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Zusammenfassung

Die Exposition gegeniiber 2,3,7.8 Tetrachlorodibenzo-p-Dioxin (TCDD) fiihrt iiber
die Aktivierung des Arylhydrokarbonrezeptors (AhR) zu einer Vielzahl toxischer
Effekte, insbesondere zu einer Schadigung des Immunsystems. Obwohl die Hauptex-
position iiber unsere Nahrung erfolgt, sind weder die Effekte einer TCDD induzierten
Uberaktivierung noch die physiologische Bedeutung des AhR fiir das Immunsystem

des Darms bisher erforscht worden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die orale Gabe von 10ug TCDD die
anschlieBende Etablierung von oraler Toleranz (OT) gegen das Protein Ovalbumin
(OVA) verhinderte. Spétestens nach drei Immunisierungen gegen OVA produzierten
TCDD behandelte, tolerante Mause dhnlich viele spezifische IgG1l und IgA An-
tikérper in Serum und Kot wie die nicht toleranten Tiere. TCDD fiihrte zu mehr
IL-6 produzierenden DC und IL-17 produzierenden T-Zellen in den mesenterialen
Lymphknoten. Diese Daten weisen darauf hin, dass TCDD das Gleichgewicht im
Darm hin zu proinflammatorischen Th17 Zellen verschiebt. Sie werfen damit die
Frage nach den Risiken hochdosierter AhR-Liganden in frei-verk&duflichen Nahrungs-
erganzungsmitteln auf. Anhand von AhR-KO Ma&usen konnten wir als erste zeigen,
dass der AhR eine Rolle bei der Besiedelung des Diinndarmepithels mit regulatori-
sche CD8aatTCR~d* T-Zellen spielt. Diese fiir die Epithelintegritit und die Ent-
stehung von OT wichtigen Zellen waren in AhR-KO Mausen auf die Hilfte reduziert.
Interessanterweise konnten wir in AhR-KO Ma&usen zeigen, dass auch das Fehlen des
AhR die dauerhafte Etablierung von OT verhinderte. Uberraschenderweise konnten
diese kaum OVA-spezifische IgA in den Darm ausschiitten, obwohl der Gesamt-Titer
dem der WT-M&use entsprach.

Der AhR iibernimmt wichtige und vielféltige Funktionen im darmassoziierten Im-
munsystem. Einerseits fiihrte eine Uberaktivierung zur Produktion proinflamma-
torischer Zytokine und zu einer Behinderung in der Entstehung der OT. Anderer-
seits wurde er fiir die Differenzierung oder das Uberleben von antiinflammatorischen
TCR~y6T-Zellen im Epithel benotigt, so dass ein Fehlen des AhR ebenfalls die Eta-
blierung der OT verhinderte.
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1 Einleitung

Das friihzeitige Erkennen von Gefahren durch Chemikalien fiir den Menschen und
die Umwelt ist von groflem offentlichen Interesse und steht im Fokus des Umwelt-
bundesamts (2009). Insbesondere die Exposition persistenter und bioakkumulativer
Substanzen wie Dioxinen wird regelmaéssig iiberpriift. Die Bedeutung des Arylhydro-
karbonrezeptors (AhR) fiir die Vermittlung der Toxizitét von Dioxinen auf das peri-
phere Immunsystem und die Thymozytenentwicklung wurde in vergangenen Jahren
bereits umfassend beleuchtet (Holsapple et al., 1991; Kerkvliet, 1995; den Berg et
al., 1994). Die Aufnahme von AhR-Liganden erfolgt aber hauptséchlich iiber die
Nahrung (Umweltbundesamt, 2009). Anders als das periphere Immunsystem steht
das Immunsystem des Darms in stdndigem Kontakt mit harmlosen Antigenen. So-
mit muss es auf die Auslésung und Erhaltung von Toleranz spezialisiert sein, aber
gleichzeitig auch schnell auf gefdahrliche Substanzen reagieren konnen. Die Effekte
von Dioxinen und die Rolle des AhR in diesem Zusammenhang sind noch weitge-
hend unerforscht. Daher befasst sich diese Arbeit mit der Bedeutung des AhR in
Bezug auf die Entstehung oraler Toleranz, einer Kernfunktion des Immunsystem des
Darms. Eine Storung dieser Regulationsmechanismen resultiert im giinstigsten Fall
in Nahrungsmittelallergien kann aber auch zu chronischen Entziindungen fiihren.
(Ardizzone und Porro, 2005).

1.1 Umweltexposition

Als Dioxine werden polychlorierte Dibenzodioxine (PCDDs) und Dibenzofurane
(PCDFs) bezeichnet, von denen der giftigste Vertreter das TCDD (2,3,7,8-Tetra-
chlorodibenzo-p-dioxin) ist. 7 PDCDs, 10 PCDFs und 12 dioxindhnliche polychlo-
rierte Biphenyle entfalten ihre Wirkung wie TCDD iiber Bindung an den AhR. Thre
Toxizitat wird relativ zu TCDD als sogenannter TEQ (toxic equivalence) Wert an-
gegeben, wobei TCDD der Wert “1” zugeordnet wurde (den Berg et al., 1998).

Dioxine entstehen als unerwiinschte Nebenprodukte bei Verbrennungstemperatu-

ren von 300 bis 900°C in der Gegenwart von Chlorverbindungen, insbesondere bei
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der Miillverbrennung (McKay, 28 April 2002). Durch den Einbau von Filteranla-
gen aufgrund der Bundesimmissionsschutzverordnung von 1990 konnte der jahrliche
Dioxinausstofl in Deutschland seit 1990 von 1200g auf 70g gesenkt werden, so dass
mittlerweile die Emissionen der Metallindustrie im Fordergrund stehen (Umweltbun-
desamt, 2009). Dioxine sind in der Umwelt nur schwer abbaubar und reichern sich
aufgrund ihrer stark lipophilen Eigenschaften im Fettgewebe an, so dass sie in der
Nahrungskette akkumulieren. Die menschliche Exposition vor allem iiber tierische
Nahrung liegt mit iiber 100pg pro Tag (Umweltbundesamt, 2009) immer noch im Be-
reich der von der Weltgesundheitsorganisation (WHO, 1998) empfohlenen téglichen
maximalen Aufnahmemenge von 1-4pg/kg Korpergewicht (KG). Die vom Umwelt-
bundesamt (2009) in verschiedenen Lebensmitteln festgestellten Kontaminationen

sind in Abbildung 1.1 wiedergegeben.
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Abbildung 1.1: Gehalt an PCDDs und PCDFs in Lebensmitteln. Quelle: Umweltbun-
desamt (2009)

Die Ausscheidung von Dioxinen verlduft meist iiber den Kot, aber auch {iber den
Urin und die Muttermilch (den Berg et al., 1994). Dabei variiert die Halbwertszeit
je nach Spezies stark. Wahrend zum Beispiel TCDD in M&usen bereits nach etwa
11 Tagen wieder eliminiert ist, bendtigen Meerschweinchen iiber 30 Tage und Men-
schen geschétzte 7-9 Jahre (den Berg et al., 1994). Ahnliches gilt fiir die LDso-Werte,
welche die Dosis kennzeichnen, die die Hélfte der Tiere nicht mehr iiberleben. Bei-
spielsweise sterben Meerschweinchen schon bei einer Dosis von 0,6pug TCDD pro kg
KG. Bei den in dieser Arbeit verwendeten C57BL/6 M#usen liegt die LD—50 bei
etwa 100pg/kg KG und bei Hamster sogar um die 1-5mg/kg KG. Fiir den Men-
schen ist diese Dosis selbstverstandlich nicht bekannt, aber aufgrund der Daten aus
Industrieunfillen wie in Seveso weifl man, dass der Mensch zu den unempfindlichen

Spezies gehort (di Domenico und Zapponi, 1986).
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1.2 Der Arylhydrokarbonrezeptor (AhR)

Der AhR ist ein Sensor fiir unpolare, planare, niedermolekulare Substanzen. Ur-
spriinglich wurde er wegen der Vermittlung der Toxizitédt von Dioxinen bekannt, die
mit steigender Bindungsaffinitéit zunimmt. Entsprechend bindet TCDD am stérksten
an den AhR (Poland und Knutson, 1982). Anhand von AhR-KO M#usen, denen der
AhR fehlt, konnte gezeigt werden, dass diese gegeniiber den toxischen Effekten von
TCDD resistent waren (Fernandez-Salguero et al., 1996). Die inaktive Form des
AhR, der als Transkriptionsfaktor zur Familie der basic-Helix-Loop-Helix-per-Arnt-
Sim (bHLH-PAS) Familie gehort, liegt im Zytoplasma gebunden an die stabilisieren-
den Hilfsproteine AIP (AhR interagierendes Protein) und Hsp90 (Hitzeschockprotein
90) vor (Perdew, 1988; Bell und Poland, 2000). Nach Ligandenbindung kommt es zu
einer Konformationsdnderung und Translokation in den Zellkern, wo die Hilfsprote-
ine abgespalten werden. Nach dem “klassischen” AhR-Signalweg assoziiert der AhR
im Kern mit ARNT (AhR-nuklear Translokator). Dieser Komplex kann an sogenann-
te DREs (Dioxin responsive Elemente) der DNA binden und die Transkription der
entsprechenden Gene steuern (Ma, 2001). Zu den bekanntesten Zielgenen gehoren
die Cytochrom P450 Enzyme wie cyplal und cypla2 des Fremdstoffmetabolismus.
Mittlerweile konnten aber etliche tausend Gene identifiziert werden, die direkt oder
indirekt iiber den AhR reguliert werden (Frericks et al., 2006). Die genauen Auswir-

kungen einer Aktivierung sind dabei stark vom untersuchten Zelltyp abhéngig.

Die transkriptionelle Aktivitit des AhR wird iiber verschiedene Mechanismes regu-
liert. Zum einen wird nach DNA-Bindung des aktivierten Rezeptors dessen Ubiqui-
tinierung und somit dessen Abbau eingeleitet (Ma und Baldwin, 2000). Gleichzeitig
steuert der AhR die vermehrte Expression des AhRR (AhR Repressor). Dieser kon-
kurriert mit dem AhR im Kern um die Bindung mit ARNT. Da dem AhRR eine
DNA-Bindedomine fehlt, ist das resultierende Dimer aber transkriptionell nicht ak-
tiv und reguliert somit iiber die negative Riickkopplung die AhR Aktivitat (Mimura
et al., 1999).

Neuere Erkenntnisse zeigen, dass der AhR neben ARNT auch mit RelA und RelB
des NfxB Signalweges interagieren kann, wobei RelA eher inhibiert und RelB akti-
viert wird (Ruby et al., 2002; Marshall und Kerkvliet, 2010; Vogel et al., 2007). RelA
und RelB induzieren Gene fiir die Regulation von Proliferation und Immunregulati-
on. Dabei steigert die Aktivierung von RelA das Uberleben von Zellen und induziert
die Sekretion proinlfammatorischer Zytokine wie 11.-6, 11.-2 und GM-CSF. Im Ge-

gensatz dazu wirkt RelB iiber die vermehrte Expression von IL-8 und Indolamin



1.3. Effekte der Uberaktivierung

2,3-dioxygenase (IDO) eher immunsuppressiv (Pahl, 1999; Ruby et al., 2002; Vogel
et al., 2007). Dieser alternative AhR-Signalweg ist neben dem zuvor beschriebenen

“klassischen” Signalweg in Abb.1.2 dargestellt.

Ligand
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Abbildung 1.2: Schema des “klassischen”, ARNT vermittelten und des “alternativen”,
RelA /RelB abhéngigen AhR-Signalweges. Der AhR Repressor (AhRR) konkurriert mit
dem AhR um die Bindung mit ARNT und inhibiert so die Transkription der Zielgene des
“klassischen” Signalwegs

1.3 Effekte der Uberaktivierung

Als Uberaktivierung wird eine Aktivierung iiber das physiologische Niveau hinaus
bezeichnet. Der AhR wird beispielsweise durch TCDD iiberaktiviert, da dieser Li-
gand nicht durch die induzierten Cyp450 Enzyme verstoffwechselt wird. Dadurch
kommt es zu einer dauerhaften Aktivierung des AhR. Obgleich die Effekte dieser
Uberaktivierung bereits in etlichen Studien untersucht wurden (Holsapple et al.,
1991; Kerkvliet, 1995; Poland und Knutson, 1982), sind die zugrunde liegenden Me-
chanismen noch immer weitgehend ungeklart. Je nach Tierart unterscheiden sich
die Wirkungen von TCDD, jedoch lieen sich in allen bislang untersuchten Labor-
tieren (Maus, Ratte, Hamster, Meerschweinchen) Lebertoxizitét, Thymusathrophie,
Auszehrung und eine ausgeprigte Immunsuppression sowohl der T- als auch der B-
Zellen beobachten (Vos et al., 1973; Holsapple et al., 1991; Chapman und Schiller,
1985). In Méusen wurden auflerdem teratogene, neurotoxische und kanzerogene Ef-
fekte beobachtet (Weber et al., 1985). Bereits ab einer Dosis von 0,7ug/kg KG lie
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sich in M&usen eine verringerte humorale Immunantwort beobachten (Davis und
Safe, 1988), so dass das Immunsystem als ein sehr empfindliches Ziel der TCDD
Toxizitat gilt. Dosen iiber 5ug TCDD pro kg KG fiithren zu Thymusathrophie, wo-
hingegen fiir Teratogenitéit und Auszehrung deutlich hohere Dosen von 12-20 und 25
ug pro kg KG notig sind (Weber et al., 1985; Vos et al., 1973). Abhéingig vom Zelltyp
kann TCDD die Zellproliferation fordern (Shimba et al., 2002) oder hemmen (Kollu-
ri et al., 1999). AuBerdem verindert TCDD die Zytokinaussschiittung von T-Zellen
(Ito et al., 2002), stort die Entwicklung naiver dendritischer Zellen (Vorderstrasse
und Kerkvliet, 2001; Bankoti et al., 2010) und beeinflusst die Differenzierung von
regulatorischen (Treg) und inflammatorischen Th17 Zellen (Quintana et al., 2008,;
Veldhoen et al., 2008; Funatake et al., 2005).

Humane Daten stammen aus Unfillen, bei denen zumeist eine Mischung verschie-
dener dioxindhnlicher Substanzen freigesetzt wurde. Da die Exposition der einzel-
nen Individuen oft nicht genau bekannt war und zum Teil erst nach relativ langer
Zeit Untersuchungen durchgefiihrt wurden, sind die Ergebnisse kontrovers. Dennoch
scheint TCDD auch im Menschen langfristige Schdden des Immunsystems zu ver-
ursachen. Tonn et al. (1996) konnten nach iiber 20 Jahren noch eine verringerte
T-Helferzellfunktion nachweisen, die allerdings zu keinen klinischen Beschwerden
bei den untersuchten Personen fiihrte. Hoffman et al. (1986) zeigten ebenfalls eine
verringert T-Zellfunktionen, wihrend Webb et al. (1989) eine erhohte Zahl an CD8"
T-Zellen und hohere IgA Serumtiter beobachteten.

1.4 Endogene AhR Funktionen

Der AhR gehort zu den in vielen Spezies hochkonservierten Rezeptoren und wird
von vielen Koérperzellen exprimiert. Welche Gene nach einer Aktivierung reguliert
werden, variiert stark je nach Zelltyp, Differenzierungsgrad und méoglicherweise Li-
gand (Frericks et al., 2006). Dies fiihrt zu den genannten, teilweise gegensitzlichen
Effekten wie der Foérderung von Treg durch TCDD und Th17 Zellen durch FICZ
(Quintana et al., 2008; Veldhoen et al., 2008). Daher erschien es wahrscheinlich,
dass der AhR mehr als ein Teil des Fremdstoffmetabolismus ist und insbesondere

im Immunsystem eine Rolle bei der Zellentwicklung spielt.

Erste Hinweise lieferte der Phéanotyp der von F. Gonzales generierten AhR-KO
Mause, denen der AhR fehlt. Diese zeigen neben einer verringerten Fruchtbarkeit

vor allem in Leber, Herz, Haut und Darm Verdnderungen des Gefafisystems und
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Hyperplasien. Die Leber dieser Mausen ist deutlich kleiner, zeigt Anzeichen von Fi-
brosen im Bereich der Portalvene (Fernandez-Salguero et al., 1997). Lahvis et al.
(2005) konnten zeigen, dass in AhR-KO Méausen der Ductus Venosus nach der Ge-
burt nicht verschlossen ist. In Studien mit Méusen mit verringerter AhR-Aktivitéit
konnte gezeigt werden, dass der Verschluss des Ductus Venosus in der Entwicklung
von AhR Liganden abhiingig ist, da die Uberaktivierung mit TCDD den beobach-
teten Defekt aufhob (Walisser et al., 2004).

Obwohl die humorale Immunantwort von AhR-KO Méuse nicht beeintriachtigt ist
(Vorderstrasse et al., 2001), ist die Entwicklung des Immunsystems in vielen Berei-
chen gestort. So besitzen diese Mause weniger Zellen im Thymus. Die Verteilung der
CD4" und CD8*" T-Zellen und Reaktion auf T-Zellrezeptorstimulation entspricht
aber der von WT-Mausen (Camacho et al., 2005). Die in vitro Stimulation von T-
Zellen mit Concanavalin A oder Ovalbumin fithrt zu einer verstirkten Sekretion der
Th1 Zytokine IFN+v und I1.-12, ohne die Sekretion von Th2 Zytokinen zu verédndern
(Rodriguez-Sosa et al., 2005).

Veldhoen et al. (2008) und Kimura et al. (2008) konnten zeigen, das der AhR ein
wichtiger Transkriptionsfaktor bei der Entstehung funktionaler Th17 Zellen ist. Die-
se haufig mit Autoimmunkrankheiten assoziierten T-Helferzellen spielen eine wichti-
ge Rolle bei der Bekdmpfung von bakteriellen Infektionen im Bereich der Epithelien
und Schleimhédute durch die Sekretion von I1-22. T-Zellen von AhR-KO Ma&usen
kénnen zwar in begrenztem Umfang die Merkmale von Th17 Zellen wie z.B. IL-17

Produktion ausprigen, aber kein 1L-22 produzieren.

Defizite bei der Abwehr bakterieller Infektionen konnten eine Ursache fiir die hdufigen
Darmvorfille bei AhR-KO Méusen darstellen, die bei WT-Méusen (Wildtyp C57B1/6
Miuse) in vergleichbarem Alter nie zu beobachten sind. Fernandez-Salguero et al.
(1997) fanden bei 9 Monate alten AhR-KO M&usen vermehrt Hyperplasien und Po-
lypen im Magen-Darmtrakt. Eine hohere Inzidenz von Dickdarmtumoren wurde von
Kawajiri et al. (2009) in bis zu 70 Wochen alten AhR-KO Miusen beobachtet, wo-
bei die ersten Fille bereits nach 11 Wochen auftraten. Mégliche Ursachen kénnten
chronische Entziindugen im Darmbereich aufgrund hoherer Anfilligkeit gegeniiber
Helicobacter spec. Infektionen sein (Fernandez-Salguero et al., 1997). Insgesamt ist
die Lebenserwartung von AhR-KO Mausen signifikant verkiirzt (Kawajiri et al.,
2009).



1.4. Endogene AhR Funktionen

Die beobachteten Entwicklungsdefizite vor allem im Bereich des Immun- und Gefaf3-
systems der AhR-KO Méuse stimulierten die Suche nach endogenen AhR Liganden.
In menschlichem Urin und Rinderserum wurde Indirubin nachgewiesen, das vergli-
chen mit TCDD in wvitro sogar eine 45x hohere Bindungsaffinitdt zum AhR besitzt.
Wegen der schnellen Verstoffwechselung miissten wirksame Dosen in vivo aber etwa
5000x hoher liegen als bei TCDD. Es muss noch gezeigt werden, dass die im Gewebe
und im Urin festgestellten niedrigen Konzentrationen fiir eine Aktivierung des AhR

ausreichen (Guengerich et al., 2004).

Lipoxin 4A, ein Metabolit der Arachidonsdure, aktiviert den AhR und damit seinen
eigenen Abbau iiber die induzierten Cyp450 Enzyme bereits im nanomolaren Be-
reich (Schaldach et al., 1999). Lipoxine gehoren zu den Eicosaniden und fungieren als
autokrine Signaliibermittler. In der friithen Entwicklung kénnen sie die Differenzie-
rung von Zellen beeinflussen und somit moglicherweise den Phénotyp von AhR-KO
Miusen teilweise erkliaren. Im adulten Tier regulieren sie die Infiltration von Eosino-
philen und nicht-inflammatorischen Monozyten in entziindetes Gewebe, erhohen die
Phagozytoseaktivitdt von Makrophagen und verstiarken die Zellantwort auf TGF(
(Bruegel et al., 2009). TCDD greift mitunter in die gleichen Prozesse ein, so dass
eine Vernetzung von AhR und Metaboliten der Arachidonsdure wahrscheinlich ist
(Nebert und Karp, 2008).

In der Haut entsteht durch UV Bestrahlung aus Tryptophan FICZ (6-Formylinindolo
[3,2-b]carbazol), ein hochaffiner AhR-Ligand (Wei et al., 1998). FICZ wird inner-
halb von etwa 20 Minuten (Bergander et al., 2004) durch die induzierten CYP450
Gene metabolisiert. Dennoch diirfte es als endogener Ligand von Bedeutung sein,
da die Haut haufig UV-Strahlung ausgesetzt ist. Auch in einem anderem Barriereor-
gan, dem Darm, wurden bakterielle Tryptophan-Abbauprodukte als AhR Liganden
diskutiert (Nguyen und Bradfield, 2008). Allerdings scheinen hier Flavonoide und
Indole als natiirliche AhR Liganden eine wichtigere Position einzunehmen, da sie
ubiquitédr in pflanzlicher Nahrung vorkommen. Im Vergleich mit TCDD binden sie
zwar relativ schwach an den AhR, die tégliche Aufnahme von 30-100mg bei einer
Bioverfiigharkeit von 50% und Halbwertszeiten von iiber 20h im Serum kénnte aber
durchaus wirksame Konzentrationen erreichen (Zhang et al., 2003; Ross und Kasum,
2002). Abbildung 1.3 zeigt einige der bislang untersuchten Flavonoide und Indole.
Eine Zusammenfassung der AhR-Liganden wurde von Nguyen und Bradfield (2008)
erstellt.
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Abbildung 1.3: Struktur einiger AhR-Liganden unserer Nahrung. Quelle: Nguyen und
Bradfield (2008)

1.5 Immunsystem des Darms (GALT)

Bislang wurden die Effekte von Dioxinen, insbesondere TCDD, auf das periphere
Immunsystem griindlich untersucht. Die Bedeutung des Immunsystem des Darms
wurde in diesem Zusammenhang noch nicht betrachtet, obwohl die Exposition mit
diesen Umweltschadstoffen hauptséchlich iiber unsere Nahrung stattfindet. Gleich-
zeitig stieg in den vergangenen Jahren das Angebot an Nahrungsergdnzungsmitteln,
die AhR-Liganden wie Quercetin in bis zu 1000x héheren Konzentrationen enthal-
ten wie eine normale Erndhrung. Andererseits zeigte sich am Beispiel der vermehrt
auftretenden Entziindungen und Polypen im Darm von AhR-KO Ma&usen, dass der
AhR im Darm auch eine physiologische Rolle bei der Immunhomdostase und Zell-

teilung besitzt.

Im Darm und den zugehorigen lymphatischen Strukturen befinden sich etwa 1/3
aller Lymphozyten. Er steht in stdndigem Kontakt mit Bakterien, Umweltschadstof-

fen und Inhaltsstoffen unserer Nahrung. Das darmassoziierte Immunsystem (GALT)
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muss in der Lage sein, einerseits schnell auf Infektionen oder Schiadigungen zu reagie-
ren und andererseits harmlose Antigene zu tolerieren. Eine Storung dieses Gleich-
gewichts resultiert in chronischen Entziindungen wie zum Beispiel Morbus Crohn
und Colitis ulcerosa. Bei diesen Erkrankungen scheinen die vermehrt in den Darm
cinwandernden Th17 Zellen (Seiderer et al., 2008) fiir die gestorte Balance an an-
tiinflammatorischen (IL-4, IL-10) und proinflammatorischen Zytokinen (IL-1, IL-6,
IFN~ und TNFa) mit verantwortlich zu sein (Ardizzone und Porro, 2005). Th17
Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Abwehr mikrobieller Infektionen in Epithe-
lien aber auch bei der Entstehung von Autoimmunkrankheiten. Da die Ursachen
der vermehrten Einwanderung dieser Zellen in den Darm erkrankter Personen un-
bekannt sind, erfolgt die Behandlung symptomatisch mit antiinflammatorischen,
meist gegen TNFa gerichteten Medikamenten. In anderen Geweben konnte gezeigt
werden, dass TNFa die Expression des AhR aufreguliert (Kobayashi et al., 2008).
Ebenso ist der AhR an der Sekretion von TNFa und der Differenzierung von Th17
Zellen beteiligt (Cheon et al., 2007; Veldhoen et al., 2008). Interessanterweise konn-
ten Takamura et al. (2010) zeigen, dass TCDD eine durch Dextran natrium-sulfat
(DSS) ausgeloste Colitis erheblich verbesserte, moglicherweise durch Blockade des
AhR oder Ligandenspezifische Effekte. Somit konnte die Aufklarung der Rolle des
AhR im Immunsystem des Darms auch das Verstdndnis von chronisch entziindlichen

Erkrankungen verbessern.

1.5.1 Aufbau des Darmimmunsystems

Das Immunsystem des Darms besteht aus den intraepithelialen Lymphozyten (TEL),
den Leukozyten der unterhalb des Epithels liegenden Lamina propria (LP), der me-
senterialen Lymphknoten (MLN) und der Peyer’schen Plaques (PP).

Die IEL liegen unterhalb der Epithelzellen (EC), aber bereits oberhalb der Basal-
membran. Sie befinden sich in einem teilaktiviertem Status, der sich dadurch duflert,
dass sie auf ihrer Oberfliche den T-Zell Aktivierungsmarker CD69, aber kein CD24
oder CD44 tragen. Nach CD3 Stimulation zeigen sie alle Merkmale aktivierter T-
Zellen wie IFNvy Sekretion, FasL, CD25 und CD44 Epression dhnlich schnell wie
T-Gedéchtniszellen und damit deutlich schneller als naive T-Zellen. Dies konnte
ihnen erméglichen, effizienter auf Antigene im Darm zu reagieren (Wang et al.,
2002). Uber 90% der T-Zellen im Diinndarmepithel sind CD8*. Neben “konventio-
nellen” zytotoxischen T-Zellen (CD8a3"TCRaS ) exprimieren etwa 2/3 der IEL
ein CD8aa Homodimer. Anders als das CD8a3 Heterodimers fungiert das CD8a«

Molekiil aufgrund fehlender intrazellulirer Doméne nicht als Co-Rezeptors des T-
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Zell Rezeptors (TCR) (Gangadharan und Cheroutre, 2004). Stattdessen besitzt es
cine hohe Affinitdt zu dem Thymus Leukemia Antigen (TLA), einem nicht klassi-
schen MHCI Molekiil, das im Darm ausschliellich auf Epithelzellen ausgepragt wird.
Eine Interaktion von CD8aa und TLA fiihrt zu einer verringerten Proliferation und
zytotoxischen Aktivitdt der T-Zellen bei gleichzeitiger Stimulation der Sekretion
antiinflammatorischer Zytokine (Lambolez und Rocha, 2001). Als weiterer Hinweis
auf eine regulatorische Aktivitit dieser Zellen fehlen ihnen die sonst typischen T-Zell
Antigene CD2, CD28 und CD90, die auf konventionellen T-Zellen deren Aktivierung
unterstiitzen (Denning et al., 2007).

CD8aat T-Zellen lassen sich anhand ihres T-Zell Rezeptors in zwei Gruppen unter-
teilen. Etwa 1/3 triagt den TCRaf Rezeptor, der auch auf zytotoxischen T-Zellen
zu finden ist. Uber die Funktion dieser Zellen ist bislang noch nicht viel bekannt, sie
scheinen aber regulatorische Aufgaben wahrzunehmen. Denning et al. (2007) fan-
den in diesen Zellen erhchte mRNA Level fiir inhibitorische NK Rezeptoren und
LAG3, einem Protein, dass die suppressiven Fiahigkeiten von regulatorischen CD4%
T-Zellen vermittelt. Die restlichen CD8aa™ T-Zellen tragen den TCR~yd Rezeptor.
Sie exprimieren ebenfalls LAG3 und scheinen regulatorische Funktionen wahrzu-
nehmen. Dariiber hinaus erhalten sie die Epithelbarriere iiber die Produktion von
GM-CSF und KGF, welche die Proliferation von Epithelzellen insbesondere nach
Verletzungen stimulieren (Cheroutre und Madakamutil, 2004; Chen et al., 2002).
Wie am Modell der Dextran natrium-sulfat (DSS) induzierten Colitis zu sehen,
fithrt eine beschadigte Barriere durch das Eindringen von Bakterien zu schweren
Darmentziindungen. Insbesondere KGF regt die Proliferation von Epithelzellen an
und beschleunigt damit die Heilung nach Verleztungen. GM-CSF fiihrt in EC und
den CD103TCX3CR1~ dendritischen Zellen (DC) der Lamina propria zur Synthese

der immunsuppressiven Retinsdure (Yokota et al., 2009).

Da CD8aa+ T-Zellen auch im Darm von thymektomierten Mausen vorkommen,
wenn auch in geringerer Zahl, war ihre Herkunft lange Zeit umstritten. Mittlerwei-
le besteht weitgehend die Meinung, dass eine Entstehung im Darm zwar prinzipiell
moglich ist, diese Zellen unter normalen Bedingungen aber im Thymus gebildet wer-
den (Cheroutre und Lambolez, 2008; Hayday und Gibbons, 2008).

Im Gegensatz zum Epithel befinden sich kaum CD8" T-Zellen in der Lamina pro-
pria. Hier dominieren CD4 T-Zellen und B-Zellen, die IgA Antikérper in das Darm-
lumen ausschiitten. Abbildung 1.4 zeigt die Verteilung der Lymphozytenpopulatio-
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Abbildung 1.4: Verteilung der dendritischen Zellen (DC), CD8 T-Zellen, CD4 T-
Helferzellen und B-Zellen in verschiedenen Teilen des Darmimmunsystems des Diinndarms
(aus eigenen Daten) CD103%: CD103TCXCR1~ DC, CD103~: CD103~CX3CR1* DC

nen in den Kompartimenten des GALT. Die dendritischen Zellen (DC), definiert als
MHCIT™ CD11c*, der Lamina propria bestehen aus zwei distinkten Populationen:
CD103~CX3CR1" und CD103"CX3CR1~ DC. CD103~ CX3CR1* DC stehen in di-
rektem Kontakt mit dem Epithel und kénnen iiber lange Fortséatze, die zwischen den
EC hindurchreichen, Antigen direkt aus dem Darmlumen aufnehmen (Chieppa et al.,
2006). Neben einer niedrigeren CD11e Expression als CD103TCX3CR1~ DC expri-
mieren sie auflerdem die fiir Makrophagen typischen Oberflichenmolekiile CD11b,
F4/80 und CD14. AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass CD103~CX3CR1" DC im
Gegensatz zu den CD103TCX3CR1~ DC in witro nicht in der Lage sind, T-Zellen
zu stimulieren (Schulz et al., 2009). Des Weiteren wandern sie nicht in die MLN,
sondern verbleiben in der Lamina propria, wo sie vermutlich eine erste Barriere ge-

gen Infektionen bilden.

Es ist unklar, ob die CD103*CX3CR1~ DC ebenfalls Antigen aus dem Darm direkt
aufnehmen konnen. Als wahrscheinlicher gilt eine Ubergabe von den Epithelzellen
oder CD103~ CX3CR1" DC, wobei letztere nicht unbedingt benétigt werden (Schulz
et al., 2009). Als migrierende Zellen transportieren die CD103t*CX3CR1~ DC Anti-
gene in die MLN, wo sie naive T-Zellen stimulieren kénnen. Es konnte gezeigt wer-
den, dass diese DC im Grundzustand tolerogen agieren, also vermehrt regulatorische
T-Zellen induzieren (Coombes et al., 2007; Sun et al., 2007) und iiber die Induktion
der Homingrezeptoren CCR9 und o457 auf T-Zellen diese in den Darm dirigie-
ren (Johansson-Lindbom et al., 2005). Beide Funktionen scheinen durch Retinséure
vermittelt zu werden, da sich naive T-Zellen in vitro durch Retinsdure zu regulato-
rischen T-Zellen differenzieren lassen, bei gleichzeitiger Expression von CCR9 und
a487 (Coombes et al., 2007; Svensson et al., 2008). Das Gen ald1a2, welches fiir das
Schliisselenzym der Retinsduresynthese RALDII2 (retinaldehyde dehydrogenase 2)

11
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kodiert, wird von CD103*CX3CR1~ DC stark exprimiert (Coombes et al., 2007).
Gleichzeitig scheint das Zytokinmilieu im Darm und den MLN entscheidenden Ein-
fluss auf die Fahigkeit der CD1031CX3CR1~ DC zu haben, tolerogene und iiber
CCR9 und 437 in den Darm einwandernde T-Zellen zu generieren, da ihnen dies
bei entziindlichen Darmerkrankungen (Shale und Ghosh, 2009) oder nach Austausch

der MLN mit peripheren Lymphknoten nicht mehr méglich ist (Hammerschmidt et
al., 2008).

Bei Peyer’schen Plaques handelt es sich um Lymphfollikel, die in die Wand des
Diinndarms eingebettet sind. Dabei ist die Verteilung nicht gleichméfig, sondern
sie treten gehduft im Bereich des Duodenums und besonders des Ileums auf. In
C57BL/6 Méusen wurden in eigenen Untersuchungen meist 5-7 Plaques pro Darm
gefunden, Schwankungen zwischen 2 und 11 waren aber nicht untypisch. Uber auf
Antigenaufnahme und -présentation spezialisierte M-Zellen stehen sie in direktem
Kontakt zum Darmlumen. Sie zéhlen somit auch zur ersten Verteidigungslinie des
Darms und iibernechmen mitunter die Reifung der IgA sezernierenden B-Zellen der

Lamina propria.

Wie in Abbildung 1.4(c),(d) zu sehen ist, ist die Verteilung der T- und B-Zellen
in PP und MLN invers zueinander. Wéhrend in den PP - wie auch in der Lamina
propria- iiberwiegend B-Zellen und kaum CD8% T-Zellen vorkommen, iiberwiegen
in den MLN die CD4% und CD8*% T-Zellen. Sie drainieren den gesamten Diinndarm
und den proximalen Teil des Colons und {ibernehmen somit die Modulation der

Immunreaktion auf fast alle Darmantigene.

1.5.2 Entstehung oraler Toleranz

Nach oraler Aufnahme gréfSerer Mengen eines Antigens “lernt” das Immunsystem,
dieses Antigen zu tolerieren. Das heifit, dass auch nach Immunisierung weder im
Darm noch systemisch eine Immunantwort ausgelost wird (Kato et al., 2001). In
Abbildung 1.5 sind die wichtigsten Faktoren bei der Entstehung der oralen Toleranz
(OT) dargestellt.

Die erste Barriere gegen Antigen aus dem Darmlumen bilden die EC, die TCR~d™
T-Zellen und CD103~CX3CRI1*" Zellen. Dabei fordern die EC iiber die Sekretion
von IL-7 und IL-15 das Uberleben der TCR~d6* T-Zellen (Kennedy et al., 2000),
welche wiederum iiber KGF und GM-CSF die Proliferation der EC steuern (Chen
et al., 2002). EC und CD103-CX3CR1*t Zellen nehmen Antigen aus dem Darm

12
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auf und geben es an die CD103TCX3CR1~ DC weiter (Schulz et al., 2009). Diese
konnen als einzige DC Population der Lamina propria in die MLN wandern, um dort
Antigen zu prisentieren (Schulz et al., 2009). Im Gegensatz zu den PP werden die
MLN fiir die Entstehung der OT unbedingt bendtigt (Worbs et al., 2006). Ebenso
muss Antigen von den CD103TCX3CR1™ DC dorthin transportiert werden, denn
anders als die CD103™ DC, die aus der Peripherie in die MLN kommen, koénnen
CD103"CX3CR1~ DC grofie Mengen an Retinsidure und TGF( synthetisieren. Da-
durch konnen sie naive T-Zellen sehr effizient zu regulatorischen T-Zellen (Treg) dif-
ferenzieren (Coombes et al., 2007; Strober, 2008) und induzieren gleichzeitig CCR9
und 487, die Homingrezeptoren fiir den Darm (Johansson-Lindbom et al., 2005).
EC und TCRyd* T-Zellen kénnen die Retinsiduresynthese der CD103"CX3CR1~
DC iiber die Sekretion von GM-CSF steigern (Yokota et al., 2009).

Die Tregs konnen in den Darm einwandern und dort spezifisch via IL-10 und TGFg3
die Aktivitdt von anderen T-Effektorzellen unterdriicken, die das gleiche Antigen
erkennen. Mitunter verhindern sie so auch die Ausschiittung spezifischer Antikérper
in das Darmlumen. Es wird vermutet, dass sie nicht nur in den Darm, sondern auch
in periphere Lymphknoten wandern und dadurch die systemische Toleranz erreicht
wird (Tsuji et al., 2003).

Die Differenzierung von antiinflammatorischen Treg und von inflammatorischen Th17
Zellen hemmen sich gegenseitig. Retinsduresynthese fordert die Treg-Entstehung
und blockiert gleichzeitig die Differenzierung von Th17 Zellen, indem sie die Se-
kretion und die Wirkung der benotigten Zytokine hemmt. Im Gegenzug behindert
IL-6, welches fiir die Entstehung von Th17 Zellen essentiell ist, die Differenzierung
von Treg iiber die Verminderung der Expression des Retinsdurerezeptors auf naiven
T-Zellen (Nolting et al., 2009). Unter inflammatorischen Bedingungen kénnen die
CD103T*CX3CR1~ DC neben I1-6 und IT.-21 fiir die Th17 Entwicklung auch Zyto-
kine synthetisieren, welche die Thl oder Th2 Differenzierung fordern. (Johansson-

Lindbom et al., 2005).
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Abbildung 1.5: Moglicherweise an der oralen Toleranz beteiligte Zellen und Zytokine.
Antigen wird von EC oder CD103~CX3CR1" DC aus dem Darmlumen aufgenommen und
an CD103TCX3CR1~ DC iibergeben. Diese wandern iiber die drainierenden Lymphgefifie
in die MLN, wo sie entweder durch Sekretion von Retinsdure und TGF( die Differenzie-
rung von Treg fordern oder via IL-6, IL-21 und TGFS Thl7 Zellen generieren. Diese
konnen in den Darm einwandern, wo die Treg die Aktivitit von T-Effektorzellen und die
Ausschiittung von Antikérpern hemmen, wihrend Thl17 iiber die Produktion von IL-17
und IL-22 proinflammatorisch wirken. RA: Retinsdure, 76 T-Zelle: TCRy6™ T-Zelle
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1.6 Zielsetzung

Die Funktion des AhR als Vermittler der Toxizitdt von TCDD auf das periphe-
re Immunsystem und die Thymozytenentwicklung wurde in den vergangenen Jah-
ren bereits umfassend beleuchtet. Die Aufnahme von AhR-Liganden erfolgt aber
hauptséichlich iiber unsere Nahrung. Durch den sténdigen Kontakt mit harmlosen
Antigenen muss das Immunsystem des Darms auf die Auslésung und Erhaltung von
Toleranz spezialisiert sein, aber gleichzeitig auch schnell auf gefdhrliche Substan-
zen, pathogene Bakterien oder Viren reagieren konnen. Die Effekte von Dioxinen
und die Rolle des AhR in diesem Zusammenhang sind aber noch weitgehend uner-
forscht. Daher befasst sich diese Arbeit mit der Bedeutung des AhR in Bezug auf
die Entstehung oraler Toleranz. Eine Stérung der Regulationsmechanismen kann im
gilinstigsten Fall in Nahrungsmittelallergien aber auch in chronischen Entziindungen

resultieren.

Zunachst wurde geklart, in welchen Geweben und Zellen des Darms und der MLN
der AhR exprimiert wird und ob dieser funktionell ist, also ob eine Aktivierung mit
TCDD zu einem verénderten Expressionsprofil fithrt. Die Rolle des AhR in der ora-

len Toleranz wurde anschlieSend in zwei Aspekten untersucht:

Einerseits wurden die Effekte einer Uberaktivierung des AhR durch TCDD betrach-
tet. Ziel war hier, herauszufinden, ob TCDD die zelluldre Zusammensetzung im
GALT verdndert und die Entstehung der oralen Toleranz beeinflusst. Die beteilig-

ten Zytokine wurden analysiert, um die Ursachen fiir etwaige Anderungen zu finden.

Da sich mittlerweile die Hinweise auf eine endogene Rolle des AhR haufen, wur-
den andererseits entwicklunsbedingte Verdnderungen an AhR-KO Mé&usen unter-
sucht, um Hinweise auf physiologische Funktionen des AhR fiir das Immunsystem
des Darms zu erhalten. Neben der Analyse der Zellzusammensetzung in den Gewe-
ben des GALT wurde dabei auch die Fahigkeit zur Ausprigung von oraler Toleranz
getestet. Vor allem im Hinblick auf die hdufigen Darmvorfille in AhR-KO Mausen
stellt sich die Frage, ob der AhR eine wichtige Rolle in der Erhaltung der Immun-

homoostase im Darm und damit der Darmgesundheit spielt.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Antikorper

Die FITC oder Biotin gekoppelten Antikorper fiir die durchflusszytometrischen
Farbungen wurden in einer Konzentration von 5ug/ml eingesetzt. Von den restlichen
Antikérpern wurden 2ug/ml verwendet. Ausnahmen bildeten die Antikérper gegen
MHCII (0.2pg/ml), FoxP3 (2pug/ml) und APC gekoppeltes Streptavidin (0,664g/ml).

Die Titer wurden in Vorversuchen als geeignet ermittelt.

Tabelle 2.1: Antikorper fiir die Oberfléichenfirbung. Wenn nicht anders vermerkt, stam-
men die Antikérper aus Ratten. (arm. H.: armenischer Hamster)

Antigen Fluoreszenz Klon Isotyp Hersteller

CD3 APC 145-2C11 [gGl (arm. H.) Natutec, Wien, Osterreich
CDh4 APC RM4-5 IgG2a Biolegend, San Diego, USA
CDh4 FITC GK1.5 IgG2b BD Biosciences, Heidelberg
CDh4 PerCP RM4-5 IgG2a Biolegend, San Diego, USA
CD5 FITC 53-7.3 IgG2a BD Biosciences, Heidelberg
CD8a PerCP 53-6.7 IgG2a BD Biosciences, Heidelberg
CD8p PE H35-17.2 IgG2b BD Biosciences, Heidelberg
CDl1l1c FITC N418 IgG1 (arm. H.) Natutec, Wien, Osterreich
CD16/32 - 2.4G2 IgG2b BD Biosciences, Heidelberg
CD19 APC MB19-1 IgA (Maus) Natutec, Wien, Osterreich
CD25 PE PC61 IgGl BD Biosciences, Heidelberg
CD69 PE H1.2F3 [gG1 (arm. H.) BD Biosciences, Heidelberg
CD103 PE 2E7 IgG (arm. H.)  Natutec, Wien, Osterreich
MCHII  APC M5/114.15.2  TgG2b Natutec, Wien, Osterreich
TCRapB  FITC RR3-15 IgG2b BD Biosciences, Heidelberg
TCRvé  FITC UCT7-13D5 IgG3 (arm. H.) Natutec, Wien, Osterreich
TCRyd  Bio GL3 IgG2 (arm. H.) Natutec, Wien, Osterreich
TCRyd  FITC GL3 IgG2 (arm. H.) BD Biosciences, Heidelberg
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Tabelle 2.2: Antikorper fiir die intrazellulire Firbung

Antigen Fluoreszenz Klon Isotyp Hersteller

FoxP3 FITC FJK-16s IgG2a  Natutec, Wien, Osterreich
IFN~y Biotin XMG1.2 IgG1 BD Biosciences, Heidelberg
IFN~ APC XMG1.2 IgG1 Biolegend, San Diego, USA
IL-10 PE JES5-16E3 IgG2b  BD Biosciences, Heidelberg
IL-17 PE TC11-18H10.1 IgGl Biolegend, San Diego, USA
IL-6 PE MP5-20F3 IgG1 BD Biosciences, Heidelberg

Tabelle 2.3: Isotypen und Strepavidin-Konjugate

Typ Konjugat Hersteller

Streptavidin FITC BD Biosciences, Heidelberg
Streptavidin PE Biolegend, San Diego, USA
Streptavidin APC Natutec, Wien, Osterreich
Isotyp Ratte [gG1  PE BD Biosciences, Heidelberg
Isotyp Ratte I[gG2a PE BD Biosciences, Heidelberg
Isotyp Ratte IgG2b PE BD Biosciences, Heidelberg

Fiir MACS wurden anti-CD4, anti-CD8 und Streptavidin Microbeads von Milte-
nyi Biotec, Bergisch Gladbach zusammen mit MS-Siulen (Kapazitit 2x10® Zellen,

davon 1x 107 markiert) verwendet.

Tabelle 2.4: ELISA- Antikérper und Standards

Antigen Konjugat Klon Hersteller

Ziege anti Maus IgG1 - Sigma Adlrich, Miinchen
Ziege anti Maus IgG1l Biotin polyklonal SBA, Birmingham, USA
Ziege anti Maus IgA - TEPC-15  Sigma Adlrich, Miinchen
Ziege anti Maus IgA  Biotin polyklonal SBA., Birmingham, USA
Standards

IgA 233.1.3 Siekevitz et al. (1987)

lgG1 N1 G9 Cumano und Rajewsky (1985)
OVA IgA vereinigte Proben immunisierter Tiere
OVA IgG1 vereinigte Proben immunisierter Tiere

18



2.1. Materialien

Fiir die Erstellung des eigenen Standards der OVA-spezifischen IgG1 Antikérper
wurden Mause zunédchst mit OVA in CFA intraperitoneal immunisiert. 12 Tage
spater wurde der Antikorpertiter im Blut durch eine zweite Immunisierung mit
OVA in IFA maximiert (vergleiche Kapitel 2.2.15). Die drei Tage spiter gewonnenen
Serumsproben wurden im ELISA auf das Vorkommen OVA-spezifischer Antikorper
untersucht und die Serumsproben mit gut messbaren Titern als Standard vereinigt.
Fiir den IgA Standard wurden die Mause nach der zweiten Immunisierung dreimal
jeden zweiten Tag mit 1mg OVA gefiittert, um die Sekretion OVA-spezifischer An-
tikorper in den Kot zu stimulieren. Die einen Tag spéater gewonnen Kotproben wur-
den wie unter 2.2.15 beschrieben aufbereitet, auf das Vorkommen OVA-spezifischer
Antikorper iiberpriift und entsprechend vereinigt. Die so hergestellten Standards
dienten bei der Messung OVA-spezifischer Antikorper im ELISA als Referenz, um
verschiedene Platten miteinander vergleichen zu kénnen. Die OVA-spezifischen Titer

sind im Ergebnisteil als Vielfaches des jeweiligen Standards angegeben.

2.1.2 Primer

Neue Primer wurden mit der Universal Probe Library (Roche, 2009) erstellt. Durch
Primer-Blast™ wurde verifiziert, dass die Primersequenzen nur an die gewiinschte
RNA binden. Das heifit, dass sie sich an mehr als zwei Stellen von allen anderen
Genen unterscheiden und ein Intron iiberspannen, um die Vervielfialtigung moglicher

DNA Verunreinigungen zu verhindern.

Tabelle 2.5: Primersequenzen
GroBe: GroBe des vervielfiltigten Fragments (bp), Temp.: Bindungstemperatur der Primer
(°C)

Primer vorwirts (5°— 3’) riickwirts (3’—5’) Grofle Temp.
HPRT GCT GGT GAA AAG GAC CTC T CAC AGG ACT AGA ACA CCT GC 249 60
RPS6 ATT CCT GGA CTG ACA GAC AC GTT CTT CTT AGT GCG TTG CT 246 55
AhR AGG ACC AAA CAC AAG CTA GA TGG AGA TCT CGT ACA ACA CA 391 55
AhRR, GCC AAT GCT GTC TAA TGA AG AAC AGA GCA CCA AGA AAA CA 336 55
Cyplal TCC TTG CAT GTC CAT GTT TC ~ TGC ATA AGC AAA ATA CAG TCC A 344 5%}
ald1a2 CAT GGT ATC CTC CGC AAT G GCG CAT TTA AGG CAT TGT AAC 66 60
GM—CSF GCC ATC AAA GAA GCC CTG AA GCG GGT CTG CAC ACA TGT TA 114 60
IL—IO GGT TGC CAA GCC TTA TCG GA ACT GCT CCA CTG CCT TGC T 191 60
IL—15 CAG TGA CTT TCA TCC CAG TT CAT TTG GAC AAT GCG TAT AA 244 55
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2.1.3 Chemikalien

Tabelle 2.6: Liste der verwendeten Chemikalien

Substanz

Hersteller

Agarose
Rinderserum Albumin (BSA)
Chloroform

ConA

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA-100bp Leiter

dNTPs

Dithiothreitol (DTT)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglykoltetraessigsidure (EGTA)
Ethanol

Ethidiumbromid

FCS

FoxP3 Staining Kit

GM-CSF ELISA Ready SET GO!
GolgiPlug (enthilt BrefeldinA)
H,S0,

HBSS

HC1

Tonomycin

Isopropanol

KCl

KHsPO,

Lineares Polyacrylamid (LPA)
MgCl

NasHPO,

NaCl

NaNj

NaOH

Olivenol

OptiPrep Density Gradient Medium
Ovalbumin Grad VI

Peqlab, Erlangen

Serva, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe

MP Biomedicals, Santa Ana, USA
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Sigma Adlrich, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Carl Roth, Karlsruhe

Biomol, Wien, Osterreich

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Natutec, Wien, Osterreich
Natutec, Wien, Osterreich

BD Biosciences, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

MP Biomedicals, Santa Ana, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma Adlrich, Miinchen

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Adlrich, Miinchen

Merck, Darmstadt

Sigma Adlrich, Miinchen

Sigma Adlrich, Miinchen

Sigma Adlrich, Miinchen
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Fortsetzung Tabelle 2.6

Substanz

Hersteller

p(dT)

PerColl Separating Solution
Paraformaldehyd (PFA)

phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
Propidium Iodid
Penicillin/Streptomycin (PS)

RPMI 1640 Medium

SybrGreen 2xSensiMix *

2,3,7,8 TCDD (100% rein in DMSO)
Tissue Protein Extraction Reagent
TMB Ready to use substrate
Trizol™

Tween20

Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

MP Biomedicals, Santa Ana, USA
Sigma Adlrich, Miinchen

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Quantace, Berlin

Promochem, Wesel

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA
Natutec, Wien, Osterreich

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

'besteht aus Hot-Start DNA-Polymerase, Sensi Reverse Transkriptase, Ultra-Pure dNTPs, MgCl12

(6 mM) und SYBR Green I
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Tabelle 2.7: Liste der verwendeten Enzyme

Enzym Konzentration Hersteller

DNAse I (RNAse frei) 10.000-2; Invitrogen, Karlsruhe
DNAse Puffer Invitrogen, Karlsruhe
MMLV Reverse Transkriptase 200% Promega, Mannheim
RTase Puffer Promega, Mannheim
RNAse Inhibitor 40% Invitrogen, Karlsruhe
Kollagenase VIII 6000% Sigma Adlrich, Miinchen

von Clostridium Histolytikum

2.1.4 Versuchstiere

Es wurden 8-12 Wochen alte, weibliche Mause des Inzuchtstammes C57BL/6 und
AhR-KO Mause aus der institutseigenen Zucht verwendet. AhR-KO Mause wurden
1996 von Schmidt et al. (1996) aus Stammzellen der Mauslinie 129/sv durch Deletion
des Exons 2 generiert und auf C57BL6 Hintergrund zuriickgekreuzt. Die Haltung
entsprach den SPF Richtlinien der Federation European Laboratory Animal Science
Association (FELASA). Die Abwesenheit insbesondere von Krankheitserregern des
Darms wurde regelméssig {iber die mikrobiologische Untersuchung von Sentinel-
Mausen iiberpriift. Die Tiere erhielten autoklaviertes Standardfutter und Wasser ad
libitum und wurden bei einem konstanten 12h/12h hell/dunkel Zyklus gehalten.

2.1.5 Programme

Programm Hersteller
CellQuest 3.3 BD Biosciences, Heidelberg
Corel Draw 12 Corel Corporation, Ottawa, Canada

Excel 2000 Microsoft, Redmont, USA
FlowJo 7.2.1 Tree Star, Ashland, USA
JabRef Open Source Community (GNU)
Kile Open Source Community (GNU)

OpenOffice 2.4 Sun Microsystems, Santa Clara, USA
Powerpoint 2000 Microsoft, Redmont, USA

Prism 5 GraphPad, San Diego, USA
RotorGene 6 Qiagen, Hilden
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2.1.6 Puffer

PBS wurde vor der Verwendung in der Zellkultur autoklaviert. Zur Entfernung von
Schwebstoffen wurde der FACS Puffer filtriert. Der MACS-Puffer wurde sterilfil-

triert. Alle anderen Puffer wurden maximal einen Tag vor Versuchsbeginn frisch

angesetzt, da die Haltbarkeit wegen des enthaltenen FCS oder BSA begrenzt war.
Fiir die Zugabe von HEPES und EDTA wurden 1M bzw. 0,25M Stammlosungen

verwendet, die bei 4°C unbegrenzt haltbar sind.

1xPBS, pH7.,4

140mM  NaCl
2mM  KCI

1,omM KH,POy4
8mM Na,HPO,

IEL-Isolation

0,9x PBS
10% FCS
15mM
5mM

Hepes
EDTA

PBS/3mM EDTA

1x PBS
0,25M EDTA

125ml
1,5ml

PBS/BSA /Azid

0,5% BSA
1ImM NaNj
in PBS

FACS-Puffer

140mM NaCl
4mM  KCI
2mM  KH,PO,
20mM  Na,HPO,
0,7mM EDTA

11,5% Iodexanol (w/v)

71% (w/v) NaCl
80mM EDTA
0,4% (w/v) BSA
8,ImM Hepes
pH 7.4 einstellen

0,19% (v/v) Optiprep™

RPMI/FCS/EGTA

50ml
0,5ml
19mg
75pl

RPMI 1640
FCS
EGTA

1M MgCl,

Perm-Puffer

0,5% Saponin
in PBS/BSA/Azid

MACS-Puffer

0.,5% BSA
2mM  EDTA
in PBS

15% Iodexanol (w/v)

0,25% (v/v)
0,75% (v/v)

Optiprep™
HBSS

RPMI/Kollagenase

24ml RPMI 1640
6ml FCS

direkt vor Verdau zugeben
750pu]l  Kollagenase VIII
(6000U /ml)
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolation von intraepithelialen Lymphozyten

Zunachst wurde der Darm entnommen, indem man ihn in der Ndhe des Magens
mit einer Pinzette fasst, vom Magen abtrennt und dann vorsichtig schrig nach
oben zieht, so dass das Mesenterium vollstdndig in der Bauchhohle verbleibt. So
wurde verhindert, dass Lipide aus sterbenden Fettzellen des Mesenteriums die in-
traepithelialen Lymphozyten (IEL) schédigen. Direkt vor dem Blinddarm wurde der
Diinndarm abgeschnitten und mit einer 20G Schlundsonde griindlich mit PBS ge-
spiilt. AnschlieBend wurden die PP entfernt, um eine Kontamination der IEL mit
den dort vorhandenen Lymphozyten auszuschlieBen, der Darm der Linge nach auf-
geschnitten und in ca. lem grofle Stiicke zerteilt. Je ein Darm wurde in ein 50ml
Réhrchen iiberfiihrt. Die TEL bilden etwa 15% (Rocha et al., 1994) der epithelia-
len Zellen und liegen oberhalb der Basalmembran. Durch Inkubation fiir 45min
in 25ml mit 5mM EDTA bei 37°C und kriiftigem Schiitteln im Wasserbad (GFL,
Diisseldorf, > 30% der Maximalgeschwindigkeit) 16sen sich die epithelialen Zellen
von der Basalmembran. Die genaue Zusammensetzung der Losung fiir die IEL Iso-
lation wird in 2.1.6 beschrieben. Trotz anschlieBender Filtration durch ein Sieb (cell
strainer, BD Biosciences, Heidelberg) mit 100 pm Maschengrofie, verblieben noch
relativ viele Schwebstoffe in der Losung. Fine Zellzdhlung mit Trypanblau ergab
pro Darm ca. 5 x 107 lebende Zellen bei einer Vitalitit von 50%. Um Schwebstoffe,
tote Zellen und einen groflen Teil der Epithelzellen zu entfernen, wurden die Zellen
auf einen PerColl™-Gradienten aufgetragen. Hierzu wurde zunichst PerColl™19:1
mit 20xPBS gepuffert und die so erhaltene 100% PerColl'™-Losung mit 1xPBS
auf 75%, 40% und 25% verdiinnt. Angefangen bei 75% wurden die verschiedenen
PerColl™-Konzentrationen mit einer 10ml Pipette aufeinandergeschichtet, ohne sie
zu vermischen, wobei sich die Zellen in der 25% Fraktion befanden. Die Trennung
erfolgte bei 500G fiir 20min bei RT ohne Bremse. Die IEL befanden sich zwischen
der 75% und der 40% Fraktion (Abb. 2.1). Pro Darm erhélt man zwischen 1,5 und
3Mio. lebender Zellen bei einer Vitalitat von iiber 80%.

2.2.2 lIsolation von Lamina propria Zellen

Jeder Darm wurde wie fiir die Isolation der IEL (s. 2.2.1) beschrieben priapariert, mit
PBS gespiilt, in ca. 1em lange Stiicke geteilt und in einen 3cm durchmessenden Glas-
zylinder iiberfiithrt. Alle folgenden Schritte wurden auf einem Heizriihrer bei 37°C

und 200rpm durchgefiihrt. Um die Temperatur moglichst konstant zu halten, habe
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Abbildung 2.1: Scatter von IEL nach Isolation (a) ohne und (b) mit PerColl™. Die
Umrandeten Bereiche bezeichnen die Lage der IEL, EC (Epithelzellen) und toter Zellen.
Am linken Rand befinden sich Zellfragmente. (¢) Scatter CD3" Zellen wurden genutzt,
um die IEL zu identifizieren (d) Schematische Darstellung des PerColl™-Gradienten vor
und nach Zentrifugation.

ich zunéichst Wasser in einem groflen Becherglas auf dem Riihrer erwirmt, in das
dann die Glaszylinder mit den Proben gestellt wurden. Alle verwendeten Losungen
wurden vorgewédrmt, und die Temperatur des Wassers wahrend der Isolation konti-

nuierlich mit einem Digitalthermometer kontrolliert.

Um die IEL zu entfernen, wurden die ca. 30 Darmstiicke jedes Darms zwei mal
fir 10min in 50ml PBS/3mM EDTA inkubiert (fiir die Zusammensetzung aller
verwendeten Puffer siehe 2.1.6) und der Uberstand verworfen. Es folgten zwei je
15 miniitiger Inkubationen in 15ml RPMI/FCS/EGTA. Der Uberstand wurde je-
weils verworfen. Danach wurden die Darmstiicke in ein 50ml Rohrchen mit 10ml
RPMI/FCS/EGTA iiberfithrt und fiir 15sek mit einem Vortex kriftig geschiittelt.
AnschlieBend wurde die Fliissigkeit durch ein Zellsieb (BD Biosciences, Heidelberg)
mit einer Maschengrofie von 80um abgegossen und die Darmstiicke sowie der Glas-
zylinder mit 1x PBS gespiilt, da die Kollagenase durch Chelatbildner wie EGTA

oder EDTA inaktiviert wird. Bevor die Darmstiicke fiir den eigentlichen Verdau in
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das Glas zuriickgegeben wurden, erfolgte die mechanische Zerkleinerung mit einer
Schere in moglichst kleine Fragmente. Diese wurden bei 200rpm in 30ml Medium mit
Kollagenase VIII fiir 1,5h geriihrt. Ein geringeres Volumen oder eine zu hohe Um-
drehungszahl fiithrte dazu, dass die Zellen von dem Riihrfisch zerschlagen wurden.
Nach je 45min wurde die Losung mit einer 10ml Pipette kriftig auf- und abpipet-
tiert. Wenn der Darm vollstdndig verdaut war, wurden die Zellen durch ein Zellsieb
(BD Biosciences, Heidelberg) mit 80pum grofien Maschen filtriert. Nach Zentrifugati-
on (1200rpm, 8min) wurden die Zellen in 2ml PBS aufgenommen und die Vitalitét
mit Trypanblau am Mikroskop iiberpriift. Je Darm wurden etwa 3 Millionen lebende
und 500.000 tote Zellen (15%) isoliert.

2.2.3 lIsolation von Zellen aus mesenterialen Lymphknoten und

Peyer’schen Plaques

Die mesenterialen Lymphknoten (MLN) liegen nebeneinander am Beginn des Dick-
darms. Verwendet wurden die drei groen zusammenhéingenden Lymphknoten. Die
Peyer’schen Plaques (PP) liegen in der Wand des Diinndarms und kénnen anhand
ihrer hellen, kornigen Struktur gut erkannt werden. Pro Maus finden sich zumeist
etwa 5-7 PP, die Anzahl kann aber zwischen zwei und elf stark variieren. Die PP
wurden mit einer Pinzette gefasst und mit einer Schere méglichst flach aus dem

Darm ausgeschnitten.

Fiir die Gewinnung einer Einzelzellsuspension wurden die MLN und PP mit einer
Pinzette unter leichtem Druck durch ein Sieb (cell strainer, BD Biosciences, Hei-
delberg) mit 100um Maschengrofe gerieben. Vorheriges Anfeuchten des Siebes mit
etwa 1ml PBS erhohte die Vitalitdt der gewonnen Zellen. Aus den MLN konnten
etwa 1x107 lebende Zellen gewonnen werden. Der Anteil toter Zellen lag bei 5-
15%. Aufgrund der unterschiedlichen Anzahl an PP pro Maus schwankte die Zahl
der isolierten lebenden Zellen zwischen 2,5 und 8x 108, die Zahl pro PP lag bei ca.
0,7%10%. Da immer auch einige Epithelzellen und Zellen der Darmwand mit ausge-
schnitten wurden, die relativ schnell sterben, lag die Vitalitat mit 70-80% unter der

der mesenterialen Lymphknoten.

2.2.4 Farbung von Oberflachenmolekiilen fiir die

Durchflusszytometrie

Von einer Einzelzellsuspension wurden bis zu 1,5x10° Zellen pro Firbung eingesetzt.

Zunichst wurden die Fe-Rezeptoren mit anti CD16/32 Antikorpern (2ug/ml) in
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15min bei 4°C blockiert. Es folgte ein Waschschritt in dem 10-fachen Volumen PBS.
Nach Zentrifugation bei 1200rpm fiir 8min wurden die Zellen mit den gewiinschten
Antikorpern fiir 15min bei 4°C inkubiert. Eine Liste der verwendeten Antikdrper
und Konzentrationen findet sich unter 2.1. Falls biotinylierte Antikoérper verwen-
det wurden, wurden die letzten beiden Schritte (Waschen und Firben) mit einem
Streptavidin-Konjugat wiederholt. Nach erneutem Waschen in PBS und Zentrifu-
gieren wurden die Zellen entweder direkt am Durchflusszytometer (FACS Calibur)
gemessen oder fiir mehrere Tage in 2% (intraepitheliale Lymphozyten in 1%) PFA
in PBS bei 4°C gelagert. Fiir jede durchflusszytometrische Messung wurde die Kom-
pensation anhand von Einzelfarbungen fiir die verwendeten Fluorochrome angepasst.
Die Verstarkung der Photovervielfacher wurde anhand ungeféirbter Zellen bestimmt.
Fiir die Datenaufnahme und Speicherung als Liste im “FCS”-Standard wurde das

Programm CellQuest ™ verwendet.

2.2.5 Kultivierung von primdaren Lymphozyten fiir die

intrazelluldre Zytokinfarbung

Direkt nach der Isolation der Lymphozyten aus MLN und PP wurden diese mit
Trypanblau in einer Neubauer Kammer gezihlt und in einer Konzentration von
5% 10% Zellen/ml in einer 24-Well Platte ausgesiiht. Das Medium (RPMI/ 10%FCS/
1%PS) enthielt 5ng/ml PMA und 250ng/ml Ionomycin fiir die unspezifische Sti-
mulation von T-Zellen, da die Zytokinkonzentration in inaktiven T-Zellen fiir eine
Firbung zu gering ist. Gleichzeitig wurde 1ul GolgiPlug™ (BD Biosciences, Hei-
delberg, enthilt BrefeldinA) pro ml Medium zugegeben, um den Golgi-Apparat zu
blockieren und somit die Ausschiittung von Zytokinen zu verhindern. Nach 5h (37°C,
5% CO) wurden die Zellen fiir die FACS-Farbung geerntet.

2.2.6 Intrazellulare Zytokinfarbung

Nach Stimulation und Kultivierung mit BrefA (s.Kapitel 2.2.5) wurden zunéchst die
Oberflichenmolekiile wie unter 2.2.4 beschrieben gefiarbt. Da relativ hohe Verlust
durch die hdufigen Waschschritte bei der intrazelluldren Farbung auftreten, wurden
pro Fiarbung mindestens 1x10° Zellen eingesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen
fiir 20min bei RT in 2% PFA in PBS fixiert, danach mit PBS/BSA/Azid gewa-
schen und mit 300ul Perm-Puffer 10min bei RT permeabilisiert. (Die Zusammen-
setzung der Puffer ist unter 2.1.6 aufgefithrt.) Nach dem Abzentrifugieren wurden
die Antikorper in Perm-Puffer verdiinnt und die Zellen in 50ul fiir 20min bei RT im

Dunkeln gefarbt. Anschliefend wurden die Zellen mit Perm-Puffer und ein weiteres
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Mal in PBS/BSA/Azid gewaschen, um den Hintergrund zu minimieren. Zusétzlich
wurden fiir alle intrazellularen Antikoérper die entsprechenden Isotypen (s. Tabelle
2.2) gefirbt, um auf unspezifische Bindungen kontrollieren zu kénnen. Die durch-
flusszytometrische Messung wurde wie bei der Oberflichenfirbung (s. Kapitel 2.2.4)
durchgefiihrt.

FoxP3

Fiir die intrazellulire Farbung von FoxP3 wurden die von Natutec, Wien, Osterreich
mitgelieferten Puffer verwendet, da mit dem oben beschriebenen Protokoll keine
Bindung des Antikorpers erreicht werden konnte. Die Zellen wurden nach der Ober-
flachenfarbung fiir 45min bei 4°C in 500ul des kombinierten Fixierungs- und Per-
meabilisierungspuffer fixiert. Nach dem Abzentrifugieren wurden sie iiber Nacht mit
2pg/ml FoxP3 in 100ul Permeabilisierungspuffer gefirbt, mit 2ml Permeabilisie-
rungspuffer gewaschen und wie oben beschrieben am Durchflusszytometer analy-
siert. Die Fixierung mit diesem Puffer verkleinerte, wie im zugehorigen Protokoll
angegeben, die Zellen deutlich, so dass ihre Streuung mit der von toten Zellen ver-
gleichbar war. Leider funktionierte die Féarbung von Zytokinen in den Puffern von
Natutec, Wien, Osterreich nicht, so dass ein Kombinationsfirbung von FoxP3 und
z.B. IL-17 nicht gelang.

2.2.7 T-Zell Proliferationsmessung

Die Proliferationsmessung erfolgte iiber Abnahme der Fluoreszenzintensitit von
CFSE (Carboxyfluorescein-Succinimidylester). Dieser griin fluoreszierente Farbstoff
lagert sich in die Zellmembran ein, so dass bei jeder Zellteilung je die Hélfte auf
die Tochterzellen iibertragen wird. Die damit verbundene Halbierung der Fluores-
zenzintensitat und somit auch die Anzahl der Zellteilungen lasst sich durchflusszy-
tometrisch bestimmen (Parish, 1999).

Zu einer Einzelzellsuspension aus kompletten mesenterialen Lymphknoten (1 x 107
Zellen pro ml in PBS) wurde CFSE mit einer Endkonzentration von 5uM zugege-
ben und 10min bei 37°C im Wasserbad geschiittelt. Ein Waschschritt mit Medi-
um (RPMI/10%FCS/1%PS) inaktivierte die Reaktion durch das enthaltene FCS.
AnschlieBend wurden 2-4x10° Zellen in 200ul Medium mit 10pug/ml Con A bei
37°C und 5%CO, in einer 96-Well Platte stimuliert. Nach 3,5 Tagen wurden sie mit
PerCP-anti CD8a und APC-anti CD4 Antikérpern gefarbt und durchflusszytome-

trisch analysiert. Bezugspunkt fiir die ungeteilten Zellen waren unstimulierte, CFSE
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gefarbt Lymphozyten, da CFSE innerhalb von 3-4 Tagen auch im Brutschrank teil-
weise ausbleicht. Dadurch 148t sich die Fluoreszenzintensitit des CFSE direkt nach

der Farbung nicht als Referenz verwenden lésst.

Con A bindet an Glykoproteine auf der Zelloberfliche und kreuzvernetzt dabei auch
den TCR/CD3 Komplex (Kay, 1991), bendtigt aber zusétzlich das Vorhandensein
von Antigen-présentierenden Zellen, um die T-Zell Proliferation anzuregen (Anders-
son et al., 1979). Die in den MLN enthaltenen 20% B-Zellen und 1% DC waren dafiir
ausreichend. Bei Proliferationsversuchen mit Zellen der Milz mussten die T-Zellen
aber zunéchst iitber MACS (s. Abschnitt 2.2.8) bis zu einer Reinheit von etwa 80%
konzentriert werden, da die sonst vorhandenen 70% B-Zellen die Proliferation be-

hinderten.

2.2.8 MACS (Magnetic-activated cell separation)

Die Methode des MACS beruht darauf, dass spezifische, mit 50nm grofien Magnet-
partikeln beladene Antikorper an die zu sortierenden Zellen gebunden werden. Lésst
man diese Zellen eine Sdule mit Eisenmatrix in einem 0,6T Magnetfeld passieren
(Miltenyi et al., 1990), so werden die markierten Zellen in der Saule zuriickgehalten.
Dadurch kénnen diese Zellen sowohl angereichert als auch aus den Zellen depletiert

werden, die die Séule ungehindert passieren.

Im Einzelnen wurde die Sortierung mit MACS wie folgt durchgefiihrt: Je 107 Zellen
wurden in 90yl MACS-Puffer (s. Abschnitt 2.1.6) und 10l des MACS-Antikorpers
fiir 15min bei 4°C inkubiert. Der MACS-Puffer enthilt BSA, um die Vitalitit der
Zellen zu erhalten und EDTA, welches ein Aneinanderhaften der Zellen verhindert.
Abweichend von der von Miltenyi vorgeschlagenen Antikorpermenge wurden bei
anti-CD8 und anti-CD4 Separationen nur 5ul, bei anti-CD19 nur 3ul verwendet, da
dadurch weniger Antikérper unspezifisch an anderen Zellen banden und die Reinheit
deutlich verbessert werden konnte. Wéahrenddessen wurde die Sdule im Permanent-
magneten mit 500ul LP dquilibriert. Die gewaschenen Zellen wurden anschlieend in
500pl MACS-Puffer auf die Séule aufgetragen und die Sdule 3 mal mit 5001 MACS-
Puffer gewaschen. Um die gebundenen Zellen von der Séule zu eluieren, wurde diese
aus dem Magneten entfernt, 1ml MACS-Puffer aufgetragen und ziigig mit dem Stem-
pel durchgedriickt. Zur Kontrolle der Reinheit wurde eine Fluoreszenzfirbung der
gleichen Oberflachenantigene durchgefithrt (s. Kapitel 2.2.4), die im MACS selek-

tiert wurden, und der Anteil positiver Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Die
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Reinheit lag zwischen 80% und 90%. Eine Zellzidhlung des Eluats und der an der
Saule zuriickgehaltenen Zellen mit Trypanblau ergab etwa 30% Verlust im Vergleich

zu eingesetzten Zellzahl.

2.2.9 Zellsortierungen
TCR~y)CD8aa IEL

Um die CD8aatTCR~6" IEL zu isolieren, wurden zuniichst die IEL, wie unter
2.2.1 beschrieben, mit EDTA abgelost und anschlieBendem PerColl™ Gradienten
gereinigt. Die TEL wurden zunéchst mit biotinylierten anti-TCR~ydAntikorpern in-
kubiert, um die TCR~0™ Zellen zu markieren. Die fiir die folgende MACS-Separation
bendtigten Magnetpartikel wurden iiber Streptavidin (Streptavidin Beads, 10ul pro
100u1) an die biotinylierten Antikérper gekoppelt und die Zellen wie im Kapitel 2.2.8
beschrieben angereichert. Die durchflusszytometrische Analyse Oberflichenfarbung
des Eluats mit FITC-anti-CD3, PE-anti-CD83 und Streptavidin-APC (fiir die
Féarbung des biotinylierten anti-TCR~d) ergab, dass innerhalb der Leukozyten 80%
der Zellen den TCRydRezeptor trugen, dass aber auch viele Epithelzellen unspe-
zifisch an die fiir MACS verwendeten Antikorper gebunden haben. Der Anteil der
EC lag nach MACS immer noch bei 50%. Daher wurden mit der Sortiereinheit des
Durchflusszytometers die CD83~ CD3* TCR~d™ Zellen im Einzelzellmodus sortiert.
Dadurch konnten TCRydCD8aa™ Zellen mit einer Reinheit von iiber 90% gewonnen

werden.

Darmephithelzellen

Fiir die Sortierung der Darmepithelzellen wurden ebenfalls die IEL wie im Kapi-
tel 2.2.1 beschrieben pripariert. Allerdings wurde kein PerColl™ Gradient durch-
gefithrt, da ein Entfernen der EC offensichtlich nicht gewiinscht war. Da die EC
im Darm alle 1-3 Tage vollstindig erneuert werden (CREAMER et al., 1961), wur-
den viele tote oder alte Zellen isoliert, die den Stress der EDTA-Behandlung nicht
iiberlebten. Dadurch enthielt die gewonnene Einzelzellsuspension etwa 50% tote EC,
die bei der durchflusszytometrischen Analyse zwar etwas kleiner erschienen, sich aber
nicht eindeutig anhand ihrer Brechungseigenschaften identifizieren lieen (s. Abb.
2.2). Deshalb wurden die Zellen direkt vor der Sortierung am Durchflusszytometer
im Einzelzellmodus fiir etwa 2min mit 40 4 Propidium lodid behandelt. Dieses
kann nur in tote Zellen eindringen und fluoresziert nach DNA-Bindung bei 617nm
(Steinkamp et al., 1999). Dabei ist zu beachten, dass die EC an sich schon sehr
autofluoreszent sind. Ein Beispiel ist in Abb. 2.2 gezeigt. Die ebenfalls enthaltenen
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Abbildung 2.2: Beispiel fiir (a) die Farbung toter intraepithelialer Zellen mit Propidi-
um Iodid (PI) und (b) ungefiarbte IEL als Kontrolle. (¢) Streuung lebender, PI-negativer
(blau) und toter, Pl-positiver (orange) epithelialer Zellen. Sortiert wurden die mit EC
beschrifteten PI negativen Zellen.

Lymphozyten waren deutlich weniger granuldr und lielen sich probblemlos anhand

ihrer Streuung ausschliefen.

CD103" DC aus MLN

Zellen der MLN wurden wie im Kapitel 2.2.3 beschrieben isoliert. Eine Aufreinigung
der DC iiber MACS blieb erfolglos, da die Zellen durch den MACS-S&aulen indu-
zierten Stress spatestens wahrend des Sortierens am Durchflusszytometer starben.
Daher wurden die DC iiber eine Gradientenzentrifugation nach dem OptiPrep™
Protokoll C20 von Sigma angereichert. Hierfiir wurden die Zellen in 4ml einer 15%
Todexanol Losung (s. 2.1.6) gelost, mit 5ml 11,5% Iodexanol und abschlieBend mit
3ml HBSS iiberschichtet und fiir 15min bei 600g ohne Bremse bei RT zentrifugiert.
Da die DC eine geringere Dichte als andere Zellen besitzen, treiben sie in die Inter-
phase zwischen HBSS und 11,5% Iodexanol. Die zellfreie 11,5% lodexanol Schicht
bewirkt dabei eine sauberere Trennung (s. Abb. 2.3).
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Abbildung 2.3: Aufbau eines OptiPrep™ Gradienten vor und nach der Zentrifugation

Die bis auf 50% angereicherten DC und wurden fiir die weitere Sortierung mit FITC-
anti-CD11c, PE-anti-CD103 und APC-anti-MHCII gefarbt. Am Durchflusszytome-
ter wurden die Zellen im Einzelzellmodus sortiert, die positiv fiir alle drei Antigene
waren. Die MLN einer Maus enthalten etwa 50.000 CD103%t DC. Durch Verlust
wiahrend der Sortierung wurden die MLN von vier M&usen benotigt, um 40.000
Zellen bei 90% Reinheit zu erhalten.

2.2.10 Gewinnung von RNA

- aus Einzelzellen

300.000 bis 1x10° Zellen wurden in ein 1,5ml Eppendorf Gefifl iiberfithrt und bei
730g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf etwa 30ul dekantiert und das Pel-

let der verbliebenen Fliissigkeit resuspendiert. Die Zellen wurden in 5001 TRIzol™

aufgenommen und bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung gelagert. TRIzol™ ist ei-
ne einphasige Mischung aus Phenol als Losungsmittel fiir Proteine und DNA und

Guanidinium Isothiocyanat, um RNAsen zu inaktivieren.

Nach dem Auftauen der Proben wurden 100ul Chlorophorm fiir die RNA Extrak-
tion zugegeben und fiir 20sek auf einem Vortex gut vermischt. Anschlieend wurde
fiir 15min bei 16.000g zentrifugiert, um eine Trennung in zwei Phasen zu errei-
chen. Die in der oberen wissrigen Phase enthaltene RNA wurde abgenommen, oh-
ne die in der Interphase enthaltene DNA mitzuziehen. In der organischen Phase
befinden sich die Proteine. Die RNA wurde nach Zugabe von 250ul Isopropanol
15min bei RT gefdllt und dann fiir 15min bei 16.000g abzentrifugiert. Nach ei-
nem Waschschritt in 500ul Ethanol wurde das Pellet kurz trocknen gelassen bis
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der Ethanol vollstdndig verdampft war, aber die RNA noch nicht klar aussah. Die
RNA wurde in 20ul RNAse freiem (DEPC) Wasser gelost und die Konzentration

am Nanodrop™™Spektrophotometer bestimmt.

- aus geringen Zellzahlen

Fiir die Aufreinigung der RNA aus weniger als 100.000 Zellen wurde ein leicht abge-
wandeltes RN A-Isolationsprotokoll verwendet. Die Zellen wurden wie oben beschrie-
ben abzentrifugiert, aber nur in 300u1 TRIzol™ lysiert und bei -20°C gelagert. Nach
dem Auftauen wurden 5ul LPA (lineares Polyacrylamid) zugegeben, um die Effizi-
enz der Fillung zu verbessern. Anschlieffend erfolgte die Phasentrennung mit 60ul
Chloroform und die Fallung mit Isopropanol durch Zugabe des 0,7-0,8fachen Volu-
mens der abgenommenen wissrigen Phase. Die RNA wurde iiber Nacht bei -20°C
gefillt. Nach dem Abzentrifugieren und Waschen in 400l Ethanol wurde die RNA
in 10-12u1 DEPC-Wasser gelost.

- aus Darmgewebe

Fiir die Genexpressionsanalysen im Darm wurde die RNA direkt aus dem Darm-
gewebe isoliert. Der Darm wurde in die drei Segmente Duodenum, Jejunum und
[leum geteilt (s. Abb. 2.4), gewaschen, lings aufgeschnitten und in lem Stiicke zer-
teilt. Diese wurden in ein Eppendorf Rohrchen mit 1ml TRIzol iiberfithrt und 3h
bei 37°C und 300rpm geschiittelt, um das Gewebe zu lysieren. Die anschlieSende
RNA-Extraktion verlief wie unter 2.2.10 beschrieben.

2.2.11 cDNA Synthese

50ng bis 1ug RNA in 8ul wurden mit 1ul DNAse (Endkonzentration 1U/ul) und 1ul
10x DN Ase Puffer fiir 15min bei RT inkubiert, um eventuelle DNA-Verunreinigungen
zu entfernen. Der Verdau wurde mit 1l EDTA (Endkonz. 20mM) in 10min bei 60°C
gestoppt. Die Anlagerung der p(dT) Primer (1ug/ul) an den Poly-A-Schwanz der
RNA erfolgte in 5min bei 60°C. Fiir die reverse Transkription der mRNA in cDNA
wurden je Ansatz 7ul RNAse freies Wasser, 8ul 5x Reverse Transkriptase Puffer,
2pl Reverse Transkriptase (200U/ul), 4pl DTT (100mM), 4pl ANTP (je 10mM)
und 2ul RNAse Inhibitor (40U/ul) bendtigt. Die Reaktion dauerte 60min bei 37°C.

Die Enzyme wurden bei 70°C in 10min inaktiviert.
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung des Magen-Darmtrakts. Die farblich hinterleg-
ten Bereiche markieren die Teile, die fiir die Zytokinmessungen als Duodenum, Jejunum
und Ileum entnommen wurden. Die weilen Bereiche dienten als Sicherheitsabstand und
wurden verworfen.

2.2.12 sqRT-PCR (semi-quantitative Real-Time Polymerase

chain reaction)

Die sqRT-PCR bestimmt die Menge einer bestimmten RNA in Relation zu ei-
nem Haushaltsgen der Zelle. Beispiele hierfiir sind RPS6 (Ribosomales Protein 6)
und HPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase) (Frericks und Esser,
2008). Wihrend der PCR-Reaktion wird der Fluoreszenzfarbstoff SybrGreen™ in
die doppelstriangige cDNA eingebunden, so dass die Menge an DNA iiber die Fluo-
reszenz bei 521nm bestimmt werden kann. Der Zyklus, in dem die Fluoreszenz einen
Schwellenwert iiberschreitet wird als SP (Schnittpunkt) bezeichnet. Die Differenz
von SP des Haushaltgen zu untersuchtem Gen (ASP) normiert die Expression auf
die eingesetzte cDNA-Menge. Somit lassen sich verschiedene cDNA Proben direkt

miteinander vergleichen.

Um in jeder Reaktion die exakt gleiche cDNA Menge einzusetzen, wurde zunéchst

eine Stammlosung aus cDNA und nukleasefreiem (nf) Wasser hergestellt. Fiir jedes
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zu quentifizierende Gen wurden 1ul cDNA und 4,5ul nf-Wasser benotigt. Je 5,5ul
der verdiinnten cDNA wurden in 0,2yl fassende Plastikrohrchen pipettiert, mit TmM
Primer und 7,5ul 2xSybrGreen™ SensiMix, der bereits alle bendtigten Enzyme
und Nukleotide enthielt, vermischt und die sqRT-PCR Messung im RotorGene 3000
gestartet. Die optimale Annealing Temperatur und Fragmentldnge findet sich in
Tabelle 2.5.

2.2.13 GM-CSF-Messung im Darm

Der Darm wurde wie unter 2.2.10 beschrieben prapariert und die Stiicke fiir 6h
bei 37°C und 5% CO5 in 1ml DMEM in 24well-Platten kultiviert. Wegen seiner
Lange wurden die Stiicke des Jejunums auf zwei Ansiitze verteilt und die Messwerte
spater addiert. Der Uberstand wurde bei -20°C gelagert und die sezernierte Zytokin-
menge im ELISA ((Enzyme linked immunosorbent assay) bestimmt. Hierzu wurde
das von Natutec, Wien, Osterreich empfohlene Protokoll fiir den GM-CSF ELISA
befolgt, allerdings wurden alle Volumina auf 50ul halbiert. Fiir die Bestimmung
des Nullwerts wurde anstelle des Kulturiiberstandes DMEM aufgetragen. Fiir die
Extinktionsmessung bei 450nm und 570nm wurde das Photometer EL800 von Bio-
Tek, Bad Friedrichshall verwendet. Da theoretisch immer die gleiche Lichtmenge bei
570nm absorbiert werden sollte, diente die Messung bei dieser Wellenldnge dazu,
Unebenheiten innerhalb der Platte auszugleichen. Die Extinktionswerte abziiglich

des Nullwerts berechneten sich demnach folgendermassen:

_ A450— A450(Nulllwert)
Delta-OD= A570—A570(Nullwert)

2.2.14 Behandlung von Mausen mit TCDD

Den Méusen wurden 10ug TCDD pro Kilogramm Kérpergewicht in 100u1 Olivendl
per Gavage verfiittert. In Einzelfillen wurden auch Méause verwendet, denen die
Losung intraperitoneal appliziert wurde. Dies ist in dem jeweiligen Ergebnisteil ver-
merkt. Durch die unterschiedliche Darreichungsform konnte kein Unterschied festge-
stellt werden, was mit den von Lakshmanan et al. (1986) und Nau und Bass (1981)
verdffentlichten Daten {ibereinstimmt. Diese besagen, dass sich TCDD innerhalb
von 24h Stunden unabhéingig von der Behandlungsmethode in Ratten und NMRI

Mausen identisch verteilt.

2.2.15 Auslosen und Test von oraler Toleranz

Orale Toleranz beschreibt den Zustand, wenn nach oraler Aufnahme eines Anti-

gens keine systemische Immunantwort gegen dieses Antigen mehr ausgelost werden
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kann (Weiner, 1994; Kato et al., 2001). In Vorversuchen habe ich festgestellt, dass
bei C57BL/6 Mausen eine dreimalige Gabe von je 20mg OVA p.o. (Schlundsonde,
25G) im Abstand von 2-3 Tagen ausreicht, um Toleranz gegen OVA zu induzie-
ren. Protokolle mit geringeren Dosen oder einer einmaligen Fiitterung mit bis zu
50mg OVA pro Maus fiihrten zwar zu einer Reduktion der spezifischen Immun-
antwort um 80-90%, nicht aber zu einer vollstindigen Unterdriickung. Dies wurde
getestet, indem die Méuse eine Woche nach Auslosen der oralen Toleranz gegen
OVA immunisiert wurden (s. 2.2.15) und nach weiteren 10 Tagen, also nach Ab-
schluss des Antikorperklassenwechsels zu IgG1, das Blut auf das Vorhandensein von
OVA-spezifischen Antikorpern untersucht wurde. Insgesamt wurden drei Immunisie-
rungen durchgefiihrt, um den Titer der OVA-spezifischen Antikérper zu maximieren
und den Verlauf der Immunantwort nach TCDD-Gabe oder in AhR-KO Mausen zu
beobachten. Nach parenteraler Immunisierung werden keine spezifischen Antikérper
in den Darm sekretiert (McGhee, 1999). Kato et al. (2001) konnten zeigen, dass
nach oraler Immunisierung mit OVA und dem Adjuvans Cholera Toxin spezifische
Antikorper sowohl im Serum als auch im Kot vorhanden waren. Diese Art der Im-
munisierung birgt aber den Nachteil, dass nur etwa 50% der M#use darauf anspre-
chen (Lauterslager und Hilgers, 2002), so dass ich die Mause zunichst mit wie oben
beschrieben zweimal i.p. immunisiert habe. Dadurch konnte ich nach dreimaliger
Fiitterung von OVA (je 1mg im Abstand von 2-3 Tagen) auch ohne Zugabe ei-
nes Adjuvans OVA spezifische IgA Antikorper im Kot messen. Der experimentelle
Ablauf und die Zeitpunkte der Blut- und Kotprobennahmen ist in der folgenden
Abbildung 2.5 dargestellt.

I&%D kg 20mgOVAp.o. 3mg OVAp.o.
(Toleranz-
Induktlon)

i 22 26 44 58
(> v0v2v5 <>12 ‘>23 «> 38Y41 43<> 55 ‘

L] |

10pg OVA 10pug OVA 10pug OVA
in CFA.p. in IFAi.p. in IFAi.p.

» Tage

Abbildung 2.5: Ablauf des Experiments zur Untersuchung der Rolle des AhR in der
oralen Toleranz (OT). Fiitterung mit TCDD (Tag -3) und Induktion der OT (Tag 0,2,5)
wurden nur in den entsprechenden Gruppen durchgefiihrt. ¢ Zeitpunkte der Kotproben-
nahme ¢ Zeitpunkte der Blutprobennahme
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Immunisierung von Mausen

Fiir die erste Immunisierung wurden 10ug OVA in komplettem Freunds Adjuvanz
(CFA) intraperitoneal (i.p.) injiziert. Fiir alle folgenden Immunisierungen wurde
unvollstindiges Freunds Adjuvanz (IFA) statt CFA verwendet, um Entziindungen
des Bauchraums zu vermeiden. Pro Maus wurden 10ug OVA in 50ul PBS mit
50u] Freund’schem Adjuvanz auf einem Vortex griindlich gemischt. Die entstandene

Emulsion war weifl und zerfloss nach Auftropfen auf Wasser nicht.

Gewinnung von Serum- und Kotproben zur Antikérperbestimmung

Pro Maus und Zeitpunkt wurden mindestens 2 Kotstiickchen in 2ml Eppendorf
Gefaflen eingesammelt. Wegen des unterschiedlichen Wassergehalts wurden diese of-
fen und mit einem Tuch abgedeckt im Kiihlschrank fiir etwa 3 Tage getrocknet. Je
100mg der Kotproben wurde 1ml PBS/0,01% NaNj zugegeben und bei 30°C und
1400min~! im Eppendorfschiittler gelost (Kinoshita et al., 2006). Je nach Anzahl
der Kotstiicke dauerte dies 2-4h, wobei regelméflig durch Invertieren und Schiitteln
der Eppendorf Réhrchen griindlich gepriift wurde, ob auch alle Stiicke gelést waren.
Die Schwebstoffe wurden anschliefend in 8min bei 5000rpm abzentrifugiert und der
Uberstand bei -20°C gelagert.

Fiir die Blutabnahme wurden den Méusen je 2-4 Tropfen Blut (entspricht 50-100ul)
aus der Submandibularvene entnommen (Golde et al., 2005). Die Wunde verschliefit
sofort, wenn die durch das Halten der Maus aufgebaute Spannung der Haut gelost
wird. Nachdem das Blut fiir 1,5h bei RT geronnen war, wurde es ebenfalls 8min
bei 5000rpm abzentrifugiert, das klare Serum in ein neues Gefaf iiberfithrt und bei
-20°C gelagert.

2.2.16 Antikérper-ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

Fiir die Bestimmung der IgG1 und IgA Antikorpertiter im Serum oder Kot wurde ein
Sandwich-ELISA verwendet. Die Bindung des ersten Antikoérper an die Platte gesch-
ah bei 4°C iiber Nacht in Bindungspuffer von Ebioscience, pH7,4. Fiir den Nachweis
von OVA-spezifischen Antikorpern wurde anstelle des Erstantikorpers 100ug/ml
OVA verwendet und wahlweise iiber Nacht bei RT oder fiir 2h bei 37°C an die
Platte gebunden. Anschliefend wurden die Platten 3x mit PBS/0,05% Tween ge-
waschen und fiir 1Th bei RT mit 3% FCS in PBS blockiert. Nach Ausschlagen der
Losung wurden die Proben in den in Tabelle 2.8 angegebenen Verdiinnungen aufge-

tragen.
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Tabelle 2.8: Verdiinnungen der Serums- und Kotproben fiir die Bestimmung der spezifi-
schen und unspezifischen IgG1 und IgA Titer

Nachweis von Probe Verdiinnung

IgG1 Serum 1:30.000, 1:60.000, 1:120.000, 1:240.000

OVA-spez. IgG1 Serum 1:10.000, 1:20.000, 1:40.000, 1:80.000

IgA Serum 1:10.000, 1:20.000, 1:40.000, 1:80.000
Kot 1:4.000, 1:8.000, 1:16.000, 1:32.000

OVA-spez. IgA Kot 1:2 oder 1:4 in Doppelbestimmung

Da nur fiir die Bestimmung des Gesamt-IgG1 und -IgA Standards zur Verfiigung
standen, wurden als Standard fiir die Bestimmung von OVA-spezifischen Antikorpern
eigene Seren bzw. Kotproben verwendet. Seren von zweimal mit OVA immuni-
sierten Tieren (vgl.2.2.15) wurden mittels ELISA auf das Vorkommen von OVA-
spezifischem IgG1 iiberpriift und bei positvem Ergebnis als Standard vereinigt. Fiir
die Gewinnung der Kotproben, mit denen genauso verfahren wurde, wurden die

Mause zusétzlich noch dreimal mit 1mg OVA gefiittert.

Die Inkubation der Proben erfolgte bei RT fiir 3h. Es folgten vier Waschschritte
und eine einstiindige Inkubation mit dem biotinylierten Zweitantikorper (s. Tab.
2.4). Ungebundene Antikorper wurden in vier Waschschritten griindlich entfernt.
Uber Streptavidin lieB sich nun eine Meerrettich-Peroxidase (HRP) an den Zweitan-
tikorper koppeln (30min, RT). Fiir den Nachweis mit TMB (3,3,5,5" tetramethyl
Benzidin) muss iiberschiissige Strept-HRP in fiinf Waschschritten vollstédndig ent-
fernt werden, da bereits Spuren an zuriickgebliebener HRP in hohem Hintergrund
resultieren wiirden. TMB wurde von der HRP innerhalb von Minuten in einen blau-
en, l16slichen Farbstoff umgewandelt. Die Reaktion wurde mit 2N HoSO,4 gestoppt
und das dann gelbe Produkt ziigig im ELISA Reader bei 450nm gemessen, da der
Farbstoftf mit der Zeit wieder zerfillt. Eine weitere Messung bei 570nm diente der
Uberpriifung, ob Unterschiede durch Eigenschaften der Platte selber zustande ka-
men. Fiir die Auswertung wurde die als Delta-OD bezeichnete Differenz aus den
Messungen bei 450nm und 570nm und ihren jeweiligen Nullwerten verwendet (Wells

in denen anstelle der Proben nur PBS/1% FCS aufgetragen wurde).

_ A450—A450(Nulllwert)
Delta-OD=Z570-"757 (Nultwerr)
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2.2.17 Statistik

™ von GraphPad verwendet.

Fiir die statistischen Tests wurde das Programm Prism
Bei dem Vergleich mehrerer Gruppen in einem Experiment wurde die einfaktorielle
Varianzanalyse (One-way ANOVA) und ansonsten der Student t-Test verwendet.
Beide Tests nehmen in allen Gruppen die gleiche Streuung an. Wenn diese Voraus-
setzung nicht erfiillt war, wurde die einfaktorielle Varianzanalyse durch den Kruskal
Wallis Test und der Student t-Test durch den Mann Whitney Test ersetzt, die beide

keine Gauf3-Verteilung benétigen.
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3 Ergebnisse

3.1 AhR Expression in Geweben und Zellen des GALT

Die AhR mRNA-Expression variiert stark je nach untersuchtem Gewebe und Zell-
typ. So besitzen zum Beispiel die Zellen aus Leber und Thymus vergleichsweise viel
AhR, wohingegen er sich in Muskel und Gehirn kaum nachweisen liasst (Frericks et
al., 2007). Auch viele Zellen des Immunsystems, wie die meisten T- und B-Zellen,
priagen den AhR nur in geringen Mengen aus. Seit einigen Jahren zeigt sich, dass nur
einige Subpopulationen wie die Langerhanszellen der Haut und die Th17-Zellen (Jux
et al., 2009; Veldhoen et al., 2008) den AhR exprimieren. Daher wurde zunéchst un-
tersucht, ob und in welcher Menge AhR-mRNA in den verschiedenen Abschnitten,

Strukturen und ausgewéhlten Zelltypen des Darms vorkommt.
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Abbildung 3.1: Relative FExpression von AhR-RNA im Vergleich zum Haushaltsgen
RPS6 + SD in (a) Darmsegmenten, (b) Strukturen und (c) verschiedenen Zelltypen des
GALT. n>3, EC: Epithelzellen, TCR~d: CD8aatTCRY4™ intrepitheliale Lymphozyten,
CD103: CD103* DC aus den MLN. *p < 0,05 **p < 0,01 **p < 0,001 (Student t-Test)

Fiir die Bestimmung der AhR Menge in den Darmsegmenten Duodenum, Jejunum
und Ileum wurden die Peyer’schen Plaques entfernt und der Darm anschlieBend
wie in Abb. 2.4 dargestellt zerteilt. Durch die nicht verwendeten, weifl dargestellten
Bereiche sollte sichergestellt werden, dass die entnommenen Stiicke auch zu den an-
gegebenen Bereichen gehoren. Das Protokoll fiir die anschlieSfende Gewinnung der
mRNA findet sich in Abschnitt 2.2.10. Duodenum und Jejunum enthalten im Ver-
gleich zum Ileum etwa viermal mehr AhR-RNA (Abb. 3.1a). Die MLN enthalten
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zwar deutlich weniger AhR-mRNA als die Leber, im Vergleich mit lymphatischen
Organen sind sie aber mit dem Thymus vergleichbar, der fiir eine starke AhR Ex-
pression bekannt ist (Abb. 3.1b) (Jux et al., 2009). Im Gegensatz dazu konnte in
den PP nur sehr wenig AhR-mRNA nachgewiesen werden. Dies liegt vermutlich an
der unterschiedlichen Zellzusammensetzung von MLN und PP. Wihrend die MLN
zu iiber 70% aus T-Zellen bestehen, enthalten die PP 65-70% B-Zellen (vgl. 3.3.3),
welche sehr wenig AhR exprimieren (Abb. 3.1c).B-Zellen, CD4" und CD8" T Zel-
len wurden iiber MACS mit einer Reinheit von 80%, CD103" DC, CD8aa*TCR~yd™
und EC am Durchflusszytometer mit einer Reinheit von annéhernd 90% sortiert (vgl.
Kapitel 2.2.9). Im Vergleich der einzelnen Zelltypen des GALT findet sich besonders
viel AhR in den Epithelzellen und den CD8aa™TCR~y6™ Zellen des Darmepithels.
Allerdings priagen die CD103% DC und CD8* T-Zellen auf den MLN immerhin noch

etwa ein Drittel so viel AhR aus.

3.2 Funktionalitat des AhR

Um die Funktionalitit des detektierte AhR zu iiberpriifen, wurde die verstirkte
Expression der Gene cyplal und ahrr nach TCDD-Exposition untersucht. Dabei
handelt es sich bei cyplal um ein bekanntes Zielgen des AhR aus dem Fremstoff-
metabolismus, wohingegen der AhR-Repressor (AhRR) in vielen Zelltypen nach Ak-
tivierung des AhR als dessen Gegenspieler hochreguliert wird (Mimura et al., 1999).
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Abbildung 3.2: Induktion von Cyplal mRNA im Vergleich zum Haushaltgen RPS6 drei
Tage nach Fiitterung von 10pug TCDD pro kg KG £+ SD. Duo: Duodenum, Jej: Jejunum.
Epithelzellen (EC) und CD103* DC (CD103) wurden mit einer Reinheit von iiber 90%
sortiert. Die Daten der Darmsegmente , PP und EC stammen von je 4-6 M&usen, die der
MLN von 12 M#usen und die der CD103™ DC von je 2-3 Miusen je Gruppe. ***p < 0,001
(Student t-Test)
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Abbildung 3.3: Induktion von AhRR mRNA im Vergleich zum Haushaltgen RPS6 drei
Tage nach Fiitterung von 10ug TCDD + SD. Duo: Duodenum, Jej: Jejunum. Epithelzellen
(EC) und CD103* DC (CD103) wurden mit einer Reinheit von iiber 90% sortiert. Die
Daten der Darmsegmente , MLN, PP und EC stammen von je 6 Mausen und die der
CD103" DC von je 2-3 M#usen. **p < 0,01 *p < 0,001 (Student t-Test)

Im Darm nimmt sowohl die basale als auch die induzierbare cyplal Expression von
proximal nach distal ab (Abb. 3.2). Dies konnte im Ileum an der geringeren AhR
Expression liegen. Die Ausprigung des AhR im Jejunum unterscheidet sich aber
nicht vom Duodenum, so dass dies nicht die einzige Erkldrung sein kann. Der AhRR
ldasst sich ebenfalls stark durch TCDD induzieren; ein Gradient wurde hier nicht
beobachtet (Abb. 3.3). In den Peyer’schen Plaques und den Epithelzellen stieg die
Cyplal Expression um das ca. 100fache an, wihrend in CD103" DC sowohl basal
als auch nach TCDD fast keine cypfa! mRNA nachweisbar war (Abb. 3.2). Da der
AhRR die Aktivitdt des AhR behindert, kdnnte die Stiarke der Cyplal Induktion
reziprok zu der AhRR Expression sein. Hierzu wiirde passen, dass PP und EC kaum
AhRR besitzen, dessen Level sich kaum (PP) oder nicht (EC) durch TCDD beein-
flussen lidsst. Im Vergleich exprimieren CD103% DC bereits basal sehr viel AhRR,
und die Menge lisst sich durch TCDD fast vervierfachen (Abb 3.3). Zusammenfas-
send kann also gesagt werden, dass AhR in Darm, PP und MLN aktivierbar ist, dass
aber eine gleichzeitige hohe AhRR Expression wie in den CD103" DC die Induktion

von Zielgenen wie cyplal moglicherweise unterdriickt werden kann.
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3.3 Effekte der Uberaktivierung des AhR durch
TCDD auf das GALT

3.3.1 Die Immunsuppressive Wirkung von TCDD wird durch

wiederholte Immunisierung aufgehoben

Es ist bereits seit langem bekannt, dass TCDD die humorale Immunantwort unter-
driickt (Kerkvliet und Brauner, 1990). Diesen Effekt konnte ich in M&usen anhand
der IgG1-Antwort bestétigen, die mit 10ug TCDD pro kg KG gefiittert und 15 Tage
spater gegen OVA in CFA immunisiert wurden. Die 10 Tage spéter aus der Subman-
dibularvene entnommenen Serumsproben zeigen einen deutlichen Anstieg der IgG1
Titer in unbehandelten Méusen (weile Balken, Abb. 3.4), wihrend die Zunahme
nach TCDD (graue Balken) signifikant schwicher ausfiel. Uberraschenderweise exis-
tierte dieser Unterschied bereits nach der zweiten Immunisierung aber nicht mehr.
Um die Effekte von TCDD auf die orale Toleranz zu untersuchen, wurde in zwei
weitere Gruppen von Méusen drei Tage nach der Fiitterung mit TCDD oder Oli-
venol durch dreimalige Fiitterung mit 20mg OVA orale Toleranz induziert. Dadurch
sollte sich durch Immunisierung systemisch keine Immunantwort mehr gegen die-
ses Antigen auslosen lassen (Fowler und Weiner, 1997). Ein Schema der Versuch-
durchfithrung findet sich in Abb. 2.5. In der toleranten, TCDD behandelten Gruppe
stieg der Gesamt-IgG1 Titer nach der dritten Immunisierung stark an (gepunktete
graue Balken), so dass kein Unterschied mehr zur unbehandelten, nicht toleranten
Kontrollgruppe bestand. Tolerante, nicht TCDD behandelte Tiere zeigten lediglich
einen sehr leichten Anstieg der Produktion von IgG1 Antikérpern nach der dritten

Immunisierung.

3.3.2 Dioxin verhindert die Etablierung von oraler Toleranz

Orale Toleranz ist antigenspezifisch. Somit ldsst sich eine bestehende orale Toleranz
testen, indem man mit dem entsprechenden Antigen, in diesem Fall OVA, immu-
nisiert und anschliefend Blut und Kot auf das Vorkommen spezifischer Antikorper
untersucht. Es wurden die gleichen Proben wie fiir die Bestimmung des Gesamt-IgG1
Titers im vorherigen Kapitel verwendet, die nach dem in Abbildung 2.5 gezeigten

Schema generiert wurden.

Die Bestimmung der OVA-spezifischen Antikorper erfolgte mittels ELISA. Falls in

den Serumsproben OVA-spezifische Antikérper enthalten waren, banden sie an das
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Abbildung 3.4: IgG1 Titer im Serum + SD von toleranten (gepunktete Balken) Kon-
trolltieren (weile Balken) oder TCDD behandelten M#usen (graue Balken) nach Immuni-
sierung mit 10pg OVA in CFA (1. Immunisierung) oder IFA (2. und 3. Immunisierung).
Die Daten stammen aus zwei unabhiingigen Experimenten mit insgesamt > 12 Miusen
pro Gruppe.*p < 0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001 (ANOVA)

an der Platte haftende OVA und konnten durch anti-IgG1 Antikorper detektiert wer-
den. Um die im ELISA erhaltenen Extinktionen miteinander vergleichen zu kénnen,
wurden die Ergebnisse auf ein aus mehrfach mit OVA immunisierten Tieren eigens
generiertes Standardserum bezogen. Fine relative Konzentration von 1 entspricht
somit der Konzentration dieses Standards. Dieses Vorgehen war nétig, da kein kom-
merziell erhéltlicher Standard existiert. Die Verdnderungen der OVA-spezifischen
Antikérper im Serum stimmten in ihrer Tendenz mit den Ergebnissen aus der Mes-
sung des Gesamt-IgG1 Titers {iberein. Wieder verhielten sich die Kontrollgruppen
erwartungsgemif: Wahrend die Konzentration an OVA-spezifischen Antikérpern in
den nicht toleranten Tieren mit jeder Immunisierung anstieg, konnten in keinem der
toleranten Tiere spezifische Antikorper detektiert werden (Abb. 3.5, weifle Balken).
Fiittern mit TCDD bewirkte leicht niedrigere OVA-spezifische IgG1 Titer wiederum
nur nach der ersten Immunisierung, danach war dieser Unterschied nicht mehr vor-
handen. TCDD-Gabe vor Induktion der OT verhinderte die dauerhafte Etablierung
der oralen Toleranz. Bereits nach der ersten bzw. zweiten Immunisierung waren 5
bzw. 6 von 14 Tiere nicht mehr tolerant. Nach der dritten Immunisierung wurden
in allen Tieren dieser Gruppe OVA-spezifische Antikérper nachgewiesen, wenngleich
die Konzentration geringer war als in den nicht toleranten Gruppen. Sie entsprach
in etwa den Titern, die in den Kontrollgruppen nach der zweiten Immunisierung ge-
messen wurden. Diese Beobachtung kénnte die Tatsache widerspiegeln, dass TCDD

die Entstehung der oralen Toleranz nicht von Anfang an komplett verhindert. Da-
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durch wiirde die Immunantwort in den toleranten Tieren im Vergleich mit den nicht-

toleranten Kontrollen verzogert einsetzen.
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Abbildung 3.5: OVA spezifische IgG1 Titer im Serum + SD von toleranten (gepunktete
Balken) Kontrolltieren (weile Balken) oder TCDD behandelten Mausen (graue Balken)
nach Immunisierung mit 10pug OVA in CFA (1. Immunisierung) oder IFA (2. und 3. Im-
munisierung). Die Daten stammen aus zwei unabhiingigen Experimenten mit insgesamt >

12 Mé&usen pro Gruppe.*p < 0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001 (ANOVA)

Fehlende Etablierung der OT nach TCDD konnte ebenfalls anhand OVA-spezifischer
Antikorper im Kot gezeigt werden. Auch hier sollten nach Entstehung der Toleranz
keine spezifischen Antikorper vorkommen (Kato et al., 2001). Fiir die Messung wur-
den die Tiere nach der zweiten Immunisierung dreimal mit 1mg OVA gefiittert
(IgA Boost), um die Ausschiittung von spezifischen AK in den Kot anzuregen, da
diese nach intraperitonealer Immunisierung nicht in den Kot abgegeben werden (Da-
ten nicht abgebildet). Wie in Abbildung 3.6 gezeigt, konnte in TCDD behandelten
Tieren auch nach der Induktion von oraler Toleranz die gleiche Menge an OVA-
spezifischem IgA nachgewiesen werden wie in der nicht toleranten Kontrollgruppe,
so dass hier die Toleranz vollsténdig aufgehoben wurde. Fiitterung von TCDD oh-

ne anschlieBende Toleranzinduktion fiihrte sogar zu einem Anstieg des sezernierten
OVA-spezifischen IgA.

Anders als im Serum machen die OVA spezifischen Antikorper im Kot aber nur
einen geringen Anteil an der gesamt IgA Menge aus, so dass diese im Gegensatz
zum IgG1l im Serum wéhrend des gesamten Versuchs unverdndert blieb. Die Werte
schwankten unabhingig von der Behandlung relativ stark zwischen ca. 30 und 100ug
pro 100mg Kot (Abb. 3.7).

46



3.3. Effekte der Uberaktivierung des AhR durch TCDD auf das GALT

*kk

o
e

o
i

*%

(relative Konzentration)
o
*

&

OVA-specifisches IgA

0.0
TCDD - - +

Tolerant = + = +

Abbildung 3.6: OVA spezifische IgA Titer = SD im Kot nach zweimaliger Immunisie-
rung und erneuter OVA Fiitterung (s. 2.5). Die Daten stammen aus zwei unabhiingigen

Experimenten mit insgesamt > 12 M#usen pro Gruppe. *p < 0,05 **p < 0,01 **p < 0,001
(ANOVA)
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Abbildung 3.7: IgA Titer + SD im Kot von toleranten (gepunktete Balken) und/oder
TCDD behandelten Méusen (graue Balken) nach 1. und 2. Immunisierung und erneuter
Fiitterung mit OVA zur Induktion der spezifischen Antikdrperausschiittung in den Kot
(IgA Boost). Die Daten stammen aus zwei unabhiingigen Experimenten mit insgesamt
> 12 M#usen pro Gruppe. Es wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden (ANOVA).
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Insgesamt verhindert TCDD die dauerhafte Etablierung oraler Toleranz, wie an-
hand OVA-spezifischer Antikérper im Serum und im Kot gezeigt werden konnte.
Nach spétestens drei Immunisierungen konnten in allen TCDD behandelten, tole-
ranten Mausen OVA-spezifische Antikorper nachgewiesen werden, wohingegen dies

bei keinem der toleranten Kontrolltiere der Fall war.

3.3.3 Veranderung der Zellzusammensetzung des GALT durch
TCDD

Die unvollsténgie Etablierung der OT kann verschiedene Ursachen haben: (1) Un-
spezifische zelltoxische Wirkung des TCDD, (2) Stérung des Antigentransports in
die MLN, dem Ort der OT-Entstehung oder (3) Beeinflussung der Differenzierung
von T-Zellen durch direkte Effekte auf naive T-Zellen oder Verdnderung des Zytokin-
mileus. Zunédchst wurden die einzelnen GALT Kompartimente genauer untersucht.
Eine erste makroskopische Betrachtung zeigte keine signifikanten Verdnderungen bei
Gewicht und Darmlidnge 10 Tage nach Fiitterung mit 10ug TCDD pro kg KG. Die
8-10 Wochen alten Mause wogen ca. 19g bei einer Diinndarmlénge von 35,5 + 2,5cm.
MLN, PP, IEL und LPL wurden wie im Kapitel 2.2.1 - 2.2.3 beschrieben isoliert. Bei
der Zellzahlbestimmung mit TrypanBlau konnte kein Unterschied zwischen TCDD
behandelten und Kontrolltieren gefunden werden, so dass eine direkte zytotoxische

Wirkung ausgeschlossen werden konnte.

Als néachstes wurde untersucht, ob die Fiitterung von 10ug TCDD pro kg KG nach
drei oder zehn Tagen die relativen Anteile der Leukozytenpopulationen in den ver-
schiedenen Teilen des GALT verschiebt. Dazu wurden die IEL, LPL und Zellen der
MLN und PP von TCDD behandelten oder Kontrolltieren isoliert fiir die durch-
flusszytometrische Analyse gefarbt. Das Protokoll findet sich im Kapitel 2.2.4 und
eine Liste der verwendeten Antikorper in Tabelle 2.1. Pro Probe wurden an einem
FACS Calibur etwa 100.000 Zellen aufgenommen und mit FlowJo™ analysiert. Die
dabei erhaltenen Frequenzen sind in den folgenden Tabellen zusammengefasst und
beziehen sich bei MLN, PP und lamina propria auf die anhand des Scatters iden-
tifizierten lebenden Zellen. In Abbildung 3.8 sind beispielhafte Streudiagramme fiir
die einzelnen Gewebe gezeigt. Da bei den IEL die Trennung von Epithelzellen und
Lymphozyten aufgrund ihrer Grofle und Granularitdt nicht immer exakt moglich
war, wurden alle lebenden CD3* Lymphozyten als Referenz genommen. Da sich die
Frequenzen drei und zehn Tage nach TCDD-Gabe meist nicht unterschieden, sind

in diesen Féllen nur die Werte nach zehn Tagen angeben.
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Abbildung 3.8: Scatter der aus den verschiedenen Teilen des GALT isolierten Zellen. Die
umrandeten Bereiche umschliefien die lebenden Leukozyten, im Epithel wurden zusétzlich
die Epithelzellen markiert (s. “EC” in (d)). Die Zahlen entsprechen dem prozentualen
Anteil der umrandeten Zellen.

Die IEL enthalten weder B- noch dendritische Zellen, sondern bestehen haupt-
sichlich aus CD8*" T-Zellen, die sich zum einen anhand der Expression von CD8ac«
und CD8af3, zum anderen anhand ihres T-Zell Rezeptors (TCR~6 oder TCRa3) un-
terscheiden lassen. Auch wenn die Funktion der einzelnen Populationen noch nicht
abschliefend geklirt ist, so handelt es sich bei den CD8aSTTCRaS8" T-Zellen ver-
mutlich um konventionelle zytotoxische T-Zellen, wohingegen die CD8aa™TCRa S+
Zellen vermutlich regulatorische Funktionen iibernehmen (Cheroutre und Madaka-
mutil, 2004). Neben ebenfalls regulatorischen und immunsuppressiven Aufgaben rea-
gieren CD8aa™ TCR~d0™ T-Zellen auf Stresssignale des Epithels und sorgen iiber die
Sekretion von GM-CSF und KGF fiir die Erhaltung der Epithelintegritidt (Cherou-
tre und Madakamutil, 2004; Hénninen und Harrison, 2000; Chen et al., 2002). Die
vorgefundenen Frequenzen (Tab.3.1) entsprechen den Werten in den genannten Li-
teraturangaben. Die Fiitterung von 10ug TCDD pro kg KG beeinflusste weder nach
drei noch nach 10 Tagen die Frequenz oder die absolute Zellzahl. Wie bereits be-
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Tabelle 3.1: Frequenzen der Lymphozytenpopulationen des Epithels
10 Tage nach Fiitterung von 10ug TCDD?

DMSO TCDD
CD4 4,07%+ 2,47% 4,36%+ 2,04%
CD8aaTCR~6 47,42%410,33% 49,01%410,84%
CD69P 97,55%+ 1,28% 97,01%+ 2,11%
CD11cP 23,92%+ 8,07% 26,44%+ 7.81%
CD5P 1,72%+ 0,57% 2.11%+ 1,02%
CD8aaTCRaf 18,90%+ 6,91% 20,45%+ 6,08%
CD69P 83,09%+ 8,89% 64,17%+18,35%
CD11cP 21,91%+ 8,84% 23,34%+ 7,45%
CD5P 4.36%+ 2,57% 3.47%+ 1,13%
CD8aBTCRYS 2,03%+ 1,23% 2,02%+ 1,26%
CD69P 91,93%+ 7,94% 86,78%+ 6,98%
CD11cP 66,84%420,72% 53.25%+ 8,19%
CD5P 4,58%+ 2,49% 4,29%4+ 2,68%
CD8afBTCRaS 28,98%+12,75% 25.66%+11,66%
CD69P 61,22%+ 4,18% 60,32%+17,76%
CD11cP 61,87%+ 9,98% 57.91%+16,40%
CD5P 55,58%+14,66% 52,46%+14,39%

& Die Frequenzen stammen von 6-20 Tieren aus > 3 unabhéngigen Expe-
rimenten £ SD und sind bezogen auf alle lebenden CD3" Zellen.

b Prozentualer Anteil der durch die angegebenen Marker definierten
Subpopulationen bezogen auf die jeweils iibergeordnete Population
(CD8aaTCRy6, CD8aaTCRaS, CD8aBSTCRydoder CD8aSTCRaf)

schrieben ist, lagen die IEL in einem weitestgehend aktivierten Zustand vor (Wang
et al., 2002). So trugen iiber 95% aller CD8ca™ und CD8aBTTCR~d" Zellen den
Aktivierungsmarker CD69 auf ihrer Oberfliche. Bei den CD8a3TTCRaS™ T-Zellen
waren es immerhin noch ca. 60%. Gleichzeitig priagen ca. 20% der CD8aa™ und 60%
der CD8a" Zellen CD1lc aus, ein Molekiil, dass nach TCR-Aktivierung aufregu-
liert wird und auf T-Zellen der Milz und der peripheren Lymphknoten (pL.N) nicht
vorkommt (Huleatt und Lefrangois, 1995). Letztere sind alle positiv fiir das kosti-
mulatorische Molekiil CD5 (Alberola-Ila et al., 1992), das in den IEL nur auf etwa
der Hilfte der CD8af3TTCRafB™ Zellen vorkommt. Miuse, denen CD5 fehlt, sind
deutlich resistenter gegeniiber der Entstehung von Colitis (Mizoguchi et al., 2003), so
dass die niedrige CD5 Expression in IEL als Schutz gegeniiber einer {iberschieBenden
Reaktion des Immunsystems in einem antigenreichen Milieu gewertet werden kénnte.
Der Aktivierungsstatus der IEL wurde durch TCDD aber ebenfalls nicht verdndert
(Tab. 3.1).

Wie in den Tabellen 3.2 und 3.3 zu sehen, fiihrte die Fiitterung von 10ug TCDD
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pro kg KG nach drei und zehn Tagen ebenfalls zu keiner Anderung der Lympho-
zytenfrequenzen in der Lamina propria, den mesenterialen Lymphknoten oder den
Peyer’schen Plaques. Auch die Expression von FoxP3 (als Marker fiir regulatori-
sche T-Zellen), der Aktivierungsmarker CD69 (T-Zellen), CD25 (B-Zellen) und des
Homing-Rezeptors CD103 blieb unverdndert. In einem Pilotexperiment wurde eben-
falls kein Unterschied in der Expression von CD8 und des Aktivierungsmarkers CD80
auf dendritischen Zellen beobachtet. Hingegen fanden sich nach 10 Tagen TCDD et-
wa 15% mehr CD103" DC in den MLN. Diese Population der dendritischen Zellen
transportiert Antigene aus dem Darm in die MLN und beeinflusst dort die Diffe-
renzierung naiver T-Zellen und somit die Art der Immunantwort (Jaensson et al.,

2008)

Tabelle 3.2: Frequenzen der Lymphozytenpopulationen der Lamina
propria 10 Tage nach TCDD Fiitterung (10ug/kg KG)?

DMSO TCDD
CDh4 20,15%+ 7,90% 17,78%+ 3.83%
FoxP3P 11,31%+ 0,44% 13,62%+ 1,77%
CDS8 4,25%+ 1,87% 4,13%+ 1,53%
CD19 26,73%+11,17% 32,26%+14,88%
D(Ce 3,89%+ 1,40% 2,61%+ 1,09%
CD103P 44,78%+ 6,35% 46,76%+ 5,84%

2 Die Daten stammen von 6 Tieren aus 3 unabhéngigen Experimenten + SD.

b Prozentualer Anteil der durch die angegebenen Marker definierten Subpo-
pulationen bezogen auf die jeweils iibergeordnete Population

¢ DC wurden definiert als CD11ct*MHCII™

3.3.4 Veranderung des Zytokinmilieus im GALT durch TCDD

Im Gegensatz zu den PP sind die MLN essentiell fiir die Entstehung von oraler
Toleranz (Worbs et al., 2006). CD103" DC aus der Lamina propria transportieren
Antigen aus dem Darm in die MLN und sorgen dort unter nicht-inflammatorischen
Bedingungen {iiber die Sekretion von TGFg und Retinséure fiir die Entstehung von
regulatorischen T-Zellen (Treg) (Coombes et al., 2007). Die Ausschiittung von 1L-6
durch diese DC hingegen begiinstigt die Differenzierung von proinflammatorischen
Th17 Zellen und hemmt die Entwicklung von Treg (Bettelli et al., 2006; Veldhoen
et al., 2006) (eine Ubersicht befindet sich in Abb. 1.5).

Um eine mogliche Ursache fiir die Durchbrechung der oralen Toleranz zu finden,
wurde untersucht, ob TCDD die Zytokinproduktion verindert. Dazu wurden Mause
wie in den vorherigen Versuchen mit 10pg TCDD bzw. DMSO in Olivendl gefiittert
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Tabelle 3.3: Frequenzen der Zellpopulationen in MLN und PP 10 Tage nach Fiitterung von
10pug TCDD pro kg KG?

MLN PP
DMSO TCDD DMSO TCDD

CD4 12,07%=+ 5,64% 40,85%+ 7,81% 18,05%+6,67% 16,39%=+ 6,04%
CD69P 15,84%+ 2,71% 18,32%+ 3,02% 50,26%-+7,58% 53,17%+ 6,38%
CD103P 5,78%+ 1,86% 7T15%+ 2.96%  5.86%+2,62%  6,41%+ 1,28%
FoxP3P 11,54%+ 3,71% 13,74%+ 4,11%  15,92%+4,97%  17,03%-6,99%
CDS 29,30%+ 4,46% 29,75%+ 4,44%  6,49%+2.75%  5,67%+ 1,88%
CD69P 6,53%+ 3,64% 6,78%+ 2,69% 13,34%+4.51% 15,20%+ 5,97%
CD103>  77,90%+ 3,35% 79,70%+ 591% 76,94%+2,77%  79,67%+3,22%
CD19 21,64%+ 6,13% 19,64%+ 9,13%  64,43%+8,56% 67,91%=+ 8,05%
CD25P 1,41%+ 1,00% 1,54%+ 0,72%  1,22%+0,67%  1,25%-0,56%
DCe 1,16%+ 0,29% 1,07%+ 029%  2,63%+1,35%  2,89%+ 1,27%

CD103> "47,90%+4,20%

446,70%+ 9,40%

“761,20%+6,20%

445,30%+ 5,60%

37,09%+8,41%

33,76%=+ 7.87%

2 Die Daten stammen von 6-20 M&usen aus mindestens 3 unabhiingigen Experimenten + SD und
sind bezogen auf anhand der Streuung identifizierte lebende Zellen

b Prozentualer Anteil der durch die angegebenen Marker definierten Subpopulationen bezogen auf
die jeweils iibergeordnete Population (CD4, CD8,CD1 oder DC)

¢ DC wurden definiert als CD11c™MHCII™

d Anteil der CD103" DC an allen DC 3 Tage nach TCDD Gabe

" p<0,001 (Student t-Test)

und Toleranz durch die dreimalige Fiitterung mit 20mg OVA ausgelost. Drei Tage
spater wurden die Zellen der mesenterialen Lymphknoten und Peyer’schen Plaques
entnommen, in Gegenwart von BrefeldinA mit Ionomycin und PMA aktiviert, die
Zytokine intrazelluldar angefdarbt und im Durchfluizytometer analysiert. Nach Gabe
von TCDD produzierten signifikant mehr DC in den MLN IL-6 (Abb. 3.9a). Entspre-
chend der Theorie, dass 1L-5 die Differenzierung von Th17 Zellen fordert, fanden sich
auch mehr IL17T CD4" T-Zellen (Abb. 3.9b), so dass davon ausgegangen werden
kann, dass TCDD das Zyotkinmileu in den MLN in Richtung inflammatorische Th17
verschiebt und damit moglicherweise die Entstehung von spezifischen Treg behin-
dert. Bei den fiir Th1 (IFN+) und Treg-Zellen (IL-10) typischen Zytokinen bewirkte
TCDD keine Anderung. In den fiir die Entstehung der OT nicht benétigten PP un-
terschied sich der Anteil IL-6 positiver DC und IL-17 produzierender T-Zellen nach
TCDD-Gabe nicht von der Kontrollgruppe (Abb. 3.9¢). In Abbildung 3.10 finden
sich Beispiele der Streudiagramme der intrazelluldren Farbungen. Mit DC wurden
alle CD11ct MHCIIT Zellen bezeichnet. Die Grenze zwischen IL-6 negativen und
IL-6 produzierenden DC wurde anhand der Isotypkontrolle bestimmt. Der Bereich,
in dem 99,5% der Zellen der Isotypkontrolle lagen, wurde als 1L.-6 negativ gewer-
tet. Zur besseren Veranschaulichung wurden die IL-6 gefarbten Zellen der DMSO
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3.3. Effekte der Uberaktivierung des AhR durch TCDD auf das GALT

Kontrollen und der TCDD behandelten Méuse in einem Histogramm (Abb. 3.10)
iibereinandergelegt. Bei den MLN (Abb. 3.10¢) ldsst sich im Gegensatz zu den PP
(Abb. 3.10d) eine Verschiebung des Histogramms hin zu mehr I1-6 positiven Zel-
lenbei den TCDD behandelten Tieren erkennen.
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Abbildung 3.9: Prozentualer Anteil der zytokinproduzierenden DC und CD4" T-Zellen
in MLN (a)(b) und PP (c) £ SD. DC wurden definiert als CD11c™ MHCII*. Die Da-

ten der intrazelluldren durchflusszytometrischen Farbung stammen aus 3 unabhiingigen
Experimenten mit zusammen 6-9 Tieren. **p < 0,01 **p < 0,001 (Student t-Test)

Um zu iiberpriifen, ob die erhohte Sekretion von IL-6 mit einer Reduktion von
Retinsiure einhergeht, wurden CD103" DC mit einer Reinheit von ca. 90% aus den
MLN von TCDD behandelten Mausen durchflusszytometrisch sortiert und mittels
RT-PCR auf die Expression des Gens aldla2 untersucht. Ald1a2 kodiert das Enzym
Retinaldehyde Dehydrogenase 2 (RALDH2), das die Umsetzung von Vitamin A zu
Retinsiure katalysiert. Wie erwartet (Iwata et al., 2004) konnte in CD103" DC eine
starke aldla2 Expression nachgewiesen werden, die sich durch TCDD aber nicht
verinderte (Abb. 3.11). Neben CD103%* DC prigen auch Stroma der MLN und
Epithelzellen des Darms RALDH2 aus (Hammerschmidt et al., 2008; Lampen et al.,
2000). Die Menge der in den MLN nachgewiesenen ald1a2 mRNA wurde durch 10ug
TCDD pro kg KG nicht beeinflusst. Im Vergleich mit den kompletten MLN fand sich
CD103* DC etwa 1000fach mehr ald1a2 mRNA, so dass das Ergebnis der “nur” 90%
reinen CD103" DC durch Zellen der MLN nicht verfialscht wird. Vielmehr scheint
ein GrofBteil der in den MLN nachgewiesenen ald1a2 mRNA von den CD103* DC zu
stammen. Diinndarmepithelzellen wurden ebenfalls durchflusszytometrisch mit einer
Reinheit von ca. 90% aus Méausen sortiert, die drei Tage zuvor mit 10ug TCDD pro
kg KG gefiittert wurden. Die Expression von aldla2 entsprach in etwa der in den
MLN und lag somit deutlich unter der der CD103% DC. Die Behandlung mit TCDD
reduzierte in einem ersten Experiment die Menge an ald1a2 mRNA aber um Faktor
10. Bislang wurden nur EC von 2 (TCDD) bzw. 3 (DMSO) Mé&usen analysiert,
so dass dieses Ergebnis noch verifiziert werden muss. Es liefert aber einen ersten
Hinweis auf eine Modulation des Zytokinmileus im Darm in eine moglicherweise

proinflammatorische Richtung.
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Abbildung 3.10: Beispiele fiir die intrazelluldren Farbungen in MLN von IL-17 und IFN~
in CD4" T-Zellen (a) und IL-6 in CD11c™ MHCIIT DC (b). Die Tiere wurden mit 10ug
TCDD gefiittert und orale Toleranz, wie im Kapitel 2.2.15 beschrieben, durch dreimalige
Fiitterung von 20mg OVA ausgelost. MLLN und PP wurden drei Tage spéiiter entnommen
und in Gegenwart von BrefeldinA mit Ionomycin und PMA fiir 5h zur Zytokinproduktion
stimuliert. (c),(d) zeigen die iibereinandergelegten Histogramme der 11.-6 Farbung in DC
und der zugehérigen Isotypkontrolle. Die DC stammen aus MLN (c) und PP (d)
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Abbildung 3.11: Expression von aldla2 in gereinigten CD103% DC und EC 4 SD. Die
Reinheit der EC und CD103" DC betrug nach FACS-Sortierung anniihernd 90%. Die
Daten stammen von 2-3 M&usen drei Tage nach Fiitterung mit 10ug TCDD pro kg KG.
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3.4. Verdnderungen des GALT in AhR-KO Miéusen

3.4 Veranderungen des GALT in AhR-KO Mausen

3.4.1 Hohere Antikorpertiter im Blut von AhR-KO Mausen

Im Vergleich von Wildtyp C57BL/6 (WT) mit AhR-KO Miusen konnte bislang ge-
zeigt, werden, dass das Fehlen des AhR nicht zu schweren Immundefizienzen fiihrt.
Allerdings neigen die Tiere zu entziindlichen Darmerkrankungen und Hyperplasien,
die moglicherweise auf Defizite bei der Immunregulation oder der Infektionsabwehr
hinweisen (Fernandez-Salguero et al., 1997; Kawajiri et al., 2009). So kénnen Th17
Zellen von AhR-KO Mé&usen kein 1L-22 produzieren, welches der Abwehr bakteriel-
ler Infektionen im Bereich der Epithelien dient (Veldhoen et al., 2008; Kimura et al.,
2008). In vitro Stimulation von T-Zellen mit Concanavalin A oder Ovalbumin fiihrt
zu einer verstiarkten Sekretion der Thl Zytokine IFN~ und IL-12 ohne die Sekretion
von Th2 Zytokinen zu verdndern. Die adaptive humorale Immunantwort war aber

nicht beeintrichtigt (Rodriguez-Sosa et al., 2005).
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Abbildung 3.12: Antikorperkonzentration im Blut von gesunden, unbehandelten WT
und AhR-KO Mi#usen, gemessen mit ELISA 4+ SD. Jeder Punkt entspricht einer Maus (3
unabhiingige Experiment mit je 5-16 Tieren pro Gruppe). **p < 0,001 (Student t-Test)

Wie in Kapitel 3.3.2 gezeigt, verhindert die Uberaktivierung des AhR durch TCDD
eine dauerhafte Etablierung von oraler Toleranz. Der AhR ist also in die Entste-
hung der OT involviert. Ob sich AhR Aktivierung nur negativ auswirkt oder ob der
AhR fiir die Entstehung der oralen Toleranz sogar benétigt wird, wurde anhand von
AhR-KO Mé&usen untersucht.

Orale Toleranz wurde wie in den Versuchen mit TCDD durch dreimalige Fiitterung
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3.4. Verdnderungen des GALT in AhR-KO Méusen

von 20mg OVA induziert und durch wiederholte Immunisierungen getestet (vgl.
Schema in Abb. 2.5). Zu Beginn des Versuchs wurden die Konzentrationen von
IgG1 und IgA Antikérpern in Serum- und Kotproben von noch unbehandelten W'T
und AhR-KO Mé&usen im ELISA bestimmt und miteinander verglichen. Dabei zeigte
sich, dass die Serumskonzentrationen beider Antikorperklassen in AhR-KO deutlich
weiter streuen und signifikant iber denen der WT Méuse liegen. Dieser Unterschied
konnte in drei Experimenten mit je 5-16 M&ausen pro Gruppe bestétigt werden. In
Abb. 3.12 sind die gemessenen Titer fiir jede Maus aufgetragen. In den Faeces fand
sich hingegen die gleiche Menge IgA in AhR-KO wie in WT Tieren (s. erster Zeit-
punkt in Abb.3.13). Wie schon zuvor bei den TCDD-behandelten und Kontrolltieren
verdnderte sich die Gesamtmenge des in den Kot ausgeschiitteten IgA nicht durch

die im Verlauf des Versuchs durchgefiihrten Fiitterungen und Immunisierungen mit

iii%*&i%ﬁ*i*ﬁii
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Abbildung 3.13: IgA Titer + SD im Kot von toleranten (gepunktete Balken) Kontroll-
tieren (weifile Balken) oder AhR-KO Méiusen (schwarze Balken) 7 Tage nach Induktion
der OT, nach der 1. und 2. Immunisierung und nach erneuter Fiitterung mit OVA zur
Induktion der spezifischen Antikoérperausschiittung in den Kot (IgA Boost). Die Daten
stammen aus zwei unabhéingigen Experimenten mit insgesamt > 12 M&ausen pro Gruppe.
Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (ANOVA).

3.4.2 Geringe Ausschiittung von OVA-spezifischen AK in den
Kot von AhR-KO Mausen

Ob AhR-~-KO Méuse orale Toleranz auspriagen, wurde zundchst anhand der Sekretion
OVA-sperzifischer [gA Antikorper in den Kot iiberpriift. Dazu wurden tolerante und
zweimal immunisierte AhR-KO und W'T Maiuse dreimal mit 1mg OVA gefiittert,

um die Ausschiittung der Antikorper in den Darm zu stimulieren (vgl. Kap. 2.2.15).
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3.4. Verdnderungen des GALT in AhR-KO Miéusen

Wie in Abbildung 3.14 gezeigt, liefl sich in den nicht-toleranten Kontrolltieren die
Sekretion von spezifischen IgA Antikérpern in den Kot induzieren (Abb. 3.14). Bei
den toleranten Kontrolltieren war dies erwartungsgeméfl nicht der Fall. Dagegen
konnten im Kot von AhR-KO Mé&usen selbst in der nicht-toleranten Gruppe nur
selten OVA-spezifischen Antikoérpern gefunden werden, obwohl sich die Gesamt-IgA
Menge zwischen AhR-KO und WT Méusen nicht unterschied (Abb. 3.13). Lediglich
bei vier von 21 Tieren aus drei Experimenten konnten geringe Mengen spezifischer
IgAs detektiert werden. AhR-KO Mé&use konnen also IgA in dhnlichen Konzentra-
tionen wie die WT-Ma&use produzieren, benotigen fiir eine spezifische Antwort aber

entweder mehr Zeit oder einen starkeren Stimulus.
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Abbildung 3.14: OVA spezifische IgA Titer =+ SD im Kot. In WT und AhR-KO
Msiusen wurde durch Fiitterung von 3x20mg OVA Toleranz induziert. Die Mause wur-
den anschliefend gegen OVA immunisiert und mit 1mg OVA gefiittert, um die spezifische
IgA Ausschiittung in den Kot zu stimulieren (s. 2.5). Die Daten stammen aus drei un-
abhéingigen Experimenten mit insgesamt mehr als 15 Mausen pro Gruppe.

3.4.3 AhR-KO Mause haben Defizite in der Entwicklung von OT

Wie bereits erwihnt, liasst sich die Etablierung von oraler Toleranz auch im Blut
nachweisen. Nach Immunisierung steigt der Gesamt-IgG1 Titer im Blut toleranter
Tiere nicht an, da keine spezifischen Antikorper produziert werden. Sowohl Gesamt-
IgG1 als auch OVA-spezifisches IgG1 wurde im Blut von AhR-KO und WT Mé&usen
untersucht, die nach dem in Abb. 2.5 gezeigten Schema dreimal mit 20mg OVA zur
Toleranzinduktion gefiittert und anschliefend dreimal gegen OVA immunisiert wur-

den. Als Kontrolle fiir die Immunisierungen dienten nicht tolerante Tiere.

Wie bei den nicht-toleranten WT Mausen stiegen die IgG1 Titer im Serum der nicht-

toleranten AhR-KO Mause vor allem nach der ersten und zweiten Immunisierung
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stark an (Abb.3.15). Da AhR-KO Méuse bereits zu Beginn des Versuchs signifikant
mehr I[gGl im Serum hatten (Abb.3.12a), wurde von allen folgenden Messwerten
die Basalmenge an IgG1 subtrahiert, um die Anderung im Versuchsverlauf zwischen
WT und AhR-KO Méiusen besser vergleichen zu konnen. In den nicht-toleranten
Gruppen ist der durch die Immunisierung ausgeloste Anstieg des IgG1 Titers bei
WT und AhR-~KO identisch, so dass die Gesamtmenge in AhR-KO Mé&usen im Ver-
lauf des gesamten Experiments etwa gleich weit {iber den WT Méiusen lag (Abb.
3.15). Somit konnte bestitigt werden, dass die adaptive Immunantwort gegen OVA
durch das Fehlen des AhR nicht beeintrachtigt wird (Rodriguez-Sosa et al., 2005).
Anders als nach TCDD-Behandlung, die nach der dritten Immunisierung zu einem
Anstieg des IgG1 Titers auf Kontrollniveau auch in den toleranten Tieren fiihrte,

bestand kein Unterschied zwischen den toleranten WT und AhR-KO Tieren.
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Abbildung 3.15: IgG1 Titer abziiglich der Konzentration am Tag 0 im Serum von WT
(weiBe Balken) oder AhR-KO Miusen (schwarze Balken) + SD. Die Titer in toleranten
(gepunktete Balken) und nicht toleranten M#use wurden nach 1., 2. und 3. Immunisie-
rung bestimmt (vgl. 2.5). Die Daten stammen aus drei unabhéingigen Experimenten mit
insgesamt > 12 M#usen pro Gruppe.*p < 0,05 **p < 0,01 *p < 0,001 (ANOVA)

Bei der Messung der OVA-spezifischen Antikérper im Blut zeigte sich, dass auch das
Fehlen des AhR die Entstehung von OT behindert. Nach den ersten beiden Immu-
nisierung haben bereits 9 der 20 M&ause keine Toleranz ausgeprigt, nach der dritten
Immunisierung liefen sich im Blut von 16 der 20 Tiere OVA spezifische Antikérper
nachweisen (Abb. 3.16). Die Menge lag zwar deutlich unter der der nicht-toleranten
Kontrollgruppen, entsprach aber in etwa der der Kontrolltiere nach der ersten Immu-
nisierung und war vergleichbar mit dem Titer TCDD behandelter toleranter M&use

(Abb. 3.5). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sowohl die Uberaktivierung
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des AhR iiber TCDD als auch das Fehlen des AhR die dauerhafte Etablierung oraler
Toleranz in dhnlichem Mafle behindern. Da der Gendefekt in den AhR-KO Méusen
im Gegensatz zu der Gabe von TCDD bereits wihrend der Entwicklung des Im-
munsystems zu Verdnderungen und Defekten fiihrt, ist es wahrscheinlich, dass die

beobachteten gleichen Effekte auf verschiedenen Ursachen beruhen.
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Abbildung 3.16: OVA spezifische IgG1 Titer im Serum + SD von toleranten (gepunktete
Balken) WT (weifle Balken) oder AhR-KO Méusen (schwarze Balken). n > 12 aus drei
unabhingigen Experimenten.*p < 0,05 **p < 0,01 **p < 0,001 (ANOVA)

3.4.4 Anderungen in der Zellzusammensetzung des GALT in
AhR-KO Mausen

Uberaktivierung des AhR bewirkt in allen untersuchten Tierspezies Thymusathro-
phie und Immunsuppression (Vos et al., 1973; Holsapple et al., 1991; Chapman und
Schiller, 1985). Fehlen des AhR fiithrt in AhR-KO Méusen zu einer verringerten
Thymozytenzahl (Camacho et al., 2005) und verhindert die Entwicklung funktiona-
ler Th17-Zellen (Veldhoen et al., 2008; Kimura et al., 2008). Damit scheint der AhR
auch in der Lymphozytenentwicklung eine wichtige Rolle zu spielen. Da das Immun-
system des Darms Antigene unserer Nahrung tolerieren und gleichzeitig schnell auf
eindringende Erreger reagieren muss, benotigt es eine fein abgestimmte Zusammen-
setzung aus regulatorischen und zytotoxischen T-Zellen. Ob das Fehlen des AhR die
Lymphozytenzusammensetzung des GALT beeinflusst, wurde anhand von AhR-KO
Méusen betrachtet. Dazu wurden IEL und die Leukozyten der Lamina propria, MLLN
und PP durchflusszytometrisch auf die Merkmale von T-, B- und dendritischen Zel-

len untersucht.
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Im Darmepithel von AhR-KO Méuse kamen nur etwa halb so viele CD8aa™TCR~d+
T-Zellen vor wie bei WT Maéusen (Abb. 3.17). Diese vermutlich regulatorischen
Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung von oraler Toleranz (Ke et
al., 1997) und unterstiitzen durch die Produktion von GM-CSF die Erneuerung
und damit die Integritit des Epithels (Chen et al., 2002). Gleichzeitig verdoppelte
sich der Anteil an CD8aSTTCRaf+ T-Zellen an den TEL von AhR-KO Méiusen
(Abb. 3.17). Diese dhneln wahrscheinlich den zytotoxischen T-Zellen der Peripherie
und itbernehmen auch im Darm #hnliche Funktionen (Cheroutre und Madakamu-
til, 2004). Da die Anzahl der aus dem Epithel isolierten Zellen bei AhR-KO und
WT Miusen identisch war (vgl. Tab. 3.4), kann davon ausgegangen werden, dass
auch zahlenmiflig - und nicht nur prozentual - weniger CD8aa™TCR~0™1 Zellen im
Epithel von AhR-KO Miusen vorhanden sind, und diese durch CD8a3TTCRaS™
Zellen ersetzt werden. Dadurch konnte das Gleichgewicht im Darm aufgrund gerin-
ger Regulation und Immunsuppression und der grofleren Zahl zytotoxischer Zellen
zu Gunsten einer Immunantwort verschoben werden. Bei den Aktivierungsmarkern
CD69, CD5 und CD11c gab es keine Unterschiede zwischen WT und AhR-KO (nicht
gezeigt).
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Abbildung 3.17: Frequenzen der Lymphozytenpopulationen des Epithels in WT
und AhR-KO Miusen + SD bezogen auf CD3T Zellen. n=13 aus 6 unabhingigen
Experimenten.**p < 0,01 ***p < 0,001 (ANOVA)

Die Lymphozyten der PP, MLN und Lamina propria aus WT und AhR-KO Mé&usen
wurden wie im Methodenteil (Kap. 2.2.1-2.2.3) beschrieben isoliert. Es wurden die
gleichen Immunzellpopulationen wie bei den TCDD behandelten Mausen durch-

flusszytometrisch untersucht (s. Tabellen 3.2, 3.3). Die Zusammensetzung der PP
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Tabelle 3.4: Anzahl der im Mittel £SD aus Diinndarm,
MLN und PP isolierten Zellen.

WT AhR-KO
IEL 2,2x10°40,7+10°  2,4%10°4+0,8%10°
LPL 2,8+10540,9¢10°  3,2%10640,5%10°
MLN 10,0%10°4£2,8%10%  10,7%10543,0%10°
PP 5,5%10042,2%x10°  6,3%10°+£2,5%10°
pro PP? 0,7%10°+£0,4%10%  0,7%10°40,4%10°

a “pro PP” bezeichnet die Zellzahl pro Peyer’schem Plaque.
Die Anzahl an PP schwankte zwischen 2 und 11 pro Maus

aus T-, B- und dendritischen Zellen und die Auspriagung der Oberflichenmolekiile
CD69, CD103 und CD25 war bei AhR-KO und WT Mé&usen identisch. Ebenso gab
es keine Unterschiede in Anzahl und Frequenz der T- und B-Zellen in den MLLN und
der Lamina propria. Allerdings verdnderte das Fehlen des AhR die Expression von
CD103 auf dendritischen Zellen der MLN und Lamina propria. Wihrend der Anteil
der CD103 exprimierenden DC, definiert als CD11c¢t MHCITH Zellen, in den MLN
von AhR-KO Miusen signifikant niedriger war (Abb. 3.18a), lag der Anteil in der
Lamina propria etwa 10% hoher (Abb. 3.18b) als in WT-Mé&usen. Auch bezogen auf
alle lebenden Leukozyten der LPL (definiert wie in Abb. 3.8¢) war die Frequenz der
CD103" CD11ct MHCII * Zellen in AhR-KO Méiusen hoher als in WT Maiusen,
withrend sich der Anteil CD103~ Zellen nicht unterschied (Abb. 3.18¢). Zwar lag der
Prozentsatz aller CD11ct MHCIIT bei einer Erhohung um durchschnittlich 1,7%
auf 3,9% nur tendenziell iber dem der WT Méuse (Abb. 3.18c), dennoch kénnte
man daraus schliefien, dass die Lamina propria von AhR-KO Miusen mehr CD103™
CDI11ct MHCIT Zellen enthilt. Schulz et al. (2009) haben gezeigt, dass es sich
bei den beobachteten CD103" und CD103~ Zellen um zwei verschiedene Popula-
tionen handelt, von denen vermutlich nur die CD103" zu den dendritischen Zellen
gehoren, wihrend die CD103~ eher den Makrophagen dhneln. Des Weiteren sind nur
die CD103*DC in der Lage, in die MLN zu wandern und Antigene aus dem Darm
in die MLN zu transportieren (Schulz et al., 2009). Die beobachteten verdnderten
Frequenzen dieser Zellen in MLN und Lamina propria konnten demnach auf eine
verminderte Migration zuriickzufiihren sein, welche den Transport und somit auch
die Prasentation von Darmantigenen in den MLN und moglicherweise auch die Ent-

stehung der OT beeinflussen konnte.
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Abbildung 3.18: Frequenzen der DC und CD103" DC in MLN und Lamina propria
+ SD. (a) Anteil DC (definiert als CD11¢*MHCII") in MLN bezogen auf alle lebenden
Zellen und CD103" DC bezogen auf alle DC. (b) Anteil CD103% DC der Lamina propria an
allen CD11ct™ MHCIIT Zellen (DC). (¢) Anteil CD11¢t MHCITH Zellen (DC) bezogen auf
lebende Zellen der Lamina propria (einfarbige Balken). Diese unterteilen sich in CD103%
und CD103~ DC (gestreifte Balken) *p < 0,05 **p < 0,01 (Student t-Test)

3.4.5 Verringerte GM-CSF Sekretion im Darm von AhR-KO

Mausen

Durch eine defekte Epithelbarriere konnen Bakterien in den Darm eindringen und
entziindliche Prozesse initiieren, die sich ebenfalls negativ auf die Etablierung von
oraler Toleranz auswirken konnten (Garside et al., 1999). Neben KGF spielt auch
GM-CSF eine wichtige Rolle bei der Heilung des Epithels und damit bei der Erhal-
tung der Barrierfunktion (Gennari et al., 1994). Hauptproduzenten von GM-CSF im
Darm sind die CD8aatTCR~4" IEL (Abb. 3.19), die in AhR-KO Mausen deutlich
reduziert waren (Abb. 3.17). Deshalb wurden duodenale, jejunale und ileale Berei-
che (s. Schema in Abb. 2.4) von Diarmen aus AhR-KO und WT Mé&usen fiir 6h in
1ml DMEM kultiviert und der Uberstand im ELISA auf GM-CSF untersucht. Das
Protokoll findet sich in Kapitel 2.2.13.

Duodenum und Ileum von AhR-KO Méusen sezernierten die gleiche Menge GM-CSF
wie die WT Mause (Abb. 3.20). Allerdings kénnte dies auch daran gelegen haben,
dass die von diesen Darmsegmenten abgegebene Menge im ELISA gerade noch de-
tektierbar war. Unterschiede wiirden sich in diesem Bereiche nur schwer feststellen
lassen. Des Weiteren sind die CD8aatTCR~yd+ T-Zellen nicht gleichméBig iiber den
Darm verteilt, sondern befinden sich vorwiegend im Duodenum und Jejunum. Im
[leum herrschen die CD8aa™TCRaft T-Zellen vor (Tamura et al., 2003). In den
Uberstéinden der Jejunumsproben von WT Méusen befand sich hingegen deutlich
mehr GM-CSF. Da auch Epithelzellen GM-CSF produzieren, bleibt zu kléren, ob

diese Differenz allein durch die verringerte Zahl von CD8aa™TCR~ydt Zellen zu-
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Abbildung 3.19: GM-CSF mRNA in verschiedenen Zellen und Geweben des GALT.
Verwendet wurden Proben aus WT-M&usen zur Identifikation der Hauptproduzenten fiir
GM-CSF. EC und CD8aa™TCR~§ IEL wurden durchflusszytometrisch sortiert (Reinheit
> 90%) und die RNA wie im Kapitel 2.2.10 beschrieben isoliert. Duo: Duodenum, Jej:
Jejunum, n=2-8
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Abbildung 3.20: GM-CSF Konzentration + SD im Kulturiiberstand. Darmstiicke von
WT (weifle Balken) und AhR-KO Méiusen (schwarze Balken) wurde fiir 6h in DMEM bei
5% COgq kultiviert. n=3 fiir Duodenumm, n=6 fiir Jejunum und Ileum (2 Experimente)
*p=0,017 (Student t-Test)

3.4.6 Zellen der MLN aus AhR-KO Mausen proliferieren

schneller

Als einleitender Funktionstest fiir T-Zellen wurden CD4% und CD8*" T-Zellen aus
den mesenterialen Lymphknoten von AhR-KO und WT M#usen mit 10ug/ml ConA
stimuliert, und die Proliferation iiber CFSE beobachtet. Der Fluoreszenzfarbstoff
CFSE lagert sich in die Zellmembran ein, so dass bei jeder Zellteilung die Halfte

an jede Tochterzelle weitergegeben wird und sich somit auch die Fluoreszenzinten-
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sitdt mit jeder Zellteilung halbiert. Eine Beispielfarbung ist in der Abbildung 3.21
dargestellt. Abbildung 3.22 zeigt die Frequenzen der Zellen, die sich nach 3,5 Ta-
gen nicht bis maximal 4mal geteilt haben. Sowohl bei den CD4" (Abb. 3.22a) als
auch bei den CD8% (Abb. 3.22b) T-Zellen gab es bei den Ansitzen mit Zellen aus
AhR-KO Miusen weniger ungeteilte Zellen und dafiir mehr Zellen, die sich bereits
Imal (CD4) oder sogar 3-4mal geteilt hatten (CD8). Insbesondere zytotoxische T-
Zellen aus AhR-KO Méusen scheinen also auf Kreuzvernetzung des TCR mit CD3

schneller oder stérker zu reagieren als T-Zellen aus W'T' Mausen.
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Abbildung 3.21: Beispiel einer CFSE Farbung von CD4" T-Zellen nach 3,5 Tagen Sti-
mulation mit ConA. Der Rahmen mit der héchsten CFSE Fluoreszenz entspricht dabei
den ungeteilten Zellen. Die Zahlen geben den Anteil der jeweiligen Teilung an allen Zellen
an.
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Abbildung 3.22: Anteil der 0-4 mal geteilten CD4" (a) oder CD8* (b) Zellen an der
jeweiligen T-Zell-Population + SD. Die Zellen wurden mit CFSE markiert und 3,5 Tage mit
ConA stimuliert. Die Anzahl der Teilungen wurde am FACS anhand der CFSE-Intensitét
bestimmt. n=4 (CD4*), n> 7 (CD8") *p < 0,05 **p < 0,01 **p < 0,001 (ANOVA)
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4 Diskussion

4.1 Uberaktivierung mit TCDD

Trotz deutlicher Reduktion der Emissionen liegt die Exposition mit PCDDs und
PCDFs, insbesondere mit ihrem giftigsten Vertreter 2,3,7,8 Tetrachlorodibenzo-p-
Dioxin (TCDD), immer noch im Bereich der von der Weltgesundheitsorganisation
empfohlenen Maximalmenge von 1-4pg/kg KG und Tag (WHO, 1998). TCDD gehort
zu den schwer abbaubaren, bioakkumulativen und lipophilen Umweltgiften und rei-
chert sich in tierischem Fettgewebe an. Dadurch ist unsere Nahrung die Hauptex-
positionsquelle fiir TCDD. Davis und Safe (1988) zeigten, dass die Immunantwort
in Mausen gegen Schafserythrozyten bereits ab einer Dosis von 0,7ug/kg KG be-
eintrachtigt war. Damit ist das Immunsystem ein empfindliches Ziel einer TCDD
induzierten Uberaktivierung des AhR. Bisherige Studien konzentrieren sich auf die
toxischen Wirkungen auf das periphere Immunsystem wie humorale und zellvermit-
telte Immunsuppression, Thymusatrophie und Verdnderungen der Zytokinmilieus
(Vos et al., 1973; Holsapple et al., 1991; Chapman und Schiller, 1985; Ito et al.,
2002). Im Gegensatz zum peripheren Immunsystem muss das darmassoziierte Im-
munsystem nicht nur in der Lage sein, Infektionen effizient abzuwehren, sondern es
muss auch harmlose Antigene der Nahrung tolerieren. Da im Darm auflerdem 90%
derAufnahme von TCDD stattfindet (den Berg et al., 1994), wurde untersucht, ob
die orale Gabe von TCDD die Immunantwort und die Entstehung von oraler Tole-

ranz im Darm beeinflusst.

4.1.1 Keine Unterdriickung der sekunddren Immunantwort
durch TCDD

Um den Einfluss von TCDD auf die humorale Immunantwort zu untersuchen, wur-
den zunéchst einmalig mit TCDD behandelte M#use bis zu dreimal gegen das Pro-
tein OVA immunisiert und die resultierende IgG1 Antwort im Serum untersucht.

Wie erwartet reduzierte die orale Gabe von 10ug TCDD pro kg KG die spezifische
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4.1. Uberaktivierung mit TCDD

Immunantwort gegen OVA. Ich konnte erstmals zeigen, dass dieser Effekt durch ei-
ne zweite Immunisierung wieder aufgehoben wird. Es erscheint unwahrscheinlich,
dass die fehlende Immunsuppression nach der zweiten Immunisierung auf eine zu
geringe TCDD Belastung zuriickzufiihren ist. Trotz der kurzen Halbwertszeit von
11 Tagen fiir TCDD in C57BL/6 Miusen im Vergleich zu 7 Jahren beim Menschen
(den Berg et al., 1994) lag die berechnete Restmenge an TCDD zum Zeitpunkt
der zweiten Immunisierung immer noch bei 1,9ug pro kg KG. Immunsuppressive
Wirkungen wurden hingegen bereits fiir Konzentrationen ab 0,7ug pro kg KG be-
schrieben (Davis und Safe, 1988; Kerkvliet und Brauner, 1990). Dennoch wird in
meiner Arbeitsgruppe zur Zeit ein Experiment mit einer TCDD Erhaltungsdosis
bis zur zweiten Immunisierung durchgefiihrt. Eine realistischere Erklarung fiir die
Aufhebung der TCDD induzierten Immunsuppression durch eine zweite Immunisie-
rung ergibt sich aus den Unterschieden bei der primédren und sekundédren Immun-
antwort. Nach der ersten Immunisierung erfolgt die Primérantwort, bei der naive
B-Zellen aktiviert werden, die nach Wechsel der Antikorperklasse zu Plasmazellen
und Gedéchtniszellen differenzieren. Der Klassenwechsel von IgM zum Beispiel zu
IgG1 bendtigt etwa 5-7 Tage nach Immunisierung. Hingegen werden bei erneutem
Antigenkontakt im Zuge der sekundédren Immunantwort vorrangig die wihrend der
Priméarantwort generierten Gedéchtniszellen aktiviert. Dadurch lassen sich bereits
nach 1-3 Tagen deutlich héhere IgG1 Titer messen als bei der Primérantwort. In
dem von mir durchgefiihrten Versuch habe ich die Serumproben drei Tage nach der
zweiten Immunisierung genommen. Diese Zeitspanne wire fiir die Aktivierung nai-
ver B-Zellen zu klein. Da sich im Blut von TCDD behandelten Tieren zu diesem
Zeitpunkt die gleiche IgG1-Konzentration messen lie; muss es sich auch bei die-
sen Tieren um eine sekundidre Immunantwort gehandelt haben. Es stellte sich also
die Frage, welche Faktoren wéhrend der Primérantwort durch TCDD beeinflusst
werden, die fiir die Sekunddrantwort nicht mehr benétigt werden. Kiirzlich wurde
beschrieben, dass die immunsuppressive Wirkung von TCDD auf B-Zellen auf eine
verringerte Ausschiittung der Th2 Zytokinen I1-4, II-5 und I1-2 von CD4% T-Zellen
zuriickzufiithren sein konnte (Shepherd et al., 2000; Nohara et al., 2002). Bei dem
Vergleich von primérer und sekundérer Immunantwort konnten Duffy et al. (2006)
zeigen, dass nur die Stimulation naiver B-Zellen I1-2 abhéngig ist, wohingegen die
Aktivierung von B-Gedéchtniszellen auch in IL2-KO Mé&usen funktionierte. Eine
verringerter 1[-2 Sekretion durch TCDD wiirde demnach zunéchst weniger naive
B-Zellen stimulieren. Die entstehenden Gedéchtniszellen konnten nach der zweiten
Immunisierung dhnlich den Zellen der unbelasteten Méause zu Plasmazellen differen-

zieren und Antikorper sekretieren. Die Vermutung, dass nach TCDD Behandlung
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4.1. Uberaktivierung mit TCDD

weniger Gedachtniszellen gebildet werden, ist wahrscheinlich aufgrund der starken
Proliferation dieser Zellen wahrend der sekundédren Immunantwort von untergeord-
neter Bedeutung. Die Beobachtung der fehlenden Immunsuppression nach wieder-
holtem Antigenkontakt kénnte auch die gegensitzlichen Beobachtungen beziiglich
der Immunsuppression und Antikorpertiter in TCDD belasteten Menschen erkléren
(Neubert et al., 1991; Reggiani, 1978; Lang et al., 1994).

4.1.2 Beeinflussung der OT durch TCDD

Die in unseren Versuchen verwendete Dosis von 10ug TCDD pro kg KG entspricht
etwa 10% der LDsq in C57BL/6 Miusen. Bereits geringere Dosen von 0,7ug und
5ug pro kg KG bewirken Immunsuppression und Thymusatrophie (Davis und Safe,
1988; Weber et al., 1985), 10ug TCDD pro kg KG fithren aber noch nicht zu Aus-
zehrung (Vos et al., 1973, eigene Beobachtung). Wie in dieser Arbeit gezeigt, fithrte
die verwendete Dosis weder zu einer Verdnderung der Gesamtzellzahl noch der T-
und B-Zellfrequenzen in Epithel, Lamina propria, MLN oder PP, so dass eine unspe-
zifische zytotoxische Wirkung im GALT als Ursache fiir die Aufhebung der oralen
Toleranz ausgeschlossen werden kann. Allerdings stieg die Frequenz der CD103% DC
in den MLN nach TCDD-Gabe, was auf eine verstarkte Migration aus der Lamina
propria schliefen ldsst. Gleichzeitig konnte dies als erster Hinweis auf einen pro-
inflammatorischen Prozess gewertet werden, da eine beschleunigte Migration auch

durch die Aktivierung von Toll-like Rezeptoren erreichte werden kann (Schulz et al.,
2009).

Orale Toleranz richtet sich spezifisch gegen einzelne Antigene und verhindert sys-
temisch auch nach Immunisierung jegliche Immunantworten gegen diese Antigene.
Fiir die Etablierung von oraler Toleranz muss zundchst Antigen aus dem Darm auf-
genommen und in die mesenterialen Lymphknoten transportiert werden (Worbs et
al., 2006). Dieser Transport wird von den in der Lamina propria ansissigen CD103"
DC iibernommen (Schulz et al., 2009), die unter physiologischen Bedingungen iiber
Retinsdure und TGFg effizient die Differenzierung von regulatorischen T-Zellen sti-
mulieren (Coombes et al., 2007; Jaensson et al., 2008). Unter inflammatorischen
Bedingungen sind diese Zellen aber auch in der Lage, eine adaptive Immunantwort
auszulosen (Johansson-Lindbom et al., 2005); sie bilden somit ein sehr wichtiges

Glied bei der Entscheidung zwischen Toleranz und Immunantwort.

Kinoshita et al. (2006) konnten zeigen, dass bereits eine Dosis von 1ug pro kg KG
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TCDD nach zweimaliger Immunisierung mit 100ug OVA in CFA eine orale Tole-
ranz aufhebt. In unseren Experimenten mit einer Dosis von 10ug TCDD waren drei
OVA Immunisierungen - allerdings nur die erste in CFA - erforderlich, bis bei al-
len toleranten, TCDD behandelten Méusen OVA-spezifische Antikoérper im Serum
nachgewiesen werden konnten. Die gewonnenen Daten nach den ersten Immunisie-
rungen lassen zudem darauf schliefen, dass TCDD weniger die Entstehung von oraler
Toleranz komplett blockiert, sondern, vielleicht durch Kompetition mit den vorhan-
denen tolerogenen Mechanismen, die dauerhafte Etablierung verhindert. Ausserdem
lie§ sich die fehlende Toleranz anhand der Sekretion OVA spezifischer Antikorper
in den Darm bestitigen. Anders als bei Kinoshita et al. (2006) konnten wir keine
Verringerung der Gesamtmenge an IgA im Darm feststellen, was moglicherweise an

den spéateren Messzeitpunkten liegt.

4.1.3 Verschiebung des Treg/Th17 Gleichgewichts

Ein zentraler Punkt in der Entstehung oraler Toleranz ist die Entwicklung antigen-
spezifischer Treg, die in den Darm und die Strukturen des peripheren Immunsystems
einwandern und dort z.B. iiber die Sekretion von IL-10 und TGFS die Immunantwort
zu unterdriicken (Tsuji et al., 2003). Im Gegensatz zu den PP werden die MLN fiir
die Entstehung der OT unbedingt benétigt (Worbs et al., 2006). Die Differenzierung
von Treg und Th17 Zellen inhibiert sich gegenseitig. Wahrend Retinsdure und TGF (3
zur Entstehung von Treg fiithren, wird dieser Prozess durch IL-6 inhibiert, welches,
ebenfalls im Zusammenspiel mit TGFg, die Differenzierung von Th17 Zellen sti-
muliert (von Boehmer, 2007). Dabei behindert Retinséure sowohl die Ausschiittung
als auch die Wirkung von proinflammatorischen Zytokinen, wihrend 1L-6 die Ex-
pression des Retinsdurerezeptors (RARa) unterdriickt und somit als Gegenspieler
agieren kann (Nolting et al., 2009). Nach Fiitterung von TCDD und Induktion ora-
ler Toleranz konnten wir in den MLN vermehrt IL-6 produzierende DC nachwei-
sen. Entsprechend der Annahme, dass I1-6 die Differenzierung von Th17 Zellen
fordert, fanden wir ebenfalls eine hohere Frequenz IL-17 positiver CD4" T-Zellen.
Es konnte kiirzlich gezeigt werden, dass vor allem Th17 Zellen und zu einem deutlich
geringeren Teil auch Treg Zellen den AhR exprimieren (Veldhoen et al., 2008). Be-
handlung naiver CD4" T-Zellen in vitro mit FICZ (6-Formylindolo[3,2-b]karbazol),
einem hochaffinen aber kurzlebigen AhR-Liganden, verstirkte die Differenzierung
von Th17 Zellen und verschlimmerte die Symptome von EAE (experimentelle Au-
toimmunenzephalitis) (Veldhoen et al., 2008). 50ug pro kg KG TCDD forderten

hingegen die Differenzierung von Treg und linderten die Symptome von EAE (Quin-
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tana et al., 2008). Da in dieser Studie nur die prozentuale Erhohung von Treg in
den Lymphknoten untersucht wurden, kénnen bei einer Dosis, die der Hélfte der
LDso entspricht, toxische Effekt auf andere, insbesondere AhR* Zellpopulationen,
wie Th17 Zellen, nicht ausgeschlossen werden. Falls z.B. Th17 Zellen selektiv durch
TCDD getotet wiirden, kidme es nur scheinbar zu einer Vermehrung von Treg. Auch
die in vitro Differenzierung naiver T-Zellen liefert dosisabhéngig widerspriichliche
Ergebnisse. Kimura et al. (2008) konnten naive T-Zellen mit der hohen Dosis von
160nM TCDD und Zugabe von TGFg3, welches auch allein die Treg Entwicklung
auslost, vermehrt zu Treg differenzieren. Dagegen weisen erste Daten von Marshall
und Kerkvliet (2010) mit 20nM auf eine Reduzierung der Treg hin. In Kombination
mit der Beobachtung, dass in AhR-KO Mausen die Funktion von Th17 Zellen, nicht
aber die von Treg beeintriachtigt, scheint der AhR zwar eine wichtige Rolle in der
Th17 Differenzierung zu spielen, aber maximal eine untergeordnete Bedeutung in
der Treg Entwicklung zu haben. Hingegen gibt es andere Ergebnisse, nach denen
die immunsuppressive Wirkung von TCDD nicht auf einer direkten Beeinflussung
von T-Zellen beruht. DC produzieren nach TCDD Exposition vermehrt Indolamine
2,3-dioxygenase (IDO), welches Treg Zellen aktiviert und somit die Unterdriickung
der Immunantwort bewirken koénnte (Puccetti und Grohmann, 2007; Vogel et al.,
2008). TCDD scheint hauptsichlich auf die AhR exprimierenden Th17 Zellen direkt
zu wirken. Immunsuppression und Effekte auf andere T-Zellen werden dagegen ver-
mutlich indirekt {iber z.B. DC vermittelt.

4.1.4 Maoglichkeiten der Beeinflussung dendritischer Zellen
durch TCDD

Voraussetzung fiir eine Wirkung von TCDD auf dendritische Zellen ist die funktio-
nelle Ausprigung des AhR. Zwar konnten wir in den CD103" DC des Darms AhR
nachweisen, gleichzeitig fanden wir in diesen Zellen aber auch eine hohe Expression
des AhR Repressors. Uberraschenderweise lieB sich das AhR-Zielgens cyplal durch
TCDD in CD103" DC nicht induzieren. Dies lisst darauf schlieBen, dass der “klas-
sische” Weg der AhR Aktivierung durch den AhRR blockiert sein konnte. Klassisch
beschreibt in diesem Zusammenhang Bindung des AhR an ARNT und die daraus
resultierende Genexpression (s. Abb 1.2). Keine cyplal Induktion bei gleichzeitiger
hoher AhRR Expression wurde in unserer Arbeitsgruppe auch fiir Langerhanszellen

gezeigt, spezialisierten DC der Haut (Jux et al., 2009).
Neben ARNT kann der AhR auch mit RelA und RelB des NfxB Signalwegs interagie-
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ren (alternativer Signalweg, Abb. 1.2). Dabei scheint der klassiche, RelA vermittelte
Weg gehemmt zu werden, wohingegen die Dimerisierung mit RelB zur Induktion
der Genexpression fithrt (Ruby et al., 2002; Marshall und Kerkvliet, 2010; Vogel
et al., 2007). Somit konnte die Synthese von GM-CSF, einem Zielgen des RelA Si-
gnalwegs durch TCDD gehemmt werden. Zumindest fiir DC konnte gezeigt werden,
dass die Expression des Gens aldla2 durch GM-CSF induziert wird (Yokota et al.,
2009). Ald1a2 kodiert fiir das Enzym Retinaldehyde Dehydrogenase 2 (RALDH2),
eines der Enzyme, die Vitamin A in Retinsdure umwandeln. Im Gegensatz zu an-
deren lymphatischen Geweben spielt das Vorhandensein von Retinsdure im Darm
eine essentielle Rolle bei der Treg Differenzierung und damit bei der Entstehung von
oraler Toleranz. Neben DC exprimieren auch EC aldla2. Es bleibt also zu kléren,
ob die beobachteten Verdnderungen der Zytokinexpression durch direkte Effekte
auf DC oder indirekt iiber die EC, Zellen mit hoher AhR~ und Cyplal-Expression,
verursacht werden. Mittels RT-PCR konnten wir in gereinigten CD103" DC keine
Verringerung der aldla2 Expression feststellen. Dies konnte aber auch daran gele-
gen haben, dass diese Zellen aus den MLN isoliert wurden. So kénnte nur der nach
TCDD Behandlung aus dem Darm eingewanderte Teil betroffen gewesen sein. Es
mehren sich aber Hinweise darauf, dass dem Darmepithel eine wichtige Rolle bei der
Entscheidung zukommt, ob die CD103" DC tolerogen oder inflammatorisch wirken
(Shale und Ghosh, 2009). Nach TCDD lief sich in den EC eine signifikante Re-
duktion der aldla?2 Expression beobachten. In einem Pilotexperiment konnten wir
auf mRNA Ebene zeigen, dass TCDD die Expression von I1.-10 in EC und von GM-
CSF in CD8aa™TCRyd" Zellen verringerte (Abb. 4.1). Sowohl ald1a2 als auch IL-10
scheinen neben TGF( und TSLP (thymic stroma lymphopoetin) fiir die Regulation
von Immunantworten im Darm bedeutsam zu sein (Shale und Ghosh, 2009). Ob
dabei von den EC produzierte Retinsédure eine Bedeutung bei der Programmierung
der DC und somit der Differenzierung von Treg spielt oder nur bei der Kontrolle der

Immunantwort im Darm selbst, ist bislang nicht bekannt.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass TCDD vermutlich iiber Verédnde-
rungen des Zytokinmilieus im Darm die Etablierung von oraler Toleranz verhin-
dert. Dies wirft vor allem vor dem Hintergrund von hochkonzentrierten Nahrungs-
erginzungsmitteln die Frage auf, ob auch verstoffwechselbare AhR Liganden wie
Querzetin die orale Toleranz beeintrichtigen und somit zur Entstehung von Nah-
rungsmittelunvertriglichkeiten beitragen kénnten. Uber frei verkdufliche Nahrungs-
ergdnzungsmittel lassen sich erndhrungstypische Dosen um mehr als das 1000x

iiberschreiten. Dadurch kéonnten besonders im Darmepithel trotz der Metabolisie-
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Abbildung 4.1: mRNA Expression von (a) IL10 in Darmepithelzellen und (b) GM-CSF
in CD8aatTCRyST T-Zellen drei Tage nach Fiitterung mit 10ug TCDD pro kg KG.
n=1-2, Reinheit der sortierten Zellen > 90%

rung Konzentrationen erreicht werden, die TCDD #hnliche Wirkungen entfalten.
Interessant wire auch die Beantwortung der Frage, ob eine bereits bestehende To-
leranz durch AhR Liganden wieder aufgehoben werden kann. Zur Klarung laufen in

unserer Arbeitsgruppe bereits erste Experimente.

4.2 AhR-Defizienz

Die Durchbrechung der oralen Toleranz nach TCDD Gabe lafit auf eine zentra-
le Rolle des AhR bei der Regulierung der Zytokinhomoostase im GALT schlie-
Ben. Um die physiologische Funktion des AhR besser untersuchen zu kénnen, wur-
den im zweiten Teil dieser Doktorarbeit AhR-KO Méuse verwendet. Im Gegen-
satz zur Behandlung mit TCDD, die erst im adulten Tier erfolgte, wirkte sich
das Fehlen des AhR bereits wihrend der Entwicklung aus. Microarray Analysen
haben gezeigt, dass der AhR sowoh die Genexprssion fordern, als auch Unter-
driicken kann (Frericks et al., 2007). Beide Funktionen fehlen in AhR-KO Mausen,
die zahlreiche phanotypische Verdnderungen aufweisen. Insbesondere an Herz, Leber
und Darm zeigen sie GeféBveranderungen und Hyperplasien (Fernandez-Salguero et
al., 1997), die zu einer erhohten Tumorinzidenz beitragen (Kawajiri et al., 2009).
Verdnderungen im Immunsystem duflern sich in der Neigung zu chronischen Ent-
ziindungen und der Unfihigkeit zur Differenzierung von Th17 Zellen (Kimura et al.,
2008; Veldhoen et al., 2008). Somit eignet sich das Modell der AhR-KO M#use gut
zur Untersuchung der physiologischen Bedeutung des AhR. Es unterscheidet sich
aber grundlegend von der TCDD induzierten Uberaktivierung. Anhand der AhR-
KO Maéuse bin ich den Fragen nachgegangen, wie sich erstens das Fehlen des AhR

auf die OVA spezifische Immunantwort in Blut und Kot auswirkt und zweitens, ob
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der AhR die Zusammensetzung der Immunzellen im GALT veréndert und fiir Eta-

blierung der oralen Toleranz benétigt wird.

4.2.1 Untersuchung der IgG1l und IgA Immunantwort in
AhR-KO Mausen

Fiir die Untersuchung der spezifischen IgG1 Antwort wurden AhR-KO und WT-
Méiuse dreimal mit OVA immunisiert. Um OVA spezifisches IgA im Darm messen
zu konnen, wurden die Mé&use zwischen der zweiten und dritten Immunisierung
dreimal mit 1mg OVA gefiittert (vlg. das Schema in Abb 2.5. Ich konnte Litera-
turangaben bestéatigen, nach denen die OVA-spezifische IgG1 Immunantwort dieser
Mause nicht beeintréichtigt ist (Rodriguez-Sosa et al., 2005). Im Serum fanden wir die
gleiche Konzentration an OVA spezifischen IgGG1 Antikérpern wie in WT Mausen.
Uberraschenderweise konnten wir aber zusitzlich zeigen, dass die Basallevel von
IgG1l und IgA Antikérpern im Blut bei AhR-KO Méusen signifikant iiber denen
der WT Mause lagen. Dies kénnte verschiedene Ursachen haben: 1. erhéhte An-
tikorpersekretion der B-Zellen nach Aktivierung, 2. verringerte Apoptose der Plas-

mazellen oder 3. Storungen bei der Beendigung der Immunantwort.

Da die OVA spezifische Antwort nicht verstarkt war, kommt es vermutlich nicht zu
einer im Vergleich zum WT verstiarkten Stimulation der B-Zellen nach der Immuni-
sierung. Einen weiteren Hinweis liefern wieder die Ergebnisse von Rodriguez-Sosa et
al. (2005), nach denen in AhR-KO Mausen nach Immunisierung mit OVA zwar ver-
mehrt Thl Zytokine ausgeschiittet wurden, die Th2 Zytokine, welche die humorale
Antwort stimulieren, und Anzahl der B-Zellen aber unverdndert war. Die Erhohung
der IgG1 und IgA Titer im Serum der AhR-KO Mause konnte auch auf eine verrin-
gerte Apoptose von Plasmazellen am Ende der Immunantwort zuriickzufiihren sein.
Zumindest in B-Vorlduferzellen ist der AhR an der Regulation der Apoptose betei-
ligt (Near et al., 1999). Sollte das Fehlen des AhR die Apoptose von Plasmazellen
behindern, miissten folglich mehr dieser Zellen in AhR-KO M4&usen zu finden sein.
Allerdings konnten wir im GALT keine Erhohung von B- oder Plasmazellen messen
und es gibt keine Berichte iiber Anderungen der Frequenzen im Knochenmark bei
AhR-KO Méusen. Eine weitere Moglichkeite, die hoheren Serumstiter zu erkléren,
wiare, dass AhR-KO Méiuse Defizite in der Regulation der Beendigung der Immun-
antwort aufweisen. Bei der Erhaltung der Antikérperproduktion scheinen zwei Pro-
teine eine wichtige Rolle zu spielen: Blimpl (B lymphocyte induced maturation

protein) wird fiir die Differenzierung von langlebigen Antikorper-sezernierenden B-
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Zellen benotigt (Kallies et al., 2004), und CD93 ist essentiell fiir eine Fortsetzung
der Antikorpersekretion von Plasmazellen (Chevrier et al., 2009). Von Blimpl ist
bekannt, dass TCDD Exposition zu einer Herunterregulation fithrt (Schneider et al.,
2009). Bei der Erorterung der Rolle des AhR in der Regulation adaptiver Immunant-
worten, konnte die Expressionsanalyse dieser beiden Proteine in AhR-KO Méusen
weitere Frkenntnisse bringen. Moglicherweise liegt die Ursache aber auch ganz ein-
fach in einem spater diskutierten Defekt der Epithelbarriere in AhR-KO Méusen,
da die Serumskonzentrationen von IgG1l und IgA auch durch Darmbakterien und
ihr Eindringen in die Lamina propria beeinflusst werden (Hooijkaas et al., 1984).
Die Untersuchung von keimfrei gehaltenen AhR-KO Méausen konnte kliaren, ob diese

Theorie zutrifft.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus dem Serum entsprach der IgA Titer im Kot
von AhR-KO Mé&usen denen der WT Mause, wiahrend die OVA spezifische Reaktion
nur bei wenigen AhR-KO Tieren iiberhaupt messbar war. Die in den Darm sezernier-
ten Antikorper werden von den B-Zellen der Lamina propria und der PP gebildet.
Da ich zeigen konnte, dass AhR-KO Mause in diesen Kompartimenten genauso viele
B-Zellen besitzen wie WT-Méuse, kann die fehlende spezifische Reaktion nicht auf
einen Mangel an B-Zellen zuriickzufiihren sein. Dafiir spricht auch, dass der Basalle-
vel an IgA im Kot von AhR-KO Mé&usen mit dem der WT-Mause vergleichbar war.
Wahrscheinlicher ist, dass dieser Unterschied durch mangelnder Aktivierung der B-
Zellen durch T-Zellen hervorgerufen wurde. Der Hauptunterschied in der zelluldren
Zusammensetzung des GALT bei AhR-KO Mausen bestand in der starken Verminde-
rung der CD8aa™TCR~d™ T-Zellen im Darmepithel. Interessanterweise findet sich
im Kot von TCRy-KO Méuse kaum IgA, was vermutlich an der stark verringerten
Anzahl an B-Zellen in der Lamina propria liegt (Fujihashi et al., 1996). Demnach
scheint diesen Zellen neben Immunregulation und Stéarkung der Epithelbarriere auch
eine wichtige Funktion bei der IgA Produktion zuzukommen. Die halbierte Anzahl
an CD8aatTCRyT T-Zellen wiire vermutlich langfristig in der Lage, die IgA Pro-
duktion auf einem dem Wildtyp vergleichbarem Niveau zu halten. Mdoglicherweise
reichen diese Zellen aber in AhR-KO Méusen nicht aus, um direkt nach der Sti-
mulation durch Fiitterung mit 1mg die Sekretion von OVA-spezifischem IgA in den
Darm anzuregen. Insbesondere da in einigen Tieren geringe Spiegel OVA-IgA spe-
zifischer Antikorper im Kot nachgewiesen werden konnten, bleibt zu kldaren, ob die
Produktion in AhR-KO Mé&usen nur verspétet einsetzt, dann aber das Niveau der

WT Mause erreichen kann.
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4.2.2 Keine OT Etablierung in AhR-KO Mausen

Ich konnte als erste zeigen, dass nicht nur die Uberaktivierung des AhR die Etablie-
rung der oralen Toleranz verhindert, sondern dass dies auch in AhR-KO Méusen der
Fall wars. Die dreimalige Fiitterung von 20mg OVA (Induktion der OT) fiihrte in
AhR-KO Méusen spatestens nach der dritten Immunisierung gegen OVA zur Pro-
duktion spezifischer I[gG1-Antikérper im Serum, wahrend dies bei toleranten Tieren
nicht der Fall war. Die Griinde hierfiir werden vermutlich nicht, wie nach TCDD
Gabe, in einer Fehlregulation der Th17 / Treg Balance liegen. Die Frequenz von
Treg Zellen in AhR-KO und WT Méusen unterscheidet sich nicht. Auflerdem wird
der AhR in der Differenzierung von Th17 Zellen benétigt, so dass CD4* T-Zellen
aus AhR-KO Méiusen weniger 1L-17 und kein I1-22 produzieren (Kimura et al.,
2008). Eine verstirkte Differenzierung zu Th17 Zellen kann in AhR-KO Mé&usen
also nicht stattfinden. Vielmehr diirften Defekte in der Zellentwicklung und Be-
siedelung des Darms mit Immunzellen fiir die nicht erfolgreiche Toleranzinduktion
verantwortlich sein. Mogliche Folgen konnten reduzierter Antigentransport in die
MLN oder eine veranderte Zyotokinproduktion im Darm sein, die entweder die Un-
terdriickung von Immunantworten behindern oder durch Schédigung der Epithel-
barriere zu Entziindungen fithren konnte. Beides wiirde die Entstehung von OT

verhindern.

Beim Vergleich der Immunzellzusammensetzung der verschiedenen Kompartimente
des GALT (MLN, PP, Lamina propria und Epithel) zwischen AhR-KO und WT-
Méusen fanden sich gravierende Unterschiede. Zum einen war im Epithel von AhR-
KO Mausen etwa die Hélfte der regulatorischen CD8aa™TCR~T T-Zellen durch
zytotoxische CD8afSTTCRafBt T-Zellen ersetzt, zum anderen befanden sich, ver-
mutlich aufgrund einer gestorten Migration, mehr CD103% DC in der Lamina pro-

pria und weniger in den MLN.

Die in AhR-KO Miusen stark reduzierten intraephithelialen CD8aatTCRydt T-
Zellen spielen eine direkte Rolle in der oralen Toleranz. So lasst sich in TCR4-KO
Miéusen keine orale Toleranz induzieren, diese aber durch den Transfer von TCRyd™
Zellen aus toleranten Tieren tibertragen (Ke et al., 1997). TCRdT-Zellen iiberneh-
men wichtige Funktionen bei der Regulation der Immunanwort und Erhaltung der
Epithelintegritat im Darm. Die Produktion von GM-CSF verstarkt die Expression
von aldla?2 und somit die Umsetzung von Vitamin A zu Retinsdure (Yokota et al.,
2009). Die immunsuppressive Wirkung von Retinsdure beruht auf der gesteigerten

Differenzierung von Treg Zellen (Nolting et al., 2009). Gleichzeitig reagieren die
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CD8aatTCRy6T TEL auf Stresssignale der Epithelzellen und sorgen nach Verlet-
zungen iiber KGF und GM-CSF fiir eine schnelle Regeneration des Epithels, wie
anhand des Beispiels der DSS induzierten Colitis gezeigt werden konnte (Chen et
al., 2002). Eine beschidigte Barriere erlaubt das Eindringen von Bakterien in die
Lamina propria und kann zu chronischen Entziindungen fiihren (Suenaert et al.,
2010), welche die Entstehung von OT behindern wiirden. Entsprechend der Verrin-
gerung der CD8aatTCR~0™ Frequenz im Epithel von AhR-KO Méusen liefl sich

im Jejunum weniger GM-CSF nachweisen.

In den MLN von AhR-KO Mé&usen fanden sich im Vergleich zu W'T M#usen weniger
CD103* DC, wohingegen deren Frequenz in der Lamina propria erhoht war. Somit
konnte die Migration dieser Zellen in AhR-KO M&usen gestort sein. Ein verminderter
Transport von OVA in die MLN wiirde die Entstehung der OT negativ beeinflussen
(Worbs et al., 2006). Laut Schulz et al. (2009) fiihrt eine Aktivierung von TLRs
zu einer verstirkten Migration von CD103" Zellen in die MLN, wobei nicht geklirt
ist, ob diese Rezeptoren auch die basale Wanderung der DC steuern. Aufgrund der
verringerten Zahl an CD8aa™TCRyd™ T-Zellen wiirde, wie oben erklirt, die Epi-
thelbarriere eher durchléssiger fiir Bakterien, so dass eher mehr als weniger TLR
Liganden in der Lamina propria vorhanden sein sollten. Moglich waren aber Defi-
zite in der TLR Signaltransduktion oder der Expression des Chemokin Rezeptors
7 (CCRT), der fiir die Migration in die MLN essentiell ist (Jang et al., 2006). Es
ware nicht unwahrscheinlich, dass der AhR in die Expression von CCR7 auf DC
involviert ist, da die Aktivierung durch TCDD zu mehr CCR7* DC in der Milz und
den peripheren Lymphknoten fiihrt (Bankoti et al., 2010).

4.2.3 Maogliche Ursachen fiir die verringerte
TCR~0"T-Zell-Anzahl in AhR-KO Miusen

Das Fehlen der CD8aatTCR~T T-Zellen im Epithel von AhR-KO Miusen kann
verschiedene Ursachen haben: (1) Probleme bei der Entstehung oder Selektion im
Thymus, (2) gestorte Migration in das Darmepithel oder (3) verkiirztes Uberleben
oder fehlende Proliferation im Epithel. AhR vermittelte Effekte auf den Thymus
wurden bislang hauptséichlich anhand der Uberaktivierung untersucht. Der AhR
vermittelt die toxischen Wirkungen des TCDD, so dass AhR-KO Miuse resistent
gegeniiber durch TCDD ausgeléste Thymus Atrophie oder der Emigration von unrei-
fen T-Zellen sind. Der AhR wird im Thymus vieler Spezies stark exprimiert (Esser,

2009), so dass eine endogene Rolle bei der Entwicklung der Thymozyten wahrschein-
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lich erscheint. Zwar wurden die Entstehung von TCR~yd™ Zellen im Thymus von
AhR-KO Mgéusen bislang nicht betrachtet, bekannt ist aber, dass TCDD Exposition
von triachtigen Méausen in den Nachkommen zu mehr TCR~* und weniger TCRa8™*
T-Zellen fiihrt (Blaylock et al., 1992). Die durch TCDD ausgelosten Effekte sind zwar
selten spiegelbildlich zu den in AhR-KO Mé&usen beobachteten Verdnderungen. Eine
TCDD Exposition bereits wahrend der Entwicklung kénnte aber eher komplementér
zu dem Fehlen des AhR sein.

Zusétzlich zu einer verringerten Entstehung im Thymus wére es auch moglich, dass
die TCRy0" T-Zellen im Epithel schlechter iiberleben kénnen. Fiir das Uberleben
benotigen TCRAd™ Zellen von den Epithelzellen produziertes 11.-15 (Kennedy et al.,
2000). Auf mRNA Ebene zeigte sich in einem Vorversuch eine Reduktion der IL-15
Expression im Jejunum um etwa 50% (Abb. 4.2). Somit kénnte hier ebenfalls eine
Ursache fiir das Fehlen der TCRydt T-Zellen liegen. Anders als die zuvor ange-
sprochenen moglichen Verschiebung im Thymus von TCR~yé zu TCRaf3 kann eine
verringerte I1.-15 Sekretion nur die geringere Anzahl an TCR~ydT-Zellen begriinden.
Sie erklirt aber nicht das gleichzeitig vermehrte Vorkommen von TCRa " T-Zellen
im Epithel von AhR-KO Méusen.
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Abbildung 4.2: 1I-15 mRNA Expression im Jejunum von AhR-KO vs WT Méusen. n=2-3
*p < 0,05 (Student t-Test)

Zusammenfassend konnte das Zusammenspiel von geringerer Migration und Anti-
gentransport in die MLN durch die CD103* DC und dem Fehlen der immunre-
gulatorischen TCRyd™ T-Zellen die Etablierung der oralen Toleranz in AhR-KO
Miusen verhindern. Dabei konnte die verringerte Anzahl an TCR~d™ T-Zellen auch
die Stabilitdt der Epithelbarriere beeinflussen und somit indirekt zu einem proin-
flammatorischem Milieu im Darm fiihren, das die Entstehung der OT behindern

konnte.
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Der AhR besitzt somit wichtige Funktionen bei der Regulation von Immunantwor-
ten. Dabei scheint er sowohl proinflammatorische Prozesse, wie nach der Uberakti-
vierung mit TCDD, wie auch immunsupprimierende Prozesse zu beeinflussen. Neben
der weiteren Aufkldrung der beteiligten Zellen und Zytokine, ware es auch inter-
essant, ob die durch TCDD vermittelten Effekte ebenfalls durch abbaubare Ligan-
den wie Flavonoide hervorgerufen werden konnten. Die beobachteten Effekte in den
AhR-KO Mé&usen lassen auch den Schluss zu, dass AhR-Liganden unserer Nahrung
moglicherweise einen wichtigen Beitrag fiir das Uberleben der CD8aatTCRys+ T-
Zellen und der Sekretion antiinflammatorischer Zytokine leisten. Regelméfiige Ein-
nahme der 1000x Dosis im Vergleich zu unserer Nahrung, wie sie in Nahrungs-
ergdnzungsmitteln zu finden ist, konnte dagegen d&hnlich TCDD in einer iiberméfigen
Aktivierung des AhR resultieren und damit mdoglicherweise zu Nahrungsmittelun-

vertriaglichkeiten fiithren.
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