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1 Einleitung

Entziindungen sind die physiologische Reaktion des Immunsystems auf Molekii-
le, Bakterien und Viren, die dem Korper schaden. Die hohe Zahl von Patienten,
die allein in Deutschland an einer chronischen Entziindungskrankheit wie Asth-
ma bronchiale, Multiple Sklerose oder Erkrankungen aus dem rheumatischen
Formenkreis leiden, zeigt, dass Fehler in diesem komplexen System aus Homoo-
stase der korpereigenen Zellen und Bekdmpfung schéddlicher Einfliisse verhee-
rende Folgen haben konnen. Besonders die Organe, die eine Grenzfliche zwi-
schen dem Korperinneren und der Aufienwelt darstellen, wie die Haut, die Lun-
ge und der Darm, sind von diesen Entziindungen betroffen. Die damit einher-
gehenden Krankeitsbilder sind unter anderem die Sarkoidose an der Lunge, die
Psoriasis an der Haut und die chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen. Die
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) stellen eine ernstzunehmen-
de Krankheitsentitit dar, da viele Menschen betroffen sind und die Krankheit, ne-
ben einem hohen Leidensdruck bei den Patienten, erhebliche sozio-6konomische
Folgeschdden mit sich bringt. Charakteristisch tritt CED im jungen Erwachsenen-
alter auf und begleitet daher die Patienten wéahrend ihres gesamten Berufslebens.
Ein Fragebogen-Survey von 2010 erfasste 1083 CED-Patienten aus Deutschland,
deren Durchschnittsalter bei 42 Jahren und deren mittlere Erkrankungsdauer bei
13 Jahren lagen. 52% fiihlten sich von Stress stark beeintrachtigt, ein Drittel litt
unter starker Erschopfung und jeweils 25% gaben schwere Einschrankungen in

verschiedenen Bereichen sozialer Teilhabe an, sowie stark oder sehr stark unter



der Erkrankung zu leiden (Hardt u. a., 2010).

Die Kosten fiir die Behandlung wurden in der Bundesrepublik Deutschland fiir
das Jahr bei M. Crohn-Patienten auf 3.767 Euro und bei Colitis ulcerosa-Patienten
auf 2.478 Euro im Jahr geschitzt (Prenzler u.a., 2011). Damit liegen die jdhrli-
chen Behandlungskosten bei knapp einer Milliarde Euro. Die volkswirtschaftli-
chen Kosten in Europa werden auf 2,1 bis 16 Milliarden Euro geschétzt (Yu u.a.,

2008).

1.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Etwa 320.00 Menschen in Deutschland leiden an einer chronisch entziindlichen
Darmerkrankung wie Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa (Bokemeyer, 2007).
Menschen, die von dieser Erkrankung betroffen sind, leiden an schubweise auf-
tretenden Darmentziindungen, die sich durch zum Teil blutige Durchfille, Bauch-
schmerzen, Fieber und Gewichtsverlust dufSern (Crohn, Ginzburg und Oppen-
heimer, 1984). Histologisch manifestieren sich beide Erkrankungen in Form einer
mononukledr gepridgten, chronisch-destruierenden Entziindung. Die Lebenszeit-
pravalenz in Nordamerika und Nordwesteuropa liegt konstant bei 0,2% (Binder,
2004). Wahrend die Inzidenz der Infektionskrankheiten im letzten Jahrhundert
deutlich gesunken ist, ist sie bei den chronisch-entziindlichen Darmerkrankun-
gen weiter angestiegen (Bach, 2002). Sie liegt in Nordamerika und Europa deut-
lich hoher als in anderen Teilen der Erde. Aufierdem steigt die Inzidenz in den
Landern signifikant an, die sich zu einem westlichen Lebensstil hin entwickeln
(Loftus, 2004), sodass man davon ausgeht, dass unter anderem die gestiegenen
hygienischen Bedingungen in der Kindheit eine Rolle spielen (Hampe u. a., 2003;
Gent u. a., 1994).

Als Grenzflache spielt der Darm bei der Immunabwehr eine besondere Rolle.

Die Darmschleimhaut wird von einer vielfdltigen Mikroflora besiedelt, die noch



nicht vollstindig charakterisiert ist (Backhed u.a., 2005). Hier muss der Korper
zwischen niitzlichen Bakterien und pathogenen Keimen unterscheiden. Daher
bildet die Darmschleimhaut nicht nur eine physikalische, sondern auch eine im-
munologische Barriere, wobei die intestinalen Epithelzellen eine grofie Bedeu-
tung haben (Rosenstiel u. a., 2009). Experimentelle Daten zeigen, dass die Durch-
lassigkeit der epithelialen Barriere bei Betroffenen, aber auch bei deren gesunden
Verwandten erhoht ist (Katz u. a., 1989; Irvine und Marshall, 2000). So beobach-
tet man bei Patienten mit CED eine erhohte intramukosale Bakteriendichte, die
eine mogliche Folge dieser gestorten Barrierefunktion sein konnte (Xavier und
Podolsky, 2007).

Sowohl fiir M. Crohn als auch fiir Colitis ulcerosa ist eine genetische Dispo-
sition gesichert (Schreiber u. a., 2005; Henckaerts u. a., 2008). Trotz dieser klaren
genetischen Assoziation ist aber auch erwiesen, dass durch die genetische Pra-
disposition hochstens 20% des individuellen Erkrankungsrisikos erklart werden
konnen (Kaser, Zeissig und Blumberg, 2010). So belegen Zwillingsstudien eine
multifaktorielle Genese, bei der auch Umweltfaktoren und immunologische Fak-
toren eine Rolle spielen (Thompson u.a., 1996; Tysk u.a., 1988). Da die genaue
Ursache bis heute nicht bekannt ist, kann die Krankheit auch nicht kausal behan-

delt werden (Rosenstiel u. a., 2009).

1.2 Entzindung

Entziindung ist eine Reaktion auf einen, zunéchst lokalen Gewebeschaden. Die
Ursache konnen mikrobielle Erreger wie Viren und Bakterien sein, aber auch che-
mische Substanzen, physikalische Faktoren und Immunreaktionen. Der verur-
sachte Gewebeschaden fiihrt zur Freisetzung von Immunmediatoren, die eine
Reihe vaskuldrer und zelluldrer Reaktionen in Gang setzen: den Entziindungs-

prozess. Die Entziindungsreaktion wird durch verschiedene Mechanismen ver-



mittelt. Die zellularen Mediatoren verursachen eine Vasodilatation, fordern die
endotheliale Leukozytenadhédsion, hemmen die Plattchenaggregation und haben
zum Teil einen zytotoxischen Effekt sowohl auf Bakterien als auch auf korperei-
gene Zellen. Die zelluldren Effetkoren des Immunsystems sind unter anderem
Lymphozyten. So spielen beispielsweise die CD8" -Lymphozyten in der Lunge
eine entscheidende Rolle in der Abwehr von viralen Erkrankungen der Atemwe-
ge (de Bree u. a., 2005).

Eine lebensbedrohliche Form einer Entziindung ist die Sepsis. Sie ist eine kom-
plexe systemische inflammatorische Reaktion auf eine Infektion und wird durch
pathogene Mikroorganismen und deren Produkte (z. B. Endo- und Exotoxine)
ausgelost. Dies fiihrt zu einer endogenen Bildung und Ausschiittung von hu-
moralen und zelluldiren Mediatoren. In Abgrenzung zu einer Infektion ist sie
dadurch gekennzeichnet, dass es dem Wirt nicht gelingt, die inflammatorische
Reaktion lokal zu begrenzen (Moerer und Quintel, 2009). Ausgangspunkt einer
Sepsis ist bei bakteriellen Erkrankungen ein lokaler Entziindungsherd, wie der
Urogenitaltrakt oder auch der Magen-Darm-Trakt, der als Sepsisherd oder Ein-
trittspforte bezeichnet wird. Die Bakterientoxine verursachen direkt oder tiber
Mediatoren Storungen der Durchblutung (Mikrozirkulationsstérungen bis hin
zum generalisierten septischen Kreislaufschock) und Fieber.

Die Inzidenz der schweren Sepsis in Deutschland liegt bei 110/100.000 Ein-
wohner, das entspricht 79.000 erkrankten Patienten pro Jahr. Weitere 75.000 Pati-
enten erleiden einen septischen Schock. Beide Erkrankungen gehen mit einer ho-
hen Letalitdt von 40-56% einher (Engel u. a., 2007). Etwa 60.000 Menschen sterben
pro Jahr an einer Sepsis oder einem septischen Schock. Damit sind diese Erkran-
kungen die dritthdufigste Todesursache hinter der koronaren Herzkrankheit und
dem Myokardinfarkt (Moerer und Burchardi, 2006). Die Kosten der Sepsis fiir die
Gesellschaft betragen zwischen 3,6 und 7,8 Milliarden Euro pro Jahr (Moerer und
Quintel, 2009; Angus u. a., 2001).



1.3 Das angeborene Immunsystem

Die Aufgabe des Immunsystems ist es, den Koérper vor Infektionen zu schiitzen.
Sdugetiere verfiigen dazu iiber zwei ineinander greifende Systeme: das angebo-
rene und das erworbene Immunsystem. Wahrend das erworbene Immunsystem,
das phylogenetisch jlinger ist, eine immunologische Pragung voraussetzt, ist das
angeborene Immunsystem in der Lage, ohne vorherigen Kontakt mit dem jeweili-
gen Krankheitserreger zu reagieren und so Bakterien und Viren schnell abzuweh-
ren. Eine der wesentlichen Aufgaben des Immunsystems ist es also, korpereigene
und harmlose Substanzen von korperfremden und potenziell gefahrlichen Sub-
stanzen zu unterscheiden, um auf letztere entsprechend reagieren zu konnen.
Die Zellen des erworbenen Immunsystems durchlaufen deshalb einen langen
Reifungs- und Lernprozess, in dem autoaggressive Immunzellen ausgesondert
werden. Die Immunzellen erlernen dadurch eine Toleranz gegeniiber korpereige-
nen Zellen. Es stellt sich deshalb die Frage, wie es dem angeborenen Immunsys-

tem, das keinerlei Pragung erfahrt, gelingt, diese Unterscheidung vorzunehmen.

Inneate immunity = - tive i
{rapid response) o= = . slow responsa)

Dendritic cell Mast cell

Nature Reviews | Cancer

Abbildung 1.1 — Schematische Darstellung des angeborenen und des erworbenen
Immunsystems (Dranoff, 2004)

Das angeborene Immunsystem verfiigt tiber vier Kategorien der Abwehr. Ana-
tomische und physiologische Barrieren (wie zum Beispiel Epithelien), speziali-

sierte Zellen (beispielsweise Monozyten und Phagozyten), das Komplementsys-
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tem und als letztes allgemeine entziindliche Reaktionen. Die Akteure der un-
spezifischen Abwehr verfiigen iiber Rezeptoren, die unter anderem Bestandtei-
le von Bakterien und Viren wahrnehmen koénnen. Diese werden als pathogen as-
sociated molecular patterns sogenannte PAMPs) bezeichnet und die entsprechen-
den, keimbahn-kodierten Rezeptoren als PRRs (Pathogen Recognition Receptors)
(Medzhitov, 2001). Sie gliedern sich in drei Familien: die Toll-like Rezeptoren
(TLRs), die Nod-like-Rezeptoren (NLRs) und die RIG-I-like-Rezeptoren (RLRs). Da
das angeborene Immunsystem aber auch in der Lage ist, zwischen harmlosen
und schadlichen Bakterien zu unterscheiden, muss es noch weitergehende Erken-
nungsmechanismen geben. Es wird davon ausgegangen, dass dies unter anderem
durch Gefahrsignale geschieht, die von den Zellen bei Infektionen, Gewebescha-
den oder Gewebeverlust durch Zelltod oder Zellschdden abgesondert werden,
wie zum Beispiel ATP oder ein erhohter Kaliumspiegel. Diese Molekiile werden
als DAMPs (Danger Associated Molecular Pattern) bezeichnet (Martinon, 2008). Die
Erkennung von PAMPs oder DAMPs fiihrt zu einer Sekretion von proinflamma-

torischen Proteinen (Ghosh und Karin, 2002).

Pathogen sensors

. . :

[E“l = E-—3

Collectins and ficolins Tﬂ-‘n receptors Toll-like receptors RNA sensors
SP Aand D TLAS 1.2:2,6: 4.5 TLR-3 FKR
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Ficolins L. M. and H Lectin receptors TLR-9

RIG-I-like receptors.
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PTX3, PTX4, NPTX1, NPTX2 SIGNR1
CRP, SAP Langerin )
Dectin-1 and -2 PEpgdugtycan sensors
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i SR-Al, SR-All, SR-Al, SR-All Ipaf
& MARCO cryopyrin
Complement
Integrins. DNA sensors
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AlMZ

TAENDS in Molecular Medicine

Abbildung 1.2 — Schematische Darstellung der verschiedenen Pathogensenosren
(Ranjan u. a., 2009)
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1.4 Toll-like-Rezeptoren

Die Toll-like Rezeptoren sind membrangebundene Proteine, die an der Zello-
berflache oder an endosomalen Komponenten exprimiert werden. Sie erkennen
Bakterien, Viren, Fungi, Protozoen und einige der sogenannten Gefahrensignale.
Zurzeit sind neun humane TLRs beschrieben (Takeda und Akira, 2005; Takeda,
Kaisho und Akira, 2003). Davon sind fiinf in der Zellmembran verankert und
vier endosomal lokalisiert. TLRs weisen alle eine charakteristische Doménen-
struktur auf. Auf der dem Lumen zugewandten Seite besitzen sie eine Leucine-
Rich-Repeats-Doméne (LRR-Doméne), welche als Sensor fiir extrazelluldare PAMPs
dient. Im Zytosol befindet sich eine Toll/IL-1R (TIR)Domaéne, die bei Kontakt der
LRRs mit einem entsprechenden Liganden zytosolische Signale iiber homologe
Interaktionen weiterleitet. Diese Domaéne aktiviert verschiedene Signalwege, wie
zum Beispiel den NF-kB (nuclear factor kappaB)-Signalweg (Moynagh, 2005; Ta-
keda und Akira, 2005). Sie sind in der Lage, trotz begrenzter Anzahl von Rezep-
toren und Signalwegen, eine differenzierte und vielfdltige Immunreaktion einzu-

leiten.

TLRs und ihre Liganden

Takeda K , Akira S Int. Imnmunol. 2005;17:1-14

©2005 The Japanese Socie ty for Immunology T T te) |Og)’

Abbildung 1.3 — Darstellung der Toll-like Rezeptoren und ihrer Liganden(Takeda
und Akira, 2005)
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1.5 Die retinoic acid inducible gene-1 (RIG-1)-like
RNA-Helikasen (RLH)

Eine weitere Gruppe von Rezeptoren des angeborenen Immunsystems sind die
RLHs. Sie bilden sogenannte intrazelluldre Sensoren fiir doppelstrangige RNA
(dsRNA) (Yoneyama u. a., 2004; Kang u. a., 2002) und kénnen dadurch Viren er-
kennen. Dabei zeigt die RLH-Familie bei der viralen Antwort Ahnlichkeiten zu

den antiviralen Signalaktivierungen von TLRs (Meylan und Tschopp, 2006).

1.6 Nod-like Rezeptoren

Eine weitere Gruppe der Pathogen Recognition Receptors (PRRs) bilden die Nod-
like Rezeptoren (NLRs). Sie liegen im Zytosol und erkennen sowohl mikrobielle
Bestandteile, wie intrazelluldres Flagellin, als auch Molekiile, die bei Zellstress
freigesetzt werden, unter anderem ATP und Kalium. Sie bilden damit einen nach-
geschalteten Mechanismus im Rahmen der Immunabwehr, indem sie auf frem-
de und potenziell schddliche Molekiile reagieren, die die Zellwand durchdrun-
gen haben. Die von den NLRs hervorgerufenen Reaktionen iiberschneiden sich
mit denen der TLRs. Beide Rezeptoren induzieren proinflammatorische Reaktio-
nen und konnen auch zu inflammatorischer Apoptose, entziindungsbedingtem
programmiertem Zelltod, fithren (Rosenstiel, Till und Schreiber, 2007). Allein im
menschlichen Genom sind zurzeit 22 Mitglieder der NLR-Familie beschrieben,
wobei nur ein kleiner Teil bisher charakterisiert wurde. Die Abbildung 1.4 zeigt
eine Auswahl der verschiedenen humanen und murinen NLRs.

Im Allgemeinen zeichnet sich die Proteinfamilie durch eine konservierte drei-
teilige Doméanenstruktur aus: eine aminoterminal liegende effector-binding domain
(EBD), eine zentral lokalisierte NACHT-Doméne und carboxyterminal eine ligand

recognition domain (LRD).
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Abbildung 1.4 — Domanenstruktur verschiedener NLR-Proteine (Khare u. a., 2010)

Die NLRs werden anhand ihrer N-terminalen Bindungsdoméne in mehrere Un-
tergruppen eingeteilt: die NODs, die eine CARD-Domadne tragen, die NAIPs, die
eine BIR-Doméne tragen, und die NALPs, mit einer N-terminalen PYD-Doméne.
Den verschiedenen Bindungsdoménen werden unterschiedliche Funktionen zu-
geschrieben. Sowohl die BIR- als auch die CARD- und die PYD-Doméne sollen
Protein-Protein-Bindungen vermitteln.

Zu den bisher am besten untersuchten NLRs zdhlen NOD2 und NALP3. Der
Rezeptor NOD2 wird iiberwiegend in Monozyten ausgebildet und erkennt den
Bakterienwandbestandteil Muramyldipeptid (MDP) mittels der c-terminalen LRR-
Domaéne. Mutationen im NOD2-Gen, die zu einer Verdnderung der LRR-Doméne
des Rezeptors fiihren, gehen mit einer erhohten Anfalligkeit fiir M. Crohn einher,
wie bereits vor einigen Jahren gezeigt werden konnte (Hampe u. a., 2001; Hugot
u.a., 2001). In den intestinalen Epithelzellen wird NOD2 durch TNF-& und IFN-y

hochreguliert (Rosenstiel u. a., 2003).

1.7 Nalp3

Nalp3 tragt eine N-terminale Pyrindoméane und wird iiberwiegend in Leukozy-

ten ausgebildet. Es spielt eine Rolle bei der Bildung von IL-1p aus der Vorstu-
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fe pro-IL-1P (Agostini u. a., 2004) Es interagiert mit dem Protein ASC (apoptosis-
associated speck-likeprotein) und bildet einen Multiproteinkomplex, der zur Akti-

vierung von Caspase-1 fiihrt: das Inflammasom (siehe 1.9).

1.8 Interleukine

Zytokine sind Glykoproteine, die Wachstum und Differenzierung anderer Zellen
regulieren. Einige von ihnen sind ebenfalls Mediatoren der Entziindungsreaktion
und vermitteln lokal zwischen den Immun- und den Zielzellen. Sie haben aber
auch systemische Wirkung: Sie iiben Kontrollfunktionen tiber iiber biologische
Aktivitdten der Inmunzellen aus. Zu ihnen gehoren unter anderem Zytokine (In-
terferone, Interleukine, Tumornekrosefaktoren, Chemokine und koloniestimulie-
rende Faktoren) (Bonizzi und Karin, 2004) und antimikrobielle Peptide (Defen-
sine, Cathelizidine) (Kaiser und Diamond, 2000). Die Interleukin (IL)-1 Familie
spielt bei der Vermittlung von Entziindung und vor allem von autoentziindlichen
Geschehen eine wesentliche Rolle. Aufgrund der Vermittlungsrolle von IL-1f3 bei
autoinflammatorischen Erkrankungen ist es das am besten untersuchte Mitglied

der Interleukin-1 Familie.

1.9 Das Inflammasom

Der Begriff ,Inflammasom” wurde 2002 geprédgt, um einen Multiproteinkom-
plex zu beschreiben, der sich im Zytosol befindet (Martinon, Burns und Tschopp,
2002). Er besteht aus einem NLR-Protein, dem Adaptorprotein ASC (,,apoptosis-
associated speck-like protein”) und aus aktivierter Caspase-1. Da das Inflam-
masom zwischen schiddlichen und unschidlichen Bakterien unterscheiden kann,
wird vermutet, dass es auf PAMPs in Verbindung mit Gefahrensignalen reagiert,

die von Zellen bei ihrem Tod freigesetzt werden, wie zum Beispiel ATP und Ka-
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lium. Durch die proteolytische Aktivitdt der Caspase-1 spaltet diese molekulare
Plattform eine Reihe von Proteinen, ohne dafiir klassische Signalpeptide zu beno-
tigen. Inzwischen sind eine Reihe verschiedener Inflammasome beschrieben, wie
beispielsweise das Nalpl-Inflammasom (Martinon, Burns und Tschopp, 2002)
und das NLRC4-Inflammasom (Miao u.a., 2010). Das am besten untersuchte In-
flammasom ist NALP3. Es setzt sich aus einem NALP3-Protein, ASC und akti-
vierter Caspase-1 zusammen. Die Aktivierung der Caspase-1 bewirkt die Reifung
von Zytokinvorstufen zu den aktiven Zytokinen IL-13 und IL-18 (Martinon und
Tschopp, 2007). IL-1 ist als endogenes Pyrogen bekannt und spielt eine Schliis-
selrolle bei der Entwicklung von Entziindungen und Fieber (Martinon, 2008).

IL-1p

! o ] Bacteria IL-18
Virus %
Endogenous danger 3
(ATP, MSU, etc) Boctice
f
|
Activators (PAMPs, DAMPs) ‘ f
NALP3 inflammasome |
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
prolL-1f
prollL-18

Auto
repressed

w e

Activecaspase-1
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Abbildung 1.5 — Aktivierung des NALP3-Inflammasoms (Martinon und Tschopp,
2007)

Um die Funktionsweise des Inflammasoms zu verstehen, ist es von besonderer
Bedeutung, die Molekiile zu identifizieren, die es aktivieren. Zu den bekannten
Aktivatoren fiir das NALP3-Inflammasom zdhlen unter anderem Kalium, ATP,
Harnséure, Asbest, Silikon und Aluminium, wie es auch in Adjuvantien fiir Impf-
stoffe vorkommt, sowie Hemozoin, das Toxin der Malaria sowie der Bakterien-

bestandteil MDP (Eisenbarth u.a., 2008; Gasse u.a., 2009; Martinon u. a., 2004;
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Dostert u. a., 2008). Diese Stoffe werden in der Kategorie der PAMPs zusammen-
gefasst. Mutationen, die zu einer Funktionssteigerung oder Deregulierung von
NALP3 fiihren, verursachen bei Menschen periodische Fiebersyndrome wie zum
Beispiel das Muckle-Wells-Syndrom, das familial cold autoinflammatory syndrome
(FCAS) und das chronic infantile neurological cutaneous and articular (CINCA) syn-
drome, das auch als neonatal-onset multisystem inflammatory disease (NOMID) be-
zeichnet wird (Hoffman u.a., 2001). Die Symptome dieser erblichen Syndrome
sind auf eine erhohte Produktion von IL-13 und IL-18 zuriickzufiihren, welche
die Episoden systemischer Entziindung bei den Patienten verursachen (Marti-

non, 2008).

1.10 Das NALP3 Inflammasom und die chronische
Kolitis

Jiingste Studien (Zaki u. a., 2010; Bauer u. a., 2010) haben gezeigt, dass das Nalp3
(NLRp3)-Inflammasom nicht nur bei den bereits beschriebenen autoaggressiven
Fiebersyndromen wie dem Muckle-Wells-Syndrom, sondern auch bei der Pathoge-
nese der chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen eine entscheidende Rolle
spielt. Die genaue Rolle ist jedoch weiter umstritten. Bei den vorliegenden Stu-
dien wurden Nalp3~/~-Miduse mit Dextran-Sodium-Sulfat (DSS) behandelt, das
bei oraler Aufnahme toxisch auf die Darmschleimhaut wirkt und so eine Entziin-
dungsreaktion hervorruft. Bauer und Kollegen beschreiben, dass die NLRp3~/~-
Maéuse eine schwiéchere Entziindungsreaktion ausbilden sowie niedrigere Spiegel
an proinflammatorischen Zytokinen und eine geringere Sterblichkeit aufweisen
als die Wt-Kontrolltiere (Bauer u. a., 2010). Gleichzeitig wurde von Zaki et al. in
einer vergleichbaren Studie gezeigt, dass NLRp3~/~-Miuse bei DSS-Gabe eine
starkere Entziindungsreaktion ausbilden und eine hohere Sterblichkeit aufwei-

sen (Zaki u. a., 2010).
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1.11 NALP6 /PYPAF5

NALP6, auch bekannt als PYPAF5, gehort ebenfalls zur NALP-Familie der NOD-
like Rezeptoren. Es setzt sich aus folgenden Doméanen zusammen: PYD-NACHT-
NAD-LRR. NALP6 wird in Granulozyten und T-Zellen exprimiert. Es liegt auf
dem gleichen Genlocus wie der Angiotensin Vasopressin V2-Rezeptor (AVR). Ent-
gegen fritherer Untersuchungen (Albrecht u.a., 2003), scheint es sich jedoch um
zwei unterschiedliche Proteine zu handeln, die lediglich eine Sequenziiberschnei-
dung aufweisen (Herrera u.a., 2008). Die genaue Rolle von NALP6 im Entziin-
dungsprozess ist bisher nicht vollstindig entschliisselt worden. Da es in Verbin-
dung mit ASC NF-«B aktivieren kann (Grenier u. a., 2002), liegt die Uberlegung
nahe, dass es ebenfalls ein Inflammasom bilden oder mit anderen Inflamma-
somen interagieren konnte. Seit Beginn der Experimente fiir diese Arbeit 2009
konnten einige neue Erkenntnisse iiber die Rolle von NALP6 gewonnen werden.
So scheint Nalp6 im Kolon starker exprimiert zu sein als in anderen Geweben und
einen protektiven Effekt gegeniiber der DSS-induzierten Kolitis zu haben (Chen
u.a., 2011; Elinav u. a., 2011). Diese Arbeiten beschreiben einen entziindungshem-
menden Effekt von Nalp6 im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis und zeigen,
dass die Nalp6-—/~-Mause stirkere Entziindungsreaktionen ausbilden. Weiterhin
wird in den vorliegenden Arbeiten von einem NALP6-Inflammasom gesprochen,

die genaue Struktur dieses Inflammasoms bleibt aber unklar (Elinav u. a., 2011).

1.12 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit soll die Rolle von Nalp6 im Entziindungsprozess un-
tersucht werden. Anhand eines Nalp6~/~-Mausmodells werden die Unterschie-
de zwischen dem Entziindungsverhalten der Knockout-Tiere und der Vergleichs-
tiere dargestellt und die Ergebnisse durch in-vitro Untersuchungen an huma-

nen Zelllinien ergdnzt. Aufgrund der entscheidenden Rolle, die NOD?2 bei der
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Entwicklung von M. Crohn spielt, und der erwiesenen Aktivierung von IL-1f3
durch Nalp3 werden zwei Entziindungsformen beispielhaft ausgewé&hlt und un-
tersucht: die chronische Colitis als lokalisierte Entztindung, als Modell fiir die
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen beim Menschen, und die Sepsis als
generalisierte Entziindung, der im klinischen Alltag auf Grund ihrer Haufigkeit,
der hohen Letalitit fiir die Patienten und auch den damit verbundenen hohen
volkswirtschaftlichen Kosten eine besondere Bedeutung zukommt. Die vorlie-

genden Arbeit wird versuchen, folgende Punkte weiter zu entschliisseln:

1. Sind Nalpé6-defiziente Tiere vor Entziindungen geschiitzt oder gar starker

betroffen als Wildtyp-Tiere?

2. Welchen Einfluss hat NALP6 auf die Zytokinausschiittung im Rahmen der

Entziindungsreaktion?

3. Lassen sich Stimuli identifizieren, welche die Regulation von Nalp6 beein-

flussen?
4. Bildet Nalp6 ein eigenes Inflammasom?

5. Eine funktionelle Bedeutung von NALP3 bei chronisch-entziindlichen Dar-
merkrankungen ist bereits bewiesen. Lisst sich auch eine funktionelle In-

teraktion zwischen NALP6 und NALP3 nachweisen?
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2 Material und Methoden

Eine tabellarische Ubersicht der verwendeten Antikorper, Chemikalien, Enzyme,
Kits und Primer sowie die Puffer- und Medienzusammensetzungen findet sich

im Anhang.

2.1 Das Mausmodell

Um die aufgestellte Hypothese zu untersuchen, wurde auf ein Tiermodell zu-
riickgegriffen. In vitro-Untersuchungen stellen eine starke Reduktion der Kom-
plexitit des Organismus dar und die Wirkungsweise von Substanzen lédsst sich
nur in einzelnen Zellpopulationen erfassen. Deshalb ist eine Darstellung komple-
xer Signalwege und Interaktionen innerhalb verschiedener Zellpopulationen, wie
sie im Verlauf der immunologischen Pragung stattfinden, nicht moglich. Erst in
einem in vivo-Modell zeigt sich, ob sich die Hypothese auf einen komplexen Or-
ganismus {ibertragen ldsst. Eine umfassende Literaturrecherche vor Stellung des
Tierversuchsantrags ergab, dass keine Ergebnisse zu der dargestellten Fragestel-
lung vorlagen. Die Versuche wurden an C75BL6- Sv129 Hybridméusen durchge-
fiihrt. Diese Tierspezies ist hinsichtlich ihrer Anatomie, Biochemie und Neuro-
physiologie bestens charakterisiert und daher fiir die durchgefiihrten Versuche
geeignet.

Alle verwendeten Tiere wurden gemafs den Tierhaltungsvorschriften im Klein-

tierstall der Christian-Albrechts-Universitdt Kiel untergebracht, lebten in einem
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12-Stunden-Hell-Dunkel-Rhythmus und erhielten eine Standarddiat sowie H,O
ad libitum. Die Nalp6~/~-Méduse wurden im Rahmen eines NGFN-Projektes in
Zusammenarbeit mit der Firma Genoway (Frankreich) generiert und eigens fiir
Tierversuche geziichtet. Die Gendefizienz wurde mittels PCR tiberpriift. Knockout-
und Wildtypméuse wurden in einem ausgewogenen Geschlechterverhiltnis in
den Experimenten verwendet. Die Tétung wurde per Genickbruch durchgefiihrt.
Dieser Tod tritt innerhalb von Sekunden ein und steht in Ubereinstimmung mit
dem deutschen Tierschutzgesetz. Alle Experimente wurden gemaf den Tierschutz-
bestimmungen der CAU Kiel durch Fr. Dr. med. vet. Olga Gavrilova beziehungws-
weise unter ihrer Aufsicht ausgefiihrt (Vote No. V 362-72241.121-33 (63-7/05)).

2.2 Tierversuche

2.2.1 Phase 1: Murines Colitis Modell

Die Zerstorung der epithelialen Barriere im Darmlumen von Mdusen kann durch
das Polymer Dextransodiumsulfat (DSS) erreicht werden. Es wirkt direkt toxisch
auf die Basalzellen in den Krypten der Kolonmukosa und wird von Makropha-
gen aufgenommen. Dies fiihrt zu einer Zerstérung der intestinalen Barrierefunk-
tion. Durch die Einwanderung von Bakterien und anderen Noxen in die Submu-
kosa kommt es zu einem dauerhaften entziindlichen Geschehen im Darm (Fuka-
ta u.a., 2005). Es induziert in hoher Konzentration reproduzierbar Kolitiden mit
schweren Diarrhden, Ulzerationen und Granulozyteninfiltration, die hauptséch-
lich in den transversalen und distalen Bereichen des Kolons auftreten. In niedri-
ger, zyklisch verabreichter Konzentration, entsteht eine der chronischen Entziin-

dung dhnelnde Immunreaktion.
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Chronische DSS-Kolitis

Die Induktion der chronischen DSS-Kolitis erfolgt durch zyklische Verabreichung
von 2%-DSS-Lésung {iber das Trinkwasser. Den 8x2 (16) Nalp6~/~-Tieren der
Versuchsgruppe und den entsprechenden 8x2 (16) Wildtyp-Kontrollen (C57BL6/
sog. , Littermates”) wird die DSS-Losung (2%) in 3 Zyklen nach folgendem Sche-

ma verabreicht:

1. Zyklus: 5 Tage DSS (2%) in Wasser gefolgt von 5 Tagen Wasser

2. und 3. Zyklus: wie 1. Zyklus

Damit ist nach 30 Tagen der Versuch abgeschlossen. Alle Kohorten erhalten
die Standard-Trockenfutter-Didt des Tierstalls. Am Ende des Versuchs werden
die Tiere getotet und das Gewebe aufgearbeitet. Pro Kohorte wird ein gemischtes
Geschlechterverhiltnis angestrebt (n=5 pro Geschlecht). Zwei Stunden vor Ver-
suchsende wird den Tieren Bromdesoxyuridin (BrdU) in einer Dosierung von 10
ul/g Korpergewicht (Verdiinnung 0,1 g/10 ml) intraperitoneal appliziert. Hierbei
handelt es sich um ein Thymidinanalogon, welches wihrend der Synthesephase
des Zellzyklus kompetitiv in die DNA inkorporiert wird. Spezifische Antikorper
gegen BrdU werden eingesetzt und der gebundene Antikdrper kann dann am
histologischen Schnitt mittels immunhistochemischer Methoden nachgewiesen
werden. Die Kontrollgruppe wird zur gleichen Zeit mit normalem Trinkwasser

versorgt und am Ende des Versuches gemeinsam mit den DSS-Tieren getotet.
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2.2.2 Phase 2: Sepsis-Modelle
Injektionsmodell-Endotoxinschock

Es wird eine einmalige Gabe von LPS i.p. durchgefiihrt. Kontrolle: i.p. Applika-
tion von 200 ul PBS. Dosierung: 0,5 ug/1 LPS (055:B5 Escherichia coli; 3.000.000
EU/mg)

Cecal Ligation and Puncture

Bei der CLP wird das Zdakum unterhalb der Miindung des terminalen Ileums in
das Colon ascendens abgebunden und anschlieffend mit einem Venenverweil-
katheter der Grofse 18G punktiert. Dadurch soll eine kontinuierliche Freisetzung
von Bakterien aus dem Darm in das Peritoneum sichergestellt werden. Diese setzt
eine Entziindungsreaktion in Gang und erhilt sie aufrecht. Die Eingriffe wur-
den unter Betdubung durchgefiihrt. Fiir die Narkose wurden Ketamin und Xyla-
zin als intraperitoneale Injektion eingesetzt. Die OP am Tier wurde an beheizba-
ren Kleintier-OP-Tischen (37°C) durchgefiihrt, um Hypothermie zu vermeiden.
Nach dem Eintreten der Narkose (Toleranz-Stadium) wurde bei den Tieren ei-
ne Laparotomie durchgefiihrt. Mit zwei Wattestdbchen wurde nun der Zakalpol
aufgesucht und das Zakum vorsichtig herausluxiert. Anschlieffend wurde das
Zakum unterhalb der Miindung des Ileums mit Ethicon 5/0 ligiert, ohne den Fa-
den dabei zu fest zu ziehen, so dass das Zakum vom distalen Ende aus betrachtet
auf einer Lange von ca. 1,5 cm abgebunden wurde. Mit der 20G -Kaniile wurde
jetzt die antimesenteriale Seite des ligierten Zdkums einmal punktiert, so dass
Faeces austreten konnte. Nach diesem Vorgehen wurde das Peritoneum mit den
Muskelschichten verndht und anschliefSend die Haut verschlossen. Die Operati-
onszeit betrug ca. 20 Minuten pro Tier. Nach der Laparotomie wurden die Tiere

auf Warmekissen gebracht, um einer Unterkiihlung vorzubeugen.
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2.2.3 Klinischer Score (Disease Activity Index, DAI)

In der humanmedizinischen Forschung gibt es eine Vielzahl valider Indizes, um
die Aktivitdt von Krankheiten zu objektivieren. Fiir den adaptierten Mduse-Score
wurden unterschiedlich viele Punkte fiir die vorher definierten Parameter , Ge-
wichtsabnahme in Prozent”, ,Stuhlkonsistenz” und ,rektale Blutung” verteilt,

anschlieflend pro Tag und Maus addiert und der Mittelwert gebildet (siehe Ta-

belle 1.1).

Tabelle 2.1 — Disease Activity Index (DAI)

Punkte Gewichtsabnahme Stuhlkonsistenz Rektale Blutung
(%)

4 >20 klebt am Anus positiv

3 11-20

2 6-10 schmierig Héamoccult positiv

1 1-6

0 0 normal geformte negativ

Pellets

2.2.4 Mauspraparation

Am Ende des Versuches wurden die Mduse aller Kohorten per Genickbruch geto-
tet, um Organe zur Untersuchung zu entnehmen. Die Mduse wurden desinfiziert
bevor das Fell und die Korperfaszie durch einen Mediansagittalschnitt eréffnet
und die Bauchmuskulatur durchtrennt wurden. Die Proben fiir histologische und

molekularbiologische Untersuchungen wurden wie folgt enthommen:

e zentrale Blutentnahme: Der Thorax wurde parasternal erdffnet. Mit einer
22G-Kaniile auf einer 5ml-Spritze wurde Blut aus dem Herzen entnommen,
in ein Reaktionsgefdfs mit Serumkiigelchen tiberfithrt und gut gemischt.
Anschliefsend wurde das Tube fiir 10 Minuten bei 3800 rpm zentrifugiert.
Das Serum wurde in ein neues Tube iiberfithrt und bei -20°C fiir weitere

Versuche eingefroren.
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e Aus Leber und Milz wurden ca. 30 mg schwere Stiicke entfernt, sofort in
fliisssigem Stickstoff schockgefroren und anschliefiend bei -80°C gelagert.
Fiir andere Experimente wurden aus den Milzen gemischte Splenozyten

isoliert.

e Kolon und Ileum: Das Intestinum wurde ab dem Magen mobilisiert und
in toto entnommen. Stuhlreste wurden entfernt und der Darm mit PBS und
darin geldstem Penicillin und Streptomycin gespiilt. Nach der Langenbe-
stimmung des Kolons wurden kleine Stiicke aus dem Ileum, dem proxi-
malen, medialen und distalen Kolon enthommen und in Tubes tiberfiihrt.
Die ilealen, proximalen und distalen Kolonfragmente wurden zur RNA-
und Proteinisolation in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlie-
end bei -80°C gelagert. Das mediale Stiick wurde fiir die Kolonkultur ver-
wendet oder in 4%igem PFA fixiert und spdter fiir die Inmunhistochemie

in Paraffin eingebettet.

2.2.5 Histologie
Vorbereitung

Die Organe wurden wie beschrieben entnommen und in 4%- bzw. 1%-Paraformaldehyd
(PFA) in PBS fixiert, um die urspriingliche Architektur des Gewebes zu erhal-
ten. Die Organstiicke wurden in Paraffin eingebettet und mit einem Mikrotom
in 4,5 um dicke Scheiben geschnitten, auf einen Objekttrager transferiert, danach
luftgetrocknet und anschliefsend in einer absteigenden Alkoholreihe (Xylolersatz
2x10 Minuten; 100% Ethanol 2x5 Minuten; 90% Ethanol 5 Minuten; 80% Ethanol 3
Minuten; 70% Ethanol 3 Minuten; 50% Ethanol 3 Minuten; Aqua dest. 5 Minuten)

entparaffiniert.
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Hamatoxylin-Eosin-(HE)-Farbung

Die Objekttrager mit den Schnitten wurden 5 Minuten in Hamatoxylin und Eosin
gefarbt. Anschlieffend wurden sie mit fliefendem Leitungswasser fiir 10-15 Mi-
nuten gespiilt, um das iiberfliissige Farbsubstrat zu entfernen. Nach erfolgreicher
Farbung erscheint das Zytoplasma rosa, wiahrend Zellkerne blau-lila erscheinen.
Es folgte die Entwidsserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70% Ethanol 5
Sekunden; 80% Ethanol 5 Sekunden; 90% Ethanol Sekunden; 100% Ethanol 2x5

Minuten; Xylolersatz 3 Minuten) und das Eindeckeln mit einem Deckglas.

2.3 Zellbiologische Methoden

Als Zellkultur bezeichnet man tierische oder humane Zellen, die in einem Nahr-
medium aufierhalb des Organismus kultiviert werden. Unter in-vitro-Bedingungen
muss fiir die isolierten Zellen eine Umgebung geschaffen werden, in der Prolife-
ration, Wachstum, Differenzierung und Ausiibung von typischen Zellfunktionen
moglich sind. Dies erfordert die Zufuhr essentieller Nahrsubstanzen, die Neu-
tralisierung von Abfallprodukten und den Schutz vor mikrobieller Kontaminati-
on. Deshalb wurde bei der Arbeit mit Zellkulturen stets auf sterile Bedingungen
geachtet und es wurden ausschlielich sterile Materialien, Puffer und Medien
verwendet. Die Arbeitsschritte wurden an einer Sicherheitswerkbank (HeraSafe,

Heraeus Instruments GmbH, Hanau) durchgefiihrt.

2.3.1 Zelllinien

Zelllinien sind Zellen einer Gewebeart, die sich innerhalb der Zellkultur unbe-
grenzt vermehren konnen. Es werden sowohl immortalisierte Zelllinien als auch
primére Zellen kultiviert (Primérkultur). Als Primérkultur bezeichnet man eine
nicht immortalisierte Zellkultur, die direkt aus einem Gewebe gewonnen wur-

de. Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Krebszelllinien wurden von der
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Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ,
Braunschweig) bezogen und in Nahrmedium bei 37°C und 5 % (v/v) Kohlen-

dioxid (COs) kultiviert.

Tabelle 2.2 — Verwendete Zelllinien und Kulturmedien

Zelllinie (DMSZ Zelltyp Eigenschaften Kulturmedium

Nr.)

Caco-2 (ACC169) human colon ade- adhérent, epithelial MEM + 20 % FCS
nocarcinoma

HEK-293 (ACC human embryonal adhérent, epithelial DMEM +

305) kidney

HT-29 (ACC299) human colon ade- adhérent, epithelial DMEM + 10 % FCS
nocarcinoma

Zur visuellen Uberpriifung der Konfluenz und Morphologie der Zellkultur
wurde ein Inversmikroskop (h500, Hund, Wetzlar) verwendet. Die Zellen wur-
den bei einer Konfluenz von 80 % {tiberfiihrt. Dazu wurden die anheftenden Zel-
len mit warmem PBS (Gibco, Eggenstein) gewaschen und 5 min bei 37°C mit
Trypsin/EDTA-Losung (Invitrogen, Karlsruhe) belassen. Durch Zugabe von FCS-
haltigem Medium (PAA, Linz, Osterreich) wurde die Ablosung der Zellen ange-
halten. Anschlieflend wurde die Zellsuspension in 50-ml Réhrchen (Falcon, Hei-
delberg) tiberfiihrt und bei 1.700 U/min zentrifugiert. Hierfiir wurde auf die Va-
rifuge 3.0R, Heraeus (Kendro Laboratory Products Sorvall® und Heraeus® La-
borgerdte, Langenselbold) zuriickgegriffen. Das dadurch entstandene Zellpellet
wurde in 5 ml Medium resuspendiert und entweder direkt in definierter Zell-
dichte fiir die entsprechenden Experimente ausgesat oder bei einer Verdiinnung
von 1:4-1:6, in 25 ml-Kulturflaschen (Falcon, Heidelberg) tiberfiihrt. Die Zellen
wurden maximal bis zur 25. Passage verwendet und einmal pro Monat auf Kon-

tamination mit Mykoplasmen untersucht.
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2.3.2 Isolierung primarer muriner Kolonepithelzellen

Fiir die Messung von Zytokinen wurden murine intestinale Epitheltzellen aus
dem Kolon von Wildtyp und Nalp6~/~-Mé&usen isoliert. Hierzu wurde das Ge-
webe nach Entnahme des Darms zweimal mit PBS gespiilt und in 10 ml HBSS
+ 1,5 mM EDTA (ohne Ca?", Mg?") fiir 10 min bei 37°C leicht geschiittelt. Der
Uberstand wurde in ein 15 ml Rohrchen iiberfiihrt und bis zur weiteren Verwen-
dung bei 4°C aufbewahrt. Das iibrige Gewebe wurde in 3 ml PBS aufgenommen,
kurz gevortext, der Uberstand mit dem vorherigen Uberstand vereinigt und 1
min bei 1000 U/min zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden zweimal in

PBS gewaschen und zur anschliefenden Kultivierung in Medium {iberfiihrt.

2.3.3 Isolierung primarer muriner Knochenmarkszellen (Bone

Marrow Derived Macrophages (BMDM's))

Da Nalp6 vorwiegend in Immunzellen ausgebildet wird, wurde eine Methode ge-
wahlt, mit der Makrophagen in Kultur gebracht werden konnen. Hierfiir eignen
sich bone marrow derived macrophages (BMDM’s). Dies sind primédre Makropha-
gen, die in Anwesenheit von M-CSF in Kultur gebracht werden. M-CSF ist ein
Zelllinien-spezifischer Wachstumsfaktor, der fiir die Proliferation und die Dif-
ferenzierung von myeloischen Vorlauferzellen zu Makrophagenkulturen sorgt.
Maiuse mit einem funktionellen M-CSF-Verlust haben einen Mangel an Makro-
phagen und Osteoklasten und leiden unter Osteoporose. M-CSF wird von L929-
Zellen freigesetzt. Deshalb kann Uberstand von L929-Zellen als Medium fiir die

Kultivierung von BMDMs genutzt werden

Ausgangsprotokoll

Zu Beginn der Versuche wurde auf das in der Arbeitsgruppe etablierte Proto-

koll zuriickgegriffen. Hierbei wurden die Femorae und Tibiae der Mduse, nach
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Totung durch zervikale Dislokation, abgetrennt und mit einer Feinpunktionsna-
del mit L-929 Medium ausgespiilt. Die Zellen einer Extremitdt wurden jeweils in
einer 10 ml Petrischale aufgefangen. Diese wurde mit L-929 Medium aufgefiillt
und bei 37°C in den Brutschrank gestellt. An Tag 3 und Tag 7 wurde das Medium

gewechselt, anschlieflend wurden die Zellen gezdhlt und ausgesat.

Neues Protokoll, verandert nach A. Rittger

Da die Ergebnisse nicht immer konstant und gut vergleichbar waren, wurde auf
ein anderes Protokoll umgestellt. Dieses hatte Andrea Rittger freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt. Es wurde angepasst und fiir einen Teil der Versuche tiber-
nommen: Hierzu wurde ein spezielles Makrophagenmedium angesetzt, das zur
Halfte aus PAA Makrophagenmedium und zur anderen Halfte aus DMEM—/—
besteht. Dieses wurde mit 50ug/ml Penicillin/Streptomycin und 25 p g/ml Am-
photericin versetzt. Nachdem Femorae und Tibiae weitgehend von Gewebe be-
freit worden waren, wurden mit diesem Medium die Hinterldufe der Mause mit
Hilfe einer 30G Nadel ausgespiilt. Die Zellen wuurden in einem 50 ml Rohrchen
aufgefangen. Es wurden die Zellen von jeweils 2-3 Mdusen desselben Stammes
in einem Rohrchen gesammelt. Anschliessend wurde jedes Tube auf 50 ml aufge-
fillt und mit 20 ng/ml M-CSF (PreproTech) versetzt. Mit dem Pipettor wurden
jeweils 12,5 ml durch ein Zellsieb auf eine P100 Platte gegeben. Anschliefiend
wurden die Zellen bei 37° und 5% CO, 7-10 Tage kultiviert. Ein Mediumwechsel

war nicht notwendig.

Erweitertes Protokoll

Nach einigen Durchgidngen wurde das Protokoll weiter entwickelt, so dass am
Ende der Versuche mit folgendem Protokoll gearbeitet wurde: Das Makropha-
genmedium wurde zusatzlich mit 10% FCS versetzt, um den Zellen mehr Néahr-

stoffe zu liefern. Nach Tétung der Tiere wurden die Extremitédten in 10 ml kaltem
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RPMI-Medium mit Penicillin/Streptomycin 1:100 in einer 5 cm Petrischale auf-
bewahrt. Nach Abtrennung und Sduberung der hinteren Extremitdten wurden
die Zellen von einem Tier in einem sterilen 50 ml-Tube aufgefangen und gut re-
suspendiert. Die Suspension wurde anschlieffend auf zwei 50 ml-Tubes verteilt
und jeweils auf 40 ml aufgefiillt. Es wurden pro Tube 20 ng/ml (1:1000) rmM-CSF
(Immunotools) hinzugegeben. Jeweils 40 ml wurden mit einem Pipettor durch
ein Zellsieb auf eine unbeschichtete 50 ml Petrischale gegeben. Das entspricht
2 grofien Petrischalen pro Maus. Da durch das vorangegangene Protokoll be-
reits gute Ergebnisse erzielt wurden und die Zellen sehr dicht gewachsen waren,
wurde es notwendig, im Verlauf der 10-tidgigen Kultivierungszeit einen Medi-
umwechsel einzufiigen. In den meisten Fallen war es ausreichend, weitere 10 ml
des Makrophagenmediums inklusive Penicillin, Streptomycin und Amphotericin
hinzuzuzugeben. Wenn sich allerdings noch viele Zellen in Suspension befanden,
wurde das Medium komplett gewechselt. Hierfiir wurde das Medium aus 2 Pe-
trischalen abgenommen, in einem 50 ml Falcon-Tube gesammelt und die Zellen
bei 300g 10 Minuten zentrifugiert. Wahrenddessen wurden die Schalen mit je
30 ml MMM inkl. P/S/Ampho + 20 ng M-CSF/ ul beschichtet, damit die bereits
adhédrenten Zellen nicht austrockneten. Die zentrifugierten Zellen wurden, nach
Verwerfen des Uberstandes, in 20 ml MMM incl. P/S/Ampho + 20 ng M-CSF/ ul

resuspendiert und jeweils 10 ml auf jede Schale aufgetragen.

2.3.4 Isolierung gemischter muriner Milzzellen (mixed
Splenocytes)
2.3.5 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden Trypan-Blau (Sigma, Miinchen) und ei-
ne Neubauer-Zihlkammer (VWR International, Darmstadt) verwendet. Trypan-

Blau ist ein Azofarbstoff, der selektiv tote Zellen anfarbt. Sein Einsatz dient der
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Vitalitdtsbestimmung einer Zellpopuplation.

Ein Aliquot von 10 pl der Zellsuspension wurde mit 90 pl Trypan-Blau-Losung
(0,4%), versetzt und 10 ul dieser Verdiinnung in die Zdhlkammer eingebracht.
Anschlieffend wurden die Zellen unter einem Lichtmikroskop ausgezahlt. Die
Zellzahl pro Milliliter wurde mit folgender Formel berechnet:

Anzahl der ausgezéhlten Zellen

Zellzahl = x 1.000 (2.1)

Anzahl der ausgezihlten Quadranten

Zur Bestimmung der Zellzahl bei murinen intestinalen Epithelzellen und Kno-
chenmarkszellen wurde auf Trypan-Blau und das zeitsparende, computergesteu-
erte Zellzahlprogramm XY zurtickgegriffen, da die Zellen schnellstmoglich wie-

der ausgesit werden miissen, um die Qualitdt zu erhalten.

2.3.6 Aussaat und Ernte der Zellen

Die verwendeten Zellkulturformate mit entsprechender Zellzahl und Medienvo-

lumen sind in Tabelle (2.3) zusammengefasst.

Tabelle 2.3 — Verwendete Zellkulturformate

Experiment Zellkulturformat Zellzahl/well Medienvolumen
Proteinisolierung 10cm Schale 5 x 100 10 ml
BMDMs 10cm Schale 5 x 108 12,5 ml
RNA-Isolierung 6-well-Platte 4 % 10° 2ml
ELISA 96 well-Platte 2 x 10* 0,1 ml

Die Zellen wurden, wie in der Tabelle (2.3) beschrieben, ausgesit. Zur Ernte
wurde die Zellkulturplatte auf Eis tiberfiihrt, mit eiskaltem PBS gewaschen und
die Zellen mit einem Gummischaber abgelost. Die Zellsuspension wurde in ein
Reaktionsgefafs tiberfiihrt und bei 1.200-1.800 U/min (Varifuge 3.0R von Hera-
eus, Hanau) sedimentiert. Danach wurden die Zellpellets entweder in den ent-

sprechenden Puffern aufgenommen oder bei -80 °C eingefroren.
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2.3.7 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Um eine erfolgreiche Transfektion zu gewéhrleisten, wurden die Zellen bei einer

Konfluenz zwischen 50 bis 80% transfiziert.

Transfektion von Plasmid-DNA

Bei der Transfektion wird Fremd-DNA in eukaryotische Zellen eingebracht. Die
Fremd-DNA, die eingeschleust werden soll, liegt in einem ringférmigen Plasmid,
das als Vektor dient und so in die Wirtszelle gebracht wird. Dort wird diese DNA
mithilfe der zelleigenen Enzyme vervielféltigt oder in ein Protein umgeschrieben.
Durch diese Methode kann die Wirkung eines einzelnen Gens auf die Zellen re-
lativ einfach untersucht werden. Bei den beschriebenen Experimenten wurde die
Transfektion als transiente Transfektion mittels Lipofektion durchgefiihrt. Hier-
bei wird die negativ geladene DNA an der Oberfldche kationischer Lipidvesikel
komplexiert und durch Fusion der Vesikel mit der Zellmembran in die Wirtszelle
transferiert. Fiir die transiente Transfektion von Plasmid-DNA wurde Lipofecta-
mineTM LTX (Invitrogen, Karlsruhe) fiir Caco2-Zellen und fiir alle anderen Zellli-
nien FuGENE® 6 (Roche, Mannheim) verwendet. Zunichst wurde die Plasmid-
DNA in FCS-freiem Medium verdiinnt, das Transfektions-Reagenz zugefiigt und
fiir 15-30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Transfektionsgemisch wurde
anschlieffend zu dem Zellkulturmedium in den jeweiligen Kulturschalen hinzu-

gegeben und bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

Tabelle 2.4 — Verwendete Formate und Volumina fiir DNA Transfektionsansitze
Plattenformat Medium (ul) DNA (ug) Lipofectamine” " FuGENE
LTX (ul/well) (ul/well)
10-cm-Schale 500 4 8 12
6-well-Platte 100 1 4 3
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode, bei der DNA- oder RNA-Striange
ihrer Grofie nach aufgetrennt werden, um anschlieffend mit einem Molekiil be-
kannter Grofie verglichen zu werden. Hierzu werden die langen Faden der Aga-
rose durch aufkochen mit zehnfachem Auftragspuffer und anschlieffendem Ab-
kiihlen zu einem Gel vernetzt. Hierbei entstehen Poren in dem Agarosegel, die
mit zunehmender Agarosekonzentration kleiner werden. Bei den folgenden Ex-
perimenten lag die Agarosekonzentration im Gel bei 0,5 - 2,0 (w/v), was das Auf-
trennen von DNA-Fragmenten zwischen 200 und 50.00 Basenpaaren (bp) ermog-
licht hat. Das Gel wird wird auf einem Geltrager in eine mit Puffer gefiillte Kam-
mer gelegt und, nachdem die Proben aufgetragen wurden, an Strom angeschlos-
sen. Die DNA-Fragmente wandern nun entlang der elektrischen Stromung von x
nach y. Durch die in dem Gel entstandenen Poren bleiben die DNA-Fragmente,
abhdngig von ihrer Grofie, innerhalb des Gels hdangen. Dies bezeichnet man als
Gelsiebeffekt. In den beschriebenen Experimenten wurde das Gel mit Ethidium-
bromid versetzt, um die Proben fiir eine spatere Auswertung und Dokumentati-
on sichtbar zu machen. Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und fluoresziert
im UV-Licht bei 312 nm. Die DNA-Proben wurden mit zehnfachem Auftrags-
puffer versetzt und zusammen mit einem Marker auf die Gele aufgetragen. Die
Spannung betrug konstant 90 Volt, je nach Grofie der Fragmente liefen die Ge-
le fiir 20 bis n60 Minuten Zur quantitativen und qualitativen Auswertung und
zur Dokumentation wurde eine UV-Geldokumentationsanlage (BioDoc Analyze,

Biometra, Gottingen) verwendet.
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2.4.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Um zu bestimmen, wie hoch die Konzentration an Nukleinsduren in dem Zellly-
sat war, wurde die Konzentration mit einem UVPhotometer (Nano Drop® ND
1000 Spektrophotometer, ©PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen) bei 260 nm
bestimmt. Zum Ausschluss von Proteinverunreinigungen, die bei 280 nm Ab-
sorption gemessen werden konnen, wurde der Quotient aus der Absorption bei
260 nm und 280 nm ermittelt und es wurden nur Proben verwendet, bei denen

das Verhdltnis der beiden Messungen zwischen 1,6 und 2,0 lag.

2.4.3 Isolierung von Gesamt-RNA

Die RNA-Isolierung diente der Analyse der momentanen Zelltitigkeit, da nur
die Gene, die gerade transkribiert wurden, als RNA vorlagen. Fiir die Isolie-
rung der RNA mussten die Zellen lysiert und die ubiquitdr vorkommenden Ri-
bonukleasen (RNasen), die dem Abbau von RNA dienen, inaktiviert werden. An-
schlieflend wurde die RNA aus dem Zelllysat isoliert, sodass man ein Gemisch
aus ribosomaler RNA (rRNA), Transfer-RNA (tRNA), messenger RNA (mRNA)
und anderen erhielt. Dadurch konnte man anschlieffend mittels verschiedener
Methoden die Genexpression bestimmen. Da RNasen auch auf der Haut vor-
kommen, musste besonders auf saubere Arbeitsbedingungen geachtet werden.
Vor der Isolierung wurden der Arbeitsbereich und alle Hilfsmittel mit RNase-
inaktivierenden Tiichern gesdubert. Es wurden stets saubere Handschuhe getra-
gen , die regelméfiig gewechselt wurden.

Zur RNA-Isolierung wurde das RNeasy-Kit von Qiagen (Hilden) verwendet.
Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und in 350 ul RLT Puffer (supplementiert
mit 10 ul/ml 2 Mercaptoethanol) lysiert. Dann wurden sie tiber der QiaShredder®-
Sdule (13.000 x g, 2 min, RT) zentrifugiert. Anschliefend wurde das Lysat mit

dem gleichen Volumen 70% Ethanol verdiinnt und in die RNeasy-Sdule iiber-
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fiihrt. Durch Zentrifugation (15 s; 8000 U/min) wurde die RNA an die Membran
gebunden und danach das Eluat verworfen. Darauf folgt ein Waschschritt mit 350
ul RLT Puffer unter Zentrifugation (15 s; 8000 U/min). Anschlieffend wurde das
Eluat durch zwei 30-mintitige Inkubationen mit DNase-Losung (10 ul DNase I in
70 ul RDD Puffer) von verbliebener genomischer DNA gereinigt. Danach wird
das Lysat dreimal mit 700 pul RW1 Puffer und danach zweimal mit 500 pul RPE
Puffer gewaschen und im Anschluss in ein sauberes Rohrchen tiberfiihrt. Danach
wurde es zum Trocknen fiir 2 min bei 13.000 x g zentrifugiert. Die Sdulenma-
trix wurde nun mit 30-50 pl RNase-freiem Wasser (Qiagen) fiir 5 Minuten bei RT
inkubiert. Die Elution der Gesamt-RNA erfolgte durch einen letzten Zentrifuga-
tionsschritt (2 min, 13.000x g) in ein frisches RNA-Rohrchen. Die Lagerung der
RNA erfolgte bei -80 °C. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden auf Eis durchge-

fithrt.

2.4.4 Qualitatskontrolle der RNA

Um sicherzustellen, dass die RNA weder durch genomische DNA oder andere
Substanzen verunreinigt noch degradiert war, musste die RN A-Qualiét tiberpriift
werden, da ansonsten die Ergebnisse der nachfolgenden Experimente verféalscht
worden waren. Dazu wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Wah-
rend bei intakten RNA-Proben lediglich die 18S- und 28S-rRNA-Banden zu er-
kennen sind, deuten zusitzliche Banden oder ein Verschmieren der rRNA-Banden
auf Kontamination oder Degradation der RNA hin. Um Kontaminationen der
RNA-Proben mit genomischer DNA auszuschliefien, wurde eine Test-PCR mit
isolierter RNA als Matrize durchgefiihrt. Nur RNA-Proben, bei denen keine -
GAPDH-Bande amplifiziert wurde, wurden fiir die reverse Transkription ver-

wendet.
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Tabelle 2.5 - GAPDH-Kontroll-PCR

PCR-Komponente Volumen Temperatur  Zeit (min) Zy-
(uD (°C) klen

RNA 2,0 95 4:00 1

GoTaqTM Reaktions- 5,0 95 0:30 30

puffer 52 0:45 30

GAPDH-Primer-Mix 1,0 72 1:00 30

(10pM) 72 5:00 1

dNTP-Mix (jeweils 10 1,0 4 Pause 1

mM)

GoTaqTM DNA- 04

Polymerase

Aqua bidest. ad 20 pl 10,6

2.4.5 cDNA-Synthese

Bei der Synthese von cDNA wird ein RNA-Strang, der als Matrize dient, durch
das Enzym ,Reverse Transkriptase” in cDNA umgeschrieben. Fiir die Synthe-
se wurde das Advantage® RT-for-PCR Kit (Clontech, Heidelberg) benutzt, das
alle Reagenzien einschliefilich der ,Reversen Transkriptase” aus dem retrovira-
len MMLV (moloney-murine leukemia virus) enthielt. Primer, die an RNA binden,
starten die Reaktion. Hierzu konnen Oligo-dT-Abschnitte verwendet werden, die
komplementédr zum Poly-A-Schwanz der eukaryotischen mRNA sind oder ran-
dom Hexamer Primer, die aus sechs zufillig zusammengesetzten Nukleinbasen
bestehen.

Die RT-PCR dient dem Nachweis der Expression eines bestimmten Gens in
dem zu untersuchenden Gewebe. Nachdem aus der RNA eine cDNA erstellt
wurde, wurde diese mittels Polymerase-Kettenreaktion, wie sie 1987 von Mullis
und Faloona beschrieben wurde, vervielfaltigt. Hierzu ist ein genspezifischer Pri-
mer notig, der fiir die beschriebenen Versuche von der Firma Eurogentec (Kdln)
hergestellt und so gewahlt wurde, dass das entstehende Amplikon eine Linge
zwischen 200 und 1000 bp aufwies. Bei der Polymerase-Kettenreaktion wird die

zu vervielfiltigende DNA auf 95°C erhitzt, sodass die Wasserstoffbriickenbin-
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Tabelle 2.6 — Reaktionsansatz fiir cDNA Synthese

Komponente Volumen [pl] Inkubation
Gesamt-RNA 500 ng 2 min bei 70 °C
Oligo(dT)18-Primer 1,0 pl

Aqua bidest. (RNase-frei) Ad 13,5 ul

5-fach Reaktionspuffer 4,0 ul 1 hbei42°C
dNTP-Mix (jeweils 10 mM) 1,0 ul +
Rekombinanter RNase-Inhibitor (40 U/ ul) 05 ul 5 min bei 95 °C
MMLV-Reverse-Transkriptase (200 U/ pl) 1,0 pl

Gesamtvolumen 20,0 ul

dungen aufgehoben und die zelleigenen Enzyme inaktiviert werden. Eine auf
ihre Hitzebestdandigkeit hin ausgewé&hlte DNA-Polymerase erstellt dann mit Hil-
fe der Primer und der zugegeben Nukleinbasen in mehreren Zyklen Kopien der
vorliegenden DNA. Als Enzym wurde die DNA-Polymerase GoTaqTM (Promea-
ga, Madison, USA) verwendet. Die Reaktion wurde in dem Gradienten Ther-
mocycler (Biometra, Gottingen) durchgefiihrt. Die verwendeten Oligonukleotide
und Hybridisierungstemperaturen finden sich im Anhang. Um eine semiquan-
titative Analyse zu ermdglichen, wurde darauf geachtet, dass die Zyklenzahl so
niedrig gewdahlt wurde, dass sie im ungeséttigten Bereich lag.

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarosegel-Elektrophorese
und wurde mit dem Programm Image] densitometrisch quantifiziert. Die Expres-
sion entsprechender Zielgene wurde als Mittelwert von mindestens zwei unab-

hédngigen Experimenten relativ zur GAPDH-Expression berechnet.

2.4.6 Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion
(RT-PCR)

Die RT-PCR dient dem Nachweis der Expression eines bestimmten Gens in dem

zu untersuchenden Gewebe. Nachdem wie oben dargestellt, aus der RNA eine

cDNA erstellt wurde, wird diese mittels Polymerase-Kettenreaktion, wie 1987

von Mullis und Faloona beschrieben, vervielféltigt. Hierzu ist ein genspezifi-
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Tabelle 2.7 — RT-PCR

PCR-Komponente Volumen Temperatur Zeit Zyklen
(ul) [°C] [min]
cDNA 2 95 05:00 1
5x GoTaqTM Reaktionspuffer 5 95 00:30 33-36
Primer-Mix (jeweils 10 uM) 1 Tanneal 00:30
dNTP-Mix (jeweils 10 mM) 1 72 01:20
GoTaqTM DNA-Polymerase 04 72 05:00 1
Aqua bidest. ad. 20 ul 10,6 4 Pause 1

scher Primer notig, der fiir die beschriebenen Versuche von der Firma Eurogentec
(Ko6lIn) hergestellt und so gewéahlt wurde, dass das entstehende Amplikon eine
Lange zwischen 200 und 1000 bp aufwiesen. Bei der Polymerase-Kettenreaktion
wird die zu vervielfdltigende DNA auf 95°C erhitzt, sodass die Wasserstoffbriicken-
bindungen aufgehoben und die zelleigenen Enzyme inaktiviert werden. Eine auf
ihre Hitzebestdndigkeit hin ausgewé&hlte DNA-Polymerase erstellt dann mit Hil-
fe der Primer und der zugegeben Nukleinbasen in mehreren Zyklen Kopien der
vorliegenden DNA. Als Enzym wurde die DNA-Polymerase GoTaqIM (Promea-
ga, Madison, USA) verwendet. Die Reaktion wurde in dem ,,Gradienten Thermo-
cycler” (Biometra, Gottingen) durchgefiihrt. Die verwendeten Oligonukleotide
und Hybridisierungstemperaturen finden sich im Anhang. Um eine semiquan-
titative Analyse zu ermoglichen, wurde darauf geachtet, dass die Zyklenzahl so
niedrig gewdhlt wurde, dass sie im ungeséttigten Bereich lag.

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarosegel-Elektrophorese

und wurde mit dem kostenlosen Programm Image] densitometrisch bestimmt.

Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Die identifizierten DNA-Banden wurden aus dem Agarosegel mit dem ,,Qiaquick®
Gel Extraction Kit” (Qiagen, Hilden) eluiert. Dazu wurden die gewiinschten Frag-
mente mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, in ein tariertes Reaktions-
rohrchen tiiberfiihrt und gewogen. Die DNA wurde nach Herstellerangaben aus

dem Gel isoliert und mit 20 bis 50 ul Nuklease-freiem Wasser in ein sauberes
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Rohrchen eluiert (1 min; 12.000 U/min).

2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 Herstellung von Gesamtproteinlysaten

Um die Proteine mit verschiedenen Methoden quantitativ und qualitativ analy-
sieren zu konnen, wurde aus den Zellen Gesamtproteinlysate gewonnen. Hierzu
wurden die am Boden haftenden Zellen, nach Abnahme des Uberstandes, in 100
pl kaltem 1x DLB- Lysepuffer mit 1 % Phosphatase-Inhibitor Cocktail II (Sigma,
Miinchen) und 2 % 50X Protease-Inhibitor-Cocktail (Sigma, Miinchen) resuspen-
diert. Die Lysate wurden fiir 5 Minuten bei 99°C aufgekocht und anschliefSlend
mit einer Ultraschallsonde 2x5s behandelt, um die Zellen weiter zu lysieren. Da-
nach wurden die Lysate zentrifugiert (16.000x g; 15 min; 4 °C’) und der Uber-
stand, der die Proteine enthilt, in eine neues 1,5 ml Reaktionsgefafs tiberfiihrt.
Alle weiteren Versuche wurden auf Eis durchgefiihrt. Die Proben wurden bei -

20°C gelagert

2.5.2 Quantitative Proteinbestimmung

Fiir die Aussagekraft der nachfolgenden Analysen ist es wichtig, dass jede Probe
den gleichen Proteingehalt aufweist. Dafiir muss der Proteingehalt der erstellten
Gesamtproteinlysate gemessen und anschliefSend die entsprechende Menge der
Lysate entnommen werden. Diese Messung erfolgte nach der Methode von Brad-
ford mit Hilfe des , DC (Detergent Compatible) Protein Assays” (Biorad, Miin-
chen). Bei dieser Methode wird der Farbstoff ,,Coomassie brilliant blue G-250"
verwendet, der an die hydrophoben Strukturen des Proteins bindet. Dadurch ver-
schiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm auf 595 nm.

Fiir die Messung wurden 2ul Proteinprobe 1:5 in H0 verdiinnt und die weite-
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ren Assay-Reagenzien hinzugefiigt. Anschlieffend wurde die Absorption bei 595
nm gemessen. Die Berechnung des Proteingehalts erfolgte anhand einer BSA-

Verdiinnungsreihe, die mitgemessen wurde und als Eichgerade diente.

2.5.3 Western Blot

Der ,,Western Blot” ist eine Methode, bei der Proteine auf eine Membran tiber-
tragen werden und dann durch Immundetektion oder andere Methoden nachge-
wiesen oder weiter analysiert werden konnen. Fiir die vorliegende Arbeit wur-
den drei aufeinander folgende Methoden verwendet, um jeweils ein bestimmtes

Zielprotein nachzuweisen:

e die Auftrennung der Proteine mittels Gelelektrophosrese
e das eigentliche ,Blotting”

e der immunologische Nachweis des Proteins durch Chemiluminiszenz

Der Name ,Western Blot” ist eine Anlehnung an den von Edwin Southern
(1975) entwickelten Blot zur DNA-Detektion und wurde fiir den Nachweis von

Proteinen erstmals durch Towbin beschrieben.

Denaturierende Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE)

Zum Auftrennen der Proteine wurde die Ployacrylamid-Gelelektrophorese (PA-
GE) nach Laemmli verwendet. Bei diesem Verfahren werden negativ geladene
SDS-Protein-Komplexe durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Das SDS (Natrium-
decylsulfaf) ist ein anionisches Detergenz, das Proteine oder Proteinkomplexe bis
zur Primérstruktur entfaltet und deren Eigenladung tiberdeckt. Weiterhin wer-
den die inter- und intramolekularen Proteinbindungen durch 2-Mercaptoethanol
oder Dithiothreitol (DTT; Sigma, Miinchen) aufgehoben. Die denaturierten Prote-
ine werden durch ihr konstantes Ladung /Masse-Verhiltnis in dem Polyacrylamid-

netz des Gels nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Im ersten Schritt, wurde
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Tabelle 2.8 — Zusammensetzung eines Trenngels

Komponente Grofle des Zielproteins [kDa]
10-60 20-100 30-120 50-200
Acrylamid 15% 12% 10% 7,50%
N,N’-Methylenbisacrylamid 5ml 4,15ml 3,5ml 2,5ml
4x Trenngelpuffer 25ml 25ml 25ml 25ml
Aqua bidest. 25ml 35ml 4,15ml 5ml
TEMED 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul
10 % (v/w) APS 100l 100l 100 uI 100 pl

das Gel fiir die Elektrophorese aus den unten (Tabelle 1.12 und Tabelle 1.13) auf-
gelisteten Komponenten erstellt, wobei das Gel aus zwei Anteilen, einem dich-
teren Trenngel und einem dariiber gelegenen Sammelgel besteht. Die Polymeri-
sierungsreaktion von Acrylamid und N,N" Methylenbisacrylamid wurde durch
den Radikalstarter Ammoniumpersulfat (APS) und den Polymerisierungskataly-
sator Tetramethylethylendiamin (TEMED) verursacht. Der Anteil an Acrylamid
bestimmt die Porengrofie und wurde je nach Grofie des Zielproteins verdandert.
Die aquilibrierten Proteinproben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit
5xSDS-Puffer versetzt und fiir 5 Minuten bei 99°C eingekocht und anschlieflend
kurz zentrifugiert. Anschlieflend wurden die Geltaschen mit jeweils 15 pg Prote-
in beladen und zusammen mit einem Molekulargewichtstandard (Precision Plus
Protein TM) in einer Gelkammer (Multigel G44; Biometra, Miinchen) aufgetrennt.
Zunidchst wurde das Gel bei 15 mA /Gel (PP 3000 High Voltage Power Pack; Bio-
metra, Miinchen) fiir 30 Minuten fokussiert, damit alle Proteinladungen sich in
dem Sammelgel setzen kénnen und anschlieffend gleichméfiig laufen. Danach
wurde das Gel fiir 45 bis 90 Minuten, je nach Grofie des zu bestimmenden Prote-

ins, im Trenngel bei 30 mA /Gel aufgetrennt.

Immobilisierung von Proteinen durch Elektrotransfer (Western Blot)

Die aufgetrennten Proteine wurden nun fiir die Immundetektion aus dem Po-

lyacrylamidgel auf eine PVDFE-Membran (Millipore, Schwalbach) gebracht. Da-
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Tabelle 2.9 — Zusammensetzung eines Sammelgels
Komponente Sammelgel (3 % Acrylamid)

N,N’-Methylenbisacrylamid 0,3 ml
4x Sammelgelpuffer 0,75 ml
Aqua bidest. 1,95 ml
TEMED 3 ugl
10 % (v/w) APS 30 ugl

zu wurden zunéchst pro Gel eine PVDF-Membran und drei Whatmann-Paper in
der exakten Grofie des Trenngels zurechtgeschnitten. Anschlieffend wurden die
Whatmann-Paper vor Ende der Gelelektrophorese 15 Minuten in Anoden- und
Kathodenpulffer inkubiert. Die PVDF-Membran wurde durch kurzes Einlegen in
Methanol aktiviert und danach fiir 5 Minuten in Aqua bidest dquilibriert. Nach
Ende der Elektrophorese wurde der Blotsandwich, bestehend aus Whatmann-
Paper, Gel und PVDF-Membran ziigig und luftblasenfrei zusammengesetzt und
zwischen die Granitplatten der Blottingapparatur (Trans-Blot SD Semi-Dry Trans-
fer Cell, BioRad, Miinchen) gelegt. Anschlieflend wurde, je nach Anzahl und Gro-

Be der Gele, ein Strom von 0,8 mA /cm? fiir 55 Minuten angelegt.

Immundetektion von Proteinen durch Chemilumineszenz

Zur Detektion der Zielproteine wurden gegen das jeweilige Protein gerichtete
Antikorper (Primédrantikorper) auf die Membran gegeben. Anschliefiend wur-
den Sekundédrantikorper, die gegen die Ursprungspezies des Primdrantikorpers
gerichtet waren, aufgetragen. Diese waren mit einem Enzym, der Meerrettich-
Peroxidase (horseradish peroxidase), konjugiert, das nach Zugabe von Luminol und
Wasserstoffperoxid die Oxidation zu 3’ Aminophtalt katalysiert. 3’ Aminophtalat
liegt im angeregten Zustand vor und gibt bei dem Ubergang in den stabilen
Grundzustand Energie in Form von Licht ab. Durch geeignete Rontgenfilme ist
es moglich, diese chemilumineszente Reaktion sichtbar zu machen und zu doku-

mentieren. Nach dem Elektrotransfer der aufgetrennten Proteine auf die PVDE-
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Tabelle 2.10 — Verwendete Anitkérper und Verdiinnungen zur Immundetektion

Antikorper Spezies, Typ Verdiinnung Hersteller
x-caspase 1 Kaninchen, monoklonal 1:500 Sigma
x-flag Maus, monoklonal 1:500 Stratagene
x-Nalp3 Maus, monoklonal 1:500 Abcam
x-Nalp6 Ziege, polyklonal 1:75 Abcam
Anti-b-Actin Maus, monoklonal 1:5000 Sigma
Anti-goat Kaninchen, polyklonal 1:2000 Sigma
Anti-mouse- Ziege, polyklonal 1:2000 Amersham
HRP Biosciences

Anti-rabbit- Ziege, polyklonal 1:2000 Amersham
HRP Biosciences

Membran wird diese fiir 1h in Magermilchpulver 5% in TTBS gelost (MMP 5%)
und bei Raumtemperatur rollend inkubiert, um unspezifische Reaktionen ab-
zusattigen. Anschlieffend wird der Primédrantikorper in entsprechender Verdiin-
nung, in 5% MMP gel6st, hinzugefiigt und tiber Nacht bei 4°C rollend inkubiert.
Anschliefsend wird die Antikorperlosung abgegossen und die Membran wird
drei Mal fiir 10 Minuten in TTBS gewaschen. Danach wird der Sekundarantikor-
per hinzugegeben und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurde die Membran erneut drei Mal fiir jeweils 30 Minuten gewaschen. Dann
wird die Membran mit ECL-Reagenz (ECL PLUS, Amersham Biosciences, Frei-
burg) tiberschichtet und drei Minuten bei RT inkubiert. Der Rontgenfilm (Hyper-
film ECL, Amersham Biosciences) wurde je nach Reaktionsintensitdt zwischen
einer Sekunde und 30 Minuten exponiert und anschlieffend in einer Tischent-
wicklungsmaschine entwickelt (Curix 60, AGFA, Leverkusen). Auf der Mem-
bran gebundene Antikérper wurden durch sogenanntes , strippen” entfernt. Da-
bei wurden die Antikorper durch alkalische Denaturierung fiir 40 Minuten bei
55°C in Stripping-Puffer entfernt und neue Zielproteine oder Haushaltsproteine
( B-Aktin, GAPDH) durch eine wiederholte immunologische Behandlung nach-

gewiesen.
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2.5.4 Koimmunoprazipitation

Die Koimmunprézipitation (Co-IP) ist eine Methode zum Nachweis von Protein-
Protein-Wechselwirkungen und wurde im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt,
um die mogliche Interaktion von Nalp3 mit Nalp6 aufzukldren. Zum Prazipitie-
ren wurden Agarose-Beads mit immobilisiertem Protein A/G (Santa Cruz, Hei-
delberg) sowie die in der Tabelle 1.10 dargestellten Konstrukte und Antikorper
verwendet. Die Proteine, deren Interaktion nachgewiesen werden sollte, wurden
zundchst in BMDM-Zellen von Wildtypméausen tiberexprimiert. Die Zellen wur-
den in 500 pl RIPA Lysepuffer + Phosphatase- und Protease-Inhibitor-Cocktail
(Sigma, Miinchen) resuspendiert und durch Vortexen fiir 45 Sekunden weiter auf-
geschlossen. Ein Preclearing-Schritt, bei dem 10 pl Protein A /G-Agarosekiigelchen
zum Lysat hinzugegeben wurden, entfernte unspezifisch bindende Proteine aus
dem Proteinlysat. Nach Zentrifugation (16.000x g, 15 min, 4 °C) wurde der Uber-
stand in ein neues Reaktionsgefaf3 tiberfithrt und mit 1 pg eines monoklonalen
Antikorpers versetzt, der spezifisch an GFP (Green Fluorescent Protein) bindet.
Nach einer einstiindigen Inkubation bei 4 °C auf einem Schiittler (Multi-Axle Ro-
tator A257, Denley-Tech, England) wurden 25 ul Protein A /G-Agarosekiigelchen
hinzugegeben und die Proben bei 4 °C {iber Nacht weiterinkubiert. Am folgenden
Tag wurden die Agarosekiigelchen abzentrifugiert (5 min, 12.000 U/min) und
der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde dreimal mit kaltem RIPA-Puffer ge-
waschen und durch Zugabe von 40 pl 2x SDS-Ladepuffer sowie fiinfminiitigem
Aufkochen und anschlieBendem Zentrifugieren eluiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen und mittels SDS-PAGE und Immunblot auf die Anwe-
senheit von prazipitierten NOD2-GFP und koprazipitiertem DUOX2-HA tiber-

priift.
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2.5.5 ELISA

ELISA steht fiir Enzyme-Linked Immunosorbent Assay und ist eine Methode
zum immunologischen Nachweis von Proteinen und niedermolekularen Struk-
turen mittels einer enzymatischen Farbreaktion. Bei den folgenden Experimen-
ten wurde die sogenannte ,,Double Antibody” oder auch , Sandwich”-Methode
verwendet, bei der zwei Antikorper, die beide spezifisch an ein in der Probe vor-
handenes Antigen binden, verwendet werden. Damit die beiden Antikorper sich
nicht gegenseitig behindern, miissen sie an unterschiedlichen Stellen des Anti-
gens binden. Hierfiir wird der erste Antikorper auf die Platte mit den Proben
aufgetragen und {iber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wird die Probe hinzu-
gegeben und inkubiert dann fiir eine Weile mit dem ersten (Coating-) Antikorper.
Anschliefiend wird die Platte gewaschen, um die ungebunden Teile der Probe
zu entfernen. Dann wird der zweite Antikorper (Detection Antibody) hinzuge-
geben, der an ein anderes Epitop des Antigens bindet. Dadurch befindet sich das
Antigen quasi in der Mitte der beiden Antikorper (Sandwich). Der zweite Anti-
korper tragt auflerdem ein Enzym, meistens eine Horseradish-Peroxidase, dass in
Verbindung mit einem geeigneten Substrat umgesetzt wird und so eine messbare
farbliche, fluoreszierende oder chemilumineszente Reaktion erzeugt. Da die Ab-
sorptionsintensitdt proportional zur Konzentration an Peroxidase ist und diese
wiederum die Menge an immobilisiertem Antigen widerspiegelt, kann tiiber ei-
ne Standardkurve die Konzentration des jeweiligen Zytokins bestimmt werden.
Fiir diese Arbeit wurde ELISA eingesetzt, um eine Reihe von Interleukinen in
verschiedenen murinen und humanen Geweben nachzuweisen. Es wurden die
Cyto Sets von Biosource (Solingen) verwendet, eine genaue Auflistung der unter-
suchten Interleukine und Gewebe findet sich in der unten stehenden Tabelle. Fiir
die Bestimmung der Zytokinsekretion wurden die Uberstinde der entsprechend
kultivierten und vorbehandelten Zellen auf eine mit Capture-Antikdrper behan-

delte 96-well-Platte iibertragen. Nach einstiindiger Inkubation wurde die Platte
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mit PBS-Tween gewaschen und wiederum fiir eine Stunde mit dem Detection-
Antikorper inkubiert. Anschlieffend wurde nach wiederholtem Waschen das Peroxidase-
Substrat hinzugegeben und die Absorption des Farbstoffs bei 450 nm mit Hilfe

des GeniosPro-Plattenreaders (Tecan Trading AG, Schweiz) bestimmt.

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Beratung erfolgte durch Dr. rer. nat. Frank Kramer, Institut fiir
medizinische Statistik, Universitdat Gottingen. Fiir die verschiedenen statistischen

Tests wurde jeweils P-Werte < 0.05 als signifikant angesehen.

2.6.1 Varianzanalyse (Anova) eines multiplen linearen Modells

Mit der Varianzanalyse (Anova) ldsst sich der statistische Einfluss einer oder
mehrerer Einflussvariablen (unabhédngie Variable) auf eine Zielvariable (abhangi-
ge Variable) iiberpriifen. Bei einem multiplen linearen Modell wird der Einfluss
mehrerer unabhingier Variablen auf die abhdngige Variable tiberpriift. Um die
Gewichtsverldufe wiahrend der DSS-induzierten Kolitis (s. Abbildung 3.3a) sta-
tistisch auszuwerten wurde deshalb auf eine solche Varianzanalyse eines multi-
plen linearen Modells zuriickgegriffen. Hierbei stellte das Gewicht die abhédngige
Variable dar, der Genotyp, der Versuchstag und das jeweilige Tier stellten un-
abhéngige Variablen dar. Bei der Auswertung der Zytokinspiegel im Blut nach
LPS-Endotoxinschock (s. Abbildung 3.19) wurde ebenfalls eine Varianzanalyse
(Anova) eines multiplen linearen Modells durchgefiihrt. Hierbei war die opti-
sche Dichte die abhidngige und der Genotyp, die Zeit und das jeweilige Tier die

unabhéngigen Variablen.
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2.6.2 Kaplan-Meier-Plot und Uberlebenszeitanalyse mittels

Cox Proportional-Hazard Methode

Bei der Kaplan-Meier-Schiatzung handelt es sich um eine nichtparametrische Schit-
zung des Uberlebens. Es werden auch aus dem Versuch ausgeschiedene Tiere
(z.B. durch Unterschreiten des Mindestgewichts) mit einbezogen und die An-
zahl an Tieren, die den Endpunkt des Versuchs erlebt haben berticksichtigt. Das
Regressionsmodell nach Cox untersucht das Verhalten der Ausfallraten in Ab-
hingikeit von unterschiedlichen Faktoren. Die Uberlebenskurven der Tiere im
CLP-Sepsis-Modell (s. Abbildung 3.8a) und beim LPS-Endotoxinschock (s. Ab-
bildung 3.7) wurden nach diesem Verfahren ausgewertet wobei durch das Re-
gressionsmodell nach Cox die beiden Gruppen Nalp6~/~ und Wildtyp miteinan-

der verglichen werden konnten.

2.6.3 Lineares Mixed-Effects Modell

Das lineare Mixed-Effects Modell stellt ein gemischtes Modell dar, in dem sowohl
Fixed Effects als auch Random Effects berticksichtigt sind. Bei beiden handelt es
sich um lineare Paneldatenmodelle, wobei die Random Effects Analysen auf der
Annahme beruhen, dass die unbeobachtete Heterogenitit nicht mit den erkldren-
den Variablen korreliert wahrend die Fixed Effects Analysen davon ausgehen,
dass eine Korrelation zwischen der individuellen Heterogenitit und der erkla-
renden Variablen besteht. Fiir die statistische Auswertung des Disease Activity
Index (s. Abbildung 3.3b) wurde auf ein solches gemischtes Modell zuriickgegrif-
fen wobei der Rang des DAI-Scores als abhédngige Variable, die Gruppe und der
Zeitpunkt als unabhédngige Variable sowie das Tier als Random-Effects-Variable

betrachtet wurden.
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2.6.4 Student-t-Test

Fiir die statistische Auswertung der tibrigen Ergebnisse wurde der Zweistichproben-
t-Test durchgefiihrt. Dieser priift an Hand der Mittelwerte zweier Stichproben
ob die beiden Gruppen sich voneinander unterscheiden. Die Berechnung des
Students-t-Test wurde mit dem kostenlosen Programm studentsttest.com durchge-

fithrt.
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3 Ergebnisse

3.1 In Vivo-Versuche

3.1.1 Basale Phinotypisierung der Nalp6~/—-Maus

Die Nalp6-knockout-Tiere aus dem Stamm 126-] wurden im Tierhaus der CAU
Kiel iiber mindestens drei Generationen mit Tieren des Stammes ,Black6” ge-
kreuzt. Die Wildtyp Kontrolltiere stammen lediglich aus dem Stamm BL6. die

Transgenitat wurde mittels RT-PCR bestétigt (s. Abbildung 3.1).

odjeN
-ode

iﬁfm

Abbildung 3.1 - RT-PCR von Nalpé- und Nalp6~/~-Méusen. Die DNA wurde aus
den Schwanzspitzen isoliert. Bei den Nalp6-Tieren zeigen sich Ban-
den nach den Vorgaben der Firma Genoway, bei dem funktionie-
renden Knockout zeigen sich keine Banden. Exemplarische Darstel-
lung von n=1. Jedes in die Versuche eingeschlossene Tier wurde
vorher einzeln auf den vorhandenen Knockout getestet.

Die Tiere lebten in einem normalen 12-stiindigen Hell- und Dunkelzyklus und
vertrugen sowohl Nahrung als auch das Trinkwasser. Beide Mausstamme zeigten
weder spontane Kolitiden oder spontan auftretende Tumoren noch andere patho-
logische Zeichen. Das Wachstum und die Gewichtsentwicklung sowie die Fort-
pflanzung der Nalp6~—/~-Tiere waren mit den Wildtypmausen (Nalp6-littermate

Kontrolltieren) vergleichbar. Der Stuhl war von fester Konsistenz und pelletartig
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geformt.

Das im Routinelabor des UKSH bestimmte Blutbild wies keine Unterschiede
zwischen den Wildtyp- und den Nalp6~/~-Tieren auf (s. Tabelle 3.1 und 3.2).
Die in Abbildung 3.2 dargestellten Schnitte verschiedener Darmabschnitte und
der Leber zeigten keine Unterschiede zwischen den Nalp6~/~-Tieren und den

Wildtyp-Kontrollen.

Tabelle 3.1 - Blutbild Nalp6~/~-Mause im Vergleich zu den Normwerten (Ewring-

mann, 2008)
Laborwerte Normwerte Nalp6=/~
Héamoglobin (g/dl) 10-16 12,84
Héamatokrit (%) 36-49 42,06
Erythrozyten 7-11,5 7,97
(106 /ul)
Leukozyten 4-12,5 4,81
(103/ul)
Thrombozyten 400-980 397,11
(103/ ul)

Tabelle 3.2 - Klinische Chemie Nalp6~/~-Mause im Vergleich zu C57BL6-Mausen
(Mittelwert, angepasst nach (Zur, 2005))

Laborwerte Normwerte Nalp6=/~
Natrium (mmol/1) 156,5 146,14
Kalium (mmol/1) 4,49 5,23
Kalzium (mmol/I) 2,07 2,25
Harnstoff (mg/dl) 49,9 51,63
Kreatinin (mg/dl) 0,20 0,13
Harnsédure (mg/dl) 1,56 1,33
Gesamtbilirubin 0,29 <10
AST (U/1) 51 128,17
ALT (U/1) 24,5 34,94
LDH (U/1) 307 462,80
CK (U/)) 162,5 887,83
Glucose (mg/dl) 146,5 419,33
Triglyzeride (mg/dl) 102 82,83
Eiweif3 (g/dl) 4,0 4,17
Cholesterin (mg/dl) 82 77,40

Die histologische Untersuchung zeigte in HE-gefdarbten Praparaten keine Un-
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terschiede zwischen den Nalp6~/~-Tieren und den Wildtyp-Kontrollen.

(g) Leber Nalp6=/~ (h) Leber Wildtyp

Abbildung 3.2 — Basale Phanotypisierung. Gezeigt werden jeweils ein unbehandel-
tes Nalp6~/~-Tier und ein unbehandeltes Wildtyp-Tier. Es fanden
sich keine Unterschiede zwischen den Wildtyp und den Nalp6~/~-
Tieren.
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3.1.2 Chronische Kolitis

Versuchsaufbau: Durch DSS wird bei den Mdusen eine Darmentziindung gene-
riert, die histologisch und zelluldr mit menschlichen Darmentziindungen, wie
sie auch bei M.Crohn und Colitis ulcerosa vorkommen, vergleichbar ist. Fiir die-
se Arbeit wurde sowohl bei Wildtyp- als auch bei Nalp6~/~-Tieren mit 2%-DSS-
Losung eine chronische Kolitis induziert (siehe Material und Methoden) und das
Ansprechen der beiden Gruppen anschlieffend miteinander verglichen.
Wihrend der 35-tdgigen Versuchsdauer wurde die Gewichtsverdnderung der
Tiere erfasst (Abbildung 3.3a). Die Nalp6~/~-Tiere wiesen bei gleichem Ausgangs-
gewicht wahrend der Zyklen mit DSS-Gabe ein hoheres Korpergewicht auf als
die Kontrolltiere. Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer Varianzanaly-
se (Anova) eines multiplen linearen Modells (s. Material u. Methoden). Dadurch
konnte gezeigt werden, dass die beiden Gruppen sich {iber die Zeit signifikant
unterschiedlich entwickelten (p= 0,0001). Wahrend des Versuchs wurden tédglich
das Gewicht, die Blutungsstdarke und die Stuhlkonsistenz erhoben und daraus
der DAI, Disease Activity Index, berechnet (dargestellt in Abbildung 3.3b). Die-
se Darstellung des Krankheitsverlaufs zeigt, dass sowohl die Nalp6~—/~-Tiere als
auch die Kontrolltiere in den Phasen der DSS-Gabe Darmentziindungen entwi-
ckelt haben und sich in den Tagen, an denen kein DSS gegeben wurde, erholt
haben. Es zeigten sich allerdings keine Unterschiede im Krankheitsverlauf zwi-
schen den beiden untersuchten Genotypen. Die statistische Auswertung erfolg-
te mit Hilfe eines linearen Mixed-Effects Modells. Diese Auswertung zeigte, dass
keine signifikante Veranderung des DAI zwischen den beiden Gruppen in Ab-
héangigkeit von der Zeit festgestellt werden konnte (p= 0.64). Weiterhin konnen
keine signifikanten Anderungen des DAI zwischen den Gruppen (p=0.13) bzw.
tiber die Zeit (p=0.46) alleine festgestellt werden. Am Ende der 35-tagigen Ver-
suchszeit waren beide Gruppen nur unwesentlich betroffen. Die Nalp6~/~-Tiere

wiesen {iber den Verlauf des Experiments ein signifikant hoheres Gewicht auf als
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die Wildtyptiere. Der Verlauf der induzierten Kolitis entspricht eher dem einer

rezidivierenden akuten Kolitis als dem einer persistierenden chronischen Kolitis.

Chronische Kolitis mit 2%iger DSS-Lésung Chronische Kolitis mit 2%iger DSS-Losung
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Abbildung 3.3 — Gewichtsverlauf und Disease Activity Index (DAI) unter DSS-
induzierter Kolitis bei Nalp6~/~-und Wildtyp-Tieren. Gezeigt wird
der Median von jeweils n=13 Tieren. Die Kurven, die die Ge-
wichtsverdnderung anzeigen verlaufen signifikant unterschiedlich
(p=0,001) wahrend sich im DAI kein signifikanter Unterschied fest-
stellen lief (p= 0.64).

Nach der Totung der Tiere wurde die Lange der Darme gemessen und zwi-
schen den Nalp6~/~-Tieren und den Wildtyp-Tieren verglichen (Abbildung 3.4).
Es wurden die Darmléngen aller 13 {iberlebenden Nalp6~/~-Tiere sowie von fiinf
der sieben iiberlebenden Wildtyp-Tiere bestimmt. Bei den fehlenden zwei Tie-
ren war die Darmldnge auf Grund von technischen Problemen bei der Organ-
entnahme nicht sicher zu verwerten. Sie wurden deshalb in dieser Messung aus-
geschlossen. Die Darmlédnge ist in diesem Modell ein Parameter dafiir, wie stark
der Darm von Entziindungen betroffen ist, da chronische intestinale Entziindun-
gen und die damit verbundenen Reperaturmechanismen zu Verkiirzungen des
Darms fithren. Am Ende des Versuchs war die mittlere Darmlange der Nalp6~/~-
Tiere signifikant hoher (p=0,02) als bei den Wildtyp-Tieren. Die Auswertung er-

folgte mit dem Student-t-Test.
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DSS-induzierte Kolitis
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Abbildung 3.4 — Kolonldnge am Tag 35 nach DSS-induzierter chronischer Kolitis.
Gezeigt werden die Ergebnisse von den 5 aus 7 Wildtyp-Tieren,
die den Endpunkt nach 35 Tagen erreicht hatten, sowie 13 aus 13
Nalp6~/~-Tieren. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Nalp6~/~- und den Wildtyptieren (p=0,02).
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Abbildung 3.5 — GroBe und Gewicht der Milzen von Nalp6~/~- und Wildtyp-Tieren
am Tag 35 nach DSS-induzierter chronischer Kolitis. Gezeigt wer-
den die Ergebnisse von den 5 aus 7 Wildtyp -Tieren, die den End-
punkt erreicht haben, sowie von 12 aus 13 N alp6~—/~-Tieren. Die
Unterschiede zwischen den Wildtyp- und den Nalp6~/~-Tieren
waren nicht signifikant (Milzgewicht p=0,39; Milzldnge p=0,11).

Die Messung der Milzgrofie und des Milzgewichts (Abbildung 3.5) zeigten
keinen signifikanten Unterschied zwischen den Wildtyp-Tieren und den Nalp6~/~-
Tieren (Milzgewicht p=0,39; Milzlange p=0,11). Es wurden fiinf von sieben Wild-
typtiere (s. Abbildung 3.5a) sowie zwolf von 13 Nalp6~/~-Tiere (s. Abbildung

3.5b) untersucht, bei den fehlenden drei Tieren konnten auf Grund technischer
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Probleme bei der Organentnahme die Milzgrofie und das Milzgewicht nicht ein-
deutig bestimmt werden. Sie wurden aus der Messung ausgeschlossen. Die Aus-

wertung erfolgte mit dem Student-t-Test.

z — ! . ‘Il
(@) Nalp6=—/~, 2/3 Abschnitt (b) Wlldtyp, 2/3 Abschmtt
des Kolons des Kolons

(c) Nalp6=/~, 3/3 Abschnitt (d) Wildtyp, 3/3 Abschnitt
des Kolons des Kolons

Abbildung 3.6 — verschiedene Kolonabschnitte von 1 (proximal) bis 3 (distal) nach
DSS-induzierter chronischer Kolitis, gezeigt werden jeweils ein re-
présentatives Beispiel von jeweils 13 Nalp6~—/~-Tieren bzw. 7 Wild-

typtieren.

Die in Abbildung 3.6 dargestellte histologische Untersuchung von jeweils ei-
nem medialen Kolonabschnitt (2/3, s. Abbildungen 3.6a und 3.6b) sowie je ei-
nes distalen Kolonabschnittes (3/3, s. Abbildungen 3.6c und 3.6d). Es zeigten
sich keine histologischen Unterschiede zwischen den Nalp6~/~-Tieren und den

Wildtyp-Tieren.
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3.1.3 Endotoxin-Schock

Um die Reaktion der Tiere auf einen Endotoxinschock zu untersuchen, haben die
Maduse im Rahmen einer Versuchsreihe LPS intraperitoneal (i.p.) gespritzt bekom-
men. Die Ausgangszahl lag bei jeweils n=8 Tieren. Hier zeigte sich, dass von den
Wildtyp-Tieren bereits nach 9h alle Tiere verstorben waren, von den N alp6=/~-
Tieren war zu diesem Zeitpunkt noch ein Tier am Leben, das den Endpunkt des
Experiments nach 24h erreichte (s. Abbildung 3.7). In der statistischen Auswer-
tung als Uberlebenszeitanalyse mittels Cox Proportional-Hazard Methode konn-
te keine signifikante Korrelation der Uberlebenszeit mit der Gruppenzugehérig-

keit festgestellt werden (p=0,11).

LPS-induzierter Endotoxinschock
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Abbildung 3.7 — Uberleben nach Injektion von LPS in Stunden, jeweils n= 8 Tiere. Es
konnte kein signifikanter Unterschied in der Uberlebenszeit festge-
stellt werden (p=0,11).

Nach der Totung des iiberlebenden Tiers wurde die Dry/Wet-Ratio der Dér-
me der Tiere bestimmt (s. Abbildung 3.8). Diese Messung gibt Hinweise auf die
Odembildung wihrend der Entziindungsreaktion. Die Ergebnisse der Nalp6~—/~-
Tiere wurden mit den littermate-Kontrolltieren, unbehandelten Tieren aus dem
gleichen Wurf verglichen. Die Auswertung erfolgte mit dem Student-t-Test. Wah-

rend im Kolon keine Unterschiede im Wassergehalt offensichtlich wurden (p=
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0,85), zeigten die Nalp6~/~-Tiere im Jejunum eine signifikant hohere Dry-Wet-

Ratio (p=0,003).
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Abbildung 3.8 — Dry/Wet-Ratio von Kolon und Jejunum nach LPS-Endotoxin-
Schock bei Nalp6~/~- und Wildtyptieren.

Nach der Totung der verbliebenen Tiere wurden die Zytokinspiegel im Serum
mittels ELISA analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.19 im Abschnitt

Bestimmung der Zytokine mittels ELISA in verschiedenen Geweben dargestellt.

3.1.4 CLP-Sepsis

Um eine bakterielle Sepsis zu induzieren, wurde das Zokum der Méuse punk-
tiert, sodass Darminhalt in die Bauchhohle austreten konnte. Dies fithrte zu einer
zundchst lokalen Entziindung, die sich dann {iber das Peritoneum systemisch
ausbreitete. Nach der OP wurden die Tiere drei Tage lang beobachtet, Gewichts-
verdnderungen und Uberleben erfasst und die verbleibenden Tiere anschlieffend
getotet.

Fiir den Versuch lag die Zahl der Nalp6~/~- und der Wildtyptiere bei jeweils
n=13. Die Experimente wurden in zwei unabhingigen Versuchsreihen durchge-
fiihrt. Das Uberleben und der Gewichtsverlauf wihrend des Versuchs sind in

Abbildung 3.9 dargestellt. Wahrend dieser Beobachtungszeit konnte festgestellt
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werden, dass die Nalp6~/~-Tiere zu iiber 60% (n=8) die folgenden drei Tage iiber-
lebt haben. Von den Wildtyptieren haben lediglich 15% (n=2) den Beobachtungs-
zeitraum tiiberlebt. In der statistischen Auswertung mittels Cox Proportional-Hazard
Methode zeigte sich eine signifikant lingere Uberlebenszeit bei Nalp6~/~-Tieren

als bei den Wildtyptieren (p=0,03) (sieche Abbildung 3.9a). Weiterhin haben die
Messungen der Gewichtsveranderungen gezeigt, dass die Nalp6~/~-Tiere 13% ih-

res Ausgangskorpergewichts verloren haben, wohingegen die littermate-Kontrolltiere
im Schnitt 18% ihres Korpergewichts verloren haben (siehe Abbildung 3.9b). Die
Auswertung erfolgte mit dem Student-t-Test. An Tag 3 lief3 sich ein signifikanter
Gewichtsunterschied zwischen den Nalp6~/~-Tieren und den Wildtyptieren zei-

gen (p= 0,02).
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Abbildung 3.9 - Uberleben und Gewichtsverlauf unter CLP-Sepsis bei jeweils n= 17
Nalp6~/~- und Wildtyp-Tieren. Die Nalp6~/~-Tiere zeigten ein si-
gnifikant hoheres Uberleben als die Wildtyp-Tiere (p=0,03) sowie
an Tag 3 ein signifikant hoheres Gewicht (p=0,02).

Am Ende des Versuchs wurden die Organe entnommen und histologische auf-
gearbeitet (s. Abbildung 3.10). Die folgenden Abbildungen zeigen beispielhaft
einige Organe. Es lassen sich keine morphologischen Unterschiede auf Organe-

bene zwischen den Nalp6~/~- und Wildtyp-Tieren erkennen.
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(a) Lymphknoten Nalp6~/~ 10x (b) Lymphknoten Wildtyp 10x

(c) Milz Nalp6~/~ 20x (d) Milz Wildtyp 20x

(e) Jejunum Nalp6—/~ 20x (f) Jejunum Wildtyp 20x

(g) Kolon Nalp6~—/~ 20x (h) Kolon Wildtyp 20x

Abbildung 3.10 — Beispielhalfte Darstellung verschiedener Organe nach CLP-Sepsis.
Gezeigt wird das eine tiberlebende Wildtyp-Tier sowie ein
Nalp6~/~-Tier im Vergleich. Es zeigten sich keine histomorpho-
logischen Unterschiede.
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3.2 In vitro-Versuche

3.2.1 Expressionsanalyse von NALP6

Mithilfe von semiquantitativer RT-PCR und quantitativer Realtime-PCR sollte
untersucht werden, in welchen menschlichen Geweben und welchen Zelllinien
NALP6 exprimiert wird. Es wurden Gewebeproben aus Skelettmuskeln, Herz-
muskeln, Lunge, Milz, Niere, Leber, Diinndarm, Dickdarm und Leukozyten hin-
sichtlich der Expression von NALP6 untersucht. NALP3 konnte in allen unter-
suchten Geweben nachgewiesen werden und NALP1 zeigte lediglich im Skelett-
muskel und in de Leber keine Expression. NALP6 war in Niere, Milz und Leu-
kozyten stark exprimiert zu, in der Leber und im Diinndarm nur schwach. Im
Dickdarm und den anderen untersuchten Geweben konnte kein NALP6 nachge-

wiesen werden (s. Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11 - Expression von NALP6 in humanen Geweben. Die Expression von
NALP1, NALP3 und NALP6 wurde mittels RT-PCR in einem kom-
merziell erworbenen Human Tissue Kit analysiert und Hinweise
auf die Expression in verschiedenen humanen Geweben zu erhal-
ten.

Weiterhin wurden die menschlichen Zelllinien Jurkat, ThP1, Caco-2, SW480,
HEK, Hela und HT29 untersucht, mit dem Ziel diese als Modellzelllinien fiir be-
stimmte Organe zu nutzen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.12 dargestellt.
Die Jurkat-Zellen sind aus immortalisierten T-Zellen hervorgegangen, ThP1 aus

akuten monozytdaren Leukdmie-Zellen. Caco-2, SW-480 und HT29 sind Kolonkarzinom-
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Zelllinien, Hela ist eine Ovar-Zelllinie und HEK eine humane embryonale Nieren-
Zelllinie. Wie auch bei den entsprechenden humanen Geweben (s. Abblidung
3.11) zeigte NALP1 eine starke Expression in allen hier untersuchten Zelllinien.
Die starkste Expression fiir NALP6 wurde bei Jurkat- und ThP 1-Zellen nach-
gewiesen. Des weiteren zeigt sich eine schwache Expression von NALP6 in der
SW480- und der HT29-Zelllinie. Hierbei handelt es sich um Kolonzelllinien, im
humanen Gewebe liefs sich keine Expression von NALP6 im Dickdarm nachwei-
sen (s. Abblidung 3.11). NALP3 zeigte eine starke Expression in ThP1-Zellen und
eine schwache in HT29-Zellen. In den {ibrigen Zelllinien liefs sich NALP3 nicht
nachweisen obwohl NALP3 sich in den humanen Zellen sowohl im Dick- und
Diinndarm als auch in der Niere nachweisen lies. In der ThP1- und der HT29-
Zelllinie zeigte sich eine Koexpression von NALP3 und NALP6. Das hier gezeigte
Expressionsmuster von NALP6 stimmt mit der Literatur tiberein, da beschrieben
wurde, dass NALP6 in T-Zellen und Granulozyten exprimiert wird. Die Expres-
sion von NALP6 in der monozytdren ThP1-Zelllinie war die Grundlage fiir die
weitergehenden Untersuchungen an murinen Knochenmarkszellen (bone marrow

derived macrophages, s. Abb. 3.17).
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Abbildung 3.12 — Expression von NALP6 in verschiedenen Zelllinien. Als entfern-
te Modelle vom Organismus wurden Zelllinien aus unterschiedli-
chen Geweben mittels RT-PCR auf die Expression von NALP6 un-
tersucht. Es zeigte sich fiir NALPI eine starke Expression in allen
Zelllinien, fiir NALP6 eine Expression in Jurkat und ThP1-Zellen
sowie eine schwache Expression in der SW480- und der HT29-
Zelllinie. NALP3 zeigte eine starke Expression in ThP1-Zellen und
eine schwache Expression in HT29-Zellen. In diesen beiden Zellli-
nien sind NALP3 und NALP6 koexprimiert.
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Durch eine semiquantitative Real-time PCR (qRT-PCR) wurde die Expression
von NALP6 in ThP1-Zellen nach Stimulation durch verschiedene Reagenzien re-
lativ zu unstimulierten Zellen gemessen (s. Abbildung 3.13-3.15). Fiir die Sti-
mulation wurden verschiedene entziindungskorrelierte Reagenzien beispielhaft
gewdhlt. Listerien sprechen alle pathogen recognition patterns im Sinne einer allge-
meinen Entziindungsreaktion an. LPS und Flagellin wurden als TLR-Liganden
gewdhlt, die als erste Kontaktstelle vor der Entziindung in Aktion treten. TNF-o
und IFN-y wurden als Zytokine gewéhlt, die bei einer bereits laufenden Entziin-
dung freigesetzt werden.

Es zeigt sich, dass die Expression von NALP6 in ThP1-Zellen nach Stimulation
mit Listerien abnimmt (s. Abbildung 3.13). In der statistischen Auswertung mit
dem Student-t-Test zeigt sich, dass NALP6 nach 2h und 8h signifikant schwécher
exprimiert war als nach Oh und 1h (nach 1h Stimulation vs. Oh p= 0,01, nach 2h
vs. Oh p=0,0006, nach 8h Stimulation vs. Oh p= 0,001).

NALPG6 Expression
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Abbildung 3.13 — Normalisierte semiquantitative Expression von NALP6 in ThP1-
Zellen nach Stimulation mit Listerien sowie, relativ zu unstimu-
lierten Zellen. Gezeigt ist der Mittelwert aus zwei technischen Re-
plikaten. Im Zeitverlauf nimmt die Expression von NALP6 unter
Listerienstimulation ab.(nach 1h Stimulation mit Listerien vs. Oh
p= 0,01, nach 2h Stimulation mit Listerien vs. Oh p= 0,0006, nach
8h Stimulation mit Listerien vs. Oh p=0,001).

Die Stimulation mit LPS und Flagellin hat keinen signifikanten Effekt auf die
Expression von NALP6 (s. Abbildung 3.14). Nach Stimulation mit Flagellin l4sst
sich nach 1h ein Abfall der NALP6-Expression erkennen, der Effekt ist aber in der
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Auswertung mit dem Student-t-Test auf Grund der hohen Standardabweichung
nicht signifikant (nach 1h Stimulation mit Flagellin vs. Oh p=0,06, nach 2h Stimu-
lation mit Flagellin vs. Oh p=0,27, nach 8h Stimulation mit Flagellin vs. Oh p=0,69,
nach 1h Stimulation mit LPS vs. Oh p= 0,68, nach 2h Stimulation mit LPS vs. Oh
p=0,10, nach 8h Stimulation mit LPS vs. Oh p=0,78).
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Abbildung 3.14 — Normalisierte semiquantitative Expression von NALP6 in ThP1-
Zellen nach Stimulation mit LPS sowie, relativ zu unstimulierten
Zellen. Gezeigt ist der Mittelwert aus zwei technischen Replikaten.
Die Stimulation mit LPS hat keine Auswirkung auf die Expression
von NALP6. Nach Stimulation mit Flagellin zeigt sich ein Abfall
der Expression von NALP6 nach 1h, der Unterschied ist aber nicht
signifikant. Die Stimulation mit Flagellin hat damit ebenfalls kei-
nen Einfluss auf die Expression von NALP6.

Die Stimulation mit TNF-« (s. Abbildung 3.15) hat keinen Einfluss auf die Ex-
pression von NALP6 iiber die beobachtete Zeit.Die Auswertung erfolgte mit dem
Student-t-Test.. (Nach 1h Stimulation mit TNF-« vs. Oh p=0,59, nach 2h Stimula-
tion mit TNF-« vs.s Oh p=0,44, nach 8h Stimulation mit TNF-« p=0,01). Nach
Stimulation mit IFN-y zeigte sich nach 1h und nach 2h eine signifikante Zunah-
me der Expression von NALP6 im Vergleich zu Oh (siehe Abbildung 3.15, nach
1h Stimulation mit IFN-y vs. Oh p= 0,005, nach 2h Stimulation mit IFN-y vs. Oh
p=0,002, nach 8h Stimulation mit IFN-y vs.0h p= 0,057).
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Abbildung 3.15 — Normalisierte semiquantitative Expression von NALP6 in ThP1-
Zellen nach Stimulation mit TNF-a sowie IFN-y, relativ zu unsti-
mulierten Zellen. Gezeigt ist der Mittelwert aus zwei technischen
Replikaten. Die Stimulation mit TNF-« zeigt keine Verdnderung
in der Expression von NALP6. Nach Stimulation mit NALP6 zeigt
sich eine vermehrte Expression von NALP6 nach 1h und 2h (nach
1h Stimulation mit IFN-y vs. Oh p= 0,005, nach 2h Stimulation
mit IFN-y vs. Oh p=0,002, nach 8h Stimulation mit IFN-y vs.Oh p=
0,057).

3.2.2 Bestimmung der Zytokinauspragung mittels RT-PCR

Um zu untersuchen, ob die Zytokine IL-6 und KC (murines IL-8) einen Einfluss
auf die Genexpression bei Nalp6~/~- und Wildtyptieren haben, wurde der relati-
ve Gehalt der beiden Zytokine an Hand einer verlgeichenden PCR mit GAPDH
bestimmt und die Ergebnisse fiir die Nalp6~/~- und die Wildtyptiere gegeniiber
gestellt (s. Abbildung 3.16). Die Experimente wurden in zwei unabhingigen Ver-
suchen durchgefiihrt. KC (murines IL-8) und IL-6 wurden als Beispiele fiir Zyto-
kine mit unterschiedlichen Produktions- und Zielzellen gewahlt.

In der RT-PCR mit gapdh, das als Housekeeping-Gen benutzt wurde, fallen keine
Unterschiede zwischen Nalp6~/~-Tieren und den littermate-Kontrollen auf. Die
Banden liegen im nicht-geséttigten Bereich und sind gleichmaéfig. Die Reihenfol-
ge der aufgetragenen Proben war stets die gleiche. Die Negativ-Kontrollen ent-

hielten keine cDNA sondern nur den Puffer und zeigten keine Amplifikationen.
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Abbildung 3.16 — Nachweis von IL 6 und KC (murinem IL-8) mittels RT-PCR in
stimulierten BMDM-Zellen. Stimulation mit LPS und MDP, RT-
PCR mit einer annealing Temperatur von 54°, 34 Zyklen. Ge-
zeigt wird ein reprédsentatives Ergebnis aus zwei Experimenten.
Es zeigt sich bei dem Experiment mit KC eine Expression in den
Nalp6~/~-Tieren, jedoch nicht in den Wildtyp-Tieren. Fiir IL-6
zeigt sich lediglich eine Expression bei den Proben, die mit LPS
bzw. LPS+MDP stimuliert worden sind, dieses Expressionsmuster
ist in beiden Genotypen gleich.

Die RT-PCR mit dem IL-6 Primer zeigt sowohl bei den Nalp6~/~-Tieren als
auch bei den Wildtyp-Tieren Banden. Es kann somit eine Expression von IL-6
nach Stimulation mit LPS bzw. LPS+MDP gezeigt werden, nicht jedoch ein Unter-
schied zwischen den verschiedenen Genotypen (s. Abbildung 3.16). Die RT-PCR
von KC zeigt einen Unterschied zwischen den Genotypen. Die Nalp6~/~-Tiere
weisen eine Expression in allen Proben auf. Es zeigt sich eine stiarkere Banden-
ausprigung bei den Proben die mit LPS bzw. LPS+MDP stimuliert worden sind.
Im Verlgeich dazu zeigen die Untersuchungen von den Wildtyp-Tieren keine Ex-

pression des murinen IL-8 (KC) in einer der Proben (s. Abbildung 3.16).

3.2.3 Bestimmung der Zytokine mittels ELISA in

verschiedenen Geweben
ELISA aus stimulierten BMDMs

Die folgenden Versuche wurden an kultivierten Makrophagen vorgenommen,

die jeweils aus mehreren Nalp6~/~- und WT-Tiere gepoolt wurden (sieche Ma-

65



terial und Methoden).
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Abbildung 3.17 — ELISA-Nachweis aus BMDM-Kulturen von jeweils n=3 Méausen.
Zellen von Nalp6~/~- und Wildtyp-Tieren wurden wie im Ma-
terial und Methoden-Teil beschrieben, kultiviert und am 10. Tag
stimuliert. Gezeigt wird der Median von jeweils drei technischen

Replikaten.

Um den Effekt verschiedener entziindungsassoziierter Molekiile zu untersu-

chen, wurden die Kulturen mit MDP, LPS, TNFa und IFN~ stimuliert. Anschlie-

Bend wurde der Zytokingehalt mittels ELISA bestimmt. Die Auswertung erfolgte

mit dem Student-t-Test.

Der Gehalt an IL-1 (siehe Abbildung 3.17a) lag bereits ohne Stimulation bei

den Zellen der Wildtyptiere signifikant hoher als bei den Nalp6~/~-Tieren (p=0,02).

Durch die Stimulation mit MDP stieg der IL-1p3-Gehalt bei den Nalp6~/~-Tieren

in den Zellen beider Genotypen an, der Unterschied war jedoch nicht signifikant

(p=0,59). Die Analyse der LPS-stimulierten Zellen zeigte einen deutlichen An-
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stieg von IL-f3 in beiden Genotypen, der Gehalt in den Wildtypzellen war signifi-
kant hoher als bei den Zellen der Nalp6~/~-Tiere (p=0,02). Auch nach Stimulation
mit TNFa (p=0,003) und IFNy (p=0,007) lag der IL-133-Spiegel bei den Zellen der
Wildtyptiere signifikant iiber dem der Nalp6~—/~-Tiere.

Der Gehalt an IL-6 (sieche Abbildung 3.17b) war bei den unstimulierten BMDMs
der Nalp6~—/~-Tieren signifikant hoher als bei den Wildtyp-Tieren (p=0,000). Die
Stimulation mit MDP, TNF«, und IFNy zeigte keinen Anstieg oder Abfall der
IL-6-Spiegel, sie waren bei den Nalp6~/~-Tieren weiter signifikant hoher als bei
den Wildtyptieren (MDP: p=0,000; TNF«x p=0,000; IFNy p= 0,000). Lediglich die
Stimulation mit LPS fiihrte bei beiden Genotypen gleichermafien zu einem mas-
siven Anstieg des IL-6-Levels um das etwa Achtfache. Ein signifikanter Unter-
schied zwischen beiden Genotypen liefs sich mittels Student-t-Test nicht nachwei-
sen (p=0,57).

Der Gehalt an KC (murinem IL-8) (siehe Abbildung 3.17c) war bei den unsti-
mulierten Zellen der Wildtyp- und Nalp6~/~-Tiere nicht signifikant unterschied-
lich (p=0,20). Die Stimulation mit MDP fiihrte bei bei den Zellen beider Geno-
typen zu einem leichten Anstieg ohne, dass der Unterschied signifikant war (p=0,08).
Der deutlichste Anstieg des KC-Gehalts zeigte sich nach Stimulation mit LPS.
Hier kam es zudem zu einem hheren Anstieg bei den Zellen der Nalp6~/~-Tiere,
so dass diese nach Stimulation mit LPS einen signifikant hoheren KC-Spiegel auf-
wiesen als die Zellen der Wildtyptiere (p=0,000). Nach Stimulation mit TNFx
(p=0,000) und IFNy (p=0,000) lag der KC-Spiegel der Nalp6—/~-Tiere ebenfalls
signifikant tiber dem der Wildtyptiere.

Bei der Bestimmung des Levels von TNFx (siehe Abbildung 3.17d) zeigte sich,
dass TNF«x bei unstimulierten BMDM-Zellen von Wildtyptieren signifikant star-
ker ausgeprégt war als bei Nalp6~/~-Tieren (p= 0,000). Durch Stimulation mit
MDP stieg der TNFx-Gehalt in beiden Populationen etwa gleichméfsig an, der

Unterschied blieb signifikant (p= 0,000). Bei Stimulation mit LPS war in beiden
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Populationen ein deutlicher Anstieg um das circa Sechsfache zu verzeichnen, al-
lerdings liefs sich kein signifikanter Unterschied mehr feststellen (p=0,24). Die Sti-
mulation mit TNF-« und IFNy zeigte keinen deutlichen Effekt, der Unterschied

zwischen den Genotypen blieb signifikant (p=0,005).

ELISA aus stimulierten gemischten Milzzellen (mixed spleenocytes)

Weiterhin wurden gemischte Milzzellen (mixed splenocytes) als periphere mono-
nukleédre Zellen kultiviert und deren Zytokinsekretion nach LPS-Reaktion eben-
falls mit ELISA untersucht (s. Abbildung 3.18). In der statistischen Auswertung
mittels Student-t-Test konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen zu den verschiedenen Zeitpunkten nachgewiesen werden. Die Sekreti-
on von TNF«x war ebefalls nicht signifikant, allerdings zeigte sich ein Trend: Bei
den unstimulierten Zellen war der p-Wert 0,88, nach 2h Stimulation lag er bei 0,48

und nach 6-stiindiger LPS-Stimulation lag der p-Wert bei 0,09.
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Abbildung 3.18 — ELISA-Nachweis aus mixed Spleenocytes-Kulturen von jeweils n=3
Méusen. Zellen von Nalp6~/~- und Wildtyp-Tieren wurden wie
im Material- und Methodenteil beschrieben, kultiviert und am 10.
Tag stimuliert. Gezeigt wird der Median von jeweils drei tech-
nischen Replikaten. Es konnte fiir die verschiedenen Zeitpunkte
kein signifikanter Unterschied zwischen Nalp6~/~- und Wildtyp-
Tieren nachgewiesen werden.
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ELISA aus Serum nach LPS-Endotoxinschock

Nach dem LPS-Endotoxin-Schock wurde mit ELISA der relative Zytokingehalt
im Serum der Méause untersucht (Abbildung 3.19). In der statistischen Auswer-
tung mittels einer Analysis of Variance (Anova) konnte fiir keines der Experimente
eine signfikante Korrelation von optischer Dichte mit der Gruppe iiber die Zeit
festgestellt werden (KC: p=0,24, IL-1f3: p=0,07, IL-6: p=0,23, TNF-a: p=0,70). Al-
lein fiir IL-1p mit p=0,07 kann ein Trend beziiglich einer hoheren OD iiber die
Zeit bei der Gruppe WT angenommen werden. Deshalb wurde die relative op-
tische Dichte zu den verschiedenen Zeitpunkten nochmal mittels Student-t-Test
verglichen. Hier zeigte sich, dass die optische Dichte von IL-1 nach vier Stunden
(p=0,005) sowie von TNF-« nach drei Stunden (p= 0,02) und nach vier Stunden
(p=0,05) bei den Wildtyptieren signifikant hoher lagen.
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Abbildung 3.19 — ELISA aus Serum von Nalp6~/~- und Wildtyp-Tieren nach LPS-
Injektion, jeweils n=3 Tiere. Injektion von 10 ul LPS in 90 pul PBSi.p.
Messung nach drei Stunden, vier Stunden, und fiinf Stunden. Ver-
suchsabbruch nach fiinfeinhalb Stunden, da alle Tiere verstorben
waren. In der Kurvenanalyse mittels Anova konnte konnte kei-
ne signifikante Korrelation festgestellt werden (KC: p=0,24, IL-1f3:
p=0,07, IL-6: p=0,23, TNF-«: p=0,70). Im Vergleich der einzelnen
Stundenwerte mit dem Student-t-Test zeigte sich ein signifikanter
Unterschied fiir TNF-a nach 3h und 4h, fiir IL-13 zeigte sich ein
signifikanter Unterschied nach 4h.

3.2.4 Die Bedeutung von Nalp3 und Nalp6 im Inflammasom

Um die klinische Bedeutung von NALP3 und NALP6 zu untersuchen, wurden
wihrend eines aktiven Schubs, Darmbiopsien von Patienten, die an einer chro-
nisch-entziindlichen Darmerkrankung litten, analysiert. Es wurden Proben aus
akut entztindeten Stellen des Darms von erkrankten Patienten mit Proben aus

nicht entziindlich verdnderten Darmabschnitten gesunder Patienten verglichen
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(siehe Abbildung 3.20). Wahrend sich in einem Western Blot gegen (3-Actin gleich-
maéflige Banden zeigten, lieSen sich NALP3 und NALP6, am ehesten aus techni-

schen Griinden, nicht darstellen.

A B
entzindet frei entzindet frei

NALP3 _ _

(a) Patienten M. Crohn gegen (b) Patienten Colitis ulcerosa
Nalp3 Nalp3

Abbildung 3.20 — Darmbiopsien von Patienten mit M. Crohn, Colitis ulcerosa
und gesunden Patienten, jeweils n=6. Western Blot mit Nalp3-
Antikorper (1:500) und Maus-Antikorper (1:1500). Reprasentative
Darstellung von zwei unabhingigen Experimenten. Nalp3 hat ei-
ne Grofse von 118 kDa.

Daher wurden die Versuche erneut in vitro durchgefiihrt (Abbildung 3.21). Die
Zellen wurden mit ASC, NALP3 und NALP6 in unterschiedlichen Kombinationen
transfiziert und mit INF-y stimuliert. Auch hier liefSen sich NALP3 und NALP6

nicht eindeutig darstellen.

ASC . 8 % e + +
Casp-1 - - + + + +
NALP3 - - + + + "
NALP6 - - . - " "
INF-y + - + - + -

Abbildung 3.21 — Western Blot von transfizierten HEK-Zellen (Transfection mit
ASC und caspase-1, s. Material und Methoden), stimuliert mit
INF-y (1:10.000 im N&hrmedium). Western Blot mit Caspase-1-
Antikorper (1:500) und Maus-Antikorper (1:1500). Reprasentative
Darstellung von drei unabhéngigen Experimenten.

Nach diesen Ergebnissen wurde versucht, mittels Koimmunopréazipitation ei-
ne Koexpression zwischen Nalp6 und Nalp3 nachzuweisen (Abbildung 3.22).

Hierfiir wurde auf die murinen BMDM-Zellen zuriickgegriffen, da die Ergebnis-
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se gezeigt hatten, dass die Expression von NALP6 in diesen Zellen stirker ist
als in anderen Geweben. Bei den abgebildeten Ergebnissen scheint sich ein Zu-
sammenhang zu zeigen, dies konnte in Wiederholungen allerdings nicht bestéatigt

werden.

- 2 2 - 2 2
h oL hoLob
My - -+ + 3 335 My - -+ 4+ 3 5 %
gt o *
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'
NALP — 1“‘ ’ NALpa—ﬂ u Ly .
!
(a) gegen Nalp3 (b) Kontrolle

Abbildung 3.22 — Co-Immunoprézipitation mit Nalp3-Antikorpern von kultivier-
ten BMDM-Zellen von WT-Tieren. Stimulation der kultivierten
BMDM-Zellen mit Salmonellen (75 Stiick/ Zelle) fiir zwei bezie-
hungsweise zehn Stunden. Nach Ende des Stimulationszeit Ab-
nahme des Mediums und Zugabe von Antibiotika-haltigem Me-
diun (s. Material und Methoden). AnschliefSend Western Blot mit
Nalp6-Antikorper (1:500) und rabbit-Antikorper (1:1500). Repra-
sentative Darstellung von zwei unabhéngigen Western Blots aus
Zelllysaten von einer Ko-Immunoprazipitation.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle des Proteins NALP6 im Entziindungspro-
zess zu untersuchen. NALP6 gehort zu der Familie der zytosolischen NOD-like
Rezeptoren, die auf bestimmte Stimuli mit dem Auslésen einer Entziindungs-
reaktion reagieren. Diese rezeptorvermittelte Immunabwehr spielt besonders an
Grenzflachen, wo die Korperoberflache und &dufiere FEinfliisse aufeinander tref-
fen, eine entscheidende Rolle. Fehlfunktionen der NOD-like Rezeptoren kénnen
zu einer mangelhaften oder unkontrollierten, iiberschiefSfenden Entziindungsre-
aktion fiihren. Fiir mehrere NLR-Rezeptoren sind allelische Varianten der kodie-
renden Gene bekannt, die mit entziindlichen Erkrankungen assoziiert sind (Chen
u. a., 2009; Rosenstiel u. a., 2008). So sind genetische Varianten von NOD2 mit M.
Crohn assoziiert (Hampe u. a., 2001; Hugot u. a., 2001) wahrend NALP3 unter an-
derem mit bestimmten Formen von Muskeldystrophien (Rawat u. a., 2010), dem
Muckle-wells-Syndrom, familidrem Mittelmeerfieber und Morbus Crohn in Ver-
bindung gebracht wird (Hoffman u. a., 2001; Villani u. a., 2009). Diese Ergebnisse
zeigen, dass die Nod-like Rezeptoren eine wesentliche Rolle in der Immunreakti-
on spielen. Das genaue Verstdndnis ihrer Funktionsweise und ein Eingriff in die
Regulation kénnten die Grundlage neuer therapeutischer Ansitze bilden (Ma-

thews, Sprakes und McDermott, 2008).
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4.1 Wahl der Methoden und Evaluation der
Entziindungsmodelle

Die im Saugetier und damit auch im Menschen ablaufenden Entziindungsreak-
tionen benutzen komplexe Signalwege des angeborenen und erworbenen Im-
munsystems und setzen daher eine abgelaufene immunologische Pragung vor-
aus. Daher lassen sich diese Reaktionen nicht allein durch Untersuchungen an
isolierten Zellpopulationen darstellen. Sdugetiere sind damit als Tiermodelle un-
verzichtbare Instrumente der Entziindungsforschung, auch wenn sie nicht die
ganze Komplexitdt der Erkrankung darstellen und Untersuchungen an Patien-
ten nicht ersetzen konnen. Die Maus ist ein gut etablierter Modellorganismus
auch fiir chronisch- entziindliche Darmerkrankungen (Wirtz und Neurath, 2007).
In der basalen Phénotypisierung der Nalp6~/~-Maus fielen keine Unterschiede
zu den Wildtyptieren auf. Sie lebten unter den gleichen Bedingungen wie diese
und zeigten im tdglichen Verhalten sowie in der Fortplanzung keine Auffilligkei-
ten oder pathologische Zeichen. Alle Blutwerte lagen im Normbereich oder nur
knapp auflerhalb, sodass dies nicht fiir grundlegende Unterschiede zwischen den
verschiedenen Mausstimmen spricht. Serologisch zeigte sich lediglich eine auf-
tallige Hyperglykdmie, die am ehesten auf pramortalen Stress und darauf, dass
die Tiere nicht niichtern waren, zurtick zu fiihren ist. Auch die Histologie zeigte
bei der basalen Phédnotypisierung keine Unterschiede. Es ist davon auszugehen,
dass der Verlust von Nalp6 keinen Einfluss auf das normale Leben der Tiere hatte.

Um die Rolle von Nalp6 bei lokalen und generalisierten Entziindungsgesche-
hen zu beurteilen und dadurch Riickschliisse auf die Pathogenese von Autoim-
munerkrankungen wie M. Crohn und Colitis ulcerosa zu ziehen, wurden die
chronische DSS-Colitis sowie zwei verschiedene Sepsis-Modelle gewéhlt: die Ce-

cal ligation and puncture und der Endotoxinschock mittels LPS.
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4.2 Verhalten der Nalp6-/—-Tiere im
Entzindungsmodell

In der DSS-induzierten Kolitis zeigt sich ein Schutz der Nalp6—/—-Tiere

gegentuiber den Wildtyp-Tieren

Die DSS-Colitis ist ein gut etabliertes Modell, mit dem sich intestinale Entziin-
dungen induzieren lassen. Hierbei geht man von einem direkten toxischen Ef-
fekt von DSS auf die intestinale Epithelschicht aus. Bei den im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten Experimenten mit Nalp6~/~-Tieren zeigten sich bei der
DSS-induzierten Kolitis, dasss der Gewichtsverlauf zwischen den beiden Grup-
pen sich signifikant unterschied. Am Ende des Versuchs lag das Korpergewicht
der Nalp6~—/~-Méuse signifikant hoher als dass der Wildtyp-Tiere. Im Disease Ac-
tivity Index zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Grup-
pen. Er lag zum Zeitpunkt der stirksten Entziindung bei beiden Gruppen bei
etwa 5, nach Ende des Versuchs lag er sowohl bei den Nalp6~/~-Tieren, als auch
den Wildtyp-Tieren um 1, im Sinne einer leichten Kolitis. Am Ende des Versuchs,
5 Tage nach der letzten Gabe von 2%iger DSS-Losung, waren beide Gruppen
klinisch so gut wie gar nicht mehr von der Krankheit betroffen. Unterschiede
zeigten sich allerdings in der Kolonldnge. Diese war bei den Nalp6~/~-Tieren si-
gnifikant langer (p=0,02). Es ist zu vermuten, dass die Nalp6~/~-Mause vor der
Entziindung im Darm geschiitzt sind und daher weniger Strikturen und Fibro-
se erleiden. Histologisch zeigten sich keine Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen. Es wurde insbesondere nach Anzeichen fiir Entziindungen, wie Gra-
nulozyteninfiltration geschaut. Die nicht sehr starke Auspragung der Kolitis in
beiden Gruppen sowie die gute Regeneration sprechen dafiir, dass eventuell eine
hohere Dosis DSS erforderlich gewesen wire. Die Bestimmung des Milzgewichts
und der Milzgrofie, die ebenfalls Aufschluss iiber abgelaufene Entziindungen ge-

ben kénnen, wiesen keine signifikanten Unterschiede auf. Fiir das mit Nalp6 ver-
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wandte Rezeptorprotein Nalp3 sind dhnliche Versuche mit DSS bereits durch-
gefiihrt worden (Bauer u. a., 2010; Zaki u. a., 2010), allerdings mit widerspriichli-
chen Ergebnissen. Bei Zaki et al. wiesen die Nalp3~/~-Tiere unter 4%-DSS-Lésung
eine deutlich erhdhte Sterblichkeit gegeniiber den Wildtyp-Tieren auf. Bei Zufuhr
von 3%-DSS-Lésung wiesen die Nalp3~/~-Tiere einen héheren Disease activity in-
dex auf als die Vergleichsgruppe und es lieflen sich ein hoherer Gewichtsverlust
sowie verstdrkte rektale Blutungen verzeichnen. Im Gegensatz dazu beschreiben
Bauer et al., dass die Nalp3~/~-Tiere im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren vor in-
testinaler Entziindung geschiitzt sind. Bei Zufuhr von 2%-DSS-Losung wiesen
die Nalp3~/~-Tiere eine geringere Sterblichkeit sowie weniger Gewichtsverlust
auf als die Wildtyp-Tiere. Die Ergebnisse dieser Arbeit schliefSen sich daher eher
Bauer et al. an, da ein leichter protektiver Effekt zu erkennen war, sich aber keine
Hinweise fanden, dass die Nalp6_/ ~-Tiere stdarker von den Entziindungen betrof-
fen waren. Diese Ubereinstimmung koénnte auch darauf zuriick zu fithren sein,
dass sowohl bei den vorliegenden Versuchen, als auch bei den Versuchen von
Bauer et al. mit 2% DSS gearbeitet wurde. Die Konzentration des DSS scheint ei-
ne wesentliche Rolle bei der Ausprdagung der Kolitis zu spielen und eine hohere

Dosis zu einer systemischen Entziindung zu fiihren.

Nalp6-/—-Mause zeigen ein héheres Uberleben und eine geringere
Krankheitsaktivitat bei der CLP- induzierten und der LPS-induzierten

Sepsis

Da die verhiltnisméfig leichten lokalen Entziindungsreaktionen im Darm keine
Unterschiede aufwiesen und Nalp6, wie die Voruntersuchungen zeigen, in Im-
munzellen stirker ausgepragt ist als im Darmepithel, wurde die Reaktion der
Nalp6~/~-Tiere bei einer schweren, generalisierten Entziindung untersucht. Hier-
zu wurde zunédchst eine Sepsis durch die Cecal ligation and puncture induziert. Die

daraufhin einsetzende Verminderung des Allgemeinzustandes der Tiere, gemes-
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sen am Korpergewicht und letztendlich am Uberleben, zeigten, dass es tatsdch-
lich zu einer systemischen Entziindung gekommen war. Bei der CLP-induzierten
Sepsis zeigte sich ein signifikanter Unterschied im Uberleben zwischen den Wildtyp-
und den Nalp6~/~-Tieren. Von jeweils 13 Tieren erreichten nur zwei der Wildtyp-
Tiere aber acht der Nalp6~/~-Tiere den vorgesehenen Endpunkt des Experiments
nach drei Tagen. Auch das Kérpergewicht der tiberlebenden Nalp6~/~-Tiere lag
an Tag 3 signifikant iiber dem der Wildtyp-Tiere. In der Histologie zeigten zeig-
te sich keine Unterschiede. Der signifikante Uberlebensvorteil der Nalp6~/~-Tiere
und das hohere Endgewicht bei Versuchsende lassen darauf schliefSen, dass die
Nalp6~/~-Tiere vor Sepsis geschiitzt sind. Dies unterstiitzt ebenfalls die Ergebnis-
se von Bauer et al, dass die Defizienz eines Nalp-Proteins tiberméfSige Entziin-

dungsreaktion bremst (Bauer u. a., 2010).

4.2.1 Die Regulation der proinflammatorischen Zytokine in der

Nalp6-/—-Maus

Um Unterschiede in der Zytokinausschiittung zwischen Nalp6~/~-Médusen und
den Wildtypmaéausen in einer Primarkultur nachzuweisen, ist die Isolierung und
Kultivierung von Knochenmark-Makrophagen (BMDMs) eine geeignete Metho-
de. Nicht nur die Vielzahl an Funktionen, die Makrophagen in der Immunabwehr
erfiillen, sondern auch ihr Wachstumsverhalten sind ideal, um die bestehende
Fragestellung zu untersuchen. Im Vergleich zu anderen priméren Zellkulturen
sind sie homogen, haben eine hohe proliferative Kapazitiat und konnen in Kultur
bis zu drei Wochen leben, ohne morphologische und funktionelle Verdnderun-
gen aufzuweisen (Cunnick u. a., 2006; Weischenfeldt und Porse, 2008). Im Verlauf
der experimentellen Arbeit wurde das Protokoll fiir die Isolierung der BMDMs
grundlegend verdndert (siehe Material- und Methodenteil). Durch das neue Pro-
tokoll wurden ein deutlich verbessertes in-vitro Wachstum und eine Vergleich-

barkeit zwischen verschiedenen Experimenten erreicht. Durch die Nutzung des
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L929-Mediums im Anfangsprotokoll war die Gefahr fiir Kontaminationen deut-
lich erhoht, da es sich hierbei um den Uberstand aus einer anderen Zelllinie
handelt. Dadurch war die Kultivierungszeit langer und es gab mehr Verarbei-
tungsschritte, was die Kontaminationsgefahr weiter erhoht hat. Weiterhin war
die dort enthaltene Menge des benotigten Wachstumsfaktors M-CSF sowie an-
derer Néahrstoffe nicht genau dosierbar. Im Verlauf wurden durch das spezielle
Makrophagenmedium sowie extra hinzugefiigtes, und damit genau dosiertes M-
CSF, nicht nur ein besseres Wachstum, sondern vor allem vergleichbare Ergebnis-
se zwischen verschieden Experimenten erreicht. Die verbesserte Reproduzierbar-
keit und die hohere Ausbeute haben es ermoglicht, wissenschaftlich verwertbare

Ergebnisse zu erzielen und die Anzahl der benétigten Mduse zu reduzieren.

Die Nalp6—/—-Tiere zeigen geringere Spiegel von IL-13 und TNF x als die
Wildtyp-Tiere

Die kultivierten Makrophagen und das Serum der Méduse wurden untersucht,
um Erkenntnisse iiber den Zytokingehalt zu gewinnen. Zundchst wurden die
BMDMs mit unterschiedlichen Reagenzien stimuliert und anschliefSend die mR-
NA mittels RT-PCR auf IL-6, KC und mip-2 untersucht. Dabei zeigte sich, dass so-
wohl bei den Wildtyp-Tieren als auch bei den Nalp6~/~-Tieren die mRNA der un-
tersuchten Zytokine vorhanden war. Bei IL-6 zeigte sich nur eine Amplifikation
der Proben, die vorher mit LPS stimuliert waren, bei KC und mip-2 zeigten sich in
allen Proben Banden. Auch wenn die Auswertung der RT-PCR auf eine starkere
Auspragung von IL-6 und KC bei Nalp6*/ ~-Tieren hinzuweisen scheinen, kann
dartiber keine genaue Aussage getroffen werden, da die RT-PCR keine genaue
Quantifizierung erlaubt. Deshalb wurde eine quantitative Analyse mittels ELI-
SA durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass in den BMDMs der absolute Gehalt von
TNF-oc und IL-18 signifikant unter dem der Wildtyp-Tiere lag. Die grofite Zunah-

me der der jeweiligen Zytokinspiegel zeigte sich nach Stimulation mit LPS. Der
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Unterschied zwischen den Zellen der beiden Genotypen war allerdings nur bei
dem IL-1B3-Spiegel und dem Gehalt an KC (murinem IL-8) signifikant. Der in den
Experimenten erkennbare Trend deckt sich mit den Ergebnissen von Bauer et al.,
die in Makrophagen ebenfalls erniedrigte IL-13-Spiegel bei den Nalp3~/~-Tieren
im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren gemessen hatten. Der Unterschied liefie sich
fiir Nalp6 eventuell statistisch noch besser nachweisen, wenn die Experimente
mit mehr technischen und biologischen Repiklaten wiederholt wiirden und es
geldnge, die Standardabweichungen zu minimieren. Weiterhin hatten Bauer et
al. in Kolonzellen ein dhnliches Verhalten der Zytokinspiegel gezeigt.

Bei der Analyse von IL-6 zeigte sich ein deutlicher Anstieg nach LPS-Stimulation,
was die Ergebnisse der PCR bestatigt. Weiterhin zeigt sich bei KC ein signifikant
hoheres Level bei den Nalp6~/~-Tieren, als bei den Wildtyp-Tieren, was sich eben-
falls mit der RT-PCR deckt und im Einklang mit den Ergebnissen von Zaki et al.
steht.

In Ergdnzung zu den BMDMSs wurden die Zytokinlevel auch im Serum be-
stimmt, allerdings nur die optische Dichte und nicht der absolute Zytokingehalt.
Trotzdem bestétigen sich hier die Ergebnisse der BMDM-Untersuchungen, was
darauf schlieflen ldsst, dass die Zytokinspiegel sich in vivo etwa so verhalten,
wie in den BMDM-Zellen. Auch hier liefs sich der Unterschied statistisch nicht
nachweisen, fiir den Versuch mit IL-13 lief sich allerdings ein Trend erkennen
(p=0,07), der der Spiegel bei den Wildtyp-Tieren hoher lag als bei den Nalp6~/~-
Tieren.

Die Bestimmung der Zytokinspiegel in den Milzzellen, zeigte keine eindeuti-
gen Ergebnisse, da hier die interindividuellen Unterschiede zwischen den bei-
den verschiedenen Wildtyp-Tieren hoher war, als die Unterschiede zwischen den
Wildtyp- und den Nalp6~/~-Tieren. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Kultivie-
rung und Stimulation der mixed spleenocytes noch nicht die gleiche Qualitét er-

reicht hatte, wie die der BMDMs, deren Protokoll im Laufe der vorliegenden Ar-

79



beit verbessert wurde. Weiterhin zeigen diese Unterschiede auf, dass eine Bestim-
mung von einzelnen Tieren an Stelle des ,Poolens” Aufschliisse tiber die inter-
individuellen Unterschiede geben kann. Dies wurde bei den BMDM-Zellen nicht
gemacht, da es einen deutlich grofseren logistischen Aufwand erfordert. Durch
die individuelle Kultivierung der BMDMSs nimmt die Qualitdt ab, da die Zellen
nicht schnell genug und vor allem nur mit deutlichen zeitlichen Unterschieden
verarbeitet werden kdnnen.

Auch Bauer et al. und Zaki et al. haben die Spiegel mehrerer Zytokine in ver-
schiedenen Geweben bestimmt, um zu untersuchen, welche Reaktionen durch
Nalp3 hervorgerufen werden. Bereits Kwon et al. hatten gezeigt, dass IL-1f3 ei-
ne Rolle in der DSS-induzierten Kolitis spielt (Kwon, Ohigashi und Muraka-
mi, 2007). Deshalb wurde IL-13 von Zaki et al. auch im intestinalen Gewebe
und im Serum bestimmt. Bauer et al. haben zusitzlich auch Makrophagen unter-
sucht. Zaki et al. konnten zeigen, dass die Ausschiittung von IL-18 bei Wildtyp-
Tieren sowohl im Serum als auch in Darmepithel nach DSS-Stimulation bei den
Wildtyp-Tieren hoher war als bei den Nalp3~/~-Tieren. Weitherhin wurden bei
den Nalp3~/~-Tieren erhohte Spiegel von KC (murines IL-8), TNF-«, IL-6 und
MCP-1 gezeigt. Bauer et al. hingegen zeigten in Makrophagen von Nalp3~/~-
Tieren erniedrigte IL-3-Spiegel. Beide Autoren berufen sie sich auf Montelone
et al. und Maeda et al., die zeigen, dass die Ausschiittung IL-18 und IL-3 mit der

Entwicklung von Kolitis einhergeht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf eine Relevanz von Nalp6 bei der

Entziindungsreaktion hin

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Nalp6 eine entscheidende Rolle in
der Entziindungsreaktion zu spielen scheint. Im Vergleich zu der Diskussion zwi-
schen Zaki et al. und Bauer et al. um den Einfluss von NALP3 auf chronische

Darmentziindungen (Bauer u. a., 2010; Zaki u. a., 2010) legen die Ergebnisse die-
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ser Arbeit eine Wirkungsweise von NALP6 in der Entziindungsreaktion nahe,
die dem Einfluss von NALP3 in den Arbeiten von Bauer et al. entsprechen: die
Tiere sind vor Entziindungen geschiitzt, weisen niedrigere Spiegel proinflamma-
torischer Zytokine auf und haben ein besseres Uberleben in Entziindungssitua-

tionen.

4.3 Funktion von Nalp6 im Entzindungsprozess

In Ergdnzung zu den Entziindungsversuchen an Mausen war es auch Ziel dieser
Arbeit, mehr iiber die die genaue Wirkungsweise von NALP6 im Entziindungs-

prozess zu erfahren.

LPS, MDP, TNF-«, INF-y und Flagellin scheinen Nalp6 zu aktivieren

Die Expressionsanalysen an humanen THP-Zellen mittels qRT-PCR zeigte eine
verstiarkte Expression von Nalp6 nach Stimulation mit Flagellin, LPS und INF-y.
Die in vivo-Versuche stiitzen diese Ergebnisse fiir LPS und INF-y und deuten auf
MDP und TNF-« als weitere Aktivatoren hin, da die Stimulation mit LPS, MDP,
TNF-oc und INF-y bei den Wildtyp-Tieren zu einem Anstieg der Zytokine fiihr-
te. Um dies zu verifizieren und weitere Aktivatoren von Nalp6 zu identifizieren,
wurden weitere Versuche durchgefiihrt. Hierfiir wurden in vitro humane Zelllini-
en mit NALP6 transfiziert und anschliefflend mit verschiedenen Stoffen stimuliert.
Allerdings gelang der Nachweis von NALP6 mittels Western Blot nicht, da kein
funktionierender Antikorper gegen Nalp6 erhiltlich war. Wie bei Martinon et al.
gezeigt, hitte in einem zweiten Schritt versucht werden konnen, gezielt Spaltpro-

dukte einer aktivierten Kaspase-1 nachzuweisen (Martinon u. a., 2004).
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Nalp6 verhalt sich im Entziindungsprozess wie ein Inflammasom

In den 2011 veroffentlichten Artikeln iiber Nalp6 wird stets von einem Nalp6-
Inflammasom gesprochen (Chen u.a., 2011; Elinav u.a., 2011). Die wesentliche
Eigenschaft eines Inflammasoms, wie es 2002 von Martinon et al. definiert wurde,
ist die Bildung eines Multiproteinkomplexes, bestehend aus einem NLR-Protein,
ASC und Kaspase-1 (Martinon, Burns und Tschopp, 2002). Wie von Grenier et
al. bereits 2002 gezeigt, kann Nalp6 in Verbindung mit ASC NF-kB aktivieren
(Grenier u. a., 2002). Zur Bildung eines Inflammasoms miisste Nalp6 auch mit ak-
tivierter Kaspase einen Komplex eingehen (Agostini u. a., 2004). Dieses Enzym,
auch bekannt als Interleukin-13-Converting Enzyme (ICE), fithrt zur Spaltung und
damit Aktivierung von II-1 (Black u. a., 1988). Da in den vorliegenden Tierversu-
chen gezeigt werden konnte, dass die Produktion von IL-13 bei den Wildttyptie-
ren hoher war als bei den Nalp6-defizienten Tieren, ist davon auszugehen, dass
Nalp6 Einfluss auf die Freisetzung der genannten Interleukine und damit auch
auf die Aktivierung der Kaspase-1 hat (Conforti-Andreoni, Ricciardi-Castagnoli
und Mortellaro, 2011).

Durch diesen Schluss scheint Nalp6 bereits zwei der Kriterien eines Inflamma-
soms zu besitzen: die Bildung eines Multiproteinkomplexes mit ASC und akt-
vivierter Kaspase-1 sowie die Kaspase-1-gesteuerte Freisetzung von IL-1f3. Eine
weitere Charakteristik der Inflammasome ist die Aktivierung durch verschiede-
ne Bakterienbestandteile und Gefahrensignale (Martinon u.a., 2004; Martinon,
2008). Da, wie oben gezeigt, davon ausgegangen werden kann, dass LPS und
MDP Nalpé6 aktivieren konnen, scheint Nalp6 auch in diesem Punkt Eigenschaf-
ten eines Inflammasoms zu besitzen. Die Experimente der vorliegenden Arbeit
legen zusammen mit den bereits bekannten Ergebnissen aus der Literatur nahe,

dass Nalp6 an der Bildung eines Inflammasoms beteiligt ist.
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Es ergeben sich Hinweise auf eine funktionelle Koexpression von Nalp3

und Nalp6

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Koimmunoprazipitation gibt Hin-
weise auf eine mogliche Koexpression von Nalp3 und Nalp6, kann diese jedoch
nicht abschliefSend bestétigen. In dem Artikel von Chen et al. wird hingegen von
einer funktionellen Gegenregulation von Nalp3 und Nalp6 ausgegangen (Chen

u.a., 2011).

Die Frage nach der genauen Struktur eines eventuellen

Nalp6-Inflammasoms bleibt weiterhin offen

Der Hinweis auf eine Koexpression von Nalp3 und Nalp6 lasst weitere Vermu-
tungen tiber die Existenz und Struktur eines Nalp6-Inflammasoms zu. Es konn-
te sich sowohl um ein eigenstindiges Inflammasom &hnlich wie das NLRC4-
Inflammasom als auch um ein Nalp3-assoziiertes Inflammasom, wie das Nalp1-

Nalp3-Inflammasom handeln.

4.4 Ausblick

Nalp6 scheint sowohl lokale als auch generalisierte Entztindungsreaktionen zu
beeinflussen. Da die bisher gewonnen Ergebnisse sich zum Teil widersprechen,
sollte versucht werden, die Rolle von Nalp6 besser zu verstehen und die betei-
ligten Prozesse zu entschliisseln. Da es sich hierbei um ein komplexes System
handelt, miissen sowohl die Faktoren, die Nalp6 aktivieren konnen als auch die
genaue Wirkungsweise von Nalp6 und die dadurch in Gang gesetzten Reaktio-
nen genauer aufgekldrt werden. Hierfiir miissen weitere Stoffe identifiziert wer-
den, die zu einer Aktivierung der NALP6-vermittelten Entziindungsreaktion bei-
tragen. Erste Erkenntnisse hiertiber liefsen sich durch in vitro-Versuche an huma-

nen Zelllinien gewinnen. Im Rahmen dieser Arbeit konnten bereits einige Stoffe
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mittels qRT-PCR identifiziert werden. Diese Versuche konnten fiir eine grofiere
Auswabhl potenzieller Aktivatoren wiederholt werden.

Um mebhr iiber die genaue Struktur des NALP6-Inflammasoms heraus zu fin-
den, sollte zunidchst versucht werden, die Reaktionen von NALP3 und NALP6
sowie von NALP6 und anderen bekannten Inflammasombildnern zu differen-
zieren. Dies konnte sowohl Aufschluss iiber mogliche Koexpressionen geben als
auch die Figenstadnigkeit eines NALP6-Inflammasoms nachweisen. Bevor dies in
einem grofer angelegten Tierversuch, in dem Nalp3~/~- und Nalp6~/~- Tiere so-
wie Wildtyp- und eventuell noch weitere transgene Tiere miteinander verglichen
werden, untersucht wird, konnte allerdings versucht werden, dies an humanen
Zelllinien in vitro nachzuweisen. Hierfiir konnte versucht werden, die NALP3-
bzw. NALP6-Funktion gezielt mittels siRNA auszuschalten und anschliefSend die
Spiegel verschiedener entziindungskorrelierter Proteine im Zelllysat nachzuwei-
sen.

Um die klinische Relevanz von Nalp6 sowohl im Rahmen chronischer Darm-
entziindungen als auch von Sepsis zu untersuchen, konnte versucht werden, eine
erhohte Nalp6-Aktivitdt in Darmbiopsien bzw. Serumproben erkrankter Patien-
ten nachzuweisen.

Letztendlich ist davon auszugehen, dass detaillierte Kenntnisse tiber NALP6
und die beteiligten Faktoren dazu beitragen konnen, therapeutisch in Entziin-
dungsgeschehen einzugreifen. Dies konnte eines Tages zu einer gezielten Thera-
pie tiberschiefsender Entziindungsreaktionen, wie sie im Rahmen der Sepsis und

chronischer Entziindungskrankheiten auftreten, einzudammen.
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5 Zusammenfassung

Die Reaktion des Korpers auf Bakterien, Viren und andere Stoffe, die dem Kor-
per Schaden zufiigen konnen, ist eine wesentliche Herausforderung des Immun-
systems. Die Unterscheidung zwischen tatsdchlich schddlichen Stoffen und kor-
pereigenen Zellen hat dabei eine besondere Bedeutung. Fehler in diesem Sys-
tem konnen einerseits zu einer abgeschwachten Immunabwehr, andererseits zu
tiberschieffenden Reaktionen wie bei den autoimmun-vermittelten Erkrankun-
gen fiihren. Eine besondere Rolle bei der Reaktion auf potenzielle Gefahrenstoffe
haben die Nod-like Rezeptoren, die Teil des angeborenen Immunsystems sind. Sie
sind im Zytosol lokalisiert und erkennen pathogen -assoziierte Molekiile (PAMPs)
oder andere zytosolische Gefahrensignale (DAMPs). Ihr Einfluss auf die Immun-
abwehr wird durch die weitreichenden Folgen deutlich, die Mutationen in einzel-
nen Nod-like Rezeptoren haben konnen. Fehlregulationen von NALP3, das zu ei-
ner Untergruppe der NLRs gehort, konnen verschiedene autoimmune Entziindungs-
und Fieberkrankheiten wie das Muckle-Wells-Syndrom und das familial coldauto-
inflammatorysyndrome auslosen. Weiterhin spielt der Rezeptor NOD2 eine Rolle
bei der Entstehung von M. Crohn.

In dieser Arbeit wurde die Funktion von NALP6, einem Protein, das eng mit
NALP3 verwandt ist, sowohl an verschiedenen Entziindungsmodellen im Tier-
versuch als auch in vitro ndher untersucht. Ziel der Arbeit war es, die Rolle von
NALP6 im Entziindungsprozess zu untersuchen sowie Erkenntnisse iiber seine

genaue Funktionsweise zu gewinnen. Um genauere Erkenntnisse tiber NALP6 zu

85



gewinnen, wurden zundchst Expressionsanalysen durchgefiihrt. Diese zeigten,
dass NALP6 in menschlichen Geweben in Milz, Niere und Leukozyten ausgebil-
det wird. Bei der Untersuchung verschiedener humaner Zelllinien zeigte sich die
starkste Expression in Zelllinien aus immortalisierten Immunzellen. Die Expres-
sion von NALP6 wurde durch Stimulation mit IFNy, LPS und Flagellin induziert.
Anschlieflfend wurde in einem homozygoten murinen Nalp6 knockout Modell
(Nalp6=/~) die Reaktion von Nalp6-defizienten Tiere mit der von Wildtyptieren
verglichen. Bei einer kiinstlich mittels Dextran-Sodium-Sulfat (DSS) induzierten
chronischen Darmentziindung waren die Nalp6~—/~-Tiere leicht vor Entziindung
geschiitzt. Als weitere exemplarische Entztindungsform wurde fiir diese Arbeit
die Sepsis ausgewdhlt. Es wurden zwei Sepsis-Modelle untersucht: die cecal Ii-
gation and puncture (CLP), wobei der Darm punktiert und so eine Bauchfellent-
ziindung herbeigefiihrt wurde, und der LPS-Endotoxinschock, bei dem die In-
jektion von LPS eine Sepsis induzierte. In diesen Versuchen zeigte sich ein si-
gnifikanter Uberlebensvorteil der Nalp6~/~-Tiere. Da die Expressionsanalysen ei-
ne stirkere Auspragung in Immunzellen gezeigt hatten, wurden im Anschluss
in isolierten Knochenmakrophagen (bone marrow derived macrophages (BMDMs)
und im Serum die Spiegel entziindungskorrelierte Zytokine mittels RT-PCR und
ELISA bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass die Nalp6~/~-Tiere weniger IL-1 und
TNFa aufwiesen als die Wildtyptiere. Auch die Analyse von isolierten Milzzel-
len nach einem LPS-Endotoxinschock zeigte einen hoheren Anstieg von IL-1f3 bei
den Wildtyptieren als bei den Nalp6~/~-Tieren. Diese Ergebnisse sprechen dafiir,
dass Nalp6 eine IL-13- und TNF«- vermittelte Entziindungsreaktion auslost. So-
wohl die Erkenntnisse dieser Arbeit als auch die Literatur deuten darauf hin, dass
NALP6 in Form eines Inflammasoms agiert. Es zeigten sich auch Hinweise dar-
auf, dass Nalp6 mit Nalp3 koexprimiert wird. Die Frage, ob Nalp6 mit Nalp3 ein

gemeinsames Inflammasoms bildet oder eigenstandig ist, bleibt weiterhin offen.
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Anhang

Tabelle 5.1 — Verwendete Chemikalien und Zuséitze

Bezeichnung Hersteller
Amphotericin

Antibiotic /antimycotic Invitrogen, Karlsruhe
Antibiotic/ Antimycotic 100x GIBCO/Invitrogen, Karlsruhe
ATP Sigma-Aldrich, Miinchen
DEPC Sigma-Aldrich, Miinchen
Natrium-Dextransulfat TdB consultancy, Schweden
D-GAL Sigma-Aldrich, Miinchen
DMEM PAA Laboratories, Linz
Eosin Sigma-Aldrich, Miinchen
Ethanol (p.a.) Merck, Darmstadt
Héamalaun Sigma-Aldrich, Miinchen
Hepes PAA Laboratories, Linz
IEN-y Invitrogen, Karlsruhe
LPS InvivoGen, Toulouse
LPS fiir i.p Injektion Sigma-Aldrich, Miinchen
M-CSF Immunotools, Friesoythe
MDP Bachem, Bubendorf
Murines Makrophagen Medium = MMM PAA Laboratories, Linz
NaCl Merck, Darmstadt
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Paraformaldehyd Merck, Darmstadt

PBS PAA Laboratories, Linz
Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories, Linz
RPMI-1640 Medium PAA Laboratories, Linz
Sea Kem LE Agarose Lonza, Koln
Smart Ladder TM Auto T4 Eurogentec, Kéln
SYBR®) Safe Invitrogen, Karlsruhe

TAE (Agarose-Gele)

TNF-o Biosource/Invitrogen, Karlsruhe
Tween20 Merck, Darmstadt
b-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Miinchen

Tabelle 5.2 — Oligonukleotide

Primer Sequenz Grofie Temp Zyklen
Ann.
GAPDH1  For: CCAGCCGAGCCACATCGC 983bp  54°C 32

Rev: TGAGCCCCAGCCTTCTCCAT

GAPDH2  For: TGAAGGTCGGTGTGAACGGATTGGC  983bp  58°C 34
Rev: CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC

m-PRKRIR  For: TCTGCCGTATGAAGCTGATG 230bp  55°C 35
Rev: GGACAGACTTTGCCAACCAT

m-KC For: GCTGGGATTCACCTCAAGAA 169bp  55°C 35
Rev: TGGGGACACCTTTTAGCATC

m-STAT1 For: CCTCTTCCAGCAGCTCATTC 241bp  55°C 35
Rev: TGTGTGCGTACCCAAGATGT

m-OAS1 For: TGGACCCCGCTGACCCAACA 159bp  57°C 35
Rev: GCACTCCAACCTCCGTCGGC

m-TNF For: GACTCTTCCCTGAGGTGCAA 53-58°
Rev: CAGCCTGGTCACCAAATCA
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Tabelle 5.3 — Verwendete Zellkulturmedien

Makrophagenmedium

Murines Makrophagen Medium = MMM (PAA) 250 ml
DMEM (PAA) 250 ml
Amphotericin 5ml
Penicillin/Streptomycin 5ml
Milzmedium

RPMI 1640 500 ml
FCS 10%
Penicillin/Streptomycin 1%
Hepes 1%
-Mercaptoethanol 0,01%
Erythrozytenlysepuffer

KHCO3 0,01 M
NH4Cl 0,156 M
EDTA 0,1 nM

pH 7,5, steril filtrieren

Tabelle 5.4 — Verwendete Kits

Bezeichnung

Hersteller

DNeasy Blood and Tissue Kit

Qiagen, Hilden

Hamoccult Test

Beckmann Coulter, Krefeld

Murines IL-1? ELISA Kit

Biosource/Invitrogen, Karlsru-

he

Murines IL-6 ELISA Kit

Biosource/Invitrogen, Karlsru-

he

Murines IL-12 ELISA Kit

Invitrogen, Karlsruhe

Murines IL-18 ELISA Kit

MBL International, Woburn

Murines KC ELISA Kit

Biosource/Invitrogen, Karlsru-

he
Murines TNF-« ELISA Kit Qiagen, Hilden
RNeasy Mini Kit Invitrogen, Karlsruhe
Tabelle 5.5 — Verwendete Geréte

Bezeichnung Hersteller
Nano Drop ND-1000 PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Cellometer TM Auto T4 Nexcelom Bioscience, Lawrence
Endoskope SCB Xenon 175 Karl Storz, Tuttlingen
Tricam SLH Karl Storz, Tuttlingen
Axiocam HrC Zeiss, Jena
Axiomager 21 Mikroskop Zeiss, Jena

GeniosPro-Plattenreaders

Tecan Deutschland, Weilsheim
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