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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Einfihrung in das Thema

Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (CED) sind nach wie vor weltweit auf
dem Vormarsch. Die beiden Hauptentitdten dieser Gruppe von Erkrankungen,
Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU), wurden bereits 1623 (Baumgart 2008)
bzw. 1859 (Banerjee 1991) erstmals beschrieben. Doch erst im Zuge der
Industrialisierung wurde eine starke Zunahme der Inzidenz in den westlichen
Nationen verzeichnet. Noch immer weisen Europa, Nordamerika und Australien die
héchsten Erkrankungsraten auf. Wahrend sich hier die Inzidenz und Préavalenz auf
ein stabiles Niveau einzupendeln scheint, steigen nun die Fallzahlen besonders in
Schwellenlandern wie China, Sudkorea oder Indien (Bernstein and Shanahan 2008,
Cosnes, Gower-Rousseau et al. 2011, Molodecky, Soon et al. 2012, Ng, Bernstein et
al. 2013).

Die letzte groBe Errungenschaft in der CED Therapie war die Einfihrung der Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF)-a-Inhibitoren vor rund 15 Jahren (Hanauer, Feagan et al.
2002, Rutgeerts, Sandborn et al. 2005, Colombel, Sandborn et al. 2007, Sandborn,
van Assche et al. 2012). Doch Resistenzentwicklung und teils schwere
Nebenwirkungen limitieren deren Erfolg (Peyrin-Biroulet and Lemann 2011). Neue
Wirkstoffe zur zielgerichteten Therapie werden Dbereits bei Patienten mit
Unvertraglichkeit oder ungenugendem Ansprechen auf die konventionelle Therapie
eingesetzt oder befinden sich in klinischer Erprobung. Januskinase-Inhibitoren,
Antikérper gegen Interleukin  (IL)-12/23 und Anti-Adhasionsmolekile sind
vielversprechende Beispiele (Perez, Martin et al. 2017).

Dennoch besteht weiterhin groBer Bedarf an neuen Therapiemdglichkeiten, um den

Krankheitsverlauf und die Lebensqualitat von Menschen mit CED zu verbessern.
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1.2 Pathogenese chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen (CED)

Trotz weitreichender epidemiologischer und grundlagenorientierter Studien auf dem
Gebiet der CED ist deren kausale Pathogenese bis heute nicht ausreichend geklart.
Vielmehr gibt es zahlreiche Hinweise auf einzelne Faktoren, die zum
Krankheitsgeschehen beitragen. Allein 242 Allele sind bereits bekannt, die in
genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) mit einer gesteigerten Empféanglichkeit fur
MC und/oder CU in Verbindung gebracht wurden (Mirkov, Verstockt et al. 2017).
Somit erklaren sich auch familidre Belastung und ethnische Zugehdrigkeit als
Risikofaktoren. Darlber hinaus scheinen Lebensstii und Umweltfaktoren eine
wichtige Rolle zu spielen. Migrationsstudien zeigen, dass sich das Erkrankungsrisiko
mit den Lebensumsténden andert (Lamba, Tharayil et al. 2017). Daflr verantwortlich
gemacht werden vielfaltige Einflisse, wie Erndhrung, Hygienestandards,
Antibiotikagebrauch, Exposition gegenuber Mikroorganismen, Luftverschmutzung,
soziobkonomische und psychische Faktoren, Tabakkonsum und viele andere.
Weiterhin scheint die Zusammensetzung der mikrobiellen Darmflora ein
entscheidender Faktor in der Krankheitsentstehung zu sein.

Somit erweist sich die CED Entstehung als hochkomplexes, multifaktorielles
Geschehen. Einig sind sich Forscher aktuell tGber folgendes Modell der Pathogenese
der CED: Wird ein genetisch pradisponiertes Individuum mit ungiinstigen Umwelt-
und Lebensstileinflissen konfrontiert, kommt es zu einer fehlregulierten

Immunreaktion gegen kommensale Mikroorganismen des Darms.

1.2.1 Genetik

Dass Genetik eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer CED spielt, gilt schon
lange als gesichert. Bereits Anfang des 20sten Jahrhunderts wurde eine familiare
Haufung bei Patienten mit CED beobachtet und seither vielfach bestatigt (Allchin
1909, Ek, D'Amato et al. 2014). Bis zu 23 % der an MC oder CU erkrankten
Patienten haben mindestens einen erstgradigen Verwandten, der ebenfalls an einer
CED leidet. Eine positive Familienanamnese ist der gréBte unabhéngige Risikofaktor
fir das Auftreten einer CED (Ek, D'Amato et al. 2014). Studien mit Zwillingen
ergaben deutlich héhere Konkordanzraten fiur die Entwicklung einer CED bei
eineiigen gegenlber zweieiigen Geschwistern (Brant 2011), was den Einfluss

genetischer  Faktoren  weiter unterstreicht. Die  Tatsache, dass die
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Erkrankungswahrscheinlichkeit eines genetisch identischen Zwillings fur MC bei 39 -
64 % und far CU bei nur 7 - 28 % liegt (Ek, D'Amato et al. 2014), zeigt jedoch auch,
dass es sich hierbei nicht um reine Erbkrankheiten handelt.

Ein groBer Durchbruch in der Erforschung der genetischen Grundlagen bei CED
gelang 2001: Zwei unabhangige Gruppen identifizierten das nucleotide-binding
oligomerization domain-containing protein 2 (NOD2) Gen als ersten Suszeptibilitats-
Genort fir MC (Hugot, Chamaillard et al. 2001, Ogura, Bonen et al. 2001). Hugot et
al. fanden eine Assoziation mit MC flr drei unterschiedliche Polymorphismen in
diesem Gen. NOD2 kodiert fur den gleichnamigen intrazellularen PRR (engl. pattern
recognition receptor). PRR sind Rezeptoren, die Molekularstrukturen von
Mikroorganismen erkennen, und stellen so ein bedeutendes Element der
angeborenen Immunabwehr dar. NOD2 wird von vielen Zellen der intestinalen
Mukosa exprimiert und erkennt Muramyldipeptid, das sich von Pepdidoglycanen
sowohl von gram-positiven als auch gram-negativen Bakterien ableitet. Es aktiviert
nuclear factor-kB (NF-kB)- und mitogen-activated protein kinase (MAPK)-
Signalwege, die zur Produktion inflammatorischer Zytokine und antimikrobieller
Peptide (AMP) sowie verstarkter Mukusbildung fiihren. Da NOD2 sowohl auf
kommensale als auch auf pathogene Mikroorganismen reagiert, wird davon
ausgegangen, dass es eine Schllsselrolle in der Abwehr von Krankheitserregern und
gleichermaBen in der Aufrechterhaltung der Homobostase der mikrobiellen Darmflora
einnimmt (Al Nabhani, Dietrich et al. 2017).

Die Entdeckung der Assoziation von Polymorphismen im NOD2 Gen mit MC war weit
mehr als nur die Bestdtigung der erblichen Komponente bei der
Krankheitsentstehung. Es war der Beginn einer neuen Herangehensweise bei der
Erforschung der Pathomechanismen von CED. Die Identifizierung der Proteine, die
von mit CED assoziierten Genen kodiert werden, erlaubt Rickschlisse auf
Signalwege, Mediatoren oder Zelltypen, die bei der Pathogenese eine Rolle spielen,
und bietet somit Ausgangspunkte fur die weitere Untersuchung der Mechanismen,
die zum Krankheitsgeschehen fihren. Aus dem besseren Verstandnis der
Pathophysiologie wiederum ergeben sich neue Ansatzpunkte flur therapeutische
Interventionen.

Die Etablierung der GWAS in der letzten Dekade ermdglichte die Identifizierung von

bislang 242 Genorten, die mit MC und/oder CU in Verbindung gebracht werden
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(Mirkov, Verstockt et al. 2017). Nicht alle diese Loci befinden sich in kodierenden
Regionen, doch es wurden zahlreiche Proteine identifiziert, denen entweder bereits
zuvor oder dank ihrer Entdeckung mittels GWAS eine wichtige Funktion in der
Pathophysiologie der CED Entstehung zugeschrieben werden konnte. Die CED-
assoziierten Gene sind beispielsweise in Mechanismen wie Autophagie, T-Zell-
Differenzierung, mukosale Barrierefunktion oder TNF-a-Signalwege involviert, welche
als Schlisselmechanismen in der CED Pathogenese gelten (Ek, D'Amato et al. 2014,
McGovern, Kugathasan et al. 2015).

Doch auch die groBe Zahl der entdeckten CED-assoziierten Gene erklart weniger als
50 % der epidemiologisch beobachteten und in Zwillingsstudien berechneten
Erblichkeit sowohl bei MC als auch bei CU (Gordon, Trier Moller et al. 2015). Dieses
als ,fehlende Erblichkeit* bezeichnete Phanomen ist auch von anderen multifaktoriell
bedingten Krankheiten bekannt. Man geht davon aus, dass einige pradisponierende
Gene, insbesondere weit verbreitete mit niedriger Penetranz und seltene mit hoher
Penetranz, noch nicht entdeckt sind und dass Epigenetik ebenso wie die

Kombination bestimmter Allele eine wichtige Rolle spielen.

1.2.2 Umweltfaktoren

Das vermehrte Auftreten von CED im Zusammenhang mit Industrialisierung,
Modernisierung des Lebensstils und zunehmendem Wohlstand weist unumst6Blich
auf den Zusammenhang der Krankheitsentstehung mit den Umwelt- und
Lebensbedingungen hin. Da sich im Zuge dieser Veranderungen zahlreiche
Einzelfaktoren gleichzeitig &ndern, ist es nicht einfach zu bestimmen, welche
Elemente tatsachlich die Entwicklung einer CED beginstigen und welche nur eine
zufallige Koinzidenz darstellen.

Rauchen ist dabei einer der am besten untersuchten Risikofaktoren. Es wurde
gezeigt, dass Tabakrauch den Krankheitsverlauf bei MC unglnstig beeinflusst, das
Entstehen von Fisteln und Strikturen begulnstigt, zu haufigeren Exazerbationen und
héherem Kortisonbedarf fahrt, eine hohere Rate chirurgischer Interventionen nétig
macht und haufiger mit extraintestinalen Manifestationen einhergeht (Cosnes 2004,
Mahid, Minor et al. 2006, Ott, Takses et al. 2014). Bei CU hingegen zeigt sich ein
protektiver Effekt des Rauchens hinsichtlich Krankheitsentwicklung und Schwere der
Erkrankung (Mahid, Minor et al. 2006, Parkes, Whelan et al. 2014). Doch weder die
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genauen Mechanismen, die dahinter stecken, noch die ursachlichen Bestandteile des
Zigarettenrauchs konnten bislang eindeutig identifiziert werden. Es gibt zahlreiche
Hinweise daflr, dass Zigarettenrauch mit vier wesentlichen Komponenten der CED
Entstehung interagiert: Dem Mikrobiom, der intestinalen Epithel-Integritat, dem
Immunsystem und epigenetischen Vorgangen (Parkes, Whelan et al. 2014). Den
lindernden Einfluss bei CU Patienten erklaren koénnten unter anderem der
immunsuppressive Effekt des Rauchens auf T-Lymphozyten, die verringerte
Produktion inflammatorischer Zytokine und Stickoxide sowie eine verstérkte
Mukusproduktion (Baumgart and Carding 2007, Ng, Bernstein et al. 2013). Bei
rauchenden MC Patienten wird eine veranderte Zytokinantwort, darunter etwa ein
reduzierter IL-10/IL-12-Quotient, als mdglicher Mechanismus flir die unglnstigen
Effekte angesehen (Bergeron, Grondin et al. 2012, Parkes, Whelan et al. 2014).
Weiterhin wurde der Einfluss der Erndhrung auf das Krankheitsgeschehen bei CED
eingehend untersucht. Verschiedene Tiermodelle zeigten einen potentiell
entziindungsbegtinstigenden Effekt von fettreicher Diat (Gruber, Kisling et al. 2013),
rotem Fleisch (Le Leu, Young et al. 2013), Gluten (Wagner, Schmidt et al. 2013),
Maltodextrin (Nickerson and McDonald 2012) und Emulgatoren (Chassaing, Koren et
al. 2015). Bestimmten Faserstoffen und Sojaproteinen wurden hingegen protektive
Eigenschaften zugesprochen (Jiang, Przybyszewski et al. 2011, Hung and Suzuki
2016). In der Tat zeigten auch beim Menschen viele Studien ein héheres CED
Erkrankungsrisiko fur Individuen mit hohem Konsum an Fleisch und Fett, besonders
mehrfach ungesattigten und Omega-6-Fettsauren, wahrend unter Menschen, die sich
faserreich ernahrten, das Risiko geringer war (Hou, Abraham et al. 2011,
Ananthakrishnan, Khalili et al. 2014).

Auch der Zusammenhang zwischen CED Risiko und Appendektomie ist Gegenstand
zahlreicher Studien. Wahrend ein protektiver Effekt der Appendektomie bei CU als
weitgehend belegt gilt (Koutroubakis and Vlachonikolis 2000), wurde sie fur MC
lange Zeit als Risikofaktor angenommen, da Studien ein vermehrtes Auftreten von
MC nach Appendektomie zeigten (Koutroubakis and Vlachonikolis 2000). Aktuell wird
jedoch diskutiert, ob es sich bei diesem Effekt um ein Bias handelt, welches der nicht
seltenen Fehldiagnose eines ileozbkalen MC als Appendizitis geschuldet ist
(Radford-Smith, Edwards et al. 2002, Maaser, Langholz et al. 2016).
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Als weitere Ursache fir die Entstehung von CED wurden verbesserte
Hygienebedingungen vielfach  diskutiert.  Einzelne  Studien konnten  fir
Lebensumstande wie groBe Familien mit vielen Kindern, weniger wohlhabende
Familien, niedriger Geburtsrang, fehlender Zugang zu Leitungs- oder Warmwasser,
Zusammenleben mit vielen Menschen oder Konsum mikrobiell verunreinigter
Nahrungsmittel, ein niedrigeres Risiko fur die Entwicklung einer CED, insbesondere
MC, zeigen (Baumgart and Carding 2007). Maaser et al. bieten jedoch eine Ubersicht
der diesbezlglichen Literatur, die verdeutlicht, dass aktuell weder eine Annahme
noch Verwerfung der Hygiene-Theorie zuléssig ist (Maaser, Langholz et al. 2016).

Dies waren nur einige Beispiele fir Umwelt- und Lebensstileinflisse, fir die ein
Zusammenhang mit CED vermutet wird. Als Mechanismus flur das Wirken dieser
Faktoren wird in den meisten Féllen die Auswirkung auf das intestinale Mikrobiom
und die Immunantwort angenommen. Diese Kernpunkte der CED Entstehung werden

im Folgenden ausfuhrlich besprochen.

1.2.3 Mikrobiom

Die menschliche Darmflora ist ein komplexes Okosystem. Uber 1000
Bakterienspezies aber auch Pilze, Viren und Archaeen sind an ihrer Bildung beteiligt.
Ein Individuum beherbergt in der Regel mindestens 160 verschiedene Bakterien im
Darm. Dabei Ubersteigt die absolute Anzahl dieser Bakterien die Zahl der
menschlichen Kérperzellen um das Zehnfache (Qin, Li et al. 2010). Im Regelfall
profitiert der menschliche Wirt von dieser Symbiose, doch das Zusammenleben mit
so vielen Mikroorganismen stellt fur das Immunsystem eine groB3e Herausforderung
dar. Es muss in der Lage sein, harmlose kommensale Bakterien und
Nahrungsantigene von pathogenen Keimen zu unterscheiden und entsprechend mit
Toleranz oder Abwehr zu reagieren.

Patienten mit CED weisen gegenitber dem gesunden Kontrollkollektiv eine
verdnderte Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms auf. Ein gestortes
Zusammenspiel von Wirt und Mikroorganismen des Darms wird als zentrales
Ereignis in der Pathogenese von CED betrachtet. Beim Menschen besteht die
Darmflora zum GroBteil aus vier Bakterienstdmmen, den Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria und Proteobacteria (Eckburg, Bik et al. 2005, Khanna and Tosh

2014). Bei Patienten mit CED wurde eine Reduktion des Anteils der Firmicutes
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(Sokol, Seksik et al. 2006, Frank, St Amand et al. 2007) und auch eine geringere
Diversitat der einzelnen Spezies dieses Stammes beobachtet (Ott, Musfeldt et al.
2004, Manichanh, Rigottier-Gois et al. 2006). Daflr fanden einige Studien einen
gréBeren Anteil an Bacteroidetes (Walker, Sanderson et al. 2011, Andoh, Kuzuoka et
al. 2012). Darunter wird besonders dem adhéarenten, Biofilm-bildenden Bacteroides
fragilis eine Bedeutung fur die CED Entstehung beigemessen (Swidsinski, Weber et
al. 2005).

Die meisten bekannten humanpathogenen Darmkeime geh&éren den Proteobacteria
an. Auch diesen vermehrt bei Patienten mit CED auftretenden Bakterien wurde
aufgrund ihrer Fahigkeiten zur Adharenz und Invasion eine Rolle bei der
Krankheitsentstehung beigemessen (Mukhopadhya, Hansen et al. 2012). Die
Beobachtung, dass sich CED haufig im Anschluss an eine Gastroenteritis klinisch
bemerkbar machen, gab Anlass zur Untersuchung von Campylobacter- und
Salmonella-Arten. Tatsachlich wurde ein erhdhtes Krankheitsrisiko nach einer
Infektion mit diesen Erregern entdeckt (Gradel, Nielsen et al. 2009).

In jingerer Zeit rickte eine spezielle Gruppe von Escherichia coli (E. coli) Bakterien,
die adhérent-invasiven E. coli (AIEC), in den Fokus der Forschung. Sie wurden als
Ausléser der granulomatdsen Kolitis bei Boxer-Hunden identifiziert (Simpson, Dogan
et al. 2006) und induzierten auch in vitro Granulome, die frihen
Epitheloidzellgranulomen, wie sie bei MC gefunden werden, ahnelten (Meconi,
Vercellone et al. 2007). Passend dazu konnte eine hdhere Pravalenz von AIEC in
entziindetem Dunndarmgewebe von MC Patienten verglichen mit dem Gewebe einer
gesunden Kontroll-Kohorte nachgewiesen werden. Dagegen wurden bei der nicht mit
Granulomen einhergehenden CU keine AIEC gefunden (Darfeuille-Michaud,
Boudeau et al. 2004).

Es wurde noch eine Vielzahl weiterer Bakterien im Zusammenhang mit CED
untersucht. Doch es scheint unwahrscheinlich, dass ein spezieller Keim fur die
Entstehung einer CED verantwortlich gemacht werden kann. Vielmehr wird vermutet,
dass die Gesamtheit der Anderungen im intestinalen Mikrobiom zur
Krankheitsentstehung beitragt (Hold, Smith et al. 2014).

Es drangt sich die Frage auf, ob die beobachteten Veranderungen der Darmflora
Ursache oder Wirkung der CED sind. Studien, die auch bei gesunden Verwandten

von CED Patienten (Joossens, Huys et al. 2011, Varela, Manichanh et al. 2013) und
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nicht erkrankten Tréagern von CED-Suzeptibilitits-Genen, wie z.B. NOD2, (Frank,
Robertson et al. 2011) eine Dysbiose der intestinalen Mikroflora feststellen konnten,
weisen darauf hin, dass die Veranderungen im Mikrobiom vermutlich Folge
genetischer sowie umweltbedingter Faktoren und keine alleinige Konsequenz der
intestinalen Entziindung sind.

Weiterhin stellt sich die Frage, auf welche Art und Weise sich Veranderungen der
Mikroflora auf die intestinale Entzindungsreaktion auswirken. Darmbakterien stehen
in Wechselwirkung mit der Epithelzellfunktion, dem Immunsystem und dem
Metabolismus des menschlichen Wirtes. Eine Metagenom-Analyse des
menschlichen Darm-Mikrobioms zeigte bei Patienten mit CED eine quantitative
Reduktion von Genen des Kohlenhydrat- und EiweiBstoffwechsels und eine starkere
Auspragung von Genen, die in Signalwege des oxidativen Stress involviert sind,
(Morgan, Tickle et al. 2012) und stitzt damit die Hypothese, dass oxidativer Stress
der Darmbakterien zur Entzindungsentstehung beitragt.

Weitere Theorien befassen sich mit spezifischen Metaboliten des bakteriellen
Stoffwechsels. Kommensale Bakterien wandeln unverdauliche Faserstoffe um und
produzieren kurzkettige Fettsauren, wie das Butyrat. Dieses stellt eine Energiequelle
fur Epithelzellen dar und férdert die Produktion von Schleim und AMP (Sokol, Pigneur
et al. 2008, Matsuoka and Kanai 2015). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
Butyrat den proinflammatorischen NF-kB-Signalweg inhibiert (Segain, Raingeard de
la Bletiere et al. 2000). Bei Mausen induziert es die Differenzierung regulatorischer T-
Zellen im Kolon (Furusawa, Obata et al. 2013). Bei Patienten mit CED wurde sowohl
eine verringerte Butyratkonzentration im Stuhl als auch ein vermindertes Vorkommen
des Butyrat-produzierenden Faecalibacterium prausnitzii gefunden (Sokol, Pigneur et
al. 2008, Takaishi, Matsuki et al. 2008).

Doch nicht nur die Art der Bakterien im Darm scheint entscheidend zu sein sondern
auch deren Verteilungsmuster insbesondere im Hinblick auf den Kontakt zur
Epithelschicht. So wurde bei Patienten mit CED eine wesentlich hdhere
Konzentration von Bakterien in der das Epithel bedeckenden Schleimschicht
gefunden (Schultsz, Van Den Berg et al. 1999, Swidsinski, Ladhoff et al. 2002), was
darauf hinweist, dass der direkte Kontakt von Bakterien zur intestinalen Mukosa und

zu den Immunzellen des Darms die Krankheitsentstehung férdert.
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Zusammengefasst gibt es zahlreiche Hinweise flr die zentrale Rolle des intestinalen
Mikrobioms beim Zustandekommen einer CED. Es kann angenommen werden, dass
die gestoOrte Interaktion zwischen Darmflora und Immunsystem mit nachfolgender

inadaquater Entziindungsreaktion den Kernpunkt der Pathogenese darstellt.

1.2.4 Inmunreaktion

Wie auch im dbrigen menschlichen Organismus unterscheidet man im
Abwehrsystem des Darms die angeborene von der adaptiven Immunantwort. Beide
Teile und besonders deren Zusammenspiel sind essentiell fur die Aufrechterhaltung
der Homoostase im Darm — der Toleranzentwicklung gegenliber kommensalen
Bakterien und der Abwehr pathogener Keime. Im Folgenden werden einige
Komponenten der Immunreaktion erldutert, die in Zusammenhang mit der

Entstehung von CED gebracht werden.

Mukosale Barrierefunktion und angeborene Abwehr

Das Epithel der Darmschleimhaut hélt als ,Verteidigung der ersten Reihe”
verschiedene Abwehrmechanismen bereit: Die Epithelzellen sind Uber tight
junctions® miteinander verbunden, wodurch die Permeabilitdt der Epithelschicht
streng geregelt wird. Bei Patienten mit MC wurde eine erhbéhte parazellulére
Durchléssigkeit bereits vor vielen Jahren entdeckt und sowohl bei MC als auch bei
CU konnten strukturelle Anomalien der ,tight junctions® festgestellt werden (Shen, Su
et al. 2009).

Dariber hinaus produzieren Becherzellen einen Schleimfiim, der die
Mukosaoberflache vom luminalen Inhalt abschirmt. Besonders bei CU wurden eine
Verringerung der Becherzelldichte und Schleimschichtdicke sowie bakterielle
Durchsetzung des Mukus beobachtet und als Krankheitsursache diskutiert (Schultsz,
Van Den Berg et al. 1999, Johansson 2014).

Ein weiterer unspezifischer Abwehrmechanismus ist die Sekretion von AMP durch
Paneth-Koérnerzellen, wahrend mit der Sekretion von Immunglobulin (Ig) A durch B-
Zellen auch das adaptive Immunsystem am Aufbau der mukosalen Barriere beteiligt
ist. Es wird davon ausgegangen, dass Defekte der mukosalen Barrierefunktion durch

eine gesteigerte Permeabilitat des Epithels und vermehrte Translokation bakterieller
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Antigene eine gesteigerte Immunantwort gegen Iluminale Mikroorganismen
hervorrufen (Sanchez de Medina, Romero-Calvo et al. 2014).

Zum angeborenen Immunsystem des Darms gehéren weiterhin zahlreiche Zellen der
Lamina propria, wie Makrophagen, dendritische Zellen (DC), Granulozyten,
Mastzellen oder NK-Zellen (engl. natural killer). Viele dieser Zellen, aber auch Zellen
nicht-myeloiden Ursprungs, besitzen neben ihrer spezifischen Funktion ein
Kernelement der angeborenen Abwehr: die PRR. Dabei handelt es sich um
Rezeptoren, die bestimmte, charakteristische Strukturen von Erregern, die
sogenannten PAMP (engl. pathogen-associated molecular patterns) erkennen und
daraufhin unter anderem zur NF-kB-vermittelten Freisetzung von TNF-a und anderen
entzindlichen Mediatoren fihren. Eine wichtige Gruppe von PRR sind die TLR (engl.
toll-like receptors).

Im Kontext von CED erscheinen besonders TLR-4, der Rezeptor fir
Lipopolysaccharid (LPS), und der gram-positive Bakterien erkennende TLR-2
bedeutsam.

CED Patienten zeigen abweichende TLR-Expressionsmuster verglichen mit
gesunden Menschen, darunter eine gesteigerte Expression von TLR-4 in intestinalen
Epithelzellen (Cario and Podolsky 2000), sowie eine Assoziation mit Polymorphismen
in verschiedenen TLR-Genen (Pierik, Joossens et al. 2006, De Jager, Franchimont et
al. 2007, Torok, Glas et al. 2009). TLR-4 und TLR-2 sind in Makrophagen im
entziindeten Darm (berexprimiert (Hausmann, Kiessling et al. 2002) und im
Mausmodell konnten TLR-4-Antagonisten den Erkrankungsverlauf mildern (Fort,
Mozaffarian et al. 2005). Weiterhin wurde gezeigt, dass die in IL-10-defizienten
Mausen spontan auftretende Kolitis abhéngig vom TLR-Signalweg ist (Rakoff-
Nahoum, Hao et al. 2006).

Diese Entdeckungen zeigen die wichtige Rolle, die das angeborene Immunsystem
bei der CED Entstehung spielt.

Antigenprésentierende Zellen

Professionelle antigenprasentierende Zellen (APC) stellen die Schnittstelle zwischen
angeborenem und erworbenem Immunsystem dar. Monozyten, Makrophagen, B-
Zellen und DC sind in der Lage, kérperfremde und kdrpereigene Partikel

aufzunehmen, zu prozessieren und an ihrer Zelloberflache zu présentieren. Diese
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Prasentation erfolgt mithilfe des HLA-DR (engl. human leukocyte antigen — antigen D
related) Molekils. Daher kann HLA-DR als Indikator fir APC herangezogen werden.
Die am starksten auf Antigenprasentation spezialisierten Zellen sind die DC. Sie
schaffen nicht nur die Voraussetzung fur eine antigenspezifische Abwehr durch die
adaptive Immunreaktion, sondern lenken auch mithilfe von Mediatoren die Art der
folgenden Immunantwort. Somit sind sie maBgeblich an der Entscheidung beteiligt,
ob auf ein Antigen mit Abwehr oder Toleranz reagiert wird.

DC kommen in nahezu allen lymphatischen und nicht-lymphatischen Geweben vor,
sind jedoch besonders haufig in den Grenzschichten, wie Darm, Lunge und Haut,
anzutreffen. Sie werden in konventionelle DC und plasmazytoide DC eingeteilt
(Segura and Villadangos 2009) und stammen von Vorlauferzellen aus dem
Knochenmark ab. Sie sind im Darm in der gesamten Lamina propria, den Peyer-
Plaques und den mesenterialen Lymphknoten zu finden. Dort werden sie durch die
residenten Makrophagen ergéanzt, die gegenuber mikrobieller Stimulation refraktar
sind und eine immunsupprimierende, die Immunhomdostase aufrechterhaltende
Wirkung haben. Diese werden stetig durch aus dem Blut eingewanderte Monozyten
erneuert (Bain, Scott et al. 2013). Im entziindeten Darm jedoch kommt es zu einer
massiven Infiltration vom Monozyten in die Mukosa und zur Differenzierung in
proinflammatorische Zellen, die Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-23 und TNF-a produzieren,
was wiederum die Aktivierung der DC und die Differenzierung der T-Zellen in
proinflammatorische Effektorzellen verstarkt (Zigmond, Varol et al. 2012).

Mittlerweile wei3 man, dass DC eine heterogene Gruppe sind und aus vielen
Subpopulationen bestehen. Wahrend bei Mausen diese Untergruppen gut
charakterisiert sind, stellt die Identifikation von DC im menschlichen Darm noch
immer eine Herausforderung dar, da kein einheitlicher Oberflichenmarker, den alle
DC teilen, bekannt ist. So findet sich das im murinen System als typischer DC-Marker
verwendete CD (engl. cluster of differentiation) 11c beim Menschen auch auf der
Oberflache von Makrophagen (Hashimoto, Miller et al. 2011). Daher verwenden viele
Arbeitsgruppen fur die Charakterisierung intestinaler DC beim Menschen eine
Strategie, die unter den HLA-DR™ Zellen jene Zellen ausschlieBt, die eindeutig einer
anderen Zellpopulation zugeordnet werden koénnen. So definieren beispielsweise
Bernardo et al. DC als HLA-DR*CD3'CD14CD16CD19CD34 (Bernardo 2013).

Tamoutounour et al. schlagen CD64 als Unterscheidungsmerkmal zwischen DC und
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Makrophagen vor (Tamoutounour, Henri et al. 2012). Doch obwohl immer mehr Gber
die Definition einzelner Subpopulationen bekannt wird (Persson, Scott et al. 2013),
existiert noch immer keine einheitliche Identifikationsstrategie fur DC im humanen
System.

Einigkeit herrscht hingegen darlber, dass intestinale DC essentiell wichtig fur die
Entwicklung der Toleranz gegeniber Mikroorganismen der physiologischen
Darmflora sind und somit auch in der CED Pathogenese eine wichtige Funktion
einnehmen. Unreife DC inkorporieren permanent Antigene aus ihrer Umgebung.
Durch Makropinozytose nehmen sie groBe Mengen an Flussigkeit mit allen darin
gelbsten Antigenen auf. Die Phagozytose erlaubt die Internalisierung von Bakterien,
Viren und Zellfragmenten. In spezifischer Weise geschieht dies auch bei der
Rezeptor-vermittelten Endozytose (Sallusto, Cella et al. 1995, Albert, Pearce et al.
1998). Nach der Aufnahme werden Antigene in Peptidfragmente aufgespalten und an
HLA-DR gebunden an der Zelloberfliche den CD4" T-Zellen prasentiert. In
Abwesenheit pathogener Keime wandern DC permanent tber die Lymphabflusswege
in die mesenterialen Lymphknoten aus und vermitteln dort Toleranz gegenuber
kOrpereigenen  Antigenen und solchen von harmlosen kommensalen
Mikroorganismen (Rutella and Locatelli 2011). Erkennen DC ein Pathogen,
entwickeln sie einen reifen Phanotyp und leiten eine Immunantwort ein. Neben der
Hochregulierung von HLA-DR zur effektiven Prasentation des schéadlichen Antigens
werden weitere kostimulatorische Oberflichenmolekile exprimiert und Zytokine
sezerniert, welche die Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen beeinflussen. So
weisen aktivierte DC beispielsweise eine héhere Expression von CD80 und CD86
auf, welches an CD28 von naiven T-Zellen bindet und zu deren Aktivierung beitragt
(Lenschow, Walunas et al. 1996). Weiterhin bestimmt das Zytokinmilieu, in welche
Richtung sich die T-Zelle differenziert. In Anwesenheit von IL-12 entwickeln sich die
naiven T-Helfer-Zellen (Th-Zellen) zu Th1-Zellen (Hsieh, Macatonia et al. 1993), IL-4
fihrt zur Differenzierung in Th2-Zellen (Swain, Weinberg et al. 1990) und die
Kombination von IL-6, IL-23 und TGF-B (engl. transforming growth factor beta)
vermittelt die Entstehung von Th17-Zellen, die durch IL-18 noch verstarkt wird
(Bettelli, Carrier et al. 2006). Diesen drei Arten von Th-Zellen wird ein

proinflammatorischer Einfluss zugesprochen. Regulatorische T-Zellen (Treg)
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hingegen entstehen in Anwesenheit von TGF-B und Retinolsdure (Sun, Hall et al.
2007, Liu, Zhang et al. 2008).

Der GroBteil des Wissens uber die Funktion der DC bei der Entstehung der CED
stammt aus Tierversuchen. In experimentellen Kolitis-Modellen bei Mausen konnte
gezeigt werden, dass DC der Lamina propria an der Entstehung der chronischen
Entziindung durch die Rekrutierung inflammatorischer Zellen, den Einfluss auf die
epitheliale Barrierefunktion und die Einleitung einer pathologischen adaptiven
Immunantwort beteiligt sind (Steinbach and Plevy 2014). Andererseits entwickeln
Méause in Abwesenheit von DC spontan systemische Autoimmunitat und Kolitis
(Ohnmacht, Pullner et al. 2009). Loschko et al. konnten die besondere Rolle der
Antigenprasentation anhand von Mausen mit fehlendem MHC (engl. major
histocompatibility complex) Klasse Il (murines Pendant zu HLA-DR) in DC
demonstrieren. Diese entwickelten spontan eine Mikrobiom-abhangige Kolitis
(Loschko, Schreiber et al. 2016). Dies unterstreicht die Wichtigkeit einer ungestorten
DC Funktion fur die Immunhomdéostase des Darms.

Doch auch bei Menschen mit CED gibt es zahlreiche Hinweise flur die Verwicklung
von DC in die Krankheitsentstehung, wie etwa deren Rekrutierung in den Darm bei
akuter Entzindung, den héheren Anteil reifer, aktivierter DC oder die Verédnderungen
in Rezeptor- und Zytokinprofilen der DC bei Patienten mit MC oder CU (Rutella and
Locatelli 2011, Steinbach and Plevy 2014).

Zellen der adaptiven Immunantwort

Das adaptive Immunsystem besteht aus T- und B-Lymphozyten und naturlichen Killer
T-Zellen (NKT-Zellen). Diese bekdmpfen Pathogene hoch spezifisch und sind in der
Lage, ein immunologisches Gedachtnis auszubilden. Von besonderem Interesse im
Kontext von CED sind die Th-Zellen. Effektor-Th-Zellen lassen sich in Th1-, Th2- und
Th17-Zellen unterscheiden. Thi-Zellen sezernieren Interferon (IFN)-y, welches
zytotoxische T-Zellen und Makrophagen aktiviert und sich so vor allem gegen
intrazellulare Erreger richtet. Th2-Zellen produzieren IL-4, IL-5 und IL-13. Letzteres
steht im Verdacht die epitheliale Barrierefunktion zu stéren (Heller, Florian et al.
2005).

Zusatzlich scheint den erst 2005 erstmals beschriebenen Th17-Zellen (Langrish,

Chen et al. 2005) eine wichtige Funktion zuzukommen (Weaver, Elson et al. 2013).
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Diese produzieren unter anderem als hauptsachliche Effektor-Zytokine IL-17A und
IL-17F, welche wiederum an der Aktivierung von NF-kB- und MAPK-Signalwegen
beteiligt sind, eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung und Aktivierung von
Granulozyten spielen und in weiteren Zellen die Produktion von inflammatorischen
Mediatoren, wie IL-6, TNF-a, Stickoxiden oder Metalloproteasen, und verschiedenen
Chemokinen induzieren (Korn, Bettelli et al. 2009). Sowohl bei MC als auch bei CU
wurden eine starke Infiltration von Th17-Zellen sowie hohe Level an Th17-Zytokinen
im entzindeten Darmgewebe gefunden (Zenewicz, Antov et al. 2009). Bei CU
Patienten korrelierte die Hohe des von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes
(PBMC) sezernierten IL-17 mit der Schwere der Krankheit (Raza and Shata 2012)
und GWAS zeigten eine Assoziation von Polymorphismen verschiedener Th17-
bezogener Gene mit CED (Thompson and Lees 2011). Somit wurde zun&chst
angenommen, dass diese Zellen wesentlich zum Entziindungsgeschehen beitragen.
Doch es mehren sich auch Hinweise flur einen moglicherweise protektiven Effekt von
IL-17-Zytokinen. So entwickelten beispielsweise Mause unter IL-17-Entzug mittels
blockierendem Antikérper einen schwereren Verlauf einer experimentell
herbeigefihrten Kolitis (Ogawa, Andoh et al. 2004). Ein IL-17-neutralisierender
Antikorper, der bei verschiedenen entziindlichen Erkrankungen des Menschen
erfolgreich eingesetzt wird, fuhrte bei Patienten mit MC teilweise sogar eine
Verschlimmerung des Krankheitsverlaufs herbei (Hueber, Sands et al. 2012). Die
Rolle der Th17-Zellen bei der CED Entstehung bleibt somit weiterhin nicht eindeutig
geklart.

Von groBem Interesse in der CED Forschung sind auBerdem regulatorische T-Zellen.
Neben natlrlichen Treg aus dem Thymus kdnnen induzierte Treg auch im peripheren
Gewebe unter bestimmten Bedingungen entstehen. Aus einer naiven CD4"
Vorlaufer-T-Zelle entwickelt sich unter dem Einfluss von TGF-3 eine Treg durch die
Induktion des Transkriptionsfaktors ,forkhead box protein 3“ (Foxp3). Treg verhindern
eine Ubersteigerte Immunantwort vorwiegend uber die Ausschattung von IL-10 und
TGF-B sowie direkte Zell-Zell-Kontakte (Maloy, Salaun et al. 2003, Grossman,
Verbsky et al. 2004, Pandiyan, Zheng et al. 2007). In zahlreichen funktionellen
Studien am Mausmodell erwiesen sich Treg als protektiver Faktor bei intestinaler
Entziindung (Asseman, Fowler et al. 2000, Gad 2005). Sie wurden bei Patienten mit

CED simultan zu Darmentziindungen anderer Genese vermehrt vorgefunden und
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zeigten ex vivo verglichen mit Treg von gesunden Kontroll-Probanden die gleichen
suppressiven Eigenschaften (Mayne and Williams 2013). Somit scheint ein
intrinsischer Defekt der Treg als Ausléser von CED weniger in Frage zu kommen.
Doch offenbar ist ihre Wirkung auf entzindliche Effektor-Zellen bei CED nicht
ausreichend, um die Entzundungsreaktion zu verhindern. Die Beobachtung, dass
sich Foxp3™ Treg in Anwesenheit inflammatorischer Mediatoren, wie IL-6 und IL-23,
in Th17-Zellen umwandeln kénnen (Kitani and Xu 2008), gibt sogar Anlass zu
bedenken, ob die Rekrutierung von Foxp3* T-Zellen sogar negative Auswirkungen
auf die Entziindungsaktivitat haben kann. Dennoch liegt die Uberlegung nahe, sich
die immunmodulatorischen Eigenschaften der Treg therapeutisch zunutze zu

machen.

Zytokine und Chemokine

Zytokine beeinflussen maBgeblich Wachstum, Differenzierung, Aktivierung und
Funktion von Immunzellen und dirigieren somit die Richtung der Immunantwort.
Einige wichtige Zytokine, die bei der Entstehung von CED eine Rolle spielen, sollen
im Folgenden erlautert werden.

TNF-a wird vorwiegend von Monozyten und Makrophagen gebildet und bindet an
zwei verschiedene Rezeptoren, die in zahlreichen Zellen und Geweben
unterschiedlich exprimiert werden. Seine proinflammatorische Wirkung entfaltet es
unter anderem durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB und AP-1
(engl. activating protein-1). Sein Einfluss auf Endothelzellen bewirkt eine gesteigerte
Adhéasion und transendotheliale Migration von Leukozyten (Liu 2005, Bradley 2008,
Francescone, Hou et al. 2015). Der bereits erwahnte therapeutische Effekt der TNF-
a-Blockade bei CED und anderen entzindlichen Erkrankungen unterstreicht dessen
Rolle in der Krankheitsentstehung.

IL-6 wird ebenfalls von Monozyten und Makrophagen, aber auch T- und B-
Lymphozyten gebildet. Bei CED Patienten und in experimentellen Kolitis-Modellen
findet man hohe Konzentrationen von IL-6 in der intestinalen Lamina propria (Atreya,
Mudter et al. 2000, Kai, Takahashi et al. 2005). IL-6 bindet an einen ldslichen
Rezeptor und aktiviert APC und T-Zellen. Insbesondere tragt es dabei zur

Differenzierung inflammatorischer Th17-Zellen bei. (Francescone, Hou et al. 2015).
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Diese wiederum sezernieren IL-17, welches bereits im vorangehenden Abschnitt
behandelt wurde.

Die IL-12-Familie besteht aus den heterodimeren Zytokinen IL-12, IL-23, IL-27 und
IL-35. Wahrend IL-27 und IL-35 eher regulatorische Eigenschaften aufweisen, gelten
IL-12 und IL-23, welche die gemeinsame Untereinheit IL-12p40 teilen, als
entzindungsférdernde Zytokine. Sie werden vor allem von aktivierten APC wéahrend
der Antigenprasentation ausgeschuttet und férdern so die Entwicklung naiver T-
Zellen zu Zytokin-produzierenden Th-Zellen (Sun, He et al. 2015). Die IL-12-
induzierte Differenzierung von Th1-Zellen wird in die Entstehung zahlreicher
immunologisch vermittelter Erkrankungen impliziert (Balashov, Smith et al. 1997, el-
Shabrawi, Livir-Rallatos et al. 1998, Pope and Shahrara 2013). Ein humanisierter
Antikdrper gegen IL-12p40, Ustekinumab, wurde bereits in einer klinischen Studie

erfolgreich flr die Behandlung von MC getestet (Sandborn, Gasink et al. 2012).

Chemokine sind kleine Molekile, die die Lokalisierung von Immunzellen steuern.
Zellen, die den passenden Rezeptor tragen, wandern zum Ort der héchsten
Konzentration des Chemokins. Man teilt Chemokine anhand der Anordnung ihrer
Cystein-Reste-Struktur am N-terminalen Ende ihres kodierenden Gens in vier
Gruppen ein: die ,C“, ,CC*-, ,CXC*"- und die ,,CX3C“-Subfamilie (Rollins 1997). CC-
Chemokine sind insbesondere an der Rekrutierung von Lymphozyten und DC
beteiligt, wahrend CXC-Chemokine eher auf neutrophile Granulozyten und
Monozyten wirken (Papadakis and Targan 2000). Sowohl bei MC als auch bei CU ist
die mukosale Expression einer Vielzahl von Chemokinen erhéht, darunter CCL (CC-
motif Ligand) 2-5, CCL8, CXCL1-3, CXCL8 und CXCL10 (Fina and Pallone 2008).
Puleston et al. konnten eine besonders starke Hochregulierung der von ihnen
untersuchten Chemokine und Chemokin-Rezeptoren (CXCL1, CXCL3, CXCLS,
CCL20, CXCR1, CXCR2 und CCR6) bei CU im Vergleich zu MC feststellen
(Puleston, Cooper et al. 2005).

Besondere Aufmerksamekeit erféhrt in jingster Zeit das Chemokin CCL20 mit seinem
Rezeptor CCR®6, das eine wichtige Rolle bei der Lokalisierung dendritischer Zellen in
den Peyer-Plagues und damit der angeborenen Immunitdt gegenuber luminalen
Antigenen spielt (Kunkel, Campbell et al. 2003). Die Expression von CCL20 und
CCRE6 ist bei Patienten mit aktiver CED gesteigert (Skovdahl, Granlund et al. 2015).
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Zusatzlich wurde CCL20 vor kurzem als Suszeptibilitats-Gen fur CED identifiziert
(Liu, van Sommeren et al. 2015). Eine Blockierung der CCL20-CCR6-Achse schitzte
Mause vor chemisch induzierter Kolitis (Varona, Cadenas et al. 2003, Teramoto,
Miura et al. 2005) und wird daher auch als therapeutische Option flr Patienten mit
CED diskutiert.

Generell kénnen Chemokine sowohl inflammatorische als auch regulatorische
Effektor-Zellen an den Ort der Entziindung locken, weshalb die genaue Funktion

eines Chemokins immer im Kontext der jeweiligen Erkrankung zu ermitteln ist.
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1.3 Das Chemokin (C-C motif) Ligand 17 (CCL17)

1.3.1 Eigenschaften

1996 wurde CCL17 als im Thymus Kkonstitutiv exprimiertes und in PBMC
induzierbares Chemokin der CC-Familie erstmals unter dem Namen TARC (engl.
thymus and activation regulated chemokine) beschrieben (Imai, Yoshida et al. 1996).
Mittlerweile wurden im murinen System auch Makrophagen (Jakubzick, Wen et al.
2004, Achuthan, Cook et al. 2016), epidermale Langerhans-Zellen (LZ) (Xiao, Fujita
et al. 2003) und DC (Alferink, Lieberam et al. 2003) sowie beim Menschen
Keratinozyten (Komine, Kakinuma et al. 2005), Monozyten (Borriello, Longo et al.
2015, Achuthan, Cook et al. 2016), B-Zellen (Lin, Nonoyama et al. 2003) und DC
(Soumelis, Reche et al. 2002, Perros, Hoogsteden et al. 2009) als CCL17-
Produzenten identifiziert.

In DC wird CCL17 durch TNF-a und IFN-y induziert (Komine, Kakinuma et al. 2005),
wahrend murine LZ ihre Produktion von CCL17 unter IFN-y-Einfluss verringerten und
nach Stimulation mit TNF-a und IL-4 hochregulierten (Xiao, Fujita et al. 2003).
Weiterhin konnten Alferink et al. eine Induktion von CCL17 in DC mesenterialer
Lymphknoten nach Stimulation mit TLR-Liganden im Mausmodell in vivo zeigen
(Alferink, Lieberam et al. 2003). Als Stimuli fir die Produktion von CCL17 in humanen
DC wurden TSLP (engl. thymic stromal lymphopoietin), Histamin und Prostaglandin
E2 (Mcllroy, Caron et al. 2006) beschrieben. IL-4 und GM-CSF (engl. granulocyte
macrophage colony-stimulating factor) induzieren CCL17 in humanen Monozyten
(Borriello, Longo et al. 2015, Achuthan, Cook et al. 2016).

CCL17 und das strukturell eng verwandte CCL22, auch MDC (engl. macrophage
derived chemokine) genannt, binden an den gemeinsamen Rezeptor CCR4 (Imai,
Baba et al. 1997). CCR4 wir vorwiegend von Th2-Zellen (Sallusto, Lanzavecchia et
al. 1998), aber auch anderen T-Zellen (Imai, Yoshida et al. 1996, Lieberam and
Forster 1999), NK-Zellen (Inngjerdingen, Damaj et al. 2000), Makrophagen (Ness,
Ewing et al. 2006) und DC (Sallusto and Lanzavecchia 1999) exprimiert.

1.3.2 Rolle in verschiedenen Krankheitsgeschehen
Der CCL17-vermittelten Rekrutierung von CCR4" T-Zellen wird sowohl bei
entzindlichen Erkrankungen als auch bei malignen Neoplasien eine Rolle

zugeschrieben. Daran wird deutlich, dass CCL17 je nach Art der rekrutierten Zellen
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pro- oder antientziindliche Wirkung haben kann. Bei den entzindlichen Krankheiten
geht man von einem krankheitsférdernden Effekt durch die begulnstigte Migration
inflammatorischer Leukozyten aus, wahrend bei Krebserkrankungen eine vermehrte
Anziehung regulatorischer T-Zellen angenommen wird, welche eine effektive
Immunantwort gegen den Tumor unterdriicken. So konnte ein CCR4-Antikdrper in
der klinischen Erprobung eine Krankheitsstabilisierung bei einigen Patienten mit
fortgeschrittenem Lungen- oder Osophaguskarzinom herbeifiihren, einhergehend mit
der Verminderung von Foxp3* Treg und einer verstarkten Anti-Tumor-Immunreaktion
(Kurose, Ohue et al. 2015).

Patienten mit atopischer Dermatitis zeigten eine starke Expression von CCL17-
mRNA (engl. messenger ribonucleic acid) in ihren Hautldsionen, sowie erhdhte
Serumspiegel von CCL17, welche mit der Krankheitsaktivitat korrelierten (Saeki and
Tamaki 2006, Kataoka 2014). Zudem gibt es Hinweise fur die krankheitsauslésende
Rekrutierung von CCR4" Th2-Zellen durch CCL17 (Vestergaard, Bang et al. 2000,
Nakatani, Kaburagi et al. 2001).

Auch bei allergischem Asthma zeigten sich hohe Level an CCL17 in den Atemwegen
sowie im Blut (Berin 2002, Sekiya, Yamada et al. 2002). Perros et al. konnten in
einem humanisierten Asthma-Modell die Aufhebung der Effekte eines experimentell
herbeigefliihrten Asthmas durch einen blockierenden CCR4-Antikdérper demonstrieren
und identifizierten weiterhin DC als Hauptquelle fir CCL17 (Perros, Hoogsteden et al.
2009).

Daruberhinaus wurde CCL17 bei einer Vielzahl weiterer allergischer bzw.
immunologisch vermittelter Erkrankungen als potentieller Faktor in der Pathogenese
identifiziert, darunter bei allergischer Rhinitis (Terada, Nomura et al. 2001),
systemischem Lupus erythematodes (Okamoto, Koizumi et al. 2003), bullésem
Pemphigoid (Saeki and Tamaki 2006), rheumatoider Arthritis (Moret, Hack et al.
2013), eosinophiler Pneumonie (Katoh, Fukushima et al. 2003), Lungenfibrose
(Belperio, Dy et al. 2004) und auch Atherosklerose (Weber, Meiler et al. 2011).

1.3.3 CCL17 in der Pathogenese intestinaler Entziindungen
Die Datenlage zur Expression von CCL17 bei intestinalen Entziindungen beim
Menschen ist begrenzt. Autschbach et al. konnten eine verstarkte mRNA-Expression

von CCL17 im entzindeten Darm von Patienten mit MC und CU nachweisen
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(Autschbach, Giese et al. 2002). Eine Induktion gegenuber gesundem Gewebe
konnte auch bei Darmentziindungen anderer Genese gezeigt werden, war jedoch
geringer als bei den Patienten mit CED. Demgegeniber steht jeweils eine
Publikation, die eine gesteigerte CCL17-mRNA-Expression entweder nur bei CU
(Christophi, Rong et al. 2012) oder nur bei MC (Jugde, Alizadeh et al. 2001)
nachweisen konnte.

Ausfihrlichere Daten liefern experimentelle Befunde aus Mausmodellen. Es
existieren verschiedene Methoden, um bei Mausen eine experimentelle Kolitis zu
erzeugen. Dazu gehdren die orale Applikation von Dextran-Sodium-Sulfat (DSS), der
Transfer von T-Zellen in immundefiziente (T- und B-Zell-freie) Mause, der genetische
Knockout von IL-10 und die Induktion der intestinalen Entziindung durch genetische
Modifikation der TNF-a-mRNA mit gesteigerter TNF-a-Translation. In diesen
Modellen wurde eine gesteigerte CCL17-Expression im entziindeten Darm
beobachtet (Scheerens, Hessel et al. 2001, Viejo-Borbolla, Martin et al. 2010,
Heiseke, Faul et al. 2012). Im Fall der T-Zell-Transfer-Kolitis konnte ein Ruckgang
der Induktion von CCL17 durch den Transfer von CD4"CD25" T-Zellen, welche als
Treg gelten, demonstriert werden (Kristensen, Brudzewsky et al. 2006).

Heiseke et al. zeigten anhand einer CCL17-Reporter-Maus eine Induktion von CCL17
in DC durch experimentell herbeigefliihrte Kolitis und beobachteten weiterhin, dass
CCL17-defiziente Mause sowohl im DSS- als auch im T-Zell-Transfer-Modell eine
deutlich mildere Kolitis entwickelten als Wildtyp-Mause (Heiseke, Faul et al. 2012).
Diese Beobachtung ging mit einer niedrigeren Induktion proinflammatorischer
Zytokine bei den Ccl17-Knockout-Mausen einher. Interessanterweise konnte der
protektive Effekt durch den Transfer von T-Zellen, denen der CCL17-Rezeptor CCR4
fehlte, in CCL17-kompetente Mause nicht erreicht werden. Ein Ccr4-Knockout der
lymphopenen Empfangermaus jedoch schutzte vor Kolitis durch den Transfer von
Wildtyp-T-Zellen. Diese Entdeckung lasst vermuten, dass weniger die CCR4-
vermittelte Rekrutierung von T-Zellen durch CCL17 als vielmehr ein CCR4-
vermittelter Effekt auf Zellen des angeborenen Immunsystems die entzindliche
Wirkung von CCL17 in diesem Modell erklart. Diese These wird von der
Beobachtung gestitzt, dass DC von CCL17-defizienten Mausen in vitro geringere
Mengen an Zytokinen produzierten. Weiterhin war CCL17 in der Lage, CCL17-

defiziente DC in Anwesenheit von TLR-Liganden zur Produktion von IL-12
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anzuregen. Daraus ergibt sich die Hypothese, dass CCL17 einen direkten auto- bzw.
parakrinen Einfluss auf DC besitzt und dadurch inflammatorische Signalwege

verstarkt.
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1.4 Ausgangspunkt und Ziele der Arbeit

Die weltweite Inzidenz der CED steigt. Bei vielen Patienten flhren die verfligbaren
Therapieoptionen nicht zu ausreichend zufriedenstellenden Ergebnissen. Das rasant
wachsende Feld der zielgerichteten Immuntherapie bietet vielversprechende
Behandlungsansatze fur eine Vielzahl von Krankheiten. So ist es auch ein wichtiges
Anliegen der CED Forschung, Zielstrukturen fir neue Therapiemdglichkeiten zu
identifizieren. Dem Chemokin CCL17 wird bei vielen immunvermittelten
entzindlichen Erkrankungen eine Rolle in der Pathogenese zugeschrieben. Wahrend
uber die Funktion von CCL17 bei der Entstehung von CED im humanen System noch
wenig bekannt ist, liefern Tiermodelle nicht nur Hinweise fir die inflammatorische
Wirkung von CCL17 bei intestinalen Entziindungszustéanden, sondern zeigen auch
einen positiven Effekt der experimentellen Blockade von CCL17 auf den

Krankheitsverlauf.

Ziel dieser Arbeit ist daher die Untersuchung der Expression von CCL17 bei CED
Patienten im Hinblick auf eine Mdgliche Funktion von CCL17 in der Pathogenese der
CED beim Menschen.

Dazu wurde als erster Schritt die Expression von CCL17 auf mRNA-Ebene bei
Patienten mit MC und CU im entziindeten und nicht entziindeten Darmgewebe
untersucht sowie die CCL17-Konzentration im Blut bestimmt und mit den Werten bei

gesunden Probanden verglichen.
Um weiterhin zu klaren, welche Zellen im menschlichen Darm CCL17 produzieren,
wurden einzelne Zellpopulationen der intestinalen Mukosa der Probanden hinsichtlich

der Expression von CCL17 auf Protein- und mRNA-Ebene auf CCL17 untersucht.

Zur ndheren Untersuchung der mdglichen Funktion von CCL17 im Kontext der

Darmentziindung wurde die Wirkung von CCL17 auf humane DC in vitro betrachtet.

22



Patienten, Material und Methoden

2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

Bei den Personen, die fir die vorliegende Forschungsarbeit Gewebe oder Blut
spendeten, handelt es sich um erwachsene Patienten, die sich am Klinikum Rechts
der Isar, Mdnchen, entweder einer endoskopischen Untersuchung durch die Il.
Medizinische Klinik oder einem operativen Eingriff durch die Chirurgische Klinik
unterzogen.

Alle Patienten gaben nach ausfihrlicher Aufklarung ihr schriftliches Einverstéandnis
far die Entnahme von Gewebe sowie die Erhebung und Speicherung von Daten
anhand dieses Materials. Die Studie wurde von der Ethikkomission der Fakultat fur
Medizin der Technischen Universitat Minchen genehmigt (Genehmigungsnummern:
5680/13 und 5738/13).

2.1.1 Patientenkollektiv
Insgesamt wurden 102 Personen im Zeitraum von Oktober 2012 bis November 2014
in die Gewebesammlung einbezogen, davon 51 Patienten mit MC, 28 Patienten mit

CU und 23 Patienten, die nicht an CED litten, als gesunde Kontrollgruppe.

EMC, m
B MC, w
OCU, m
E1CU, w
Hl Kontrollgruppe, m
B Kontrollgruppe, w

Gesamt =102

Abb. 1. Patientenkollektiv.
Anzahl der eingeschlossenen Patienten und Zusammensetzung der Entitaten und
Geschlechter.
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Es wurden nur Patienten mit der Behandlungsdiagnose MC oder CU ausgewahlt, bei
denen der endoskopische Befunde, die histopathologische Untersuchung und die
klinische Einschatzung durch einen Facharzt fir Gastroenterologie keinen Zweifel an
der Diagnose ergaben. Patienten mit nicht-klassifizierter Kolitis (Colitis indeterminata)
wurden ausgeschlossen. In die Kontrollgruppe wurden Patienten eingeschlossen, die
sich entweder einer Vorsorge-Koloskopie unterzogen (12 Patienten) oder einer
Operation, bei der gesundes Darmgewebe gewonnen werden konnte (11 Patienten).
Konkret handelte es sich bei diesen Operationen um 7 Stomarickverlagerungen bei
maligner Grunderkrankung und 4 Kolon-Teilresektionen bei kolorektalen Neoplasien
(1 Adenom, 3 Karzinome).

In der Gruppe der MC Patienten waren 23 Manner und 28 Frauen zwischen 18 und
75 Jahren. Das durchschnittliche Alter (Mittelwert) lag bei 36,7 Jahren und die
Erkrankungsdauer reichte von 1 Monat bis zu 34 Jahren bei einem Durchschnitt von
10,9 Jahren. Bei 3 Patienten war die Erkrankungsdauer nicht eruierbar.

Die Gruppe der CU Patienten bestand aus 20 Mannern und 8 Frauen im Alter von 22
bis 79 Jahren bei einem Altersdurchschnitt von 39,3 Jahren. Die Erkrankungsdauer
lag zwischen 2 Monaten und 32 Jahren, im Mittel 8,9 Jahre.

Die Kontrollgruppe bildeten 13 Méanner und 10 Frauen zwischen 32 und 83 Jahren.

Der Altersdurchschnitt lag hier bei 56,1 Jahren.
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Abb. 2. Alter (A) und Erkrankungsdauer (B) der Patienten.
Jeder Punkt reprasentiert ein Idividuum, ein Balken signalisiert den Mittelwert.

Die meisten der MC und CU Patienten standen unter CED-spezifischer Therapie.
Abb. 3 gibt einen Uberblick liber die Therapeutika, die dabei zum Einsatz kamen.
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Morbus Crohn Colitis ulcerosa

Keine Medikamente

5-Aminosalicylsaure

Immunsuppression*

Topische Steroide

Systemische Steroide
TNF-a-Antikérper

B N0 O OB O

Sonstige™

Abb. 3. Medikamentése Therapie der CED Patienten.

(A) Patienten mit MC; *als Immunsuppressiva kamen Azathioprin/6-Mercaptopurin (6-MP)
(21 Patienten) und Cyclophosphamid (1 Patient) zum Einsatz. (B) Patienten mit CU;
*Immunsuppressiva: Azathioprin/6-MP (7 Patienten), Cyclosporin (2 Patienten), Tacrolimus
(2 Patienten), **Sonstige Medikamente: Mutaflor®, Sojagranulat (je 1 Patient)

23 MC Patienten wurden mit einem einzigen Wirkstoff behandelt, 17 standen unter
einer Kombinationstherapie. In der CU Gruppe erhielten 11 Patienten eine
Monotherapie, 14 Patienten wurden mit mehr als einem Medikament gleichzeitig
behandelt.

Weiterhin spendeten 61 Probanden Blut fur die serologische Untersuchung. Dabei
handelte es sich um 16 MC Patienten, davon 8 in Remission und 8 mit aktiver
Erkrankung, 19 CU Patienten, 8 in Remission und 11 mit Krankheitsaktivitat, und 26
gesunde Personen. Diese Spender sind teilweise identisch mit den

Gewebespendern.

2.1.2 Probengewinnung

Bei MC Patienten wurde sowohl Dickdarm als auch Dinndarm untersucht, bei
Patienten mit CU beschrankte sich die Probenentnahme auf den Dickdarm. Es
wurden Proben aus entzindeten und aus nicht entzindeten Darmabschnitten

entnommen. Wiesen Patienten gleichzeitig entziindete und nicht entziindete Areale
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auf, so wurden von beiden Stellen Proben entnommen. Somit wurden von MC
Patienten von bis zu 4 verschiedenen Stellen Biopsien gewonnen, von CU Patienten
wurden bis zu 2 unterschiedliche Gewebeproben genommen.

Die Einteilung in entzindetes oder nicht entziindetes Gewebe erfolgte nach
makroskopischen Aspekten und wurde durch den endoskopierenden Arzt oder den
das Operationspraparat sichtenden Pathologen vorgenommen.

Abb. 4 gibt einen Uberblick lber die Art der Probengewinnung in den jeweiligen

Kategorien.
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Abb. 4. Anzahl der Proben in den einzelnen Kategorien und Art der Probengewinnung.
Von einem Spender stammen ein bis vier Einzelproben.

Endoskopie

Bei der endoskopischen Probengewinnung wurden jeweils wenige Millimeter groB3e
Mukosafragmente mit einer Probenexzisions-Zange abgetragen und in sterile, auf 4
°C vorgekuhlte PBS (engl. phosphate buffered saline)-Lésung Uberfuhrt. Hatte die
Zange zuvor aufgrund der Probenentnahme fir die pathologische Diagnostik Kontakt
zu Formalin-Lésung, wurde sie vorher in sauberer PBS-Lésung gespllt. Das Gewebe
wurde unmittelbar nach der letzten Probenentnahme auf Eis ins Labor transportiert

und weiterverarbeitet.
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Operationen

Von den Operations-Praparaten wurden moglichst unmittelbar nach Resektion
Gewebestlicke abgetrennt und in sterile, auf 4 °C vorgekuhlte PBS-L&sung
Ubertragen. Die Entnahme von gesundem Kontroll-Gewebe erfolgte dabei mdéglichst
nahe des Resektionsrandes und weit entfernt vom Tumor oder dem potentiell
gereizten oder regenerativ veranderten Stomarand.

Nach Abwaschen des Mukus vom Praparat wurde die Mukosa abprépariert und

unmittelbar weiterverarbeitet.

Blutentnahme und Serumgewinnung

Die vendse Blutentnahme erfolgte aus einer zum Zweck der Sedierung gelegten
Venenverweilkanile vor der endoskopischen Untersuchung oder im Rahmen der
klinischen Diagnostik. Dazu wurden Serum-Gel Monovetten von Sarstedt
(Numbrecht, D) verwendet. Diese wurden nach der Blutentnahme mindestens 30 min
zur Gerinnung stehen gelassen. Dann erfolgte die Zentrifugation 10 min lang bei
3000 g und Raumtemperatur. AnschlieBend wurde das Serum abpipettiert und bis
zur Analyse bei -80 °C eingefroren.

Vor der Analyse wurde unterschieden, ob sich der Spender des Serums aktuell in
Remission oder in einem aktiven Stadium seiner Erkrankung befand. Kriterien far
Remission waren dabei klinische Beschwerdefreiheit und unauffalliger
endoskopischer Befund. Als aktiv wurde die Erkrankung klassifiziert, wenn klinische
Beschwerden und eine in der Endoskopie sichtbare Entzindung vorlagen. War das
Ergebnis der endoskopischen Untersuchung nicht im Einklang mit der Klinik, wurde

das Serum des Patienten nicht in die Analyse einbezogen.
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2.2 Material
2.2.1 Reagenzien, Enzyme und Lésungen

Molekularbiologische Methoden

Bezeichnung Hersteller/Bezugsquelle
2-Propanol Merck (Darmstadt, D)

5x FS Buffer Invitrogen (Karlsruhe, D)
Chloroform Merck (Darmstadt, D)

dNTP mix Promega (Mannheim, D)

DTTO,1 M Invitrogen (Karlsruhe, D)

Ethanol, absolut Merck (Darmstadt, D)

H>O ultra pure DNAse/RNAse frei Invitrogen (Karlsruhe, D)

Oligo (dT)1s Promega (Mannheim, D)

RiboLock RNAse Inhibitor Thermo Scientific (Braunschweig, D)
RNeasy Mini Kit Qiagen (Hilden, D)

SuperScript Il reverse Transcriptase Invitrogen (Karlsruhe, D)

TagMan Real-Time PCR Master Mix Applied Biosystems (Darmstadt, D)
TRIzol reagent Invitrogen (Karlsruhe, D)

Zellisolation und Zellkultur

Bezeichnung Hersteller/Bezugsquelle

Biocoll-Trennlésung (1,077 g/ml, isotonisch) Biochrom (Berlin, D)

CCL17, rekombinant, human R&D Systems (Wiesbaden, D)
Collagenase D Roche (Mannheim, D)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich (Seelze, D)
DNAse | Roche (Mannheim, D)

EDTA (0,5 M, pH 8,0) Invitrogen (Karlsruhe,D)

Fetal calf serum (FCS) PAN-Biotech (Aidenbach, D)
Glutamax-1 (100x) Gibco (Karlsruhe, D)
GM-CSF, rekombinant, human PeproTech (Hamburg, D)
Golgi-Plug BD Bioscience (Heidelberg, D)
Golgi-Stop BD Bioscience (Heidelberg, D)
IL-4, rekombinant, human PeproTech (Hamburg, D)
Lipopolysaccarid aus E. coli 0111:B4 (LPS) Sigma-Aldrich (Seelze, D)
B-Mercaptoethanol (14,3 M) Sigma-Aldrich (Seelze, D)
Non-essential Amino Acids (NEAA, 100x) PAA (Pasching, A)

PBS (ohne Ca und Mg) Gibco (Karlsruhe, D)
Penicillin-Streptomycin PAA (Pasching, A)

Red Blood Cell Lysing Buffer Sigma-Aldrich (Seelze, D)
RPMI 1640 Gibco (Karlsruhe, D)

RPMI 1640 Promocell (Heidelberg, D)
Sodium Pyruvat PAA (Pasching, A)
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Durchflusszytometrie / fluorescence-activated cell sorting (FACS)

Bezeichnung Hersteller/Bezugsquelle

10x Permeabilization Buffer eBioscience (Frankfurt am Main, D)
FcR Blocking Reagent, human Miltenyi (Bergisch Gladbach, D)
Fixable viability dye, eFluor 450 eBioscience (Frankfurt am Main, D)
Fixation/Permeabilization Concentrate eBioscience (Frankfurt am Main, D)
Fixation/Permeabilization Diluent eBioscience (Frankfurt am Main, D)
Propidiumiodid Sigma-Aldrich (Seelze, D)

Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Bezeichnung Hersteller/Bezugsquelle

Bovines Serum Albumin (BSA, Fraktion V)  Serva (Heidelberg, D)

Color Reagent A (H205) R&D Systems (Wiesbaden, D)
Color Reagent B (Tetramethylbezidin) R&D Systems (Wiesbaden, D)
HoSOy4, 2N Roth (Karlsruhe, D)

Normal Goat Serum Dianova (Hamburg, D)
Streptavidin-HRP R&D Systems (Wiesbaden, D)
Tween-20 Sigma-Aldrich (Seelze, D)
2.2.2 Primer

Fir die quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreation (qRT-PCR)
wurden folgende TagMan Real-Time PCR Assays von Applied Biosystems

(Darmstadt, D) verwendet:

Ziel-Gen Context Sequence Assay ID

CCL17 5’-ACA TCC ACG CAG CTC GAG GGA CCA A-3° Hs00171074_m1
CCL22 5’-AAC TGA GGC AGG CCC CTA CGG CGC C-3° Hs01574247_m1
Foxp3 5-GGC TTC ATC TGT GGC ATC ATC CGA C-3 Hs01085834_m1
HPRT1 5'-GGA CTA ATT ATG GAC AGG ACT GAAC-3°  Hs02800695_m1
IL-17A 5-GAA TCT CCA CCG CAATGA GGACCCT-3° Hs00174383_m1

Alle beinhalteten Probes waren Exon-ubergreifend und detektierten somit keine

genomische DNA.
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2.2.3 Antikorper und Protein-Standars

Durchflusszytometrie / fluorescence-activated cell sorting (FACS)

Antigen, Fluorochrom Spezies-Isotyp Klon-Nr. Hersteller/Bezugsquelle
CCL17, PE Maus, 1gG1 54015 R&D Systems
CDS3, FITC Maus, 1gG1, K SK7 eBioscience
CD11c, APC Maus, IgG1, K 3.9 BioLegend
CD11c, PerCp-Cy5.5 Maus, IgG1, K 3.9 BioLegend
CD14, PE-Cy7 Maus, IgG2a, M5E2 BioLegend
CD14, PE-Vio 770 Maus, IgG2a TUK4 Miltenyi Biotec
CD19, FITC Maus, IgG1, K HIB19 BioLegend
CD20, FITC Maus, 1gG2b, 2H7 eBioscience
CD45, AF 700 Maus, IgG1, K HI30 BioLegend
CD45, APC Maus, IgG1, K HI30 BioLegend
CD56, FITC Maus, IgG2a, MEM-188  BiolLegend
CD64, AF 647 Maus, IgG1, K 10.1 BioLegend
CDé64, BV 421 Maus, IgG1, K 10.1 BioLegend
CD83, AF 647 Maus, IgG1, K HB15e BioLegend
CD86, BV 421 Maus, 1gG2b, K IT2.2 BioLegend
HLA-DR, BV 605 Maus, IgG2a, k L243 BioLegend
HLA-DR, PE Maus, IgG2a, L243 BioLegend
Isotypen-Kontrolle, PE ~ Maus, IgG1 11711 R&D Systems

Die Antikérper wurden von BioLegend (London, UK), eBioscience (Frankfurt, D),
Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, D) und R&D Systems (Wiesbaden, D) bezogen.

Enzymel linked immunosorbent assay (ELISA)

Antikorper/Protein Spezies-Isotyp/Ursprung Funktion
CCL17

Anti-CCL17, human Maus, IgG1, monoklonal Capture
Anti-CCL17, human, biotinyliert ~Ziege, IgG, polyklonal Detection
CCL17, rekombinant, human E. coli Standard
IL-6

Anti-IL-6, human Maus, IgG1, monoklonal Capture
Anti-IL-6, human, biotinyliert Ziege, lgG, polyklonal Detection
IL-6, rekombinant, human E. coli Standard
IL-12p40

Anti-IL-12p40, human Maus, IgG1, monoklonal Capture
Anti-IL-12p40, human, biotinyliert Ziege, 1gG, polyklonal Detection
IL-12p40, rekombinant, human  Sf 21 (Baclovirus) Standard
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Antikdrper/Protein Spezies-Isotyp/Ursprung Funktion
TNF-a

Anti-TNF-a, human Maus, IgG1, monoklonal Capture
Anti-TNF-a, human, biotinyliert  Ziege, 1gG, polyklonal Detection
TNF-a, rekombinant, human E. coli Standard

Alle ELISA-Antikérper und Protein-Standards wurden als DuoSets von R&D Systems
(Wiesbaden, D) bezogen.

Magnetic Cell Separation (MACS)

Antigen, Konjugat Spezies-Isotyp Klon-Nr. Hersteller/Bezugsquelle
CD14, MicroBeads Maus, lgG2a k.A. Miltenyi Biotec (Bergisch
Gladbach, D)

2.2.4 Puffer und Medien

DC-Vollmedium RPMI 1640 (Promocell)
10 % (v/v) FCS
1 % (v/v) Glutamax-I
1 % (v/v) NEAA
1 % (v/v) Penicillin/Sterptomycin
1 % (v/v) Sodium Pyruvat
0,05 mM B-Mercaptoethanol

<

Einfrier-Medium FCS
10 % (v/v) DMSO

ELISA Blockpuffer PBS
1 % (w/v) BSA
pH: 7,2-7,4

ELISA Reagent Diluent PBS
1 % (w/v) BSA
pH: 7,2-7,4

ELISA Waschpuffer PBS
0,05 % (v/v) Tween-20
pH: 7,2-7,4

FACS-Puffer (Kulturzellen) PBS
2 % (viv) FCS
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FACS-Puffer (Darmzellen) PBS
2 % (viv) FCS
2 mM EDTA

MACS-Puffer PBS

2 % (viv) FCS
2 mM EDTA
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2.3 Methoden

2.3.1 Molekularbiologische Methoden

RNA-Isolation aus Gewebe und Zellen

Um die Expression der Gene fur CCL17, CCL22, Foxp3 und IL-17A auf mRNA-
Ebene zu untersuchen, wurde sowohl aus frisch gewonnenem Mukosa-Gewebe als
auch aus einzelnen Zellpopulationen, die aus diesem Gewebe separiert wurden,
Gesamt-RNA isoliert.

Zur RNA-Gewinnung aus Mukosa-Fragmenten wurden 2-10 mm? des Gewebes in
0,5 ml TRIzol aufgenommen, in flissigem Stickstoff schockgefroren und mechanisch
homogenisiert. Die RNA-Isolation erfolgte gemaB Protokoll des Herstellers.
Zusammengefasst wurde die Probe nach einer Inkubationszeit von 10 min bei
Raumtemperatur (RT) zur Zersetzung der Zellmembranen und Freisetzung des
Zellinhaltes mit 100 ul Chloroform versetzt, kraftig geschuttelt, 3 min bei RT inkubiert
und 15 min bei 4 °C und 11000 g zentrifugiert, um eine Auftrennung des Gemisches
in eine die RNA enthaltende, wassrige obere Phase, eine Interphase und eine DNA
und Proteine enthaltende, organische untere Phase zu erreichen. Die wassrige
Phase wurde abgenommen und zum Ausfallen der RNA mit 250 ul 2-Propanol
gemischt. Nach 10 min Inkubationszeit wurde erneut bei 4 °C und 11000 g 10 min
lang zentrifugiert und anschlieBend das gebildete Pellet mit 75 % Ethanol
gewaschen. Zur vollstdndigen Entfernung des Ethanols wurde das Pellet 5 min
luftgetrocknet. SchlieBlich wurde die RNA, je nach GréBe des entstandenen Pellets,
in 20 - 60 ul RNAse-freiem Wasser gel6ést. Dazu wurde die Probe fir 5 min auf 55 °C
erhitzt.

Die RNA-Isolation aus gesorteten Zellen erfolgte ebenfalls nach der auf Trizol und
Chloroform basierenden Methode, allerdings wurde die Aufreinigung der RNA aus
der wassrigen Phase mittels Spinsaulen aus dem RNeasy Kit von Qiagen (Hilden, D)
vorgenommen. Das Vorgehen wurde an ein Protokoll von A. Untergasser
(Untergasser 2008) angelehnt:

Die Zellen wurden in 250 ul Trizol aufgenommen und nach 5 min Inkubation mit 50 pl
Chloroform vermischt. Die nachsten Schritte entsprachen dem oben beschriebenen
Vorgehen. Nach abnehmen der wassrigen Phase wurde diese mit 150 pl 70 %
Ethanol versetzt, auf die Separations-Saule Ubertragen und bei 8000 g fir 15 sec

zentrifugiert. Nacheinander wurde die Saule mit 700 pl ,RW1“-Puffer und zwei mal
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mit 500 ul ,RPE“-Puffer gespult. Dazwischen wurde jeweils bei 8000 g zentrifugiert,
15 sec lang nach den ersten beiden Schritten, 2 min lang nach dem dritten Schritt.
Um die Saule zu trocknen, wurde sie bei maximaler Geschwindigkeit 2 min lang
zentrifugiert. Durch Aufbringen von 30 ul RNAse-freiem Wasser auf die Membran der
Séule wurde die RNA aus der Saule geldst und die Losung nach einer einmindtigen
Inkubationszeit durch 1 min Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit in ein
Auffanggefal3 abgetrennt.

Der RNA-Gehalt wurde photometrisch an einem NanoDrop 2000C Spektrometer von
Thermo Scientific (Braunschweig, D) bestimmt und Zeichen der Degradation in der

Absorptionskurve ausgeschlossen.

Reverse Transkription

Fir die Synthese von komplementarer Desoxyribonukleinsdure (cDNA) aus RNA
wurden 2 ug Gesamt-RNA in 11 ul RNAse-freiem Wasser eingesetzt. Standen diese
aufgrund zu geringer Mengen des Ausgangsmaterials nicht zur Verfigung, wurden
11 ul der in Wasser geldsten RNA in hochstmdglicher Konzentration eingesetzt.

Nach Zugabe von je einem pl Oligo(dT)1s und dNTP Mix wurde die RNA-L&sung flr 5
min in einem C1000 Thermal Cycler von BioRad (Minchen, D) auf 65 °C erhitzt.
AnschlieBend wurde die Mischung auf 4 °C abgekuhlt und nach 1 min Inkubation mit
4 pl 5x First-Strand Puffer, 1 ul 0,1 M DTT, 1 pl Ribolock und 1 ul SuperScript Il RT
versetzt. Die reverse Transkription fand im Cycler bei 50 °C fir 60 min statt. Um die
reverse Transkriptase zu inaktivieren wurde die Temeratur abschlieBend flr 15 min
auf 70 °C erhéht. Das Produkt wurde mit 100 pl RNAse-freiem Wasser verdinnt und
bei -20 °C aufbewahrt. Wurden weniger als 2 ng Gesamt-RNA eingesetzt und war

die zu erwartende Menge an cDNA sehr gering, wurde sie lediglich 1:1 verdunnt.

Quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR)

Die qRT-PCR wurde eingesetzt, um die Genexpression von CCL17, CCL22, Foxp3
und IL-17A  in der Gesamt-Mukosa und in einzelnen mukosalen
Leukozytenpolulationen zu bestimmen.

In einem 20 ul Reaktionsansatz wurden 10 pl TagMan Real-Time PCR Master Mix, 1
pl TagMan Sonde und 9 ul cDNA-Lésung eingesetzt. Alle eingesetzten Sonden

waren Exon-Ubergreifend und detektierten somit keine genomische DNA.
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Die Durchfuhrung erfolgte mit 40 Zyklen an einem StepOnePlus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Darmstadt, D).

In einigen wenigen Proben konnte keine cDNA des jeweiligen Zielgens bestimmt
werden. Diese Ergebnisse gingen nicht in die Auswertung mit ein und sind auch in
der Statistik nicht bericksichtigt. Eine Ausnahme bilden hier die Ergebnisse der
mittels FACS sortierten Leukozytenpopulationen. Wie in diesem Fall bei nicht
detektierbarem Zielgen vorgegangen wurde, wird im Ergebnisteil erlautert.

Die Auswertung erfolgte mit der 2"22“-Methode (Livak and Schmittgen 2001). Dabei
handelt es sich um eine Form der relativen Quantifizierung. So wird die Expression
des Zielgenes zunachst in Relation zu einer endogenen Kontrolle gesetzt. In diesem
Fall diente dazu das Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 1 (HPRTT)
Gen. Durch Subtraktion des ,cycle threshold“ Wertes (Ct-Wert) fir HPRT1 vom Ct-
Wert des Zielgenes erhélt man den ACt-Wert. Bildet man die Differenz aus den ACt-
Werten zweier Proben (ACt; - ACt,) und wendet auf den so entstandenen AACt-Wert
die Formel 222 an, so sagt das Ergebnis dieser Rechnung aus, um welchen Faktor
die Expression des Zielgenes in Probe 1 gegenlber Probe 2 erhoht ist. Ist das Gen
in Probe 1 schwéacher exprimiert als in Probe 2, erhalt man dementsprechend einen
Wert kleiner 1.

Ublicherweise wird nun auf diese Art und Weise die Genexpression in einer
spezifisch behandelten Probe mit der einer unbehandelten Kontrolle verglichen.

In der vorliegenden Arbeit wurde folgendermaBen verfahren: Die ACt-Werte aller zu
untersuchenden Proben wurden auf den jeweiligen ACt-Wert eines immer gleichen
Kalibrators bezogen. Der Grund fir dieses Vorgehen liegt darin, dass mehrere
separate qRT-PCR-Durchlaufe nétig waren, um alle Proben auf die vier untersuchten
Zielgene hin zu analysieren. Da eine geringe Varianz in der Replikationseffizienz
zwischen einzelnen Durchlaufen nicht zu vermeiden ist, kdbnnen ACt-Werte aus
unterschiedlichen Ansatzen nicht ohne Weiteres miteinander verglichen werden. Der
hier verwendete Kalibrator dient als Eich-Gr6Be, da er in jedem qRT-PCR-Ansatz fir
alle detektierten Gene neu pipettiert wurde. Die ACt-Werte aus unterschiedlichen
Durchgéngen sind somit miteinander vergleichbar, sofern sie auf den jeweiligen ACt-
Wert des Kalibrators bezogen werden. Die Ergebnisse werden als relative RNA-
Expression angegeben. Diese besagt, um welchen Faktor die Expression gegenuber

dem Kalibrator gesteigert ist.
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Als Kalibrator diente cDNA, die aus der Kolonmukosa eines gesunden Probanden
gewonnen wurde. Diese wurde nach der Synthese aliquotiert und bei -20 °C
aufbewahrt. Flr jeden Ansatz wurde ein frisches Aliquot verwendet, um wiederholtes
Einfrieren und Auftauen zu vermeiden.

Die Expression der untersuchten Gene in der als Kalibrator verwendeten Probe liegt
nahe an der durchschnittlichen Expression dieser Gene in gesunden Kontrollen. Dies
ist zwar nicht unbedingt notwendig, um die auf den Kalibrator bezogenen Proben
miteinander vergleichen zu kbnnen, erleichtert jedoch die intuitive Interpretation der
Ergebnisse.

Die Anwendung der hier beschriebenen Quantifizierungsmethode ist nur zuléssig,
wenn die Amplifikationseffizienz der gRT-PCR fir das Zielgen und das interne
Kontrollgen vergleichbar ist. Um dies fur die hier untersuchten Gene nachzuweisen,
wurde eine Verdinnungsreihe angefertigt und mit Hilfe der zu den jeweiligen Genen
zugehdrigen linearen Regressionsgeraden die Amplifikationseffizienz E bestimmt
(Rasmussen 2001). cDNA einer Probe aus Kolonmukosa wurde finfmal im
Verhéltnis 1:5 verdinnt. Fur die 6 verschiedenen Konzentrationen wurde die qRT-
PCR wie oben beschrieben fir HPRT1, CCL17, CCL22, Foxp3 und IL-17A
durchgefuhrt. Der gesamte Ansatz wurde in Duplikaten ausgefihrt. AnschlieBend
erfolgte die Auftragung der Ct-Mittelwerte gegen die Konzentration, wie in Abb. 5
gezeigt.

Zur Berechnung der Amplifikationseffizienz wurde die Formel E=10%(-1/Steigung)
verwendet. Die Steigung der linearen Regressionsgeraden wurde mit Hilfe der
GraphPad Prism Software (La Jolla, USA) ermittelt.

Mit einer Amplifikationseffizienz zwischen 1,80 und 1,84 lagen die Zielgene

ausreichend nahe an der internen Kontrolle, die eine Effizienz von 1,85 aufwies.
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Abb. 5. Amplifikationseffizienzen (E) der gRT-PCR.
Y-Achse: Ct-Wert; X-Achse: Log10 der Konzentration. Weiterhin wird die lineare
Regressionsgerade mit zugehoériger Gleichung gezeigt.

2.3.2 Durchflusszytometrie / fluorescence-activated cell sorting (FACS)

In dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie sowohl zur Analyse als auch zur
Separierung einzelner Zellpopulationen eingesetzt. Da sich der Begriff FACS im
allgemeinen Sprachgebrauch auch fir die reine durchflusszytometrische Analyse
durchgesetzt hat, werden die Begriffe auch hier synonym verwendet. Auf eine

Sortierung von Zellen mittels FACS wird explizit hingewiesen.
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Die Durchflusszytometrie wurde zur phanotypischen Charakterisierung von DC und
zur Kontrolle der Reinheit nach MACS (engl. magnetic cell separation) eingesetzt.
Nach dem Ernten wurden die Zellen zur Reduzierung unspezifischer Bindungen in
FACS-Puffer mit 2,5 % (v/v) ,FcR Blocking Reagent” (FC-Block) aufgenommen und
15 min lichtgeschitzt bei 4 °C inkubiert. Nach Zentrifugation (450 g, 5 min, 4 °C)
erfolgte die Farbung in einer 96-Loch Rundbodenplatte in 100 pl FACS-Puffer mit
jeweils 1 ul oder 2,5 pl FACS-Antikérpern fir 20 min lichtgeschitzt bei 4 °C. Es
wurde zuséatzlich fur jedes verwendete Fluorochrom eine Einzelfarbung, sowie eine
ungefarbte Negativkontrolle angefertigt. Die meisten Antikérper wurden im Verhaltnis
1:100 eingesetzt, lediglich die Antikérper gegen CD11c, konjugiert mit PerCP-Cy5.5,
und CD64, mit dem Fluorochrom AF647, wurden im Verhaltnis 1:40 verwendet.

Die Zellen wurden zweimal mit 200 pl FACS-Puffer gewaschen (Zentrifugation bei
450 g, 5 min, 4 °C) und dann in einem Volumen von 150 — 200 ul analysiert. Zur
Markierung toter Zellen wurden kurz vor der Analyse 5 pl 5 %-iges Propidiumiodid
(PI) hinzugefugt.

Daruber hinaus wurde ein Protokoll zur intrazellularen Farbung von CCL17 in
humanen Mukosazellen entwickelt. Dabei wurden die Zellen zunachst 30 min
lichtgeschutzt bei 4 °C mit dem fixable viability dye, 1:1000 in PBS verdlnnt,
inkubiert, einmal gewaschen (FACS-Puffer, 450 g, 5 min, 4 °C), dann erfolgte wie
oben beschrieben die Behandlung mit FC-Block und die Oberflachenfarbung.
AnschlieBend wurden die Zellen in 100 ul Fixierungspuffer (1:4-Mischung aus
,Fixation/Permeabilization Concentrate“ und ,Fixation/Permeabilization Diluent®) 30
min lichtgeschuitzt bei 4 °C fixiert. Die Intrazellularfarbung der gewaschenen (200 pl
FACS-Puffer, 450 g, 5 min, 4 °C) Zellen erfolgte dann in 100 pl
Permeabilisierungspuffer mit 2,5 % (v/v) FC-Block und 2,5 ul des intrazellularen
Antikdrpers bzw. der Isotypen-Kontrolle fir 20 min lichtgeschitzt bei 4 °C. Die Zellen
wurden einmal intrazellular mit Permeabilisierungspuffer und ein weiteres mal mit
FACS-Puffer gewaschen (je 200 pl, 450 g, 5 min, 4 °C). Die Analyse erfolgte in 200
pl FACS-Puffer.

Die Messung wurde an einem Gallios-Durchflusszytometer (10 Farben, 3 Laser) von
Beckman Coulter (Krefeld, D) durchgefihrt, zur Auswertung diente die FlowJo—
Software, Version 10.2 (Ashland, USA).
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In den im Ergebnisteil dieser Arbeit gezeigten Grafiken wurden bereits Zell-Debris

und tote Zellen ausgeschlossen, wie in Abb. 6 dargestellt.
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Abb. 6. Definierung der intakten, lebenden Zellen in der Durchflusszytometrie.

Debris und Zellkonglomerate wurden anhand der Eigenschaften im Vorwartsstreulicht (engl.
forward scatter (FSC)) und Seitwértsstreulicht (engl. side scatter (SSC)) ausgeschlossen.
Tote Zellen wurden mit einem ,fixable viability dye“ markiert, wenn sie anschlieBend fixiert
wurden, ansonsten erfolgte die lebend/tot-Farbung mit Pl. Exemplarische Darstellung fur
humane Mukosa und Kultur-Zellen.

Die Farbung der humanen Darmzellen fur die Zellsortierung mittels FACS entsprach
der an erster Stelle beschriebenen Oberflachenfarbung mit dem Unterschied, dass
sie aufgrund der hoheren Anzahl eingesetzter Zellen in 1 ml Farbevolumen
durchgefuhrt wurde. Die Antikbrper wurden in einer Konzentration von 1:40
eingesetzt, mit Ausnahme von Anti-HLA-DR-PE (1:100). Die Farbung toter Zellen
erfolgte mit PI.

Die Zellseparierung erfolgte durch einen FACSAria 1ll (10 Farben, 4 Laser) von BD
Biosciences (San José, USA).
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Die einzelnen Zellpopulationen wurden in zuvor tber Nacht mit FCS beschichteten
Reagenzglasern in DC-Vollmedium aufgefangen, um das Uberleben wéhrend des
Sortierungs-Vorganges zu verbessern. AnschlieBend wurden sie abzentrifugiert (450
g, 5 min, 4 °C) und in 250 ul TRIzol aufgenommen. Dann erfolgte die RNA-Isolation

wie oben beschrieben.

2.3.3 Zellisolation und Zellkultur

Isolation von Einzelzellen aus humaner Mukosa

Zur Gewinnung einer Einzelzellsuspension aus der Darmschleimhaut wurde die
abpraparierte Mukosa der Operations-Praparate in kleine Stiicke zerschnitten, mit 30
ml RPMI-Medium, 0,5 mg/ml Collagenase D und 0,1 mg/ml DNAse | vermischt und
45 min bei 37 °C unter standigem Ruhren mittels Magnetrihrplatte inkubiert.
AnschlieBend wurden die Gewebefragmente durch ein 100 um Zellsieb gepresst und
die erhaltene Zellsuspension bei Raumtemperatur und 450 g fir 5 min
abzentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen (30 ml PBS, 450 g, 5 min, 4 °C) erfolgte
eine erneute Filterung durch einen 50 um Nylon-Filter. Nach Zentrifugation (450 g, 5
min, 4 °C) wurde das Zellpellet in Gefriermedium aufgenommen (bis zu 10’ Zellen
pro ml). Die Zellen wurden zundchst Uber Nacht bei -80 °C eingefroren und

anschlieBend in flissigem Stickstoff aufbewahrt.

Zellkultur

Die in vitro Versuche wurden an von Monozyten abgeleiteten DC (Mono-DC)
durchgefuhrt.

Als Ausgangsmaterial fur die Generation der Mono-DC dienten Buffy-Coats, die vom
Blutspendedienst des Bayerischen Roten Kreuzes (Institut Minchen, D) bezogen
wurden. Zunachst wurden aus dem Buffy-Coat PBMC isoliert. Dazu wurde dieser 1:1
mit PBS-Lésung verdinnt und 25 ml des Gemisches auf 15 ml Biocoll durch
langsames pipettieren aufgetragen. Durch Zentrifugieren (20 min bei 900 g und RT
mit niedrigster Beschleunigung und ohne Bremse) wurde eine Phasenauftrennung
erreicht und die PBMC konnten mit der Pipette aus der Interphase zwischen Plasma
und Biocoll abgenommen werden. Die Zellen wurden zweimal in 30 ml PBS-L&sung
gewaschen und bei Bedarf wurde eine Erythrozyten-Lyse durchgefihrt (5 min

Inkubation mit 10 ml ,red blood cell lysing buffer” bei RT).
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Als n&chster Schritt wurden die Monozyten mittels MACS aus den PBMC separiert.
Dazu wurden humane CD14 ,microbeads“ und ,LS-Columns® von Miltenyi (Bergisch
Gladbach, D) verwendet. Das Vorgehen erfolgte nach dem vom Hersteller gestellten
Protokoll. Zusammengefasst wurden die PBMC in MACS-Puffer (80 pl pro 10’
Zellen) mit CD14 microbeads (20 ul pro 10’ Zellen) griindlich vermischt und 15 min
bei 4 °C inkubiert. Im magnetischen Feld wurden die gewaschenen Zellen auf die
Separationssaule aufgetragen und die Saule mehrfach mit MACS-Puffer gewaschen.
AnschlieBend wurde sie aus dem Magnetfeld entfernt und die Antikdrper-markierten,
CD14 positiven Zellen mit MACS-Puffer aus der Saule gespuilt.

Die Reinheit der so isolierten Population wurde durchflusszytometrisch bestimmt und
lag stets bei Gber 90 % CD14" Zellen.
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Abb. 7. Reinheit der Monozyten nach MACS.

Die mittels MACS isolierten Monozyten (A) und die nach der Separation Gbrigen Zellen (B)
wurden auf CD14 und CD64 gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Exemplarische Darstellung.

Die Monozyten wurden je nach Versuch in einer 6-Loch oder 24-Loch
Flachbodenplatte in DC-Vollmedium mit einer Dichte von 0,5 x 10° bis 10° Zellen pro
ml ausplattiert. Um die Differenzierung zu DC zu induzieren wurden dem Medium 50
ng/ml GM-CSF und 20 ng/ml IL-4 zugesetzt. Am vierten Tag der Kultur wurden
erneut 25 ng/ml GM-CSF hinzugeflgt. Nach 6 — 7 Tagen war die Ausdifferenzierung

zu DC zu beobachten und die Zellen wurden ihren jeweiligen experimentellen
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Konditionen zugefluihrt. Dazu wurden die Zellen aus dem 6-Loch-Format an Tag 6 in
eine 96-Loch-Platte Uberfuhrt. Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37 °C mit 5 %
CO..

2.3.4 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Der ELISA wurde in Sandwich-Form zur Detektion von Zytokinkonzentrationen in
Kultur-Uberstanden und zur Bestimmung des CCL17-Serumspiegels von Patienten
angewendet.

Zur Durchfuhrung wurde das Protokoll des Herstellers befolgt. Der ,Capture
Antibody“ wurde in PBS-Lésung auf seine Endkonzentration verdinnt, eine 96-Loch
Flachbodenplatte mit je 100 pl davon bedeckt und Uber Nacht inkubiert. Die gesamte
Durchfihrung erfolgte bei RT. Dann wurde der Inhalt der Platte verworfen und die
Vertiefungen dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Am Ende jedes Waschvorgangs
wurde die Platte durch festes Aufschlagen auf saubere Papierticher getrocknet.
AnschlieBend wurde mit je 300 ul ,Reagent Diluent” fir zwei Stunden geblockt. Nach
einem weiteren Waschvorgang wurden die Proben und eine Verdinnungsreihe des
Proteinstandards jeweils in Duplikaten aufgetragen. Die Proben wurden dabei je
nach erwarteter Zytokinkonzentration pur (humanes Serum) oder in einer
Verdlinnung von 1:5 bis 1:100 (Kulturlberstdande) eingesetzt. Nach zwei Stunden
Inkubation und einem weiteren Waschvorgang wurden je 100 ul des in ,Reagent
Diluent” verdinnten Detektionsantikrpers hinzugefigt. AnschlieBend wurde die
Platte erneut gewaschen, mit 100 ul Strept-HRP (engl. Streptavidin-horseradish
peroxidase) pro Vertiefung versehen und lichtgeschitzt fir 20 min inkubiert. Nach
erneutem Waschen wurden 100 ul Substrat-Lésung (1:1 Gemisch aus ,Color
Reagent A“ und ,Color Reagent B*) hinzugefigt und die Platte lichtgeschitzt
inkubiert. Sobald ein deutlich sichtbarer Farbumschlag zu erkennen war, wurde die
Reaktion mit 50 pl 2N H».SO,4 gestoppt. Die photometrische Auswertung erfolgte mit
Hilfe eines MultiscanEx Mikrotiterplatten Reader von Thermo LabSystems
(Egelsbach, D) bei einer Wellenlange von 450nm. Eine Wellenlangenkorrektur wurde
mit 540 nm durchgefihrt. Zum Zweck der quantitativen Auswertung wurde stets eine
Verdinnungsreihe zur Erstellung einer Eichkurve angefertigt. Abb. 8 zeigt
exemplarisch die Eichkurven der in dieser Arbeit gemessenen Zytokine. Dabei

wurden die vom Hersteller vorgeschlagenen Konzentrationen eingesetzt. Zur
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weiteren Berechnung der Endkonzentrationen diente die Ascent Software Version

2.6 von Thermo Scientific (Braunschweig, D).
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Abb. 8. Standardkurven des ELISA.

Exemplarische Darstellung der Auftragung einer Verdiinnungsreihe gegen die photometrisch
gemessene Absorption als Grundlage fur die Berechnung der Proben-Konzentrationen im
ELISA far IL-6, TNF-a, IL-12p40 und CCL17.

2.3.5 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der qRT-PCR wurden mit Hilfe der GraphPad Prism Software
statistisch analysiert. Dazu wurden die AACt-Werte verwendet, da diese einer
GauBschen Normalverteilung folgen, was mittels D’Agostino-Pearson-Test bestétigt
wurde. Lediglich in einer Gruppe (Expression von Foxp3 im entziindeten lleum von
MC Patienten) konnte die Normalverteilung erst nach Ausschluss eines Ausreil3ers
nachgewiesen werden. Die drei Gruppen, die miteinander verglichen wurden,
namlich ,gesunde Kontrollgruppe®, ,nicht entziindetes Gewebe von CED Patienten®
und ,entziindetes Gewebe von CED Patienten®, wurden zunéchst als unabhéngige

Stichproben betrachtet und mittels ungepaarten t-Tests nach Student verglichen. Der
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Vergleich zwischen entziindetem und nicht entzindetem Gewebe von jeweils
gleichen Individuen wurde mit gepaartem t-Test nach Student durchgefuhrt.

Wenn innerhalb gleichbleibender Datensatze mehrere Gruppen untereinander
verglichen wurden, wurde die Bonferroni-Korrektur fir multiples Testen angewendet,
um das durch mehrfaches Testen steigende Risiko falsch positiver Ergebnisse
auszugleichen. Diese besagt: Wenn statistische Signifikanz bei einem P-Wert < x
angenommen werden soll, muss der P-Wert jedes einzelnen Tests x/n
unterschreiten, wobei n die Anzahl der durchgefihrten Tests ist (Motulsky 2013). In
dieser Arbeit wurden innerhalb eines Datensatzes je drei Tests durchgefuhrt
(gesundes vs. entziindetes Gewebe, gesundes vs. nicht entziindetes Gewebe von
CED Patienten und nicht entziindetes CED-Gewebe vs. entziindetes Gewebe). Da
als globales Signifikanz-Niveau ein P-Wert < 0,05 festgelegt wurde, wurden
Ergebnisse einzelner Tests ab einem P-Wert < 0,0167 (0,05/3) als signifikant
betrachtet. Sofern nicht anders angegeben wurde in der deskriptiven Statistik jeweils
der Mittelwert und die Standardabweichung (SD) als MaB fir die Streuung in den
einzelnen Stichproben dargestellt.

Weiterhin wurde die Expression der hier untersuchten Gene auf Korrelation tGberpruft.
Der Korrelationskoeffizient r steht dabei fur die Starke der Korrelation. Er kann Werte
zwischen -1 und 1 annehmen, wobei ein Wert von plus bzw. minus 1 einen
vollstandigen positiven bzw. negativen linearen Zusammenhang anzeigt. Ist der Wert
gleich 0, besteht keine |lineare Korrelation. Der P-Wert gibt die
Irrtumswahrscheinlichkeit an. Ergebnisse mit P < 0,05 wurden als statistisch

signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von Chemokinen und Zytokinen in der Mukosa von Patienten
mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa

Eine verstarkte Expression von CCL17 in der Darmmukosa von Patienten mit CED
wurde bereits mehrfach postuliert (Jugde, Alizadeh et al. 2001, Autschbach, Giese et
al. 2002, Christophi, Rong et al. 2012). Es wurde gezeigt, dass besonders im
entziindeten Darm die mRNA-Transkription von CCL17 gesteigert ist. Daten daruber,
bei welcher CED-Entitat dieser Effekt vorrangig auftritt und welche Stellung der nicht

entziindete Darm von CED-Patienten einnimmt, sind jedoch bislang nicht schlissig.

MC, lleum MC, Kolon CU, Kolon

CCLA17 [relative mRNA-Expression]

Abb. 9. Relative mRNA-Expression von CCL17 bei Patienten mit CED verglichen mit
gesunden Kontrollen.

Die Extraktion der mRNA aus intestinaler Mukosa, Durchfihrung der qRT-PCR und
Auswertung mithilfe eines Kalibrators wurden durchgefihrt wie in Methoden 2.3.1
beschrieben. Es werden jeweils Proben aus entziindetem und nicht entziindetem Gewebe
aus dem lleum von MC Patienten (nicht entziindet: n = 25; entziindet: n = 30), dem Kolon
von MC Patienten (nicht entziindet: n = 28; entzliindet: n = 16) und dem Kolon von Patienten
mit CU (nicht entziindet: n = 19; entziindet: n = 17) mit einer gesunden Kontrollgruppe aus
lleum (n = 17) oder Kolon (n = 16) verglichen. Die Graphen zeigen Mittelwert und SD,
Sternchen stehen fur statistische Signifikanz (t-Test nach Student, globales
Signifikanzniveau P < 0,05, Korrektur nach Bonferroni, siehe Methoden 2.3.5)
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In der vorliegenden Arbeit wurde DlUnn- und Dickdarmschleimhaut von Patienten mit
MC und CU auf ihren CCL17-mRNA-Gehalt untersucht und mit gesunder Mukosa
verglichen. Die Verhéltnisse wurden dabei jeweils fir Dinndarm von MC Patienten,
Dickdarm von MC Patienten und Dickdarm von CU Patienten gesondert betrachtet. In
allen drei Gruppen zeigte sich eine starkere Expression von CCL17 im entziindeten
Gewebe gegenuliber nicht entziindeter und gesunder Schleimhaut. Im lleum von MC
Patienten und im Kolon von CU Patienten erreichte der Unterschied statistische
Signifikanz. In der nicht entziindeten Mukosa der CED Patienten war die Expression
jeweils nur geringfuigig und nicht signifikant erhoht.

Entscheidend flr eine gesteigerte CCL17-Transkription scheint also das Vorliegen
einer aktiven Entzindung zu sein. Abb. 10 zeigt die Expressionsmuster innerhalb
einzelner Individuen. Hier wird Gewebe aus entzliindeten und nicht entziindeten

Darmabschnitten derselben Patienten verglichen.
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Abb. 10. Gegeniiberstellung der mRNA-Expression von CCL17 in entziindeten und
nicht entziindeten Darmabschnitten gleicher Individuen.

Es wird jeweils gesondert verglichen im lleum (n = 12) und Kolon (n = 11) von Patienten mit
MC und Kolon von Patienten mit CU (n = 9). Die Linien zeigen, welche Werte von dem
gleichen Spender stammen. Durchgezogene Linien kennzeichnen eine starkere Expression
im entzindeten Gewebe, gestrichelte Linien stehen flir eine geringere Expression im
entzindeten Darmabschnitt. Statistische Signifikanz wird durch das Sternchen angezeigt
(gepaarter t-Test, P < 0,05).
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Bei den meisten Patienten zeigte sich eine starkere Expression von CCL17 im
entziindeten Gewebe. Doch im lleum bei 3 von 12 Individuen und im Kolon bei 3 von
11 Patienten mit MC und bei 2 von 9 CU Patienten war eine teilweise geringfigig,
teilweise deutlich starkere Expression im nicht entzindeten Darm zu beobachten.
Eine Steigerung der CCL17-Produktion bei Entziindungsaktivitat Iasst sich somit far

die Mehrheit der Patienten, jedoch nicht fir alle Patienten annehmen.

Das in dieser Studie gewonnene Patientenmaterial wurde weiterhin auf die mRNA-
Expression von CCL22, Foxp3 und IL-17A untersucht.

CCL22 ist das mit CCL17 am engsten verwandte Chemokin. Es bindet am gleichen
Rezeptor, CCR4, und ist bei vielen autoimmunologischen Erkrankungen analog zu
CCL17 in gesteigertem MaBe vorhanden (Gonzalo, Pan et al. 1999, Jugde, Alizadeh
et al. 2001, Nakazato, Kishida et al. 2008).

Foxp3 ist ein fur die Funktion regulatorischer T-Zellen essentieller
Transkriptionsfaktor und ein charakteristisches Merkmal dieser Zellen (Fontenot,
Gavin et al. 2003, Hori, Nomura et al. 2003, Fontenot, Rasmussen et al. 2005). Auch
die Expression von Foxp3 ist in entziindetem Gewebe von CED Patienten verstarkt
(Christophi, Rong et al. 2012), doch wird ein protektiver Effekt Foxp3-positiver T-
Zellen angenommen (Gad 2005, Uhlig, Coombes et al. 2006). Heiseke et al. zeigten
im experimentellen Kolitis-Modell der Maus, dass ein langfristig protektiver Effekt der
Abwesenheit von CCL17 auf die Entziindungsentwicklung durch Foxp3* Treg
vermittelt wird (Heiseke, Faul et al. 2012).

IL-17A ist als Bestandteil der mukosalen Barrierefunktion und Induktor
inflammatorischer Signalwege bekannt (Kolls and Linden 2004, Curtis and Way
2009). Zwar wird der Th17/IL-17A-Axe eine Rolle bei der CED Entstehung
zugeschrieben, doch gibt es auch Hinweise auf einen protektiven Effekt von IL-17A
im Kontext von CED (Liu, Yadav et al. 2009, O'Connor, Zenewicz et al. 2010, Targan,
Feagan et al. 2016). Im Mausmodell fihrte ein genetischer CCL17-Knockout zu einer
verminderten IL-17-mRNA-Expression und geringeren Fraktion von Th17-Zellen im
Darm und in der Milz nach Induktion einer experimentellen Kolitis und CCL17-
defiziente DC zeigten in vitro ein geringeres Potential T-Zellen zur Produktion von IL-

17 anzuregen als Wiltyp-DC (Heiseke, Faul et al. 2012).

47



Ergebnisse

In dieser Studie wurden die Expressionsmuster der drei genannten Marker im Darm
von CED Patienten untersucht, um sie anhand des einheitlichen Patientenmaterials
im Zusammenhang mit CCL17 betrachten zu kdnnen.

CCL22 zeigte analog zu CCL17 eine verstarkte mRNA-Expression in der
entziindeten Schleimhaut, sowohl im lleum und Kolon von MC Patienten als auch im
Kolon von CU Patienten, gegenlber gesundem Kontrollgewebe und nicht
entziindetem Gewebe. Dieses wies im Vergleich zur Kontrolle nur eine geringflgig
starkere Expression auf. Insgesamt fiel die Expressionsinduktion im Vergleich zu
CCL17 geringer aus, sodass keine statistische Signifikanz erreicht wurde.

Bei Foxp3 und IL-17A zeigte sich in allen drei Gruppen eine signifikant starkere
Expression im entziindeten Gewebe gegentber gesunder Mukosa. Auch hier nahm
das nicht entziindete Gewebe der CED Patienten eine Zwischenstellung zwischen
gesunder und entzindeter Schleimhaut ein, lag aber in den meisten Fallen ndher an
der gesunden Kontrollgruppe. Eine Ausnahme stellte das lleum von MC Patienten
dar. Hier wies die nicht entziindete Mukosa eine im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant hdhere Expression von IL-17A auf.

Insgesamt war bei IL-17A die quantitativ starkste mRNA-Induktion zu beobachten.
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CCL22

Foxp3

IL-17A

Abb.
Patienten mit MC und Kolon von Patienten mit CU.
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11. mRNA-Expression von CCL22, Foxp3 und IL-17A im lleum und Kolon von

Die Extraktion der mRNA aus intestinaler Mukosa, Durchfihrung der qRT-PCR und

Auswertung mithilfe eines Kalibrators wurden durchgefihrt wie in Methoden 2.3.1
beschrieben. Es wurde jeweils entzindetes und nicht entziindetes Gewebe mit einer
gesunden Kontroligruppe verglichen. Die Graphen zeigen Mittelwert und SD, Sternchen

stehen fur statistische Signifikanz (t-Test nach Student, globales Signifikanzniveau P < 0,05,
Korrektur nach Bonferroni, siehe Methoden 2.3.5)
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Nun stellt sich die Frage, ob CCL17 und CCL22 im Kontext von CED synergistisch
wirken und den gleichen Stimuli unterliegen und ob die Rekrutierung und
Differenzierung von Foxp3* T-Zellen und Th17-Zellen von CCL17 beeinflusst wird.

Um Hinweise auf mdgliche Zusammenhdnge 2zu gewinnen, wurde eine
Korrelationsanalyse von CCL17 mit CCL22, Foxp3 und IL-17A durchgefihrt. Diese
soll zeigen, ob die Expression von CCL17 und CCL22 &hnlich reguliert ist und
inwiefern die Expression von CCL17 mit der Expression von Foxp3 und IL-17A als

Marker fur Treg und Th17-Zellen korreliert. Abb. 12 stellt diese Analyse graphisch
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Abb. 12. Korrelation von CCL17 mit CCL22, Foxp3 und IL-17A.

Dargestellt ist die Auftragung der AACt-Werte von CCL17 gegen die AACt-Werte von
CCL22, Foxp3 und IL-17A jeweils fur lleum und Kolon von MC Patienten und Kolon von CU
Patienten. Mit abgebildet ist der Korrelationskoeffizient r, ein Sternchen zeigt statistische
Signifikanz an (P < 0,05).
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Zur Veranschaulichung wurden hier die AACt-Werte gewéhlt, da diese einer
Normalverteilung folgen (siehe Methoden 2.3.5). Da es hier weniger um den
Vergleich von entziindetem und nicht entziindetem Gewebe, sondern um den
Zusammenhang der Expression der untersuchten Marker mit der von CCL17 geht,
wurden hier die Ergebnisse aus den jeweiligen Kategorien ,lleum von MC Patienten®,
,Kolon von MC Patienten“ und ,Kolon von Patienten mit CU“ gemeinsam betrachtet.
Es ergab sich eine signifikante Korrelation von CCL17 mit CCL22 und Foxp3 im
lleum und Kolon von Patienten mit MC und Kolon von Patienten mit CU. Besonders
stark war diese jeweils im Kolon ausgepragt.

Interessanterweise korrelierte IL-17A nur im Kolon von MC und CU Patienten mit
CCL17. Im lleum von MC Patienten hingegen zeigte die Korrelationsanalyse, dass
ein Zusammenhang sehr unwahrscheinlich erscheint.

Auch fur die gesunden Kontrollgruppen wurde die Analyse durchgefuhrt. Aufgrund
der geringeren Stichprobenanzahl sind die Ergebnisse dieser Gruppen weniger
aussagekraftig und nicht abgebildet. Im gesunden lleum und Kolon zeigte sich
ebenfalls eine signifikante Korrelation der Expression von CCL17 mit der Expression
von CCL22 und Foxp3. Die Expression von IL-17A hingegen korrelierte nicht

signifikant mit der von CCL17 im gesunden Darmgewebe (Tab. 1).

CCL22 | MC, lleum | MC, Kolon | CU, Kolon | 'leum Kolon,
gesund gesund
r 0,61 0,89 0,87 0,59 0,78
P <0,05 < 0,05 < 0,05 <0,05 < 0,05
n 55 43 36 17 15
Foxp3
r 0,66 0,83 0,75 0,64 0,53
P <0,05 < 0,05 <0,05 < 0,05 <0,05
n 55 43 35 17 15
IL-17A
r 0,078 0,61 0,49 -0,26 0,36
P 0,57 < 0,05 < 0,05 0,35 0,2
n 55 42 32 15 14

Tab. 1. Statistische Auswertung der Korrelation der Expression von CCL17 mit der
Expression von CCL22, Foxp3 und IL-17A.

Gezeigt sind der Korrelationskoeffizient r, der Signifikanzwert P und die Anzahl n der
jeweiligen Wertepaare.

51



Ergebnisse

Zusammengefasst ergab sich eine starkere Beziehung von CCL17 zu CCL22 und
Foxp3 als zu IL-17A. Besonders hervorzuheben ist die Beobachtung, dass bei
Patienten mit MC eine signifikante Korrelation von CCL17 und IL-17A im Kolon

bestand, wahrend im lleum kein Zusammenhang nachgewiesen werden konnte.

3.2 CCL17-Serumspiegel von Patienten mit CED

Erhéhte Serumspiegel von CCL17 sind bereits bei anderen entzindlichen
Erkrankungen beschreiben worden (Sekiya, Yamada et al. 2002, Fujisawa, Nagao et
al. 2009, Miyazaki, Unoura et al. 2013, Ogawa, Morito et al. 2014, Lu, Jiao et al.
2016). Bei Patienten mit atopischer Dermatitis korreliert CCL17 im Serum so gut mit
dem Auspragungsgrad der Krankheit, dass es als Aktivitatsparameter herangezogen
wird (Kataoka 2014). Uber die Bedeutung des CCL17-Wertes im Serum von
Patienten mit CED ist bislang wenig bekannt.

In dieser Arbeit wurden die Seren von 16 Patienten mit MC und 19 Patienten mit CU
mittels ELISA auf ihren CCL17-Spiegel untersucht und mit einer gesunden

Kontrollgruppe verglichen.
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Abb. 13. Serumspiegel von CCL17.

Die Konzentration von CCL17 im Serum wurde mittels ELISA gemessen. Patienten mit MC
oder CU wurden jeweils in eine Gruppe mit aktiver Erkrankung und eine Gruppe ohne
Krankheitsaktivitat eingeteilt. Die horizontalen Linien zeigen jeweils den Mittelwert an. Auf
eine statistische Auswertung wurde bei geringer Stichprobenanzahl und nicht gegebener
Normalverteilung der Datensétze verzichtet.
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Sowohl bei MC als auch bei CU zeigte sich in der Gruppe der Patienten mit aktiver
Erkrankung die héchste durchschnittliche CCL17-Serumkonzentration. Bei Patienten
in Remission lag diese niedriger als bei aktiv Erkrankten, doch etwas hoher als in der
Kontrollgruppe. Betrachtet man jedoch die Werte im Einzelnen, lasst sich eine breite
Streuung feststellen. Nur etwa die Haélfte aller CED Patienten weist erhéhte CCL17-
Serumspiegel auf, wahrend die andere Haélfte Werte im durchschnittlichen Bereich
der Kontrollgruppe oder sogar darunter zeigt. Somit erweist sich die Konzentration

von CCL17 im Serum als flr den einzelnen Patienten wenig aussagekraftig.

3.3 Identifizierung der CCL17-exprimierenden Zellpopulationen im
menschlichen Darm

Ein zentrales Thema dieser Arbeit ist die Fragestellung, welche Arten von Zellen in
der menschlichen Darmschleimhaut CCL17 produzieren.

Alferink et al. identifizierten eine spezifische DC-Subpopulation als Hauptquelle fur
CCL17 in Mausen. Das Vorkommen dieser DC-Population konnte sowohl im Darm
als auch in weiteren Grenzflachen-Geweben wie Lunge und Haut mit Hilfe von
CCL17-eGFP(engl. enhanced green fluorescent protein)-Reporterméusen
nachgewiesen werden (Alferink, Lieberam et al. 2003).

Wahrend bei der Erstbeschreibung des CCL17 im menschlichen Organismus eine
konstante Expression lediglich in Thymozyten angenommen wurde (Imai, Yoshida et
al. 1996), konnte spater gezeigt werden, dass CCL17 auch von ,myeloiden DC im
peripheren Blut konstitutiv exprimiert wird (Penna, Vulcano et al. 2002). Weiterhin
wurden auch Monozyten, Makrophagen, B-Zellen und Keratinozyten unter
pathologischen Bedingungen oder nach Stimulation als Quellen fir CCL17
identifiziert (Vestergaard, Bang et al. 2000, Lin, Nonoyama et al. 2003, Staples,
Hinks et al. 2012, Achuthan, Cook et al. 2016). Welche Zellen jedoch in der Mukosa

des menschlichen Darms CCL17 sezernieren, ist bislang nicht beschrieben worden.

3.3.1 Etablierung eines Protokolls zum Nachweis von intrazellularem CCL17
mittels Durchflusszytometrie

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Durchflusszytometrie-Protokoll erarbeitet,
welches mittels Oberflachenfarbung die Differenzierung verschiedener Leukozyten-

Populationen aus humaner Darm-Mukosa ermoéglicht und in Kombination mit der
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intrazellularen Farbung von CCL17 Ruckschlisse auf dessen Hauptproduzenten
zulasst.

Zur intrazellularen Farbung von CCL17 stand ein PE-markierter Antikdrper zur
Verfugung. Zunachst wurden die idealen Versuchsbedingungen bezlglich
Inkubationszeit und -temperatur ermittelt. Eine verlangerte Prapermeabilisierung der
Zellen vor der Intrazellularfarbung erbrachte keinen Vorteil. Die Bedingungen, die das
starkste Fluoreszenz-Signal ergaben, wurden ausgewahlt (s. Methoden 2.3.2).
Bereits die ersten Versuche zeigten, dass die CCL17-Farbung keine eindeutige
Auftrennung in eine positive und eine negative Population ergibt, sondern vielmehr
ein diskreter Anstieg der Fluoreszenzintensitat gegenuber der Isotypkontrolle in der
jeweiligen Population zu erwarten ist. Daher wurde zun&chst eine Positivkontrolle fir
die Farbung von intrazellularem CCL17 erstellt, um ein genaueres Bild von dem zu
erwartenden Signal zu erhalten.

Dazu wurden Mono-DC verwendet. Zu deren Herstellung wurden CD14" Zellen aus
dem peripheren Blut mit GM-CSF und IL-4 stimuliert (s. Methoden 2.3.3). Da sowohl
GM-CSF als auch IL-4 in der Lage sind, CCL17 in Monozyten zu induzieren
(Borriello, Longo et al. 2015, Achuthan, Cook et al. 2016), ist davon auszugehen,
dass eine basale CCL17-Expression in Mono-DC zu finden ist. Weiterhin ist LPS als
Stimulus fur die Expression von CCL17 in DC sowohl bei Mausen als auch bei
Menschen beschrieben worden (Penna, Vulcano et al. 2002, Alferink, Lieberam et al.
2003).

In dem hier gezeigten Versuch wurden Mono-DC nach ihrer Ausdifferenzierung
entweder 20 Stunden lang mit 10 ng/ml LPS stimuliert oder ohne weitere Behandlung
belassen. 4 Stunden vor Ablauf der Zeit wurden allen Zellen die Brefeldin A- und
Monensin-haltigen Reagenzien GolgiPlug und GolgiStop zugesetzt, um eine
Akkumulation des intrazellularen CCL17 zu erreichen. AnschlieBend erfolgte die
Oberflachen- und Intrazellularfarbung und FACS Analyse wie in Methoden 2.3.2
beschrieben.

Die Mono-DC waren charakterisiert durch eine deutliche Expression von HLA-DR
und CD11c. Die Aktivierung der mit LPS stimulierten Zellen war an der starken
Hochregulierung der Reifemarker CD83 und CD86 zu erkennen. Die intrazellulare

CCL17-Farbung zeigte ein starkeres Signal gegentber der Isotypkontrolle bei nicht
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zusétzlich stimulierten bzw. ein deutlich starkeres Signal bei mit LPS stimulierten

Mono-DC, erkennbar an dem Shift der Signalintensitat der gesamten Population.
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Abb. 14. Durchflusszytometrie mit intrazellularer Farbung von CCL17 in Mono-DC.
Mono-DC wurden aus Buffy-Coat generiert (s. Methoden 2.3.3), 20 h mit 10 ng/ml LPS
stimuliert oder unstimuliert belassen und jeweils 4 h mit GolgiPlug und GolgiStop behandelt.

Anhand dieses Ergebnisses wird deutlich, dass es die hier angewandte Féarbung
nicht ermoglicht, aus einer Probe humaner Darmzellen die CCL17-positiven Zellen
abzugrenzen, um sie dann weiter phanotypisch zu charakterisieren. Stattdessen ist
eine Strategie notwendig, die zuerst die unterschiedlichen Zellpopulationen
voneinander abgrenzt und schlieBlich den CCL17-Gehalt jeder Population getrennt
betrachtet.

Im Folgenden wurden mukosale Zellen anhand ihrer Oberflachenantigene in funf
Populationen eingeteilt und jeweils mittels Intrazellularfarbung auf ihren CCL17-
Gehalt hin untersucht. Die erste Population (P1) bildeten die CD45-negativen Zellen.

Darunter fallen alle Nicht-lmmunzellen, wie z.B. Epithelzellen, Stromazellen sowie
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endokrine und exokrine Zellen. Die CD45-positiven Zellen wurden anhand ihrer
Expression von HLA-DR und den Lineage-Merkmalen (Lin) CD3, CD19, CD20, CD56
weiter unterschieden. Alle Zellen, die weder Lin-Marker noch HLA-DR exprimierten,
sind als ,sonstige Immunzellen® (P2) zusammengefasst. Lin beinhaltete CD3, CD19,
CD20 und CD56 und identifizierte somit T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen, die als
Lymphozyten in Population 3 (P3) zusammen betrachtet werden. Lin-negative und
HLA-DR-positive Zellen sind als APC bezeichnet und wurden weiter anhand der
Expression von CD14 und CD64 in zwei Populationen unterteilt. Doppelt positive
Zellen stellen die Population der Monozyten und Makrophagen (P5) dar, wéahrend die
doppelt negativen Zellen (P4) die DC beinhalten.

Eine Limitation bei der Analyse des Patientenmaterials ergab sich aus der oft
geringen Anzahl CD45-positiver Zellen in den Proben. So wurden nur Proben in die
Auswertung mit einbezogen, in denen eine eindeutige Unterscheidung der
Immunzellen in P2, P3 und APC moglich war. Die weitere Unterteilung der APC ging
in einigen Proben mit geringen Zellzahlen in P4 und P5 einher. Abb. 15 B zeigt
exemplarisch die intrazellulare Farbung von CCL17 in allen 5 hier benannten
Populationen in jeweils einer Probe aus dem Kolon und lleum. In der kollektiven
Auswertung der Proben wurden P4 und P5 als APC zusammengefasst betrachtet,
um zu geringe Zellzahlen (unter 250 Events) zu vermeiden (Abb. 15 C).

Um eine quantitative Auswertung zu ermoglichen, wurde die Differenz zwischen den
medianen Fluoreszenzintensitadten (MFI) der CCL17-Farbung und der jeweiligen
Isotypkontrolle gebildet. Das starkste Signal der CCL17-Farbung zeigte sich in der
Gruppe der Nicht-Immunzellen sowie bei den APC. Wenn eine weitere
Unterscheidung der APC in P4 und P5 mdglich war, wies P4 meist ein intensiveres
Signal auf als P5.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass dendritische Zellen sowie Monozyten und
Makrophagen, aber evil. auch Nicht-Immunzellen des Gastrointestinaltraktes als
Quelle fir CCL17 im menschlichen Darm in Frage kommen.

Um diese These weiter zu untermauern wurde die hier angewandte Methode
weiterentwickelt und mit der qRT-PCR zum sensitiveren Nachweis von CCL17

kombiniert, wie im nachsten Abschnitt beschrieben.
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Abb. 15. Intrazellularfarbung von CCL17 in menschlichen Darmzellen
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(A) Aus Fragmenten intestinaler Mukosa wurde eine Einzelzellsuspension gewonnen (s.
Methoden 2.3.3) und durchflusszytometrisch in 5 Populationen eingeteilt. (B) Exemplarische

Darstellung der

intrazelluldaren CCL17-Farbung

in den einzelnen Populationen

in

entziindetem lleum und entzindetem Kolon. (C) Differenz der MFI zwischen CCL17 und
Isotyp (AMFI) in den einzelnen Zellpopulationen im lleum (n = 5) gezeigt als Median mit

Range und Kolon (n = 2); verbundene Punkte gehdren zur gleichen Probe.
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3.3.2 Expression von CCL17 in einzelnen Populationen mukosaler Leukozyten
Um der Frage, welche Zellen im menschlichen Darm hauptsachlich CCL17
exprimieren, weiter auf den Grund zu gehen, wurden insgesamt 10 Proben humaner
intestinaler Mukosa mittels FACS-Sortierung in einzelne Zellpopulationen
aufgetrennt, welche anschlieBend mithilfe der qRT-PCR auf die Expression von
CCL17 untersucht wurden.

Die Einteilung in 5 Populationen erfolgte dabei analog zum oben beschriebenen

Vorgehen.

Lebend CD45* Lin- HLA-DR*

250K =] P1 105-; P5 .

SSC
HLA-DR
CD64

CD45

Abb. 16. Sortierung humaner intestinaler Mukosazellen.

Es wurden 5 Populationen aufgetrennt: CD45" (P1), unter CD45*: HLA-DR'Lin™ (P2), Lin* (P3)
und unter HLA-DR*Lin: CD14'CD64" (P4) und CD14*CD64" (P5).

Aus den so gesorteten Zellpopulationen wurde mRNA isoliert und mit der qRT-PCR
die CCL17-Expression bestimmt. Die Untersuchung wurde an 10 aus OP-Praparaten
gewonnenen Proben von 9 Patienten durchgefiihrt, von denen eine ausreichende

Zahl eingefrorener Darmzellen vorhanden war.
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Abb. 17. CCL17-Expression in einzelnen Zellpopulationen der Darm-Mukosa.

Es wurden 5 Populationen (P1-P5) mittels FACS sortiert wie in Abb. 16 dargestellt.
AnschlieBend erfolgte die mRNA-Extraktion, reverse Transkription und qRT-PCR wie in
Methoden 2.3.1 beschrieben. Die Ergebnisse von 3 gesunden Probanden, 6 Proben von MC
Patienten (jeweils 3 Proben aus lleum und Kolon) und 1 Patienten mit CU sind abgebildet. In
zwei Populationen einer Probe aus gesundem lleum konnte keine cDNA detektiert werden
(n.d.). ,v* kennzeichnet Proben, in denen bei messbarer Expression des internen
Referenzgens keine CCL17-cDNA detektiert werden konnte. Auf eine statistische
Auswertung wurde verzichtet.

Die stérkste Expression von CCL17 zeigte sich sowohl im lleum als auch im Kolon in
der Population P4, welche die dendritischen Zellen beinhaltet, gefolgt von P5, den
Monozyten/Makrophagen. In der Gruppe der T-, B- und NK-Zellen (P3) erwies sich
die Expression vergleichsweise niedrig, wahrend bei den Nicht-Immunzellen (P1) und
dbrigen Immunzellen (P2) meist gar keine CCL17-mRNA detektiert werden konnte. In

den Fallen, in denen die qRT-PCR das endogene Kontrollgen nachweisen konnte, fur
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CCL17 aber negativ blieb, wurde folgendermaBen vorgegangen: Der Ct-Wert fir
CCL17 wurde gleich 40 gesetzt, da die gRT-PCR in diesem Versuch mit 40 Zyklen
durchgeflihrt wurde und sich dies somit als maximal messbarer Ct-Wert ergibt. Die
Expression wurde dann nach der 222“Methode berechnet (s. Methoden 2.3.1).
Somit ergab sich ein Wert, den die tatsachliche Expression in der jeweiligen Probe
auf jeden Fall unterschreiten musste. Alle so berechneten Werte lagen unter 1,
zumeist weit darunter, und sind in Abb.17 mit einem ,V“-Symbol gekennzeichnet.
Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass ein fehlendes Signal fur CCL17 in der
gRT-PCR tatsachlich auf eine nicht vorhandene oder sehr geringe Expression von
CCL17 zuruckzufihren ist und nicht lediglich einer zu geringen Menge an
eingesetzter cDNA geschuldet ist. Lediglich bei einer Probe waren in zwei
Populationen (gesundes lleum, P2 und P4) sowohl CCL17 als auch die endogene
Kontrolle nicht detektierbar (n.d.).

Diese Ergebnisse unterstitzen die These, dass vorwiegend APC (DC und
Monozyten/Makrophagen) im menschlichen Darm fir die Produktion von CCL17
verantwortlich sind. Die Vermutung, dass auch Nicht-lmmunzellen des
Gastrointestinaltraktes CCL17 exprimieren, konnte auf Transkriptionsebene nicht
bestétigt werden.

Die quantitativ starkste Expression zeigte sich in DC von Patienten mit aktiver
Entziindung. DC von gesunden Spendern wiesen eine deutlich niedrigere CCL17-
Expression auf. Um eine definitive Aussage zur Verteilung der Expression von
CCL17 auf die einzelnen Leukozyten-Populationen bei gesunden Personen und
Patienten mit CED mit oder ohne Erkrankungsaktivitat treffen zu kénnen, wére eine

gréBere Anzahl an Stichproben notwendig.

3.4 Wirkung von CCL17 auf dendritische Zellen

Die CCR4-vermittelte chemotaktische Migration von Effektor-T-Zellen (Imai, Nagira et
al. 1999, Lieberam and Forster 1999) ist eine plausible Erklarung fir den
inflammatorischen Effekt von CCL17.

Heiseke et al. postulieren dartiber hinaus einen autokrinen Effekt von CCL17 auf DC,
welcher bei gleichzeitiger TLR-Aktivierung Zytokin-vermittelt ein Uberwiegen von
Th17-Zellen gegenlber regulatorischen Foxp3* T-Zellen bewirkt (Heiseke, Faul et al.
2012).
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Um den Effekt von CCL17 auf DC im menschlichen System zu erforschen, wurden
Mono-DC mit rekombinantem CCL17 jeweils in An- oder Abwesenheit eines TLR-
Liganden stimuliert und anschlieBend mittels ELISA auf ihre Zytokinsekretion hin
untersucht. Den Zytokinen TNF-a, IL-6 und IL-12 wird eine wichtige Rolle in der
Pathogenese von CED zugeschrieben (Atreya, Mudter et al. 2000, Podolsky 2002,
Mannon, Fuss et al. 2004, Liu, Xia et al. 2013). Daher wurden die Konzentrationen
von TNF-a, IL-6 und der p40-Untereinheit von IL-12 im Uberstand der Mono-DC-
Kultur als Endpunkt des Experiments bestimmt.

Mono-DC wurden jeweils 24 und 48 Stunden lang mit CCL17 in verschiedenen
Konzentrationen, je 0, 1, 10 oder 100 ng/ml, versetzt. Zuséatzlich wurde in allen
Ansatzen mit je 0, 1, 10 oder 100 ng/ml LPS als TLR-4-Ligand stimuliert.
AnschlieBend wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie der Phanotyp und der
Aktivierungsgrad der Zellen unter den verschiedenen Bedingungen bestimmt.

Die Stimulation mit LPS zeigte dabei eine konzentrationsabhéangige verstarkte
Expression der DC-Marker CD11c und HLA-DR sowie der Reife-Parameter CD83
und CD86. Die Anwesenheit von CCL17 beeinflusste die Differenzierung der Zellen

nicht maBgeblich, weder nach 24 h noch nach 48 h.
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Abb. 18. Reifung und Differenzierung von Mono-DC nach Stimulation mit CCL17 und
LPS in unterschiedlichen Konzentrationen.

Mono-DC wurden aus Buffy-Coat generiert (s. Methoden 2.3.3) und 24 h bzw. 48 h mit
CCL17 und/oder LPS in verschiedenen Konzentrationen stimuliert. Exemplarische
Darstellung der mittels Durchflusszytometrie nach 24 h gemessenen Expression von CD11c,
HLA-DR, CD83 und CD86.

Die Uberstande der Mono-DC-Kulturen wurden abgenommen und mittels ELISA auf
ihre Zytokinkonzentrationen untersucht. Zwar konnte eine deutliche Induktion der
Sekretion von TNF-a, IL-6 und IL-12p40 durch LPS in konzentrationsabhé&ngigem
AusmaB beobachtet werden, doch bei den Zellen, die mit der jeweils gleichen LPS-
Menge behandelt wurden, lieB sich kein wesentlicher Einfluss einer zuséatzlichen
Stimulation mit CCL17 auf die Zytokinantwort erkennen.

Die Hypothese eines proinflammatorischen Effektes von CCL17 auf DC durch
Freisetzung von Zytokinen kann somit in diesem Modell nicht weiter untermauert
werden, wobei die konstitutive Sekretion von CCL17 durch Mono-DC zu

bertcksichtigen ist.
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Abb. 19. Zytokinsekretion von Mono-DC nach Stimulation mit CCL17 und LPS in

unterschiedlichen Konzentrationen.

Mono-DC wurden aus Buffy-Coat generiert (s. Methoden 2.3.3) und mit CCL17 und/oder LPS

in unterschiedlicher

Konzentration stimuliert.

Nach 24 h und 48 h wurden die

Zytokinkonzentrationen der Uberstande mittels ELISA bestimmt. Die Graphen zeigen
Mittelwert und SD. Alle Anséatze wurden in Duplikaten ausgefihrt. Die Ergebnisse von drei

unabhéngigen Experimenten sind abgebildet.
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4 Diskussion

4.1  Ubersicht iiber die experimentellen Befunde

Gewebeproben der intestinalen Mukosa von Patienten mit MC oder CU sowie
gesunden Kontrollprobanden wurden auf die mRNA-Expression von CCL17
untersucht. Es zeigte sich eine starkere Expression im entzindeten lleum und Kolon
von MC Patienten und entziindeten Kolon von Patienten mit CU gegenlber nicht
entziindetem und gesundem Gewebe.

Die Expression von CCL22, Foxp3 und IL-17A war ebenfalls im entziindeten Gewebe
der CED Patienten starker ausgepragt als in nicht entziindeter bzw. gesunder

Mukosa.

Weiterhin ergab sich eine deutliche lineare Korrelation der Expression von CCL17 mit
der Expression von CCL22 und Foxp3 in allen untersuchten Gewebeproben. Die
Expression von IL-17A korrelierte nur im Kolon von MC und CU Patienten mit der
CCL17-Expression, wahrend im Illeum von MC Patienten eine Korrelation

unwahrscheinlich erschien.

Patienten mit aktiver CED wiesen im Durschnitt einen erhéhten CCL17-Serumspiegel
auf. Es zeigte sich dabei aber eine breite Streuung der Werte der einzelnen Patienten

und ein Zusammenhang zur Schwere der Erkrankung lieB sich nicht feststellen.

Mit dem Ziel, die zellulare Quelle fir CCL17 im menschlichen Darm zu identifizieren,
wurden verschiedene Zellpopulationen der Darmschleimhaut auf Protein- und mRNA-
Ebene auf ihren CCL17-Gehalt untersucht. Dabei zeigte sich, dass vor allem DC und
Monozyten/Makrophagen CCL17 exprimieren. Die starkste Expression wurde in DC

gemessen.

Ein direkter Effekt von CCL17 auf die Ausreifung und Zytokinproduktion von DC in
vitro konnte in einem einfachen Versuchsansatz durch die Stimulation von Mono-DC
mit LPS und CCL17 jeweils in verschiedenen Konzentrationen nicht beobachtet

werden.
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4.2 Methodendiskussion
4.2.1 Auswahl von Patienten und Gewebe
Die korrekte Auswahl und Kategorisierung des Patientenmaterials ist entscheidend,

um den Einfluss von Stérfaktoren auf die untersuchten Hypothesen gering zu halten.

CED Patienten und Kontrollgruppe

Die Diagnose MC oder CU wurde nach klinischen, endoskopischen,
laborchemischen und pathologischen Standardkriterien gestellt. Der GroBteil der
Patienten befand sich in langfristiger Behandlung in der Spezialambulanz fir CED
des Universitatsklinikums Muinchen Rechts der Isar. Jedweder Zweifel an der
korrekten Diagnose, sei es durch den klinischen, pathologischen oder
endoskopischen Befund, fihrte zum Ausschluss des Patienten. Von der Richtigkeit
der Diagnosestellung kann also mit groBer Sicherheit ausgegangen werden.

Die Vorsorge-Koloskopie bietet eine ideale Moglichkeit, Darmgewebe von gesunden
Kontrollprobanden ohne intestinale Komorbiditdten zu gewinnen. Bei Patienten mit
maligner Grunderkrankung wurde das Gewebe nie aus unmittelbarer Néhe des
Tumors entnommen, sodass ein Einfluss auf das mukosale Immunsystem
unwahrscheinlich, aber nicht ausgeschlossen, ist. Bei Gewebeproben, die bei der
Ruckverlagerung eines transienten lleostomas gewonnen wurden, waren hingegen
geringgradige entzindliche und regenerative Veranderungen zu erwarten und auch
histologisch erkennbar. Generell wurden Patienten mit Erkrankungen, die sich
bekanntermaBen auf die Expression von CCL17 auswirken, wie Asthma oder
atopische = Dermatitis, ausgeschlossen. Das  Geschlechterverhéltnis  der
Kontrollgruppe war ausgewogen, lediglich der Altersdurchschnitt war deutlich héher
als der der CED Patienten. Zwar wirkt sich das Alter in vielerlei Hinsicht auf die
Immunantwort aus (Wu and Meydani 2008), in dieser Studie war jedoch kein Einfluss
des Alters auf die CCL17-Expression in den einzelnen Subgruppen und in der

Gesamtheit der Probanden erkennbar.

Methoden der Gewebegewinnung
Dass die Art und Weise der Probengewinnung Einfluss auf die mRNA-
Expressionsmuster mukosaler Zellen hat, ist prinzipiell mdglich. Wéhrend bei der

endoskopischen Probenentnahme der Darm kaum beeintrachtigt wird, kbnnten eine
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Ischamie oder traumatische Gewebsverletzung, die einer chirurgischen Resektion
vorausgehen kdnnen, eine Veranderung von Immunzellen des Darms verursachen.
Ein Einfluss der Methode der Gewebeentnahme auf die CCL17-Expression konnte in
dieser Arbeit jedoch nicht identifiziert werden. Ein Vergleich ist aber generell
schwierig, da zwischen Patienten, die operiert werden mussen, und Patienten, die
sich einer Endoskopie unterziehen, auch Unterschiede im Krankheitsprofil zu

erwarten sind.

Einfluss der Therapie der CED Patienten

Die Untersuchung von CED Patienten im natlrlichen Krankheitsverlauf ist in der
Praxis kaum mdglich, da die meisten Patienten unter CED-spezifischer Therapie
stehen. Glukokortikoide, Immunsuppressiva und antiphlogistische Substanzen, sind
die gebrauchlichsten Medikamente. Auch TNF-a-Antagonisten sind mittlerweile vor
allem in der Therapie des MC weit verbreitet. Wahrend die Effekte von Steroiden und
alteren Immunsuppressiva, wie Azathioprin, vergleichsweise gut untersucht sind
(Brattsand and Linden 1996, Thomas, Myhre et al. 2005), ist Uber die genauen
Auswirkungen der TNF-a-Blockade auf andere Mediatoren und Signalwege noch
wenig bekannt. Von einer Beeinflussung der Zytokin- und
Chemokinexpressionsmuster durch die CED-Medikation muss aber ausgegangen
werden (Moriconi, Raddatz et al. 2007, Velikova, Kyurkchiev et al. 2017).

Zwar wurden in dieser Arbeit keine auffalligen Einflisse der Therapie auf die CCL17-
Expression in den verschiedenen Therapie-spezifischen Subgruppen festgestellt,
doch besitzt diese Analyse aufgrund der geringen Stichprobenanzahl in den
einzelnen Subgruppen und des vermutlich vorliegenden Bias, das aus der
Abhéangigkeit der Therapieform von der Schwere der Erkrankung resultiert, begrenzte

Aussagekraft.

Kategorisierung des Gewebes der CED Patienten

Die Entscheidung, ob Gewebe von CED Patienten als entziindet oder nicht entziindet
eingestuft wurde, wurde anhand von makroskopischen Aspekten (bei der Endoskopie
oder der makroskopischen Untersuchung des OP-Praparates) getroffen.
Makroskopisch sichtbare Effekte einer Entzindungsreaktion sind beispielsweise

Rétung durch Hyperamie, Verschwinden der mukosalen GefaBzeichnung durch
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6dematdse Schwellung, Ulzerationen und Kontaktblutungen oder Fibrinbelage
(Christensen and Rubin 2016). Doch welche entziindlichen Prozesse sich
mikroskopisch abspielen, kann dadurch nicht exakt bestimmt werden. So kénnen in
der fruthen Phase bereits Aktivierung, Infiltration und Mediatorausschittung
verschiedener Immunzellen stattgefunden haben, noch bevor mit bloBem Auge
sichtbare Effekte eintreten. Ebenso kann sich makroskopisch stark alteriert
erscheinendes Gewebe bereits in der Regenerationsphase befinden oder
Narbengewebe darstellen.

In der vorliegenden Arbeit bestatigte der histopathologische Befund in der Regel die
makroskopische Einschatzung. Insbesondere als entziindet eingestuftes Gewebe
zeigte typische mikroskopische Entzindungszeichen. In einigen Fallen ergaben sich
jedoch Hinweise, dass makroskopisch unauffallig erscheinendes Gewebe
mikroskopisch doch eine gewisse Entzindungsaktivitat aufweisen konnte. Allerdings
war eine eindeutige Zuordnung der Lokalisation der Probe fir Forschungszwecke zur
Probe fur die histologische Untersuchung nicht immer mdglich, sodass auf eine
nachtragliche Anderung der Einstufung verzichtet wurde. Somit ist in Betracht zu
ziehen, dass die geringfligig starkere Expression von CCL17 im nicht entziindeten
Gewebe von CED Patienten auf die teilweise doch vorhandene mikroskopische
Entziindung zuruckzufihren ist.

Weiterhin ist zu erwdhnen, dass in der Kategorie des nicht entzindeten CED-
Gewebes nicht unterschieden wurde, ob eine Probe von einem Patienten in
Remission oder einem Patienten mit aktiver Erkrankung aus einem nicht betroffenen
Areal stammte. Auch wurde bei MC Patienten nicht beachtet, ob das nicht
entziindete Gewebe jemals von der Krankheit betroffen war oder nicht (etwa bei
Patienten mit reinem lleum- bzw. Kolon-Befall). All diese Félle sind sicherlich nicht
als gleichwertig zu betrachten. Doch da in der Gruppe des nicht entziindeten CED-
Gewebes keine wesentliche Steigerung der CCL17-Expression zu beobachten war
und auch in der Literatur nicht beschrieben ist — sowohl bei nicht entziindetem
Gewebe von Patienten mit aktiver Erkrankung (Jugde, Alizadeh et al. 2001,
Autschbach, Giese et al. 2002) als auch bei Patienten ohne Krankheitsaktivitat
(Christophi, Rong et al. 2012) —, erscheint eine weitere Differenzierung dieser Gruppe

nicht notwendig.
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4.2.2 Nachweismethoden von CCL17

Die gqRT-PCR ist eine hochsensitive Methode zum Nachweis von DNA, die auch mit
sehr geringen Gewebemengen durchflhrbar ist. In Kombination mit der reversen
Transkription ist sie die gangigste Methode zur Bestimmung des mRNA-Gehaltes
einer Probe. Doch inwiefern die mRNA-Expression eines Genes tatsachlich mit dem
Level des fertigen Proteins korreliert und damit auch dessen Funktion widerspiegelt,
ist noch immer Gegenstand reger Diskussion. Auf dem Weg von der mRNA zum
Protein spielen posttranskriptionelle sowie posttranslationale Mechanismen eine
regulierende Rolle (de Sousa Abreu, Penalva et al. 2009). Diese scheinen sich je
nach Gen unterschiedlich stark auszuwirken, denn die Korrelation der mRNA-
Expression mit der Proteinkonzentration ist fir unterschiedliche Gene verschieden
stark ausgepragt (Koussounadis, Langdon et al. 2015). Koussounadis et al.
demonstrierten, dass diese Korrelation fir unter verschiedenen experimentellen
Konditionen unterschiedlich exprimierte mMRNA besonders stark ist, und stitzen damit
die These, dass Anderungen der mRNA-Expression reprasentativ auch fiir
Anderungen auf Proteinebene sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine gesteigerte CCL17-mRNA-Expression im
entzindeten Darm von CED Patienten in Proben der gesamten Mukosa
nachgewiesen. Diese Ergebnisse beziehen sich also auf den gesamten mRNA-
Gehalt aller mukosalen Zellpopulationen im Durchschnitt. Ob dies durch eine
gesteigerte Transkription der CCL17-produzierenden Zellen oder durch vermehrte
Infiltration dieser Zellen und damit héheren Anteil an der Gesamtheit der mukosalen
Zellen zustande kommt, I&sst sich aus diesem Ergebnis nicht ableiten. Doch die hier
demonstrierte starke CCL17-Expression durch DC aus der entziindeten Mukosa
gegenuber DC aus gesundem Gewebe, lasst auf eine Hochregulierung der
Transkription auf zellularer Ebene schlieBen.

Der ELISA weist CCL17 auf Proteinniveau nach und liefert dartuber hinaus eine
absolute Quantifizierung. So stellt er eine wertvolle Ergdnzung zur Bestimmung der
mRNA-Expression mittels pRT-PCR dar. Der CCL17 ELISA wurde zur Bestimmung
der Konzentration von CCL17 im Serum eingesetzt. Die zuséatzliche Messung von
CCL17 im Uberstand von Darmgewebe-Kulturen oder die Kultur isolierter

Zellpopulationen aus Darmgewebe wére zusatzlich aufschlussreich gewesen, konnte
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aber aufgrund des begrenzt verflgbaren Patientenmaterials nicht durchgefihrt
werden.

Die Durchflusszytometrie ist eine geeignete Methode, um ein anfarbbares Protein
einem bestimmten Zelltyp zuordnen zu kénnen, der durch seine Oberflachenantigene
charakterisiert wird, und ist auch bei geringen Zellzahlen anwendbar. Daher wurde in
dieser Arbeit ein Protokoll zur intrazellularen Farbung von CCL17 in humanen
Darmzellen erarbeitet. Diese Methode war in erster Linie durch das schwache Signal
der intrazellularen CCL17-Farbung und die oft sehr geringe Anzahl der DC und
Makrophagen in den untersuchten mukosalen Zellen limitiert.

Dazu ist noch zu erwéhnen, dass sich ein positives Signal in der Fraktion der APC
simultan zur Positivkontrolle in einer Verschiebung der Fluoreszenzintensitat der
gesamten CCL17-gefarbten Zellen gegenlber der Isotypkontrolle prasentierte,
wéhrend unter den CD45-negativen Zellen oftmals einige wenige sehr stark
fluoreszierende Zellen auffielen, was mdglicherweise eher als Artefakt zu werten ist.
Vor diesem Hintergrund muissen die Ergebnisse der Durchflusszytometrie mit
intrazellularer Farbung von CCL17 mit Vorsicht betrachtet werden. Eine Expression
von CCL17 in Nicht-lmmunzellen des Darms (vor allem Epithelzellen) wurde auf

mRNA-Ebene nicht bestétigt und ist daher unwahrscheinlich.

4.2.3 Wirkung von CCL17 in vitro

Eine Induktion von IL-12 in DC durch Stimulation mit CCL17 und LPS, wie sie
Heiseke et al. (Heiseke, Faul et al. 2012) bei Mausen beobachteten, konnte anhand
humaner Mono-DC nicht nachvollzogen werden. Ein Effekt von CCL17 auf DC in vivo
ist damit aber keinesfalls ausgeschlossen. Erstens sind Mono-DC experimentell
generierte Zellen und damit nicht zwangslaufig reprasentativ fur alle Gruppen von DC
im  menschlichen Darm. Zweitens fehlten in vitro moglicherweise weitere
kostimulatorische Faktoren, die unter natlrlichen Bedingungen vorhanden sind.
Drittens ist davon auszugehen, dass Mono-DC bereits relevante Spiegel von CCL17
produzieren (s. Ergebnisse 3.3.1). Mittels ELISA wurde im Uberstand von nicht weiter
stimulierten Mono-DC Kulturen eine CCL17-Konzentration von ca. 10 ng/ml
gemessen. Mdoglicherweise entfaltet CCL17 bei dieser Konzentration bereits seine
volle Wirkung und daher wird durch eine Erhbhung der Konzentration kein weiterer

Effekt hervorgerufen. Viertens wurde nur der Effekt im Zusammenspiel mit einem
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TLR-4-Ligand auf drei verschiedene Zytokine untersucht. In den erwahnten
Untersuchungen an murinen DC wurden CCL17-knockout Zellen verwendet, die mit
ansteigenden Konzentrationen von CCL17 rekonstituiert wurden und dann eine
héhere IL-12 Produktion nach niedrig dosierter LPS Stimulation zeigten (Heiseke,
Faul et al. 2012).

Um die Wirkung von CCL17 auf DC beim Menschen weiter eingrenzen zu kénnen,
sind weitere Experimente noétig. Mégliche Ansétze sind die Untersuchung von DC-
Zytokinprofilen unter CCL17- und/oder CCR4-Blockade mit neutralisierenden
Antikérpern oder Inhibitoren, die Erweiterung der verwendeten TLR-Liganden und
gemessenen Mediatoren oder die Untersuchung von DC ex vivo. Eine weitere
interessante Mdglichkeit, die Funktion von CCL17 im menschlichen Immunsystem
genauer zu untersuchen, wére die Herstellung und Verwendung von CCL17-

knockout Zelllinien.

4.3 Eigene Ergebnisse im Vergleich mit der Literatur

4.3.1 Expression von CCL17 bei Patienten mit CED

CCL17-Expression in der intestinalen Mukosa

Die mRNA-Expression von CCL17 im Darm von Patienten mit CED wurde bereits in
drei wissenschaftlichen Originalarbeiten untersucht (Jugde, Alizadeh et al. 2001,
Autschbach, Giese et al. 2002, Christophi, Rong et al. 2012). Tab. 2 gibt einen
Uberblick tiber die Ergebnisse und Herangehensweisen dieser Studien im Vergleich

zur vorliegenden Arbeit.
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Jugde et al. | Autschbach et al. | Christophi et al. Elgeqe
Ergebnisse
CCL17-Expression
MC, Kolon .
entzindet |11 ("=22) _ (n=20) |1 (n=16)
MC, lleum 1 (n=40)
entziindet - (n=8) 1™ (n=30)
MC, Kolon
nicht entziindet |~ (n=18) - (n=15) |-  (n=28)
MC, lleum - (n=27) "
nicht entziindet - (n=25)
CU, Kolon ] -
entzindet || (n=9) |11 (n=29) M (n=21) |11 (n=17)
CU, Kolon

nicht entzindet |~ (n=5) |- (n=15) B (n=17) |- (n=19)

Entziindliche
Kontrolle

Art der Proben

™ (n=4) |1 (n=10)

. Endoskopie . Endoskopie
Gewinnung und OP OoP Endoskopie und OP
Gewebeart Mukosa Gzﬁggg]pur;atin Mukosa Mukosa
Arlfagtz?ig;s- Frischgewebe| Frischgewebe | FFPE-Gewebe | Frischgewebe

Histologischer nein i . nein
Abgleich J la

Tab. 2. Vergleich der mRNA-Expression von CCL17 aus der Literatur mit den eigenen
Ergebnissen.

»1“ steht fir mindestens 2-fache Expression gegenlber der gesunden Kontrolle, ,1 1 zeigt
mehr als 5-fache Expression an und ,—, bedeutet, dass kein wesentlicher Unterschied
erkennbar war. * kennzeichnet statistische Signifikanz (P < 0,05), wobei Autschbach keine
Angaben zur Signifikanz seiner Werte macht. FFPE bedeutet ,Formalin-fixiert und Paraffin-
eingebettet’. Mit ,histologischem Abgleich® ist die Bestétigung der makroskopischen
Einschatzung des Gewebes als entziindet oder nicht entziindet durch histopathologische
Begutachtung durch zwei unabhéngige Gutachter gemeint.

Zusammengefasst fanden Jugde et al. eine gesteigerte CCL17-Expression im
entziindeten Kolon von MC und CU Patienten, doch keine wesentliche Steigerung im
lleum von MC Patienten. Autschbach et al. zeigten ebenfalls eine Induktion der
CCL17-Expression im entziindeten Gewebe von MC und CU Patienten, wobei sie bei

MC Kolon und lleum zusammengefasst betrachteten. Christophi et al. hingegen
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beobachteten eine Induktion nur im entziindeten Darm von Patienten mit CU (ca. 20-
fach gesteigerte Expression verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe). Bei MC (es
wurde nur das Kolon untersucht) fand sich keine wesentliche Steigerung der CCL17-
Expression. Eine verstarkte Expression im nicht entzindeten Gewebe von CED
Patienten konnte in keiner der Arbeiten nachgewiesen werden. Jugde und
Autschbach untersuchten auch aus anderen Ursachen entzindetes Darmgewebe,
etwa von Patienten mit Divertikulitis, infektdser oder ischdmischer Kolitis, und fanden
CCL17 ebenfalls verstarkt exprimiert vor. Methodisch Uberzeugt besonders
Christophi, da hier die mRNA wund die Histologie =zur Beurteilung der
Entziindungsreaktion aus dem genau gleichen Gewebefragment gewonnen wurden.
Auch wurden die Patienten der einzelnen Kategorien nach Alter und Geschlecht
passend ausgewahlt und Patienten, die eine Anti-TNF-a-Therapie erhalten hatten,
wurden ausgeschlossen. Warum gerade in dieser Arbeit keine gesteigerte CCL17-
Expression bei Patienten mit MC gefunden werden konnte, ist fraglich. Dennoch
deutet die Zusammenschau der Literatur auf eine Erhbhung der Expression von
CCL17 in der entziindeten intestinalen Mukosa von Patienten mit MC und CU hin.
Die vorliegende Arbeit demonstriert dabei erstmalig einen signifikanten Unterschied

auch im lleum von MC Patienten.

CCL17-Expression im Serum

Wie bereits erwahnt, konnten erhéhte Serumspiegel von CCL17 bei einer Vielzahl
von entzundlichen Erkrankungen gefunden werden. Bei einigen davon hat die Hohe
des CCL17-Wertes im Blut sogar einen pradiktiven Wert bezlglich der Schwere der
Erkrankung (Ogawa, Morito et al. 2013, Kataoka 2014, Komatsu-Fuijii, Chinuki et al.
2018). Bei Patienten mit CED war bislang wenig Uber die Expression von CCL17 im
Blut und deren Bedeutung bekannt. In dieser Arbeit wurde zwar ein hdherer
durchschnittlicher CCL17-Serumspiegel bei Patienten mit MC und CU verglichen mit
gesunden Personen gefunden, doch nicht alle Patienten mit aktiver CED zeigten
erhbhte Werte, sodass die CCL17-Bestimmung im Blut sich nicht als
Aktivitdtsparameter bei CED eignet. Diese Tatsache ist insofern nicht weiter
verwunderlich, da aufgrund der lokalen Entziindungsreaktion bei CED auch andere
systemische Entzindungszeichen, wie eine CRP (C-reaktives Protein)- oder IL-6-
Erhéhung, fehlen kdénnen (Funderburg, Stubblefield Park et al. 2013). Ob eine
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Erhéhung des Serumspiegels von CCL17 bei CED Patienten eine bestimmte
Subgruppe von Patienten charakterisiert, beispielsweise Patienten = mit

extraintestinaler Manifestation, bleibt noch zu klaren.

4.3.2 CCL17-produzierende Zellpopulationen

Eine Expression von CCL17 konnte in verschiedenen Zelltypen unter bestimmten
Voraussetzungen nachgewiesen werden. Tab. 3 fasst einige relevante Publikationen
zusammen.

Der GroBteil der Daten aus dem humanen System wurde dabei unter in vitro
Bedingungen und Verwendung bestimmter Stimulanzien gewonnen. Doch die
Tatsache, dass bestimmte Zelltypen separat betrachtet unter experimentellen
Bedingungen zur CCL17-Produktion angeregt werden koénnen, begrindet nicht
zwangslaufig eine Bedeutung dieser Funktion der jeweiligen Zellen in vivo. Daten
dariber, welche Zellen tatsachlich beim Menschen physiologisch und bei
verschiedenen Krankheitsgeschehen in relevantem AusmaB CCL17 produzieren,
sind rar. Patienten mit atopischer Dermatitis zeigten eine starke Expression von
CCL17 in Keratinozyten, die mittels Immunhistochemie nachgewiesen wurde
(Vestergaard, Bang et al. 2000). Perros et al. konnten in einem humanisierten
Asthma-Modell DC als hauptsachliche Quelle fur CCL17 identifizieren, indem sie Ko-
Immunfluoeszenz-Farbungen von CCL17 und CD11c anfertigten (Perros,
Hoogsteden et al. 2009). Welche Zellen im menschlichen Darm vorwiegend CCL17
bilden, wurde bislang noch nicht untersucht. Alferink et al. liefern jedoch wertvolle
Informationen zur Situation im Mausmodell. Mit Hilfe einer Reporter-Maus, die unter
dem Einfluss des CCL17-Promotors ein fluoreszierendes Protein exprimiert, konnten
sie zeigen, dass CCL17 hauptsachlich von CD11b* DC in den Grenzflachen-
Geweben Lunge, Haut und Darm sowie den jeweiligen drainierenden Lymphknoten
gebildet wird (Alferink, Lieberam et al. 2003).
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. Klinischer .
Zellpopulation | System Kontext Stimulus Quelle
Thymozyten konstitutiv
allaemein (Imai, Yoshida et al.
PBMC g Phytoham- 1996)
agglutinin
Monozyten Arthritis GM-CSF (AChUch%1%§)Ok etal
TNF-a/ .
Mono-DC allgemein Prosta- (Rubm,;\é(e)g;w setal.
glandin E2
Asthma in (Staples, Hinks et al.
Makrophagen Asthma Vivo 2012)
Mensch ) _ | (Vestergaard, Bang et
Keratinozyten AD TN:DG./ IF.N al. 2000, Komine,
Y; INVIVO | Kakinuma et al. 2005)
Anti-CD40 / (Lin, Nonoyama et al.
B-Zellen AD IL-4 2003)
. (Radstake, van der
Arthritis LPS Voort et al. 2005)
(Soumelis, Reche et
AD TSLP al. 2002)
Hausstaub- (Perros, Hoogsteden
milbe* et al. 2009)
DC Asthma
NOD1- (Ait Yahia, Azzaoui et
Liganden al. 2014)
. . (Alferink, Lieberam et al.
allgemein | TLR-Liganden 2003)
, . (Halim, Hwang et al.
Allergie Papain / IL-13 2016)
Maus allgemein | TLR-Liganden (Alferink, Lieberam et al.
Langerhans- 2003)
Zellen (Xiao, Fujita et al.
AD TNF-a/IL-4 2003)
Makrophagen Arthritis GM-CSF (AChUch%1%§)Ok etal

Tab. 3. Ubersicht liber bislang identifizierte CCL17-produzierende Zellen.

Auswabhl einiger Publikationen, die eine Expression von CCL17 in bestimmten Zelltypen
zeigen. AD: Atopische Dermatitis; *hier wurden humane PBMC von auf Hausstaubmilben
sensibilisierten Asthmatikern in Mause transferiert und diese mit Hausstaubmilben
konfrontiert.
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Die vorliegende Arbeit liefert Hinweise darauf, dass in der menschlichen
Darmschleimhaut analog zur Situation in der Maus CCL17 vorwiegend von DC
produziert wird. Im Gegensatz zum akuten Kolitis-Modell der Maus, in dem die
Expression von CCL17 exklusiv in DC zu beobachten war (Heiseke, Faul et al.
2012), exprimieren aber auch Monozyten/Makrophagen in der Darmschleimhaut von
CED Patienten CCL17 und sind aufgrund ihrer héheren Frequenz ebenfalls als eine

wichtige Quelle fir dieses Chemokin anzusehen.

4.3.3 Wirkungsweisen von CCL17

Als Effekt von CCL17 wird in der Regel die CCR4-vermittelte Rekrutierung von T-
Zellen angenommen (Imai, Nagira et al. 1999, Solari and Pease 2015). Eine Wirkung
von CCL17 Uber andere Chemokinrezeptoren, wie CCR8 (Bernardini, Hedrick et al.
1998), CCR7 oder CXCR4 (Stutte, Quast et al. 2010) wurde nur vereinzelt
beschrieben.

Heiseke et al. postulierten erstmals eine direkte Wirkung von CCL17 auf DC. Die
Untersuchung dieser Fragestellung ging aus der Beobachtung hervor, dass ein
Fehlen des CCR4-Rezeptors auf T-Zellen nicht den gleichen protektiven Effekt
bezlglich der Entwicklung einer Kolitis hervorbringen konnte, der durch die
Abwesenheit von CCL17 erreicht wurde (Heiseke, Faul et al. 2012). Somit konnte
eine fehlende CCR4-vermittelte Rekrutierung von T-Lymphozyten nicht die alleinige
Ursache des in diesem Modell entztindlich wirkenden CCL17 sein.

In einem ersten Versuch konnte zwar in dieser Arbeit kein direkter Effekt von
rekombinantem CCL17 auf DC nachgewiesen werden, eine weitere Untersuchung

der Wirkungsweisen von CCL17 beim Menschen ist jedoch notwendig.

4.4 Beurteilung der Ergebnisse

4.4.1 Rolle von CCL17 bei der CED Entstehung

Die verstarkte Expression von CCL17 in der entziindeten Mukosa von Patienten mit
CED liefert einen ersten Hinweis darauf, dass diesem Chemokin eine Rolle in der
Krankheitsentstehung zukommt. Das vermehrte Vorkommen eines Mediators alleine
lasst jedoch noch nicht auf dessen Funktion schlieBen. So zeigte sich beispielsweise
auch die Expression von Foxp3 erhdht, was auf das Vorhandensein regulierender

Mechanismen im Entzindungsgeschehen hindeutet.
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Heiseke et al. lieferten mit der Demonstration des protektiven Effekts der
Abwesenheit von CCL17 auf die Kolitis-Entwicklung bei Mausen die Grundlage fur
die nahere Betrachtung von CCL17 als potentielle therapeutische Zielstruktur bei
Patienten mit CED. Da bislang noch wenig Uber die Verbreitung und Funktion von
CCL17 im gastrointestinalen System bekannt war, wurden in dieser Arbeit auch
grundlegende Fragen, wie die nach der CCL17-produzierenden Zellpopulation im
menschlichen Darm, bearbeitet. Dass dabei analog zum Mausmodell DC als
vorwiegende Quelle fur CCL17 identifiziert werden konnten, demonstriert die
Parallelen zwischen Mensch und Maus in diesem Zusammenhang und gibt Anlass
zur weiteren Erforschung von CCL17 bei der Entstehung von MC und CU.

Wie eingangs bereits erlautert, ist theoretisch ein proinflammatorischer Effekt von
CCL17 Uber die Rekrutierung CCR4-tragender Effektor-T-Zellen ebenso wie eine
entzindungshemmende Wirkung durch das Anlocken regulatorischer T-Zellen
denkbar.

Neben Th1- und Th2-Zellen sind sowohl Th17-Zellen als auch Foxp3* Treg in der
entziindeten Mukosa von CED Patienten vermehrt. Die massive Infiltration von Th17-
Zellen in die intestinale Mukosa bei MC und CU (Zenewicz, Antov et al. 2009) wird
als zentraler Krankheitsmechanismus angenommen (Weaver, Elson et al. 2013).
Zudem konnten Ban et al. Foxp3 immunhistochemisch in der Mukosa von Patienten
mit aktivem MC oder CU, nicht jedoch in gesunder Darmschleimhaut nachweisen
(Ban, Andoh et al. 2008). Wang et al. beobachteten im Einklang mit der vorliegenden
Arbeit eine gesteigerte Expression von Foxp3 auf mRNA- und Protein-Ebene in der
entziindeten Mukosa von CED Patienten, einhergehend mit der Abnahme des Anteils
von Treg im peripheren Blut (Wang, Liu et al. 2011). TGF- ist der wesentliche
gemeinsame Faktor in der Entstehung von Foxp3" Treg und Th17-Zellen. Es
induziert sowohl Foxp3 (Zhu and Paul 2010) als auch RORyt (engl. retinoic acid
receptor-related orphan nuclear receptor gamma t), einen zentralen
Transkriptionsfaktor in der Entstehung von Th17-Zellen (lvanov, Frutos Rde et al.
2008). Zusammen mit IL-10 und Retinolsaure férdert TGF-f die Treg-Entstehung aus
naiven CD4" Vorlaufer-T-Zellen, was gleichzeitig die Th17-Zell-Entwicklung inhibiert
(Zhou, Lopes et al. 2008), wahrend die Anwesenheit von inflammatorischen
Zytokinen, wie |L-6/23, die Differenzierung zu Th17-Zellen induziert und im

Gegenzug die Treg-Entstehung unterdruckt (Bettelli, Carrier et al. 2006). Somit wird
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ein reziprokes Gleichgewicht zwischen Th17-Zellen und Treg angenommen. Eastaff-
Leung et al. zeigten eine Verminderung der Treg bei gleichzeitiger Vermehrung der
Th17-Zellen im peripheren Blut von Patienten mit CED und schlussfolgerten, dass
das inflammatorische Zytokin-Milieu der Mukosa bei CED die Generierung von Th17-
Zellen und Inhibierung von Treg férdert (Eastaff-Leung, Mabarrack et al. 2010).

Im Zusammenhang mit CCL17 beobachtete Heiseke bei CCL17-defizienten M&usen,
die im Gegensatz zu Wildtyp-Mausen vor der Induktion einer schweren
experimentellen Kolitis geschltzt waren, eine verringerte Expression von IL-17 in der
Kolon-Mukosa dieser Mause, ein geringeres Potential CCL17-defizienter DC zur T-
Zell-Aktivierung in vitro und eine Expansion von Foxp3* Treg in intraepithelialen und
mesenterialen Lymphknoten in vivo, welche fur einen langfristigen protektiven Effekt
notwendig war (Heiseke 2012). Weiterhin konnte er nachweisen, dass fir den
genannten Schutz vor experimenteller Kolitis bei CCL17-Knockout-M&usen die
Expression von CCR4 auf Zellen des angeborenen Immunsystems essentiell war,
wahrend eine CCR4-Expression in T-Zellen nicht erforderlich war. Aus diesen
Ergebnissen wurde folgendes Modell der Wirkung von CCL17 in der Entstehung von
CED postuliert: CCL17 stimuliert DC in auto- bzw. parakriner Weise und flahrt zur
Produktion inflammatorischer Mediatoren, wie IL-6/23 und IL-12, welche das
Gleichgewicht der Th-Zellen in Richtung der Th1/Th17-Zellen verschieben und die
Expansion von Treg inhibieren (Heiseke 2012).

Um erste Einblicke in mdgliche Parallelen im menschlichen Organismus zu
gewinnen, wurde in dieser Arbeit die Expression von CCL17 mit der von Foxp3 und
IL-17A korreliert. Interessanterweise war eine starke und signifikante positive
Korrelation mit der Expression von CCL17 vor allem flr die Expression von Foxp3 zu
finden. IL-17A hingegen korrelierte im Kolon von MC und CU Patienten schwach mit
CCL17, wéahrend im lleum von MC Patienten kein linearer Zusammenhang
feststellbar war. Diese Daten stutzen zunéchst nicht die These der CCL17-
abhangigen Th17-Zell-Proliferation und Treg-Inhibition. Zu beachten ist allerdings,
dass die hier generierten Daten nur die Situation in der Mukosa widerspiegeln,
wahrend Heiseke gezielt die intraepithelialen und mesenterialen Lymphknoten
untersuchte, welche als entscheidender Ort fur die T-Zell-Differenzierung unter dem
Einfluss von aus der Mukosa migrierten DC gelten (Heiseke 2012). Dennoch deutet

das Fehlen eines linearen Zusammenhanges der Expression von CCL17 und IL-17A
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im lleum von MC Patienten auf eine CCL17-unabhangige Regulation der Th17-Zell-
Expansion in diesem Kontext hin.

Was die positive Korrelation von Foxp3 mit CCL17 im Kolon von CU Patienten sowie
lleum und Kolon von MC Patienten betrifft, sollte erwahnt werden, dass im
Gegensatz zur Situation in der Maus Foxp3 beim Menschen laut aktuellen
Erkenntnissen nicht als ausschlieBlich représentativ fur immunsuppressive Treg
anzunehmen ist. Bei verschiedenen entzindlichen Erkrankungen, darunter auch
CED, wurde beobachtet, dass Treg unter entzindlichen Bedingungen auch
inflammatorische Zytokine sezernieren kénnen (Jung, Kwak et al. 2017). Sogenannte
Th17- und Thi-ahnliche Treg Zellen exprimieren weiterhin Foxp3, produzieren
jedoch IL-17A oder IFN-y und exprimieren den jeweils Th17- bzw. Th1-
charakteristischen Transkriptionsfaktor RORyt bzw. T-bet (engl. T-box transcription
factor) (Stock, Akbari et al. 2004, Voo, Wang et al. 2009).

Somit ist zunachst zu klaren, welche Subgruppen von Foxp3* Th-Zellen im Darm von
Patienten mit CED vermehrt vorliegen und welche Eigenschaften diese haben.
Weiterhin ist — mit Blick auf eine mdgliche therapeutische Beeinflussung — von
besonderem Interesse, welchen Regulationsmechanismen die Differenzierung der
verschiedenen Treg-Subgruppen unterliegt und welchen Einfluss CCL17 dabei

ausubt.

4.4.2 Klinische Relevanz

Letztendlich wurde diese Arbeit mit Blick auf die Entwicklung neuer Therapieansatze
far Patienten mit CED angefertigt. Formen der zielgerichteten und personalisierten
Therapie halten derzeit Einzug in viele Bereiche der Medizin und erzielen besonders
auf dem Gebiet der Krebstherapie und der Behandlung immunologischer
Erkrankungen groBe Erfolge. Auf dem Gebiet der immunologisch vermittelten
Krankheiten nehmen die CED eine gewisse Sonderstellung ein. Hatte man sie zu
Beginn ihrer Erforschung noch in die Kategorie der Autoimmunerkrankungen
eingeordnet, geht man heute davon aus, dass nicht die eingeschrankte Toleranz
gegenlber korpereigenen Strukturen sondern die gestdérte Interaktion mit
kommensalen Mikroorganismen des Darms den Kernpunkt der Pathogenese
darstellt. Immer mehr Hinweise geben dazu Anlass, als Ursache der CED-

Entstehung weniger ein hyperreaktives Immunsystem als vielmehr einen
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Immundefekt anzunehmen, der dazu fuhrt, dass angeborene Abwehrmechanismen
darin versagen, eine Symbiose mit den Organismen der Darmflora aufrecht zu
erhalten, und dadurch Mechanismen der adaptiven Immunantwort aktiviert werden,
welche mit Kollateralschaden am kdérpereigenen Gewebe einhergehen.

Vor diesem Hintergrund wird verstandlich, warum CED nicht analog zu anderen
autoinflammatorischen Erkrankungen betrachtet werden kdnnen. Die Tatsache, dass
ein bei Psoriasis und rheumatoider Arthritis erfolgreich eingesetzter neutralisierender
IL-17A-Antikérper bei Patienten mit MC zu einer Verschlechterung der Symptomatik
fihrte, verdeutlicht diesen Umstand. Man erklart sich den unterschiedlichen Effekt
unter anderem dadurch, dass in Abwesenheit von IL-17A im Darm auch die
Abwehrlage gegen intestinale Mikroorganismen geschwacht und so der
Krankheitsverlauf aggraviert wurde (Marwaha, Leung et al. 2012).

Ein ideales Therapeutikum zur Behandlung von CED sollte also nicht die
Immunantwort generell schwéchen sondern modulieren und in die richtigen Bahnen
lenken. Sollte sich auch im menschlichen System bewahrheiten, dass CCL17 in
Anwesenheit bakterieller Stimuli die Aktivierung von DC verstarkt, konnte dies ein
sinnvoller therapeutischer Ansatzpunkt sein, da die Reaktion der DC auf bakterielle
Antigene im Darm entscheidend die folgende Reaktion - Toleranz oder Auslésung

einer Immunantwort - beeinflusst.
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5. Zusammenfassung

Die Inzidenz chronisch-entzindlicher Darmerkrankungen, mit den Hauptformen
Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU), nimmt weltweit weiterhin zu. Die
Standardtherapie  mit  antiphlogistischen = Medikamenten,  Glukokortikoiden,
Immunsuppressiva und Tumornekrosefaktor-a-Inhibitoren erreicht nicht immer den
gewunschten Behandlungserfolg. Hohe Dosen dieser Substanzen bergen zudem das
Risiko gravierender Nebenwirkungen. Der Bedarf an neuen Therapiemdglichkeiten ist

somit grof3.

Das Chemokin (C-C motif) Ligand 17 (CCL17) wurde seit seiner Entdeckung 1996
mit vielen entzindlichen Erkrankungen, darunter atopische Dermatitis, Asthma und
rheumatoide Arthritis, in Verbindung gebracht. Eine Studie demonstrierte im
Tierversuch, dass Mause in Abwesenheit von CCL17 vor einer experimentell
herbeigefuhrten Kolitis geschitzt sind. Sie lieferte weiterhin Hinweise dafur, dass
CCL17 nicht nur Uber die Rekrutierung von T-Zellen an den Ort der Entzindung
seine Wirkung entfaltet, sondern auch in der Lage ist, dendritische Zellen — in diesem
Modell die hauptsachlich CCL17-produzierende Zellart — autokrin zu stimulieren und

die Ausbildung eines inflammatorischen Phanotyps dieser Zellen zu begulnstigen.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Expression von CCL17 bei Patienten mit
chronisch-entziindlicher Darmerkrankung, geht der Frage nach, welche
Zellpopulation beim Menschen CCL17 bildet, und untersucht dessen Funktion bei der

Entstehung intestinaler Entzindungen beim Menschen.

Die entziindete Mukosa von Patienten mit MC oder CU wies gegeniber nicht
entzindeter und gesunder Schleimhaut eine verstarkte mRBNA (engl. messenger
ribonucleic acid)-Expression von CCL17 auf. Zusatzlich wurden im Serum von
Patienten mit aktiver Erkrankung erhéhte Konzentrationen von CCL17 gefunden.
Im Darmgewebe Kkorrelierte die Expression von CCL17 mit der des verwandten
Chemokins CCL22 und des flir regulatorische T-Zellen charakteristischen
Transkriptionsfaktors ,Foxp3“. Die Korrelation zu dem von inflammatorischen
Effektor-T-Zellen gebildeten Interleukin 17A war schwécher oder nicht vorhanden.
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Weiterhin wurde die Expression von CCL17 in verschiedenen Zellpopulationen der
Darmschleimhaut ex vivo untersucht. Die Analyse auf Protein- und mRNA-Ebene
deutete auf dendritische Zellen als Hauptproduzenten von CCL17 hin. Aber auch in

Monozyten und Makrophagen wurde die Expression von CCL17 nachgewiesen.

Ein proinflammatorischer Effekt von CCL17 auf dendritische Zellen in vitro, wie er
anhand von murinen Zellen gezeigt worden war, konnte in dieser Arbeit an
menschlichen Zellen nicht reproduziert werden. Es bedarf jedoch weiterer
Versuchsbedingungen, um die Wirkungsweisen von CCL17 im menschlichen System

naher charakterisieren zu kbnnen.

Zusammengefasst ergeben sich Hinweise, dass CCL17 auch in der Pathogenese
chronisch-entzindlicher Darmerkrankungen eine Rolle spielt. Um zu klaren, ob
dieses Chemokin einen guten Ansatzpunkt fir die Entwicklung einer zielgerichteten

Therapie darstellt, bedarf es weiterer funktioneller Untersuchungen beim Menschen.
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