nach 2.2.1. hergestellt.

2.2.3. Quantifizierung von Bakterien

Bei der Benutzung von Bakterien flir Experimente wurde eine Bakterienkonzentration
entsprechend einer ,,multiplicity of infection® (MOI) von 10 fiir in vitro Versuche bzw. 1 und
100 x 10° Bakterien pro ml fiir in vivo Versuche benotigt. Die bendtigte Bakterienmenge setzt
sich hierbei aus der Anzahl der Zellen x MOI x Anzahl der Wells zusammen (MOI =
Bakterienzahl pro Well / Zellzahl pro Well). Die aus einer Subkultur gewonnen Bakterien
wurden im Verhiltnis 1:20 mit sterilem PBS verdiinnt und bei einer Optischen Dichte von

600nm gemessen. Dabei gilt der Wert 1 bei ODgoo= 5 x 10° Bakterien pro ml als Konstante.

2.2.4. Trinkwasserzubereitung mit Bakterien fiir Méuse

Fiir die Kolonisation iiber das Trinkwasser wurden die jeweiligen E.coli-Stimme aus einer
Ubernachtkultur in eine Subkultur iiberfiihrt und mit zugesetztem Selektivantibiotika kultiviert.
Die so entstandenen Kulturen wurden anschlieend pelletiert und zweimal in sterilem PBS
gewaschen, um Néhrmedium und Selektivantibiotika zu entfernen. Es wurden pro Kéfig mit

fiinf Méusen 200 ml autoklaviertes Trinkwasser in sterilen Trinkflaschen vorgelegt und die
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bendtigte Bakterienmenge zugesetzt, sodass eine Konzentration von 1 x 10® Bakterien/ml in

200 ml vorlag.

2.2.5. Erhebung der CFU (colony forming units) aus Mausstuhlproben

Frische Kotpellets der Maduse wurden zur Erhebung der CFU vor und nach der Kolonisierung
gesammelt, gewogen und in 1000 pl sterilem PBS aufgelost. In 1:10 Verdiinnungsstufen
wurden die Stuhllosungen auf LB Agar Platten mit Selektivantibiotika (Chloramphenicol)
ausplattiert. Die Platten wurden {iber Nacht bei 37 °C inkubiert und die Kolonien am nichsten

Tag ausgezdhlt.

2.2.6. Untersuchung des Schwéarmverhalten von Bakterien

Fiir die Erfassung der Swarming-Motilitét (schwarmartiges Ausbreitungsverhalten) wurden
LB-Agarplatten mit 0,5 % Agar gegossen und unter einer Sterilbank vorgetrocknet.
Ubernachtkulturen der Bakterien wurden zuvor vorbereitet. AnschlieBend wurden jeweils 5 ul
der Ubernachtkultur in die Mitte der Agarplatte oberflichig zentral aufgetragen und fiir 5 min
zum Trocknen gestellt. Nach 24 h Inkubationszeit bei 37 °C wurden die Bakterienhofe

vermessen und fotodokumentiert.

2.3.  Zellbiologische Methoden

2.3.1. Zellkultivierung und Zellstimulation

HEK 293 Zellen, die den humanen oder murinen TLRS iiberexprimieren, wurden mit E.coli
Isolaten aus Stuhlproben gesunder Probanden stimuliert. Die kryokonservierten Zelllinien
wurden zunidchst in T25 Zellkulturflaschen kultiviert und nach der dritten Passage in T175
Flaschen iiberfiihrt. Bei jedem Umsetzen der Zellen in neue T175-Zellkulturflaschen wurden
die Selektivantibiotika Normocin (2 pl/ml) und Blasticidin (1 pl/ml) hinzugegeben. Die Zellen
wurden bis zu einer Konfluenz von 80% kultiviert. Mit Hilfe eines Zellschabers wurden die
Zellen abgelost und in 50 ml Falcons tiberfiihrt. Zellen der gleichen Zelllinie wurden gepoolt
und bei Raumtemperatur bei 400 g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet in 10 ml frischem HEK-Medium geldst. Die Zellen wurden mit Trypanblau,
einem Farbstoff zur Bestimmung der Zellviabilitéit gefarbt und mit einer Neubauer Zéhlkammer

gezdhlt.
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Gezahlte Zellen
Anzahl gezahlter Kammern

x 10* x Verdimnung = Zellen/ml

Es wurden 2 x 103 Zellen/Well in 24-well Platten in einem Volumen von 1 ml/Well inklusive
Selektivantibiotika ausgesit. Die Zellen wurden bei 37 °C mit 5 % CO> inkubiert. Am Tag der
Stimulation erfolgte ein weiterer Mediumwechsel mit HEK Medium ohne Selektivantibiotika.
Nach 1h Inkubation bei 37 °C und 5 % CO> wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit
den jeweiligen Bakterienstimmen mit einer MOI von 10 oder mit ultrapurem Flagellin von S.
Typhimurium als Positivkontrolle mit einer Zielkonzentration von 100 ng/ul in einem
Gesamtvolumen von 1 ml/Well stimuliert. Nach 1 h Inkubationszeit bei 37 °C und 5 % CO»
wurde jeweils 2,5 pul Gentamycin pro Well pipettiert, um das Bakterienwachstum zu stoppen.
Anschliefend wurden die Platten fiir weitere 24 h bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. Die
Uberstinde wurden in 1,5 ml EppendorfgefiBle iiberfiihrt, bei RT, 1000 g und 5 min

zentrifugiert und anschlieBend in 2 ml Eppendorfgefdfe bei -20 °C zur Lagerung eingefroren.

Tabelle 13 Verwendete Stimulanzien fiir HEK-Zell Stimulation

Stimulanz Konzentration im Well
Flagellin UP Konzentration (100 ng/ul)
EcN MOI 10

EcN delta F1iC MOI 10

CS 222 MOI 10

CS 238 MOI 10

CS 228 MOI 10

CS 224 MOI 10

CS 233 MOI 10

CS 247 MOI 10

CS 250 MOI 10

CS 248 MOI 10

CS 221 MOI 10

CS 220 MOI 10

CS 243 MOI 10

CS 223 MOI 10
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CS 227 MOI 10

CS 239 MOI 10
CS 234 MOI 10
CS 246 MOI 10
CS 244 MOI 10
CS 225 MOI 10
CS 235 MOI 10
CS 236 MOI 10
CS 231 MOI 10
CS 240 MOI 10
CS 249 MOI 10
CS 245 MOI 10
CS 241 MOI 10
CS 242 MOI 10
CS 222 pHP45Q catR MOI 10
CS 238 pHP45Q catR MOI 10

2.3.2. Murine knochenmarkabgeleitete dendritische Zellen (bone marrow derived dendritic

cells (mBMDCs))

2.3.2.1.  Kultivierung und Differenzierung von mBMDCs

Zur Untersuchung des Einflusses der Bakterienstimme auf die Maturation unreifer BMDCs
und deren Immunantwort, wurden aus Knochenmarkzellen murine BMDCs differenziert.
Hierfiir wurden die muriner knochenmarkabgeleiteter dendritische Zellen (BMDCs) von
Wildtyp-Méusen sowie von TLR5 Knock-out- und TLR2/4 Knock-out-Méusen (TLR2/47~ und
TLR57) verwendet. Die Miuse wurden durch CO, Zufuhr und zervikaler Dislokation getotet.
AnschlieBend wurden Femur und Tibia entnommen, vollstdndig von Muskel- und Bindegewebe
befreit, an beiden Enden erdffnet und das Knochenmark mithilfe einer sterilen Kaniile mit PBS
ausgespiilt. Das gewonnene Knochenmark wurde in sterilem PBS gesammelt, die
Zellsuspension anschliefend durch ein 100pm Sieb filtriert und bei RT fiir 5 min bei 400 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 10ml vorgewérmten DC-

Medium aufgelost. Die Zellen der gleichen Mauslinie wurden zusammengefithrt und mit
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Trypanblau gefarbt. Die lebenden (ungefirbten) Zellen wurden ausgezdhlt, in einer
Konzentration von 2x10° Zellen pro Petrischale in einem Volumen von 10 ml Medium ausgesit
und bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Nach vier Tagen wurden jeweils 10ml angewdrmtes DC
Medium hinzugefiigt, um die Zellkultur mit frischen Néhrstoffen zu versorgen. An Tag 6 der
Kultivierung erfolgte ein weiterer Mediumswechsel. Dazu wurde aus jeder Petrischale 10ml
des alten Mediums entnommen und in 50 ml Falcons gepoolt. die Falcons wurden bei 400 g fiir
5 min zentrifugiert und anschlieBend das Zellpellet in DC Medium resuspendiert, auf die
Petrischalen verteilt und jeweils 10 ml frisches DC Medium hinzugefiigt. Parallel wurden am
selben Tag Ubernachtkulturen der fiir die Versuche vorgesehenen Bakterienstimme angesetzt,

um die anschliefenden Stimulationsexperimente vorzubereiten.

2.3.2.2.  Stimulation von mBMDCs

Am siebten Kultivierungstag wurden die mBMDCs vorsichtig mit sterilen Zellschabern aus den
Petrischalen geldst und die Zellsuspension in 50 ml Falcons gesammelt. Zellen einer Mauslinie
wurden gepoolt und anschlieBend bei 400 g fiir 5 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 10 ml frischem DC Medium resuspendiert. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt unter denselben Bedingungen wurde das entstandene Pellet
erneut in 10 ml DC Medium resuspendiert und die Zellen gezdhlt. Zur Vorbereitung auf die
Stimulation der Zellen mit Bakterien wurden die Zellen in 12-Well Platten in einer
Konzentration von 10° Zellen pro ml pro Well ausgesét. Um Bakterienwachstum zu vermeiden
und die MOI konstant zu halten, wurden 1 pl Gentamicin pro Well zugesetzt. Nach einer 1-
stiindigen Inkubationszeit bei 37 °C und 5 % CO», wurden die Zellen fiir 24 h nach Tabelle 12
mit Bakterienstimmen stimuliert. Nach Ablauf der Stimulation wurden die Zellen erneut mit
einem sterilen Zellschaber abgeldst und in 1,5 ml Eppendorfgefidf3e iiberfiihrt. Ein letztes Mal
wurde bei 400 g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand in 2ml EppendorfgefiBe fiir spitere
ELISA-Analysen bei -20 °C eingefroren. Die Zellpellets wurden fiir durchflusszytometrische

Analysen verwendet.

Tabelle 14 Verwendete Stimuli fiir Zellen der Mauslinien WT, TLR5-/- und TLR2/4-/-

Stimulanz Konzentration
Flagellin Ultrapure 100 ng/ml
Flagellin Ultrapure 1000 ng/ml

37



EcN

EcN

EcN delta FliC
EcN delta FliC
CS 222

CS 222

CS 238

CS 238
MOCK
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MOI 10
MOI 1
MOI 10
MOI 1
MOI 10
MOI 1



2.3.2.3. Mausmodell mit DSS-induzierter Kolitis

Zur Untersuchung der Mechanismen, die zur Pathogenese und Therapie chronisch-
entziindlicher Darmerkrankungen beitragen konnen, wurden verschiedene Tiermodelle
etabliert, die akute oder chronische Entziindungsprozesse des Darms nachbilden. Eines der am
hiufigsten verwendeten Modelle ist die durch Dextran-Sodium-Sulfat (DSS) induzierte Kolitis
im Mausmodell. Dieses Modell zeichnet sich vor allem durch seine Reproduzierbarkeit, ihrer
Einfachheit in der Ausfiihrung und den Ahnlichkeiten zu humanen entziindlichen
Darmerkrankungen aus'®®. DSS ist ein sulfoniertes Polysaccharid mit einer Molekiilgrofe
zwischen 5-1400 kDa. Der genaue Mechanismus einer durch DSS induzierten Kolitis ist bis
heute nicht vollstindig geklart. Die Gabe von DSS fiihrt jedoch zu einer Schidigung der
epithelialen Darmbarriere, wodurch die Permeabilitit fiir luminale Bakterien in tiefere
Darmschichten erhoht wird'®” und mikrobiell getriggerte Entziindungsreaktionen in der
Mukosa ausgelost werden konnen. Durch dieses Modell ist es mdglich, die Prozesse des
angeborenen Immunsystems unter reproduzierbaren, definierten Rahmenbedingungen zu
untersuchen. Fiir die vorliegende Arbeit wurden ausschlieBlich weibliche Méuse gleichen
Alters und &dhnlichen Gewichts (durchschnittlich 19-21g) verwendet. Nach der
Akklimatisierungsphase wurden die Tiere in vier Gruppen mit jeweils fiinf Tieren aufgeteilt.
Bei der Gruppenaufteilung wurde darauf geachtet, dass die Méuse durch individuelle,
duBerliche Merkmale wie Pigmentierung des Schwanzes eindeutig unterscheidbar waren. Die
Haltung der Tiere erfolgte in der Tierhaltungseinrichtung der Hals-Nasen-Ohrenklinik der
Universitét Tiibingen.

Gruppe 1 diente als Kontrollgruppe und erhielt iiber den Verlauf des Experiments
ausschlieBlich DSS im Trinkwasser, beginnend am Tag 7. Die Gruppen 2, 3 und 4 erhielten ab
Tag 7 ebenfalls 2,5% DSS im Trinkwasser, wurden jedoch zusdtzlich mit unterschiedlichen
E.coli Stammen kolonisiert:

Gruppe 2: E.coli Nissle 1917

Gruppe 3: E.coli Isolat CS 222 pHP45Q catR

Gruppe 4: E.coli Isolat CS 238 pHP45Q catR

Die Bakterien wurden in einer Konzentration von 5x10%® Bakterien/ml im Trinkwasser
verabreicht. Die Tiere der Gruppen 2, 3 und 4 erhielten bereits drei Tage vor Beginn der DSS-
Gabe kontinuierlich das bakterienhaltige Trinkwasser, um eine stabile Besiedelung des Darms

zu gewihrleisten. Die Trinkwasserlosung wurde in allen Gruppen alle 2-3 Tage frisch angesetzt.
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Am Tag vor einem Trinkwasserwechsel wurden Ubernachtkulturen der Bakterien nach 2.2.4.
vorbereitet. Ab Tag 7 erfolgte die tigliche Erhebung des Disease-Activity-Index!®%1% (DAI)
entsprechend Tabelle 14, ergénzt durch die tdgliche Gewichtskontrolle. An Tag 2 und Tag 8
wurden die Tiere in frische Kéfige umgesetzt und am Tag 10 ausgeschleust. (Abbildung 5)

Tabelle 15 DAI (Disease activity index) Score

Kriterium Beurteilung
Leichte Starke
Schonhaltung und
Einschrankung Einschridnkung
Haltung Normal kaum Bewegung oder
Bewegung Bewegung
Aktivitdt
Aktivitdt Aktivitdt
0,0 1,0 2,0 3.0
Fell Glattes Fell =~ Leicht zerfranst Stark zerfranstes Fell
0,0 2,0 3,0
Blut im Stuhl = Kein Blut im Stuhl
0,0 3,0
Stuhl-
Normal Weich Diinnfliissig Waissrig
konsistenz
0,0 1,0 2,0 3,0
After Normal Entziindet Blutig Stark Blutig
0,0 1,0 2,0 3,0

Am Tag der Préparation wurden die Miuse ein letztes Mal geméf des DAI Score beurteilt und
das Gewicht dokumentiert. AnschlieBend wurden die Tiere durch CO> Zufuhr und Dislokation
der Halswirbelsdule getdtet. Die Milz und mesenteriale Lymphknoten wurden entnommen und
das Kolon in seiner ganzen Linge abgesetzt. Milz und Lymphknoten wurden in 15ml Falcons

mit PBS/FCS auf Eis gelagert. Die Kolonldnge wurde vollstindig gemessen.

2.3.2.4.  Isolation der Lamina propria Zellen des Kolons
Aus den gewonnen Kolonprédparaten wurden von oral nach aboral jeweils ein Kolonstiick fiir

histologische Schnitte und ein Kolonstiick (0,5 cm) zur Bestimmung der Zytokinkonzentration
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entnommen. Zusdtzlich wurden zwei Stuhlproben aus dem Kolon entnommen. Das restliche
Kolon wurde der Lange nach aufgeschnitten, in Ca?*/Mg?*-freiem PBS + 1 %. FCS gesiubert
und in etwa 1,5 cm lange Stiicke geschnitten. Die Stuhlproben wurden auf antibiotikahaltigen
Endoplatten ausplattiert, um die Menge der iiber das Trinkwasser verabreichten Bakterien in
koloniebildenden Einheiten (CFU) zu bestimmen.

Die Zellen aus Milz und Lymphknoten wurden durch ein 100 pm Sieb filtriert, in einem 50 ml
Falcon gesammelt und bei 400 g fiir 5 min zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 1
ml HBSS Medium resuspendiert und fiir weitere Analysen bei 4 °C gelagert.

Die gereinigten Kolonsegmente wurden in 50 ml Flaschen mit 30 ml vorgewérmten
Separationsmedium gegeben und bei 37 °C fiir 20 min unter Riihren inkubiert. Im Anschluss
wurden die Gewebesuspensionen gevortext und durch ein 100 um Zellsieb filtriert, um die
Epithelzellen zu entfernen. Der Durchfluss wurde verworfen, wiahrend die im Sieb gesammelten
Darmstiicke erneut in 30 ml frischem Seperationsmedium inkubiert wurden (zweimalige
Wiederholung, jeweils 20 Minuten bei 37 °C).

Die so behandelten Gewebestiicke wurden anschlieBend mechanisch zerkleinert und in 50 ml
Flaschen mit vorgewarmten RPMI Medium + 10 % FCS, Collagenase und DNAse gegeben,
um das Gewebe enzymatisch weiter zu zerkleinern und um letztendlich die Lamina propria
Zellen des Kolons zu gewinnen. Nach einer 15-miniitigen Inkubation bei 37 °C unter
konstantem Riihren wurde die entstandene Zellsuspension erneut durch ein 100 um Zellsieb
filtriert. Diesmal wurde der Durchfluss gesammelt, mit gekiihltem HBSS Medium auf 50 ml
aufgefiillt und bei 400 g fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Das dadurch entstandene Zellpellet
wurde mit 50 ml kaltem HBSS Medium gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde
zur Zellzahlbestimmung in Iml HBSS Medium geldst und fiir weitere Analysen bei 4 °C
gelagert. Die Lamina propria Zellen fiir die T-Zellfarbung wurden in T-cell activation cocktail

inkubiert und anschlieBend bis zur weiteren Analyse gekiihlt gelagert.

2.3.2.5.  Zytokinproduktion

Um die Zytokinproduktion der Darmzellen der unterschiedlichen Gruppen zu vergleichen
wurde jeder Maus jeweils ein Stiick Colon entnommen und in 1 ml Zytokinmedium auf einer
12-well Platte inkubiert. Nach 72 h wurde der Uberstand abgenommen und bei RT, bei 400 g

fiir 5 min zentrifugiert. Beim entstandenen Uberstand wurde der Proteingehalt mithilfe des
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Pierce BCA Protein Assay Kit bestimmt und anschlieBend in 2 ml Eppendorfgefia3e bei -20 °C

fiir weitere Analysen eingefroren.

2.3.2.6.  Histologischer Colitis Score

Am Tag der Ausschleusung wurden den Méusen das Kolon entnommen und histologische
Schnitte in H&E Farbung gefertigt (Abbildung 7B). Die Beurteilung der Schnitte erfolgte
mikroskopisch und die Bewertung anhand eines standardisierten Histological Colitis Score
(HCS)!7%17! 'Tn die Bewertung flossen die Integritéit der Kryptenarchitektur, das Vorliegen
von Ulzerationen sowie das Ausmall der mukosalen Infiltration durch Entziindungszellen ein.
Der niedrigste Score lag in jeder Kategorie bei 0 Punkten (physiologischer Zustand) und

maximal bei 3 Punkten (stark entziindlich verdndert). (vgl. Tabelle 16)

Tabelle 16 Histological Kolitis Score

Kriterium Score (0-3) Beschreibung
Architektur der Krypten 0 Intakt — keine Verdnderungen
1 Leichte Verdnderungen, geringfiigige Verzerrung
2 Deutliche Veranderung, mehrere Krypten
betroffen
3 Massive Zerstorung oder Verlust der
Kryptenstruktur
Mukosale Entziindungszellen 0 Keine Infiltrate — normales Erscheinungsbild
1 Leichte Infiltration — vereinzelte
Entziindungszellen
2 MaiBige Infiltration — diffuse Zellansammlungen
in der Mukosa
3 Stark ausgeprégte Infiltration — dichte
Zellinfiltrate auf ganzer Flache
Ulzera / Erosionen 0 Keine Erosionen oder Ulzera
1 Leichte Erosion — wenige oberfldchliche
Lisionen
2 Ausgeprigte Ulzera — tiefer oder gro3er, mehrere
Bereiche betroffen
3 Massive Ulzeration — weitflachige Erosionen
iiber grofle Abschnitte
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2.4.  Immunologische Methoden
2.4.1. Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

2.4.1.1. Interleukin 8 (IL-8) ELISA

Der Capture-Antikorper wurde in Binding-Solution geldst und jeweils 50ul pro well in eine 96-
well-Platte mit Flachboden von Nunc pipettiert und anschlieBend bei 4°C iiber Nacht inkubiert.
Eine 96-well Platte wurde mit 50ul Capture-Antikorper pro well iiber Nacht bei 4°C gecoatet.
Am nidchsten Tag wurde die Platte gewaschen und mit Blocking Puffer fiir 1-2h bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde die Platte gewaschen und Standard und Proben aufgetragen und
fiir weitere 2h inkubiert. Der Detection-Antikorper wurde vorbereitet und nach einem weiteren
Waschvorgang auf die Platte aufgetragen. Nach 1h Inkubationszeit und einem Waschzyklus
wurde die Konjugatlosung aufgetragen und die Platte erneut fiir 1h inkubiert und anschlieBend
gewaschen, bevor die Substratlosung hinzugegeben wurde. Nach 20-60min bei 37°C und
Dunkelheit wurde die optische Dichte im ELISA Infinite F50 Absorbance Microplate Reader

bei einer Referenzwellenlénge von 405nm gemessen.

24.1.2. IL-1B, IL-6, IL-10, Tumor nekrose faktor oo (TNFa) ELISA
Die ELISAs wurden nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.4.2. Proteinkonzentrationsbestimmung
Die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit nach

Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.4.3. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde eingesetzt, um die aus der Lamina propria des Kolons
isolierten Zellen hinsichtlich ihrer Zusammensetzung zu charakterisieren. Dabei erfolgte die
Identifizierung und Quantifizierung spezifischer Immunzellpopulationen, einschlieBlich
regulatorischer T-Zellen (Tregs) sowie Thl-, Th2- und Thl7-Zellen und neutrophiler
Granulozyten. Die Zellen wurden zundchst anhand ihrer zelluldren Grofe und Granularitét
vorselektiert und anschlieBend mithilfe fluoreszenzgekoppelter ~Antikorper gegen

populationsspezifische Oberflaichenmarker und intrazelluldre Proteine geférbt.
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Durch die kombinierte Analyse dieser Parameter konnten die unterschiedlichen

Zellpopulationen eindeutig klassifiziert und quantifiziert werden.

Zellfixierung

Bevor die Zellen in 300 ul FC-Block Losung resuspendiert wurden, um unspezifische
Bindungsstellen auf der Oberfliche zu blockieren, wurden die Zellen bei 400 g fiir 5 min
zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 15 min
bei 4 °C inkubiert. Zu jedem Eppendorfgefdl mit Zellen wurde 1,5 ml PBS/FCS hinzugegeben
und ein weiteres Mal bei 400 g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, jedes
Pellet in 200 pl Cytofix/Cytoperm zur Fixierung resuspendiert und anschlieend fiir 20 min bei
RT inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt, bei dem in jedes Eppendorfgefdl 1,5 ml
PBS/FCS pipettiert und ein letztes Mal bei 400 g fiir 5 min zentrifugiert wurde. Der Uberstand
wurde verworfen und die Pellets in 200 pl Perm/Wash Medium bis zur Farbung im Kiihlschrank

gelagert.

Zellfarbung

Zur Féarbung der Zellen wurden diese durchmischt und gleichméBig in einem Volumen von 100
ul auf 96-V-Bottom Platten verteil. Der Antikérper-Mastermix wurden nach den Tabellen 17,
19 und 21 angesetzt und 50 pl in jedes Well pipettiert, mit Ausnahme der Wells mit
Kontrollzellen. Kontrollzellen wurden nach den jeweils einzelnen, in Tabelle 18, 20 und 22
aufgefiihrten Antikorpern inkubiert. Die Zellen wurden fiir 30 min bei 4 °C inkubiert und
anschliefend bei 400 g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die Zellen
wurden mit 150 ul Perm/Wash resuspendiert und anschlieBend erneut zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Die entstandenen Zellpellets wurden in 80 ul PBS/1%FCS
resuspendiert, in FACS-Tubes iiberfiihrt und am gleichen Tag analysiert.

Tabelle 17 Antikérper Mastermix fiir regulatorische T-Zellen

Medium/Antikorper Konzentration [ul pro Sample]
PBS/FCS -

CD19 Bv421 0,5

CD4 BV605 0,5

FoxP3 AF647 1

44



CD25 PerCP-Cy5.5

IL10 PE

Tabelle 18 Kontrollfirbung fiir regulatorische T-Zellen

Name

K1
K2
K3
K4
KS
K6
K7
K8
K9
K10
K11

Tabelle 19 Antikérper Mastermix fiir Thi Zellen, Th2-Zellen und Thi7-Zellen

Medium/Antikorper

PBS/FCS
CD19 Bv42
CD4 BV605

Zellen

Pool
Pool
Pool
Pool
Pool
Pool
Pool
Pool
Pool
Pool
Pool

1

IL17A APC-Cy7
IFNy PE-Cy7

IL4 PE
CD3 APC

CDI19
BV421
0,5

0,5
0,5
0,5
0,5

CD4

0.5

BV605

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

FoxP3
AF647

0,5

0,5

0,5

0,5
0,5

CD25 PerCP-
Cy5.5

0,5
0,5
0,5
0,5

0,5

IL10 PE

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

Konzentration [ul pro Sample]

0,5
0,5
1
1
1
0,5
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Tabelle 20 Kontrollfirbung fiir Thl Zellen, Th2-Zellen und Th17-Zellen

Name

K1
K2
K3
K4
KS
K6
K7
K8
K9
K10
K11
K12
K13

Zellen

Pool
Pool
Pool
Pool
Pool
Pool
Pool
Pool
Pool
Pool
Pool
Pool
Pool

CD19
BV421

0,5

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

CD4

BV605

0,5

0,5

0,5
0,5
0,5
0,5

IL17A
APC-Cy7

0,5

0,5
0,5

0,5
0,5
0,5

IFNy PE
Cy7

Tabelle 21 Antikérper Mastermix fiir regulatorische DCs und Neutrophile Granulozyten

Medium/Antikorper

PBS/FCS

CDl1lc PE-Cy7
CDI11b FITC
MHC-II APC
CD103 BV510

Grl PE

CD4 APC-H7
CD19 Bv421
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IL4 PE

0,5

0,5
0,5
0,5
0,5

0,5

Konzentration [ul pro Sample]

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

CD3
APC

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5



Tabelle 22 Kontrollfirbung fiir regulatorische DCs und Neutrophile Granulozyten

Name Zellen CDllc CDI11b MHC-II CD103 Grl CD4 CD19
PE-Cy7  FITC APC BV510 PE  APC-H7 BVA421

K1 Pool - - - - - -

K2 Pool 0,5 - - - - - -
K3 Pool - 0,5 - - - - -
K4 Pool - - 0,5 - - - -
K5 Pool - - - 0,5 - - -
K6 Pool - - - - 0,5 - -
K7 Pool - - - - - 0,5 -
K8 Pool - - - - - - 0,5
K9 Pool - 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
K10  Pool 0,5 - 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
K11  Pool 0,5 0,5 - 0,5 0,5 0,5 0,5
K12  Pool 0,5 0,5 0,5 - 0,5 0,5 0,5
K13  Pool 0,5 0,5 0,5 0,5 - 0,5 0,5
K14  Pool 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 - 0,5
K15 Pool 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 -

Als Kontrollfarbung dienten ungeférbte Zellen sowie gefarbte Zellen mit jeweils einem
Fluoreszensfarbstoff (single stain control). Als weitere Kontrolle diente eine Farbung nach
FMO Schema (fluorescence minus one). Zunichst wurden im Forward-Side-Scatter (FSC vs.
SSC) Zelltriimmer von intakten Zellen getrennt. AnschlieBend erfolgte die
Ausschlusskontrolle von Dubletten durch den Vergleich der Signalh6he (FSC-H) mit der
Flache unter der Signalkurve (FSC-A). Alle weiteren Analysen erfolgten ausschlieBlich mit
viablen Zellen. Unter Verwendung der jeweiligen FMO-Kontrollen wurden
populationsspezifische Marker prazise definiert und die entsprechenden Subpopulationen
identifiziert. Die populationsspezifischen Marker wurden nach Literatur und
Herstellerangaben ausgewihlt. Die resultierenden Zellpopulationen wurden quantitativ
ausgewertet, wobei sowohl absolute Zellzahlen als auch prozentuale Anteile berechnet
wurden. Die Datenanalyse erfolgte mit den Programmen FlowJo V10 (BD Biosciences) und

GraphPad Prism (GraphPad Software, USA). Die statistische Analyse und grafische
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Darstellung der Ergebnisse erfolgte in GraphPad Prism. Die statistische Analyse erfolgte
mittels ANOVA zum Vergleich der verschiedenen Gruppen; ein p-Wert von < 0,05 wurde als

statistisch signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Die Lange der fliC-Sequenz variiert in E.coli Isolaten gesunder Probanden

Da angenommen wird, dass die Lénge der fliC-Sequenz bei E.coli Stimmen einen wesentlichen
Einfluss auf deren probiotisches Potenzial im Menschen haben kann®, wurden zunéchst
unterschiedliche Escherichia coli Stimme (Tabelle 23) aus Stuhlproben gesunder Probanden
isoliert und von Thomas Hagemann, Doktorand der Arbeitsgruppe Frick, mittels MALDI-TOF-
Analyse und 16S-rRNA-PCR analysiert. Zur Charakterisierung der Flagellin-
aminosduresequenz erfolgte eine Analyse der Sequenzen mithilfe der ,,Bacterial Analysis
Pipeline* des ,,Center for genomic epidemiology* (CGE). Die Flagellin-Gene (fiC) wurden
anschlieBend mithilfe der Software Artemis durch BLAST-Analysen identifiziert und
extrahiert. Ziel war es, die vollstindige Aminosiuresequenz des Flagellins der einzelnen Isolate
zu bestimmen und miteinander zu vergleichen. Die Analysen zeigten, dass die Lange der fliC-
Sequenzen zwischen den einzelnen Isolaten stark variierte. Insgesamt lag die Lange zwischen
349 und 597 Aminosduren. Die fliC-Sequenzlidnge des probiotischen Referenzstamm EcN
betrug 595 Aminoséuren.

Die Stamme CS221, CS223, CS227, CS233, CS234, CS235, CS238, CS239, CS240, CS241,
CS242, CS246, CS247, CS248, CS249 und CS250 wiesen fliC-Sequenzlingen zwischen 500
und 597 Aminosduren auf und lagen damit im oberen Léngenbereich aller untersuchten
Stimme. Die Stimme CS224, CS225 und CS244 lagen mit einer fliC-Sequenzlidnge zwischen
400 und 500 Aminosduren im mittleren Lédngenbereich. Die tibrigen Stimme CS222, CS228,
CS231, CS236, CS243 und CS245 lagen mit zwischen 300 und 400 Aminoséduren im unteren

Langenbereich.

Tabelle 23 Bakteriencharakterisierung und fliC-Sequenzlinge Benennung nach Stammsammlung des Instituts fiir
medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Tiibingen (CS-Nummer) und offizieller Bakterienstammbezeichnung nach
,,Centrum for Genomic Epidemiology (CGE). Die durch die Durchfithrung einer Ganzgenomsequenzierung (WGS)
erhaltenen Sequenzdaten wurden mithilfe der bakteriellen Analyse-Pipeline des CGE ausgewertet.

Isolat Bakterienstamm Genetisch codierte Resistenzen Grofie des
nach CGE Flagellins (AS

EcN E.coli Nissle 1917 Chloramphenicol 595

CS221 E.coli [ST-73] / 597

CS222 E.coli [ST-10] Aminoglykosid, Sulfonamid, B-Lactam 349

CS223 E.coli [ST-69] Tetrazyklin, B-Lactam 554
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CS224

CS225

CS227

CS228

CS231

CS233

CS234

CS235

CS236

CS238

CS239

CS240

CS241

CS242

CS243

CS244

CS245

CS246

CS247

CS248

CS249

CS250

50

E.coli [ST-5308]
E.coli [ST-10]
E.coli [ST-399]
E.coli [ST-10]
E.coli [ST-10]
E.coli [ST-73]
E.coli [ST-95]
E.coli [ST-394]
E.coli [ST-131]
E.coli [ST-1249]
E.coli [ST-95]
E.coli [ST-127]
E.coli [ST-127]
E.coli [ST-3075]
E.coli [ST-131]

E.coli [ST-8184]

/

Aminoglykosid, Sulfonamid

/

B-Lactam

Aminoglykosid, Makrolid, Sulfonamid,
Trimethoprim, Tetrazyklin, f-Lactam

/

Aminoglykosid, Sulfonamid, f-Lactam
/

Tetracycline

Trimethoprim, Tetracycline, Phenicol
Aminoglykosid, Makrolid, Sulfonamid,

Trimethoprim, Tetrazyklin, f-Lactam
/

E.coli [Unknown ST] /

E.coli [ST-95]
E.coli [ST-73]
E.coli [ST-5296]
E.coli [ST-95]

E.coli [ST-1249]

/

/

486

420

595

349

349

595

585

554

349

550

585

555

555

570

349

436

349

585

597

576

585

550



3.2.  Ausgeprigte Unterschiede im Schwirmverhalten zwischen den

unterschiedlichen E.coli-Isolaten

Fiir wachsende Bakterienkolonien ist die Fahigkeit sich auf Oberflachen oder Fliissigkeiten
auszubreiten essenziell, um sich entlang des Nihrstoffangebotes fortzubewegen, die Kolonie
zu vergroBern oder neue Nischen zu besiedeln®?. Dabei wird zwischen Fortbewegung in
flissigem Medium (Schwimmen) und Fortbewegung auf Oberflichen (Schwirmen)
unterschieden®-*2172, Voraussetzung fiir beide Formen der Fortbewegung ist die Ausbildung
von funktionsfihigen Flagellen®!°. Zur Uberpriifung der Flagellenfunktionalitit wurde ein

sogenanntes ,Swarming Assay‘ durchgefiihrt. Hierbei wurden die E.coli Stimme auf 0,3% LB-

Agar Platten aufgetragen und nach 24 h Inkubation das Ausbreitungsverhalten durch Messung
des Schwarmhofs erfasst (Abb. 1).

A

10

Schwarmartige Ausbreitung in cm

Abbildung 1 Schwarmartige Ausbreitung der E.coli Stimme auf LB-Agarplatten A Untersuchung des schwarmartigen
Ausbreitungsverhaltens der E.coli Stimme in cm nach 24 h Inkubation auf 0,3% LB-Agar Platten. Ergebnisse beruhen auf 5
Replikate pro Stamm, gezeigt ist der Median. B Exemplarische Beispiele von niedrigem, mittlerem und hohem

Schwirmverhalten auf 0,3 % LB-Agar Platten
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Alle aus den Stuhlproben der gesunden Probanden isolierten Staimme, sowie auch EcN wurden
untersucht. Dieser zeigte mit durchschnittlich 7,5cm einen ausgepriagten Schwarmhof und z&hlt
damit zu den Stimmen mit hohem Schwirmverhalten. Als eine Negativkontrolle diente der

Stamm CS17AfIiC, bei dem das fliC-Gen deletiert wurde und somit keine Flagellenbildung

erfolgt. CS17AfliC zeigte erwartungsgemil kein Schwirmverhalten.

Die Abbildung I A verdeutlicht die erheblichen Unterschiede im Schwérmverhalten zwischen
den einzelnen Stimmen. Die Durchmesser der Schwarmhofe variierten zwischen 0 cm (keine
Ausbreitung, Verharren der Bakterien am Inokulationspunkt) und bis zu 9cm (maximaler
Durchmesser der Agarplatte).

Eine vollstindige Ausbreitung bis zum Rand der Agarplatten (9cm) zeigten die Stimme CS221,
CS223, CS224, CS227, CS228, CS234, CS238, CS238 pHP45() catR, CS243, CS244, CS246,
CS247, CS248 und CS250.

Ein mittleres Schwiarmverhalten mit einem Schwarmhof-Durchmesser von durchschnittlich 6-
8,5cm wiesen die Stimme CS233, CS235, CS218, CS239, CS216, CS220, CS215, CS236 und
CS217 auf.

Ein niedriges Schwarmverhalten mit durchschnittlichen Schwérmhofen von 0,5-3cm zeigten
die Staimme CS249, CS225, CS219 und CS231.

Kein Schwarmverhalten zeigen die Stimme CS222, CS222 pHP45Q catR, CS240, CS241,
(CS242, CS245, sowie die Negativkontrolle CS17AfIiC.

Ein Vergleich der Originalstimme mit ihren Chloramphenicol-resistenten Klonen (CS222
pHP45Q catR und CS238 pHP45Q catR) ergab keine Unterschiede im Schwirmverhalten.
Wihrend CS238 und CS238 pHP45€ catR ein ausgeprégtes Schwarmverhalten zeigten, wiesen
CS222 und CS222 pHP45Q catR keinerlei Schwarmaktivitdt auf. Somit konnte ausgeschlossen
werden, dass der Transformationsvorgang mit dem Chloramphenicolresistenz-Plasmid das

Schwirmverhalten beeinflusst.
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3.3.  E.coli Isolate zeigen ein variables TLRS5-Rezeptoraktivierungspotenzial in

hTLRS5- und mTLR5-HEK-Zellen

Das bakterielle Protein Flagellin ist ein natiirlicher Ligand des TLRS. Nach Bindung an TLRS
werden Signalkaskaden ausgelost, welche unter anderem den NF-kB Signalweg
aktivieren>®’%1%> Die Bindung von Flagellin bewirkt tiber Dimerisierung des Rezeptors und der
Rekrutierung des Adapterproteins MyD88 die Auslosung von Signalkaskaden, die iiber die
Aktivierung von IRAK-Kinasen und TRAF6 zur Translokation von NF-kB fiihrt. Dies resultiert
in der Freisetzung verschiedener Mediatoren, wie beispielsweise Interferon-y und
Interleukinen, sowie weiteren proinflammatorischen Zytokinen, welche eine Modulation der
Immunantwort bewirken®?>°®. Diesen Ablauf machten wir uns zunutze, um das TLRS5-
Rezeptoraktivierungspotenzial der verschiedenen E.coli Stimme miteinander zu vergleichen.
Hierzu wurden humane und murine HEK-Zellen verwendet, welche TLRS {iberexprimieren.
Die Stimulation durch die E.coli Stimme resultierte {iber Aktivierung des NF-kB Signalweg in
einer IL-8-Sekretion, die als funktioneller Read-out fiir die TLR5-Aktivierung diente. Zur
Stimulation wurden die zuvor isolierten E.coli-Stimme aus den Stuhlproben gesunder
Probanden eingesetzt (Tabelle 13). Die TLR5-HEK-Zellen wurden gemil3 Abschnitt 2.2.1
angeziichtet, ausgesdt und anschlieend iiber 24 Stunden mit den jeweiligen Bakterienstimmen
stimuliert. Nach der Stimulation wurde der Zelliiberstand entnommen und die IL-8
Konzentration mittels ELISA-Analyse bestimmt. Die Ergebnisse (Abbildung 2A) wurden zur
besseren Vergleichbarkeit auf den Wert des Referenzstammes EcN normiert. Dadurch war ein
direkter Vergleich des TLRS5-Aktivierungspotenzials der kommensalen Stimme mit EcN

moglich.
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Abbildung 2 HEK 293 h/m TLRS Stimulation mit E.coli Isolaten | HEK 293 Zellen mit {iberexprimierten humanen (hTLRS)
oder murinen (mTLRS5) TLRS wurden mit E.coli Isolaten aus Stuhlproben gesunder Probanden (MOI 10) sowie mit ultrapurem
(UP) Flagellin von Salmonella Typhimurium in einer Konzentration von 100 pg/ml stimuliert. Nach 24h Inkubation wurden
die Uberstinde abgenommen und die IL-8 Konzentration mittels ELISA-Analyse bestimmt. Anzahl der Replikate = 5,
dargestellt wird der Durschnitt, die Fehlerbalken zeigen die Standartabweichung. A IL-8-Konzentrationen auf EcN normiert.
B VergroBerte Darstellung ausgewihlter Isolate, die aufgrund ihrer Ahnlichkeit oder Abweichung im Vergleich zu EcN
hinsichtlich der IL-8-Sekretion fiir weiterfithrende in vitro und in vivo Versuchen ausgewéhlt wurden, einschlieBlich der mit

Chloramphenicolresistenz transformierten Varianten.

Die Stimulation der mit TLRS5-iliberexprimierten HEK-Zellen mit unterschiedlichen E.coli
Isolaten fiihrte zu variablen IL-8-Konzentrationen in den abgenommenen Zelliiberstinden. Es
konnten sowohl Stimme identifiziert werden, die eine hohere, als auch solche, die eine
niedrigere IL-8-Sekretion im Vergleich zum Referenzstamm EcN induzierten. Die Stimulation
mit Flagellin ultrapure (UP) zeigte ein vergleichbar hohes Signal wie EcN. Der als
Negativkontrolle eingesetzte Stamm CS17AfliC wies bei den murinen TLR5-HEK-Zellen kein
Signal auf und zeigte bei den humanen TLR5-HEK-Zellen lediglich ein sehr niedriges Signal.

Es zeigten sich deutliche Unterschiede in der IL-8 Sekretion bei Verwendung identischer E.coli
Stimme als Stimulanz zwischen den murinen und humanen TLR5-HEK-Zellen. Trat generell
ein erhohtes Signal auf, zeigten sich die Signale der murinen hoher als der humanen TLRS-
HEK-Zellen. Umgekehrt lagen bei niedrigem Signal im Vergleich die Signale der humanen
hoher als der murinen TLRS5-HEK-Zellen. Die Auswahl der Stimulanzien fiir weiterfiihrende
Untersuchungen wurde anhand der IL-8-Signale getroffen (Abb.2B). Fiir die weiteren Versuche
wurden insgesamt sieben Stimulanzien ausgewéhlt: Flagellin UP, CS17AfliC, CS238, CS222,
die mit Chloramphenicolresistenz transfizierten Klone CS222 pHP45Q catR und CS238
pHP45Q catR und EcN. Diese Stimme wurden in den anschlieBenden in vitro und in vivo

Versuchen (3.4 und 3.5) weiterverwendet.

Die Transformation der Stimme CS222 und CS238 mit einer Chloramphenicolresistenz diente
zur besseren Selektivitit und Nachverfolgung der Kolonisation im in vivo Versuch. Der
Vergleich, zwischen den pri- und posttransfizierten Stimme zeigt, dass die Ubertragung der
Resistenz keinen Einfluss auf das TLRS5-Aktivierungspotenzial hat. CS222 und CS238

unterscheiden sich hinsichtlich der IL-8-Sekretion nicht von ihren transfizierten Derivaten.

55



Zur genaueren Untersuchung eines moglichen Zusammenhangs zwischen der Stirke der TLRS-
Rezeptoraktivierung und den protektiven Effekten auf intestinale Entziindungsreaktion,
wurden, unter Miteinbeziehen der Liange der fliC-Sequenz, zwei Isolate fiir weiterfiihrende
Versuche ausgewdhlt. Der Stamm CS238 wurde auf Grund der hohen IL8-Sekretion (hohes
TLRS5-Aktivierungspotenzial, langer fliC-Sequenz) und CS222 aufgrund seiner niedrigen ILS8-
Sekretion (niedriges TLRS5-Aktivierungspotenzial, kurze fliC-Sequenz) ausgewéhlt.

Ziel war es, durch diese Auswahl gezielt die Unterschiede der TLRS5-Aktivierungspotenziale
und die damit verbundene immunologischen Wirkung aufzuzeigen und die Ergebnisse in

direkten Vergleich zum probiotischen Effekt von EcN zu setzen.

3.4. TLR5-abhingige und TLR2/4-abhingige Effekte ausgewahlter E.coli Stimme in
BMDCs

Nach der Charakterisierung der E.coli-Stimme und Untersuchung auf ihr TLRS-
Aktivierungspotenzial in iiberexprimierten TLRS5-HEK-Zellen, bestand der nédchste Schritt
darin, deren Wirkung auf primédre Immunzellen zu untersuchen. Es wurden hierzu murine
knochenmarksabgeleitete dendritische Zellen (BMDCs) verwendet. Diese spielen eine zentrale
Rolle in der Aufrechterhaltung der intestinalen Homoostase.’%!!>!8 Nach Stimulation der
BMDCs mit den ausgewdhlten E.coli-Isolaten wurde die Expression der Reifungsmarker CD40,
CD80, CD86 sowie des Haupthistokompatibilititskomplexes der Klasse II (MHC-II) mittels
Durchflusszytometrie (FACS) analysiert. Anhand der Expression dieser Oberflichenmarker
kann auf den Reifegrad und Aktivierungsstatus der dendritischen Zellen geschlossen werden.

Zur Erhaltung dieser Homoostase unterscheidet das intestinale Immunsystem zwischen
kommensalen und pathogenen Mikroorganismen. Dabei kommen dendritische Zellen (DCs) als
Bindeglied zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem eine entscheidende Rolle

Zu.“6’175

Im Rahmen der Antigenerkennung durch BMDCs kommt es nach Kontakt mit bakteriellen
Komponenten zur Endozytose, Antigenprozessierung und Présentation iiber MHC-II. Dieser
Prozess wird begleitet von einer Hochregulation kostimulatorischer Molekiile wie CD40, CD80
und CD86, welche essenziell fiir die Aktivierung naiver T-Zellen sind!!>176:177,

Die Reifung dendritischer Zellen geht auflerdem mit einer vermehrten Expression von

Chemokinrezeptoren sowie der Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, IL-1,
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TNF-a und IL-12 einher. Reife DCs induzieren eine inflammatorische Immunantwort. Im
Gegensatz dazu konnen semi-mature oder unreife dendritische Zellen, die geringere Mengen
an MHC-II und kostimulatorischen Molekiilen exprimieren, eine tolerogene Immunantwort

etwa durch Induktion regulatorischer T-Zellen fordern.

Die Verwendung von BMDCs ermoglicht es, die Effekte der E.coli-Stimme auf vollstindig
immunkompetente Zellen mit physiologischer Rezeptorexpression zu analysieren. !

Da der Schwerpunkt auf der Untersuchung des TLR5-Aktivierungspotenzials lag, wurden
neben Wildtyp-BMDCs aus B6-Méusen auch BMDCs aus Knock-out-Mausen verwendet.
Zum Einsatz kamen TLR57- Miuse zur Analyse der Effekte, die unabhiingig von TLRS5, aber
iiber TLR2 und TLR4 vermittelt werden und die Effekte einer Abwesenheit von TLRS zeigen.
Erginzend wurden auch TLR2”/TLR4”- - Doppel-Knockout Mause verwendet, zur isolierten
Untersuchung von TLRS5-vermittelten Effekten. Durch diese Kombination von BMDCs aus
Knock-Out-Méusen konnten TLRS5-abhinigige und TLR2/4-abhédngige Signale voneinander
abgegrenzt werden. Die Wildtyp BMDCs dienten als Kontrollgruppe.

Die BMDCs wurden aus dem Oberschenkelknochen der Méuse gewonnen (vgl.2.3.2.1) und
anschlieBend in vitro mit unterschiedlichen E.coli-Stdimmen sowie mit einem Flagellin Praparat
(ultrapure) in jeweils zwei unterschiedlichen Konzentrationen stimuliert, um dosisabhéngige
Effekte erfassen zu konnen. Im Anschluss an eine 24-stiindige Stimulationszeit wurden die
Zelliiberstinde abgenommen und auf die Konzentration pro-inflammatorischer Zytokine
untersucht. Dabei wurden mittels ELISA-Analyse die Konzentration von IL-6, IL-16 und TNF-
o bestimmt. Diese Zytokine wurden vorab ausgewéhlt, da sie als pro-inflammatorische
Zytokine, wéhrend der inflammatorischer —Phase bei chronisch-entziindlichen

178-181 Ergéinzend zur Zytokinmessung wurde

Darmerkrankungen vermehrt sekretiert werden
die Maturation der BMDCs mittels Durchflusszytometrie untersucht. Hierbei wurde die
Expression der Reifungsmarker CD40, CD80, CD86 und MHC-Klasse-II erfasst, um die
Aktivierungs- und Reifestadien nach der Stimulation zu beurteilen. Durch diese kombinierten
Untersuchungen sollte nicht nur die direkte proinflammatorische Wirkung der E.coli-Stimme

untersucht werden, sondern auch deren immunmodulatorischen Einfluss und potenzielle

Unterschiede zwischen Wildtyp- und Knockout-Zellen erfasst werden.
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3.4.1. Stimulation muriner BMDCs durch E.coli erhoht die TLR2/4 abhingige TNF-a

Sekretion.

Die ELISA-Analyse der Zellkulturiiberstinde nach der Stimulation zeigten unterschiedlich
hohe TNF-a Konzentrationen sowohl innerhalb der einzelnen Mausgenotypen (Wildtyp,
TLR5 und TLR27xTLR4”~ BMDCs), als auch zwischen den beiden
Stimulationskonzentration MOI 1 und MOI 10 (Abbildung 3 A).

Bei einer Stimulationskonzentration von MOI 10 ergaben sich bei TLR5--BMDCs nach
Stimulation mit EcN und CS 222 im Vergleich zur Stimulation mit CS238 signifikant hohere
TNF-a Signale. In TLR2/4- BMDCs kam es in Abwesenheit von TLR2/4 zu keinen TNF-a
Wert iiber das MOCK-Niveau hinaus. Die somit als TLR2/4-abhidngig anzusehenden Signale
von EcN und CS222 stimulierten Zellen fielen signifikant hoher aus, als die von CS238
stimulierten Zellen. Unter den E.coli-Stimulanzien zeigte sich unter Stimulation mit CS238 die
niedrigste TNF-a-Konzentration. Das MOCK-Signal lag als negative Kontrolle
erwartungsgemall niedrig, ebenso zeigte die Stimulation mit dem Flagellinpraparat niedrige
Werte. Bei Abwesenheit von TLR5 (TLR57-BMDCs) zeigte sich eine signifikant hohere TNF-
a. Sekretion im Vergleich zu Wildtyp und TLR2/4”-BMDCs bei Stimulation mit EcN, Flagellin
UP, CS222 und CS238. Die Daten zeigen, dass die TNF-a Sekretion wesentlich iiber TLR2/4
vermittelt wird und durch TLR5 nach Kontakt mit Bakterien supprimiert wird. In TLR2/47
BMDCs findet nahezu keine TNF-o Produktion statt, wihrend in TLR57-BMDCs verstirkt

TNF-a freigesetzt wird.

In der Analyse der IL-6 Sekretion zeigten sich bei Wildtyp BMDCs und TLR5”-BMDCs
vergleichbar hohe Werte. Das Signal in TLR2/4”- BMDCs (TLR5-vermittelt) war geringer.

Zwischen den unterschiedlichen E.coli-Stimulanzien konnten jedoch keine signifikanten
Unterschiede in der IL-6-Sekretion gemessen werden. Die Hohe der IL-6-Sekretion blieb
unabhéngig von der eingesetzten Bakterienkonzentration (MOI 1 vs. MOI 10) konstant. Im
Gegensatz dazu zeigte sich in den TLR2/4”- BMDCs eine deutliche Steigerung der IL-6-
Sekretion bei Verwendung einer hoheren MOI (MOI 10) im Vergleich zu einer niedrigeren
Konzentration (MOI 1). Die Analyse der IL-18 Konzentrationen ergab keine signifikanten

Unterschiede zwischen den verschiedenen Mausgenotypen und den verwendeten Stimulanzien.

58



Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die TNF-a-Sekretion der BMDCs nach
Stimulation tiberwiegend tiber TLR2/4-abhéngige Signalwege vermittelt wird und durch TLRS-
abhéingige Signalwege diese Signalwege gehemmt werden konnen. In den Wildtyp-BMDCs
mit vollstindiger Rezeptorausstattung (TLR2, TLR4 und TLRS) fallt die TNF-a-Sekretion im
Vergleich zu TLR57-BMDCs insgesamt geringer aus. Zudem fiihrte eine hohere bakterielle
Konzentration (MOI 10) zu einer stidrkeren TNF-a-Sekretion im Vergleich zu einer niedrigeren
MOI, was auf eine dosisabhéngige Antwort hinweist. Eine ebenfalls dosisabhidngige Antwort
zeigte sich bei der IL-6 Sekretion in den TLR2/4”-BMDCs. Die alleinige Stimulation mit einem

Flagellinpriparat zeigte insgesamt niedrigere Werte als die Stimulation mit Bakterien.
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Abbildung 3 Zytokinanalyse mittels ELISA | Stimulation muriner BMDCs mit E.coli Stimmen mit einer MOI von 1 und 10
und dem Flagellinpréparat Flagellin UP in unterschiedlichen Stimulationskonzentrationen. ELISA Read-out der Zytokine TNF-
a (A), IL-6 (B) und IL-1B (C).

Die statistische Auswertung auf Signifikanz erfolgte mit einem 2Way-Anova Test. Die Balken zeigen die Mittelwerte aller
Replikate (n = 5) mit Standardabweichung in Form von Fehlerbalken. * p <= 0,05; ** p <= 0,01; *** p <= 0,001; **** p <=

0,0001. Verwendete Probenarten: Zellkulturiiberstinde, Stimulationszeit tiber 24h.

3.4.2. BMDC-Maturation ist primédr TLR2/4-abhéngig und wird durch TLRS moduliert

Die Maturation der dendritischen Zellen stellt neben der Zytokinsekretion einen wichtigen,
zentralen Parameter zur Beurteilung der Imnmunmodulation nach bakterieller Stimulation dar.
Um die Maturation zu analysieren wurden die Maturationsmarker CD40, CD80, CD86 und
MHC-II an der Oberfliche der stimulierten BMDCs mittels Durchflusszytometrie (FACS)
untersucht. Diese Oberflichenmolekiile sind essenziell fiir die Antigenpridsentation und die
Aktivierung naiver T-Zellen, wodurch unter anderem die adaptive Immunantwort eingeleitet
wird®!-116:175 Die verwendeten Stimulanzien wurden in zwei verschiedenen Konzentrationen

(MOI 1 und MOI 10) eingesetzt, um dosisabhiingige Effekte der Maturation zu untersuchen.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Stimulation der BMDCs mit den verschiedenen E. coli-
Stimmen keine signifikanten Unterschiede in der Expression der Maturationsmarker CD40,
CD80, CD86 und MHC II in Abhéngigkeit der Stimulanz hervorrief. Unabhdngig vom
verwendeten Stamm war das Ausmal} der Maturation vergleichbar, was darauf hinweist, dass
die unterschiedlichen Isolate dhnliche Effekte auf die dendritischen Zellen ausiibten. Ebenso
fiihrte die Variation der Stimulationskonzentration (MOI 1 oder MOI 10) nicht zu signifikanten
Unterschieden in der Hohe der Maturationsmarker. Eine hohere bakterielle Konzentration

korrelierte somit nicht mit einer verstiarkten Maturation der BMDCs.

Ein auftilliges Ergebnis zeigte sich jedoch bei Betrachtung der Unterschiede in der Expression
der Maturationsmarker zwischen den Mausgenotypen (BMDCs (TLR2/4”--BMDCs, TLR5"--
BMDCs und WT). Bei ndherer Betrachtung der CD40 Expression zeigten sich beim TLR2/4
abhingigen Signal (TLR5"BMDCs) die hochsten Signale. Diese Expression war signifikant
hoher im Vergleich zu den Wildtyp-BMDCs. Die niedrigsten Werte wurden hingegen bei den
TLR2/4”--BMDCs beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass die CD40-Expression iiberwiegend
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TLR2/4-abhingig reguliert wird und eine TLRS5-Aktivierung eine hemmende Komponente
bewirken kann. In den TLR5"BMDCs zeigten sich die niedrigsten CD40-Werte.

Bei der CD80-Expression zeigte sich ein dhnliches Muster. Wildtyp- und TLR57--BMDCs
exprimierten vergleichbar hohe Mengen an CD80, wihrend die TLR2/4”--BMDCs signifikant
niedrigere Werte aufwiesen. Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Stimulanzien (E.

coli-Stamme) waren, wie bereits bei CD40, nicht signifikant ausgeprigt.

Die Expressionsmuster von CD86 und MHC 1I folgten einem vergleichbaren Verlauf. Die
niedrigsten Expressionslevel wurden in den TLR2/4”--BMDCs beobachtet, wihrend Wildtyp-
und TLR57-BMDCs é&hnliche Werte aufwiesen. Die Stimulation mit unterschiedlichen E. coli-
Stimmen fiihrte auch hier zu keinen signifikanten Unterschieden. Auffallend war die geringe
CD40-Expression bei der Stimulation mit ultrapurem Flagellin (UP) im Vergleich zu den
bakteriellen Stimmen. Die Stimulation mit Flagellin allein reichte offenbar nicht aus, um eine
vergleichbare Maturation der BMDCs wie die der E. coli-Stimme zu induzieren. Dies zeigte

sich bei allen untersuchten Markern.

In der Gesamtschau zeigen die Ergebnisse eine Abhéngigkeit der Maturation der BMDCs vom
Vorhandensein funktioneller TLR2- und TLR4- Rezeptoren. Das Fehlen der TLR2/4-
Rezeptoren fiihrte zu einer deutlich reduzierten Expression der untersuchten Maturationsmarker.
Umgekehrt scheint der Verlust des TLR5-Rezeptors in TLR57-BMDCs die Expression von
CD40 zu fordern, was auf eine kompensatorische Hochregulation der TLR2/4-Signalwege
hindeuten konnte. Die Stimulation mit verschiedenen E.coli Stimmen fiihrte zu keinen
signifikanten Unterschieden in der Maturation. Auch der Vergleich zwischen niedriger (MOI
1) und hoher Bakterienkonzentration (MOI 10), ergab keine signifikanten Unterschiede in der

Maturation.
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Abbildung 4 Stimulationsversuch muriner BMDCs | Durchflusszytometrische Analyse der Maturation von murinen BMDCs
nach Stimulation mit unterschiedlichen E.coli Stimmen in MOI 1 und MOI 10 und dem Flagellinpréparat Flagellin UP in
unterschiedlichen Stimulationskonzentrationen. Analyse der Zellen auf CD40, CD80, CD86 und MHC II Expression mithilfe
einer durchflusszytometrischen Analyse. Die statistische Auswertung auf Signifikanz erfolgte mit einem 2Way-Anova Test.
Die Balken zeigen die Mittelwerte aller Replikate (n = 5) mit Standardabweichung in Form von Fehlerbalken. * p <= 0,05; **

p <=0,01; *** p <=0,001; **** p <= 0,0001. Verwendete Probenarten: Zellen aus murine BMDCs. Stimulationszeit von 48h.
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3.5. Protektive Effekte konnen durch kommensale E.coli Stimme vermittelt werden
- ein Vergleich mit EcN im DSS-Kolitis Model

Zur Untersuchung der immunmodulatorischen Eigenschaften ausgewahlter E.coli — Stimme in

vivo, wurde das etablierte DSS-Kolitismodell ausgew#hlt!®s, Im Fokus standen die zuvor

charakterisierten Isolate CS238 pHP45Q catR (hohe TLRS5-Aktivierung in vitro) und CS222

pHP45Q catR (niedrige TLRS5-Aktivierung in vitro). Diese wurden mit EcN und einer DSS-

only Kontrollgruppe verglichen. Ziel war es, den Einfluss der Bakterienstimme auf den

Krankheitsverlauf und die Entziindungsaktivitét im akuten Kolitismodell zu untersuchen.

Insgesamt wurden vier Gruppen mit jeweils 5 Mdusen gebildet. 3 Tage vor Beginn der DSS-
Applikation, erfolgte zundchst die orale Kolonisierung der Tiere mit den jeweiligen
Bakterienstimmen {iber das Trinkwasser. AnschlieBend erhielten alle Gruppen 2,5% DSS iiber
das Trinkwasser zur Induktion einer Kolitis (Abbildung 5). Die erfolgreiche bakterielle
Kolonisierung wurde anhand der CFU-Bestimmung aus Stuhlproben auf antibiotikaselektiven
Platten tliberpriift. Die Tiere wurden téglich anhand des Disease Activity Index (DAI) beurteilt,
welcher die Parameter Gewichtsverlust, Stuhlkonsistenz und rektale Blutung beurteilte.
Zusitzlich wurde taglich das Korpergewicht gemessen und am Tag 10 nach Versuchsbeginn
die Tiere ausgeschleust und prépariert. Zur Beurteilung der Entziindungsschwere wurden nach
der Préparation die Kolonlédnge gemessen, histologische Schnitte erstellt, Zytokinanalysen aus
Kolonproben angefertigt, sowie eine durchflusszytometrische Untersuchung der

Immunzellpopulation aus Kolon- und mesenterialen Lymphknotenproben durchgefiihrt.
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Abbildung 5 In vivo DSS-Kolitis Versuch | Zeitstrahl Ablauf des in vivo DSS-Versuch, Kolonisation der Versuchstiere
mit Bakterien vor Beginn der DSS-Gaben (P1-Tag 0) mit Abnahme von Stuhlproben vor und nach Kolonisation. Beginn
der DSS-Applikation iiber das Trinkwasser mit Beginn Tag 0 bis zum Préparationstag an Tag 7. Tégliche
Gewichtsbestimmung von Tag 0 bis Tag 7. Erhebung des DAI an Tag 3,4,5,6 und 7.

3.5.1. Kolonisierung der Versuchstiere durch Applikation von unterschiedlichen E.coli

Bakterienstdmme tiber das Trinkwasser

Zunichst wurden die in 4 Versuchsgruppen aufgeteilten SPF WT Méuse mit EcN, CS238
pHP45Q catR oder CS222 pHP45Q catR (siche 2.3.2.3) in einer Konzentration von 1 x 108
Bakterien/ml in 200 ml fiir 3 Tage iiber das Trinkwasser kolonisiert. Die verabreichten
Bakterienstimme wurden zuvor mit Antibiotikaresistenzgenen gegen Chloramphenicol
transformiert. Der verwendete EcN Stamm besal im Antibiogramm eine natiirliche
Chloramphenicolresistenz, die sich durch Ausplattierung auf Selektivagarplatten mit
Chloramphenicol bestitigte. Uber den Zeitraum von 7 Tagen erhielten die Miuse anschliefend
2,5% DSS-Losung iiber das Trinkwasser, um eine Kolitis auszuldsen. Als Kontrollgruppe
dienten Méuse, die ausschliefSlich DSS und keine Bakterien iiber das Trinkwasser erhielten

(DSS-Only).
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Abbildung 6 In vivo DSS-Kolitis | CFU (Colony forming units) zur Beurteilung und Vergleich der Kolonisierung vor und nach
Gabe von EcN, CS238 pHP45Q catR und CS222 pHP45Q catR in einer Konzentration von 1 x 10® Bakterien/ml im
Trinkwasser. Es konnte keine CFU vor Kolonisierung auf Selektivagar gemessen werden (griines Dreieck). Durch Nachweis
der Besiedelung auf Selektivagar nach Kolonisation in den Gruppen EcN, CS238 pHP45Q catR und CS222 pHP45Q catR
konnte eine positiv verlaufene Kolonisation nachgewiesen und auf eine geplant verlaufene Transformation der E.coli Stimme

CS222 und CS238 mit einer Antibiotikaresistenz gegeniiber Chloramphenicol geschlossen werden.

Um die erfolgreiche Kolonisierung nachzuweisen, wurden von jeder Maus vor und nach
Kolonisation Stuhlproben gesammelt. Die Stuhlproben wurden auf Endoagarplatten und
Selektivplatten mit Chloramphenicol ausplattiert. Die Kolonisationsdichte wurde durch
Zihlung koloniebildender Einheiten (CFU) in CFU/g Fézes bestimmt (Abbildung 6). Vor
Beginn der Kolonisierung fanden sich auf den Endoagarplatten bereits endogene
Enterobakterien von 10° CFU/g Fézes. Auf den Selektivagarplatten wurde zu diesem Zeitpunkt
kein bakterielles Wachstum beobachtet, was das Fehlen Chloramphenicol-resistenter Keime im
Ausgangsstuhl bestdtigte. Nach der Kolonisierung der Versuchsgruppen ab Tag 0 zeigten sich
in der DSS-Only Gruppe weiterhin kein Bakterienwachstum auf den Selektivagarplatten. Die
Versuchsgruppen, die zusitzlich zu 2,5% DSS mit EcN, CS238 pHP45Q catR oder CS222
pHP45Q catR versorgt wurden, zeigten nach Kolonisation Wachstum auf Selektivagarplatten
von etwa 10° bis 10'® CFU/g Fizes. Diese Ergebnisse bestitigten eine effektive Kolonisation

der Tiere mit den applizierten Stimmen.
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3.5.2. Die Kolonisation mit E.coli zeigt positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf

einer DSS-Kolitis

Zur Beurteilung der klinischen Krankheitsaktivitit wurde an den Versuchstagen 4,5,6 und 7,
der DAI (Disease-Activity-Index) Score nach festgelegten Kriterien erhoben. (vgl. Tabelle 15)
Abbildung 7A zeigt den DAI-Score aller 4 Gruppen: Die Gabe von 2,5% DSS {iber das
Trinkwasser fiihrte in der Kontrollgruppe ohne vorherige bakterielle Kolonisation (DSS-only)
wie erwartet zu einem kontinuierlichen Anstieg des DAI iiber den Beobachtungszeitraum,
begleitet von deutlichem Gewichtsverlust, fliissigem Stuhlgang und teils blutiger Diarrhoe. Die
mit EcN kolonisierten Tiere zeigten einen insgesamt milderen Verlauf mit niedrigerem DAI-

Scoring im Vergleich zur DSS-Only Gruppe.

Ein dhnliches Muster lief3 sich bei den Tieren der CS238 pHP45Q catR-Gruppe beobachten.
Sie zeigten tendenziell niedrigere DAI-Werte im Vergleich zur DSS-Only Gruppe und zeigten
dhnliche Ergebnisse wie die EcN-Gruppe. Im Gegensatz entwickelte die Gruppe CS222
pHP45Q catR einen dhnlich hohen DAI-Score Anstieg, wie die DSS-Only Gruppe. In
Abbildung 7B wurde das Gewicht anhand des Anfangsgewicht der Tiere zu Beginn des
Versuchs in Relation gesetzt und als prozentualer Wert iiber die Versuchstage aufgetragen. Es
zeigte sich in den ersten 4 Versuchstagen zunichst eine allgemeine leichte Gewichtszunahme
in allen Versuchsgruppen. Mit fortschreitender Kolitis verringerte sich das Gewicht der Tiere
ab Tag 4 des Versuchs. Die mittlere Korpergewichtskurven zeigten, dass EcN kolonisierte Tiere
einen geringeren Gewichtsverlust aufwiesen, wohingegen die mit CS222 pHP45Q catR und
CS238 pHP45Q catR kolonisierten Tiere und die Tiere der DSS-Only Gruppe mehr Gewicht
verloren. (Abbildung 7B)

67



2 - E.coli Nissle

-e- DSS-Only
-+ C§ 222 pHP45Q catR
-*- (8 238 pHP450Q catR

Disease Activity Index
=
,
S,
N,
N,
s

Zeit (Tage)

105+ -#- Ecoli Nissle
-+~ DSS-Only
g .. -x- ©8 222 pHP450 catlR
=--;;az’=’=?=’=’ IR -¥- €S 238 pHP450 catR
s LT T =
I P — < AN
1 2 3 4 OE N 6 7
AR
W
— AN N,
§ \\ h\
z W, N
G 95 WYON
5 ‘\%\\ A
° N e
Zeit (Tage) NN
NS
\\\\\
)
%0 N
\
Y
85

Abbildung 7 In vivo DSS-Kolitis A DAI (Disease activity index) Beurteilung der unterschiedlichen Mausgruppen nach Kriterien

aus Tabelle, dargestellt sind Mittelwerte. 14. B Gewichtsverlauf der Mausgruppen im Verlauf der DSS Kolitis.

3.5.3. Die Kolonisation mit E.coli zeigt positiven Einfluss auf die Ausprigung

histologischer Schiadigung in einer DSS-Kolitis

Aus den entnommenen Kolonstiicke wurden histologische Schnitte in H&E Farbung gefertigt

(Abbildung 8B). Die Beurteilung der Schnitte erfolgte mikroskopisch und die Bewertung
anhand des HCS (siehe Methoden und Material, Tabelle 16) 70171,

A u DSSOnly 4 EN v CS222pHP4SQcalR  * CS238pHPASN catlk

| o

o

"~
.
-

Histologie Score
-«

CS 222 pHP45Q catR CS 238 pHP45Q catR

Abbildung 8 Histologische Beurteilung der DSS-induzierten Kolitis A ermittelter histologischer Kolitis Score der Méuse,
die mit DSS-Only, EcN, CS222 pHP45Q catR oder CS238 pHP45Q catR behandelt wurden. Gezeigt sind Einzelwerte aller
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Versuchstiere sowie Mittelwerte (Balken) mit Standardabweichung der jeweiligen Versuchsgruppe. B Exemplarische
histologische Schnittbilder aus der DSS-Only Gruppe, CS238 pHP45Q catR und CS222 pHP45Q catR. Die statistische
Auswertung auf Signifikanz erfolgte mit einem 2Way-Anova Test. Die Punkte zeigen die Mittelwerte aller Replikate (n = 5)
mit Standardabweichung in Form von Fehlerbalken. * p <= 0,05; ** p <= 0,01; *** p <= 0,001; **** p <= 0,0001.

Die Kontrollgruppe ohne bakterielle Vorkolonisation (DSS-Only) wies ausgeprigte
histologische Verdnderungen auf. Die Kolonsegmente wiesen multiple Ulzerationen,
destruierte Kryptenstrukturen sowie eine dichte Infiltration der Mukosa mit Entziindungszellen
auf. In der mit EcN kolonisierten Versuchsgruppe fiel der mittlere HCS-Wert im Vergleich zur
DSS-Only Gruppe geringer aus. (4bbildung 8 A) Die Kryptenstruktur des Kolons blieb zu
groBBen Teilen erhalten, Ulzerationen traten seltener auf und auch die mukosale Infiltration mit
entziindlichen Zellen war insgesamt geringer ausgepragt (4bbildung 8 B). Die Kolonprdparate
der Tiere aus den zwei weiteren Versuchsgruppen (CS222 pHP45Q catR und CS238 pHP45Q
catR) wiesen HCS Werte im mittleren Bereich auf. Diese lagen oberhalb der EcN-Gruppe,
jedoch unterhalb der DSS-Only Gruppe.

3.5.4. Eine durch DSS induzierte Kolitis sorgt durch Zellschrumpfung (Shrinking) fiir

eine Verkiirzung der Kolonlénge im in vivo Mausmodell.

Zur Beurteilung des Schweregrads der DSS-induzierten Kolitis erfolgte am Ausschleusungstag
die Entnahme und Lingenmessung der Kolonpréparate der Versuchstiere. Die Kolonldnge dient
als indirekter Marker fiir entziindliche Umbauprozesse, da entziindungsbedingte
Gewebeverdnderungen wie Fibrosierung, Fliissigkeitsverlust der Zellen, Nekrose und
Zellschrumpfung (sogenanntes Shrinking) zu einer Organverkiirzung fithren konnen.

(Abbildung 9 B).'82-186
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Abbildung 9 Kolonlinge nach DSS-induzierter Kolitis A Vergleich der Kolonlédnge in cm der unterschiedlichen Gruppen.

Gezeigt sind Einzelwerte aller Versuchstiere sowie Mittelwerte (Balken) mit Standardabweichung. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede. Die statistische Auswertung auf Signifikanz erfolgte mit einem 2Way-Anova Test. B
Exemplarische Aufnahmen der Kolonldnge von gesunden Kontrolltieren (Wildtyp), E.coli Nissle und DSS-Only Gruppe,
CS222 pHP45Q catR und CS238 pHP45Q catR (von links nach rechts)

Die Kontrollgruppe gesunder Wildtyp Méuse, die kein DSS und keine bakterielle Kolonisation
erhaltet hatten, zeigten die ldngsten Kolonsegmente. Die Versuchstiere aus der DSS-Only
Gruppe wie auch die mit EcN, CS238 pHP45Q catR und CS222 pHP45Q catR kolonisierten
Versuchstiere zeigten ein deutlich verkiirztes Kolon. Zwischen den Versuchsgruppen DSS-
Only, EcN, CS238 pHP45Q catR und CS222 pHP45Q catR lieBen sich keine signifikanten
Unterschiede in der Kolonlinge feststellen. (4bbildung 9 A) Diese Ergebnisse zeigen, dass eine
abgelaufene Entziindungsreaktion im Kolon zur Verkiirzung des Organs fiihrt. Die
Kolonverkiirzung trat bei allen DSS-exponierten Gruppen unabhidngig von der Art der

bakteriellen Kolonisation in dhnlichem Ausmaf auf.

3.5.5. Eine Kolonisierung durch EcN oder CS238 pHP45€Q catR fiihrt wahrend einer
DSS-induzierten Kolitis zu einem erhohten Vorkommen an neutrophilen

Granulozyten im Kolongewebe

Zur Analyse der lokalen Immunantwort nach DSS-induzierter Kolitis erfolgte die

Quantifizierung unterschiedlicher Immunzellpopulationen im Kolongewebe sowie in
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mesenterialen Lymphknoten (MLN) mittels Durchflusszytometrie. Die untersuchten Zelltypen
umfassen T-regulatorische Zellen (Tregs), Thl-, Th2-, Thl7-Zellen und neutrophile
Granulozyten. Die Zuordnung der Zellpopulationen basiert auf der im Methodenteil

beschriebenen Gating-Strategie (vgl. 2.4.3).
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Abbildung 10 Immunzellpopulationen in Organproben nach DSS-induzierter Kolitis. Isolierte Zellen aus Kolongewebe, und

mesenterialen Lymphknoten wurden mittels Durchflusszytometrieanalyse untersucht und den Immunzellphédnotypen Treg,
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Thl, Th2, Th17 und neutrophilen Granulozyten zugeordnet. Dargestellt ist die absolute Zellzahl in A: Kolongewebe B:
mesenteriale Lymphknoten, ermittelt durch durchflusszytometrischer Analyse. Die Kolonisation mit EcN bewirkte im
Kolongewebe ein erhohtes Vorkommen von neutrophilen Granulozyten. Vor allem im Vergleich zur DSS-Only
Versuchsgruppe zeigten sich signifikant hohere Werte. Die statistische Auswertung auf Signifikanz erfolgte mit einem 2Way-
Anova Test. Die Balken bzw. Punkte zeigen die Mittelwerte aller Replikate (n = 5) mit Standardabweichung in Form von
Fehlerbalken. * p <= 0,05; ** p <=0,01; *** p <= 0,001; **** p <=0,0001.

Im Kolongewebe zeigten die Versuchstiere, welche mit EcN oder CS238 pHP45Q catR
kolonisiert wurden, ein erhohtes Vorkommen an neutrophilen Granulozyten. Insbesondere im
Vergleich mit Versuchstieren der DSS-Only und CS222 pHP45Q catR- Gruppe waren die
Anteile dieser Zellpopulation signifikant erhoht (Abbildung 10 A). Zwischen den Gruppen
zeigten sich hinsichtlich der Gesamtzahlen von Tregs, Thl-, Th2- und Th17-Zellen im

Kolongewebe keine signifikanten Unterschiede.

In den mesenterialen Lymphknoten (MLN) lieB sich bei den Tieren der CS222 pHP45Q catR-
Gruppe die hochste Th17-Zellzahl nachweisen. Im Vergleich zur DSS-Only-Gruppe war
dieser Unterschied signifikant. (Abbildung 10 B). Die Th17-Zellzahlen in den Gruppen EcN
und CS238 pHP45Q catR lagen zwischen den Werten der DSS-Only- und CS222 pHP45Q
catR-Gruppen. Fiir die {ibrigen untersuchten Zellpopulationen (Treg, Th1, Th2, und
neutrophilen Granulozyten) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den MLN

zwischen den einzelnen Versuchsgruppen.

3.5.6. Die Kolonisation mit EcCN und CS238 pHP45Q catR zeigt ein Zytokinprofil mit
reduzierter Sekretion proinflammatorischer Mediatoren mit gleichzeitiger

Prisenz des antiinflammatorischen Zytokin IL-10

Zur Untersuchung der entziindungsassoziierten Zytokinantwort wurde die Konzentration von
IL-1B, TNF-a und IL-10 in Gewebeiiberstinden von MLN und Kolon nach einer DSS-
vermittelten Kolitis mittels ELISA analysiert und miteinander verglichen. Die Auswahl der
Zytokine basiert auf ihrer bekannten Relevanz und Rolle in der Inflammationsphase

entziindlicher Darmerkrankungen.
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IL-18

Im Uberstand des Kolongewebes zeigte sich eine signifikant erhdhte IL-18 Sekretion bei Tieren
der DSS-Only Gruppe, sowie der Gruppe, die mit CS222 pHP45Q catR kolonisiert wurde
(Abbildung 11). Die Konzentrationen in beiden Gruppen lagen {iber den Werten der Gruppen,
die mit EcN bzw. CS238 pHP45Q catR behandelt wurden. Die IL-1B-Werte in der CS222
pHP45Q catR-Gruppe waren im Vergleich zu EcN und CS238 pHP45( catR signifikant erhoht.
Auch die DSS-Only Gruppe zeigte im Vergleich zu CS238 pHP45Q catR signifikant hohere
IL-1B-Spiegel. In den MLN-Proben konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Versuchsgruppen festgestellt werden.

TNF-a
Fiir TNF-a zeigten sich in keinem der untersuchten Gewebe signifikante Unterschiede zwischen

den Versuchsgruppen.

IL-10
Die IL-10-Sekretion im Kolongewebe war in der CS222 pHP45Q catR-Gruppe signifikant
erhoht im Vergleich zur EcN-Gruppe. In den MLN lieB3 sich kein signifikanter Unterschied in

der IL-10-Sekretion zwischen den Gruppen nachweisen.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse darauf hin, dass die Kolonisation mit EcN sowie mit
dem ausgewdhlten Stamm CS238 pHP45Q catR mit einer reduzierten IL-1B-Sekretion im
Kolongewebe assoziiert ist. Des weiteren zeigte sich eine tendenziell erniedrigte TNF-a
Konzentration in beiden Gruppen, auch wenn keine Signifikanz gezeigt werden konnte. CS238
pHP45Q catR wurde aufgrund seiner Eigenschaften (high IL8) ein hohes TLRS
Aktivierungspotenzial zu besitzen, ausgewéhlt. Im Gegensatz dazu zeigen die Gruppen DSS-
Only und CS222 pHP45Q catR signifikant hohere IL-1p-Werte. Zudem war die IL-10 Sekretion
im Kolongewebe bei CS222 pHP45Q catR im Vergleich zur EcN Gruppe signifikant erhoht,
wihrend sich in den mesenterialen Lymphknoten kein signifikanter Unterschied erkennen lieB3.

In den Gruppen EcN und CS238 pHP45Q catR lag ebenfalls eine IL-10 Sekretion vor.
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Abbildung 11 In vivo DSS Gewebeprobenanalyse der Zytokinsekretion mittels ELISA Analyseverfahren. Analyse von
Gewebeproben aus Kolon, Milz und mesenteriale Lymphknoten nach einer DSS-induzierten Kolitis. Die Versuchstiere wurden
zuvor iiber 3 Tage mit EcN, CS222 pHP45Q catR und CS238 pHP45Q catR kolonisiert. Die DSS-Only Gruppe diente als
Kontrollgruppe und erhielt nur DSS {iber das Trinkwasser ohne vorherige Kolonisierung. Am Tag der Préparation wurden die
Gewebeproben entnommen und in Zytokinmedium und Lymphozytenmedium inkubiert. Die Zellen wurden ausgesét und nach
72h Inkubationszeit die Uberstinde abgenommen. Mittels ELISA wurden diese auf ihre Zytokinkonzentration (IL-18,
Tumornekrosefaktor o und IL-10) untersucht. Die statistische Auswertung auf Signifikanz erfolgte mit einem 2Way-Anova
Test. Die Balken bzw. Punkte zeigen die Mittelwerte aller Replikate (n = 5) mit Standardabweichung in Form von Fehlerbalken.
*p<=0,05; ** p<=0,01; *** p <=0,001; **** p <= 0,0001.
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4. Diskussion

Zielsetzung und Ansatz

Ziel dieser Arbeit ist es zu priifen, ob die Gesamtlinge der fliC-Sequenz mit der TLRS-
Aktivierung korreliert und ob sich daraus stammspezifische immunmodulatorische, potenziell
protektive Effekte ableiten lassen. Hierzu wurden kommensale E. coli aus Stuhlproben gesunder
Probanden isoliert und charakterisiert. Zwei Isolate mit kontrastierender fliC-Linge/TLRS-
Antwort (CS222: kurz/niedrig; CS238: lang/hoch) wurden neben dem Referenzstamm E. coli
Nissle 1917 (EcN) in BMDC-Assays und einem DSS-Kolitismodell getestet. In Vorarbeiten
konnte bereits nachgewiesen werden, dass EcN protektive Effekte in einer DSS-Kolitis
induzierten und diese moglicherweise durch die spezifische fliC-Sequenz hervorgerufen
wurden®. Vor diesem Hintergrund ordnet die folgende Diskussion die erhobenen Ergebnisse in
den bestehenden Kontext ein und beleuchtet den Zusammenhang zwischen der Lénge der fIiC-

Sequenzen, der TLRS5-Aktivitdt sowie den beobachteten in vitro und in vivo Effekten.

4.1.  Charakterisierung der Isolate: fliC-Lange und Schwérmverhalten

Die isolierten Bakterienstimme aus Stuhlproben gesunder Probanden wurden durch in vitro
und in vivo Versuche auf ihr anti-inflammatorisches, immunmodulatorisches Potenzial
untersucht. Da wir vermuteten, dass die Lénge der fliC-Sequenz Auswirkungen auf Funktion,
Bindung und Wirkung des Flagellums zeigt, wurde die Liange der fliC-Sequenz der Stamme
bestimmt und anschlieBend das Schwiarmverhalten der Bakterien untersucht (Abbildung 1). Die
Analyse der Schwirmfahigkeit sollte weitere Erkenntnisse zur Funktionalitit des Flagellums
liefern und diente als Kriterium fiir die Auswahl geeigneter Isolate fiir weiterfithrende
Experimente. Das helikale Flagellum ist aus einzelnen Flagellin (FliC) Monomeren
zusammengesetzt. Jedes dieser FliC Monomere wiederum ist aus unterschiedlichen Doménen
(DO — D3) aufgebaut!®’. Die Linge der fliC-Sequenz variiert zwischen den unterschiedlichen
Bakterienstimmen und beeinflusst die Flagellen Morphologie und damit auch potenziell die
Motilitdt'®. Die Gesamtlinge allein ist jedoch kein verldsslicher Pradikator fiir das
Schwirmverhalten, da die funktionelle Bedeutung der einzelnen Doménen und deren
Zusammensetzung entscheidend ist'®. Da die Doménenzusammensetzung in unserer Arbeit
nicht bestimmt wurde, lassen sich keine Aussagen zur Verteilung konservierter bzw. variabler

Bereiche und Doménen ableiten. Um sicherzugehen, dass ein funktionsfihiges Flagellum
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ausgebildet wird, wurden filir die nachfolgenden Experimente nur Stimme mit

Schwirmverhalten ausgewihlt.

4.2.  TLRS5 Rezeptoraktivierung durch kommensale E.coli Stimme im Vergleich zu

EcN
Um die immunmodulatorischen Effekte von Flagellin zu untersuchen, nutzten wir ihr Potenzial
zur TLRS Rezeptor-Aktivierung. Die isolierten E.coli-Stimme aus Stuhlproben gesunder
Probanden dienten als Stimulanz und sollten anhand ihrer TLRS5-Rezeptoraktivierung

charakterisiert werden.

4.2.1. Unterschiede zwischen muriner und humaner TLRS Antwort

Bei der Verwendung identischer Stimulanzien zeigten sich Unterschiede in der IL-8 Sekretion
zwischen murinen und humanen TLRS5 HEK Zellen. So induzierten beispielsweise die Stimme
(CS233, CS247 und CS250 eine hohe IL-8 Produktion in Zellen mit murinen TLRS Rezeptoren,
wihrend in Zellen mit humanem TLRS im Vergleich dazu eine deutlich geringere Produktion
beobachtet wurde (Abbildung 2). Es ist bekannt, dass es zwischen humanen und murinen TLRS
Rezeptoren geringe Variationen in den TLR-Gensequenzen gibt>>!?°, Die somit entstehenden
interspezifischen Unterschiede im Aufbau und Funktion der TLRS5 Rezeptoren, sowie die
individuelle Variationen zwischen Individuen einer Spezies erschweren einen direkten
Vergleich!®!., Da humane und murine TLR5-Rezeptoren auf identische Stimuli teils
unterschiedlich reagieren'®?, wurde in unserem Versuchsdesign bewusst entschieden, beide
Rezeptorvarianten zu beriicksichtigen. Daher nutzten wir sowohl HEK Zellen mit humanen als
auch mit murinen TLRS5 Rezeptoren. Die Ergebnisse der murinen TLRS Rezeptoren diente als
Vorbereitung zur Untersuchung der Stimme im DSS-Maus Modell und sollten anschlieend
die Interpretation der Daten im murinen in vivo Modell ermoglichen. Die Ergebnisse bei der
Verwendung der humanen TLRS5-Rezeptoren dienten zur Untersuchung des

Bindungsverhaltens als Ausblick fiir die Translation in die Klinik.

In der Familie der TLR Rezeptoren bestehen grundlegende strukturelle Ahnlichkeiten im
Aufbau!®. Dennoch wird vermutet, dass bestimmte Sequenzen und Strukturen durch
evolutiondre Verdnderung voneinander abweichen und es so zu Unterschieden in der Bindung

von Liganden und der Affinitét der Rezeptoren kommt!*+-!%, Dariiber hinaus wird vermutet,
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dass die gleichen TLR Rezeptoren in verschiedenen Spezies unterschiedlich stark auf Liganden
reagieren und dass identische Liganden eine unterschiedliche Reaktion je nach Wirt

53197 Eine eindeutige Erkldrung hierfiir steht bislang aus. Eine mogliche Hypothese

auslosen
ist, dass PRRs und insbesondere TLR-Rezeptoren auf Liganden reagieren, die dem Wirt
potenziell gefdhrlich werden kénnen. So gibt es bei Miusen beispielsweise andere kommensale
Darmbakterien, die toleriert werden, als beim Menschen®. Diese Unterschiede konnen die

Signalunterschiede zwischen mTLRS und hTLRS Rezeptoren erkldren.

Zusammenfassend zeigt sich in diesem Abschnitt, dass in h/m-TLRS5-iliberexprimierenden
HEK-Zellen die IL-8-Sekretion stamm- und speziesabhéngig variiert. Eine Erklarung kann die
speziesabhdngige Toleranz auf unterschiedliche Mikroorganismen sein.

Auf EcN normiert zeigten einzelne Isolate (z. B. CS228/CS224/CS233) hohe, andere (z. B.
(CS245/CS241/CS242) niedrige Werte (Abbildung. 2A). Die Auswahl der Isolate CS238
(dhnliche fliC-Lange wie EcN, hohes IL-8-Signal) und CS222 (verkiirzte fliC-Sequenz,
niedriges IL-8-Signal) fiir Folgeexperimente wurde anhand dieser Ergebnisse getroffen
(Abbildung. 2 B). Unterschiede zwischen nicht transformierten Stimmen und

Chloramphenicol-resistenten Klonen blieben aus.

4.3. Die regulatorische Rolle von TLRS5 in der Modulation der TLR-vermittelten
Inflammationsreaktion und Zytokinproduktion in murinen BMDC’s nach

Stimulation mit £.coli Isolaten

Zur Diskussion stehen die Ergebnisse aus der Stimulation muriner knochenmarksabgeleiteter
dendritische Zellen (BMDCs) von Wildtyp-Mé&usen sowie von TLRS Knock-out- und TLR2/4
Knock-out-Méusen (TLR2/4”- und TLR57") mit verschiedenen E.coli Isolaten. Als Read-out
diente die Expression der Oberflichenmolekiile CD40, CD80, CD86 sowie des
Haupthistokompatibilitdtskomplexes Klasse II (MHC-II) mittels Durchflusszytometrie
(FACS). Zusitzlich wurde die Konzentration der proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-18
und TNF-o in den Zelliiberstainden mittels ELISA analysiert. Ziel der Untersuchungen war
Aufschluss tiber die unterschiedlichen Einfliissse der E.coli Isolate auf die Reifung und

Differenzierung der BMDC’s zu erhalten. Dariiber hinaus sollten die Ergebnisse der
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Stimulation mit den E.coli Isolaten CS222 und CS238 mit den Ergebnissen der Stimulation mit

EcN verglichen werden.

4.3.1. Immunmodulatorische Funktion von TLRS

Nach der Stimulation der BMDC’s (Wildtyp, TLR2/47- und TLR57") mit den ausgewihlten
E.coliIsolaten und EcN untersuchten wir die Zelliiberstande auf die Konzentration der Zytokine
TNF-a, IL-1f und IL-6 (Abbildung 3). Die Ergebnisse zeigen eine erhohte TNF-a-
Konzentration bei TLR57-BMDCs im Vergleich zu Wildtyp und TLR2/4--BMDCs.
Zusitzlich konnten wir eine erhohte 1L-6 Konzentration in TLR57-BMDCs und Wildtyp im
Vergleich zu TLR2/47--BMDCs nachweisen.

Die immunmodulatorische Funktion von TLRS ist in der Literatur gut beschrieben. TLRS
erkennt bakterielles Flagellin und trdgt entscheidend zur Aufrechterhaltung der intestinalen
Homdostase bei, indem es die Balance zwischen pro- und antiinflammatorischen Signalwegen
reguliert>-%%7L198  Das Fehlen von TLRS fiihrt zu einer Aufhebung dieser regulatorischen
Kontrolle, was sich in einer verstirkten Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a
und IL-6 widerspiegelt. Weitere Arbeiten zeigen, dass in Abwesenheit von TLRS eine
Uberaktivierung anderer TLR-Signalwege, insbesondere TLR2 und TLR4, auftritt'®. TLRS
moduliert die MyD88-abhingige Signaltransduktion dieser Rezeptoren und begrenzt so die
Intensitdt der Entziindungsantwort?”’. Kommt es zur Aufhebung dieser Regulation, fiihrt dies
zu einer Dysbalance mit iiberschieBender Zytokinfreisetzung und gesteigerter Reaktivitit

200.201 ' Dje von uns beobachtete erhohte TNF-a-Produktion in

gegeniiber mikrobiellen Stimuli
TLR5/-BMDCs bestitigt diese Mechanismen und unterstreicht die Rolle von TLRS als
negativer Regulator inflammatorischer Signale. Die parallele Zunahme von IL-6 in Wildtyp-
und TLR57/-BMDC:s legt nahe, dass die IL-6-Produktion weniger direkt durch TLRS, sondern
eher durch TLR4-vermittelte LPS-Signale beeinflusst wird?°2-2%4, Somit scheint die TLR5-
Aktivierung insbesondere fiir die Begrenzung der TNF-a-Produktion relevant zu sein, wéhrend
ihr Einfluss auf IL-6 sekundér ist. In der Analyse der IL-1B-Konzentration zeigten sich keine
konsistenten oder signifikanten Trends. Bei Betrachtung der Unterschiede in der TNF-a-
Produktion abhédngig vom Stimulus (EcN, CS222, CS238 und CS17 Delta FliC) zeigte sich
keine Sekretion in den TLR2/47--BMDCs. In den TLR5/-BMDCs hingegen kam es zu

erhohter TNF-a-Produktion bei allen Stimuli. Ein signifikanter Unterschied war nur zwischen
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den Stimuli CS222 und CS238, sowie zwischen EcN und CS238 zu beobachten.
Moglicherweise kommt es bei Abwesenheit von TLRS zu einer kompensatorischen,
ungehemmten Uberaktivierung der anderen TLR-Signalwege. Die vorhandenen Signale bei
CS17 Delta FliC zeigen, dass unabhingig von der Anwesenheit von Flagellin eine Aktivierung

der weiteren TLR-Signalwege stattgefunden hat.

Zusammenfassend lésst sich aus unseren Daten ableiten, dass TLRS eine zentrale Rolle in der
Modulation der angeborenen Immunantwort spielt. Durch seine Flagellin-vermittelte
Aktivierung reguliert TLRS sowohl direkt die proinflammatorische Zytokinproduktion als auch
indirekt die Aktivitit anderer TLRs!*2%°, Das Fehlen von TLR5 fiihrt zu einer Enthemmung
dieser Signalwege und in der Folge zu einer verstirkten TNF-a-Produktion und
proinflammatorischen Dysbalance. Trotz vergleichbar erhohter IL-6-Spiegel in Wildtyp- und
TLR5/-BMDCs und uneindeutiger IL-1B-Verdnderungen stiitzen unsere Ergebnisse die
Annahme, dass eine verminderte TLRS-Aktivierung mit einer verstirkten TNF-o-
Immunreaktion assoziiert ist. Insgesamt bestitigen die Befunde die essenzielle regulatorische
Rolle von TLRS in der Aufrechterhaltung der immunologischen Homdoostase. Als weitere
Beobachtung ging hervor, dass die Stimulation mit isoliertem Flagellin (Flagellin pure) keine
ausreichende Stimulation zur Zytokinproduktion bot. Es wurde bereits gezeigt, dass isolierte
Flagellin-Préaparate im Vergleich zu viablen Bakterien keine ausreichende TLRS5-Aktivierung
bewirken und keine antiinflammatorischen Effekte auslosen®. Insbesondere wurde
nachgewiesen, dass Flagelline aus kommensalen Darmbakterien zwar von TLRS erkannt
werden, aber nur eine schwache oder ,,stille* TLR5-Aktivierung hervorrufen, die nicht zu einer
ausgeprigten antiinflammatorischen Immunantwort fiihrt?°¢2%7, Vor allem zeigen die
Ergebnisse aus Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe diese Effekte im Vergleich zu den

symbiotischen Eigenschaften von EcN®.

4.3.2. Analyse der Maturation muriner BMDC’s nach Stimulation mit E.coli Isolaten

Die Analyse der Expression von Reifungsmarkern muriner, aus Knochenmark gewonnenen
dendritische Zellen (BMDCs) nach Stimulation mit verschiedenen E. coli-Isolaten erlaubt eine
differenzierte Betrachtung der regulatorischen Rolle von TLRs, insbesondere von TLR2, TLR4
und TLRS. Neben der Zytokinfreisetzung spiegeln die Expressionsmuster der

Oberflachenmolekiile MHC-II, CD80 und CD86 den Aktivierungs- und Reifungszustand der
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BMDCs wider und geben Aufschluss iiber die durch bakterielle Stimuli ausgelosten Signalwege
(Abbildung 4). Unsere Ergebnisse zeigen ein deutlich Genotyp-abhéngiges Muster. In TLR2/4
~“-BMDCs war die Expression aller untersuchten Reifungsmarker nach bakterieller Stimulation
signifikant vermindert, was die zentrale Bedeutung dieser Rezeptoren fiir die Induktion der
dendritischen Zellmaturation unterstreicht?®®2%. Die Stimulation von BMDCs mit Flagellin
Ultrapure, fiihrte ebenfalls zu einer selektiven Aktivierung und Maturation, jedoch in unseren
Versuchen in allen Genotypen mit deutlich schwécheren Signalen als mit viablen Bakterien. Es
bietet Hinweise darauf, dass Flagellin als isoliertes Protein nur zu einer vergleichbar geringeren
BMDC-Maturation ausreicht. Stimulusabhingig zeigten sich weder zwischen den getesteten
E.coli-Isolaten noch zwischen MOI 1 wund 10 signifikante Unterschiede in der
Maturationsmarkerinduktion, was auf eine Sittigung der Induktion bereits bei niedriger
Bakterienzahl deutet. Nach aktuellem wissenschaftlichem Stand spielt TLR4 eine
Schliisselrolle in der LPS-vermittelten Aktivierung und Apoptose von DCs?%2%, TLR2
hingegen vermittelt die Reifung vor allem nach Stimulation mit Peptidoglykanen und
Lipoteichonsdure?®®, Hauptbestandteilen grampositiver Zellwidnde. Die TLRS5-abhingige
Signaliibertragung tiber die Signalproteine TRIF und ERK1/2 kann die Antigenprésentation,
Proliferation und Zytokinproduktion der BMDCs modulieren®'?. Friihere Untersuchungen
unserer Arbeitsgruppe deuten zudem darauf hin, dass die Art des bakteriellen Stimulus, ob
symbiontisch oder pathobiontisch, die Maturationszustinde und die Expression

immunregulatorischer Proteine wesentlich beeinflusst?!!.

Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass die Reifung muriner BMDCs nach Stimulation
mit E.coli-Isolaten primdr liber TLR2- und TLR4-abhédngige Signalwege vermittelt wird,
wihrend TLRS eine modulierende, regulierende Funktion einnimmt. Es ist ersichtlich, dass
TLR2/4 den Hauptantrieb der Maturationssignale liefern, wéhrend TLRS vor allem
modulierend wirkt. Die Literatur zeigt ebenfalls, dass die durch TLRS vermittelte Begrenzung
der CD40-Induktion zu einer Modulation der Maturation von BMDC:s fiihrt und stiitzt damit
unsere Vermutung. Vergangenen Arbeiten haben ebenfalls gezeigt, dass die Stimulation von
BMDCs mit Flagellin zu einer selektiven und im Vergleich zu TLR2- und TLR4-Liganden
abgeschwichten Expression von Reifungsmarkern und proinflammatorischen Zytokinen fiihrt,
einschlieBlich CD40?'2. Dies deutet darauf hin, dass TLR5-Signale die Ausprdgung
kostimulatorischer Molekiile wie CD40 begrenzen und die Maturation der BMDCs
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modulieren?!?, Im Vergleich induzieren TLR2- und TLR4-Liganden eine deutlich stirkere
Expression von CD40, CD80, CD86 und MHC-II auf BMDCs, was die zentrale Rolle dieser
Rezeptoren fiir die vollstindige DC-Maturation unterstreicht>'??!3, Die Modulation durch
TLRS bewirkt, dass BMDCs nach Flagellin-Stimulation in einem weniger stark
kostimulatorischen, (semi-)maturen Zustand verbleiben, was die Immunaktivierung dimpft und

die Balance zwischen Toleranz und Immunantwort beeinflusst?!2.

Zur weiteren Kldarung der TLR5-Rolle bieten sich Folgeschritte an, wie zum Beispiel eine
zeitaufgeloste (mehrere Messungen wahrend der Stimulation, anstatt einer Endmessung) und
dosisgestaffelte Stimulation, sowie kombinierte MAMP-Gaben zur Priifung synergistischer
Effekte. Ergdnzend sollten Nicht-Flagellin-MAMPs quantitativ erfasst werden, um ihren Anteil

an der beobachteten Sittigung der Maturation einzuordnen.
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4.4. Vergleich anti-inflammatorischer Effekte zwischen kommensaler E.coli Stimme
und EcN im in vivo DSS-Kolitis Mausmodell

Um die Krankheitsbilder der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen zu verstehen und
Therapeutika zu entwickeln bedarf es Tiermodelle mit experimentell induzierten
Darmentziindungen, die es erlauben in einer reproduzierbaren und kontrollierten Umgebung
Versuche durchzufiihren. Eines der am hiufigsten verwendeten Tiermodelle, ist die in Méusen
durch Dextran Sodium Sulfate (DSS) Applikation hervorgerufene DSS-Kolitis. Um das anti-
inflammatorische Potenzial des symbiontischen EcN und weiterer, beispielsweise kommensale
E.coli-Stimme zu untersuchen, bietet die DSS-Kolitis ein geeignetes Umfeld. Durch die
Kolonisierung mit vorher festgelegten Bakterien, kann ein immunkompetenten Wirt mit
modifiziertem Mikrobiom geschaffen werden, in dem die Effekte der Kolonisation untersucht

werden konnen.

Auf Grundlage der in vitro Untersuchungen wurden im néchsten Schritt die ausgewéhlten E.coli
Isolate (CS238 pHP45Q catR und CS222 pHP45Q catR) in einem in vivo DSS-Kolitismodell
auf ihre pro- oder anti-inflammatorischen Effekte im intestinalen Kontext untersucht. Der
probiotische Stamm EcN, dessen protektiver Effekt im DSS-Kolitismodell bereits mehrfach

beschrieben wurde®70-99,100,107

, diente hierbei als positiver Referenzstamm. Im direkten
Vergleich sollte iiberpriift werden, ob ein kommensaler E.coli Stamm mit hoher TLRS
Aktivierung, wie der ausgewihlte Stamm CS238 pHP45Q catR, eine vergleichbare
Schutzwirkung entfalten kann wie EcN, widhrend von einem Stamm mit niedriger TLRS
Aktivierung, wie der ausgewdhlte Stamm CS222 pHP45Q catR, ein reduzierter oder
ausbleibender protektiver Effekt ausgeht.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der DSS-Kolitis Experimente diskutiert (vgl. 3.5) und in

den Kontext der vorangegangenen zelluliren Analysen sowie der bekannten Literatur zu TLRS5-

vermittelten Immunmechanismen und mikrobiellem Schutzpotenzial gestellt.

Kolonisation
Im ersten Teil des in vivo Versuchs zeigt sich, dass eine Kolonisation der Miuse mit
ausgewdhlten E. coli-Stimmen erfolgreich tiber das Trinkwasser erfolgen kann. Die Analyse

der Stuhlproben der Méiuse vor Kolonisation ergab, dass eine geringgradige endogene
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Besiedelung des Verdauungstraktes durch Bakterien bereits stattgefunden hatte. Dies lieB3 sich
anhand der CFU vor Kolonisation im Endoagar nachweisen. Nach einer dreitdgigen
Kolonisationszeit konnte eine signifikante Zunahme der CFU beobachtet werden, was auf eine
Erhohung der Bakterienzahl im Stuhl der Mduse hinweist. Zusdtzlich wurden die Stuhlproben
auf einem mit Chloramphenicol versetzten Selektivagar kultiviert. Wéhrend vor der
Kolonisation kein Wachstum detektiert werden konnte, lie§ sich nach der Verabreichung der
transformierten, chloramphenicolresistenten E.coli-Stimme ein deutliches Wachstum
beobachten. Der Nachweis Chloramphenicolresistenter Kolonien belegt, dass sich die
Kolonisation der Versuchstiere mit den ausgewéhlten Stimmen erfolgreich etablieren lie3. Die
Kolonisation von Médusen mit Bakterien iiber das Trinkwasser ist eine etablierte Methode und
wird in mehreren wissenschaftlichen Arbeiten beschrieben. Es wurde gezeigt, dass die
Applikation von Bakterien iiber Trinkwasser eine effektive Methode zur Kolonisation des
Gastrointestinaltrakts darstellt?!*. Dies konnte beispielsweise durch die konsistente
Kolonisation mit Sa/monella Typhimurium mit kontaminiertem Trinkwasser gezeigt werden,
die eine vergleichbare Kolonisation wie die klassische orale Gavage zeigte, ohne die
Belastungen und Risiken einer Zwangsapplikation?!. Dariiber hinaus belegen weitere Studien,
dass Bakterien welche iiber das Trinkwasser appliziert werden, einschlieBlich pathogener und

antibiotikaresistenter Stimme, den Darm von Miusen besiedeln und persistieren kdnnen?!3216,

Gewicht

Die Analyse der Korpergewichtsverldufe, wahrend der DSS-Applikation zeigte, dass alle
Versuchsgruppen im Verlauf der induzierten Kolitis eine deutliche Gewichtsabnahme erfuhren
(Abbildung 7). Bei detaillierter Betrachtung ergaben sich jedoch keine signifikanten
Unterschiede im Ausmall der Gewichtsreduktion zwischen den Gruppen. Somit konnte
lediglich festgestellt werden, dass die DSS-induzierte Kolitis erwartungsgeméfl zu einem
starken Gewichtsverlust fiihrte, ohne dass die Kolonisation mit EcN oder mit den ausgewihlten
E. coli-Isolaten CS222 pHP45Q catR und CS238 pHP45Q catR einen messbaren protektiven
Effekt auf diesen Parameter ausiibte. Durch zahlreiche experimentelle Studien wird belegt, dass
Gewichtsverlust ein zentrales, klinisches Merkmal einer fortschreitenden Entziindungsreaktion
im DSS-Kolitismodell ist. Durch die hervorgerufene Kolitis kommt es zu typischen
Symptomen, wie Diarrhoe, blutige Stiihle, Kolonverkiirzung und zu einem progressiven Verlust

an Korpergewicht, der mit dem Schweregrad der Entziindung korreliert?'7-22!, Der
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Gewichtsverlust basiert auf eine Kombination aus verminderter Nahrungsaufnahme,
Malabsorption, erhohter intestinaler Permeabilitét und systemischer
Entziindungsreaktion!'¢-221-222 Typischerweise setzt der Gewichtsverlust bereits wenige Tage
nach DSS-Applikation ein und ist in der Auspragung durch die DSS-Konzentration und Dauer
der Applikation modulierbar?!7-2!8, Auch wenn einige Arbeiten den Parameter Gewicht als
einen verldsslichen klinischen Marker fiir die Krankheitsaktivitidt und den Verlauf der DSS-

Kolitis sehen?!7-219-221,

gibt es durchaus kritische Stimmen, die betonen, dass die
Gewichtsabnahme als Read-Out eine Reihe an Limitationen und Fehlerquellen aufweist, da sie
von Faktoren, wie der genetische Hintergrund der Tiere, die DSS-Dosis, das Geschlecht und
die Erndhrung, welche den Gewichtsverlust signifikant beeinflussen konnen 218223224
Zusitzlich konnen individuelle Unterschiede in Fliissigkeits- oder Nahrungsaufnahme, Stress
und Stuhl- oder Urinabgabe unmittelbar vor der Gewichtsbestimmung die Messwerte
beeinflussen, ohne dass diese mit der intestinalen Entziindung korrelieren miissen.

Zudem tritt ein ausgepragter Gewichtsverlust im Rahmen einer Kolitis hdufig erst bei
fortgeschrittener epithelialer Schadigung auf?2>-2%7,

In Zusammenschau empfiehlt es sich den Faktor Gewichtsabnahme stets mit weiteren
klinischen, histologischen und molekularen Parametern zu kombinieren, um die Schwere der
Entziindung im DSS-Kolitismodell zuverldssig zu beurteilen. Die Messintervalle sollten
moglichst eng gewéhlt werden und iiber einen den gesamten Zeitraum der DSS-Applikation
erfasst werden. Mit der Kombination aus histologischen Analysen der Kolonschleimhaut,
Betrachtung der Kolonlidnge, der Beurteilung der Klinik mittels DAI, sowie Zytokin und
Durchflusszytometrische Analysen in unserem in vivo DSS-Experiment wurden moglich

zahlreiche Faktoren miteinbezogen, um eine moglichst hohe Aussagekraft zu erreichen.

Histologie

Wir flihrten eine mikroskopische Analyse der histologischen Préparate aus den
Kolonsegmenten der Versuchstiere durch. Sie diente dazu den Einfluss der Kolonisation durch
EcN und den ausgewéhlten E.coli-Stimme auf die DSS-induzierte Kolitis auf histologischer
Ebene zu untersuchen und mogliche protektive Effekte der bakteriellen Kolonisation auf die
strukturelle  Integritit des Darmepithels und den Schweregrad entziindlicher
Gewebeverdnderungen zu erfassen (Abbildung 8). Die Beurteilung erfolgte anhand eines

standardisierten, verblindet durchgefiihrten histopathologischen Scoring-Systems (Tabelle 16)
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Die Auswertung unserer Daten zeigte signifikante Unterschiede zwischen der unbehandelten
Kontrollgruppe (DSS-Only) und den kolonisierten Versuchsgruppen. Die Tiere, die keiner
bakteriellen Kolonisation unterzogen wurden, wiesen deutlich hohere HCS-Werte auf als die
Tiere mit vorangegangener bakterieller Kolonisation. Insbesondere lieen sich in der EcN-
Gruppe signifikant geringere, histologische Schidigungsmerkmale beobachten. Diese Befunde
stehen im Einklang mit fritheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe, in denen ein protektiver
Effekt von EcN im DSS-Kolitismodell beschrieben wurde®. Fir die Kolonisation mit den
transformierten, kommensalen E.coli-Staimmen CS222 pHP45Q catR und CS238 pHP45Q catR
konnte ebenfalls eine signifikante Reduktion des HCS im Vergleich zur DSS-only-Gruppe
festgestellt werden. Beide Stimme flihrten somit zu einer messbaren Verminderung der
histologischen Schadigung. Im Vergleich zur EcN-Gruppe fielen diese protektiven Effekte
jedoch geringer aus. Diese Beobachtung legt nahe, dass eine bakterielle Kolonisation mit
kommensalen E. coli Stimmen grundsétzlich einen mildernden Einfluss auf die DSS-induzierte

Entziindung haben kann, das Ausmal} dieser Wirkung jedoch stammspezifisch variiert.

Typische Merkmale einer DSS-induzierten Kolitis umfassen eine ausgeprégte Infiltration der
Mukosa und Submukosa durch neutrophile Granulozyten, Kryptenverlust, Ulzerationen sowie
eine Desintegration der epithelialen Barrierefunktion!66171:217219222 " yjege Merkmale sind
bereits oft beschrieben und werden als zentrale pathologische Veridnderung einer DSS-Kolitis
gewertet! 0617121922225 Dje protektiven Effekte von EcN auf die strukturelle Integritit des
Darmepithels, die Ausprdgung entziindlicher Gewebeverdnderungen und Erhaltung der
intestinalen Homdostase wurden in Studien bereits vielfach beschrieben®-70:93-107.111.228 ' Tyje
Verwendung des HCS zur objektiven Bewertung der Gewebeverdnderung und des

Schweregrads einer Entziindung ist etabliert und die Aussagekraft wird in préklinischen Studien

genutzt.

Disease-Activity Index

Zur klinischen Verlaufskontrolle wurde wéhrend der DSS-Applikation téglich der
Gesundheitszustand der Versuchstiere anhand eines standardisierten Disease-Activity-Index
(DAI) erfasst (Tabelle 15). Die Analyse der DAI-Verldufe zeigte, dass Tiere die mit E. coli
Nissle 1917 (EcN) und CS238 pHP45Q catR kolonisierten Gruppen signifikant geringere DAI-
Werte aufwiesen als die Tiere der Kontrollgruppe (DSS-Only) sowie der Gruppe, die mit dem
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Stamm CS222 pHP45Q catR kolonisiert wurde. Die geringere klinische Krankheitsaktivitdt in
den Gruppen EcN und CS238 pHP45Q catR deutet auf einen protektiven Effekt dieser Stimme
im Kontext der DSS-induzierten Kolitis hin. Diese Beobachtungen bestétigen die urspriingliche
Hypothese, dass EcN eine antiinflammatorische Wirkung entfaltet und den Schweregrad der
Kolitis mindern kann. Dariiber hinaus unterstiitzen die Daten die Annahme, dass auch ein
kommensaler E. coli-Stamm mit vergleichbaren funktionellen Eigenschaften, insbesondere
einer langen fliC-Sequenz und einem hohen TLRS5-Aktivierungspotenzial, dhnliche Effekte
hervorrufen kann. Die niedrigeren DAI-Werte von CS238 pHP45Q catR werden mit
protektiven Effekten in Verbindung gesetzt und unterstreichen damit die potenzielle
immunmodulatorische Bedeutung stammabhédngiger Flagellinstrukturen im Kontext

bakterieller Kolonisation und epithelialer Homdostase.

Die Erhebung eines DAI zur klinischen Beurteilung der Krankheitsaktivitdt ist eine etablierte
Methode, die in Studien als standardisiertes Instrument eingesetzt wird, um den Verlauf und
die Schwere einer Kolitis anhand von Parametern wie Korperhaltung, Fellbeschaffenheit,
Rektalblutung und Stuhlkonsistenz zu erfassen und mit histologischen sowie molekularen
Befunden zu Kkorrelieren®!7219229-231 " Dje Erhebung des DAI erlaubt eine objektive
Einschitzung der Krankheitsaktivitdt und des Schwergrads einer Kolitis und korreliert eng mit
histologischen und molekularen Entziindungsparametern?!’-219-22%231 Die Literatur zeigt, dass
der DAI insbesondere wihrend der akuten Entziindungsphase ansteigt. Dadurch kann er als
Marker fiir die Beurteilung von Therapieeffekten eingesetzt werden und erlaubt den Vergleich
unterschiedlicher Versuchsgruppen?!”-21%22° Trotz dieser aufgezeigten Vorteile der DAI
Bestimmung befassen sich mehrere wissenschaftlichen Arbeiten kritisch mit der Erhebung des
DAI im DSS-Kolitis Modell und zeigen spezifische Fehlerquellen und Nachteile auf: Der DAI
ist ein semiquantitativer, beobachterabhidngiger Score, dessen Bewertung von Parametern, wie
Korperhaltung, Fellzustand und Stuhlkonsistenz einer erheblichen  Subjektivitit
unterliegt?>*?233. Es wird betont, dass der DAI nicht immer mit objektiven histologischen oder
molekularen Entziindungsparametern korreliert und besonders bei geringen Auspragungen der
Kolitis ungenau sein kann?2%-23223 Trotz verblindeter Durchfiihrung bei der Erhebung der DAI

kann eine vollstindige Objektivitét nicht gewihrleistet werden.

86



Aus diesem Grund sollte der DAI idealerweise durch zusétzliche, objektivere Parameter ergénzt
werden, etwa durch, wie zuvor beschriebene, histologische Befunde, Gewichtsentwicklung
oder Biomarker fiir Entziindungsaktivitit. Eine Kombination mehrerer unabhingiger
Bewertungsansitze erhoht die Aussagekraft und Validitdt der erhobenen Daten und erlaubt eine

bessere Beurteilung {iber den Schweregrad der Krankheitsaktivitdt im DSS-Kolitis Modell.

Kolonlidnge

Im direkten Vergleich mit den Kolonlingen gesunder Tiere zeigte sich eine deutliche
Verkiirzung der Kolonabschnitte in allen Versuchsgruppen mit DSS-induzierter Kolitis.
Zwischen den einzelnen behandelten Gruppen (DSS-Only, EcN, CS222 pHP45Q catR und
CS238 pHP45Q catR) konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Kolonlénge festgestellt werden (Abbildung 9). Im Rahmen einer Kolitis kommt es infolge der
entziindlichen Prozesse im Kolongewebe zu strukturellen Umbauprozessen, wie beispielsweise
ein fortschreitender Fliissigkeitsverlust, epitheliale Schidigung und eine makroskopisch
messbare Verkiirzung des Kolons?!7:21%-234 Zur Erfassung dieser Verinderungen wurde in
unserem Versuch die Kolonlédnge der Tiere nach Abschluss der DSS-Applikation vermessen.
Als Referenz dienten Vergleichsdaten gesunder Wildtyp-Méuse ohne DSS-Behandlung. Die
Interpretation der Kolonldngen-Daten wird durch mehrere methodischen und biologischen
Faktoren erschwert. Zum einen ist die exakte Festlegung des proximalen und distalen
Messpunktes wihrend der Prédparation fehleranfillig und kann zu variablen Messdaten
fiihren!6:170 Leichte Unterschiede bei der Abtrennung, Zugspannung oder Ausrichtung des
Gewebes beeinflussen das Messergebnis. Zum anderen unterliegt die Kolonldnge natiirlicher
individueller Schwankung, die sich u. a. aus Alter, KorpergroB3e, genetischer Veranlagung und

Hydratationsstatus der Tiere ergibt!”.

Trotz dieser Einschrankungen bestétigen unsere Ergebnisse die in der Literatur beschriebene
Tendenz, dass entziindliche Prozesse im Kolon im Rahmen einer DSS-induzierten Kolitis mit
einer Reduktion der Kolonldnge einhergeht!’!-217219234  Die Kolonlinge kann somit als
ergianzender makroskopischer Parameter zur Bewertung des Entziindungsgrades herangezogen
werden, sollte jedoch stets im Zusammenspiel mit funktionellen und histologischen Befunden

interpretiert werden.
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FACS und immunologische Untersuchungen

Die bisherigen Analysen zur Gewichtsverdnderung, dem Disease-Activity-Index (DAI) und der
histopathologischen Bewertung zeigten, dass eine Kolonisation mit EcN die Auspridgung einer
DSS-induzierten Kolitis mildern. Zur Untersuchung weiterer Indikatoren mildernder Effekte
fithrten wir immunologische Analysen mittels Durchflusszytometrie durch und bestimmten die
Zytokinzusammensetzung in den Uberstinden der Zellkulturen. Die Analyse der absoluten
Zellzahlen im Kolon zeigte, in den Gruppen EcN und CS238 pHP45Q catR (hohe TLRS
Aktivierung) ein erhohtes Auftreten neutrophiler Granulozyten. Umgekehrt zeigten sich in den
Gruppen DSS-Only und CS222 pHP45Q catR (niedrige TLRS Aktivierung) ein geringeres
Vorkommen (Abbildung 10). Neutrophile Granulozyten sind zentrale Effektorzellen des
angeborenen Immunsystems und spielen eine entscheidende Rolle in der initialen Abwehr von
Pathogenen. Sie infiltrieren entziindetes Gewebe, phagozytieren Mikroorganismen und setzen
reaktive Sauerstoffspezies sowie antimikrobielle Substanzen frei®*>. In der Pathophysiologie
der Kolitis tragen neutrophile Granulozyten sowohl zur Bekdmpfung von Pathogenen als auch
zur Gewebeschiadigung bei, insbesondere bei iiberméBiger oder anhaltender Aktivierung.
Aktuelle Studien zeigen die vermehrte Einwanderung neutrophiler Granulozyten in das
Kolongewebe in DSS-induzierter Kolitis. Sie sind essenziell fiir die Abwehr pathogener Keime,
indem sie Mikroorganismen phagozytieren und antimikrobielle Substanzen freisetzen.
Gleichzeitig kann durch eine iiberschieBende oder dysregulierte Aktivierung eine erhohte

Gewebeschidigung und eine Verstirkung der Entziindung auftreten?*>-237

. Es wurde gezeigt,
dass die Funktion der Neutrophilen kontextabhéngig ist und eine kontrollierte Infiltration die
Heilung und Wiederherstellung der Barrierefunktion fordert, wéhrend eine exzessive
Aktivierung die Pathogenese der Kolitis durch verstérkte Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen verschlechtert’®23237 Das vermehrte Auftreten neutrophiler Granulozyten in den
Gruppen mit milderer Krankheitsauspragung (EcN und CS238 pHP45Q catR) weist auf eine
effektive, kontrollierte Immunantwort hin?*%2%°, Trotz der typischerweise mit der Schwere der
Entziindung korrelierenden Infiltration neutrophiler Granulozyten zeigte sich in diesem
Experiment ein vermehrtes Auftreten dieser Zellen in den Gruppen mit milderer Kolitis (EcN
und CS238 pHP45Q catR) im Vergleich zu den Gruppen mit stirker ausgeprigter Entziindung
(DSS-Only, CS222 pHP45Q catR). Fiir diese Beobachtung existieren mehrere mdgliche

Erklarungsansitze. Bei einer stark entziindeten Mukosa tritt eine erhohte Apoptoserate oder

sekundire Nekrose der Neutrophilen auf?****! wodurch die Zellzahl im Gewebe und

88



entsprechend in der FACS-Analyse reduziert erscheinen. Allgemein kann eine massive
Gewebeschadigung wihrend der Probenverarbeitung zu Zellverlusten flihren, was die
Detektionsrate weiter senkt. Dariiber hinaus ist bekannt, dass Neutrophile im Rahmen
systemischer Entziindungen aus dem Gewebe in andere Kompartimente wie Lymphknoten oder
Milz migrieren kdnnen, sodass eine reduzierte Zellzahl im Kolon auch auf Umverteilung
zurlickzufiihren sein konnte?*2, Ein weiterer Aspekt betrifft die zeitliche Dynamik der
Neutrophilenantwort: Als friihe Effektorzellen des angeborenen Immunsystems infiltrieren

Neutrophile meist zu Beginn des entziindlichen Geschehens?#?

. In stark fortgeschrittener Kolitis
konnen diese bereits verbraucht oder apoptotisch eliminiert worden sein, wéihrend in milde
ausgepragten Entziindungen die Rekrutierung noch aktiv besteht?**243. AbschlieBend ist nicht
auszuschlieBen, dass methodische Aspekte wie Unterschiede in der Gewebequalitit,
Priparationstechnik oder Zellviabilitit die Ergebnisse beeinflusst haben. Vor diesem
Hintergrund erscheint die Interpretation der Neutrophilenzahlen im Kolon kontextabhingig und
sollte stets im Zusammenspiel mit klinischen, histologischen und zytokinbasierten Parametern

erfolgen.

Die Analyse der mesenterialen Lymphknoten ergab eine erhohte Frequenz von Th17-Zellen in
der Gruppe CS222 pHP45Q catR im Vergleich zur DSS-Only Gruppe, die Anzahl der Th17-
Zellen in den Gruppen EcN und CS238 pHP45Q catR lag im mittleren Durschnitt. Th17-Zellen
sind eine Subpopulation von CD4* T-Helferzellen, die durch die Produktion von IL-17A, IL-
17F, IL-21 und IL-22 gekennzeichnet sind. Sie spielen eine zentrale Rolle in der Immunabwehr
gegen extrazellulire Pathogene und sind maligeblich an der Pathogenese entziindlicher
Darmerkrankungen beteiligt?*®**7. Typischerweise sind Th17-Zellen bei einer Kolitis in der
Mukosa zu finden, produzieren proinflammatorische Zytokine und sind entscheidend an der
Entziindungsentstehung und Progression beteiligt?*®. Die Erhohung des Vorkommens ist ein
immunologisches Merkmal, das nicht auf schwere Kolitisformen beschrénkt ist, sondern auch
bei milden Verlaufen beobachtet werden kann?*¥-24, Die erhohte Prasenz von Th17-Zellen in
der Gruppe CS222 pHP45Q catR kann auf eine verstdrkte proinflammatorische Immunantwort
hinweisen. Die DSS-Only Gruppe zeigte, trotz starker Entziindungszeichen, ein geringeres
Aufkommen von Th17-Zellen. Dies konnte durch eine tibermaBige Entziindungsreaktion erklért
werden, die zu einer Erschopfung oder Apoptose von Thl7-Zellen fiihrt. Zudem kann eine
Dysregulation der Zytokinproduktion, insbesondere eine reduzierte IL-10-Produktion, die

Differenzierung und Funktion von Th17-Zellen beeintréchtigen. Im direkten Vergleich lag das
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Vorkommen der Th17-Zellen in den Gruppen EcN und CS238 pHP45Q catR im mittleren
Bereich. Moglicherweise fiihrte dort eine geringere Inflammationsreaktion nicht zu einer

erhohten Apoptose, wie in der DSS-Only Gruppe.

Die Analyse der TNF-a-Sekretion im Kolon ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Versuchsgruppen. Dennoch lieB sich eine Tendenz erkennen, bei der die Gruppen DSS-
Only und CS222 pHP45Q catR hohere TNF-a-Werte aufwiesen als die Gruppen EcN und
CS238 pHP45Q catR. Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) ist ein zentraler proinflammatorischer
Zytokinmarker, der stark mit der Aktivierung des Immunsystems im Rahmen chronisch-
entziindlicher Darmerkrankungen assoziiert ist*’. Eine erhohte TNF-a-Sekretion steht
typischerweise mit einer ausgeprigten Entziindungsreaktion und Gewebeschddigung in
Zusammenhang, wihrend geringere Konzentrationen mit einer kontrollierten Immunantwort

und dem Erhalt der intestinalen Homoostase korrelieren?3!-252

. Vor diesem Hintergrund
unterstiitzt der beobachtete Trend, trotz fehlender Signifikanz, die zuvor beschriebenen

histologischen und klinischen Befunde.

Insgesamt zeigen die immunologischen Untersuchungen, dass sich zwischen den
Versuchsgruppen deutliche Unterschiede in der zelluliren Zusammensetzung und
Zytokinantwort ergeben. Wéhrend EcN und CS238 pHP45Q catR mit einer ausgepriagten
Infiltration neutrophiler Granulozyten und reduzierter TNF-a-Sekretion assoziiert waren,
zeigten die Gruppen DSS-Only und CS222 pHP45Q catR Anzeichen einer Dysregulation mit
tendenziell erhohter TNF-a-Produktion, und gestorter Neutrophilenrekrutierung. Die
Versuchsgruppe CS222 pHP45Q catR zeigt in der FACS-Analyse ein erhohtes Vorkommen
von Thl7-Zellen, im direkten Vergleich zeigte die Versuchsgruppe EcN erniedrigtes
Vorkommen von Thl7-Zellen. Diese Beobachtung ist vereinbar mit einer erhohten
Apoptoserate und Zelluntergang im Rahmen einer schweren und fortgeschrittenen Kolitis.
Insgesamt unterstreichen diese Ergebnisse, dass eine bakterielle Kolonisation mit bestimmten
E. coli-Stimmen einen immunmodulatorischen Effekt ausiiben kann, der sowohl zelluldre als
auch humorale Einfliisse umfasst. Eine Kolonisation mit ausgewéhlten E. coli-Stammen kann
das Ausmal einer DSS-induzierten Kolitis auf mehreren Ebenen unterschiedlich beeinflussen.
Der etablierte probiotische Stamm E. coli Nissle 1917 (EcN) zeigte in unseren Versuchen

erwartungsgemall protektive Effekte, sowohl in klinischen als auch histologischen und
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immunologischen Parametern. Interessanterweise lie sich ein vergleichbares Muster auch fiir
den kommensalen Stamm CS238 pHP45Q catR beobachten. Beide Stimme waren mit einer
reduzierten  klinischen  Krankheitsaktivitit =~ (DAI),  geringeren  histologischen
Schiadigungsmerkmalen sowie einem modifizierten immunologischen Zell- und Zytokinprofil
assoziiert. Auffillig war dabei eine erhohte Anzahl neutrophiler Granulozyten im Kolon,
obwohl diese Tlblicherweise mit schwereren Entziindungsverldufen korrelieren. Dieses
scheinbar paradoxe Ergebnis wurde in der Diskussion als Ausdruck einer effektiven, aber
kontrollierten Immunantwort interpretiert, mdglicherweise begiinstigt durch erhaltene
Gewebestrukturen und geringere Apoptoseraten in mild verlaufenden Kolitiden. Zusétzlich
zeigten sich bei EcN und CS238 pHP45Q catR ein giinstiges Zytokinprofil mit reduzierter
Sekretion proinflammatorischer Mediatoren wie TNF-o und IL-1f sowie gleichzeitiger Prasenz
des antiinflammatorischen Zytokins IL-10. Das Vorkommen von Th17-Zelleln war in beiden
Gruppen vorhanden, was in diesem Zusammenhang als Zeichen einer aktiven, regulierten
Immunantwort gewertet werden kann. Im Gegensatz zeigte die Kolonisation mit dem Stamm
CS222 pHP45Q catR, der sich durch eine verkiirzte fliC-Sequenz und ein geringes TLRS-
Aktivierungspotenzial auszeichnet, keine protektiven Eigenschaften. Hierbei fanden sich
vielmehr Hinweise auf eine verstirkte entziindliche Reaktion, in Form klinischer Zeichen einer
schwerer verlaufenden Kolitis und tendenziell gesteigerter TNF-a-Produktion. Trotz einer im
Vergleich erhohten Konzentration des antiinflammatorischen Zytokin IL-10, zeigten sich
klinische Zeichen einer vergleichbar aggravierten DSS-Kolitis. Diese Beobachtungen stiitzen
die zentrale Hypothese dieser Arbeit: Die immunmodulatorischen und potenziell protektiven
Eigenschaften kommensaler E. coli-Stimme hingen wesentlich von ihrer Fahigkeit ab, TLRS
zu aktivieren, ein Mechanismus, der stark von der Struktur und Lénge des bakteriellen
Flagellins beeinflusst wird. Gleichzeitig ist hier zu betonen, dass die hier dargestellten
Ergebnisse lediglich Hinweise auf stammabhingige Unterschiede in der immunologischen
Wirkung liefern, jedoch noch keine abschlieBenden Aussagen iiber deren therapeutisches
Potenzial erlauben. Die Aussagekraft ist durch die begrenzte Gruppengrofle, den festgelegten
Beobachtungszeitraum sowie die Beschrinkung auf ein einzelnes Kolitis-Modell limitiert.
Kiinftige Studien sollten mit erweiterten Kohorten, lidngerer Verlaufsbeobachtung und
funktionellen Zusatzanalysen, etwa zur epithelialen Barrierefunktion, Zytokinregulation auf
Transkriptionsebene oder zur Interaktion mit dem intestinalen Mikrobiom durchgefiihrt

werden, um die hier beschriebenen Zusammenhinge weiter zu validieren.
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Diese Arbeit leistet damit einen Beitrag zum besseren Verstindnis stammabhidngiger
immunologischer Mechanismen im Kontext entziindlicher Darmerkrankungen. Insbesondere
wird deutlich, dass nicht allein die Zugehorigkeit eines Bakteriums zur Gattung E. coli, sondern
vielmehr seine funktionellen Eigenschaften, wie etwa die Fahigkeit zur gezielten TLRS-
Aktivierung, iber protektive oder pathogene Wirkungen entscheiden konnen. Diese
Erkenntnisse liefern eine Grundlage fiir die zukiinftige Entwicklung gezielter mikrobieller

Interventionen im Rahmen probiotischer oder mikrobiomgestiitzter Therapiestrategien.
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5. Limitationen

Trotz der dargestellten Ergebnisse und Interpretationen unterliegt die vorliegende Arbeit
mehreren Limitationen, die bei der Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigt werden
miissen. Ein zentraler Aspekt dabei betrifft die Komplexitét bakterieller Isolate. Die von
uns ausgewihlten E.coli Stimme unterscheiden sich nicht nur in der Lange und Sequenz
des Flagellins, sondern weisen eine Vielzahl weiterer, genetischer, struktureller und
funktioneller Unterschiede auf. Zu diesen zdhlen beispielsweise individuelle
Unterschiede in mikrobiellen Oberflichenstrukturen, Stoffwechselwegen und Variation
in der Expression weiterer MAMPS, die unabhdngig vom Flagellin
immunmodulatorische Effekte ausiiben konnen. Vor diesem Hintergrund ist es nicht
moglich, die beobachteten Unterschiede in der TLRS5-Aktivierung, der Zytokininduktion
oder der protektiven Wirkung im Allgemeinen im DSS-Kolititsmodell alleinig auf die
Flagellinlinge bzw. fliC-Sequenz zuriickzufiihren. Die Ergebnisse erlauben eine
Identifikation stammspezifischer Assoziationen und zeigen mogliche Korrelationen, die
jedoch nicht als eindeutige Ursache-Wirkungsbeziehungen interpretiert werden konnen.
Ein methodisch idealer Ansatz zur Klidrung der Rolle des Flagellins wiirde die
Verwendung isogener Bakterienstimme erfordern, welche sich ausschlieBlich iiber die
Liange und Sequenz der fliC-Domine unterscheiden. Solche Modelle wiirden eine
prazisere Zuordnung der Ergebnisse erlauben. Weitere Limitationen ergeben sich aus
dem experimentellen Versuchsaufbau. Da die in vivo Untersuchung in einem akuten DSS-
Kolitismodell durchgefiihrt wurde, dass sich zwar durch eine Reproduzierbarkeit und
Standardisierbarkeit auszeichnet, jedoch primir die Schidigung der epithelialen Barriere
und Aktivierung des angeborenen Immunsystems abbildet, kdnnen chronische,
immunvermittelte Mechanismen, sowie langfristige Effekte einer bakteriellen
Kolonisation nur eingeschrinkt erfasst werden. Zudem erfolgten die Untersuchungen
innerhalb eines definierten Beobachtungszeitraums mit vergleichsweise kleinen
Tiergruppen. Dies reduziert die statistische Aussagekraft. Auch interindividuelle
Unterschiede in der Kolonisation der Tiere konnten nur eingeschrinkt beriicksichtigt
werden. SchlieBlich ist zu beriicksichtigen, dass die TLRS5-abhéngigen Effekte im
Mausmodell nicht uneingeschrankt auf den Menschen iibertragbar sind. Unterschiede in

der Expression, Signaltransduktion und weitere Bedeutungen von TLR4 zwischen
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murinen und humanen Immunsystem konnen die beobachteten Effekte beeinflussen.
Erginzend wire eine umfassende phénotypische und bioinformatische Charakterisierung
der verwendeten E.coli Isolate geeignet potenzielle Storfaktoren zu erfassen und die

Interpretation der Ergebnisse zu verbessern.

Zusammenfassend liefern die Ergebnisse dieser Arbeit und die daraus folgenden
Interpretationen lediglich einen  moglichen  Zusammenhang zwischen
Flagellinassoziierten =~ Eigenschaften ausgewihlter E.coli Isolate und deren
immunologischer Wirkung. Ergéinzend miissen diese jedoch in weiterfithrenden Studien
mit isogenen Stimmen und groBeren Versuchsgruppen, sowie erginzenden Modellen und

humannahen Systemen validiert werden.
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6. Zusammenfassung

Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (CED) gehen mit Storungen der
Darmmikrobiota und fehlgesteuerten Immunreaktionen einher?®?%33#, Flagellin,
der natilirliche Ligand des Toll-like-Rezeptors 5 (TLRS), gilt als zentraler

59.69.70.198  [n  der

Vermittler stammspezifischer Wirt-Mikroben-Interaktionen
vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese gepriift, ob eine Korrelation zwischen
der Gesamtliange der Flagellin-Sequenz (fiC-Sequenz) und der TLRS5-Aktivierung
besteht und ob sich daraus protektive Effekte kommensaler E. coli ableiten lassen.
Als Vergleichsgrofle nutzten wir E.coli Nissle 1917 (EcN), welcher bereits durch

09.93.99  Im Rahmen der

viele Studien belegt, protektive Effekte zeigte
Untersuchungen wurden E. coli-Isolate aus Stuhlproben gesunder Probanden
hinsichtlich ihrer fliC-Lange und ihres Schwirmverhalten charakterisiert und in
TLRS-iiberexprimierenden HEK-Zellen (human/murin) auf ihr TLRS-
Aktivierungspotenzial getestet. Als Read-out diente in diesem Kontext die IL-8
Sekretion. Fiir die nachfolgenden Experimente wurden zwei kontrastierende
Isolate ausgewdhlt: CS238 (lange fliC-Sequenz, hohe TLR5-Aktivierung, dhnlich
EcN) und CS222 (kurze fliC-Sequenz, niedrige TLR5-Aktivierung) und mit dem
probiotischen Referenzstamm EcN verglichen. Die isolierten kommensalen F.
coli-Stimme wiesen eine groBe Variabilitit der fliC-Sequenz-Lingen und
deutliche Unterschiede im Schwirmverhalten auf. Langere fliC-Sequenzen traten
haufiger bei stark schwidrmenden Stimmen auf, kiirzere eher bei nicht
schwarmenden. Die Gesamtldnge allein erwies sich jedoch nicht als verlésslicher
Pridiktor fiir die Motilitét, da die funktionelle Bedeutung der einzelnen Flagellin-
Domidnen maBgeblich ist. Fiir weiterfilhrende Experimente wurden daher nur
schwarmfahige Stimme ausgewihlt, um ein funktionsfihiges Flagellum
sicherzustellen.

In TLRS-liberexprimierenden HEK-Zellen wurde eine ausgeprigte Stamm- und
Speziesabhiangigkeit der IL-8-Sekretion beobachtet. Mehrere Isolate induzierten
in murinen TLR5-Zellen hohe, in humanen TLRS5-Zellen jedoch deutlich
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niedrigere Signale. Diese Unterschiede spiegeln bekannte interspezifische
Variationen der TLR5-Sequenz und -Ligandenerkennung wider und
unterstreichen, dass Ergebnisse aus Mausmodellen nur eingeschrinkt direkt auf
den Menschen iibertragbar sind. Nach Normierung auf den Stamm EcN ergaben
sich Isolate mit hoher (u. a. CS238) und niedriger (u. a. CS222) TLRS5-
Aktivierung, auf deren Basis die beiden kontrastierenden Stimme, fiir die in vitro
und in vivo -Folgeexperimente ausgewdhlt wurden. In murinen BMDCs
bestitigten die Experimente die zentrale, regulatorische Rolle von TLRS. In TLRS"
"-BMDCs kam es im Vergleich zu Wildtyp- und TLR2/47-Zellen zu einer
verstarkten TNF-o-Produktion, was auf eine Enthemmung anderer TLR-
Signalwege hindeutet. Die Analyse der Reifungsmarker (MHC-II, CD80, CD86,
CDA40) ergab, dass die Maturation primér iiber TLR2- und TLR4-Signale getrieben
wird, wihrend TLRS eher modulierend wirkt und insbesondere die Auspridgung
kostimulatorischer Molekiile begrenzt. Flagellin allein induzierte nur eine
schwache BMDC-Maturation, was die Rolle von TLRS als feinregulierenden,
nicht primir treibenden Faktor der DC-Aktivierung unterstiitzt.

Im DSS-Kolitis-Mausmodell konnte zundchst gezeigt werden, dass eine
Kolonisation mit EcN sowie den transformierten und somit Chloramphenicol-
resistenten Isolaten CS222 pHP45Q catR und CS238 pHP45Q catR iiber das
Trinkwasser zuverlédssig zu erreichen ist. Auf klinischer Ebene (Kdrpergewicht)
unterschieden sich die Gruppen zwar nicht signifikant, jedoch ergab die
histologische Analyse eine deutliche Reduktion des Schiadigungsscores (HCS) in
allen kolonisierten Gruppen im Vergleich zur DSS-behandelten, nicht mit E.coli-
kolonisierten Kontrollgruppe (DSS-Only), mit dem stirksten protektiven Effekt
bei EcN. Die kommensalen Stimme CS222 pHP45Q catR und CS238 pHP45Q
catR fiihrten ebenfalls zu einer signifikanten Verminderung der histologischen
Schédigung, wenn auch weniger ausgepragt als EcN.

Der Disease-Activity-Index zeigte eine klarere Differenzierung: Tiere, die mit ECN
oder CS238 kolonisiert waren, wiesen signifikant niedrigere DAI-Werte auf als

die DSS-Only-Gruppe und die CS222-Gruppe. Damit bestitigte sich die
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Hypothese, dass ein Stamm mit langer f/iC-Sequenz und hoher TLR5-Aktivierung
(CS238) protektive Effekte dhnlich EcN entfalten kann, wéahrend ein Stamm mit
verkiirzter fliC-Sequenz und niedriger TLRS5-Aktivierung (CS222) keinen oder
sogar einen ungiinstigen Einfluss auf den Krankheitsverlauf hat.

Die Kolonldngenmessungen zeigten zwar die typische Verkiirzung im Rahmen der
DSS-Kolitis, verursachten aber keine signifikanten Gruppenunterschiede und
erwiesen sich damit eher als ergéinzender, weniger sensitiv differenzierender
Parameter.

Die immunologischen Analysen bestétigten die stammspezifischen Unterschiede.
In den Gruppen EcN und CS238 pHP45Q catR fand sich eine erhohte Zahl
neutrophiler Granulozyten im Kolon bei gleichzeitig milderer Kolitis und
tendenziell niedrigerer TNF-a-Sekretion, ein Befund, der als Ausdruck einer
effektiven, aber kontrollierten Immunantwort interpretiert wurde. Demgegeniiber
waren DSS-Only und CS222 mit tendenziell hoheren TNF-a-Werten,
dysregulierter Neutrophilenrekrutierung und erhdhter Th17-Frequenz assoziiert,

passend zu einem schwereren, proinflammatorisch geprégten Verlauf.

Zusammenfassend zeigt die Arbeit, dass Stimme mit ldngerer fliC-Sequenz und
hoher TLRS5-Aktivierung (EcN, CS238) im DSS-Kolitis-Modell eine
abgeschwichte Entziindungsreaktion bei erhaltener Immunfunktion zu fordern
scheinen, wihrend ein Stamm mit verkiirzter fliC-Sequenz und niedriger TLRS-
Aktivierung (CS222 pHP45Q catR) keine protektiven Effekte zeigt. Trotz
methodischer Limitationen (siehe 5. Limitationen) liefert die Arbeit wichtige
Hinweise darauf, dass nicht die Artzugehorigkeit zu E. coli, sondern Stamm-
spezifische, insbesondere Flagellin- und TLRS5-vermittelte Eigenschaften iiber
protektive oder pathogene Wirkungen entscheiden. Dies bildet eine Grundlage fiir
die  gezielte  Entwicklung  Stamm-spezifischer = probiotischer  und

mikrobiomgestiitzter Therapiestrategien bei entziindlichen Darmerkrankungen.
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