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Abstract

Abstract (Deutsch)

Einleitung. Makrophagen sind von entscheidender Bedeutung in der Pathogenese
chronisch entzundlicher Darmerkrankungen (CED). Sie werden in ein Spektrum
eingeteilt, das von pro- bis hin zu anti-inflammatorischen Makrophagen reicht. Neben
dem inflammatorischen Zellinfiltrat der Lamina propria stellt die Stérung der epithelialen
Barriere einen weiteren zentralen Pathomechanismus der CED-Entstehung dar. Ziel
dieser Arbeit war es, den spezifischen Effekt von Makrophagen-Subpopulationen auf
die epitheliale Barriere zu untersuchen.

Methodik. Durch Immunhistochemie an intestinalen Resektionspraparaten wurde das
Vorkommen von Makrophagen-Subpopulationen in der Mukosa des entziindeten Darms
bei Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa quantifiziert und mit gesunden
Kontrollen verglichen. Humane CD14* Zellen des peripheren Bluts wurden in vitro in
pro- bzw. anti-inflammatorische Makrophagen polarisiert und der Einfluss dieser
Subtypen sowie von Monozyten als Kontrollpopulation auf verschiedene
Epithelzelllinien (Caco-2, T84, HT-29/B6) mittels Widerstandsmessungen analysiert. Die
Epithelzellen wurden anschlieBend durch Immunfluoreszenzfarbungen weiter
charakterisiert. Zytokinkonzentrationen im Uberstand wurden mittels ,cytometric bead
array“ und enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) quantifiziert. Eine Inhibition
von Tumor Nekrose Faktor (TNF)a, Interleukin (IL)-18 und IL-18 wurde durch
Verwendung spezifischer Antikdrper bzw. Rezeptor-Antagonisten erreicht.

Ergebnisse. Sowohl bei Patienten mit Morbus Crohn als auch mit Colitis ulcerosa fand
sich eine massive Invasion der pro-inflammatorischen CD68*/INOS*/TNFa*-
Makrophagen in die Lamina propria des entziindeten Darms. So verschob sich die
Balance der Makrophagen in Richtung des pro-inflammatorischen Subtyps, wobei
dieser Effekt beim Morbus Crohn am starksten ausgepragt war. In-vitro polarisierte pro-
inflammatorische Makrophagen fuhrten zu einem Widerstandsverlust und somit zu einer
Storung der epithelialen Integritdt von Caco-2, T84 und HT29/B6 Zellen, was durch
Stimulation von Toll-like-Rezeptoren mit Lipopolysaccharid nochmals verstarkt wurde.
Mechanistisch ist dies durch parazellulare Leckage mittels deregulierter tight junction-
Proteine zu erklaren: Vor allem das porenbildende Claudin-2 wurde nach Co-Kultur mit

den pro-inflammatorischen Makrophagen vermehrt an der Epithelzellmembran
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exprimiert. Ferner kam es zu einer Umverteilung von tight junction-Proteinen innerhalb
der Zelle. Die pro-inflammatorischen Makrophagen waren charakterisiert durch eine
hohe Expression von TNFa. Daher konnte der vermittelte Epithelschaden effektiv durch
die Inhibition von TNFa durch Infliximab reduziert werden. Der Monozyten-induzierte
Epithelschaden hingegen liel3 sich durch IL-1-Rezeptor- Inhibition bzw. einen
spezifischen Antikérper gegen IL-18 effektiv antagonisieren.

Schlussfolgerung. Pro-inflammatorische Makrophagen, die die Lamina propria von
CED-Patienten infiltrieren, beeintrachtigen die epitheliale Barriere durch Deregulation
von Tight Junction-Proteinen. Durch Zytokin-Blockade kann dies effektiv antagonisiert

werden, wodurch einer Chronifizierung der Entziindung entgegengewirkt werden kann.
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Abstract (English)

Background. Macrophages are key players in inflammatory bowel disease (IBD). They
can be classified into pro- and anti-inflammatory macrophages. Besides inflammatory
cell infiltrates in the lamina propria of the gut, intestinal barrier dysfunction is a main
feature of the pathogenesis of IBD. Hence, the aim of this study was to determine the
specific effect of macrophage subtypes on epithelial barrier.

Methods. The presence of macrophage subtypes in intestinal resection specimens of
IBD patients was visualized by immunohistochemistry and compared to healthy
controls. Human peripheral blood CD14* cells were polarized into either pro- or anti-
inflammatory macrophages in vitro. The influence of these subtypes and monocytes as
control population on epithelial cell layers (Caco-2, T84, HT-29/B6) was analyzed using
resistance measurements. Epithelial cells were then further examined by
immunofluorescence staining. Cytokine concentrations were quantified applying
cytometric bead array and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Inhibition of
TNFa, IL-1B and IL-18 was achieved by specific antibodies or receptor antagonists.
Results. A massive invasion of pro-inflammatory CD68*/INOS*/TNFa* macrophages
into the lamina propria of the inflamed intestine occurred in IBD patients, predominantly
in Crohn’s disease, thereby shifting the balance of macrophages to a pro-inflammatory
state. In-vitro polarized pro-inflammatory macrophages caused a significant loss of
epithelial resistance and thus integrity of Caco-2, T84 and HT29/B6 cell layers. This was
further amplified by toll-like receptor stimulation via addition of LPS. The mechanism
was paracellular leakage through deregulation and/or redistribution of tight junction
proteins, most notably claudin-2, caused by monocytes and pro-inflammatory
macrophages. Pro-inflammatory macrophages were characterized by a dominant
production of TNFa. Consequently, the epithelial damage mediated by this cell
population was effectively reduced via inhibition of TNFa through infliximab. Monocyte-
mediated damage was antagonized by inhibition of the inflammasome effector cytokines
IL-1B and IL-18.

Conclusion. Pro-inflammatory macrophages, as found in the lamina propria of IBD
patients, disrupt the epithelial barrier through deregulation of tight junction proteins. This

can effectively be antagonized by cytokine inhibition.
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Einleitung

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Epidemiologie und Definition

Die Erkrankungen Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU) zdhlen zu den
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED). Die Inzidenz in Mitteleuropa liegt
fur den MC etwa bei 6 bzw. fir die CU etwa bei 4 pro 100.000 Einwohnern, wobei sie in
den industrialisierten L&ndern stetig zunimmt [1-3]. Das Erkrankungsalter betrifft in den
meisten Fallen die zweite und dritte Lebensdekade. Beide Erkrankungen sind durch
eine chronische, in Schiben auftretende Entziindung von Teilen des Gastrointestinal
(GI)-Traktes gekennzeichnet, wobei die Inflammation beim MC den gesamten Bereich
vom Mund bis zum After betreffen kann. Hier ist ein segmentaler, diskontinuierlicher
Befall charakteristisch; h&ufig findet man perianale, interenterische, enterokutane,
enterovesikale oder enterovaginale Fisteln. Histologisch ist der MC durch eine
transmurale Entziindung mit Granulombildung gekennzeichnet [4]. Bei der CU hingegen
findet sich eine kontinuierliche Entziindung des Kolons, die immer das Rektum und in
variablem Ausmald das weiter proximal gelegene Kolon betrifft [2]. Eine seltene
Ausnahme ist hier die ,Backwash-lleitis®, bei der auch das terminale lleum involviert ist.
Histologisch findet man ein auf die Mukosa und Submukosa beschranktes

inflammatorisches Zellinfiltrat mit Kryptenabszessen und Becherzellverlust [2].
Pathogenese

Genetik

Die Pathogenese beider Erkrankungen ist multifaktoriell und ein Zusammenspiel aus
intrinsischen und extrinsischen Risikofaktoren. Eine genetische Pradisposition ist
unumstritten: Eine positive Familienanamnese stellt den grof3ten unabh&angigen
Risikofaktor zur Entwicklung einer CED dar. Genetische Faktoren spielen beim MC eine
deutlich groRere Rolle als bei der CU: Verwandte ersten Grades haben bei dieser
Entitat ein bis zu 20-fach erhdhtes Risiko, ebenfalls zu erkranken [5, 6]. Die
Konkordanz-Raten beziglich Erkrankungsart, Erkrankungsmuster und Vorhandensein
von extraintestinalen Manifestationen betragen 75-80% [7]. Der eindeutigste Beweis fur

die herausragende Bedeutung der genetischen Pradisposition ergibt sich aus Zwillings-
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Studien, in denen eine Konkordanz von 37,3% bei monozygoten Zwillingen und 7% bei
dizygoten Zwillingen beschrieben wird [8-10]. Da beide Erkrankungen polygenetisch
sind, haben genomweite Untersuchungen mittlerweile viele unterschiedliche
Suszeptibilitditsgene identifiziert. Mutationen im NOD2 Gen (nucleotide-binding
oligomerization domain containing 2) auf Chromosom 16 beinhalten dabei das hdchste
Risiko fur die Entwicklung eines Morbus Crohn [11]. NOD2 (oft auch als CARD15 fur
caspase recruitment domain bezeichnet) ist ein intrazellularer
Mustererkennungsrezeptor, der mit Fragmenten bakteriellen Peptidoglykans aktiviert
werden kann und nachfolgend zu einer Aktvierung des nukledren Faktors kB (NF«B)
fuhrt. Dieser Prozess ist im Falle einer NOD2-Mutation gestort, sodass Mikroben und
bakterielle Antigene nicht ad&quat erkannt werden koénnen. Verschiedene Mutationen
von NOD2 (1007fs, R702W, G908R) sind mit einem erhdhten Risiko assoziiert, an
einem MC zu erkranken. Mutationen im NOD2-Gen sind in bis zu 25% der MC-
Patienten nachzuweisen, und deren homozygote Trager haben ein bis zu 40-fach
erhohtes Risiko zu erkranken [12]. NOD2-Mutationen sind assoziiert mit jingerem
Erkrankungsalter, ilealem Befallsmuster, fibrostenotischem Verlauf sowie einem
erhdhten Risiko fUr intestinale Operationen [13]. Seit der Identifikation des Risikogens
NOD2 im Jahre 2001 wurden durch Genom-weite Assoziationsstudien tber 200 CED-
Risikoloci lokalisiert, die eine Beteiligung vieler unterschiedlicher Zellen und
Zellfunktionen in der Pathogenese der CED zeigen: Hierzu z&hlen unter anderem
angeborenes und erworbenes Immunsystem, Autophagie, Stress des
endoplasmatischen Retikulums, intestinale Barrierefunktion und mikrobielle Abwehr [3,
14-16].

Umweltfaktoren

Die Mehrzahl der CED-Patienten (>85%) hat jedoch keine positive Familienanamnese,
so dass auch Umweltfaktoren eine wichtige Rolle bei der Pathogenese spielen missen.
Ein etablierter Risikofaktor fir den Morbus Crohn ist Nikotinkonsum, wobei dieser fur
die CU sogar protektiv zu sein scheint [17]. Als weitere Faktoren werden exzessive
Hygienemalinahmen [18, 19] und vorangegangene gastrointestinale Infektionen
angesehen [20]. Diskutiert wurde auch der Einfluss von oralen Kontrazeptiva [21],
bestimmten Erndhrungsgewohnheiten [22, 23] oder Gestillt-Werden im Sauglingsalter

[24, 25], wobei die Datenlage diesbeztiglich nicht eindeutig ist.
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Immunobiologie

Die intestinale Entzindung bei CED ist das Resultat verschiedener defekter
Regulationsmechanismen. Bei der Pathogenese spielt sowohl eine immunologische als
auch eine mikrobielle Dysregulation eine Rolle, wobei diese durch Umweltfaktoren in
genetisch suszeptiblen Patienten ausgelést werden. Man nimmt an, dass die
Inflammation unter anderem aus einer unangemessenen Immunantwort auf die
naturliche Flora des Darmes resultiert [26], dass das Mikrobiom selbst jedoch auch
pathologisch verandert ist [15, 27]. Von Geburt an und insbesondere in den ersten zwei
bis drei Lebensjahren erfolgt die mikrobielle Kolonisation des Darmes; in dieser Zeit
entwickelt sich auch das intestinale Immunsystem und die orale Toleranz. Ist die
mikrobielle Kolonisation gestort, resultiert dies in einem Mangel an regulatorischen
Makrophagen im Darm [28]. Das intestinale Immunsystem muss harmlose Antigene und
symbiotische Bakterien von infektiosen oder toxischen Stoffen unterscheiden. Bei CED-
Patienten findet sich eine verénderte Komposition des Mikrobioms im Vergleich zur
gesunden Bevolkerung, sodass ein Ungleichgewicht zwischen protektiven
kommensalen Bakterien und potentiellen Pathogenen entsteht [27, 29, 30]. Das Epithel
bildet die physikalische Grenze zwischen Organismus und Auf3enwelt. Eine intakte
Barriere hangt von einem liickenlosen intestinalen Epithel und dem dartber liegenden,
funktionsfahigen Mukus ab, in den kommensale Mikroben eingebettet sind. Bei MC-
Patienten treten vermehrt Defekte in Paneth-Zellen auf, einer Zellreihe, die
normalerweise das intestinale Epithel des Dunndarms aufrechterhalt. Diese Defekte
sind mit einem aggressiveren MC-Verlauf assoziiert [14]. Auch die Mukusproduktion ist
bei CED-Patienten gestort [31]. Mukosale a-Defensine, die eine wichtige antibakterielle
Funktion innehaben, werden beim MC vermindert exprimiert, was ebenfalls mit NOD2-
Mutationen assoziiert ist [32]. Diese Mutation ist insbesondere fur Zellen des
angeborenen Immunsystems von Bedeutung. Das angeborene Immunsystem bedient
sich sogenannter Mustererkennungsrezeptoren, die evolutionar konserviert sind und
stereotype mikrobielle Produkte oder Mikroben-assoziierte molekulare Muster wie
Lipopolysaccharid (LPS) oder Peptidoglykane erkennen. Wichtige
Mustererkennungsrezeptoren sind die Toll-like-Rezeptoren (TLR), deren Bindung eine
intrazellulare Signalkaskade aktiviert und letztendlich h&ufig in der Induktion von
inflammatorischen Zytokinen, z.B. Tumor Nekrose Faktor (TNF)a, resultiert. In der

Abwesenheit von Pathogenen tragt die TLR-Interaktion mit kommensalen Mikroben zur
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Aufrechterhaltung der intestinalen Homdostase bei [33]. CED-Patienten weisen
Veranderungen in der TLR-Expression auf: TLR3 ist bei aktivem MC signifikant herunter
reguliert, wohingegen TLR4 deutlich vermehrt exprimiert wird [34]. Zellen des
angeborenen Immunsystems, wie Makrophagen und dendritische Zellen, erkennen
durch dysfunktionale Mustererkennungsrezeptoren kommensale Mikroben und
induzieren falschlicherweise eine T-Helferzell (Th)1-getriebene Immunantwort [35]. Bei
CED-Patienten finden sich zudem atypische Antigen-prasentierende Zellen wie
Epithelzellen, die dann zu potenten T-Zell-Aktivatoren werden [36]. CED-Patienten
haben defekte Beseitigungsmechanismen fir Uber- oder autoreagible T-
Zellpopulationen [37] und eine Dysbalance zwischen regulatorischen und Effektor-T-
Zellen in Richtung der pro-inflammatorischen Effektorzellen [38]. Ferner finden sich
erhohte Mengen an zirkulierenden B-Zellen und Autoantikdrpern bei CED-Patienten
[39].

Makrophagen in der intestinalen Entziindung

Makrophagensubtypen

Makrophagen (von altgriechisch pakpog = “gro3” und @ayeiv = “essen”) sind Zellen des
angeborenen Immunsystems aus der myeloiden Reihe der Leukozyten, die Bestandteil
des mononuklearen Phagozyten-System (MPS) sind und diverse Funktionen zur
Aufrechterhaltung der Integritat des Organismus erfullen, zum Beispiel Pathogen-
Elimination, Phagozytose von Zelldetritus oder Wundheilung [40]. Sie stellen dartber
hinaus als potente antigen-prasentierende Zellen eine wichtige Verbindung zum
erworbenen Immunsystem dar. Vorlauferzellen des mononukledren Phagozyten-
System sind zirkulierende charakteristischerweise cluster of differentiation (CD)147-
Monozyten [28, 41]. Diese werden im Knochenmark aus myeloischen Vorlauferzellen
gebildet und zirkulieren einige Tage im Blut, bis sie durch entsprechende Stimuli, die
Chemokine, aus dem Gefal3system ins Gewebe gelockt werden (Extravasation), um
dort je nach Gewebs-spezifischem Zytokin-Milieu in Makrophagen auszudifferenzieren
[28]. Neben diesem aus Monozyten stammenden Makrophagen-Pool sind auch
gewebsresidente Makrophagen beschrieben, die nicht von zirkulierenden, aus
hamatopoetischen Stammzellen hervorgegangenen Monozyten, sondern aus

embryonalem Gewebe, zum Beispiel dem Dottersack, abstammen [42].
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Makrophagen wurden - urspriinglich angelehnt an die Klassifikation der T-Zellen — in
verschiedene Subpopulationen mit jeweils charakteristischen Funktionen grob in zwei
Subtypen eingeteilt: zum einen pro-inflammatorische, sogenannte M1-Makrophagen,
und zum anderen regulatorische, sogenannte M2-Makrophagen [41, 43-45]. Die
aktuelle Makrophagen-Nomenklatur ist dabei nicht ganz einheitlich, was zum einen an
unterschiedlichen Klassifizierungsstrategien liegt, zum anderen aber auch an der
ausgepragten funktionellen Plastizitat, die die Makrophagen je nach umgebenden
Mikromilieu aufweisen und die es ihnen erlaubt, sich optimal an die jeweilige Umgebung
anzupassen. Die Unterteilung in M1- und M2-Makrophagen ist damit deutlich
vereinfacht, es muss vielmehr von einem breiten Spektrum von unterschiedlichen
Makrophagen-Subtypen ausgegangen werden, bei dem die M1- und M2-Makrophagen
die beiden Extreme darstellen. In dieser Arbeit soll dennoch von den beiden
Extremformen ausgegangen werden, die daher im Folgenden auch als M1 und M2
bezeichnet werden.

Durch Stimulation unter anderem mit LPS und Interferon (IFN)-y wird ein M1- Phanotyp
favorisiert (Abbildung 1) [46]. Diese M1-Makrophagen sind involviert in die akute
Entziindungsreaktion, die Pathogen- und Tumor-Abwehr, die Anlockung weiterer
Leukozyten, wie z.B. neutrophiler Granulozyten, und fihren zu einer
Gewebszerstérung. Sie sind befahigt zur Phagozytose und Antigenprasentation,
produzieren charakteristischerweise grofle Mengen an pro-inflammatorischen
Zytokinen, unter anderem TNFa, Interleukin (IL)-13, IL-6, IL-12 wund IL-23,
Effektormolekile wie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Stickstoffmonoxid (NO)
durch die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthetase (iNOS), und aktivieren die
Immunantwort durch Thl-Zellen [41].

M2-Makrophagen hingegen spielen eine Rolle in der chronischen Entztindung und der
Gewebserneuerung durch extrazellulare Matrixproteine. Eine Polarisierung in die M2-
Richtung wird z.B. durch IL-4 und IL-13 begunstigt [46]. Aufgrund ihrer proliferativen
Wirkung Uben sie auch einen tumorpromovierenden Effekt aus; so ist ihr Auftreten mit
einer schlechteren Prognose bei z.B. Melanomen [47] oder Brustkrebs [48] verbunden.
Bei intestinalen Tumoren scheinen Tumor-assoziierte Makrophagen, die dem M2-
Phanotyp ahneln, jedoch einen inversen Effekt zu haben. So sind sie mit einer besseren
Prognose beim Kolon- [49] und Magen-Karzinom [50] assoziiert. Sie exprimieren
vorrangig anti-inflammmatorische Zytokine wie IL-10, aul3erdem Scavenger-, Mannose-

und Galactose-Rezeptoren und aktivieren die Immunantwort durch T-Helferzellen Typ 2
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(Th2) [41]. Da die M2-Makrophagen ein breites Spektrum an Aktivierungsgraden
aufweisen, wurde ihre weitere Unterteilung in M2a, b und c vorgeschlagen [46].
Demnach Uben M2a-Makrophagen vorrangig eine reparierende und zellproliferative
Wirkung aus, M2b-Makrophagen weisen einen vermehrt pro-inflammatorischen
Phanotyp auf, und M2c-Makrophagen sind durch ihre ausgepragte Endozytose-
Fahigkeit vor allem fur das Abraumen von Zell- und Matrixtrimmern zustandig. Auch
hier ist die pragmatische Unterteilung in die verschiedenen Subtypen vor dem
Hintergrund einer vereinfachten in-vitro-Forschung zu werten, wobei die Subtypen in
vivo vielmehr einem breiten Spektrum entsprechen und eine enorme biologische

Plastizitat und Wandelbarkeit aufweisen.
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Monozyt
STIMULUS IFNy + IL-4 Immunkomplexe IL-10
LPS oder TNFa IL-13 + TLR oderIL-1R Glukocorticoide
IMMUNPHANOTYP M1 M2a M2b M2c
CD68 ‘ ﬂ ﬁ y
y IL-10
:-IIJL(?SDR HLA-DR DR Glukocorticoide

Scavanger-Rezeptoren
Mannose-Rezeptor g P

Scavanger-Rezeptoren

Jklassich” Jalternativ” LTyp Il* .deaktiviert"
EFFEKT IL-1, TNF, IL-6  Polyamide TNF, IL-1, IL-6 IL-10, TNFB

IL-12, IL-23 IL-10, IL-1RII IL-10, CCLA1 Matrix

ROS IL1ra

Abbildung 1. Makrophagen-Klassifikation.

Aus den undifferenzierten Monozyten entstehen — je nach Stimulus im umgebenden Milieu —
verschiedene Makrophagen-Subpopulationen, die anhand der Expression von Oberflachenmolekilen und
Zytokin-Produktion unterschieden werden kénnen. Innerhalb des M2-Phanotyps unterscheidet man drei
Untertypen (M2a, b und c¢). CCL = CC-Chemokinligand, CD = Cluster of differentiation, HLA = humanes
Leukozytenantigen, IL = Interleukin, INF = Interferon, INOS = induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthetase,
LPS = Lipopolysaccharid, ROS = reactive oxygen species, TNF = Tumor Nekrose Faktor, TLR = Toll-like-
Rezeptor, Nach: Martinez et al [46].
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Makrophagen bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Im gesamten GI-Trakt aller Sdugetiere finden sich auch im nicht-entziindeten Stadium
Makrophagen; diese befinden sich sowohl in der Mukosa als auch in der Submukosa
[51]. Sie sind essentiell fur Aufrechterhaltung der lokalen Homéostase und der Balance
zwischen symbiotischem Mikrobiota und Organismus. Im Rahmen einer intestinalen
Entziindung verandert sich jedoch der Phéanotyp der residenten intestinalen
Makrophagen dramatisch: Sie weisen eine hohere Expression von TLR, CD14,
kostimulatorischen Molekilen und anderen pro-inflammatorischen Rezeptoren auf [52,
53]. Die phagozytare und bakterizide Fahigkeit der Zellen wird durch Faktoren aus dem
umgebenden Stroma erhéht [52]. Diese Makrophagen sind auch in der Lage, grol3e
Mengen an Entzindungsmediatoren, also TNFa, IL-1, IL-6, NO, ROS und
Metalloproteasen, zu sezernieren [54-56]. Somit scheinen inflammatorische
Makrophagen und hier insbesondere das Gleichgewicht der Makrophagen-Subtypen
eine Schlusselrolle bei der Entstehung der CED zu spielen. Im Mausmodell konnte
gezeigt werden, dass Tiere mit einer gestorten Makrophagen-Polarisierung in Richtung
M2-Phanotyp eine deutlich hohere Suszeptibilitat gegeniber einer Natrium-
Dextransulfat (DSS)-induzierten Colitis aufweisen als gesunde Mause [57].
Infolgedessen fuhrt eine Re-Injektion von in-vitro generierten murinen M2-Makrophagen
wieder zu einer Verbesserung der chemisch induzierten Colitis [58]. Auch humane
Untersuchungen weisen auf eine bedeutende Rolle der Makrophagen-Polarisation hin:
Die klinisch erfolgreich eingesetzten TNFa-Antikérper Infliximab und Adalimumab
fuhren in vitro zu einer Induktion des regulatorischen M2-Phéanotyps [59]. Folglich findet
man auch in vivo bei mit diesen mit Antikérpern behandelten CED-Patienten eine
Induktion der M2-Polarisation, verglichen mit dem Zeitpunkt vor der Therapie,

insbesondere bei Patienten mit mukosaler Heilung [60, 61].
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Das Inflammasom in der intestinalen Entziindung

Aufbau und Aktivierungsmechanismen

Ein weiterer CED-relevanter Bestandteil des angeborenen Immunsystems ist das
Inflammasom (Abbildung 2). Als Inflammasom wird ein intrazellularer Proteinkomplex
bezeichnet, der nach Aktivierung durch verschiedene Mechanismen die Aktivierung pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-13 und IL-18 nach sich zieht [62]. Die Prozessierung
geschieht dabei Caspase-abhéngig. Caspasen sind Cysteinproteasen, die an
verschiedenen zellularen Signalwegen (z.B. Apoptoseinduktion oder Inflammation)
beteiligt sind. Die Caspase-1 gehdort (neben Caspase-4 und -5) beim Menschen zu den
pro-inflammatorischen Typen. Diese Enzyme werden als Zymogen synthetisiert, d.h.
erst durch proteolytische Spaltung wird das Enzym aktiv. Diese Spaltung wird in der
Zelle streng kontrolliert; im Fall der Caspase-1 geschieht dies durch das Inflammasom.
Inflammasome bestehen aus mehreren selbst-oligomerisierenden Proteinen, deren
exakte Komposition bei den verschiedenen Inflammasom-Subtypen variiert. Das am
besten charakterisierte Inflammasom ist das NLRP3-Inflammasom, welches aus dem
NLRP3 (NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3)- Protein, dem ASC
(apoptotic speck-like protein containing a CARD)- Adaptor, und der Pro-Caspase-1
besteht.

Die Aktivierung geschieht durch zwei verschiedene Signale. Das erste Signal, das
durch TLRs als Antwort auf Mustererkennung von Pathogenen oder auch durch IL-1
selber ausgel6st werden kann, fuhrt Gber NF-kB zu Transkription und Translation der
inaktiven Zytokin-Pro-Formen. Diese werden dann durch das zweite Signal in die
aktiven Formen gespalten.

Da das Inflammasom eine Komponente des angeborenen Immunsystems darstellt,
kommt es vor allem in Zelllinien der myeloiden Reihen vor, z.B. in Makrophagen und
dendritischen Zellen [63, 64]. Es gibt jedoch auch andere Zellpopulationen, die ein
funktionstichtiges Inflammasom enthalten, etwa  Keratinozyten [65], intestinale
Epithelzellen [66] und Adipozyten [67].
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1. Signal 2. Signal

PAMPs
DAMPs

| Kristalle / Partikel |

PAMPs,
DAMPs

Pannexin-1

Abbildung 2. Modell und Aktivierungsmechanismen des Inflammasoms.

Fur die Aktivierung des Inflammasoms sind zwei Signale notwendig. Das erste kann Uber pathogen- oder
danger-associated molecular pattern (PAMPs oder DAMPSs) Uber Toll-like-Rezeptoren (TLR) ausgelost
werden und fuhrt NF-kB—abhé&ngig zur Transkription und Translation von pro—IL-13 und pro-IL-18. Das
zweite Signal kann Uber viele Mechanismen (ATP: Adenosin-Triphosphate; PAMPs, DAMPs, Kristalle,
Partikel, ROS: reactive oxygen species) ausgelost werden und fihrt zur Maturation/Spaltung von pro—IL-
18 und pro—IL-18 in die aktiven Formen. Aus: Lissner D., Siegmund B: The multifaceted Role of the

Inflammasome in Inflammatory Bowel Disease. WJG, 2011 [68]
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Inflammasom bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Verschiedene Daten weisen auf eine Rolle des Inflammasoms in der intestinalen
Inflammation hin [68]. In Genomweiten Assoziationsstudien wurden Mutationen im
NLRP3- Gen mit der Suszeptibilitat fir MC in Zusammenhang gebracht [69]. Frihere
Studien identifizierten Mutationen im IL-18-Gen selber [70] oder im korrespondierenden
Rezeptor [71] als CED-Risikolocus. Zusammengenommen sprechen diese Ergebnisse
fur ein erhdhtes CED-Risiko bei hypofunktionalem Inflammasom, was wiederum an ein
anderes Suszeptibilitdts-Gen fir MC, namlich die NOD2/CARD15 loss-of-function
Mutation, erinnert. Beide Rezeptoren gehdren zur selben NLR-Familie und sind
intrazellulare Mustererkennungsrezeptoren, bei denen inadaquates Erkennen von
Mikroben mit chronisch intestinaler Entziindung vergesellschaftet ist.

Lange vor Erstbeschreibung des Inflammasoms wurden die Effektorzytokine IL-1p und
IL-18 als relevant fur die Pathogenese der CED eingeschétzt. In der aktiv entziindeten
Mukosa von CED-Patienten wurde eine deutlich erhdhte Expression der beiden
Zytokine festgestellt, wobei das Ausmald der Erhéhung mit dem Entzindungsgrad
korrelierte [72-74]. In vitro konnte eine verminderte Expression von verschiedenen tight
junction-Proteinen durch IL-18 nachgewiesen werden [75]. In-vivo-Studien mit
neutralisierenden Antikérpern konnten diese Beobachtungen zunéchst bestatigen:
Effektive Inhibition von IL-1B [76], IL-18 [77-79] oder Caspase-1 [80, 81] fuhrten zu
einer deutlichen Verbesserung der Colitis im Mausmodell. Allerdings zeigten in-vivo
Studien mit Knock-out-Mausen dann einen genau gegenteiligen Effekt: Tiere mit einer
Defizienz fur IL-18, IL-18-Rezeptor, IL-1, IL-1-Rezeptor, NLRP3, ASC oder Caspase-1
[66, 82-86] zeigten alle eine dramatisch erhodhte Colitis-Aktivitat und -Mortalitdt im
Vergleich zu gesunden Mausen. Interessanterweise trifft dies auch bei Transplantation
von Wildtyp-Knochenmark in NLRP3”/-Mause zu, so dass die NLRP3-Expression in
nicht-hamatopoetischen Zellen, wie Epithelzellen, kritisch zu sein scheint. NLRP3"
Méause ohne DSS-Behandlung entwickeln keine Colitis, was impliziert, dass eine
Inflammasom-Defizienz alleine nicht in einer Dysbalance der intestinalen Homdéostase
resultiert. Vielmehr ist dieser Signalweg in der Rekonstruktion der Homd@ostase
involviert, wenn ein vorangegangener Schaden bereits aufgetreten ist. Hierbei ist der
exakte zellulare Mechanismus noch unklar. IL-18 ist in der Lage, die IFNy-Produktion in

T-Zellen zu induzieren [87], wodurch die Epithelzell-Proliferation und somit die
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Regeneration der epithelialen Barriere stimuliert werden [88]. Ob auch andere
Kaskaden eine Rolle spielen, ist derzeit noch nicht abschlielRend geklart.

Epitheliale Barriere

Tight junction-Proteine

Die epitheliale Barriere entsteht durch einen polarisierten Monolayer von kolumnalen
Epithelzellen, welche durch interzellulare Verbindungen, die tight junctions (TJ),
abgedichtet werden [89]. Dies sind Membranproteine, die im apikalen Teil der
Epithelzellen lokalisiert sind und die Zellen fest miteinander verbinden. Sie bilden so
eine parazellulare Barriere zwischen luminalem Darminhalt und dem Kérper und
erhalten gleichzeitig die Polaritat der Epithelzelle [90].

Die TJ sind strukturell aus vier verschiedenen integralen Membranproteinen
zusammengesetzt: Dem Occludin, den Claudinen, dem Tricellulin und den junctional
adhesion molecules (JAM) [89]. Insbesondere die Familie der Claudine ist von
entscheidender Bedeutung bei der Erhaltung der epithelialen Barriere. Die
Transmembranproteine mit einer Grol3e von 20-17 kDa sind die bislang am besten
untersuchten TJ-Proteine. Claudin-1, -3, -4, -5 und -8 haben verschlieRende Wirkung
[91-93], wohingegen Claudin-2, -10b oder -15 als parazellulare Kanale wirken und so
die Passage von selektiven lonen bewirken kénnen [94, 95]. JAM-1, das erste
beschriebene TJ-Protein der JAM-Familie, reguliert ebenfalls die junktionale Integritat
und Permeabilitat bei Epithel- und Endothelzellen [96]. Zonula occludens (ZO) ist ein
Protein, das auf der zytoplasmatischen Seite der Epithelzellen lokalisiert ist und dort mit
Occludin und den Claudinen sowie mit dem Zytoskelett verbunden ist und so zur
Stabilitat der Zelle beitragt [97]. Die Isoformen ZO-1, -2 und -3 sind beschrieben.

Die Familie der Cadherine besteht ebenfalls aus transmembranen Glykoproteinen aus
der Gruppe der Adhasionsmolekiile, die in Desmosomen und adherens junctions
vorkommen. Die membranstandigen Desmosomen dienen dem verbesserten
mechanischen  Zell-Zell-Zusammenhalt  durch  Verbindung  der  zellularen
Intermediarfilamente (im Falle der Epithelzellen meist Keratin-Filamente); adherens
junctions starken ebenfalls den interzellularen Zusammenhalt durch mechanische

Verbindungen zwischen den Aktin-Filamenten der Epithelzellen unterhalb der TJ-
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Ebene. E-Cadherin (E-Cad) ist das am besten beschriebene Cadherin und kommt vor

allem in Epithelzellen vor [98].

Epitheliale Barriere bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Die Dysfunktion der epithelialen Barriere ist ein charakteristisches Merkmal sowohl
beim MC als auch bei der UC. Aus der erhéhten Permeabilitét resultiert einerseits eine
Leckflux-Diarrhd, andererseits kbnnen Noxen und Antigene leichter in die Mukosa
translozieren und so die Entziindungsreaktion weiter unterhalten. Die epitheliale
Barrierestorung bei CED kommt sowohl durch quantitative als auch qualitative
Veranderungen an den epithelialen TJ zustande. Beim MC werden die verschlieBenden
Proteine Claudin-3, -5 und -8 sowie Occludin vermindert, Claudin-2 jedoch vermehrt
exprimiert; Claudin -5 und -8 werden aufl3erdem von der TJ weg ins Zytoplasma
relokalisiert [99]. Ahnliche Beobachtungen existieren fiir die CU, sowohl quantitativ als
auch strukturell [100, 101]. Zusatzlich treten bei beiden Erkrankungen Leckagen
aufgrund von epithelialen Apoptosen auf [102, 103].

Pro-inflammatorische Zytokine spielen eine entscheidende Rolle bei der Induktion der
epithelialen Barrierestorung. So haben z.B. die Zytokine TNFa, IFNy oder IL-13, die im
aktiv entziindeten Darm bei CED-Patienten massiv erhdht sind, in vitro und in vivo im
Mausmodell einen vergleichbar verheerenden Effekt auf die epitheliale Barriere, und
zwar sowohl auf die Dysregulation der TJ als auch auf die Apoptose-Induktion [100,
104]. Diese Zytokine fuhren zudem zu einer erhdhten bakteriellen Translokation in
Zellkultur-Modellen [105, 106].

Ferner wurden bei CED-Patienten genetische Mutationen in Assoziation mit der
epithelialen Barriere beschrieben. PARD3 (partitioning defective 3) und MAGI2
(membrane-associated guanylate kinase inverted 2) zum Beispiel spielen beide eine
Rolle beim Zusammenbau der TJ. Mutationen in fir diese Proteine kodierenden Genen
sind mit der Entstehung der Zoliakie und der CU assoziiert [107]. Ebenso wird HNF4a,
welches fur den Transkriptionsfaktor ,hepatocyte nuclear factor 4a” kodiert und in der
Regulation von Claudin-2, Claudin-15, Adhasionsverbindungen und Desmosomen
involviert ist, als Risiko-Gen fur die Entwicklung einer UC angesehen [108].
Zusammenfassend scheint die Dysfunktion der epithelialen Barriere bei CED also ein
Zusammenspiel zwischen genetischer Préadisposition und einem veranderten
Zytokinmilieu darzustellen, das wahrscheinlich durch Ubersteigerte Immunantwort auf

das Mikrobiom oder ein pathologisch verdndertes Mikrobiom entsteht. Als Konsequenz
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beobachtet man eine erhohte Permeabilitat, wodurch die so ermdglichte Translokation
von Bakterien und luminalen Antigenen den Kreislauf der chronischen Entziindung in

Gang halt.
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Fragestellung

Fur die Pathogenese der CED sind zwei wesentliche Merkmale charakteristisch: Zum
einen fuhrt eine Dysregulation von Zellen des angeborenen Immunsystems, zum
Beispiel durch defekte intrazellulare Mustererkennungsrezeptoren, zu einer
inadaquaten Stimulierung der intestinalen Immunantwort. Andrerseits tragt die
Dysfunktion der epithelialen Barriere, entweder Zytokin-vermittelt oder durch genetische
Defekte hervorgerufen, durch die so ermdglichte Translokation immunogener luminaler
Bestandteile zur Chronifizierung der intestinalen Entziindung bei. Daher sollten in dieser
Arbeit Makrophagen-Subtypen — als essentieller Bestandteil des potentiell
dysregulierten angeborenen Immunsystems — funktionell charakterisiert und deren
direkte Auswirkung auf die Integritat der epithelialen Barriere analysiert werden. Dabei

sollten die folgenden Fragen beantwortet werden:

o Welche der beiden Makrophagen-Subpopulationen finden sich in der Lamina
propria des entziindeten Darms bei den beiden CED-Entitaten MC und CU?

o Welche pro- bzw. anti-inflammatorischen Eigenschaften weisen die in-vitro-
generierten Makrophagen-Subpopulationen auf?

o Kann durch Etablierung eines passenden Modells der spezifische Effekt der in-
vitro-generierten Makrophagen-Subpopulationen auf die epitheliale Barriere
charakterisiert werden?

o Welche Mechanismen liegen einer Makrophagen-induzierten epithelialen
Dysfunktion zugrunde und gibt es Mdéglichkeiten, diesen Effekt medikamentos zu

antagonisieren?
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Materialen und Methoden

Materialien

Chemikalien, Losungen und Kits

Alle verwendeten Chemikalien, Losungen und Kits hatten den hodchstmoglichen

Reinheitsgrad.

Tabelle 1. Verwendete Chemikalien, Lésungen und Kits.

Produkt

Hersteller

B-Mercaptoethanol

Acrylamid (30%)
Adenosin 5°-Triphosphat (ATP)
Aqua dest.

Biocoll-Trennlésung (Dichte 1,077 g/ml)
Bisacrylamid (1,5%)
Bromphenolblau

Citronenséaure

Cytometric Bead Arrays (CBA):
Human Inflammatory Flex Sets
humanes IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10,TNFa

ELISA Kit: humanes IL-1B

Entwicklungsreagenz fiir Chemilumineszenz ECL
Western Blotting Detection Reagents
Entwicklungsreagenz fir ELISA Opt EIA TMB
Substrate Reagent Set

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Eselserum

Ethanol (96%, 80% und 70) vergallt mit 1-
prozentigem Methylethylketon

Ethanol (absolut)

Fotales Rinderserum (FBS)
Glycin

Glycerin

Grundmedium: RPMI1640; mit Phenolrot; #E15-
039

Sigma-Aldrich (Munchen, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth

Fresenius Kabi (Bad Homburg, Deutschland)
Biochrom (Berlin, Deutschland)
Carl Roth

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Carl Roth

BD Bioscience (San Diego, USA)

R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland)

GE Healthcare (Buckinghamshire, Grof3britannien)
BD Bioscience

Serva (Heidelberg, Deutschland)

Dianova (Hamburg, Deutschland)

Carl Roth
Merck

Linaris (Munchen, Deutschland)
Carl Roth

Carl Roth

PAA Laboratories (Pasching, Osterreich)
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GrolRenmarker Protein-Standard Page Ruler
Prestained Protein Ladder

Harnstoff

HCI

Hematoxylin-Lésung; Meyers Hamatoxylin
Heparin (25000 IE/mL); steril

KCI

KH2PO4

L-Glutaminlésung (200 mM); steril
Lipopolysaccharid (LPS), aus E. coli

MicroBeads:
- humanes CD14

Methanol

NazHPO4

NaCl

NaOH

Natriumcitrat
Natriumlaurylsulfat (SDS)

Penicillin (10.000 U/mL) / Streptomycin
(10.000 pg/mL)-Ldsung; steril

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung ohne Ca**
und Mg**; pH 7,4 (PBS)

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20)
Pongeau S

Propidiumiodid

Pralnacasan

Rinderserumalbumin (BSA)
Streptavidin-gekoppelte alkalische Phosphatase
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Tris-HCI

Trypanblaulésung (0,5%); steril

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Carl Roth

Merck

Merck

B. Braun (Melsungen, Deutschland)
Merck

Merck

PAA Laboratories

Invivogen (Toulouse, Frankreich)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland)

J.T. Baker (Deventer, Niederlande)
Carl Roth

Sigma

Merck

Carl Roth

Carl Roth

PAA Laboratories

PAA Laboratories

Sigma

Merck

MP Biomedicals (llkirch, Frankreich)
Merck

Sigma

Dako (Glostrup, Danemark)
Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)
Carl Roth

Merck

Biochrom
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Trypsin (0,5%)/EDTA (0,2%)-L6sung; steril
Xylol

Zahl-Beads; Calibrite

4',6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI)

PAA Laboratories
Carl Roth
BD Biosciences

Roche Diagnostics Deutschland GmbH
(Mannheim, Deutschland)

Materialien und Gerate

Tabelle 2. Verwendete Materialien und Gerate

Produkt

Hersteller

Analysenwaage; BP210D
Autoklav; Varioklav 500E

Axiolmager Z1, Inverses Mikroskop mit
Phasenkontrast
Begasungsbrutschrank; Heracell 150

Chemilumineszenzdetektor LAS-4000 mit
Programm Image Reader

Durchflusszytometer; FACSCanto™ Il mit
Software FACSDiva™ (Version 6.1.3),
CellQuest™ Pro (Version 5.2.1) und FCAP
Array™ (Version 1.0.1)

Eisbereiter, AF100

Elektroden zur Rt-Messung STX-2 mit
epithelialem Voltohmmeter

ELISA-Reaktionsplatten MaxiSorb mit 96
Vertiefungen und flachem Boden

Filter zur Epithelzellkultur; PCF Filter (0,4 pm)
Gel-Blotting-Papier

Kammer flr vertikale Polyacrylamid-
Gelelektrophorese Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell mit GieReinrichtung

Kammern fir horizontale Agarose-Gel-
Elektrophorese Perfect Blue Mini M/ L

Konfokales Laser Scanning Microscope (LSM)
Kuhlschrank, 4 °C

Kihlzentrifuge; Biofuge fresco

Kuhlzentrifuge; Eppi und Heraeus Fresco

Impedanz-Messgerat

Magnetrihrer; Ilkamag RH

Mithras LB 940 Multitechnologie
Mikroplattenleser

Sartorius (Gottingen, Deutschland)

H+P Labortechnik (Oberschlei3heim,
Deutschland)

Zeiss (Berlin, Deutschland)

Heraeus (Hanau, Deutschland)
Fujifilm (Tokyo, Japan)

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Scotsman (Bettolino di Poliano, Italien)

World Precision Instruments (Sarasota, USA)
Thermo Fisher Scientific

Merck Millipore (Billerica, USA)

Schleicher und Schuell (Dassel, Deutschland)
Bio-Rad Laboratories

Peqglab (Erlangen, Deutschland)

Zeiss

Liebherr (Biberach, Deutschland)
Heraeus

Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland)

Institut fir klinische Physiologie, CBF, Berlin,
DE

IKA (Staufen, Deutschland)

Berthold Technologies (Bad Wildbad,
Deutschland)
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Mixer; Vortex Reax 2000

pH-Meter; 766 Calimatic mit Einstab-
Messelektrode

Photometer fiir Mikrotiterplatten mit Software
Easy-WinFitting (Version 6.0 a)

Séaulen fur MACS®; LS-Séule

Sicherheitswerkbank mit laminarem Luftstrom;
Herasafe 1.8

Tiefkihlschrank -20 °C
Tiefkihlschrank -80 °C

Wasserbad, Isotemp 210
Western-Blot-PVDF-Membran Immobilon-P

PorengréfRe 0,45 um

Zahlkammer nach Neubauer

Zellkulturplatte: 6/12/24-Well
Zellkulturflaschen BD Falcon 75 cm?, 150 cm?

Zellscraper

Heidolph (Minchen, Deutschland)
Knick (Berlin, DE)

Tecan, Crailsheim, DE

Miltenyi Biotec

Kendro (Langenselbold, Deutschland)

Liebherr

SANYO Component Europe GmbH (Minchen,
Deutschland)

Fisher Scientific
Carl Roth

Brand (Wertheim, Deutschland)
BD Biosciences

BD Bioscience

Sarstedt (Newton, USA)

Gele, Puffer- und Standardlésungen

Tabelle 3. Gele, Puffer- und Standardlésungen

Gele, Puffer- und Standardlésungen Zusammensetzung

Citratpuffer, 100 mM 4,94 | Aqua dest, 10,5 g Citronenséure-
Monohydrat
60 ml 2M NaOH
pH 6,0

MACS-Puffer 450 ml PBS

PBS

PBS-Tween

TBS (Tris-gepufferte Kochsalzldsung)

50 ml BSA 5%

11,6 g NazHPO4

2 g KH2POq4

2 g KCl

auf 10 | Aqua dest.
pH 6,5-7,0

21 PBS
1 ml Tween 20

4,25 g TRIS HCI
4,5 g TRIS Base
43,9 g NaCl

auf 5 | Aqua dest.
pH7,4-7,6
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TBS-T

51TBS
5 ml Tween 20

SDS-PAGE und Western Blot

Elektrophorese-Laufpuffer (10-fach)

Polyacrylamid-Sammelgel

Polyacrylamid-Trenngel (12,5%)

Pongeau-Farbeldsung

Probenpuffer

Resolving-Puffer

Spacer-Puffer

Transferpuffer

144 g Glycin

30 g Tris

10 g SDS auf 1 | Aqua dest.

600 pl Acrylamid 30%/Bisacrylamid 1,5%
250 pl Spacerpuffer

25 ul 10% SDS

1,5 ml 8M Urea

75 pl APS

2,5 ul TEMED

5,2 ml Acrylamid (Stock 25%)
2,0 ml Resolving-Puffer

0,1 ml 10% SDS

3,0 ml 8M Urea

225 pl APS

10 pl TEMED

0,1% Pongeau S

5% Essigsaure

in Aqua dest.

5,0 ml 8 M Harnstoff

2,0 ml Spacer-Puffer

1,0 ml 20% SDS

0,5 ml B-Mercaptoethanol

1,5 ml Glycerin

1 Spatelspitze Bromphenolblau
181,5 g Tris

240 ml 1N HCI auf 500ml Aqua dest.
36,6 g Tris auf 500 ml Aqua dest.

pH 6,7

3,03 g Tris

14,4 g Glycin

200 ml Methanol f.c. 20% auf 1 | Aqua dest.
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Medien, Antikorper, Zytokine und Zytokinblockade

Tabelle 4. Verwendete Medien

Medium

Zusammensetzung

Medium fir Monozyten, Makrophagen, Caco-2,

T84 und HT29/B6

10% FBS

2 mM L-Glutamin
1.000 U/ml Penicillin

RPMI1640 mit Phenolrot

1 mg/ml Streptomycin

Tabelle 5. Verwendete Antikorper

Antigen

Herkunft, Subtyp, Klon

Hersteller

Immunhistochemie
CD163

CD68

iINOS

Stabilin 1

TNFa

Maus, 1gG1, 10D6

Maus, 1gG1, PG-M1-
Kaninchen, 1gG, polyklonal
Kaninchen, polyklonal
Maus, IgG1, P/T2

Novocastra, Berlin, DE
Dako

Abcam, Cambridge, UK
Sigma-Aldrich

Abcam

Durchflusszytometrie

CD14, Fluorescein Isothiocyanat
(FITC) gekoppelt

CD163, Phycoerythrin (PE)
gekoppelt

HLA-DR, Allophycocyanin (APC)
gekoppelt

Maus, IgG1, k, 61D3

Maus, IgG1, k, GHI/61

Maus, IgG2b, k, LN3

eBioscience, USA, jetzt Thermo
Fischer Scientific

eBioscience, USA, jetzt Thermo
Fischer Scientific

eBioscience, USA, jetzt Thermo
Fischer Scientific

Immunfluoreszenz
Claudin-2

JAM-1
Z0-1

Sekundéare Antikorper

Maus / Kaninchen, AlexaFluor594 /

AlexaFluor488-gekoppelt

Kaninchen, 1gG1, polyklonal

Kaninchen, 1gG2b, polyklonal
Kaninchen, 1gG1, polyklonal

Ziege

Life Technologies, Carlsbad,
USA

Life Technologies

Life Technologies

Life Technologies

Western-Blot
Humanes IL-1B/IL-1F2

Sekundarer Antikorper

Maus

Maus, IgG, polyklonal

Kaninchen, 1gG, polyklonal

R&D Systems

Dako
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Tabelle 6. Verwendete rekombinante Zytokine

Protein* rekombinant aus Spezifische Aktivitat Stamm-
[U/mg]/ Konzentration
[ug/mL]
GM-CSF E. coli 21x107 < 0,001
M-CSF E. coli >2x10° < 0,005
IL-18 E. coli 21x109 < 0,001

* Alle hergestellt von PeproTech, Rocky Hill, USA

Tabelle 7. Zytokinblockade

Zielstruktur Name, Funktionsweise Hersteller

TNFa Infliximab (Remicade®) MSD, Haar, Germany

Chimarer human/muriner
Antikdrper gegen TNFa, 1gG1

IL-1 Rezeptor Anakinra (Kineret®) Swedish Orphan Biovitrum
IL-1 Rezeptorantagonist GmbH, Langen, Germany
IL-18 Monoklonaler muriner AK gegen  MBL, Nagoya, Japan

IL-18, Maus, 1gG1, k ,125-2H

Untersuchungsmaterial

Die Genehmigung fiur alle in dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen erfolgte
durch die Ethik-Kommission der Charité - Universitatsmedizin Berlin (Ethikvotum:
EA4/059/10).

Fur die Immunhistochemie wurde aktiv entziindete Darmschleimhaut in Formalin-
fixierten, in Paraffin eingebetteten Darm-Resektaten von CED-Patienten mit normaler,
nichtdysplastischer Darmschleimhaut in Darm-Resektaten von Patienten mit Neoplasien
als gesunde Kontrollen verglichen. Die Praparate stammten allesamt aus dem Archiv
des Instituts fur Pathologie, Campus Benjamin Franklin, Charité - Universitatsmedizin
Berlin. Nur Resektate mit aktivem ileoztkalem (MC) oder Kolon-Befall (MC, CU) wurden
in die Untersuchungen eingeschlossen.

Fur die Isolierung der Monozyten und die Weiterverarbeitung in differenzierte
Makrophagen wurde den freiwilligen, gesunden, volljahrigen Probanden, die zuvor ihr

schriftliches Einverstandnis gegeben hatten, mit einer zuvor mit Heparin (25000 IE/ml)
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benetzten Spritze ca. 50 ml Vollblut aus einer peripheren Vene abgenommen. Die
Weiterverarbeitung erfolgte innerhalb von 4 Stunden.

Methoden

Immunhistochemie

Die Immunhistochemie wurde nach einem etablierten Schema durchgeftihrt [109, 110].
Das Prinzip der Immunhistochemie basiert auf einer Komplexbildung zwischen dem
gesuchten Antigen und dem spezifisch bindenden Antikorper. Da Formalin-Fixierung
und Paraffin-Einbettung haufig zu einer Unzugénglichkeit der Antigene fihren, wurden
die Proben zunachst von Paraffin befreit und dann rehydriert. Dies geschieht durch das
Auftragen der 2 um dicken Schnitte auf spezielle Objekttrager, Entparaffinisierung durch
Xylol, anschlieRende Wasserung in einer absteigenden Alkoholreihe (96%, 80%, 70%),
Rehydrierung in destilliertem Wasser sowie hitzeinduzierte Antigendemaskierung (5 min
in Citratpuffer, 100 mM, pH6). Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen des
Sekundarantikdrpers erfolgte dann eine Blockade mit 100 ul Eselserum, gefolgt von der
Inkubation mit dem spezifischen Primarantikorper (verwendete Antikdrperldsungen: 1:
100 fur TNFa, 1:200 fur CD68 und Stabilin-1, 1:400 fur CD163 und 1:500 fur iNOS,
jeweils mit TBS-Puffer verdiinnt; Inkubationszeit 30 min bei CD163 bzw. 1 h bei CD68,
Stabilin-1, TNFa und iNOS bei Raumtemperatur). Nach einem Waschschritt mit TBS-T
wurde biotinylierter Anti-Kaninchen-Antikorper (Verdiinnung 1:200 in TBS-Puffer) fir 30
min auf die Proben gegeben. Nun wurden die Schnitte nach erneutem TBS-T- Waschen
fur 30 min mit einer an Streptavidin gekoppelten alkalischen Phosphatase inkubiert und
dann erneut gewaschen. Zuletzt wurden die Schnitte mit 100 ug Entwicklungsreagenz
(nach Herstellerprotokoll) fur weitere 30 min inkubiert. Die Zellkerne wurden mit
Hamatoxylin gegengefarbt. Die Schnitte wurden mit dem Axioimager-Z1-Mikroskop
analysiert. Farbmarkierte Zellen wurden quantifiziert und jeweils zehn high power fields
(hpf; 0.237 mm?) pro Probe ausgezahlt.

Die immunhistochemischen Farbungen fur CD68, Stabilin-1, CD163 und iINOS wurden
bereits im Rahmen einer friheren Doktorarbeit aus unserer Arbeitsgruppe von Fr. Dr.
Kredel [109] angefertigt und im Rahmen der hier vorliegenden Doktorarbeit nochmals
mit anderem Fokus (Quantifizierung der Makrophagen in der Lamina propria) neu
ausgewertet. Die immunhistochemische Farbung von TNFa wurde fur die hier

vorliegende Dissertation neu durchgefuihrt und ausgewertet.
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Zellpraparation und Zellkultur

Monozyten-Isolierung und Makrophagen-Polarisierung
Monozyten-Isolierung und Makrophagen-Polarisierung erfolgten wie in der Literatur

beschrieben [110, 111]. Heparinisiertes Vollblut wurde zu gleichen Teilen mit Phosphat-
gepufferter Kochsalzlésung (PBS) gemischt. Nun erfolgte die vorsichtige Schichtung
von 25ml des Gemisches Uber 15 ml Biocoll-Trennlésung mit anschlieRender
Zentrifugierung tUber 25 min bei 20 °C mit 1200 x g und kleinstméglicher Bremsung. Die
peripheren mononukleéren Zellen des Blutes (PBMC), zu denen neben B-Zellen, T-
Zellen und NK-Zellen auch die Monozyten gehéren, wurden aus den mit Hilfe der
Biocoll-Dichtegradienten-Zentrifugierung gewonnenen buffy coats unter sterilen
Bedingungen abpipettiert und sofort zweimal mit jeweils 20 ml MACS-Puffer
gewaschen. Durch Farbung der abgestorbenen Zellen mit Trypanblau konnten die
vitalen Zellen identifiziert und mit Hilfe einer Zahlkammer nach Neubauer quantifiziert
werden.

Mittels nachfolgender magnetischer Zelltrennung (MACS) mit CD14-MicroBeads gemal}
Herstellerangaben wurden die CD14* Monozyten aus der Zellsuspension isoliert. Diese
machen ca. 10% aller PBMCs aus. Die Effektivitat der Zellaufreinigung wurde
durchflusszytometrisch  verifiziert. Die erhaltenen Zellsuspensionen enthielten
typischerweise >98% CD14* Zellen in der Durchflusszytometrie.

Die Zellen wurden anschlie3end in Standardmedium in 12-well-Zellkulturplatten in einer
Konzentration von 3x10° Zellen pro well bei 37 °C in wassergesattigter Atmosphére und
einem CO2-Gehalt von 6% Kkultiviert. Die Zellkulturen erhielten zusatzlich entweder
humanen granulocyte macrophage-colony stimulating factor (50 U/mL; GM-CSF) oder
humanen macrophage-colony stimulating factor (50 ng/mL; M-CSF) fur sechs Tage, um
die Polarisierung in M1- oder M2-Makrophagen zu erreichen, oder sie wurden in
Standardmedium ohne weitere Stimulation fir 24 Stunden kultiviert, um unpolarisierte
Monozyten (Mo) zu bewahren. Bei sechs-tagiger Kultivierung wurde das Medium nach
jeweils drei Tagen zur Halfte ausgetauscht. Die Zellen wurden, falls nétig, durch
Inkubation mit Trypsin oder EDTA (je 5 ml, 15 Minuten Inkubation bei 37 °C) aus den

KulturgefalRen abgeldst und weiterverarbeitet.
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Stimulation

Fiar die Versuche zur Induktion bzw. Inhibierung des Inflammasoms in Monozyten
wurden die mit 3x10 ° pro well ausgeséaten Zellen mit LPS (100 ng/ml) tber 12 h, ggf.
ATP 10 mM fur 5, 10, 15, 20 oder 30 Minuten und ggf. zusatzlich Pralnacasan 10 pM
Uber den entsprechenden Zeitraum stimuliert. Pralnacasan wurde in Dimethylsulfoxid
(DMSO) gelost.

In einem weiteren Versuch wurden die Zellen (Monozyten bzw. HT-29, ATCC HTB-38)
ebenfalls in einer Dichte von 3x10° pro well ausgesat und entweder mit Medium
(Kontrolle) oder LPS (100 ng/ml) fiir 4 h plus ggf. 1 mM ATP fur 15 Minuten inkubiert.
Nach Beendigung der Stimulierung wurden die Uberstande jeweils abpipettiert und dem
ELISA (s.u.) zugefuhrt bzw. die Zellen lysiert (100 pl Western Blot Puffer + 1 ul
Benzonase, Konzentration 1x10* Zellen/pl Lysat) und bis zur weiteren Verwendung bei -

20 °C tiefgefroren.

Co-Kultur von Makrophagen mit Epithelzellen

Epithelzellen und Versuchsaufbau

Fur die Co-Kultur von Monozyten bzw. Makrophagen wurden die folgenden
Epithelzelllinien verwendet: HT-29/B6 Zellen (Subklone aus der humanen Kolon-
Karzinom-Zelllinie HT-29) [112], Caco-2 (ATCC HTB-37) [113] und T84 (ATCC CCL-
248) [114]. Die Co-Kultur der Monozyten bzw. Makrophagen und der Epithelzellen ist
schematisch in Abbildung 3 dargestellt. Sie fand in 12-well-Kulturplatten statt. Die
Epithelzellen wurden auf Millicell PCF Filtern (0,4 um Dicke) mit einer durchschnittlichen
Konzentration von 7x10° Zellen/cm? ausgesat und bis zur Konfluenz als
hochdifferenzierter polarisierter Monolayer kultiviert. Nach 10 bis 14 Tagen nach
Aussaat der Caco-2 und T84 Zellen bzw. nach 7 bis 9 Tagen nach Aussaat der HT-
29/B6 Zellen wurden die Filter in die 12-well-Platten montiert. Am selben Tag wurden
die Monozyten/Makrophagen in die basale Kammer in einer Konzentration von 3x10°
pro well unter den Epithelfilter, jedoch ohne direkten Zell-Zell-Kontakt zu den
Epithelzellen ausgesat. Das apikale Kompartiment wurde mit 500 uyl, das basale
Kompartiment mit 2 ml Standardmedium gefillt. Je nach Stimulationsmethode wurden
zusatzlich LPS (100 ng/ml), Infliximab (10 pg/ml), Anakinra (15 pg/ml) oder ein

monoklonaler Anti-IL-18- Antikérper (1 pg/ml) in die basale Kammer hinzugeflgt.
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Abbildung 3. Co-Kultur von Makrophagen mit Epithelzellen.

Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung des Co-Kultur-Modells. (1) Die Epithelzellen (T84,
Caco-2, HT-29/B6) werden auf Millipore PFC Filter ausgesat und bis zur Konfluenz und Ausbildung eines
polarisierten Monolayers (2) kultiviert. In die basale Kammer (*) wird 2 ml Standardmedium, in die apikale
Kammer (**) 500 pl Standardmedium eingefullt. (3) Monozyten bzw. M1- oder M2-Makrophagen werden
in das basale Kompartiment ausgesat und je nach Versuch mit Lipopolysaccharid (LPS), Infliximab,
Anakinra oder einem IL-18 Antikorper kultiviert (4). Zu den Zeitpunkten 0, 6, 24, 30, 48 und 54 Stunden
nach Zusammenfuhrung der Zellen wird der epitheliale Widerstand als Ausmald des epithelialen

Integritatsverlustes gemessen (5).

Messung des transepithelialen Widerstandes

Der transepitheliale Widerstand (Rt) der Epithelfilter wurde wie zuvor beschrieben
mithilfe speziell fir die Messung an Zellfiltern entwickelten Chopstickelektroden (Ing.
grad. D. Sorgenfrei) quantifiziert [L15]. Die elektrophysiologischen Messungen erfolgten
mit den zwei zuvor in 96%igem Ethanol sterilisierten, fixierten Elektrodenpaaren, an die
ein Impedanz-Messgerat angeschlossen war, wobei die Tiefe des Einsenkens und die
Position der Elektroden auf dem Filter mechanisch standardisiert wurden. Zur Messung
wird die eine Elektrode aulRerhalb, die andere innerhalb des Filters von oben in das den

Filter ausfullende bzw. umspilende Medium eingetaucht. Der Widerstand wird anhand
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der Spannungsabweichungen berechnet, die von der Durchstrémung der epithelialen
Zellschicht durch einen externen, rektangularen Strom (+/- 10 pA, 21 Hz) verursacht
wurden. Die Widerstandsmessungen wurden hinsichtlich des zuvor quantifizierten
Widerstandes des leeren Filters und der Lésung korrigiert. Der Rt wurde zu den
Zeitpunkten 0, 6, 24, 30, 48 und 54 Stunden nach Zusammenfiuhrung der Zellen
bestimmt.

Nach Beendigung des Experiments wurden die Uberstande abpipettiert und im
Cytometric Bead Array (CBA) weiter analysiert. Die Monozyten/Makrophagen wurden
durch Trypsin oder EDTA von den wells abgelést und die Oberflaichenmarker in der
Durchflusszytometrie bestimmt. Die Epithelzell-Filter wurden zur weiteren Analyse
(Immunfluoreszenz und konfokale Lasermikroskopie) wie unten beschrieben
weiterverarbeitet.

Bei der Aussaat und Kultivierung der Epithelzellen und der Messung des
transepithelialen Widerstandes erhielt ich wertvolle praktische Hilfe durch Frau Claudia
May (AG Schulzke/Schumann); alle anderen Schritte wurden vollumfanglich von mir

ausgefuhrt.

Zytokinbestimmung

Cytometric Bead Array
Zur Zytokinbestimmung in den Uberstanden der verschiedenen Zellpopulationen aus

den Co-Kultur-Versuchen wurde ein CBA verwendet. Unter Beads versteht man
gefarbte Polysterol-Kiigelchen mit spezifischer Fluoreszenzintensitat, durch deren
Einsatz simultan mehrere Zytokine im Uberstand quantifiziert werden koénnen. Die
Zytokine werden hierbei Uber spezifische primare Antikorper, welche auf den Capture
Beads mit unterschiedlicher Fluoreszenzintensitat gekoppelt sind, gebunden und tber
Polyethylen (PE)-gebundene Sekundarantikdrper durchflusszytometrisch detektiert. Zur
Zytokinbestimmung von IL-183, IL-6, IL-8, IL-10 und TNFa kamen entsprechende Flex
Sets nach Herstellerangaben zum Einsatz. Standardreihen erfolgten durch Verdiinnung
mit Komplettmedium; die Hochstkonzentrationen betrug hierbei 5 ng/ml. Das Gemisch
aus Bead-Suspension (4 pl Capture Beads und 20 pl Detektionsreagenz mit PE-
markierten Sekundarantikérpern) und 20 pl Probe bzw. Standardverdinnung oder
Komplettmedium als Negativkontrolle wurde fir 2 h bei Raumtemperatur lichtgeschutzt

auf einem Schittler inkubiert und dann mit 2 ml im Set enthaltenen Waschpuffer
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gewaschen. Nach Resuspension in 200 pl Puffer erfolgte die Messung am FACS-Canto
Il und die Auswertung tber FCAP Array ™.

Enzyme-linked immunosorbent assay

Fir die Bestimmung von IL-1 in den Uberstéanden der Monozyten wurde ein Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) durchgefuhrt. So wird ein antikérperbasiertes
Verfahren bezeichnet, mit dem Proteinkonzentrationen durch enzymatische
Farbreaktionen gemessen werden konnen. Der priméare Antikérper (der sog. capture
antibody) wird an eine feste Phase gekoppelt und bindet das nachzuweisende Eiweil3.
Dieses bindet an einen zweiten Antikérper (den sog. detection antibody) an einem
anderen Epitop. Uber kovalent gebundenes Biotin kann dann mittels einer Streptavidin-
gekoppelten Meerrettich-Peroxidase das nachzuweisende Protein sichtbar gemacht
werden.

Der ELISA wurde gemal den Herstellerangaben durchgefuhrt. Der primére Antikdrper
wurde zunachst in eine Konzentration von 4 pg/ml (geldst in PBS) verdinnt, je 100 pl in
die praformierte 96-well Mikrotiterplatte gegeben und tber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 300 ul Wash Buffer (0,05% Tween 20/PBS)
pro well erfolgte die Blockung mittels 300 ul Reagent Diluent (1% BSA/PBS) und die
Inkubation fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach erneutem dreimaligem Waschen
erfolgte das Beladen mit je 100 pl der zu messenden Probe verdinnt mit Reagent
Diluent bzw. der Standardverdinnungsreihe und die erneute Inkubation fir 2 Stunden
bei Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschen erfolgte die Applikation des
sekundaren Antikdrpers in einer Konzentration von 300 ng/ml (je 100 pl) und die
Inkubation fur 2 Stunden bei Raumtemperatur. Nach erneutem dreimaligem Waschen
wurden nun je 50 ul Streptavidin-HRP und Reagent Diluent zugegeben und fir 20
Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurde
schlie@lich die enzymatische Farbereaktion durch Zugabe von je 100 pl fertig
gemischtem TMB-Substrat (1:1) gestartet und eine Inkubation von 20 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln abgewartet, der Prozess wurde schlief3lich durch Zugabe
von je 50 pl Fixierlosung (Schwefelsédure) gestoppt. Die fotometrische Messung erfolgte
innerhalb der nachsten 30 min am Microplate Reader bei einer Wellenlange von 450 nm

mit einer Korrekturwellenlange von 560 nm.
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Durchflusszytometrie zur Darstellung der Oberflachenantigene

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, bei dem in Suspension befindliche Zellen
aufgrund ihrer Grof3e und Granularitdt einen Laserstrahl in unterschiedlicher Weise
reflektieren und streuen und dadurch charakterisiert werden kdnnen. Durch zusatzliche
Farbung mit intra- oder extrazellularen, fluoreszierenden Antikdrpern, die von dem
Laserstrahl angeregt werden, kann das Vorhandensein bestimmter Antigene gepruft
werden. In diesem Fall wurden zur Darstellung der Oberflachenantigene extrazellulare
Antikdrper verwandt und die Durchflusszytometrie nach einem etablierten Protokoll und
nach Herstellerangaben durchgefiihrt [110]. Die Zellen wurden durch 5-mintige
Inkubation mit Trypsin von den Kulturplatten abgel6st, zweimal mit MACS-Puffer
gewaschen, quantifiziert und in einer Konzentration von jeweils 2-5x10° Zellen mit den
Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern (anti-CD14, anti-CD163 und anti-HLA-DR) nach
Herstellerangaben auf Eis inkubiert. Nach 20 min erfolgte die Waschung mit 2 mi
MACS-Puffer und die Messung von je 10%-108 Zellen am Durchflusszytometer unter
Zuhilfenahme der FACS Diva™ Software des FACS Canto Il. Tote Zellen wurden
mittels Zugabe von 1 pg Propidium-lodid gefarbt und so exkludiert. Zur Auswertung der

Daten diente die Software CellQuest™ Pro.

Immunfluoreszenz und konfokale Lasermikroskopie

Die Immunfluoreszenz beruht auf dem Prinzip, dass Immunkomplexe aus dem
nachzuweisenden Protein im Zellverband und dem dieses Protein spezifisch bindenden
Erst-Antikdrper durch Zweit-Antikorper sichtbar gemacht werden kénnen. Die spezifisch
an die Fc-Doméane des Erst-Antikorpers bindenden, fluoreszenzmarkierten Zweit-
Antikdrper kénnen nach Anregung mit Licht bestimmter Wellenldngen ebenfalls Licht
emittieren und so im konfokalen Laser Scanning Mikroskop (LSM) detektiert werden,
welches durch die Erzeugung von digitalen Bilddaten die Bildanalyse am Computer
ermoglicht. Durch Doppelfarbungen kann die Lokalisation bestimmter Proteine im
Zellverband ermdglicht werden. In der vorliegenden Arbeit wurde das LSM 510 Meta,
Carl Zeiss, Jena, bei exzitatorischen Wellenlangen von 543, 488 und 405 nm
verwendet.

Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden nach einem etablierten Protokoll durchgefiihrt
[116]. Nach Abpipettieren des Uberstandes wurden die Epithelfilter zweimal mit PBS
gewaschen und fur 15 min in 2% Formaldehyd in PBS (pH 7,4) im Brutschrank

inkubiert. Nach zwei weiteren Waschvorgangen mit PBS wurden die Zellen fur funf
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Minuten in 25 mM Glycin in PBS inkubiert und nach zwei weiteren Waschschritten
durch 15-mindtige Zugabe von 0,3% Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Um
unspezifische Bindungen zu blockieren, erfolgte die Inkubation mit 1%
Trockenmilchpulver und Ziegenserum. Die Zellen wurden dann fiir 60 min bei 4 °C mit
den entsprechenden Erst-Antikérpern (Claudin-2, ZO-1, JAM-1) bzw. 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) inkubiert und zweimal mit Ziegenserum gewaschen. Zur
Doppelfarbung wurde nun analog der zweite Erstantikdrper inkubiert. Zur Schonung der
fluoreszenzmarkierten Zweit-Antikorper erfolgten die nachsten Schritte im Dunkeln. Die
Zellen wurden zunéchst mit dem ersten Zweit-Antikdrper (Goat-Anti-Rabbit 594 1:500)
fur 60 Minuten bei 37 °C in 0,5% Ziegenserum, nachfolgend mit dem zweiten Zweit-
Antikdrper (Goat-Anti-Mouse 488 1:500) inkubiert. Nach zwei Waschschritten erfolgte
das Spulen mit Aqua bidest. und absolutem Alkohol und Eindecken mit ProTags Mount
Fluor. Nun folgte das Ausharten bei Raumtemperatur unter Abschirmung von Licht und
im letzten Schritt die Analyse am LSM, wie oben beschrieben.

Bei der Farbung zur Immunfluoreszenz erhielt ich wertvolle praktische Hilfe durch Frau
Claudia May (AG Schulzke/Schumann); die Analyse und Auswertung erfolgte durch

mich.

Western Blot

Die Western Blot-Analyse ist ein Verfahren, bei dem man Proteine nach Auftrennung
durch Elektrophorese und Blotten (Ubertragen) auf eine Nitrozellulosefolie durch die
Bindung spezifischer Antikorper sichtbar machen kann. Zu diesem Zweck wurde ein
SDS (Natriumlaurylsulfat) Polyacrylamid-Gel (bestehend aus Trenngel und Sammelgel)
nach dem in Tabelle 3 aufgefuhrten Protokoll gegossen. Die Zellen (Monozyten bzw.
HT-29/B6 Zellen) wurden in Probenpuffer lysiert und bei 95 °C fur finf Minuten erhitzt.
Aquivalente Mengen jeder Probe sowie des GroRenmarkers wurden auf das Gel
aufgetragen. Die SDS-PAGE-Auftrennung der Proteine erfolgte bei 150V in
Elektrophorese-Laufpuffer fir ca. 1,5 h, bis die Lauffront am Ende des Gels
angekommen war. Die aufgetrennten Proteine wurden fir 55 min bei 250 mA in
Transferpuffer auf den Nitrozellfilter Ubertragen, fir 60 min mit 5% Trockenmilch-PBS-T
blockiert, dreimal mit ca. 20 ml PBS-T gewaschen und mit dem primaren Antikorper (IL-
1B, Konzentration 2 pg/ml) Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nun erfolgten nach erneuter

Waschung die einstiindige Inkubation mit dem entsprechenden Peroxidase-gekoppelten
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Sekundéarantikérper (Anti-Maus, 1:2000 verdunnt), ein erneuter Waschgang und die
Zugabe der ECL-Reagenzien fur eine Minute nach Herstellerangaben. Die Intensitat der

Banden wurde durch Chemilumineszenz visualisiert.

Statistik
Die Ergebnisse sind, wenn keine Normalverteilung vorlag, als Median dargestellt. Die

statistische Signifikanz wurde bei zwei Vergleichsgruppen durch den Student’s t-Test
fur normalverteilte Daten und den Mann-Whitney-U-Test fur nicht normal verteilte Daten
ermittelt. Es wurde ein Konfidenzintervall von 95% festgelegt. Statistische Signifikanz
wurde bei p<0,05 angenommen. Alle statistischen Berechnungen sowie die Erstellung
der Graphiken wurden mithilfe der Software GraphPad Prism (Version 5.00; GraphPad
Software, La Jolla, USA) vorgenommen.
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Ergebnisse

Charakteristika der Patientenproben

Die Kontrollgruppe bestand aus vier Patienten. Elf Patientenproben von Patienten mit
aktivem, ileozdkalem oder kolonischem MC bzw. acht Patientenproben von Patienten

mit therapierefraktarer CU wurden untersucht.

Makrophagen in der Lamina propria bei Patienten mit chronisch

entzindlichen Darmerkrankungen

Makrophagen-Subtypen

Sowohl in den Darmpraparaten von gesunden Kontrollen als auch bei CED-Patienten
fanden sich CD68*-Zellen direkt subepithelial in der Lamina propria. CD68* ist ein
genereller Oberflachenmarker fur residente intestinale Makrophagen. Allerdings war die
Anzahl der CD68*-Zellen bei Patienten mit MC — und etwas weniger ausgepragt auch
bei Patienten mit CU — deutlich hoher als bei gesunden Kontrollen. Zudem verloren sie
in der Entztiindung ihr striktes Vorkommen direkt unter dem Epithel. Weitere Farbungen
zeigten, dass die residenten Makrophagen im gesunden Darm CD163* und Stabilin-1*
sind. Beides sind Oberflachenmarker, die fur den anti-inflammatorischen M2-Phanotyp
charakteristisch sind und zu den scavenger-Rezeptoren zahlen [117], was eine
konstante Prasenz der regulatorischen M2- Makrophagen in der Lamina propria des
nicht-entziindeten Darms belegt (Abbildung 4). Bei CED-Patienten (sowohl MC als
auch CU) waren diese Zellen ebenfalls erhdht. Jedoch fand sich nur im entziindeten
Darm und hier insbesondere bei Patienten mit MC eine massive Akkumulation von
sowohl INOS™- (p<0,001) als auch TNFa*- (p<0,001) Makrophagen. Eine Invasion von
pro-inflammatorischen M1-Makrophagen in dieses Kompartiment tritt also bei Patienten
mit einer CED auf (Abbildung 5).
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Abbildung 4. Makrophagen-Subpopulationen in der Lamina propria - Immunhistochemie.

Intestinale Resektionspraparate von Patienten mit Morbus Crohn (MC), Colitis ulcerosa (CU) und
Kontrollen wurden immunhistochemisch mit CD68 als genereller Makrophagen-Marker, iNOS und TNFa
als M1-Marker sowie CD163 und Stabilin-1 als M2-Marker gefarbt. Abgebildet sind reprasentative Bilder
der Immunhistochemie in 400-facher VergréRerung; die Striche reprasentieren 50 um.

45



CD68 TNFa

600 *% 600-
* kK i * k%
.y —EkE
400 400 k¥
ALLa
e g .
| “‘
200+ o 4 200 oy
= = n® A
. = e i
0 T ] ] c —m.- 1 T
L
oS iNOS CD163
2 600+ 600+ — k%
o * *
1
Q. —_—kkk [ L
= 4004 400 "
92 . %.-. A
E | | A £ .l
[ ] A |
o 2 T . — e ‘ET
E ... a;_
= s,
§ ol —Symt ; ; 0 . ; ;
Kontrolle MC CuU
Stabilin-1
*
200- =
*%*
n
1504
100 a
E A,
50 il A
. . ——I=
A
0 i.s : 4
Kontrolle MC CuU

Abbildung 5. Makrophagen-Subpopulationen in der Lamina propria - Auswertung. Die Abbildungen

zeigen die Auszéhlung der Immunhistochemie-Schnitte von Kontrollen und Patienten mit Morbus Crohn
(MC) sowie Colitis ulcerosa (CU) beziglich CD68*, iINOS*, TNFa*, CD163* und Stabilin-1 aus 10 high
power fields (HPF), n=4-11; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Gleichgewicht zwischen pro- und anti-inflammatorischen Makrophagen

Entscheidend fiir die intestinale Homoostase ist das Gleichgewicht zwischen pro- und

anti-inflammatorischen Zellen. Im Falle der CED ist dieses Gleichgewicht verschoben:
Die INOS*/CD163*-Ratio lag bei MC-Patienten (p<0,001) und CU-Patienten (p<0,01)

verglichen mit gesunden Kontrollen deutlich verschoben in Richtung der pro-

inflammatorischen M1-Makrophagen (Abbildung 6).
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Abbildung 6. INOS/CD163-Ratio. Die Abbildung zeigt die Ratio von iINOS* zu CD163* Zellen aus 10 high

power fields (HPF); n=4-11; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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In-vitro generierte Monozyten und Makrophagen

Morphologie

Die Monozyten bzw. Makrophagen-Subtypen unterschieden sich morphologisch nach
ein- bzw. sechstagiger Kultur deutlich voneinander (Abbildung 7). Monozyten waren
kleiner und wiesen eine rundliche Form auf. M1-Makrophagen waren ebenfalls rundlich,
aber deutlich gréRer und mit typischer spiegelei-ahnlicher Morphologie [118]. M2-
Makrophagen besalRen langliche Auslaufer, hatten eine Spindel-Konfiguration und

erinnerten in ihrem Aussehen an Fibroblasten.

Mo M1 (GM-CSF) M2 (M-CSF)

Abbildung 7. In-vitro-polarisierte Makrophagen-Subtypen - Morphologie.

Die Abbildung zeigt reprasentative Phasenkontrast-Mikroskopie-Bilder von kultivierten Monozyten (Mo),
M1- oder M2-Makrophagen (VergroBerung 40-fach). GM-CSF = Granulocyte macrophage-colony
stimulating factor, M-CSF = Macrophage-colony stimulating factor. Die Striche reprasentieren 100 um.
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Oberflachenmarker

Auch anhand der Oberflachenmarker lie3en sich die verschiedenen Zellpopulationen
gut voneinander unterscheiden (Abbildung 8). Monozyten waren naturgemald CD14",
aulRerdem CD163". M1-Makrophagen zeichneten sich durch eine hohe Expression von
HLA-DR aus, wohingegen ein CD163"9"CD14"9"-Phanotyp charakteristisch fir M2-
Makrophagen war.
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Abbildung 8. In-vitro-polarisierte Makrophagen-Subtypen - Oberflachenprofil.
Die Abbildung zeigt die Expression der Oberflaichenmarker CD14, HLA-DR und CD80 in der
Durchflusszytometrie; n=7; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Inflammasom in Monozyten

Nur Monozyten exprimieren grof3e Mengen des Inflammasom-abh&angigen Zytokins IL-
18. Die vorbekannte Abhangigkeit der Inflammasom-Aktivierung durch zwei
erforderliche Schritte bestatigte sich: Durch die Kombination eines ersten Signals durch
LPS (TLR-Stimulation) mit einem zweiten Signal durch Adenosintriphosphat (ATP)
(Caspase-Aktivierung) steigerte sich die IL-1B-Sekretion von Monozyten zeitabh&ngig
drastisch (Abbildung 9). Durch die Zugabe von Pralnacasan, einem Caspase-1-
Inhibitor, wurde die Produktion von IL-1B durch die Monozyten erfolgreich verhindert,
was an der deutlich niedrigeren IL-1B-Konzentration im Uberstand sichtbar wird.
Abbildung 10 zeigt die korrespondierenden Western Blots der Monozyten-Zelllysate
desselben Versuches: Durch LPS wird intrazellular vermehrt pro-IL-13 produziert
(dickere Bande in Hohe von 35 kDa). Durch Zugabe von ATP, insbesondere
zeitabhangig nach einer Inkubation von 20 bzw. 30 Minuten, wird pro-IL-1B in aktives
IL-1B (Bande bei 17kDa) gespalten. Dieser Effekt wird durch die Zugabe des Caspase-
Inhibitors Pralnacasan erfolgreich inhibiert.

In Abbildung 11 =zeigt im Western Blot ebenfalls die bekannte zweischrittige
Inflammasom-Aktivierung in Monozyten: Pro-IL-18 (bei 35 kDa) wird vermehrt in
denjenigen Monozyten nachgewiesen, die mit LPS stimuliert wurden. Und nur nach
dem second hit mit ATP sieht man hier eine Prozessierung zu aktivem IL-18 (17 kDa).
AuRRerdem wird durch diesen Blot deutlich, dass in HT-29-Zellen durch Stimulation mit

LPS oder die Kombination LPS/ATP keine (pro-)IL-1B-Expression zu induzieren war.
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Abbildung 9. Inflammasom-abhé&ngige Produktion von IL-18 durch Monozyten in vitro - ELISA.

Die Abbildung zeigt die IL-1B-Konzentration im Uberstand von Monozyten nach Stimulation mit LPS (100
ng/ml) far 12 h und ggf. ATP (10 mM) fur 5, 10, 15, 20 oder 30 Minuten und ggf. Zugabe von
Pralnacasan, einem Caspase-1-Inhibitor (10 uM). n=1.
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Abbildung 10. Inflammasom-abhangige Produktion von IL-18 durch Monozyten in vitro - Western Blot.

Die Abbildung zeigt Western Blots aus Monozyten-Lysaten nach Stimulation mit LPS (100 ng/ml) fir 12h

und ggf. ATP (10 mM) fir 5, 10, 15, 20 oder 30 Minuten, ggf. mit Zugabe von Pralnacasan, einem

Caspase-1-Inhibitor (10 uM). Die Bande von pro-IL-1B zeigt sich bei 35 kDa, die Bande von aktivem IL-13
bei 17 kDa.

Legende:

© N O U W N R

: Kontrolle

:LPS + 5 Min. ATP

:LPS + 10 Min. ATP
:LPS + 15 Min. ATP
:LPS + 20 Min. ATP
: LPS + 30 Min. ATP

: Kontrolle rekombinantes humanes IL-13
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Abbildung 11. Inflammasom-abhangige Produktion von IL-18 durch Monozyten und HT-29 in vitro -
Western Blot.

Die Abbildung zeigt Western Blots aus Monozyten- bzw. HT-29-Lysaten ohne Stimulation (K = Kontrolle)
bzw. nach Stimulation mit ATP (10 mM) fur 15 Minuten und ggf. mit LPS (100 ng/ml) fir 4 h. Die Bande
von pro-IL-1B zeigt sich bei 35 kDa, die Bande von aktivem IL-1$ bei 17 kDa.
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Makrophagen-Subtypen und Effekt auf die epitheliale Barriere

Epitheliale Integritat

Um den Effekt der verschiedenen Zellpopulationen auf die epitheliale Barriere zu
untersuchen, wurden Mo, M1- oder M2-Makrophagen mit verschiedenen
Epithelzelllinien co-kultiviert. Hierbei ist der gemessene transepitheliale Widerstand Rt
ein Marker fur die epitheliale Integritat. Beginnend 24 h nach gemeinsamer Inkubation,
verursachten M1- Makrophagen einen massiven Abfall im Widerstand Rt des T84-
Zellrasens verglichen mit Kontrollen und Monozyten bzw. M2-Makrophagen
(Abbildung 12). Der Effekt war nach 54 h am starksten ausgepragt (M1-Makrophagen
versus Kontrolle p<0,001, versus Monozyten p<0,001 und versus M2-Makrophagen
p<0,05), so dass dieser Zeitpunkt fur alle weiteren Untersuchungen ausgewahlt wurde.
Die Inkubation von M1-Makrophagen mit Caco-2 Zellen resultierte in &ahnlichen
Widerstandsverlusten (p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle, p<0,01 im Vergleich zu Mo
oder M2-Makrophagen, Abbildung 13). Dieser Effekt war durch Makrophagen-
Stimulation mit LPS noch deutlich verstarkt. Bei HT29/B6-Zellen war der
Widerstandsverlust nur nach LPS-Stimulation der Makrophagen nachweisbar und hier
besonders deutlich sichtbar bei Monozyten (p<0,01) und M1-Makrophagen (p<0,05).
Der gravierende Effekt durch LPS-Stimulation war bei allen Epithelzelllinien in einem
geringeren Ausmalfd auch fur die Monozyten und die M2-Makrophagen zu erkennen.

LPS alleine hatte jedoch keinen Einfluss auf den epithelialen Widerstand.
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Abbildung 12. Effekt von Makrophagen-Subtypen auf die epitheliale Barriere — zeitlicher Verlauf.

Monozyten (Mo), M1- und M2-Makrophagen wurden mit T84-Epithelzellen co-kultiviert Die Abbildung
zeigt den Effekt der Co-Kultur mit LPS (100 ng/ml) auf den Widerstand (TER = transepithelial resistance)
der Epithelzellen nach 0, 6, 24, 30, 48 und 54 h. Der TER ist als Absolutwert ausgedrickt. n=8-22;
*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001
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Abbildung 13. Effekt von Makrophagen-Subtypen auf die epitheliale Barriere nach 54 h.

Monozyten (Mo), M1- und M2-Makrophagen wurden mit verschiedenen Epithelzelllinien (T84, Caco-2,
HT-29/B6) co-kultiviert Die Abbildung zeigt den Effekt der Co-Kultur mit oder ohne LPS (100 ng/ml) auf
den transepithelialen Widerstand der Epithelzellen nach 54 h, der in Prozent des initialen Widerstandes
ausgedrickt ist. T84, Caco-2: n=8-22; HT-29/B6: n=3; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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Analyse der Makrophagen vor und nach Co-Kultur

Zytokine im Uberstand
Da es keinen direkten Zell-Zell-Kontakt zwischen Immunzellen und Epithelzellen gab,

lag ein Zytokin-vermittelter Effekt nahe. Abbildung 14 zeigt die Messungen der
Zytokine TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8 und IL-10 im Uberstand der Co-Kulturen. Die
Zellpopulationen unterschieden sich bezuglich ihres Zytokinprofils deutlich, sowohl mit
als auch ohne LPS-Stimulation. Sehr hohe TNFa-Konzentrationen fanden sich im
Uberstand der M1-Makrophagen und in etwas geringerem AusmafR auch im Mo-

Uberstand. Im Gegensatz dazu war das dominante Zytokin der M2-Makrophagen IL-10.

Oberflachenmarker
Um zu verstehen, welchen Einfluss die Co-Kultur mit den Epithelzellen auf die

Monozyten bzw. Makrophagen hatte, wurden vor und nach dem Experiment die
Oberflachenmarker der Immunzellen durchflusszytometrisch bestimmt (Abbildung 15).
Hier zeigte sich kein wesentlicher Unterschied in der Expression, was eine stabile

Polarisierung unterstreicht.
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Abbildung 14. Zytokinprofil von Monozyten und Makrophagen in vitro.

Die Abbildung zeigt die Zytokinkonzentration in den Uberstanden der Co-Kulturen mit Monozyten (Mo),

M1- und M2-Makrophagen, gemessen im cytometric bead array. n=8-10; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Abbildung 15. Effekt der Co-Kultur auf die Makrophagen-Polarisierung

Die Abbildung zeigt die Expression der Oberflaichenmarker CD14, HLA-DR und CD80 in der
Durchflusszytometrie vor und nach Co-Kultur mit der Epithelzellline T84 nach Stimulation mit LPS. n=4
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Deregulation von Tight Junction-Proteinen

Um zu evaluieren, ob die Zerstérung der epithelialen Barriere durch Leckage aufgrund
von deregulierten TJ-Proteinen bzw. Adhasionsproteinen zustande kommt, wurden
Claudin-2, JAM-1 und ZO-1 mittels Immunfluoreszenz-Farbung untersucht.

Die Claudin-2-Farbung zeigte, dass dieses Protein im Zytoplasma der nicht-
behandelten, aber auch der Mo-exponierten Epithelzellen lokalisiert war. Nur nach Co-
Kultur mit M1-Makrophagen und geringer mit M2-Makrophagen wurde dieses Protein an
der Zellmembran exprimiert, das heif3t, nur in diesen Konditionen kam der Poren-
bildende Effekt zum Tragen (Abbildung 16).

Die Immunfluoreszenz-Visualisierung von ZO-1 zeigte eine Herunterregulation dieses
Proteins in den Epithelzellen, die mit Mo oder M1-Makrophagen co-kultiviert wurden.
M2-Makrophagen ubten diesen Effekt jedoch nicht aus (Abbildung 16 und 17).
Interessanterweise fand in allen Konditionen au3er der Kontrolle eine Redistribution von
JAM-1 in Vesikeln ins Zytoplasma statt, was normalerweise an der Zelloberflache
vorkommt (Abbildung 17). Die Visualisierung des epithelialen Zellrasens zeigte eine
reguléare, ebene Oberflache mit einer homogenen Verteilung von ZO-1 und JAM-1 vor
allem an der luminalen Seite der Kontroll-Epithelzellen (Abbildung 17). Diese
ebenmalRige Architektur war jedoch zerstort in jenen Zellen, die mit Mo und M1-
Makrophagen co-kultiviert worden waren. Hier zeigte sich eine deutlich irregular
geformte Oberflache mit inhomogener Proteinexpression und Redistribution an

basolaterale Anteile der Epithelzelle.
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Abbildung 16. Effekt der Monozyten und Makrophagen auf die Expression von Z0-1 und Claudin-2.

Die Abbildung zeigt die Expression von Zonula occludens-1 (ZO-1, rot) und Claudin-2 (griin) nach Co-
Kultur mit Monozyten (Mo), M1- bzw. M2-Makrophagen oder ohne Zellen (Kontrolle, Ktrl) in der

Immunfluoreszenzfarbung. Gezeigt sind reprasentative Bilder, n=4. VergroRerung 40-fach; die Striche
reprasentieren 10 pm.
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Abbildung 17. Effekt der Monozyten und Makrophagen auf die Expression von Z0O-1 und JAM-1.

Oben: Die Abbildung zeigt reprasentative z-stack-Projektionen (n=4). Die vergrof3erten Areale zeigen
Ausschnitte im Mono-Farben-Modus. Die Abbildung zeigt die Expression von Zonula occludens-1 (ZO-1,
rot) und junctional adhesion molecule-1 (JAM-1, griin) nach Co-Kultur mit Monozyten (Mo) oder M1- bzw.
M2-Makrophagen oder ohne Zellen (Kontrolle, Ktrl) in der Immunfluoreszenzfarbung. In blau sind die
Zellkerne durch Farbung mit 4',6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) dargestellt. Gezeigt sind reprasentative
Bilder, n=4. Vergré3erung 40-fach; die Striche reprasentieren 10 um.

Unten: Die Verteilung der Proteine ZO-1 und JAM-1 sowie der Zellkerne (DAPI-Farbung) im Zellrasen ist
durch tGberlappende frontale Schnitte der gefarbten T84-Filter dargestellt.
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Zytokinblockade

Da die Immunzellen grol3e Mengen an Zytokinen produzieren, lag ein Zytokin-
vermittelter Epithelschaden nahe. Der durch LPS-Stimulation verstarkte Effekt des
Monoyzten- und Makrophagen-vermittelten Epithelschadens verstarkte diese
Vermutung. Im Uberstand der Co-Kulturen mit den drastischsten Effekten auf die
epitheliale Barriere (M1 bzw. Mo) fanden sich die hochsten Konzentrationen von TNFa

bzw. IL-1B, sodass diese Zytokine fur weitere Blockade-Strategien ausgewahlt wurden.

Blockade von TNFa

Tatsachlich konnte der Epithel-zerstérende Effekt der M1-Makrophagen effektiv durch
die TNFoa-Blockade mittels des neutralisierenden Antikorpers Infliximab reduziert
werden (p<0,01, Abbildung 18). Gleiches traf auch auf den Effekt der Monozyten zu.
Infliximab alleine Ubte keinen Einfluss auf den epithelialen Widerstand aus.

Blockade des Inflammasoms

Auch die Inflammasom-abhéngigen Zytokine IL-13 und IL-18 wurden durch
entsprechende Antikdrper blockiert. Durch diese Blockade konnte allerdings nur der
Effekt der Monozyten effektiv antagonisiert werden. Sowohl Anakinra (p<0,05), ein IL-1-
Rezeptorantagonist, als auch ein spezifischer monoklonaler Anti-IL-18-Antikérper
(p<0,001) waren in der Lage, den Integritatsverlust zumindest teilweise aufzuheben
(Abbildung 18). Der Effekt von polarisierten Makrophagen wurde hierdurch allerdings
nicht beeinflusst. Ebenso hatten die Antikorper alleine keine Auswirkung auf den

epithelialen Widerstand.
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Abbildung 18. Effekt von Zytokin-Antagonisierung auf den Monozyten- / Makrophagen-vermittelten
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Dargestellt ist der epitheliale Widerstand R! des Epithelzellrasens nach 54 h Co-Kultur mit Monozyten
(Mo) oder M1-Makrophagen, LPS (100 ng/mL) sowie der basolateralen Zugabe von entweder Infliximab

(10 pg/ml), Anakinra (15 pg/ml) oder einem anti-IL-18-Antikdrper (1 pg/ml). Der epitheliale Widerstand ist

als Prozent des initialen Widerstandes angegeben. n=5-12; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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Diskussion

Die Prasenz von mukosalen mononukledren Phagozyten, also dendritischen Zellen,
Monozyten und residenten Makrophagen, im gesamten Gastrointestinaltrakt des
Menschen, auch oder gerade im entziindungsfreien Zustand, ist gut beschrieben [51].
Die residenten Makrophagen sind Schlusselzellen beim Detektieren von
pathologischen und kommensalen Mikroben und tragen zur Aufrechterhaltung der
Integritat des Epithels bei [119, 120]. Im Rahmen einer intestinalen Entziindung kénnen
jedoch aus dem Knochenmark stammende Monozyten fur eine weitere Infiltration von
Makrophagen in die Mukosa sorgen [121]. Diese weisen verglichen mit den residenten
Makrophagen einen differenten Phanotyp mit hoherer Expression von co-
stimulatorischen Molekilen, pro-inflammatorischen Rezeptoren sowie vermehrter pro-
inflammatorischer Zytokin-Produktion auf [52-56]. Da die Storung der Epithelbarriere
einen wichtigen Mechanismus im Rahmen der CED-Entstehung darstellt, beschéftigte
sich diese Arbeit mit dem spezifischen Effekt dieser mukosalen pro-inflammatorischen
Makrophagen auf die Integritat des Epithels. Die Hypothese hierbei lautete, dass pro-
inflammatorische M1-Makrophagen die Barrierefunktion des Epithels durch ihre Zytokin-
Produktion direkt stdren und so zur intestinalen Entziindung beitragen.

Die in-vivo-Farbungen in dieser Arbeit zeigen, dass pro-inflammatorische iINOS* und
TNFa* M1-Makrophagen bei CED-Patienten, insbesondere beim MC, die Lamina
propria des entzindeten Darms massiv infiltrieren und die regulatorischen
Makrophagen verdrangen. Die Zytokinproduktion, insbesondere TNFa, IL-18 und/oder
IL-18, durch pro-inflammatorische M1-Makrophagen und Monozyten, flhrte in einem
neu etablierten in-vitro-Modell aus mononukledren phagozytierenden Zellen und
Epithelzellen zu einer signifikanten Stérung der epithelialen Integritdt, gemessen an
einem Verlust des epithelialen Widerstandes. Mechanistisch geschah dies durch
Induktion einer parazellularen Leckage durch deregulierte TJ-Proteine wie Claudin-2,
Z0O-1 und JAM-1. Konsequenterweise fiihrte eine Blockade dieser Zytokine,
insbesondere TNFa, zu einer signifikanten Regeneration des zerstdrten Epithels, was

eine weitere Erklarung fur den Erfolg von TNFa-Inhibitoren bei CED-Patienten darstellt.
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Makrophagen-Subpopulationen — alles nur Theorie?

In dieser Arbeit wurde die Einteilung in M1- und M2-Makrophagen gemalR friherer
Publikationen gewahlt [43, 44, 46, 111, 122]. Die Klassifikation von Makrophagen-
Subpopulationen ist jedoch aus verschiedenen Grinden schwierig und die Terminologie
in der Literatur demgemal nicht einheitlich: Auf der einen Seite gibt es bei der
Nomenklatur experimentell generierter Makrophagen (je nach verwendeten Kultur-
Bedingungen, Oberflachenmarkern und Zytokinen) verschiedene, sich teilweise
Uberlappende, teilweise divergente  Begriffsdefinitionen der verschiedenen
Arbeitsgruppen. Die Vielzahl der Definitionen wachst zudem aufgrund des technischen
Fortschritts  mit  der  Madglichkeit, durchflusszytometrisch ~ immer  mehr
Oberflachenmolekiile auf einmal zu detektieren, weiter an. Auf der anderen Seite sind
dichotome Einteilungen aufgrund der ausgepragten biologischen Plastizitat und
standigen Wandelbarkeit von Makrophagen naturgemaf nicht in der Lage, das breite
Spektrum biologischer Funktionen dieser Zellen abzubilden.

Verglichen mit anderen Geweben ist eine Besonderheit des Makrophagen-
Kompartiments im Darm die Zusammensetzung aus residenten und ,mobilen®
Makrophagen: In der fetalen und neonatalen Periode besiedeln embryonale Vorstufen
von Makrophagen den Darm (und andere Organe) und zeigen eine ausgepragte in situ
Proliferation [28]. Diese Zellen stammen aus dem Dottersack und/oder der fetalen
Leber und behalten ihre embryonale Signatur in Leber, Lunge, Milz, Nieren und Gehirn
lebenslang bei. Im Darm jedoch persistieren sie nicht bis ins Erwachsenenleben,
sondern werden im Verlauf immer wieder durch Ly6CMd9"-Monozyten (teil)ersetzt, die
aus dem Blut einwandern und lokal im Darm in mature F4/80MI"CX3CR1MI"MHCII*
Makrophagen ausreifen [28]. Dieser Prozess ist abhangig vom Chemokin-Rezeptor
CCR2 sowie ganz entscheidend auch von der Besiedlung des Darmes durch die
Mikrobiota. Ausgereifte Makrophagen behalten zwar teilweise ihre F&ahigkeit zur
Zellteilung, dieser Mechanismus tragt jedoch nur unwesentlich zur Aufrechterhaltung
der Zellpopulation bei; dies geschieht vielmehr durch die konstante Infiltration von
Ly6CM9"-Monozyten aus dem Blut, was nahelegt, dass der Makrophagen-turn-over im
Darm deutlich hoher ist als in anderen Organen. Die Ausreifung dieser Zellen in
Makrophagen-Subtypen geschieht im Darm [28]. Die strikte und sehr grobe
Klassifizierung in M1- oder M2-Makrophagen ist eine theoretische Einteilung, die auf

einen Vorschlag Anfang der 2000er Jahre von Mills und Kollegen zurtickzufiuhren ist
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[122]. Die Arbeitsgruppe wahlte diese dichotome, an T-Zellen orientierte Einteilung
aufgrund ihrer Erkenntnisse tUber den Arginin-Metabolismus muriner Makrophagen aus
C57BL/6 und Balb/c Mausen, da sie diesen Effekt gleichermal3en in Thl- und Th2-
Zellen derselben Stdamme finden konnte. Demgemald sei der Wechsel zwischen
,Entziindungs®- (M1) und ,Wundheilungs“-Makrophagen (M2) unabhangig vom
erworbenen Immunsystem und geschehe sehr frih in der Evolution [122].
Bezugnehmend auf diese und folgende Arbeiten entstand unser experimenteller Ansatz
mit Auswahl der entsprechenden Polarisierungsbedingungen, Oberflachenmarker und
Zytokine. Tatséachlich wird diese Einteilung in jingerer Zeit in der Literatur kritisch
gesehen. Eine zwischenzeitlich entdeckte, den Arginin-Transport betreffende
genetische Mutation in der Slc7a2-Promotorregion in C57BL/6 Mé&usen stellt die
Einteilung basierend auf dem Arginin-Metabolismus in Frage [123]. Ferner ist eine
Makrophagen-Polarisierung unabhangig vom erworbenen Immunsystem fraglich, da
Lymphozyten durch ihre Sekretion von Zytokinen wie IFNy und IL-4 den
Aktivierungsstatus von Makrophagen malf3geblich beeinflussen [45]. Fir die heterogene
Gruppe der M2-Makrophagen wurden in den folgenden Jahren weitere Unterteilungen
in MZ2a-, b- und c-Makrophagen vorgeschlagen [110]. Definitionen anderer
Arbeitsgruppen bezogen sich auf die Kultivierungsbedingungen, z.B. M1 fur in GM-
CSF-1 kultivierte und M2 fir in CSF-1 kultivierte Makrophagen [124].

Die uneinheitliche Terminologie und fehlende Standards beziiglich der Generierung und
Aktivierung von Makrophagen im experimentellen Setting machten eine neue
Nomenklatur notwendig. Murray und Kollegen fordern daher eine Benennung der
Makrophagen je nach ihrem Stimulierungsmechanismus, z.B. M(IL-4) fir mit IL-4
stimulierte Makrophagen oder M(IFNy) fuir durch IFNy stimulierte Makrophagen usw., so
dass eine klar nachvollziehbare Definition die bislang zu uneinheitlich genutzten
Begriffe M1- und M2-Makrophagen ersetzen konnte [45]. Dieser Klassifikation zufolge
lieBen sich die Begriffe M(GM-CSF) fur unsere M1- und M(M-CSF) fur unsere M2-
Makrophagen verwenden. Die Autoren schlagen ferner vor, den bisweilen fir M2-
Makrophagen verwendeten Begriff ,regulatorische® Makrophagen zu streichen, da alle
Makrophagen-Subtypen mehr oder weniger regulatorische Fahigkeiten besitzen. An
diese Uberlegung angelehnt lasst sich auch erklaren, warum der von uns fir die M2-
Makrophagen verwendete Oberflachenmarker CD163 - ein scavenger-Rezeptor, der
u.a. fur die Phagozytose von Makromolekilen gebraucht wird — mittlerweile als Pan-
Makrophagen-Marker angesehen wird [125], da verschiedene Zellfunktionen eben in
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allen Makrophagen-Aktivierungsstufen vorkommen kénnen. Bezuglich der Verwendung
von Oberflachenmarkern als Definitionshilfe favorisiert die Gruppe die Verwendung
einer Kombination mehrerer Marker, da sich diese - anders als bei T-Zellen — je nach
spezifischem Stimulus schnell und substantiell &ndern kénnen und sich manche Marker
auf unterschiedlich aktivierten Makrophagen finden lassen. Ein Beispiel ware hier neben
CD163 auch Arginase-1 als Marker fur M2, den man jedoch auch auf M1 und auf
manchen residenten Makrophagen finden kann [126]. Dem Anspruch, eine Kombination
an Oberflachenmarkern zu verwenden, entspricht unser experimenteller Ansatz.

Letztlich scheint die zu einem gegebenen Zeitpunkt prasente biologische Funktion der
unterschiedlich und reversibel aktivierten Makrophagen entscheidend zu sein. Auf der
Grundlage dieser Uberlegungen lasst sich anhand unserer Ergebnisse sagen, dass ein
funktionell pro-inflammatorischer Makrophagen-Subtyp, der sich durch die Produktion
pro-inflammatorischer Zytokine wie TNFa und IL-18 auszeichnet, vermehrt zum
Zeitpunkt der intestinalen Entzindung in den Darm einwandert und durch seine
Zytokinproduktion direkt zur Stérung der Barrierefunktion beitragt, wohingegen der
funktionell anti-inflammatorische, IL-10-produzierende Subtyp eher in der gesunden
Mukosa auftritt und zur Homdoostase beitragt. Die Benennung M1- und M2-Makrophage
ist dabei von pragmatischer Bedeutung und fasst trotz der angesprochenen Variabilitat
die funktionellen Gemeinsamkeiten der Subtypen nicht zuletzt zur Ermdglichung

experimenteller Forschungsanséatze grob zusammen.

Makrophagen und epitheliale Dysfunktion —was kommt zuerst?

Fraglich ist, ob die Akkumulation der pro-inflammatorischen — und potentiell
hyperreagiblen — Makrophagen in der Mukosa von CED-Patienten ein priméres
Ph&nomen ist und dann durch den zytokinbedingten Einfluss auf das Epithel die
Entziindungsreaktion erst in Gang bringt, oder ob Makrophagen dieses spezifischen
Subtyps erst sekundér zum Ort der Entztindung kommen, nachdem der Epithelschaden

schon aufgetreten ist.

Unterstitzende Beweise flur die erste Theorie kommen von mehreren genetischen
Studien, die primare Defekte in der angeborenen Immunantwort in CED-Patienten
beschreiben, wie zum Beispiel die NOD2/CARD15-Mutation [11], Mutationen im
Inflammasom [127, 128] oder in TLR-Rezeptoren [35, 129]. Diese Daten suggerieren
ein Modell, in dem Makrophagen als prominente Vertreter des angeborenen
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Immunsystems eine gestorte Immunantwort auf harmlose Darmflora mit
unangemessener Aktivierung des NF-kB -Weges aufweisen und so eine Dysfunktion
der epithelialen Barriere nach sich ziehen. Diese Theorie wird durch die Ergebnisse
dieser Arbeit unterstiitzt, da hier der Epithelschaden erst sekundar durch I6sliche
Mediatoren aus den pro-inflammatorischen Makrophagen auftrat. Eine gestorte
Makrophagen-Polarisation hin zum pro-inflammatorischen Subtyp ist in der Lage, die
intestinale Entziindungsreaktion weiter zu begunstigen. Die dargestellten Daten zeigen
eine klare Verschiebung in Richtung des pro-inflammatorischen M1- Subtyps in der
Lamina propria in MC- und CU-Patienten. Ob das durch einen priméaren Defekt in
zellularen Differenzierungsprogrammen von CED-Patienten oder aufgrund des lokalen
Mikromilieus sekundar zustande kommt, lasst sich anhand unserer Daten nicht
abschlieBend beurteilen. Fir letzteres spricht jedoch eine Studie unsrer Arbeitsgruppe,
die zeigt, dass regulatorische M2- Makrophagen im mesenterialen Fettgewebe um den
entzindeten Darm herum wesentlich durch das umgebende Zytokin- und

Adipokinmilieu beeinflusst werden [110].

Fur einen primaren Defekt der epithelialen Barriere sprechen auf der anderen Seite
Erkenntnisse Uber Mutationen in Autophagie-Genen wie ATG16L1 [130] oder IRGM
[130, 131], die durch Stress des endoplasmatischen Retikulums in den Epithelzellen
Barrieredefekte nach sich ziehen. AulRerdem sind Dysfunktionen der Paneth-Zellen, die
normalerweise die Integritdt des intestinalen Epithels aufrechterhalten, mit MC
assoziiert [14]. Auch genetische Verdnderungen in den TJ-Proteinen selber bzw. deren
Regulationsmechanismen [107, 108] sowie eine veranderte Mukusproduktion [32]

wurden im Zusammenhang mit CED beschrieben.

Wahrscheinlich ist sowohl die eine als auch die andere Theorie richtig: CED sind keine
monogenetischen Erkrankungen, bei denen bei jedem Patienten dieselbe
Pathophysiologie zugrunde liegt. Die Vielzahl der in den letzten Jahren beschriebenen
Mutationen, die mit einem erhéhten CED-Risiko assoziiert wurden, spiegelt vielmehr
wider, wie heterogen die Gruppe der CED-Patienten tatsachlich ist. Wahrscheinlich
mussen je nach zugrundeliegendem Defekt mehrere Subgruppen von Patienten
unterschieden werden, wobei die einen eher einen primaren Epitheldefekt, die anderen
hyperreagible Zellen des angeborenen Immunsystems in der Lamina propria aufweisen,

und eine dritte Gruppe mdglicherweise einen ganz anderen Mechanismus. Dazu
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passend fuhren verschiedene (sehr seltene) monogenetische Immundefekte zu einer
intestinalen Entztndung ganz &hnlich jener bei CED, wobei diese Defekte sowohl
primar die intestinale Barrierefunktion als auch primar myeloide Zellen des
angeborenen oder erworbenen Immunsystems betreffen konnen, in der Konsequenz

jedoch jeweils ein fast identes klinisches Erscheinungsbild bewirken [132].

Zusatzlich gibt es durch die in den letzten Jahren wachsende Verfiigbarkeit groRRer
metagenomischer Analyseverfahren immer mehr Evidenz fur die Rolle eines
pathologisch veranderten Mikrobioms mit einer Dysbiose zwischen protektiven und
pathologischen Bakterienstammen bei CED-Patienten [133]. Sie weisen, verglichen mit
gesunden Kontrollen, eine verdnderte Zusammensetzung der Mikrobiota auf [30],
insbesondere eine allgemein verminderte Biodiversitat und eine Verminderung von
Firmicutes zugunsten einer Zunahme von Enterobacteriaceae [134, 135]. Hinweise auf
die Rolle von Mikroorganismen ergeben sich auch durch die Tatsache, dass Schiibe
der CED durch vorangegangene infektiose Gastroenteritiden induziert werden kénnen
[136]. Trotz dieser Erkenntnisse ist die Datenlage beziiglich der Effektivitat einer fakalen
Mikrobiota-Transplantation mit potentiell ,gestunderer” Mikrobiota-Zusammensetzung
zur Behandlung der CED bislang nicht eindeutig [137], was mdglicherweise (auch) an
mangelhaftem und nicht einheitlichem Studiendesign liegt.

Ganz entscheidend ist auch die initiale Entwicklung des Makrophagen-Kompartiments
in der Darmmukosa in hohem Mal3e abh&ngig von der Kolonisierung des Darms mit der
Mikrobiota: Im Kolon keimfrei aufgezichteter Mause findet man signifikant weniger
ausgereifte (regulatorische) Makrophagen verglichen mit konventionell geziichteten
Mausen [28], was wiederum vereinbar ist mit der Theorie, das exzessive
Hygienemal3ihahmen mitverantwortlich fur die steigende Inzidenz der CED in

Industrienationen sein kénnten [19].

Zusammenfassend kann das diffizile Zusammenspiel zwischen Immunzellen des
angeborenen und erworbenen Immunsystems, Epithelzellen und dem Mikrobiom an
verschiedenen Stellen gestort sein, was sich in der pathophysiologisch heterogenen
Patientengruppe widerspiegelt.
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In-vitro Co-Kultur-Modell
Um dieses diffizile Zusammenspiel verschiedener, anatomisch nah beieinander

liegender Zellen im menschlichen Korper besser zu verstehen, sind in-vitro Co-Kultur-
Modelle notwendig, die die korpereigenen morphologischen und funktionellen
Verhéaltnisse moglichst naturgetreu nachbilden. Co-Kultur-Modelle von Immunzellen und
Epithelzellen wurden durch andere Gruppen bereits durchgefuhrt: So berichten Satsu
und Kollegen tber eine Co-Kultur von THP-1-Zellen mit Caco-2-Epithelzellen [138]. Die
THP-1-Zelllinie stellt eine Monozyten-Tumorzelllinie aus einem Leukamie-Patienten dar
[139], welche in diesem Modell durch Inkubation mit Phorbol-12-myristat-13-acetat
(PMA) zur Ausdifferenzierung in Makrophagen-artige Zellen gebracht wurde. Ein Co-
Kultur-Modell mit primaren humanen Zellen war bislang jedoch nicht etabliert, ferner
gab es kein Modell mit polarisierten Makrophagen, was aber — nicht zuletzt gemaf3 den
immunhistochemischen Farbungen dieser Arbeit — die wesentlichen Aspekte der
mukosalen Zellzusammensetzung viel genauer reflektieren wirde.

Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein neuartiges Co-Kultur-Modell
etabliert, welches humane, polarisierte, primare monozytische Zellen verwendet, die —
ahnlich der morphologischen Verhaltnisse in der Mukosa — direkt unter einem
konfluenten Epithelrasen aus HT-29/B6-, Caco-2- oder T48-Zellen kultiviert werden. So
konnten spezifische Effekte dieser primaren Zellen auf das intestinale Epithel
untersucht werden, wobei Effekte anderer Immunzellen der Lamina propria
ausgeschlossen werden konnten. Das Modell fokussiert auf l6sliche Faktoren aus den
frisch isolierten monozytischen Zellen und Ubersetzt nicht nur die Erkenntnisse des
beschriebenen THP-1-Modells auf primare humane Zellen [138], sondern erweitert sie
um das Verstandnis spezifischer Effekte polarisierter Makrophagen-Subtypen. Im THP-
1-Modell wurde ein TNFa-vermittelter Epithelschaden durch Apoptose-Induktion
beschrieben. Eine Untersuchung der TJ-Proteine wurde dort im Unterschied zu unserer
Arbeit jedoch nicht durchgeflhrt.

Limitationen unseres Modells sind einerseits die Verwendung von Tumor-
Epithelzelllinien, andrerseits ein zweidimensionales, da nur zwei Zelltypen
nachbildendes System. Ideal wére daher perspektivisch die Entwicklung eines
dreidimensionalen Modells ausschlieBlich mit primaren (Patienten-)Zellen, in das
weitere relevante Zelltypen wie T-Zellen sowie die Interaktion mit der luminalen

Mikrobiota Eingang finden.
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Epithelzelllinien und die in vivo-Ubertragbarkeit der Ergebnisse

Beobachtungen von im Labor kultivierten Zellen sind naturgemafd nicht 1:1 auf Zellen
des lebenden Organismus Ubertragbar. Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse
wurden jedoch an drei verschiedenen Epithelzelllinien verifiziert, was fir eine hohe
Belastbarkeit der Daten spricht. Alle drei Epithelzelllinien verhalten sich nach dem
Kontakt mit den polarisierten Makrophagen in vergleichbarer Weise. Einzig die HT-
29/B6-Zellen reagierten etwas weniger prompt und zeigten den signifikanten
Widerstandsverlust nur nach einer Steigerung der Zytokinexpression durch LPS.
Hierbei muss erwahnt werden, dass die Anzahl der Experimente in dieser Zelllinie nur
n=3 betrug, sodass angenommen werden kann, dass bei Erh6hung der Anzahl auch
hier eine statistische Signifikanz in der Stimulation ohne LPS hétte beobachtet werden
konnen. HT-29 ist eine weit verbreitete, nicht-polarisiert wachsende humane Zelllinie
aus einem kolorektalen Adenokarzinom, die als "Wildtyp" kauflich erworben werden
kann. Das Labor um Herrn Professor Schulzke aus dem Arbeitsbereich
Erndhrungsmedizin unserer Klinik hat einen Klon dieser Zellen, ndmlich die HT-29/B6,
hervorgebracht und charakterisiert. Dieser wachst im Gegensatz zur Wildtypzelle hoch
differenziert und bildet polarisierte epitheliale Monolayer. Der Klon zeigt typische
Eigenschaften von kolonischen Kryptenzellen, indem er Chlorid und Mucin sezerniert
[112]. Die hier dargestellten Untersuchungen wurden mit diesem HT-19/B6-Klon
durchgeflihrt, da Daten, die mit dieser Epithelzelllinie erhoben werden, sich aufgrund
der typischen Eigenschaften von humanen Kolon-Epithelzellen als besonders gut
Ubertragbar auf den Menschen auszeichnen. Die Mukus-Produktion der HT-29/B6-
Zellen gibt eine Erklarung, warum diese Zellen weniger empfindlich auf die Zytokine der
Monozyten und Makrophagen reagierten. In diesem experimentellen Ansatz trat die
epitheliale Dysfunktion erst bei simultaner TLR4-Stimulation mit LPS auf, was eine
entztindliche Situation nachahmt, in der der epitheliale Schaden schon stattgefunden
hat.

Auch Caco-2-Zellen, die urspringlich ebenfalls aus einem kolorektalen Adenokarzinom
isoliert wurden, und T84-Zellen, initial aus einer Lungenmetastase eines Kolon-
Karzinoms stammend, differenzieren und polarisieren sich unter Kulturbedingungen
dahingehend aus, dass sie morphologisch und funktionell humanen Enterozyten
entsprechen [140, 141]. Sie bilden Mikrovilli, TJ und charakteristische Enzyme und
Transporter aus. lhr Einsatz als polarisierter Monolayer ist weit verbreitet in
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Permeabilitdts- und Absorptions-Versuchen, und die Korrelation zwischen den in-vitro
erhobenen Daten und der in-vivo Bedeutung ist gut etabliert [142]. Somit kann davon
ausgegangen werden, dass die verwendeten Epithelzelllinien den Zellen im
menschlichen Organismus in hochstmodglichem Maf3e &hneln und eine in-vivo-

Ubertragbarkeit der Ergebnisse angenommen werden kann.

Verlust der epithelialen Integritat - Erklarungsmodelle

Mit der Verschiebung in Richtung des pro-inflammatorischen Makrophagen-Phanotyps
zeigen unsere Ergebnisse gleichzeitig einen deutlichen Verlust der epithelialen Integritat
als Resultat von fehlregulierten TJ-Proteinen, was bei CED-Patienten gehauft auftritt
[143-145]. Unsere Daten zeigen, dass Claudin-2 im M1- und Monozyten-exponierten
Epithel deutlich vermehrt exprimiert wird. Dieses Claudin ist in der Lage, eine Pore
zwischen den Zellen zu formen, sodass intraluminales Material die intestinale Barriere
penetrieren kann. Dies steht im Einklang mit der bereits vorliegenden Literatur, in der
der beeintrachtigende Effekt von TNFa auf die epitheliale Integritdt durch Veranderung
von Struktur und Funktion von TJ-Proteinen beschrieben wurde [115]. Die Induktion von
Claudin-2 durch TNFa geschieht hierbei durch den Phosphatidylinositol-3-Kinase Weg
[146]. AuRBerdem zeigen unsere Daten, dass JAM-1 in der inflammatorischen Kondition
in Vesikeln ins Zytoplasma der Zelle loziert wird, anstatt an der Zellmembran die
abdichtende Funktion wahrnehmen zu kdnnen. AufRerdem erscheint die eigentlich
geordnete, klare Architektur des Zellrasens nach Kontakt mit Monozyten oder M1-
Makrophagen deutlich gestort. Die im gesunden Zustand ebene Oberflache wird
zerrissen, ,Locher” treten anstelle der apoptotischen Epithelzellen auf, und die
normalerweise basolateral lokalisierten Zellkerne wandern nach oben.

Zusammenfassend stellen fehlregulierte TJ-Proteine, sowohl was deren quantitative
Expression als auch deren Verteilung im Epithel angeht, einen Schlisselmechanismus

zur Erklarung unserer Beobachtungen dar.

Der Effekt von Infliximab auf die intestinale Entztindung

Unsere Daten zeigen, dass der Effekt auf die epitheliale Barriere durch selektive
Zytokinblockade erfolgreich antagonisiert werden kann. Die TNFa-Inhibition durch
Infliximab hebt den Effekt der Monozyten und M1-Makrophagen teilweise auf, was fur
eine mal3gebliche Beteiligung dieses Zytokins am Epithelschaden spricht. Infliximab, ein

chimarer monoklonaler Antikorper, stellt eine etablierte und fir eine Subgruppe
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erfolgreich angewandte Therapieoption sowohl bei Patienten mit MC als auch bei
solchen mit CU dar [147]. Der Wirkmechanismus beruht auf der spezifischen Bindung
und Neutralisierung sowohl von léslichem als auch von membrangebundenem TNFaq,
dadurch erklart sich der direkte Einfluss von Infliximab auf verschiedene Immunzellen.
So wurde gezeigt, dass Infliximab den regulatorischen CD206*/CD68*-Makrophagen-
Phanotyp in vitro und in vivo induzieren kann [59, 60]. Durch die TNFa-Neutralisation
wird das Milieu dahingehend verdndert, dass eine vermehrte Umpolarisierung in
Richtung M2-Makrophagen stattfindet. Infliximab ist ferner in der Lage, Apoptose in
Monozyten [148], Makrophagen [61] und T-Zellen [149] einzuleiten. Daher ware eine
weitere mogliche Erklarung fir unsere Daten die Apoptose von Infliximab-exponierten
Makrophagen. Diesbeziiglich sahen wir jedoch keine Unterschiede, gemessen anhand
der Anzahl lebender Zellen vor und nach Inkubation mit Infliximab, in den
verschiedenen Konditionen. Infliximab alleine hatte keinen Effekt auf den epithelialen
Widerstand, was gegen eine signifikante Apoptose-Induktion in den Epithelzellen
spricht.

Der Effekt des Inflammasoms auf die intestinale Entztindung

Die Inhibition der Inflammasom-abhéangigen Zytokine IL-1B8 und IL-18 flhrte nur im
Monozyten-vermittelten Verlust der epithelialen Integritdt zur einer Restitution der
Barierefunktion, was dadurch zu erklaren ist, dass nur diese Zellen eine konstitutiv
aktive Caspase-1 besitzen. Polarisierte Makrophagen hingegen brauchen einen zweiten
Stimulus zusatzlich zu LPS, um diese streng kontrollierten Zytokine sezernieren zu
konnen [150]. Anakinra, ein rekombinanter, humaner IL-1-Rezeptorantagonist, ist fur die
Behandlung der rheumatoiden Arthritis zugelassen [151]. Die Daten fir diese Strategie
zur Behandlung der intestinalen Entziindung sind kontrovers [66, 83]. Fur die Funktion
im Intestinaltrakt scheint die Zellpopulation entscheidend zu sein, in der die
Inflammasom-Aktivierung oder -Inaktivierung von statten geht,: Im Epithel ist die
Expression und Aktvierung von IL-18 zwingend notwendig zur Induktion und
Beibehaltung der intestinalen Homo6ostase. Daten aus Mausmodellen zeigen, dass
Schlusselschritte wie die Erkennung von kommensaler Mikrobiota sowie Abwehr
pathogener Keine Uber diesen Signalweg ausgefuihrt werden. Wenn die epitheliale
Barriere jedoch durchbrochen ist, so wie bei CED-Patienten, kénnen Mikroben und
Antigene in die Mukosa, Submukosa und in der Folge auch in den Blutstrom
translozieren [152]. In diesem Fall hat die Inflammasom-Aktivierung in Makrophagen,
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dendritischen Zellen und sogar Adipozyten einen fatalen Effekt auf die mukosale
Entzindungsreaktion, vor allem durch die Maturation von IL-13 [68]. Dies erklart die

Wirksamkeit der IL-1B-Inhibition in unserer Zellkultur.
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Zusammenfassung

Abbildung 19 zeigt das durch die Daten der vorliegenden Arbeit unterstttzte Modell, in
dem eine ausgepragte Verschiebung in Richtung pro-inflammatorischer Makrophagen
in der Lamina propria von CED-Patienten zu einer Zunahme entztindungsférdernder
Zytokine in diesem Kompartiment fihrt. Indem es eine trans- und parazellulare Leckage
induziert, resultiert dieses Zytokinmilieu in einem Verlust der epithelialen Integritat durch
eine veranderte Expression der Adh&sions- und TJ-Proteine. Durch die erhdhte
Permeabilitdt wird nun eine mukosale Invasion durch kommensale und pathogene
Mikroben ermdglicht. Die Aktivierung lokaler Makrophagen und die daraus folgende
Freisetzung von Chemokinen fuhrt zur Infiltration weiterer Immunzellen, die in dem pro-
inflammatorischen Milieu die Entziindung weiter unterstutzen. Durch eine gezielte
Neutralisation definierter pro-inflammatorischer Mediatoren kann es gelingen, das Milieu
zu verandern und damit auch den Teufelskreis der chronischen Entzindung zu

durchbrechen.
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Abbildung 19. Modell der intestinalen Entziindung bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen.

Das linke Bild zeigt die Situation unter normalen Bedingungen, wo eine intakte epitheliale Barriere den
intraluminalen Darminhalt von der Lamina propria trennt. Hier befinden sich subepitheliale anti-
inflammatorische M2-Makrophagen, die zur Aufrechterhaltung der Homéostase beitragen. Das rechte
Bild zeigt die Situation in der chronischen intestinalen Entziindung. Pro-inflammatorische Immunzellen
des angeborenen Immunsystems, wie Monozyten, infiltrieren die Lamina propria und fuhren zur
Dysregulation von tight junction-Proteinen (1). Durch die so gestorte epitheliale Barriere kdnnen luminale
Antigene in die Lamina propria translozieren (2). Monozyten infiltrieren das Gewebe und polarisieren vor
Ort zu pro-inflammatorischen M1-Makrophagen. Deren pro-inflammatorisches Zytokinprofil tragt weiter
zur Storung der Barriere bei. Durch sekundére Aktivierung des angeborenen Immunsystems wird der

Kreislauf der chronischen Entziindung weiter unterstitzt (3).
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