Aus der Medizinischen Klinik fir Gastroenterologie, Infektiologie und Rheumatologie

Campus Benjamin Franklin

der Medizinischen Fakultat Charité - Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

T-Zell-Subtypen im Fettgewebe -

Die Beziehung zwischen Fettgewebsinflammation und intestinaler

Inflammation bei Patienten mit Morbus Crohn und Adipositas per magna

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Chatrité - Universitatsmedizin Berlin

von

Lisa Joanna Jodicke

aus

Berlin

Datum der Promotion: 23.06.2019



Fur Marlies Holst,

Eveline und Diether Neubert



Vorwort

Hiermit wird darauf hingewiesen, dass Teile dieser Arbeit in Form des Artikels , T-cell
Composition in lleal and Colonic Creeping Fat — Separating lleal from Colonic Crohn’s
Disease” am 01.01.2019 im Journal of Crohn’s and Colitis publiziert wurden.



Inhaltsverzeichnis

WY o] U [V T To F VLY = od o 1 PP 6
ADDIIAUNGSVEIZEICNNIS ... 8
TaDEIENVEIZEICHNIS ...t e e 10
1 Zusammenfassung auf Deutsch und ENgliSCh ..........ocooviiiiiiii e, 11
2 EINIEITUNG ... 15
2.1 Immunologische Funktionen des Fettgewebes.........cccooooviiiiiiii e, 15
A2 X [T o To 1] = Y3 o 1= gl 4 =T [ - VUSSP 17
221 Epidemiologie, Atiologie, PathOgENESE ..........ccccovueeiiricrieeceeesee e 17
222 Inflammation im Fettgewebe bei Adipositas .........cccceevieiiiiiiiiiiin e, 18

2.3 Chronisch entziindliche DarmerkrankUNQeN. .............ceeiieeeriieeiiiiiieeeeeee e eeeeeeaenns 20
231 Epidemiologie, Atiologie, klinisches Bild, Therapie............ccccocveevieeceeecreecieeenen. 20
2.3.2 Pathogenese des Morbus Cronn..........oooooiiiii 22
2.3.3  Bedeutung des Creeping Fat bei Morbus Crohn..........cccoooovvviveiiiiiinn e, 23

2.4  T-Lymphozyten-Subtypen und ihre Rolle bei Adipositas und Morbus Crohn .............. 25
2.4.1  T-Helfer-Zellen (CD4" ZEIEN) .......c..couieiueiieeeiecreeete ettt 26
2.4.2  Zytotoxische T-Zellen (CD8" ZEllEN).........c.coveireeirieieiieceeeeee e, 28
243  T-GedAChINISZEIIEN .....uiiiiiii e 29
2.4.4  Regulatorische T-Zellen (Treg) «vveeeeiiriiiiiiiiiiii i 30
245 LI 5 7S = 1= o 32
2.4.6  Natirliche Killer-T-Zellen (NKT-Z€elN)........coiiiiiiiiiieiiiiiee e 33
2.4.7 Rezeptor-vermitteltes Darm-spezifisches homing von T-Zellen........................... 34

2.5 FragesStellUNg .....ooeeeiiiieii et e e e e et eaaaeaeane 35

3 Material UNd MENOTEN ...........uiiiiiiiiii e 36
TR R |V = (= = 1= o USSP 36
3.2 Gewinnung, Isolation und Farbung von T-Zellen aus Gewebeproben ........................ 40
3.21 Patienteneinschluss und Entnahme der Gewebeproben ... 40
3.2.2 Histopathologie/ ImmunhiStologie..........ccooo e 40
3.2.3 Isolation mononukleédrer Zellen aus dem Fettgewebe...........ccccooeveiiiiiieviiiinn e, 41



3.24 Isolation mononuklearer Zellen aus entziindlich veranderter Darmmukosa.......... 42

3.2.5  T-Zell-SUMUIALION ... 43
3.2.6  Oberflachenfarbung und intrazellulare Farbung.............ccccooiiiiiiiiiiiiiie 43

3.3 DUIChfIUSSZYIOMEIIIE ....ceiiiiiiiieieeeeeeeeee ettt 45
3.4 CytOMEtriC BEAU AITAY ...cooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt ettt e e e e 48
3.5 CED — KIassifikationen UNd SCOIES .........cuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee ettt 49
3.6 StatistiSChe ANAIYSE ......cooiiiei e e 51

4 o T=] o] 1T =SSR 53
4.1 PatienNteNKOHEKLIV ......cceviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt 53
T Y/ F= 1 (o151 (o] o = PP PPPPPPPPPPPPPPN 57
4.3 HiStOPAINOIOGI ....ceeiiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt 58
4.4  Zytokinproduktion im Fettgewebe. ... 60
45 T-Zell-Subpopulationen im Fettgewebe bei Patienten mit Adipositas ..............cc.cc.e.... 62
45.1 Expression von Darm-spezifischen homing-Rezeptoren .............cccooeeeieie. 67

4.6  T-Zell-Subpopulationen in Mukosa und mesenterialem Fettgewebe bei CED ............ 68
4.6.1 Expression von Darm-spezifischen homing-Rezeptoren .............ocooovviviiiienneen. 74
4.6.2 Korrelationsanalyse der T-Zell-Subpopulationen mit klinischen Parametern ....... 76

4.7  Creeping Fat — Vergleich mit viszeralen Fettgewebe bei Adipositas........................... 78
4.7.1 Expression von Darm-spezifischen homing-Rezeptoren .............ccoovvviiiiiiiienen.. 82

5 DUSKUSSION ..ttt ettt e e et e ettt e e e e e e et e e e e e e e e e as 83
6 ZUSAMMENTASSUNG ....ceiiiiiieee e 100
7 LiteraturVerZEICHNIS. ... ... e 102
8 Eidesstattliche VersSiCheIrUNG..........oooii i e e eeeees 112
9 Anteilserklarung an PUbliKatioNeN ..............ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 113
10 PUBIKAIONSIISTE ... 114
11 [T 01T 1= F= U | PSSR 115
12 = 1] 7= Lo U] o PSSP 116



Abkirzungsverzeichnis

APC
ATIS
BMI
BSA
CBA
CCL2
CCR
CD
CD (engl.)
CDAI
CED
CF
CRP
Cu

Cy
DAG
DMSO

DN
ER

FACS
FCS
FITC
FoxP3
FSC
Gl-Trakt
GWAS
HEPES
HEV

HBI
HLA
HPF

IBD (engl.)
IFNy

IL

LPS

MACS
Mad-Cam-1

Allophycocyanin
adipose-tissue-inflammation-score
body-mass-index

bovines Serumalbumin

cytometric bead array
C-C-Chemokinligand-2
C-C-Chemokinrezeptor

cluster of differentiation

Crohn’s disease

Crohn’s disease activity index
chronisch-entziindliche Darmerkrankungen
creeping fat

C-reaktives Protein

Colitis ulcerosa

Cyanin

Diacylglycerol

Dimethylsulfoxid

doppelt negativ
endoplasmatisches Retikulum

fluorescence-activated cell scanning
fotales Kalberserum (fetal calf serum)
Fluorescein-Isothiozyanat
forkhead-box-protein-P3

forward scatter

Gastrointestinaltrakt

genome-wide association studies

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

Hochendotheliale Venulen
Harvey-Bradshaw-Index
human leukocyte antigen
high-power-field

inflammatory bowel disease
Interferon-y

Interleukin

Lipopolysaccharid (Endotoxin)

magnetic activated cell sorting
mucosal addressin-cell adhesion molecule-1



MALT
MAO
MCP-1
MHC

MHO

MC (iMC; cMC)
NASH
NKT-Zellen
NK-Zellen
NOD2

PE

PerCP
PKC

PLC

PMA
PPARy

RORyt
RPMI

SSC

SVvC

Tem

TCR

Tem

Temra
TGFp
TNFa

TLR

Treg

VAT (engl.)
UC (engl.)
VF

mucosa-associated lymphatic tissue
metabolically abnormal obese
monocyte chemoattractant protein-1

major histocompatibility complex
metabolically healthy obese
Morbus Crohn (des lleums; des Colons)

nicht-alkoholische Steatohepatitis
natirliche Killer-T-Zellen

nattrliche Killer-Zellen

nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2
Phycoerythrin

Peridin Chlorophyll

Proteinkinase C

Phospholipase C

Phorbol-12-myristat-13-acetat
Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor y

retineic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor-yt
Kulturmedium, entwickelt am ,Roswell Park Memorial Institute
side scatter

stromal vascular cells

central memory T-Zellen

T-Zell-Rezeptor

effector memory T-Zellen

effector memory T-Zellen mit CD45RA-Expression
transforming growth factor-3

Tumornekrosefaktor-a

toll-like-Rezeptor

regulatorische T-Zellen

visceral adipose tissue

ulcerative colitis

viszerales Fettgewebe

11}



Abbildungsverzeichnis

Nr.

Abbildungstberschrift

Seitenzahl

Abbildung 1

Abbildung 2
Abbildung 3

Abbildung 4

Abbildung 5
Abbildung 6
Abbildung 7

Abbildung 8

Abbildung 9
Abbildung 10
Abbildung 11

Abbildung 12

Abbildung 13

Abbildung 14

Abbildung 15

Abbildung 16

Resektat einer lleumstenose mit creeping fat bei einem
Patienten mit Morbus Crohn.

T-Zell-Subpopulationen im Uberblick.

Oberflachenantigene von naiven und Gedachtnis-T-
Zellen, modifiziert nach Sallusto 1999.

Gating-Strategie zur Auswertung
durchflusszytometrischer Rohdaten.

Reprasentative Operationspraparate makroskopisch.
Histologische Charakteristika der Fettgewebe.

Mithilfe eines cytometric Bead Array bestimmte
Konzentrationen der Interleukine (IL) 6, 8, 10, 13 sowie
des Tumornekrosefaktors a (TNFa) in
Fettgewebsiberstanden.

CD4"bzw. CD8" T-Zellen, T-Helferzell-Subgruppen und
regulatorische T-Zellen im Fettgewebe bei Adipositas
per magna.

CD8"und CD4" Memory-T-Zellen im Fettgewebe bei
Adipositas per magna.

TCRYyd Zellen und naturliche-Killer-T-Zellen im
Fettgewebe bei Adipositas per magna.

Integrin-exprimierende CD8" und CD4"-Zellen im
Fettgewebe bei Patienten mit Adipositas per magna.

Anteil von CD8" und CD4" T-Zellen im mesenterialen
Fettgewebe von Patienten mit chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen ermittelt durch Immunhistologie und
Durchflusszytometrie.

Anteil von T-Helferzellen und regulatorischen T-Zellen in
mesenterialem Fettgewebe und Mukosa bei Patienten
mit Morbus Crohn des lleums, des Colons und Colitis
ulcerosa.

Anteil von CD4" bzw. CD8" Subgruppen von T-
Gedachtniszellen im Vergleich von mesenterialem
Fettgewebe und Mukosa bei Patienten mit chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen.

Anteil von TCRys—Zellen und natirlichen Killer-T-Zellen
in mesenterialem Fettgewebe und Mukosa bei Patienten
mit chronisch entztindlichen Darmerkrankungen.

Anteil Integrin-exprimierender Zellen an CD8" und
CD4"-Zellen in Mukosa und mesenterialem Fettgewebe
bei Patienten mit chronisch entztindlichen
Darmerkrankungen.

S.

S.
S.

2]

23

25
30

.47

. 57
.59
.61

.64

. 65

. 66

. 67

. 69

.12

.73

.74

.75



Abbildung 17

Abbildung 18

Abbildung 19

Abbildung 20

Abbildung 21

Abbildung 22

Korrelation von Crohn’s disease activity index und T-
Helferzell/T.g-Haufigkeit im creeping fat des lleums und
des Colons bei Patienten mit Morbus Crohn.

Anteil von CD4" bzw. CD8" Zellen, T-Helferzell-
Subgruppen und regulatorischen T-Zellen im
Fettgewebe im Vergleich zwischen viszeralem
Fettgewebe adipdser Patienten und creeping fat von
Patienten mit Morbus Crohn des lleums.

Anteil von Memory-T-Zellen an CD8"Zellen im
viszeralen Fettgewebe von Patienten mit Adipositas per
magna und im creeping fat von Patienten mit Morbus
Crohn des lleums.

Anteil von TCRyd Zellen und natirlichen-Killer-T-Zellen
Im viszeralen Fettgewebe von Patienten mit Adipositas
per magna und im creeping fat von Patienten mit
Morbus Crohn des lleums.

Anteil von Integrin-exprimierenden Zellen an CD8" und
CD4" Zellen im Vergleich zwischen viszeralem
Fettgewebe adipdser Patienten und creeping fat von
Patienten mit Morbus Crohn des lleums.

Hypothesenmodelle zur Fettgewebsinflammation bei
Patienten mit Adipositas, Morbus Crohn sowie Patienten
mit einer Kombination aus beiden Erkrankungen.

S. 77

S.79

S. 80

S.81

S. 82

S. 101



Tabellenverzeichnis

Nr. Tabellentberschrift Seitenzahl

Tabellel  Zusammensetzung der Antikorper-Panel zur Zellfarbung  S. 44
fur die Durchflusszytometrie.

Tabelle 2 Montreal Klassifikation, modifiziert nach Silverberg MS et  S. 49
al 2005.

Tabelle 3  Crohn’s disease activity index (CDAI) modifiziert nach S. 50
Best et al 1976.

Tabelle 4  Harvey-Bradshaw-Index (HBI), modifiziert nach Harvey S. 50
und Bradshaw 1980.

Tabelle 5 Patientencharakteristika, S.54

Tabelle 6  Metabolische Begleiterkrankungen von Patienten mit S. 54
Adipositas per magna.

Tabelle 7  Montreal Score der Patienten mit chronisch entziindlichen S. 55
Darmerkrankungen.

Tabelle 8  Liste der aktuellen und friheren Therapien der Patienten  S. 55

mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen.

10



1 Zusammenfassung auf Deutsch und Englisch

Einleitung:

Die Inzidenz von Adipositas und Morbus Crohn (MC) steigt weltweit an. Beide
Erkrankungen zeigen eine Inflammation des viszeralen Fettgewebes (VF). Im
hypertrophierten VF adip0ser Patienten besteht eine chronische niedriggradige
Entziindung, die mit der Entwicklung einer Insulinresistenz assoziiert ist. Zudem ist bei
Adipositas die intestinale Barrierefunktion gestort und bei gleichzeitig bestehendem MC

besteht ein schwererer Krankheitsverlauf.

Beim MC wurde das pathognomonische creeping fat (CF) um entziindete Darmanteile
herum durch Burril B. Crohn identifiziert. Die Funktion dieses Gewebes aus
hyperplastischen Adipozyten und infiltrierenden Immunzellen bleibt ungeklart.

Protektive sowie entziindungsaggravierende Funktionen werden diskutiert.

In dieser Arbeit wurden T-Zell-Subpopulationen im Fettgewebe von Patienten mit
Adipositas per magna und chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (CED)
untersucht. Dabei wurde auch ein Fokus auf die Expression des Darm-spezifischen

homing-Integrins a437 gelegt.
Methoden:

Fettgewebs- und (bei CED) Mukosaproben wurde in krankheitsassoziierten
Operationen von 47 Patienten entnommen. Die Gewebeproben wurden teils fixiert und
immunhistochemisch untersucht oder daraus Immunzellen isoliert, gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. In Fettgewebsiberstdnden wurde mittels cytometric

bead array Zytokine quantifiziert.

Ergebnisse:

Im VF exprimierte ein signifikant héherer Anteil der T-Zellen a4p7 als im subkutanen

Fettgewebe bei vorherrschendem pro-inflammatorischen T-Zell-Milieu.

Das ileale und colonische CF bei MC-Patienten unterschied sich makrokopisch sowie
histologisch, wobei verkleinerte Adipozyten und eine hohe absolute T-Zell-Infiltration
nur im ilealen CF zu finden waren. Das CF des Colons &hnelte starker dem
mesocolischen Fett von Colitis ulcerosa (CU)-Patienten. Es zeigten sich distinkte T-Zell-

Populationen im Fettgewebe, wobei das ileale CF durch einen hdheren Anteil von
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regulatorischen T-Zellen (Trg) und central-memory T-Zellen hervorstach. Zudem

unterschieden sich die T-Zell-Subgruppen zwischen ilealem CF und Mukosa.

Eine Korrelation zwischen im Fett ansassigen T-Helferzellen und Ty mit der

Krankheitsaktivitat war invers bei Patienten mit ilealem und colonischen MC.

Das VF adip6ser Patienten beherbergte einen hoheren Anteil pro-inflammatorischer T-
Zellen als das ileale CF bei MC, zudem exprimierten mehr T-Zellen a437 als im CF.

Schlussfolgerungen:

Bei Patienten mit Adipositas finden sich im VF a4B7" T-Zellen in einem tiberwiegend
pro-inflammatorischen Mileu. Diese Zellen kénnten durch intestinales homing an der
Barrierestorung bei Adipositas und der Krankheitsaggravierung bei gleichzeitigem MC

beteiligt sein.

Das ileale CF von MC-Patienten zeigte eine ausgeglichenere T-Zell-Infiltration im
Vergleich zum VF adipOser Patienten. Interessanterweise unterschieden sich ileales
und colonisches CF makroskopisch, histologisch sowie hinsichtlich der T-Zell-
Zusammensetzung und deren Korrelation mit der Krankheitsaktivitdt. Diese
Erkenntnisse unterstitzen genetische Daten, welche die Crohn-Colitis als eigene Entitét
zwischen ilealem MC und CU ansiedeln und sprechen dafir, dass verschiedene
Auspragungsformen des CF im Rahmen des MC existieren.
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Abstract
Introduction:

Obesity and Crohn’s disease (CD) respresent diseases increasing worldwide. Both
involve an inflammation of visceral adipose tissue (VAT). In hypertrophic, obese VAT, a
low-grade inflammation has been associated with insulin resistance. Observations in
obese patients imply an impairment of intestinal barrier function and an altered disease

course in obese CD patients.

In CD patients a pathognomonic fat wrapping occurs around inflamed regions of the
intestine, the so-called creeping fat (CF). However, the exact function of this tissue,
consisting of a hyperplasia of small-sized adipocytes and infiltrating leukocytes, remains
unsolved. Both a protective and a contributing role towards intestinal inflammation are

discussed.

This study characterized T-cell subpopulations in VAT from obese patients as well as
adipose tissue and adjacent mucosa in inflammatory bowel disease (IBD) patients. The

study also focuses on expression of the gut-homing integrin a437.
Methods:

VAT (and in IBD patients mucosal) samples were obtained from 47 patients undergoing
disease-related surgery. Fractions were fixed and stained for immunohistochemistry.
Immune cells were isolated, stained and analyzed by flow cytometry. Cytometric bead
array (CBA) was performed to quantify cytokine release in adipose tissue supernatants.

Results:

In obese VAT a high proportion of T-cells expressed integrin o437, significantly more
than in subcutaneous adipose tissue. VAT was dominated by a pro-inflammatory T-cell

milieu.

Macroscopic differences were found between colonic and ileal CF. Histology showed
significantly smaller adipocytes and a high absolute T-cell infiltration only in ileal CF.
Colonic CF resembled fat from UC patients. T-cell populations differed between IBD
groups, ileal CF standing out by a higher amount of regulatory T-cells (Teg) and central
memory T-cells. Furthermore, T-cells in ileal CF and mucosa consisted of distinct

subgroups.
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Correlation of adipose tissue T-helper cell and T,y share with disease activity was

inverse in ileal and colonic CF.

When comparing obese VAT with ileal CF, VAT showed a higher amount of pro-

inflammatory T-cells, also significantly more T-cells were a437-positive.
Conclusion:

In obese VAT a4B7" T-cells are present in a pro-inflammatory milieu. These cells could

be involved in intestinal barrier impairment and exacerbation of CD in obese individuals.

lleal CF from CD patients presents a more balanced T-cell infiltration compared to VAT

in obese individuals.

Interestingly, ileal and colonic CF differ regarding macroscopic and histological aspects,
composition of T-cells and correlation with disease activity. This supports genetic data

placing colonic CD between ileal CD and UC.
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2 Einleitung
2.1 Immunologische Funktionen des Fettgewebes

Fettgewebe wurde lange Zeit ausschlie3lich als Energiespeicher des menschlichen
Korpers angesehen. Erst spater erkannte man weitere funktionelle Eigenschaften der
Fettzellen (Adipozyten) wie die Produktion appetitregulierender Hormone (1), die
Regulation von Insulinsensitivitat (2) und die Interaktion mit Immunzellen (3). Heute wird
das Fettgewebe als endokrines Organ mit spezifischen metabolischen und

immunologischen Funktionen betrachtet.

Beim Menschen werden braunes und weil3es Fettgewebe unterschieden. Braunes
Fettgewebe hat seine Bedeutung vor allem in der Thermogenese bei Neugeborenen,
wobei seine Rolle beim Erwachsenen nicht vollkommen verstanden ist. Das beim
Erwachsenen dominierende weil3e Fettgewebe, welches im Untersuchungsfokus dieser
Arbeit steht, kann man entsprechend seiner Lokalisation in subkutanes und viszerales
Fettgewebe unterteilen, was auch von funktioneller Bedeutung ist. So zeigt das
viszerale (abdominelle) Fettgewebe, wenn es im Rahmen von Ubergewicht
hypertrophiert ist, die starkste Korrelation mit der Entwicklung einer Insulinresistenz,
Typ 2 - Diabetes und Arteriosklerose, wahrend ein verstarktes Auftreten von
subkutanem Fettgewebe nicht mit schweren metabolischen Konsequenzen assoziiert
ist (4).

WeilRes Fettgewebe setzt sich aus Adipozyten sowie verschiedenen Stromazellen
(stromal-vascular-cells, SVCs) zusammen. Hierzu gehéren Praadipozyten, die
Vorlauferzellen der Adipozyten, mesenchymale Stammzellen, Fibroblasten, aber auch
Immunzellen wie Makrophagen und Lymphozyten. Im gesunden nicht-hypertrophierten
Fettgewebe kontrollieren verschiedenste Zellen das Milieu und verhindern durch

regulatorische Aktivitat eine Immunzellaktivierung (5, 6).

Eine Fettgewebsinflammation geht daher immer mit einem kompletten oder partiellen
Verlust dieses regulatorischen Milieus einher. So kommt es bei steigendem
Ubergewicht zu einer Ansammlung pro-entziindlicher Zellen im viszeralen Fettgewebe

(vorrangig von Makrophagen und Lymphozyten) (7, 8).

Eine weitere Form der Fettgewebsinflammation stellt das creeping fat bei Patienten mit
Morbus Crohn dar. Hierbei handelt es sich um ein zellular infiltriertes, morphologisch

verandertes mesenteriales Fettgewebe in direkter Nahe zu den entzindeten
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Darmabschnitten, dessen genaue immunologische Bedeutung nur unvollstandig

verstanden ist (9).

Am Beispiel der Beziehung von viszeraler Fettgewebsentziindung und Insulinresistenz
wird deutlich, dass das entziindlich veranderte Fettgewebe bei Adipositas systemische
Auswirkungen hat. Auch das creeping fat kdonnte im Rahmen des Morbus Crohn
spezifische Funktionen hinsichtlich der benachbarten chronischen Entzindung
austben. In dieser Arbeit werden die beiden beschriebenen Formen der
Fettgewebsinflammation vergleichend betrachtet und ihre potentiellen systemischen

und lokalen Auswirkungen diskutiert.
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2.2 Adipositas per magnha
2.2.1 Epidemiologie, Atiologie, Pathogenese

Pathologisch erhdhtes Kérpergewicht stellt eine immer gréf3er werdende Bedrohung fur
die Gesundheit vieler Menschen weltweit dar. Zwischen 1980 und 2008 kam es zu einer
weltweiten Verdopplung der Préavalenz der Adipositas, wobei eine Beschleunigung des
Anstiegs seit 2000 beobachtet werden konnte (10).

Adipositas ist mit einer Erhéhung der Gesamtmortalitdt verbunden und stellt einen
zentralen Risikofaktor fur kardiovaskulare, endokrinologische, muskuloskelettale und

neoplastische Erkrankungen dar (11).

Die Adipositas ist definiert als eine Vermehrung des Korperfetts Uber die Norm hinaus,
was unter anderem Uber den sogenannten body-mass-index (BMI) quantifiziert wird.
Dieser ergibt sich aus Korpergewicht (in Kilogramm) geteilt durch das Quadrat der
Korpergrof3e (in Metern) und liegt bei normalgewichtigen Erwachsenen zwischen 18,5
und 25 kg/m?. Ein BMI von unter 18,5 kg/m? gilt als Untergewicht, tiber 25 kg/m? als
Ubergewicht. Ein BMI von 30 kg/m2entspricht Adipositas Grad |, ab 35 kg/m? Grad II
und ab 40 kg/m®Adipositas Grad IlI, welche auch als Adipositas per magna bezeichnet
wird(12). Ein Anstieg des BMI im Rahmen des Ubergewichts ist mit einer erhhten
Morbiditat und Mortalitat verbunden (12).

Die Atiologie der Adipositas liegt in der Diskrepanz zwischen Energiezufuhr und
Energieverbrauch durch die Zufuhr fetthaltiger und hochkalorischer Nahrung in
Verbindung mit ungentgender korperlicher Aktivitat und in Zusammenhang mit
genetischen Faktoren und psychosozialen Komponenten. Auch die Einnahme von
Medikamenten (z.B. Glukokortikoide, Psychopharmaka) kann das Risiko fur Adipositas

erhohen.

Pathomorphologisch ist eine Zunahme des Kdrperfettanteils (sowohl subkutan als auch
viszeral) zu beobachten, wobei die Akkumulation von viszeralem Fettgewebe den
Hauptrisikofaktor fur die Entwicklung von Folgeerkrankungen darstellt. In zahlreichen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die dort stattfindenden Veranderungen in
engem Zusammenhang mit systemischen metabolischen Vorgdngen, beispielsweise
Insulinresistenz und Arteriosklerose, stehen (13, 14). Paradoxerweise gibt es eine
Gruppe von Patienten mit Adipositas, welche trotz langjéhriger Dauer der Erkrankung

keine Insulinresistenz entwickeln. Man bezeichnet diese Patienten, welche je nach
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genauer Definition ca. 9-40% der adipdsen Patienten ausmachen (15, 16), als
,metabolisch gesund“ (metabolically healthy obese = MHO) (16, 17). Diese Personen
entwickeln erstaunlicherweise seltener Typ Il Diabetes und kardiovaskulare
Begleiterkrankungen (18), allerdings weisen sie im Vergleich zur normalgewichtigen
Bevolkerung eine erhohte Mortalitat auf (15). Der konkrete Mechanismus fiur die
fehlenden Komorbiditdten ist noch nicht komplett verstanden, ein erhéhter Plasma-
Adiponektin-Spiegel konnte jedoch beispielsweise mit dem MHO-Phanotyp assoziiert
werden (19). Ebenfalls konnte bei Frauen mit dem MHO-Phéanotyp eine geringere
Masse an viszeralem Fettgewebe sowie eine niedrigere Konzentration an C-reaktivem
Protein (CRP) im Blut im Vergleich zu adipésen Patientinnen mit gestorter
Insulinsensitivitat festgestellt werden (20). Die Verteilung von subkutanem und
viszeralem Fettgewebe sowie das inflammatorische Milieu in den jeweiligen
Kompartimenten scheinen daher einen entscheidenden Einfluss auf den Metabolismus
adiposer Patienten zu haben.

2.2.2 Inflammation im Fettgewebe bei Adipositas

Den Veranderungen im hypertrophierten Fettgewebe bei Adipositas liegen zwei
pathophysiologische Vorgange zugrunde: Eine Dysfunktion der Adipozyten und eine
chronische niedriggradige Inflammation des Fettgewebes.

Die Dysfunktion der mit Lipiden Uberbeladenen, hypertrophierten Adipozyten resultiert
in einer Veranderung der Adipokin- und Zytokinsekretion, wobei eine Zunahme der pro-
inflammatorischen Zytokine TNFa (2) und IL-6 (21) sowie eine Abnahme des anti-
inflammatorischen Adiponektins beobachtet wurde (22). Es konnte gezeigt werden,
dass insbesondere hypertrophierte Adipozyten eine héhere Expression von MHC-II-
Molekilen (MHC=major histocompatibility complex) aufweisen und somit verstarkt T-

Helferzellen aktivieren kdnnen (23).

Die zellularen Komponenten dieser Fettgewebsinflammation bilden vor allem pro-
inflammatorische Makrophagen und T-Lymphozyten (21, 24). Pro-inflammatorische T-
Lymphozyten infiltrieren mehrerer experimenteller Arbeiten zufolge das hypertrophierte
Fettgewebe zuerst und flihren durch die Ausschittung von Zytokinen zu einer
Chemoattraktion von Makrophagen (24, 25). Ebenso sezernieren die hypertrophierten
Adipozyten selbst Chemokine (monocyte chemoattractant protein-1 = MCP-1/ C-C-
Chemokinligand-2 = CCL2), welche zu einer Einwanderung von Makrophagen ins
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Fettgewebe flhren (26). Diese tragen wiederum ihrerseits durch Zytokinproduktion zum

Milieu innerhalb des Fettgewebes bei.

Insgesamt wirkt sich das pro-inflammatorische Milieu im hypertrophierten Fettgewebe
systemisch aus, indem es unter anderem Uber die verstarkte Ausschittung von TNFa
direkt an der Entwicklung einer Insulinresistenz beteiligt ist (2). In tierexperimentellen
Studien konnte diese Wirkung vor allem lber die Inhibition von zentralen Molekilen im

Insulinsignalweg, vor allem der Insulin-Rezeptor-Tyrosinkinase, erklart werden (27).

Die genauen Mechanismen, die zu inflammatorischen Vorgangen bei Adipositas fuhren,
sind nicht vollstandig geklart. Ursachachlich diskutiert werden eine Lipid-Uberladung
der Adipozyten (28), eine Gewebshypoxie im Rahmen der Hypertrophie (29), ein
erhohter ER (endoplasmatisches Retikulum)-Stress (30), sowie die Anwesenheit von
bakteriellen Antigenen. Letztere zeigt sich in einer erhéhten Plasmakonzentration von
Lipopolysaccharid (LPS) bei Adipositas, wobei auch eine Assoziation von Adipositas
und intestinaler Barrierestérung bekannt ist (31-33).
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2.3 Chronisch entzindliche Darmerkrankungen
2.3.1 Epidemiologie, Atiologie, klinisches Bild, Therapie

Die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) sind eine Erkrankungsgruppe,
zu der sowohl der Morbus Crohn als auch die Colitis ulcerosa gezéahlt werden. Beide
haben gemeinsam, dass es sich um chronische Erkrankungen handelt, die haufig ein
schubférmiges  Verlaufsbild zeigen und verschiedene Lokalisationen im
Gastrointestinal-Trakt (Gl-Trakt) betreffen konnen. Die Pravalenz der CED in
Deutschland liegt bei ca. 100-200/100.000 Einwohner (34). In den letzten Jahrzehnten
konnte eine weltweite Zunahme der Inzidenz von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa
festgestellt werden (35). Der Morbus Crohn betrifft vor allem Menschen in Nordamerika
und Europa, mit steigender Inzidenz auch in Asien, mit einer weltweit ahnlichen

Haufigkeit bei Manner und Frauen (35).

Pathomorphologisch imponiert bei Morbus Crohn eine transmurale Entzindung aller
Darmwandabschnitte, wobei histologisch die Bildung von Epitheloidzellgranulomen
charakteristisch ist (36). Makroskopisch zeigt sich beim Morbus Crohn eine
diskontinuierliche Entziindung mit intermittierend gesunden Darmarealen (sogenannte
skip lesions), wobei alle Anteile des GlI-Traktes betroffen sein kbnnen, wahrend sich die
Entziindung bei der Colitis ulcerosa kontinuierlich vom Rektum nach oral entlang des
Colons ausbreitet und fast ausschlief3lich die Mukosa betrifft (37). Histologisch typisch
ist hier das Vorkommen von Kryptenabszessen (38). Die Begrenzung der Colitis
ulcerosa auf das Colon (abgesehen von einer sogenannten Backwash-lleitis) begriindet
auch die letztendlich besseren Therapieoptionen, da die Colitis ulcerosa durch eine

komplette Proktokolektomie behandelbar ist.

Der Morbus Crohn hat seinen Krankheitsbeginn haufig zwischen dem 10. und 40.
Lebensjahr mit einem zweiten, schwacheren Altersgipfel zwischen dem 50. und 80.
Lebensjahr (39). Dies bedeutet, dass der Groldteil der Patienten in einer friihen
Lebensphase mit der Diagnose konfrontiert wird und oft lebenslang unter den Folgen
der Erkrankung leidet. Die Atiologie der Erkrankung ist bisher nicht vollstandig geklart,
wobei eine Interaktion zwischen genetischer Pradisposition, Umweltfaktoren, einer
gestOrten intestinalen Barriere sowie einer Dysregulation des intestinalen
Immunsystems im Zusammenspiel mit den lokalen Mikrobiota diskutiert werden (40,
41). Die bisherigen Hypothesen zur Pathogenese des Morbus Crohn sind in Kapitel

2.3.2 dargestellt.
20



Patienten mit Morbus Crohn zeigen haufig ein schubférmig auftretendes
Beschwerdebild. Klinische Zeichen sind kolikartige Bauchschmerzen, Diarrhoen, eine
tastbare abdominelle Resistenz, Gewichtsverlust und Fieber (insbesondere bei intra-
abdominellen Abszessen) (42). Funfundzwanzig bis vierzig Prozent der Patienten sind
auch von extra-intestinalen Manifestationen wie Anéamie, Arthritis, Uveitis, Mundaphten,
Erythema nodosum, Pyoderma gangrdnosum, primar sklerosierender Cholangitis oder

Autoimmunhepatitis betroffen (43).

Am haufigsten ist das terminale lleum entziindlich verandert, weshalb die Erkrankung in
ihrer Erstbeschreibung auch als lleitis terminalis bezeichnet wurde (44). Ebenso kénnen
die Ausbreitungsformen Colitis, lleocolitis, perianaler Befall oder Befall des oberen GI-
Traktes vorkommen. Als Komplikation der chronischen Entziindungsreaktion kdnnen
sich Stenosen, Fisteln und Abszesse bilden, letztere insbesondere auch bei perianaler
Beteiligung (45, 46).

Die Therapie des Morbus Crohn erfolgt in Abh&angigkeit von der Krankheitsaktivitat, der
Lokalisation und des Krankheitsverhaltens. Therapeutisch wird zwischen
Remissionsinduktion und Remissionserhaltung unterschieden. Zur Remissionsinduktion
verwendete Medikamentengruppen sind systemische oder lokal applizierte
Glukokortikoide, TNFa-, IL-12/-23- und Integrinantikdrper ggf. in Kombination mit einem
klassischen Immunsuppressivum wie Thiopurinanaloga oder Methotrexat (47). Zur
Erhaltung der Remission im schubfreien Intervall werden Thiopurinanaloga, Methotrexat
und TNFa-, Integrin-Antikérper sowie 1L-12/23-Antikorper eingesetzt (47). Stehen statt
der akuten Entziindung narbige Stenosen im Fokus oder besteht ein therapierefraktarer
Verlauf bei lokalisierter Erkrankung, kann neben endoskopischen Ansatzen auch eine

sparsame Chirurgie indiziert sein (34, 47).

Obwohl Ubergewicht per se keinen Risikofaktor fiir die Entwicklung des Morbus Crohn
darstellt, hat das Korpergewicht einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf. So leiden
Ubergewichtige Patienten mit Morbus Crohn unter schwerwiegenderen (insbesondere
perianalen) Komplikationen, wobei oftmals ein schlechteres Therapieansprechen und

frhere chirurgische Interventionen beobachtet werden konnten (48, 49).
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2.3.2 Pathogenese des Morbus Crohn

Man vermutet, dass Morbus Crohn durch eine Interaktion aus Umweltfaktoren (inklusive
intestinalen Mikrobiota) und Immunmechanismen bei Personen mit genetischer
Suszeptibilitdt entsteht. Die familiare bzw. genetische Komponente des Morbus Crohn
ist mittlerweile gut untersucht. Zwillingsstudien konnten zeigen, dass ein deutlicher
genetischer Einfluss besteht, wobei jedoch haufige Diskonkordanzen bei eineiigen
Zwillingen (nur ein an Morbus Crohn erkrankter Zwilling) die Bedeutung von &uf3eren
Einflussfaktoren unterstreichen (50). Genom-weite Assoziationsstudien (genome-wide
association studies, GWAS) konnten bisher tUber 70 Loci fur Suszeptibilitaitsgene
identifizieren, die unter anderem fir Proteine kodieren, die essenziell fur die intestinale
Barrierefunktion oder auch fur die Regulation von Immunantworten sind (51). Zahlreiche
Umweltfaktoren, wie z.B. soziodkonomische Einflisse und Ernéhrung wurden
untersucht (52), wobei das Rauchen am deutlichsten mit einer Risikoerhéhung fir
Morbus Crohn assoziiert ist (53). Die Zusammensetzung der Darmflora, die bereits bei
Gesunden erhebliche Variationen aufweist, ist bei Patienten mit Morbus Crohn
dysbiotisch verandert, was insbesondere eine verminderte Diversitdt der
Bakterienspezies (54), sowie eine vermehrtes Vorkommen potentiell adharenter
Spezies mit potentieller Invasivitat zeigt (55). Interessanterweise scheint gerade das
Zusammentreffen von Dysbiosis und genetischer Suszeptibilitat (und damit
verbundener gestorter intestinaler Barrierefunktion) fur die Entwicklung der Erkrankung
notwendig zu sein. Aufgrund der (gestorten Barriere erfolgt in der
Krankheitspathogenese eine bakterielle Translokation in die Darmwand (56) und in das
umgebende Fettgewebe (57). Das angeborene Immunsystem, vorwiegend
Makrophagen und dendritische Zellen, erkennt diese Uber Rezeptoren fur bakterielle
Antigenmuster (toll-like-receptor = TLR/ nucleotide-binding oligomerization domain -
containing protein 2 = NOD2), wobei es zur Zytokinausschittung und T-Zellaktivierung
kommt. Genmutationen, die NOD2 betreffen, konnen zu einer verminderten
Phagozytose und damit fehlender Elimination der Bakterien fihren und sind spezifisch
fur den Morbus Crohn beschrieben (58). Zuséatzlich ist der nattirliche Mechanismus der
,oralen Toleranz®, welcher beim gesunden Menschen eine Immunantwort auf
kommensale Bakterien und Bestandteile des kdrpereigenen Darminhalts verhindert, bei
Morbus Crohn gestort (59). Letztendlich kommt es zu einer Uberschiel3enden

Immunantwort und zu einer chronischen Aufrechterhaltung der Entziindung. Gestorte
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oder fehlende regulatorische Mechanismen werden hierbei diskutiert. Weiterfuhrend
sind die einzelnen Akteure der T-Zell-Antwort und ihre Bedeutung bei Morbus Crohn in
Kapitel 2.4 dargestellt.

2.3.3 Bedeutung des Creeping Fat bei Morbus Crohn

Das creeping fat (CF) ist ein fur den Morbus Crohn pathognomonisches Phanomen,
welches bereits in der Beschreibung der Erkrankung durch Burrill B. Crohn im Jahre
1932 erwéhnt wurde (44). Es handelt sich um eine Hyperplasie des mesenterialen
Fettgewebes, das sich um den Darm herum bis auf die antimesenteriale Seite

ausbreitet und mindestens die Halfte der Zirkumferenz des Darmes umfasst (siehe
Abbildung 1).

Abbildung 1. Resektat einer lleumstenose mit creeping fat bei einem Patienten mit Morbus Crohn.
Zu beobachten ist eine Ausdehnung des Fettgewebes vom Mesenterium (oben) bis auf die Serosa des
Darms. Mindestens 50% der Zirkumferenz des Darms sind von Fettgewebe umgeben.

Die ungewoOhnliche Fettummantelung wurde fur Chirurgen zu einem Hinweis auf
versteckte Lasionen. Es existiert nachweislich ein Zusammenhang der Ausbildung des
CF mit der lokalen intestinalen, transmuralen Inflammation (60). Das CF zeigt einige
Eigenschaften, die es von anderem viszeralen Fettgewebe unterscheiden.
Insbesondere finden sich hier verkleinerte Adipozyten (9), welche durch beispielsweise
eine starkere Produktion von TNFa, sowie eine erhOhte Leptinausschittung ein
verandertes Zytokinexpressionsmuster aufweisen (61, 62). Im CF ist zudem eine
erhdhte Freisetzung des anti-inflammatorischen Zytokins Adiponektin zu beobachten,
die fur dieses Gewebe im Gegensatz zu gesundem oder hypertrophiertem viszeralen
Fettgewebe spezifisch und einzigartig ist (63). Interessanterweise handelt es sich beim
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CF um ein Phanomen, das sowohl bei adipdsen als auch bei kachektischen Patienten
auftritt (64, 65). Dies lasst vermuten, dass weniger generalisierte metabolische
Einflisse, sondern vielmehr die krankheitsspezifischen lokalen Bedingungen zur
Entwicklung des CF beitragen. Dadurch wirde es sich grundlegend von der viszeralen

Fettgewebshypertrophie im Rahmen der Adipositas unterscheiden.

Eine der ersten Hypothesen zur Bedeutung des CF sieht dessen Entwicklung als
direkte Folge der transmuralen Entziindung, welche sich in das umgebende Gewebe
ausbreitet (60). Neuere Erkenntnisse weisen diesem Gewebe eine mégliche protektive
Funktion in Form einer immunologischen Barriere zu, insbesondere im Rahmen einer
bakteriellen Translokation, welche bei diesen Patienten vermehrt vorkommt (57). So
zeigte sich im Makrophagenkompartiment dieses Gewebes eine Dominanz der
regulatorischen Makrophagen, die durch das lokale Milieu zur Produktion anti-

inflammatorischer Zytokine (IL-10) stimuliert werden konnten (66).

Aufgrund des unterschiedlichen Entziindungsverhaltens bei Morbus Crohn (transmural
stenosierend und fistulierend) und Colitis ulcerosa (mukosal ulzerierend) leitet sich ab,
dass das darmnahe Fettgewebe unterschiedlich in das Entziindungsgeschehen
involviert ist. Im Gegensatz zum Morbus Crohn existiert bei Patienten mit Colitis
ulcerosa kein CF und weder eine Verkleinerung von Adipozyten noch eine bakterielle
Translokation konnte im mesocolischen Fettgewebe dieser Patienten festgestellt
werden (67).
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2.4 T-Lymphozyten-Subtypen und ihre Rolle bei Adipositas und Morbus Crohn

T-Lymphozyten gehdren zu den wichtigsten Akteuren des erworbenen, zellularen
Immunsystems. Es handelt sich um eine heterogene Gruppe von Zellen, die sich
anhand ihrer Eigenschaften und Oberflachenmolekile weiter in CD4-positive T-
Helferzellen und CD8-positive zytotoxische T-Zellen unterteilen lassen, wobei weitere
Untergruppen bekannt sind (Abbildung 2). Nach ihrer Bildung im Thymus zirkulieren
naive T-Zellen zwischen Blut und Lymphknoten, bis sie gegebenenfalls durch ihr
spezifisches Antigen aktiviert werden. Dies geschieht Uber die Interaktion mit

antigenprasentierenden Zellen im Lymphfollikel (68).

T-Lymphozyten (CD3+) < TCRap

TCRyS
CD4+ T-Zellen CD8+ T-Zellen NKT-Zellen (CD4+ oder DN)
T-Helferzellen Zytotoxische T-Zellen Typ I NKT
TCRVa24, CD56, CD161
e I Typ Il NKT
yp
IFNv. IL-2
Y T2 variable TCR, NK-Marker

Tu2 Tc17
IL-4, IL-5, IL-13
Tyl7 T-Suppressorzellen
IL-17, IL-22

Regulatorische T-Zellen
(CD4+ FoxP3+)

CD25+, CD39+, CD127-
IL-10

Abbildung 2. T-Zell-Subpopulationen im Uberblick. Abkiirzungen: T-Zell-Rezeptor (TCR), T-Helfer-Zelle
(Tw), zytotoxische T-Zelle (T¢), Interferon (IFN), Interleukin (IL), Natirliche Killer-T-Zellen (NKT-Zellen),
doppelt negativ (DN), forkhead-box-protein-P3 (FoxP3).
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2.4.1 T-Helfer-Zellen (CD4" Zellen)

T-Helfer-Zellen (Ty-Zellen) nehmen eine Mediatorfunktion ein, indem sie andere
Immunzellen wie Makrophagen, B-Zellen, oder Granulozyten aktivieren oder
deaktivieren. Sie erkennen Uber ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) Peptidantigene von
Erregern, die ihnen von Antigen-prasentierenden Zellenauf ihrer Zelloberflache
prasentiert werden. Je nach Zytokinmilieu konnen sich naive T-Zellen bei der
Antigenprasentation im Lymphfollikel zu Tyl, Ty2 oder Ty17-Zellen differenzieren. (68)

Tyl-Zellen reagieren auf Antigenprasentation mit der Ausschittung von Interferon-
v (IFNYy), was zur Makrophagenaktivierung beitrdgt. Sie sind an Prozessen wie der
Reifung zytotoxischer T-Zellen beteiligt und sezernieren pro-inflammatorische Zytokine.
(68)

Tu2-Zellen haben ihre Hauptaufgabe in der Aktivierung von B-Zellen, bei denen sie
einen Wechsel des Immunglobulin (Ig)- Isotyps von beispielsweise IgM zu IgG (Uber IL-
4-Expression) oder im Darm auch von IgM zu IgA (Uber IL-5-Expression) bewirken.
Zusatzlich konnen sie anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 sezernieren und durch
Toleranzinduktion immuninhibitorisch an T-Zellen und Makrophagen wirken. Des

Weiteren aktivieren sie eosinophile Granulozyten. (68)

Initial ging man von einem antagonistischen Ty1/Ty2-Dogma ohne Uberlappungen
dieser Zelltypen aus, was sich insbesondere auf Daten aus murinen T-Helferzellen
stutzte (69). Allerdings gibt es insbesondere beim Menschen flieBende Ubergénge, so
sind beispielsweise Zellen beschrieben, die nach Stimulation in der Lage sind IFNy und

IL-4 zu produzieren (70).

Eine Erweiterung zu der Ty1l/Ty2-Theorie bildete die Entdeckung der Ty17-Zellen (71).
Tul7-Zellen stellen konstitutive Bestandteile des Mukosa-assoziierten Immunsystems
(MALT) im Darm dar (72). Sie produzieren IL-17A, IL-17B, IL-17F sowie weitere
Zytokine und haben ihre Aufgabe in der Abwehr pathogener Bakterien und Pilze an der
intestinalen Barriere. Dies gelingt durch ihre Beteiligung an der Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten sowie an der Produktion von antimikrobiellen Peptiden (73).
Zudem wird Tyl7-Zellen eine grof3e Bedeutung im Rahmen autoimmuner Prozesse
zugesprochen, insbesondere wenn sich ihr Phanotyp zugunsten pro-inflammatorischer

Funktionen verandert (74).
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CD4" Zellen im gesunden und entziindeten Fettgewebe

Hinsichtlich des Auftretens von Ty-Zellen im Fettgewebe gibt es Unterschiede zwischen
gesundem und hypertrophiertem Fettgewebe. Bei normalgewichtigen Personen
herrscht ein anti-inflammatorisches Milieu unter Ty2-Dominanz, wahrend der Anteil an
IFNy-produzierenden Tyl-Zellen im Fettgewebe bei Adipositas zunimmt, was mit einer
reduzierten Insulinsensitivitat in Verbindung steht (75). Tyl7-Zellen im Fett haben
sowohl einen hemmenden Einfluss auf die Adipogenese als auch auf die Entwicklung

von Insulinresistenz und Adipositas im Mausmodell (76).
CD4" Zellen bei Morbus Crohn

Im Rahmen der intestinalen Entziindung bei Morbus Crohn ging man lange von einer
Uberwiegenden Tyl-Antwort gegentber der Ty2-Antwort aus (77). Es hat sich jedoch
gezeigt, dass insbesondere Tyl7-Zellen in der entziindeten Mukosa akkumulieren,
wobei sie sich in allen Wandschichten bis in die Submukosa ausbreiten und somit eine
wichtige Rolle fir die Entstehung und Aufrechterhaltung der transmuralen intestinalen
Entzindung spielen (73). Auch einige Tyl7-Zellen sind hier in der Lage, Tyl-Zytokine
wie IFNy zu exprimieren und so selbst einen entziindungsfordernden Charakter
anzunehmen, was unter dem lokalen Einfluss von IL-23 geschieht (78). Diese IL-17/
IFNy-koproduzierenden Zellen im Darm sind spezifisch bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen zu finden (79). Zwischen Ty17-Zellen und regulatorischen T-Zellen
(Treg) bestent normalerweise ein Gleichgewicht, da diese aus der gleichen
Vorlauferzelle je nach vorherrschendem Zytokinmilieu eine entgegengesetzte
Differenzierung vollziehen, wobei dem Transkriptionsfaktor RORyt (retineic-acid-
receptor-related orphan nuclear receptor-yt) eine entscheidende Bedeutung fur die

Differenzierung zu Tyl7-Zellen zukommt (80).
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2.4.2 Zytotoxische T-Zellen (CD8" Zellen)

CD8-positive zytotoxische T-Zellen haben ihre Aufgabe in der Abtotung von intrazellular
infizierten Zellen (viral oder durch intrazellulare Bakterien), sowie Zellen mit anderweitig
pathologisch veranderter Proteinexpression (z.B. Tumorzellen). Dies gelingt durch die
Interaktion ihres TCR mit Peptidantigenen der Korperzelle. Identifiziert eine
zytotoxische T-Zelle eine solche pathologische Zelle, totet sie sie entweder durch die
Ausschittung penetrierender und apoptoseinduzierender Stoffe wie Perforin und
Granzym oder durch Zell-Zell-Interaktion (ber die Apoptose-Signalmolekile
FasLigand/Fas ab. (68)

CD8" Zellen im gesunden und entziindeten Fettgewebe

Im Rahmen der Fettgewebsinflammation spielen CD8" T-Zellen eine wichtige Rolle als
Initiatoren pro-inflammatorischer Prozesse, insbesondere bei der Anlockung von
Makrophagen. Im Mausmodell konnte ein Umschwenken des CD4/CD8-Verhéltnisses
im epididymalen Fettgewebe mit Zunahme der Adipositas beobachtet werden (24).

CD8" Zellen bei Morbus Crohn

Im GI-Trakt sind CD8"-Zellen insbesondere als intraepitheliale Zellen in der Mukosa zu
finden. Dort stehen sie in engem Kontakt mit luminalen Antigenen und angrenzenden
Enterozyten und haben eine Rolle in der Aufrechterhaltung der mukosalen Integritat

und der Regulation des lokalen Immunmilieus.

Andererseits existieren Studien, die zeigen, dass CD8'-Zellen an der initialen
Entwicklung intestinaler Lasionen beteiligt sind und so wesentlich zur Entstehung
chronisch entziindlicher Darmerkrankungen beitragen (81). Dabei wird CD8"-Zellen
eine frihere Rolle in der intestinalen Entziindung zugesprochen als beispielsweise pro-
inflammatorischen CD4"-Zellen, die méglicherweise erst auf den Reiz einer bakteriellen

Translokation hin angelockt oder aktiviert werden.
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2.4.3 T-Gedachtniszellen

Je nachdem, ob eine T-Zelle bereits Kontakt zu ihrem spezifischen Antigen hatte oder
nicht, wird sie als naive oder Effektor-T-Zelle klassifiziert. T-Zellen kdnnen eine
Gedachtnisfunktion ausiiben und so bei einem zweiten Kontakt mit ihrem spezifischen

Antigen prompt eine schnelle Abwehrreaktion gewahrleisten.

Der Pan-Leukozytenmarker CD45 existiert in verschiedenen Isoformen (CD45RA,
CD45R0), welche den Gedachtnis- oder Aktivierungszustand der Zelle widerspiegeln
(82). Naive T-Zellen (CD45RA") pendeln bis zu ihrer Aktivierung durch
Antigenprasentation zwischen Blut und lymphatischen Geweben hin und her, was ihnen
die Expression spezifischer Homing-Rezeptoren (z.B. C-C-Chemokinrezeptor-7 =
CCRY7) ermdglicht. Eine Aktivierung dieser Zellen durch Antigen-prasentierende Zellen
im Lymphfollikel geht in der Regel mit einem Verlust dieses Markers einher. Es handelt
sich dann um Effektorzellen, die an den Ort der Infektion zuriickkehren und dort eine
Immunantwort gegen ihr jeweiliges spezifisches Antigen bewirken. Einfache
Effektorzellen (Tgrr, CD45RA™ CCR7° CD45R0O’) verbleiben am Ort der Inflammation

und gehen dort, nachdem ihre Funktion erfillt ist, zugrunde.

Im Gegensatz dazu gehen Gedéachtniszellen (CD45ROY) nach ihrem ersten
Antigenkontakt nicht zugrunde, sondern stehen fur weitere Immunreaktionen zur
Verfliigung. Je nach verbliebener Expression von CCR7 kann man zwischen Effektor-
Gedachtniszellen (Tegm = effector memory) und den zentralen Gedéachtniszellen (Tcy=
central memory) unterscheiden (siehe Abbildung 3). Tew-Zellen verbleiben in dem
Gewebe, in dem der letzte Antigenkontakt stattgefunden hat und sorgen vor Ort fir eine
Aufrechterhaltung der spezifischen Immunantwort oder bekampfen erneute Infektionen.
Tcw-Zellen verweilen in den drainierenden Lymphknoten und kénnen im Falle eines
zweiten Antigenkontakts schnell proliferieren und umgehend als Effektorzellen agieren
(83).

Erst kiirzlich wurde beim Menschen eine Unterform von CD8" T-Zellen identifiziert — die
Temra-Gruppe (T effector memory mit CD45RA-Expression). Sie stellt die am weitesten
differenzierte Gruppe der Gedachtniszellen dar, deren Funktion bisher nicht vollstandig
geklart ist (84).
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CDA5RA+ CD45RO+

CCR7+ Naive T-Zellen TCM

Gedachtnis-

CCR7- TEMRA TEM zellen

Abbildung 3. Oberflachenantigene von naiven und Gedachtnis-T-Zellen, modifiziert nach Sallusto 1999
(83). Abkirzungen: C-C-Chemokinrezeptor-7 (CCR-7), effector memory T-Zellen mit CD45RA-
Expression (TEMRA), central memory T-Zellen (T¢y), effector memory T-Zellen (Tgy).

2.4.4 Regulatorische T-Zellen (Tyeg)

Im Gegensatz zu den pro-inflammatorischen Helferzellen Tyl/ Tyl7 sind regulatorische
T-Zellen (Trg) an der Eindammung und Verhinderung ungewollter Immunreaktionen,
zum Beispiel gegen Autoantigene, beteiligt. Dies geschieht durch verschiedenste
Mechanismen, beispielsweise der Ausschittung von IL-10 (85) und TGFf, sowie durch
Zell-Zell-Kontakt vermittelte Suppression und Anergie von Effektorzellen (86). Ty und
Tul7-Zellen sind entgegengesetzt reguliert, so wie auch Tyl- und Ty2-Zellen sich
gegenseitig hemmen und ein Gleichgewicht bilden (87). T.eg-Zellen stellen eine kleine
Gruppe CD4-positiver Zellen dar, die sich entweder als distinkte Zelllinie im Thymus
entwickeln (natirliche Tieg = NTreg) Oder erst peripher induziert werden (induzierte Treg =
ITreg). Sie konnen tber den Oberflachenmarker CD25 (IL-2-Rezeptor a) charakterisiert
werden und sind durch das Vorhandensein des Transkriptionsfaktors forkhead-box-
protein-P3 (FoxP3) in ihrem Zellkern definiert, welcher die regulatorischen

Eigenschaften dieser Zellen vermittelt (88).
Tregs IM gesunden und entziindeten Fettgewebe

In murinem weil3en Fettgewebe konnten Tegs in grofierem Mafie gefunden werden als
in anderen lymphatischen und nicht-lymphatischen Geweben der Maus (5). Diese Teg-
Population war kleiner in adipésen Mausen (5, 89). In einer spéateren Studie zeigte sich
hingegen eine vermehrte mMRNA-Expression von FoxP3 bei adiposen Mausen (90). In
bisherigen Studien mit humanen Fettgewebe wurde kein Unterschied zwischen

viszeralem und subkutanem Fettgewebe festgestellt (91).

Eine Akkumulation regulatorischer T-Zellen im Fettgewebe fiihrte zu einer

Verbesserung metabolischer Auswirkungen der Adipositas im Mausmodell, was fur
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einen protektiven Effekt dieser Zellen im Rahmen einer Fettgewebshypertrophie spricht
(92).

Tregs Dei Morbus Crohn

Obwohl man aufgrund der immunsuppressiven Eigenschaften der T4 vVon einer
Verminderung dieser Zellen im Rahmen von Autoimmunerkrankungen ausgeht, sind
Tregs bei Patienten mit Morbus Crohn paradoxerweise vermehrt in der Lamina propria zu
finden (93). Trotz der vorliegenden chronischen Entziindung sind diese Zellen nicht in
ihrer Funktion eingeschrankt, sondern zeigen sogar erhdhte Aktivitatsparameter im
Vergleich mit T.gs in gesundem Gewebe (94). Eine gestorte Interaktion mit
Effektorzellen erscheint méglich, eine Resistenz von Tyl7-Zellen gegeniber diesen
regulatorischen T-Zellen kdnnte eine Ursache fur die ausbleibende regulatorische
Aktivitat sein (95). Hierzu ist jedoch noch kein genauer Pathomechanismus bekannt.
Bisher wird die erhohte Tg-Aktivitat als Gegenregulation zur chronischen Inflammation
interpretiert, welche jedoch aus noch unbekannten Grunden nicht kontrolliert werden
kann (94). Diskutiert wird unter anderem ein Defekt des IL-10 Rezeptors, wodurch die
Zielzellen, wie beispielsweise Tyl-Zellen, nicht in ihrer pro-inflammatorischen

Zytokinexpression reguliert werden (96).
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2.45 TCR-yé-Zellen

T-Zellen erkennen ihre spezifischen Antigene Uuber ihren TCR, der in zwei
verschiedenen Isoformen auftritt: ca. 90% der T-Zellen exprimieren den TCRaf, aus
einer a-und B-Kette, wahrend nur ein kleiner Teil (variabel je nach Gewebe 0,5% bis
15% der T-Lymphozyten) den rekombinanten TC-Rezeptor aus einer y- und &-Kette
aufweist (97). Die Zellen mit TCRy3-Rezeptor sind haufig hinsichtlich CD4 und CD8
doppelt negativ (98) und erkennen Antigene, die von Antigen-prasentierenden Zellen

auf nicht-klassischem Wege prasentiert werden (99, 100).

TCRyd-Zellen, die beim Menschen einen nur geringen Anteil an peripheren T-Zellen
bilden, sind in der intestinalen Mukosa verhaltnismalig haufiger lokalisiert.
Insbesondere intraepitheliale Lymphozyten, die sich zwischen Enterozyten in das
Darmepithel einreihen, sind im Dunndarm in 5-15% und im Colon bis zu 40% TCRy?-
Zellen (101). Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Abwehr pathogener Keime und
reagieren bei Erstkontakt mit pathogenen Erregern besonders schnell (102). Zudem
sind sie in besonderem Mal3e an der Aufrechterhaltung der Integritdt des intestinalen
Epithels beteiligt, indem sie geschadigte Zellen erkennen und neben ihren pro-

inflammatorischen Funktionen auch immuninhibierend wirken kénnen (101).
TCR-y8-Zellen im gesunden und entziindeten Fettgewebe

Beziglich des Vorkommens von TCRys-Zellen im humanen Fettgewebe existieren
bislang keine Daten. Im Mausmodell wurde ein Anstieg von TCRydé-Zellen mit pro-
inflammatorischem Phanotyp im Fettgewebe nach fettreicher Erndhrung festgestellt
(103).

TCR-yd-Zellen bei Morbus Crohn

In entziindeten Darmabschnitten bei Morbus Crohn sind TCRyd-Zellen vermehrt, ihre
Verteilung im Gewebe ist verandert (nicht nur im Epithel, auch in der Lamina propria)
und ihre Zytokinexpression zugunsten pro-inflammatorischer Zytokine (insbesondere
IFNY) verschoben (104).

32



2.4.6 Naturliche Killer-T-Zellen (NKT-Zellen)

Eine weitere Untergruppe der T-Zellen, die nur in geringer Anzahl vorkommt (um 1%),
sind die sogenannten natirlichen Killer-T-Zellen (NKT-Zellen). Diese zeigen typische
Oberflachenmarker natirlicher Killerzellen (NK-Zellen), wie z.B. CD16, CD161 und
CD56, bei gleichzeitiger Expression des T-Zell-Markers CD3. NKT-Zellen stellen somit
eine Verbindung des angeborenen (naturliche Killerzellen) mit dem erworbenen (T-

Zellen) Immunsystem dar.

Es gibt zwei Gruppen von NKT-Zellen: Typ | NKT-Zellen (auch iNKTs = invariant NKTs)
zeichnen sich durch ihren speziellen T-Zell-Rezeptor (beim Menschen TCRVa24Jal8)
aus, mit dem sie in der Lage sind, Lipid-Antigene zu erkennen. Typ II-NKT-Zellen sind
weniger gut verstanden und zeigen eine hoéhere Variabilitat an T-Zell-Rezeptoren.
Aulerdem reagieren sie nicht auf die von CD1d prasentierten Lipid-Antigene und
konnten somit in der Forschung bisher kaum erfasst werden (105). NKT-Zellen
zeichnen sich durch die auRergewohnliche Eigenschaft aus, nach Stimulation schnell
sowohl Tyl- als auch Ty2-zugehdrige Zytokine zu produzieren (106). Dieses duale
Verhalten spiegelt sich auch in ihren Effektorfunktionen wider, da sie sowohl in der

Lage sind, immunologische Prozesse zu stimulieren als auch zu inhibieren.
NKT-Zellen im gesunden und entziindeten Fettgewebe

Durch ihre Affinitat zu Lipid-Antigenen sind NKT-Zellen auch im Fettgewebe
angesiedelt. Sie sind in normalem Fettgewebe an der Pravention von
Adipozytendysfunktion und Insulinresistenz beteiligt (107). Allerdings kommt es zu einer
abnehmenden NKT-Zellinfiltration bei steigendem Ubergewicht (108), wodurch dieser

Effekt nicht mehr zum Tragen kommt.
NKT-Zellen bei Morbus Crohn

Sowohl Typ | als auch Typ Il NKT-Zellen kommen in der gesunden Mukosa vor, wo sie
an der Modulation von Immunantworten beteiligt sind (105). Bei Morbus Crohn kommt
es zu einer Abnahme der Anzahl der NKT-Zellen in der Mukosa, wobei die genaue
Funktion dieser Zellen in der Pathogenese des Morbus Crohn weiterhin als komplex
erachtet wird (105).
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2.4.7 Rezeptor-vermitteltes Darm-spezifisches homing von T-Zellen

In den letzten Jahren lag das Augenmerk der Forschung insbesondere auf der Frage,
wie es zur Anreicherung der Lymphozyten bei der intestinalen Entziindung, vor allem im
Rahmen von CED, kommt. Man weil3, dass spezifische Oberflachenmolekile des
Gefallendothels aus der Gruppe der Integrine fur die Lymphozytenadhasion von
zentraler Bedeutung sind. Mithilfe dieser heterodimeren Molekile interagieren auch im
Blut zirkulierende T-Zellen, woriliber eine Extravasation in das jeweilige Zielgewebe
vermittelt wird (109). Dieser Vorgang wird homing genannt (aus dem Englischen to
home = anzielen, anpeilen). In den vergangenen Jahren konnte fiir zwei Integrine eine
Schlusselrolle fur das darmspezifische homing von Immunzellen nachgewiesen werden:
Die Integrine a4B7 und aER7. Obwohl sich diese nur in ihrer alpha-Untereinheit
unterscheiden, zeigen sie eine unterschiedliche Funktion: Das Integrin o437 interagiert
mit dem spezifisch auf den Endothelzellen hochendothelialer Venulen (HEV) des Darms
exprimierten Molekiil MAd-Cam-1 und sorgt so fir einen Ubertritt von Immunzellen aus
der Blutbahn in das intestinale MALT (110). Hingegen interagiert das Integrin aER7 mit
dem auf Darmepithelzellen exprimierten E-Cadherin und bewirkt dort einen Verbleib der
Zellen, weshalb es auf dem Grof3teil der intraepithelialen Lymphozyten zu finden ist
(111). Die Interaktion des Integrins a4B7 mit seinem spezifischen Bindungspartner
bewirkt sowohl das homing in normales MALT als auch in entzindete Darmabschnitte
im Rahmen von CED. Bei diesen Erkrankungen kommt es zu einer verstarkten
Expression von MadCam-1 in den HEV in entziindeten Arealen (112), wobei beim
Morbus Crohn im Vergleich zur Colitis ulcerosa eine starkere und vor allem transmural
ausgedehnte Hochregulierung dieses Molekiils erfolgt. Die Bedeutung des Integrins
a4p7 fur die Initierung intestinaler Inflammation zeigt sich auch in deren Nutzung als
Therapietarget, aktuell in der Entwicklung und Erprobung neuer humanisierter
Antikorper (Vedolizumab gegen a4f37, Etrolizumab gegen 7, MAd-Cam-Antagonisten)
(113).
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2.5

Fragestellung

In dieser Arbeit werden verschiedene Fettgewebskompartimente bei Patienten mit

Adipositas per magna sowie Patienten mit CED hinsichtlich ihrer T-Zell-Infiltration

charakterisiert. Es ergeben sich folgende Fragestellungen:

1. Adipositas:

3.

a)

b)

Hinsichtlich der Unterschiede in der T-Zell-Infiltration zwischen subkutanem
und viszeralem Fettgewebe existieren schon Vordaten. Wie ist das T-Zell-

Milieu in dieser Stichprobe?

Welche Darm-assoziierten Integrine exprimieren die im Fett anséssigen T-
Zellen?

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen:

a)

b)

d)

Bezuglich der T-Zell-Infiltration der Mukosa bei CED existieren bereits
Vordaten. Wie ist die Infiltration von T-Zellen in dieser Stichprobe und wie
unterscheiden sich die Subpopulationen von denen des benachbarten

Fettgewebes?

Bezuglich der T-Zell-Infiltration des mesenterialen Fettgewebes bei CED
existieren bislang keine Daten. Unterscheiden sich die Fettgewebe von
Patienten mit Morbus Crohn des Ileums von dem von Patienten mit Morbus

Crohn des Colons und Patienten mit Colitis ulcerosa?

Welche Funktion im Hinblick auf die angrenzende Entziindung kdnnten die T-
Zellen im creeping fat haben? Sind die im mesenterialen und mesocolischen
Fettgewebe anséassigen T-Zellen Uber die Expression spezifischer Integrine

zum homing in den Darm fahig?

Welche Korrelationen zeigen sich zwischen der Fettgewebsinflammation und

klinischen Parametern der Patienten mit Morbus Crohn?

Vergleich von viszeralem Fett bei Adipositas und creeping fat bei Morbus Crohn:

a)

Wie unterscheiden sich das viszerale Fettgewebe bei Adipositas und das
creeping fat bei Patienten mit Morbus Crohn hinsichtlich der
Immunzellinfiltration und welche funktionellen Implikationen kénnten die

zellularen Milieus haben?
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Chemikalien, Pufferldsungen, Medien und Kits

Ampuwa Spullésung

Fresenius Kabi, Sévres, France

Brefeldin A 5mg/ml in DMSO

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)

w/o CaC,w/o MgC,

Life Technologies GmbH,

Darmstadt, DE

Fotales Kalberserum (FCS)

Linaris, Minchen, DE

FoxP3/Transcription Factor Fixation
Kit(Fixation/Permeabilization Concentrate and
Diluent)

eBioscience, San Diego, USA

FoxP3 Fixierungs-Puffer

Fixation/Permeabilization,
Concentrate  und Diluent im

Verhéatnis 1:4

FoxP3 Permeabilisierungs-Puffer

Diluent mit
Verhaltnis 1:10

H,O (Ampuwa) im

lonomycin Calcium-Salz 1mg/ml in DMSO Sigma-Aldrich
Kollagenase Il aus Clostridium histolyticum Sigma-Aldrich
MACS (magnetic activated cell sorting) -Puffer | 450 mI PBS

50 ml BSA (bovines Serumalbumin)
5% = 2mM EDTA

Monensin Natrium-Salz 30mM in 100% EtOH

Sigma-Aldrich

OneComp eBeads

eBioscience

PBS

11,6 g Na,HPO,

2 g KH, PO,

2 g KCl auf 10 L mit Aqua dest.
pH 6,5-7,0

Penicillin 5000 U/ml,
Streptomycin 5000 pg/ml

Life Technologies
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PMA 1mg/ml in DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich
RPMI1640 w/o HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- | PAA Laboratories, Pasching,
1-piperazinyl)-ethansulfonsaure) Osterreich
Trypanblau, 0,5% (w/v) in physiologischer | Biochrom, Berlin, DE
Kochsalzlésung
T-Zell-Komplettmedium RPMI1640 mit Phenolrot

10 % FCS

1000 U/ml Penicillin

1 mg/ml Streptomycin
Primére Antikorper
Antigen Klon Fluorophor Konzen- | Hersteller
(alle anti-human) tration
CD3 UCHT1 PerCP/Cy5.5 1:100 BioLegend,

San Diego, USA

CD3 HIT3a PE 1:100 BioLegend
CD4 RPA-T4 Brilliant Violet 510" | 1:100 BioLegend
CD8a RPA-T8 FITC 1:100 BioLegend
CD25 M-A251 Brilliant Violet 421™ | 1:100 BioLegend
CD39 Al PE/Cy7 1:100 BioLegend
CD45 H130 APC/Cy7 1:125 BioLegend
CD45RA H100 PE/Cy7 1:110 BioLegend
CD45R0O UCHL1 PerCP/Cy5.5 1:110 BioLegend
CD56 HCD56 Brilliant Violet 421™ | 1:100 BioLegend
CD69 FN50 APC 1:110 BioLegend
CD103 (Integrin aE) | Ber-ACT8 | PE 1:100 BioLegend
CD127 A019D5 APC 1:100 BioLegend
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CD161 HP-3G10 PerCP/Cy5.5 1:100 BioLegend
CD194 (CCR4) L291H4 PE 1:100 BioLegend
CD196 (CCR6) GO034E3 | PE/Cy7 1:100 BioLegend
CD197 (CCR7) GO043E3 Brilliant Violet 421™ | 1:100 BioLegend
CCR9 LOS3ES8 APC 1:100 BioLegend
TCRyS B1 Brilliant Violet 421™ | 1:60 BD Pharmingen
San Diego, USA
TCRYyd 11F2 PE/Cy7 1:20 BD Pharmingen
TCRVa24-Jal8 6B11 APC 1:100 BioLegend
FoxP3 206D AlexaFluor488 1:100 BioLegend
FoxP3 PCH101 AlexaFluor488 1:50 eBioscience,
San Diego, USA
IFNy 4S.B3 FITC 1:100 BioLegend
IL-4 MP4-25D2 | PE 1:100 BioLegend
IL-17A BL168 Brilliant Violet 421™ | 1:100 BioLegend
Integrin a4 9F10 PE/Cy7 1:100 BioLegend
Integrin B7 FIB504 APC 1:100 BioLegend

Primarantikdrper fur Immunhistochemie:

anti-human CD4 (Klon 4B12, Novocastra reagents, Leica, Wetzlar, DE),
anti-human CD8 (Klon C8/144B, Dako, Glostrup, Danemark),
anti-CD3e (polyklonaler Antikorper aus Kaninchen, anti-human, IR #5036 1-2)
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Technische Materialien und Gerate

Analysenwaage; BP210D

Sartorius, Gottingen, DE

Autoklav; Varioklav 500E

H+P Labortechnik, OberschleiRheim,DE

Axiolmager Z1, Inverses Mikroskop mit
Phasenkontrast

Zeiss, Berlin, DE

Begasungsbrutschrank; Heracell 150

Heraeus, Hanau, DE

™
Dur(:hflusszytometer;T I\I/TACS Canto Il mit
Software FACS Diva (Version 6.1.3)

Becton Dickinson, Heidelberg, DE

Einmalspritze 5 ml (Spritzenstempel)

Braun, Melsungen, DE

Eisbereiter, AF100

Scotsman, Bettolino di Poliano, Italien

(IT)

FACS (fluorescence activated cell sorting)-

Rohrchen 5ml mit cell strainer Aufsatz

Corning®, Sigma-Aldrich

Kihlschrank, 4 °C

Liebherr, Biberach, DE

Kihlzentrifuge;
5810R

Eppendorf  Centrifuge

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

Kuhlzentrifuge; Heraeus Multifuge 1S-R

Fisher Scientific, Schwerte, DE

Mixer; Vortex Reax 2000

Heidolph, Minchen, DE

Petrischale

Nunclon, Roskilde, Denmark

Sicherheitswerkbank mit laminarem

Luftstrom; Herasafe 1.8

Kendro, Langenselbold, DE

Tiefkihlschrank -20 °C

Liebherr, DE

Tiefkiihlschrank -80 °C

SANYO Component
Minchen, DE

Europe GmbH,

Wasserbad, Isotemp 210

Fisher Scientific, DE

Zahlkammer: Neubauer Improved

Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen, DE

Zellkulturplatte: 6-Well, Flachboden

Sigma-Aldrich

Zellsieb cell strainer 40 ym, 100 pm

Corning®, Sigma-Aldrich
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3.2 Gewinnung, Isolation und Farbung von T-Zellen aus Gewebeproben
3.2.1 Patienteneinschluss und Entnahme der Gewebeproben

In die Adipositas-Gruppe wurden Patienten Uber 18 Jahre mit einem BMI von Uber 40
eingeschlossen. Bei diesen Patienten wurden intraoperativ viszerale und subkutane
Fettgewebsproben im Rahmen von Sleeve-Magen- oder Magen-Bypass-Operationen
entnommen (Zentrum fir Adipositas und Metabolische Chirurgie, Chirurgische Kilinik,
Charité Campus Mitte).

In die CED-Gruppe wurden Patienten tUber 18 Jahre mit endoskopisch gesichertem
Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa eingeschlossen. Alle Proben wurden im Rahmen
krankheitsbezogener operativer Eingriffe gewonnen. Es handelte sich entweder um
Darmsegmentresektionen, lleozdkalresektionen oder Kolektomien (Klinik fur Allgemein-
und Viszeralchirurgie, Charité Campus Benjamin Franklin). Patienten mit gesicherten
oder vermuteten malignen Darmverdnderungen wurden nicht in die Studie
eingeschlossen. Die Probenentnahme (mesenteriales/mesocolisches Fettgewebe sowie
Mukosa) erfolgte unmittelbar nach der Resektion des Préparats, anschlieRend wurden

die Proben in Kulturmedium transportiert.

Alle Patienten erteilten vor dem Eingriff ihre schriftliche Einwilligung zur Studie. Fur alle
im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Versuche lag eine Genehmigung
der Ethikkommission der Charité — Universitatsmedizin Berlin vor (Antragsnummer:
EA4/089/14).

3.2.2 Histopathologie/ Immunhistologie

Ein Teil des entnommenen Gewebes wurde unmittelbar in 4%iger Formalinlésung zur
spateren histologischen Begutachtung fixiert, wahrend der andere Teil unfixiert zur

Isolation mononukleérer Zellen verwendet wurde (siehe Abschnitt 2.4.3).

Nach der Fixierung Uber Nacht wurden die Proben zur Aufbewahrung in Paraffin
(Histosec®, Merck, Darmstadt, DE) eingebettet. Es wurden 1-2 um diinne Schnitte

angefertigt.

Um die durch die Paraffineinbettung demaskierten Antigene der Farbung zugéanglich zu
machen, wurden die Schnitte mit Xylolldsung (10%) entparaffiniert und in einer

absteigenden Alkoholreihne sowie Aqua dest. gewassert, um die Farbung mit
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hydrophilen Antikdrpern zu erméglichen. Anschliel3end erfolgte die Demaskierung der
Antigene mittels Hitzeinduktion (heat-induced-epitope-retrieval) fur 5 Minuten in
Zitratpuffer (100 uM, pH 6) unter Dampfdruck. Darauf folgend wurden unspezifische
Epitope durch die Inkubation mit 100 pl Eselserum (fir 30 Minuten bei

Raumtemperatur) reduziert.

Die Farbung erfolgte mithilfe von antigenspezifischen Primarantikorpern (siehe
Materialien) sowie einem unspezifischen, biotinylierten Sekundarantikérper, welcher zur

Detektion der Primarantikérper eingesetzt wurde.

Die Farbung mukosaler T-Zellen erfolgte mittels primarer Antikorper, wobei diese durch
das Opal 4-Color Automation Immunohistochemistry Kit detektiert wurden (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA).

Die Auszahlung erfolgte manuell und im Rahmen von multispektralen Farbungen
mithilfe des Vectra®3 Systems (Perkin Elmer). Positive Zellen wurden pro 5 high power
fields (HPF, Gesichtsfeld in 400facher Vergrof3erung) ausgezahit. Dabei wurde eine
Verblindung der Probengruppen durchgefihrt.

Die Abschatzung der Fettgewebsfibrosierung erfolgte mithilfe einer Elastica van

Gieson-Farbung.

Die allgemeine Immunzellinfiltration wurde mithilfe des ATIS-Scores (ATIS= adipose
tissue infiltration score, entwickelt durch Frau PD Dr. Anja Kihl) evaluiert. Nach diesem
Score gliederte sich die Einteilung in finf Kategorien (1: fokale, minimale Infiltration; 2:
multifokale, minimale Infiltration; 3: milde und multifokale Infiltration; 4. moderate und

multifokale Infiltration; 5: schwere Infiltration).

3.2.3 Isolation mononuklearer Zellen aus dem Fettgewebe

Die Isolation von Zellen aus dem Fettgewebe erfolgte nach Lagerung des Gewebes
Uber Nacht (mindestens sieben Stunden) in Kulturmedium (RPMI1640 w/o HEPES,
10%FCS, Penicillin, Streptomycin) bei 37 °C. Zur Zellisolation wurde das Gewebe
zunachst mithilfe einer Zellkulturschale und einem Skalpell von groReren Geféal3en
befreit und zerkleinert. Dann erfolgte ein enzymatischer Verdau in 14 ml Kulturmedium
mit 1-1,5 mg/ml Kollagenase Il fur 30 bis maximal 40 Minuten bei 37 °C in einem
Schuttler. Anschlie@end wurde der Gewebsbrei mit der rauen Seite eines
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Spritzenstempels unter Hinzugabe von 15 ml Kulturmedium tber einen 100 pum Zellsieb
gerieben und die Zellldsung bei 279xg fur 10 Minuten zentrifugiert (bei 20 °C, um das

Aushérten der Fettschicht zu vermeiden).

Nach der Abnahme des Adipozytenrings mit einer Pasteurpipette und einem
Waschschritt mit Medium (394xg, 4 °C) wurden pro Probe 2 ml Erythrozyten-Lyse-

Puffer fur 2 Minuten auf das aufgelockerte Pellet gegeben.

Nach einem weiteren Waschschritt wurden die isolierten Zellen unter dem Mikroskop
gezéahlt (nach 1:2 Verdinnung mit Trypanblau, Zahlung vitaler Zellen in Neubauer
Zahlkammer) und in jeweils 1 ml Kulturmedium auf FACS-Ro6hrchen verteilt. Um eine
aussagekraftige Messung zu gewahrleisten wurden mindestens 2x10° Zellen pro
Farbung angesetzt, fir die Stimulationsfarbung wurde eine Mindestanzahl von 3x10°

Zellen festgelegt.

3.2.4 Isolation mononuklearer Zellen aus entziindlich veranderter Darmmukosa

Die Isolation von Zellen aus der intestinalen Mukosa erfolgte im direkten Anschluss an
die Probengewinnung, da sich in Vorversuchen gezeigt hatte, dass diese Zellen, im
Gegensatz zu den im Fett ansassigen Zellen, nach einer Kultur Gber Nacht zu einem
Groliteil avital waren. Aus dem gleichen Grund konnte hier keine enzymatische
Extraktion der Zellen durchgefuhrt werden. Das Gewebe wurde mithilfe einer
Zellkulturschale und einem Skalpell fein zerkleinert (2-5 mm) und die Zellen
mechanisch durch das Reiben mit einem Spritzenstempel Uber einen 100 um Zellsieb
unter Nachspulen mit 15 ml Kulturmedium isoliert. Anschlie3end erfolgte eine Trennung

der Zellen durch ein 40 um Zellsieb.

Die entstandene Zellsuspension wurde 10 Minuten lang bei 495xg und mit verringerter
Bremse zentrifugiert, um das Auflockern des Pellets zu verhindern (abgewandeltes
Protokoll mit freundlicher Genehmigung von Dr. Anna-Maria  Globig,

Universitatsklinikum Freiburg).

Nach der Aufnahme der Zellen in Kulturmedium und Zahlung unter dem Mikroskop

wurden die Zellen ebenfalls in jeweils 1 ml Kulturmedium auf FACS-R6hrchen verteilt.
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3.25 T-Zell-Stimulation

Eine Aktivierung von T-Zellen in vivo mit nachfolgender Zytokinproduktion geschieht
Uber die Interaktion von Oberflachenmolekilen mit spezifischen Liganden, wodurch
intrazellulare Signalwege initiiert werden. Beispielsweise kommt es zur Aktivierung der
Phospholipase C (PLC), die eine Hydrolyse von Inositol-Phospholipiden zu
Diacylgycerol (DAG) und Inositol-tri-phosphat (IP3) bewirkt. DAG wiederum aktiviert als
second messenger allosterisch die Proteinkinase C (PKC), welche fir einen Anstieg der
intrazellularen Calcium-Konzentration sorgt, die letztendlich in der Aktivierung
verschiedenster Signalwege der Zelle resultiert und zur Ausschittung von Zytokinen
fihrt.(114)

Substanzen, die fur die in vitro-Stimulation von T-Zellen verwendet werden -lonomycin
und Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) - greifen in genau diesen Signalweg ein. PMA
hat eine &hnliche Struktur wie DAG und kann daher ebenfalls die PKC aktivieren. Das
Calcium-lonophor lonomycin induziert die Hydrolyse von Inositol-Phospholipiden und
initiiert so den beschriebenen Signalweg. Aulerdem zeigt es eine verstarkende
Wirkung auf die Aktivierung der PKC und wirkt so synergistisch mit PMA. (115)

Die Zellproben, fir die eine intrazellulare Zytokinanfarbung vorgesehen war, wurden
unter Hinzugabe von 20 ng/ml PMA und 1 pg/ml lonomycin fir eine Stunde bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Inhibierung des Golgi-Apparats durch die
Hinzugabe von 10 pg/ml Brefeldin und 0,7 pl/ml Monensin (Golgistop™ von BD) und
eine weitere Inkubation von drei Stunden. Durch die daraus resultierende Inhibierung
des intrazellularen Transports von neu synthetisierten Proteinen an die Zelloberflache
konnte erreicht werden, dass die individuell produzierten Zytokine fur eine Farbung im
Zytoplasma der T-Zellen angereichert wurden. Nach der Stimulation wurden die Zellen

zweimal mit kaltem MACS-Puffer gewaschen.

3.2.6 Oberflachenfarbung und intrazellulare Farbung

Die Farbung mit Antikérpern erfolgte in finf verschiedenen Ansétzen, die sich wie in
Tabelle 1 gezeigt zusammensetzten. Die Inkubation der Zellen mit den Antikdrpern
geschah in MACS-Puffer bei 37 °C (wenn Antikdrper gegen Chemokinrezeptoren im
Panel waren: Panel 1,2 und 4) oder auf Eis (Panel 3.1, 3.2 und 5) fur 25 Minuten. Nach

einem Waschschritt wurden die Zellen mit dem FoxP3-Fixation Kit (eBioscience) fur 45
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Minuten bei 4 °C fixiert. Der formaldehydhaltige Puffer fihrt zu einer Permeabilisierung
der Zellen. Durch das anschlieende Waschen mit dem Perm-Puffer kdnnen die
entstandenen Poren offen gehalten werden, wodurch die intrazellularen Antikérper in
das Zellinnere gelangten. Nach dem ersten Waschschritt wurden die fixierten Zellen
Uber Nacht gelagert. Das Waschen erfolgte bei Oberflachenpanels (Panel 2, 3.1, 3.2,
und 5) mit MACS-Puffer, da diese anschliel3end nicht intrazellular gefarbt wurden, bei
intrazellular zu farbenden Panels (Panel 1, 4) mit dem Perm-Puffer aus dem FoxP3-

FixationKit.

Die intrazellulare Farbung erfolgte nach dem zweiten Waschschritt und wurde in 50 pl
PermPuffer fur 30 Minuten bei Raumtemperatur in Dunkelheit durchgefuhrt. Die Zellen

wurden anschlieBend zur Analyse am Durchflusszytometer in 100 pul MACS-Puffer

aufgenommen.
Panel 1* | Panel 2 Panel 3.1 | Panel 3.2° | Panel 4 | Panel 5

Fluoreszenz- Ty-Zellen | T-Memory | TCRy, TCRy3,04B7 | Treg NKT
farbstoffe NKT

FITC IFNy CD8 CD8 CD8 FoxP3 CD8
PE IL-4 CD103 CD1d CD103 CCR4 CD3
PerCPCy5.5 CD3 CD45R0 CD3 CD3 CD3

PE-Cy7 CD45RA | TCRyd Integrin a4 | CD39

APC CD69 TCRVa24 | Integrin 7 | CD127

APC-Cy7 CD45 CD45 CD45 CD45 CD45 CD45
Bv421 IL-17A CCR7 CD56 TCRyd CD25 CD56
BV510 CD4 CD4 CD4 CD4 CDh4 CDh4

Tabelle 1. Zusammensetzung der Antikdrper-Panel zur Zellfarbung fir die Durchflusszytometrie.
Dargestellt sind die Kombinationen der Antikérper in einem Farbepanel unter Beriicksichtigung der
Fluoreszenzfarbstoffe, die in jedem Panel nur jeweils einmal vorkommen koénnen. Abkirzungen: T-
Helferzellen (Ty-Zellen), T-Zell-Rezeptor (TCR), Naturliche-Killer-T-Zellen (NKT), regulatorische T-Zellen
(Treg), Fluorescein-Isothiozyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), Peridin Chlorophyll (PerCP), Cyanin (Cy),
Allophycocyanin (APC), Brilliant Violet (BV), Interleukin (IL), Interferon (IFN).

Erlauterung der Markierungen:

*Zellen wurden vor der Farbung mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)/lonomycin stimuliert,
°Erweiterung von Panel 3.1 ab dem 9.7.15 unter Auslagerung in neues Panel 5,

Markierte Antikorper: intrazellulare Antikdrper, Farbung erfolgte nach Fixierung und Permeabilisierung.
Grau eingefarbte Markierungen: Antikérper wurden wegen unzureichender Populationsabgrenzung nicht
in die finalen Auswertungen mit einbezogen.
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3.3 Durchflusszytometrie

Mithilfe der Durchflusszytometrie ist es moglich, Zellen anhand ihrer
Oberflacheneigenschaften zu analysieren und zu zahlen. Voraussetzung ist die
Markierung der Zellen mit spezifischen fluoreszierenden Antikoérpern, die von Lasern
unterschiedlicher Wellenlange angeregt und von individuellen Detektoren auf ihre

Lichtemission hin unterschieden werden kdnnen.

Die zu charakterisierenden Zellen (in Suspension vorliegend) werden in einem
laminaren FlUssigkeitsstrom zu einem Einzelzellstrahl geformt, welcher anschliel3end
die Laser passiert. Das Licht, das durch die Zellen gestreut wird, wird durch Detektoren
erkannt und in elektrische Signale umgewandelt. Anhand der flachen Ablenkung des
Lichtstrahls (forward scatter = FSC) an den einzelnen Zellen kann deren Grof3e, anhand
der Reflexion des Lichtstrahls (side scatter = SSC) ihre Granularitdt gemessen werden.

Je nach individueller Expression von Oberflachenmolekilen unterscheiden sich die
Zellen in ihrer Lichtemission nach Anregung durch den Laser. Durch das Vorschalten
von Bandpassfiltern vor den Detektor ist es moglich, das emittierte Licht nach
Wellenlangen aufzuteilen und so einzelne Antikdrper voneinander zu unterscheiden.
Jedes Gerat besitzt eine definierte Anzahl an Kanélen, die bestimmen, wie viele
Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig detektiert werden konnen. Das fur diese Arbeit
verwendete Durchflusszytometer war das FACS Canto Il (3-Laser, 8-Farben). Fir die
Uberwachung des Messprozesses wurde die vorgesehene Standardsoftware FACS
Diva™, fur die anschlieBende Auswertung das Programm FlowJo™ Version 8.8.7 (LLC,
Ashland, USA) verwendet.

Zur Auswertung der Rohdaten erfolgt ein gating der Zellgruppen anhand ihrer
gemessenen Fluoreszenzemissionen. Dies bedeutet, dass man die Gesamtheit der
Zellen hinsichtlich der einzelnen untersuchten Antikdrper immer weiter aufteilt, sodass
man letztendlich relative Anteile von Subpopulationen an der Gesamtzellpopulation
erhalt. Dazu werden die Daten in einem zweidimensionalen Koordinatensystem in Form
eines Dot-Plots dargestellt, in dem man zwei Antikorperfluoreszenzen miteinander
vergleicht und anschliel3end die Zellen ausgewahlt, die die entsprechende Morphologie
oder das gesuchte Expressionsmuster zeigen. Dies konnen einfach positive (IFNy")oder
auch mehrfach positive (IFNy'IL17") Zellen sein.
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Das fur diese Arbeit verwendete gating ist in Abbildung 4 exemplarisch fur alle
gefarbten Panels dargestellt. Fur die Charakterisierung der T-Zellen erfolgte zunachst
die Abgrenzung der Lymphozyten von anderen im Fettgewebe vorkommenden
Strukturen durch GréRe (FSC) und Granularitat (SSC) in Form der sich darstellenden
Population (Abb. 4 A). Anschlielend wurden die ausgewahlten Zellen nach der
Zellbreite (FSC-width) und der Zellhéhe (FSC-height) analysiert, um Dupletten (zwei
Zellen, die aneinander haften und so gréRer erscheinen) von der Auswertung

auszuschlielRen.

Es wurden nur Zellen betrachtet die CD45"™" und CD3* waren und somit der
Gesamtpopulation an T-Lymphozyten entsprachen. AnschlieBend konnten (je nach
verwendeten Antikérpern) CD4" und CD8" Zellen unterschieden und hinsichtlich ihrer
Expressionsmuster getrennt betrachtet werden. Insgesamt erfolgte die Farbung von
funf Panels (Zusammenstellung von Antikdrpern) mit jeweils acht verschiedenen
Antikorpern. Diese wurden in Abschnitt 2.4.6 (Tabelle 1) dargestellt. Im T-Helferzell-
Panel (Panel 1, Abb. 4, 1) wurden die verschiedenen Subgruppen wie folgt definiert:
Tul: CD3" CD4" IFNy", T2: CD3" CD4" IL-4", T417: CD3" CD4" IL-17". IFNy" IL-4"-Zellen
sowie IFNy" IL-17" - Zellen wurden als koexprimierende Zellen separat betrachtet. Im
Gedachtnis-T-Zell-Panel ergaben sich folgende Subgruppen: Tegm: CD3* CCR7
CD45RO", Tere: CD3" CD45RA™ CCR7° CD45R0O", Tew: CD3" CD45RA™ CCR7Y, Tewmgra:
CD3" CD45RA" CCR7’, Tnaiv: CD3" CD45RA" CCR7" (Abb. 4, 2). TCRy$-Zellen wurden
durch die gleichzeitige Expression von CD3 und TCRyd definiert, wéhrend die
Expression der heterodimeren Integrine Uber die Koexpression der Untereinheiten
Integrin a4, aE und B7 in verschiedenen Kombinationen untersucht wurde (Abb. 4, 3).
Regulatorische T-Zellen wurden als CD3* CD4* CCR4"9" CD25"" CD127'°" Foxp3Mo"
definiert (Abb. 4, 4). Zur Identifikation von NKT-Zellen diente neben dem T-Zell-Marker
CD3 der NK-Marker CD56.
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Abbildung 4. Gating-Strategie zur Auswertung durchflusszytometrischer Rohdaten. Gezeigt sind
Punktwolken (dot plots), in denen jeder Punkt eine Zelle reprasentiert, die gemessen an ihrem
Fluoreszenzverhalten im Koordinatensystem lokalisiert ist. Mithilfe von gates (rosa Kasten) wurde jeweils
eine Zellpopulation eingegrenzt, die Beschriftung gibt die definierte Zellpopulation an. Die Pfeile
markieren die Zellpopulation, die im jeweils néchsten Dot-Plot aufgetragen ist. A Basisgating fur alle
Panels. Die ermittelte CD45h'ghCD3+-PopuIati0n diente als Ausgangspopulation fir die in 1-4
dargestellten spezifischen gatings. Alle nicht anderweitig durch Pfeile gekennzeichneten dot plots
beinhalten ausschlielich diese Zellpopulation. Abklrzungen: sideward scatter (SSC), forward scatter
(FSC), area (-A), heigth (-H), width (-W), cluster of differentiation (CD), Interleukin (IL), Interferon (IFN),
effector memory T-Zelle mit CD45RA-Expression (Tevra), central memory T-Zelle (Tcy), effector memory
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T-Zelle (Tgwm), Effektor-T-Zelle (Tgre), Natirliche Killer-T-Zelle (NKT), T-Zell-Rezeptor (TCR), C-C-
Chemokinrezeptor (CCR), forkhead-box-protein-P3 (FoxP3), regulatorische T-Zelle (T eg).

3.4 Cytometric Bead Array

Mithilfe des durchflusszytrometrischen Cytometric Bead Array (CBA) lassen sich
verschiedene Zytokine, Chemokine und andere I6sliche Mediatoren quantitativ in einer
Probe nachweisen. Fir diese Arbeit wurden die Kulturiberstdnde der Uber Nacht
gelagerten Fettgewebs-Proben auf inflammatorische Zytokine analysiert. Dies erfolgte
mit dem BD™ Human Inflammatory Cytokines Kit, welches die gleichzeitige Detektion
von IL-8, IL-1p, IL-6, IL-10, TNFa und IL-12p70 ermdglicht. Sogenannte capture beads,
die an spezifische primare Antikoérper fur je eines der sechs Zytokine gebunden sind,

sind fluoreszenz-markiert und unterscheiden sich distinkt in ihrer Fluoreszenzintensitat.

Je 17 pl der aufgetauten Kulturiiberstande wurden mit 17 pl Capture Beads und 17 pl
Phycoerythrin (PE)-markierten Detektionsantikdrpern fur drei Stunden lichtgeschuitzt bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden alle Proben mit 1 ml Waschpuffer
(aus dem Kit) gewaschen und bei 200xg fur 5 Minuten zentrifugiert. Anschlie3end

wurden die Beads resuspendiert und in 100 pl Waschpuffer aufgenommen.

Bei der durchflusszytometrischen Messung wurde die Menge der in der Probe
befindlichen Zytokine ermittelt und mit einer vorher erstellten Standard-

Verdinnungsreihe verglichen, damit die Konzentration angegeben werden konnte.

Die markierten Zytokine wurden am FACS Canto Il gemessen und ihre Konzentration
mit der Software FCAP Array™, Version 1.0.1 (BD™) ausgewertet.
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35 CED - Klassifikationen und Scores

Zur besseren Analyse der Patientengruppen wurden Informationen zur aktuellen
Symptomatik und zum Krankheitsverlauf zusammengefasst und unter Zuhilfenahme
von aktuellen Laborparametern in géngige Klassifikationen bzw. Aktivitatsindices
umgewandelt. In der Montreal - Klassifikation chronisch entzindlicher
Darmerkrankungen werden die Verlaufsformen des Morbus Crohn nach Alter,
Lokalisation und Verhalten eingeteilt (116). Hiernach gibt es die Ausbreitungsformen
terminale lleitis, Colitis, lleocolitis und Befall des oberen Gl-Traktes. Beim Morbus
Crohn kann man einen strikturierenden oder penetrierend/fistulierenden
Krankheitsverlauf unterscheiden. Beide Formen kdnnen auch zusammen auftreten. In
dieser Klassifikation hervorgehoben wird die perianal penetrierende und die nicht-
strikturierend/ nicht-penetrierende Erkrankung aufgrund ihrer eigenen prognostischen
Bedeutung. Die Colitis ulcerosa wird anhand ihrer Ausdehnung von der Minimalform der

Proctitis ulcerosa bis zur maximalen Pancolitis ulcerosa klassifiziert.

Tabelle 2 zeigt die Montreal-Klassifikationen ftir Morbus Crohn und Colitis ulcerosa.

Montreal -Klassifikation fiir Morbus Crohn Montreal-Klassifikation fiir Colitis ulcerosa
A (Age, Alter) E (Extent, Ausdehnung)

Al < 16 Jahre bei Erstdiagnose El Proktitis ulcerosa

A2 17-40 Jahre bei Erstdiagnose E2 Linksseitenkolitis

A3 > 40 Jahre bei Erstdiagnose E3 Pancolitis ulcerosa

L (Localization, Lokalisation)

L1 terminales lleum

L2 Colon

L3 lleocolon

L4 isoliert oberer Gl-Trakt

B (Behaviour, Verhalten)

B1 nicht strikturierend, nicht penetrierend
B2 strikturierend
B3 intern penetrierend

B3p perianal penetrierend

Tabelle 2. Montreal Klassifikation, modifiziert nach Silverberg MS et al 2005 (116).

Die Krankheitsaktivitat lasst sich durch die Berechnung eines klinischen Aktivitatsindex,
dem Crohn’s disease activity index (CDAI), einschéatzen, in den verschiedene
subjektive und objektive Krankheitssymptome einflieBen (117) (Tabelle 3). In der
verkirzten Variante, dem Harvey-Bradshaw-Index (HBI) werden nur die
Hauptbeschwerdekriterien erfasst (118) (Tabelle 4).
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Crohn’s disease activity index (CDAI)

Parameter Anrechnungsfaktor
1. Anzahl ungeformter Stuhle in einer Woche X2

2. Bauchschmerzintensitat (O - 3) als Summe der letzten Woche x5

3. Allgemeinbefinden (0 — 4) als Summe der letzten Woche X7

4. Anwesenheit von Komplikationen* x 20

5. Symptomatische Durchfallbehandlung in der letzten Woche x 30

6. Abdominelle Resistenz (O=keine, 2=unsicher, 5=sicher) x 10
7. Abweichung des Hamatokrits (Q = 42, & = 47) X 6
8. Abweichung vom Standardgewicht in % x1
Summe: <150 klinische Remission

=150 Schub/ aktiver Krankheitsverlauf

* Arthritis/Arthralgie, Iritis/Uveitis, Erythema nodosum, Pyoderma gangraenosum,

Mundaphten, Analfissur/-fistel/-abszess, neue Fistel, Abszesse, Fieber Uiber 37,8°C

Tabelle 3. Crohn’s disease activity index (CDAI) modifiziert nach Best et al 1976 (117).

Harvey Bradshaw Index (HBI)

Parameter

1. Generelles Wohlbefinden (0 — 4)

2. Bauchschmerzintensitat (0 - 3)

3. Anzahl der flissigen Stuhlgange

4. Abdominelle Resistenz (0= nein, 1=fraglich, 2=sicher, 3=sicher und schmerzhaft)

5. Anwesenheit von Komplikationen*

Summe: <5 klinische Remission

=5 Schub/ aktiver Krankheitsverlauf

* Arthritis/Arthralgie, Iritis/Uveitis, Erythema nodosum, Pyoderma gangraenosum,

Mundaphten, Analfissur/-fistel/-abszess, neue Fistel, Abszesse

Tabelle 4. Harvey-Bradshaw-Index (HBI), modifiziert nach Harvey und Bradshaw 1980 (118).
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3.6 Statistische Analyse

Da bei den erhobenen Daten nicht von einer Normalverteilung ausgegangen wurde,
erfolgte die statistische Analyse mithilfe nicht-parametrischer Tests fur unabhéngige
Stichproben. Der verwendete statistische Test war der Mann-Whitney-U-Test. Die
Gruppen wurden als nicht-abhangig erklart, da es sich einerseits um verschiedene
Krankheitsentitaten handelte und andererseits innerhalb einer Patientengruppe
methodenbedingt nicht immer bei Fettgewebe und Mukosa eines Patienten alle

Farbungen durchgefiihrt werden konnten.
Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.

Die Korrelationsanalyse der ermittelten relativen Haufigkeiten von T-Zell-
Subpopulationen im Fettgewebe mit klinischen Patientendaten erfolgte mithilfe der
Spearman-Rangkorrelation, welche es ermdglicht signifikante Zusammenhénge
zwischen zwei nicht-parametrischen Variablen zu testen. Hierbei wurden gezielt
klinische = Parameter ausgewahlt, von denen ein Einfluss auf die
Fettgewebsinflammation vermutet werden konnte (BMI, Erkrankungsdauer,

Krankheitsaktivitatsindices).

Da in dieser Studie mehrere Patientengruppen hinsichtlich verschiedener Parameter
verglichen wurden, musste das Problem des multiplen Testens bedacht werden. In
dieser Arbeit geschah die statistische Untersuchung der Untergruppen jedoch nicht auf
eine zufalligen Art (wobei alle Gruppen jeweils gegeneinander getestet werden)
sondern es wurden vorab Hypothesen erstellt, die durch den statistischen Vergleich
einzelner Untergruppen getestet wurden. Es wurden nur Gruppen statistisch
miteinander verglichen, die entweder in Krankheitsentitat Ubereinstimmten (Beispiel:
mesenteriales Fettgewebe versus Mukosa bei CED-Patienten) oder bei denen es sich
um einen hinsichtlich der Lokalisation vergleichbaren Gewebetyp handelte (Beispiel:
viszerales Fettgewebe von Patienten mit Adipositas per magna versus mesenteriales
Fettgewebe von Patienten mit Morbus Crohn). So wurde beispielsweise das subkutane
Fettgewebe von Patienten mit Adipositas per magna nur mit dem viszeralen

Fettgewebe derselben Patientengruppe verglichen.

Zudem handelte es sich bei den untersuchten Zell-Subpopulationen nicht um
unabhangige Testgrollen, da beispielsweise bei einem signifikanten Unterschied des
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Anteils von CD4" Zellen zwischen zwei Gruppen ein signifikanter Unterschied
hinsichtlich des CD8" Anteils ebenfalls wahrscheinlich ist.

Eine globale Anpassung des Signifikanzniveaus, beispielsweise im Rahmen einer
Bonferroni-Korrektur, wurde daher nicht durchgefuhrt, um falsch negative Ergebnisse

durch zu strenge Korrektur zu vermeiden (119).

Es bleibt anzumerken, dass aufgrund der Grol3e der Patientengruppen weitere Studien
notig sind, um die in dieser Arbeit aufgestellten Hypothesen weitergehend zu

bestatigen.

Die statistische Auswertung sowie die graphischen Darstellungen wurden angefertigt
mit GraphPad Prism, Version 5.00 fur Windows, GraphPad Software, La Jolla California
USA. Die Korrelationsanalyse sowie die dazugehérigen Abbildungen wurden mittels
IBM®SPSS® erstellt (IBM Corp. Released 2013. IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 22.0. Armonk, NY).
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4 Ergebnisse
4.1 Patientenkollektiv

Es konnten 24 Patientinnen und Patienten mit Morbus Crohn (MC), darunter 15 mit
aktuellem Befall des lleums (iMC) und 9 mit aktuellem Befall des Colons (cMC), sowie
10 Patienten mit Colitis ulcerosa (CU) und 13 Patienten mit Adipositas per magna (Adi)
in die vorliegende Arbeit eingeschlossen werden. Aufgrund geringer Probengrdl3e oder
Zellausbeute konnten nicht alle Versuche mit jeder Patientenprobe durchgefiihrt
werden, sodass die Anzahl der Patienten N sich zwischen den einzelnen Versuchen
unterscheidet. In Tabelle 5 sind grundlegende Patientencharakteristika dargestellt. Die
Altersverteilung war insbhesondere unter den CED-Patienten vergleichbar, wobei die
Adipositas-Patienten im Durchschnitt ein etwas hoheres Alter aufwiesen. Die
Geschlechterverteilung war bei den Patienten mit MC ausgeglichen, wahrend in den
CU- und Adipositas-Gruppen weibliche Patientinnen tberwogen. Die Patienten mit iMC
zeigten einen niedrigen bis normalen BMI, wahrend bei cMC- und CU-Patienten ein
etwas hoherer BMI beobachtet werden konnte. Der BMI bei Adipositas-Patienten
reichte von 41 bis 64 kg/m?. Die Erkrankungsdauer war in den einzelnen CED-Gruppen
sehr variabel und reichte von kirzlich diagnostizierten Patienten hin zu Patienten mit
langjahrigem Krankheitsverlauf. Den langsten Krankheitsverlauf hatte im Durchschnitt
die Gruppe von cMC-Patienten, wohingegen die CU-Gruppe den durchschnittlich
kirzesten Krankheitsverlauf aufwies. Beide MC-Aktivitatsindices (CDAI und HBI)
zeigten vergleichbare Krankheitsaktivitat zwischen den Gruppen iMC und cMC.

In Tabelle 6 sind haufige Begleiterkrankungen der Patientengruppe mit Adipositas per
magna dargestellt. Metabolische Erkrankungen (insbesondere Typ Il Diabetes) stellten

die wichtigsten Indikationen fur die durchgefihrten bariatrischen Eingriffe dar.

In Tabelle 7 sind Erkrankungsausbreitung und -verhalten in den einzelnen
Patientengruppen mit CED aufgetragen. Bei Patienten mit ilealem Morbus Crohn war
am haufigsten ein Befall des terminalen lleums zu beobachten, vier Patienten zeigten
eine lleocolitis. Von den Patienten mit Morbus Crohn des Colons zeigten 5 einen reinen
Befall des Colons und 4 eine lleocolitis. Das Krankheitsverhalten in der lleum-Gruppe
war vorwiegend strikturierend, in der Colon-Gruppe vor allem strikturierend oder
perianal fistulierend. In der Patientengruppe mit Colitis ulcerosa litt der Grol3teil der

Patienten an einer Pankolitis, nur zwei Patienten an einer Linksseitenkolitis.
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iMC cMC CuU Adi
N 15 9 10 13
Alter 45,1 17,7 39,4 +11,3 42,90 + 20,0 50,2 +8,9
Geschlecht (% w) 53,3 44,4 70,0 69,2
BMI (kg/m®) 21,9+38 23,7+1,8 23,3+4,8 49,0+ 8,3
Erkrankungsdauer 12,4 + 15,0 18,4 + 13,2 9,3+6,8 -
(Jahre)
CDAI 187,3 £115,7 159,8 + 119,7 - -
HBI 52+3,1 51+3,3 13.1+6,5 -

Tabelle 5. Patientencharakteristika. Dargestellt sind die Patientengruppen Morbus Crohn mit Befall des

lleums (iMC), des Colons (cMC), Colitis ulcerosa (CU) und Adipostias per magna (Adi). Arithmetische
Mittelwerte und Standardabweichungen sind fettgedruckt dargestellt. Abkirzungen: body-mass-index
(BMI), Crohn’s disease activity index (CDAI), Harvey-Bradshaw-Index (HBI).

Begleiterkrankungen Adipositas
Insulinresistenz / Typ Il Diabetes 61,5 (8/13)
Arterielle Hypertonie 69,2 (9/13)
Steatosis hepatis / Nicht-alkoholische Steatohepatitis 53,8 (7/13)

Tabelle 6. Metabolische Begleiterkrankungen von Patienten mit Adipositas per magna. Der relative Anteil

der Patienten mit Begleiterkrankungen an der Gesamtanzahl in Prozent ist fettgedruckt dargestellt, in
Klammern sind die absoluten Patientenzahlen angegeben.
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Montreal-Klassifikation iMC cMC Montreal Klassifikation CuU

L1 lleum 73,3 (11/15) - E1 Ulcerative Proktitis -
L2 Colon - 55,6 (5/9) E2 Linksseitencolitis 20,0 (2/10)
L3 lleocolon 26,7 (4/15) 44,4 (419) E3 Pancolitis 80,0 (8/10)

L4 Oberer GIT - -

B1 Nicht-strikturierend, 13,3 (2/15) 11,1 (1/9)

nicht-penetrierend

B2 Strikturierend 73,3 (11/15) 33,3 (3/9)
B3 Penetrierend 13,3 (2/15) 11,1 (1/9)
B3p Perianale Beteiligung - 44,4 (4/9)

Tabelle 7. Montreal-Klassifikation der Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen.
Dargestellt sind die Patientengruppen Morbus Crohn des lleums (iMC) und des Colons (cMC) sowie
Patienten mit Colitis ulcerosa (CU) mit dem jeweiligen relativen Anteil der zutreffenden
Erkrankungsausbreitung und des Krankheitsverhaltens nach Montreal-Klassifikation (siehe Tabelle 2) an
der Gesamtgruppe in Prozent (fettgedruckt). In Klammern sind die absoluten Patientenzahlen dargestellit.

iMC cMC (o{V]

Aktuelle Therapie: Aktuelle Therapie: Aktuelle Therapie:
Sulfa-/Mesalazin: 3/15  Sulfa-/Mesalazin: 0/9 Sulfa-/Mesalazin: 2/10
6-Mercaptopurin: 0/15  6-Mercaptopurin: 1/9 6-Mercaptopurin: 0/10
Azathioprin: 4/15  Azathioprin: 3/9 Azathioprin: 1/10
Prednisolon: 7/15  Prednisolon: 5/9 Prednisolon: 8/10
Budesonid: 2/15 Budesonid: 0/9 Budesonid: 0/10
Infliximab: 2/15 Infliximab: 2/9 Infliximab: 1/10
Golimumab: 0/15 Golimumab: 0/9 Golimumab: 1/10
Adalimumab: 2/15 Adalimumab: 1/9 Adalimumab: 0/10
Vedolizumab: 2/15 Vedolizumab: 1/9 Vedolizumab: 0/10
Keine Medikation: 2/15 Keine Medikation: 0/9 Keine Medikation: 1/10

Friihere Therapie: Friihere Therapie: Friihere Therapie:
Infliximab: 3/15 Infliximab: 3/9 Infliximab: 6/10
Adalimumab: 4/15  Adalimumab: 4/9 Adalimumab: 2/10
Vedolizumab: 0/15 Vedolizumab: 4/9 Vedolizumab: 4/10

Tabelle 8. Liste der aktuellen und friheren Therapien der Patienten mit chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen. Aufgelistet sind die Patientengruppen Morbus Crohn mit Befall des lleums (iMC), des
Colons (cMC) sowie Patienten mit Colitis ulcerosa (CU). Dargestellt ist die Anzahl der Patienten (erste
Zahl) von der Gesamtgruppe (zweite Zahl), die mit dem jeweiligen Wirkstoff behandelt wurden. Die
aktuelle Medikation bezeichnet die zum Befragungszeitpunkt (1-2 Tage praoperativ) eingenommene
Dauermedikation (bei den Biologika Infliximab, Adalimumab und Vedolizumab zahlt aufgrund der
Halbwertszeit eine Verabreichung bis 6 Wochen vor Operationsdatum als aktuelle Medikation). Eine
Vortherapie mit Biologika vor mehr als 6 Wochen ist in der Rubrik friihere Therapie aufgefuhrt.
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Tabelle 8 listet sowohl die aktuelle medikamentdose Therapie als auch die
vorhergehende Therapie mit Biologika der eingeschlossenen CED-Patienten auf.
Aufgrund der Halbwertszeit der Biologika (Adalimumab 14 Tage (120), Infliximab 8 - 9,5
Tage (121), Vedolizumab 25 Tage (122)) wurde bei Verabreichung bis zu 6 Wochen vor
Probeentnahme bei diesen Medikamenten als aktuelle Medikation gewertet. Unter der
friheren Therapie werden hier nur Biologika aufgefuhrt, da auf die Listung anderer
friherer Therapien aufgrund des teilweise jahrelangen Krankheitsverlaufs aus
Ubersichtsgriinden verzichtet wurde. Insgesamt erhielten bis auf 2 Patienten mit iMC
und einen Patienten mit CU alle eingeschlossenen Patienten zum Zeitpunkt der
Operation eine antiinflammatorische Therapie. Im Vergleich zwischen Patienten mit iMC
und Patienten mit Colitis (cMC, CU) fiel auf, dass bei letzteren haufiger eine Eskalation
auf Biologika in der friiheren Therapie stattgefunden hatte, wahrend in der iMC-Gruppe
verhaltnismalRig weniger Patienten mit Biologika vorbehandelt waren. Der Anteil der
Patienten, die zum Zeitpunkt der Operation unter Behandlung mit Biologika standen,

war insgesamt gering, darunter am hochsten bei den Patienten mit iMC und cMC.
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4.2 Makroskopie

Bereits makroskopisch unterschieden sich die Fettgewebe zwischen den verschiedenen
Erkrankungsgruppen und den unterschiedlichen Lokalisationen. In Abbildung 5 sind

reprasentative Praparate der einzelnen Patientengruppen dargestellt.

Bei allen Patienten mit Morbus Crohn und ilealer Entzindung (iMC) umgab das
mesenteriale Fettgewebe deutlich mehr als 50%, teilweise sogar die gesamte
Zirkumferenz des Darmes (Abb. 5A/B). Das mesenteriale Fettgewebe war hier fest mit

der Serosa des Darms verwachsen und tendenziell eher im Bereich von Stenosen

ausgepragt. Die Konsistenz des creeping fat ahnelte fibrotischem Gewebe.

Abbildung 5. Représentative Operationspraparate makroskopisch. A,B: Resektate von Patienten mit
Morbus Crohn und ilealem Befall, C: Morbus Crohn, Colitis. D: Colitis ulcerosa. E: Gewebeproben eines
adip6sen Patienten, links: subkutanes Fettgewebe (SF), rechts: viszerales Fettgewebe (VF).
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Bei Patienten mit akutem Befall des Colons (cMC) zeigte sich kein einheitliches Bild.
Das Fettgewebe im Bereich der entziindeten Darmabschnitte war vermehrt, jedoch
weniger adharent als beim ilealen Befall, des Weiteren waren deutlich vergréRerte
Fettanhangsel, sogenannte Appendices epiploicae, zu beobachten. Bei einigen dieser
Patienten trat auch eine komplette Ummantelung des Colons auf, jedoch war auch hier
das Gewebe weniger fest mit der Serosa verbunden (Abb. 5C).

Bei Patienten mit Colitis ulcerosa war die Serosaoberflache des Colons frei von
anhaftendem Fettgewebe. Gelegentlich zeigten sich vergro3erte Appendices
epiploicae, die dem Darm nur locker auflagen und keinen vermehrten Kontakt mit der

Serosa aufwiesen (Abb. 5D).

Zwischen subkutanem und viszeralem Fettgewebe von adipdsen Patienten zeigte sich
makroskopisch nur ein geringer Unterschied. Zu beobachten war in einigen Féllen eine

leicht vermehrte Kapillarisierung des viszeralen Fettgewebes (Abb. 5E).

4.3 Histopathologie

In Abbildung 6 sind Charakteristika der verschiedenen Fettgewebe, wie die
Adipozytengrof3e, der Fibrosierungsgrad und die Immunzellinfiltration nach
Patientengruppen und Gewebelokalisation dargestellt. Zudem sind reprasentative

Ausschnitte einer CD3-Farbung der Fettgewebe gezeigt.

In allen untersuchten Fettgeweben konnten CD3-positive Lymphozyten in
unterschiedlicher absoluter Anzahl nachgewiesen werden. In der Adipositas-Gruppe
zeigte das viszerale Fettgewebe eine zahlenméalRig starkere Infiltration mit T-Zellen als
das subkutane Fettgewebe. Auch im Infiltrationsscore (ATIS), der die allgemeine
Entzindung des Fettgewebes beriicksichtigt, erreichte das viszerale Fettgewebe einen
hoheren Wert. Hinsichtlich der Adipozytengréf3e und dem Fibroseanteil zeigte sich kein
Unterschied zwischen dem viszeralen und subkutanen Kompartiment bei Patienten mit

Adipositas per magna.

Im Vergleich mit den viszeralen Kompartimenten bei Patienten mit CED zeigte das
hypertrophierte VF bei Adipositas signifikant groRere Adipozyten, wobei insbesondere
das ileale CF eine starkere T-Zell-Infiltration und eine ausgepragtere Fibrosierung

aufwies.
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Abbildung 6. Histologische Charakteristika der Fettgewebe. Verglichen wurden die Kompartimente
viszerales Fettgewebe (VF) und subkutanes Fettgewebe (SF) bei Adipositas, mesenteriales Fettgewebe
bei Morbus Crohn mit ilealem oder Colon-Befall (iMC, cMC) und Colitis ulcerosa (CU). A Ausgezahlte
Infiltration mit CD3" Zellen, Adipozytendruchmesser, Entziindungsaktivitidt im Immunzell-Infiltrations-
Score (ATIS) und Fibroseanteil in jeweils 5 reprasentativen high power fields (HPF, Hauptgesichtsfeld bei
400-facher VergroRerung). ATIS Score: 1 minimal & fokal 2 minimal & multifokal 3 mild 4 moderat 5
schwer. Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte. Verwendeter statistischer Test: Mann-Whitney-U-
Test fur unabhangige Stichproben. Signifikanzniveau p<0,05 (* p<0,05 ** p< 0,01 *** p<0,001).
B Reprasentative histologische Ausschnitte in Hamatoxylin-Eosin-Farbung in 100-facher Vergrof3erung.
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Beim Vergleich der mesenterialen/mesocolischen Fettgewebskompartimente in den
CED-Gruppen zeigten sich ausgepragte Unterschiede (siehe Abbildung 6). Die grofite
absolute Infiltration mit T-Zellen wies hierbei das ileale CF bei Patienten mit Morbus
Crohn auf. Es konnten hier signifikant mehr CD3" T-Zellen gefunden werden als im
mesocolische Fettgewebe bei cMC und CU. Die Adipozyten im ilealen CF waren zudem
signifikant kleiner als im mesocolischen Fettgewebe bei MC und CU. Die
Entzindungsaktivitdt anhand des Immunzell-Infiltrationsscores war am hdchsten im CF
bei IMC und signifikant geringer im mesocolischen Fettgewebe bei CU, wobei das
mesocolische Fettgewebe bei cMC hinsichtlich der Entziindungsaktivitat zwischen iMC
und CU lag. Das CF von Patienten mit iMC zeigte eine ausgepréagtere Fibrosierung als

das colonnahe Fettgewebe bei Patienten mit CU.

4.4 Zytokinproduktion im Fettgewebe

Um erste Informationen Uber das sezernierte Zytokinmuster in den verschiedenen
Fettgeweben zu erhalten, wurden nach Lagerung der Gewebeproben tber Nacht (vor
der Zellisolation) die Kulturiberstdande gesammelt und pro- und anti-inflammatorische
Zytokine mittels cytometric bead array in Fettkulturiberstdanden bestimmt. Die
gemessenen Zytokine sind dabei nicht auf eine einzelne Zellgruppe zuriickzufihren
sondern spiegeln das allgemeine Milieu innerhalb der Fettgewebe ohne Stimulation
wieder. Abbildung 7 zeigt die gemessenen Zytokinkonzentrationen in den

verschiedenen Fettgeweben.

Das VF und SF adip6ser Patienten sezernierte insbesondere IL-6 und IL-8, wéhrend
nur eine geringe Menge von IL-10, TNFa und IL-1B in den Uberstanden zu finden

waren. Dabei unterschieden sich VF und SF nicht voneinander.

Im Vergleich zum VF waren im Uberstand mesenterialen Fettgewebes von MC-

Patienten hohere Konzentrationen von IL-10 und IL-18 nachweisbar.

In allen Uberstanden mesenterialen/mesocolischen Fettgewebes von CED-Patienten
fiel eine hohe Konzentration von IL-6 und IL-8 auf. Bei den Gewebeproben von
Patienten mit cMC zeigte sich eine grol3e Streubreite, hier waren jedoch Unterschiede
zu Patienten mit CU hinsichtlich einer héheren IL-1p- und TNFa-Sekretion erkennbar.
Patienten mit iMC und cMC unterschieden sich nur in einer h6heren TNFa-Expression

in den Uberstanden vom colonnahen Fettgewebe.
60



IL-6 IL-8

60000- 60000
130 I
[ o [ X J LS
o e &S, See i o ‘0’ ': At
400001 o400 o3 R _ 400001 ©© . Aa
S Y e LX) *
> i e —ah =) o0 %% o —IT
o . LA o R oo N
20000179 qe s 200004 © °
o ° ago
00 A ° * AA
o [ X J N °
C ? ) ) ) ) O L] L] ) ) )
& o o N < & o o N
e&\é v{s N o ¢ v&(o v&\\ ¥ & ©
IL-10 TNFa
800+ *% 20001 *%
600+ . 1500- = *
400 1000- .
— 200+ _ 5004
%, 200 £ ox e
o 150
< 1501 e — o A
100-
100 " i o
AA
<+ 501 3
50- ° _037 e : e oy a
O_M Sq00 . Ay 0-_&_*__*_g_qn_
< & ¢ ¢ N < & O O D
o 6\4 D o@ ) 6\6 &A N o@ O
v v v v
IL-1B
10000- :—*—J* L
8000- -
6000- ee®
4000~
£ 2000+
S 2000
1500
1000+ R
500- * 0' A
L J
0l afie—etmeSene— oo i
< & @ O N
&@ &A D BN 9
ks ks

Abbildung 7. Mithilfe eines Cytometric bead array bestimmte Konzentrationen der Interleukine (IL) 6, 8,
10, 18 sowie des Tumornekrosefaktors a (TNFa) in Fettgewebsiberstdanden. Vergleich zwischen
viszeralem (VF) und subkutanem Fettgewebe (SF) von Patienten mit Adipositas per magna (Adi), sowie
mesenterialem Fettgewebe von Patienten mit Morbus Crohn des lleums (iMC), des Colons (cMC) sowie
mit Colitis ulcerosa (CU). Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte. Verwendeter statistischer Test:
Mann-Whitney-U-Test fiir unabhéngige Stichproben. Signifikanzniveau p<0,05 (* p<0,05 ** p< 0,01).
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4.5 T-Zell-Subpopulationen im Fettgewebe bei Patienten mit Adipositas

Zur Untersuchung der T-Zell-Verteilung in der Patientenstichprobe dieser Studie wurde
der Anteil der T-Zell-Subpopulationen CD8" zytotoxische T-Zellen, CD4" T-Helferzellen
(inklusive Tyl, T2, THl7), Treg, Subgruppen der T-Gedéachtniszellen, TCRyd und NKT-
Zellen an den CD3" T-Zellen aus dem stroma-vaskuldaren Kompartiment des
Fettgewebes durchflusszytometrisch ermittelt. Nachfolgend werden die relativen
Haufigkeiten der verschiedenen T-Zell-Subpopulationen zwischen viszeralem
Fettgewebe (VF) und subkutanem Fettgewebe (SF) von Patienten mit Adipositas per

magna verglichen.

Der Anteil von CD4"- Zellen an allen CD3*-T-Zellen war bei Patienten mit Adipositas
per magna im SF signifikant hoher als im VF (p= 0,0337). Hingegen fanden sich im VF
anteilmaRig signifikant mehr CD8" T-Zellen (p= 0,0062) (siehe Abbildung 8).

Der Anteil IFNy-produzierender Tyl-Helferzellen war im VF mit 69,1% aller T-
Helferzellen tendenziell héher als im SF mit 49,1%. Hinsichtlich der IL-17-
produzierenden Tyl7-Zellen zeigte sich kein Unterschied zwischen VF und SF. Der
Anteil der IL-4 exprimierenden Ty2-Zellen lag gering héher im VF als im SF. Ebenso
fand sich im VF einiger Patienten eine Population an IL-4/IFNy-koproduzierenden T-

Zellen.

Der Anteil regulatorischer T-Zellen (Treg) an allen CD4" Zellen war im SF adipdser
Patienten mit durchschnittlich 2,7% signifikant hoher als im VF, wo kaum T

nachweisbar waren (0,8%) (siehe Abbildung 8).

Die Zusammensetzung des Gedachtniszell-Kompartiments ist in Abbildung 9 fiir CD8"
und CD4" Zellen getrennt dargestellt. Wahrend im hypertrophierten VF hinsichtlich der
T-Gedéachtniszellen effector memory Zellen (Tem) gegeniiber den central memory Zellen
(Tcm) Uberwogen, war ihr Verhaltnis im SF zugunsten der Tcy-Zellen verschoben. Der
Anteil der Tgy an sowohl CD4" als auch CD8" Zellen war im SF signifikant geringer als
im VF (p=0,0279 fiir CD8"; p= 0,0076 fir CD4"), der Anteil der Tcy dafiir signifikant
hoher im SF als im VF (p= 0,0435 fir CD8™; p=0,0101 fuir CD4").

Beim Anteil von CD8" naiven T-Zellen deutete sich ein Unterschied an, wobei im SF
tendenziell etwas mehr CD8" naive und etwas weniger CD8" Effektorzellen zu finden
waren als im VF. Der Anteil von Teura-Zellen sowie CD4" naiven und Effektorzellen

unterschied sich nicht zwischen VF und SF.
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Abbildung 10 zeigt den Anteil von TCRyd-Zellen im hypertrophierten Fettgewebe bei
Patienten mit Adipositas per magna. Der prozentuale Anteil an TCRyd-Zellen war im VF
adipdser Patienten tendenziell héher als im SF, jedoch nicht statistisch signifikant. NKT -

Zellen fanden sich im SF und VF im Durchschnitt mit einem Anteil von knapp unter 10%
der im Fettgewebe ansassigen T-Zellen.
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Abbildung 8: Anteil von CD4" bzw. CD8" Zellen, T-Helferzell-Subgruppen und regulatorischen T-Zellen
(T(eq) iMm Fettgewebe bei Adipositas per magna. Vergleich von Gewebeproben aus dem subkutanen (SF)
und viszeralen Fettgewebe (VF) von Patienten mit Adipositas per magna (Adi). Die intrazellulare
Zytokinfarbung erfolgte nach antigenunspezifischer Stimulation. Abkirzungen: Interferon y (IFNy),
Interleukin (IL). T,eq sind definiert als CD3" CD4* CCR4" CD25"%" CD127'" FoxP3"" - Zellen. Dargestellt
sind die arithmetischen Mittelwerte. Verwendeter statistischer Test: Mann-Whitney-U-Test fir
unabhéngige Stichproben. Signifikanzniveau p<0,05 (* p<0,05 ** p<0,01).
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Abbildung 9. Anteil von Memory-T-Zellen an CD8" Zellen im Fettgewebe bei Adipositas per magna (Adi).
Oben: CD8'-Zellen, Unten: CD4'-Zellen. Vergleich zwischen subkutanem (SF) und viszeralem
Fettgewebe (VF). Abkurzungen: Tegyra (effector memory T-Zellen mit CD45RA-Expression, definiert als
CCRTCD45RA+), Tem (effector memory T-Zellen, definiert als CCR?'CD45RO+), Thaiv (naive T-Zellen,
definiert als CCR7'CD45RA"), Tcw (central memory T-Zellen, definiert als CCR7'CD45RA), Teer
(Effektor-T-Zellen, definiert als CCR7 CD45RA CD45R0"). Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte.
Verwendeter statistischer Test: Mann-Whitney-U-Test fur unabhéngige Stichproben. Signifikanzniveau
p<0,05 (* p<0,05 ** p< 0,01).
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Abbildung 10. Anteil von TCRyd Zellen und natirlichen-Killer-T-Zellen (NKT-Zellen) im Fettgewebe bei
Adipositas per magna. Vergleich von Gewebeproben aus dem subkutanen (SF) und viszeralen
Fettgewebe (VF) von Patienten mit Adipositas per magna (Adi). NKT sind definiert als CD3"CD56"-
Zellen. Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte. Verwendeter statistischer Test: Mann-Whitney-U-
Test flr unabhangige Stichproben. Signifikanzniveau p<0,05 (* p<0,05 ** p< 0,01).
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4.5.1 Expression von Darm-spezifischen homing-Rezeptoren

Das darmspezifische homing-Integrin a4p7 konnte im hypertrophierten Fettgewebe bei
Patienten mit Adipositas per magna insbesondere auf einem GroRteil der CD8" Zellen
nachgewiesen werden. Den héchsten Anteil a4B7-exprimierender Zellen zeigte das VF
mit durchschnittlich 66,2% aller CD8" Zellen, ganz im Gegensatz zum SF, wo der Anteil
signifikant kleiner war (p= 0,0023). Auch bei den CD4" Zellen zeigte sich dieser

Unterschied zwischen subkutanem und viszeralem Fettgewebe (Abbildung 11).

Auch das Integrin aEB7 konnte auf einem Teil der im VF vorhandenen T-Zellen
nachgewiesen werden, allerdings war dies auf einem deutlich geringeren Anteil der
Zellen prasent und fast ausschlieRlich auf CD8" Zellen. Zudem zeigte sich bei mehr

CD8" aEB7" Zellen im VF eine Koexpression von aE als im SF adipser Patienten.
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Abbildung 11. Anteil von Integrin-exprimierenden Zellen an CD8" und CD4" Zellen im Fettgewebe bei
Patienten mit Adipositas per magna (Adi). Oben: CD8"-Zellen. Unten: CD4'-Zellen. Vergleich von
subkutanem (SF) und viszeralem Fettgewebe (VF). Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte
Verwendeter statistischer Test: Mann-Whitney-U-Test fur unabhéngige Stichproben. Signifikanzniveau
p<0,05 (* p<0,05 ** p< 0,01).
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4.6 T-Zell-Subpopulationen in Mukosa und mesenterialem Fettgewebe bei CED

Um Unterschiede hinsichtlich der Krankheitsentitaten MC und CU einerseits und
hinsichtlich verschiedener Entzindungslokalisationen bei MC andererseits zu
untersuchen, erfolgte die Gruppeneinteilung in Patienten mit Morbus Crohn und akuter
Entziindung des lleums (iMC), Morbus Crohn mit akuter Entziindung des Colons (cMC)
und Colitis ulcerosa (CU). Dabei erfolgte zusatzlich der Vergleich von darmnahem

Fettgewebe mit dazugehdriger Mukosa.

Um einen Vergleich fir die relativen Daten der durchflusszytometrischen Analyse von
isolierten T-Zellen zu erhalten wurden CD4" und CD8" T-Zellen immunhistologisch
quantifiziert und ebenfalls als relative Anteile an CD3" Zellen dargestellt (Abbildung
12). Immunhistologie und Durchflusszytometrie ergaben eine vergleichbare Verteilung
von CD4" und CD8" T-Zellen in Mukosa und mesenterialem Fettgewebe in den

verschiedenen CED-Gruppen.

Die Daten der durchflusszytometrischen Analyse von CD8" und CD4" Zellen sowie das
Expressionsmuster von CD4" Ty-Zellen einschlieBlich Tregs Sind in Abbildung 13
vergleichend fir Mukosa und mesenteriales/mesocolisches Fettgewebe der CED-
Gruppen dargestellt. Zwischen den verschiedenen darmnahen Fettgeweben bei
Patienten mit CED zeigte sich ein Trend hinsichtlich eines hoheren Anteils von CD4"-
Zellen und geringeren Anteils von CD8'-Zellen bei Patienten mit MC gegeniiber
Patienten mit CU, insbesondere im Colon-nahen Fettgewebe (p= 0,025 fiir CD8", p=
0,022 fir CD4"). Zwischen Mukosa und angrenzendem Fettgewebe ergab sich in allen
Patientengruppen kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der relativen CD4/CD8-

Infiltration.
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Abbildung 12. Anteil von CD8" und CD4" T-Zellen im mesenterialen Fettgewebe von Patienten mit
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen ermittelt durch Immunhistologie und Durchflusszytometrie.
A) Obere Reihe (Fett): Absolute Infiltration von CD4" und CD8" T-Zellen in immunhistologischer Dreifach-
Farbung fur CD3 (braun), CD 4 (rot) und CD8 (blau) in 100-facher VergréfRerung. Untere Reihe (Muk):
Immunfluoreszenz-Visualisierung von mukosalen T-Zellen fur CD3 (rot), CD4 (blau) und CD8 (griin) in
100-facher VergréRerung. B) Anteil von CD4" und CD8" T-Zellen an allen CD3" T-Zellen, ermittelt durch
Immunhistologie. C) Anteil von CD4" und CD8" T-Zellen an allen CD3" T-Zellen, ermittelt durch
Durchflusszytometrie. Dargestellt sind arithmetische Mittelwerte. Abkirzungen: Morbus Crohn des lleums
(iMC), Morbus Crohn des Colons (cMC), Colitis ulcerosa (CU).
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Mit durchschnittlich 59,6% war der Anteil IFNy-produzierender Helferzellen am hochsten
im mesocolischen Fettgewebe bei Patienten mit CU. In den einzelnen CED-
Patientengruppen zeigte sich ein jeweils signifikant héherer Anteil IFNy-positiver Zellen
im darmnahen Fettgewebe im Vergleich zur angrenzenden Mukosa. Dabei lagen die
Anteile IFNy—produzierender Ty-Zellen in Fettgewebe und Mukosa jedoch in der ilealen
Lokalisation naher beieinander als im Colon, wobei sich bei CU ein groRerer

Unterschied fand.

Der grof3te Anteil IL-17-produzierender T-Zellen fand sich im Vergleich aller
untersuchten Gewebe von CED-Patienten in der Mukosa von Patienten mit iMC. Der
Anteil der IL-17" Zellen war im Durchschnitt 10% hoher als im angrenzenden
Fettgewebe (16,8% vs. 6,7%). In der entzindeten Mukosa bei iIMC-Patienten zeigte
sich zudem eine Population IFNy- und IL-17-koproduzierender Zellen, die
durchschnittlich 5,2% der Helferzellen ausmachte. Im mesocolischen Fettgewebe bei
cMC/CU lag der Anteil der IL-17-produzierenden Zellen im Mittel unter 10%.

Bei den CED-Patientengruppen konnte der allgemeine Trend beobachtet werden, dass
sich IL-4- und IFNy-/IL-4-koproduzierende Helferzellen in geringem Umfang im

mesenterialen Fettgewebe fanden und kaum in der Mukosa.

In der entziindeten Mukosa von iMC-Patienten fand sich eine deutliche Te4-Population,
die durchschnittlich 3,33% der CD4" Zellen ausmachte, ihr Anteil im dazugehérigen CF
war signifikant kleiner (p= 0,01). Im Vergleich zu den anderen getesteten darmnahen
Fettgeweben bei CED war der Anteil der Tegs Im CF des lleums jedoch signifikant hoher
(p= 0,0209 fur cMC, p= 0,0279 fur CU). Der Unterschied zwischen darmnahen

Fettgewebe und Mukosa war am starksten ausgepragt bei Patienten mit CU.

Die T-Gedachtnispopulationen sind in Abbildung 14 dargestellt. Im mesenterialen
Fettgewebe von Patienten mit iMC konnten im Vergleich zu den anderen untersuchten
Fettgeweben sowohl vermehrt CD8" als auch CD4" Tcu-Zellen gefunden werden. Im
Colon-nahen Fettgewebe bei Patienten mit cMC und CU war die relative Haufigkeit von
Tcem-Zellen deutlich geringer, hingegen waren hier tendenziell mehr Effektorzellen und
effector memory Zellen zu finden. Im Vergleich zwischen Mukosa und mesenterialem
Fettgewebe von Patienten mit iMC zeigte sich insbesondere eine inverse Infiltration mit

Tem und Tem Zellen, wobei im Fettgewebe vor allem die CD8" T¢y Zellen iiberwogen.
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CD8" Temra-Zellen waren in allen Gruppen vermehrt im darmnahen Fettgewebe im
Vergleich zur Mukosa zu finden (p=0,0185 fur iMC, p= 0,0193 fir CU).

Abbildung 15 zeigt den Anteil von TCRyd-Zellen und NKT-Zellen in Fettgewebe und
Mukosa der CED-Patienten. Mit einem Anteil von 8,2% an allen T-Zellen machten
TCRyd-Zellen in der ilealen Mukosa einen gréReren Anteil aus als im mesenterialen CF
bei IMC (3,8%). Auch bei Patienten mit cMC zeigte sich ein Trend zu mehr TCRy3-
Zellen im darmnahen Fettgewebe. Zwischen den einzelnen Fettgeweben und zwischen
Fettgewebe und Mukosa bei Patienten mit CU zeigten sich keine relevanten
Unterschiede. Hinsichtlich der relativen Haufigkeit von NKT-Zellen ergab sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Krankheitsentitaten und
Gewebelokalisationen. Wahrend sich der Anteil in den Fettgeweben ahnelte, zeigte sich

in der Mukosa eine grof3ere Variation unter den einzelnen Patienten.
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Abbildung 13. Anteil von T-Helferzellen und requlatorischer T-Zellen (T,.4) in mesenterialem Fettgewebe
(F) und Mukosa (M) bei Patienten mit Morbus Crohn des lleums (iMC), des Colons (cMC) und Colitis
ulcerosa _(CU). Abkirzungen: Interferon (IFN), Interleukin (IL). T.g sind definiert als
CCR4CD25""CD127""FoxP3"%"-Zellen. Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte. Verwendeter
statistischer Test: Mann-Whitney-U-Test fir unabhangige Stichproben. Signifikanzniveau p<0,05
(* p<0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001).
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Abbildung 14. Anteil von CD4" bzw. CD8" Subgruppen von T-Gedé&chtniszellen im Vergleich von
mesenterialem Fettgewebe (F) und Mukosa (M) bei Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen. Oben: CD8"-Zellen, Unten: CD4"-Zellen. Vergleich zwischen Gewebe von Patienten
mit Morbus Crohn des lleums (iMC), des Colons (cMC) und Colitis ulcerosa (CU). Abkurzungen: Tgyra
(effector memory T-Zellen mit CD45RA-Expression, definiert als CCR7 CD45RA"), Tey (effector memory
T-Zellen, definiert als CCR7 CD45R0O"), Thav (naive T-Zellen, definiert als CCR7'CD45RA"), Tcw (central
memory T-Zellen, definiert als CCR7'CD45RA"), Teee (Effektor-T-Zellen, definiert als CCR7 CD45RA
CD45R0). Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte. Verwendeter statistischer Test: Mann-
Whitney-U-Test fur unabhangige Stichproben. Signifikanzniveau p<0,05 (* p<0,05, ** p< 0,01, ***
p<0,001).
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Abbildung 15. Anteil von TCRyd—Zellen und natirlichen Killer-T-Zellen (NKT-Zellen) in mesenterialem
Fettgewebe und Mukosa bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen. Vergleich
zwischen Gewebe von Patienten mit Morbus Crohn des lleums (iMC), des Colons (cMC) und Colitis
ulcerosa (CU). NKT sind definiert als CD3"CD56"-Zellen. Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte.
Verwendeter statistischer Test: Mann-Whitney-U-Test fir unabhéangige Stichproben. Signifikanzniveau
p<0,05 (* p<0,05 ** p< 0,01).

4.6.1 Expression von Darm-spezifischen homing-Rezeptoren

Die Expression des Darm-spezifischen homing Integrins a437 sowie des Residenz-
Markers aEB7 auf T-Zellen im darmnahen Fett und in der Mukosa bei CED-Patienten
sind in Abbildung 16 dargestellt.

Im CF bei iMC waren tendenziell mehr a4B7-positive CD8" Zellen lokalisiert als im
Colon-nahen Fett bei cMC und CU. Die aus der Diinndarmmukosa von iMC-Patienten
isolierten Zellen zeigten eine nur geringe Expression von a437(CD8: 3,5%; CD4: 5,5%),
jedoch exprimierte der tiberwiegende Anteil der CD8"-Zellen das Integrin aER7 (73,3%),
bei CD4"-Zellen waren es 22,7%. Ein dhnlicher Trend war auch fur die Mukosa von

cMC-Patienten zu beobachten.

a4ae doppelt-positive Zellen waren nur im Fettgewebe, nicht aber in der Mukosa in allen
drei Patientengruppen zu finden. Dies ergibt, dass in der Mukosa die Zellen entweder
a4 oder og exprimieren, wahrend im Fettgewebe nahezu alle ag-positiven Zellen auch oy

trugen.

Im mesenterialen Fettgewebe bei CED-Patienten war der Anteil von aQg-
koexprimierenden a4B;" Zellen &ahnlich wie im VF bei adipésen Patienten und

unterschied sich nicht signifikant zwischen lleum und Colon oder MC und CU.
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Abbildung 16. Anteil Integrin-exprimierender Zellen an CD8" und CD4'-Zellen in Mukosa (M) und
mesenterialem Fettgewebe (F) bei Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen. Vergleich
zwischen Patienten mit Morbus Crohn des lleums (iMC), des Colons (cCD) und Colitis ulcerosa (CU).
Oben: CD8"-Zellen. Mitte: CD4"-Zellen Unten: Koexpression von Integrin aE durch CD8"a4p7'-Zellen.
Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte. Verwendeter statistischer Test: Mann-Whitney-U-Test fur
unabhéangige Stichproben. Signifikanzniveau p<0,05 (* p<0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001).
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4.6.2 Korrelationsanalyse der T-Zell-Subpopulationen mit klinischen Parametern

Untersucht wurde der Zusammenhang zwischen dem Anteil IFNy", IL-177, IFNyIL-17"-
produzierender T-Zellen und Ty mit dem BMI, der Erkrankungsdauer und dem
Krankheitsaktivitatsindex (CDAI) der Patienten mit Morbus Crohn.

Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen dem BMI und dem Anteil der
verschiedenen T-Helferzell-Subpopulationen. Ebenso konnte keine Korrelation der
Dauer der Erkrankung mit dem Vorkommen spezifischer T-Zellsubpopulationen

festgestellt werden.

Bei der Korrelation mit dem CDAI (iMC, cMC) zeigte sich, dass mit zunehmender
Krankheitsaktivitat der Anteil IL-17-produzierender sowie IL-17-IFNy-koproduzierender
T-Helferzellen im CF bei iMC signifikant abnahm (siehe Abbildung 17).

Im Gegensatz hierzu nahm der Anteil IFNy-produzierender T-Helferzellen im
mesocolischen Fettgewebe bei cMC mit der Krankheitsaktivitat signifikant zu. Zudem
zeigte sich eine Abnahme des Tg-Anteils bei steigendem CDAI bei Patienten mit cMC,

welcher bei Betrachtung des CF bei IMC nicht beobachtet werden konnte.
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Abbildung 17. Korrelation von Crohn’s disease activity index (CDAI) und T-Helferzell/T,.,-Haufigkeit im
creeping fat des lleums und des Colons bei Patienten mit Morbus Crohn. Darstellung der Datenpunkte
als Streudiagramm mit Ausgleichsgerade zur linearen Approximation. Abklrzungen: Interleukin (IL),
Interferon  (IFN), regulatorische T-Zelle (T.g). Verwendete statistische Methode: Spearman-
Rangkorrelation. Signifikanzniveau p<0,05 (* p<0,05, ** p< 0,01).
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4.7 Creeping Fat — Vergleich mit viszeralen Fettgewebe bei Adipositas

Hypertrophiertes viszerales Fettgewebe bei Adipositas per magna und das sogenannte
creeping fat bei Patienten mit Morbus Crohn stellen zwei der wichtigsten Beispiele des
Phanomens der Fettgewebsinflammation, also der zellularen Infiltration des
Fettgewebes, dar. Hier werden diese beiden Kompartimente hinsichtlich der Verteilung
threr jeweiligen T-Zell-Subpopulationen und somit ihres Entzindungsmilieus
miteinander verglichen. Da sich die Fettgewebskompartimente bei Morbus Crohn als
heterogen darstellten, wobei nur das ileale Fettgewebe die klassischen Charakteristika

des creeping fat zeigte, erfolgt der Vergleich zum Fettgewebe des lleums.

Im Vergleich zwischen VF bei adipésen Patienten und CF bei Patienten mit MC ergab
sich kein Unterschied hinsichtlich des Anteils von CD4" und CD8" Zellen (siehe
Abbildung 18). Auffallig waren hingegen Unterschiede hinsichtlich der
Zytokinexpression der aus dem Fett isolierten T-Zellen nach Stimulation mit
PMA/lonomycin. Hierbei produzierten Zellen aus dem VF zu einem signifikant hoheren
Anteil IFNy als CD4" Zellen aus dem CF von Patienten mit MC (p= 0,0038). Ebenfalls
zeigte sich ein signifikant hoherer Anteil IL-4" und IL-4°IFNy" Zellen im VF bei
Adipositas per magna (p= 0,0012 fir IL-4"; p= 0,0014 fir IL-4'IFNy"). Bei der
Expression von IL-17 ergaben sich keine relevanten Unterschiede. Die Infiltration mit
Tregs SChien etwas hoher im ilealen CF zu sein, unterschied sich jedoch nicht signifikant
zwischen VF und CF.

Die T-Gedéachtniszell-Subpopulationen sind in Abbildung 19 dargestellt. Im Vergleich
zwischen VF von Patienten mit Adipositas per magna und mesenterialem Fettgewebe
von Patienten mit MC zeigte sich ein signifikant hoherer Anteil von Effektorzellen unter
den CD8" Zellen.

Interessanterweise zeigte sich ein deutlicher Unterschied im Vergleich zwischen VF und
mesenterialem Fettgewebe von MC-Patienten beziiglich des Anteils von TCRyd-Zellen,
wobei deren Anteil im VF signifikant hoher war (p= 0,0065) (siehe Abbildung 20). Der
Anteil von NKT-Zellen unterschied sich nicht zwischen den beiden Patientengruppen.
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Abbildung 18. Anteil von CD4" bzw. CD8" Zellen, T-Helferzell-Subgruppen und_regulatorischen T-Zellen
(T,eq) im Fettgewebe im Vergleich zwischen viszeralem Fettgewebe adipbser Patienten (Adi VF) und
creeping fat von Patienten mit Morbus Crohn des lleums (iMC CF). Abkurzungen: Interferon y (IFN),
Interleukin (IL). Treg sind definiert als CD3"CD4'CCR4'CD25""CD127"FoxP3"%"-Zellen. Dargestellt
sind die arithmetischen Mittelwerte. Verwendeter statistischer Test: Mann-Whitney-U-Test flr
unabhéngige Stichproben. Signifikanzniveau p<0,05 (* p<0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001).
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Abbildung 19. Anteil von Memory-T-Zellen an CD8" Zellen im viszeralen Fettgewebe von Patienten mit
Adipositas per magna (Adi VF) und im creeping fat von Patienten mit Morbus Crohn des lleums (iMC
CF). Oben: CD8"-Zellen, Unten: CD4"-Zellen. Abkurzungen: Tgyra (effector memory T-Zellen mit
CD45RA-Expression, definiert als CCR7 CD45RA"), Tey (effector memory T-Zellen, definiert als CCR7’
CD45R0"), Tnay (naive T-Zellen, definiert als CCR7'CD45RA"), Tcw (central memory T-Zellen, definiert
als CCR7'CD45RA), Tee (Effektor-T-Zellen, definiert als CCR7 CD45RA CD45RO). Dargestellt sind die
arithmetischen Mittelwerte. Verwendeter statistischer Test: Mann-Whitney-U-Test fir unabhéngige
Stichproben. Signifikanzniveau p<0,05.
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Abbildung 20. Anteil von TCRyd Zellen und natirlichen-Killer-T-Zellen (NKT-Zellen) im viszeralen
Fettgewebe von Patienten mit Adipositas per magna (Adi VF) und im creeping fat von Patienten mit
Morbus Crohn des lleums (iMC CF). NKT sind definiert als CD3'CD56"-Zellen. Dargestellt sind die
arithmetischen Mittelwerte. Verwendeter statistischer Test: Mann-Whitney-U-Test fir unabhangige
Stichproben. Signifikanzniveau p<0,05 (* p<0,05, ** p< 0,01).
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4.7.1 Expression von Darm-spezifischen homing-Rezeptoren

Trotz der groBeren rdumlichen Entfernung des VF zum Darm, war der Anteil a437-
exprimierender CD8" Zellen bei adiptsen Patienten im VF signifikant hther als bei MC-
Patienten im CF (p= 0,0312) (Abbildung 21). Auch bei CD4" Zellen zeigte sich dieser
Unterschied, wenn auch der Anteil der a4B7 Zellen hier insgesamt geringer war (p=
0,0384). Die aEB7-Expression unterschied sich nicht zwischen VF bei Adipositas und
CF bei IMC. Eine Koexpression von a4 und aE zeigte sich im VF haufiger als im CF,
insbesondere bei CD8" Zellen (p= 0,0131). Beim Vergleich mit dem Anteil aER7-
tragender Zellen fiel dabei auf, dass der Wert im VF annahernd gleich war, was
bedeutet, dass anndhernd alle aE exprimierenden Zellen in diesem Gewebe auch a4

exprimierten.

Hingegen war der Anteil der aE koexprimierenden Zellen an allen a4B7°CD8"Zellen in

den beiden Fettgewebskompartimenten vergleichbar.
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Abbildung 21. Anteil von Integrin-exprimierenden Zellen an CD8" und CD4" Zellen im Vergleich
zwischen viszeralem Fettgewebe adipser Patienten (Adi VF) und creeping fat von Patienten mit Morbus
Crohn des lleums (iMC CF). Oben: CD8"-Zellen. Unten: CD4"-Zellen. Dargestellt sind die arithmetischen
Mittelwerte. Verwendeter statistischer Test: Mann-Whitney-U-Test fiir unabhangige Stichproben.
Signifikanzniveau p<0,05 (* p<0,05, ** p< 0,01).
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5 Diskussion
Allgemeines und Limitationen

Die komplexen immunologischen und endokrinen Funktionen des
viszeralen/mesenterialen Fettgewebes und ihre Rolle im Rahmen verschiedenster
Erkrankungen sind in den letzten Jahren Schwerpunkt zahlreicher Studien gewesen. In
Zusammenschau der Erkenntnisse verschiedener Fachrichtungen wurde kirzlich eine
Diskussion angeregt, das Mesenterium aufgrund seiner besonderen anatomischen und
physiologischen Eigenschaften sowie seiner pathophysiologischen Rolle in
verschiedenen Krankheitsprozessen als eigenes Organ zu betrachten (123). Hiermit
wird die Bedeutung des mesenterialen Fettgewebes in Form einer Sonderstellung tber
die Energiespeicherfunktionen von Fettgewebe hinaus unterstrichen. Uber die genauen
Funktionen des mesenterialen Fettgewebes, insbesondere im Zusammenspiel mit

intestinaler Entziindung, ist bisher nur wenig bekannt.

Dies ist nach aktuellem Stand die erste Arbeit, welche die T-Zell-Infiltration in
verschiedenen krankheitsbedingten Auspragungsformen von viszeralem/mesenterialem
Fettgewebe vergleichend analysiert. Limitierend ist in diesem Zusammenhang die
begrenzte Grolle der Studienpopulation zu nennen, sowie die Tatsache, dass die
Bearbeitung der Proben konsekutiv und nicht gesammelt erfolgte. Dies war jedoch notig
um eine mdglichst realitditsnahe Abbildung der gewebsanséssigen T-Zellen zu erhalten
und einen hohen Anteil vitaler Zellen fir die Stimulationsansatze zu gewahrleisten. In
den CED-Gruppen war der Uberwiegende Anteil der Patienten unter
immunsuppressiver Therapie oder medikamentds vorbehandelt. Dies ist eine haufige
Situation in der CED-Forschung, da es aufgrund der verfigbaren Medikamente nur sehr
selten unbehandelte Patienten mit CED gibt und insbesondere Patienten mit
Operationsindikation, wie es Voraussetzung fur diese Studie war, meist unter dem
Einfluss von Immunsuppressiva und Biologika stehen oder gestanden haben. Somit
bildet diese Arbeit in Hinsicht auf die medikamentdse Vorbehandlung der

eingeschlossenen Patienten keine Ausnahme im wissenschaftlichen Vergleich.
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Adipositas — subkutanes und viszerales Fettgewebe

Die Untersuchung des viszeralen und subkutanen Fettgewebes von Patienten mit
Adipositas per magna stellt einerseits einen eigenen Schwerpunkt der Fragestellung
dieser Arbeit dar, zum anderen diente sie als Grundlage als Vergleich mit dem creeping
fat bei Morbus Crohn, da im viszeralen Fettgewebe ein typisches Beispiel von
Fettgewebsinflammation vorbeschrieben ist (6, 124). Die eingewanderten Makrophagen
im hypertrophierten Fettgewebe wurden als vorwiegend pro-inflammatorisch
beschrieben wahrend im Fettgewebe normalgewichtiger Individuen ein von
sogenannten M2-Makrophagen dominiertes Milieu mit eher anti-inflammatorischer
Funktion identifiziert wurde (6).

Bereits histologisch zeigte sich im vorliegenden Patientenkollektiv eine starkere
Immunzellinfiltration des viszeralen im Vergleich zum subkutanen Fettgewebe, auch
bezuglich der T-Zell-Infiltration. Adipozytengrof3e und Fibrosierungsgrad unterschieden
sich nicht voneinander (Abbildung 6). Verboven et al. untersuchten kuirzlich die
Adipozytengro3e im subkutanen und viszeralen Fettgewebe adipdser Manner mit und
ohne Diabetes mellitus Typ 2 im Vergleich mit normalgewichtigen Mannern, wobei auch
hier kein Unterschied in der Adipozytengréf3e im Vergleich der beiden Lokalisationen
festgestellt werden konnte (125).

Die aus Fettgewebsiuberstanden ermittelte spontane Zytokinexpression ergab einzig
eine hohe messbhare IL-6 und IL-8 Expression bei sehr starken Schwankungen
zwischen den Probanden (Abbildung 7). Interessanterweise lag sowohl im VF als auch
im SF nur eine geringe Expression der pro-inflammatorischen Zytokine TNFa und IL1-3
vor, ebenso wie eine geringe Expression des anti-inflammatorischen IL-10. Eine
Erklarung konnte die Messsung der Spontansekretion bei fehlender externer
Stimulation sein. In einer aktuellen Studie von Rakotoarivelo et al. aus Kanada wurden
Zytokine aus dem VF und SF bariatrischer Patienten mit und ohne Diabetes extrahiert
und auch hier zeigte sich eine kaum messbare Menge von sezerniertem TNFa und IL-
1-B (126). Lediglich IL-6 war im VF adipdser Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe
erhoht und im SF signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. Genetische
Untersuchungen ergaben eine grof3e Variabilitat zwischen einzelnen Patienten, womit
diese Studie insgesamt die Komplexitat der Zytokinexpression im adipdsen Fettgewebe
unterstreicht und betont, dass bisher kein bekanntes Zytokin gut mit der Inflammation
im viszeralen Fettgewebe und der Entwicklung von Typ 2 Diabetes korreliert. (126)
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Um einen Einblick in das zellulare Milieu des VF und SF adiptser Patienten zu erhalten,
wurden T-Zell-Subpopulationen im Fettgewebe mittels Durchflusszytometrie ermittelt.
Dabei sollte die in der Histologie gezeigte, absolut héhere Infiltration des VF im
Vergleich zum SF im Hinblick auf die relativen Daten der Durchflusszytometrie bedacht

werden.

Bei der Charakterisierung der T-Zellen im VF im Vergleich mit dem SF fiel eine
entgegengesetzte CD4/CD8-Zell-Verteilung auf, wobei im VF mehr CD8" und weniger
CD4" Zellen unter der T-Zellpopulation zu finden waren als im SF. Hinsichtlich der
Zytokinproduktion nach Stimulation zeigte sich ein Trend zu mehr IFNy-Expression und
mehr IL-4-Expression im VF, wobei dies vermutlich ein Gleichgewicht zwischen Tyl-
und Ty2-Antwort darstellt (Abbildung 8).

Auffallig war der Unterschied im Anteil von Tys in diesen beiden Lokalisationen mit
einem signifikant hoheren Anteil im SF im Vergleich zum VF. Diese Erkenntnisse
unterstitzen Daten aus vorherigen Studien, in denen sowohl im Mausmodell als auch in
humanem viszeralen Fettgewebe eine Verringerung des Anteils regulatorischer T-
Zellen bei steigendem Gewicht identifiziert wurde (5, 89).

Bei Betrachtung des Gedachtnis-Status fiel insbesondere eine Verlagerung des
effector- und central memory — Verhéltnisses auf, wobei dieses im VF zugunsten der
Tem und im SF zugunsten der Tcwm Zellen verschoben war. Dies zeigte sich sowohl in
der CD4" als auch in der CD8"-Population (Abbildung 9). Obwohl beziglich des
Memory-Status fettgewebsansassiger T-Zellen bisher keine Vordaten existieren,
passen diese Daten zur bereits zahlreich validierten Hypothese einer aktiven
Beteiligung der T-Zellen an pro-inflammatorischen Prozessen im viszeralen
Fettgewebe, da effector memory T-Zellen im Gegensatz zu central memory T-Zellen in

entziindeten Geweben Effektorfunktionen austiben kénnen (83).

McLaughlin et al. untersuchten 2014 einzelne T-Zell-Subpopulationen im viszeralen und
subkutanen Fettgewebe bariatrischer Patienten (91). Hierbei wurden ausdriicklich
Patienten ohne manifesten Diabetes Typ Il ausgewahlt, wobei jedoch ein Grol3teil der
Patienten eine Insulinresistenz aufwies. Der Durchschnitts-BMI lag mit 45,3 + 3,4 kg/m?
leicht unter dem in der vorliegenden Arbeit (49,0 + 8.3 kg/m?), die GruppengréfRe war
mit einer Anzahl von n= 10 vergleichbar. In dieser Studie konnte ein signifikant h6herer
Anteil an CD4"-Zellen an allen T-Zellen im SF gegeniiber dem VF, bei liberwiegender
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Tul-Antwort im VF (definiert als IFNy") festgestellt werden, was die Ergebnisse dieser
Arbeit bestatigen. Zusatzlich fiel in der beschriebenen Studie ein hoherer Anteil an
Tul7-Zellen (definiert als IL-17"), sowie mehr IFNy—exprimierende CD8"-Zellen im VF
auf. Allerdings fand sich in dieser Stichprobe kein signifikanter Unterschied hinsichtlich
des Treg-Anteils an den CD4"-Zellen (definiert als FoxP3™), tatsachlich tiberwog dabei

die Trg-Population im VF tendenziell die der im SF (91).

Dies steht im Gegensatz zur Beobachtung der vorliegenden Arbeit, in welcher ein
signifikant hoherer Anteil von CCR4" CD25"" CD127"" FoxP3""- T-Zellen an CD4'-
Zellen im SF adiposer Patienten zu finden war. Grinde dafur konnten die
unterschiedlich gewahlten Definitionen dieser Subgruppe sein, ebenso wie die
Abweichung in der Zusammensetzung der Stichprobe, die in der vorliegenden Arbeit
aus Individuen mit einem etwas hoheren BMI und insbesondere einem hohen Anteil von
Patienten mit manifestem Typ Il Diabetes bestand. Die Identifikation von Patienten mit
einem MHO-Status, d.h. ohne relevante metabolische Komplikationen trotz Adipositas
(17), zeigt, dass die Adipositas ein sehr heterogenes Krankheitsbild ist, wobei bisher
noch nicht vollstdndig verstanden ist, welche Mechanismen zu den verschiedenen
Auspragungsformen fiihren. Das Patientenkollektiv in der vorliegenden Arbeit bestand
zum groRten Teil aus Patienten mit metabolischen Begleiterkrankungen (siehe Tabelle
6). Dies liegt insbesondere an der Entnahmeform des Gewebes im Rahmen eines
bariatrischen Eingriffs, da schwere metabolische Komorbiditaten eine wesentliche
Indikation fur die operativen Eingriffe darstellten. Es bleibt anzumerken, dass beim
Vergleich von Studien an viszeralem Fettgewebe von Patienten mit Adipositas die
Zusammenstellung von Patientenkollektiven kritisch zu hinterfragen ist, da vermutlich
eine heterogene individuelle Stoffwechsellage und damit auch Entziindungslage im
viszeralen und subkutanen Fettgewebe besteht.

In dieser Arbeit wurde erstmalig auch die Expression von darmspezifischen homing-
Integrinen auf T-Zellen im viszeralen und subkutanen Fettgewebe bei Adipositas
untersucht. Ein Grund fur die Fragestellung ist die noch immer anhaltende Diskussion,
ob es spezifische homing-Rezeptoren fir das Fettgewebe gibt und ob sich diese
hinsichtlich verschiedener Fettgewebs-Lokalisationen unterscheiden.
Interessanterweise zeigte sich in der vorliegenden Studienpopulation eine signifikant
hohere Expression des darmspezifischen homing-Integrins a4p7 im viszeralen

Fettgewebe (Abbildung 10). Nach bisheriger Kenntnislage konnte Ubergewicht neben
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metabolischer Dysregulation auch mit einer Integritatsstorung der intestinalen Barriere
assoziiert sein. Dies suggerieren beispielsweise Studien an adipésen Mausen, die eine
intestinale Entziindung aufwiesen (33). Auch eine Studie mit Gbergewichtigen Patienten
mit nicht-alkoholischer Steatohepatitis (NASH) zeigt, dass diese im Vergleich zu
normalgewichtigen Patienten erhdhte Plasmaspiegel des bakteriellen Antigens LPS im
Blut aufweisen, was auf eine vermehrte Durchlassigkeit des Darmepithels hindeutet
(32). Einen weiteren Hinweis auf eine Assoziation zwischen viszeralem Fettgewebe und
Barrieredefekt lieferten 2011 Gummessen et al., welche zeigten, dass gesunde Frauen
mit hoherer intestinaler Permeabilitat eine Vermehrung des viszeralen Fettgewebes
aufwiesen (127). Ob hierbei das viszerale Fettgewebe den Barrieredefekt oder anders
herum der Barrieredefekt die Akkumulation von viszeralem Fettgewebe beglnstigte,
wurde allerdings nicht geklart. Es zeigte sich eine grof3ere Assoziation von Huftumfang
und viszeraler Fettgewebsmenge mit Barrierestorungen im Colon als im lleum (127).
Interessanterweise haben Studien zur Verteilung von a4p37-Zellen gezeigt, dass diese

schon bei gesunden Personen haufiger im Colon als im lleum lokalisiert sind (128).

Zusammenfassend wurden, wie in Vorarbeiten schon teilweise beschrieben, auch in
dieser Arbeit signifikante Unterschiede in der Zusammensetzung der T-Zell-
Populationen zwischen VF und SF von Patienten mit Adipositas per magna festgestellt,
so in der CD4/CD8-Verteilung, dem Anteil regulatorischer T-Zellen und in der
Zusammensetzung des Gedachtnis-T-Zell-Kompartiments.  Insbesondere das
Uberwiegen der Trgs im subkutanen Fettgewebe bei Patienten in dieser Studie
unterstreicht  die  unterschiedlichen Milieus die in den verschiedenen
Fettgewebskompartimenten herrschen. Eine neue Erkenntnis in dieser Arbeit ist das im
VF deutlich vermehrte Vorkommen a4p7-positiver T-Zellen, welche aus dem pro-
inflammatorischen Milieu dieses Gewebes heraus die Fahigkeit zum darmspezifischen
homing haben und eine potentielle  Verbindung zwischen  viszeraler
Fettgewebsinflammation und intestinaler Barrierestorung aufweisen. Madgliche
Bedeutungen fir pathogene Mechanismen bei adiposen Patienten mit chronisch

entzindlicher Darmerkrankung werden an spaterer Stelle diskutiert.
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Morbus Crohn - Mukosa und Fettgewebe

Die T-Zell-Infiltration in entzindeter Darmmukosa bei Patienten mit CED wurde bereits
in zahlreichen Studien untersucht. Dabei wurden initial T41-Zellen als zentrale Akteure
in der chronischen Entziindung identifiziert (77). Allerdings zeigten sich bald Ty17 sowie
auch IFNy und IL-17-koproduzierende T-Helferzellen als Zellgruppen, welche spezifisch
in entziindeten Mukosaabschnitten akkumulieren (79). Die Auswirkungen der von ihnen
produzierten Zytokine, unter anderem IL-17, werden kontrovers diskutiert. Obwohl IL-17
die Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine fordert (129), fuhrte die Blockade von
IL-17 in verschiedenen Studien zu einer Verschlechterung der Colitis im Mausmodell
(130), sowie auch zu einem ausbleibenden Effekt in klinischen Studien bei Patienten
mit Morbus Crohn (131). IL-23 stellt einen wichtigen Faktor flr die Expression von IL-17
und die Entwicklung von IL-17/IFNy-koproduzierenden T-Zellen dar (129). Des Weiteren
konnte eine hohe IL-23-Konzentration im terminalen lleum nachgewiesen werden (132).
Auch aufgrund dieser Beobachtung bei gleichzeitiger bevorzugter Krankheitslokalisation
des Morbus Crohn im terminalen Illeum werden die IL-23-assoziierten Zytokin- und
Tul7-Veranderungen als krankheitssteuernde Mechanismen angesehen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das bereits vorbeschriebene Vorkommen von Tyl17-
Zellen und IL-17/IFNy-koproduzierenden T-Zellen im entziindeten Illeum bestétigt.
Sowohl in der Colonmukosa von Crohn-Patienten als auch CU-Patienten war diese
Zellgruppe weniger stark ausgepragt. Dafur zeigte sich auch ein héherer Tg-Anteil in
der ilealen Mukosa. Auch dies passt zu Vordaten, welche einen erhdhten Anteil von Tieq
in entzlndlich veranderter Mukosa bei Morbus Crohn feststellten (93). Zur Frage
weshalb diese Zellen ihre regulatorische Funktion bei diesen Patienten nicht
ausreichend ausiben kodnnen, stehen verschiedene Erklarungskonzepte im Raum,

beispielsweise ein Defekt des IL-10-Rezeptors (96).

Die vergleichende Untersuchung von mesenterialem und mesocolischem Fettgewebe in
dieser Arbeit stellt eine Neuerung dar, dementsprechend existieren bisher keine Daten
zum Vergleich. Wahrend die CD4 und CD8 Verteilung noch vergleichbar zwischen
Mukosa und Fettgewebe war, zeigten sich aufféllige Unterschiede insbesondere in

Hinblick auf T-Helferzellen und Gedachtnis-T-Zellen.

Insbesondere bei Patienten mit ilealer Erkrankungslokalisation zeigten sich signifikante
Unterschiede der T-Zellpopulationen zwischen mesenterialem Fettgewebe und Mukosa.

88



Dabei wurde eine Dominanz von Ty, Tul7-Zellen, IL-17/IFNy-koproduzierenden T-
Zellen und TCRys-Zellen in der Mukosa, jedoch mehr Tyl-Zellen, Tcu-Zellen, Temra-
Zellen im mesenterialen Fettgewebe festgestellt (Abbildungen 13-15). Insgesamt lasst
sich feststellen, dass die charakteristischen T-Zellpopulationen im mesenterialen

Fettgewebe nicht in dhnlichem Mal3e vorhanden waren.

Diese Erkenntnisse liefern einen Hinweis darauf, dass, d&hnlich wie im
Makrophagenkompartiment, Fettgewebe und Mukosa unterschiedliche T-
Zellkompartimente enthalt. Selbstverstandlich lasst sich noch keine Aussage uber
Ursprung und Migrationsweise der T-Zellen treffen. Allerdings bestarken die Ergebnisse
die Hypothese, dass die fettgewebsansassigen T-Zellen eine eigenstandige Funktion im

Rahmen der intestinalen Entziindung austiben.

Bei Patienten mit Morbus Crohn kann ein Befall des gesamten Gastronitestinaltraktes
auftreten, wobei eine Beteiligung des lleums und/ oder des Colons am haufigsten ist
(133, 134). Mittlerweile verstarken sich die Hinweise auf eine interne Subgruppierung
von Morbus Crohn des lleums und des Colons als distinkte Erkrankungen: klinische
Unterschiede, beispielsweise ein besseres Ansprechen von Patienten mit Morbus
Crohn des Colons auf anti-TNFa-Therapie (135), sowie Veranderungen des
Mikrobioms, welche charakteristisch fur ilealen Morbus Crohn zu sein scheinen (136).
Am deutlichsten zeigen sich Unterschiede bei Betrachtung von genetischen
Assoziationen. So zeigen Patienten mit ilealem Morbus Crohn vorrangig eine
Assoziation zu Genen der NODZ2-Familie (137), wéhrend ein Befall des Colons
vorwiegend mit Genen der HLA-DRB1-Gruppe assoziiert ist (138). Bei der Betrachtung
von Genen, die mit Morbus Crohn beziehungsweise Colitis ulcerosa assoziiert sind,
stellte sich heraus, dass sich diese Patienten genetisch intermediar zwischen Patienten
mit ilealem Morbus Crohn und Colitis ulcerosa befinden (139). Diese Daten unterstitzt
eine weitere aktuelle Studie, die zeigt, dass das Mikrobiom bei Patienten mit Morbus
Crohn des Colons eher dem von Patienten mit Colitis ulcerosa ahnelt als Patienten mit
ilealem Morbus Crohn (140).

Hinsichtlich des creeping fat stellt sich die Frage: In welchem Zusammenhang kann
man von creeping fat sprechen? In der bisherigen Literatur berticksichtigt der Begriff
keinen spezifischen Abschnitt des Darms. Die originale Beschreibung der Erkrankung
wie auch des Phdnomens des creeping fat durch Burrill B. Crohn bezieht sich nur auf

die ileale Erkrankung (lleitis terminalis) (44). Frihere Studien zur Morphologie des
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creeping fat bestatigen nur eine typischere, leichter identifizierbare Auspragung des
creeping fat im Dinndarm im Vergleich zum Dickdarm (60). Zur weiteren
Differenzierung des creeping fat zwischen mesenterialem Fettgewebe des lleums und

des Colons liegen zum Zeitpunkt dieser Arbeit noch keine Daten vor.

Bei der makroskopischen Betrachtung des mesenterialen Fettgewebes an Resektaten
des lleums und des Colons in der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass nur das ileale
creeping fat die zirkumferenzielle Ummantelung des Darms bei allen Patienten aufwies
(Abbildung 5). Aufgrund dieser Varianten ist in dieser Arbeit neben der Auswertung als
creeping fat der Gesamtheit der Patienten mit Morbus Crohn auch eine
Untergruppierung vorgenommen worden, die die morphologischen Varianten zwischen

creeping fat des lleums und des Colons berucksichtigt.

Bei der histologischen Untersuchung fielen bereits bei der AdipozytengrofRe
Unterschiede zwischen den verschiedenen viszeralen Kompartimenten auf (Abbildung
6). Im Gegensatz zu den hypertrophierten Adipozyten im VF adipdser Patienten zeigten
die Adipozyten bei Morbus Crohn des Colons und Colitis ulcerosa einen geringeren
Durchmesser von circa 100um. Fur das creeping fat ist eine Hyperplasie von
Adipozyten mit einem verkleinerten Durchmesser vorbeschrieben (9). Diese bei der
typischen Fettgewebshyperplasie des creeping fat bekannte Verkleinerung des
Adipozytendurchmessers zeigten in diesem Patientenkollektiv nur die Zellen im ilealen
creeping fat. Ebenfalls war im mesenterialen Kompartiment bei iMC eine starkere
Infiltration des Gewebes mit CD3" Zellen, sowie ein erhohter Anteil der fibrosierten
Areale im Vergleich zu den cMC- und CU-Gruppen zu beobachten. Dabei zeigte sich,
dass die beiden colonnahen Fettgewebskompartimente sich in der histologischen
Struktur ahnlicher waren als die Gruppen mit Morbus Crohn des lleums und des
Colons. Hinsichtlich des Grades der Entzindung anhand des Immunzell-Infiltrations-
Scores lag das Gewebe der cMC-Gruppe intermediar zwischen der iMC-Gruppe mit
einer hohen und der CU-Gruppe mit einer geringen Immunzellinfiltration. Nach
bisherigem Kenntnisstand ist dies die erste Studie, in der histologische Charakteristika

in mesocolischem Fettgewebe untersucht wurden.

Bei der Analyse des Zytokinmilieus in den verschiedenen Fettgewebskompartimenten
zeigte sich eine hohe Expression von IL-6 und IL-8 in allen Gruppen (Abbildung 7). Die
Menge an IL-1B sowie TNFa war interessanterweise in den Uberstanden aus ilealem
Fettgewebe gering, wobei im mesocolischen Fettgewebe bei Morbus Crohn eine
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hohere Expression vorlag. Die Menge an IL-10 war tendentiell auch hoéher im
colonnahen Fettgewebe als im ilealen creeping fat. Insgesamt fiel eine hohe Variabilitat
der Zytokinexpression auf. Fur weiterfihrende Studien konnte die Einbeziehung
anderer Zytokine und auch Adipokine (Leptin/Adiponektin) interessant sein, wobei auch

eine groRRere Studienpopulation zur Bestatigung der Ergebnisse nétig ist.

In dieser Arbeit lag der Fokus auf der Identifizierung relevanter T-Zellpopulationen und
ihrer Zytokinproduktion, welche den Fettgewebsiberstdnden und nicht einzelnen Zellen
zuzuordnen ist. Daher erfolgte die Isolation, antikorpervermittelte Farbung und
durchflusszytometrische Analyse von mononuklearen Zellen im Fettgewebe. Dabei
fielen distinkte Unterschiede zwischen der Zusammensetzung des T-Zell-
Kompartiments zwischen MC und CU einerseits, sowie creeping fat des lleums und des
Colons andererseits auf, wobei der quantitative Unterschied in der histologischen T-

Zell-Infiltration weiterhin bertcksichtigt werden sollte.

Das ileale creeping fat zeichnete sich durch ein ausgeglichenes CD4/CD8-Verhaltnis
aus, wobei die CD4" Zellen insbesondere aus Tyl-Zellen bestanden, jedoch auch Treg
vorhanden waren (Abbildung 13). Im Vergleich zum colonnahen creeping fat fand sich
im ilealen creeping fat ein hoherer Anteil von T4 bei ansonsten &hnlicher Ty-Zell-
Differenzierung. Zudem waren im Colon-nahen CF eher mehr Effektorzellen ansassig,
wahrend im ilealen creeping fat ein hoherer Tcu-Anteil vorherrschte. Diese
Unterschiede waren im mesocolische Fettgewebe bei CU-Patienten teilweise noch
starker ausgepragt, wobei das mesocolische creeping fat von MC-Patienten hinsichtlich
der T-Zellsubgruppen wieder zwischen ilealem creeping fat und mesocolischem
Fettgewebe bei CU lag (Abbildung 14).

Im Vergleich zwischen der Mukosa und dem angrenzenden creeping fat fiel bereits auf,
dass eine Reihe von Zellen, die typischerweise in entziindeten Mukosaabschnitten bei
Morbus Crohn zu finden sind, nicht oder nur in geringer Form im angrenzenden
Fettgewebe zu finden waren. Dazu gehorten Tyl7-Zellen, sowie IFNy-IL-17-
koproduzierende Helferzellen, die bereits als spezifisch flr entzlindete Lasionen bei
Morbus Crohn beschrieben sind (79) und auch in den hier getesteten Gewebeproben
signifikant h&ufiger in der Mukosa als im Fettgewebe auftraten. Auch die
Zusammensetzung der Gedachtnis-T-Zellen variierte stark zwischen Fettgewebe und
Mukosa. Diese Ansammlung von distinkten T-Zell-Kompartimenten in den beiden

Geweben lasst es unwahrscheinlich erscheinen, dass eine der T-Zellpopulationen aus
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der anderen hervorgegangen ist, indem beispielsweise die Immunzellen aus dem Darm
in das angrenzende mesenteriale Fettgewebe migrieren. Vielmehr Iasst sie vermuten,
dass diese T-Zellen auf bestimmte chemotaktische Reize hin aus dem Blut in dieses
Gewebe eingewandert sind und allenfalls ein geringer Anteil von Zellen aus der Mukosa

in das nahegelegene Fettgewebe Ubergetreten ist.

Eine Hypothese zu Entstehung und Funktion von creeping fat ist, dass es im Rahmen
des Barrieredefekts in Lasionen bei MC zu einer bakteriellen Translokation in das
mesenteriale Fettgewebe kommt (57). Hier kénnte es wiederum zu einer Aktivierung
von Adipozyten kommen, die mit der Ausschittung von Adipokinen reagieren. Eine
Infiltration mit Immunzellen wére die Folge, wobei bisher nicht klar ist, ob zun&chst
Makrophagen oder T-Zellen das Fettgewebe infiltrieren. Die Daten dieser Studie
konnten die Hypothese stutzen, dass das creeping fat eine Art mechanische und
immunologische Barriere bildet, die eine systemische Ausbreitung dieser Bakterien
verhindert. Hierzu sind sowohl pro-inflammatorische Anteile zur aktiven Bekampfung
der Erreger vorhanden, als auch regulatorische Zellen, die mdglicherweise die nahe

gelegene intestinale Entziindung anti-inflammatorisch beeinflussen kénnten.

Im creeping fat zeigte sich das darmassoziierte homing-Integrin o437 auf einem
GroRteil der T-Zellen, auch hier vorwiegend auf CD8"-Zellen (Abbildung 16). Hingegen
dominierte der Residenz-Marker aER7 auf T-Zellen in der angrenzenden Mukosa. Man
kann hier von einem Wechsel dieses Integrins bei Eintritt in den Darm von o437 zu
aER7 ausgehen, der einen Verbleib dieser Zellen im Darm zur Folge hat (111). Die
Expression von o437 auf T-Zellen im creeping fat zeigt, dass diese Zellen zur
Einwanderung in den Darm in der Lage sind. Da das inflammatorische Milieu in diesem
Gewebe eher ausgeglichen ist und T-Zellen mit pro-, als auch anti-inflammatorischem
Phanotyp zu finden sind, ist es schwierig eine Hypothese lber den Einfluss dieser
Zellen auf die intestinale Entziindung bei Morbus Crohn aufzustellen. Es lasst sich die
Vermutung bestarken, dass das creeping fat im Austausch mit dem angrenzenden
intestinalen Gewebe steht und sowohl Vorgange im Fett, wie auch Auswirkungen vom
Fett auf den Darm eine aktive Beteiligung im Rahmen des Morbus Crohn haben

konnten.

Die zwischen den Lokalisationen Illeum und Colon gefundenen Unterschiede
hinsichtlich der Morphologie und zellularen Zusammensetzung des creeping fat stehen
in einer Reihe von lokalisationsbezogenen Abweichungen des Immunzellvorkommens
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im Gastrointestinaltrakt. Bereits im Gastrointestinaltrakt gesunder Probanden konnten
lokalisationsabhéngige Unterschiede der Integrinexpression sowohl fur Integrin a4p37
als auch fur aEB7 gezeigt werden. Dabei scheint physiologischerweise der Anteil der
Integrin-aER7-exprimierenden Zellen in der Mukosa im Verlauf vom lleum zum Colon
descendens abzunehmen, wobei der Anteil der Integrin a4p7-exprimierenden Zellen
zunimmt (128, 141).

Letztendlich blieb die Frage, ob und inwiefern sich Unterschiede im
Entzindungsverhalten des des ilealen und colonischen Fettgewebes in der
systemischen Krankheitsauspragung wiederspiegeln. Hierzu wurde in dieser Arbeit der
Zusammenhang zwischen der Krankhheitsaktivitat von Morbus Crohn-Patienten und im
Fettgewebe vorkommender, fir die Entzindungsreaktion bei Morbus Crohn typischer
Tu-Zellen und Ty untersucht. Ziel war es, mehr Uber den Zusammenhang des
Vorkommens bestimmter Zellpopulationen mit der Krankheitsaktivitat im Rahmen der
intestinalen Entzindung bei Morbus Crohn zu erfahren. Dazu wurden die bei Morbus
Crohn in der mukosalen Entziindung typischerweise vorkommenden Tyl-, Tyl7- und
IFNY*IL-17" T-Zellen sowie Trgs zwischen creeping fat des lleums und des Colons
miteinander verglichen. Zu bedenken ist hierbei, dass es sich um relative Werte
handelt, wahrend in der histologischen Untersuchung auch ein grof3er quantitativer
Unterschied in der T-Zell-Infiltration dieser Gruppen identifiziert wurde. Zudem handelt
es sich um statistisch signifikante Korrelationen, was jedoch nicht ausschliel3t, dass ein
dritter Faktor, wie zum Beispiel die Therapie von Patienten mit hoher/ geringer

Krankheitsaktivitat, beide untersuchten Parameter in eine Richtung verandert.

Systemisch schwer kranke Patienten zeigen eine andere Zusammensetzung des T-
Helferzell-Kompartiments als klinisch in Remission befindliche Patienten (Abbildung
17). Uberraschenderweise zeigte sich kein positiver Zusammenhang zwischen dem
Tul7-Anteil und der Krankheitsaktivitat sowohl bei Morbus Crohn des lleums als auch
des Colons. Im ilealen creeping fat war sogar eine signifikante negative Korrelation
festzustellen. In einer Studie von Schmechler et al. wurde bereits der Zusammenhang
zwischen sytemischer Zytokinexpression und der Krankheitsaktivitat untersucht, wobei
sich im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit ein klarer positiver Zusammenhang
zwischen der Menge von IL-22, einem Ty17- Zytokin, und dem CDAI bei Morbus Crohn-
Patienten zeigte (142).
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Im colonnahen Fettgewebe korrelierte der Anteil der Tyl-Zellen positiv mit dem CDAI,
sodass Patienten mit hoherer Krankheitsaktivitat auch einen hoheren Anteil pro-
inflammatorischer Ty-Zellen im Fettgewebe aufwiesen. Im creeping fat des lleums
zeigte sich hingegen eher eine Tendenz zur negativen Korrelation. Insgesamt war im
mesocolischen creeping fat von Patienten mit cMC bei héherer Krankheitsaktivitat der
Anteil pro-inflammatorischer Ty1-Zellen erhoht, wahrend der Anteil der Tregs abnahm. Im
creeping fat des lleums war interessanterweise bei hoherer Krankheitsaktivitat der
Anteil von Tyl7-Zellen und doppelt-positiven Ty-Zellen vermindert und der Anteil der

Tregs blieb konstant.

Das creeping fat des Colons war somit bei Patienten mit hoherer Krankheitsaktivitat
auch von einer eher pro-inflammatorischen Ty-Population infiltriert, wahrend der Anteil
der Trgs abnahm. Dies konnte darauf hindeuten, dass sich im colonnahen Fettgewebe
eher die intestinalen Entzindungsvorgange wiederspiegeln. Im CF des lleums
hingegen waren auch bei hoher Krankheitsaktivitat regulatorische T-Zellen vorhanden
und das Ty-Kompartiment zeigte nur wenige Morbus Crohn-typische Ty17 und IFNy'IL-
17" Zellen, sowie eine fehlende Zunahme des Ty1-Anteils. Dies deutet darauf hin, dass
die Infiltration mit T-Zellen im CF des Ileums insbesondere bei hoher Krankheitsaktivitat
von der flr Morbus Crohn typischen Ty-Zell-Zusammensetzung der Mukosa abweicht,

eventuell sogar einen gegenregulatorisches Milieu aufweist.

Diese Arbeit deutet erstmals Unterschiede des histologischen Aufbaus, der zellularen
Zusammensetzung sowie der Assoziation zur Krankheitsaktivitdt zwischen creeping fat
des lleums und des Colons an. Ursachen hierfur kdnnten insbesondere Unterschiede in
der Pathogenese von Morbus Crohn des Illeums und des Colons stehen, die zum Teil
auf genetischen Unterschieden bei diesen Patienten beruhen. Der Rezeptor NOD2 ist
insbesondere bei Patienten mit ilealer Beteiligung in seiner Funktion eingeschrankt
(139), was mit einer intestinalen Barrierestbérung assoziiert ist (143). Alle Faktoren
zusammengenommen, wie die verschiedene mikrobiologische Besiedlung in lleum und
Colon bei Morbus Crohn (136) und Unterschiede in Defensinproduktion und
Barrierefunktion (144) konnten erklaren, dass bakterielle Stimuli und lokale Faktoren
anders fur das mesenteriale Fettgewebe am Illeum bei Morbus Crohn sind als fur das

am Colon.

Dies unterstreicht die derzeitig stattfindende Diskussion zur Betrachtung von Morbus
Crohn des Illeums und des Colons als separate Erkrankungen, da sich das
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pathognomonische creeping fat offensichtlich in seiner typischen Auspragung nur am
lleum zeigt, was auch Implikationen fir die Funktion dieses Gewebes auf das

Krankheitsverhalten haben konnte.
Creeping Fat — Besonderheiten im Vergleich zu Adipositas

Die Bedeutung des hyperplasierten, entzindlich veranderten creeping fat bei Patienten
mit Morbus Crohn ist bisher nicht hinreichend geklart. Sowohl pro- als auch anti-
inflammatorische Funktionen dieses besonderen Gewebes im Hinblick auf die Adipokin-
und Zytokinproduktion (63) und den Phéanotyp der Makrophagen (66) konnten
identifiziert werden. Wenig ist jedoch bekannt tGiber die Entstehung dieses Gewebes, da
insbesondere eine Entwicklung von creeping fat im Mausmodell noch nicht erfolgreich
gezeigt werden konnte. Dies kdnnte daran liegen, das bei Patienten mit Morbus Crohn
der chronische Krankheitsverlauf mit einem Abwechseln von aktiver und inaktiver
Entzindung an der Entstehung des creeping fat beteiligt ist. Hingegen ist es schwierig,
an Mausen mit akut induzierter, chemischer Colitis die Entwicklung dieses Gewebes zu
beobachten. Einen erfolgreichen Versuch prasentierten Olivier et al. (145), welche
durch intrarektale punktuelle Applikation von Dinitrobenzol-sulfonsédure nach drei Tagen
eine Fettgewebsummantelung an den ulzerierten Colonarealen der behandelten Mause
identifizierten und untersuchten. Allerdings ahnelte das creeping fat in ihrem Modell
kaum normalem mesenterialem Fettgewebe, beispielsweise enthielt es kaum
Adipozyten und Triglyzeride, sodass ein Vergleich mit humanem creeping fat schwierig
ist. Dieser Umstand erschwert es, die Interaktion zwischen aktiver mukosaler

Entzindung und der begleitenden Fettgewebsinflammation in vivo zu untersuchen.

Mehrfach wurde beschrieben, dass es in entziindeten Arealen zu einer bakteriellen
Translokation kommt, und dass das mesenteriale Fettgewebe in einem Austausch mit
der Darmwand steht. Ob die transmurale Entziindung sich ins Fettgewebe ausbreitet ist
schwierig festzustellen. Es gibt Daten, die darauf hin deuten, dass Morbus Crohn durch
eine primér mesenteriale Dysfunktion entsteht und somit die transmurale Ausbreitung
der Entzindung in einer outside-in Pathophysiologie begriinden (146). Ein weiteres
Argument, was haufig genannt wird, ist das préaferierte Vorkommen von creeping fat im
lleozOkalbereich, wobei dort generell die gréRte Akkumulation von mesenterialem
Fettgewebe beobachtet wird (146). Wiederum aufgrund des Fehlens eines adaquaten

Tiermodells kann dies nicht in vivo bewiesen oder wiederlegt werden.
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Um genaueres Uber das Potential von creeping fat als Initiator oder Suppressor
intestinaler Inflammation zu erfahren, wurden in zahlreichen Studien aus diesem
Gewebe sezernierten Zytokine untersucht. Dabei konnte eine spezifisch im CF erhéhte
Ausschittung von TNFa (64) und MCS-F (macrophage colony-stimulating factor)
festgestellt werden, wéhrend eine erhohte IL-6-Sekretion auch in anderen Fettgeweben
im Rahmen einer unspezifischen Entzindung zu beobachten war (147). Auch in der
vorliegenden Arbeit konnte eine Sekretion von IL-6 aus dem viszeralen/mesenterialen
Fettgewebe sowohl bei Patienten mit Adipositas als auch bei CED-Patienten festgestellt

werden.

Fir die Einordnung des T-Zell-Infiltrates im creeping fat diente das viszerale
Fettgewebe von Patienten mit Adipositas per magna als Vergleichsgewebe, da aus
bisherigen  Forschungsergebnissen  hervorgeht, dass hier ebenfalls eine
Fettgewebsinflammation vorliegt (21, 24).

Im viszeralen Fettgewebe von Patienten mit Adipositas zeigte sich ein héherer Anteil an
Tyl und Tx2 sowie IFNy und IL-4 koproduzierenden Zellen als im ilealen creeping fat,
ebenso fand sich ein hoherer Effektorzellanteil unter den CD8" (Abbildung 18-19). Der
Anteil von TCRyd Zellen waren ebenfalls im viszeralen Fettgewebe bei Adipositas im
Vergleich zum creeping fat signifikant erhéht (Abbildung 20). Trotz des direkten
Kontaktes des creeping fat zur Darmserosa war der Anteil an a4B7-positiven Zellen,
insbesondere unter den zytotoxischen T-Zellen, signifikant niedriger als im viszeralen
Fettgewebe bei Adipositas (Abbildung 21). Zusammenfassend zeigt sich, dass das T-
Zell-Infiltrat nicht nur quantitativ sondern auch in seiner Zusammensetzung stark
zwischen Patienten mit Adipositas und Morbus Crohn variiert und ein hdherer Anteil
pro-inflammatorischer Zellen im viszeralen Fettgewebe bei Adipositas zu finden ist. Fur
das ileale creeping fat wurde keine vorherrschende T-Zell-Population identifiziert,
vielmehr zeigte sich ein starker balanciertes Verhaltnis aus pro- und anti-
inflammatorischen Akteuren. Paradox erscheint der geringere Anteil a4f7-positiven
Zellen im ilealen creeping fat, allerdings kann hier von einem im Vergleich betrachtet
erhohten Anteil dieser Zellen im viszeralen Fettgewebe ausgegangen werden, da sich
im Vergleich zwischen den anderen darmnahen Fettgeweben bei CED immer noch ein
verhaltnismaRig hoher a4pB7-Anteil im ilealen Fettgewebe zeigte. Die Mdglichkeit zum

homing dieser Zellen aus dem creeping fat in den angrenzenden Darm bleibt demnach
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wahrscheinlich. Die Bedeutung a4p7-positiver Zellen im Rahmen von Adipositas wird

nachfolgend erdrtert.

Integrinexpression auf T-Zellen im VF bei Adipositas — Bedeutung fur adipdse

Patienten mit Morbus Crohn

Der klinische Krankheitsverlauf von adipdsen Patienten mit CED deutet auf eine
Assoziation mit Adipositas hin. Klinische Daten zeigen héhere Komplikationsraten bei
Ubergewichtigen Patienten mit Morbus Crohn (148), wobei insbesondere das Risiko fur
perianale Komplikationen, fir die Entwicklung eines aktiven Krankheitsverlaufs und fur

eine Hospitalisierung hoher fur tbergewichtige Patienten ist (48).

Insgesamt konnte im Verlauf der letzten Jahrzehnte neben einem Anstieg der
Adipositasinzidenz auch ein Anstieg in der Inzidenz des Morbus Crohn festgestellt
werden (35). Eine Metaanalyse aus 40 randomisierten-kontrollierten klinischen Studien
mit Morbus Crohn-Patienten zeigte, dass interessanterweise der durchschnittliche BMI
von eingeschlossenen Patienten mit Morbus Crohn sowie auch die durchschnittliche
Krankheitsaktivitat (CDAI) von 1991 bis 2008 zunahmen, wobei Patienten mit einem
niedrigen CDAI ein geringeres Gewicht hatten als Patienten mit einem hohem CDAI
(149). Diese Studie ist jedoch keinesfalls beweisend fur einen klaren Zusammenhang
zwischen Gewicht und Krankheitsaktivitat, da andere Faktoren einen Einfluss auf diese
Parameter haben kénnten. Der Grof3teil der Patienten mit Morbus Crohn ist jedoch nicht
Ubergewichtig und Adipositas konnte bisher nicht als unabhéangiger Risikofaktor fur die

Entwicklung eines Morbus Crohn identifiziert werden.

Bei differenzierter Betrachtung finden sich Daten, nach denen die Vermehrung des
viszeralen Fettgewebes (ermittelt durch Magnetresonanztomographie-Untersuchungen)
bei Patienten mit Morbus Crohn mit einer erhdhten Krankheitsaktivitdt und vermehrter
Fistelbildung in Verbindung gebracht werden (150). In dieser Studie wurde jedoch
samtliches viszerales Fettgewebe, auch das fur den Morbus Crohn typische creeping
fat, zusammengenommen betrachtet, obwohl dieses keine Vermehrung des viszeralen
Fettgewebes im klassischen Sinne bei Adipositas darstellt und beim creeping fat
durchaus eine Assoziation zu entzindeten L&sionen beschrieben ist, was das

vermehrte Vorkommen in Fistelregionen mit begriinden wiirde.

Kirzlich konnte in einem Mausmodell mit nahrungsinduzierter Adipositas und

chemisch-induzierter Colitis gezeigt werden, dass adiptése Mause im Vergleich zu
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normalgewichtigen Tieren eine veranderte Zusammensetzung des ,mesenterialen
Fettgewebes® und einen schwereren Verlauf der Colitis zeigten, und dass korperliche
Betatigung und Reduktion des Fettdepots vor Induktion der Colitis zu einer
makroskopisch und mikroskopisch geringer ausgepragten Colitis fuhrten (151). Hierbei
wurden insbesondere die Adipozytokinwirkungen (steigende Adiponektin- und sinkende
Leptinkonzentration bei vorheriger korperlicher Betatigung) mit diesen Beobachtungen
assoziiert. Das bei den adipésen Mausen akkumulierende ,mesenteriale Fettgewebe*
ist hierbei eher mit dem viszeralen Fettgewebe des Menschen zu vergleichen, da diese
Mause kein creeping fat besitzen und das angesprochene Fettgewebe auf korperliche
Betatigung hin abnimmt, was von creeping fat nicht zu erwarten ware. Die genannten
Studien zeigen, dass gerade bei Patienten mit Morbus Crohn hinsichtlich des viszeralen
Fettgewebes eine differenzierte Auseinandersetzung mit den verschiedenen Formen

der Fettgewebshypertrophie bzw. —hyperplasie unerlasslich ist.

Untersuchungen zu den Auswirkungen bariatrischer Chirurgie auf die chronische
Entzindungssituation adiposer Patienten deuten darauf hin, dass ein rapides Absinken
von Entzindungsmediatoren wie IL-6 und TNFa im Blut nach bariatrischer Chirurgie
stattfindet (152). Studien zur Sicherheit der Durchfiihrung bariatrischer Chirurgie bei
Patienten mit CED zeigen, dass keine vermehrten Entzindungsschube auftreten,
vielmehr in den meisten Féllen eine Gewichtsreduktion zu einer klinischen Remission
und Reduktion der immunsuppressiven Therapie fuhrte (153, 154). Im Blut zirkulierende
Entziindungsmediatoren konnten daher eine Briicke zwischen Fettgewebsinflammation

und intestinaler Inflammation darstellen.

Ein moglicher zellularer Austausch zwischen viszeralem Fettgewebe und intestinaler
Mukosa ist nach bisherigem Stand nicht untersucht worden. In dieser Arbeit wurden aus
dem viszeralen und subkutanen Fettgewebe adipdser Patienten isolierte T-Zellen auf
die Expression des darmspezifischen homing-Integrins a437 hin untersucht. Durch die
Interaktion mit dem auf hochendothelialen Venulen der Lamina propria exprimierten
MadCAm-1 kénnen Integrin-a4p7-positive Zellen spezifisch in den Darm einwandern
(110). Das intestinale MALT stellt eines der wichtigsten Immunzellreservoirs des
Korpers dar. Ein Anteil von ca. 20% der im Blut zirkulierenden CD4" T-Zellen exprimiert
047 (155).

Interessanterweise trugen im viszeralen Fettgewebe bei Adipositas mehr als 60% der
CD8" T-Zellen und etwas weniger als die Halfte der CD4" Zellen das Integrin a4f7,
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wéahrend der Anteil der Zellen im subkutanen Fettgewebe nur etwa halb so hoch war,
vergleichbar mit dem in anderen Studien ermittelten Anteil der im Blut zirkulierenden
a4B7" Zellen. Im Vergleich dazu zeigte sich im ilealen creeping fat bei Morbus Crohn

ein signifikant niedrigerer Anteil dieser Zellpopulation.

Der Residenzmarker aE7 war im viszeralen Fettgewebe ebenfalls hoher exprimiert als
auf T-Zellen im subkutanen Fettgewebe. Auch hier war der Anteil insbesondere bei den
CD8" Zellen erhoht. Zuséatzlich fiel auf, dass ein nicht unerheblicher Anteil der a4p7*
Zellen zusatzlich aE auf der Oberflache trug. Uber die Expression von oE und seinem
Bindungsmolekul E-Cadherin im Fettgewebe bestehen keine Daten, vielmehr ist aE
bisher vorwiegend auf CD8" intraepithelialen T-Zellen der Darmmukosa (aber auch als

Residenzmarker in anderen Geweben) identifiziert worden (156).

Das colitogene Potential von T-Zellen, also die Fahigkeit nach Zirkulation in den Darm
eine intestinale Entziindung zu verursachen, hangt von verschiedenen Faktoren ab.
Eine Expression des Integrins a4B7 scheint dabei notwendig, aber nicht hinreichend zu
sein (157). Beispielsweise zeigen Daten aus dem Mausmodell, dass die Anwesenheit
des TCRys-Rezeptors eine wichtige Rolle zur Induktion colitogener CD4" Tyl7" T-
Zellen spielt (158).

Die in der vorliegenden Studie identifizierten insbesondere CD8" a4B7-positiven Zellen
sind potentiell zu einem darmspezifischen homing in der Lage. Bei dem im
hypertrophierten VF nachgewiesenen pro-inflammatorischen Milieu mit Gberwiegender
Thl-Antwort konnten diese Zellen mit pro-inflammatorischen Potential nach
Rezirkulation in die Mukosa des Darms zu einer lokalen unspezifischen
Entziindungsreaktion fiihren, oder eine vorhandene Barrierestérung, zum Beispiel im
Rahmen von CED, aggravieren. Diese Zellpopulation konnte daher, neben der
Zytokinsekretion des hypertrophierten Fettgewebes, ebenfalls ein Verbindungsglied
zwischen Adipositas und verschlechterter intestinaler Entziindung bei Patienten mit
Morbus Crohn darstellen. Weitere Untersuchungen sind nétig, um mehr Uber das
spezifische Verhalten dieser Zellpopulation und ihre Wirkung auf die intestinale Barriere
und das intestinale Immunsystem zu erfahren. Es wére interessant zu erfahren, ob
Ubergewichtige Patienten mit CED starker von Integrin-blockierenden Therapien wie
Vedolizumab profitieren, allerdings wurde dieses in bisherigen Studien nicht spezifisch

adressiert.
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6 Zusammenfassung

In Abbildung 22 sind die neuen Erkenntnisse dieser Arbeit in Zusammenschau mit
bisherigen Forschungsergebnissen als hypothetische pathomechanistische Darstellung
zusammengefasst. Die T-Zell-Infiltration im viszeralen Fettgewebe bei Adipositas
konnte im Vergleich zum subkutanen Fettgewebe der gleichen Patienten und im
Vergleich zum creeping fat von Patienten mit Morbus Crohn als vorwiegend pro-
inflammatorisch ausgerichtet bestatigt werden, wobei insbesondere die Subgruppe der
CD8" 04p7" Zellen einen interessanten neuen Blick auf die intestinale Barrierestérung
bei diesen Patienten eroffnet. Weitere Untersuchungen sind nétig, um die
Eigenschaften dieser Zellen im Hinblick auf ihr tatsachliches homing-Verhalten, ihre

Zytokinexpression und ihren Einfluss auf Epithelien zu verstehen.

Hinsichtlich der Bedeutung des creeping fat deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf
hin, dass deutliche Unterschiede in der Auspragung, histologischen Charakteristika, T-
Zell-Infiltration und potentiell auch Funktion der mesenterialen/mesocolischen
Fettgewebe bei Morbus Crohn des lleums und des Colons bestehen. Nur das ileale
Fettgewebe zeigte in dieser Patientenkohorte die erwarteten typischen Eigenschaften
des creeping fat und hob sich vor allem in der absoluten T-Zell-Anzahl von den anderen
Fettgewebskompartimenten bei CED ab. Weitere Studien mit gréReren
Patientenkohorten sind nétig, um mehr Uber die Voraussetzungen und lokalen
Einflussfaktoren auf die Bildung von creeping fat zu erfahren und die Bedeutung der
Entziindungslokalisation weiter zu evaluieren. Sollten sich spezifische Funktionen
dieses Gewebes fir abgrenzbare Patientengruppen identifizieren lassen, bestiinde die
Maoglichkeit, gezielte Therapieverfahren zu entwickeln, die entziindungshemmende oder

-férdernde Eigenschaften des creeping fat zu nutzen.

T-Zellen aus dem VF adiptser Patienten mit Morbus Crohn, die zum darmassoziierten
homing in der Lage sind und die intestinale Entziindung verschlechtern kdnnten, stellen
ebenfalls einen therapeutischen Angriffspunkt dar. Es ware interessant zu erforschen,
ob diese Patienten insbesondere von einer Integrin-Blockade mit Vedolizumab

profitieren kdnnten.
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Abbildung 22. Hypothesenmodelle zur Fettgewebsinflammation bei Patienten mit Adipositas, Morbus
Crohn sowie Patienten mit einer Kombination aus beiden Erkrankungen. A Darstellung der intestinalen
Barrierestdérung in Zusammenschau mit der niedriggradigen Inflammation des viszeralen Fettgewebes
(VF). Ein Verbindungsfaktor kdnnten die aus dem pro-inflammatorischen Milieu beeinflussten a4p7-
positiven T-Zellen sein, welche durch die Sekretion von IFNy eine Barrierestérung induzieren kénnen.
Diese bedingt eine vermehrte bakteriellen Translokation mit einem messbaren Anstieg bakterieller
Antigene im Blutkreislauf (Lipopolysaccharid=LPS). B Pathogenetisches Modell des ilealen creeping fat
(CF) bei Morbus Crohn. Die intestinale Barrierestérung mit bakterieller Translokation ist der initiale Faktor
der Immunaktivierung, Makrophagen sezernieren Chemokine, die zur T-Zellattraktion flhren. Eine
Einwanderung aus der Blutbahn ist wahrscheinlicher als ein Ubertritt aus dem umgebenden Fettgewebe,
da sich die Subgruppen von den typischen T-Zell-Subpopulationen in der Mukosa unterscheiden. Es
handelt sich um ein dichtes T-Zell-Infiltrat mit pro-und anti-inflammatorischen Akteuren, wobei
regulatorische T-Zellen und central memory T-Zellen in erhdhtem MalRe vorkommen. C Bei adipdsen
Patienten mit Morbus Crohn kommt es wahrscheinlich zu einem Zusammentreffen beider Phdnomene,
wobei eine Aggravierung der intestinalen Entzindung durch die a4p7-positiven T-Zellen begriindet sein
kbnnte.
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