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Einleitung / Ziel der Dissertation

1 Einleitung / Ziel der Dissertation

Durch den kontinuierlichen Kontakt des Menschen mit seiner Umwelt ist er einer grol3en
Anzahl an pathogenen Mikroorganismen ausgesetzt. Um schéadliche und zum Teil existenziell
bedrohliche Situationen durch Besiedelung eben jener pathogenen Mikroorganismen zu
verhindern, steht dem Menschen ein komplexes Zusammenspiel vieler unterschiedlicher
Zellen im Korper zur Verflgung. In seiner Gesamtheit sprechen wir dabei Uber das

Immunsystem des Menschen.

Hierbei unterscheiden wir zwei Hauptanteile des Immunsystems. Zum einen handelt es sich
dabei um das Angeborene, zum anderen um die erworbene Immunantwort. Dabei halt die
angeborene Immunabwehr eine beginnende Infektion in den ersten drei bis vier Tagen in
Schach, sodass die erworbene Immunantwort Zeit hat sich auszubilden.

Wahrend es sich bei der erworbenen Immunantwort um eine spezifische Immunantwort
handelt, da sie auf ein ganz bestimmtes Antigen reagiert, ist die angeborene Immunantwort
unspezifisch. Sie richtet sich nicht im speziellen gegen ein Antigen, sondern gegen konservativ
molekulare Muster von Mikroorganismen (1).

Der phylogenetisch &ltere Teil des Immunsystems ist der Bestandteil der angeborenen
Immunitat. Es wird aktuell angenommen das 99% der auftretenden Infektionen durch das
angeborene Immunsystem reguliert werden (4).

Sowohl die erworbene als auch angeborene Immunantwort haben einen humoralen und einen
zellularen Anteil. Fir den erworbenen Anteil des Immunsystems sind, im Bereich des
zellularen Kontingents, vorrangig verschiedene Unterformen der T-Lymphozyten
verantwortlich. Aber auch die B-Lymphozyten, mit der Ausbildung spezifischer Antikdrper, sind
ein wichtiger Teil der erworbenen Immunitdt. Den humoralen Anteil stellen vorrangig die
entsprechenden Antikérper dar. Bei der angeborenen Immunantwort finden wir in der
humoralen Linie vor allem Komplementfaktoren, Zytokine und Enzyme. Der zellulare Anteil
stellt vor allem Phagozyten, wie Makrophagen und neutrophile Granulozyten, und nattrliche
Killerzellen (NK-Zellen) (1).

Wahrend pranatal die Blutbildung noch in Leber, Milz und Dottersack stattfindet, verlagert sie
sich postnatal in das rote Knochenmark. Dort entwickeln sich sogenannte Colony Forming
Units (CFU), multipotente Zellen, in myeloische oder lymphozytare Vorlauferzellen. Der
Zellreine der CFU-GM Zellen entspringen dabei neutrophile, basophile und eosinophile
Granulozyten. Dabei wird die Bildung neutrophiler Granulozyten bevorzugt tber Interleukine

(IL), insbesondere IL-3 und IL-5, stimuliert und damit bedarfsorientiert gesteuert (2).



Einleitung / Ziel der Dissertation

Die neutrophilen Granulozyten stellen den zahlenméRig groRten Teil der peripher
zirkulierenden Leukozyten mit ungefahr 40-50% dar (4). Ein weiterer signifikanter Anteil dieser
Zellen befindet sich in der Lunge, bereit bei Bedarf in die Peripherie abgegeben zu werden. Im
Rahmen einer Entziindungsreaktion werden Zytokine, wie z. B. IL-1 oder Tumornekrosefaktor
a (TNF a) produziert, die das lokale Endothel zur Produktion von Adhasionsmolekilen
anregen. Durch lokale Verlangsamung des Blutflusses und die Adhasionsmolekiile werden die
neutrophilen Granulozyten am Endothel gebunden. Infolge dieser Bindung ist eine Interaktion
mit dem endothelialen Adh&asionsmolekil (PECAM-1, CD31) mdglich. Das ermdéglicht
letztendlich die Diapedese, also den Durchtritt der neutrophilen Granulozyten durch die
GefaRwand. Im Gegensatz zu Makrophagen scheint es so, als kdnnten neutrophile
Granulozyten phagozytierte Mikroorganismen besser abtdten, kénnen aber dafir keine
Antigenprasentation, wie Makrophagen, betreiben (3).

Neutrophile Granulozyten konnen jedoch auch einen Zelltodprozess, namens neutrophil
extracellular traps (NETose), durchlaufen. Bei diesem mehrschrittigen Prozess extrudieren sie
Kernmaterial in den Extrazellularraum. Shuai Shao et al. gelang es, in ihrer Publikation von
2019, den Einfluss der Ausbildung von NET Strukturen und deren Aktivierung tber den Toll-
like Rezeptor 4 (TLR4)-Pathway in direkten Zusammenhang mit Autoimmunprozessen zu
stellen. Es handelt sich hierbei also um einen weiteren antimikrobiellen Abwehrmechanismus
der neutrophilen Granulozyten (13). Auch andere wissenschaftliche Untersuchungen legten
nahe, dass die TLR4-Aktivierung einen nicht zu vernachlassigbaren Anteil an
Autoimmunerkrankungen ausmacht (14). Hierbei ist bereits seit einiger Zeit bekannt, dass
Manner und Frauen nicht gleich anfallig fir die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen sind.
Untersuchungen zeigten, dass Méanner tendenziell eher zu viralen Infekten, Frauen eher zur
Entwicklung von Autoimmunerkrankungen neigen. Eine Theorie der aktuellen Forschung ist
hierbei, dass vor allem das angeborene Immunsystem bei Frauen bis zu dem Eintritt der

Wechseljahre deutlich aktiver und reaktiver ist (15).

Aber nicht nur die Autoimmunerkrankungen waren in den letzten Jahren Gegenstand
wissenschaftlicher Untersuchungen. Die Entwicklung des Immunsystems und sein
Wechselspiel mit dem Mikrobiom ist seit einigen Jahren zunehmend in den Fokus der
wissenschaftlichen Betrachtung geriickt. Durch verstarkte Hinweise aus verschiedenen
Bereichen der Forschung zeigt sich eine Interaktion der Mikrobiota mit verschiedenen
Organsystemen des Menschen. Unter anderem ist die Abhangigkeit der Ausbildung von
Atherosklerose, durch Aktivitdten des angeborenen Immunsystems, Bestandteil der
Forschung geworden. Aktuelle Forschungsinhalte zeigen die Abhangigkeit der angeborenen

Immunantwort eines Wirtes von der mikrobiellen Besiedelung. Damit steht die Entwicklung
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einer der haufigsten Erkrankungen und Todesursachen des Menschen in direkter Verbindung

mit der Zusammensetzung des Mikrobioms (5).

Um den Einfluss der perinatal Gbertragenen Bakterienflora auf unser Immunsystem besser
verstehen zu kdnnen, bedient sich die Forschung, unter anderem, keimfrei gezlichteter
Mausmodelle. Keimfreie Mause sind auch Bestandteil der vorliegenden Dissertation.
Insbesondere liegt der Fokus hierbei auf einen spezifischen Pathway der neutrophilen
Granulozyten, dem sogenannten TLR4-Pathway.

Bei vorheriger Betrachtung der Datenlage ergaben sich folgende Zielsetzungen:

(1) Die quantitative Betrachtung von Schlisselproteinen des TLR4-Pathways.

(i) Die Untersuchung der Dynamik der Schlisselproteine im des TLR4-Pathway
unter keimfreien Haltungsbedingungen.

(iii) Die ldentifizierung geschlechtsspezifische Unterschiede in der quantitativen

Proteinexpression des TLR4-Signalwegs.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Immunsystem

Im spaten 18. Jahrhundert verbreitete sich die, meist tédlich verlaufende, Erkrankung der
Pocken in groRen Teilen der Welt. Unter anderem auch in England, wo der englische Landarzt
Edward Jenner sich mit der Krankheit auseinandersetzte. Er impfte Patienten mit dem
harmloseren Erreger der Kuhpocken und stellte, nach gezielter Reinfektion mit den tédlich
verlaufenden Pocken, eine gewisse Immunitat bei seinen Patienten fest. Damit gilt er heute
als Begrunder des wissenschaftlichen Zweiges der Immunologie. Bereits im alten
Griechenland waren Grundprinzipien der Immunologie bekannt, dennoch dauert es noch ein
weiteres Jahrhundert bis, durch Robert Koch im 19. Jahrhundert, nachgewiesen wurde, dass
Mikroorganismen urséchlich fir das Entstehen fir Infektionen waren. 1890 fanden Emil von
Behring und Shibasaburo Kitasato heraus, dass einige Tierarten gegen Diphterie und Tetanus
immun waren. lhr Blutserum enthielt eine gewisse ,antitoxische Aktivitat, welche den
Patienten einen vorribergehenden Schutz gegen diese Erkrankungen ermdglichte. Spater
wurde eben diese ,antitoxische Aktivitat* unter dem Begriff Antikrper bekannt (7). Ein weiterer
Begriinder und Entdecker der angeborenen Immunitat ist Elie Metchinkoff. 1845 wurde er in
einem Dorf in der Ukraine, nahe Charkoff, geboren. Bereits als Kind interessierte er sich stark
fur die Naturwissenschaft. Sein Kontakt zu Louis Pasteur pragte ihn damals stark. Er widmete
sein Leben der Forschung des Immunsystems. Durch eine Reihe an Experimenten an
wirbellosen Tieren stellte er die Rolle spezialisierter phagozytischer Zellen, Makrophagen und
Neutrophile dar, die damals noch Mikrophagen genannt wurden. Er war ein bedeutender
Vertreter der zellularen Immunitét, zu Zeiten, als diese noch stark umstritten war. 1908 erhielt
er zusammen mit Paul Ehrlich den Nobelpreis fir seine Forschungen. Ein wichtiger
Schwerpunkt seiner Arbeit stellte ebenso der Alterungsprozess und seine These um die
autointestinale Intoxikation dar. Dies stellte den Grundpfeiler fir das Interesse der heutigen
Forschung an der Darmmikrobiota zur Férderung der Gesundheit und Langlebigkeit dar (46).
Im weiteren Verlauf der Historie entwickelte man durch gezielte Forschung ein breiteres und
umfassenderes Verstandnis fur das Immunsystem des Menschen. Dabei wurden zwei
grundlegende Begriffe gepragt: das angeborene Immunsystem und das erworbene

Immunsystem.

Im Verlauf des letzten Jahrhunderts entwickelte sich eine zunehmend genauere Vorstellung
der Interaktionen und Wirkungen von Immunzellen. Die Komplexitat der verschiedenen
Wechselwirkungen zwischen Immunsystem und anderen Organsystemen bietet heutzutage
ein breites Feld fir Forschung und Therapieoptionen bei den verschiedensten Erkrankungen.

Hierbei spielt die Blutbildung eine entscheidende Rolle.
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Findet die Reifung der Blutzellen bis zum 5. Fetalmonat hauptsachlich noch in Leber und Milz
statt, vollzieht sich ab dem 5. Fetalmonat eine zunehmende Verlagerung der Produktion in das
Knochenmark. Postnatal ibernimmt das rote Knochenmark, welches wir vorrangig in grofRen
Rohrenknochen und Plattenknochen finden, komplett die Aufgabe der Blutbildung. Nur in
seltenen, krankheitsbedingten Situationen kommt es zur kompensatorischen Rickverlagerung
eines kleinen Anteils der Blutbildung auf Milz und Leber. In eben diesem roten Knochenmark

findet die Thrombopoese, Erythropoese und Leukopoese statt (8).

Grundlage fur das erworbene wie auch das angeborene Immunsystem bilden diese, im
Knochenmark gebildeten, Blutzellen. Hierbei sind die Zellen, die entscheidend an der Funktion
des Immunsystems beteiligt sind, jene, die sich aus der Leukopoese entwickeln.

2.1.1 Hamatopoese

Ein erwachsener Mensch besitzt ungefahr 1,71 blutbildendes Knochenmark. Dieses enthalt
ungefahr 102 hamatopoetische Vorlauferzellen. Die CFU sind multipotente Zellen. Der Begriff
multipotent bezeichnet hierbei die Fahigkeit sich in eine groRe Anzahl unterschiedlicher Zellen

zu entwickeln, aber nicht in jeden Zelltypus (8).

Viele Schritte der Hamatopoese sind indes noch ungeklart. Bekannt ist jedoch, dass es
sogenannte Colony Stimulating Factors (CFS) gibt. Hierbei handelt es sich um kleine Peptide,
die mittels parakriner Wirkweise die Differenzierung als hamatopoetische Wachstumsfaktoren
unterstiitzen. Dem menschlichen Organismus stehen jedoch auch noch andere Botenstoffe
wie zum Beispiel Interleukine, Schilddriisenhormone oder andere klassische Hormone zur

Verfligung, um die Ausbildung der entsprechend bendétigten Blutzellen zu dirigieren (8).

Die Entwicklung jeder einzelnen multipotenten Zelle kann dann sowohl der myeloischen
Zellreihe als auch der lymphoiden Zellreihe folgen. Die lymphoiden Progenitoren sorgen fir
die Ausbildung der B- und T-Lymphozyten. Damit sind sie ein essentieller Bestandteil des
adaptiven Immunsystems. Die myeloischen Progenitoren kdnnen sich jedoch sowohl in
Thrombozyten, Erythrozyten als auch Granulozyten und Monozyten weiterentwickeln.
Entscheidend hierfiir sind die entsprechenden Stimuli, die Gber CFS oder andere Botenstoffe

auf die CFU einwirken.
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Abbildung 1: Darstellung der Hamatopoese

2.1.1.1 Eosinophile Granulozyten

Es gibt drei Unterformen der Granulozyten: eosinophil, basophil und neutrophil. Eosinophile
und Basophile teilen sich einen gemeinsamen Progenitor, wahrend Monozyten und
neutrophile Granulozyten eine gemeinsame Vorlauferzelle haben.

Eosinophile Granulozyten sind um die 12-17um grof3e Zellen, die sowohl phagozytieren als
auch Antigene prasentieren. lhren Namen erhielten sie aufgrund der grof3en eosinophilen
Granula, die, mit einem Durchmesser von 1um, gro3e Teile des Zellplasmas ausfillen. Diese
Granula weisen unter dem Elektronenmikroskop eine Struktur auf die als Major Basic Protein
(MBP) bezeichnet wird und fur die starke Eosinophilie der Granula ursachlich ist. Das MBP
wirkt direkt zytotoxisch und hat die Féahigkeit andere proinflammatorische Zellen zu stimulieren
(10).

Durch parasitaren Befall des Wirtes oder respiratorische, dermatologische oder
gastrointestinale Allergene werden eosinophile Granulozyten zum Entziindungsherd gelockt
und aktiviert (4).

2.1.1.2 Basophile Granulozyten
Die 14-16pum groRRen Zellen besitzen einen hantelférmig segmenteierten Kern und dichte

basophile Granula im Zytoplasma (10). Ihre Halbwertszeit betréagt 5-6h und sie enthalten eine



Literaturdiskussion

hohe Konzentration an Histamin (4). Damit sind sie Haupteffektoren der allergischen

Reaktionen, vornehmlich des Typ | (10).

Ihre Degranulierung ist jedoch abhéangig von dem Vorhandensein von Immunglobulin E (IgE),
woflr die basophilen Granulozyten spezifische Rezeptoren besitzen (4). Ihre Aktivierung kann

bis zur Maximalvariante der allergischen Reaktionen, dem anaphylaktischen Schock, flhren.

2.1.1.3 Neutrophile Granulozyten
Von allen Granulozyten besitzen die Neutrophilen die starkste phagozytotische Aktivitat. Sie
sind mit 40-50% die haufigsten zirkulierenden Leukozyten (4) und sind die ersten Zellen des

angeborenen Immunsystems, die bei einer Infektion aktiviert werden (11).

Neutrophile Granulozyten werden durch chemotaktisch aktive Stoffe zum Ort der Infektion
gelockt, dieser Vorgang wird als Chemotaxis bezeichnet. Da sich die Infektionsherde meist im
Extrazellularraum befinden, missen die im Blut zirkulierenden neutrophilen Granulozyten
dafur die Blutstrombahn verlassen. Hierfir mussen sie durch das Endothel der BlutgefaRe
migrieren. Der daflir notwendige Prozess ist durch ein Konzentrationsgefalle der Chemokine

beglinstigt und ein mehrschrittiger Prozess, der als Diapedese bezeichnet wird (12).

Am Ort der Infektion kann ein Erreger bereits durch Antikdrper oder Komplementfaktoren
gebunden, opsoniert sein und so durch den neutrophilen Granulozyten erkannt werden. Die
Cluster of differentiation 14 (CD14) Rezeptoren, an den Oberflachen der Neutrophilen, kénnen
jedoch auch unabhéngig davon an Lipopolysaccharide der Bakterien binden und so diese
erkennen. Erkennt ein neutrophiler Granulozyt einen Erreger, so bildet er Pseudopodien aus,

der den Erreger unter Bildung eines Phagosoms in das Zellinnere aufnimmt (12).

Das Phagosom ist ein von Membran umschlossener Vesikel der den Erreger einschlief3t. Die
Fusion mit verschiedenen Lysosomen verwandelt das Phagosom in ein Phagolysosom. Die
lytischen Inhaltsstoffe der Lysosomen werden so freigesetzt (11). Zusatzlich wird durch die
enzymatische Reduktion von Sauerstoff die Bildung von Sauerstoffradikalen gesteigert.
Zusatzlich enthalten Neutrophile primare und sekundare Granula. Wéahrend die priméren
Granula, &hnlich wie Lysosomen, saure Hydrolasen und Myeloperoxidasen enthalten, finden
sich in den sekundaren Granula vorrangig eine Reihe antimikrobieller Peptide (12). Durch
diese Vielzahl an Mechanismen ist der neutrophile Granulozyt hochspezialisiert zum
intrazellul&ren Abtoten von Mikroorganismen.

Neutrophile Granulozyten enthalten verschiedene Unterarten von Granula, die durch diverse

Stimuli mobilisiert werden koénnen. Untersuchungen ergaben, dass es mindestens vier
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verschiedene Unterarten von sekretorischen Kompartimenten in Neutrophilen gibt. Zum einen
zahlen dazu azurophile oder auch primare Granula, welche den spezifischen Maker
Myeloperoxidase enthalten. Die spezifischen oder auch sekundéren Granula enthalten als
Marker Lipocalin 2 und CD66b. Gelantinase oder auch tertidre Granula genannt enthalten
Gelantinase B und CD11b als Marker. Und zuletzt gibt es noch die sekretorischen Vesikel.
Wie die genaue Mengenverteilung der Granulat Verteilung im neutrophilen Granulozyten
genau funktioniert ist aktuell noch unbekannt. Man geht aber davon aus, dass zum Zeitpunkt
der Granulatuntergruppenbildung bereits der Granulatproteingehalt feststeht. Verschiedene
Mechanismen in der messenger-Ribonukleinsdure (mMRNA)-Expression werden aktuell in
diesem Kasus diskutiert. Die primaren Granula sind die Granula die am friihesten produziert
werden. Sie werden in den sogenannten Promyelozyten gebildet und durch ihre Anfarbbarkeit
mit Azurblau A erhielten sie ihren Beinamen, azurophile Granula. Es konnten ungefahr 850
Proteine identifiziert werden, die mit primaren Granula assoziiert sind, unter anderem
antimikrobielle Proteine wie Myeloperoxidase, Serinproteasen, a-Defensine und Lysozyme.
Sie werden vor dem Einbau in die Granulate durch proteolytische Prozesse aktiviert und sind
damit sofort einsatzbereit. Je nach Zielort der primédren Granula, Zelloberflache oder
Phagosom, kommt es zu weiteren strukturellen Unterschieden innerhalb der primaren
Granula. Diese sind jedoch noch nicht abschlielend untersucht und aktuell Gegenstand der
Forschung. Sekundére und Gelantinase Granula werden Uber Myelozyten-, Metamyelozyten-
und Bandstufen gebildet. Spezifische Granula enthalten Lactoferrin und Lipocalin. Tertiare
Granula hingegen enthalten Matrix- Metalloproteinase 9. Beide haben jedoch gemein, dass
sie Peroxidase negativ sind. Sekretorische Vesikel enthalten eine grof3e Anzahl von Proteinen,
die auch in der Zellmembran zu finden sind. Darunter befinden sich Phagozyten-,
Chemoattraktoren- und Zytokinrezeptoren. Zudem noch
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidase, Membrankomponenten und
Adhéasionsmolekille. Wie auch bei den tertidren Granula ist ihre Freisetzung auf die
Plasmamembran beschrankt. Es wird vermutet, dass sie die neutrophile Adharenz an den
aktivierten vaskularen Endothelzellen erleichtern und somit den ersten Schritt zum Transport

von Neutrophilen an den Ort der Entziindung unterstiutzen (49).

Eine weitere Moglichkeit extrazellulare Erreger oder anderes Material aufzunehmen ergibt sich
aus der rezeptorvermittelten Endozytose. Hierbei wird extrazellulares Material Uber
endosomale Kompartimente aufgenommen. Im spateren Verlauf fusionieren Endosomen mit
Lysosomen und werden dann als sekundéres Lysosom oder Endolysosom bezeichnet. In

diesem werden die enthaltenen Bestandteile enzymatisch abgebaut (11).
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Neutrophile Granulozyten zielen, durch verschiedene Mechanismen, auf eindringende
Mikroorganismen ab. Zu diesen Mechanismen gehdren ebenfalls die NETs. Sie fangen eine
Vielzahl von Mikroorganismen ab und toten diese. Ebenso immobilisieren sie aktivierte
Blutplattchen und bauen Zytokine und Chemokine ab (49).

Ein zusatzliches Hilfsmittel zur Erkennung der Mikroorganismen der neutrophilen
Granulozyten sind die pattern-recognnition-receptors (PRR). Hierzu gehort auch die Familie
der Toll-like Rezeptoren. Sie sind Bestandteil des angeborenen Immunsystems und ihre
Aktivierung fuhrt zu wichtigen zellularen Prozessen. Hierbei handelt es sich um die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies, der Zytokinproduktion und einem verlangerten Uberleben der
Neutrophilen (16).

@ primare Granula

« sekundare Granula

® B Crandla Neutrophiler Granulozyt
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Abbildung 2: Antimikrobielle Abwehrmechanismen der neutrophilen Granulozyten

2.1.2 Das erworbene Immunsystem

Forschungen zeigten, dass nur Wirbeltiere das adaptive Immunsystem, das erworbene
Immunsystem, besitzen. Durch Antigen erkennende Rezeptoren, die Immunglobuline, sind sie
in der Lage gezielt bestimmte Antigene zu erkennen, zu bek&dmpfen und ein immunologisches
Gedéchtnis auszubilden (4). Das erworbene Immunsystem basiert auf B- und T-Lymphozyten.
Durch die Sensorzellen der angeborenen Immunantwort aktiviert, kommt es zur
Differenzierung von T-Effektorzellen und antikdrpersezernierenden B-Zellen. Unter anderem
présentieren dendritische Zellen der angeborenen Immunantwort Antigene, die dazu fuhren,
dass es zur klonalen Expression und Differenzierung antigenspezifischer T-Effektorzellen und

antikdrperbildender B-Zellen kommt. Einige Tage nach Beginn des Entzindungsprozesses
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werden antigenspezifische T-Zellen und etwas spéter auch spezifische Antikorper im Blut

freigesetzt (47).

Intrazellulare Erreger sind fur B-Zellen und deren Antikérper kaum zu bekampfen. Hierfur greift
das erworbene Immunsystem auf T-Zellen zurlick. Die befallene Zelle prasentiert Gber major
histocompatibility complex-l (MHC-I)-Rezeptoren die Antigene des Erregers. T-Killerzellen
erkennen diese und kdnnen uber eine Bildung von Komplexen die Apoptose der befallenen
Zellen induzieren (4).

2.1.3 Das angeborene Immunsystem

So zielgerichtet und spezifisch das adaptive Immunsystem auch arbeitet, es braucht Tage bis
Wochen um seine Wirkung zu entfalten. Deutlich schneller hingegen arbeitet das angeborene
Immunsystem (,innate immun system®). Dieses entfaltet bereits nach wenigen Stunden bis

Tagen seine volle Wirkung (4).

Gelingt es Erregern die natirlichen Barrieren des Koérpers zu Uberwinden und einzudringen,
gibt es verschiedene Sensorzellen die angeborene Erkennungsrezeptoren exprimieren. Diese
Rezeptoren sind genetisch determiniert und lebenslang unveranderlich. Durch die
Sensorzellen kdnnen Botenstoffe, sogenannte Pyrogene, erkannt werden. Diese beinhalten
Bestandteile die nicht im menschlichen Kérper vorkommen, wie zum Beispiel bakterielle
Lipopolysaccharide oder Adenosintriphosphat (ATP) das unter normalen Umstanden nicht
extrazellular auftritt. Die Aktivierung eben jener Rezeptoren kann ihrerseits die Zellen des
angeborenen Immunsystems aktivieren um die eingedrungenen Erreger zu eliminieren (7).

Diese Sensorzellen stellen eine Reihe von unterschiedlichen Zelltypen dar. Hierbei geht
sowohl die angeborene als auch die adaptive Immunantwort auf die Aktivitdt der weil3en
Blutkorperchen, der Leukozyten, zurtick. Die meisten der immunrelevanten Zellen gehen aus
dem Knochenmark hervor. Wenige jedoch, wie zum Beispiel die geweberesidente Population
an Makrophagen (zum Beispiel Mikroglia), entstehen wéhrend der Embryonalphase. Dort
werden sie im Dottersack oder in der fetalen Leber gebildet. Diese Zellen besiedeln die
unterschiedlichen Organe vor der Geburt und bleiben als konstante, sich selbst erneuernde
Population vor Ort. Zytokin gesteuert kénnen jedoch auch Makrophagen im Blutkreislauf
zirkulieren und von dort aus immer wieder in Gewebe einwandern und sich dort weiter
ausdifferenzieren. Nehmen sie vor Ort Erreger auf und téten diese ab werden sie als
Phagozyten bezeichnet. Neben den bereits genannten Zellen fungieren Makrophagen auch
als einfache Fresszellen, sogenannte scavanger cells. Ihre Aufgabe besteht darin Zellreste

und tote Zellen aufzunehmen und zu beseitigen (7).
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Mittels Zytokine und Immunmodulatoren kdnnen also Makrophagen, Granulozyten und
Monozyten eine entsprechende Immunantwort einleiten. Durch mannigfaltige pathogene
Strukturen und die Fahigkeit der Erreger zur Mutation scheint es jedoch ein zentrales Problem
des angeborenen Immunsystems zu sein zwischen korpereigenen und koérperfremden
Strukturen zu differenzieren. Um eine adaquate Unterscheidung treffen zu kdnnen wurde im
Laufe der Evolution durch komplexe Selektionsmechanismen die sogenannten PRRs
entwickelt. Diese sind spezifische Rezeptoren auf Monozyten, Makrophagen und neutrophilen
wie auch eosinophilen Granulozyten, die spezielle konservierte Muster von Pathogenen
erkennen konnen. Diese Muster werden von eukaryotisch hoéher entwickelten Zellen nicht
generiert und kdnnen somit als Identifikationsmittel genutzt werden. Sie werden als ,pathogen
associated molecular patterns® (PAMPs) bezeichnet (4). Einige PRRs sind
Transmembranproteine, unter anderem TLRs (7).

Doch nicht nur korperfremde Strukturen werden von der angeborenen Immunantwort und ihren
Zellen wahrgenommen. Es hat sich gezeigt, dass es eine Reihe endogener Strukturen gibt,
die als damage-associated molecular patterns (DAMPSs) bezeichnet werden, die von diesen
Zellen erkannt werden. Das Erkennen von DAMPs ist biologisch durchaus sinnvoll. Damit
werden geschadigte und absterbende Zellen erkannt und eine sterile Entziindung gefdrdert.
Diese spielt eine zentrale Rolle in Gewebereparatur- und Regenerationsmechanismen.
Gleichzeitig fiihren sie aber auch zu zahlreichen Erkrankungen, unter anderem

Autoimmunerkrankungen, Stoffwechsel- und neurodegenerativen Erkrankungen (48).

2.2 Angeborene Immunrezeptoren

Infektionen tragen wesentlich zur Mortalitat von Menschen bei. Da Infektionen eine Limitation
der Lebensdauer darstellen, sind Infektionen und die Féhigkeit des menschlichen Organismus
diese zu bekampfen Gegenstand intensiverer Forschungen.

GroRRe Meilensteine in der Bekampfung dieser Infektionen stellte die Entdeckung der

Antibiotika, sicherlich aber auch das Implementieren von Hygienestandards, dar (17).

1995 erhielt Prof. rer. nat. Christiane NUfR3lein-Volhard, damalige Direktorin des Max-Planck-
Instituts fir Entwicklungsbiologie, zusammen mit ihren Kollegen Prof. Eric F. Wieschaus und
Edward B. Lewis den Nobelpreis fir grundlegende Erkenntnisse zur genetischen Kontrolle der
Embryonalentwicklung. Gegenstand ihrer Forschung war die Drosophila melanogaster oder
auch in der Umgangssprache Taufliege genannt. NiR3lein-Volhard und Wieschaus sal3en sich
1985 gegeniber, als sie die ventralisierte Embryonenvariante entdeckten, anstatt der
Dorsalen, die bereits allgemein bekannt war. Sie waren derart begeistert, dass sie "toll’

ausriefen, damit erhielt das entdeckte Gen seinen Namen (18).

11
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Wie man sehr schnell entdeckte, stand das entsprechende Gen nicht nur im Dienst der
Embryonalentwicklung, sondern war auch Bestandteil der Immunabwehr. 1997 berichtete
Medzhitov et al. Uber ein Homolog des Drosophila-toll-Proteins und entdeckte damit zum
ersten Mal die Toll ahnlichen (like) Rezeptoren im Menschen. Er stellte seine Arbeit unter die
Annahme, dass es sich bei den Toll-like-Rezeptoren um einen alten Anteil der angeborenen

Immunabwehr handle, der evolutionstechnisch in den Vertebraten tberlebt habe (19).

In den vergangenen Jahren wurde eine Vielzahl von verschiedenen TL-Rezeptoren
identifiziert, insgesamt elf im menschlichen Organismus. Diese elf funktionell
unterschiedlichen TLRs werden in zwei verschiedene Gruppen eingeteilt. TLR3, TLR7, TLR8
und TLR9 gehdren zu den intrazelluldaren TLRs, wahrend TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6,
TLR10 und TLR11 zu den transmembranen TLRs gehdren. Zwischen den Vertebraten variiert
jedoch die Anzahl der TLRs, sodass eine Maus beispielsweise zwolf TL-Rezeptoren aufweist
(22). TLR2 und TLR4 bilden zusatzlich eine Ausnahme, indem sich nicht nur in der
Transmembran auftreten, sondern auch interzellular, in Dendritischen, Endothel- oder

Epithelzellen, zu finden sind (24).

Doch nicht nur die Abwehr der Infektionen wurde in den letzten Jahren im Zusammenhang mit
den TLRs untersucht. Forschungsergebnisse  zeigen, dass in  multiplen
Autoimmunerkrankungen die TLR eine entscheidende Rolle spielen und damit ein
Ansatzpunkt flir eine ganz neue Therapiestrategie im Umgang mit diesen Erkrankungen bietet
(21,14,13).

Die Rezeptoren der angeborenen Immunantwort sind jedoch vielfaltig. Sie erkennen
konservative Muster von infektiosen Erregern und isolierte chemische Strukturen, sogenannte
PAMPs und DAMPs (23). Die schadens- und pathogen-assoziierten molekularen Strukturen
(DAMP und PAMP) werden vorrangig durch sterbende oder tote krankheitserregende Zellen
freigesetzt. Diese werden anschlieBend durch die Mustererkennungsrezeptoren (PRRs)F
erkannt und eine entsprechende Immunantwort eingeleitet (26). Die unterschiedlichen
Zelltypen der angeborenen Immunabwehr produzieren unterschiedliche PRRs. Zu ihnen
gehdren die TLRs, Nukleotidbindende-Oligomerisierungsdomanenmolekil (NOD)-like-
Rezeptoren (NLRs), C-Typ-Lectin-Rezeptoren (CLRs), Komplement-Rezeptor 3 (CR3) und
viele andere. Die PRRs erkennen die PAMPs oder andere Strukturen, die von Pathogenen
freigesetzt werden und aktivieren eine intrazellulare Signalkaskade zur Aktivierung der
Immunantwort (24). Hierunter zéhlen exemplarisch Lipoteichonséure (LTA), die TLR2/TLRG6-
Heterodimere aktivieren, oder virale DNA, die reich an unmethylierten Cytidin-Guanosin-
Dinucleotid (CpG)-Motiven ist und TLR9 aktiviert (29).

12
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PRRs konnen in zwei groRe Gruppen eingeteilt werden. Die eine Gruppe stellt die
signalisierenden, die andere die nicht-signalisierenden PRRs dar. Nicht-signalisierende
Mustererkennungsrezeptoren kdénnen sowohl lésliche Faktoren, wie zum Beispiel das C-
reaktive Protein oder Lektine, sein als auch Transmembranproteine. Diese nicht-
signalisierenden PRRs sorgen fir eine Erkennung der schadhaften Mikroorganismen und fur
deren Abbau Uber lysosomale Kompartimente. Signalisierende PRRs hingegen umfassen
zwar ebenfalls Transmembranproteine, jedoch auch Zytosolproteine. Zu ihnen gehoren unter
anderem die leucinreichen TLRs, aber auch Nukleotidbindende-
Oligomerisierungsdomanenmolekule (NOD). Zytosol PRRs, wie das Retinsaure-induzierbares
Gen | (RIG 1), sind in der Lage doppelstrangige RNA zu erkennen (27). Die vorrangegangenen
aufgelisteten PRRs spiegeln nur einen kleinen Ausschnitt der Vielfaltigkeit des angeborenen
Immunsystems wieder. Von allen PRRs stellen die TLRs sicherlich die aktuell
bestuntersuchten Rezeptoren dar.

2.2.1 Toll-like-Rezeptoren — Aufbau und Funktion

Bis 1998 wurden finf verschiedene TLR als direkte Homologe der Drosophila melanogaster
Toll-Gene identifiziert. Beim Menschen befindet sich die genetische Codierung fur TLR1, TLR2
und TLR3 auf Chromosom vier. Das entsprechende Gen fiir TLR4 konnte man auf

Chromosom neun nachweisen (25).

Die Toll-like Rezeptoren gehdren der Familie der Typ-I-Transmembranrezeptoren an. Wie alle
Proteine missen auch Toll-like Rezeptoren im Zellkern durch die Transkription des
entsprechenden Genabschnittes, auf dem dazugehérigen Chromosom, in eine mRNA
umgewandelt werden. Anschlie3end erfolgt die Translation der entstandenen mRNA. Hierbei
erfolgt mit Hilfe von Ribosomen eine Umwandlung, der in der Transkription entstandenen
MRNA, in eine Aminoséuresequenz. Diese bildet, nach Abschluss der Translation, das
entsprechende Protein. Ort der Translation ist hierbei das endoplasmatische Retikulum (ER).
Das entstandene Protein wird anschlief3end in den Golgi-Apparat transportiert, hier erfolgt die
funktionelle Reifung der Toll-like Rezeptoren. Im Golgi-Apparat wird, mittels Cathepsin B, L,
S, H, K und Asparaginyl-Endopeptidase, eine proteolytische Spaltung der TLRs durchgefihrt,
welche zur Erkennung der Liganden essentiell ist. Vom Golgi-Apparat aus wird der Transport
der entsprechenden TLRs zu der Zellmembran oder den Endosomen koordiniert. Hierbei spielt
das Multi-Pass-Transmembranprotein UNC93B1 eine entscheidende Rolle. Es kontrolliert den
Transport der entsprechenden TLRs zu den Endosomen. Ein weiteres regulierendes Protein
bildet das TLR4 assoziierte Protein PRAT4A, das den Transport zu der Plasmamembran, aber

auch zu Endosomen koordiniert (25).
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Die in Endosomen oder auf der Zellmembran vorkommenden TLRs kommen unter
physiologischen Bedingungen nicht mit der Desoxyribonukleinsdure (DNA) oder RNA der
Wirtszelle in Kontakt. Kommt es jedoch, aus verschiedenen Griinden, zu Kontakt mit der
eigenen DNA und RNA, sind diese TLRs mitverantwortlich fur die Bildung von Autoantikérpern

und somit fur die Entstehung von Autoimmunerkrankungen (25).

Bei Nukleinsaure sensiblen Toll-like Rezeptoren erfolgt, in einem weiteren Schritt, eine
proteolytische Spaltung. Diese fuhrt zur Reifung der Toll-like Rezeptoren unter Einwirkung von
Cathepsin B, S, L, H, K und Asparaginyl-Endopeptidase. Dieser Schritt ist entscheidend dafr,
dass diese Toll-like Rezeptoren letztendlich ihre Liganden als solche erkennen und damit die

angeborene Immunantwort auslosen konnen (25).

Wie bereits erwéhnt werden einige Toll-like Rezeptoren, wie zum Beispiel TLR1, TLR2, TLR4,
TLR6, TLR10, TLR11, TLR12, auf der Zelloberflache exprimiert. TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9
werden jedoch intrazellular exprimiert, in vesikularen Kompartimenten, wie zum Beispiel in
Endosomen. Hierbei bilden TLR2 und TLR4 die Ausnahme. Sind die anderen Toll-like-
Rezeptoren, nach aktuellem Stand der Wissenschaft, nur streng intra- oder extrazellular zu
finden, kann man TLR2 und TLR4 in beiden Bereichen detektieren. Sie kommen in
Dendritische, Endothel- und Epithelzellen vor (25).

TLR4 kommt hierbei, bei der Initierung von inflammatorischen Antworten, eine grof3e
Bedeutung zu. Erst kirzlich wurde in Forschungen entdeckt, dass TLR4 auch an der
kanonischen Aktivierung des NRLP3-Inflammasoms beteiligt ist. Inflammasomen nehmen
eine zentrale Rolle bei der angeborenen Immunitdt ein. Sie kommen als groR3e
Multiproteinkomplexe vor, die maf3geblich an der Reifung von proinflammatorischen Zytokinen
beteiligt sind. Im Falle des NRLP3-Inflammasoms handelt es sich um IL-13 und IL-18, welche
als Pro-IL-18 und Pro-1L-18 gebildet werden. Dabei handelt es sich um die inaktive Vorstufe
der Zytokine. Der multimere Komplex des NRLP3-Inflammasoms besteht aus NRPL3,
Apoptosis-associated speck-like protein (ASC), (NIMA)-related kinase 7 (NEK7) und Pro-
Caspase 1. Nach der Aktivierung von Caspase 1 katalysiert diese die Proteolyse von
Gasdermin D. Dieses fuhrt letztendlich zur Umwandlung von Pro-IL-1( in IL-18 und von Pro-
IL-18 in IL-18. Die entsprechenden Zytokine fiihren zu einer speziellen Form der Zellapoptose,
der Pyroptose. Durch Sekretion von pro-inflammatorischen Botenstoffen und Pyroptose
kommt es zur Initierung einer starken Entziindungsreaktion. Mutationen konnen zu
entsprechender Uberaktivierung des Inflammasoms fiihren, was wiederum zu chronischen
Entziindungen oder Autoimmunentwicklungen fuhren kann. Wie die genauen zelluldren

Regulationsmechanismen fungieren, die zur Bildung eines aktiven Inflammasoms flhren, ist
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aktuell Gegenstand der Forschung. Bekannt ist aber, dass die NRLP3 Expression Nuclear
factor kappa B (NF-kB)-abhéngig ist. Somit sind sowohl der Myd88-abhéngige als auch der -
unabhangige Weg in der Lage bei der Bildung eines Inflammasoms mitzuwirken. Beide Wege

werden nun im Folgenden erklart (32).
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Abbildung 3: Aktivierung und Signalweg des NLRP3-Inflammasom mit IL-718 und /L-18-

Aktivierung

Das geschilderte Beispiel zeigt jedoch deutlich die Bedeutung des TLR4 auf. Trotz des
Wissens um den TLR4, seit ungefahr 27Jahren, ist dieser Signalweg immer noch Ansatzpunkt

vielfaltiger und klinisch relevanter Forschungen.

2.2.2 Lipopolysaccharide (LPS)

TLR4 reagiert hauptsachlich auf LPS und Lipooligosaccharide (LOS), welche auf
gramnegativen Bakterien zu finden sind. LPS ist ein Hauptbestandteil der Membran von
gramnegativen Bakterien. Die chemische Zusammensetzung ist charakterisiert durch ein
Polysaccharid, dem sogenannten O-Antigen und dem kirzeren Oligosaccharid. Bei letzterem
handelt es sich um die Kernregion, die an eine Glykolipid-Einheit gebunden ist. Diese wird als
Lipid A bezeichnet. Lipid A entspricht dem minimalen Anteil des LPS, der notwendig ist um
Uiber eine Bindung an CD14 und anschlieRend eine Bindung an die TLR4 / MD-2-Dimere, auf

der Plasmamembran, auszulésen (16).
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LPS gehort zu den am besten erforschten immunmodulierenden Bestandteilen der Bakterien.
Bei UberméRigem Auftreten des LPS kann es zu einer stark ausgepragten

Entzindungsreaktion, bis hin zur Sepsis, kommen (28).
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Abbildung 5: Struktur des Lipopolysaccharids, Adapted from reference (68)

2.2.3 Lipopolysaccharid-bindendes Protein (LBP)

Hierbei handelt es sich um ein 60 k-Da grof3es Serumprotein. Dieses zahlt zu den
Akutphaseproteinen und wird konstitutiv in den Hepatozyten synthetisiert. Es erhoht die
Sensibilitdt der CD14-Zellen gegeniiber LPS erheblich. LBP ist ein stark ausgedehntes
Protein, was in drei Doméanen unterschieden werden kann. Hierzu gehéren die N-terminale
Domane, die zentrale Doméane und die C-terminale Domane. Der an der N-terminalen Ebene
vorhandene Aminoterminus ist fir die Bindung von LPS verantwortlich. Der an der C-
terminalen Doméane vorhandene Carboxyterminus entsprechend fiir die Ubertragung auf den
CD14 Bereich. Somit fungiert es als Lipidtransportprotein, das katalytisch LPS-Monomere auf
CD14, in Form von Aggregaten, Ubertragt. Zusatzlich zeigen Studien, dass High-Density-
Lipoproteine (HDL) mit LBP interagieren und LPS auch in HDL-Komplexe tbertragen. Damit
kommt es zur Neutralisierung der inflammatorischen Wirkung von LPS. Eine hohe
Konzentration an LBP kann die Aktivitat von LPS verringern und stellt somit einen Schutz vor

hyperinflammatorischen Reaktionen, wie zum Beispiel die eines septischen Schocks, dar.
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Somit kommt dem LBP eine besondere Doppelbedeutung im Signalweg des Toll-like Rezeptor
4 zu, da er sowohl die Sensitivitdt gegentber LPS erhoht, es aber auch gleichzeitig eliminiert

und somit den Organismus vor Schaden schitzt (50).

2.2.4 CDi14

Bei CD14 handelt es sich um ein Glykosylphosphatidylinositol-verankertes Protein, welches
vor allem auf Monozyten und Makrophagen exprimiert wird. Auf Neutrophilen und
Granulozyten wird ebenfalls CD14 exprimiert, nur in wesentlich geringerem Umfang. Das
entsprechende menschliche Gen besteht aus zwei Exonen und befindet sich auf Chromosom
funf. Das entsprechend codierte Protein besteht aus 356 Aminoséauren, vor allem aus Leucin
Wiederholungen. Eine Mutation der Aminosaure 39 bis inklusive 44 fihrt zu einem Verlust der
Fahigkeit LPS zu binden. Ein Anteil von 3-4 pg/ml der CD14 Rezeptoren liegt als Ioslicher,
freier Anteil im Serum vor und ist somit in der Lage LPS bereits frihzeitig zu binden und
blockiert somit die zellulare Aktivierung (30).

Der CD14 Rezeptor stellt ein Monozytendifferenzierungsantigen dar, das in die Kategorie der
Mustererkennungsrezeptoren fallt. Als man initial den CD14 Rezeptor entdeckte, wurde
bezweifelt, dass er, aufgrund seines fehlenden intrazellularen Anteiles, an einer intrazellularen
Signalkaskade mitwirken kann. Im Verlauf der weiteren Forschungen und gerade mit der
Fokussierung auf die Toll-like Rezeptoren erkannte man, dass CD14 einen Co-Rezeptor fir
den TLR4 Signalweg darstellt. Damit wurde der CD14 Rezeptor Bestandteil der angeborenen
Immunantwort. In den letzten zehn Jahren wurde der Rezeptor jedoch auch fiir den Transport

von entziindlichen Lipiden, zur Initiierung der Phagozytose, bekannt (29).

2.2.5 TLRA4-Signalweg

Auch wenn der TLR4-Rezeptor der Initiator des inflammatorischen Signalweges ist, kann der
Rezeptor alleine keine Aktivierung der entsprechenden intrazellularen Strukturen bewirken.
Das durch eine erhohte Bakterienlast anfallende freie LPS wird durch LBP gebunden. Dies
ermoglicht die Ubertragung auf CD14 und die initiale Erhéhung der Sensitivitat fiir das in vivo
anfallende LPS. CD14 wiederum ubertragt LPS auf den TLR4/MD-2 Rezeptorkomplex. MD2
ist ein nicht kovalent an TLR4 gebundenes l6sliches Protein, das die LPS Erkennung
moduliert. Nach aktueller Studienlage gibt es keinen Hinweis darauf, dass TLR4 eigenstandig
in der Lage ist LPS zu binden. Somit ist der Rezeptor abhangig von seinen Co-Rezeptoren,

um die inflammatorische Reaktion auf anfallende Pathogene zu initiieren (28).
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Abbildung 6: LPS Bindung und Aktivierung der Signalkaskade

Hexa-acyliertes und bisphosphoryliertes LPS l6sen eine sehr starke Antwort des TLR4 aus.
Sie kommen zum Beispiel in Escherichia coli vor. Im Gegensatz dazu weisen unteracyliertes
oder dephosphoryliertes LPS nur eine sehr schwache entziindungsférdernde Aktivitat auf.
Diese Art des LPS kommt besonders bei Bakterien vor, die den Darm besiedeln. Hierzu z&hlen
unter anderem die Actinobakterien, zu denen die Bifidobakterien gehdren, oder die
Proteobakterien, mit dem Eschericia coli als Vertreter. Diese Bakterien entziehen sich somit
den PRR, was biologisch sinnvoll ist, da diese Bakterien nitzliche Funktionen erfiillen. Unter
anderem unterstitzen diese die Verdauung, Schitzen die Darmschleimhaut und sind sogar
an der Produktion wichtiger Vitamine, wie zum Beispiel Vitamin K, beteiligt. Als zusatzlicher
protektiver Faktor zeigt sich im Darm die Undurchlassigkeit des Darmepithels. Dieses
verhindert den Ubertritt von LPS in den Blutkreislauf und somit auch eine systemisch-
inflammatorische Reaktion (32).

Nach der Erkennung des LPS durch TLR4 durchlauft der Rezeptor eine Oligomerisierung.
Diese ist wichtig, um die nachgeschaltete Signalkaskade zu aktivieren und geschieht durch
Interaktion mit den sogenannten Toll-Interleukin-1-Rezeptoren, auch TIR-Domanen genannt.
Es sind insgesamt funf intrazellulare TIR-domanenhaltige Adapterproteine bekannt. Myeloid
differentiation primary response protein (MyD88), TIR-domain-containing adaptor Protein
(TIRAP), TRIF-related adaptor molecule (TRAM), Sterile-alpha and Armadillo motif containing
protein (SARM) und TIR domain-containing adaptor-inducing INF-B (TRIF). TRIF-abhéngige
Signaltransduktionen induzieren die Bildung von Interferon- (INF-B). Alle Toll-like Rezeptoren
besitzen den ein oder anderen dieser Adapterproteine. Einzig und allein TLR4 interagiert
jedoch mit allen finf genannten Adapterproteine. Die Adapterproteine binden an die TIR-
Doméane des TLR4 und interagieren wiederrum, durch ihre eigene TIR-Doméne, mit dem

Rezeptor. Somit kdnnen entsprechende Signalkaskaden aktiviert werden (28).
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In einigen Studien erwiesen sich Myd88-defiziente Mause als widerstandsfahiger gegen einen
septischen Schock, weshalb das Adapterprotein immer wieder Gegenstand aktueller
Forschungen ist. TIRAP-defiziente Mause verhielten sich in den Studien ahnlich zu den
Myd88-defizienten Mausen. Die Studien zu TRIF und TRAM zeigten, dass sie einen Myd88-

unabhangigen Weg aktivierten. Die Rolle von SARM in vivo ist aktuell noch unklar (28).

Nach der Bindung des gesamten Komplexes, CD14 und LBP, an den TLR4 und dessen
Ubertragung von LPS Monomeren auf MD-2 spaltet sich die Signalkaskade in zwei optionale
Wege uber die Aktivierung von TIRAP und TRAM auf. Die Aktivierung von TIRAP fuhrt zu dem
Myd88-abhangigen Signalweg, wahrend TRAM zum Myd88-unabhé&ngigen Signalweg fihrt
(28).

Myd88-abhangiger Weg Myd88- unabhangiger Weg

ad

Type | Interf
Proinflammatonische e odorng

Cytokine

Abbildung 7: Aufspaltung der TLR4-Signalkaskade nach TIRAP und TRAM

2.2.5.1 Myd88-abhangiger Signalweg

Zusatzlich zur TIR-Doméane weist das Myd88 eine sogenannte Todesdomane auf. Kommt es
jetzt zur Aktivierung von Myd88, durch LPS, rekrutiert diese eine todesdoméanenhaltige Kinase,
die sogenannte IL-1-Rezeptor- assoziierte- Kinase-4 (IRAK4). Diese ist fur die Aktivierung und
den Abbau von IRAK1 zustandig. Ein Versuch mit IRAK1 defizienten Mausen zeigte jedoch,
dass es nur zu einer teilweisen Einschrankung in der proinflammatorischen Zytokinproduktion
kommt. Diese Tatsache legt die Vermutung nahe, dass es einen weiteren Akteur gibt, der
durch IRAK4 aktiviert wird (28).

Neuere Daten haben gezeigt, dass es zusatzlich zu der IRAK1 Aktivierung ebenfalls eine
IRAK2 Aktivierung gibt. Infolge des durch TIRAP aktivierten MyD88, kommt es zur Bindung

von IRAK1 und 2 durch Myd88. Dieses hildet mit den beiden Proteinen ein submembrandsen
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Signalkomplex, der Myddosom genannt wird. Das Myddosom rekrutiert anschlielBend TRAF6.
TRAF6 oder auch TNF-assoziierter Faktor 6 genannt, geht einen Komplex mit dem Ubiquitin-
konjugierten Enzym 13 (UBC13) und Ubiquitin-konjugierten Enzym E2-Variante 1 Isoform A
(UEV1A) ein. Diese Verbindung fuhrt zur Aktivierung einer Signalkaskade mit der sogenannten
transformierenden Wachstumsfaktor--aktivierten Kinase 1 (TAK1). Durch Aktivierung und
Phosphorylierung der IkB—Kinase a/f kommt es zur Kerntranslokation des NF-kB
Transkriptionsfaktors. Zusatzlich kommt es zur Phosphorylierung von mitogen-activated
protein (MAP)-Kinasen, welche zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie Aktivator-
Protein-1 (AP-1) und cAMP response element-binding Protein (CREB), fihren (32).

Studien mit Myd88-defizienten Mausen zeigten, dass die Produktion von MAP-Kinasen und
NF-kB sich zwar verzégert, aber nicht aufgehoben ist. Diese Ergebnisse legten den Schluss
nahe, dass sowohl MAP-Kinasen als auch NF-kB ebenfalls Uber den Myd88-unabh&ngigen
Weg aktiviert werden kénnen (28).

Letztendlich induziert der Myd88-abhangige Weg die Produktion von entziindungsférdernden
Mediatoren, wie zum Beispiel TNFa, Interleukin-6 (IL-6), Cyclooxygenase 2 und Typ-IllI-

Interferone (32).

Zusatzlich zu dieser Signalkaskade gibt es noch den Interferon Regulatory Factor 5 (IFR5). In
Forschungsarbeiten konnte gezeigt werden, dass IRF5 mit Myd88 assoziiert ist und auf noch
unbekannten Wegen aktiviert wird. In den IRF5-defizienten Mausen zeigte sich die IL-6- und
TNF-a-Antwort teilweise defekt (28).
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Abbildung 8: Darstellung des Myd88-abhéngigen TLR4-Signalwegs

2.2.5.2 Der Myd88-unabhangige Weg

Wie bereits erlautert handelt es sich bei TRIF um ein TIR-haltiges Adapterprotein, welches
auschlaggebend fur den Teil der TLR4 Signalkaskade ist, der nicht von Myd88 gesteuert wird
(28).

Nach der Aktivierung durch TLR4 erfolgt die Aktivierung der Ubiquitin-Ligase TNF receptor
associated factor 3 (TRAF3). TRAF3 sorgt flur eine Aktivierung von TANK-bindender Kinase 1
(TBK1) und IkB Kinase ¢ (IKKg). Diese phosphorylieren das entsprechende Konsensmotiv
pLxIS, welches eine entscheidende Rolle in der Rekrutierung des Interferons regulierenden
Faktor 3 (IRF3) spielt. TBK1 phosphoryliert nicht nur TRAF3, sondern auch IFR3. Zun&chst ist
IRF3 noch durch TRAF3 gebunden, dissoziiert dann jedoch und transloziert in den Zellkern.
Im Zellkern induziert IRF3 dann die Expression von Typ | Interferon, Chemokin CCL/RANTES

und entziindungshemmenden IL-10 (32).
Das C-terminale Ende von TRIF enthalt Rip homotypisches Interaktionsmotiv (RHIM), welches

eine Interaktion mit dem Rezeptor interagierenden Protein 1 (RIP1) ermdglicht. RIP1 ist mit

seinen Serin- und Threoninkinasen daftir verantwortlich, dass NF-kB aktiviert wird. Studien mit
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Myd88- und RIP1-defizienten Mausen zeigten eine fehlende NF-kB Aktivierung. Zusatzlich
aktiviert RIP1 MAP-Kinasen, die zu einer entsprechenden AP-1 Aktivierung fuhren (28).
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Abbildung 9: Darstellung des Myd88- unabhangigen TLR4-Signalwegs

2.2.5.3 Interleukin-1-Rezeptor-assoziierte Kinase-4

Das zur IRAK-Familie gehdrende Protein weist sowohl eine Todesdomane als auch eine
Kinase-Domane auf. Es zahlt zu dem wichtigsten Protein der IRAK-Familie, da es Hinweise
darauf gibt, dass eine Aktivierung und Signalgebung Uber IL-1R/TLR ohne dieses Protein nicht
moglich ware. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass IRAK4 fur die Aktivierung und den Abbau
von IRAK1 zustandig ist. Studien zeigen bei gezielter Deletion von IRAK4, in entsprechenden
Mausen, schwere Stérungen in der Zytokinreaktion und in der nachgeschalteten
Signalkaskade von TLR4. Es wurden ebenfalls Menschen mit einem IRAK4 Mangel
identifiziert. Diese zeigten sich in der Kindheit tber die MalRe infektanfallig, vor allem durch
Staphylococcus pneumoniae und Staphylococcus aureus. Mit zunehmendem Annéhern an die
Adoleszenzphase verringerte sich jedoch die Infektanfalligkeit wieder. Durch
Rontgenkristallographie konnte die Struktur des IRAK4 aufgeklart werden. Hierbei wurde
festgestellt, dass IRAK4 eine kanonische Faltung klassischer Proteinkinasen annimmt. Hierbei
untergliedert sich das Protein entsprechend in einen N-Loop, C-Loop und eine N- terminale
Erweiterung im N-Loop. Gegenstand aktueller Forschungen sind selektive niedermolekulare
Inhibitoren. Diese sollen die IRAK4-Kinaseaktivitdt vermindern und somit als potenzielle

Therapiemdglichkeiten fur Autoimmun- und entziindliche Erkrankungen fungieren (33).

2.2.5.4 Interferon Regulatory Factor 3 (IRF3)
Bei den Proteinen, die den IRFs angehdren, handelt es sich um eine Reihe von Proteinen, die
als Transkriptionsfaktoren fir Gene der Immunantwort fungieren. Die initial entdeckten IRF-

Proteine waren IRF1 und IRF2. Erst spatere Forschungen zeigten das IRF3 und das eng
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verwandte IRF7 eine zentrale Bedeutung in der IRF-Familie einnehmen. IRF3 wird konstitutiv
in Zellen exprimiert und ist daher ein wesentlicher Bestandteil der angeborenen Immunabwehr.
Es ist unter anderem ein entscheidender Faktor fiir die Etablierung eines antiviralen Zustandes
der Zelle bei Virusinfektionen und Resistenzbildungen gegen Viren. Der Kontakt mit PRRs
fuhrt zu einer Hyperphosphorylierung von IRF3, was wiederum zu einer Forderung der
Homodimerisierung, Transkriptionsaktivitat, Assoziation mit anderen Proteinen und sogar
seinen zellularen Export fuhrt. Studien haben gezeigt, dass Virusinfektionen durch IRF3 so
grundlegend gestort wird, dass die meisten Viren entsprechende Virulenzfaktoren gebildet
haben, welche die Hyperphosphorylierung, Dimerisierung und Transkriptionsaktivitat von IRF3
verzogern oder verlangsamen. Die Expression des IRF3 Gens ist im menschlichen Genlocus
auf Chromosom 19 zu finden. IRF3 ist an multiplen Signalkaskaden, unter anderem an TLR3,
TLR4 und retinsdureinduzierbaren Gen I, beteiligt. In allen Signalwegen erfolgt eine rasche
Phosphorylierung von IRF3, die aber immer abhangig von unterschiedlichen Kinasen ist. Im
TLR4 Weg ist dies unter anderem TBK1. IRF3 tragt unter anderem zur Bildung von Interferon
beta (IFN-B), verschiedenen Zytokinen und Chemaokinen bei (34).

2.2.5.5 Interferon Regulatory Factor 5 (IRF5)

Wahrend IRF3 in allen Immunzellen exprimiert wird, wird IRF5 lediglich in Monozyten,
Makrophagen, B-Zellen und dendritischen Zellen exprimiert. Untersuchungen zeigen, dass
IRF5 Uber die Polarisierung von Makrophagen entscheiden. Zellen die einen hohen Anteil von
IRF5 aufweisen neigen zu einer M1-Polarisation, wahrend ein niedriger Anteil an IRF5 zu einer
M2-Polarisation fuhrt. Kurz nach einer Verletzung strémen M2-polarisierte Makrophagen in
das verletzte Gebiet ein. Diese kurze Phase wird anschlief3end durch das Einstrémen von M1-
polarisierten Makrophagen abgeldst. Diese M1-polarisierten Makrophagen sorgen fiir eine
prolongierte Heilung und Organdysfunktionen. Dies ist der Grund warum IRF5 und vor allem

die Hemmung seiner Aktivitat immer wieder Ziel wissenschaftlicher Arbeiten ist (35).

2.2.5.6 Endotoxin Toleranz

Injektionen von LPS (auch Endotoxin genannt) in hohen Dosen sind vergleichbar mit einem
septischen Schock. Es induziert Gewebeschaden, Dysregulationen der Kérperkerntemperatur
und kann todlich sein. Studien haben aber gezeigt, dass Injektionen mit niedrigerer, nicht-
todlicher Dosis eine Art "LPS- Toleranz” in den Versuchstieren bewirken kdnnen. Dabei zeigen
sich zwei hauptsachliche Effekte. Den ersten Effekt entdeckte Paul Beeson bereits 1946. Zu
dieser Zeit unterzogen sich Patienten einer sogenannten Fiebertherapie. Sie lieRen sich
geringe Dosen an Thypusimpfstoff spritzen, gerade genug um Fieber zu entwickeln. Paul
Beeson entdeckte dabei, dass die Patienten in der Folge immer héhere Dosen benétigten um

Fieber zu entwickeln. Er 0Ubernahm diese Beobachtung und fuhrte verschiedene
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Tierexperimente durch. Letztendlich zeigte sich, dass es durch die niedrig dosierte LPS
Injektion zu einer Art Immunsuppression kommt, die vor einigen Arten Zytokin-induzierter
entziindlicher Schaden schitzen kann. Tagliche Injektionen flihrten zu einem héheren Schutz,
zumindest, bis der maximale Spiegel erreicht wurde, der sich sehr variabel bei jedem
Individuum zeigte. Da TLR4 ein Hauptakteur in der Vermittlung der entziindlichen Genese
durch LPS darstellt, wurde in Studien die Reaktion der Signalkaskade auf rezidivierende
Stimulationen gepruft. Hierbei wurden die entsprechenden Zellen langere Zeit mit LPS
stimuliert. Dabei zeigte sich, dass die LPS induzierte MyD88-TLR4-Assoziation, die IRAK-
Aktivitat, den nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cell inhibitor, alpha
(IkB-a) und die Aktivierung von p38, c-Jun-N-terminale Kinase (JNK) und NFkB verminderten.
Zudem konnte festgestellt werden, dass die langer andauernde LPS-Stimulierung zu einer
Erhoéhung der negativen Feedback-Mechanismen im TLR4 Signalweg fuhrten. In Studien mit
Ausschaltung dieser negativen Feedback-Mechanismen zeigte sich dennoch eine erhdhte
Toleranz. Deshalb vermuten Forscher weitere Regulierungsmechanismen, die zur LPS-

Toleranz beitragen (45).
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Abbildung 10: Endotoxin Toleranz durch rezidivierende Stimulation des TLR4 und Aktivierung

des negativen Feedbackmechanismus

Der zweite Effekt ist bei weitem noch nicht so ausfuhrlich untersucht und beschrieben wie der
erste Effekt. Hierbei handelt es sich um Veranderungen der Genexpression. Hierbei scheint
die Expression sogenannter ,nicht tolerierbarer Gene“ erhéht und ein gewisser Schutz vor
systemischen Infektionen hergestellt zu werden. Nicht tolerierbare Gene sind LPS-
induzierbare Gene, die in der Lage sind der unterdriickenden Wirkung der LPS-Toleranz,
bezlglich ihrer Genexpression, zu entkommen. Es wurde beobachtet, dass diese Gene eine
lAngere Zeit an Stimulation benétigen um unterdriickt zu werden. Ist dieses Mal? erreicht, wird
ihre Expression durch die Toleranzwirkung jedoch gesteigert, anstatt minimiert zu werden.
Hierbei handelt es sich zum Beispiel um Gene wie Il1rn, Tnfr-2 und 1110 und Vacml. Man

vermutet, dass diese Gene eine antimikrobielle Funktion haben. Dies konnte jedoch aktuell
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nicht anhand von Studien belegt werden. Zudem zeigt sich, dass es auch Gene gibt die
dynamisch reguliert werden, um ihren nicht tolerierten Status zu erhalten. Zum Beispiel kann
es zu einer Histon-H3K4- Trimethylierung am Promotor kommen. Dadurch kommt es zu einer
Reduzierung der 1l-6 Unterdrickung wahrend der Toleranz. Zudem konnten einige
Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, die ebenfalls die Wirkung der Toleranz minimierten.
Viele weitere Prozesse, wie Enhancer, Nukleosomenpositionierung, DNA-Methylierung und
lange nichtcodierende RNAs, wurden zudem untersucht und scheinen in dem komplexen
Mechanismus der LPS-Toleranz mitzuwirken. Da LPS einen starken
Entziindungsmechanismus in Gang setzt, ist es wichtig und sinnvoll, dass die LPS Toleranz
Uber viele Zweigstellen reguliert wird. Damit ist es jedoch wesentlich schwieriger einen
genauen Mechanismus als Ansatzpunkt zu definieren, um geeignete Therapieansatze zu
finden. Zudem scheint die LPS-Toleranz in vivo nur fiir einige Wochen anzuhalten und ist somit
fur die Entwicklung immunmodulatorischer Therapieanséatze fur chronisch-kranke Patienten
eher nicht geeignet (45).

Aktuelle Studien zeigen, dass diese Endotoxin-Toleranz jedoch noch nicht pranatal besteht.
Lotz et al. zeigten in ihren Untersuchungen, dass pranatal die intestinalen Epithelzellen noch
nicht auf LPS reagieren. Es konnte beobachtet werden, dass in Mausen, die man nach der
Geburt der mikrobiell besiedelten Umgebung aussetzte, einen raschen Anstieg von
entztindungsfordernde Chemokinen erfolgte. Dazu zahlte unter anderem die Aktivierung von
dem Makrophagen-Entziindungsprotein 2 (MIP-2), der Phosphorylierung von IkB-a und die
Kerntranslokation von NF-kB p65. Hierbei konnte ein Peak der entsprechenden Werte nach
ungefahr zwei Stunden beobachtet werden. Nach sechs Stunden erfolgte eine rasche
Normalisierung der Werte. Unter den ansteigenden Chemokinen zeigte sich jedoch keine
vermehrte Gewebeinfiltration proinflammatorischer Zellen. Unter anderem zeigen sich hierfir
negative Feedback-Mechanismen, wie die Herunterregulierung von IRAK1, als verantwortlich.
Es zeigten sich jedoch Unterschiede zwischen Tieren die vaginal geboren wurden und jenen,
die via Kaiserschnitt entbunden wurden. Bei Tieren, die Uber Kaiserschnitt geboren wurden,
zeigte sich keine spontane Aktivierung der intestinalen Epithelzellen. Der Erwerb der
intestinalen LPS-Resistenz geschieht also unmittelbar nach der Geburt, in Abhéngigkeit des
Geburtsmodus. Dieser Prozess ist wichtig, um eine mikrobielle Besiedelung und die
Entwicklung einer Homg@ostase zwischen Darmepithel des Wirtes und der Mikroben zu

erma@glichen (51).
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2.3 Darmmikrobiota

Historisch gesehen sind Bakterien bereits vor menschlichen Leben auf der Erde gewesen. Es
wird vermutet, dass bis zu 37% des menschlichen Genoms auf bakterielle Vorfahren
zuriickgehen konnte (37).

Die Entwicklung der Besiedelung des menschlichen Darms war in den letzten Jahren
besonders im Fokus der Wissenschatft. Es wurden viele Anstrengungen unternommen, um die
Entwicklung der mikrobiellen Flora des Darms nachzuvollziehen. Hierbei wurde
herausgefunden, dass die Besiedlung des Darms besonders im Sauglingsalter noch ein
dynamischer Prozess ist. Dieser stabilisiert sich im Verlauf der Entwicklung des Kindes, zeigte
jedoch weiterhin signifikante Unterschiede zu der Mikrobiota von Erwachsenen. Die Art der
Geburt, eventuelle antibiotische Therapien, aber auch die Erndhrung nehmen dabei Einfluss

auf deren Zusammensetzung (53).

Wenn wir im Alltag mit Bakterien in Kontakt kommen, schreiben wir ihnen gemeinhin einen
gewissen Krankheitswert zu. Dabei sind wir allein auf dem gréten Organ des Meschens, der
Haut, mit rund 10000000000 Bakterien besiedelt. Die transiente und residente Hautflora

schutzt uns vor Krankheit und schadlichen Einflissen der Umwelt.

In den letzten Jahren ist der Einfluss von Bakterien und deren Co-Existenz auf unserer
Korperoberflache mehr in den Fokus wissenschaftlicher Arbeiten gertickt. Hierzu zahlt auch
die Besiedelung des Darmes mit Bakterien und deren Folgen bei Schadigung oder

Veréanderung eben dieser.

2.3.1 Definition und Entwicklung

Die Darmmikrobiota gehdrt zu einem der am dichtesten besiedelten mikrobiellen
Okosystemen. Unter der intestinalen Mikrobiota versteht man die Gesamtheit aller
Mikroorganismen die den Darm besiedeln. Hierbei zeigt sich, dass die groRte Anzahl von
Mikroorganismen sich im Gastrointestinaltrakt befindet. Danach folgt die Mundhdhle und an
dritter Stelle die Haut. Frauen zeigen zusétzlich eine vaginale Besiedelung von verschiedenen
Mikroorganismen. Im Darmbereich handelt es sich primdr um die Besiedelung durch
Bakterien, aber auch Viren und Pilze konnten identifiziert werden. Durch neuere
Forschungsmethoden in Form von Next-Generation-Sequencing und Metabolomics hat man
mittlerweile eine recht genaue Vorstellung Uber die Zusammensetzung, aber auch die

Stoffwechselaktivitaten der Darmmikrobiota (38).
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Bereits 1999 konnte Bjorksten in seinen Untersuchungen unterschiedliche Zusammensetzung
in der kindlichen Darmflora nachweisen. Hierbei lag der hauptsachliche Fokus auf Kindern die
Allergien aufwiesen und jenen die keine Allergien hatten. Damit wurde bereits 1999 der
Transfer zwischen Darm und anderen Organsystemen hergestellt. 2007 wurde mit der 16S-
rRNA-Gensequenzierung ein ganz neues Verstandnis fur die Darmmikrobiota und deren
Zusammensetzungen geschaffen. Denn diese Variante ermdglichte es auch Bakterien zu

Sequenzieren, die man nicht kultivieren konnte (39).

Verschiedene Forschungen haben gezeigt, dass die Mikrobiota des Darms, &hnlich wie der
Wirtsorganismus selbst, einem gewissen Reifungsprozess unterliegt. Ursprunglich hatte man
vermutet, dass Embryonen keimfrei im Uterus der Mutter aufwachsen. Diese These wurde
revidiert, als man Proteobakterien, Actinobakterien und Firmicutes Phyla in Mekonium,
Fruchtwasser und in der Plazenta nachgewiesen hat. Dennoch zeigt sich die Thematik
weiterhin als héchst umstritten (36).

Mit zunehmendem Alter verandert und entwickelt sich auch die Darmmikrobiota des Wirtes.
Dabei steht sie in starkem Zusammenhang mit externen Faktoren, welche diese Entwicklung
beeinflussen. Hierbei handelt es sich um Stress, Antibiotikaeinnahme, Ernahrung,

Medikamente, Darminfekte aber auch der Geburtsmodus (38).

Studien zeigten, dass sowohl der Geburtsmodus, sprich vaginale oder Sectio Entbindung, als
auch die Sauglingsernahrung (Muttermilch gegen Fertignahrung) einen Einfluss auf die
Bildung und Entwicklung der Darmmikrobiota haben. Kinder, die per Kaiserschnitt entbunden
wurden, zeigten vor allem eine Anreicherung von Hautbakterien und Bakterien aus der
Umgebung. Dabei zeigten sich unter anderem Enterobacter hormaechei, Hamophilus
haemolyticus und der Staphylococcus saprophyticus, um nur einige zu nennen. Bei Kindern,
die hingegen vaginal entbunden wurden, zeigte sich die Darmmikrobiota abhangig von der

vertikalen Ubertragung zwischen Mutter und Kind (36).

Doch trotz vielfaltiger Ubereinstimmungen in der Zusammensetzung unterscheiden sich die
Darmmikrobiota der einzelnen Personen. So sind ungefahr ein Drittel der Darmmikrobiota
gleich bei jedem Menschen. Zwei Drittel jedoch sind ganz individuell auf den jeweiligen
Menschen zugeschnitten (39). Das liegt sowohl an internen, genetischen, als auch externen
Einflussen, deren Intensivitat und Vorhandensein sehr individuell sind. Letztendlich zeigt sich
hier noch ein weites Feld an Forschungsbedarf, da vor allem die assoziierten Erkrankungen,
wie Diabetes mellitus, Fettleibigkeit und Herz-Kreislauferkrankungen, eine wichtige

gesellschaftsrelevante Komponente darstellen (36). 2017 gab das Bundesamt fiir Statistik eine
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Pressemitteilung heraus, in der sie die teuersten Krankheitsposten auflistete. Dabei zeigte
sich, aus Daten von 2015, dass Herz-Kreislauferkrankungen unserem Gesundheitssystem im
Jahr ungefahr 46,4 Milliarden Euro kosten. Als zweites folgten psychische Erkrankungen mit
44,4 Milliarden Euro, gefolgt von dem Verdauungssystem mit 34,2 Milliarden Euro. Dies zeigt,
dass die Ausgaben fur diese Erkrankungen erheblich sind. Ein tieferes Verstandnis der
Kausalzusammenhange und eventuelle Therapien kodnnten also die Ausgaben des

Gesundheitssystems enorm reduzieren (54).

2.3.2 Funktion

Urspringlich ging die Forschung davon aus, dass Reize aus der Umwelt direkt auf unseren
Zelloberflachen ankommen. Die wissenschatftlichen Untersuchungen zeigen eine Vielzahl von
Rezeptoren und anderen Werkzeugen auf, die in der Lage sind extern ankommende Reize
aufzunehmen und Uber intrazellulare Kaskaden eine entsprechende Zellantwort zu
generieren. Lange Zeit lie® man dabei die dichte Besiedlung von Darm und Haut auf3er Acht.
Externe Reize, wie zum Beispiel UV-Strahlung bei der Haut oder Nahrung beim Darm, werden
durch eine Schicht von Mikroorganismen zuerst “gefiltert”. Damit wird eine grof3e Anzahl von

schadlichen Substanzen bereits schon vor dem Kontakt mit unserem Epithel abgefangen (37).

Toxine

5 M \ Darmmikrobiota
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Abbildung 11: Stoffwechselfunktionen der Darmmikrobiota

Die Mikrobiota, egal ob im Darm oder auf der Haut, stellt somit einen zentralen Faktor in
unserer Immunabwehr dar. Zerstoren wir diese, durch zum Beispiel klinisch haufig
angewendete Breitbandantibiotika, zerstoren wir damit auch gleichsam eine Schutzbarriere.
Haufig wird nach antibiotisch unterstiitzter Paradontitisbehandlung eine orale Pilzinfektion
betrachtet. Langere Einnahmen von Breitbandantibiotika kénnen zudem zu einer geftirchteten

Infektion mit Clostridium difficile fuhren. Dieser Aspekt und die vermehrte Bildung von
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Resistenzen bewegten zu einem Umdenken im Umgang mit Antibiotika und fihrten zu einem

deutlich restriktiveren empfohlenen Einsatz in den entsprechenden Leitlinien (37).

2.3.3 Rollein der Pathogenese anderer Organsysteme

Die sogenannte Dysbiose stellt ein Ungleichgewicht zwischen Symbionten und Pathobionten
dar. Diese fuhrt zu einer kompositionellen Stérung der Darmmikrobiota, die zu verschiedenen
Erkrankungen fuhren kann. Ursachen fur diese Dysbiose konnen, wie bereits oben
beschrieben, vielfaltig sein und sowohl endogenen als auch exogenen Einflissen entspringen
(38).

Neben vielen anderen Faktoren ist die Ernahrung eine primare Determinante fir die
Zusammensetzung der Mikrobiota. Untersuchungen an Mausen zeigten, dass fettreiche
Erndhrung zu einer Reduktion der Darmbarriere, durch Verminderung von schitzenden
Bakterien, wie den Bifidobakterien, flhrt. Fructosereiche Erndhrung hingegen erhdhte die
Darmpermeabilitat in den Untersuchungen. Das hatte eine erhdhte Endotoxin Zirkulation zur
Folge (36).

Grundsatzlich schitzt sich unser Korper durch eine Darm-Gefal3-Barriere, die streng den
Ubertritt von schéadlichen Substanzen in unseren Blutkreislauf reguliert. Mit fettreicher
Ernahrung kommt es jedoch zu einer verstarkten systemischen Durchblutung im Darm. Unter
fructosereicher Erndhrung erhoht sich zusatzlich die Darmpermeabilitit. Das fihrt im
Gesamten zu einer erhoéhten Durchlassigkeit der Darm-Gefaf3-Barriere. Die Leber stellt hierbei
einen Schutzwall dar, der schadliche Substanzen aus dem intestinalen Trakt abfangt und
herausfiltert. Hierbei konnten in Untersuchungen jedoch keine kultivierbaren Bakterien, in
Abwesenheit von Darm- oder Leberentziindungen, gefunden werden. Nichtsdestotrotz
konnten bakterielle Produkte und Bestandteile identifiziert werden, die, tGber die Darm-Gefal3-
Barriere, den Ubertritt in den Blutkreislauf fanden. Hierzu zahlen unter anderem Bestandteile

der Bakterienmembran, wie Peptidoglykane und Lipopolysaccharide (36).

Diese metabolische Endotoxamie kann zu einer niedrig dosierten, aber chronischen TLR4-
Aktivierung beitragen. Dabei handelt es sich um eine Anreicherung von freiem Endotoxin im
Blut durch ein erhdhtes bakterielles Vorkommen (54). Diese andauernde TLR4-Aktivierung
fuhrt zu einem chronisch entzindlichen Geschehen, welches unter anderem zur Entstehung
von Stoffwechselerkrankungen, wie zum Beispiel reduzierte Glucosetoleranz, beitragt. Zudem
konnte nachgewiesen werden, dass eine langere TLR4-Aktivierung zu neurodegenerativen
Prozessen, Autoimmunerkrankungen und sogar zur Entstehung maligner Prozesse flihren
kann (32).
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Zudem zeigen Studien, dass es einen direkten Zusammenhang zwischen Dysbiose der
Darmmikrobiota und der Entstehung des arteriellen Hypertonus gibt. Li et al. konnten sogar
zeigen, dass bei Stuhltransplantationen, von einem Patienten mit Hypertonus auf eine
keimfreie Maus, der erhdhte Blutdruck Ubertragbar war. Zudem zeigte sich ein
Zusammenhang zwischen einer dysregulierten Darmmikrobiota und der Entstehung von
arteriosklerotischen Veranderungen an verschiedenen Gefalien. Damit scheint die Entstehung
von Herzkreislauferkrankungen im n&heren Zusammenhang mit einer Dysbalance der
Darmmikrobiota zu stehen. Ein Verstandnis der Wirkung der Darmmikrobiota auf das
menschliche Gefalisystem ist deshalb, fur eine gezielte Pravention chronisch-entzindlicher
Prozesse der Gefal3wand, wichtig (36).

2.4 Keimfreie Mause

Der Begriff Gnotobiose setzt sich aus zwei griechischen Wdértern zusammen. Zum einen aus
dem Wort gnostos, was so viel wie "bekannt” bedeutet und biota, was fur den Begriff “"Flora
steht. Die Gnotobiose berticksichtigt also alle bekannten Lebensformen in einem Organismus.
Hierbei handelt es sich bei gnotobiotischen Tieren meist um sogenannte keimfreie Tiere. Doch
was bedeutet eigentlich keimfrei? Wie kann dieser Zustand erreicht werden?

Im folgenden Abschnitt mdchte ich mich der Thematik der Aufzucht, Haltung und der

Forschung mit keimfreien Tieren beschéftigten.

2.4.1 Historie

1885 postulierte Louis Pasteur, dass ein Leben ohne Mikrobiota nicht méglich sei. Eine derart
polarisierende Aussage weckte das Interesse der Forscher gegenteiliges zu beweisen. Der
erste Ansatz zur Verwendung keimfreier Tiere wurde durch Georg Nuttal und H. Thierfelder im
spaten 19. Jahrhundert, in Berlin, dokumentiert. Sie verwendeten fir ihre Forschungen Huhner
und Meerschweinchen, die sie in einfachsten Geratschaften ziichteten und hielten. Im Verlauf
ihres Lebens vertffentlichten sie die Abhandlung “Tierisches Leben ohne Bakterien im
Verdauungskanal . Doch die Instrumentarien waren zu unausgereift und die Aufzucht der Tiere
zu aufwendig. Sodass es bis 1930 dauerte, bis die Gnotobiotik einen deutlichen
Entwicklungsschub erhielt. In dieser Zeit beschaftigten sich gleich zwei grof3e Universitaten
mit der Herstellung und Aufzucht keimfreier Tiere. Zum einen die University of Notre Dame in

Indiana und die Universitat in Lund in Schweden (40).

In den Anfangsphasen war eine besondere Herausforderung, dass jedes keimfreie Tier per
Kaiserschnitt auf die Welt geholt und per Hand aufgezogen werden musste. Es hat Jahre
gedauert, bis man die mangelhaften Komponenten durch das Fehlen der Mikrobiota erkannte.

Nach entsprechender Forschung konnte man speziell autoklavierbare Diaten entwickeln, die
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zur selbsterhaltenden Fortpflanzung der Tiere, auch unter sterilen Bedingungen fihrte. Damit
erlangte man unbegrenzte Aufrechterhaltung der keimfreien Tiere, sofern man sie steril hielt.
Ein weiteres Problem stellte die Technik dar, die zur Aufzucht keimfreier Tiere notwendig war.
Die von der University of Notre Dame und der Universitat von Lund verwendeten Behélter
wurden speziell aus Edelstahl hergestellt und enthielten haufig einen eigenen Autoklaven. Fir
viele Forschungseinrichtungen war dies, schon allein aufgrund der Kostenfrage, nicht zu
realisieren. 1957 entwickelten Trexler und Reynolds einen flexiblen Folienisolator und eine
Form der Sterilisation, die auch fir andere Forschungseinrichtungen erschwinglich waren. In
den 1960er waren sowohl Ratten- als auch Mauskolonien keimfreier Herkunft gut etabliert. Die
verschiedenen Forschungseinrichtungen stellten Anderen diese Tiere fur diverse
Forschungen sogar zur Verfligung. Das gab der Gnotobiotik einen deutlichen Aufwartsschub
(41).

Verschiedene Forschungsgruppen fokussierten sich im Verlauf auf die zellularen und
anatomischen Veréanderungen, die die keimfreie Aufzucht und Haltung fur die Tiere zur Folge
hatte. Thompsen und Trexler zeigten bereits 1971, dass die Schleimhaute der Tiere
unterentwickelt waren und sie reduzierte Serum Leukozyten und Antikdrper aufzeigten. Lesher
et al. zeigten 1964, dass keimfreie Tiere einen deutlich vergré3erten Appendix aufwiesen
ebenso wie andere metabolische und anatomische Veranderungen. Vor allem der vergréf3erte
Blinddarm konnte letale Folgen fir die Tiere haben. Der vergroRerte Blinddarm konnte sich
um die anderen Darmanteile wickeln und zu einem sogenannten ,cecal volvulus® fuhren.
Zudem erwies sich der vergroRerte Blinddarm fur Tierzlichter als unglnstig, da er mit
Veranderungen der Geschlechtsorgane einherging und somit die Fortpflanzungsfahigkeit der

Tiere einschrankte (42).

1960 begann Dr. Russel W. Schaedler an der Rockefeller University keimfreie Mause mit einer
Reihe von Bakterien zu besiedeln, die keimfrei aufgewachsen waren. Die sogenannte
Schaedler-Flora enthielt anaerobe Streptokokken sp., zwei Typen Laktobazillus spp., einen
Stamm Bacteroides, ein Enteroccocus sp. und einen coliformen Stamm. Im Verlauf seiner
Forschungen vertrieb Schaedler seine entwickelte Flora auch an andere Tierzlchter. Im Laufe
der folgenden Jahre wurde die Flora immer wieder veradndert und weiterentwickelt. Die
kolonisierten Tiere wurden fur Forschungen im Bereich der Darmimmunologie und Colitis

Forschung verwendet und brachten somit wichtige Erkenntnisse (42).
2.4.2 Aufzucht und Haltung

Trotz technischen Fortschrittes, seit dem spaten 19. Jahrhundert, gestaltet sich auch heute

noch die Haltung und die Aufzucht keimfreier Tiere kostenintensiv und aufwendig.
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Heute gibt es unterschiedliche Mdglichkeiten keimfreie Tiere zu generieren. Zum einen kann
man einen aseptischen Kaiserschnitt, zum anderen einen Embryonentransfer durchfiihren.
Dieses tragt zur Minimierung der Keimverschleppung bei. Eine weitere Variante stellt der
Erwerb der Tiere von Zichtern dar. Hierbei kann es sich um C57 BL/6 GF Mause, Swiss
Webster, BALB/c oder intern gezlchtete Stamme handeln. Eine weitere grof3e
Herausforderung ist die Sicherstellung der absoluten Keimfreiheit der Tiere und deren
Umgebung. Zuerst werden Raumlichkeiten bendtigt, die eine entsprechende Grof3e und eine
entsprechende Technik, zur Durchfuhrung der keimfreien Studie, aufweisen. GF-Mause
konnen sowohl in halbstarren Isolatoren (SRI) als auch in flexiblen Isolatoren gehalten werden.
Die Isolatoren weisen, je nach Hersteller, unterschiedliche GréRen und somit auch
unterschiedliche Fassungsvermdgen auf. Die Raume, in denen die GF-Mause untergebracht
sind, sollten zugangsbeschrankt sein und nur durch autorisiertes und geschultes Personal
betreten werden. Die entsprechenden Raumlichkeiten missen, mittels Wasserstoffperoxid,
dekontaminiert werden. Der Erfolg der Dekontamination wird mittels biologischer Indikatoren
Uberprift, die vor der Dekontamination platziert wurden. Die Person, die diese Raume betreten
muss, bendtigt eine entsprechende Ausrlstung. Unter anderem gehdrt dazu ein
Einwegoverall, eine Kappe, eine Maske, Handschuhe und Schuhlberzieher. Jede
Forschungsgruppe besitzt fir diesen Schritt spezifische und individuelle Protokolle, die es zu
beachten gilt. Nahrung und Trinkwasser muss durch autoklavieren sterilisiert werden. Zudem
ist es notwendig, dass samtliche Materialien wie Pipetten, Skalpelle, Nadeln, Réhrchen und
Papierticher im Voraus sterilisiert und bereitgestellt werden. Dies erfordert eine detaillierte
Planung der Studie. Da jeder Materialtransfer tGiber Autoklaven eine potentielle Infektionsquelle

darstellt, sollten diese so gering wie moéglich gehalten werden (43).

Neuankdmmlinge muissen aus ihren Transportzylinder in ihre sterile Umgebung uberfuhrt
werden. Hierfir missen immer zwei geschulte Personen anwesend sein, wovon einer die
Befahigung haben sollte den Gesundheitszustand der Tiere einzuschatzen. Wichtig ist
ebenfalls, dass gemeinschaftlich untergebrachte Tiere zusammenbleiben sollten, dies
minimiert aggressive Verhaltensweisen. Kontrollgruppen sind in benachbarten Raumen, unter
gleichen Bedingungen, unterzubringen. Alle Neuankémmlinge benétigten eine Woche Zeit, um
sich zu akklimatisieren, bevor die Studien beginnen kénnen. Taglich muss eine geschulte
Person die Tiere begutachten und eventuelle Auffalligkeiten weiterleiten. Jede Woche erfolgen
Abstriche und Tupferproben vom Stuhlgang, Kéafig und weitere Orte, um auf Bakterien oder
Pilze zu testen. Dieses Vorgehen ermdéglicht die frihzeitige Identifizierung von potentieller
Dekontamination. Im folgenden Verlauf konnen die Tiere, je nach Studiendesign, eingesetzt
werden (43).
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Wie diese Aufschliisslung an MalRnahmen zeigt, ist die Haltung und Aufzucht der keimfreien
Tiere weiterhin sehr aufwendig und kostenintensiv. Haufig wird versucht diese Hirde zu
umgehen und Tiere mit Antibiotikabehandlung ebenfalls in einen Zustand der “Keimfreiheit” zu
bringen. Die Methoden der GF-Méause und antibiotikabehandelten Méause werden oftmals als
aquivalent angesehen. Antibiotikabehandlungen kénnen jedoch nicht dasselbe Ergebnis
erzielen, wie keimfrei aufgezogene Tiere. Sie erreichen lediglich eine Dezimierung bestimmter
Mikroorganismen, kdnnen jedoch nie das gesamte Mikrobiom entfernen. Daher kann man bei
Antibiotikagaben nicht von Keimfreiheit sprechen. Zudem darf man nicht vergessen, dass
Antibiotikabehandlungen haufig unberechenbare Wechselwirkungen mit den Organsystemen
eingehen. Zusétzlich sollte man sich, in Zeiten wachsender Resistenzbildungen, bewusst mit
dem Einsatz des Einsatzes von Antibiotika auseinandersetzten. Letztendlich fehlen haufig
standardisierte Ablaufe der Antibiotikabehandlung und die verbleibende Restdarmmikrobiota
kann sehr unterschiedlich ausfallen. Weswegen Ascher et al. in ihrem Ubersichtsartikel
ebenfalls zu der Erkenntnis gekommen sind, dass, wenn keimfreie Tiere zur Verfiigung stehen,

diese als Studiendesign, im Sinne der Reproduzierbarkeit, vorzuziehen sind (44).
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate

Gerat Hersteller

Analytical Balance Sartorius Research | Data Weighing System, Inc., Wood Dale,
R200D

Vereinigte Staaten

Durchflusszytometer

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach,

Deutschland

Dynex Opsys MR™ Microplate Reader

Aspect Scientific Ltd., Cheshire, Vereinigte

Staaten

Feinwaage

Sartorius, Goéttingen, Deutschland

Fisherbrand™ FB70155 Pump

Fisher Scientific / Thermo Fisher Scientific,
Hampton, Vereinigte Staaten

Fusion FX

Vilber Lourmat Deutschland GmbH, Baden
Wirttenberg, Deutschland

IKA® KS 260 basic

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Kuhlschrank -20°

Liebherr, Bulle, Schweiz

Kuhlschrank 4°

Liebherr, Bulle, Schweiz

Mini- PROTEAN® Tetra System Bio- Rad Laboratories, Inc., Hercules,
Vereinigte Staaten

PowerPac™ HC Hogh- Current Power | Bio- Rad Laboratories, Inc., Hercules,

Supply Vereinigte Staaten

Pipet- Life XLS Mettler- Toledo Rainin, LLC , Oakland,

Vereinigte Staaten

Sterilbank Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
Vereinigte Staaten

Vortexer Scientific Industries Inc., New York,
Vereinigte Staaten

Waage Sartorius, Gottingen, Deutschland

Zentrifuge Heraeus, Hanau, Deutschland

Tabelle 1: Gerate
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3.2 Software

Software

Hersteller

BD FACSDiva™

Becton Dickinson, New Jersey, Vereinigte
Staaten

Microsoft Office 16

Microsoft, Washington, Vereinigte Staaten

GraphPad Prism 9.0

GraphPad Software Inc, Kalifornien,

Vereinigte Staaten

Tabelle 2: Software

3.3 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Eppendorf tubes (2ml)

Sarstedt, Niedersachsen, Deutschland

Kantle 20G

BD, New Jersey, Vereinigte Staaten

Mikrotitterplatte, schwarz

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,

Vereinigte Staaten

Pasteurpipetten aus Glas

Hartenstein GmbH, Wirzburg, Deutschland

Petrischale

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
Vereinigte Staaten

PDVF Membrane

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,

Vereinigte Staaten

Pipettenspitzen

Mettler-Toledo, GieRen, Deutschland

Zellsiebe

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,

Vereinigte Staaten

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien
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3.4 Chemikalien und Reagenzien

Substanz

Hersteller

Rotiophorese® Gel 30 (37, 5:1)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat
(SDS) - Pellets

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethanhydrochlorid (TRIS — HCL)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Phosphate-Buffered Saline
(PBS) pH 7,4 (1x)

Gibco - Life Technologies/ Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad

Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA) — Solution pH 8 (0,5M)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Bovines Serum albumin
(BSA) Fraction V

Eurobio, Courtaboeuf

Peroxide Reagent B (20x) Cell Signaling Technology Europe, B.V.,
Frankfurt am Main
LumGLO ® Reagent A (20x) Cell Signaling Technology Europe, B.V.,

Frankfurt am Main

Na,HPO, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
D(+)- Glucose Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
NaHCO, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
KH,HPO, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Hepes Buffer Solution (1M)

Gibco — Life Technologies/ Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad

KCI

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Glycerin 86%

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

RIPA Lysis Buffer, 10x

EMD Millipore Corp/ Merck KGaA

Burlington

Bromphenolblau Na - Salz

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Pierce™ Protease and

Inhibitor Mini Tablets

Phosphatase

Thermo Fisher Scientific, Carlsbad

Milchpulver Blotting grade, pulv.

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

DC™ Protein Assay Reagent B

Bio- Rad Laboratories, Inc., Hercules

DC™ Protein Assay Reagent A

Bio- Rad Laboratories, Inc., Hercules

DC™ Protein Assay Reagent S

Bio- Rad Laboratories, Inc., Hercules

37




Material und Methoden

Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Methanol, 99,5% AppliChem GmbH, Darmstadt

NacCl Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Tween- 20 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

FCS Life Technologies/ Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad
HCI Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

ECL Western Blot Substrates

Fisher Scientific / Thermo Fisher Scientific

Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien

3.5
10x Laufpuffer

30,2g Tris base

144g Glycin

10g SDS

Auffullen auf 2000ml, mit ddH,O

Puffer und Medien

1x Laufpuffer
100ml 10x Laufpuffer

Auffullen auf 1000ml, mit ddH,O

10x TBS- Puffer

157g Tris HCL

90g NaCl

Auf pH 7,5 mit NaOH einstellen

AnschlieRBend auffullen auf 1000ml, mit ddH,O

1x TBS
100ml 10x TBS
Auffullen auf 21000ml, mit ddH,O

1x TBST- Puffer
100ml 10x TBS
Auffillen auf 1000ml, mit ddH,O

Unter Rihren 1ml Tween-20 zufligen
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10x Transferpuffer

90,3g Tris Base

144g Glycin

Auffillen auf 1000ml, mit ddH,O

1x Transferpuffer

50ml 10x Transferpuffer

100ml Methanol (blotting gerade)
350ml ddH,O

Kahl lagern

1,0 M Tris, pH 6,8 fur Sammelgele
12,1g Tris Base

Auffullen auf 80 ml mit ddH,O
Einstellen auf pH6,8

Auffullen auf 200ml mit ddH,

Bei Raumtemperatur lagern

1,5M Tris, pH 8,8 fur Trenngele
45,59 Tris Base

Auffillen auf 220ml mit ddH,O
Einstellen auf pH 8,8

Auffullen auf 250ml mit ddH,O

Bei Raumtemperatur lagern

5x Lammli

78,89 Tris- HCI 2,5M Stock auf 200ml
Davon 4ml pro Ansatz (0,2M)

4dml  Tris- HCI

10ml Glycerol

5ml B - Mercaptoethanol

29 SDS

Iml 1% Bromphenolblau

BSA 5%
20ml  1x TBST
1,09 BSA
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Milchpulver
2,59  Milchpulver
Auffillen auf 50ml mit IXTBST

RIPA

1ml  RIPA Lysis Buffer

1 Thl. Pierce™ Protease and Phosphatase Inhibitior Mini Tablets
Auf 20ml mit ddH,O aufflllen

Lysis Buffer
0,0308g DTT

121,1369g Tris base
2,981g KCI
20%  Glycerin

HBSS-Puffer

49 NaCl

0,2g KCI

0,03g KH,HPO,

0,59 Glucose

0,024g Na,HPO,

0,16g NaHCO;

Auffullen auf 500ml mit ddH,O
Autoklavieren

FCS in Wasserbad

50ml FCS

12,5ml Hepes Buffer Solution

PBS

0,59 BSA

2mM EDTA

Auffillen auf 200ml mit PBS

Stripping Buffer fir Western Blot

15g Glycin
1g SDS
10ml Tween 20
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Auffillen auf 800ml mit ddH,O
pH auf 2,2 einstellen
Auffillen auf 2000ml mit ddH,O

Trenngele fur Tris- Glycine SDS- Polyacrylamide Gel

8% Gel 15ml
H.O 5,1ml
30% Acrylamid Mix 4,0ml
1,0M Tris (pH 8,8) 5,6ml
10% SDS 0,15ml
10% APS 0,15ml
TEMED 0,009ml|

Tabelle 5: Trenngel 8%iges Agarosegel

10% Gel 15ml
H,O 4,1ml
30% Acrylamid Mix 5,0ml
1,0M Tris (pH 8,8) 5,6ml
10% SDS 0,15ml
10% APS 0,15ml
TEMED 0,006ml

Tabelle 6: Trenngel 10%iges Agarosegel

5% Sammelgele fiir Tris- Glycine SDS- Polyacrylamide Gel

Komponenten 4ml

H,O 2,75ml
30% Acrylamid Mix 0,67ml
1,0M Tris (pH 6,8) 0,50ml
10% SDS 0,04ml
10% APS 0,04ml
TEMED 0,004ml

Tabelle 7: 5% Sammelgel
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3.6 Isolation neutrophiler Granulozyten mit Histopaque (Dichtegradient-

Zentrifugation)

Als Versuchstiere wurden, wie oben beschrieben, Mause verwendet. Um die neutrophilen
Granulozyten isolieren zu kénnen wurde dem Spendertier beide Beine post mortem
entnommen. Zum vorribergehenden Transport wurden die von Muskel und Haut befreiten
Knochen in einem gekihlten HBSS beflllten Proberdhrchen transportiert. Es wurden Femur
und Tibia, jedes Beines, entnommen.

Die Isolierung wurde an einer Sterilbank durchgefiihrt. Nach einer vorangegangenen
Reinigung des Arbeitsplatzes wurden die Knochen an ihren jeweiligen Epiphysen
abgeschnitten. Das entsprechende Knochenmark wurde, durch einen entsprechenden Filter,
in das Proberdéhrchen ausgewaschen.

Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation von 1560 n/min fur zehn Minuten. Danach wurde der
Uberstand in den Proberéhrchen abgesaugt und das verbleibende Pellet in 1ml einer Losung,
aus HBSS und Hepes, gelost.

In neuen Proberéhrchen wurde ein Gradient mittels Histopaque 1077 und 1119 aufgebaut, bei
Verwendung von jeweils 4ml von Histopaque 1077 und 1119. 1ml der entstandenen
Knochenmarkslosung wurde anschlielend auf diesen Gradienten gegeben. Es folgte eine
weitere Zentrifugation bei 2360 n/min fir 30 Minuten.

Nach erfolgter Zentrifugation konnte man, die bei der unteren Dichte angesiedelten
neutrophilen Granulozyten, bei der 4ml Marke, mit einer Pipette entnehmen. Nach Zugabe von
weiteren 20ml Waschpuffer wurde erneut zentrifugiert, bei 1560 n/min flr zehn Minuten.
SchlieRlich entfernte man wieder den Uberstand, loste das Pellet und zentrifugierte, nach

Zugabe von 12,5ml Waschpuffer, erneut. Dieser Schritt wurde noch einmal wiederholt.

3.7 Isolation neutrophiler Granulozyten MACS Cell Seperation

Den Maus-Versuchstieren wurden post mortem beide Femur- und Tibiaknochen entnommen.
Sie wurden von Muskelgewebe, Sehnen und Haut befreit. Die Epiphysen wurden
abgeschnitten, um das Knochenmark entnehmen zu kdnnen. Mit insgesamt 10ml PBS Puffer
wurden die jeweils zwei Tibia- und zwei Femurknochen durchgespilt. Das Knochenmark/PBS
Gemisch wurde auf einen 70um Filter gegeben. Aus dem Filtrat wurde die Zellzahl bestimmt.
AnschlieBend wurde das Filtrat bei 300xg fur zehn Minuten bei 4 Grad Celsius zentrifugiert.
Der Uberstand wurde entfernt und das entstandene Pellet mit 200ul PBS resuspendiert.
Danach wurde 50ul Neutrophil Biotin-Antibody zugefiigt und die Losung durchmischt. Die
Ldsung anschlie3end bei 2-8 Grad Celsius fur zehn Minuten inkubieren. Je nach Zellzahl in 5-
10ml PBS waschen. Anschlielend bei 300xg bei 4 Grad Celsius fur zehn Minuten
zentrifugieren. Uberstand abnehmen und das entstandene Pellet in 400l resuspendieren. Als

nachstes 100ul Anti-Biotin MicroBeads zufigen und mischen. 15 Minuten in einem 2-8 Grad
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Celsius Kuhlschrank inkubieren. Mit 5-10ml, je nach Zellzahl, waschen und anschlie3end bei
300xg, bei 4 Grad Celsius, zehn Minuten inkubieren. Das Pellet mit 500ul resuspendieren.
AnschlieRend wurden die Saulen positioniert und mit 3ml PBS vorbehandelt. Danach wurde
die Losung auf die Saule aufgetragen. Nachdem sie vollstdndig durchgelaufen war, wurde
dreimal mit 3ml PBS aufgetragen. AbschlieRend wurde die entstandene Lésung bei 300xg fur
sieben Minuten zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde je nach Verwendung weiter
behandelt.

3.8 Proteinlysatherstellung

Die Probe der neutrophilen Granulozyten wird auf Eppendorf GefalRe, gleichmafig nach
Bedarf, verteilt. Im Anschluss wird ein frisch angesetzter RIPA Lysepuffer, entsprechend der
ProbengroRRe, dazugegeben, maximal 300ul. Proteinlésung und Lysepuffer werden 4-5-mal,
mit einer Pipette, gut durchmischt. Die fertig befullten Eppendorf Gefalle werden dann 30
Minuten auf Eis inkubiert und anschlieRenden bei 13000rpm, bei 4 Grad Celsius, fur drei
Minuten zentrifugiert.

Der Uberstand wird abgenommen und auf die Eppendorf GefaRRe verteilt. Nutzt man die
Proben nicht am gleichen Tag, kénnen sie fiir einen Monat bei -20 Grad Celsius weggefroren

werden. Bei langerer Lagerung wird bei -80 Grad Celsius eingefroren.

3.9 DC™ Protein Assay

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein DC™ Protein Assay verwendet. Es ist
zwingend erforderlich, um die Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben im Western Blot
anzugleichen.

Auf eine 98 Well Platte werden die entsprechenden Proben pipettiert, je 5ul pro Well. Der
entsprechende Standard wird je nach erwarteter Proteinkonzentration gewahlt. AnschlieRend
wird das Reagenz A und Reagenz S entsprechend der benétigten Menge zusammengefihrt.
Die entstandene Lésung wird mit je 25ul pro Well auf die 98 Well Platte aufgetragen.
AnschlieRend wird das Reagenz B mit 200ul pro Well zugefiigt. Die Platte wird 15 Minuten,

lichtgeschiitzt, bei Raumtemperatur inkubiert. Die folgende Detektion erfolgt bei 690nm.

3.10 Western Blot

Die Proben wurden, wie oben beschrieben, mit der Proteinlyse fir den Western Blot
vorbehandelt. Die Gele wurden einen Tag vor dem Western Blot hergestellt. Hierbei handelt
es sich um 8%ige Gele. Die Proteinkonzentration der Proben wurde mit dem DC™ Protein
Assay bestimmt und die Konzentrationen angeglichen.

Die Proben wurden, entsprechend der errechneten Konzentration, pipettiert und mit einem 5x

Lammli-Puffer versetzt. Anschliefend wurden sie bei 95 Grad Celsius fir zehn Minuten
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aufbereitet. Danach kihlten sie bei Raumtemperatur ab. Die Gele wurden bei 80 Volt fur 15
Minuten in Laufpuffer vorbehandelt. Danach wurden die Proben und der PageRuler™
Prestained Protein Ladder aufgetragen. Von dem Marker wurden 7ul aufgetragen, bei der
Probe, je nach Konzentration, maximal 28l.

Die befillten Gele wurden wieder in die Box eingesetzt und die ersten 15 Minuten bei 80 Volt,
anschlie3end bei 100 Volt laufen gelassen. Dieser Vorgang lief solange, bis die Lauffront den
unteren Rand der Glasplatte erreicht hatte. Dann wurde der Vorgang gestoppt.

Die PVDF Membran wurde zugeschnitten und fuinf Minuten in Methanol inkubiert. Filter und
Schwamme wurden in 1x Transferpuffer eingelegt. Dann wurde in folgender Reihenfolge
geschichtet: Platte, Schwamm, Filter, Membran, Gel, Filter, Schwamm, Platte.

Der entstandene Blot wurde fur 1,5 Stunde in Transferpuffer mit 75 Volt behandelt.
AnschlieRend wurde die Membran an den entsprechenden Teilen zurechtgeschnitten und, je
nach verwendetem Antikorper, mit 5% BSA oder Milchpulver fir 45 Minuten geblockt.
Danach wurde der entsprechende Antikorper, gemaR den Herstellervorgaben, in der
entsprechenden Lésung geldst und auf die Membran gegeben. Diese wurde Gber Nacht bei 4
Grad Celsius inkubiert.

Am Folgetag wurde die Antikdrperlésung entfernt und dreimal mit TBS-T fur jeweils zehn
Minuten gewaschen. Im Anschluss daran wurden die Membranen mit dem entsprechenden
Sekundarantikorper fir 90 Minuten inkubiert. Es folgten drei weitere Waschschritte mit jeweils
einmal TBS-T und zweimal 1xTBS.

Daraufhin erfolgte die Detektion am Fusion Gerat. Hierbei wurde das ECL Reagenz
verwendet. Daflir wurde 50ul Reagenz A mit 50ul Reagenz B und 900ul Wasser gemischt.

Diese Losung wurde auf die Membran aufgetragen und die Detektion gestartet.

3.11 Stripping fur Western Blot

Auf die bereits mit Primar- und Sekundarantikdrper inkubierte Membran bringt man den
Stripping Buffer auf, sodass er die Membran vollstdndig bedeckt. Dann inkubiert man die
Membran fir zehn Minuten bei Raumtemperatur. Anschlieend entfernt man den Stripping
Buffer und gibt frischen Stripping Buffer auf die Membran, sodass sie vollstandig bedeckt wird.
Dann inkubiert man fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur. Danach entfernt man den Stripping
Buffer und bedeckt die Membran mit PBS fiir zehn Minuten. Schliel3lich entfernt man das PBS
und gibt neues dazu und inkubiert fir zehn Minuten. Anschlieend entfernt man das PBS
wieder und gibt TBST auf die Membran bis sie vollstdndig bedeckt ist, finf Minuten Inkubation.
Man entfernt das TBST und wiederholt den Schritt. Letztendlich blockt man die Membranen
nun erneut. Danach sind sie bereit, erneut mit einem Primar- und Sekundarantikorper inkubiert

zu werden.
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3.12 FACS

Die zuvor isolierte Knochenmarkprobe wird mit 400ul kalten PBS gel6st. Anschliel3end wird
TruStain fcX™ (anti — mouse CD16/32) zum Blocken (1:50 L6ésung) zugegeben, fir 20 Minuten
auf Eis blocken. Anschlie3end werden die Ansétze pipettiert. Es werden, je Well, 100ul Probe
zugegeben. Die Platte wird bei 2000 rpm, bei 4 Grad, fur zwei Minuten zentrifugiert, der
Uberstand wird entfernt. Die jeweiligen Ansatze werden auf eine 96 Well Platte, zu je 50ul pro
Well, pipettiert. In die Negativkontrolle werden 50ul kaltes PBS pipettiert. Die Platte wird nun
lichtgeschiitzt, auf Eis, fir 20 Minuten inkubiert. Nach einer Inkubationzeit von 18 Minuten
wurde DAPI (1:10000 Loésung) dazu gegeben, 50ul pro Well. Jedoch nicht in die
Negativkontrolle. Die Platte wird bei 2000 rpm, bei 4 Grad, fur zwei Minuten zentrifugiert, der
Uberstand wird entfernt. Die Proben werden mit 100pl kaltem PBS gewaschen, anschlieRend
erneut bei 2000 rpm, bei 4 Grad, fir zwei Minuten zentrifugiert. Danach wird der Uberstand
entfernt. Das Pellet wird erneut in 100ul gelést und anschlieBend in die FACS Rdhrchen
gegeben, die mit 100pl kaltem PBS befillt sind. Die Proben werden, bis zur Messung, kalt und

lichtgeschiitzt aufbewahrt.

3.13 Statistische Analyse

Die Ergebnisse wurden mit GraphPad Prism 9.0 ausgewertet. Es erfolgte die Darstellung als
Mittelwert mit £SEM (Standartfehler). Der D" Agostino-Pearson Omnibus K2-Test wurde fir die
Uberprifung der Normalverteilung, sowie der F-Test fiir die Uberpriifung der Gleichheit der
Varianzen. Beide Tests wurden auf den Student’s-Test (*) angewendet. Ergaben sich hierbei

Abweichungen wurde der Mann-Withney-Test (#) angewendet.

4 Ergebnisse

4.1 Quantifizierung der Signalintensitat von IRAK4 in neutrophilen

Granulozyten
Zur Quantifizierung auf Proteinebene wurden aus dem Knochenmark der Versuchstiere
Neutrophile Granulozyten isoliert. Im Anschluss erfolgte, Uber eine photometrische Messung
mittels Bradford Assay, eine quantitative Bestimmung des Proteingehaltes. Diese Proteine
wurden auf ein 8%iges Gel, im Zuge des Western Blots, nach entsprechender Behandlung
aufgetragen. Je nach gesuchtem Protein wurde die Blotting-Membran mit einem passenden
Antikérper in entsprechender Konzentration inkubiert. Mittels Chemielumineszenz konnte mit

Hilfe des Fusion Geréates eine densometrische Auswertung erfolgen.

Die Proteinbande von IRAK4, IRF3 und IRF5, inklusive derer phosphorylierten Anteile wurde
densometrisch quantifiziert. Dabei wurden die Proteine in GF C57BL/6J Mausen, wie auch in

ihrer Kontrollgruppe den CONV-R C57BL/6J M&usen nachgewiesen.

45



100kDa

Ergebnisse

ns

_ # 6= — _ % %k %k %k
A °® B c ¢
L ] L ]
— o -] b
5 B 5 %
Bo e |0 2o Bo
=t
2 * Zx 83
£E< £< £<
5 27 B 7 5 27
wn . 72] 7]
0 T T 0 T T 0-
@\{(‘- \§52~ ’é 'e“ GF CONV-R
(o) 8] o &
'0 () ‘_}\o é\
<O & B S
& & N
R

Abbildung 12: A Vergleich der Signalintensitat von IRAK4 in weiblichen (n=5) und mannlichen
(n=4) CONV-R Mausen B Vergleich der Signalintensitat von IRAK4 in weiblichen (n=5) und
mannlichen GF Mausen (n=4) C Vergleich der Signalintensitat von IRAK4 in CONV-R Mausen
(n=9) und GF Méausen (n=9). Die Ergebnisse wurden als + SEM dargestellt, die statistische
Auswertung erfolgte mittels Mann- Whitney Test, p#<0.0159, und dem Student’s t-Test,
p****<0.0001.

Es zeigte sich, dass in den CONV-R Tieren das unphosphorylierte IRAK4 signifikant mehr in
deonveailligheroNerR we X pamighi)wichels imfdaFmirerigken Tieren. Bei den GF Mausen zeigt
sich jedoch tendenziell kein Unterschied zwischen den Proteinmengen bei den weiblichen und
mannlichen Tieren. Insgesamt wurde, geschlechtsunabhéngig, in den keimfreien Mausen eine
signifikant geringere Expression von IRAK4 gegeniiber den CONV-R Tieren detektiert. Das
IRAK4 Protein stellt hierbei eine zentrale Schaltstelle des MyD88-abhéngigen TLRA4-
Signalweges dar. Unphosphoryliertes IRAK4 ist hierbei die Vorstufe der aktiven Form des
Proteins, das fir die Weiterleitung des Signals unerlasslich ist.

— 4 a—-—-w--"'--'

55kDa

a-Actinin

IRAK4
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Abbildung 13: Darstellung eines Western Blots, hierbei wurde IRAK4 fiir CONV-R Tiere und
GF- Tiere dargestellt und gegen a-Actinin aufgetragen.

Als Ladungskontrolle wurde bei jedem Western Blot a-Actinin detektiert. Das Protein wird in
hohen Mengen in allen Zellen produziert, da es Bestandteil des Zytoskeletts ist. Der Antikorper
wurde, 1:1000 verdinnt aufgetragen. Im Anschluss an die Detektion erfolgte die

Normalisierung gegen die a-Actinin-Bande.

4.2 Quantifizierung der Signalintensitat von p- IRAK4 in neutrophilen
Granulozyten

Die phosphorylierte Variante des IRAK4 Proteins ist auf einer Hohe von 45 k-Da zu

detektieren. Damit liegt sie ungefahr 10 k-Da niedriger als ihre unphosphorylierte Variante. Die

phosphorylierte Variante ist die aktivierte Form des Proteins. Sie vermittelt die entsprechende

Signalkaskade und fuhrt zur Phosphorylierung weiterer Proteine. Damit reguliert sie auch, je

nach Menge der Proteine, die Starke des Signals.
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Abbildung 14: A Vergleich der Signalintensitat von IRAK4 in weiblichen (n=4) und ménnlichen
(n=4) CONV-R Mausen B Vergleich der Signalintensitat von IRAK4 in weiblichen (n=4) und
mannlichen GF Mausen (n=4) C Vergleich der Signalintensitat von IRAK4 in CONV-R M&ausen
(n=8) und GF Mausen (n=8). Die Ergebnisse wurden als =+ SEM dargestellt, die statistische

Auswertung erfolgte mittels Mann- Whitney Test, p#<0.0268.

Mannliche CONV-R Tiere wiesen signifikant mehr p-IRAK4 auf als ihre weiblichen
Vergleichstiere. Die keimfreie Versuchsgruppe zeigt jedoch eine deutlich starkere Produktion

des p-IRAK4 in den weiblichen Mausen, als in den mannlichen. Damit kommt es in den
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keimfreien Tieren zu einem deutlich groReren Anstieg der Produktion der aktivierten Form des
IRAK4 gegeniber der Kontrollgruppe. Tendenziell kann nun beobachtet werden das in den
GF- Mausen mehr p-IRAK4, als in den CONV-R Mausen produziert wird. Damit ist zu erwarten
das keimfreie Mause tendenziell starker auf einen LPS- induzierten Reiz Uber die Aktivierung

des TLR4- Signalweges reagieren.

GF(m) GF(m) GFW) GF w) CONV-R (m) CONV-R(W)

P T s e | e S a-Actinin

, p-IRAK4

Abbildung 15: Darstellung eines Western Blots, hierbei wurde p-IRAK4 fur CONV-R Tiere und

GF- Tiere dargestellt und gegen a-Actinin aufgetragen.

4.3 Relative Intensitat von IRAK4 in GF- und in CONVR- Mausen

Die relative Intensitat wurde durch die Bildung des Quotienten der Signalstéarke des p-IRAK4
und der Signalstarke des IRAK4 Proteins berechnet. Dieser Schritt wurde sowohl fur die
CONV-R als auch die GF- Mause durchgefiihrt, AnschlieRend wurden beide Gruppen

graphisch gegeneinander aufgetragen.
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Abbildung 16: Vergleich der relativen Intensitat (p-IRAK4/IRAK4) zwischen CONV-R Mausen
(n=8) und GF- Mausen (n=8). Die Ergebnisse wurden als + SEM dargestellt, die statistische
Auswertung erfolgte mittels Mann- Whitney Test, p###<0.0002.

In der Auswertung zeigte sich eine signifikante Erh6hung der relativen Intensitat in den
keimfreien Tieren gegenuber den CONV-R Mausen. Dieser Befund unterstreicht die
vorausgegangene Vermutung das die keimfreien neutrophilen Granulozyten deutlich starker

auf einen ankommenden LPS-Reiz reagieren kénnen.

4.4 Quantifizierung der Signalintensitat von IRF3 in neutrophilen
Granulozyten

IRF3 stellt einen zentralen Punkt der MyD88-unabhangigen TLR4- Signalkaskade dar. Hacker

et al. stellten 2011 die These auf das der MyD88-unabhéngige TLR4-Signalweg, nach

Aufnahme des LPS-gebundenen Rezeptors, ausschliel3lich im Endosom initiiert wird. Hierbei

wird IRF3 als inaktive Vorstufe gebildet und bei entsprechendem Reiz phosphoryliert.
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Abbildung 17: A Vergleich der Signalintensitat von IRF3 in weiblichen (n=4) und mannlichen
(n=4) CONV-R Mausen B Vergleich der Signalintensitat von IRF3 in weiblichen (n=4) und
mannlichen GF Mausen (n=3) C Vergleich der Signalintensitat von IRF3 in CONV-R Mausen
(n=8) und GF Méausen (n=7). Die Ergebnisse wurden als + SEM dargestellt, die statistische
Auswertung erfolgte mittels Mann- Whitney Test, p#<0.0268.

Die Graphen zeigen das in den weiblichen CONV-R M&ausen signifikant mehr IRF3 als in den
mannlichen Mausen produziert wird. Wohingegen man bei den GF- Mausen lediglich einen

leichten Trend zu den weiblichen Méausen sieht. Bei der Gegenuberstellung von GF- Mausen
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und CONV-R Mausen ist zu erkennen, dass die GF- Mause tendenziell mehr IRF3
produzieren.

GF (W) GF(m)  CONV-R (W)

100KD2 [ s a-Actinin

IRF3
55kDa

Abbildung 18: Darstellung eines Western Blots, hierbei wurde IRF3 fir CONV-R Tiere und GF-
Tiere dargestellt und gegen a-Actinin aufgetragen.

4.5 Quantifizierung der Signalintensitat von p-IRF3 in neutrophilen
Granulozyten

Im phosphorylierten Zustand kann p-IRF3 in den Zellkern translozieren und direkt die

Expression von Chemokinen stimulieren. Damit stellt IRF3 ein Endglied in der Signalkaskade

dar. Die Menge des p-IRF3 korreliert also direkt mit der Stéarke der inflammatorischen Antwort.
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Abbildung 19: A Vergleich der Signalintensitét von p-IRF3 in weiblichen (n=4) und ménnlichen
(n=4) CONV-R Mausen B Vergleich der Signalintensitat von p-IRF3 in weiblichen (n=4) und
mannlichen GF Mausen (n=3) C Vergleich der Signalintensitat von p-IRF3 in CONV-R Mausen
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(n=8) und GF Mausen (n=7). Die Ergebnisse wurden als £+ SEM dargestellt, die statistische

Auswertung erfolgte mittels Mann- Whitney Test, p#<0.0268.

Die weiblichen CONV-R Tiere produzieren quantitativ wesentlich mehr p-IRF3 als die
mannlichen Tiere. Bei den GF Mausen zeigt sich ebenfalls tendenziell eine erhéhte Produktion
der aktiven Form des IRF3 Proteins. Vergleicht man die GF Mause mit den CONV-R Tieren
zeigt sich tendenziell eine hohere Produktion von p-IRF3 in den Keimfreien Tieren.

GF (W) GF (m) CONV-R (w)
- — — —_— a-Actinin
p-IRF3

Abbildung 20: Darstellung eines Western Blots, hierbei wurde p-IRF3 fur CONV-R Tiere und

GF- Tiere dargestellt und gegen a-Actinin aufgetragen.

4.6 Relative Intensitat von IRF3 in GF- und in CONVR- Mausen

Wie fur IRAK4 erfolgte die Berechnung des Quotienten der relativen Intensitat fir IRF3.
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Abbildung 21: Vergleich der relativen Intensitat (p-IRF3/IRF3) zwischen CONV-R Mausen
(n=8) und GF- Mausen (n=7). Die Ergebnisse wurden als + SEM dargestellt, die statistische

Auswertung erfolgte mittels Mann- Whitney Test, p#<0.0289.

Wie auch bei IRAK4 zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen GF Mausen und CONV-
R Mausen. In keimfreien Tieren ist die relative Intensitat von p-IRF3 zu IRF3 deutlich héher
als in CONV-R Tieren. Damit ist zu erwarten das auch im MyD88-unabh&ngen Weg der TLR4
Signalkaskade die inflammatorische Antwort in keimfreien Mausen deutlich intensiver ausfallt

als in der Kontrollgruppe.

4.7 Quantifizierung der Signalintensitat von IRF5 in neutrophilen

Granulozyten
IRF5 nimmt in der TLR4-Signalkaskade eine gewisse Sonderstellung ein. Wahrend alle
anderen Proteine eine Abfolge von Aktivierung verschiedener Proteine durchlaufen wird IRF5
direkt von MyD88 aktiviert. Es wirkt dann ohne Zwischenakteure direkt auf die Produktion von
TNF-a und IL-6. Damit steht die Quantitative Menge von IRF5 in direktem Zusammenhang mit

der inflammatorischen Antwort, welche durch den TLR4- Rezeptor ausgeldst wird.
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Abbildung 22: A Vergleich der Signalintensitat von IRF5 in weiblichen (n=4) und mannlichen
(n=4) CONV-R Mausen B Vergleich der Signalintensitat von IRF5 in weiblichen (n=4) und
mannlichen GF Méausen (n=4) C Vergleich der Signalintensitat von IRF5 in CONV-R M&usen
(n=8) und GF Mausen (n=8). Die Ergebnisse wurden als + SEM dargestellt, die statistische

Auswertung erfolgte mittels Mann- Whitney Test, p#<0.0268.

Bei IRF5 konnen wir erkennen das sowohl die CONV-R, als auch die GF-Mause, einen
signifikanten Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen Tieren zeigen. Die weiblichen

Tiere zeigen quantitativ mehr IRF5 als ihre ménnlichen Gegenstiicke. Vergleicht man GF-
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Mause und CONV-R-Mause zeigt sich nur eine sehr geringfiigige Tendenz, dass in den
keimfreien mehr IRF5 produziert wird.

GF(W) GF(m) CONV-R W)

100kDa| "EG_—_-G —  — a-Actinin
57kDa

IRF5

Abbildung 23: Darstellung eines Western Blots, hierbei wurde IRF5 fir CONV-R Tiere und GF-
Tiere dargestellt und gegen a-Actinin aufgetragen.

4.8 Quantifizierung der Signalintensitat von p-IRF5 in neutrophilen
Granulozyten

Wie auch bei den vorherigen Proteinen stellt die phosphorylierte Variante die aktive Form dar.
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Abbildung 24: A Vergleich der Signalintensitat von p-IRF5 in weiblichen (n=4) und ménnlichen
(n=4) CONV-R Méausen B Vergleich der Signalintensitat von p-IRF5 in weiblichen (n=4) und
mannlichen GF Mausen (n=4) C Vergleich der Signalintensitat von p-IRF5 in CONV-R M&ausen
(n=8) und GF Mausen (n=8). Die Ergebnisse wurden als + SEM dargestellt, die statistische

Auswertung erfolgte mittels Mann- Whitney Test, p#<0.0268 und p##<0.0011.

Im Gegensatz zu p-IRF3 und p-IRAK4 zeigt p-IRF5 eine signifikant geringere Produktion in
den CONV-R-Tieren als in den GF-Mausen. Sowohl in den GF als auch in den CONV-R-
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Mausen sieht man jedoch wieder eine deutlich erhéhte Produktion von p-IRF in den weiblichen

als in den méannlichen Mausen.

GF (W) GF(m) CONV-R (w)

oy W .| 7ctinin

S | p-IRF5

Abbildung 25: Darstellung eines Western Blots, hierbei wurde p-IRF5 fur CONV-R Tiere und

GF- Tiere dargestellt und gegen a-Actinin aufgetragen.

4.9 Relative Intensitat von IRF5 in GF- und in CONVR- Mausen

Auch fur IRF5 wurde die Relative Intensitat rechnerisch bestimmt, wie oben beschrieben.
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Abbildung 26: Vergleich der relativen Intensitat (p-IRF5/IRF5) zwischen CONV-R Mausen
(n=8) und GF- Mausen (n=8). Die Ergebnisse wurden als + SEM dargestellt, die statistische

Auswertung erfolgte mittels Mann- Whitney Test, p#<0.0001.

Wie auch in den anderen Proteinen beobachtet ist in den keimfreien Mausen die Relative
Intensitat signifikant hoher als in den CONV-R Tieren. Damit zeigen sich die keimfreien Tiere

mit einer deutlich erhdhten Signalstarke als in ihrer Kontrollgruppe.

54



Ergebnisse

4.10 Durchflusszytometrie zur Bestimmung der TLR4- Rezeptoren in

neutrophilen Granulozyten
Die fluoreszenzaktivierte Zellanyalyse (FACS) ist ein Verfahren das fir die quantitative
Bestimmung von Oberflachenmolekilen eingesetzt wird. Sie basiert auf einer Antigen-
Antikérper- Reaktion. Die verwendeten Antikdrper sind mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert. Dies ermdglicht die Darstellung der entsprechenden Zielstrukturen. Im Falle der
Vorliegenden Untersuchung wurde der CD284-PE und CD62L-FITC. CD284-PE markiert den
TLR4 Rezeptor auf den neutrophilen Granulozyten. CD62L-FITC markiert das L-Selektin. L-
Selektin stellt ein Adhasionsmolekil auf neutrophilen Granulozyten dar. Zur Durchfiihrung der
Untersuchung wurden neutrophile aus dem Knochenmark isoliert und eine Lyse der noch
verblieben Erythrozyten durchgefiihrt. AnschlieBend werden die Zellen mit dem
entsprechenden FACS- Gerat gemessen. In der folgenden Abbildung kann man die
entsprechenden Dot Plots sehen. Diese wurden durch entsprechende Gating-Strategien

eingegrenzt.
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Abbildung 27: Durchflusszytometrie zur Bestimmung der TLR4 Expression in neutrophilen

Granulozyten. Darstellung der entsprechenden Dot Plots. Bei der Erstellung des Gating
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Schemas unterstitzte Dr. Frano Hernan Malinarich Gonzalez.
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In der Durchflusszytometrie werden die Zellen im Kanal mit Licht beleuchtet. Ein Sensor erfasst
die unterschiedlichen Lichtbrechungen und Reflektionen durch die Zellen. Diese Messungen
kénnen wir im Dot plot der Abbildung A sehen. Um die betreffenden Zellen wurde zuerst ein
groBes Gate gelegt. Dieses Gate schlielit Lymphozyten, Monozyten und neutrophile
Granulozyten ein, aber Zellreste aus. Anschlie3end wurde 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
gegen eine APC- Mischung aufgetragen. Da DAPI tote Zellen markiert, konnte in der
Abbildung B die lebenden Zellen identifiziert und ein entsprechend angepasstes Gate um die
gelegt werden. AnschlieBend wurde CD11lb gegen DAPI aufgetragen. CD11b ist ein
Adhasionsmolekdl in Lymphozyten, Monozyten und neutrophilen Granulozyten. In der
Abbildung D wurde Ly6C gegen Ly6G aufgetragen. Damit konnte der Anteil der neutrophilen
Granulozyten bestimmt werden. Das entsprechende Gate wurde angelegt und die Anzahl der
CD284- PE positiven Zellen bestimmt.
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Abbildung 28: Darstellung der Mean Fluorescent Intensity in CD284-PE positiven neutrophilen
Granulozyten in GF-Mausen (n= 6) gegen CONV-R-Mause (n=6)

In dem dargestellten Diagramm wurden die CD284-PE positiv gemessenen Zellen des FACS
in CONV-R- Mausen gegen GF-Mause gemessen. Hierbei zeigt sich ein signifikanter
Unterschied zwischen der Expression des TLR4-Rezeptors in den zwei Testgruppen. In den
GF-Mausen konnte deutlich mehr TLR4-Rezeptoren mittels FACS detektiert werden, als in

den CONV-R- Mausen. Diese Ergebnisse unterstiitz die in den vorangegangenen Western
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Blots erhobene Daten, in denen sich eine quantitative Erhéhung der Proteine der

Signalkaskade des TLR4-Rezeptors in den GF-Mausen gegenuber den CONV-R-Tieren zeigt.

5 Diskussion

Der grundlegende Gedanke der vorliegenden Doktorarbeit war es, Unterschiede in der der
Expression auf Proteinebene des TLR4-Signalweges zwischen keimfreien und CONV-R
Méusen zu finden. Die Arbeiten der Forschungsgruppen im CTH der Universitat Mainz um
Prof. Dr. Christoph Reinhardt zeigten signifikante Unterschiede zwischen den
inflammatorischen Reaktionen im Gefa3system von GF-Mausen verglichen mit CONV-R
Mausen. Zu der Untermauerung dieser Forschungsergebnisse gehort eine Quantifizierung
entscheidender Proteine. Jackel S et al. zeigte im Blood 2017 das es signifikante Unterschiede
im Thrombuswachstum verletzter Halsschlagadern von Mausen gab. Hierbei zeigte sich eine
enge Verknlupfung der angeborenen immunologischen Wege der Testtiere mit der Produktion
von Wille-Brandt-Faktor- Bildung in der Leber und somit mit der Thrombenbildung (56).
Kiouptsi K et al. hingegen zeigte 2019 dass es zwar keine signifikanten Unterschiede in der
Plague Bildung zwischen CONV-R und GF-Mausen gibt, es jedoch in CONV-R Mausen
vermehrt zu niedrig gradigen inflammatorischen Reaktionen im Gefal3system kommt. Auch
diese Arbeit bestétigte signifikante Unterschiede zwischen der Thrombusgrof3e in CONV-R
und GF- Mausen (57).

5.1 Seperation neutrophiler Granulozyten aus dem Knochenmark

Bei Menschen ist der Ubliche Weg, um neutrophile Granulozyten zu extrahieren, Vollblut zu
entnehmen. Hierzu existieren diverse Isolationsprotokolle (58,59). Bei Mausen zeigt sich
dieses Vorgehen erschwert. Das niedrige Blutvolumen der Mause, von ungefahr 5ml,
beinhaltet eine zu geringe neutrophilen Anzahl fir weiterfihrende Untersuchungen. Deshalb
wurden verschiedene Verfahren entwickelt um neutrophile in ausreichenden Mengen aus
Méausen zu gewinnen. Zu diesen gehoren zum Beispiel die Gewinnung von neutrophilen
Granulozyten aus der Peritonealhthle. Hierbei zeigt sich jedoch eine deutliche erhohte Menge
an aktivierten neutrophilen Granulozyten (60). Da fiir die Zielsetzung der vorliegenden
Doktorarbeit eine unkontrollierte Aktivierung der neutrophilen Granulozyten nicht
wuinschenswert ist, wurde sich fur die Isolation der neutrophilen Granulozyten aus dem

Knochenmark entschieden.
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Fur diese Methode muss als erster Schritt den Mausen die entsprechenden Knochen
entnommen werden. Anfanglich wurde hierfir nur das Knochenmark aus Femur und Humerus
Knochen der Mause verwendet. Die neutrophilen Granulozyten wurden mittels
Dichtegradientzentrifugation von den lbrigen Zellen getrennt. Die gewonnene Probe wurde
mit dem Bradford Assay auf den entsprechenden Proteingehalt Gberprift. Diese zeigten
jedoch bei den anfanglich durchgefuhrten Bradford Assays eine geringe Proteinausbeute.
Daraufhin wurde ein Alternativverfahren fir die Isolation der neutrophilen aus dem
Knochenmark getestet. Die Magnetic Activeted Cell Seperation (MACS) vermittelt Gber
Inkubation mit sogenannten MicroBeads eine Zellseperation. Auch hierbei zeigte sich im
durchgefuhrten Bradford Assay eine nicht ausreichender Proteingehalt. Um die Menge an
neutrophilen Granulozyten und damit auch die Proteinmenge zu erhéhen wurde im Verlauf
ebenfalls die Huftknochen, das Sternum und die Tibia entnommen. Damit konnte der
Proteingehalt deutlich erhoht werden. Das MACS Verfahren zeigte einen geringfigig
niedrigeren Proteinanteil, sodass ich mich fiir die Isolation der neutrophilen Granulozyten
mittels Dichtegradientzentrifugation entschied. Die Knochenentnahme aus den Mausen
gestaltete sich teilweise schwierig, da die Rdéhrenknochen haufig an den Epiphysen
zerbrachen. Das schmaélerte zusatzlich den Proteingehalt der Probe. Zudem mussten die

Knochen préazise von Muskulatur und Fett befreit werden um eventuelle Verunreinigungen in

der Probe zu vermeiden.

Femur

Humerus

Sternum

Fibula

Abbildung 29: Entnommene Knochen aus den Versuchstieren zur Gewinnung von

neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark

Die geschaffenen Phasen durch die Dichtegradientzentrifugation zeigten sich anfallig far
Erschitterung. Dies fiihrte zu einer Vermischung der geschaffenen Phasen. Diese
Erschitterungen traten haufig beim Transport von der Zentrifuge zur Steril Bank auf. Zudem
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zeigten sich latente Verunreinigungen durch das durchstechen der oberen Phase, die
Monozyten enthalt, um die untere Phase zu pipettieren. Deshalb begrenzte ich die Haufigkeit

des pipettierens der neutrophilen Granulozyten auf zwei mal.

_4—Monozyten

..~q— neutrophile Granulozyten

Abbildung 30: Schematische Darstellung der Phasen der Dichtegradient- Zentrifugation

Die Phasen stellen sich als heller Ring dar. Sicherlich stellt es auch eine Herausforderung dar
den Ring ordentlich mittels Pipette abzusaugen und das vollstdndig. Nimmt man zu wenig ab,

verliert man einen wichtigen Anteil an Zellen. Dies wiederum reduziert dann den Proteingehalt

des Zelllysats, der zur Durchfihrung des Western Blots wichtig ist.

Monozyten

Neutrophile
Granulozyten

Abbildung 31: Dichtegradient- Zentrifugation im Labor

Die Proben wurden, nach Lysierung und anschlieBender Bestimmung des Proteingehaltes,

eingefroren und zur weiteren Analyse aufgetaut.
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5.2 Proteintbertragung mittels Western Blot

Der Western Blot bietet, aufgrund seiner vielen unterschiedlichen Schritte, eine Vielzahl an
Fehlerquellen und ist daher durchaus kritisch zu betrachten. Lakshmi et al. zeigt in seiner
Publikation von 2020 kritisch die Fehlerquellen und Schwéchen der Methodik auf (61).

Die ersten Probleme zeigten sich in der Herstellung und Verwendung der Gele fur den Western
Blot. Die Gele fur den Western Blot wurden fir jedes Experiment frihestens einen Tag vorher
vorbereitet und im Kuihlschrank, feucht, gelagert. Anfanglich kam es zu dazu das die Gele
austrockneten. Daher passte ich die Lagerbedingungen entsprechend an. Die Prozente des
Agarose Gels entscheiden dariber wie stark quervernetzt das Gel und damit auch wie
durchlassig das Gel ist. Anfanglich experimentierte ich sowohl mit 8%igen als auch mit 10%
Gel. Nach vergleichen der Ergebnisse zeigte sich das die 8%igen Gele ein besseres Ergebnis

in der Auftrennung der Proteine zeigten.

Die Gele selbst zeigten sich haufig Fehleranfdllig. Bei bereits minimalen
Konzentrationsabweichungen wurde das Gel instabil und polymerisierte nicht. Somit waren
diese Gele nicht fir Experimente zu gebrauchen. Zudem zeigten sich die Taschen der Gele
als sehr empfindlich. Die in der Gelkammer gegossenen Gele wurden mit einem Kamm im
Flissigen Zustand versehen, sodass sich die Taschen ausbildeten. Diese Taschen sind zur
Beladung des Gels mit Proteinen notwendig. Beim Entfernen des Kamms im polymerisierten
Zustand kam es haufig zum Zerreisen des Gels und der Kammern, womit das Gel nicht mehr

Zu verwenden war.

Abbildung 32: Versuchsaufbau mit Elektrophorese Kammer mit PowerPac
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In der Elektrophorese Kammer wurde die Proteinlysate im elektrischen Feld, entsprechend
inrer Grof3e, aufgetrennt. Eine zu geringe Spannung sorgte fiir eine sehr lange Laufzeit, zu

hohe Spannung konnte die Proteine zerstéren.

Nach der Elektrophorese Kammer wurde das Gel entsprechend auf eine Membran gelegt. Der
Transfer des Gels auf die Membran zeigte sich als sensibler Punkt des Experimentes. Das Gel
musste sehr vorsichtig aus er Elektrophorese Kammer auf die Polyvinylidene Difluoride
Membran (PVDF) transferiert werden. Hierbei blieb zu beachten, dass das Gel zu keinem
Zeitpunkt austrockenen durfte und standig befeuchtet sein musste. Trocknet das Gel aus war
es fur den Transfer nicht mehr zu verwenden. Zudem zeigte sich die Membran &uf3erst
sensibel. Es musste darauf geachtet werden die Membran lediglich mit einer Pinzette am
auReren Rand zu berthren, sonst ware die Membran beschadigt und somit unbrauchbar
gewesen. Dies wiederum gestaltete das Blasenfreie auflegen der Membran auf das Gel sehr
schwierig. Lag die Membran nicht Blasenfrei auf, konnte man den durchgefiihrten Western
Blot spater nicht verwerten da man keine Auswertung mit dem Fusion Gerat vornehmen kann.
Problematisch zeigte sich anfanglich das man die Blasenbildung erst nach der Inkubation der
Antikérper und mit der Detektion im Fusion Gerat sehen konnte. Das bedeutet erst im letzten
Schritt konnte man den Fehler erkennen und musste mit dem gesamten Western Blot von
vorne anfangen. Nach einigen Suchen flr eine Zwischenkontrolle wurde fir die vorliegende

Arbeit Ponceau S verwendet. Dieser rote Bisazofarbstoff farbt die PVDF Membran rot und man

kann die potentiellen Fehlerquellen so detektieren.

Abbildung 33: Anfarbung mit Ponceau S der PVDF Membran
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Abbildung 34: Detektion mit dem Fusion Gerét eines fehlerhaften Western Blot aufgrund von

Blasenbildung

Ein weiterer Vorteil der Ponceau S Farbung zeigte sich darin das man somit Uberpriifen konnte
ob die Proteine Uberhaupt transferiert wurden. Potenzielle Fehlerquellen beim Transfer zeigten
sich in inkorrekter Schichtung des Blotting-Sandwichs, zu wenig Transferpuffer oder

fehlerhaftem Anschluss an die Stromquelle.

Abbildung 35: Fehlende Ubertragung der Proteine vom Gel auf die PVDF Membran
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Im Folgenden mussten die Membranen zugeschnitten und mit den gewlnschten Antikorpern
inkubiert werden. Zuerst wurde versucht die Membran komplett zu inkubieren, um eventuelle
Fehler durch das zuschneiden einer Membran zu verhindern. Dies zeigte sich schwierig da
das entsprechende Stripping, ein Verfahren um eine bereits inkubierte Membran von den
Antikérpern zu befreien um sie erneut zu inkubieren, sich als auf3erst Fehleranfallig erwies.
Durch das Stripping entstanden doppelte Banden machten eine korrekte Auswertung der

Membranen schwierig.

Es zeigte sich im Verlauf der Doktorarbeit das der Western Blot als Methodik eine hohe
Fehleranfalligkeit zeigte. Dies ist sicher nicht zuletzt der hohen Anzahl an Zwischenschritten

geschuldet, die fur die Durchfiihrung des Western Blots notwendig sind.

5.3 Unterschiede in der inflammatorischen Antwort zwischen GF-
Mausen und CONV-R

In der Literatur haben sich bereits zu Beginn meiner Doktorarbeit deutliche unterschiede
zwischen CONV-R Mausen und GF-Mausen angedeutet. Die Forschungsgruppe um Xiang et
al. hat zum Beispiel herausgearbeitet, dass sich bei keimfreien M&usen, die eine
Stuhltransplantation von Mé&usen mit hochkalorischer Kost erhielten, eine deutliche

Hepatozyten Proliferation und inflammatorische Reaktion einstellten (62).

Hernandez-Chirlaque et al. beschaftigte sich 2016 in ihrer Publikation mit der Entstehung der
dextran sulphate sodium Colitis in CONV-R Mausen gegeniiber GF- Mausen. Hierbei zeigten
sie das es zu einer deutlich erhéhten Neutrophilen Rekrutierung in die Darmwand bei GF-
Mausen als in ihren Kontrollgruppen kam. Zudem zeigte sich die IL-6 Produktion in GF-
Mausen gegeniiber CONV-R Mausen deutlich erhoht. Die Autoren verweisen aber auch
darauf, dass es viele widersprtichliche Forschungsergebnisse zu dem Thema gibt. Kitajima et
al. jedoch hat gezeigt das die behandelten GF-Mause wesentlich starkere
Entziindungsreaktionen als ihre Kontrollgruppen zeigten und sogar eher verstarben. Die
Autoren bedienten sich bei dieser Forschungsarbeit ebenfalls der Methodik des Western Blots.
Hierbei konnte zum Beispiel beim IL-6 eine deutliche Erhéhung der Proteinmenge gegenuiber

den Kontrolltieren gezeigt werden (63).

Thevaranjan et. al zeigte in ihrer Publikation von 2017 jedoch das GF- Mause mit
zunehmendem Altem jedoch weniger chronisch entziindliche Reaktionen als die CONV-R
Tiere zeigten. Die inflammatorischen Proteine, wie zum Beispiel IL-6, zeigten sich deutlich
reduziert gegentber der Kontrollgruppe. Dadurch zeigten die GF- Méause signifikant weniger

atherosklerotische Veranderungen (64).
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In meinen Untersuchungen der Proteinmenge zeigte sich das phospho-IRF5 in GF-Mausen im
Unterschied zu CONV-R Tieren signifikant erhéht. Die Proteinmengen in IRAK4, phospho-
IRAK4, IRF3, phospho-IRF3 und IRF5 jedoch nur tendenziell erhdht. In den relativen
Intensitaten von IRAK4, IRF3 und IRF5 zeigten sich die Proteinmenge der GF-Mause jedoch
signifikant erhdht gegentber den Kontrolltieren. Dies legt die Vermutung nahe das die
inflammatorische Antwort der GF-Mause deutlich starker ausféllt als die der CONV-R-Mause.

Diese Vermutung deckt sich mit den Arbeiten von Kitajima et al. und Xiang et al. .

Die chronischen Entzindungen zu weniger inflammatorischen Reaktionen fuhren erscheint
nachvollziehbar. Werden doch hierfiir eine Endotoxamie durch die mikrobielle Darmmikrobiota
bendtigt. Diese sind jedoch an das Vorhandensein einer mikrobiellen Besiedelung geknipft,
die in GF-Méausen nicht existiert. Einen Ruckschluss Uber verminderte inflammatorische

Reaktionen kann man hierdurch nicht erschlief3en.

5.4 Geschlechterspezifische Unterschiede in der Proteinexpression

Im Verlauf der Experimente dieser Doktorarbeit zeigten sich immer wieder deutliche
Unterschiede zwischen den Geschlechtern. Letztendlich kann man an den Diagrammen
erkennen das, aufer bei phospho-IRAK4, die weiblichen Tiere quantitativ mehr der

gemessenen Proteine exprimieren als ihre mannlichen Artgenossen.

Analleo et al. ist eine der vielen Publikationen die sich mit der Fragestellung nach
Geschlechtsunterschieden bei der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen beschéftigt. In
der Publikation wird aufgezeigt das es bereits im Immunsystem zwischen Mannern und Frauen
deutliche quantitative Unterschiede gibt. Frauen zeigen hierbei eine erhdhte
Antikdrperproduktion, eine erhohte Zahl an CD4*-Zellen und einen hoheren IgM-
Plasmaspiegel der seinerseits wieder die Zytokinproduktion erhéht. Eine Vielzahl von
Autoimmunerkrankungen zeigen ein signifikant haufigeres Auftreten bei Frauen als bei
Mannern, unter anderem Autoimmunerkrankungen der Schilddriise, Sjogren-Syndrom oder
Sklerodermie. Bei anderen Autoimmunerkrankungen wie Multiple Sklerose oder rheumatoide
Arthritis sind die Frauen zwar nicht mehr in so hohen Prozentsatzen betroffen, mit 60-75%
aber immer noch deutlich haufiger als die méannlichen Vertreter. Eine der wenigen
Autoimmunerkrankungen in denen Manner haufiger betroffen sind als Frauen ist zum Beispiel

die primar sklerosierende Cholangitis. (52)

Diese medizinischen Beobachtungen spiegeln sich auch in meinen Forschungsergebnissen
wieder. Sowohl in den CONV-R, als auch in den GF-Mausen, zeigt sich ein deutlicher
Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen Tieren. Einzig und allein p-IRAK4 in den

CONV-R Tieren zeigt hier eine Ausnahme. Bei dieser Versuchsgruppe zeigt sich das Protein
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quantitativ vermindert exprimiert in der weiblichen Gruppe. Natlrlich muss man bei der
vorliegenden Doktorarbeit mit bertcksichtigen das die Fallzahlen in den Versuchsgruppen
relativ niedrig waren. Somit kénnen einzelne statistische Ausreil3er deutlich mehr ins Gewicht
fallen. Trotz einer verwendeten Tier Anzahl von 189 Tieren, konnte nur eine deutlich kleinere
Menge flr die Experimente genutzt werden. Das lag zum einem am langen Findungsprozess
die Methode fur die neutrophilen Granulozyten nutzbar zu machen. Zum anderen an den
anfanglich niedrigen Proteinkonzentrationen und den somit oben beschriebenen Problemen.
Dennoch sieht man bei den CONV-R Tieren fuir IRAK4, phospho-IRAK4, IRF5, phospho-IRF5,
IRF3 und phospho IRF3 einen signifikanten Unterschied in den Geschlechtern. Bei den GF-
Méausen zeigte sich in phospho-IRAK4, IRF5 und phospho-IRF5 signifikante Unterschiede

zwischen mannlichen und weiblichen Versuchstieren.

Die Zusammenfassung der Ergebnisse, geschlechterunabhéngig, erschwerte diese Tatsache
jedoch. Wie man an den entsprechenden Diagrammen (Abbildung 19 C) erkennen kann. Hier
zeigt sich eine relativ grof3e Streubreite, da die Werte der ménnlichen und weiblichen Tiere
teilweise stark voneinander abweichen. Insgesamt zeigt sich dadurch, aul3er fiir phospho-
IRF5, lediglich eine Tendenz fir die hohere Proteinmenge, jedoch kein signifikanter

Unterschied.

Unterstiitz wird dieses Ergebnis von der durchgefihrten FACS Untersuchung. Hierbei konnte
gezeigt werden das die GF-Mause signifikant mehr TLR4-Rezeptoren als die CONV-R- Mause
besitzen. Daher kann bei einem LPS- induzierten Reiz auf die TLR4-Rezeptoren in den GF-
Méusen eine deutlich starkere Antwort generiert werden, da sie mehr Rezeptoren besitzen.

Somit exprimieren sie, gegeniber der Kontrollgruppe, auch mehr Proteine der Signalkaskade.

5.5 Regulatorische Aktivitat der neutrophilen Granulozyten auf die

Immunantwort
Aus meinen erhobenen Ergebnissen heraus stellt sich die Frage ob der gesteigerten Menge
an Proteinen und an proinflammatorischen Elementen zu einer verstarkten inflammatorischen

Antwort durch die neutrophilen Granulozyten fihrt.

Ascher et al. zeigten in ihrer Publikation von 2020 das GF-Mause, denen eine Ischdmie-
Reperfusionsverletzung der mesenterialen Venolen zugefiigt wurden, signifikant mehr NET
Strukturen ausbildeten als ihnre CONV-R Kontrolltiere. Diese Erkenntnis wurde mittels der aus
dieser Arbeit stammenden Daten fur erhdhte inflammatorische Proteinmengen in GF-Méausen
untermauert. Damit wurde eine deutlich gesteigerte Reaktivitat fir neutrophile Granulozyten
bei keimfreien Mausen fur die NETosis und eine Einschrankung eben dieser durch das

Vorhandensein einer Darmmikrobiota gezeigt (65).
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Die Endotoxintoleranz ist ein Mechanismus der neutrophilen  Granulozyten.
Er ist unter anderem durch eine Verringerung der TLR4- Expression gekennzeichnet. Meine
FACS- Ergebnisse zeigten eine deutlich geringere Produktion in den CONV-R-Tieren, was auf
diesen Mechanismus zurtickzufiihren ist. Die GF-Mause zeigten eine deutlich erhdhte
Konzentration, was die Beteiligung der Damrmmikrobiota an der Ausbildung der

Endotoxintoleranz unterstreicht (51).

Pillay et al. zeigten in ihren Untersuchungen mit menschlichen neutrophilen Granulozyten das
diese in der Lage sind nicht nur Teil der Immunantwort zu sein, sondern diese auch zu
supprimieren. Dies geschieht durch eine Wasserstoffperoxidfreisetzung die zu einer
Unterdriickung von T-Zellen fuhrt. Ebenfalls gibt es Untersuchungen, dass das durch die

neutrophilen Granulozyten produzierte IL-10 die murine Abwehr stort (66).

Lelifeld et al. zeigte die neutrophile Elastase die Induktion und Reifung von Thl-Zellen
reduziert. Auch hier wurde die Fahigkeit der neutrophilen Granulozyten zur T-
Zellunterdriickung gezeigt. Dieser Mechanismus steht in engen Zusammenhang mit
Infektionskrankheiten und  Autoimmungerkrankungen. Damit schitzen neutrophile
Granulozyten zum gewissen Teil das Gewebe vor unerwiinschten starken inflammatorischen
Reaktionen. Zum anderen stellt dieser Mechanismus jedoch eine Problematik dar. Wenn
neutrophile Granulozyten zu den Lymphknoten wandern und dort die Immunantwort

supprimieren, kann es zu unerwiinschten schwacheren Immunantworten fihren (67).

Somit bleibt zu vermuten das neutrophile Granulozyten in GF-Tieren zwar deutlich starker
mittels NET Bildung reagieren und auch ihre inflammatorische Signalkaskade, aufgrund der
erhdhten Proteinmenge, verstarkt ausfallt, aber es noch einige TLR4 unabhangige Wege zur

Autoregulation der Immunantwort durch neutrophile Granulozyten gibt.

6 Zusammenfassung

Die Darmmikrobiota ist ein multikomplexes System aus vielen verschiedenen Bausteinen. Sie
Umfasst alle Mikroorganismen die den Darmbereich besiedeln. Die Zusammensetzung dieser
ist von vielen intrinsischen und extrinsischen Faktoren abhangig. So nehmen Ernéhrung und
genetische Pradispositionen eine wichtige Schlisselposition bei der Zusammensetzung dieser
ein. Aber auch der Geburtsmodus und medikamentdse Einflisse zeigen eine Beeinflussung

der Konstellation der intestinalen Mikrobiota.

Als grofdtes inneres Organ ist der Darm bereits seit einigen Jahrzenten Mittelpunkt vielféaltiger
Forschungsarbeiten. Trotz der Besiedlung durch diverse Unterschiedliche Mikroorganismen,

wie Bakterien, Viren aber auch Pilze, macht uns diese Flora nicht krank, sondern stellt sogar
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einen Schutz unserer Darmschleimhaut dar. In den Forschungsarbeiten konnte unter anderem
herausgearbeitet werden, dass die intestinale Darmmikrobiota und das Immunsystem in einem

engen Verhdltnis zueinanderstehen.

Ein weiteres breites Forschungsfeld, ist in diesem Zusammenhang, die Arbeit mit keimfreien
Tieren. Die Zichtung und Haltung dieser speziellen Tiere ist jedoch sehr aufwendig und
kostenintensiv, sodass nur wenige Forschungsgruppen die Mdglichkeit haben mit diesen
Tieren zu arbeiten. Durch die spezielle Zichtung sind die Tiere frei von mikrobieller
Besiedelung. Damit zeigen sie in optimaler Weise welchen Einfluss das fehlen der

Darmmikrobiota hat.

Die neutrophilen Granulozyten, als Bestandteil des angeborenen Immunsystem, stellen
hierbei einen zentralen Punkt der inflammatorischen Antwort auf pathogene Mikroorganismen
aber auch korpereigene Strukturen dar. Mittels zahlreicher Mechanismen koénnen die
neutrophilen Granulozyten auf fremde Strukturen reagieren und diese bekampfen. Hierzu

zahlen unter anderem die NET Bildung, aber auch die Endotoxin Toleranz.

Diese inflammatorische Antwort wird, unter anderem, auf zellularer Ebene in den neutrophilen
Granulozyten mittels TLR4- Signalweg vermittelt. Hierbei kommt es lber die Signalkaskade
zur Bildung unterschiedlicher Proteine, die allesamt das Ziel haben bestimmte

inflammatorische Transkriptionsfaktoren und Chemokine zu aktivieren.

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden verschiedene Schlisselproteine des TLR4-
Signalweges ausgewéhlt und quantitativ, mittels Western Blot, dargestellt. Es handelte sich
hierbei um IRF3, IRAK4 und IRF5, sowie deren phosphorylierten Varianten. Hierbei wurden
Wildtypen und keimfreie M&use miteinander verglichen. Die Gewinnung der neutrophilen
Granulozyten erfolgte hierbei aus dem Knochenmark der Tiere. Zudem wurde mittels FACS

Untersuchung die Dichte der TLR4 Rezeptoren nachgewiesen.

Letztendlich zeigen die Ergebnisse das in den relativen Intensitaten die keimfreien Mause
einen hoheren quantitativen Proteingehalt aufzeigten. Das legt die Vermutung nahe das die
keimfreien Tiere auch zu einer starkeren proinflammatorischen Antwort neigen. Zusatzlich

konnte im FACS eine hohere Dichte an TLR4- Rezeptoren nachgewiesen werden.

Seit langerem sind die Zusammenhédnge zwischen Autoimmunerkrankungen und
korpereigenen proinflammatorischen Prozessen bekannt. In verschiedenen
Forschungsarbeiten wurde gezeigt das es Unterschiede zwischen Mannern und Frauen,
bezuglich der Haufigkeit der Erkrankung an Autoimmunprozessen gibt. In meiner Doktorarbeit

konnte ich einen Unterschied zwischen ménnlichen und weiblichen Versuchstieren zeigen.
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Abstract

Objective: Recruitment of neutrophils and formation of neutrophil extracellular traps (NETS)
contribute to lethality in acute mesenteric infarction. To study the impact of the gut microbiota
in acute mesenteric infarction, we used gnotobiotic mouse models to study whether gut

commensals prime the reactivity of neutrophils towards NETosis.

Approach and Results: We applied a mesenteric ischemia-reperfusion (I/R) injury model to

germ-free (GF) and colonized C57BL/6J mice. By intravital imaging, we quantified leukocyte
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adherence and NET formation in I/R-injured mesenteric venules. Colonization with gut
microbiota or monocolonization with Escherichia coli augmented the adhesion of leukocytes,
which was dependent on the Toll-like receptor-4 (TLR4) / TIR-domain-containing adapter-
inducing interferon-B (TRIF) pathway. Although neutrophil accumulation was decreased in I/R-
injured venules of GF mice, NETosis following I/R injury was significantly enhanced compared
with conventionally raised (CONV-R) mice or mice colonized with the minimal microbial
consortium altered Schaedler flora (ASF). Also ex-vivo, neutrophils from GF and antibiotic-
treated mice showed increased lipopolysaccharide (LPS)-induced NETosis. Enhanced TLR4
signaling in GF neutrophils was due to elevated TLR4 expression and augmented IRF3
phosphorylation. Likewise, neutrophils from antibiotic-treated CONV-R mice had increased
NET formation before and after ischemia. Increased NETosis in I/R injury was abolished in
CONV-R mice deficient in the TLR adaptor TRIF. In support of the desensitizing influence of
enteric LPS, GF mice treatment with LPS via drinking water diminished LPS-induced NETosis

in vitro and in the mesenteric I/R injury model.

Conclusions: Collectively, our results identified that the gut microbiota suppresses NETing
neutrophil hyperreactivity in mesenteric I/R injury, while ensuring immunovigilance by

enhancing neutrophil recruitment.

Introduction

Acute mesenteric ischemia (AMI) is a life-threatening clinical situation in which occlusion of the
superior mesenteric artery reduces the blood flow to the intestine. This condition potentially
leads to bowel wall necrosis with perforation, followed by peritonitis and multiple organ
failure.1, 2 Necrosis triggers the sequestration of polymorphonuclear neutrophils (PMN) within
affected intestinal sections, producing reactive oxygen species (ROS).3 During mesenteric
infarction, the recruitment of leukocytes dictates the extent of the ischemia-reperfusion injury.
Prolonged ischemia of the intestine causes tissue damage from reperfusion, mediated by the
increased production of ROS due to neutrophil accumulation, leading to increased

microvascular permeability.4

In AMI, the role of the commensal gut microbiota is largely unexplored. Intestinal ischemia
disrupts the intestinal barrier and results in the translocation of gut bacteria and bacterial
products, such as lipopolysaccharides (LPS), into the systemic circulation, thereby promoting
the development of multiple organ failure.5 In support of a role of the gut microbiota in intestinal

ischemia-reperfusion (I/R) injury, decontamination of gut commensals was shown to protect
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from organ failure.6 Microbial-associated molecular patterns (MAMPS) stimulate pattern-
recognition receptors in the host, evoking various (and even opposite) biological responses.
Dependent on the host colonization status, muramyl dipeptide signaling engaging pattern
recognition through nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2 (NODZ2) is
protective against I/R-induced intestinal injury.7 This indicates that the presence of gut
microbiota supports the resilience of intestinal tissues to resist I/R injury. Conversely, it was
demonstrated that signaling via the adaptor molecule myeloid differentiation primary response
gene 88 (MyD88) by the gut microbiota promotes acute intestinal and lung injury, inflammation

and endothelial damage.8

Even if the role of gut microbiota as a trigger of TLR4 signaling is well-established, its impact
in the recruitment of leukocytes and platelets to I/R damaged mesenteric venules and its
influence on the formation of neutrophil extracellular traps (NETS) is unexplored. TLR signaling
pathways are induced during small intestinal ischemia,9 contributing to I/R injury.10 TLR4
activation results in a complex signaling cascade, involving the recruitment of the
Toll/interleukin-1 receptor (TIR) domain containing adaptor proteins (MYD88), TIR-associated
protein (TIRAP), MYD88 adaptor like protein (MAL), TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon-B (TRIF) and TRIF-related adaptor molecule (TRAM).11 Since TRAM interacts with
TRIF to phosphorylate tumor necrosis factor receptor-associated factor 3 (TRAF3), yielding in
interferon regulatory factor-3 (IRF3) phosphorylation, whereas TIRAP interacts with MYD88 to
phosphorylate interleukin-1 receptor-associated kinase 4 (IRAK4), TLR signaling is subdivided
into a MYD88-dependent and a MYD88-independent TRIF-mediated pathway.11 The
deficiency of the adaptor proteins MYD88 or TRIF is generally used to investigate the TLR4

receptor downstream signaling pathway.

In mesenteric I/R injury, the endothelial adhesion mechanisms of leukocytes and their
extravasation into the tissue, together with platelets deposition, play an important role. During
ischemia, the surface exposure of P-selectin by activated microvascular endothelial cells
together with the release of von Willebrand factor from endothelial cell Weibel-Palade bodies
supports platelet deposition, leukocyte rolling, adhesion, and aggregate formation in the small
intestinal microcirculation.12 , 13 Blockade of P-selectin strongly reduced platelet rolling and
adhesion in mesenteric I/R injury.14 Since platelets from P-selectin-deficient mice adhere
normally post-ischemia when transfused into WT recipient mice, but adhesion of WT platelets
is nearly absent in P-selectin-deficient recipient mice, the platelet-endothelium interactions in
the mesenteric I/R mouse model are primarily dependent on the P-selectin expression of the
vascular endothelium.14 Furthermore, the interaction of endothelial intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1) with the leukocyte B2 integrin Mac-1 is a critical determinant in
microcirculatory ischemia-reperfusion injury.15 , 16 While the expression of ICAM-1 has been

shown to be reduced in the mesenteries of germ-free (GF) mice,17 it remains elusive if the
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colonization status of the host influences leukocyte adhesion during AMI via the interaction of
P-selectin on activated endothelial cells and platelets with its counter-receptor P-selectin

glycoprotein ligand-1 (PSGL-1), expressed on leukocytes (including neutrophils).

Activated PMNs, together with eosinophils and basophils, are the first line of the innate immune
defence, undergoing a specialized form of programmed cell death. Augmented by the
interaction with P-selectin of platelets with PSGL-1,18 neutrophils release granule proteins and
chromatin that form extracellular DNA fibres, called neutrophil extracellular traps (NETS), which
bind and prevent the dissemination of bacteria.19, 20 The activation of PMNs with LPS results
in chromatin decondensation, followed by energy-dependent NET production.21, 22 In addition
to their recognized role in promoting arterial and venous thrombus formation,23, 24 the
formation of NETs was also observed in the microvascular I/R-injured myocardium and the
I/R-injured intestine25, 26. While the role of NETs in preventing the dissemination of
pathogenic bacteria during sepsis has been well defined, the contribution of the commensal
microbiota in NET formation in the mesenteric microvasculature during mesenteric ischemia-
reperfusion is entirely unresolved. Under this condition, resident gut microbes leak into the
portal circulation and need to be sequestered by activated neutrophils to prevent spreading to

the systemic circulation.

As the impact of the gut microbiota on leukocyte adhesion and NETosis in mesenteric I/R injury
is unexplored, we here set out to analyse these key leukocyte functions in I/R-injured
mesenteric venules of GF mice compared to conventionally-raised (CONV-R) counterparts. To
grasp the dynamic nature of vascular microbiota-host interactions, we studied leukocyte
adherence and NETosis in gnotobiotic mouse models lacking a gut microbiota by using GF
mice or CONV-R mice that were depleted from their commensal microbiota by treatment with
broad-spectrum antibiotics (Abx). To pinpoint the involvement of TLR4, we studied mouse
models deficient in critical elements of this signaling pathway. Furthermore, to figure out if the
revealed changes in LPS-induced NETosis are an inherent trait of GF neutrophils, we explored
the cell-intrinsic reactivity of neutrophils from GF mice in cell culture assays with isolated bone

marrow neutrophils.

Materials and Methods

Animals. TLR4-/- 27, MyD88-/- 28, Trif-/- 29 , MyD88-/- x Trif-/- , Altered Schaedler Flora
colonized (ASF) mice housed in flexible-film isolators30, and TLRA4fl/fl x VE-Cdh-Cre+ ,
TLR4wt/wt x VE-Cdh-Cre+ 31 mice on a C57BL6 background were used for the experiments.
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Further C57BL/6N and Swiss Webster mice were used as control experiments. C57BL/6J,
C57BL/6N and Swiss Webster mice were maintained as a GF mouse colony in sterile flexible
film mouse isolator systems. The germ-free status of mice was verified every second week by
PCR for detection of 16S rDNA and by bacterial culture testing. Conventionally raised (CONV-
R) SPF C57BL/6J, C57BL/6N and Swiss Webster mice originate from the same colonies.
Conventionally derived mice (CONV-D) were born GF and recolonized with a normal gut
microbiota at an age of 5-12 weeks; offsprings of these mice at weaning were used as
indicated. All the compared groups were fed the same chow diet and were co-housed, multiple
litters were represented in each group. Cecal microbiota donor mice were randomized. Cecal
content was solved in 3 mL PBS and 200 pL were administered by oral gavage in each
conventionalization experiment. C57BL/6J GF mice were monocolonized with Escherichia coli
strain JP 313 (provided by Evelyne Turlin, Institute Pasteur, Paris, France)32 and Bacillus
subtilis PY79, a prototrophic variant engineered from wild type 168 strain33, 34 (provided by
Prof. Ezio Ricca, University of Naples, Naples, Italy) in germ-free flexible film isolators. At
OD600nm = 0.6, a 200 pl-aliquot of the E. coli suspension was administered to each mouse
by oral gavage. For mono-colonization with B. subtilis, a suspension of 1.33x108 B. subtilis
spores in 200 pl sterile PBS was administered to each mouse by oral gavage. Mice were
analyzed following 14 days of colonization. C57BL/6J mice were colonized with the minimal
microbial consortium altered Schaedler flora (ASF), were kept for several generations in sterile
isolators and analysed at an age of 6-8 weeks. All experimental animals were 5-12 weeks old
male or female mice housed in the Translational Animal Research Center (TARC) of the
University Medical Center Mainz under specific pathogen-free (SPF) or GF conditions in EU
type Il cages with 2-5 cage companions with standard autoclaved lab diet and water ad libitum,
22 + 2 °C room temperature and a 12 h light/dark cycle. All groups of mice were sex, age-
matched and were free of clinical symptoms. All procedures on mice were approved by the
local committee on legislation of animals (Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz,
Koblenz, Germany; G11-1-025, G13-1-035, G13-1-072, and G16-1-013).

Administration of broad-spectrum antibiotics (Abx) and LPS. For depletion of gut microbes,
C57BL/6J CONV-R mice were treated with broad-spectrum antibiotics (1 g/L ampicillin, Carl
Roth, Germany; 1 g/L neomycin, Sigma-Aldrich, USA; 0,5 g/L vancomycin, Hikma, UK; and 1
g/L metronidazole, Sigma-Aldrich, USA) for 14 days via the drinking water according to an
established protocol.35, 36 To evaluate the role of metabolic endotoxemia37 on neutrophil
reactivity and NET formation, germ-free C57BL/6J mice were treated for one week with
lipopolysaccharide (100 pg/mL, LPS-EB Ultrapure, E.coli 0111:B4, InvivoGen, USA) via the

drinking water. Treated mice were daily monitored.
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Mouse LPS ELISA kit. EDTA-anticoagulated whole blood was collected by intracardial
puncture and the assay was performed according to manufacturer’s instructions (Mouse
Lipopolysaccharides (LPS) ELISA kit, Cusabio, USA).

Isolation of mouse bone marrow neutrophils. Previously described protocols were applied and
modified.38, 39 Mice were sacrificed by cervical dislocation and the skin was removed from
the legs. The remaining muscles and the end of the femur and tibia were cut. The bone marrow
was flushed through a 70 pm cell strainer with HBSS wash buffer (HBSS supplemented with
25 mM Hepes and 10% FCS) and the collected bone marrow suspension was centrifuged at
300xg for 10 min. The supernatant was removed and the pellet was resuspended in HBSS
and Hepes. For isolating the neutrophils, the suspension was overlayed on a Histopaque
gradient (4 mL Histopaque 1119 under 4 mL Histopaque 1077) and centrifuged for 30 min at
700xg without brake. The isolated neutrophils were carefully collected at the interface of the
Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, USA) and Histopaque 1119 (Sigma-Aldrich, USA) layers.
The neutrophils were washed with 20 mL washing buffer and centrifuged for 10 min at 300xg.
10 mL of the wash buffer was removed and 10 mL of fresh wash buffer was added to the cells
and resuspended, following centrifugation at 300xg for 10 min. For the last washing step, the
whole buffer was removed and the cells were washed with 20 mL wash buffer and centrifuged
for 10 min at 300xg. Washed neutrophils were resuspended in RPMI 1640 medium (without
phenol red, ThermoFisher scientific, USA) and counted.

Neutrophil activation by LPS. Isolated neutrophils were seeded to a black 96-well plate at a
density of 3x105 cells per well and stimulated with 10 ng/mL LPS (LPS-EB Ultrapure, E.coli
0111:B4, InvivoGen, USA). The plate was placed in a humidified incubator at 37 °C with CO2
(5%) for 5h.

Quantification of NETs by fluorescence microplate reader. Stimulated neutrophils were stained
with 50 pL of 5 uM of the cell impermeable dye SYTOX orange (ThermoFisher Scientific, USA)
and incubated in the dark for 10 min. Afterwards the cells were centrifuged at 200xg for 10 min
and washed with 50 pL RPMI 1640 medium (without phenol red, ThermoFisher scientific, USA)
and centrifuged at 200xg for 2 min. Quantification of NETs was performed with the SpectraMax
i3x microplate-reader (Molecular Devices, UK). The NET-specificity of the detected signal was

determined by incubation with DNase | (50 U/mL, Qiagen, Germany).
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Immunofluorescence of in vitro LPS stimulated neutrophils. Isolated neutrophils were seeded
to glass chamber slides at a density of 3x105 cells per well and stimulated with 10 ng/mL LPS
(LPS-EB Ultrapure, E.coli 0111:B4, InvivoGen, USA). The chamber slides were placed in a
humidified incubator at 37 °C with CO2 (5%) for 5h. After the incubation, the slides were
washed with PBS. For permeabilized cells, 0,1 % Triton-X100 (Carl Roth, Germany) was
added to the sample and incubated for 10 min. Cells were washed with PBS and blocked for
2h with 10% bovine serum albumin (BSA) in PBS. Primary Antibody was added to the cells
and incubated overnight. Cells were washed with PBS and incubated with secondary antibody
for 2h in the dark. Chamber slides were washed with PBS and incubated for 10 min. with 4’,6-
Diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich, USA). Cells were washed again with PBS.
The stained NETs were analyzed with the fluorescence microscope Axio Observer (10x
magnification, Zeiss, Germany). Antibodies used for immunoflourescence analysis are shown

in the Major Resources Tables in the online-only Data Supplement.

MACS neutrophil isolation kit. Briefly, mice were sacrificed and the legs were removed. The
remaining muscles and the end of the femur and tibia were cut. The bone marrow was flushed
through a 70 um cell strainer with 10 mL PBS. Mouse neutrophils were isolated according to

the manufacturer’s protocol (Neutrophil isolation kit (mouse), Miltenyi Biotec, Germany).

Red blood cell lysis. EDTA-anticoagulated whole blood was collected by intracardial puncture.
Cell lysis was performed according to the manufacturer’'s protocol (1XRBC lysis buffer,

Invitrogen, USA).

Flow cytometric analysis of neutrophil and monocyte surface proteins. Studies were conducted
using a BD FACSCanto Il flow cytometer with BD FACSDiva software (BD Bioscience,
Germany) and FlowJo-Software (Tree Star Inc., USA). 50 pL of EDTA-anti-coagulated whole
blood was incubated for 30 min (room temperature; RT) with 200 uL PBS pH 7.4 and 250 pL
0.4% (v/v) formaldehyde. Fixation was stopped by adding 1 mL PBS pH 7.4 and samples were
centrifuged for 5 min at 800xg (RT). Supernatant was discarded up to 100 pL. FACS antibodies
were added to the samples, briefly vortexed and incubated for 45-60 min at RT on a shaker.
Red blood cells were lysed by adding 2 mL lysing-solution 10-test (Beckman Coulter, USA)
and incubated for 10 min (RT) without shaking. Lysing step was stopped by adding 2 mL of
PBS pH 7.4 and centrifuged for 10 min at 800xg (RT). The supernatant was discarded and
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250 pL PBS was added to the tubes and measured. Antibodies used for FACS analysis are
shown in the Major Resources Tables in the online-only Data Supplement.

Isolated bone marrow neutrophils and lysed blood samples were incubated with TruStain FcX
(2:50, anti-mouse CD16/32, BioLegend, USA) for 20 min on ice. 100 pL of the blocked bone
marrow or blood solution (collected by heart puncture) was added in each well of a 96-well
plate and centrifuged for 2 min at 2000 rpm (4° C). The supernatant was discarded and FACS
antibodies were added and incubated for 20 min in the dark (4° C). 4",6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI, 1:10000, Sigma-Aldrich, USA) was added shortly before the incubation time ends. The
plate was centrifuged at 2000 rpm (4° C) for 2 min and washed with 100 pL PBS. 200 pL of
the final stained cell solution was added in tubes and measured. Antibodies used for FACS

analysis are shown in the Major Resources Tables in the online-only Data Supplement.

Western Blot. Western blot was performed to determine levels of total IRF-3 protein and levels
of IRF-3 phosphorylated at Ser386. Bone marrow-derived neutrophils were isolated and lysed
in RIPA lysis buffer (Merck, Germany) in the presence of Pierce protease inhibitor mini tablets
(ThermoFisher Scientific, USA). Soluble proteins were fractionated on 8 % SDS-
polyacrylamide gels and transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF, Invitrogen, CA, USA)
membranes. Antibodies used for Western blot analysis are shown in the Major Resources
Tables in the online-only Data Supplement. Membranes were developed by adding ECL (1:1
mix of two solutions, BioRad, USA). Detection of the chemiluminescence signal was performed

with Fusion FX7 western blot detection device (Vilber, France).

Preparation of platelets, leukocytes and NET visualization by intravital epifluorescence
microscopy. Citrate-anticoagulated whole blood was collected by intracardial puncture on
anaesthesized mice. Platelet count was determined by using an automatic cell counter (KX-
21, Sysmex, Germany). Platelets were isolated and labeled with Rhodamin B (20 ug/mL)
(Sigma-Aldrich, USA).40 The labeled platelet suspension was adjusted to a final concentration
of 150 x 103 platelets/pL and 250 pL suspension was injected i.v. via a jugular vein catheter.
To characterize platelet leukocyte interactions in vivo, acridine orange (50 pg/pL, 50 pL per
mouse, Sigma-Aldrich, USA) stained leukocytes and ex vivo rhodamine B labeled platelets
were imaged simultaneously. In vivo neutrophil extracellular traps (NETS) were stained with
SYTOX orange (5 pM, 50 pL per mouse, Thermo Fisher Scientific, USA).41 NETs and

leukocytes were imaged at once.
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Mesenteric ischemia-reperfusion injury model. Mice were anesthetized by i.p. injection of a
solution of midazolame (5 mg/kg, Hameln pharma plus, Germany), medetomidine (0.5 mg/kg,
Zoetis, USA) and fentanyl (0.5 mg/kg, Janssen-Cilag GmbH, Germany). Briefly, a polyethylene
catheter (0.28mm ID, 0.61mm OD, Smiths Medical Deutschland GmbH, Germany) was
implanted into the jugular vein. The abdomen was entered via a midline laparotomy incision.
The superior mesenteric artery was identified and occluded with a small vascular clamp. After
an ischemic interval of 60 minutes, reperfusion was allowed. Before and immediately after
ischemia-reperfusion the entire small intestine was carefully taken out of the abdomen.
Platelets, leukocytes and NETs were visualized in situ by in vivo epifluorescence high-speed
video microscopy in the mesenterial venules. At the end of the experiments, all animals were
sacrificed by cervical dislocation. All procedures performed on mice were approved by the local
committee on legislation on protection of animals (Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz,
Koblenz, Germany; G13-1-072 and G16-1-013).

Intravital high-speed video epifluorescence microscopy. Measurements were performed with
a high-speed wide-field Olympus BX51WI fluorescence microscope using a long-distance
condenser and a 10x (NA 0.3) water immersion objective with a monochromator (MT 20E,
Olympus Deutschland GmbH, Germany) and a charge-coupled device camera (ORCA-R2,
Hamamatsu Photonics, Japan). For image acquisition and analysis, the Real-time Imaging
System eXcellence RT (Olympus Deutschland GmbH, Germany) and cellSens (Olympus
Deutschland GmbH, Germany) softwares were used. Cell recruitment was quantified in one
field view of 0.06 mm2. Adherent leukocytes and adherent platelets were defined as cells that
did not move or detach from the endothelial lining within an observation period of 20 seconds.
Rolling leukocytes were defined as cells that at least should once shortly attach the
endothelium within the 30 seconds of recording time. Leukocyte conjugates were defined as
an association of at least two leukocytes, while platelet-leukocyte conjugates were defined as
an association of at least one leukocyte and one platelet. Neutrophil extracellular traps were
defined as an extracellular structure, which is labelled with Acridine orange and/or SYTOX

orange (a cell impermeable nucleic acid stain).

Statistical analysis. Data are presented as mean + S.E.M and analyzed with GraphPad Prism
8 (GraphPad Software Inc., San Diego, California, US). The D"Agostino-Pearson omnibus K2
test was performed to determine the normality of the data, and the F test was used to determine
the Equality of Variances. The independent samples Student’'s t-test was applied for
comparison of two groups. If data were not normally distributed, the nonparametric Mann-

Whitney test was used.
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Results

Germ-free mice show reduced leukocyte adhesion in ischemia-reperfusion-injured mesenteric

venules

During acute mesenteric infarction, leukocytes and platelets adhere to the activated
endothelium, causing ischemia-reperfusion injury. While the response of leukocytes to
pathogenic determinants during microbial invasion is well-recognized, the possible role of the
gut-resident microbiota in mesenteric ischemia-reperfusion injury is unresolved. To investigate
if the adherence of leukocytes and platelets in acute mesenteric infarction is influenced by the
host colonization status, we compared conventionally raised (CONV-R) specific pathogen-free
(SPF) mice, that were colonized from birth from environmental microbes, to germ-free (GF)
mice, which lack colonization with a gut microbiota (Figure 1A). After the induction of an I/R
injury in the mesentery by ceasing the blood supply of the superior mesenteric artery for 60
minutes,14 leukocyte adhesion, leukocyte rolling, and leukocyte conjugate formation were
increased in the mesenteric venules of CONV-R mice compared to their GF counterparts
(Figure 1B-E). Furthermore, increased platelet deposition to the I/R-injured mesenteric
endothelium of CONV-R mice relative to GF mice was observed (Figure 1F). Interestingly,
post-ischemia, the number of platelet-leukocyte conjugates was significantly increased in the
CONV-R group (Figure 1G), demonstrating that the presence of a gut microbiota enhances

heterotypic cell interactions in mesenteric I/R injury.

In line with previous work, demonstrating that elevated LPS plasma levels in colonized mice
drive metabolic endotoxemia,37, 42 our results confirmed increased plasma LPS levels in
CONV-R mice compared with their GF counterparts prior to I/R injury (Figure 1H). Most likely,
LPS in the plasma of GF mice is diet-derived. As the functional inhibition of pro-adhesive P-
selectin function accounts for microvascular leukocyte accumulation and platelet-leukocyte
interaction in this model,14 the reduction in leukocyte adhesion to the mesenteric
microcirculation and the impaired formation of platelet-leukocyte conjugates can be explained
by reduced constitutive surface expression of PSGL-1 on neutrophils and monocytes in the
blood of GF mice (Figure 11). Thus, our results indicate that the presence of the gut microbiota
is a decisive factor for the severity of mesenteric ischemia-reperfusion injury as evaluated by

leukocyte tethering.
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Leukocyte adhesion in I/R-injured mesenteric venules dynamically adapts dependent on host

colonization status

To experimentally test if microbiota-dependent leukocyte adhesion dynamically adapts to the
presence or absence of gut commensals, we again took advantage of the GF mouse model.
First, we analyzed whether the identified I/R-induced increase in leukocyte accumulation in
CONV-R mice is re-established by colonization of GF mice with a cecal gut microbiota of a
CONV-R donor mouse. Ex-GF mice, colonized for 14 days with a cecal microbiota are termed
conventional-derived mice (CONV-D)43 (Figure 2A). In support of a pro-adhesive role of gut
microbial colonization in mesenteric I/R injury (Figure 1A, B), the mean numbers of adhering
leukocytes were also increased post-ischemia in CONV-D mice compared to GF controls
(Figure 2A). In sharp contrast, antibiotic depletion of the gut microbiota by a 14 day
administration protocol (Abx; cocktail of ampicillin, neomycin, vancomycin and metronidazole)
on CONV-R mice efficiently prevented I/R-induced tethering of leukocytes (Figure 2B),
demonstrating that this microbiota-dependent vascular phenotype is highly dynamic and fully

reversible.

To pinpoint if monocolonization with an individual gut-resident bacterium is sufficient to evoke
increased leukocyte adherence in mesenteric I/R-injury, we performed monocolonization
experiments with the gram-negative gut microbe Escherichia coli JP313 (Figure 2C). At the
end of the 14 day monocolonization experiment, the mice had a fecal colonization density of
2.68x106 (colony forming units) CFU/mg. Interestingly, in this gnotobiotic approach,
monaocolonization with E. coli JP313 increased leukocyte adhesion to I/R-injured mesenteric
venules pre- and post-ischemia (Figure 2C). In conclusion, both colonization with a gut
microbiota, but also monocolonization with E. coli JP313 enhanced the extent of leukocyte
adherence to I/R-injured mesenteric venules, whereas antibiotic depletion of the microbiota

reversed this phenotype.

The presence of gut commensals restricts in vivo NETosis

In acute mesenteric infarction, a proportion of the adherent activated neutrophils forms
NETs19,20, contributing to inflammatory conditions of the splanchnic circulation and
aggravating the outcome.26 To quantify the extent of NETosis in gnotobiotic mouse models
by fluorescence intravital microscopy in vivo,41 we counted the SYTOX orange positive
adhering neutrophils in the mesenteric venules prior to and after I/R injury. As expected, pre-
ischemia, the number of NETing leukocytes was modest (Figure 3A). Strikingly, post-ischemia
NETosis was vastly enhanced and GF mice showed 2-fold increased NET-formation in I/R-

injured mesenteric venules compared with CONV-R counterparts (Figure 3A). Thus, our
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experiments demonstrate a strong increase in I/R-induced in vivo NETosis in GF mice

compared to CONV-R mice.

To address whether the impact of gut commensals on mesenteric I/R injury-induced NETosis
is a dynamic process, we colonized GF mice with a complex cecal gut microbiota from a
CONV-R donor mouse over a 14 day period (conventionalization, CONV-D) and then applied
the mesenteric I/R injury model. In line, the conventionalized ex-GF mice showed strongly
reduced numbers of NETing neutrophils at 1 hour of I/R injury compared to the GF group,
demonstrating that the microbiota dynamically regulates NETosis (Figure 3B). In contrast,
depletion of commensals by antibiotic treatment significantly increased the number of NETing
neutrophils in the mesenteric I/R injury model (Figure 3C). Collectively, our experiments
pinpoint the gut microbiota as an environmental factor that dynamically suppresses NETosis

in I/R injured mesenteric venules.

Next, we tested whether monocolonization with the Gram-negative enterobacterium E. coli
JP313 is sufficient to reduce the extent of NETosis in the mesenteric I/R injury model. While
the numbers of NETing leukocytes were comparable pre-ischemia, in the post-ischemic state,
our gnotobiotic monocolonization experiments with E. coli JP313 showed a clear trend towards
suppressed in vivo NETosis in the I/R injury model (Figure 3D). Furthermore, we
monocolonized with the Gram-positive gut bacterium Bacillus subtilis PY7933, 34, reaching a
final colonization density of 4.36x106 CFU/mg feces, which likewise resulted in elevated
leukocyte tethering and strongly reduced NETosis in I/R-injured mesenteric venules (Figure
S1A, B). In addition, post-ischemic NETosis in mesenteric venules was significantly reduced
in altered Schaedler flora (ASF) colonized mice30 relative to GF controls (Figure S1C).
Collectively, our results demonstrate that the colonization-induced suppression of I/R injury-
induced NETosis is broadly inducible even by individual gut commensals or minimal microbial

consortia.

Suppressed NETosis of colonized mice is due to attenuated neutrophil Toll-like receptor-4

signaling

Since mesenteric infarction typically is accompanied by the loss of intestinal barrier function
and hence leukocytes in the intestinal microcirculation face elevated levels of pro-inflammatory
patterns,5, 6 we reasoned that hyperreactive TLR4 signaling in the neutrophils of GF mice
could by causal for enhanced NET formation. To pinpoint whether GF neutrophils show
hyperreactive LPS-induced NETosis ex vivo, we stimulated isolated bone marrow-derived
neutrophils from GF and CONV-R mice (Figure S2A-D) and measured the SYTOX orange

signal of plated neutrophils in a fluorimetric assay. Increased LPS-induced NETosis was
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consistently observed ex vivo in isolated bone marrow neutrophils from GF mice, indicating
that TLR4 signaling is hyperreactive at GF housing conditions (Figure 4A). Hyperreactive ex
vivo NETosis was not strain-specific as we consistently observed this microbiota-regulated
neutrophil phenotype in the GF C57BL/6N and the GF Swiss Webster mouse line (Figure S3).
The role of chronic LPS exposure (e.g. in CONV-R mice) in attenuating NETosis of isolated
bone marrow neutrophils was further corroborated by in vivo administration of LPS via the
drinking water, which efficiently suppressed LPS-induced in vitro NETosis (Figure 4B). Similar
to the GF mouse model, the reduction of colonizing gut bacteria by Abx resulted in exaggerated
LPS-triggered ex vivo NET formation of isolated bone marrow neutrophils, controlled by DNase
| digestion of expelled DNA fibers (Figure 4C, D). Indeed, fluorescence activated cell sorting
(FACS) analyses on neutrophils in whole blood and on isolated bone marrow neutrophils
revealed a subtle but significant increase in TLR4 surface expression on neutrophils from GF
mice, suggesting that GF neutrophils may be more reactive in terms of LPS-induced TLR4
signaling (Figure 4E). Furthermore, the IRF3 signaling axis, which is primarily triggered
downstream of TRIF adaptor mediated TLR signaling cues44, was increased in the bone
marrow neutrophils of GF mice (Figure 4F), demonstrating that intestinal microbiota-derived

signals profoundly shape reactivity of the neutrophil-intrinsic TLR4 signaling pathway.

To demonstrate in vivo that tonic TLR4 stimulation via the enteric route desensitizes
neutrophils towards reduced I/R-induced NETosis, we administered E. coli LPS to GF mice via
the drinking water for 7 days at sterile isolator conditions. As hypothesized, exposure of GF
mice to LPS in their drinking water efficiently prevented excessive NETosis in mesenteric I/R
injury (Figure 4G). Collectively, our results reveal that disabled neutrophil-intrinsic TLR4/TRIF
signaling is linked to diminished LPS-triggered NETosis of the bone marrow neutrophils

isolated from colonized mice or GF mice that were challenged with enteric LPS.

TLR4/TRIF signaling drives NETosis in mesenteric ischemia-reperfusion injury

As endotoxin challenge is known to augment leukocyte-vessel wall interactions through PSGL-
1/P-selectin binding (Figure 11),45 we next addressed the role of TLR4 signaling in neutrophil
adhesion,10 evoked by I/R injury analyzing various genetic knock-out mouse models. As
expected, the adherence of neutrophils was significantly reduced in I/R-injured mesenteric
venules of TLR4-/- mice. Interestingly, in vivo NETosis was dependent on intact TLR4
signaling, as mesenteric I/R injury in TLR4-/- mice did not yield in significantly increased
numbers of NETSs in the post-ischemic state (Figure 5A-C). In line, in vitro LPS-stimulated bone
marrow neutrophils from TLR4-/- mice showed significantly reduced NETosis compared to WT
controls (Figure 5D), confirming the direct involvement of TLR4 dependent signaling cues on

neutrophils. Mechanistically, I/R-induced in vivo NET formation was strongly dependent on
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TRIF-mediated signaling (Figure 5E-H), as Trif-/- mice did not show differences in the number
of NETs (Figure 5G, H), whereas MyD88-/- mice consistently showed increased NETosis in
the post-ischemic state (Figure 5E, F). To unambiguously demonstrate the role of TLR
downstream signals in I/R-induced NETosis, we generated MyD88-/-xTrif-/- double-deficient
mice, which also showed reduced leukocyte tethering and diminished NETosis in mesenteric
venules in the post-ischemic state (Figure S4). To address if in addition to TLR4 signaling on
neutrophils also signals via endothelial TLR4 contribute to neutrophil adhesion and NETosis
in I/R-injured mesenteric venules, we generated conditional TLR4-flox x VE-Cadherin-Cre
mice that are deficient in endothelial TLR4. Our experiments demonstrated that TLR4 signaling
on the microvascular endothelium also contributes to the adherence of neutrophils in
mesenteric I/R injury (Figure 5I, J), but did not significantly affect in vivo NETosis (Figure 5I,
K). In conclusion, our results demonstrate that TLR4/TRIF signaling, both on neutrophils and
the vascular endothelium, is critically involved in I/R injury-induced NETosis in the mesenteric

microvasculature.

Discussion

Our experiments on the microbiota’s impact on acute mesenteric infarction revealed markedly
decreased leukocyte rolling, firm adhesion, homotypic and platelet-heterotypic conjugate
formation in I/R-injured mesenteric venules of GF mice compared with CONV-R mice in the
post-ischemic state, demonstrating that the colonization status of the host dramatically affects
the extent of I/R injury. Reduced conjugate formation was attributed to lower constitutive
PSGL-1 surface expression in GF neutrophils and monocytes. By germ-free mouse isolator
technology, we demonstrated that increased leukocyte deposition in the mesenteric I/R injury
model dynamically adapts to the colonization status of the host. Increased leukocyte adhesion
was triggered by 14 day colonization of ex-GF mice with a complex gut microbiota (CONV-D),
but also by monocolonization with Escherichia coli JP313. Conversely, Abx-decimation of the

gut microbiota reverted colonization-dependent leukocyte adherence.

In line with previous work on LPS-induced neutrophil recruitment in the GF mouse model,46
we observed that the presence of a gut microbiota supports the interaction of leukocytes with
the I/R-injured vessel wall, yielding in increased numbers of adherent leukocytes in the post-
ischemic state. Coherent with diminished vascular ICAM-1 in the mesentery of GF mice,17 we
detected reduced constitutive PSGL-1 surface expression on blood neutrophils and monocytes

of GF mice, which likely accounts for the reduced platelet-leukocyte conjugate formation. Since
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it was demonstrated in cell culture that LPS stimulation reduces the surface expression of
PSGL-1 on neutrophils and monocytes,47 the observed reduction of leukocytes in the
mesenteric I/R model is most likely due to diminished Mac-1/ICAM-1 interaction.15
Furthermore, the involvement of diminished Mac-1/ICAM-1 interaction in this process is
supported by the reduced expression of ICAM-1 in GF mice, specifically in the mesentery and
the gastrointestinal tract, which has been reported by Komatsu and coworkers.17 However,
the microbiota-dependent mechanisms that contribute to I/R-induced endothelial cell activation

and the exposure of adhesion receptors await further exploration.

Demonstrating the influence of the host colonization status on a major neutrophil effector
function, we found a vast increase in TLR4/TRIF-dependent NET formation as a result of
mesenteric I/R injury in GF mice, whereas the I/R-induced increase in NETosis in CONV-R
mice was far less pronounced. Therefore, we hypothesized that tonic exposure of neutrophils
to microbiota-derived LPS (e.g. as in CONV-R mice) dampens TLR4 expression in neutrophils
and NET-formation. Accordingly, increased I/R-induced NETosis could also be triggered by
the depletion of the gut microbiota through Abx-treatment, demonstrating that the reactivity of
neutrophils to undergo I/R-induced NETosis is dynamically regulated. By ex vivo cell culture
experiments, we showed that bone marrow-derived neutrophils of GF mice are more prone to
LPS-induced NETosis than their CONV-R counterparts and this was also found in the Abx-
microbiota depletion model, which is in line with increased TLR4 surface expression detected

on GF neutrophils.

Endotoxin tolerance is a well-characterized feature of neutrophils, which develops upon
prolonged LPS exposure and is characterized by the loss of TLR4 expression.48 In line, we
confirmed reduced TLR4 surface expression and identified diminished IRF3 phosphorylation
in bone marrow neutrophils of CONV-R mice relative to their GF counterparts, which explains
their reduced capacity of LPS-induced NET formation. Our LPS-induced neutrophil assays
identified the TLR4/TRIF signaling axis as a major pathway influenced by the presence of a
gut microbiota to protect against NET-mediated mesenteric I/R injury. The role of TLR4 in I/R-
induced NETosis was also evident in mice that specifically lack TLR4 expression on the
vascular endothelium, indicating that in addition to the direct signaling-dependent effects on
neutrophils, TLR4 signaling in endothelial cells is also contributing to microvascular NETosis.
However, our results do not rule out the participation of other pattern recognition receptors,
such as nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein-2 (NOD2) signaling.7
Clearly, these microbiota-dependent mechanisms need to be tightly balanced to prevent
neutrophil hyperreactivity when encountering microbial challenges, but they have to educate

sufficient immunovigilance to ensure host fitness.
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Of note, our finding of an increased NETing of neutrophils in GF mice is consistent with a
previous study on GF pigs, demonstrating that gut luminal endotoxin (exposure?) reduces I/R
injury of the gut wall.49 In the mesenteric I/R injury mouse model in vivo and in isolated in vitro
bone marrow-derived neutrophils ex vivo, we clearly showed that the exposure of the host to
a gut microbiota determines the extent of NETing neutrophils when stimulated with LPS.50
This finding is in accordance with a previous study, reporting a reduction in superoxide
production of blood neutrophils from LPS pre-treated rats that were subjected to an I/R injury
model.51 Indeed, NETosis has recently been shown as a cause of I/R injury in a neonatal rat
model of midgut volvolus.26 In conclusion, the observed decrease of leukocyte adhesion, but
increase of NETing neutrophils in the GF mouse model and in Abx-treated mice clearly
demonstrates the pivotal role of the gut microbiota as an environmental pre-conditioning factor,

contributing to the resilience to NETosis mediated I/R injury in acute mesenteric infarction.
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Highlights

. The gut microbiota suppresses NETosis in mesenteric ischemia-reperfusion injury in
Vivo.

. Isolated bone marrow-derived neutrophils from germ-free mice and broad-spectrum

antibiotic-treated mice show hyperreactive LPS-induced NETosis.

. Enteric LPS administraton and colonization with individual gut microbes or altered
Schaedler flora suppresses hyperreactive NETosis of LPS-stimualted bone marrow

neutrophils and in mesenteric ischemia-reperfusion injured venules.

. Tonic stimulation of the cell-intrinsic TLR4/TRIF signaling pathway by gut commensals

attenuates LPS-induced NETosis.

Figure Legends
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Figure 1. Germ-free mice show reduced leukocyte adhesion to ischemia-reperfusion injured
mesenteric venules. (A) Germ-free (GF) and conventionally raised (CONV-R) mouse model
(schematic representation). (B) Intravital imaging of mesenteric venules of GF and CONV-R
mice pre- and post-ischemia; scale bar: 100 pm; representative images; white frame: acridine
orange-stained adherent leukocytes. (C) Number of adhering leukocytes pre-ischemia and one
hour post-ischemia in GF and CONV-R mice (10 vs 9 mice/group). (D) Number of rolling
leukocytes pre-ischemia and one hour post-ischemia in GF and CONV-R mice (10 vs 8
mice/group). (E) Number of leukocyte conjugates pre-ischemia and one hour post-ischemia in
GF vs CONV-R mice (10 vs 9 mice/group). (F) Number of adhering platelets pre-ischemia and
one hour post-ischemia in GF and CONV-R mice (10 vs 9 mice/group). (G) Number of platelet-
leukocyte conjugates pre-ischemia and one hour post-ischemia in GF and CONV-R (9 vs 8
mice/group). (H) Plasma LPS levels in GF vs CONV-R mice (6 vs 10 mice). (I) FACS analysis
on PSGL-1 (CD162) surface expression on monocytes (green) and neutrophils (blue) in whole
blood of GF and CONV-R mice (8 vs 8 mice/group). Results are shown as means + s.e.m.
Scale bar: 100 um. Statistical analyses were performed using the independent samples
Student’s t-test (*) or the Mann-Whitney test (#), */#p<0.05, **/#/#p<0.01.

Figure 2. Colonization with a gut microbiota or monocolonization with Escherichia coli
augments leukocyte adhesion to the ischemia-reperfusion injured endothelium of mesenteric
venules. (A) Number of adhering leukocytes pre-ischemia and one hour post-ischemia in germ-
free (GF) and conventional-derived (CONV-D) mice (5 vs 4 mice/group); adhering leukocytes
were stained with acridine orange. (B) Number of adhering leukocytes pre-ischemia and post-
ischemia in conventionally raised (CONV-R) controls and CONV-R mice treated for 14 days
with an antibiotic cocktail (Abx) via the drinking water (13 vs 9 mice/group); adhering
leukocytes were stained with acridine orange. (C) Number of adhering leukocytes pre-ischemia
and post-ischemia in GF mice and GF mice monocolonized for 14 days with E. coli JP313 (5
vs 5 mice/group); leukocytes were stained with acridine orange. Results are shown as means
+ s.e.m. Scale bar: 50 um or 100 um. Statistical analyses were performed using the
independent samples Student’s t-test (*) or the Mann-Whitney test (#), */#p<0.05, **/##p<0.01,
[ H##p<0.001.

Figure 3. The presence of gut commensals restricts the formation of neutrophil extracellular
traps (NETosis) in ischemia-reperfusion injured mesenteric venules. (A) NETosis in mesenteric

venules pre- and post-ischemia in GF and CONV-R mice (6 vs 13 mice/group). (B) NETosis in
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mesenteric venules pre- and post-ischemia in GF and CONV-D mice (5 vs 4 mice/group). (C)
NETosis in mesenteric venules pre- and post-ischemia in CONV-R and Abx-treated CONV-R
mice (13 vs 9 mice/group). (D) NETosis in mesenteric venules pre- and post-ischemia in GF
and GF mice monocolonized with E.coli JP 313 (5 vs 5 mice/group). Adhering leukocytes were
stained with acridine orange; NETs were visualized by SYTOX orange. Results are shown as
means + s.e.m. Scale bar: 50 um or 100 um as indicated in the photomicrograph. Statistical
comparison were performed using the independent samples Student’s t-test (*) or the Mann-
Whitney test (#), */#p<0.05, **/##p<0.01.

Figure 4. Hyperreactive TLR4 signaling promotes enhanced NETosis in the germ-free mouse
model. (A) Representative fluorescence micrographs of LPS-induced in vitro NET formation;
nuclear staining (DAPI; blue); NETs (visualized by citrullinated histone H3 antibody staining;
red); scale bar: 100 um. LPS-induced in vitro NETosis of cultured bone marrow neutrophils
from GF and CONV-R mice (7 vs 7 mice/group). (B) LPS-induced in vitro NETosis of cultured
bone marrow neutrophils from GF and LPS-treated GF mice (7 vs 4 mice/group). (C) LPS-
induced in vitro NETosis of cultured bone marrow neutrophils from CONV-R and Abx-treated
CONV-R mice (12 vs 8 mice/group). (D) LPS-induced in vitro NETosis of cultured bone marrow
neutrophils from CONV-R and DNase I-treated CONV-R control mice (9 vs 7 mice/group). (E)
FACS analysis on TLR4 (CD284) surface expression on neutrophils in whole blood and bone
marrow of GF and CONV-R mice. (F) Western Blot analysis of phosphotylated IRF-3 level to
total IRF-3 in isolated bone marrow neutrophils form GF and CONV-R mice; results are
normalized to a-actinin. (G) NETosis in mesenteric venules pre- and post-ischemia in GF and
GF mice that were treated for 7 days with LPS (100 pg/ml) via the drinking water (5 vs 4
mice/group). Results are shown as means * s.e.m. Scale bar: 100 um. Statistical comparison
were performed using the independent samples Student’s t-test (*) or the Mann-Whitney test
(#), *1#p<0.05, **/##p<0.01, ***/##H#p<0.001.

Figure 5. The TLR4/TRIF signaling axis is critically involved in mesenteric I/R injury-induced
NETosis. (A) Intravital imaging of mesenteric venules of CONV-R WT and CONV-R TLR4-
deficient mice pre- and post-ischemia; scale bar: 100 um; adhering leukocytes were stained
with acridine orange; NETs were visualized by SYTOX orange. (B) Number of adhering
leukocytes one hour post-ischemia in CONV-R WT and CONV-R TLR4-deficient mice (12 vs
12 mice/group); adhering leukocytes were stained with acridine orange. (C) NETosis in
mesenteric venules pre- and post-ischemia in CONV-R WT and CONV-R TLR4-deficient mice
(13 vs 11 mice/group). (D) LPS-induced in vitro NETosis of cultured bone marrow neutrophils
from CONV-R WT and CONV-R TLR4-deficient mice (9 vs 8 mice/group). (E) Intravital imaging
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of mesenteric venules of CONV-R MyD88-/- mice pre- and post-ischemia; scale bar: 100 um;
adhering leukocytes were stained with acridine orange; NETs were visualized by SYTOX
orange. (F) NETosis in mesenteric venules pre- and post-ischemia in CONV-R MyD88-/- mice
(5 mice). (G) Intravital imaging of mesenteric venules of CONV-R Trif-/- mice pre- and post-
ischemia; scale bar: 100 um; adhering leukocytes were stained with acridine orange; NETs
were visualized by SYTOX orange. (H) NETosis in mesenteric venules pre- and post-ischemia
in CONV-R Trif-/- mice (4 mice). (I) Intravital imaging of mesenteric venules of TLR4-flox x VE-
Cadherin-Cre (deficient in endothelial TLR4) mice and their controls pre- and post-ischemia;
scale bar: 100 um; adhering leukocytes were stained with acridine orange; NETs were
visualized by SYTOX orange. (J) Number of adhering leukocytes pre-ischemia and one hour
post-ischemia in TLR4-flox x VE-Cadherin-Cre (deficient in endothelial TLR4) mice and their
controls (7 vs 6 mice/group). (K) NETosis in mesenteric venules pre- and post-ischemia in
TLRA4-flox x VE-Cadherin-Cre (deficient in endothelial TLR4) mice and their controls (7 vs 6
mice/group). Results are shown as means * s.e.m. Scale bar: 100 um. Statistical comparison
were performed using the independent samples Student’s t-test (*) or the Mann-Whitney test
(#), *#p<0.05, **/##p<0.01.
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