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1. Einleitung

1.1. Anatomie des Verdauungssystems

Makroskopisch betrachtet besteht das Verdauungssystem aus dem Kopfdarm
(Mundhohle bis Rachen), dem Rumpfdarm (Speiser6hre, Magen, Dunndarm,
Dickdarm und Analkanal) und den grof3en Darmdriisen (Pankreas und Leber).
Jeder dieser Abschnitte hat unterschiedlichste Funktionen. Im Mund erfolgt die
Zerkleinerung der Nahrung und die Beimengung von Speichel, um den Chymus
transportabler zu machen. Teilweise werden hier Uber die Mundschleimhaut
auch schon Nahrstoffe resorbiert. Die Speiserohre dient dem Transport der
Nahrung in den Magen. Dort wird diese gelagert und nach begonnener
Verdauung portioniert an das Duodenum abgegeben. Das Duodenum gehort
mit Jejunum wund Illeum zum Didnndarm. Dem Nahrungsbrei werden
Verdauungssafte beigemengt und die aufgeschlossenen Nahrstoffe kénnen
dann vom Dunndarm resorbiert werden. Das Ileum geht schliel3lich, abgegrenzt
durch die lleozékalklappe, in den Dickdarm Uber. Die Klappe verhindert das
retrograde Wandern des Speisebreis, aber auch der Bakterien des Dickdarms
in den Dinndarm. Dem Verdauungsbrei wird im Dickdarm das Wasser
entzogen und die Faeces werden im Sigmadarm gelagert, bevor sie Uber den

Anus kontrolliert ausgeschieden werden.

Mikroskopisch betrachtet weist der Rumpfdarm in allen Abschnitten eine
ahnliche Systematik auf. Die innerste Wandschicht, die Tunica mucosa, tragt
zuoberst eine einzelne Epithelschicht (Lamina epihelialis mucosae), die durch
die Lamina propria, bestehend aus BlutgefaRen sowie Nerven und
Lymphbahnen, versorgt wird. Abschliel3end findet sich eine Lamina muscularis
mucosae. Diese innerste Wandschicht, welche von Tela submucosa sowie
Tunica muscularis und Tunica serosa oder Tunica adventitia angeschlossen
wird, unterscheidet sich funktionell und im detaillierten Aufbau von Abschnitt zu
Abschnitt (Welsch and Deller, 2011).



1.1.1. Dinndarm

Die Oberflache des Diinndarms ist durch die Ausbildung von Falten, Zotten und
Krypten stark vergréf3ert und kann so die Hauptaufgabe der Resorption erfillen
(Helander and Fandriks, 2014). Das Epithel des Dunndarms setzt sich aus
Epithel- und Becherzellen zusammen. Die Stammzellen (Sz), die fir die
Neubildung der Zellen verantwortlich sind, befinden sich in der Basis der
Lieberkihn-Krypten, wo auch die Paneth-Zellen (PZ) angesiedelt sind. Im
lleum, besonders im terminalen Abschnitt, der in das Kolon Ubergeht, finden
sich Peyer-Plaques, die die Aufgaben des Immunsystems erfillen (Welsch and
Deller, 2011). Vom Duodenum zum Dickdarm hin nimmt die Dichte der
Bakterien immer weiter zu. Gleichermal3en erhoht sich auch die Anzahl der PZ
(Sekirov et al., 2010). Einen mechanischen Schutz zum noch starker

besiedelten Dickdarm bildet die lleozékalklappe.

1.1.2. Dickdarm

Im Vergleich zum Dinndarm kann der Dickdarm seine Oberflache geringfiligig
durch Krypten und Mikrovilli vergrof3ern (Helander and Fandriks, 2014). Die
Krypten sind @hnlich aufgebaut wie im Dinndarm mit dem Unterschied, dass
sich hier normalerweise keine PZ befinden. Der 0,8 bis 1 m lange Dickdarm
wird unterteilt in Appendix, Kolon, Sigma, Rektum und Analkanal (Welsch and
Deller, 2011). Der Appendix gilt als Reservoir fir Bakterien und hat einen Anteil
an der Immunabwehr (Laurin et al., 2011). Besonders haufig finden sich im
Dickdarm Becherzellen, die eine zweischichtige Schutzbarriere gegen die
massive bakterielle Besiedlung bilden. In dieser Barriere aus Mukus befinden
sich viele antimikrobielle Peptide (AMPs) (Dupont et al., 2015).

1.1.3. Darmmikrobiom

Zusatzlich zu den einzelnen Organanteilen besteht der Darm aus Mikroben, mit
Bakterien als Hauptanteil. Sie bedecken alle menschlichen Darmschleimhéaute
und erfillen wichtige Funktionen. So werden bestimmte Nahrungsbestandteile

durch sie derartig verandert, dass wir sie Uberhaupt erst resorbieren kdénnen.



Darlber hinaus stimulieren sie unser Immunsystem (Hooper et al.,, 2012;
Sommer and Backhed, 2013; Stilling et al., 2014). Die Besiedelung des Darms
mit Mikroben kann aber auch zum Risiko werden, wenn diese nicht verntinftig
geregelt beziehungsweise (bzw.) Uberwacht wird (Belkaid et al., 2013; Mow et
al., 2004).

Neueren Berechnungen zufolge betragt das Verhaltnis von Bakterien zu
menschlichen Zellen bei Erwachsenen ungefahr 1:1. Dabei enthalt das Kolon
mit Eukaryoten und Archaeen die Mehrheit dieser Bakterien (Sender et al.,
2016). Wie diese Bakterien zusammengesetzt sind ist abhangig von
verschiedenen Umwelteinflissen, wie dem Wohnort, der Ernédhrung, der
Medikamenteneinnahme bzw. der genetischen Ausstattung jedes Einzelnen
(David et al., 2014; Goodrich et al., 2014; Voreades et al.,, 2014). Auch
innerhalb eines Menschenlebens verandert sich das Verhaltnis der
verschiedenen Spezies zueinander so, wie sich auch der Verdauungstrakt
verandert (Soenen et al.,, 2016; Yatsunenko et al., 2012). Aufgrund dieser
unterschiedlichen Einflisse ist es schwer, ein ideales Mikrobiom zu definieren.
Die Zusammensetzung kann sich tUberdies bei bestimmten Erkrankungen, wie
Krebs, Ubergewicht, Allergien, Diabetes und chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen (CED) verandern. Fraglich ist, ob diese Verédnderung die
Ursache oder Wirkung der Krankheit ist und ob es mdglich sein wird, mittels
Mikrobiom-Screening CEDs zu diagnostizieren (Matsuoka and Kanai, 2015).

1.2. Intestinale Schutzbarriere

1.2.1. Epithel und Mukus

Der menschliche Darm ist mit einer semipermeablen Epithelschicht
ausgekleidet. Die einzelnen Epithelzellen sind fest durch Tight Junctions
verbunden und stellen eine physikalische Barriere dar, die dennoch die
Resorption der lebenswichtigen Nahrstoffe erméglicht (lvanov, 2012; Mandel et
al., 1993). Zusatzlich schitzt die permanente Erneuerung der Zellen und
Abtragung der obersten Epithelzellen durch die Peristaltik vor dem Eindringen
der Bakterien in die Darmwand. Binnen 4 - 5 Tagen sind die Epithelzellen des
Darms einmal komplett ausgetauscht. Eine Storung in diesem Gleichgewicht



aus Zellerneuerung und Zelluntergang kann zu Schwachen in der
Schutzbarriere fiilhren und das Eindringen von Bakterien zur Folge haben
(Martini et al., 2017; van der Flier and Clevers, 2009).

Zwischen den Epithelzellen befinden sich vereinzelt schleimproduzierende
Drisen, die sogenannten Becherzellen. Diese produzieren den Mukus, welcher
bei Kontakt Bakterien einfangt (Johansson and Hansson, 2016). Die
Mukusschicht ist aufgrund der hohen Bakteriendichte im Dickdarm wesentlich
dicker ausgeprégt als im Dunndarm und betragt etwa 830 um gegeniiber 20 pm
im DUnndarm (Atuma et al., 2001; Martini et al., 2017).

1.2.2. Das Intestinale Immunsystem

In der Lamina propria sind die Zellen des angeborenen Immunsystems,
beispielsweise Dendritische Zellen (DCs), Makrophagen und lymphoide Zellen,
aber auch die des erworbenen Immunsystems, wie zum Beispiel (z.B.) T- und
B-Lymphozyten zu finden. Sie stellen zusammen mit der Schleimbarriere einen
sehr wichtigen Verteidigungsmechanismus dar. Das Verdauungssystem
beherbergt dabei 60 bis 70 % der peripheren Lymphozyten (Ohno, 2016).

Im Dinndarm, Blinddarm und Kolon gibt es Ansammlungen von lymphoiden
Zellen in der Tela submucosa und der Lamina propria, welche als Peyer-
Plaques bezeichnet werden und Teil des darmassoziierten lymphatischen
Gewebes sind. Diese liegen meist dem Ansatz des Mesenteriums gegenuber
(Brandtzaeg et al., 2008). Den B-Zell-Follikeln obenauf liegen die M-Zellen.
Dabei handelt es sich um spezialisierte Epithelzellen, die dem Follikel-
assoziierten Epithel zugerechnet werden. Antigene werden aktiv transzellular
von apikal nach basal zu den Antigen-prasentierenden Zellen, wie z.B. den
DCs, Makrophagen, B-Zellen und follikularen DCs (FDCs) transportiert (Martini
et al., 2017; Ohno, 2016).

1.2.3. Antimikrobielle Peptide

AMPs umfassen eine Gruppe kleiner Peptide, von denen bereits tber 2600
verschiedene charakterisiert wurden. Der GrofRteil davon weist antibakterielle

Eigenschaften auf (G. Wang et al., 2016, p. 3). Neben vielen Spezies der Flora



und Fauna ist auch der Mensch im Stande, solche Peptide zu bilden, um sich
vor pathogenen Mikroorganismen zu schitzen (Raj and Dentino, 2002). lhre
Wirkung geht jedoch uber das Abt6ten von Pathogenen hinaus. So sind sie
beispielsweise in der Lage, Endotoxine zu neutralisieren, eine
chemokinahnliche Wirkung auszuiben, Angiogenese oder Wundheilung zu
induzieren und besitzen zudem einen groRen immunmodulatorischen Einfluss
(Guani-Guerra et al., 2010).

Der Grof3teil der AMPs zeichnet sich durch kurzkettige Aminosauresequenzen
aus, welche meist positiv geladen sind und eine amphipathische Struktur
aufweisen. Dadurch kdnnen sie mit der Bakterienmembran in Kontakt treten.
Menschliche Defensine haben ein Molekulargewicht von 3,5 — 4,5 kDa und
weisen 6 konservierte Cystein-Reste auf, welche 3 Disulfidbriicken ausbilden
(Lehrer et al., 1991). Je nach Position der Disulfidbriicken werden sie wiederum
in 3 Untergruppen eingeteilt, die a-, B- und teta-Defensine, wobei letztere nicht

im Menschen vorkommen (Bals, 2000).

1.2.3.1. Alpha-Defensine

Das a-Defensin-Gen wurde erstmals 1989 in PZ der Maus identifiziert (Ouellette
et al., 1989; Wang, 2014). Die Peptide sind zwischen 29 und 35 Aminosauren
lang. Charakteristisch ist die Lage der Disulfidbriicken zwischen den Cysteinen
1-6,2-4und3-5 (White et al., 1995). Im Menschen werden die a-Defensine
1 - 4 von Neurophilen Granulozyten gebildet (HNP1-4) (Tunzi et al., 2000).
Humanes a-Defensin (HD) -5 und HD-6 sind zwei weitere Vertreter. Diese
werden von PZ in den Krypten des Dunndarms gebildet (Quayle et al., 1998).
Die PZ speichert HD-5 als Propeptid in Vesikeln und kann diese Propeptide
infolge eines bakteriellen Stimulus in das Darmlumen abgeben. Ebenfalls wird
von der PZ die Protease zur Aktivierung des Propeptides gebildet, gespeichert
und abgegeben. HD-5 weist bereits in seiner nicht-prozessierten Form eine
antimikrobielle Aktivitat auf, welche nach Aktivierung noch einmal deutlich
ansteigt (Ghosh et al.,, 2002). Allgemein sind Defensine in der Lage im
bakteriellen Zytoplasma an DNA zu binden. Dadurch kommt der Stoffwechsel
zum Erliegen und es folgt der Zelltod (Mathew and Nagaraj, 2015). Zusatzlich



ist HD-5 imstande, sowohl Makrophagen als auch naive T-Zellen sowie T-
Gedachtniszellen chemotaktisch anzulocken (Grigat et al., 2007). Es konnte
bereits gezeigt werden, dass HD-5 Bakterien wie Listeria monocytogenes,
Escherichia coli und Candida albicans sowie Salmonella typhimuirum,
Staphylococcus aureus und Vibrio cholerae abtotet. Des Weiteren konnte eine
antimikrobielle Aktivitat gegen einige Pilze und Viren nachgewiesen werden
(Porter et al., 1997; Salzman et al., 2003; Zins et al., 2014).

HD-6 wird ebenfalls in den Granula der PZ als Propeptid gespeichert. Es ist im
Gegensatz zu HD-5 in der Vorstufe nicht antimikrobiell aktiv, sondern wird erst
durch eine Trypsin-katalysierte Hydrolyse aktiviert. HD-6 ist in der Lage, sich
mit anderen HD-6-Monomeren zu verbinden und ein Nanonetz zu bilden,
welches Bakterien einschlie3t und deren Einwanderung in die
Dunndarmschleimhaut begrenzt. Nachgewiesen wurden diese Nanonetze in
transgenen Mausen, welche mit Salmonella typhimurium infiziert wurden
(Chairatana et al., 2016; Chairatana and Nolan, 2014; Chu et al., 2012)

HD-5 und HD-6 stellen die Hauptvertreter der im Dunndarm vorkommenden
AMPs dar. Die humanen (-Defensine spielen hier eine untergeordnete Rolle
(Kubler et al., 2009).

1.2.3.2. Beta-Defensine

Beta-Defensine werden von allen epithelialen Oberflachen gebildet (Bals et al.,
1998; Singh et al., 1998). Am besten erforscht sind die humanen -Defensine
(hBD)- 1 - 4. Wahrend hBD-1 konstitutiv exprimiert wird, werden hBD-2 und
hBD-3 besonders durch Gram-negative und -positive Bakterien aber auch durch
den Tumornekrosefaktor (TNF) -a induziert (Harder et al., 2001; O’Neil et al.,
1999; Yang et al., 2002). Im Dickdarm ist hBD-2 am starksten vertreten (Kubler
et al., 2009).

Das Wirkspektrum der humanen (-Defensine reicht von antimikrobieller,
antiviraler und fungizider Aktivitat bis zu chemotaktischen Effekten (Aerts et al.,
2008; Garcia et al., 2001; Harder et al., 2001; Pazgier et al., 2006; Weinberg et
al., 2006). Insbesondere ist hBD-3 in der Lage, Monozyten und Neutrophile
anzulocken und die Migration der Monozyten zu fordern (Garcia et al., 2001).



Obwohl hBD-1 konstitutiv exprimiert wird, war dessen antimikrobielle Aktivitat
lange verborgen geblieben (Tollin et al.,, 2003). Erst unter reduzierenden
Bedingungen konnte das Potential von hBD-1 gezeigt werden. Diese
strukturellen Veranderungen machen es wirksam gegen Candida albicans,
Bifidobakterium und Lactobacillus-Arten (Schroeder et al., 2011).

1.2.4. Bakterielle Mustererkennungsrezeptoren im Darm

Die wichtigsten Rezeptoren zur Erkennung von Bakterien sind in diesem
Zusammenhang die pattern recognition receptors (PRRs), die zu dt. auch als
Mustererkennungsrezeptoren bezeichnet werden. Zu den PRRs an der
Zelloberflache gehoren beispielsweise die toll-like receptors (TLRs), wahrend
die nucleotide binding oligomerization domain (NOD) -like Rezeptoren den
intrazellularen PRRs angehodren (Murphy and Weaver, 2016, p. 9). Ihre Aufgabe
ist es, fremde Proteine oder Pathogene anhand charakteristischer Muster zu
erkennen und eine Signalkaskade auszulésen, mit dem Ziel die Immunantwort
zu modulieren. Derartige charakteristische Muster werden unter dem Begriff der
PAMPs zusammengefasst, genauer Pathogen-assoziierte molekulare Muster
(Akira et al., 2001).

Obwohl der Darm massiv mit Bakterien besiedelt ist, erfolgt keine permanente
Aktivierung des Immunsystems. Bedingt ist dies durch die geringere Anzahl an
TLRs im Vergleich zu anderen Geweben. Erst wahrend einer
Entziindungsreaktion im Darm wird die Expression der TLRs induziert (Abreu et
al., 2001; Bogunovic et al., 2007; Cario and Podolsky, 2000). Die Aktivierung
dieser fuhrt letztlich zur erhohten Proliferation der Epithelzellen und zur
Sekretion von Immunglobulin (Ig) A und AMPs, welche in das Darmlumen
abgegeben werden. Welche Reaktion die PAMPs auslésen hangt auch davon
ab, ob es sich um kommensale oder pathogene Bakterien handelt oder ob sie
sich an der apikalen oder basolateralen Seite der Darmepithelzelle an die TLRs
binden. Eine Aktivierung der basolateralen TLRs spricht fiir eine gestorte
Barriere (Lee et al., 2006).

Der intrazellulare Rezeptor NOD2 wird sowohl in gesundem als auch chronisch-

entzindetem Darmgewebe hauptsachlich von den PZ im terminalen lleum



exprimiert (Lala et al., 2003). Er kommt dartber hinaus auch in den Monozyten
und DCs vor und aktiviert den nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B-cells (Gutierrez et al., 2002, p. 2; Ogura et al., 2001, p. 2).

1.2.5. Immunzellen des Blutes

1.2.5.1. Die mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMCs)

Neben den gewebsstandigen Immunzellen gibt es auch solche, die im Blut
zirkulieren und erst bei Bedarf ins Gewebe migrieren und sich dort
differenzieren. Mittels Dichtezentrifugation ist es moglich, bestimmte Fraktionen
dieser Immunzellen aus dem Blut zu isolieren. Die so gewonnen peripheren
mononukledren Zellen (PBMC) beinhalten mit absteigenden Anteilen:
Lymphozyten, Monozyten und Dendritische Zellen (Riedhammer et al., 2016).
Monozyten machen etwa 5 - 10 % der peripheren Blutleukozyten aus (Gordon
and Taylor, 2005).

Bakterien und virale Komponenten kdénnen das angeborene Immunsystem
stimulieren. Die PBMCs werden dabei Uber verschiedene TLRs aktiviert und
produzieren u.a. Zytokine. Diese wiederum beeinflussen das erworbene

Immunsystem (Merlini et al., 2016; Riordan et al., 2003).

Phytohemagglutinin-leucocytes (PHA-L) wird standardmé&Rig zur Stimulation
von PBMCs genutzt. Es aktiviert neben TLR5 und TLR2/6 spezifisch den TLR4
(Unitt and Hornigold, 2011). Die Stimulation von PBMCs mit PHA-L fuhrt
allgemein zur erh6hten Expression von verschiedenen Zytokinen, wie Interferon
(IFN) -y, TNF-3, Interleukin (IL) -4, IL-5, IL-10 und TNF-a (Katial et al., 1998).
PHA-L, als Stimulanz fir PBMCs, steigert Uberdies in anderen Versuchen die
Expression von IL-1B, IL-2, IL-6, TNF-a und granulocyte macrophage colony-
stimulation factor (GM-CSF) (De Groote et al., 1992).GM-CSF und IL-4
beeinflussen die Proliferation und Differenzierung von Monozyten zu monocyte-
derived dendritischen Zellen. Somit beeinflussen Monozyten durch die
Expression verschiedener Zytokine ihre eigene Differenzierung (Geissmann et
al., 2003).

Monozyten, die mit PHA-L stimuliert werden, exprimieren vermehrt IL-8 und
Monozyten Chemotaktin Protein 1 (Liebler et al., 1994). Es ist zudem bekannt,



dass die Induktion der Monozytenexpression unspezifisch durch Adhérenz

ausgelost werden kann (Haskill et al., 1988).

1.2.5.2. Subpopulationen der Monozyten

Monozyten werden anhand spezifischer Oberflachenmarker in drei
Subpopulationen unterteilt. Zur Unterscheidung werden Marker verwendet
(cluster of differentiation, kurz CD), wie der Fc-y-Rezeptor Ill (auch bekannt als
CD16), der Co-Rezeptor von TLR-4, CD14, sowie Chemokinrezeptoren (CCR)
(Ziegler-Heitbrock et al., 2010).

Die klassischen Monozyten sind CD14**/CD16° und stellen die gréfite
Population unter den Monozyten dar. Sie tragen auferdem CCR2, welcher in
Verbindung mit dem Chemokinliganden 2 (CCL2, Synonym fir monocyte
chemotactic protein 1) die Migration ins Gewebe ermdglicht (Ancuta et al.,
2009). Zusatzlich reagieren sie auch auf das macrophage inflammatory protein-
la (Synonym fur CCL3) mit Migration (Weber et al., 2000). Sie sind spezialisiert
auf Phagozytose und die Produktion von reaktiven Sauerstoff-Spezies. Daruber
hinaus bilden sie auch Entzindungsmediatoren als Reaktion auf bakterielle
Bestandteile und nehmen Einfluss auf die Wundheilung, Gerinnung sowie
Angiogenese. Ganz besonders hohe Expressionslevel wurden unter Stimulation
mit Lipopolysaccharid (LPS) fir CCL2 und IL-10 gemessen. Darlber hinaus
scheinen sich klassische Monozyten durch die Expression von GM-CSF
gegenseitig zu Proliferation und Differenzierung anzuregen (Cros et al., 2010;
Wong et al., 2011; Ziegler-Heitbrock et al., 2010).

Die intermediaren Monozyten gehorten lange zusammen mit den nicht-
klassischen zu den CD16* Monozyten. Spater war es mdglich, auch diese
Fraktion ndher zu charakterisieren (Ancuta et al., 2009). Die intermediaren
Monozyten werden nun als CD14"*/CD16" bezeichnet und stellen im Vergleich
zu den klassischen Monozyten eine wesentlich kleinere Fraktion dar, die aber
bei bestimmten akuten und chronischen Infektionen ansteigen kann. Sie sind
zudem dadurch gekennzeichnet, dass sie Uber ihre MHC-Proteine der Klasse II
CD4*-T-Lymphozyten Antigene prasentieren kdonnen (Fingerle et al., 1993;
Passlick et al., 1989).



Die nicht-klassischen Monozyten werden als CD14*/CD16** beschrieben. lhre
Fahigkeit zur Phagozytose ist vernachlassigbar und sie kénnen auch keine
reaktiven Sauerstoffspezies bilden. Als Ersatz daflr reagieren sie auf virale
Reize und Immunkomplex-Stimulation mit der Produktion von CCL3. Der
Signalweg lauft hier tber TLR-7 und TLR-8 (Cros et al., 2010).

In einer Studie von Wong et al. wurde unter anderem die Verteilung der
Monozyten-Subpopulationen anhand von Kontrollen beschrieben und umfasste
84,8 % + 5,6 % klassische, 5,4 % + 1,9 % intermediare und 9,2 % * 4.4 %
nicht-klassische Monozyten (Wong et al., 2011).

1.2.5.3. Subpopulationen der Dendritischen Zellen

Die DCs wurden 1973 von Ralph Steinman und Zanvil Cohn entdeckt
(Steinman and Cohn, 1973). Es handelt sich dabei um Zellen, die von
Monozyten oder Lymphozyten — also dem angeborenen Immunsystem

abstammen (Liu et al., 2001).

Sie machen maximal 1 % aller PBMCs aus und lassen sich in drei
Subpopulationen unterteilen: plasmacytoide CD303* (CD1c-) DCs, myeloide
CD1c* DCs und myeloide CD141* DCs (O’Keeffe et al., 2015; Ziegler-Heitbrock
et al., 2010). Die Subpopulation der myeloiden CD141* DCs stellt mit maximal
0,03 % Anteil an den PBMCs die absolut kleinste Fraktion der drei Vertreter dar
(O’Keeffe et al., 2015).

Trotz ihrer geringen Anzahl nehmen sie sehr grof3en Einfluss auf das
erworbene Immunsystem. Als klassische Antigen-préasentierende Zellen sind sie
im Stande Antigene aufzunehmen, zu prozessieren und Uber MHC Klasse II-
Molekile naiven T-Zellen zu prasentieren. So reicht bereits eine dendritische
Zelle aus, um 100 bis 3000 T-Zellen zu aktivieren (Banchereau and Steinman,
1998; Kambayashi and Laufer, 2014).
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1.3. Regulation im Dinndarmepithel

Das Dunndarmepithel ist ein Zusammenschluss von verschiedensten Zellen,
wie den Enterozyten, Enteroendokrinen Zellen, Becherzellen und den PZ. Sie
alle haben einen gemeinsamen Ursprung: die SZ. Zwischen den vielen Villi des
Dunndarms finden sich auch Einstilpungen, die als Lieberkihn-Krypten
bezeichnet werden. An ihrer Basis liegen SZ und PZ. Wie die Epithelzellen des
Dunndarms zusammengesetzt sind und wie die Zellen proliferieren, h&ngt von
vier wichtigen Signalmolekilen ab: hedgehog, bone morphogenic proteins,
Notch sowie Wingless-related integration site (Wnt) (Vanuytsel et al., 2013). Sie
zusammen schaffen in den Lieberkiihn-Krypten ein definiertes Milieu von
Faktoren. Eine St6rung in einem dieser Signalwege kann letztlich zum
Zusammenbruch der intestinalen Barriere fihren (Martini et al., 2017).

1.3.1. Paneth-Zellen

1872 entdeckte der deutsche Anatom Gustav Schwalbe Zellen mit apikalen
azidophilen Granula, die sich in den Krypten des Diunndarms befanden.
Dennoch wurden sie spater nach dem australischen Histologen und
Physiologen Josef Paneth benannt, der deren Morphologie noch néher
beschrieb. Erst in den 1960er und 70er Jahren erlangte man weitere
Erkenntnisse Uber die Funktion der PZ mit dem Nachweis ihrer AMPs. Diese

dienen dem Schutz der SZ an der Kryptenbasis (Bykov, 2014).

Die Freisetzung der Granula der PZ erfolgte durch Exozytose infolge
bestimmter Stimuli. Diese kénnen PAMPs, Acetylcholin- oder TLR-Agonisten
sein (Clevers and Bevins, 2013). Die Erkennung bakterieller Antigene, wie LPS,
erfolgt unter anderem Uber den NOD2-Genprodukte, welche von PZ wie auch
Monozyten und Enterozyten gebildet werden (Lala et al., 2003). Die Granula
enthalten antimikrobielle Substanzen, die teilweise konstitutiv gebildet und
teilweise induziert werden. Neben Lysozym, Phospholipase A2 und dem
Pankreas-assoziierten Protein stellen die a-Defensine die wichtigste Gruppe dar
(Bevins and Salzman, 2011). Abgesehen von den Abwehrstoffen sekretieren
PZ auch Signalmolekiile, die Einfluss auf die SZ nehmen. Der epidermal growth
factor, transforming growth factor-a, Wnt-3 und der Notch-Ligand delta like
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ligand 4 erhalten die Funktionen der leucin-rich repeat-containing G protein-
coupled receptor-5-Stammzellen (Sato et al., 2011). Jede Lieberkiihn-Krypte
weist neben den etwa 15 SZ auch rund 10 PZ auf. Ihre Anzahl muss streng
reguliert sein, damit das Gleichgewicht aufrecht gehalten werden kann.
Wahrend der Grol3teil der Zellen innerhalb von drei bis finf Tagen nach oben
wandert, wandern die sich neu bildenden PZ nach unten an die Basis. Dort
leben sie fur etwa 30 Tage, ehe sie durch Phagozytose abgebaut werden
(Clatworthy and Subramanian, 2001; Clevers and Bevins, 2013; Falk et al.,
1994; Sancho et al., 2003). Dieses komplexe Spiel zwischen Proliferation und

Differenzierung unterliegt hochkontrollierten Signalwegen (Clevers, 2013).

Neben den Mesenchym- und Epithelzellen sind es vor allem die PZ, die Wnt-
Liganden sekretieren und welche wiederum in ihren Zielzellen zur Aktivierung
des kanonischen oder nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs filhren (Krausova
and Korinek, 2014).

1.3.2. Wnt-Signalweg im Dunndarm

1991 pragten Nusse et al. den Hybridbegriff ,WNT“ fur Wingless-related
integration site. Damit beschrieben sie ein Segment-Polaritatsgen (wingless),
welches fir die Ausbildung der Drosophila-Fligel hauptverantwortlich ist, und
dessen Homolog im Menschen 1982 entdeckt wurde und als intl bezeichnet
wird. Die INT1/Wingless Familie umfasst im S&ugetier 19 Gene, die hoch
konserviert sind (Miller, 2002; Nusse and Varmus, 2012; Pai et al., 2017).

Die Sekretion von Wnt-Liganden in den Extrazellularraum ist komplex und
Bedarf zweier wichtiger Proteine. Wntless protein (WLS), auch Evenness
interrupted protein (EVI) genannt, transportiert die Wnt-Liganden vom Golgi zur
Zelloberfliche und unterstitzt die Exozytose. Unterdessen ist porcupine
(PORCN) - als Protein des Endoplasmatischen Retikulums (ER) — notwendig,
um die Wnt-Liganden flr die Interaktion und Sekretion mit EVI zu modifizieren
(Biechele et al., 2011; Herr and Basler, 2012; Wang et al., 2007). Wenn Wnt-
Liganden ihre Zielzelle erreichen, binden sie an Wnt-Rezeptoren und kdnnen
unterschiedliche Kaskaden auslésen. Man unterscheidet zur Vereinfachung drei
groRe Signalwege: den R-Catenin-abhéngigen (kanonischen) und zwei R3-
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Catenin-unabhangige (nicht-kanonische) Signalwege, der planar cell polarity-
sowie der Wnt/Ca?*-Signalweg. Ausgelost werden die Signalkaskaden durch
mehr als 15 verschiedene Rezeptoren und Co-Rezeptoren. Aus der
Kombination dieser mit verschiedenen Whnt-Liganden und der Ausstattung der
Zielzelle ergeben sich unterschiedlichste Wirkungsweisen (Niehrs, 2012).
Jedoch binden fast alle Wnt-Liganden an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor
frizzled (Fz) (Dijksterhuis et al., 2014).

Es gibt Hinweise darauf, dass Wnt-1 und Wnt-3a besonders wichtig fur die
Aktivierung der kanonischen Kaskade sind (Niehrs, 2012). Zusatzlich zu den
Whnt-Liganden agiert R-Spondin (RSPO) als ein weiterer Wnt-Agonist, in dem er
schwache Wnt-Signale verstarkt (Cruciat and Niehrs, 2013; de Lau et al., 2012).

Die kanonische Kaskade kann aber auch negativ durch Antagonisten, wie
Vertretern der Dickkopf- (DKK) und secreted frizzled-related protein- (SFRP)
Familie sowie Wnt inhibitory factor 1 (WIF-1), beeinflusst werden. Wie genau
DKK die Funktion von lipoprotein rezeptor-related protein (LRP) -5/-6 behindert,
ist nicht bekannt (Seménov et al., 2008, p. 1). SFRPs koénnen sowohl an Wnt-
Liganden als auch an den Fz-Rezeptor binden (Cruciat and Niehrs, 2013). WIF-
1 hingegen bindet direkt die extrazellularen Wnt-Liganden und verhindert damit
nachfolgend die Aktivierung des Signalweges (siehe Abbildung 1) (Surmann-
Schmitt et al., 2009).
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A) Antagonisten B) Agonisten

Frizzled Frizzled

LRP-5/-6

Abbildung 1: Antagonisten und Agonisten des kanonischen Wnt-Signalweges

Der kanonische Wnt-Signalwegs (A) kann durch die Bindung von DKK an LRP-5/-6 gechemmt werden. Des Weiteren
kann eine Inaktivierung durch sFRP erfolgen, welches nicht nur an die Wnt-Liganden selbst, sondern auch an den
Fz-Rezeptor bindet. Die Wnt-Signalkaskade kann durch das Protein Rspo zusatzlich aktiviert werden (B), in dem es
schwache Wnt-Signale verstarkt.

In der Kryptenbasis ist vor allem der kanonische Signalweg fur die Proliferation
der Zellen entscheidend. Dort, innerhalb der Lieberkihn-Krypten, befindet sich
auch die hochste Konzentration an Wnt-Liganden (Dijksterhuis et al., 2014).
Sind diese anwesend, bindet SFRP an den Fz-Rezeptor sowie die Co-
Rezeptoren LRP-5 und LRP-6. Dadurch wird das Protein Dishevelled (DVL)
aktiviert, welches wiederum den nachfolgenden Komplex in der Signalkaskade
inhibiert. Es handelt sich dabei um den destruction complex (DesCom), der sich
aus glycogen synthase kinase 3, Adenomatous polyposis coli-Protein (APC),
Casein Kinase la und axis inhibition protein (Axin) zusammensetzt. Aktiviert
baut er 3-Catenin ab und verhindert so dessen Anreicherung in der Zelle. Wird
der DesCom aber inhibiert, kommt es zum Anstieg der 3-Catenin-Konzentration
in der Zelle und der Verlagerung in den Zellkern (Henderson and Fagotto, 2002;
Stadeli et al., 2006). Es bildet sich im Zellkern ein Komplex aus TCF/LEF (t-cell
factor/lymphoid enhancer factor) und R3-Catenin, welches das transducin-like
enhancer protein 1 (TLE1) verdrangen kann, sich an Wnt-responsive elements
(WRE) der DNA binden und zudem weitere Ko-Aktivatoren zur Genaktivierung
rekrutieren kann (siehe Abbildung 2) (Brantjes et al., 2002; Daniels and Weis,
2005; Hatzis et al., 2008). Zur TCF/LEF-Familie gehoren im Saugetier 4 Gene,
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die fur TCF-1, LEF-1, TCF-3 und TCF-4 codieren (Hoppler and Kavanagh,
2007). TLE1 ist ein Repressor, der normalerweise die Histon-Deacetylierung
fordert, die eine Verdichtung des Chromatins zur Folge hat. Dadurch wird die
Genexpression gehemmt. Aber auch TCF/LEF wirken nicht nur forderlich auf
die Genexpression. Insbesondere TCF-3 agiert haufiger als Repressor anstatt
als Aktivator (Arce et al., 2006; MacDonald et al., 2009).

A) aktiver kanonischer Signalweg . B) inaktiver kanonischer Signalweg

Frizzled Frizzled
LRP-5/-6

LRP-5/-6

ECaenn | [Catenn

y R-Catenin \\

. | TCF/LEF — ‘

Abbildung 2: Der kanonische Wnt-Signalweg

Hier dargestellt ist der kanonische Wnt-Signalweg. In aktiver Form (A) binden Wnt-Liganden an den
Rezeptorkomplex aus LRP-5/-6 und Fz. Der destruction complex ist dadurch inaktiv und R-Catenin reichert sich im
Zytoplasma und im Zellkern an. Der Komplex aus TCF/LEF mit B-Catenin bindet an Wnt-responsive elements und
fordert die Genexpression. In (B) dargestellt ist der inaktivierte kanonische Wnt-Signalweg, welcher durch
Abwesenheit von Wnt-Liganden gekennzeichnet ist. Dadurch ist der destruction complex aktiv und B-Catenin wird
in Folge der Ubiquitinierung im Proteasom abgebaut. Der Komplex von TCF/LEF kann TLE nicht verdrdngen. Die
HDACs hemmen die Genexpression der Wnt-responsive elements.

Die Whnt-Signalkaskade hat einen groRen Einfluss auf die Regulation der
intestinalen SZ und auf die Differenzierung der PZ. So hat man bei Patienten
mit Morbus Crohn (MC) des Dunndarms eine Reduktion der a-Defensine (HD-5
und HD-6) festgestellt, die auf eine gestérte Funktion von TCF-1, TCF-4 und
LRP-6 zurick zu fiuhren ist (Beisner et al., 2014; Koslowski et al., 2012,
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Wehkamp et al., 2005). Dies macht deutlich, wie wichtig diese Signalkaskade

fur die intestinale Abwehr und Proliferation der Dinndarmschleimhaut ist.

1.3.3. Histon-Deacetylasen

Histon-Deacetylasen (HDACs) sind an der epigenetischen Regulation der
Transkription beteiligt. Sie verdndern Acetylgruppen von Histon- und Nicht-
Histon-Proteinen. Durch die Deacetylierung der Chromatinstruktur wird die
Transkription dieser Bereiche stillgelegt. Das richtige Gleichgewicht zwischen
Histon-Acetylasen und HDACs ist entscheidend fir das Zellwachstum
(Lehrmann et al., 2002). Die HDACs werden in verschiedene Klassen eingeteilt
und diese wiederum zwei Familien zugeordnet. Zur Familie der klassischen
HDACs gehoren die Klasse 1 (HDACL1 - 3 und 8), Klasse 2a (HDAC4, 5, 7 und
9), Klasse 2b (HDAC6 und 10) sowie die Klasse 4 (HDAC11). Die Klasse 3

gehdort zu der sirtuins nicotinamid dependent family (Seto and Yoshida, 2014).

1.4. Barrierestérung: Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen

CEDs sind gekennzeichnet durch wiederkehrende Entzindungen des
Verdauungssystems. Im Rahmen der Entziindung kommt es zur Einwanderung
von verschiedenen Immunzellen. Die Immunantwort, als Reaktion auf eigentlich
kommensale Bakterien, geht Uber das normale Mal3 hinaus (Podolsky, 2002).
Die Inzidenz der Erkrankung nimmt immer weiter zu und meist sind Menschen
zwischen dem 20. und 49. Lebensjahr betroffen. Einige wenige Studien weisen
auf einen zweiten Peak im 50. bis 79. Lebensjahr hin. Uber dieses Alter hinaus
sind kaum Falle beschrieben (Koutsounas et al., 2012; Molodecky et al., 2012).
Die Pathogenese von CED wird als multifaktoriell beschrieben, sodass sowohl
die Umwelt als auch Genetik und Epigenetik Anteil an der Entstehung der
Erkrankung haben (Gearry, 2016; Sartor, 2008; Van Limbergen et al., 2014;
Ventham et al., 2013). Dieser Umstand macht es schwer, eine grundlegende
Therapie zu finden. Lange Zeit hat man versucht, die erhthten Levels von
Entziindungsmediatoren, wie IL-17, IL-23 und TNF-a zu blockieren (Neurath,
2014). So erzielte der Einsatz von TNF-Antikorpern (TNF-AK) unterschiedlich
gute Ergebnisse zwischen MC und CU und den unterschiedlichen klinischen
Bildern, wie z.B. der Einfluss auf die Fistelbildung bei MC. Unter der Therapie
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reduziert sich die Entzindung und die Permeabilitit des Darms normalisiert
sich wieder. Dem gegenilber stehen aber die Langzeitrisiken einer anti-TNF-
Therapie, wie Melanome, Lymphome und ganz allgemeine Infektionen
(Michielan and D’Inca, 2015; Peyrin-Biroulet, 2010).

Bei Untersuchungen der Mukosa fiel auf, dass die sonst keimarme Schicht bei
CED stark besiedelt ist (Swidsinski et al., 2002). CED geht zudem mit einer
erhohten Permeabilitat der Membran und verringerten Expression von AMPSs
einher (Ostaff et al.,, 2013; Salim and Sodderholm, 2011). Die kommensalen
Bakterien Uberschreiten die Barriere und damit die Toleranzfahigkeit des
Immunsystems. Es folgt eine UberschieRende T-Zell-Antwort (Belkaid et al.,
2013; Mow et al., 2004). Die Durchlassigkeit der Membran nimmt in der
Entztindungssituation zu und fuhrt zum Verlust von Mineralstoffen und Wasser.
AulRerdem fihrt der Defekt in der Membran zu einer verminderten Resorption
von Nahrstoffen (Salim and Sdderholm, 2011; Sdderholm et al., 1999). CED
steht auch in Verbindung mit einer verdnderten Zusammensetzung des
Mikrobioms (Frank et al., 2007; Verma et al., 2010).

CEDs werden ublicherweise anhand der Klinik in MC und CU unterschieden.
Auch die molekularen Mechanismen der beiden Gruppen unterscheiden sich
voneinander (Fuss et al., 1996; Podolsky, 2002).

1.4.1. Morbus Crohn

MC tritt in Europa mit einer Haufigkeit von bis zu 322 / 100.000 Menschen auf
und jahrlich werden bis zu 13 / 100.000 Neuerkrankungen verzeichnet
(Molodecky et al., 2012). Da die Mukosa-uberschreitenden Entzindungsherde
von Mund bis Anus unterschiedlichste Lokalisationen aufweisen koénnen, ist es
notwendig, diese Anhand einer Klassifikation einzuteilen. Nach der Vienna
Klassifikation wird unterschieden in einen selektiven Befall des Dinndarms
(L1), des Dickdarms (L2), eine Kombination aus Dunndarm- sowie
Dickdarmbefall (L3) und das zusétzliche Auftreten von Herden im oberen
Verdauungstrakt (+L4). Meist behalt ein Patient den fur ihn typischen Befall
relativ konstant im Laufe seiner Erkrankung. Bei nur 15,9 % der MC-Patienten
veranderte sich der Lokalisationstyp innerhalb von 10 Jahren. Die Art der

17



Komplikation bzw. des Befalls hingegen veranderte sich in derselben Zeit bei
45,9 % der MC-Patienten. So traten beispielweise erstmals Strikturen auf oder
Entzindungen penetrierten tiefere Schleimhautschichten (Louis et al., 2001).
Die Unterteilung nach Lokalisationstyp findet Anwendung bei genetischen
Analysen oder Untersuchungen auf molekularer Ebene. Vor allem die
Zusammensetzung und Menge der Defensine und Bakterien unterscheiden sich
im Dunn- und Dickdarm stark voneinander (Koslowski et al., 2012; Nuding et
al., 2009). Aber auch die bisherigen Erkenntnisse tber Defekte in der Induktion
der AMPs bzw. deren Expression bedirfen einer Unterscheidung in L1 und L2
(Ostaff et al., 2013).

1.4.2. DUnndarm

In 70 % der Falle haben die MC-Patienten einen Dinndarmbefall. Viele Studien
fokussieren sich auf die Rolle der PZ bei MC. Bereits bekannt ist, dass bei MC
weniger der a-Defensine HD-5 und HD-6 exprimiert wird. Dies hat zur Folge,
dass die Bakterien weniger gut abgetttet werden kénnen (siehe Abbildung 3)
(Wehkamp et al., 2005). Der Effekt ist unabhéangig der Einnahme von
Kortikosteroiden, Azathioprin und Aminosalizylaten. Was aber auch bedeutet,
dass diese Medikamente nicht forderlich auf die Barrierestérung wirken (Kubler
et al., 2009). Die Expression von HD-5 und HD-6 durch PZ wird streng tUber den
Wnt-Signalweg reguliert. Dieser weist bei MC-Patienten einige Stérungen auf.
So ist nachweislich die Expression von TCF-1 und TCF-4 (auch bekannt als
TCF7L2) in MC-Patienten verringert (Beisner et al., 2014; Perminow et al.,
2010). Es wurde Uberdies eine LRP-6-Rezeptorvariante und Mutation des tcf-4-
Gens gefunden, die ebenfalls mit einer verringerten Bildung von HD-5 bzw. HD-
6 einhergeht (Koslowski et al., 2012, 2009). Hinsichtlich der Expression von
NOD2-Rezeptoren in der PZ fiel auf, dass es auch hier Genvarianten gibt, die
weniger Defensine bilden (Wehkamp et al., 2004). Das Gen nod2 war das erste
Gen, das mit MC in Verbindung gebracht werden konnte (2001) und gilt heute
als Hochrisikofaktor (Economou et al., 2004; Wang and Picco, 2017). MC-
Patienten mit Risikovarianten des nod2-Gens exprimierten signifikant geringere

MRNA-Levels vom calcium mediated potassium channel subfamily N member
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4. Dieses Protein spielt eine entscheidende Rolle bei der Steuerung der
Sekretion von Stoffen aus der PZ (Simms et al., 2010). Ein Polymorphismus im
autophagy related 16 like 1-Gen erhoht die Anfalligkeit fir MC. Patienten in
Remission oder Kontrollen, die das Risikoallel tragen, weisen auch erhoéhten
ER-Stress in der PZ auf (Deuring et al., 2014). Veranderungen im Gen fir den
Transkriptionsfaktor x-box binding protein 1 stehen sowohl mit MC als auch CU
in Verbindung. In PZ kdbnnen diese Veranderungen Apoptose induzieren und so
Entzindungen verursachen (Adolph et al., 2013; Kaser et al., 2008; Sano and
Reed, 2013). Die bisherigen Erkenntnisse machen nur deutlich, welch wichtige
Rolle die PZ bei MC des Diinndarms spielt, aber sie zeigen noch keinen

vollstandigen Mechanismus auf.
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A) gesunde Darmkrypte: B) MC-Darmkrypte
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Abbildung 3: Hypothese zu den Bedingungen in der Lieberkiihn-Krypte wahrend einer Entziindung

Unter A dargestellt ist die Lieberkiihn-Krypte wahrend einer Entziindung. Die Expression von HD-5 und HD-6,
durch die PZ, ist hochreguliert. In B dargestellt ist die Reaktion wie sie in einer Lieberkiihn-Krypte bei MC-
Patienten vermutet wird. Hier liegt eine verminderte Expression von Wnt-Liganden durch die Monozyten vor.
Dadurch werden weniger Defensine zum Schutz vor Bakterien gebildet. Eine Infektion ist sehr wahrscheinlich.

1.4.3. Dickdarm

Wesentlich weniger Studien befassen sich im Speziellen mit der Ursache von
MC des Dickdarms. Bekannt ist, dass die konstitutive Expression von hBD-1 bei
MC verringert ist. Auch hBD-2, welches zuerst induziert werden muss, wird in
einer Entzindungssituation im Vergleich zu CU weniger exprimiert (Wehkamp
et al., 2003). Fur die Defensine hBD-3 und hBD-4 konnten bisher noch keine
eindeutigen Unterschiede in der Expression zwischen Patienten mit MC und
Kontrollprobanden festgestellt (Fahlgren et al., 2004; Wehkamp et al., 2003).
Dartber hinaus ist aber bekannt, dass die Induzierbarkeit von secretory
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leukocyte protease inhibitor und Elafin (auch bekannt als skin derived
antileukoprotease) als defensinahnliches Molekil mit breiter antimikrobieller
Aktivitat bei MC verringert ist (Schmid et al., 2007). Ebenfalls untersucht wurde
der Einfluss von Probiotika, wie Lactobacilli und der Bakterienmix VSL#3. Diese
sind in der Lage, in CaCo-2-Zellen hBD-2 zu induzieren und so die intestinale
Barriere zu starken. Dies ist ein wichtiger Schritt in Richtung neuer

Therapieansatze (Schlee et al., 2008).

1.5. Zielsetzung der Arbeit

MC vom Diunndarmtyp ist dadurch gekennzeichnet, dass die Barrierefunktion
der Schleimhaut gestort ist. Vornehmlich bedingt durch die geringere
Produktion der humanen a-Defensine HD-5 und HD-6 durch die PZ kbnnen
Bakterien leichter die Epithelschicht Uberwinden und massive Entzindungen
mit einer Infiltration von Immunzellen auslésen. Die PZ wiederum werden stark
durch den Wnt-Signalweg reguliert. Lioba Courth hat sich besonders mit den
externen Einflissen auf diese Regulation beschaftigt. Sie konnte bereits zeigen,
dass Dunndarm-Biopsien von MC-Patienten nach Stimulation mit gesunden
PBMC-Uberstanden signifikant zur Induktion von a-Defensinen in der Lage
sind. Dieser Effekt blieb jedoch aus, wenn die PBMC-Uberstande von Patienten
mit MC des lleums stammten. Daraus konnte man schlieRen, dass ein
funktioneller Defekt in den PBMCs vorliegen musste. Nachfolgend konnte
gezeigt werden, dass dieser Effekt Gber Wnt-Liganden vermittelt wurde. Die
Analyse der vier wichtigsten Wnt-Liganden exprimiert durch PBMCs bzw.
adharente Zellen der PBMCs zeigten verminderte Expressionslevel. Dies flihrte
zur Erkenntnis, dass das Epithel von Patienten mit ilealem MC selbst zur
Induktion von Defensinen féhig ist, jedoch die adharenten Zellen der PBMCs
der MC-Patienten einen funktionellen Defekt aufwiesen, der in einer

Barrierestdrung resultierte (Courth et al., 2015).

Ziel dieser Arbeit war es heraus zu finden, ob die unterschiedliche
Induzierbarkeit der a-Defensine bedingt ist durch quantitative oder qualitative
Verdanderungen der adhéarenten Zellen der PBMCs bei MC. Dazu war es
notwendig ein Verfahren zu etablieren, welches es erméglicht Subpopulationen
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aus PBMCs zu identifizieren, quantitativ zu messen und dariber hinaus die
identifizierten Populationen zu isolieren, sie zu stimulieren und ihre
Genexpression zu messen. Diese Messung sollte tber die mRNA-Analyse der
Whnt-Liganden hinausgehen und weitere Teile der Signalkaskade untersuchen.
Da bereits gezeigt wurde, dass auch der Wnt-Signalweg epigenetisch reguliert
werden kann (H. Wang et al., 2016), sollte auch die Expression verschiedener

HDACs gemessen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Alle hier nicht aufgelisteten Gerate, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

gehdren zur Grundausstattung eines Labors.

2.1.1. Gerate

Tabelle 1: Gerateliste mit Angaben zum Hersteller
Geréat Hersteller
BD FACS Aria BD Bioscience, USA
BD LSR Fortessa™ Cell Analyzer BD Bioscience, USA
Hearus Multifuge X3R Centrifuge Thermo Fischer Scientific, USA
Heracell vios 160i Brutschrank Thermo Fischer Scientific, USA
LightCycler® 480 Roche, Deutschland
Mikroskop Eclipse TS100 Nikon Instruments Europe B.V., Niederlande
Mikroskop Primovert Zeiss, Deutschland
Multifuge 3 S-R Hearus Thermo Fischer Scientific, USA
Nanodrop 1000 PEQLAB Biotechnologie, Deutschland
Rollmischer RS-TR05 Phoenix Instrument, Deutschland
Sterilwerkbank Maxisafe 2020 Thermo Fischer Scientific, USA
Thermocycler Eppendorf, Deutschland
Wasserbad Neolab, Deutschland
Zéhlkammer Neubauer, Deutschland
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2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Liste der Verbrauchsmaterialen mit Angaben zum Hersteller

Artikel

Hersteller

Cellstar® 24 Well Cell Culture Plate

Greiner bio-one, Deutschland

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96

Roche, Deutschland

S-Monovette® EDTA KE/9ml

Sarstedt, Deutschland

EASYstrainer™ Cell Sieves 40um

Greiner Bio-One, Deutschland

2.1.3. Chemikalien, Antikdrper und Kits

2.1.3.1. Chemikalien

Tabelle 3: Liste der verwendeten Chemikalien mit Angaben zum Hersteller

Chemikalie

Hersteller

Asparagine

Merck Millipore, Germany

Biocoll (Ficoll)

Merck Millipore, Deutschland

DPBS Gibco ®, Life technologies ™, USA
FCS Life Technologies™, USA
Glutamaxx Life Technologies, USA

Hepes Buffer, 1M

Invitrogen, USA

Non-Essential Amino Acids Solution 100x

Life Technologies, USA

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)

Life Technologies, USA

PHA-L

Merck Millipore, Deutschland

RPMI 1640

Merck Millipore, Deutschland

Sodium Pyruvate (100 nM)

Life Technologies, USA




Trypanblau

Sigma-Aldrich, USA

2.1.3.2. Antikorper

Tabelle 4: Liste der verwendeten Antikérper mit Angaben zum Klon und Hersteller

Antikorper Klon Hersteller

CD 1c PE-Dazzle L161 Biolegend, USA
CD 3 BV510 OKT3 Biolegend, USA
CD 11c PE-Cy7 Bulb Biolegend, USA
CD14 FITC M5E2 Biolegend, USA
CD 16 AF700 3G8 Biolegend, USA
CD 16 APC anti-human 3G8 Biolegend, USA
CD 19 BV510 HIB19 Biolegend, USA
CD 20 BV510 2H7 Biolegend, USA
CD 56 BV510 HCD56 Biolegend, USA
CD 141 APC M80 Biolegend, USA
CD 303 PerCP/Cy5.5 201A Biolegend, USA
HLA-DR BV650 L243 Biolegend, USA

Human Ig-G bloc

Zombie Aqua

Biolegend, USA
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2.1.3.3. Kits

Tabelle 5: Liste der verwendeten Kits mit Angaben zum Hersteller

Kits Hersteller
High Pure RNA Isolation Kit Roche, Deutschland
iScript™ cDNA Synthesis Kit Bio-Rad, USA

LightCycler®480 SYBR Green | Master Kit Roche, Deutschland

2.1.4. Puffer und Lésungen

Tabelle 6: Liste der angesetzten Puffer und L6sungen mit deren Zusammensetzung

FACS-Puffer PBS 500 ml
FCS 5mi
Natriumazid (10 %ig) 4,5ml
EDTA (100 mM) 1ml
Sorting Buffer PBS 47,75 ml
BSA (10 %ig) 1,25 ml
EDTA (100 mM) 1ml
RPMI full medium RPMI 500 ml
FCS 50 ml
AddR 29 ml
AddR (20x) Pen/Strep 100 ml
3-Mercaptoethanol 100 ml
Hepes Buffer (1 M) 100 ml
Asparagine (10 mg/ml) 20 ml
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Sodium Pyruvate 100 ml
Glutamaxx 100 ml
NEAA 60 ml

2.1.5. Humane Primer und Plasmide

Alle in der Arbeit verwendeten Plasmide wurden in der AG Wehkamp
hergestellt. Die Primer wurden von der Firma MWG Biotech (Deutschland)
bezogen.

Tabelle 7: Liste der verwendeten Primer mit Angaben zu den Primersequenzen fur die qualitative
Real Time-PCR

Primer Sense (5'-3") Antisense (5'-3")
EVI/WLS TCA TGG TAT TTC AGG TGTTTC G GCA TGA GGA ACT TGA ACC TAA AA
APC AAA CGA GCA CAG CGA AGA AT CTG CCACTC CTT GACCTT CA

AXxin-2 1se/las

CTG GCTTTG GTG AAC TGT TG

AGT TGC TCA CAG CCAAGA CA

R-Actin

GCC AAC CGC GAG AAG ATG A

CAT CAC GAT GCC AGT GGT A

DKK 1 for/revl

GGG TCT TTG TCG CGATGG TA

CGG GTACGGCTG GTAGTTG

DKK 2

CTC GCT TGG GTT CCG CTAA

GCC GAATGC CAG TCCTTG

DKK 3 for/rev2
Pl.4

TGG GGT CAC TGC ACC AAA AT

GGT GAT GAG GTC CAG AAG CC

DVL-2

TCA CGC TAA ACA TGG AGA AGT

TGG GAA GGT GCC AGT CAG

DVL-3

TAC ATC TTC GGT GAC CTC TGC

TGC GGG TTG TAT GGG TGC

Fz-5 Variante 1

TCG GTG CTG TGC TTC ATC TCC

AGG GCC CGT GGT CTG GTAGTG

HDAC1

CCA AGT ACC ACA GCG ATG AC

TGG ACAGTC CTC ACCAACG

HDAC3

GAGTGGCCGCTACTACTGTC

ATTCAACGCATTCCCCATGC
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HDACS8

GCT GGT CCC GGT TTATAT CT

TGC AGT GCA TAT GCT TCA ATC

HDAC9 TCA GCT CAG TGG ATG TGA AGT GCT GCC GTG TCA AGT TCT CAT
HPRT1 CCT GGC GTC GTG ATT AGT GA CGA GCA AGA CGT TCAGTC CT
LEF-1 AAA GAC AAT CAC TGC CAA CC TGC CTT GCC GAA AGG TTA
LRP-6 TGC CAT TGC CATAGATTAC CCA TTG AGC CTT GTC ACT
TCF-1 sel/as

CTC ATA AGT TGG ACC AGA GGA AG GGC GGA CTG AAT GCT GAA AGA
new
TCF-12 TGG TCA CCC GTATTT CCT TTT GGG TCC TTT CCT CTG

Whnt-1 for/rev4

CCG ATG GTG GGG TAT TGT GAA

TCC CCG GAT TTT GGC GTATC

Whnt-2 for/rev3

TAG TCG GGAATC TGC CTT TG

AAATGC CTT TGC TGT CCT TG

Wnt-3 2se/as

ATG CCACTG CAT CTTCCACT

GTG CCC TAC TTG CAG GGT GT

Wnt-3A

TTG TCC ACG CCATTG CCT CA

AGA CAC CAT CCC ACCAAACTCG

Wnt-9B

TGC CACTCACCACCATTCCTT

ATG TCT TTC TCACTC TGC CCT CC

2.1.6. Probanden

Alle Probanden (MC-Patienten und Kontrollprobanden) gaben ihre informierte
und schriftliche Einverstandniserklarung und wurden zuvor Uber die Risiken der
Probenentnahme durch einen Arzt aufgeklart. Die Blutabnahme der Patienten
MC-Sprechstunde. Die Kontrollen wurden durch mich

erfolgte in der

abgenommen.
Es wurde nicht nach dem Alter oder Geschlecht selektiert.

Die Diagnosen der MC-Patienten wurden durch den aufklarenden Arzt anhand

der Kklinischen, radiologischen, endoskopischen und histopathologischen

Befunde gestellt.
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Das zustimmende Ethikvotum der Ethikkommission der Universitat Tubingen
liegt vor (Nr. 687/2012B01).

2.1.6.1. Ex vivo PBMC Zell-Analyse Kollektiv

Tabelle 8: Zusammensetzung des ex vivo PBMC Kollektivs bei der Zell-Analyse

MC-Patienten 6
Kontrollprobanden 5
2.1.6.2. Ex vivo PBMC Zell-Sortierung Kollektiv

Tabelle 9: Zusammensetzung des ex vivo PBMC Kollektivs bei der Zell-Sortierung mit Angaben
zum Geschlecht und der Lokalisation des MC

MC-Patienten 6 33 % 66 % 33 % 66 %
Kontrollprobanden 10 40 % 60 %
2.1.6.3. Ex vivo PBMC Stimulation Kollektiv

Angegeben ist hier die Verteilung der Proben, aus denen ausreichend
complementary DNA (cDNA) fir eine Expressionsanalyse extrahiert werden

konnten.
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Tabelle 10: Zusammensetzung des ex vivo PBMC Kollektivs, welches nach der Zell-Sortierung
stimuliert wurde, mit Angaben zum Geschlecht und der Lokalisation des MC

L2 L3

MC-Patienten 6 33 % 66 % 33% | 66%

Kontrollprobanden 4 50 % 50 %

2.1.7. Software

Tabelle 11: Liste der verwendeten Programme mit Angaben zum Hersteller

CorelDRAW X7 Graphics Suite Corel Corporation, Kanada
GraphPad Prism 7 GraphPad, San Diego, USA
LightCycler Software V.3.5 Roche, Deutschland

BD FACSDiva™ Software Version | BD Bioscience, USA
8.0.1

FlowJo ® V10.2 LLC Media, USA

2.2. Methoden

2.2.1. Isolation der PBMCs

Zur Gewinnung der PBMCs wurde das abgenommene
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) -Blut 1:1 mit Phosphat-gepufferter
Salzlésung (PBS) gemischt und anschliel3end vorsichtig auf die gleiche Menge
Ficoll geschichtet. Das Falcon wurde fur 25 min (ohne Bremse) zentrifugiert.

Ficoll, als hydrophiles Polymer aus Saccharose, ermoglicht eine Trennung der
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Blutbestandteile anhand ihrer Dichte. Wéahrend sich das Blutplasma und die
PBMCs oberhalb der Trennlésung anreichern, wandern die Erythrozyten und
Granulozyten nach unten. Die hier relevanten PBMCs stellen sich als dunner
Interphasering bzw. weil3liche Phase dar. Sie wurden vorsichtig enthommen
und fur weitere 5 min bei 400 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.
Das entstandene Pellet wurde mit 10 ml PBS resuspendiert und wiederholt
zentrifugiert. Auch der neue Uberstand wurde verworfen. Es folgte das erneute
Resuspendieren in 10 ml PBS. Zur Zellz&hlung in der Neubauer-Zahlkammer

wurde eine 1:10 Verdinnung mit Trypanblau (auch 1:10 verdiinnt) hergestellt.

2.2.2. Durchflusszytometrie
2.2.2.1. Zell-Analyse

Die isolierten PBMCs wurden nach der Zellzahlung in der Neubauer-
Zahlkammer wiederholt fir 5 min bei 400 x g zentrifugiert und es folgte die
Resuspendierung des Pellets in 1000 pl FACS-Puffer. Es wurden 3 x 108 Zellen
entnommen und in FACS-Tubes Uberfuhrt. Mittels 1000 pl / Tube Human IgG-
blocking wurden die Fc-Rezeptoren der Antikérper (AK) blockiert (20 min, RT,
im Dunkeln). Es wurden anschlielend 1000 pl FACS-Puffer zum Abstoppen der
Reaktion hinzugegeben und ein weiteres Mal zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abermals verworfen. Dem Pellet wurde der Mastermix aus
extrazellularen AK, Lebend-/Tod-Farbstoff Zombie-Aqua und FACS-Puffer
zugegeben (siehe Tabelle 12). Die Antikérper CD3, CD19, CD20 und CD56
dienen hier der Farbung der B-, T- und der natirlichen Killerzellen. Diese
werden nachfolgend als lineage* bezeichnet und sind genauso wie die toten
Zellen in den Dotplots C der Abbildungen 4 und 7 als Fraktion dargestellt, die
den lineage- und lebenden Zellen gegenibersteht.

Tabelle 12: Mastermix Antikdrper-Schema fur die Zell-Analyse

Antikorper Verdinnung | Volumen in pl je 3 x 106 Zellen
CD14 FITC pur 2,5
CD303 Per-CP-Cy5.5 pur 2,5
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CD11c PE-Cy7 1:30 25
CD141 APC 1:27 25
HLA-DR BV650 1:4 25
CD3 BV510 1:5 25
CD19 BV510 1:5 25
CD20 BV510 1:5 2,5
CD56 BV510 1:4 2,5
CD1c PE-Dazzle 1:9 2,5
CD16 AF700 1:25 2,5
Zombie-Aqua 1:100 (PBS) 1

Die AK im Ansatz inkubierten fir 20 min bei 4 °C im Dunkeln. Die Reaktion
wurde durch erneute Zugabe von 1000 upl FACS-Puffer abgestoppt und die
Zellen zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es blieben circa 50 pl im Tube

zur Messung am Durchflusszytometer zurtick.

Mittels Durchflusszytometrie werden Zellen nach Gr6R3e, Granularitéat und nach
intrazellularer bzw. extrazellularer Expression unterschiedlicher Zellmarker
aufgetrennt. Dies lasst Ruckschllsse auf die Eigenschaften dieser Zellen zu. Im
Durchflusszytometer, hier der BD LSR Fortessa™ Cell Analyzer, wird mittels
einer Tragerflussigkeit eine laminare Stromung erzeugt, die es ermdglicht, die
Zellen der Probe einzeln an den Lasern vorbei zu leiten. Die Laser messen das
Vorwartsstreulicht (FSC, forward scatter), das Seitwartsstreulicht (SSC, side
scatter) und Fluoreszenzen sowie deren Intensitdt. Die Auswertung der
generierten Daten erfolgte mit der Software FACSDiva™ Software Version
8.0.1. Die Gates wurden fir alle Proben (n=11) gleichgesetzt (siehe Kapitel

3.1.). Die quantitative Bestimmung erfolgte anhand von ca. 3 x 108 Zellen.
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2.2.2.2. Zell-Sortierung

Die Versuchsvorbereitungen fir das Sortieren der PBMCs entsprachen denen
fur die Zell-Analyse, mit dem Unterschied, dass nach der Zellzdhlung in der
Neubauer-Zahlkammer rund 3,5 x 107 Zellen zur Farbung entnommen wurden.
Das Volumen mit der entsprechenden Zellzahl wurde mit Sorting Buffer wieder
auf 1000 pl aufgefillt. Es folgte die Zugabe von 10 pl human IgG-Block (20 min,
RT, im Dunkeln). Nach dem Waschen wurde der AK-Mastermix nach

folgendem Schema hinzugegeben und 20 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert.

Tabelle 13: Mastermix Antikorper-Schema fur die Zell-Sortierung

Antikorper Verdinnung Volumen in pl je 3 x 106
Zellen
CD14 FITC pur 2,5
CD16 APC anti- pur 2,5
human
CD3 BV510 pur 0,5
CD19 BV510 pur 0,5
CD20 BV510 pur 0,5
CD56 BV510 pur 0,625
Zombie-Aqua 1:100 (Sorting 0,5
Buffer)

Der Zell-Sortierer, hier BD FACS Aria, nimmt die Proben in die Tragerflissigkeit
auf und produziert einen konstanten Strahl von Tropfen, welche die einzelnen
Zellen enthalten. Wenn eine Zelle die gesuchten Eigenschaften enthalt, wird der
Tropfen elektrisch aufgeladen und Uber ein Spannungsfeld in die gewlnschte
Richtung abgelenkt und schlief3lich in ein Gefal} geleitet.
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Das Gerat zur Zell-Sortierung arbeitet mit max. 1 x 107 Zellen/ml am
effektivsten. Daflr wurde ein zweites Mal die Zellzahl bestimmt und nach
Bedarf erfolgte eine Verdinnung mit dem Sorting Buffer. Jede einzelne Probe
wurde direkt vor dem Sortieren gefiltert (40 um), damit Zellklumpen verhindert
werden konnten. Die sortierten Zellen wurden in mit 1 ml FCS ausgekleideten

Gefallen aufgenommen.

Die Begrenzung der Zellen auf eine Ausgangszahl von 3,5 x 107 Zellen bedingt
sich aus der Messgeschwindigkeit des Zell-Sortierers und der Stabilitat der AK-
Farbung. Diese ist nur Uber etwa 4 Stunden im Messgerat stabil. Dartber
hinaus lasst die Intensitat des Signals nach und die Zellen werden ggf. falsch

zugeordnet.

Die als klassische Monozyten isolierten Zellen wurden vor der Stimulation noch
einmal im Zell-Sortierer gemessen, um die Reinheit der Probe zu uberprufen.
Von allen Proben, bei denen nachfolgend die Genexpression gemessen wurden
(n=10), lag die Reinheit durchschnittlich bei 98,93 %.

Die Daten wurden in der BD FACSDiva™ Software Version 8.0.1
aufgezeichnet. Die Gates wurden fir alle gemessenen Proben (n=16)

gleichgesetzt (siehe Kapitel 3.1.).

2.2.3. Stimulation der Monozyten

Die humanen klassischen Monozyten, welche mittels Zell-Sortierung gewonnen
wurden (400.000 Zellen je FCS-Tube), wurden far 5 min bei 400 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das Zellpellet
wurde in RPMI-full medium mit dem Zusatz PHA-L resuspendiert und die Zellen
wurden in eine 24 Well-Platte ausgesat. Ein 24 Well enthielt je 200.000 Zellen,
500 pl RPMI-full und 1,25 pg PHA-L.

Die Stimulation im Brutschrank (37 °C, 5 % CO2) erfolgte fur ca. 24 Stunden.
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2.2.4. Nukleinsauremethoden

2.2.4.1. RNA Isolation aus Monozyten

Nach ca. 24 Stunden Kultivierung wurden die Zellen mit dem Medium aus der
Platte genommen. Die adharenten klassischen Monozyten wurden fur 4 min mit
Accutase inkubiert und anschlieRend mit dem Zellschaber von der Platte gelost.
Die Zellen wurden dann bei 1500 x rpm fur 5 min zentrifugiert, anschlie3end mit
200 pl PBS resuspendiert und in ein Eppi tUberfuhrt. Es folgte eine 3-minutige
Zentrifugation bei 13.000 x rpm und das Resuspendieren in 200 pl PBS und
400 pl Lysis Buffer. Durch das anschlieRende Vortexen wurden die Zellwande
zerstort und die RNA freigesetzt. Das weitere Vorgehen erfolgte nach Vorgabe

des Herstellers und beinhaltete folgende wichtige Schritte:

Das Lysat wurde auf den HighPure Filter gegeben und zentrifugiert. Auf den
Filter wurde DNAse gegeben, welche die DNA zerstorte. Es folgten drei
Waschschritte, welche Uberschissige Zellwandreste und Zellbestandteile
entfernten. Zuletzt wurde der Filter (abweichend vom Hersteller) mit 30 pl
RNAse-freiem Wasser benetzt und zentrifugiert. Das Eluat enthielt die

gewilnschte RNA.

Eine RNA-Quantitatsprifung wurde mittels Nanodrop-Spectrophotometer

durchgefihrt.

2.2.4.2. cDNA Umschreibung

Das Umschreiben der sehr instabilen RNA in cDNA erfolgte mit dem iScript
cDNA-Synthesis Kit von Bio-Rad. Mit Hilfe der Reversen Transkriptase —
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) lasst sich so cDNA herstellen und
vervielfaltigen. Dadurch wird die qualitative Genexpressionsanalyse moglich
und die cDNA ist zudem stabiler - gegeniiber dem Abbau durch Enzyme - als
die RNA.

2.2.4.3. Qualitative Real-Time PCR

Um zu ermitteln, wie hoch in den klassischen Monozyten die mRNA-Expression
verschiedener Signalmolekile ist, nutzten wir die quantitative RT-PCR-Analyse
(qRT-PCR) mit dem LightCycler®480.
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Fur die quantitative Analyse ist es notwendig, Standardkurven als
Berechnungsvorlage zu erstellen. Hierfir wurden aus 25 ng der jeweiligen

Plasmide Verdunnungsreihen erstellt.

Die Real-Time PCR wurde mit den jeweiligen Primern durchgefihrt, welche in
Tabelle 7 einzusehen sind. Des Weiteren wurde das LightCycler®480 SYBR-
Green | Master Kit nach Herstellerprotokoll verwendet. Dieser
Fluoreszenzfarbstoff wird bei jeder Amplifikation in die Doppelstrang-DNA
eingebaut und emittiert Licht bestimmter Wellenl&dnge, dessen Intensitat
gemessen werden kann. Nach Abgleich mit der Standardkurve lasst sich
schlieBlich die Konzentration der Probe bestimmen. Hierfir wird aul3erdem
noch der Crossing Point ermittelt. Er beschreibt den Messpunkt, an dem die
gemessene Fluoreszenz erstmalig signifikant starker ist als die Hintergrund-
Fluoreszenz. Je mehr Ausgangstemplates in der Probe waren, desto weniger
Amplifikationszyklen sind notwendig, um den Crossing Point zu erreichen.
Anschlie3end wurde der Schmelzpunkt ermittelt. Durch einen kontinuierlichen
Temperaturanstieg kommt es zum Zerfall der DNA in die Einzelstrange, was
wiederum mit dem Verlust der Fluoreszenzstarke einhergeht. Dabei liegt der
Schmelzpunkt fur doppelstrangige DNA hoher als fur einzelstrangige DNA und
unspezifische Produkte oder Primerdimere der PCR. So lasst sich die Spezifitat

des Probenlaufs ermitteln.

Die Temperatur und die Dauer der Denaturierung, der nachfolgenden 40
Amplifikationszyklen sowie der Schmelzkurve sind fur jedes Gen spezifisch. In
Tabelle 14 sind die verwendeten Primerprogramme mit den Temperaturen flr

die jeweiligen Gene aufgelistet.
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Tabelle 14: Liste der verwendeten Real-Time PCR Programme fiur die jeweiligen Gene

. Cut | Denaturierung | Amplifikation | Schmelzkurve | Elongation

en :
C) C) 0 0 (min)

HPRT1, Wnt-2,

Whnt-3, Wnt-9B,

DVL-2, DKK-3, 96 96-62-72 95-60-95

LRP-6, HDACS3,

HDAC9

Fz-5 96 96-66-72 95-64-95

Wnt-1, EVI/WLS,

AXin-2, LEF-1, 96 96-62-72 95-58-95

TCF-12,

DKK-1 85 96 96-60-72 95-58-95

APC 96 96-58-72 95-60-95

DVL-3 88 96 96-62-72 95-60-95

Wnt-3A 88 97 96-65-72 95-65-99

B-Actin, TCF-3 95 95-60-72 95-65-95 10 min

TCF-1 83 96 96-60-72 95-58-95

2.2.5. Statistische Methoden
Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism Version 7.03.

Aufgrund der geringen n-Zahl, wurden keine statistischen Tests durchgefiihrt.
Alle Daten sind dargestellt als Scatterplot mit Balken *SEM. Die
Expressionswerte wurden auf das Housekeeping-Gen Hypoxanthin-

Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) normalisiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Morbus Crohn-Patienten zeigen im Blut einen Anstieg an
klassischen Monozyten jedoch eine Verringerung an Dendritischen
Zellen

In unserer Gruppe konnte bereits gezeigt werden, dass Monozyten eine
Schlusselrolle in der Induktion von a-Defensinen spielen. Courth et al.
stimulierten MC-Darmbiopsien mit PBMCs von Kontrollprobanden und konnte
damit die verringerte Expression von HD-5 und HD-6, die sich in Kultur mit
PBMCs von MC-Patienten zeigten, wieder normalisieren. Weitere Versuche
deuteten auf einen von Wnt-Liganden vermittelten Effekt hin. Darlber hinaus
konnte gezeigt werden, dass es insbesondere die Zellen der adh&renten Phase
der PBMC-Kultur sind und nicht die Zellen im Uberstand, welche die

Unterschiede in der Wnt-Liganden-Expression aufweisen (Courth et al., 2015).

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse erfolgte zu allererst die Untersuchung der
Verteilung der PBMC-Subpopulationen mit der Fragestellung, ob es einen
quantitativen  Unterschied zwischen den MC-Patienten und den
Kontrollprobanden gibt. Da Courth et al. den Effekt fur die adharente Phase der
PBMCs nachgewiesen hat, wurden hier zu Beginn sowohl die Monozyten- als

auch die DC-Subpopulation analysiert.

Abbildung 4 zeigt die Gating-Strategie der Zell-Analyse. In Dotplot A wurden die
einzelnen Zellen von den Dubletten getrennt und anschliel3end die Leukozyten
ausgewahlt (Dotplot B). In Dotplot C wurden die lebenden von den toten und
den lineage* Zellen getrennt und in Dotplot D anhand der Oberflachenmarker
CD14 und CD16 in die Monozyten-Subpopulation aufgeteilt. CD14**/CD16" sind
die klassischen Monozyten, CD14**/CD16* die intermediaren Monozyten,
CD14*/CD16** die nicht-klassischen Monozyten und CD14/CD16 sind die
doppelt negativen Zellen. Die zuletzt genannte Fraktion wurde noch weiter
analysiert. Die HLA-DR* Zellen (Dotplot E) wurden in drei Subpopulationen der

DCs unterteilt. Diese sind anhand folgender Oberflaichenmarker unterteilt:
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myeloide CD141* (g DCs (Dotplot F), myeloide CD1c* DCs (Dotplot G) und
plasmacytoide CD303* (CD1c’) DCs (Dotplot H).
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Abbildung 4: Gating-Strategie der Zell-Analysen

Die Dotplots A-H zeigen, wie die Subpopulationen der Monozyten und DCs definiert wurden. Die Zellpopulationen
wurden wie folgt ausgewahlt: einzelne Zellen/Leukozyten/lebende und lineage- Zellen/ klassische, intermediare
und nicht-klassische Monozyten sowie doppelt negative Zellen. Aus den doppelt negativen Zellen wurden die HLA-
DR* Zellen ausgewahlt und weiter unterteilt in: CD141high DCs, CD11c*CD1c* DCs und CD303*DCs.

In der Zell-Analyse der Monozyten-Subpopulationen erwiesen sich die
klassischen Monozyten bei beiden Gruppen als starkste Fraktion, wie es bereits

Wong et al. 2011 in einer umfassenden Studie beschrieben hat.

Die MC-Patienten hatten durchschnittlich 76,4 % und damit 11,6 % mehr
klassische Monozyten als die Kontrollgruppe. Bei den nicht-klassischen
Monozyten wies im Gegensatz dazu die Patientengruppe mit MC einen
durchschnittlichen Anteil von 20,12 % auf und hatte damit um 12,7 % weniger
klassische Monozyten als die Kontrollgruppe. Die intermedidre Subpopulation
war durchgangig die niedrigste Fraktion und zeigte kaum Unterschiede

zwischen Kontrollgruppe und MC-Patienten (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Verteilung der Monozyten-Subpopulationen im Blut von MC-Patienten und Kontrollprobanden in
der Zell-Analyse

PBMCs wurden aus dem Blut von MC-Patienten und Kontrollprobanden isoliert und extrazellular mit lebend/tot,
CD56 BV510, CD20 BV510, CD19 BV510, CD3 BV510, CD16 AF700 und CD14 FITC gefarbt.

Dargestellt sind die Einzel- und Mittelwerte £ SEM von n=5 Kontrollprobanden und n= 6 MC-Patienten.

Nicht nur die Subpopulationen der Monozyten, sondern auch die der DCs
wurden analysiert und es konnten Unterschiede zwischen Kontrollprobanden
und MC-Patienten festgestellt werden. So war der Anteil der Subpopulationen
gemessen an den lebenden und lineage- Zellen bei den MC-Patienten in allen
drei Subpopulationen geringer als bei den Kontrollprobanden. Beide Gruppen
zeigen mit absteigender Anzahl CD1c* > CD303* > CD141* dendritische Zellen,

gemessen am Anteil der lebenden und lineage- Zellen (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Verteilung der Subpopulationen Dendritischer Zellen im Blut von MC-Patienten und
Kontrollprobanden in der Zell-Analyse

PBMCs wurden aus dem Blut von MC-Patienten und Kontrollprobanden isoliert und anschlieBend extrazellular mit
lebend/tot, CD56 BV510, CD20 BV510, CD19 BV510, CD3 BV510, CD16 AF700, CD14 FITC, HLA-DR BV650, CD141
APC, CD1c PE-Dazzle, CD11c PE-Cy7 und CD303 PerCP/Cy5.5 markiert. Dargestellt sind die Einzel- und Mittelwerte
+ SEM von n=5 Kontrollprobanden und n=6 MC-Patienten.

Im nachsten Schritt sollten die verschiedenen Monozyten-Subpopulationen
sortiert und anschlieBend stimuliert werden, damit die Expression von Proteinen
des Wnt-Signalwegs analysiert werden konnten. Basierend auf den
Ergebnissen der Zell-Analyse zur Verteilung der Subpopulationen lag
nachfolgend der Fokus auf den Subpopulationen der Monozyten. Der Anteil an
DC-Subpopulationen im Blut war zu gering und es waren nicht ausreichend

Zellen vorhanden, um RNA fur weitere Analysen zu isolieren.

Ausgang fur dieses Verfahren bildeten erneut die PBMCs aus dem Blut von
MC-Patienten und Kontrollprobanden. Abbildung 7 zeigt die Gating-Strategie fur
die Sortierung der Monozyten-Subpopulationen. Ahnlich der Zell-Analyse
wurden hier die einzelnen Zellen von den Dubletten getrennt (Dotplot A) und die

Leukozyten isoliert (Dotplot B). In Dotplot C wurden die lebenden von den toten
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und lineage* Zellen getrennt. Die Aufteilung in die Monozyten-Subpopulationen
erfolgte in Dotplot D erneut anhand der Oberflaichenmarker CD14 und CD16.
Nach Abschluss des Sortiervorgangs jedoch vor der Stimulation der Monozyten
wurde die Reinheit der Subpopulationen durch eine Re-Analyse uberpruft.
Diese lag im Schnitt bei 98,93 %.
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Abbildung 7: Gating-Strategie der Zell-Sortierung

Die Dotplots A-D zeigen, wie die Subpopulationen der Monozyten definiert wurden. Die Zellpopulationen wurden

wie folgt ausgewahlt: einzelne Zellen/Leukozyten/lebende und lineage Zellen/ klassische, intermediére und nicht-
klassische Monozyten sowie doppelt negative Zellen.

Fur die Aufteilung der Monozyten-Subpopulationen in der Sortierung wurde
ebenfalls eine Populationsanalyse durchgefuhrt. Es bestatigten sich hier die
Ergebnisse der Zell-Analyse (siehe Abbildung 8, Vergleich zu Abbildung 5). Im

Durchschnitt hatten die MC-Patienten 83,7 % klassische Monozyten und damit
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15,56 % mehr als die Kontrollprobanden. Bei den nicht-klassischen Monozyten
lag der Wert der MC-Patienten um 14,67 % unter dem der Kontrollen. Wie auch
in der Zell-Analyse stellten die intermediaren Monozyten die kleinste Fraktion
dar. Hier war kein Unterschied zwischen MC-Patienten und Kontrollprobanden

zu sehen.
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Abbildung 8: Verteilung der Monozyten-Subpopulationen im Blut von MC-Patienten und Kontrollprobanden in
der Zell-Sortierung

PBMCs wurden aus dem Blut von MC-Patienten und Kontrollprobanden isoliert und extrazellular mit lebend/tot,
CD56 BV510, CD20 BV510, CD19 BV510, CD3 BV510, CD16 APC und CD14 FITC gefarbt. Dargestellt sind die Einzel-
und Mittelwerte + SEM von n=10 Kontrollprobanden und n= 6 MC-Patienten.

3.2. Klassische Monozyten von Morbus Crohn-Patienten exprimieren
weniger Wnt-Liganden als Kontrollprobanden

Die Expressionsanalysen, die bisher in der Arbeitsgruppe durchgefiihrt wurden,
beschréankten sich auf einige Wnt-Liganden (Courth et al., 2015). Nachfolgend
wurden diese und weitere Komponenten der Wnt-Signalkaskade speziell fur die
klassischen Monozyten untersucht. Denn nur bei dieser Population war die

Zellzahl ausreichend hoch, sodass die notwendige RNA-Konzentration zum
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Umschreiben in cDNA erreicht werden konnte. Die gemessenen Transkripte

wurden auf das House-keeping-Gen HPRT normiert.

Die Wnt-Liganden sind notwendig, um an die Rezeptoren der PZ zu binden und
dort die Expression von HD-5 und HD-6 zu induzieren. Diese AMPs sind

wiederum wichtig, fur die Aufrechterhaltung der Schutzbarriere des Dinndarms.

Es zeigte sich, dass die klassischen Monozyten von Patienten mit MC deutlich

weniger der Wnt-Liganden exprimierten als die Kontrollprobanden.

Wie in Abbildung 9 zu sehen ist, exprimierten die MC-Patienten nur einen
Bruchteil dessen, was die Kontrollprobanden an Transkripten erreichten. Der
grofdte Unterschied zwischen MC Patient und Kontrollproband ist fur den Wnt-
Liganden 3A zu sehen. Dieser erreicht nur 2,35 % des Wertes fur die
Kontrollprobanden. Selbst der geringste Unterschied zwischen MC-Patienten
und Kontrollprobanden erreicht nur einen Anteil von 11,02 % und wurde fir den
Whnt-Liganden 2 ermittelt. Die Expressionsergebnisse der Wnt-Liganden 1, 3,
und 9B liegen zwischen diesen beiden Extrembeispielen. Mehrmals war, trotz
wiederholter Untersuchungen, bei der Wnt-Liganden-Expressionsmessung der
klassischen Monozyten von MC-Patienten tUberhaupt keine Expression mehr

detektierbar.
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Abbildung 9: Wnt-Liganden-Expression in den klassischen Monozyten

Klassische Monozyten wurden aus dem Blut von MC-Patienten und Kontrollprobanden mittels Sortierung isoliert
und fir ca. 24 Stunden mit PHA-L stimuliert. Dargestellt sind die Transkripte von verschiedenen Wnt-Liganden pro
10 ng RNA normalisiert auf HPRT. Die Balkendiagramme zeigen die Einzel- und Mittelwerte +SEM fiir n=4
Kontrollprobanden und n=6 fiir die MC-Patienten.

3.3. Klassische Monozyten von Morbus Crohn-Patienten weisen
Unterschiede in der Expression von diversen Komponenten der

kanonischen Wnt-Signalkaskade auf

Nachfolgend wurden weitere Komponenten der Wnt-Signalkaskade analysiert,
um die klassischen Monozyten von MC-Patienten auf grundlegende Defekte
bzw. auf die Auswirkung der Selbstregulation hin zu untersuchen. Dabei zeigte
sich, dass die Expression der wichtigen Rezeptoren und Co-Rezeptoren LRP-6
und Fz-5 ebenfalls vermindert ist. Die MC-Patienten erreichten hier nur 23,07
und 24,81 % der Kontrollwerte fur LRP-6 bzw. Fz-5 (siehe Abbildung 10). Diese
sind relevant, damit das Wnt-Signal von extern an das Zellinnere vermittelt
werden kann (Henderson and Fagotto, 2002; Stadeli et al., 2006).
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Abbildung 10: Rezeptor und Co-Rezeptor-Expression in den klassischen Monozyten

Klassische Monozyten wurden aus dem Blut von MC-Patienten und Kontrollprobanden mittels Sortierung isoliert
und flr ca. 24 Stunden mit PHA-L stimuliert. Dargestellt sind die Transkripte von LRP-6 und Fz-5 pro 10 ng RNA
normalisiert auf HPRT. Die Balkendiagramme zeigen die Einzel- und Mittelwerte +SEM fir n=4 Kontrollprobanden
und n=6 fir die MC-Patienten.

Der Wnt-Signalkaskade folgend wurden als Bestandteile des DesCom APC und
Axin-2 untersucht. Eine starke Verminderung des Expressionslevels konnte nur
fur Axin-2 ermittelt werden. Hier exprimierten die MC-Patienten nur 10,41 % des
Kontrollwertes. APC war hingegen leicht erhoht (siehe Abbildung 11). An dieses
Protein bindet LRP, wenn es das Wnt-Signal in das Innere der Zelle weiterleitet
(Mao et al., 2001).

EVI, auch bekannt als WLS, wies in dieser Untersuchung - entgegen der
Ergebnisse von Lioba Courth - keinen Unterschied zwischen MC-Patienten und
Kontrollprobanden auf. Dieses Protein ist daflr zustandig, die Wnt-Liganden,
die am Golgi-Apparat gebildet werden, an die Zelloberflache zu transportieren
und dort die Exozytose zu unterstitzen (Herr and Basler, 2012). Es scheint,
dass die Expression dieses Proteins in den klassischen Monozyten der MC-

Patienten nicht verandert ist (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Expression intrazellulirer Komponenten des Wnt-Signalweges in den klassischen Monozyten
Klassische Monozyten wurden aus dem Blut von MC-Patienten und Kontrollprobanden mittels Sortierung isoliert
und fiir ca. 24 Stunden mit PHA-L stimuliert. Dargestellt sind die Transkripte von Axin-2, APC und EVI pro 10 ng
RNA normalisiert auf HPRT. Die Balkendiagramme zeigen die Einzel- und Mittelwerte *SEM fir n=4
Kontrollprobanden und n=6 fiir die MC-Patienten.

Wenn R-Catenin sich im Zellkern anreichert, beeinflusst es dort durch
Interaktion mit TCF/LEF die Genexpression (Arce et al., 2006; MacDonald et
al., 2009). Die MC-Patienten wiesen unter den hier getesteten
Transkriptionsfaktoren fir LEF-1 eine stark verminderte Expression auf. Die
klassischen Monozyten der MC-Patienten exprimierten lediglich 6,81 % des
Kontrollwertes fur LEF-1. Bei den Transkriptionsfaktoren TCF-1 und TCF-12

wurden nur geringfiigige Unterschiede gemessen (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Expression von Transkriptionsfaktoren in den klassischen Monozyten

Klassische Monozyten wurden aus dem Blut von MC-Patienten und Kontrollprobanden mittels Sortierung isoliert
und fir ca. 24 Stunden mit PHA-L stimuliert. Dargestellt sind die Transkripte von LEF-1, TCF-12 und TCF-1 pro 10 ng
RNA normalisiert auf HPRT. Die Balkendiagramme zeigen die Einzel- und Mittelwerte *SEM fir n=4
Kontrollprobanden und n=6 fiir die MC-Patienten.

3.4. Klassische Monozyten von Patienten mit Morbus Crohn weisen
gegentber Kontrollprobanden nur geringe Unterschiede in der

Expression von HDACs auf

Ferner wurde bereits beschrieben, dass der Wnt-Signalweg tber HDACs
epigenetisch reguliert werden kann (H. Wang et al., 2016). Daher wurde in
dieser Arbeit auch die Expression verschiedener HDACs in klassischen

Monozyten untersucht.

Allgemein dienen HDACs der Herunterregulierung von Transkription, indem sie
durch Deacetylierung die Chromatinstruktur verandern (Seto and Yoshida,
2014). Die HDACs 1, 3 und 8 entsprechen der Klasse 1 der Familie der
klassischen HDACs. Als Vertreter der Klasse 2a wurde HDAC9 getestet. Bei

allen hier untersuchten Vertretern exprimierten die klassischen Monozyten der
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MC-Patienten mehr HDACs als die Kontrollprobanden. Maximal wurde fur
HDACS9 das 1,7fache vom Kontrollwert exprimiert (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Expression von HDACs in den klassischen Monozyten

Klassische Monozyten wurden aus dem Blut von MC-Patienten und Kontrollprobanden mittels Sortierung isoliert
und flr ca. 24 Stunden mit PHA-L stimuliert. Dargestellt sind die Transkripte von HDAC1, HDAC3, HDAC8 und
HDAC9 pro 10 ng RNA normalisiert auf HPRT. Die Balkendiagramme zeigen die Einzel- und Mittelwerte +SEM flr
n=4 Kontrollprobanden und n=6 fiir die MC-Patienten.
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4. Diskussion

4.1. Die Schlisselrolle der Monozyten bei Morbus Crohn

Betrachtet man die Verteilung der Monozyten-Subpopulationen im Blut, so
decken sich die Ergebnisse aus unserer Studie mit dem was der allgemeine
Wissensstand vorgibt. Dies bedeutet, dass der Anteil an klassischen Monozyten
im Blut am groR3ten ist, gefolgt von den nicht-klassischen Monozyten und zuletzt
den intermediaren Monozyten (Wong et al., 2011). Abweichungen in den
prozentualen Angaben im Vergleich zu unseren Daten ergeben sich durch die
Methodik der Zell-Analyse, also der jeweiligen Gating-Strategie bedingt durch

die Farbung und damit der Zuschreibung zu einer Fraktion.

Die Daten aus der Zell-Analyse und der Sortierung weisen Unterschiede in der
Verteilung der  Monozyten-Subpopulationen  von  MC-Patienten  zu
Kontrollprobanden auf. Das Blut der MC-Patienten enthielt mehr klassische
Monozyten als die Kontrollen. Die Werte liegen zwischen 11,6 % mehr bei der
Zellanalyse und 15,56 % mehr bei der Sortierung. Dieser Anstieg ging vor allem
zu Lasten der Fraktion der nicht-klassischen Monozyten. Die Population der
intermediaren Monozyten war bei allen Analysen durchgangig der kleinste

Anteil und wies geringflgige Unterschiede auf.

Koch et al. stellten in Bezug auf die Verteilung der Monozyten-Subpopulationen
eine Erhdhung der CD16* Monozyten (also intermedidre und nicht-klassische
Monozyten zusammen) im aktiven MC, aber nicht in der Remission fest. Diese
Erhohung korrelierte bei ihnen jedoch nicht mit der Starke der Erkrankung
(Koch et al., 2010). Thiesen et al. konnten die Beobachtung Uber den Anstieg
der CD16" Monozyten bestatigen und beschrieben eine anteilige Verringerung
der klassischen Monozyten (Thiesen et al., 2014). In unserer Studie kdnnen wir
mit der bisherigen Fallzahl noch keine Aussage Uber die Verteilung der
Monozyten-Subpopulationen wéahrend eines aktiven MC-Schubes und der
Remission treffen. Auch Analysen zur Verteilung der Monozyten-
Subpopulationen in den unterschiedlichen Auspragungen der Erkrankung sind

sinnvoll.
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Vermutlich spielt bei der Verteilung der Monozyten auch die Medikation, die die
Patienten bekommen eine nicht unwesentliche Rolle. So gibt es Ergebnisse, die
eine Verringerung der Gesamtanzahl der klassischen und intermediaren
Monozyten im Blut in zeitlichem Zusammenhang zur Applikation von Infliximab
beschreiben (Slevin et al., 2016). Eine andere frihere Studie widerspricht
dieser Beobachtung und belegt eine Zunahme der intermedidren Fraktion um
rund 6 % nach dreimaliger Applikation von Infliximab (Nazareth et al., 2014).
Slevin et al. stellten unabhéngig von der Infliximab-Therapie bei den MC-
Patienten einen hdheren Anteil der intermediaren Fraktion im Vergleich zu
Kontrollprobanden fest. Somit sollte ebenfalls der Einfluss der Medikation auf

die Verteilung der Monozyten-Subpopulationen weiter untersucht werden.

Auch bei anderen entzundlichen Erkrankungen hat man sich bereits mit der
Verteilung der Monozyten-Subpopulationen beschaftigt. Zumeist wird die
Fraktion der CD16" Monozyten mit entziindlichen Prozessen in Verbindung
gebracht. So wurde ein Anstieg dieser Subpopulationen bei Ubergewicht,
rheumatoider Arthritis, Artherosklerosis und Sepsis festgestellt. Bei letzterer
Erkrankung nahm der Anteil der CD16* Zellen bis zu 50 % an der Gesamtheit
der Monozyten zu. Haufig kam es infolge des Anstiegs der
proinflammatorischen Monozyten zu einem kompensatorischen Abfall der
klassischen Monozyten (Fingerle et al., 1993; Horelt et al., 2002; Kawanaka et
al., 2002; Kim et al., 2017; Poitou et al., 2011; Rogacev et al., 2010; Rossol et
al., 2012).

Mit unserer Arbeit haben wir einen ersten wichtigen Schritt in Richtung
Monozyten-Subpopulationsanalyse gemacht. Die hier benannten Studien sind
derzeit, bedingt durch die Methodik, jedoch schwer miteinander zu vergleichen.
Auf Grundlage der neuen und alten Erkenntnisse, wére eine groldangelegte
Studie zur Analyse der Monozyten-Subpopulationen mit ausreichend hohen
Fallzahlen und einer einheitlich konsequenten, nachvollziehbaren Gating-
Strategie winschenswert und notwendig, um eine zuverlassige Aussage der

aufgezeigten Aspekte treffen zu koénnen. Darin sollte auch die, auch von uns
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angewendete aktuelle Differenzierung der CD16* Fraktion, in intermediare und
nicht-klassische Monozyten, durchgehend Anwendung finden, da sich diese in
ihrer Morphologie und Funktion unterscheiden. Neben der Medikation und der
Aktivitat der Erkrankung missen auch die verschiedenen Lokalisationen des
MC (L1 bis L4+) betrachtet werden.

DarUberhinausgehend scheint es vielversprechend, diese Untersuchung auf
weitere chronisch entztindliche Erkrankungen auszuweiten. Insbesondere sollte
die Verteilung der Subpopulationen fir CU-Patienten analysiert werden, da es

dazu bisher keinerlei Daten gibt.

4.2. Der Einfluss von Morbus Crohn auf die Subpopulationen

Dendritischer Zellen

In dieser Arbeit zeigten die PBMCs der MC-Patienten in allen drei DC-
Subpopulationen einen deutlichen prozentualen Abfall im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Diese Beobachtung deckt sich mit denen von Baumgart et al.
bereits verdffentlichten Daten. In der Studie mit 49 MC-Patienten konnte ein
verringerter Anteil an DCs bei MC in Remission gegenuber Kontrollprobanden
nachgewiesen werden. Dieser Effekt war noch ausgepragter, bei aktiver

Erkrankung (Baumgart et al., 2005).

Nicht nur im humanen System, sondern auch in Mausexperimenten wurde
untersucht, wie die Abnahme der DCs infolge eines bakteriellen Stimulus
zustande kommt. Dabei zeigte sich, dass es wahrend einer systemischen
Infektion mit gram-positiven als auch gram-negativen Bakterien zu einer
Reduktion der hamatopoetischen Vorlauferzellen der DCs kommt, welche mit
einer Zunahme von monozytaren Vorlauferzellen im Knochenmark wie auch der
Milz einhergeht (Pasquevich et al., 2015). Eine Ubertragung dieses Versuches
auf die humane Situation der PBMCs von MC-Patienten kdnnte allerdings

schlecht praktikabel sein.

Weitere Untersuchungen kénnten jedoch Uberprifen, ob die Verringerung der
DCs im Blut durch eine vermehrte Migration der DCs in das Darmgewebe, im
Sinne eines erhéhten Bedarfs, bedingt ist. Hinweise dazu liefert Bernardo et al.
Er berichtet in seiner aktuellen Arbeit von einer erhéhten Anzahl von DCs im
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intestinalen Gewebe bei CED-Patienten. Des Weiteren beschreibt er eine
gesteigerte Migration von im Blut zirkulierenden DCs in bevorzugt entziindetes

Darmgewebe (Bernardo et al., 2018).

4.3. Morbus Crohn-Patienten zeigen vielfaltige und komplexe Defekte in
der Wnt-Signalkaskade

Daten aus der Arbeitsgruppe konnten bereits zeigen, dass PBMC-Uberstande
in Dunndarm-Biopsien aus MC-Patienten die a-Defensine HD-5 und HD-6
unterschiedlich stark induzieren kdnnen. Weitere Analysen zeigten, dass diese
Induktion Uber den Wnt-Signalweg beeinflusst wird. Zusatzlich wurde die
Expression von Wnt-Liganden zwischen Lymphozyten und Monozyten
verglichen. Ein signifikanter Unterschied wurde nur innerhalb der Monozyten
festgestellt. Die bisherige Studie umfasste die Wnt-Liganden Wnt-1, Wnt-2,
wnt-3, Wnt-3A und den intrazellularen Wnt-Liganden-Transporter EVI/WLS
(Courth et al., 2015).

In dieser Arbeit konnten wir den Effekt von Courth et al. fir die Subpopulation
der klassischen Monozyten bestéatigen. Die Wnt-Liganden Wnt-1, Wnt-2, Wnt-3,
Wwnt-3A und Wnt-9B zeigten eine deutliche Reduzierung in den klassischen

Monozyten von MC-Patienten.

Bringt man diese Beobachtung zusammen mit dem Wissen, dass der Anteil an
klassischen Monozyten im Blut die starkste Fraktion darstellt, so liegt es nahe
die Darmbiopsie-Versuche von Courth et al. spezifisch mit sortierten
klassischen Monozyten zu wiederholen und zu reproduzieren. Zumal der Anteil
an klassischen Monozyten im Blut von MC-Patienten in unserer Studie

prozentual erhéht war.

In weiteren Analysen der Wnt-Signalkaskade haben wir bei den MC-Patienten
eine Reduktion der Transkripte der Rezeptoren Fz-5 und LRP-6 festgestellt.
Diese Co-/Rezeptoren sind dafur verantwortlich, dass externe Wnt-Signale in
die Zelle geleitet werden. Eine Variante im LRP-6-Gen zeigte bereits bei
Koslowski et al. nachweislich eine verminderte Expression von HD-5 in PZ
(Koslowski et al., 2012).
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Die Aktivierung der Rezeptoren fuhrt zu einer Aktivierung von DVL, welches
den DesCom inhibiert. Dieser setzt sich unter anderem aus APC und Axin
zusammen und in aktivierter Form baut er intrazellularer angereichertes R3-
Catenin ab (Henderson and Fagotto, 2002; Stadeli et al., 2006). Unsere
Analyse zeigt eine deutliche Verminderung der Expression fur Axin-2. Dieses
Protein ist auch bekannt als conductin oder axil. Axin-2 wird induziert durch
einen aktiven Wnt-Signalweg und agiert als negative Feedback-Schleife (Jho et
al., 2002; Lustig et al., 2002; Yan et al., 2001).

APC reguliert auf mehreren Wegen den Gehalt von 3-Catenin im Zellplasma
und -kern (Raji et al., 2018). Dartber hinaus finden sich bei malignen
Erkrankungen, wie dem Kolorektalem Karzinom, h&ufig Mutationen im APC-
Gen. Bekannt ist zudem, dass MC-Patienten ein leicht erhdhtes Risiko haben
im Laufe ihres Lebens an einem Kolorektalen Karzinom zu erkranken. Studien
haben jedoch gezeigt, dass bei den CED-Patienten vergleichsweise seltener
Mutationen im APC-Gen vorlagen als in der Gruppe der sporadischen
Kolorektalen Karzinome (Hirsch et al., 2018; Robles et al., 2016). Hinsichtlich
der Expression von APC in den klassischen Monozyten konnten wir keinen
Unterschied, zwischen unseren MC-Patienten und den Kontrollprobanden

feststellen.

Sofern 3-Catenin in den Zellkern gelangt und sich dort anreichert, bildet es
einen Komplex mit TCF/LEF. Gemeinsam konnen sie TLE1 verdrangen und
Einfluss auf die Transkription nehmen (Brantjes et al., 2002; Daniels and Weis,
2005).

Ist die Funktion von TCF-1 und TCF-4 gestort, so kann es zu einer reduzierten
Bildung von a-Defensinen kommen (Beisner et al., 2014; Wehkamp et al.,
2005). In unserem Experiment konnten keine Unterschiede in der Expression
von TCF-1 (auch bekannt als TCF-7) und TCF-12, in den klassischen
Monozyten im Blut von MC-Patienten festgestellt werden. LEF-1, auch bekannt
als TCF-10, ist hingegen von den MC-Patienten im Vergleich zu den

Kontrollprobanden stark verringert exprimiert worden.
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Da es neuerdings Hinweise darauf gibt, dass die HDACs mit Teilen der Wnt-
Signalkaskade interagieren, haben wir auch diese erfasst (H. Wang et al.,
2016). Unsere Ergebnisse zeigen bisher nur eine kleine Erhéhung in der
Expression von HDAC1, 3, 8 und 9 in der Patientengruppe gegeniber den

Kontrollprobanden.

Unsere Ergebnisse machen deutlich, dass die Veranderungen in der
Expression nicht nur die Wnt-Liganden betreffen, sondern wesentlich komplexer

sind.

Es gilt zu prifen, ob noch weitere Anteile der Signalkaskade verringert oder
erhoht exprimiert werden. Besonderes Augenmerk sollte hier auf das Protein
PORCN gelegt werden. Es gehort zur Familie der membrangebundenen O-
Acyltransferasen und befindet sich in der Membran des ER (Hofmann, 2000;
Nile and Hannoush, 2016). PORCN ist fir die meisten Wnt-Liganden
notwendig, um von EVI erkannt und schliel3lich extrazellular sekretiert zu
werden (Herr and Basler, 2012). So untersuchte man Zellen, in denen die
Bildung von PORCN blockiert wurde. Sie bildeten zwar Wnt-3A, waren aber
nicht in der Lage dieses zu sekretieren. Es kam zur Akkumulation im ER
(Proffitt and Virshup, 2012). Saha et al. zeigte, dass Mause, deren porcn-Gen
abgeschaltet wurde, wesentlich sensibler auf Ganzkorperbestrahlung
reagierten. Mit Makrophagen-konditioniertem Medium von Wildtyp-Mausen war
es moglich, die Mause zu retten bzw. heilte ihr Darmepithel wieder aus. Mit dem
Makrophagen-konditionierten Medium aus dem Knochenmark, dessen porcn-
Gen abgeschaltet ist, war dies nicht moglich (Saha et al.,, 2016). Dies macht
deutlich, wie wichtig die von den Makrophagen gebildeten Wnt-Liganden fir das
Heilungs- und Regenerationspotenzial des Darms sind und dass ihre Sekretion
von PORCN abhéangig ist.

Eine groBe Genexpressionsanalyse der klassischen Monozyten und
gegebenenfalls anderer Subpopulationen der PBMCs, kénnte Hinweise auf die

ursachlichen molekularen Mechanismen der Defekte geben.
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5. Zusammenfassung

Der menschliche Darm ist permanent von Bakterien besiedelt. Um sich vor
ihnen zu schitzen, weist der Darm eine physikalische und immunologische
Barriere auf. Diese intestinale Barriere ist es, die bei Morbus Crohn geschwécht
ist und Defekte aufweist. Infolge dessen kdnnen Bakterien ungehindert in die
Darmschichten eindringen und chronische Entziindungen auslésen, die bisher
vor allem mit Immunsuppressiva behandelt wurden. Eine entscheidende
Komponente dieser Barriere sind die antimikrobiellen Peptide, wie z.B. die a-
Defensine 5 und 6, welche ausschlie3lich von Paneth-Zellen im Dinndarm
produziert werden. Bereits seit einigen Jahren ist bekannt, dass diese
antimikrobiellen Peptide bei Morbus Crohn vermindert exprimiert werden.
Zuletzt konnte dies mit dem Sekretom von peripheren Blutzellen (PBMCs) in
Verbindung gebracht werden. Bei weiteren Analysen fiel auf, dass die
adharente Phase der PBMCs von Patienten mit Morbus Crohn weniger Wnt-
Liganden exprimieren als die Kontrollprobanden. Im Dickdarm spielt das
antimikrobielle Peptid humanes 3-Defensin2 eine wichtige Rolle. Von diesem ist
bereits bekannt, dass es epigenetisch Uber Histon-Deacetylasen (HDACS)
reguliert wird. AuRerdem steht auch der Wnt-Signhalweg selbst unter dem
Einfluss von HDACs.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Monozyten aus PBMCs isoliert und mittels
Durchflusszytometrie die Verteilung der Subpopulationen von Monozyten sowie
Dendritischen Zellen (DCs) analysiert. Es zeigte sich, dass bei Patienten
durchgangig alle drei Subpopulationen von DCs verringert waren und unter den
Monozyten der Anteil an klassischen deutlich zu Lasten der nicht-klassischen
Monozyten erhoéht war. Die durch Zellsortierung gewonnenen klassischen
Monozyten wurden mit PHA-L stimuliert, um eine Entziindungssituation zu
simulieren. Anschlie3end wurde mit der RNA eine qualitative Real-Time PCR
durchgefuihrt. Es zeigte sich bei der Expressionsanalyse der klassischen
Monozyten, dass alle gemessenen Wnt-Liganden (Wnt-1, Wnt-2, Wnt-3, Wnt-
3A und Wnt-9B) massiv reduziert waren. DarUber hinaus wurde hier eine
Reduktion der Rezeptoren und Co-Rezeptoren LRP-6 und Fz-5 festgestellt, die

dafur verantwortlich sind, Wnt-Signale in das Innere der Zelle weiterzuleiten.
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Folgend im Signalweg, wurde eine verringerte Expression von AXxin2
festgestellt. Dieses ist Teil des destrucion complex, welcher in aktiver Form 3-
Catenin im Zellplasma abbaut. Fur das Protein EVI, welches notig ist, um Wnt-
Liganden nach extrazellular zu schleusen, konnte keine Verringerung bestétigt
werden. Unter den Transkriptionsfaktoren zeigte LEF1 eine stark verminderte
Expression. Fur die HDACs konnten bisher nur kleine Unterschiede zwischen

Patienten und Kontrollen belegt werden.

Mit dieser Arbeit wurde aufgezeigt, dass bei Patienten mit Morbus Crohn
sowohl Unterschiede in der Quantitdt als auch Qualitdt der Monozyten
vorliegen, die in einer verminderten Induzierbarkeit der PZ in
Entztndungssituationen resultieren. Dadurch fehlt ein zusatzlicher Schutz in der
intestinalen Barriere und die Gefahr der bakteriellen Infektion ist erhdht. Mit
dem hier entwickelten Verfahren ist es moglich weitere Analysen
durchzufiihren, damit eine Unterscheidung nach Lokalisation der Erkrankung,
Aktivitatsstatus sowie Medikation erfolgen kann. Dartber hinaus sind Defekte
im Whnt-Signalweg und unterschiedliche Verteilungen der Monozyten bereits fur
weitere chronische Entzindungen, aber auch fur maligne Krebsformen bekannt.
Weitere Analysen der Verteilung der Monozyten und der Ursachen fir die
funktionellen Defekte im Wnt-Signalweg sollten in den Fokus der Forschung
treten, um neue Therapien zur Forderung der Darmbarriere entwickeln zu

koénnen.
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