UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF

[. Medizinische Klinik und Poliklinik
Prof. Dr. A. W. Lohse

Einfluss einer intestinalen Entziindung auf die Entwicklung von

Lebererkrankungen im Mausmodell

DISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

an der Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg

vorgelegt von:

Franziska Lara Mathies

aus Hamburg

Hamburg 2017



(wird von der Medizinischen Fakultét ausgefiillt)

Angenommen von der Medizinischen Fakultéit der Universitidt Hamburg am:

15.05.2017
Veroffentlicht mit Genehmigung der Medizinischen Fakultéit der Universitdt Hamburg.

Priifungsausschuss, der/die Vorsitzende:
Prof. Dr. med. Samuel Huber
Priifungsausschuss, zweite /v Gutachter /in:
Prof. Dr. Gisa Tiegs



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

1.1 Primar sklerosierende Cholangitis . . . . . . ... .. ... ... ... ...
1.2 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen . . . . . . . . .. .. ... ...
1.3 Mausmodelle . . . . . ...
1.4 Arbeitshypothesen und Fragestellung . . . . . . . .. ... ... ... ...

Material und Methoden

2.1 Puffer und Medien . . . . . . ...
2.2 Versuchstiere . . . . . . ...
2.3 Kolitis-Induktion . . . . . .. . ...
2.4 Endoskopie . . . . . ..
2.5 Blut- und Organentnahme . . . . . . . .. ... ... ... ...
2.6 Zellisolation . . . . . . ...
2.7 Durchflusszytometrie . . . . . . . . ...
2.8 Histologie . . . . . . . . .
2.9 Klinische Chemie . . . . . . . . . . ... ... ..
2.10 Nachweis bakterieller Translokation . . . . . . . ... ... ... .. ....
2.11 RNA-Analyse . . . . . . . .
2.12 Statistische Auswertung . . . . . . . . . ...

Ergebnisse

3.1 Akute DSS-Kolitis in C57Bl/6-Mausen . . . . . . . ... ... ... ....
3.2 Chronische DSS-Kolitis in C57Bl/6-Méusen . . . . . . . .. .. ... ...
3.3 Chronische DSS-Kolitis in Mausen mit genetischer Leberpathologie

3.4 Kolitis nach adoptiven T-Zell-Transfer . . . . . . . .. ... ... .. ...

Diskussion

4.1 Hepatische Akkumulation von Immunzellen durch Kolitis . . . . . . . . ..
4.2 Bakterielle Translokation als vermittelnder Mechanismus . . . . . . .. ..
4.3 Hepatischer Phénotyp im alternativen Kolitis-Modell . . . . . . . ... ..
4.4 Mildere Lebererkrankung in Mdr2=/~- Mausen nach Kolitis . . . . . . ..

11

12
17
18
19
22
23
24
25
28
29
29
30
32

33
34
41
48
57



4.5 Zusammenfassung . . . . .. .. Lo L 74

4.6 Abstract . . . . .. 75
Abkiirzungsverzeichnis 76
Literaturverzeichnis 78
Danksagung 111
Lebenslauf 112

Eidesstattliche Versicherung 113



1. Einleitung

1.1 Primaéar sklerosierende Cholangitis

Die primér sklerosierende Cholangitis (PSC) ist eine chronisch fortschreitende Leberkran-
kung unklarer Atiologie. Sie ist gekennzeichnet durch eine Entziindung der intra- sowie
extrahepatischen Gallengénge und eine obliterierende konzentrische periduktale Fibrose
[1, 2]. Die fortschreitende Zerstorung der Gallengénge kann iiber eine Leberzirrhose bis
zu einem Leberversagen fiihren. Zudem besteht ein erhohtes Risiko fiir hepatobilidre und
kolorektale Neoplasien [3|. Aufgrund der eingeschrinkten Therapieoptionen stellt die PSC
noch immer eine schwere Erkrankung dar, in deren Verlauf viele Patienten eine Leber-

transplantation benotigen [4, 5].

Epidemiologie

Die Inzidenz der PSC liegt bei 0,9-1,3 Fallen auf 100.000 Einwohner pro Jahr. Die Prava-
lenz betragt 8,5-14,2 Patienten auf 100.000 Einwohner |6, 7, 8]. Das mittlere Diagnosealter
liegt bei 30-40 Jahren |9, 10].

Es besteht eine deutliche Korrelation zwischen PSC und chronisch entziindlichen Dar-
merkrankungen (CED), welche regional unterschiedlich ausgepragt ist. In den USA und
Nordeuropa sind 60-80% aller PSC-Patienten ebenfalls an einer CED erkrankt, in Siideu-
ropa liegt der Anteil bei 50% und in Asien bei 20-35% [11, 12, 13, 14, 15, 16]. Dabei ist
der tiberwiegende Teil der PSC-CED-Patienten an einer Colitis ulcerosa ( Ulcerative colitis,
UC) erkrankt, bei 5,7-13,6% besteht ein Morbus Crohn (Crohn’s disease, CD) [13, 7, 6].
In einer aktuellen kanadischen Studie wurde in einem Kolletiv von PSC-Patienten hinge-
gen ein ausgeglichenes Verhéltnis von CD-und UC-Erkrankungen gefunden. Als mogliche
Ursachen kommen eine Zunahme der CD-Inzidenz insgesamt beziehungsweise die breitere
Verfiigharkeit sowie Anwendung sensitiverer diagnostischer Verfahren wie der Magnetre-
sonanztomographie in Frage [8]. Umgekehrt ist die Korrelation von PSC und CED weniger
stark ausgepragt: bis zu 5% aller UC-Patienten sind ebenfalls an einer PSC erkrankt, fiir
CD-Patienten liegt die Rate bei 3,4% [17].

Die Entziindungsaktivitat im Gastrointestinaltrakt bei PSC-CED-Patienten zeigt ein spe-
zifisches Muster im Vergleich zu CED-Patienten ohne PSC: In mehreren Studien lief sich



bei PSC-CED-Patienten haufiger eine Entziindung iiber das Kolon hinaus bis in das Ile-
um (Backwash ileitis) sowie ein entziindungsfreies Rektum (Rectal sparing) nachweisen.
Zudem besteht bei 87% der PSC-CED-Patienten eine Pankolitis im Vergleich zu 54% der
CED-Patienten ohne PSC. Insgesamt liegt bei PSC-CED-Patienten zudem eine mildere
Entziindungsaktivitat der Kolitis vor [18, 19]. Diese Abmilderung konnte als Folge der
Funktionseinschrinkung der Leber durch die PSC auftreten [20]. Die Studien von Boon-
stra et al. sowie Joo et al. bestatigen das héufigere Vorkommen der Pankolitis sowie die
verringerte Entziindungsaktivitdt bei PSC-CED-Patienten. In den untersuchten Popula-
tionen weisen die Patienten aber weder ofter eine Backwash ileitis noch ein Rectal sparing
auf als CED-Patienten ohne PSC [16, 21].

Ob PSC-CED Patienten zudem im Vergleich zu PSC-Patienten ebenfalls ein spezifisches
Erkrankungsmuster der Leber zeigen, ist unklar. Wahrend Rabinovitz et al. eine Hau-
fung von kombiniertem intra- und extrahepatischer Krankheitausbreitung bei PSC-CED-
Patienten zeigen, stellen weitere Studien keinen Unterschied von PSC- und PSC-CED-
Patienten beziiglich klinischem und radiologischem Erscheinungsbild der PSC oder Uber-
lebensrate fest [22, 13, 23, 24]. Passend dazu beeinflusst eine Kolektomie nicht den Verlauf
der Lebererkrankung bei PSC-CED-Patienten [25]. Marelli et al. wiesen hingegen eine As-
soziation von einer aktiverer Kolitis mit einer milderen Lebererkrankung und umgekehrt
nach [26]. Gleichzeitig scheint eine Rezidiv-PSC nach erfolgreicher Lebertransplantation

seltener bei Patienten mit Kolektomie aufzutreten [27, 28|.

Pathogenese

Die exakte Pathogenese der PSC ist ungeklért. Erschwert wird die Interpretation klinisch
erhobener Befunde dadurch, dass die Erkrankung in der Regel in einem fortgeschrittenen
Stadium diagnostiziert wird, in dem in der Leber bereits Vernarbungen und Stenosen der
Gallengénge bestehen. Fiir die jeweiligen klinischen Aspekte ist dadurch unklar, ob sie
kausal die Erkrankung auslésen oder eine Folge der fortgeschrittenen Erkrankung darstel-
len.

Diskutierte pathogenetische Konzepte gehen von einer multifaktoriellen Genese aus, fiir
die eine genetische Suszeptibilitdat auf dufsere Trigger, eine vermehrte bakterielle Translo-
kation aus dem Darm (Leaky-gut-Hypothese), eine fehlgeleitete Lymphozyten-Migration
(Abberant-homing-Hypothese) sowie Fehlfunktionen des Gallenséuremetabolismus rele-
vant sind [2, 29|. Die Assoziation zu CED sowie zu bestimmten Haplotypen des humanen
Leukozytenantigen-Systems (HLA-System) bei fehlendem Ansprechen auf immunsuppres-
sive Medikamente weisen auf eine immun-vermittelte, aber nicht klassische autoimmune
Erkrankung hin [30].



Genetische Risikofaktoren

Es besteht ein erhohtes PSC-Risiko fiir erstgradige Verwandte von PSC-Patienten, was ei-
ne genetische Pridisposition wahrscheinlich macht [31]. Genomweite Assoziationsstudien
an PSC-Patienten haben zahlreiche Risiko-Loci idenzifiziert, welche den Bereichen Ent-
ziindung, Cholangiozytenfunktion, Fibrose und Karzinogenese zugeordnet werden kénnen
[32]. Die klinische Relevanz der entdeckten Korrelationen muss allerdings jeweils in weite-
ren Studien bestétigt werden. Eine deutliche Assoziation zwischen genetischen Varianten
und PSC ist im HLA-System auf Chromosom 6p21 nachweisbar. Aufgrund des starken lin-
kage disequilibrium im HLA-Bereich ist eine genaue Identifikation der Suszeptibilititsgene

allerdings bisher nicht gelungen [33].

Leaky-gut-Hypothese

Die Leaky-gut-Hypothese postuliert eine vermehrte Translokation von Bakterien oder bak-
teriellen Bestandteilen aus dem durch Entziindungsvorgénge in seiner Barrierefunktion
gestorten Darm iiber das portalvendse System in die Leber. Die Stimulation von Ma-
krophagen, insbesondere Kupffer-Zellen, sowie die Freisetzung von Zytokinen kénnten
zur Cholangitis und im Rahmen der damit verbundenen Wundheilungsreaktion zur pe-
riduktalen Fibrose fithren [34]. In verschiedenen tierexperimentellen Studien konnten ei-
ne bakterielle Uberwucherung des Diinndarms, die Applikation von E.coli-Bestandteilen
wahrend einer Kolitis sowie die direkte Injektion bakterieller Bestandteile in die Pfortader
PSC-&hnliche histopathologische Verdnderungen der Leber hervorrufen [35, 36].
Hinweise fiir den Einfluss einer bakteriellen Translokation auf die Pathogenese der PSC
stammen auch aus humanen Proben: Im Lebergewebe von PSC-Patienten konnte im-
munhistochemisch 16S-rRNA als Bestandteil von Bakterien nachgewiesen werden [37].
Mikrobiologische Kulturen aus Gallenfliissigkeit zeigen bei PSC-Patienten 6fter eine bak-
terielle Besiedlung als bei anderen chronischen Lebererkankungen, wie beispielsweise der
primér bilidiren Zirrhose [38]. Aus explantierten Lebern isolierte bilidre Epithelzellen von
PSC-Patienten zeigen zudem in vitro eine iiberempfindliche Reaktion auf Endotoxin-
Stimulation ohne Toleranzentwicklung nach wiederholter Stimulation [39).

Studien zur antibiotischen Therapie von PSC-Patienten variieren in Groke und verwen-
detem Therapieschema, konnten aber in einigen Féllen eine Besserung serologischer und
klinischer Marker erreichen. Unklar bleibt der prognostische Langzeiteffekt und das opti-
male Therapieregime [35].

Auch eine abberante Immunreaktion auf die kommensale Darmflora kénnte zur Patho-
genese beitragen; so lassen sich bei PSC-Patienten haufiger atypische perinukledre Anti-
Neutrophile cytoplasmatische Antikorper (p-ANCA) nachweisen, welche mit dem huma-

nen [-Tubulin Isotype 5 und einem bakteriellem Protein kreuzreaktiv sind [40].



Abberant-homing-Hypothese

Aufgrund der engen Assoziation von PSC und CED sowie der Tatsache, dass eine PSC
auch nach bereits erfolgter Kolektomie auftreten kann, ist die alternative Hypothese des
Abberant Homings, also der fehlgeleiteten enterohepatischen Migration von T-Zellen pos-
tuliert worden: Im darmassoziierten lymphatischen Gewebe (gut associated lymphoid tis-
sue, GALT) geprégte Gedachtniszellen konnten in die Leber migrieren, hier aktiviert wer-
den und eine Entziindungsreaktion hervorrufen [41]. So weisen PSC-Patienten auf dem
Epithel ihrer Lebergeféfe eine gesteigerte Expression von CCL25 (C-C motif chemokine
ligand 25) sowie dem Adressin MADCAM1 (mucosal addressin cell adhesion molecule 1)
auf, welche normalerweise das Homing von Lymphozyten in den Darm beziehungsweise
das GALT erméglichen. Aus Lebergewebe von PSC-Patienten isolierte T-Zellen exprimie-
ren zudem mit dem Integrin a4/57 und CCR9 (C-C chemokine receptor type 9) fiir eine
Aktivierung im GALT typische Oberflichenmarker, welche nach einer Aktivierung in der
Leber nicht induziert werden [42, 43]. Unklar ist, wodurch die verédnderte Expression der
Adhésionsmolekiile in der Leber hervorgerufen wird und ob sie im Rahmen der generel-
len chronischen Entziindungsreaktion auftritt, da eine gesteigerte MADCAM1-Expression
auch in anderen Lebererkrankungen vorliegt, welche mit Entziindungsreaktionen einher-
gehen [44].

Gallensauremetabolismus

Das Konzept der toxischen Galle beruht auf der Beobachtung, dass in verschiedenen
Tiermodellen durch Verianderungen der Gallenfliissigkeit eine sklerosierende Cholangitis
induziert wird, welche histologisch der humanen Erkrankung dhnelt [36]. Insbesondere
das Knockout-Modell des Multi drug resistance gene 2 (Mdr2=—/~-Modell) wird in diesem
Zusammenhang untersucht: Durch die Storung einer kanalikuldren Phospholipid-Flippase
wird in diesem Modell die physiologische Micellenbildung der Galle gestort, es kommt zu
einer Entziindungreaktion und Fibrosierung der Leber (siche auch Kapitel 1.3). Fiir das
aquivalente humane Gen MDRS3 sind in PSC-Patienten allerdings keine genetischen Risi-
koallele bekannt [45, 46]. Humane MDRS3-Defekte sind mit einem Spektrum an cholesta-
tischen Erkrankungen wie der progressiven familidren intrahepatischen Cholestase sowie
Schwangerschafts- beziehungsweise Arzneimittel-induzierter Cholestase assoziiert [47, 48|.
Denkbar ist jedoch, dass Verdnderungen des Gallensduren-Metabolismus im Rahmen der

auftretenden Cholestase sekundar an der PSC-Progression beteiligt sind.

Therapie der PSC

Aktuell existiert keine etablierte medikamentose Therapie fiir Patienten mit PSC [4].

Die Gabe von Ursodeoxycholsiure (Ursodeozycholic acid, UDCA) wurde in zahlreichen



Studien untersucht, ein eindeutiger Wirksamkeitsnachweis konnte bisher nicht erbracht
werden. Niedrige bis mittlere Dosen UDCA zeigen eine Verbesserung der biochemischen
Marker. Es bestehen Hinweise auf bessere klinische Verldufe, es konnte jedoch keine statis-
tische Signifikanz erreicht werden. [49, 50, 51, 52|. Hohe Dosen (28-30 mg/kg) zeigten ein
schlechteres klinisches Ergebnis beziiglich Notwendigkeit zur Lebertransplantation und
Entwicklung von Osophagusvarizen in der Behandlungsgruppe [53|. Zudem besteht ein
erhohtes Risiko fiir kolorektale Neoplasien in Patienten mit gleichzeitiger UC unter der
hohen héheren UDCA-Dosierung; diese sollte dementsprechend nicht angewendet werden
[4, 54].

Eine klassische immunsupressive Therapie, wie sie beispielsweise bei autoimmuner Hepa-
titis eingesetzt wird, hat sich in Studien nicht als effektiv erwiesen [4]. NorUDCA, welches
eine Verbesserung des Leberschadens durch eine obstruktiven Cholestase in verschiedenen
Tiermodellen gezeigt hat, wird aktuell in klinischen Phase I Studien getestet [55, 56, 57].
Zur Symptomkontrolle kommen zuséatzlich endoskopische Mafsnahmen wie Ballondilatati-
on beziehungsweise Stent-Implantationen zum Einsatz [58, 59|.

Im fortgeschrittenen Stadium der PSC ist die Lebertransplantation eine Therapieoption,
bis zu 40% aller Patienten benétigt sie im Zeitraum von 10-15 Jahre nach Symptom-
beginn [1, 3, 13, 60]. Auch nach Lebertransplantation kommt es bei 20% der Patienten
innerhalb der ersten 5-10 Jahren zur Rezidiv-PSC. In verschiedenen Studien konnte eine
Kolektomie vor oder gleichzeitig mit der Lebertransplantation die Rate an PSC-Rezidiven

im Transplantat senken |28, 61].

1.2 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Die Colitis ulcerosa (Ulcerative colitis, UC) sowie der Morbus Crohn (Crohn’s disease,
CD) sind die beiden héufigsten chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, zudem geho-
ren auch seltenere Krankheitsbilder wie die kollagene und lymphozytéare Kolitis zu diesem
Formenkreis. Bei bis zu 15 % der Patienten ist initial keine Zuordnung zu einem der Subty-
pen moglich [62]. Wie auch die PSC gehoren die CED zu multifaktoriellen Erkrankungen.
In genetischen Assoziationsstudien wurden zahlreiche Krankheitsrisiko-assoziierte geneti-
sche Regionen beziehungsweise Gene identifiziert, welche sich teilweise fiir UC und CD
tiberlappen [63, 64]. Zu den &dtiopathogenetisch diskutierten Faktoren gehoren Barrierede-
fekte der Darmmukosa, eine gestorte Interaktion mit der physiologischen Darmflora sowie
eine Dysregulation von angeborenem und erworbenem Immunsystem [65]. CED-Patienten
weisen eine geringere Diversitit des intestinalen Mikrobioms auf als gesunde Kontrollpro-
banden, zudem zeigt sich eine veréinderte Komposition der Mikroflora. Ein spezifischer
Erreger als Ausloser von CED konnte jedoch bisher nicht identifiziert werden [66, 67, 68].



Colitis ulcerosa

Die UC ist eine chronische, schubweise verlaufende Erkrankung, die durch eine sich von
rektal nach oral kontinuierlich ausbreitende Entziindung der Darmmukosa gekennzeich-
net ist. Typische klinische Zeichen sind blutige Diarrhoe, abdominelle Schmerzen sowie
Tenesmen. Histopathologisch zeigen sich charakteristischerweise eine Stérung der Kryp-
tenarchitektur, eine Infiltration der Lamina propria sowie Erosionen der Darmschleim-
haut, wobei lediglich Mukosa und Submukosa, jedoch nicht die tieferen Wandschichten
des Darms betroffen sind [62]. Die Ausbreitung kann von einer Proktitis bis zu einer Pan-
kolitis reichen [69]. Das Risiko eines kolorektalen Karzinoms ist fiir UC-Patienten zudem
erhoht [70].

Die Haufigkeit der UC schwankt regional, in Europa ist sie mit einer Pravalenz von bis zu
505 Erkrankten pro 100000 Einwohnern und einer Inzidenz von bis zu 12,7 Neuerkrankten
pro 100000 Persohnenjahren weltweit am hochsten |71, 72|. Die exakte Atiopathogenese
ist unklar. Neben einem erhohten genetischen Risiko bei Erkrankung eines erstgradigen
Verwandten [73, 74, 75| spielen Umweltfaktoren eine Rolle: Dabei sind Rauchen sowie eine
bis zum Jugendalter erfolgte Appendektomie protektive Faktoren [76, 77, 78, 79|. Eine
gastrointestinale Infektionen mit bestimmten Keimen erhoht hingegen das Erkrankungs-
risiko, wobei eine Veréinderung des Mikrobioms durch die akute Infektion als moglicher
Mechanismus denkbar ist [80, 81].

Eine Modellvorstellung der Pathogenese der UC umfasst folgende Faktoren: Der physio-
logische Schutz der Darmwand durch eine fiir Bakterien nicht durchléssige Schleimschicht
ist wiahrend der akuten Entziindungsschiibe der UC gestort. Es kommt zu einer ver-
minderten Sekretion des Mucin 2-Proteins, einer der Hauptkomponenten des intestinalen
Schleims; zudem wird die Schleimschicht fiir die kommensalen Bakterien penetrierbar
[82, 83]. Die erhohte Aufnahme luminaler Antigene kénnte iiber eine Erkennung mittels
Toll-like Rezeptoren (TLR), Makrophagen und dendritische Zellen (Dendritic cells, DC)
von tolerogenem in einen aktivierten Zustand versetzen. UC-Patienten zeigen eine erhéhte
Anzahl an aktivierten DC in der Lamina propria, welche eine verstirkte Expression von
TLR2 sowie TLR4 aufweisen, was zu einer verédnderten Interaktion mit der intestinalen
Flora fithren kénnte [84]. Unklar ist, in welchem Mafe diese klinischen Beobachtungen
sekunddr im Rahmen der Entziindung auftreten oder kausal fiir die UC sind. Die Risiko-
Assoziation von UC-Patienten zu Polymorphismen von Genen, welche in Verbindung mit
der epithelialen Barrierefunktion stehen, weisen allerdings auf eine priméare Stérung hin
[64].

Neben der angeborenen Abwehr gehoren auch Mechanismen des adaptiven Immunsystems
zu moglichen pathogenetischen Faktoren der UC: Nicht-klassische natiirliche Killer-T-
Zellen (NKT-Zellen) konnten iiber eine erhohte Produktion von Interleukin-13 (IL-13)



eine atypische Th2-Antwort hervorrufen, was zu einer Storung der Tight Junctions und
Epithelzellapoptosen fiihrt [85, 86].

Die medikamentosen Therapieoptionen der UC umfassen aktuell abhéngig vom Schwere-
grad Aminosalizylate, Kortikosteroide, Azathioprin, Ciclosporin und Biologicals wie TNF-
a- und Integrin-Antagonisten. Bei Therapieresistenz oder nicht beherrschbaren Komplika-
tionen ist eine Kolektomie indiziert, welche die einzige kurative Therapieoption darstellt

und in etwa einem Viertel der Félle im Laufe der Erkrankung notig ist 87, 88].

Morbus Crohn

Beim Morbus Crohn handelt es sich um eine schubweise verlaufende, transmurale Ent-
zindung des Magen-Darm-Traktes, welche jeden Abschnitt des Verdauungssystems be-
fallen kann und héufig einen segmentalen Befall zeigt. Klinisch kommt es zu abominellen
Schmerzen, Diarrhoe, Fieber und Abgeschlagenheit. Haufiger als bei der UC treten auch
extraintestinale Manifestationen wie Arthritiden und Hauterscheinungen auf [89]. Histo-
logisch konnen eine diskontinuierlichen Storung der Kryptenarchitektur, Lymphozyten-
und Plasmagzellinfiltrate sowie bei einem Teil der Patienten auch epitheloidzellige Granu-
lome auftreten. Diese sind relativ spezifisch, aber wenig sensitiv fir CD [90]. Die jahrliche
Inzidenz von CD betrdagt in Europa bis zu 12,7 und in Nordamerika bis zu 20,2 Neuer-
krankungen pro 100000 Personenjahre. Die Pravalenz liegt bei bis zu 332 Erkrankten pro
100000 Einwohner [72].

Die Pathogenese des CD ist multifaktoriell; vermutlich liegt eine durch Umweltfaktoren
getriggerte gestorte Reaktion des adaptiven sowie angeborenen Immunsystems auf eine
gestorte Mikroflora in genetisch suszeptiblen Individuen vor. Die familidre Haufung von
CD-Fillen sowie die konkordante Auspriagung bei 25-35% von monozygoten Zwillingen
sind Hinweise auf eine genetische Komponente [91, 92, 93|. Vorhergehender Tabak-Konsum
sowie gastrointestinale Infektionen erhohen als Umweltfaktoren das Risiko fiir eine spétere
Erkrankung [77, 80, 94]. Weitere diskutierte Pathomechanismen umfassen Stérungen der
intestinale Barriere, der Erreger-Erkennung durch pattern recognition receptor sowie der
Paneth-Zell-Funktion und ein Ungleichgewicht in der T-Zell-Antwort [95].

Eines der wichtigsten in mehreren genomweiten Assoziationsstudien identifizierten Ri-
sikogene ist das nucleotide-binding oligomerization domain containing 2-Gen (NODZ2).
NOD2 wird auf myeloiden Zellen und intestinalen Epithelzellen exprimiert und ist an
der Erkennung von Bakterien durch das angeborene Immunsystem beteiligt [96, 97|. Das
NOD2-Risiko-Gen fiir CD ist mit einer verminderten Produktion von a-Defensin durch
Paneth-Zellen assoziiert, wodurch die Abwehr und Regulation der kommsensalen Mikro-
biota gestort wird [98]. Nod~/~-Miuse weisen eine verdnderte Komposition ihrer Mikroflora
auf, zudem kann die NOD2-Expression und Funktion in intestinalen Epithelzellen durch

Zigarettenrauch verdndert werden [99, 100]. Paneth-Zellen von CD-Patienten mit einer



Variante des Autophagie-assoziierte ATG17L-Gens waren zudem dysmorph und in ihrer
Funktion eingeschrénkt [101].

DC sind essentiell an der Regulation von Toleranz und Aktivierung des Immunsystems
beteiligt und stellen eine Verbindung zwischen angeborenem und adaptivem Immunsys-
tem her [102]. Sie weisen in CD-Patienten eine veranderte Expression von TLR2 so-
wie TLR4 auf, ihre Verteilung und ihr Phénotyp korreliert mit der Erkrankungsschwe-
re [84, 103, 104]. Auch die verminderte Fahigkeit zur Aktivierung regulatorischer T-
Zellen in CD-Patienten konnte zur Aufrechterhaltung der iiberschiefenden Effektor-T-
Zell-Reaktion beitragen [105]. Vermutlich ist das Ungleichgewicht von Effektor-T-Zellen
an der Aufrechterhaltung der Entziindungprozesse, nicht jedoch an der Initiierung betei-
ligt (95, 106].

Die Therapieoptionen des Morbus Crohn umfassen Kortikosteroide, Aminosalizylate, Im-
munsuppressiva wie Azathioprin oder Methotrexat sowie Biologicals wie TNF-a-, 1L-12-
sowie IL-23-und Integrin-Antagonisten. Im Gegensatz zur CU ist durch eine Kolektomie
keine Heilung moglich, weswegen chirurgische Interventionen zuriickhaltend, beispiels-

weise bei Fisteln oder selektivem Befall des terminalem Ileums, zum Einsatz kommen
[89, 107, 108, 109].

1.3 Mausmodelle

Fiir die experimentelle Erforschung der PSC werden verschiedene Tiermodelle verwendet,
die jeweils Teilaspekte der Erkrankung abbilden. Da von einer multifaktoriellen Genese
auszugehen ist, existiert aktuell kein Modell, welches die Erkrankung komplett darstellen
kann. Eine experimentelle Cholangitis kann durch Applikation von Chemikalien, durch
den Knock-out spezifischer Gene, bakterielle beziehungsweise parasitiare Infektionen oder
eine chirurgische bilidre Obstruktion induziert werden [110].

Analog zur PSC gibt es vielfiltige Kolitis-Modelle, welche durch die Gabe von Chemika-
lien, den spezifischen Knock-out einzelner Gene, einer Infektion mit Krankheitserregern,
einem Transfer von Immunzellen oder auch einer Kombination mehrerer Faktoren hervor-
gerufen werden. Obwohl zahlreiche Ubereinstimmungen zwischen murinen und humanen
Erkrankungsmechanismen bestehen, sind auch diese Modelle auf einzelne Teilaspekte li-
mitiert [111, 112].

Mdr2-/~-Modell

Im Mdr2=/~-Modell (alternativ: ATP-binding cassette, sub-family B, member 4: Abcbs)
wird die Expression einer kanikuldaren Phospholipid-Flippase gestort, welche Phospholi-
pide in die Gallenfliissigkeit transportiert. Durch den verminderten Phospholipidgehalt
der Galle wird die physiologische Micellenbildung der Phospholipide mit Gallenséuren



verhindert, was zur Schédigung von Cholangiozyten fiihrt [113|. Zudem kommt es durch
eine Storung der Tight Junctions zur Leckage von Gallenséuren in die Portalfelder. Histo-
logisch lassen sich im Mdr2=/~-Modell eine periportale Entziindung, Fibrosierung sowie
obliterative Cholangitis nachweisen. Das inflammatorische Infiltrat setzt sich aus CD11b™-
Neutrophilen, sowie CD4- und CDS8-T-Zellen zusammen. Im Gegensatz zu einigen anderen
Cholangitis-Modellen ist im Mdr2~/~-Modell keine Kolitis nachweisbar. Es tritt zudem
keine erhohte Dichte an Bakterien in Leber, Diinn- sowie Dickdarm oder eine verénder-
te Zusammensetzung der isolierten Bakterienspezies im Vergleich zur Kontrollgruppe auf
[114]. Die physiologische intestinale Flora hat in diesem Cholangitis-Modell eine protek-
tive Wirkung: Keimfrei gehaltene Mdr2~/~-Miuse zeigen im Vergleich zu konventionell
gehaltenen Tieren sowohl schlechtere biochemische als auch histologische PSC-Marker,
zudem besteht eine verstiarkte Seneszenz der Cholangiozyten. Dieser Effekt ist in witro

durch die Applikation von UDCA, einem Metabolit der Mikroflora, reversibel [115].

DSS-Kolitis

Um den spezifischen Effekt einer Kolitis auf die Leber sowie die Entwicklung einer Cholan-
gitis zu testen, wurde fiir diese Arbeit in Wildtypen sowie Mdr2~/~-defizienten Mausen
eine Kolitis induziert. Durch die wiederholte Gabe von polymerem Natrium-Dextransulfat
(Dextran sodium sulfate, DSS) kann, abhéngig von der Applikationsdauer, eine akute be-
ziehungsweise chronische Kolitis ausgelost werden, welche durch Gewichtsverlust und blu-
tige Diarrhoe gekennzeichnet ist [116]. Histologisch weist diese Kolitis Ulzerationen der
Darmwand, einen Verlust von Krypten sowie entziindliche Infiltrate der Darmschleimhaut
auf und &hnelt damit dem histologischen Bild der UC [117]. Als vermittelnde Mechanis-
men werden die Storung der Tight Junctions zwischen den Enterozyten sowie die toxische
Wirkung von Komplexen aus mittelkettigen Fettsduren mit DSS auf die Enterozyten an-
genommen, wodurch es zu einer Barrierestorung des Darmepithels und konsekutiv zu einer
Entziindungsreaktion kommt [118, 119]. Zudem kommt es nach DSS-Gabe friih zu einer
Storung der Struktur der inneren Schleimschicht, welche die Darmwand vor dem direkten
Kontakt mit der kommensalen Flora schiitzt. Der Invasion von Entziindungszellen nach
3-4 Tagen geht eine bakterielle Penetration der inneren, physiologisch bakterien-freien,
Schleimschicht voran [120]. Eine DSS-Kolitis ldsst sich auch in M#usen mit Stérungen
der adaptiven Immunabwehr hervorrufen [121]. In Wildtypen ist passend dazu die Ent-
ziindungsreaktion in der akuten Phasen primér durch die Zellen des angeborenen Im-
munsystems vermittelt und erst im weiteren Verlauf sind auch vermehrt CD3%-Zellen im
Darmgewebe nachweisbar [122]. Nach oraler Gabe von DSS tiber mehrere Tage ist die
Chemikalie nicht nur in intestinalem Gewebe, sondern auch in weiteren Organen wie den

mesenterischen Lymphknoten, der Milz sowie Leber nachweisbar [123].
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Transfer-Kolitis

Um zwischen DSS- und Kolitis-spezifischen Effekten zu differenzieren, wurde ein alterna-
tives Kolitis-Modell verwendet. Der adoptive Transfer von CD4+*CD45RB"9" T-Zellen in
Mause ohne B- beziehungsweise T-Zellen ruft nach 5-8 Wochen eine Kolitis hervor und
stellt ein weit verbreitetes Kolitis-Modell dar [124]. Um die Rolle von Thl- und Th17-
Zellen zu untersuchen, konnen auch in vitro differenzierte IL-17AT-T-Zellen transferiert
werden, welche eine dhnlich schwere beziehungsweise schwerere Kolitis hervorrufen. Nach
Transfer bleibt lediglich ein kleiner Teil der Zellen stabil, wiahrend fiir die Entwicklung
der Kolitis ein Switch in der Zytokinproduktion von IL-17A- zu einer IFN-v-Produktion

notwendig zu sein scheint [125].

Interaktion zwischen Kolitis und Leber im Mausmodell

Der Einfluss einer Kolitis auf die Leber wurde bereits in einigen Vorarbeiten untersucht:
Nach vierwochiger DSS-Gabe in Wildtypen konnten Numata et al. in 33% der Lebern pe-
riportale mononukledre Zellinfiltrate sowie eine erh6hte Anzahl an Th1-Zellen nachweisen
[126]. Eine chronische DSS-Kolitis iiber 5 bis 8 Zyklen ruft ebenfalls eine milde portale
Inflammation in Mdr*/~ -Méusen hervor, ohne die histologische Charakteristik einer skle-
rosierenden Cholangitis zu entwickeln [127]. Zusétzlich fithrt eine chronische DSS-Kolitis
zu erhohten Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine wie TNF-«, IFN-y und IL-
6 im Pfortaderblut, es kommt zu einer verstiarkten Aktivierung Antigen-prasentierender
Zellen (Antigen presenting cell, APC) in der Leber. In ASBT-OVA-Méiusen, welche Oval-
bumin auf Gallengangsepithelien exprimieren, wird eine durch Transfer von Ovalbumin-
spezifischen OT1-T-Zellen ausgeloste Cholangitis verstérkt [128].
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1.4 Arbeitshypothesen und Fragestellung

Die Atiologie der PSC ist bislang nicht abschliekend geklirt. Da die PSC regelhaft erst in
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert wird, ist fiir die meisten klinisch erhobenen Be-
funde unklar, ob diese die Erkrankung verursachen oder ihre sekundére Folgeerscheinung
sind. Die Entwicklung einer PSC-Erkrankung ist in Nordeuropa in 60-80% mit einer chro-
nisch entziindlichen Darmerkrankung assoziiert. Ziel dieser Arbeit ist daher, den Einfluss
einer Kolitis auf die Entstehung einer Leberpathologie in gesunden Méausen zu evaluieren.
Anschliefsend wird der Effekt auf eine bereits bestehende, PSC-ahnliche Leberpathologie
getestet. Fiir beide Fragestellungen wird gepriift, ob die Translokation von Bakterien iiber
die Pfortader in die Leber als vermittelnder Mechanismus in Frage kommt. Im zweiten
Teil der Arbeit wird mit Hilfe eines alternativen Kolitis-Modells iiberpriift, welche der
hepatischen Verdnderungen modellunabhéngig auf die Darmentziindung zuriickzufiihren

sind.



2. Material und Methoden

Gerat

Hersteller

CO2-Inkubator MCO-19AIC (UVH)

Sanyo Medical AG, Etten Leur, Niederlande

Durchflusszytometer: LSR 11

BD Biosciences, Heidelberg

Endoskop: Colo View-System

Karl Storz, Tuttlingen

FACS Aria II1

BD Biosciences, Heidelberg

MACS Magnet: QuadroMACS Seperator

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Magnet fiir RNA-Isolation: DynaMag-2

Life Technologies, Darmstadt

Mikroskop Keyence BZ-9000

Keyence, Neu-Isenburg

Mikrotom CUT 5062

SLEE Medical, Mainz

Neubauer Zahlkammer bright line

Marienfeld Superior, Lauda Konigshofen

Pipetten 20 pl, 200 ul, 1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg

Praparationsbesteck

Fine Science T ools, Heidelberg

Real-Time-PCR-Cycler: Step One Plus

Life Technologies, Darmstadt

Reine Werkbank HA 2472 GS

Heraeus, Hanau

Spektrophotometer Nanodrop 2000

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen

Thermomixer comfort

Eppendorf AG, Hamburg

Thermozykler C100 Touch

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Vortexer Vortex Genie 2

Scientific Industries Inc., New York, USA

Wasserbad WNB

Memmert, Schwabach

Zentrifuge: Centrifuge 5424 R

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge: Centrifuge 5810 R

Eppendorf AG, Hamburg

Tabelle 2.1: Verwendete Gerate
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Bei allen verwendeten Standard-Verbrauchsmaterialien wie Pipettenspitzen, Reaktions-

rohrchen oder 96-Well-Platten handelte es sich um Plastikwaren der Firmen Eppendorf
(Hamburg), VWR (Darmstadt) sowie Sarstedt (Niimbrecht). Spezielle Verbrauchsmate-

rialien sind in Tabelle 2.2 aufgefiihrt.

Material Hersteller
Einbettkassetten Kabe Labortechnik, Niimbrecht
Glaskapillaren Brand, Wertheim

MACS Separation Columns

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Nahtmaterial Mersilene 2-0

Ethicon, Norderstedt

Objekttrager SuperFrost/Plus

Karl Hecht KG, Sondheim

Vasofix Venenverweilkaniile 22G

B. Braun, Melsungen

Tabelle 2.2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Reagenz

Hersteller

Agarose SeaKem LE

Lonza, Koln

Ammoniumchlorid

TH Geyer, Renningen

Collagenase aus Clostridium histolyticum

Sigma-Aldrich, Steinheim

Chloroform

TH Geyer, Renningen

DEPC-behandeltes Wasser

Invitrogen, Life Technologies, Darmstadt

Dextran-Sodium-Sulfat (36000-50000 Da)

MP Biomedicals, Illkirch, Frankreich

Dinatriumhydrogenphosphat

TH Geyer, Renningen

DMEM (1x) + GlutaMAX- Medium

Gibco, Life Technologies, Darmstadt

DNAse I

Roche Diagnostics, Mannheim

Eosin

Carl Roth, Karlsruhe

Eukitt Eindeckmedium

O. Kindler, Freiburg

Ethanol 96 Vol.%, vergallt

Walter CMP, Kiel

Ethanol 96 Vol.%

Merck, Darmstadt

Ethylendiamintetraessigsédure

TH Geyer, Renningen

Fetales Kalberserum

PAA Laboratories, Colbe

Formaldehydlosung, 36,5%

Sigma-Aldrich, Steinheim

Hamatoxylin

Carl Roth, Karlsruhe

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)

Gibco, Life Technologies, Darmstadt

Ionomycin Calciumsalz

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Isopropanol

TH Geyer, Renningen

Kaliumchlorid

TH Geyer, Renningen
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Reagenz

Hersteller

Kaliumdihydrogenphosphat

TH Geyer, Renningen

Kaliumhydrogencarbonat

TH Geyer, Renningen

Ketamin Graub

Albrecht, Aulendorf

Lympholyte-M

Cedarlane, Burlington (Ontario), Kanada

Methanol

Avantor Materials, Deventer, Niederlande

Monensin-Losung (1000x)

Biolegend, London, England

Natriumacetat Avantor Materials, Deventer, Niederlande
Natriumchlorid TH Geyer, Renningen
Natriumhydroxid TH Geyer, Renningen
Paraformaldehyd Carl Roth, Karlsruhe

PenStrep (Penicillin + Streptomycin)

Gibco, Life Technologies, Darmstadt

Percoll

GE Healthcare Europe, Freiburg

Phorbol-12-myristate-13-acetate

Merck, Darmstadt

Phosphatgepufferte Salzlosung

Sigma-Aldrich, Steinheim

Salzsédure, rauchend

TH Geyer, Renningen

Streptavidin MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Trizol Reagenz

Life Technologies, Darmstadt

Trypanblau 0,4 %-Losung

Gibco, Life Technologies, Darmstadt

Xylazin (Rompun) 2% Injektionslosung

Bayer Vital, Leverkusen

Xylol

O. Kindler, Freiburg

Tabelle 2.3: Verwendete Chemikalien und Reagenzien




Spezifitit Klon Fluorochrom Hersteller
CD3 17A2 Alexa Fluor 700 Biolegend, London, England
CD3 17A2 PE Biolegend, London, England
CD3 17A2 PE-Cy7 Biolegend, London, England
CDh4 GK1.5 APC-Cy7 Biolegend, London, England
CDh4 RM4-5 Pacific blue Biolegend, London, England
CDh4 RM4-5 Brilliant violet 570 | Biolegend, London, England
CD11B M1/70 APC-Cy7 Biolegend, London, England
CD11B M1/70 APC Biolegend, London, England
CD11C N418 PeCy7 Biolegend, London, England
CD11C HL3 FITC Becton Dickinson, Heidelberg
CD45.1 A20 Pacific blue Biolegend, London, England
CD45.1 A20 Alexa Fluor 700 Biolegend, London, England
CD45.2 104 APC Becton Dickinson, Heidelberg
CD45.2 104 FITC Biolegend, London, England
CD45.2 104 PE-Cy7 Biolegend, London, England
LY6C HK1.4 PE Biolegend, London, England
LY6G 1A8 Brilliant Violet 421 | Biolegend, London, England
NK1.1 PK136 Brilliant Violet 421 | Becton Dickinson, Heidelberg
NK1.1 PK136 PE-Cy7 Biolegend, London, England
IFN-~ XMG1.2 APC Becton Dickinson, Heidelberg
IFN-~ XMG1.2 PE Biolegend, London, Engla
IL-17A TC11-18H10.1 | Alexa Fluor 488 Biolegend, London, England
IL-17A TC11-18H10.1 | Alexa Fluor 647 Biolegend, London, England
Foxp3 NRRF-30 PE eBioscience, Frankfurt a. M.
TCR~v6 GL3 Brilliant Violet 421 | Biolegend, London, England
TCR-f H57-597 Brilliant Violet 421 | Biolegend, London, England

Tabelle 2.4: Verwendete FACS-Antikorper
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Ziel-Gen | Assay ID

16 Mm0044619 ml
1l17a MmO00439618 ml
1122 Mm00444241 ml1
1122ra?2 MmO00617572 _ml
123 MmO01160011 gl
Hprt MmO01545399 ml
Tnfo MmO00443260 gl
Ifny Mm01168134 ml
Tgf51 MmO01178820 ml
Acta?2 Mm00725412 sl
Collal MmO00801666 gl
Timp Mm00441818 ml
Mmp8§ MmO00439509 ml
Czcll0 MmO00445235 ml
Ccl2 Mm00441242 m1
Nos2 MmO00440502 m1
Argl MmO00475988 ml

Tabelle 2.5: Verwendete TagMan-Sonden, Applied Biosystems, Foster City, USA

Zytokin | Hersteller

IL-2 PeproTech, Hamburg

IL-6 Biolegend, London, England
IL-12 PeproTech, Hamburg

IL-23 Biolegend, London, England
IL-15 R&D Systems, Minneapolis, USA
TNF-51 R&D Systems, Minneapolis, USA

Tabelle 2.6: Verwendete Zytokine fiir die Zellkultur

Kit

Hersteller

High capacity cDNA Reverse Transcription Kit | Life Technologies, Darmstadt

Dynabeads mRNA DIRECT

Life Technologies, Darmstadt

UMD-Universal

Molzym, Bremen

Tabelle 2.7: Verwendete gebrauchsfertige Kits
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2.1 Puffer und Medien

10x ACK-Puffer

NH,CL 150 mM
KHCO; 10 mM
EDTA 1 uM
in ddH,O

FACS-Puffer

2.5% FCS
0,03% NaNj
in 1x PBS

4%ige Formaldehyd-Losung

40¢ PFA
in 11 ddH,O
pH=7.4 (eingestellt mit HCI)

MACS-Puffer

10% FCS
2 mM EDTA
in 1x PBS, sterilfiltriert

Medium komplett

10% FCS
1% PenStrep
in DMEM GlutaMAX

Medium fir Verdau

1% FCS
1% PenStrep
10U/ml DNAse

1 mg/ml Collagenase
in DMEM GlutaMAX

17
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Narkose

12 mg Ketamin
1,6 mg Xylazin
in 1ml 0,9% NaCl-Losung

10x Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

80 g NaCl

2g KCI

11,5g NagHPOy4
2¢g KHyPOy

in 11 ddH,O

2.2 Versuchstiere

Die verwendeten Tiere wurden in der Versuchstierhaltung des Universitétsklinikums Hamburg-
Eppendorf (UKE) geziichtet. Die Kontrolltiere entstammen der Linie C57Bl/6, alle ver-
wendeten transgenen Tiere wurden mindestens iiber 10 Generationen auf einen C57Bl/6-
Hintergrund zuriickgekreuzt.

Folgende transgene und Knockout-Linien wurden verwendet:

Linie Beschreibung

C57B1/6 Wildtyp beziehungsweise Hintergrundlinie

Mdr2/- homozygote Deletion des Multi drug resistance gene 2

Ragl/- homozygote Deletion des Recombination activation gene 1,
Fehlen reifer B- und T-Zellen; CD45.1"

Triple-reporter Koexpression von Fluoreszenzfarbstoffen mit Foxp3, IL-17A,
IFN-vy (Forp3-mRFP-KI; [117a-eGFP-KI, Ifny-FP635-KI);
CD45.2"

Tabelle 2.8: Verwendete Mauslinien. KI: Knock-in

Die Mdr2-/--Tiere wurden freundlicherweise von Prof. E. Galun, Goldyne Savad Institute
of Gene Therapy, Israel, zur Verfiigung gestellt und ebenfalls in der Versuchstierhaltung
des UKE geziichtet.

Samtliche Tiere wurden unter spezifiziert pathogenfreien Bedingungen (SPF) in einzelbe-
liifteten Kéfigen gehalten und hatten freien Zugang zu Wasser und Standardfutter. Die
tierexperimentellen Arbeiten wurden im Rahmen der Tierversuchsgenehmigung 12/37 und
G13/035 durchgefiihrt. Fiir die von mir selbst durchgefiithrten Eingriffe lag eine Ausnah-
megenehmigung nach §9 Abs.1 Satz 4 TierSchG vor.
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Wiéhrend der Versuche wurden die Tiere entsprechend des Tierversuchsantrages téaglich
auf Anzeichen von Belastung gepriift und regelméfig gewogen. Der Gewichtsverlust wurde
prozentual zum Ausgangsgewicht bei Versuchsbeginn berechnet. Tiere, die mehr als 20%
ihres Ausgangsgewichts verloren, einen endoskopischen Kolitis-Score iiber 12 oder Zeichen
massiver Belastung zeigten, wurden aus dem Versuch genommen und umgehend durch

cervikale Dislokation nach CO, -Narkose getotet.

2.3 Kolitis-Induktion

DSS-Kolitis

Die orale Gabe von DSS zerstort die Tight Junctions des Darmepithels und induziert eine
primére Barrierestérung. Durch die Aktivierung des Immunsystems resultiert daraus eine
Entziindungsreaktion, welche dem klinischen Bild der UC &hnelt [117].

Zur Induktion einer akuten DSS-Kolitis erhielten die M&use iiber 7 Tage 3% DSS-Losung
als Trinkwasser ad libitum, anschliefend wurde bis zum Versuchsende autoklaviertes Lei-
tungswasser gegeben.

Die chronische DSS-Kolitis wurde durch Gabe von 2,5%- beziehungsweise 3% DSS-Losung
fiir zwei Zyklen a 5 Tagen und einem dritten Zyklus & 7 Tagen induziert. Zwischen den
Zyklen wurde fiir 16 Tage autoklaviertes Leitungswasser gegeben. Die alters- und ge-
schlechtsangeglichenen Kontrolltiere erhielten nur autoklaviertes Leitungswasser. Nach
jedem DSS-Zyklus wurde eine Endoskopie unter Isoflurannarkose durchgefiihrt (siche Ka-
pitel 2.4).

Induktion einer Kolitis durch T-Zell-Transfer

Durch den Transfer von naiven T-Zellen beziehungsweise T-Gedéchtniszellen in immunde-
fiziente Ragl~/~-Miuse wird eine Kolitis induziert [124]. Analog dazu kann eine Kolitis auch
durch den Transfer von bereits in vitro differenzierten Thl- beziehungsweise Th17-Zellen
hervorgerufen werden [125]. Die verwendeten naiven T-Zellen stammten aus Dreifach-Re-
porterméusen, welche neben dem jeweiligen Gen-Produkt von Interesse unter demselben
Promoter einen Fluoreszenz-Farbstoff exprimieren (siche Tabelle 2.8), der in der Durch-
flusszytometrie detektiert werden kann. Dies ermoglicht die Sortierung der vitalen Zellen
ohne die fiir eine intrazelluldre Zytokin-Farbung notwendige Permeabilisierung der Zell-
membran. Die Differenzierung der transferierten Zellen von denen des Empfangers erfolgte
iiber das CD45-System: Die Donor-Méause wiesen zusétzlich eine kongene Expression von
CD45.2 auf, wihrend die Ragl~/-Empfinger CD45.1 exprimierten.
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Isolation naiver T-Lymphozyten und antigenprasentierender Zellen

Bei der magnetischen Zellseparation (Magnetic Activated Cell Sorting, MACS) wird die
Expression spezifischer Oberflichenmarker genutzt, um Zellpopulationen zu isolieren. Da-
zu werden die Zellen mit Antikorpern markiert, welche an magnetische Partikel, sogenann-
te Microbeads, gekoppelt sind. Anschliefsend wird die Zellsuspension iiber eine Trennséule
gegeben, die sich in einem starken magnetischem Feld befindet und nur die Antikorper-
markierten Zellen zuriickhélt. Diese konnen eluiert werden, wenn die Saule aus dem Ma-
gnetfeld entfernt wird [129].

Zunachst wurde eine Finzelzellsuspension hergestellt: Die entnommenen Lymphknoten
und Milzen wurden von anhéngendem Fett befreit und mit einem Spritzenstempel durch
eine steriles 100 pm-Zellsieb gedriickt. Das Zellsieb wurde mit 20 ml PBS-1%FCS gespiilt
und die Suspension abzentrifugiert (1500 rpm, 5 min, 4 °C).

Dann erfolgte eine Depletion der regulatorischen T-Zellen beziehungsweise T-Gedéchtniszellen,
welche als Oberflichenmarker CD25 beziehungsweise CD44 exprimieren. Hierzu wurde das
Zellpellet in 250 nl MACS-Puffer pro Donor-Maus mit 1:400 biotiniliertem Anti-CD25-
Antikérper und Anti-CD44-Antikérper aufgenommen und fiir 15 Minuten bei 4 °C inku-
biert. Die Zellen wurden mit 1 ml MACS-Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert. An-
schliefend wurde das Zellpellet in 250 ul MACS-Puffer pro Maus mit 1:25 Streptavidin-
gekoppelten Microbeads versetzt. Nach 30-miniitiger Inkubation wurde die Suspension
durch ein 40 pm-Zellsieb auf die zuvor mit 3 ml MACS-Puffer dquilibrierte Sdule gege-
ben. Die Sdule wurde mit 3 ml MACS-Puffer gewaschen, um alle nicht markierten Zellen
auszuspiilen. Der Durchfluss wurde aufgefangen und die darin enthaltenen Zellen abzen-
trifugiert.

Nun erfolgte die Positiv-Selektion der naiven T-Zellen: Das verbleibende Zellpellet wurde
in 250 pl MACS-Puffer pro Maus mit 1:10 Anti-CD4-Microbeads resuspendiert und fiir 30
Minuten bei 4 °C inkubiert. Die Zellsuspension wurde iiber eine frische Saule gegeben. Der
Durchfluss wurde zur weiteren Isolation von APC aufgefangen. Anschlieffend wurden die
in der Saule verbleibenden naiven T-Zellen (CD44~CD25-CD47) eluiert, abzentrifugiert
und bis zur weiteren Verwendung auf Eis verwahrt.

Der APC-haltige Durchfluss wurde zentrifugiert und mittels Negativ-Selektion analog
zu der Selektion von CD44~CD25-CD4"-Zellen von CD3"-Zellen befreit. Anschliefend
wurde eine Erythrozyten-Lyse, wie in 2.6 beschrieben, durchgefiihrt. Um ein iiberméfiges
Wachstum der APC in der Zellkultur zu vermeiden, wurden diese mit einer Gesamtdosis
von 30 Gy bestrahlt.
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In vitro Differenzierung von T-Zellen

Die isolierten naiven T-Zellen wurden in getrennten Kulturen zu Thl- Zellen (Produkti-
on von IFN-v) bezichungsweise Th17- Zellen (Produktion von IL-17) differenziert. Dazu
wurden 2 - 10° naive T-Zellen pro Well unter entsprechender Stimulation, wie in Tabelle
2.9a und 2.9b aufgefiihrt, in kompletten IMDM fiir 4 Tage bei 37 °C unter wasserdampf-
gesattigter 5% COq-Athmosphére inkubiert.

Reagenz Konzentration
CD3-Antikorper 3ug/ml
CD28-Antikorper 1 pg/ml Reagenz Konzentration
IL-4-Antikorper 10 pg/ml CD3-Antikorper coated
[FN-~-Antikorper 10 pg/ml CD28-Antikorper 10 pg/ml
IL-6 10 ng/ml IL-4- Antikorper 1 pg/ml
IL-23 20 ng/ml IL-2 10U /ml
IL-158 10ng/ml IL-12 10 ng/ml
TGF-p1 0,5ng/ml (b) Stimulation Thl- Zellen
APC : T-Zellen 4:1

(a) Stimulation Th17- Zellen

Tabelle 2.9: Stimulation zur Differenzierung der naiven T-Zellen. Coated: 50pl Anti-CDS3-
Antikérper (10ng/ml) wurden fir 4h bei 37°C in die Wells gegeben, ungebundene Antikérper

wurden abgenommen.

Nach 4 Tagen Stimulation wurden die Zellen geerntet und die Thl- sowie Th17-Zellen
separat gepoolt. Die Zellen wurden aus der 96-Well-Platte entnommen, zentrifugiert und
anschliefsend analog zu Kapitel 2.7 mit extrazellularer Antikorpern gegen CD3 und CD4
markiert. Anschlieftend erfolgte eine Dichtezentrifugation mittels Lympholyte-M, um to-
te Zellen sowie APCs zu entfernen. Dazu wurde die Zellsyspension vorsichtig iiber 2ml
Lypholyte-M-Losung geschichtet und bei 22°C fiir 20 min bei 1500 g zentrifugiert. An-
schliefend wurde die Interphase, welche die Leukozyten enthélt, abgenommen und in ein
neues Rohrchen tiberfiihrt. Die Zellen wurden einmal mit 20 ml PBS-1%FCS gewaschen,
abzentrifugiert und in 1 ml PBS-1%FCS lichtgeschiitzt auf Eis bis zur Sortierung verwahrt.
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Abbildung 2.1: Sorting-Strategie der in vitro differenzierten T-Zellen. Das vorhergehende Ga-
ting entsprach dem in Abb. 2.2 dargestelltem Gating nach FSC und SSC. Von den CD4"-T-Zellen
wurden die requlatorischen T-Zellen abgetrennt und anschlieffend Zellen mit der durch den ent-
sprechenden Reporter angezeigten Zytokinproduktion ausgewdhlt. a) Gating fir Thi1-Zellen b)
Gating fiir Th17-Zellen.

Die Zellen wurden mit Hilfe eines Durchflusszytometers (FACS Aria III) sortiert. Abbil-
dung 2.1 zeigt die dazu verwendete Sorting-Strategie.

Im Anschluss wurden die Zellen zweifach mit 5 ml PBS gewaschen, gezéhlt (siche Kapitel
2.6) und auf eine Konzentration von 3,75 - 10°/ml eingestellt. Pro Versuchstier wurden
2,5-10* Thl- oder Th17-Zellen intraperitoneal gespritzt. Den Kontrolltieren wurde 200 jl
PBS injiziert. Die Méuse wurden téglich auf Anzeichen von Belastung gepriift und wo-
chentlich gewogen. Ab der dritten Woche wurden die Mé&use einmal wochentlich unter

Isoflurannarkose endoskopiert, um die Kolitis-Schwere zu evaluieren (siehe Kapitel 2.4).

2.4 Endoskopie

2 Tage nach Ende der DSS-Behandlung beziehungsweise wochentlich ab der 3. Woche nach
Zelltransfer wurden die Versuchstiere unter Isoflurannarkose mit Hilfe eines Coloview-
Systems (Karl Storz) endoskopiert, um die Entwicklung der Kolitis wiahrend der Experi-

mente zu iiberwachen. Dazu wurden die Parameter Stuhlbeschaffenheit, Vorhandensein
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von Fibrin, Ulzerationen, Granularitéit sowie Dicke der Mukosa mit 0 bis 3 Punkten be-
wertet (0= normal, 1=mild, 2= moderat, 3= schwer), es ergab sich ein Score von 0-15

Punkten. Der Untersucher war verblindet beziiglich der Gruppenzugehorigkeit.

2.5 Blut- und Organentnahme

Durch i.p.-Injektion von Narkoselosung (10ul/g Korpergewicht) wurden die Tiere tief
betdubt und anschliefsend durch cervikale Dislokation getotet. Anschlieffend wurde das Fell
mit 70% Ethanol-Losung desinfiziert. Fiir Versuche mit mikrobieller Analyse wurden alle
weiteren Arbeiten unter einer Sicherheitswerkbank und sterilen Kautelen durchgefiihrt.
Die Bauchhohle wurde mit einer Schere erdffnet und der Darm seitlich weggeklappt. Die
Pfortader wurde mit einem 22G-Venenverweilkatheter punktiert und der Katheter mit
chirurgischem Faden fixiert. Das zuriicklaufende Pfortaderblut wurde in sterile Eppendorf-
Reaktionsgefifse iiberfiihrt, zuséitzlich erfolgte eine separate Blutentnahme aus der Vena
cava fiir die Bestimmung der Leberenzyme im Serum. Nach den seperaten Blutentnahmen
wurde die Leber mit kaltem PBS durch den einliegenden Katheter perfundiert, um ver-
bleibendes Blut aus dem Gewebe zu entfernen. Anschliefsend wurde die Leber entnommen
und anhéngendes Restgewebe entfernt. Der rechte obere Leberlappen wurde in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur RNA-Extraktion bei —80°C gelagert. Der linke obere
Leberlappen wurde zur anschliefenden histologischen Untersuchung in 4%ige gepufferte
Formaldehydlosung iiberfiihrt. Der rechte untere Leberlappen wurde fiir die mikrobiolo-
gischen Untersuchungen verwendet. Das verbleibende Lebergewebe wurde gewogen und
bis zur Zellisolation in DMEM auf Eis gelagert.

Der Dickdarm wurde unterhalb des Zakums und proximal der Analmanschette durch-
trennt, anhdngendes Fett entfernt und die Lange bestimmt. Anschlieffend wurden 2 je
1 cm lange Stiicke abgetrennt. Das distale Stiick wurde fiir die anschliekende histologische
Untersuchung in 4%ige gepufferte Formalinlosung tiberfithrt. Das darauffolgende Stiick
wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur RNA-Extraktion bei —80°C
gelagert. Der verbleibende Teil wurde langs aufgeschnitten, zweifach in kaltem 1x PBS
gewaschen und bis zur Zellisolation in einem Roéhrchen mit 10 ml komplettem Medium
auf Kis verwahrt.

Zur in vitro Differenzierung von T-Zellen (siehe Kapitel 2.3) wurden lediglich die Milz
sowie cervicale, axilldre, poplitdare und intestinale Lymphknoten entnommen und in kom-

plettem Medium auf Eis verwahrt.
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2.6 Zellisolation

Darmgewebe

Pro Darm in 10 ml Medium wurden 20l Ethylendiamintetraacetat (EDTA; 0.5 M, pH
8) zugesetzt, danach erfolgte eine Inkubation im Wasserbad unter Schiitteln bei 37°C
fir 30 Minuten. Durch das Schiitteln lassen sich die intraepithelialen Lypmhozyten (IEL)
aus dem Darmepithel 16sen. Anschlieffend wurde der Darm in eine Petrischale tiberfiihrt,
das verbleibende Medium mit den IEL mit PBS-1%FCS-Losung auf 15 ml aufgefiillt
und auf Eis verwahrt. Um die Lamina Propria Lymphozyten (LPL) zu isolieren, muss das
Gewebe einem Verdau unterzogen werden: Hierzu wurde das verbliebene Gewebe zunéchst
mit einer Schere zerkleinert und mit 6 ml Verdau-Medium bei 37°C fiir 45 Minuten im
Wasserbad unter Schiitteln inkubiert.

Nach dem Verdau wurde die Suspension durch ein 230 pm Metallsieb in einen 50 ml
Rohrchen iiberfiihrt, noch vorhandene Gewebestiicke wurden mit einem Glaspistill zerrie-
ben und das Sieb mit PBS-1%FCS nachgespiilt. Anschliefend wurden sowohl die LPL-
als auch die IEL- Suspension abzentrifugiert (1600 rpm, 10 Min., 4°C) und der Uber-
stand verworfen. Um die Lymphozyten von den anderen Zellen zu trennen, erfolgte eine
Dichtegradienten-Zentrifugation. Die Zellpellets der IEL und LPL wurden zusammen in
4ml 40%ige Percoll-Losung aufgenommen. 4 ml 90%iges Percoll wurden mit der Zell-
suspension iiberschichtet. Die Dichtezentrifugation erfolgte mit 400 rcf bei 20°C fiir 20
Minuten ohne Bremse. Die Interphase wurde abgenommen, mit 50 ml PBS-1%FCS gewa-
schen und abzentrifugiert (1500 rpm, 5 min, 4 °C). Das Pellet wurde in 1 ml PBS-1%FCS
resuspendiert und die Zellzahl bestimmt (siehe Kapitel 2.6).

Lebergewebe

Das perfundierte Lebergewebe wurde durch ein 230 pym Metallsieb gerieben, in 50 ml
PBS-1%FCS aufgenommen und bei 1500 rpm und 4°C 5 Minuten zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen und das Pellet in 4 ml 40%ige Percoll-Losung aufgenommen. 4 ml
90%iges Percoll wurden mit der Zellsuspension iiberschichtet und mit 400 rcf bei 20°C
fiir 20 Minuten ohne Bremse zentrifugiert. Die Interphase wurde abgenommen, mit 50
ml PBS-1%FCS gewaschen und abzentrifugiert (1500 rpm, 5 Min., 4°C). Nach Lyse der
Erythrozyten (siche Kapitel 2.6) wurden die Zellen erneut abzentrifugiert (1500 rpm, 5
Min., 4°C), in 3ml PBS-1%FCS aufgenommen und ein Aliquot zur Zellzahlbestimmung
(siche Kapitel 2.6) abgenommen.
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Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit einer Neubauer-Zahlkammer. 501l Zellsuspension
wurden 1:10 mit Trypanblau versetzt und 10pul in die Kammer iiberfiihrt. Trypanblau
akkumuliert in toten Zellen, welche so beim Zéhlen ausgeschlossen werden konnten. Zwei
Grofiquadrate wurden ausgezahlt und der Mittelwert bestimmt. Die Zellzahl pro ml wurde

mit folgender Formel berechnet:

Zellen pro Grofquadrat - 10 (Verdiinnungsfaktor) - 10* (Kammerfaktor)

Erythrozyten-Lyse

Erythrozyten konnen Antikérper unspezifisch binden und dadurch mit FACS-Farbungen
interferieren. Zur Lyse der Erythrozyten wurde das Zellpellet in 1 ml Ammoniumchlorid-
Kaliumhydrogencarbonat-Puffer (ACK-Puffer) resuspendiert. Nach 1 min wurde die Re-
aktion durch Verdiinnung mit 20 ml PBS-1%FCS gestoppt und die Zellsuspension bei 1500

rpm und 4 °C 5 Minuten zentrifugiert.

2.7 Durchflusszytometrie

Um die verschiedenen Zellpopulationen anhand ihrer Oberflichenproteine beziehungswei-
se Zytokinproduktion zu differenzieren, wurden die Zellen mit Fluorochrom-gekoppelten

Antikorpern gefarbt. Anschliefsend erfolgte die durchflusszytometrische Analyse.

Farbung extrazellularer Oberflachenmarker

Die Zellen wurden in 5 ml-Rohrchen iiberfiithrt, mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen und ab-
zentrifugiert. Um unspezifische Antikérperbindungen zu verhindern und FC-Rezeptoren
zu blockieren, wurden die Zellen in 50 ul FACS-Puffer mit 0,5l blockierendem Anti-
korper fiir 10 min inkubiert. Nach Zugabe von 50l des Mastermix mit den spezifischen
Antikorpern (je nach Zielprotein in einer Endverdiinnung von 1:50 bis 1:600) folgte eine
Inkubation von 20 min bei 4°C im Dunkeln. Die Proben wurden mit 1 ml-FACS-Puffer
gewaschen. Anschliefend wurden entweder eine intrazelluldre Zytokinfirbung durchge-
fithrt oder die Zellen wurden in 200 pl FACS-Puffer resuspendiert und bis zur Analyse

lichtgeschiitzt auf Eis verwahrt.

Intrazellulare Zytokinfarbung

Um die Produktion der intrazelluldren Zytokine IFN-v und IL-17 sowie des Transkripti-
onsfaktors Foxp3 nachzuweisen, wurde eine intrazelluldre Zytokinfarbung durchgefiihrt.

Da eine Zytokinproduktion erst nach Aktivierung der T-Zellen stattfindet, wurden die
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Zellen zunéchst restimuliert (siehe Kapitel 2.7). Nach extrazelluldrer Farbung (siehe Ka-
pitel 2.7) wurden die Zellen in 100 pl Fixations-Puffer fiir 20 min bei Raumtemperatur
fixiert und mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen mit 100 pul
Perm-Puffer fiir 4 min bei Raumtemperatur permeabilisiert und erneut mit 1 ml FACS-
Puffer gewaschen. Die intrazellulire Farbung erfolgte iiber Nacht in 100 pl FACS-Puffer
und den jeweiligen Antikérpern in einem Verhéltnis von 1:75-1:100. Die Zellen wurden
zweifach mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen, in 100 pl FACS-Puffer resuspendiert und vor
der Analyse durch ein 40 pm-Zellsieb gefiltert.

In vitro Stimulation von T-Zellen

Um die Zytokinexpression der T-Zellen zu analysieren, wurden diese vor der Zytokinfar-
bung (siehe Kapitel 2.7) unspezifisch mit Phorbol-12-myristat-13-acetat und Ionomycin
stimuliert. Die isolierten Zellen wurden einmal mit 1 ml PBS-1%FCS gewaschen und in
1 ml komplettem Medium mit 50ng/ml PMA, 1mmol/l Ionomycin und 2pmol/l Mo-
nensin fiir 3,5h bei 37°C unter wasserdampfgesattigter 5% CO,-Atmosphére inkubiert.
Anschliefsend wurden die Zellen abzentrifugiert und mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen.

Analyse-Strategien fiir die Durchflusszytometrie

FSCH

CD45

Abbildung 2.2: Beginn der Analyse-Strategie fiir alle isolierten Zellen. Um nur Einzelzellen in
die Analyse einzuschlieflen, erfolgte zundchst der Ausschluss von Dupletten, indem nur Zellen mit
linearem FSC-A/FSC-H -Verhdltnis ausgewahlt wurden. Anschlieffend wurden die Lymphozyten-
population mittels Grifie und Granularitit abgegrenzt und gleichzeitig Zelltrimmer ausgeschlos-
sen. In die weitere Analyse gingen jeweils nur Immunzellen mit einer Produktion von CD45.1

beziehungsweise CD45.2 ein.

Die Leber enthilt neben verschiedenen T-Zellen vor allem eine Vielzahl an Immunzellen
des angeborenen Immunsystems, darunter Makrophagen, DC sowie natiirliche Killerzel-
len (NK) und NKT-Zellen [130, 131, 132]. Um eine groftmogliche Anzahl an Zelltypen zu
identifizieren, wurden die aus der Leber isolierten Zellen geteilt: Ein Teil der Zellen wurde
restimuliert und anschlieffend intra- sowie extrazellulér gefarbt, die Analysestrategie ist in

Abb. 2.3 gezeigt. Der andere Teil der Zellen wurde extrazellular gefarbt und nach dem in
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Abbildung 2.3: Analyse-Strategie fiir intestinale und hepatische T-Zellen. Das vorhergehende
Gating entsprach dem in Abb. 2.2 dargestelltem Gating nach FSC und SSC. Diese Analyse kam

- angepasst an die jeweilige Féarbung - fir alle T-Zellen zur Anwendung.

Abbildung 2.4: Analyse-Strategie fiir hepatische Zellen des angeborenen Immunsystems. Das
vorhergehende Gating entsprach dem in Abb. 2.2 dargestelltem Gating nach FSC und SSC. Diese

Analyse kam - angepasst an die jeweilige Fdrbung - fiir alle Versuche zur Anwendung.

Abb.2.4 gezeigten Schema analysiert. Dabei wurde, um die insgesamt erfassten Zellgrup-
pen zu erhéhen, auf eine feine Subtypisierung beispielsweise der DC verzichtet. Aus allen
CD45"-Zellen der restimulierten Proben wurden zunéchst die 43-T-Zellen abgetrennt, an-
schliefend wurden aus der CD3*CD4"-Population die regulatorischen T-Zellen anhand
ihrer Foxp3-Produktion identifiziert. Die verbleibenden CD3*tCD4"-T-Zellen wurden ent-
sprechend der Zytokinproduktion von IFN-y und IL17-A in Thl-, T17- sowie doppeltpo-
sitive Th1+4Th17-Zellen unterteilt (siche Kapitel 2.3).

Fiir die Zellen des angeborenen Immunsystems wurde die in Abb. 2.4 abgebildete Analyse-
Strategie verwendet. Aus allen CD45"-Zellen wurden NK1.17- sowie CD3*-Zellen aussor-
tiert und NK1.1*CD3~-Zellen den natiirlichen Killerzellen, beziechungsweise NK1.17CD3"-
Zellen den natiirlichen Killer-T-Zellen zugeordnet [133, 134]. Anschlieflend wurden die
CD11BTLY6G™-Zellen als neutrophile Granulozyten identifiziert [135].

Zur Differenzierung von Monozyten, DC und Makrophagen kamen CD11B, CD11C so-
wie LY6C als Marker zum Einsatz, wobei mit dieser Antigen-Kombination aufgrund der
Komplexitdt dieser Zellgruppen keine detaillierte Unterteilung erfolgen kann. Zusétz-
lich bestehen in der aktuellen Literatur variable Bezeichnungen fiir diese Zellgruppen.
Die verbleibenden Zellen wurden anhand ihrer Expression von CD11B und CD11C auf-
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geteilt. Dabei beinhaltet die Gruppe der CD11B~CD11%-Zellen am ehesten klassische
dendritische Zellen (¢DC) und die CD11B*CD11C*-Population plasmazytoide dendriti-
sche Zellen (pDC). Zu beachten bleibt, dass CD11C nicht exklusiv auf DC exprimiert
wird und diese Population potentiell auch Makrophagen enthéalt [136]. Zudem ist die
Expression von CD11B, CD11C und LY6C innerhalb der Subgruppen variabel, weswe-
gen die identifizierten Gruppen verschiedene Zelltypen beinhalten kénnen [137]. Aus den
CD11B*CD11c¢™-Zellen wurden mittels LY6C die inflammatorischen Monozyten bezie-
hungsweise Monozyten-abgeleiteten-Zellen identifiziert [138].

Die Auswertung der Experimente erfolgte mit FlowJo 8.8.6. Wurde ein Versuch in meh-

reren Teilversuchen durchgefiihrt, wurden die Gating-Schritte jeweils analog angewendet.

2.8 Histologie

Herstellung der Schnitte

Die Organe wurden entnommen und fiir 24 h in 4%iger-Formalin-Losung fixiert. Danach
wurden die Organe fiir 1h in Leitungswasser gewéssert. Anschliefsend erfolgte eine auf-
steigende Alkoholreihe mit 20%iger-, 40%iger- und 70%iger-Isopropanol-Losung fiir je-
weils 1h. Die Einbettung in Paraffin wurde durch das Institut fiir Pathologie des UKE
durchgefiihrt. Am Mikrotom wurden 4 pm dicke Schnitte hergestellt und auf Superfrost-
Objekttrager aufgezogen.

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Firbung) dient als Ubersichtsfirbung fiir eine ori-
entierende histologische Beurteilung. Zellkerne werden blau angeféarbt, Muskel- und Bin-
degewebe stellen sich rosa dar [139]. Die Farbung wurde mit einem Tissue-Tek-Prisma-
Féarbeautomaten im Institut fiir Pathologie des Univeristatsklinikum Eppendorf nach dem
in Tabelle 2.10 aufgefiihrten Schema durchgefiihrt. Anschliefflend wurden die Schnitte mit

Hilfe eines Tissue-Tek-Film-Automaten eingedeckt.

Histopathologische Beurteilung

Um die Entziindungsaktivitit von Darm- und Lebergewebe zu quantifizieren, wurden die
HE-gefarbten Schnitte von einer erfahrenen Pathologin verblindet beurteilt. Das Kolon-
gewebe wurde mit einem Score von 0-3 beziiglich der Infiltration inflammatorischer Zellen
sowie dem Ausmafl der Gewebeschiadigung bewertet. Ein Gesamt-Score von 0 entspricht
keiner Schidigung, wéhrend bei einem Score von 6 eine massive Kolitis vorliegt [140]. Fir
die Bewertung der Leberentziindung wurde der modifizierte histologische Aktivitétsin-

dex (mHAI) verwendet: Beurteilt wird hierbei das Vorhandensein von Interface Hepatitis
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Schritt Reagenz Zeit (Minuten)
1 Xylol 1:30
2 Xylol 1:30
3 100% Ethanol 1:00
4 96% Ethanol 1:00
5 80% Ethanol 1:00
6 fliekendes Leitungswasser 0:30
7 Héamalaun 0:20
8 fliefsendes Leitungswasser 5:00
9 HCL-Alkohol 0,5% 2:00
10 fliefsendes Leitungswasser 1:00
11 80% Ethanol 1:00
12 Eosin 2% 1:00
13 100% Ethanol 1:00
14 100% Ethanol 1:00
15 Xylol 1:00

Tabelle 2.10: Farbeschema HE-Farbung

(0-4), konfluenter Nekrosen (0-6), Einzelzelluntergéngen (0-4) sowie das Ausmafs der por-
talen Entziindung (0-4). Der Grad der Fibrose wurde in Stadien von 0-6 eingeteilt, wobei

0 dem Vorliegen einer gesunden Leber und 6 einer kompletten Zirrhose entspricht.|[141]

2.9 Klinische Chemie

Das aus der Vena cava inferior gewonnene Vollblut wurde 30 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Anschlieffend wurden die Proben 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert und
das Serum vorsichtig vom Koagel abgenommen. Um ein ausreichendes Volumen zu er-
reichen, wurden die Proben 1:5 mit 1xPBS verdiinnt. Im Institut fiir Klinische Chemie
des UKE wurden die Aspartat-Aminotransferase (AST) und die Alanin-Aminotransferase
(ALT) sowie die Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT) bestimmt. Die Analysen wurden

mit einem Dimension Vista 1500 System (Siemens) durchgefiihrt.

2.10 Nachweis bakterieller Translokation

Die mikrobiologischen Analysen wurden durch das Institut fiir Mikrobiologie des UKE
durchgefiihrt. Steril entnommenes Lebergewebe wurde durch ein 100 pm Zellsieb gedriickt

und mit 3ml 1xPBS zu einer Suspension vermischt. Um eine mdglichst hohe Sensitivitét
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zu erreichen, wurde fiir jede Probe aus der hergestellten Suspension eine aerobe sowie an-
aerobe Kultur angelegt sowie eine Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction,
PCR) auf bakterielle 16S-rDNA durchgefiihrt.

Kultureller Nachweis

Pro Versuchstier wurde ein Paar Blutkulturflaschen (aerob und anaerob) mit 1ml der
Gewebe-Suspension beimpft und fiir 5 Tage in einem BACTEC-System (BD) bebriitet. Bei
einem positivem Bakteriennachweis erfolgte eine massenspektroskopische Untersuchung

zur Identifizierung der Bakterienart.

Nachweis bakterieller 16S-rDNA

Um mit konventioneller Kultivierung nicht anziichtbare Bakterien zu erfassen, wurde
das UMD-Universal-Kit (Molzym) entsprechend der Herstelleranweisung verwendet. Hier-
bei wird zunéchst potenziell pathogene DNA aufgereinigt und anschliefend eine uni-
verselle 16S-TDNA-PCR, durchgefiihrt. Eine PCR-Reaktion wurde als positiv gewertet,
wenn ein Signal vor dem 35. Zyklus nachweisbar war. In diesem Fall wurde das Am-
plifikat sequenziert und mit der online verfiigharen SepsiTest”-BLAST- Datenbank
(http:/ /www.sepsitest-blast.de/de/index.html) abgeglichen.

2.11 RNA-Analyse

Isolation von Gesamt-RNA

Die Ribonukleinsaure (ribonuclein acid, RNA) wurde durch saure Guanidiniumthiocyanat-
Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt. Als gebrauchsfertige phenol- und guanidinium-
thiocyanathaltige Losung wurde dazu Trizol® verwendet.

Die zuvor schockgefrorenen Gewebeproben wurden in 1ml Trizol® mit Hilfe eines mo-
torbetriebenen Pistills homogenisiert. 200 ul Chloroform wurde zugegeben und die Pro-
be fiir 30s griindlich durchmischt. Nach 3-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurde die wéssrige Phase durch Zentrifugation (12000 g, 10 min, 4 °C) abgetrennt. Die
wassrige Phase wurde abgenommen, mit 500l Isopropanol vermischt und fiir mindes-
tens 2h bei —20°C inkubiert, um die RNA zu prézipitieren. Anschliefend wurden die
Proben zentrifugiert (12000 g, 30 min, 4°C), der Uberstand abgenommen und das ver-
bleibende RNA-Pellet in 700 ul 70% Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation
wurde der Uberstand verworfen und das Pellet bei Raumtemperatur 10 min getrocknet.
Abhéngig von der Pelletgrofie wurden 50 pl bis 100 pl Diethylpyrocarbonat-behandeltes
Wasser (DEPC-H50) hinzugefiigt und das Pellet fiir 5min bei 55°C im Thermocycler
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resuspendiert. Der RNA-Gehalt sowie die Reinheit wurden durch Messung der Absorpti-
on mit einem NanoDrop 2000 Spektrophotometer bei einer Wellenldnge von 260/280 nm

bestimmt.

Isolation von Messenger-RNA

Nach oraler Gabe von DSS wird dieses resorbiert und ist nicht nur im Darm, sondern

auch in weiteren Organen wie Leber, Milz und Lymphknoten nachweisbar [123].

Da DSS die reverse Transkriptase sowie die Taq-Polymerase inhibiert, kann eine qPCR-

Analyse erst nach einer weiteren Aufreinigung erfolgen [123, 142|. Dazu wurde aus der

Gesamt-RNA die Messenger-RNA (mRNA) aufgereinigt und damit die DSS-Kontamination
eliminiert. Hierzu wurde das Dynabeads® mRNA Purification Kit (Invitrogen) nach

Hersteller- Vorgaben verwendet. Der Poly(A)-Schwanz der mRNA bindet iiber Wasser-

stoffbriicken an die kovalent an die Microbeads gekoppelten Oligo(dT),5-Nukleotide. Durch

ein starkes Magnetfeld wird die gebundene mRNA isoliert und durch Erwarmen auf 65 °C

von den Microbeads anschliefiend eluiert.

Synthese von cDNA

Fiir die Synthese der komplementéren Desoxyribonukleinsdure (complementary deoxyri-
bonuclein acid, cDNA) wurde das High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Ap-
plied Biosystems) nach Herstellerangaben benutzt. Es wurden 1000 ng Gesamt-RNA be-
ziehungsweise 100ng mRNA bei zuvor erfolgter Beads-Aufreinigung eingesetzt und das

in Tabelle 2.11 aufgefiihrte PCR-Programm verwendet.

Schritt | Temperatur | Zeit (Minuten)
1. 25°C 10:00
2. 37°C 120:00
3. 85°C 5:00
4 4°C 00

Tabelle 2.11: PCR-Programm fiir die cDNA-Synthese

Quantitative Realtime PCR

Um die Expression verschiedener Gene zu messen, wurde eine quantitative Realtime-
PCR (qPCR) mit TagMan-Gene Expressionassays durchgefiihrt (sieche Kapitel 2.6). Das
Pipettierschema ist in Tabelle 2.12 dargestellt.
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Komponente Menge

Fast advanced Mastermix 5pul

TagMan Gene Expression Assay | 0,5pl
cDNA 1l
DEPC-behandeltes Wasser 3,5l

Tabelle 2.12: Pipettierschema qPCR

Schritt | Temperatur (°C) | Zeit (Minuten)
1. 50 2:00
2 95 0:20
3. 95 0:01
4 60 0:20

Tabelle 2.13: Programm qPCR. Schritt 3. und 4. wurden 40z wiederholt.

Die Versuche wurden mit einem StepOnePlus-Cycler nach dem in Tabelle 2.13 aufgefiihr-
ten Programm durchgefiihrt. Die gemessenen Daten wurden zur Expression der Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyltransferase (Hprt) als konstitutiv exprimiertes Gen normalisiert.
Die Analyse jeder Probe erfolgte mindestens als Duplette. Fiir Proben, die kein detektier-
bares Signal zeigten, wurde fiir die statistische Auswertung und grafische Darstellung der

Ct-Wert auf 40 festgelegt, entsprechend der maximalen Anzahl der durchlaufenen Zyklen.

2.12 Statistische Auswertung

Alle aufgefiihrten Werte sind - soweit nicht anders angegeben - als Mittelwert mit dem
dazugehdrigen Standardfehler angegeben. Das Signifikanzniveau fiir p-Werte wurde auf
5% festgelegt. Wenn nicht anders gekennzeichnet, wurde bei zwei Behandlungsgruppen
der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test fiir die Signifikanztestung eingesetzt.

Fiir den Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde ein Kruskal-Wallis-Rangsummentest
durchgefiihrt. Unterschieden sich die Gruppen signifikant, schloss sich jeweils ein Wilcoxon-
Mann-Whitney-Test der einzelnen Behandlungsgruppen gegen die Kontrollgruppe an.
Hierfiir wurde das Signifikanzniveau fiir multiples Testen nach Bonferoni korrigiert.

Zur Auswertung, graphischen Darstellung sowie zur Signifikanztestung wurde die Software
GraphPadPrism 5.0 verwendet.



3. Ergebnisse

Im ersten Teil der Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss die Induktion einer DSS-
Kolitis auf die Entstehung einer Leberpathologie in gesunden Wildtyp-Mé&usen hat. Hierzu
wurde sowohl das Modell der akuten als auch der chronischen DSS-Gabe in C57Bl/6-
Méusen evaluiert. Anschliekend wurde die chronische DSS-Gabe mit dem Mdr2-/--Modell
einer chronischen Cholangitis kombiniert, um den Einfluss einer Kolitis auf eine bereits be-
stehende PSC-dhnliche Lebererkrankung festzustellen. Da bisher keine spezifische immu-
nologische Zellpopulation als krankheitsverursachend identifiziert wurde, erfolgte zunéachst
eine breite Analyse moglichst vieler Populationen unter Verzicht auf eine Subgruppen-
Spezifizierung. Zusétzlich wurde die Translokation von Bakterien iiber die Pfortader in
die Leber als vermittelnder Mechanismus iiberpriift.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde an einem alternativen Kolitis-Modell iiberpriift, welche
Effekte modellunabhéngig auf die Darmentziindung zuriickzufiihren sind. Dazu wurde eine
Kolitis durch den adoptiven Transfer in vitro differenzierter T-Zellen in Ragl~/--Méiuse

induziert.
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3.1 Akute DSS-Kolitis in C57B1/6-M&ausen

Zunachst wurde gepriift, ob eine akute Kolitis eine Leberpathologie hervorruft. 12-14
Wochen alten C57Bl/6-Wildtyp-Mausen wurde fiir 7 Tage eine 3%ige DSS-Losung als
Trinkwasser ad libitum angeboten. Am 10. Versuchstag erfolgte die Organentnahme und
Zellisolation.

Die Tiere wurden téglich gewogen, um den Allgemeinzustand zu iberwachen. Der Schwe-
regrad der Kolitis wurde durch die Bestimmung der Kolonldnge sowie eine histologische
Ubersichtsfarbung iiberpriift, zusétzlich wurde bei einem Teil der Tiere am 10. Versuchs-

tag das distale Kolon endoskopisch untersucht.
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Abbildung 3.1: Erkrankungsschwere und Dickdarmentziindung bei akuter DSS-Kolitis. a) ge-
mitteltes prozentuales Gewicht im Verhdltnis zu Tag 0 b) exemplarische HE- Ubersicht bei 10z
Vergroflerung: der Pfeil markiert eine Ulzeration, Immunzellinfiltrate sind mit einem Stern mar-
kiert; Mafbalken: 200 nm ¢) Kolonlinge d) endoskopischer Kolitis-Score. Jeder Datenpunkt re-

prasentiert ein Versuchstier. Die Grafik zeigt kumulative Ergebnisse aus 2 Teilversuchen.

Die Charakterisierung der Kolitis anhand der Parameter Gewichtsverlust, Kolonldnge und
endoskopischem Kolitis-Score ist in Abbildung 3.1 zusammengefasst. Wahrend die Kon-
trolltiere ein konstantes Gewicht aufwiesen, reduzierte sich das Gewicht der behandelten
Méuse bis zum Versuchsende auf im Mittel 85,9% ihres Ausgangsgewichtes. Dazu pas-

send zeigten die behandelten Mause eine mittelgradige makroskopische Entziindung der
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Abbildung 3.2: Durchflusszytometrische Charakterisierung der Dickdarmentziindung bei akuter
DSS-Kolitis. a)-d) Frequenz von Foxp3'-, IFN-yT-, IL-17A" - sowie IFN-ytIL-17AY-T-Zellen
e)-h) absolute Zellzahl von Foxp3*-, IFN-y*t-, IL-17A" - sowie IFN-yT IL-17A"-T-Zellen. Jeder
Datenpunkt reprisentiert ein Versuchstier. Es erfolgte keine Signifikanztestung bei mangelnder

Gruppengrifie der Kontrollgruppe.

Kolonschleimhaut. Im endoskopischen Kolitis-Score wiesen sie einen durchschnittlichen
Wert von 8,8 Punkten auf, wihrend die Kontrolltiere einen mittleren Wert von 1,5 Punk-
ten erreichten. Die DSS-behandelten Méuse zeigten zudem eine signifikante Verkiirzung
des Kolons, die mittlere Lénge betrug 7,1 cm im Vergleich zu 9,8 cm in der Kontrollgrup-
pe (p=0,0035). Die histologische Untersuchung zeigte ebenfalls die erfolgreiche Induktion
der Kolitis. Wahrend die Kontrolltiere eine physiologische Kolonarchitektur aufwiesen,
waren bei den behandelten Tieren Ulzerationen und entziindliche Infiltrate nachweisbar.
Exemplarische mikroskopische Ausschnitte sind in Abbildung 3.1 b gezeigt.

Die Analyse der intestinalen T-Zell-Populationen im Kolongewebe zeigte einen Trend
zur Zunahme von Foxp3™-, IFN-y"- IL-17A*- sowie IFN-y*IL-17A*-T-Zellen sowohl in
ihrer Frequenz als auch in der absoluten Zellzahl (Abbildung 3.2). Es erfolgte keine Signi-
fikanztestung, da auf Grund eines technischen Fehlers bei einem Teil der Kontrolltiere die
Zellisolation aus dem Kolongewebe fehlschlug und die Gruppengrofe auf 2 Tiere reduziert
wurde. In den folgenden Experimenten konnten die Ergebnisse allerdings im Modell der

chronischen DSS-Kolitis bestatigt werden.
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Abbildung 3.3: Expressionsmuster pro- und antiinflammatorischer Zytokine in Kolongewebe
auf mRNA-Ebene an Tag 10 einer akuten DSS-Kolitis. Die gezeigten Werte wurden normali-
siert zu Hprt Jeder Datenpunkt reprasentiert ein Versuchstier. Die Grafik zeigt Ergebnisse aus 1

Teilversuch.

Um die Inflammation des Kolongewebes weitergehend zu charakterisieren, wurde aus den
entnommenen Proben RNA aufgereinigt und mittels qPCR die Expression von entziin-
dungstypischen Zytokinen quantifiziert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.3 dargestellt:
Die mRNA-Level der behandelten Méause fiir Ifny, Tnfo, 116, 1117 und 1122 waren im Ver-
gleich zu den unbehandelten Kontrolltieren tendenziell erhoht, bei geringer Gruppengrofe
wurde kein statistisch signifikantes Ergebnis erreicht. Kein Unterschied zeigte sich in der
Expression von [I123; fiir 1122ra2 wiesen die behandelten Tiere in der Tendenz erniedrigte
Expressions-Level auf.

Zusammenfassend wurde durch die 7-tdgige DSS-Applikation eine mittelgradige Kolitis
induziert, die makroskopisch wie mikroskopisch nachweisbar war und zu einer Verédnderung

der intestinalen T-Zell-Populationen sowie der lokalen Zytokinproduktion fiihrte.



37

a b
2004
5/5||7/7
S E
150+
5
100+
°® {
s50{ &
| |
T -
AST ALT GGT
e Kontrolle = DSS
c d
CD45+
2.0x10%9  p=o0.0100
% 1.5x1006 %. Gruppe | Bakteriologie
3 . Kontrolle 0% (02)
[ ] o
= 1.0%1006 =" DSS 40% (2/5)
N 5.0%10054
°

O P—

Kontr. DSS

Abbildung 3.4: Quantifizierung der Leberpathologie bei akuter DSS-Kolitis. a) Serum-Level fiir
AST, ALT und GGT, die untere Nachweisgrenze fiir ALT lag bei 30 U/I; nd= nicht detektierbar
b) exemplarische HE- Ubersicht 10z vergrifert, Mafbalken: 200 pm c) absolute Anzahl CD45% -
Zellen d) Anteil der Tiere mit mindestens einem positivem Bakteriennachweis aus Kultur oder
PCR. Jeder Datenpunkt reprisentiert ein Versuchstier. Die Grafik zeigt kumulative Ergebnisse

aus 2 Teilversuchen.

Um den Einfluss der akuten Kolitis auf die Leber zu ermitteln, wurden verschiedene Pa-
rameter gemessen: Die Leberenzyme AST, ALT sowie GGT im Serum wurden als Marker
eines generellen Leberschadens beziehungsweise einer Cholestase erhoben. Um eine Uber-
sicht iiber mikroskopische Umbauvorgéinge zu erhalten, wurde zudem eine HE-Farbung
des Lebergewebes durchgefiihrt. Ergianzend wurde die Zusammensetzung der Immunzellen
im Lebergewebe durchflusszytometrisch untersucht und durch eine mikrobielle Kultur so-
wie PCR aus homogenisiertem Lebergewebe auf eine Translokation von vitalen Bakterien
beziehungsweise bakterieller 16S-TDNA getestet.

Die grundlegende Charakterisierung des Leber-Phénotyps ist in Abbildung 3.4 zusammen-
gefasst: Fiir AST, ALT und GGT lie sich kein Unterschied zwischen DSS-behandelten
Mausen und Kontrolltieren nachweisen. Auch in der histologischen Untersuchung liefsen
sich keine Unterschiede zwischen behandelten und nicht behandelten Tieren feststellen,
exemplarische mikroskopische Ausschnitte sind in Abbildung 3.4 b gezeigt. Bei 2 aus 5

DSS-behandelten Tieren war mindestens ein Nachweis fir eine bakterielle Translokation
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Abbildung 3.5: Hepatische T-Zellen im Modell der akuten DSS-Kolitis. a)-d) Frequenz
von Foxp3*-, IFN-~yT-, IL-17A" - sowie IFN-yTIL-17A"-T-Zellen e)-h) absolute Zellzahl von
Foxp3*-, IFN-y*-, IL-17A"- sowie IFN-yTIL-17A"-T-Zellen. Jeder Datenpunkt reprisentiert

ein Versuchstier. Die Grafik zeigt kumulative Ergebnisse aus 2 Teilversuchen.

(aus aerober bezichungsweise anaerober Kultur sowie PCR auf 16S-rDNA) positiv, wih-
rend bei den 2 Kontrolltieren keine bakterielle Translokation nachweisbar war. Zudem
zeigte sich eine erhohte absolute Anzahl an CD45"-Immunzellen (p=0,0109, Abbildung
3.4 ¢).

Fiir die weitere Differenzierung der CD45%-Zellen wurde ein Teil der Zellen restimuliert,
um eine intrazellulire Zytokinfarbung durchzufiihren (sieche Abbildung 3.5), die restlichen
Zellen wurden lediglich extrazellular mit Antikorpern geférbt (siche Abbildung 3.6). Die
Gating-Strategien sind exemplarisch in Abbildung 2.3 und 2.4 gezeigt.

In der intrazelluldren Zytokinfarbung waren keine Unterschiede zwischen unbehandelten
und behandelten Tieren hinsichtlich der Frequenz von Foxp3™-, IFN-y*-, IL-17A*- sowie
IFN-yTIL-17A*-T-Zellen feststellbar (siehe Abbildung 3.5 a-d). Fiir die absoluten Zell-
zahlen konnte eine signifikante Erhohung der Foxp3™-, IFN-y"-, IL-17A*-T-Zellen nach
DSS-Gabe gezeigt werden (jeweils p=0,0451). Fiir [FN-y*IL-17A*-T-Zellen bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen.

Die Analyse der extrazellulir gefarbten hepatischen Immunzellen wies in der Frequenz

tendenzielle Unterschiede zwischen DSS-behandelten und Kontrolltieren auf: In der Be-
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Abbildung 3.6: Hepatische Immunzellen des angeborenen Immunsystems an Tag 10 einer aku-
ten DSS-Kolitis. a),e) exemplarische Scatter-Plots LY6GT-Zellen: a) Kontrollgruppe e) 3%
DSS-Gruppe b)-d) Frequenz von LY6G'-, CD11B*CD11C~ - sowie LY6C™ -Zellen f)-h) absolu-
te Zellzahl von LY6GT -, CD11B*CD11C™ - sowie LY6CT-Zellen. Jeder Datenpunkt reprisentiert

ein Versuchstier.

handlungsgruppe exprimierten durchschnittlich 32,6% der CD45TCD3"NK1.17- Zellen
den Neutrophilen-Marker LY6G im Vergleich zu durchschnittlich 8.6% in der Kontroll-
gruppe. Zusétzlich war die Frequenz der LY6C*-Zellen aus den CD11BTCD11C~-Zellen in
der Behandlungsgruppe auf im Mittel 69,4% im Vergleich zu 36,5% in der Kontrollgruppe
erhoht (Abbildung 3.6 a,b,d). Fiir die Frequenz von CD3"NK1.1*-, CD3"NK1.1™- sowie
CD11B*CD11C*-Zellen konnte kein Unterschied nachgewiesen werden (Daten nicht dar-
gestellt). Erhohte absolute Zellzahlen nach DSS-Behandlung lagen neben den schon in der
Frequenz erhohten LY6G™ Zellen und LY6C™ -Zellen auch fiir die CD11BTCD11C™-Zellen
vor. Aufgrund der geringen Anzahl der Kontrolltiere erfolgte keine Signifikanztestung.

Um zu iiberpriifen, ob die verdnderte zellulire Zusammensetzung und erhohte Zellzahl
einen Effekt auf die Expression verschiedener Zytokine in der Leber hat, wurde mRNA
aus hepatischem Gewebe isoliert und anschlieftend eine qPCR durchgefiihrt. Die Ergeb-
nisse sind in Abbildung 3.7 dargestellt: Zwischen behandelten und unbehandelten Tieren
liefs sich kein statistisch signifikanter Unterschied auf mRNA-Level fiir die Expression von
Ifny, Tnfa, 116, sowie 1123 ermitteln. Die mRNA-Level fiir 1l17a, 1122 und [122ra2 lagen
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Abbildung 3.7: Expressionsmuster proinflammatorischer Zytokine im Lebergewebe auf mRNA-
Ebene an Tag 10 einer akuter DSS-Kolitis. Die gezeigten Werte wurden normalisiert zu Hprt.

Jeder Datenpunkt reprisentiert ein Versuchstier. Die Grafik zeigt Ergebnisse aus 1 Teilversuch.

unterhalb der Nachweisgrenze (Ergebnisse nicht dargestellt).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass durch die akute DSS-induzierte Kolitis die
Anzahl der CD45"-Immunzellen insgesamt sowie die Frequenz und absolute Zellzahl ein-
zelner Immunzellen in der Leber erhoht wurde, aber kein genereller Leberschaden im
Sinne einer histologischen Infiltration oder einer hepatischen Zellschddigung und einer
damit einhergehen Transaminasenerhohung verursacht wurde.

Fiir einige Parameter variiert die Anzahl der Versuchstiere, da in einem Teilversuch auf
Grund eines technischen Fehlers eine Analyse der isolierten Zellen nicht moglich war

beziehungsweise das Endoskop nicht zur Verfiigung stand.
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3.2 Chronische DSS-Kolitis in C57B1/6-M&ausen

Da eine akute DSS-Kolitis keine manifeste Leberschadigung hervorrief, wurde im néchsten
Schritt das chronische Modell der DSS-Kolitis angewendet, welches einen chronischen
und schubweisen Krankheitsverlauf nachbildet. Hierbei wurde die DSS-Losung in drei
Zyklen fiir 5, 5 und 7 Tage verabreicht. Zwischen den Zyklen erhielten die Mause 16 Tage
autoklaviertes Leitungswasser. Die Schwere der Kolitis wurde wahrend des Versuchs iiber
den Gewichtsverlust sowie die Erhebung des endoskopischen Kolitis-Scores iiberwacht,
nach Versuchsende wurde zusétzlich die Kolonldnge bestimmt. Diese Basisparameter sind

in Abbildung 3.8 zusammengefasst.
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Abbildung 3.8: Erkrankungsschwere und Dickdarmentziindung bei chronischer DSS-Kolitis.
a) gemitteltes prozentuales Gewicht im Verhdiltnis zu Tag 0 b) evemplarische HE-Ubersicht bei
10z VergréfSerung: der Pfeil markiert eine Ulzeration, Infiltrationen durch Immunzellen sind mit
einem Stern markiert; Mafbalken: 200 nm ¢) Kolonlinge d) endoskopischer Kolitis-Score nach
dem 3. Behandlungszyklus. Jeder Datenpunkt reprdsentiert ein Versuchstier. Die Grafik zeigt

kumulative Ergebnisse aus 2 Teilversuchen.

Nach jedem DSS-Zyklus zeigte sich ein Gewichtsverlust der behandelten Tiere im Vergleich
zu den unbehandelten Tieren, zwischen den Zyklen erreichten die DSS-behandelten Tiere

etwa ihr Ausgangsgewicht, wihrend die Kontrolltiere iiber den Versuchsverlauf zunahmen.
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Abbildung 3.9: Durchflusszytometrische Charakterisierung der Dickdarmentziindung bei chro-
nischer DSS-Kolitis. a)-d) Frequenz von FoxpS*-, IFN-~y*-, IL-17A" - sowie IFN-yTIL-17At-T-
Zellen e)-h) absolute Zellzahl von Foxp3t-, IFN-y*t-, IL-17A" - sowie IFN-y* IL-17A"-T-Zellen.
Jeder Datenpunkt reprisentiert ein Versuchstier. Die Grafik zeigt kumulative Ergebnisse aus 2

Teilversuchen.

Nach dem letzten Zyklus wiesen die unbehandelten Tiere durchschnittlich 112,5%, die be-
handelten Tiere 94% ihres Ausgangsgewichts auf (siehe Abbildung 3.8 a). Die Kolonlidnge
und der Kolitis-Score zeigten ebenfalls die Erkrankungsschwere: In der DSS-Gruppe ver-
kiirzte sich die Kolonlédnge im Mittel auf 7,4 cm im Verlgeich zu 9,3 cm (p=0,0002); der
Kolitis-Score lag im Durchschnitt bei 7,8 Punkten im Vergleich zu 0,9 Punkten in der
Vergleichsgruppe (p<0,0001). Die Entziindung war auch in der histologischen Untersu-
chung sichtbar; reprasentative mikroskopische Aufnahmen, die nach DSS-Behandlung eine
Ulzeration sowie Zellinfiltrate zeigen, sind in Abbildung 3.8 b gezeigt.

Die durchflusszytometrische Untersuchung der einzelnen intestinalen T-Zell-Populationen
zeigte den Effekt der DSS-Gabe (Abbildung 3.9): Die Frequenz an Foxp3*t-, IFN-y - IL-
17A*- sowie IFN-yTIL-17A*-T-Zellen stieg signifikant an. Den hochsten absoluten Wert
erreichten hierbei die IFN-y"-T-Zellen mit 14,2% im Vergleich zu 5,8% in der Kontroll-
gruppe (p=0,00740). Die absoluten Zellzahlen waren nach DSS-Behandlung ebenfalls fiir
alle Populationen im Vergleich zu der Kontrollgruppe erhoht.
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Abbildung 3.10: Expressionsmuster pro- und antiinflammatorischer Zytokine in Dickdarmge-
webe auf mRNA-Ebene nach chronischer DSS-Kolitis. Die Werte wurden normalisiert zu Hprt.
nd= nicht detektierbar, fir diese Proben wurde der Ct-Wert auf 40 gesetzt, sie sind jeweils als
grau gefiillte Symbole dargestellt. Jeder Datenpunkt reprisentiert ein Versuchstier. Die Grafik

zeigt Ergebnisse aus 1 Teilversuch, diese lieflen sich in 2 weiteren Teilversuchen bestdtigen.

Auf mRNA-Ebene waren nach DSS-Behandlung die Level fiir Ifny, Tnfo, 116, 1117 und
1122 signifikant erhoht (siehe Abbildung 3.10). Kein Unterschied zwischen den Versuchs-
gruppen war fiir die Expression von 1123 sowie [122ra2 nachweisbar.

Zusammenfassend wurde durch die chronische DSS-Gabe eine rezidivierende mittelgra-
dige Kolitis induziert. Im Vergleich zwischen akutem und chronischem Modell lag eine
ahnliche Schwere der Erkrankung nach dem 3. Zyklus und nach der einmaligen akuten
Gabe vor. Es zeigten sich analoge Ergebnisse beziiglich der Frequenzen der meisten intes-
tinalen T-Zell-Populationen, fiir die IFN-y*tIL-17A*-T-Zellen lag nach chronischer Kolitis
eine deutlichere Erhohung der Frequenz auf 3,2% im Vergleich zu 0,7% vor bei ahnlichen
Frequenzen in den Kontrollgruppen. Die absoluten Zellzahlen zeigten fiir alle analysierten
T-Zell-Populationen eine deutlichere Erhéhung im chronischen Modell bei vergleichbaren
Ergebnissen im gesunden Kolongewebe der jeweiligen Kontrollgruppe. Auf mRNA-Ebene
zeigten sich fiir beide Modelle &hnliche Expressionsmuster der getesteten Gene im Kolon-

gewebe.
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Abbildung 3.11: Quantifizierung der Leberpathologie bei chronischer DSS-Kolitis. a) Serum-
Level fir AST, ALT und GGT, die untere Nachweisgrenze fir ALT lag bei 30 U/Il; nd= nicht
detektierbar, fir diese Werte wurde das untere Detektionslimit angenommen b) exemplarische
HE-Ubersicht 10z vergrofert, Mapbalken: 200 m ¢) absolute Anzahl CD45-Zellen (p=0,0109)
d) Anteil der Tiere mit mindestens einem positivem Bakteriennachweis aus Kultur oder PCR.
Jeder Datenpunkt reprisentiert ein Versuchstier. Die Grafik zeigt kumulative Ergebnisse aus 2

Teilversuchen.

Nachdem durch die akute DSS-Kolitis keine pathologische Verdnderung der Leber indu-
ziert wurde, erfolgte die analoge Analyse des Lebergewebes nach Ablauf einer chronischen
Kolitis. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.11 zusammenfassend dargestellt. Es zeigte
sich keine Erhohung der Leberenzyme AST, ALT beziechungsweise GGT als Indikator
fiir eine globale Leberschiadigung oder Cholestase im peripheren Blut. Histologisch wa-
ren keine massiven Verdanderungen der Gewebestruktur im Sinne einer Fibrosierung oder
Sklerosierung sichtbar, allerdings liefen sich einige unspezifische Infiltrate des Leberge-
webes darstellen. Ein Beispiel ist in Abbildung 3.11 b abgebildet. In der Kontrollgruppe
war fiir 3 aus 14 Tieren (21,4%) einer der mikrobiologischen Tests zum Nachweis von
Bakterien im Lebergewebe positiv, fiir die Behandlungsgruppe war dies fiir 9 aus 24 Tie-
ren (37,5%) der Fall. Die Gesamtanzahl an hepatischen CD45%-Zellen als Hinweis auf die
Menge der Immunzellen zeigte sich nach DSS-Behandlung signifikant erhoht (p= 0,0050;
siche Abbildung 3.11c).
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Abbildung 3.12: Durchflusszytometrische Charakterisierung der hepatischen T-Zellen bei chro-
nischer DSS-Kolitis. a)-d) Frequenz von Foxp3t-, IFN-~y*t-, IL-17A" - sowie IFN-yTIL-17AY-T-
Zellen e)-h) absolute Zellzahl von Foxp3*t-, IFN-yT - IL-17A™ - sowie IFN-yTIL-17A"-T-Zellen.
Jeder Datenpunkt reprdsentiert ein Versuchstier. Die Grafik zeigt kumulative Ergebnisse aus 2

Teilversuchen.

Die weitere Differenzierung der hepatischen CD45%-Zellen ist in den Abbildungen 3.12
und 3.13 aufgefiihrt. Ein Teil der Zellen wurde restimuliert und fixiert, um die T-Zell-
Populationen zu analysieren: Signifikant erhchte Frequenzen lagen in der Behandlungs-
gruppe fiir Foxp3*-, IL-17A"- sowie IFN-yTIL-17A*-T-Zellen vor. Fiir diese Zellpopula-
tionen zeigten sich auch die absoluten Zellzahlen nach DSS-Behandlung erhéht im Ver-
gleich zu den unbehandelten Tieren. Die Frequenz und absolute Zellzahl von IFN-~*-T-

Zellen unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen.

In einer zweiten FACS-Farbung erfolgte lediglich eine extrazelluldre Markierung (siehe
Abbildung 3.13). Hier wurde durch die chronische DSS-Kolitis im Vergleich zur Kontroll-
gruppe eine erhohte Frequenz an LY6G™- und LY6C*-Zellen hervorgerufen. Die LY6G™-
Frequenz erhohte sich auf 25,0% im Vergleich zu 10,8% in der Kontrollgruppe (p=0,0009);
die LY6GT-Frequenz stieg von 64,9% auf 77,0% (p=0,0005). Kein Unterschied zwischen
den beiden Gruppen bestand fiir CD11BTCD11C~- sowie CD11BTCD11C*-Zellen (sie-
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Abbildung 3.13: FACS-Analyse hepatischer Zellen des angeborenen Immunsystems bei chro-
nischer DSS-Kolitis. a-¢) Frequenz von LY6GT-, CD11B*CD11C"-, CD11BTCD11C - sowie
LY6CT-Zellen d-f) absolute Anzahl von LY6GT-, CD11B*CD11C*-, CD11BT CD11C™ - sowie
LY6CT-Zellen. Jeder Datenpunkt reprisentiert ein Versuchstier. Die Grafik zeigt kumulative Er-

gebnisse aus 2 Teilversuchen.

he Abbildung 3.13b, ¢); eine erniedrigte Frequenz nach DSS-Behandlung zeigten die
CD3"NK1.17- und CD3"NK1.1"-Zellen (Daten nicht gezeigt.)

Die absolute Zellzahl an LY6G'-, CD11BTCD11C~ -, CD11BTCD11C™"- sowie LY6C™-
Zellen war signifikant erh6ht im Vergleich zur Kontrollgruppe (siehe Abbildung 3.13 e-h).
Fiir die CD3TNK1.17- und CD3~NK1.1"-Zellen war kein statistisch signifikanter Unter-
schied in der Zellanzahl nachweisbar (Daten nicht gezeigt).

Die Untersuchung der Genexpression im Lebergewebe ist in Abbildung 3.14 dargestellt,
hier zeigte sich fiir einige Gene ebenfalls eine Veranderung durch die DSS-Kolitis: Zwischen
behandelten und unbehandelten Tieren lief sich ein statistisch signifikanter Unterschied
fiir die Expression von Tnfa, 116, sowie Ccl2 ermitteln. Kein signifikanter Unterschied in
der Expression war fir Ifny, 1123, Mmp§ sowie Nos2 nachweisbar. Nos2 zeigte mit ei-
nem p-Wert von 0,0823 einen Trend zur Erhéhung nach DSS-Gabe. Die mRNA-Level fiir
Il17a, 1122 und Il22ra2 lagen unterhalb der Nachweisgrenze (Ergebnisse nicht dargestellt).
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Abbildung 3.14: Expressionsmuster pro- und antiinflammatorischer Zytokine in Lebergewebe
auf mRNA-Ebene nach chronischer DSS-Kolitis. Die gezeigten Werte wurden normalisiert zu
Hprt. Jeder Datenpunkt reprisentiert ein Versuchstier. Die Grafik zeigt fir a-d Ergebnisse aus
1 Teilversuch, diese lieffen sich in 2 weiteren Teilversuchen bestdtigen. Die Daten der in e-h

dargestellten Gene stammen aus 1 Teilversuch.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich auch nach chronischer DSS-Kolitis kein
manifester Leberschaden im Sinne einer Fibrosierung bildet. Es zeigen sich - im Gegensatz
zum akuten Modell - jedoch immunologische Infiltrate im Lebergewebe. Es liefsen sich im
chronischen Modell absolut betrachtet mehr CD45%-Zellen im Lebergewebe nachweisen,
insgesamt zeigten diese jedoch eine dhnliche Komposition. Leichte Unterschiede bestan-
den auf mRNA-Ebene, hier zeigte sich eine erhohte [l6-Expression im Lebergewebe im

chronischen Modell, wihrend diese im akuten Modell nicht bestand.
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3.3 Chronische DSS-Kolitis in Mausen mit genetischer Leberpa-
thologie

Nachdem die chronische DSS-Kolitis eine deutliche Erhohung der CD45%-Zellen in der
Leber hervorrief, dies aber keine Schidigung der Leber verursachte, wurde im néchsten
Schritt der Einfluss einer chronischen Inflammation auf Mause mit Knockouts des Mdr2-
Gens untersucht. Diese Tiere entwickeln durch das Fehlen des Multidrug-resistance-Gens
2 PSC-dhnliche Lésionen der Leber [114]. Die chronische DSS-Kolitis wurde analog zu
den Versuchen mit C57Bl/6-M&ausen in drei Zyklen induziert und der Einfluss der Kolitis
auf die bereits bestehende Leberpathologie charakterisiert. Da durch die Kombination
zweier Krankheitsmodelle eine stiarkere Erkrankung der Tiere zu erwarten war, wurde

eine 2,5%ige DSS-Losung verwendet.
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Abbildung 3.15: Erkrankungsschwere bei chronischer DSS-Kolitis in Mdr2/ -Mausen. a) ge-
mitteltes prozentuales Gewicht im Verhdltnis zu Tag 0 b) exemplarische HE- Ubersicht bei 10z
Vergriofserung;der Pfeil markiert eine Ulzeration, Infiltrationen durch Immunzellen sind mit ei-
nem Stern markiert; Mafbalken: 200 pm ¢) Kolonlinge d) endoskopischer Kolitis-Score. Jeder
Datenpunkt reprasentiert ein Versuchstier. Die Grafik zeigt kumulative Ergebnisse aus 3 Teilver-

suchen.
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Abbildung 3.16: Durchflusszytometrische Charakterisierung der Dickdarmentziindung bei chro-
nischer DSS-Kolitis in Mdr2/-Mausen. a)-d) Frequenz von Foxp3*-, IFN-yT-, IL-17A% - sowie
IFN-~TIL-17AY-T-Zellen e)-h) absolute Zellzahl von Foxp3*-, IFN-yT -, IL-17A" - sowie IFN-
NTIL-17AT-T-Zellen. Jeder Datenpunkt reprisentiert ein Versuchstier. Die Grafik zeigt kumula-

tive Ergebnisse aus 3 Teilversuchen.

Zunéchst wurde die Induktion und Schwere der DSS-Kolitis {iberpriift, die Ergebnisse
sind in Abbildung 3.15 dargestellt. Die behandelten Tiere zeigten nach jedem DSS-Zyklus
eine Gewichtsabnahme beziehungsweise eine fehlende Gewichtszunahme im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Nach dem dritten Zyklus lag das Gewicht der DSS-Gruppe im Mittel bei
96,6%, in der Kontrollgruppe wogen die Tiere durchschnittlich 111,5% ihres Ausgangs-
gewichtes. Die Kolonldnge war nach DSS-Gabe auf 7,0 cm im Vergleich zu 9,2cm in der
Kontrollgruppe verkiirzt (p<0,0001); der Kolitis-Score lag bei 7,9 Punkten im Vergleich zu
0.6 Punkten in der Kontrollgruppe (p<0,0001). Représentative mikroskopische Aufnah-
men sind in Abbildung 3.15 b gezeigt, nach DSS-Kolitis waren Ulzerationen, ein Verlust
der Kolonarchitektur sowie Zellinfiltrate sichtbar.

Um die Kolitis weitergehend zu charakterisieren, wurde eine durchflusszytometrische Ana-
lyse der T-Zellen durchgefiihrt (siche Abbildung 3.16). Nach DSS-Gabe zeigte sich eine
signifikante Erhohung von Frequenz sowie absoluter Anzahl aller untersuchten T-Zell-
Populationen. Die deutlichste Erhohung nach DSS-Behandlung lag fiir die Frequenzen von
Foxp3™- und IFN-y"-T-Zellen vor. Die regulatorischen T-Zellen stiegen auf 17,2% (Kon-
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Abbildung 3.17: Expressionsmuster pro- und antiinflammatorischer Zytokine in Dickdarmge-
webe auf mRNA-Ebene nach chronischer DSS-Kolitis in Mdr2/-Miusen. Die gezeigten Werte
wurden normalisiert zu Hprt. nd= nicht detektierbar, fiir diese Proben wurde der Ct-Wert auf 40
gesetzt, sie sind jeweils als hellgrau gefillte Symbole dargestellt. Jeder Datenpunkt reprisentiert
ein Versuchstier. Die Grafik zeigt Ergebnisse aus 1 Teilversuch, diese lieffen sich in 2 weiteren

Teilversuchen bestitigen.

trollgruppe: 12,6%, p=0,0064), die IFN-y*-T-Zellen auf 10,6% (Kontrollgruppe: 6,2%;
p=0,0154). Da die Frequenzen aus unterschiedlichen Gating-Stufen stammen (siche Ab-
bildung 2.3), sind die absoluten Frequenz-Werte zwischen diesen beiden Populationen
nicht direkt zu vergleichen.

Die weitergehende Charakterisierung der Zytokin-Expression auf mRNA-Ebene ist in Ab-
bildung 3.17 zusammengefasst. Nach DSS-Behandlung zeigte sich ein signifikanter Anstieg
der Expressionslevel von Ifny, Tnfa, 116, 1117a, 1122 sowie 1110. Keine Anderung lag fiir
1123 vor, die Expression von [l22ra2 zeigte eine signifikante Verminderung nach DSS-

Behandlung.

Zusammenfassend rief die Behandlung der Mdr2-/--M&use mit 2,5% DSS eine mittelgradi-
ge Kolitis hervor, die Ergebnisse beziiglich Gewichtsverlauf, Kolitis-Score und Kolonlénge
sind vergleichbar mit denen der chronischen DSS-Kolitis in C57Bl/6-Mé&usen. Auch die
Veranderungen der intestinalen T-Zellen sind mit der Zunahme aller T-Zell-Populationen

beziiglich Frequenz und absoluter Zellzahl &hnlich. Allerdings scheint die Zunahme der
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Foxp3t-T-Zellen in den Mdr2/-Tiere auf einem leicht erhohten Niveau stattzufinden:
Hier lagen die Frequenz in den Kontrolltieren bei 12,6% und erhohte sich auf 17,2%
nach DSS-Behandlung (C57B1/6: Kontrollgruppe: 5,7%; DSS-Gruppe:12,6%). Die mRNA-
Expression im Kolongewebe zeigte sehr dhnliche Expressionsmuster der analysierten Gene
im Vergleich zwischen den C57B1/6-Wildtypen und den Mdr2-/--MAusen.

Im Folgenden wurde der Effekt der Kolitis auf die bereits bestehende Leberpathologie
untersucht, welche die Mdr2=/~-Tiere als Folge des gestorten Gallentransports entwi-
ckeln. Die zuvor ausgewerteten Parameter wurden um eine histologische Untersuchung
der Leberfibrose erweitert, welche durch die fehlende Mdr2-Funktion entsteht. Die Ba-
sisparameter sind in Abbildung 3.18 gezeigt.
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Abbildung 3.18: Quantifizierung der Leberpathologie bei chronischer DSS-Kolitis in Mdr2/~-
Mausen. a)Serum-Level fir AST, ALT und GGT, die untere Nachweisgrenze fir ALT lag bei
30 U/Il; nd= nicht detektierbar, fir diese Werte wurde das untere Detektionslimit angenommen
b) absolute Anzahl hepatischer CD45" -Zellen ¢) exemplarische HE- Ubersicht 10z vergrofert,
Mapbalken: 200 pm d) Anteil der Tiere mit mindestens einem positivem Bakteriennachweis aus
Kultur oder PCR. e) histologische Quantifizierung der Leberfibrose. Jeder Datenpunkt reprasen-

tiert ein Versuchstier. Die Grafik zeigt kumulative Ergebnisse aus 8 Teilversuchen.

Die Anzahl der CD45"-Zellen zeigte sich nach DSS-Behandlung wie in den vorherge-
henden Versuchen erhoht (siehe Abbildung 3.18b; p<0,0001). Mindestens ein positives

Ergebnis aus den verschiedenen Nachweisen fiir Bakterien im Lebergewebe lag in der
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Abbildung 3.19: Durchflusszytometrische Charakterisierung der hepatischen T-Zellen bei chro-
nischer DSS-Kolitis in Mdr2/-Mausen. a)-d) Frequenz von Foxp3*-, IFN-yT-, IL-17A% - sowie
IFN~ATIL-17AY-T-Zellen e)-h) absolute Zellzahl von Foxp3*-, IFN-yT -, IL-17A" - sowie IFN-
~NTIL-17AT-T-Zellen. Jeder Datenpunkt reprisentiert ein Versuchstier. Die Grafik zeigt kumula-

tive Ergebnisse aus 8 Teilversuchen.

Kontrollgruppe fiir 2 von 14 (14,3%), in der DSS-Gruppe fiir 5 von 15 (33,3%) Tieren
vor. Die Leberwerte zeigten eine Verdnderung von ALT und AST, fir die GGT war
kein Unterschied zwischen den Gruppen nachweisbar. Entgegen der Annahme, dass die
DSS-Kolitis und die damit einhergehende Vermehrung der Immunzellen in der Leber den
vorbestehenden Leberschaden verstarken wiirde, zeigte sich ein umgekehrter Effekt: Die
AST-Werte lagen in der DSS-Gruppe im Mittel bei 76 U/1, in der Kontrollgruppe bei 145
U/1 (p=0,0052). Die ALT-Werte lagen in der Kontrollgruppe bei 207 U/1, nach DSS-Gabe
bei durchschnittlich 118 U/l (p=0.0105). Eine singulidre AST-Erhohung ist nicht spezi-
fisch fiir einen Leberschaden, erst bei einer gleichzeitigen Erh6hung der ALT ist von einer
Leberschiadigung auszugehen [143].

Die niedrigeren Werte beider Enzyme nach DSS-Behandlung sprechen fiir eine Abmilde-
rung des durch den Knockout hervorgerufenen Leberschadens. Dies zeigte sich auch im
histologischen Fibrose-Score als Teil des mHAI: Die DSS-behandelten Mdr2~/~-Méiuse
wiesen im Mittel einen Wert von 2,0 auf, die Kontrolltiere einen von 2,67 (p=0,0243).

Beispielhafte histologische Schnitte sind in Abbildung 3.18 ¢ gezeigt.
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Abbildung 3.20: FACS-Analyse hepatischer Zellen des angeborenen Immunsystems bei
chronischer DSS-Kolitis in Mdr2/-Mausen. a-c) Frequenz von LY6Gt-, CD11BtCD11C*-,
CD11B* CD11C" - sowie LY6CT-Zellen d-f) absolute Anzahl von LY6GT-, CD11B*CD11C" -,
CD11B*CD11C - sowie LY6CT-Zellen. Jeder Datenpunkt repréisentiert ein Versuchstier. Die

Grafik zeigt kumulative Ergebnisse aus 3 Teilversuchen.

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung des Lebergewebes sind in Ab-
bildung 3.19 zusammengefasst. Es zeigte sich eine signifikante Erhohung der Frequenz
der IFN-yTIL-17AT-T-Zellen (p=0,0002). Die anderen T-Zell-Populationen zeigten kei-
nen Unterschied in der Frequenz. Jedoch befanden sich die regulatorischen T-Zellen mit
11,8% in der Kontrollgruppe beziehungsweise 11,4% in der Behandlungsgruppe auf einem
hoheren Niveau als in den vorhergehenden Versuchen in C57Bl1/6-Tieren nach DSS-Gabe
(Frequenz Foxp3*-Zellen in der DSS-Gruppe: 6,1% nach akuter Kolitis; 8,8% nach chro-
nischer Kolitis).

Die Ubersicht der weiteren FACS-Analyse ist in Abbildung 3.20 dargestellt. Signifikant
erhohte Frequenzen sowie absolute Zellzahlen nach DSS-Behandlung lagen fiir LY6G™-
sowie LY6CT-Zellen vor, zusitzlich zeigten sich signifikant erhohte Werte der absoluten
Zellzahlen fiir CD11BTCD11C™ - sowie CD11B*CD11C*-Zellen.

Zudem erfolgte die Untersuchung der Gen-Expressionslevel fiir verschiedene pro- und anti-
inflammatorische Zytokine im Lebergewebe analog zu den Vorversuchen (siehe Abbildung

3.21). Eine signifikante Erhohung des Expressionslevels nach DSS-Behandlung war fiir 1110
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Abbildung 3.21: Expressionsmuster pro- und antiinflammatorischer Zytokine in Lebergewebe
auf mRNA-Ebene nach chronischer DSS-Kolitis in Mdr2/--Mausen. Die gezeigten Werte wurden
normalisiert zu Hprt. nd= nicht detektierbar, fiir diese Proben wurde der Ct-Wert auf 40 gesetzt,
sie sind jeweils als grau gefiillte Symbole dargestellt. Jeder Datenpunkt reprasentiert ein Versuchs-
tier. Die Grafik zeigt Ergebnisse aus 1 Teilversuch, diese lieffen sich in 2 weiteren Teilversuchen

bestdtigen.

sowie Argl nachweisbar, die Expression von 116, Czcl10, Ccl2 sowie Nos2 hingegen war
erniedrigt. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen beziiglich der Expressionslevel von Ifny, Tnfo, 1117a, 1123, 1122, 1122ra2 sowie
Mmp$8.

Da schon in der histologischen Untersuchung Fibrose nachzuweisen war, wurde das Panel
an zu untersuchenden Genen um einige fibrosespezifischen Gene erweitert. Die Expression
der Fibrose-Marker zeigte kein einheitliches Bild zwischen den durchgefiihrten Teilversu-

chen, weswegen diese in Abbildung 3.22 separat aufgefiihrt sind.
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Abbildung 3.22: Expression von Fibrose-Markern in Lebergewebe auf mRNA-Ebene nach chro-
nischer DSS-Kolitis in Mdr2/-Mausen. a-d) Daten aus Teilversuch A. e-h) Daten aus Teilver-
such B. Die gezeigten Werte wurden normalisiert zu Hprt. nd= nicht detektierbar, fiir diese
Proben wurde der Ct-Wert auf 40 gesetzt, sie sind jeweils als grau gefillte Symbole dargestellt.
Jeder Datenpunkt reprasentiert ein Versuchstier. Die Grafik zeigt Daten aus Teilversuch A und

B, da diese keine tibereinstimmenden Ergebnisse zeigten.

Fiir Teilversuch A zeigten sich singifikant erniedrigte Expressionslevel von Colfal und
Timpl nach DSS-Gabe, kein Unterschied lag fiir T¢ff und Acta2 vor. Im Teilversuch
B wurden diese Ergebnisse nicht bestétigt, es zeigte sich kein Unterschied zwischen den

Gruppen fiir die analysierten Gene.

Der Vergleich der Ergebnisse der DSS-Kolitis zwischen C57B1/6 und Mdr2~/~-Mausen
zeigt fiir beide Genotypen einen Anstieg der hepatischen CD45"-Zellen durch die chroni-
sche Kolitis. Zudem waren fiir beide Genotypen nach DSS-Gabe die Frequenzen von IFN-
~ATIL-17A*-, LY6G™- sowie LY6C™*-Zellen im Lebergewebe erhoht. Allerdings fand diese
Erhohung in Mdr2~/~-Miusen auf einem niedrigeren Niveau statt (Kontrollgruppe:DSS-
Gruppe in C57B1/6-Tieren 10,8%:25,0%; in Mdr2~/—-Tieren 4,9%:11,4%). Die absolute
Zellzahl stieg unabhéngig vom Genotyp fiir fast alle untersuchten Zellpopulationen nach
DSS-Behandlung. Die Frequenz an hepatischen Foxp3™-T-Zellen war nur in C57B1/6 Tie-
ren nach DSS-Gabe auf im Mittel 8,8% (Kontrollgruppe: 6,4%) erhoht, fiir die Mdr2=/~-
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Tiere zeigte sich kein Unterschied zwischen den Gruppen, insgesamt aber eine hohere
Frequenz:diese lag bei 11,4% fiir die DSS-behandelten und 11,8% fiir die unbehandel-
ten Mdr2=/~-Tiere. Zu beachten ist, dass diese Ergebnisse in voneinander unabhingigen
Versuchen erhoben wurden und daher nicht uneingeschrankt miteinander verglichen wer-
den konnen. Auf RNA-Ebene zeigten sich im Lebergewebe fiir mehrere Gene diametrale
Ergebnisse: wihrend die Expressionslevel von 1l6 und Ccl2 in C57Bl/6-Tieren nach DSS-
Gabe signifikant erhoht war, zeigten sie sich in den Mdr2~—/~-Miusen nach DSS-Gabe
erniedrigt. Die Level von Czcl10 sowie Nos2 zeigten in C56Bl/6-Mausen nach DSS-
Behandlung keinen signifikanten Unterschied mit einem Trend zur Erhohung, wéhrend
sie in den Mdr2~/~-Tieren nach DSS-Gabe signifikant erniedrigt waren (siche Abbildung
3.14 sowie Abbildung 3.21).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die erwartete starkere Erkrankung der Ver-
suchstiere durch die Kombination der zwei Krankheitsmodelle nicht eintrat. Es zeigte sich
vielmehr eine Tendenz zur Verbesserung der durch den Mdr2~/~-Knockout hervorgerufe-
nen Leberschidigung, wie sich anhand der niedrigeren Leberenzyme im Serum sowie der

geringer ausgeprigten Fibrose zeigte.
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3.4 Kolitis nach adoptiven T-Zell-Transfer

Im Verlauf der DSS-Kolitis wird das DSS nicht nur lokal im Intestinaltrakt aufgenom-
men, sondern verteilt sich auch in weiteren Organen, wie beispielsweise mesenterialen
Lymphknoten, Milz und insbesondere auch der Leber [123]. Um zu ermitteln, welche der
bisher beschriebenen Effekte auf eine Kolitis zuriickzufiihren sind und unabhéngig von
einer DSS-Gabe auftreten, wurde eine Kolitis durch den adoptiven Zelltransfer in wvitro
differenzierter T-Zellen in Ragl~/~-Méusen induziert. Dazu wurden nach in vitro Diffe-
renzierung IL-17A*- oder IFN-y"-T-Zellen transferiert; Kontrolltiere erhielten nur PBS
(sieche Kapitel 2.3). Die Tiere der verschiedenen Versuchsgruppen wurden miteinander
gemischt gehalten. Einmal wochentlich wurde das Gewicht bestimmt und ab der 3. Wo-
che wurde zuséatzlich der endoskopische Kolitis-Score verblindet erhoben. 6 Wochen nach

Transfer wurden die Tiere getotet und Kolitis sowie Leberschiadigung evaluiert.

b c
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Abbildung 3.23: Erkrankungsschwere und Dickdarmentziindung bei Transfer-Kolitis. a) gemit-
teltes prozentuales Gewicht im Verhdltnis zu Tag 0 b) endoskopischer Kolitis-Score. ¢) Kolon-
linge d) exemplarische HE- Ubersicht jeder Behandlungsgruppe bei 10z Vergriferung, der Stern
markiert einen Granulozyten, Majfbalken: 200 pm. Jeder Datenpunkt reprdsentiert ein Versuchs-
tier (n=30, jeweils 10 Tiere pro Gruppe). Die Grafik zeigt kumulative Ergebnisse aus 2 Teilver-
suchen. PBS: Kontrollgruppe nach PBS-Injektion; Thl: Transfer von IFN-yT-T-Zellen; Th17:
Transfer von IL-17AT-T-Zellen.
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Die Entwicklung der Kolitis wurde anhand mehrerer Parameter iiberwacht, wie in Ab-
bildung 3.23 dargestellt. Als globaler Erkrankungsmarker diente das Gewicht im Ver-
héltnis zum Ausgangsgewicht zu Beginn des Experiments. Hier zeigten die Tiere der
Kontroll-Gruppe und nach Thl-Injektion nach 6 Wochen eine Gewichtszunahme (PBS:
durchschnittlich 109%, Thl: 106%), nach dem Transfer von Th17-Zellen kam es zu ei-
ner durchschnittlichen Gewichtsabnahme auf 93% des Ausgangsgewichtes. Der endosko-
pische Kolitis-Score zeigte keinen Unterschied zwischen PBS- und Thl-behandelten M&au-
sen (PBS: 1,95 Pkt; Th1:2,6 Pkt.), nach Th17-Transfer entwickelte sich eine milde Kolitis
(5,65 Pkt.).

Die Kolonldnge zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. Nach
Th17-Transfer lag ein Trend zur Verkiirzung vor: In der Kontrollgruppe lag die mittlere
Kolonlénge bei 9,2 cm, nach Th17-Transfer bei im Mittel 8,4 cm (p=0,0574). Repréisenta-
tive HE-gefarbte histologische Schnitte sind in Abbildung 3.23 d gezeigt. Im Unterschied
zur Kolitis nach DSS-Gabe zeigten sich weder Ulzerationen noch ein Verlust der Dick-
darmfiltelung.

Um die Kolitis weitergehend zu charakterisieren, erfolgte eine FACS-Analyse der intestina-
len T-Zellen, wie in Abbildung 3.24 dargestellt. Die Gesamtzellzahl wies in den einzelnen
Gruppen eine hohe Variabilitdt auf, die Gruppen unterschieden sich nicht signifikant.
Jedoch zeigten die beiden Behandlungsgruppen einen dhnlichen Trend zu hoheren Mittel-
werten als die Kontrollgruppe. Die Analyse der CD45.1%-Zellen ergab keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen; auf Grund eines technischen
Fehlers wurden nur 2 der Proben aus der Kontrollgruppe analysiert.

Da die transferierten T-Zellen aus Reporter-M&ausen fiir IL-17 und IFN-v stammten, konn-
te die Analyse sowohl direkt nach Isolation der Zellen ohne weitere Stimulation als auch
nach unspezifischer Restimulation mit PMA /Ionomycin (siche 2.7) erfolgen. Ragl~/"- Mau-
se besitzen keine T-Zellen, weswegen fiir das adaptive Immunsystem nur die Th1- und
Th17-Gruppe verglichen wurden.

Im Folgenden sind lediglich die Frequenzen der einzelnen T-Zell-Subtypen gezeigt. Die
absoluten Zellzahlen ergeben sich aus dem Verhéltnis von absolut isolierten Zellen und
den Frequenzen, sie sind nicht gesondert dargestellt.

Statistisch signifikante Unterschiede lagen ohne Stimulation fiir die Frequenzen von IFN-
~F-T-Zellen (p=0,0004) sowie IL-17A*-T-Zellen (p=0,0036) vor: beide T-Zell-Subtypen
zeigten im Kolongewebe nach Th17-Transfer eine hohere Frequenz als nach Thl-Transfer
(siche 3.24 d, e). Nach Restimulation stiegen die Frequenzen der jeweiligen T-Zellen, ein
Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen war allerdings nur noch fiir die IL-17A"-
Zellen (p= 0,0068) nachweisbar.
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Abbildung 3.24: FACS-Analyse intestinaler T-Zellen nach Transfer von IFN-y+T-Zellen bezie-
hungsweise IL-17AT-T-Zellen. a) absolute Anzahl isolierter Zellen aus dem Kolongewebe b) abso-
lute Anzahl CD45.1%-Zellen (Immunzellen der Empfinger-Maus) ¢) absolute Anzahl CD45.2% -
Zellen (Transferierte T-Zellen) d-f) Prozentualer Anteil von IFN-y*t-, IL-17A" - sowie IFN-
Y VIL-17AT-T-Zellen vor Stimulation g-i) Prozentualer Anteil von IFN-yT -, IL-17AT- sowie
IFN-~TIL-17AT-T-Zellen nach Restimulation. Jeder Datenpunkt reprisentiert ein Versuchstier
(n=30, jeweils 10 Tiere pro Gruppe). Die Grafik zeigt kumulative Ergebnisse aus 2 Teilversuchen.
PBS: Kontrollgruppe nach PBS-Injektion; Thl: Transfer von IFN-yT-T-Zellen; Th17: Transfer
von IL-17AT-T-Zellen.

Die Analyse der Ergebnisse auf mRNA-Ebene ist in Abbildung 3.25 gezeigt. Signifikant
hohere Expressionslevel im Vergleich zu der Kontrollgruppe lagen nach Th17-Transfer fiir
Ifnry, 1122 sowie Tnfa vor. Kein Unterschied zeigte sich fiir 116, 1117, 1123 sowie I122ra2.
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Abbildung 3.25: Expressionsmuster proinflammatorischer Zytokine in Kolongewebe auf mRNA-
Ebene in Woche 6 nach Zell-Transfer. Die gezeigten Werte wurden normalisiert zu Hprt. nd=
nicht detektierbar, fiir diese Proben wurde der Ct-Wert auf 40 gesetzt, sie sind jeweils als grau
gefiillte Symbole dargestellt. Jeder Datenpunkt reprisentiert ein Versuchstier. Die Grafik zeigt ku-
mulative Ergebnisse aus 2 Teilversuchen. PBS: Kontrollgruppe nach PBS-Injektion; Thi: Trans-
fer von IFN-yT T-Zellen; Th17: Transfer von IL-17AT-T-Zellen.

Zusammenfassend lieft sich durch Transfer von in vitro differenzierten Th17-Zellen eine
milde Kolitis hervorrufen. Die in vitro differenzierten Zellen wiesen unabhéngig von ihrer
Zytokin-Produktion zum Zeitpunkt des Transfers 6 Wochen nach Beginn des Experiments
im Kolongewebe {iberwiegend eine Produktion von I[FN-v auf. Hierbei zeigten sich fiir IFN-
~F- sowie IL-17A*-T-Zellen nach Transfer von Th17-Zellen hohere Frequenzen als nach
Transfer von Thl Zellen. Dabei produzierte nur ein Teil der transferierten Zellen mit der
Fahigkeit zur Produktion von IFN-vy beziehungsweise IL-17A zum Zeitpunkt der Isolation
die beiden Zytokine, wie sich anhand der gesteigerten Frequenzen fiir alle analysierten T-

Zell-Subpopulationen nach unspezifischer Stimulation zeigte.
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Leberpathologie nach T-Zell-Transfer
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Abbildung 3.26: Quantifizierung der Leberpathologie nach Transfer-Kolitis a) Serum-Level fiir
AST, ALT und GGT, die untere Nachweisgrenze fiir die ALT lag bei 30 U/I; nd= nicht detektier-
bar b) Histologisch nachweisbarer Grad der Leberschidigung ¢) exemplarische HE- Ubersichten
der Leber, 10z vergrifiert, Maf$balken: 200 nm. Jeder Datenpunkt reprdsentiert ein Versuchstier
(n=30, jeweils 10 Tiere pro Gruppe). Die Grafik zeigt kumulative Ergebnisse aus 2 Teilversuchen.

Die Analyse der Leberverdnderung erfolgte analog zu den Vorversuchen. In Abbildung
3.26 sind die Basisparameter zusammengefasst. Die AST zeigte sich nach Th17-Transfer
im Mittel auf 108 U/ signifikant erhoht (p= 0,0006; PBS: 45 U/I; Th1:51,5 U/1), fiir ALT
und GGT lag kein Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen vor (siehe Abbildung
3.26 a). Da die AST nicht leberspezifisch ist, sondern in verschiedenen Organen exprimiert
wird, kann keine Aussage iiber die Art der geschidigten Zellen gemacht werden [143]. In
der histologischen Untersuchung fand sich eine signifikante Erh6hung des mHAI-Grads
im Vergleich zur Kontrollgruppe nach Th17-Transfer (p=0,0004) nicht jedoch nach Thl-
Transfer.

Infiltrate durch Immunzellen fanden sich sowohl assoziiert zu den Gallengéngen, als auch
innerhalb der Leberldppchen (repréasentative Histologie sieche Abbildung 3.26¢). Eine Fi-
brosierung wurde nicht beobachtet.

Die weitere Charakterisierung der hepatischen Immunzellen ist in den Abbildungen 3.27
und 3.28 dargestellt. Die histologisch sichtbare vermehrte Infiltration durch Immunzellen

lief sich durchflusszytometrisch bestétigen: Nach Thl17-Transfer zeigte sich sowohl die



62

a b c
Gesamt-Isolation CD45.1+ CD45.2+
C»A 1.5x10079 _ p=0.0029 1.5x10079 _p=0.0068 5.0x10%9  p=0.0101
5 . X 4.0x1006 N
T 1.0x10074 A 07
ﬁ - 1.0x10 3_0)(1006" N
E - 2.0x10% .
— X -
| 50x10% R 5.0x10064 4+ ' —+
® =+ ¢ A 1.0x1096 S
% A % % AAA % :f
! oA Joghe o
PBS Th1Th17 PBS Th1Th17 Th1 Th17
d IFN-y+ e IL-17A+ f IFN-y+IL-17A+
c A 404  p=0.00041 2.01 0.20-
° A
= 304 R 1.5 . 0.15-
S o] AA
g > 20 N 1.0 0.10-
= X
- = + I
- 104 oW 0.5 —E 0.05- it
9 = = J i W
A
o+t——— 0.0+——7v 0.004+———7
Th1 Th17 Th1 Th17 Th1 Th17
g IFN-y+ h IL-17A+ i IFN-y+IL-17A+
c A 601 259  p=0.0007 4
o
.'g AAAA 204 A 34 A
S 401 = s
g€ § . 154 N
B = 101 I I
20
S 54 hast ' A
] — = M
£ O'ﬁ—_ O‘ﬁ_l_ O'ﬁ—_
Th1 Th17 Th1 Th17 Th1 Th17

Abbildung 3.27: FACS-Analyse hepatischer T-Zellen nach Transfer von [FN-y"-T-Zellen bezie-
hungsweise [L-17A1-T-Zellen. a) absolute Anzahl isolierter Zellen aus dem Lebergewebe b) abso-
lute Anzahl CD45.1%-Zellen (Immunzellen der Empfinger-Maus) ¢) absolute Anzahl CD45.2% -
Zellen (Transferierte T-Zellen) d-f) Prozentualer Anteil von IFN-y*- IL-17A"- sowie IFN-
Y HIL-17AT-T-Zellen vor Stimulation g-i) Prozentualer Anteil von IFN-yT- IL-17A"- sowie
IFN-~TIL-17AT-T-Zellen nach Restimulation. Jeder Datenpunkt reprisentiert ein Versuchstier
(n=30, jeweils 10 Tiere pro Gruppe). Die Grafik zeigt kumulative Ergebnisse aus 2 Teilversuchen.
PBS: Kontrollgruppe nach PBS-Injektion; Thi: Transfer von IFN-y*T-Zellen; Th17: Transfer
von IL-17AT-T-Zellen.

Anzahl der CD45.1"-Zellen (p=0,0068), also der Zellen des angeborenen Immunsystems,
als auch die Anzahl der CD45.2%-Zellen (p=0,0101), also der transferierten T-Zellen, im
Vergleich zur Kontrollgruppe und Thl-Transfer-Gruppe erhéht (siehe 3.27 b-c).
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Abbildung 3.28: FACS-Analyse hepatischer Zellen des angeborenen Immunsystems nach
Transfer von IFN-yTT-Zellen beziehungsweise IL-17A"-T-Zellen. a-c) Frequenz von LY6G™ -,
CD11B*CD11C*-, CD11B*CD11C - sowie LY6CT-Zellen d-f) absolute Anzahl von LY6G™ -,
CD11B*CD11CT-, CD11B*CD11C - sowie LY6CT-Zellen. Jeder Datenpunkt reprisentiert ein
Versuchstier (n=30, jeweils 10 Tiere pro Gruppe). Die Grafik zeigt kumulative Ergebnisse aus
2 Teilversuchen. PBS: Kontrollgruppe nach PBS-Injektion; Thl: Transfer von IFN-y+ T-Zellen;
Th17: Transfer von IL-17A"-T-Zellen.

Statistisch signifikante Unterschiede lagen ohne Stimulation fiir die Frequenz von IFN-
~vT-T-Zellen (p=0,00041) vor; dieser T-Zell-Subtyp zeigte im Lebergewebe nach Th17-
Transfer eine hohere Frequenz als nach Thl-Transfer (siche 3.27 d). Nach Restimulation
stiegen die Frequenzen fiir alle Subtypen, ein signifikanter Unterschied zwischen den Be-
handlungsgruppen war noch fiir die IL-17A*-Zellen (p= 0,0007) nachweisbar (3.27 h).
Die Analyse der extrazellular gefarbten Leberzellen zeigte eine erhohte Frequenz an LY6G™-
sowie CD11BTCD11C~-Zellen nach Thl17-Transfer, wihrend sich Kontroll- und Thi-
Gruppe beziiglich dieser Zellpopulationen nicht signifikant voneinander unterschieden.
Fiir die LY6CT-Population lag kein signifikanter Unterschied der Frequenz zwischen den
Gruppen vor (PBS: 44,13%; Th1:46,17%, Th17: 50,36%). Fiir die absoluten Zellzahlen
zeigten sich alle analysierten Zellpopulationen nach Transfer von IL-17A"-Zellen erhoht,
wie in Abbildung 3.28 d-f gezeigt.
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Abbildung 3.29: Expressionsmuster proinflammatorischer Zytokine des Lebergewebes auf
mRNA-Ebene in Woche 6 nach Zell-Transfer. Die gezeigten Werte wurden normalisiert zu Hprt.
nd= nicht detektierbar, fir diese Proben wurde der Ct-Wert auf 40 gesetzt, sie sind jeweils als
grau gefiillte Symbole dargestellt. Jeder Datenpunkt reprdisentiert ein Versuchstier. Die Grafik
zeigt kumulative Ergebnisse aus 2 Teilversuchen. PBS: Kontrollgruppe nach PBS-Injektion; Thi:
Transfer von IFN-yT T-Zellen; Th17: Transfer von IL-17AT-T-Zellen.

Auf mRNA-Ebene lagen signifikant hohere Expressionslevel nach Th17-Transfer fiir Ifny,
Tnfa sowie 116 vor, wahrend die Thl- und die Kontrollgruppe dhnliche Expressionslevel
aufwiesen. Kein Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen zeigte sich fir 1117, 1123,
1122 sowie Il22ra2.

Zusammengefasst zeigte sich nach Thl7-Transfer eine Hepatitis mit einer hepatischen
Immunzellvermehrung und histologisch nachweisbaren Zellinfiltraten sowie angestiegenen
AST-Werten. Zusatzlich bestand eine Erhohung proinflammatorischer Zytokine auf RNA-

Ebene. Eine Fibrosierung des Lebergewebes wurde nicht beobachtet.



4. Diskussion

4.1 Hepatische Akkumulation von Immunzellen durch Kolitis

In gesunden Wildtypen konnte sowohl nach akuter als auch nach chronischer DSS-Kolitis
eine Zunahme der CD45"-Immunzellen in der Leber beobachtet werden. Nach der akuten
DSS-Kolitis nahm die absolute Anzahl aller getesteten Subpopulationen zu, eine Zunah-
me der Frequenz war am deutlichsten fiir CD11BTLY6G™- und CD11BTLY6C™-Zellen.
Nach chronischer DSS-Kolitis waren zusétzlich die Frequenzen von regulatorischen so-
wie IL-17A*- und IFN-yTIL-17A"-T-Zellen erhéht. Zudem zeigten sich im chronischen
Modell in der histologischen Untersuchung unspezifische Zellinfiltrationen der Leber und
es konnten haufiger als in der Kontrollgruppe Bakterien im Lebergewebe nachgewiesen
werden. In der RNA-Analyse waren die Expressionslevel von Tnfa, 116 sowie Ccl2 nach
chronischer, nicht aber nach akuter DSS-Kolitis erhoht.

Vorarbeiten zu hepatischen Zellinfiltraten nach DSS-Kolitis decken jeweils nur einzelne
Zellgruppen ab, weswegen in dieser Arbeit das Spektrum der analysierten Zellen erwei-
tert werden sollte (siche Kapitel 2.7). Die deutlichsten Veranderungen zeigten sich fiir
die Frequenz von CD11BTLY6G™- sowie CD11BTLY6C"-Zellen, welche sich am ehesten
neutrophilen Granulozyten beziehungsweise inflammatorischen Monozyten zuordnen las-
sen [135, 138]. Neutrophile Granulozyten sind elementarer Bestandteil des angeborenen
Immunsystems und werden bei akuten Entziindungen als erste Immunzellen rekrutiert.
Die Elimination von Pathogenen kann dabei iiber Phagozytose, Freisetzung von anti-
bakteriellen Proteinen, wie Defensine und Lysozym, oder durch Neutrophil extracellular
Traps (NETs) erfolgen [144, 145, 146]. Als Reaktion auf eine bakterielle Infektion wer-
den Neutrophile schnell in die Leber rekrutiert und sind gemeinsam mit Monozyten und
Makrophagen an der Abwehrreaktion beteiligt [147, 148]. Neutrophilen-depletierte Tie-
re hingegen zeigen eine gestorte Clearance verschiedener Bakterien aus dem Blutstrom
durch die Leber [149]. Eine iiberschiefende Aktivierung von Neutrophilen kann jedoch
insbesondere in der Leber zu einer Exazerbation eines Gewebeschadens fiithren, wie Ver-
suche zur Endotoxémie sowie alkoholischen, autoimmunen und viralen Hepatitiden zeigen
[150]. In der hier vorliegenden Arbeit scheint eine solche Uberaktivierung angesichts der

unauffalligen laborchemischen und histologischen Ergebnisse nicht vorzuliegen.
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Monozyten sind zirkulierende Vorlauferzellen von Makrophagen und DC. LY6C"9"- Mono-
zyten werden rasch zu Infektionsherden rekrutiert und kénnen dort zu Makrophagen und
TNF-produzierenden DC differenzieren [151, 152|. Aufgrund ihrer hohen Plastizitét kon-
nen sie — abhingig vom umgebenden Milieu — inflammatorische Reaktionen verstarken
oder an der Heilung eines Gewebeschadens beteiligt sein [153, 154]. Beide Zelltypen konn-
ten also entsprechend ihrer Abwehrfunktion gegen Bakterien an der Clearance von trans-
lozierten Bakterien nach Kolitis beteiligt sein.

Der Effekt einer DSS-Kolitis auf die priméar gesunde Leber ist Gegenstand einiger Vorarbei-
ten: Einen dhnlichen zeitlichen Verlauf beziiglich des Zellinfiltrats zeigt eine vorhergehende
Studie, in der die Gabe von 2,5%iger DSS-Losung nicht nach 14, sondern erst nach 28
Tagen histologisch nachweisbare Verdnderungen der Leber hervorruft. Zudem treten 1-3
Tage nach Beginn der Kolitis vermehrt hepatische NKT-Zellen, sowie im Verlauf eine Ver-
anderung der T-Zell-Komposition mit gesteigerter Produktion von IFN-y und IL-10 auf
[126]. In weiteren Studien sind nach DSS-Kolitis zusétzlich vermehrt CD11BTCD11C~-
Zellen sowie CD4*- und CD8"-T-Zellen in der Leber nachweisbar [128, 155]. Dabei sind
T-Zellen fiir die hepatischen Veranderungen wahrscheinlich initial nicht notig, da die DSS-
Exposition von Rag2~/~-Tieren, welche keine T-Zellen exprimieren, ebenfalls zu einer Zu-
nahme von CD11BTCD11C~-Zellen und einem verinderten APC-Gleichgewicht im Le-
bergewebe fiihrt [155].

Zudem induzierte die Kolitis neben dem Zellinfiltrat ein proinflammatorisches Milieu in
der Leber, wie sich anhand erhohter RNA-Expressionslevel fiir TNF«, 116 und Ccl2 zeig-
te (siehe Abbildung 3.14), was in zwei weiteren Arbeiten auf RNA- sowie Proteinebene
bestétigt wird [155, 156]. Ein Teil der Zytokine gelangt dabei zusétzlich zur hepatischen
Produktion tiber den portalvendsen Blutfluss aus dem Darm in die Leber, wie die Analyse
von portalvendsem Blut nach DSS-Kolitis zeigt [128]. Diese Produktion scheint allerdings
sekundéar zu sein, so ist in keimfrei-gehaltenen Méausen nach DSS-Kolitis ebenfalls eine
deutliche Entziindung im Darmgewebe nachweisbar, dies fiihrt allerdings zu keiner Im-
munzellinfiltration der Leber [155].

Insgesamt lag trotz nachgewiesener histologischer Verdanderungen des Lebergewebes keine
deutliche Erhéhung serologischer Marker als Hinweis auf eine schwerwiegende Gewebe-
schédigung vor (siche 3.4, 3.11 sowie [155, 128]). Trivedi et al. wiesen zwar eine signifi-
kante Transaminasenerh6hung durch DSS-Kolitis nach [156]. In Anbetracht des allerdings
insgesamt niedrigen Levels sowie der geringen Differenz (Erh6hung AST: um circa 20 U/I,
ALT: um circa 35 U/1) ist trotz statistisch signifikanter Zunahme von einem sehr mildem
Leberzellschaden auszugehen. Allerdings scheint die DSS-Kolitis eine erhohte Suszeptibi-
litdt der Leber zu verursachen, so zeigen DSS-behandelte Tiere deutlichere Leberschiden

nach Belastung mittels Fas-aktivierendem Jo2-Antikorper [155].
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Zusamenfassend konnte in dieser Arbeit — iibereinstimmend mit den Ergebnissen vorher-
gehender Untersuchungen — durch eine DSS-Kolitis ein hepatisches Zellinfiltrat induziert
werden. Zudem wurde die Charakterisierung der infiltrierenden Zellen erweitert. Die er-
hobenen Daten legen nahe, dass es nach akuter Kolitis primér zu einer Aktivierung des
angeborenen Immunsystems in der Leber kommt, wiahrend erst durch die chronische DSS-
Gabe auch das adaptive Immunsystem aktiviert und die Synthese proinflammatorischer
Zytokine gesteigert wird. Ein serologischer oder histologischer Schaden der Leber ist weder
in der hier vorliegenden noch in vorhergehenden Arbeiten nachweisbar, allerdings scheint

es zu einer geringeren Toleranz gegeniiber leberschidigenden Substanzen zu kommen.

4.2 Bakterielle Translokation als vermittelnder Mechanismus

Eine mogliche Ursache fiir die Zunahme an hepatischen CD45%-Zellen ist die Translo-
kation von Bakterien der kommensalen Flora durch eine DSS-induzierte Barrierestorung
des Darms. Fiir den Bakterien-Nachweis wurden zum einen aerobe und anaerobe Blut-
kulturflaschen mit homogenisiertem Lebergewebe beimpft, zum anderen kam ein kom-
merziell erhéltliches Kit zur Detektion bakterieller DNA aus Gewebeproben zum Einsatz
(siehe Kapitel 2.10). Die Rate an mindestens einem positiven Ergebnis lag nach aku-
ter Kolitis bei 40% und nach chronischer Kolitis bei 37,5% im Vergleich zu 0% bezie-
hungsweise 21,4% in der Kontrollgruppe (siehe Abbildung 3.4 und 3.11). Andere Arbei-
ten weisen nach DSS-Behandlung fiir 37%-75% der Tiere eine bakterielle Translokation
in die Leber beziehungsweise alternativ eine Erhéhung der Lipopolysaccharid-Level nach
[156, 157, 158, 159, 160]. Im Gegensatz hierzu war zwei andere Studien keine Translokation
nach 7-tiagiger DSS-Gabe detektierbar [127, 161]. Urséchlich fiir die Varianz in den Trans-
lokationsraten konnten unterschiedliche DSS-Schemata, der gewihlte Analysezeitpunkt
sowie die jeweils verwendeten Nachweismethoden sein. Weniger positive Nachweise kénn-
ten insbesondere durch eine kiirzere Inkubationszeit sowie die eingeschrankte Auswahl der
Nédhrboden verursacht sein, zudem lésst sich nur ein Teil der kommensalen Darmflora mit
konventionellen Kulturtechniken anziichten [162, 163|.

Die Schwierigkeiten im kulturellen Nachweis der Bakterien sollte in der vorliegenden Ar-
beit durch die PCR-Testung auf bakterielle DNA umgangen werden. Fiir 50% der po-
sitiven Nachweise aus der konventionellen Anzucht zeigte die PCR allerdings kein kon-
kordantes Ergebnis, was fiir eine niedrige Sensitivitdat des verwendeten Kits unter den
vorliegenden Bedingungen spricht. Es waren — wenn auch in geringerem Ausmaf — auch
im Lebergewebe von Kontrolltieren Bakterien nachweisbar, was fiir eine bakterielle Trans-
lokation von Bakterien in die Leber auch in der Abwesenheit einer Kolitis spricht, wobei

eine Kontamination nicht gédnzlich ausgeschlossen werden kann.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass bei einem Teil der DSS-behandelten Tiere
Bakterien im Lebergewebe nachweisbar waren, welche moglicherweise die Immunreaktion
auslosten. Zur weiteren Kldrung dieses Zusammenhangs ware die Induktion einer Kolitis in
keimfrei gehaltenen Tieren im Vergleich zu konventionell gehaltenen SPF-Tieren sinnvoll;
keimfreie Haltungsbedingungen standen zum Zeitpunkt der Experimente leider nicht zur
Verfiigung.

Zu bedenken bleibt, dass einige Kolitis-Modelle in keimfrei-gehaltenen Tieren verdnder-
te Verldufe zeigen [164, 165, 166|. Der Besiedlungsstatus der Tiere interferiert auch mit
der DSS-Kolitis, die Entwicklung einer Kolitis variiert zwischen verschiedenen Publika-
tionen: In einem Teil von Arbeiten zeigen keimfrei gehaltene Tiere abhéngig vom Ap-
plikationsschema einen verringerten Entziindungsgrad des Kolons beziehungsweise eine
hohe Mortalitdt ohne Induktion einer Kolitis, wahrend andere Gruppen in keimfrei ge-
haltenen Méausen im Vergleich zur Kontrollgruppe schwerere Entziindungen induzieren
[167, 168, 169, 170, 171, 155|. Mikami et al. konnten — trotz histologisch schwererer Ko-
litis — in keimfreien DSS-behandelten Mausen den zuvor in SPF-Tieren nachgewiesenen
Shift an hepatischen Makrophagen beziehungsweise DC sowie die Vermehrung von mo-
nonukledren Zellen in der Leber nicht replizieren. Dies spricht dafiir, dass tatséchlich
die Darmflora oder Bestandteile hiervon entscheidend an den Leberverdanderungen nach
Kolitis-Induktion beteiligt sind [155]. Zudem exprimiert ein Teil der aus der Leber isolier-
ten T-Zellen das Integrin o457, was fiir die initiale Aktivierung dieser Zellen im GALT
spricht [128].

4.3 Hepatischer Phanotyp im alternativen Kolitis-Modell

Nach oraler Aufnahme von DSS wird dieses resorbiert und ist nicht nur im Darm, son-
dern auch in weiteren Organen wie Leber, Milz und Lymphknoten nachweisbar. Dabei
akkumuliert das DSS insbesondere in den Kupffer-Zellen der Leber, sodass eine lokale
Wirkung auf Leberzellen nicht auszuschliefsen ist [123]. Aus diesem Grund wurde mit
Hilfe eines alternativen Kolitis-Modells nach Transfer von T-Zellen in Rag1~/"-MAuse un-
tersucht, welche Effekte modellunabhéngig auf eine Kolitis zuriickzufiithren sind. Dafiir
wurde ein Transfer in vitro differenzierter Thl- oder Th17-Zellen durchgefiihrt. Wahrend
der Th1-Zelltransfer keine manifeste Kolitis hervorrief, kam es nach Th17-Transfer zu ei-
ner milder ausgepriagten Kolitis als nach DSS-Gabe (siehe 3.23). Trotzdem zeigte sich ein
ahnlicher hepatischer Phanotyp mit histologisch nachweisbaren Infiltraten, einer erhéhten
Anzahl an hepatischen CD45.1%- und CD11BTLY6C"-Zellen sowie erhohten Frequenzen
an CD11BTLY6G™- und CD11BTCD11C~-Zellen. Zudem entwickelte sich ein proinflam-

matorisches Milieu im Sinne erhéhter hepatischer RN A-Expressions-Level von Ifny, Tnfa
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und [l6 (siehe Kapitel 3.28 sowie 3.29).

Da neben den Zellen des angeborenen Immunsystems auch vermehrt IFN-y*-T-Zellen
in der Leber nachweisbar waren, ware eine direkte Akkumulation der transferierten T-
Zellen unabhéngig von der Kolitis denkbar. In einem dhnlichen Transfer-Modell konnten
Mikami et al. jedoch zeigen, dass Empfanger-Tiere nach Re-Transfer von Lamina-propria-
CD4F-T-Zellen aus Rag2~/~-Méusen mit etablierter Rb"9"-Transfer-Kolitis ebenfalls eine
Kolitis entwickeln. Zugleich kommt es zu einer Akkumulation von mononukledren Zellen
in der Leber, ohne dass dort T-Zellen nachweisbar sind [155]|. Dies spricht dafiir, dass
die beobachteten Effekte primér Kolitis-induziert sind. Es scheint also unabhingig vom
Ausloser der Kolitis zu einer Akkumulation von Immunzellen in der Leber zu kommen.
Dies konnten andere Autoren auch fiir weitere Modelle nachweisen: So fiihrt die Indukti-
on einer Kolitis durch Gabe von DNBS (2,4-Dinitrobenezenesulfonic acid) in der akuten
Krankheitsphase ebenfalls zu einer gesteigerten Rekrutierung von Leukozyten in die Leber.
Da diese mit Hilfe von intravitaler Mikroskopie untersucht wurde, liegt eine genauere Typi-
sierung der Zellen nicht vor. Trotz erhohter Leukozytenzahl ist auch in dieser Studie keine
Leberzellschédigung laborchemisch nachweisbar [172]. Zudem kann eine erhéhte Anzahl
an mononuklearen Leberzellen auch nach Entwicklung einer Kolitis in IL10-defizienten
Miusen sowie nach adoptivem Transfer von CD4FCD45Rb"9" in Rag2~/~-Miuse beob-
achtet werden. Die weitere Analyse der mononukledren Leberzellen zeigt einen Anstieg der
hepatischen Makrophagen beziehungsweise cDC mit proinflammatorischen Eigenschaften
[155]. Eine Kolitis scheint also unabhéngig vom Kolitis-Modell das hepatische Immunsys-
tem zu aktivieren und zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie IFN-v, TNF-«
und IL-6 in der Leber zu fiihren.

Obwohl der Transfer von Th17-Zellen im Vergleich zur DSS-Gabe eine mildere Kolitis
hervorruft, ist nach Transfer-Kolitis die histologisch nachweisbare hepatische Infiltrati-
on deutlich stérker ausgeprigt (siehe Abb. 3.11 sowie 3.26). Denkbar wire, dass die in
Rag2~/~-Miusen fehlende regulatorische Aktivitit der Foxp3*-T-Zellen fiir diese Exazer-
bation verantwortlich ist, wéhrend in den DSS-behandelten Wildtypen die funktionalen
regulatorischen T-Zellen eine Schidigung der Leber durch die infiltrierenden Immunzellen
verhindert. Diese Hypothese passt zu der Beobachtung, dass PSC-Patienten eine Stérung

der regulatorischen T-Zell-Antwort aufweisen [173].
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4.4 Mildere Lebererkrankung in Mdr2—/—- Miusen nach Kolitis

Eine Fibrose und die schlussendlich daraus resultierende Leberzirrhose ist die Endstrecke
vieler Lebererkrankungen, welche regelhaft mit Entziindungsreaktionen, Leberzellsché-
digung und einer vermehrten Narbenbildung einhergehen [174]. CD11BTLY6C*F4/80%-
Zellen, welche sich von inflammatorischen Monozyten ableiten, werden CCL2-abhéngig
rekrutiert und bilden eine zentrale pro-fibrotische Zellpopulation nach Gabe von Tetra-
chlormethan [175]. Auch in weiteren Organen wie den Nieren und der Lunge scheint
diese Population essentiell an der Fibroseentstehung beteiligt zu sein [176, 177]. Aufgrund
der in dieser Arbeit in C57Bl/6-Méusen nachgewiesenen Verédnderung der hepatischen
Zellkomposition sowie der erhéhten RNA-Expressionslevel von Cel2, Ifny, Tnfa und 116
nach chronischer DSS-Kolitis sollte getestet werden, ob die durch eine chronische Koli-
tis hervorgerufenen hepatischen Versinderungen die Lebererkrankung in Mdr2~—/~-Mzusen
verschlechtert.

Die Effekte einer DSS-Kolitis auf den hepatischen Phénotyp von Mdr2~/~-Méusen sind
bisher nicht untersucht worden. Heterozygote Mdr2t/~-Tiere zeigen nach chronischer
DSS-Behandlung iiber 5 Zyklen milde portale Entziindungsinfiltrate. Allerdings entwi-
ckelt sich kein PSC-dhnlichen Leberschaden, wie er bei homozygoten Mdr2~/~-Tieren
ohne weitere Intervention entsteht [127].

Alternative Modelle, welche die Leber fiir Schiaden pradisponieren beziehungsweise mit ei-
ner Fibrosierung der Leber einhergehen, wurden durch Kombination mit einer DSS-Kolitis
verstirkt: Die Dysfunktion eines Ionenkanals (Cystic Fibrosis Transmembrane Conduc-
tance Regulator, CFTR) fiihrt zur Mukoviszidose, welche primér die Lunge betrifft, aber
in rund einem Drittel der Fille auch zu einem chronischen Leberschaden fithrt [178].
Cftr~/~-Méuse zeigen zunichst keine Beeintrichtigung ihrer Leberfunktion. Sie entwi-
ckeln erst nach Induktion einer DSS-Kolitis eine histologisch nachweisbare Gallengangs-
entziindung sowie erhchte Serum-Level der alkalischen Phosphatase als Marker fiir eine
Cholestase. Ein fibrotischer Umbau ist allerdings nicht zu beobachten [179]. Nach zu-
satzlicher niedrigdosierter Gabe von DDC (1,4-Dihydro-2,46-trimethylpyridin-3,5- dicar-
bonsiurediethylester) kommt es nur in DSS-behandelten Cftr™/~- sowie Cftr—/~-Miusen
zur Fibroseentwicklung, wihrend weder Wildtypen noch Cftr~/~-Tiere mit niedrigdosier-
ter DDC-Fiitterung ohne zusétzliche DSS-Gabe eine Leberschiddigung entwickeln [180].
Fiir das Modell der nicht-alkoholischen Steatohepatitis konnte ebenfalls eine gesteigerte
hepatische Entziindung sowie Fibrose nach DSS-Exposition nachgewiesen werden [160].
Auch eine Antigen-abhéngige Cholangitis durch Transfer von Ovalbumin-spezifischen OT-
[-Zellen in ASBT-OVA-Mause, deren Cholangiozyten Ovalbumin exprimieren, wird durch
eine vorhergehende DSS-Kolitis verschlechtert [128]. Es gibt also Hinweise darauf, dass

eine DSS-Kolitis Leberpathologien mit assoziierter Fibrosierung exazerbiert.
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Uberraschenderweise zeigte sich in den hier vorliegenden Ergebnissen eine serologische und
histologische Verbesserung in Mdr2~/~-Méusen nach chronischer DSS-Behandlung (sie-
he Abbildung 3.18). Die Analyse der hepatischen Zellzusammensetzung erbrachte dabei
dhnliche Ergebnisse wie in den Versuchen in C57Bl/6-Méusen: Nach DSS-Gabe akkumu-
lierten Immunzellen in der Leber. Insbesondere die Frequenzen von CD11BTLY6G™- und
CD11B*TLY6C"-Zellen sowie der IFN-yTIL-17A-T-Zellen waren erhoht. Im Unterschied
zu C57Bl/6-Miusen induzierte die DSS-Kolitis in den Mdr2~/~-Miusen keine Zunahme
von IL-17A*-T-Zellen oder regulatorischen T-Zellen, insgesamt befanden sich die regulato-
rischen T-Zellen aber schon in den unbehandelten Mdr2~—/~-Miusen auf einem deutlich ho-
heren Niveau. Trotz des dhnlichen Zellinfiltrats in der Leber zeigten die DSS-behandelten
Mdr2=/~-Miuse nicht das in C57Bl/6-Méusen vorliegende proinflammatorische Zytokin-
Milieu: Die hepatische RNA-Expression von [l6, Ccl2 und Nos2 war erniedrigt, die in
C57Bl1/6-Mausen vorliegende Tnfoa-Erhohung blieb aus, zudem lagen erhohte Level an
1110 vor. Denkbare Einflussfaktoren auf die ausbleibende Verschlechterung des hepati-
schen Phénotyps sind ein direkter Effekt des DSS, die verdnderte Zytokinproduktion, die
Induktion regulatorischer Immunzellen oder eine Verdnderung des Gallesdurenmetabolis-

mus beziehungsweise der Gallenzusammensetzung.

Direkter Effekt des DSS

DSS ist nach oraler Aufnahme nicht nur gastrointestinal, sondern systemisch auch in
weiteren Organen und insbesondere in der Leber nachweisbar [123|. Zudem beeinflusst
eine akute DSS-Kolitis nicht nur lokal den Darm, sondern zuséatzlich den systemischen
Fett- und Aminoséuremetabolismus [181]. Es konnte also ein systemischer Effekt des DSS
auf den Mdr2~/~-Phénotyp - unabhingig von den induzierten hepatischen Zellverdnde-
rungen - vorliegen. In wvitro-Studien zeigen eine direkte zytotoxische Wirkung von DSS,
welches sich an den Zellkern anlagert und den Zellzyklus stoppt [182]. Da sich das DSS
bevorzugt in den Kupffer-Zellen der Leber ablagert, konnte es hier direkt zytotoxisch wir-
ken. Kupffer-Zell-depletierte Tiere zeigen eine Unterdriickung der HSC-Aktivierung sowie
kaum Fibrose nach LPS-Exposition [183]. Ob die hepatische DSS-Konzentration in vivo
fiir eine zytotoxische Wirkung ausreicht, ist unklar. Eine semiquantitative Untersuchung
zeigte nach 7-tdgiger DSS-Gabe allerdings dhnliche Konzentrationen von DSS in Leber,
mesenterialen Lymphknoten sowie Kolongewebe [123]. Zur weitergehenden Beleuchtung
dieser Hypothesen wére die Induktion einer alternativen, bestenfalls nicht-chemischen,
Kolitis in Mdr2=/~-Miusen sinnvoll, um den Einfluss der Kolitis von systemischen DSS-
Effekten abzugrenzen. Die Kreuzung von Mdr2~—/~- sowie Ragl —/~-Méuse ist derzeit in
Bearbeitung, um anschliefsend in diesen Tieren den Effekt einer Transfer-Kolitis zu ana-

lysieren.
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Hepatische Zytokinexpression

Nach DSS-Kolitis zeigten sich in Mdr2~/~-Tieren insbesondere verinderte Expressions-
level von [16,1110 und Ccl2. Interleukin 6 ist ein wichtiges proinflammatorisches Zytokin
im Rahmen von Infektionen; Patienten mit akuten und chronischen Lebererkrankungen
zeigen deutlich erhohte IL-6-Werte. Trotzdem besitzt es im Kontext einer murinen Leber-
fibrose einen protektiven Effekt: so entwickeln Tetrachlormethan-exponierte 116~/~-Mé&use
sowie [l6~/~-Mdr2~/~-Miuse eine deutlichere Leberfibrose [184, 185]. Nach DSS-Kolitis
in C57Bl/6-Mé&usen waren die Il6-Expressionslevel erhoht, was einen protektiven Effekt
im Mdr2—/~-Modell hitte herbeifithren konnen. Hier zeigten sich die Il6-Level allerdings
signifikant erniedrigt (sieche Abbildung 3.21).

Die gezeigten erhchten 1110-Expressionslevel konnten den protektiven Effekt der Kolitis
im Mdr2—/~-Modell vermitteln: In verschiedenen Tiermodellen entwickeln I110-defiziente
Tiere eine stérkere Fibrose, wihrend eine I110-Gentherapie die Fibrosebildung abmildert
[186, 187]. In Ratten fithrt zudem die Induktion einer Kolitis durch Gabe von Trinitro-
benzolsulfonsédure zu einer erhohten hepatischen IL-10-Produktion, Tiere mit einer Kolitis
sind geschiitzt gegen eine akute cholestatische Hepatitis nach Applikation von Alpha-
Naphthylisothiozyanat [188]. Eine Bandbreite an Zellen kann IL-10 produzieren, darunter
DC, Makrophagen, Neutrophile oder Lymphozyten. Ein Ausléser fiir die IL-10-Produktion
ist die Aktivierung verschiedener Mustererkennungsrezeptoren durch Bakterien oder bak-
terielle Bestandteile [189]. Denkbar wire also, dass die verstiarkte bakterielle Translo-
kation ursédchlich fiir die gesteigerte IL10-Produktion ist. Passend dazu zeigen keimfrei
gehaltene Mdr2~/~-Miuse einen deutlicheren Leberschaden [115]. Zur weiteren Untersu-
chung dieses Zusammenhangs wére die Induktion einer Kolitis nach IL-10-Blockade oder
in 11107/~ Mdr2~/~-Tieren sowie keimfrei-gehaltenen Mdr2~/~-Tieren sinnvoll. Dabei wire
eine genau Kontrolle der Kolitis-Schwere nétig, da I1107/--Tiere schon spontan eine Kolitis
entwickeln [190].

Induktion regulatorischer Immunzellen

Moglich wire, dass es sich bei den beschriebenen CD11BTLY6CT sowie CD11BTLY6G™-
Zellen statt um inflammatorische Zellen um sogenannte myeloide Suppressorzellen (Mye-
loid derived supressor cells, MDSC) handelt. Insbesondere LY6CHT-MDSC scheinen in
einigen Mausmodellen vor Fibrose zu schiitzen: So vermindern durch Gallengangsligatur
induzierte hepatische CD11BTLY6C™-Zellen in vitro die T-Zell-Proliferation. Die Sto-
rung dieser suppressiven Kapazitiat der CD11BTLY6C"-Zellen durch Gabe von all-trans-
Retinséure fithrt umgekehrt zu einer verstiarkten Fibrose nach Gallengansligatur [191]. In
einer weiteren Studie fiihrte die Infusion von CD11B*GRI1"-Knochenmarkszellen in Tie-

ren mit einer vorbestehenden Tetrachlormethan-verursachten Leberfibrose tiber einen IL-
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10-abhéngigen Mechanismus zur Senkung von Fibrosemarkern [192]. Passend dazu war in
den DSS-behandelten Mdr2~—/~-Mzusen neben den CD11BTLY6C*- und CD11B*LY6G™*-
Populationen die hepatische Expression von 110 erhéht (siehe Abbildung 3.21), sodass ein
ahnlicher Mechanismus mdoglich ware. Mit den vorliegenden Daten konnen MDSC als po-
tentielle IL-10-Produzenten sowie kausale Ursache der Fibrosemilderung allerdings nicht
bewiesen werden. Hierfiir ist eine weitergehende Charakterisierung der akkumulierenden
CD11BTLY6C™ sowie CD11BTLY6G™-Zellen notig. Im Kontext tumorinduzierter Mo-
delle zeigen MDSC eine potente T-Zell-Suppression iiber die L-Arginin-Depletion durch
Arginase (Argl) beziehungsweise Stickstoffmonoxid-Synthase (Nos2) sowie Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies [193, 194, 195|. In der RNA-Analyse aus Lebergewebe in DSS-
behandelten Mdr2~—/~-Miusen zeigte sich lediglich die Expression von Argl erhoht, die
Level von Nos2 waren im Vergleich zu unbehandelten Mdr2—/~-Tieren erniedrigt (siche
3.21).

Aktuell ist die Unterscheidung von inflammatorischen und suppressiven CD11BTLY6C™-
Zellen nur mittels funktionaler Assays moglich [196]. Fiir hepatische Zellen chronisch

DSS-behandelter Méuse stehen diese Ergebnisse jedoch noch aus.

Gallensauremetabolismus

Die mit der Gallenfliissigkeit ausgeschiedenen Gallensduren unterliegen dem enterohepa-
tischen Kreislauf, sie werden nach ihrer Sekretion in das Darmlumen zum Grofssteil resor-
biert und rezirkulieren iiber die Blutbahn zur Leber. Ein Teil der Gallensduren wird von
der intestinalen Flora dekonjugiert und mit dem Stuhl ausgeschieden [197]. Im Mdr2—/~-
Modell wirkt die gestorte Zusammensetzung der Gallenfliissigkeit zelltoxisch und fiihrt
tiber eine Entziindungsreaktion zu einer obliterativen Cholangitis [114]. Es sind verschie-
dene Interaktionen zwischen der DSS-Kolitis und Mdr2~/~-Phénotyp denkbar:

Die deutliche Diarrhoe unter DSS-Gabe kénnte durch eine beschleunigte Magen-Darm-
Passage zu einer vermehrten Ausscheidung von Gallensduren fithren und dadurch die
Ratio an Gallensédure zu Phospholipiden normalisieren. Zudem koénnte die Kolitis die Ex-
pression von intestinalen Gallesduretransportern stéren, wie fiir UC und CD Patienten
bereits gezeigt wurde [198]. Wird die intestinale Reabsorption von Gallensduren durch
die medikamentose Blockade eines intestinalen Gallesduretransporters (apical sodium-
dependent bile acid transporter, ASBT) in Mdr2~/~-Miusen inhibiert, steigt die fikale
Gallensdureausscheidung und der Leberschaden wird abgemildert [199].

Alternativ konnte auch eine vermehrte Metabolisierung der Gallenséuren stattfinden, wie
fiir DSS-behandelte Wildtypen gezeigt wurde [200]. Eine DSS-Kolitis fithrt auferdem zu
einer deutlich veranderten bakteriellen Mikroflora [201]. Diese ist wiederum essentiell fir
den Gallenséuremetabolismus [202]. In DSS-behandelten Ratten und auch Méusen zeigen

sich Verdnderungen der intestinalen Besiedlung sowie der Gallensdurenzusammensetzung
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im Stuhl [203, 200]. Eine keimfreie Haltung von Mdr2=—/~-Miusen verstiirkt deren Le-
berschaden, als potentiell vermittelnder Mechanismus wird eine verminderte Produktion
sekundérer Gallensduren vermutet, welche in vitro die Seneszenz humaner Cholangiozy-
ten verhindern [115]. Aktuell sind keine Untersuchungen zum Gallensduremetabolismus
aus DSS-behandelten Mdr2—/~-Msusen verfiigbar. Mdrt/~-Tier zeigen allerdings keine
wesentliche Anderung der hepatischen Gallentransporter nach DSS-Kolitis, wobei die in-
testinale Expression in dieser Arbeit nicht untersucht wurde [127]. Dikopoulos et al. zeig-
ten hingegen eine Induktion von CYPT7A1 als geschwindigkeitsbestimmendes Enzym der
Gallensynthese in DSS-behandelten Ratten [204].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Gallensduren-Metabolismus nicht untersucht, es kann
also keine Aussage zur Interaktion mit einer DSS-Kolitis getroffen werden. Insbesonde-
re im Kontext des Konzepts der toxischen Galle als Pathomechanismus des Mdr2=/—-
Phénotyps sowie der diskutierten Ergebnisse aus vorhergehenden Arbeiten sind hierzu
aktuell allerdings Untersuchungen von Gallenproduktion und -zusammensetzung sowie
Transporterexpression in DSS-behandelten Mdr2—/~-Tieren in Bearbeitung.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass eine DSS-Kolitis den Lipid-Metabolismus in
Mausen und Hamstern beeinflusst und dadurch Triglycerid-Level in Leber und Serum
erhéht [205, 156]. Stoérungen im Lipid-Stoffwechsel werden ebenfalls in Mdr2~/~-Miusen
beobachtet, sie weisen erniedrigte Konzentrationen von Triglyceriden, Cholesterin und
Phospholipiden auf. Diese Storungen sind unter Gabe von norUDCA beziehungsweise
einer speziellen fettangereicherten Nahrung reversibel und gehen mit einer deutlichen
Verbesserung der Leberhistologie sowie serologischer Marker einher [206]. Eine Vermin-
derung des Leberschadens in Mdr2~/~-M&usen konnte also auch auf der Interaktion des
DSS mit dem Lipid-Metabolismus beruhen, dieser Aspekt wurde in dieser Arbeit jedoch

nicht weitergehend untersucht.

4.5 Zusammenfassung

Die Pathogenese der PSC und der epidemiologische Zusammenhang von PSC und CED
sind unklar. Die Differenzierung von primér auslésender Ursache und sekundéarer Folge-
erscheinung ist bei regelhafter Befunderhebung im fortgeschrittenen Krankheitsstadium
erschwert. In dieser Arbeit wurden daher der Einfluss einer Kolitis auf die gesunde so wie
vorerkrankte Leber im Mausmodell untersucht.

Dabei konnte gezeigt werden, dass eine Kolitis im Mausmodell - unabhéngig von der Art
der Induktion - eine Anreicherung von Immunzellen in der Leber hervorruft. In immun-
kompetenten Wildtyp-Méusen zeigte sich jedoch keine histologisch oder laborchemisch
nachweisbare Leberschiadigung. Im alternativen Modell der Transfer-Kolitis kommt es in

Rag1~/— Maéusen hingegen zu einer histologisch nachweisbaren Leberschiddigung nach
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Transfer von Th17-Zellen, eine mogliche Ursache konnte die in Ragl-/- Méusen fehlende
regulatorische T-Zell-Antwort sein.

In M&usen mit einem vorbestehenden PSC-&hnlichen Leberschaden war nach Induktion
einer DSS-Kolitis ebenfalls eine Zunahme von Immunzellen nachweisbar. Entgegen der
urspriinglichen angenommenen Hypothese fiithrte diese jedoch nicht zu einer verstéarkten
Fibrosierung, sondern zu einer Verbesserung serologischer und histologischer Marker der
Lebererkrankung. Mit den hier verfiigharen Daten ist eine abschliellende Beurteilung je-
doch nicht moglich. Die Translokation von Bakterien in die Leber konnte die Anreicherung
von Immunzellen in der Leber erklaren, wobei auch hier weitere Untersuchungen nétig
sind, um diese Hypothese zu testen. In Anbetracht der wenig verstandenen Pathogenese
der PSC sowie der limitierten Therapieoptionen fiir Patienten ist weitere Forschung auf

diesem Feld erforderlich.

4.6 Abstract

Pathogenesis of PSC as well as epidemiological association with inflammatory bowel di-
sease remain poorly understood. Diagnosis is often made in advanced state of PSC, hence
hindering discrimination of primary cause and secondary effects of the disease. Thus, this
works aimed to explore effects of an induced colitis on the liver of healthy mice as well as
mice with pre-existing liver disease.

We found that colitis - independent of the model used for induction - resulted in accu-
mulation of immune cells in the liver. However, infiltrating immune cells did not induce
tissue damage as assessed by histology or liver enzymes in immune-competent wild type
mice. In contrast the T-cell mediated colitis model, in which regulatory T cells are largely
absent, was associated with a significant liver inflammation and pathology.

Transgenic mice with pre-existing liver pathology similar to PSC also showed increased
numbers of hepatic immune cells. In contrast to the initial hypothesis, this was not as-
sociated with aggravated liver-pathology. Instead, serological and histological markers of
disease improved. Translocation of bacteria or bacterial components might cause the ob-
served influx of immune cells to the liver, but final evidence can not be provided with data
present from this work. Considering the elusive pathogenesis of PSC and limited therapy

options for patients, further investigation in this field is needed.



5. Abkiirzungsverzeichnis

ALT Alanin-Aminotransferase

ANOVA Analysis of variance, Varianzanalyse

APC Antigen presenting cell, antigenprésentierende Zelle

AST Aspartat-Aminotransferase

CCL25 C-C motif chemokine ligand 25

CCly Tetrachlormethan

CD Crohn’s disease, Morbus Crohn

cDC Klassische dendritische Zellen

cDNA Complementary deoxyribonucleic acid, komplementére Desoxyribonukleinséure
CED Chronisch entziindliche Darmerkrankung

CFTR Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator

DC Dendritic cell, dendritische Zellen

DDC 1,4-Dihydro- 2,46-trimethylpyridin-3,5- dicarbonsdurediethylester
DEPC-H;O  Diethylpyrocarbonat-behandeltes Wasser

DSS Dextran sodium sulfate, Dextran-Sodium-Sulfat

EDTA Ethylendiamintetraacetat

GALT Gut associated lymphoid tissue, darmassoziiertes lymphatisches Gewebe
GGT Gamma-Glutamyl-Transferase

HLA-System Humanes Leukozytenantigen-System

Hprt Hypoxanthin- Guanin-Phosphoribosyltransferase

IBD Inflammatory bowel disease, chronisch entziindliche Darmerkrankung
IEL Intraepithelialen Lypmhozyten

Il Interleukin

IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, Iscoves Fliissigmedium

LPL Lamina Propria Lymphozyten

MACS Magnetic Activated Cell Sorting magnetische Zellseparation
MADCAM1  Mucosal addressin cell adhesion molecule 1

Mdr2 Multi drug resistance gene 2

MDSC Muyeloid derived supressor cell, myeloide Suppressorzelle

mHAI Modifizierter histologischer Aktivitatsindex
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mRNA
NET
NK-Zellen
NKT-Zellen
NOD2
p-ANCA
PCR

pDC
PMA

PSC
qPCR

rcf

rpm

RNA
TLR

UuC
UDCA
UKE

7

Messenger ribonulein acid, Boten-Ribonukleinsdure
Neutrophil extracellular Trap, neutrophile extrazellulare Falle
Natiirliche Killer-Zellen

Natiirliche Killer-T-Zellen

Nucleotide-binding oligomerization domain containing 2
Perinukledre Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikorper
Polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
Plasmazytoide dendritische Zellen
Phorbol-12-myristat-13-acetat

Primér sklerosierende Cholangitis

Quantitative Realtime-PCR

Relative centrifugal force, relative Zentrifugalbeschleunigung
Rounds per minute, Umdrehungen pro Minute

Ribonuclein acid, Ribonukleinsaure

Toll-like Rezeptor

Ulcerative colitis, Colitis ulcerosa

Ursodeoxycholic acid, Ursodeoxycholsdure
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