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Abkirzungsverzeichnis

Abkulrzungsverzeichnis

BSA
CED

CLPF

LPS

MC
NSCL

ST

NEA

PCR
PBS
PDGF
rpm
SDS
TBST
TGF
TMB

bovine serum albumin

Chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
Colon lamina propria Fibroblasten
Colitis Ulcerosa
Ethylendiamintetraessigsaure
enzyme-linked immunosorbent assay
fetal calf serum
Meerrettichperoxidase

Interferon

Immunoglobulin

Interleukin

Kontrolle

Lipopolysaccharid

molar

Morbus-Crohn
Non-Small-Cell-Lung
Morbus-Crohn-Stenose

Anzahl

Nicht essentielle Aminosauren
Signifikanz

Polymerase Chain Reaction
phosphate buffered saline
Platelet-derived growth factor
Umdrehungen pro Minute
Natriumdodecylsulfat

tris buffered saline and Tween 20
transforming growth factor
3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine
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TNF

w/v

Tumor Nekrose Faktor

Gewicht/Volumen
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aufbau der Darmwand

Die Wand des menschlichen Verdauungstraktes ist in allen Abschnitten aus vier
Geweben aufgebaut, die in Schichten Ubereinander liegen. Vom Lumen nach auf3en
gehend ist sie aus der Schleimhaut (Tunica mucosa, Mukosa), der submukdsen
Bindegewebsschicht (Tela submucosa, Submukosa), der Muskelhaut (Tunica
muscularis, Muskularis) und der Tunica serosa (Serosa) bzw. Tunica adventitia
(Adventitia) aufgebaut. Die Mukosa wird nochmals in mehrere Schichten unterteilt.
Sie besteht vom Lumen ausgehend aus einer Epithelzellschicht, die je nach
Darmabschnitt vom Aufbau her sehr variiert. Darunter folgt die Lamina propria, die
aus Fibroblasten, Makrophagen, Plasmazellen, Lymphozyten, Granulozyten, Blut-
und LymphgefaRen besteht. Der Lamina propria liegt die Lamina muscularis
mucosae an. Sie ist die lumenentfernteste Schicht der Mukosa, besteht aus glatten
Muskelzellen und ermdglicht der Mukosa eine eigene Motilitat und
Konturveranderung. Der Mukosa folgt die Submukosa. Hier liegt der Meissner-
Plexus, der die Motilitat der inneren Wandschicht des Darms steuert und weitere
Blut- und Lymphgefal3e. Der Submukosa liegt die Muskularis auf. Diese besteht aus
einer inneren zirkuldren und einer auf3eren longitudinalen Schicht. Zwischen der
zirkularen und der longitudinalen Schicht liegt der Auerbach-Plexus, der die
Peristaltik der Muskularis steuert. Nach auf3en hin wird die Darmwand von der

Serosa begrenzt, welche aus vielen Blutkapillaren und LymphgefalRen besteht.

Die Aufgaben des menschlichen Verdauungstraktes sind neben der Aufnahme von
Nahrungsstoffen, auch die Auseinandersetzung mit potentiell schadlichen
Organismen. Mit einer Oberflache von ca. 300 m? ist der Verdauungstrakt die gréfite
Kontaktflache des menschlichen Organismus zur Umwelt. Allein die groR3e
Kontaktflache an sich stellt das Immunsystem vor eine enorme Herausforderung.
Dieser Herausforderung begegnet das Immunsystem mit einer komplexen Interaktion
verschiedener Zellen und Faktoren, die bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht im

Ganzen verstanden sind. Auch die andauernde Konfrontation mit verschiedensten
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pathogenen Keimen, Stoffen, etc. fordert enorme Fahigkeiten vom menschlichen
Organismus. Dass es hier zu Pathologien kommen kann, ist nicht verwunderlich.

Krypten Epithelzellschicht

Lamina propria
Mukosa
Lymphknoten

Lamina muscularis mucosae

Submukosa

Zirkuldre Muskelschicht

Longitudinale Muskelschicht

Serosa

ey e ——— e e s

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Colonmukosa®

1.2 Morbus Crohn - ein Uberblick.

Morbus Crohn (MC) féallt zusammen mit der Colitis Ulcerosa (CU) in die Gruppe der
Chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (CED). Bei Morbus Crohn handelt es
sich um eine chronisch-granulomatose transmurale Entziindung, die diskontinuierlich
im gesamten Gastrointestinal-Trakt auftreten kann. Bevorzugt befallen sind das
terminale lleum und das proximale Colon.? Die Colitis Ulcerosa hingegen breitet sich
mit Ulzerationen der oberflachlichen Schleimhaut kontinuierlich vom Rektum nach

proximal im Colon aus.®

1.2.1 Historischer Ruckblick

Die Aufzeichnungen von vermutlichen Morbus Crohn Patienten gehen zuriick bis in

das 17. Jahrhundert. 1612 lasst der Autopsiebericht von Wilhelm Fabrys® einen
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Morbus Crohn Fall vermuten.® Medizinhistoriker® behaupten, dass Befunde von
Giovanni Battist Morgagni’ im Jahr 1769 (ber einen mit 20 Jahren verstorbenen
Mann, der an Diarrhoe und Fieber litt, auf einen Morbus Crohn hinweisen. Bei der
damaligen Autopsie wurden Ulcera, vergrof3erte Lymphknoten und eine Perforation
des terminalen lleums gefunden. Jedoch kann man bei diesen Féllen auch eine

infektibse oder tuberkulose Erkrankung nicht ausschliel3en.

Die erste wirkliche klare Differenzierung gelang T.K. Dalziel® im Jahr 1913. Er
unterschied eine chronisch entziindliche Schleimhautveranderung mit unspezifischen
Granulozyten im terminalen lleum von einer Darmtuberkulose. Diese Erkrankung

bekam den Namen ,,Chronic Interstitial Enteritis”.

B.B. Crohn vom Mount Sinai Hospital in New York beschrieb zusammen mit L.
Ginzburg und G. Oppenheimer® die charakteristischen Merkmale der nicht
tuberkulésen lleitis terminalis. Als Leitsymptome galten Episoden von Diarrhoe,
Fieber, Unterbauchschmerzen und Gewichtsverlust. Auch beschrieben sie als
auffalige Symptome Anamie, auffalliger Palpationsbefund in der rechten

lliakalregion, Obstruktion sowie innere und aul3ere Fisteln.

Heutzutage wird Morbus Crohn als eine chronische Erkrankung beschrieben.
Bezuglich der Atiologie und Pathophysiologie sind immer noch viele Fragen

unbeantwortet.

1.2.2 Inzidenz

Je nach geographischer Lage variiert die Inzidenz von Morbus Crohn.’ So tritt
Morbus Crohn gehauft in der palaarktischen Zone mit gemaRigtem Klima auf.** In

Asien ist die Inzidenz um einiges niedriger als in Europa und den USA.*?

Die Inzidenz in Japan lag 1991 bei 0,51 pro 100.000 Einwohner pro Jahr.** Im Jahr
1965 betrug sie noch 0,01 pro 100.000 Einwohner pro Jahr.'* Die Ursachen des

Inzidenzanstiegs sind jedoch unklar.

In einer Arbeit vom Olmsted County in Minnesota, USA, lag die Inzidenz fur Morbus
Crohn im Zeitraum von 1940 bis 1993 bei 5,8 pro 100.000 Einwohner pro Jahr. Laut
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dieser Untersuchung hielt sich die Inzidenz-Rate seit 1970 stabil und es kam zu

keinem weiteren Anstieg der Inzidenz-Rate.™

Die altersstandardisierte Inzidenz in Europa liegt bei 5,6 pro 100.000 Einwohner. In
einer grof3en Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die Inzidenz im ndrdlichen
Europa bis zu 40% hoher ist. So liegt die hochste Inzidenz fur Morbus Crohn in den
Niederlanden bei 9,2 pro 100.000 Einwohner und die niedrigste im Nordwesten
Griechenlands bei 0,9 pro 100.000 Einwohner.*

Nach einer populationsbasierten Studie aus dem Jahr 2008 liegt die alters-
standardisierte Inzidenz fir Morbus Crohn in der Oberpfalz bei 6,6 pro 100.000
Einwohner pro Jahr. Die hdchste altersspezifische Inzidenz in dieser Studie war mit
18,5 pro 100.000 Einwohner pro Jahr in der Altersgruppe von 16 bis 25 Jahren.’

1.2.3 Klinische Merkmale

Die Symptome des Morbus Crohn sind abhangig von der Ausdehnung, Lokalisation
und Auspragung der Entzindung der betroffenen Darmabschnitte. Patienten, die
eine Beteiligung des lleums und Colons haben, leiden unter abdominellen
Schmerzen, die bei der Untersuchung haufig eine Abwehrspannung im Unterbauch

zeigen.

Patienten, bei denen der gastroduodenale Morbus Crohn imponiert, stellen sich mit
frih eintretendem Vollegefuhl, Ubelkeit, Erbrechen, epigastrischen Schmerzen und
Dysphagie vor. Wegen der postprandialen Schmerzen und der verzégerten
Magenentleerung reduzieren Patienten mit gastroduodenalem Morbus Crohn oft die

Nahrungsaufnahme.

Ist der Dinndarm mit betroffen, hat dieses diffuse abdominelle Schmerzen,
Appetitlosigkeit, unblutige Diarrhoe und Gewichtsverlust zur Folge und kann unter
Umstanden zu einer Lactosemalabsorption fihren. Wahrend eines akuten Schubes

kénnen eine diffuse Abwehrspannung des Abdomens und Fieber auftreten.

Bei Morbus Crohn-Patienten, bei denen das Colon betroffen ist, kann es auch zu

einer Colitis Ulcerosa &hnlichen Symptomatik kommen, indem sich der Morbus
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Crohn in Form blutiger, schleimiger Durchfélle verbunden mit Krampfen im Bereich
des unteren Abdomens, die haufig durch Defikation erleichtert werden, préasentiert.'®
Dies kann die klinische Differenzialdiagnose von Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa
erschweren. Entscheidend sind dann die Endoskopie und Histologie.

Auch extra-intestinale Manifestationen wie die Iritis, Uveitis, Arthritis, ankylosierende
Spondylitis, Erythema nodosum, Pyoderma gangraenosum und primar
sklerosierende Cholangitis sind bei Morbus Crohn-Patienten zu finden. Diese kénnen
schon vor Auftreten intestinaler Symptome vorhanden sein und zum Teil in ihrer
Aktivitat véllig unabhangig vom klinischen Verlauf des Morbus Crohn sein.'® % In
einer Auswertung der CED-Datenbank der Universitdt Manitoba, Kanada, zeigten

6,2% der CED-Patienten extraintestinale Symptome.#

1.2.4 Krankheitsverlauf

Der Verlauf der Erkrankung ist meist schubweise mit einer Rezidivhaufigkeit von 30%
nach einem und 70% nach zwei Jahren. Im Falle der Persistenz der
Krankheitssymptome lber sechs Monate wird von einem chronisch-aktiven Verlauf

gesprochen.

Alter bei Diagnosestellung | A1, <16 Jahre

A2, 17 - 40 Jahre

A3, >40 Jahre

Lokalisation L1, terminales lleum

L2, Colon

L3, lleocolon

L4, oberer Gl-Trakt

L4+, unterer Gl-Trakt und distale Erkrankung

Krankheitsverhalten B1, nicht-stenosierend nicht penetrierend

B2, stenosierend

B3, intern penetrierend

B3p, perianal penetrierend

Tabelle 1: Die Montreal-Klassifikation des Morbus Crohn®
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Nach der Montreal-Klassifikation (Tabelle 1) werden die Morbus Crohn-Patienten in
verschiedene Untergruppen aufgeteilt. In diese Klassifikation flieRen das Alter bei

Diagnosestellung, die Lokalisation und das Krankheitsverhalten ein.?* %

Im Verlauf der Erkrankung entwickeln 12% bis 54% der Morbus Crohn-Patienten eine
Darm-Stenose und nach verschiedenen Literaturangaben, auch je nach Lokalisation
des Morbus Crohn-Befalls zwischen 17% und 69% eine Fistel.?** Nach einer
franzosischen Studie, die 2002 Morbus Crohn-Patienten beinhaltete, fiel die Mehrheit
der Patienten am Anfang mit einem inflammatorischen Krankheitsverhalten auf.
Innerhalb von zwanzig Jahren nach Diagnosestellung waren bei 12%
inflammatorisches, bei 18% stenosierendes und bei 70% ein penetrierendes
Krankheitsverhalten zu beobachten.®

1.2.5 Atiologie

Beim Morbus Crohn spielen Umweltfaktoren, hohe hausliche Hygienestandards
wahrend der Kindheit, genetische Faktoren und weitere Risikofaktoren wie Rauchen
eine wichtige Rolle.? 3 Dass Rauchen ein entscheidender Risikofaktor sowohl fiir die
Entwicklung als auch fur den Verlauf darstellt, ist an Untersuchungen zu erkennen,
die bei Rauchern ein erhéhtes Risiko fiur die Entwicklung von Fisteln und Stenosen
beobachtet hat. Darliiber hinaus kommt es bei Rauchern zu einer hgheren Anzahl an
chirurgischen Eingriffen, die im Krankheitsverlauf schon friiher als bei Nichtrauchern

durchgefiihrt werden miissen.*

Haufige Magen-Darm-Erkrankungen in der Kindheit besitzen einen protektiven Effekt,
wobei eine dadurch eventuell erhéhte Einnahme von Antibiotika den schitzenden

Effekt wiederum verringern kann.*

1.2.5.1 Hypothese der infektiosen Genese

Es liegen mehrere Fallberichte vor, die eine mogliche infektibse Ursache vermuten

lassen. So gibt es einzelne Fallberichte Uber Ehepaare, bei denen beide Partner
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erkrankten. Hierbei hatte einer der beiden bereits Symptome vor der Ehe. Nach

einiger Zeit erkrankte dann auch der Partner an Morbus Crohn.**%’

Neuere Forschungsergebnisse legen eine Assoziation mit Mycobakterium avium
paratuberculosis nahe. Es gibt in der Veterinarmedizin eine dem Morbus Crohn
ahnliche Erkrankung, die mit schweren Durchféllen und starkem Gewichtsverlust
einhergeht. Die Ursache dieser sogenannten Johne’s Disease ist eine Infektion mit
dem Mycobakterium avium paratuberculosis. Dieser Erreger tritt auch in die Milch
des infizierten Rindes iiber.'* Auch andere Erreger stehen in der Diskussion. Hierzu
zéhlen unter anderem Helicobacter canis, Adherent-invasive Escherichia coli und
Campylobacter concisus.®**' Beziiglich der beiden letztgenannten Erreger liegen
Studien Uber bei Morbus Crohn-Patienten eingesetztes Rifaximin vor. Dieses ist ein
gegen Escherichia Coli und Campylobacter wirksames nicht absorbierbares
Antibiotikum. Bei drei Studien konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von Rifaximin

bei Morbus Crohn-Patienten zu einer Besserung der Symptome fiihrt.***4

1.2.5.2 Genetische Faktoren

Zwar spielen exogene Faktoren eine wichtige Rolle bei der Atiologie des Morbus
Crohn, jedoch konnte in einer deutschen Studie mit einer Zwillings-Kohorte auch ein
genetischer Einfluss postuliert werden. Der genetische Einfluss ist sogar gréf3er als
bei der Colitis Ulcerosa.*® Nach einer retrospektiven Studie aus Kopenhagen
besitzen die erstgradig Verwandten von Morbus Crohn Patienten ein zehnfach

hoheres Risiko an dem gleichen Leiden zu erkranken.*®

Genom-weite Untersuchungen haben ergeben, dass unter anderem Gen-Loci, die
STAT3, JAK2, ICOSLG, CDKALL1 und ITLN1 beinhalten, bei Morbus Crohn-Patienten
eine Rolle spielen.*” Vor allem die NOD2(CARD15)-Genvarianten haben einen
Einfluss auf das Risiko fiir Morbus Crohn.*® *° Es sind drei haufigere Mutationen des
NOD2-Gens mit Morbus Crohn assoziiert worden. Bei 27 selteneren Mutationen des
NOD2-Gens steht eine weitere Prifung bezuglich der Assoziation mit der Erkrankung
noch aus.®® Beim lleum-Crohn fallt eine Assoziation mit dem Autophagiefaktor
ATG16L1°** und dem Wnt Signalwegfaktor TCF4 auf.>® Letzteres zeigte die starkste
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Assoziation bei einem stenosierendem Verlauf. Sowohl ATG16L1 als auch TCF4
zeigten jedoch keinerlei Assoziation zum Colon-Crohn.>® >’ In einer Untersuchung
wurde die Assoziation zwischen NOD2, IBD5, DLG5, ATG16L1, IL23R und Morbus
Crohn analysiert. Es zeigte sich, dass Morbus-Crohn Patienten mehr Risiko-Allele
trugen als gesunde Kontrollen. Auch die Patienten, die an einer schweren Form der
Erkrankung litten, schon frih (<40a) an Morbus Crohn erkrankten oder eine
chirurgische Therapie bendétigten, trugen mehr Risiko-Allele als Morbus Crohn-
Patienten, die spat erkrankten, an einer leichten Form des Morbus Crohn litten oder
keine chirurgische Therapie benétigten.*®
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1.3 Die Rolle des Interleukin 22

Das Interleukin 22 (IL-22), auch friher unter dem Namen IL-TIF bekannt, wurde im
Jahr 2000 erstmals kloniert und ist Teil der IL-10-Familie. Es ist ein 179 Aminosauren
langes a-helikales Protein und zu 22% identisch mit der Aminosauresequenz des
Interleukin 10. Das IL-22 codierende Gen ist in der Nahe des IFN-y-Gens und IL-26
auf Chromosom 12q15.%9%! |L-22 wird iiberwiegend von TH17-, TH22- und TH1-
Zellen aber auch von CD8" T-Zellen, CD11c"-Zellen, NKp46-Zellen und Lymphoid-
Tissue-Inducer-Zellen (LTi-Zellen) produziert.®>” Folglich setzen sowohl| Zellen des
angeborenen als auch des erworbenen Immunsystems IL-22 frei. Die Produktion des
Interleukins wird je nach IL-22-freisetzenden Zelltypus und konfrontierendem Erreger
durch IL-1B, IL-6, IL-9, IL-12, IL-15, IL-23, TGF-B oder TNF-a induziert.®® 768°

IL-22R IL-22R

IL-22Rs IL-20
Typ 2R

Abbildung 2: IL-22Rs und IL-20 Typ 2R mit ihren Liganden

Der IL-22-Rezeptor ist ein heterodimerer transmembranéser Rezeptorkomplex.
Dieser Komplex ist ein Klasse-ll-Zytokin-Rezeptor, der aus der IL-22RA1- und
ILLOR2-Untereinheit, auch bekannt als IL-10RB, besteht.®: % Die IL-22RA1-
Untereinheit findet sich jedoch nicht nur beim IL-22-Rezeptor, sondern auch in
Kombination mit der IL-20R[3- bzw. IL-20R2-Untereinheit bei einem Rezeptor, an den
die Interleukine 1L-20 und IL-24 binden (Abbildung 2).2* # Die IL10R2-Untereinheit ist
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Bestandteil der Rezeptoren fur IL-10, 1L-22, IL-26, IL-28a, IL-283 und IL-29. Die IL-
22RA1-Untereinheit kann bei den Rezeptoren fiur IL-20, IL-22 und IL-24 auf
gewebestandigen Zellen, insbesondere bei denen epithelialer Herkunft

nachgewiesen werden.®" 8 8

Bisher konnte keine IL-22-Produktion von nicht-hematopoetischen Zellen beobachtet
werden. Desweiteren liegen keine Studien dariber vor, dass Immunzellen auf die
Gabe von IL-22 reagieren und es konnte auch noch kein IL-22-Rezeptor auf ihnen

63, 87-89

nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte bei subepithelialen

Myofibroblasten®, Azinuszellen, Hepatozyten und Keratinozyten eine starke

85

Reaktion auf IL-22 nachgewiesen werden.®: Damit lasst sich IL-22 als

.-Kommunikations-Molekul* zwischen Immunsystem und Bindegewebszellen

bezeichnen.

IL-22

TN
w7 /JL o

L 4

STAT3

Abbildung 3: Die Bindung von IL-22 an den heterodimeren Rezeptor und den darauffolgenden Signalweg.

IL-22 bindet zuerst an die IL-22R1-Untereinheit und bildet den IL-22/IL-22R1-
Komplex. Erst jetzt bildet sich eine Bindungs-Konstellation, an die die IL-10R2-
Untereinheit binden kann und somit der IL-22/IL-22R1/IL-10R2-Komplex entsteht.*
Daraufhin kommt es zur Phosphorylierung der Tyrosin-Kinasen Jakl und Tyk2. Diese
Kinasen aktivieren wiederum STAT3 und in geringerem Ausmall STAT1 und STAT5
(Abbildung 3).%* 8 % AuRerdem werden auch drei groRe MAP-Kinase-Signalwege
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aktiviert: p38, MEK-ERK-RSK und JNK-SAPK.?* Es kommt zu einer vermehrten
Expression von proinflammatorischen Faktoren, wie zum Beispiel dem Interleukin-6,
Interleukin-8, Akut-Phase-Proteine, anderen Chemokinen und Zytokinen. Des
Weiteren kommt es zur vermehrten Bildung von antimikrobiellen Peptiden, wie [3-

Defensinen und Proteinen aus der S100-Familie. (Abbildung 4)

Es konnte auch bei Non-Small-Cell-Lung-Carcinom-Zellen ein anti-apoptotischer
Effekt durch IL-22 nachgewiesen werden.”® Bei Keratinozyten konnte gezeigt
werden, dass auch die zellulare Mobilitat durch die Induktion von Matrix-
Metalloproteinase-1, Matrix-Metalloproteinase-3, PDGF und einiger anderer Faktoren

erhoht wird und diese fiir die Wundheilung sehr wichtig sind. % %9698

Aufrechterhaltung der Inflammation ’rotektion der epithelialen Barriere
Ba.kt.eien LBIP {neutralis yslemisches LPS)
Defensine L Regl ume R
FAUICA,-3,-10,-13
Paneth-
Intestinale Epithelzellen (IEZ) Zellen
Becher-
zellen
"’ IEZ Proliferation
i IEZ Migration
Colon Lamina Propria Fibroblasten ([IR[¢
N TNF;
M6
MiL8
M L1
N MMPs
N Osteopontin
N STATH IL-22
N STAT3
N NF-xB

Abbildung 4: Auswirkung von IL-22 auf die Colon Lamina Propria Fibroblasten (CLPF) und die Intestinalen
Epithelzellen.

Weitere Untersuchungen fihrten zum Nachweis eines loslichen IL-22 Rezeptor, IL-
22BP, oder auch IL-22RA2 genannt (Abbildung 2). Bei Gabe von LPS kam es zu

einer vermehrten Expression des IL-22BP.% In vitro zeigte sich durch die Bindung
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von IL-22 an IL-22BP eine Neutralisation der biologischen Aktivitat von [L-22.109102

Es konnte eine Expression des IL-22BP unter anderem bei Epithelzellen und
Monozyten im Intestinaltrakt nachgewiesen werden.”" 1% 1% Es wurde in fritheren
Experimenten beobachtet, dass es bei einer vermehrten Expression von IL-22 in der
Recovery-Phase bei einer DSS-Colitis zu einer Herunter-Regulation des IL-22BP
kommt. Im Falle einer Neutralisation von IL-22 durch IL-22BP kam es zu einer

vermehrten Ulzeration der Colon-Schleimhaut.*®*

Im Gesamtkontext verschiedener Infektionen zeigte sich die Bedeutsamkeit von IL-
22.%9-1% Eg konnte in einer Untersuchung nachgewiesen werden, dass IL-22 fiir die
Immunabwehr gegen Citrobacter rodentium erforderlich ist.®® °° 1% Dass IL-22 nicht
nur im Magen-Darm-Trakt eine essentielle Bedeutung hat, konnte bei einer
Untersuchung mit einer durch Klebsiella pneumoniae ausgelésten Pneumonie
postuliert werden. Hierin zeigte sich bei Mausen, bei denen IL-22 durch Antikdrper
neutralisiert wurde, dass diese bereits nach 24 Stunden verstarben.'® Kiirzlich
konnte darlber hinaus gezeigt werden, dass durch NK-Zellen produziertes IL-22 das

Wachstum von M. tuberculosis hemmt.”®

IL-22 scheint somit eine zentrale Rolle in der Immunabwehr, insbesondere bezlglich
der endo- und epithelialen Funktionalitit und Integritit des menschlichen

Organismus zu spielen.

1.4 IL-22 und Morbus Crohn

Bei unterschiedlichen Autoimmun-Erkrankungen wurde eine vermehrte Expression
von IL-22 festgestellt. Wahrend in der Colon-Mukosa gesunder Menschen kein IL-22
nachweisbar war, konnte in der Colon-Mukosa von CED-Patienten eine IL-22-
Expression detektiert werden. Diese Expression war bei Crohn-Patienten deutlicher
zu erkennen als bei Colitis Ulcerosa-Patienten.?® Auch in CED-Mausmodellen konnte
eine vermehrte Expression von IL-22 nachgewiesen werden.'®” Im Gegensatz dazu
war die Expression des IL-22BP in entziindetem Darmgewebe vermindert.'®® |L-22
war im Gegensatz zu IL-17 und IFN-y bei Morbus-Crohn-Patienten in hoher Menge

im Blut nachweisbar und auch die Erkrankungs-Aktivitat korreliert mit der Serum-
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Konzentration von IL-22.1% 19 || -23R-Genvarianten, bei denen ein erhohtes Risiko
fur Morbus Crohn vorlag, zeigten eine erhdhte Serum-Konzentration von IL-22
gegenuber IL-23R-Genvarianten, die ein vermindertes Risiko fir Morbus Crohn

besaRen.!%®

1.5 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob Colon-Lamina-Propria-Fibroblasten
(CLPF) nach Stimulation mit IL-22 proinflammatorische Zytokine sezernieren und ob
es einen Unterschied bei der IL-22-stimulierten Expression von IL-6 und IL-8
zwischen nicht entzindlichen Kontrollen und CLPFs von an Morbus Crohn
erkrankten Menschen gibt. Weiterhin werden mogliche Unterschiede zwischen CLPF
aus Resektaten mit Stenosen und nicht stenosierten Darmabschnitten von Morbus
Crohn Patienten analysiert. Daran anschlie3end soll ermittelt werden, ob IL-22 einen
Einfluss auf die Expression von Faktoren hat, die die Fibrose und damit die

Entstehung struktureller Schaden wie Stenosen beeinflussen kénnen.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien und Reagenzien

2-Mercapto-Ethanol
Complete Mini
Deoxycholsaure

Ethanol

Fetal Calf Serum (FCS)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Natriumpyruvat

RPN 800V (Marker)(Full range Rainbow

recombinant protein molecular marker)
Salzsaure

Schwefelsaure

SDS (sodium dodecylsulfate)

Tris (Trishydromethylaminomethan)

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
J.T. Baker, Deventer, Holland
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Fisher Scientific, Pittsburgh/USA
Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer/Holland

PAA Laboratories GmbH,

Pasching/Osterreich

Amersham™ GE Healthcare,

Buckinghamshire/UK

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Roth, Karlsruhe

USB Corporation, Cleveland/USA
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Trypanblau 0,5% (w/v)

2.2 Zellkultur

Amphotericin B
Ciprofloxacin

DMEM 4,5 g/l Glucose

Dulbecco’s PBS (1x) ohne Ca®* und

Mg**

Gentamycin

Natriumpyruvat

Nichtessentielle Aminosauren

Penicillin / Streptamycin

Quantum 333 for Fibroblasts with L-

Glutamine

Trypsin (10x)

2.3 ELISA

Human IL-6 ELISA Set

Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Bayer, Leverkusen

PAA Laboratories GmbH,
Pasching/Osterreich

PAA Laboratories GmbH,
Pasching/Osterreich

PAA Laboratories GmbH,
Pasching/Osterreich

PAA Laboratories GmbH,

Pasching/Osterreich

PAA Laboratories GmbH,

Pasching/Osterreich

PAA Laboratories GmbH,

Pasching/Osterreich

PAA Laboratories GmbH,

Pasching/Osterreich

PAA Laboratories GmbH,

Pasching/Osterreich

BD Biosciences, San Diego/USA
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IL-8 Standard

TMB Substrate Reagent Set

2.3.1 Antikorper

Capture Antibody Purified anti-human

Detection Antibody Biotin anti-human

Enzyme Concentrate Streptavidin-HRP

2.4 Western Blotting

Antioxidant

Bicinchonin Séaure
BCA-LOsung

Bovine Serum Albumin (BSA)

ECL-Plus™ Western Blotting Detection
Kit

Kupfer (II) Sulfat Pentahydrat 4% Ldsung
Methanol
Magermilchpulver

NuPage® Transferpuffer (20x)

R&D Systems, Minneapolis/USA

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Human IL-8 Mab 1 mg/ml,
Thermo Fisher Scientific, Waltham/USA

Human IL-8 Biotin Labeled Mab, clone
C-IL8-1 (18-S2) 0,5 mg/ml,

Thermo Fisher Scientific, Waltham/USA

BD OptEIA™, BD Biosciences
Pharmingen, San Diego/USA

Invitrogen Coporation, Carlsbad/USA
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Biomol, Hamburg

Amersham, Buckinghamshire/GB

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Invitrogen Coporation, Carlsbad/USA
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NuPage® MOPS SDS Laufpuffer

Re-Blot Plus Strong
Triton-X 100

Tween 20

2.4.1 Antikorper

Anti-human-IL-10R[3
Anti-human-IL-22R
pSTAT1

pSTAT3

pSTATS

STAT1

STAT3

Goat anti-mouse IgG-HRP

Goat anti-rabbit IgG-HRP

B-Actin Antikbrper

MSx Actin MAB 1501

2.5 Tagman

RNeasy® Mini Kit (250)

T3-Thermocycler

Invitrogen Coporation, Carlsbad/USA
Chemicon International, Temecula/USA
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

R&D Systems, Minneapolis/lUSA

R&D Systems, Minneapolis/lUSA

Cell Signaling Technology, Danvers/USA
Cell Signaling Technology, Danvers/USA
Cell Signaling Technology, Danvers/USA
Cell Signaling Technology, Danvers/USA
Cell Signaling Technology, Danvers/USA
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Millipore, Temecula, USA

Chemicon International, Temecula/USA

Qiagen, Hilden

Biometra, Goéttingen
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Thermocycler

Applied Biosystems, Darmstadt
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2.6 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Cell-Scraper
Deckglaser 20 x 26mm
Einmal-Pipetten steril

ELISA-Coating-Platten

Gel (1,0mm)-Kassette 4-12% Bis-Tris

Gel mit Kamm
Hyperfilm ECL™

Nitrozellulosemembran, Filterpapier

Sandwich

Petrischalen

Pinzetten

Pipettenspitzen

Reaktionsgefale (0,5ml, 1,5ml, 2,0ml)
ReaktionsgefalRe (15ml, 50ml)
Stimulationsplatten (12 well)
Zellkulturflaschen 25 cm?

Zellzdhlkammer

2.7 Laborausstattung, Geréate

Autoclav sanoclav

Corning Incorporated, Corning/USA
Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig
Corning Incorporated, Corning/USA

Thermo Fisher Scientific,
Roskilde/Danemark

Invitrogen Coporation, Carlsbad/USA

Amersham, Buckinghamshire/GB

Invitrogen Coporation, Carlsbad/USA

Corning Incorporated, Corning/USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sarstedt, Numbrecht

Eppendorf, Hamburg

Falcon, Heidelberg

Corning Incorporated, Corning/USA
Corning Incorporated, Corning/USA

Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf

Wolf, Geislingen
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Brutschrank
Durchlichtmikroskop
Eismaschine

Electrophoresis Power Supply
ELISA-Reader

Hypercassette (Filmkassette)
Laborwaage

Lamin Air Sterilbank
Magnetriihrer

Millipore Wasserfiltrationsanlage
pH-Meter

Pipetboy acu

Pipetten

Schiittelapparat

Thermomixer

Vortex-Mixer
Warmethermostat

Western-Blot Entwicklermaschine (Curix
60)

XCell Il tm
XCell Sure Lock

Zentrifuge, Centrifuge 5415D

Heraeus, Hanau

Leica, Wetzlar

Ziegra, Isernhagen

Amersham, Buckinghamshire/GB
MWG Biotech, Denkendorf
Amersham, Buckinghamshire/GB
Sartorius, Gottingen

Heraeus, Hanau

Heidolph, Kehlheim

Millipore Corporation, Billerica/USA
Schott AG, Mainz

IBS Integra Biosciences, Fernwald
Eppendorf, Hamburg

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Eppendorf, Hamburg

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Lauda, Lauda-Konigshofen

AGFA, Leverkusen

Invitrogen Coporation, Carlsbad/USA
Invitrogen Coporation, Carlsbad/USA

Eppendorf, Hamburg

33



Materialien

Zentrifuge, Biofuge fresco
Zentrifuge, Mikro

Zentrifuge, Multifuge 3 S-R

2.8 Interleukine

Recombinant Human IL-22
LPS aus E. coli

TNFa

2.9 Software

Office 2007
SigmaPlot 11.0

Softmax

Heraeus, Hanau
G. Kisker GbR, Muhlhausen

Heraeus, Hanau

R&D Systems, Minneapolis/lUSA
SIGMA-Aldrich, Steinheim

R&D Systems, Minneapolis/lUSA

Microsoft, Redmond/ USA
Systat Software, Erkrath

MDS Analytical Technologies,

Mississauga Intario/Canada
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2.10 Nahrmedien, Puffer und Lésungen

2.10.1 Nahrmedien

Zellkulturmedium fir CLPF

500 ml Quantum 333 for Fibroblasts with L-Glutamine
5 ml Penicillin/Streptamycin

2 ml Ciprofloxacin

500 ul Amphotericin B, Img/ml

500 ul Gentamycin

Stimulationsmedium fir CLPF

500 ml Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose
4,5 g/l

5 ml Nichtessentielle Aminosauren (NEA)

5 ml Natrium-Pyruvat

5 ml Penicillin/Streptamycin

2 mi Ciprofloxacin

500 I Amphotericin B, 1Img/ml

500 I Gentamycin
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2.10.2 Allgemeine Puffer

ELISA-Waschpuffer

400 ml PBS (10x)
2 ml Triton X-100
add 4000 ml Aqua bidest.

ELISA-Blockier-Losung, Assay Diluent
5 ml FCS

45 ml ELISA-Waschpuffer

IL-8 Coating Buffer

01 M NaHCO; (pH=8,5)

IL-6 Coating Buffer

0,1 M Na,CO3

8,4 g NaHCOs
3,56 g Na,COs

add 1000 ml Aqua bidest.
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Laemmli-Puffer (2x)

2,5

2

4

in 10

RIPA-Puffer

500

in 50

ml

ml

ml

Ml

ml

ml

ml

ml

0,5M Tris (pH=6,8)
Glycerin
10% SDS

dest. H20

1M Tris

5 M NaCl
Deoxycholsaure
Triton X — 100
10% SDS

dest. H,O

Waschpuffer TBST fur Western Blot

0,5

5

M

M

ml

Tris

NacCl

Tween 20

dest. H,O
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3 Methoden

3.1 Isolierung, Lagerung und Kultivierung von CLPF

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden an einer Sterilbank (Lamin Air, Heraeus)
durchgefiihrt. Die CLPF wurden wie von Leeb et al. und Brennmoehl et al.

beschrieben aus Biopsien und Resektaten isoliert.**°

Dafur wurde die Mukosa in 1 mm grofR3e Stiicke geschnitten, wahrend die Biopsien
direkt verwendet wurden. Die intestinalen Epithelzellen wurden in 10 ml Hanks’
Balanced Salt Solution ohne Ca®* und Mg?* und 2 mM 0,5 M EDTA bei 37°C fiir 20
Minuten durch Schutteln entfernt. Das verbliebene Gewebe wurde anschlief3end in
1 ml PBS mit Ca®*/Mg*" mit 1 mg/ml Kollagenase, 0,3 mg/ml DNase | und 2 mg/ml
Hyaluronidase fiur 30 Minuten bei 37°C verdaut. Der Kollagenase-Verdau der
isolierten Zellen wurde mit 10% FCS in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
abgestoppt. Durch Zentrifugation (Tischzentrifuge, 4500 rpm, 5 Minuten) und
Resuspension wurden die isolierten Zellen gewaschen und anschlieend in 5 ml
sterilem FCS-haltigem Medium in einer 25 cm? Kulturflasche bei 37°C und 10% CO2
kultiviert. Nicht adharente Zellen wurden durch Wechsel des Mediums entfernt.
Sobald die Zellen konfluent gewachsen waren, wurden sie vom Flaschenboden
abgeldst (ca. 1,5 ml 0,5% Trypsin in PBS), zentrifugiert (Megafuge, 1200 rpm, 10
Minuten, Raumtemperatur), in eine Petrischale (100 x 20 mm) tberfihrt und in einem
Inkubator weiterkultiviert. Das Medium wurde alle 4 Tage gewechselt bis die Zellen

dicht genug gewachsen waren.*** 112

Die CLPF wurden in Petrischalen ausgesat und bei 37°C, 10% CO,, 95%
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank (Heraeus, Hanau) kultiviert. Zweimal pro Woche
wurde das Zellkulturmedium erneuert. Beim Erreichen von einer Konfluenz von tber
95% wurden die Zellen 1:2 bzw. 1:3 gesplittet. Dieses wurde wie folgt durchgefihrt.
Die mit den adharenten CLPF besetzten Petrischalen wurden mit 10 ml Dulbecco’s
PBS (1x) ohne Ca** und Mg?" gespiilt und danach mit 1,5 ml 0,5% Trypsin (in PBS
verdunnt) fir 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Die geldsten Zellen wurden mit 5 mi

Zellkulturmedium mehrmals resuspendiert und in einem Falken-Tube fir 10 Minuten
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bei 1800 rpm bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und es wurde erneut mit Zellkulturmedium resuspendiert. Dieses dadurch
entstandene CLPF-Konzentrat wurde auf neue sterile Petrischalen verteilt. Es wurde
zu jeder Schale 10 ml Zellkulturmedium hinzugegeben und in den Brutschrank zur
weiteren Kultivierung gestellt. Bis es zu einer erneuten Konfluenz von tber 95% kam

vergingen gewohnlich zwei bis drei Wochen.

Patient Therapie

ST1 Infliximab

ST2 keine Crohn spezifische Medikation

ST3 Mesalazin, Prednisolon, Azathioprin
keine Angaben (Resektat vom KH St

ST4 Josef)

MC 1 keine Crohn spezifische Medikation

MC?2 keine Crohn spezifische Medikation
keine Angaben (Resektat vom KH St

MC3 Josef)

Abbildung 5: Verwendete CLPF von Morbus Crohn Patienten mit der jeweiligen medikamentésen Therapie der
Patienten.

3.2 Stimulation der CLPF mit IL-22, TNF-a und LPS

Fur diese Arbeit wurden drei verschiedene Gruppen von CLPF benétigt. Die Kontroll-
Gruppe bestand aus Kontroll-CLPF, die aus der intestinalen Mukosa von Patienten
isoliert wurden, bei denen keine chronisch entzindliche Darmerkrankung vorlag. Als
zweite Gruppe wurden MC-CLPF aus dem Intestinum von Morbus Crohn Patienten,
bei denen keine Stenose nachgewiesen werden konnte, isoliert. Als dritte Gruppe
wurden ST-CLPF aus stenotischen Darmabschnitten von Morbus-Crohn-Patienten

isoliert.

Die CLPF wurden in den Teilungsstadien drei bis sechs fur Stimulationsversuche
benutzt. Wie unter 3.1 beschrieben, wurden die CLPF mit Trypsin aus den
Petrischalen geldst, mit Zellkulturmedium resuspendiert, zentrifugiert, der Uberstand

verworfen und nochmals mit 5 ml Zellkulturmedium resuspendiert. Nun wurden
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100 pl dieser Zellsuspension in ein Well einer 96-Wellplatte tberfihrt. Von der
Uberfuhrten Zellsuspension wurden 10 pl in ein neues Well tberfihrt. Nun wurden
10 pl Trypanblau zu den 10 pl Zellsuspension gegeben. Von diesem Gemisch
wurden wiederum 10 pl in eine Zellzdhlkammer 0Uberfuhrt. Unter einem
Lichtmikroskop wurde die Zellzahl mittels Zellzdhlkammer ermittelt. Dieses wurde auf

das Gesamtvolumen der Zellsuspension hochgerechnet.

Die Versuche wurden in 12-Well-Platten durchgefihrt. Es wurden 50.000 Zellen pro
Well eingesetzt. Jeweils 1 ml Suspension wurde in ein Well gegeben. Nach
24 Stunden hatten sich die CLPF auf dem Boden des Wells festgesetzt. Nun wurde
das Zellndhrmedium abgesaugt und 2 ml Stimulationsmedium pro Well pipettiert.

Nach weiteren 12 Stunden wurde der Stimulationsversuch begonnen.

Die Stimulations-Experimente wurden jeweils in Doppelbestimmung durchgefihrt.
Die Verdunnungen wurden in Stimulationsmedium hergestellt. IL-22 wurde in den
Konzentrationen 1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml
eingesetzt. Zwei verschiedene Positiv-Kontrollen wurden gleichzeitig eingesetzt,
einmal 10 ng/ml LPS und einmal 1 ng/ml TNF. Als Negativ-Kontrolle wurden zweimal

2 ml Stimulationsmedium pro Well benutzt.

3.3 Western Blotting

Anhand des Western Blots ist es moglich, Proteine zu identifizieren. Zuerst werden
die Proteine nach ihrer Molekilgrof3e in einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) aufgetrennt. Hierbei wird ein Komplex mit SDS (Natriumdodecylsulfat)
geformt, das an die hydrophoben Bereiche des Proteins bindet und dessen
eigentliche Ladung durch negative Ladungen maskiert. Auch die nichtkovalenten
Wechselwirkungen werden aufgebrochen und damit das Protein entfaltet. AuRerdem
werden die intramolekularen Schwefelbriickenbildungen durch Mercaptoethanol
zerstort und hiermit auch die Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur des Proteins.
Durch die netzartige Struktur des Polyacrylamids im Gel, die wie ein Sieb wirkt,
werden die Proteine nach ihrer Grol3e aufgetrennt. GrolRe Proteine wandern

langsamer als kleine durch die Maschen des Polyacrylamids. Der
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elektrophoretischen Auftrennung folgt das Blotten der Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran. Dort werden die Proteine mit Antikdrpern markiert und

mittels Chemilumineszenz sichtbar gemacht.
Zytosolpraparation

Die adharenten Zellen wurden mit 1,5 ml 0,5% Trypsin (in PBS) fur 20 Minuten bei
37°C inkubiert. Die gelosten Zellen wurden mit 5 ml Zellkulturmedium mehrmals
resuspendiert und in einem Tube fur 10 Minuten bei 1800 rpm abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und 100 pl RIPA-Lyse-Puffer hinzugegeben. Dieses
wurde fur 30 Minuten bei 4°C gelagert. Danach wurde es bei 4°C und 13.000 rpm flr
10 Minuten abzentrifugiert. Das DNA-Pallet wurde verworfen und das Lysat bei -20°C

eingefroren.

Die Konzentration der im Uberstand befindlichen Proteinfraktion wurde mit dem BCA-
Test ermittelt. Dabei wurden in eine 96-Mikrotiterplatte 10 pl Standard, der aus einer
2 mg/ml-BSA-Stock-Lésung  hergestellt wurde, Proben und Blank in
Doppelbestimmung pipettiert. Danach wurden 200 pl einer ,working reagent®
hinzugegeben. Dieses ,working reagent bestand aus 50 Teilen Bicinchonin Saure
und einem Teil Kupfer(ll)-Sulfat-Pentahydrat-4%-L6&sung. Die fertig pipettierte Platte
wurde nach 30 Sekunden langem Schutteln bei 37°C fur 30 Minuten inkubiert.
Danach wieder auf Raumtemperatur abgekihlt und die Exstinktion bei einer

Wellenlange von 450 nm und 540 nm gemessen.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Probenpraparation

Die verschiedenen Proben wurden so mit H,O auf 33,3 pl Gesamtvolumen aufgefllt,
dass sich in allen Spuren auf dem Gel die gleiche Proteinkonzentration befand. Es
wurden noch 6,7 pyl Laemmli-Puffer hinzugegeben, welches dann ein Endvolumen
von 40 pl ergab. Dieses wurde dann fir funf bis zehn Minuten bei 95°C aufgekocht
und nachfolgend zur Sedimentation des Kondenswassers fur eine Minute bei 4°C

und 13.000 rpm abzentrifugiert.
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Durchfihrung der Gelelektrophorese

Fur die Auftrennung der denaturierten Proteine mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese wurde das XCell II™ Mini-Cell Modul (Novex-Kammer) verwendet.
Der Probenkamm der Einmal-SDS-Polyacrylamid-Gelkassette (4% — 12%) wurde
vorsichtig entfernt, die restliche Sammelgel-Losung mit Aqua bidest. abgespiilt. Die
Gelkassette wurde in die Novex-Kammer eingesetzt und diese anschlielend mit
Laufpuffer (1x) befullt. Daraufhin wurden 40 pl der praparierten Proben in die
jeweiligen Geltaschen pipettiert. Diese lie3 man bei 160 -180 V (90 mA pro Gel)
durch die Gelkassette wandern. Die Laufzeit betrug circa eineinhalb Stunden, bis die
Laufmittelfront das untere Ende des Gels erreicht hatte. Ein sogenannter ,Marker*
wurde stets als GrofRRenstandard fur die zu detektierenden Proteine im SDS-
Polyacrylamid-Gel mitgefahren.

Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran (Blotten)

Der Proteintransfer vom SDS-Polyacrylamidgel auf die Nitrozellulosemembran
erfolgte ebenfalls mit dem XCell II™ Mini-Cell Blot-Modul mittels Tank-Blotting-
Technik. Hierfur wurde eine Sandwich-Anordnung aus Schwammen, Whatman-
Filterpapier, dem Polyacrylamid-Gel und der Nitrozellulosemembran (Porengrol3e
0,45 um) hergestellt. Das Polyacrylamid-Gel wurde nach dem Aufbrechen aus der
Einmal-Gelkassette entnommen, mit einem Skalpell das Sammelgel abgeschnitten
und auf die GroBe des Whatman-Filterpapiers zurechtgeschnitten. Auf die
Kathodenseite des Blot-Moduls wurden zwei mit Transferpuffer getrdnkte Schwamme
gelegt. Darauf folgte eine Lage Whatman-Filterpapier, das mit den aufgetrennten
Proteinen beladene Polyacrylamid-Gel, die Membran, eine weiteren Lage Filterpapier
und zwei weitere in Transferpuffer getrankte Schwamme. Beim Aufbau wurde darauf
geachtet, dass sich zwischen den einzelnen Schichten keine Luftblasen befanden,
da sonst nur ein unvollstandiger Transfer zu beobachten gewesen ware. Der
Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte bei 300 V und 220 mA fir die Dauer

von circa eineinhalb Stunden.
Immundetektion der Proteine

Zur Immundetektion der Proteine wurde die Nitrozellulosemembran, auf der sich jetzt

die aufgetrennten Proteine befanden, Uber Nacht bei 4°C in Blockierldsung (je nach
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Antikorper: 5%ige Magermilchlosung oder 5%ige BSA-LOsung in Waschpuffer)
geschwenkt. Dies fuhrte zu einer Abséattigung freier Bindungsstellen auf der
Membran und auf diese Weise zu einer Reduktion unspezifischer Antigen-Antikorper-
Reaktionen. Nachdem die Membran kurz in Waschpuffer gewaschen wurde, erfolgte
eine mindestens einstundige Inkubation bei Raumtemperatur unter leichtem
Schutteln mit dem in Blockierlosung verdiunnten Primarantikdrper. Die Membran
wurde daraufhin fur 6 x 10 Minuten in Waschpuffer kraftig geschuttelt. Der gegen den
Primarantikorper gerichtete, in Blockierlésung verdinnte Sekundarantikérper (HRP-
gekoppelt) wurde dann fur weitere 60 Minuten unter leichtem Schuitteln Dbei
Raumtemperatur auf die Nitrozellulosemembran gegeben. Vor der Entwicklung mit
dem ECL-Plus™ Western Blotting Detection Kit wurde die Membran fur 6 x 10
Minuten in Waschpuffer kraftig geschdttelt, um eventuell noch anhaftende, nicht
gebundene Antikorper restlos zu entfernen. Daraufhin wurden 3 ml des ECL-Plus™
Western Blotting Detection Kit auf die Nitrozellulosemembran gegeben. Die noch mit
Detektionslosung befeuchtete Membran wurde in Klarsichtfolie verpackt und mit der
Proteinseite nach oben in eine Rontgenfilmkassette eingelegt. Im nachsten Schritt
wurde bei Rotlicht in der Dunkelkammer ein Hyperfilm ECL™ fir einen Zeitraum von
3 Sekunden bis 20 Minuten, je nach Intensitat der Fluoreszenz des Antikorpers,
aufgelegt. AnschlieBend wurde der Hyperfiilm mit Hilfe der Western-Blot

Entwicklermaschine entwickelt.
Stripping

Nach der Exposition mit einem spezifischen Antikérper konnten die gebundenen
Antikérper von der verwendeten Nitrozellulosemembran mit Hilfe der Re-Blot Plus-
Strong (20x)-Ldsung entfernt werden. Dafir musste die Nitrozellulosemembran kurz
mit TBST gewaschen und anschlieBend fir 15 Minuten mit 10 ml Re-Blot-Plus-
Strong-(20x)-Lésung bei Raumtemperatur inkubiert werden. Nun wurde die
Nitrozellulosemembran fir 2 x 5 Minuten gewaschen. Nachfolgend wurden die frei
gewordenen unspezifischen Bindungen wieder in Blockierlosung fur eine Stunde
gesattigt bevor die Membran fir eine weitere Antikdrperinkubation genutzt werden

konnte.
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3.4 ELISA

Prinzip

Mittels dem ,enzyme linked immuno sorbent assay” (ELISA) kann die Konzentration
von Zytokinen in einer Probe bestimmt werden. Es handelte sich dabei um einen
sogenannten Sandwich-ELISA. Zur Durchfihrung werden 96-Well-Platten mit einem
spezifischen Antikdrper fir das zu untersuchende Zytokin beschichtet. Ungesattigte
Bindungsstellen werden mit einer serumalbuminhaltigen Losung abgesattigt. Danach
wird die zu untersuchende Probe hinzugefligt. Anschlie3end wird ein fur das Antigen
spezifischer biotinylierter Antikdrper zugegeben. An das biotinylierte Ende des
Antikorpers kann nun peroxidase-gekoppeltes Streptavidin mit hoher Affinitat binden.
Nun wird Tetramethylbenzidin zugegeben, das durch die Peroxidase zu einem
Farbstoff umgewandelt wird. Die Absorption dieses Farbstoffs kann bei einer
spezifischen Wellenlange photometrisch bestimmt werden. Die
Zytokinkonzentrationen kdénnen dann mit Hilfe von Standardproben des jeweiligen

Zytokins in bekannter Konzentration ermittelt werden. (Abbildung 6)

TMB Substrat

e

_ _ 7/H'RP-|inked Antibody
Detection Antibody,

Jrm—
IL-6/1L-8

Capture Antibody

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines Sandwich-ELISA.

Durchfihrung

Zuerst wurde der Coating-Antikdrper 1:250 mit NaHCOg3; (pH=8,5) verdiunnt. Danach
wurden 50 ul Coating-Antikorper-Losung pro Well in eine 96-Well-Mikrotiterplatte

gegeben und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen der Platte mit dem
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ELISA-Waschpuffer wurde mit 100 pl Assay-Diluent pro Well blockiert. Dieses wurde
fur eine halbe Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde wieder
gewaschen und 50 pl Standard, Blank und Probe pro Well, jeweils in
Doppelbestimmung, pipettiert. Nach zweistindiger Inkubation bei Raumtemperatur
und nachfolgendem ausgiebigem Waschen der Platte wurden 50 pl einer 1:250-
Verdinnung des Detektions-Antikdrpers und einer 1:250-Verdinnung der
Meerrettichperoxidase in jedes Well pipettiert. Dieses wurde fir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach mehrmaligen Waschen der Platte wurden 50 pl
TMB Substrate Reagent Set pro Well hinzugegeben. Dieses wurde fur 30 Minuten
bei Dunkelheit inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurden jeweils 25 pl H,SO4
hinzupipettiert. Danach wurde mittels des ELISA-Readers bei zwei Wellenlangen von
450 nm und 570 nm die optische Exstinktion und damit die Konzentration von IL-8
bzw. IL-6 ermittelt.

3.5 RNA-Isolation

Zur RNA-Isolation wurden am Ende des Stimulationsversuches nach der Abnahme
der gesamten Uberstande 350 pl RLT lysis buffer (+ 1% B-Mercaptoethanol) in jedes
Well pipettiert. Nach kurzem Schwenken wurde das nun in den Wells befindliche
RNA-Lysat in Eppendorf-Cups uberfihrt und bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C

eingefroren.

Gemal der Anleitung vom RNeasy MiniKit (Quiagen) wurde zu dem RNA-Lysat 70%
Ethanol hinzugegeben und mit der Pipette durchgemischt. Das Gesamtvolumen von
700 pl wurde zum Ubergang in die Spincolumn pipettiert und eine Minute bei
13.000 rpm zentrifugiert wurde. Nun wurde die RNA, die sich nun im Filter der
Spincolumn befand, mit 350 pl RW1 wash buffer gewaschen und wieder bei
13.000 rpm zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte der Ubergang in das RNase free
DNase Set. Dazu wurde ein Ansatz aus 10 pl DNase | und 70 pl RDD-Puffer direkt
auf den Filter gegeben, fir 15 bis 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und fur
15 Sekunden bei 13.000 rpm abzentrifugiert. Es wurden 350 pl RW1 wash buffer

erneut auf das Spincolumn pipettiert und flr eine Minute wieder bei 13.000 rpm
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abzentrifugiert. Das Spincolumn wurde auf ein neues 2 ml Collectiontube gesetzt und
zweimal hintereinander mit 500 pl RPE wash buffer (55 ml concentrate + 220 ml
Ethanol) gewaschen. Beim zweiten Mal wurde 3 Minuten zentrifugiert, damit die
Saule richtig trocken wurde. Zum Eluieren der RNA wurde das RNA enthaltende
Spincolumn auf ein 1,5 ml Eppendorf-Cup gesetzt, 40 pl RNase freies Wasser, damit
die RNA nicht gespalten wird, auf den Filter pipettiert und eine Minute bei 13.000 rpm
abzentrifugiert. Das Eluat im Eppendorf-Cup wurde erneut auf den Filter gegeben,

nochmals abzentrifugiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.
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3.6 Reverse Transkriptase

Die reverse Transkription (RT) ist der erste Schritt bei der Untersuchung der
Genexpression mittels Tagman-PCR Technik. Dabei wird die isolierte RNA mit einer

.Reversen Transkriptase® in ihre komplementare DNA-Sequenz (cDNA) konvertiert.
Durchfihrung

Ein typischer Mastermix-Ansatz fur eine Probe sah folgendermal3en aus:

Random Primer 3 pl
10x Puffer 2 pl
dNTP mix 0,8
RNase Inhibitor 0,5
Reverse Transkriptase 1 pl

In einem 20 pl Ansatz wurden 1000 ng RNA in maximal 12,7 ul umgeschrieben.
Fehlendes Volumen wurde mit RNase free Water aufgefullt. Zur RNA wurden 7,3 pl
Mastermix hinzugegeben und zur Umwandlung in cDNA im Thermocycler flr
10 Minuten bei 25°C, 15 Minuten bei 42°C, 5 Minuten bei 95° und 4°C pausiert. Die

dabei entstandene cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.

3.7 Tagman-PCR

Die cDNA, die das Resultat der Reversen Transkriptase Reaktion ist, wird in diesem
Schritt als Vorlage (Schablone) fur die Amplifikation der DNA genutzt. Die Real-Time-
PCR mittels Tagman beruht auf einer Messung emittierter Fluoreszenz als Indikator
fur gebildete Amplifikate wahrend der exponentiellen Phase der Polymerase-Ketten-
Reaktion. Das Signal steigt proportional zu der Menge gebildeter PCR-Produkte. Der
Thermocycler des Tagman-Geréates ist mit einer sensitiven Kamera ausgestattet, die
die Fluoreszenz in jedem der 384-wells der Messplatte wahrend der PCR bestimmt.

Fur die Durchfuhrung der Messung werden speziell gewahlte Primer bendtigt, sowie
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fluoreszierende Sonden, bei denen es sich um Oligonukleotide handelt. Diese sind
langer als Primer (20-30 Basenpaare lang) und bestehen am 5° Ende aus einem
fluoreszierenden Farbstoff, sowie einem dampfenden Farbstoff am 3 Ende. Sie sind
SO gestaltet, dass sie an interne Regionen der PCR-Produkte binden. Wenn die Tag-
Polymerase ein Template, an dem eine hydrolysierende Sonde gebunden ist,
repliziert, spaltet die 5 Exonuklease das 5° Ende mitsamt des Farbstoffs. Durch die
Spaltung wird der fluoreszierende Teil der Sonde vom dampfenden Teil isoliert. Die
Menge der durch diesen Prozess emittierten Fluoreszenz steigt proportional zur
Menge gespaltener Sonden. Wahrend der nicht hybridisierenden Phasen der PCR
verhindert die Nahe des fluoreszierenden Farbstoffs zu dem dampfenden Farbstoff

eine Fluoreszenz-Emission.

Kalkulation der relativen Expressionsanderung der Gene unter Stimulation mit
Zytokinen mittels der Comparativen [Ct-Methode (basierend auf den PCR-
Ergebnissen)

Die Berechnung des Wertes Ct basiert auf der Bestimmung des Zeitpunktes
(gemessen wird die Anzahl bereits durchlaufender PCR-Zyklen), an dem die Menge
der emittierten Fluoreszenz einer Probe Uber einen, fur das Gerat definierten,
Schwellenwert ansteigt. Dieser  Schwellenwert ergibt sich aus der
Hintergrundfluoreszenz des Gerates. Somit stellt der Ct Wert ein direktes Mal} fir die
Anzahl gebildeter DNA-Amplifikate dar. Der Ct Wert korreliert mit der eingesetzten
cDNA Menge, ein hoherer Wert derselben fuhrt dementsprechend zu einem
niedrigeren Schwellenwert. Der Ct Wert einer jeden Probe stellt keine absolute
Kopieanzahl dar, sondern ist ein relativer Wert, stets normalisiert durch den Wert
eines internen Standards. Hierbei handelt es sich um GAPDH, ein sogenanntes
.,Housekeeping“-Gen, welches ubiquitar homogen exprimiert wird. Die Methode
beruht auf einem Vergleich der Ct Werte der behandelten Probe mit den Ct Werten
der unbehandelten Probe. Der relative Expressionsunterschied einer Probe
(stimulierte versus unstimulierte), bezeichnet als Ratio der Probe, ergibt sich aus

folgender Formel.
Fold-induction =2 €1
Dabei ermittelt
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Ct=[ (CtO Gl(stimuliert Probe)) — (Ct GAPDH)]-[ Ct GI (unstimulierte Probe) — (Ct
GAPDH)]  die Hochregulation sowie

Ct=[(Ct Gl(unstimulierte Probe)) — (Ct GAPDH)]-[ Ct GI (stimulierte Probe) — (Ct
GAPDH)] die Runterregulation

der Expression eines Gens. Gl bezeichnet das gene of interest. In diesem Fall
Collagen | und CTGF. Eine Hochregulation bedeutet eine Steigerung der Expression
eines Gens unter Stimulation. Dies ist eine relative Angabe zu der Expression des
gleichen Gens einer unstimulierten Probe. Eine Runterregulation bezeichnet
dementsprechend eine Senkung der Expression eines Gens unter Stimulation,
wiederum relativ zu der Expression des gleichen Gens ohne Stimulation zu

betrachten.

Die Formel beruht auf der Annahme, dass die Anderung des Zusammenhangs
zwischen Ct Wert und dem Wert neu gebildeter Amplifikate flir das Zielgen und das
.,Housekeeping“- Gen identisch sind. Das also eine Verdopplung der Ziel cDNA zu

einem Ct Abfall um den Wert eines Zyklus flhrt.

Aus den Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte
sowie der standard error of mean berechnet. Zur grafischen Verlaufsdarstellung
wurden die Mittelwerte konstanten Geraden der Hoch- bzw. Runterregulation

zugeordnet.
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Durchfihrung

1. Bindung von Sonde und Primern an die cDNA
2. Hydrolyse der Sonde durch die Tag-Polymerase
3. Abdissoziieren der Sonde

4. Aktivierung der Fluoreszenz

Fur die Tagman-PCR wurden 384-Well-Platten benutzt. Jede Probe wurde im Triplett
gemessen. Zuerst wurde der Mastermix fur ein spezifisches zu messendes Zielgen
(Kollagen I, CTGF) wie folgt zusammenpipettiert. Pro Probe wurden 35 pul QPCR -
Mastermix, 0,5 pl (128 nmol) forward Primer, 0,5 pl (128 nmol) reverse Primer, 5 pl
(357 nmol) Sonde und 3,5 pul GAPDH-Mix (100 nmol Primer + 200 nmol Sonde)
zusammenpipettiert. Von diesem Mastermix wurden jeweils 44,5 pl zu 3,5 pl cDNA +
22 pl HO hinzugegeben, welches 70 pl insgesamt pro Probe ergab und
anschlieBend gevortext. Diese Mastermix-cDNA-Mischungen wurden dann zur
dreifach-Bestimmung dreimal je 20 ul pro Well pipettiert. Die fertig pipettierte 384-
Well-Platte wurde noch einmal abzentrifugiert und in das Sequence Detection

System gestellt.
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4  Ergebnisse

4.1 Untersuchung humaner CLPF auf deren IL-22-Rezeptor
Status

Eine Voraussetzung fur die Untersuchung moglicher Effekte von IL-22 auf die
Zytokin— und Fibroseaktivitdt von CLPF war der Nachweis des IL-22 Rezeptors, der
sich aus dem IL-22RA1 und dem IL-10R2 zusammensetzt. Nach der Isolation der
Gesamtproteine aus den CLPF wurde der Nachweis mittels Western Blot
durchgefuhrt. Zuerst wurde der Antikbrper gegen die Untereinheit IL-22RA1 auf die
Membran gegeben. Nachfolgend wurde die Membran gestrippt und diesmal mit dem
Antikorper gegen die IL-10R2-Untereinheit inkubiert. Es konnten beide IL-22-
Rezeptorkomponenten auf der Oberflache der Kontroll-CLPF und Morbus Crohn-
CLPF nachgewiesen werden. Als Positiv-Kontrolle  wurden intestinale
Gesamtbiopsien verwendet, da bekannt ist, dass intestinale Epithelzellen beide

Untereinheiten besitzen. (Abbildung 7)

KO MC1 MC 2 MC3 MC4 Cu

€ IL10R2
* - " S e W @m |L-22RA1
S — o w— T qm pictin

Abbildung 7: Nachweis der beiden IL-22-Rezeptor-Untereinheiten IL10R2 und IL-22RA1
KO= Kontrolle, MC= Morbus Crohn, CU= Colitis Ulcerosa

Damit ist die Voraussetzung fur weiterfihrende Untersuchungen hinsichtlich der
Effekte von IL-22 auf die Zytokinproduktion und Induktion von Fibrosemarkern bei
den CLPF, die aus nicht entziindlichem Darm (Kontrolle) und Morbus Crohn

Patienten isoliert wurden, gegeben.
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4.2 Der Einfluss von IL-22 auf die Sekretion

proinflammatorischer Zytokine bei CLPF

4.2.1 Untersuchungen zum Dosis-Wirkungseffekt

Um die Auswirkung von IL-22 auf die Produktion von Entziindungsmediatoren durch
CLPF zu beurteilen, wurde der Effekt unterschiedlicher Konzentrationen von IL-22
auf die IL-6- und IL-8-Sekretion untersucht. Nach zwdlf und 24 Stunden Stimulation
mit IL-22 wurden die Konzentrationen von IL-6 und IL-8 in den Uberstanden per
ELISA gemessen.

4.2.1.1 Untersuchungen an CLPF aus nicht entziindlichen Kontrollen
(KO-CLPF)

Die Kontroll-CLPF wurden mit IL-22 in sechs verschiedenen Konzentrationen
(1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml) stimuliert. Als Positiv-
Kontrolle wurden die CLPF mit LPS stimuliert. Nach zwolf Stunden wurden
Uberstande abgenommen und die IL-6- und IL-8-Konzentrationen per ELISA
gemessen. Die Induktion der IL-6-Produktion war am starksten bei einer IL-22-
Konzentration zwischen 10 ng/ml und 100 ng/ml zu erkennen. Es kam zu einer
durchgehend signifikanten (p<0,005) Stimulation der IL-6-Produktion. Die deutlichste
Steigerung der IL-6-Produktion nach zwoélf Stunden zeigte sich bei einer Stimulation
mit 10 ng/ml IL-22. (Abbildung 8A)

Nach 24 Stunden kam es zu einer hoch signifikanten Steigerung der IL-6-Produktion
bei Einsatz von IL-22 in Konzentrationen von 1 ng/ml bis 100 ng/ml. Auch hier kam
es bei 10 ng/ml zu der deutlichsten Steigerung der IL-6-Konzentration.
(Abbildung 8B)
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Abbildung 8: Anstieg der IL-6 Sekretion nach IL-22 Inkubation bei humanen CLPF

Stimulation von Kontroll-CLPF mit IL-22 sowie LPS nach (A) zwdlf Stunden und nach (B) 24 Stunden Inkubation.
Die y-Werte beziehen sich prozentual auf die IL-6-Konzentration der unstimulierten Kontrolle, die auf 100%-
Punkte gesetzt wurde (rote gestrichelte Linie). Auf der x-Achse sind die IL-22-Konzentrationen in ng/ml und LPS
als Positiv-Kontrolle angegeben. A: n= 6, **p<0,005 im Vergleich zu unstimuliert. B: n=8, ***p<0,001 im Vergleich

zur unstimulierten Kontrolle.

Die Uberstande wurden auch auf die IL-8-Produktion hin untersucht. Es fand sich
nach zwolf Stunden eine dosisabhangige Steigerung der IL-8-Produktion bei den
Kontroll-CLPF. Hierbei kam es bei 5 ng/ml, 25 ng/ml und 100 ng/ml IL-22 auch zu
einer signifikanten (p<0,005) Steigerung. (Abbildung 9A)

Nach 24 Stunden wurde die IL-8-Produktion durch IL-22 auch gesteigert. Es kam in
den Konzentrationen von 1 ng/ml und 5 ng/ml zu einer signifikanten und bei 10
ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml IL-22 zu einer hoch signifikanten Steigerung
der IL-8-Produktion. (Abbildung 9B)
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Abbildung 9: Anstieg der IL-8 Sekretion nach IL-22 Inkubation bei humanen Kontroll-CLPF

Stimulation von Kontroll-CLPF mit IL-22 nach (A) zwdlf Stunden und nach (B) 24 Stunden Inkubation. Auf der y-
Achse ist die IL-8-Produktion in Prozent aufgetragen. Die unstimulierte Kontrolle wurde auf 100%-Punkte gesetzt
(rote gestrichelte Linie). Auf der x-Achse sind die IL-22-Konzentrationen in ng/ml und LPS als Positiv-Kontrolle
angegeben. A: n=6, **p<0,005 im Vergleich zu unstimuliert B: n=6, *p<0,05; ***p<0,001 im Vergleich zur

unstimulierten Kontrolle.

4.2.1.2 Untersuchungen an CLPF aus stenosefreien Darmabschnitten
von Morbus-Crohn-Patienten (MC-CLPF)

CLPF von Morbus Crohn Patienten, die noch keine Stenose entwickelt hatten (MC),
wurden mit den gleichen IL-22-Konzentrationen wie die Kontroll-CLPF stimuliert.
Auch hier wurden nach zwolf und 24 Stunden Uberstande abgenommen und die IL-
6- und IL-8-Konzentrationen gemessen. CLPF von drei unterschiedlichen Patienten
wurden fur die Versuche verwendet (MC 1, MC 2, MC 3).

Nach zwolf Stunden kam es bei den IL-22-Konzentrationen unter 100 ng/ml bei MC 1
und MC 2 zu einem nicht eindeutigen Effekt auf die IL-6-Produktion. MC 3 CLPF
reagierten bei allen IL-22-Konzentrationen (1 ng/ml bis 100 ng/ml) mit einer
deutlichen Stimulation der IL-6-Produktion. Bei einer Konzentration von 100 ng/ml IL-
22 kam es nach zwolf Stunden zu einem durchgehend stimulierenden Effekt auf die
IL-6-Produktion bei den CLPF aller drei Patienten.

Werden die CLPF aller drei Patienten insgesamt aufgetragen, zeigt sich eine
signifikante Stimulation der IL-6-Produktion bei einer Konzentration von 100 ng/ml IL-
22. (Abbildung 10A)
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Nach 24 Stunden kam es bei MC 3 CLPF zu einer deutlichen Stimulation der IL-6-
Produktion bei allen IL-22-Konzentrationen. Bei MC 2 kam es zu einer Stimulierung
der IL-6-Produktion ab einer IL-22 Konzentration von 10 ng/ml. Die IL-6-Produktion

von MC 1 &nderte sich nicht signifikant.

Wenn man auch hier wieder die Reaktion der Zellen auf die IL-22-Gabe
zusammenfasst, zeigte sich bei Gber 10 ng/ml IL-22 eine dosisabhangige Steigerung
der IL-6-Produktion. (Abbildung 10B)
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Abbildung 10: Leichter Anstieg der IL-6-Sekretion bei Stimulation von MC-CLPF mit IL-22 nach (A) zwdlf
Stunden und nach (B) 24 Stunden. Auf der y-Achse ist die IL-6-Produktion in Prozent aufgetragen. Der
unstimuliert-Wert ist auf 100 Prozent gesetzt (rote gestrichelte Linie). Auf der x-Achse sind die Konzentrationen
von IL-22 in ng/ml und LPS als Positiv-Kontrolle angegeben. n=6, **p<0,005 im Vergleich zur unstimulierten

Kontrolle.

Bei der IL-8-Produktion wurde ein stimulierender Effekt nach zwdlf Stunden ab einer
Konzentration von 5 ng/ml IL-22 beobachtet. Keinen Effekt auf die IL-8-Produktion
besald IL-22 bei einer eingesetzten Konzentration von 1 ng/ml. Die Steigerung der IL-
8-Produktion durch IL-22 war dosisabhéngig. Bei den IL-22-Konzentrationen von
5 ng/ml und 25 ng/ml war die Steigerung sogar signifikant (p<0,005).
(Abbildung 11A)

Die IL-8-Produktion lie3 sich durch IL-22 in den Konzentrationen von 1 ng/ml und

5 ng/ml nach 24 Stunden signifikant steigern. Es kam auch in den héheren

55



Ergebnisse

Konzentrationen von IL-22 zu einer Steigerung der IL-8-Produktion, die jedoch nicht
signifikant war. Auch hier zeigte sich eine Dosisabhangigkeit. (Abbildung 11B)

MC 1 CLPF zeigten kaum eine Anderung der IL-8-Produktion nach 24 Stunden,
wobei MC 2 und MC 3 CLPF mit einer deutlichen Stimulierung der IL-8-Produktion

reagierten.
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Abbildung 11: Anstieg der IL-8-Sekretion bei Stimulation von MC-CLPF mit IL-22 nach (A) zwdlf Stunden und
nach (B) 24 Stunden. Auf der y-Achse ist die IL-8-Produktion in Prozent aufgetragen. Die unstimulierte Kontrolle
wurde auf 100%-Punkte gesetzt (rote gestrichelte Linie). Auf der x-Achse sind die IL-22-Konzentrationen in ng/ml
und LPS als Positiv-Kontrolle angegeben. n=6, **p<0,005 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle.

4.2.1.3 Untersuchungen an CLPF aus stenosierten Darmabschnitten
von Morbus-Crohn-Patienten (ST-CLPF)

Auch CLPF, die aus stenosierten Darmabschnitten von Morbus-Crohn-Patienten (ST)
isoliert wurden, wurden mit IL-22 stimuliert. Nach zwdlf und 24 Stunden wurden
Uberstande abgenommen und deren IL-6- und IL-8-Konzentrationen gemessen. Es
kam zu einer signifikanten Stimulation der IL-6-Produktion bei Stimulation mit IL-22
im Konzentrationsbereich von 1 ng/ml bis 50 ng/ml. Bei 100 ng/ml kam es zwar noch
zu einer Steigerung der IL-6-Produktion, diese war allerdings nicht signifikant.
(Abbildung 12A)

Nach 24 Stunden zeigte sich bei den CLPF des Patienten ST 1 eine Reduktion
jedoch bei CLPF des Patienten ST 2 eine deutliche Steigerung der IL-6-Produktion
durch IL-22.
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Bei der Zusammenfassung der Reaktionen der CLPF beider Patienten (ST 1 und
ST 2) zeigte sich bezuglich der IL-6-Produktion eine signifikante Steigerung bei der
Gabe von 50 ng/ml und 100 ng/ml IL-22. Unterhalb von 50 ng/ml IL-22 kam es zu
keinem eindeutigen Effekt auf die IL-6-Produktion. (Abbildung 12B)
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Abbildung 12: Schwache IL-6-Produktionssteigerung bei ST-CLPF (A) zwdlf Stunden und (B) 24 Stunden
nach Stimulation mit IL-22. Auf der y-Achse ist die IL-6-Produktion in Prozent aufgetragen. Die unstimulierte
Kontrolle wurde auf 100%-Punkte gesetzt (rote gestrichelte Linie). Auf der x-Achse sind die IL-22-
Konzentrationen in ng/ml und LPS als Positiv-Kontrolle angegeben. A: n=4 *p<0,05 im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle. B: n=6, *p<0,05 im im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle.

Nach zwolf Stunden wurde die IL-8-Produktion bei der Stimulation mit IL-22 in den
Konzentrationen von 1 ng/ml bis 100 ng/ml signifikant gesteigert. Hier zeigte sich
auch bei hoherer IL-22-Konzentration ein verminderter Effekt auf die IL-8-Produktion.
(Abbildung 13A) Die Steigerung bei der IL-8-Produktion fiel prozentual deutlich héher

aus als die IL-6-Produktion.

Bei Betrachtung der CLPF der verschiedenen Patienten zeigte sich nach 24
Stunden, dass es bei ST-1-CLPF keinen eindeutigen Effekt auf die IL-8-Produktion
gab. Bei ST-2-CLPF zeigte sich eine deutliche Stimulierung und bei ST-4-CLPF eine
Hemmung der IL-8-Produktion. Insgesamt betrachtet bewirkte [L-22 in allen
Konzentrationen eine Steigerung der IL-8-Produktion nach 24 Stunden, die jedoch
nicht signifikant war. (Abbildung 13B)
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Abbildung 13: Starke IL-8-Sekretionssteigerung bei ST-CLPF nach (A) zwolf Stunden und weniger starke nach
(B) 24 Stunden Stimulation mit IL-22. Auf der y-Achse ist die IL-8-Produktion in Prozent aufgetragen. Die
unstimulierte Kontrolle wurde auf 100%-Punkte gesetzt (rote gestrichelte Linie). Auf der x-Achse sind die IL-22-
Konzentrationen in ng/ml und LPS als Positiv-Kontrolle angegeben. n=6, *p<0,05 im Vergleich zur unstimulierten

Kontrolle.

4.2.2 Stimulation der Kontroll-CLPF mit IL-22 und LPS

Da bei der chronischen intestinalen Entziindung bakterielle Bestandteile wie LPS
zusammen mit Zytokinen, wie IL-22 mit CLPF in Kontakt kommen und diese
beeinflussen kénnten, wurde untersucht, welche Effekte eine Kostimulation mit LPS

und IL-22 auf die Zytokinsekretion der Kontroll-CLPF hat.

Nach zwolf Stunden zeigte sich sowohl bei der IL-6- als auch bei der IL-8-Produktion
eine Stimulation durch die gleichzeitige Gabe von 1 ng/ml bis 100 ng/ml IL-22 und
jeweils 10 ng/ml LPS. Die maximale Steigerung der IL-6- und IL-8-Produktion war bei
100 ng/ml IL-22 + 10 ng/ml LPS zu beobachten. (Abbildung 14)
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Abbildung 14: Anstieg der (A) IL-6- und (B) IL-8-Sekretion zwdlf Stunden nach Stimulation von Kontroll-
CLPF mit IL-22 und jeweils 10 ng/ml LPS . Auf der y-Achse ist die (A) IL-6-bzw. (B) IL-8-Produktion in Prozent
aufgetragen. Die unstimulierte Kontrolle wurde auf 100%-Punkte gesetzt (rote gestrichelte Linie). Auf der x-Achse

sind die IL-22-Konzentrationen in ng/ml und LPS als Positiv-Kontrolle angegeben. n=2

Auch nach 24 Stunden war eine Stimulation der IL-6- und IL-8-Produktion zu
beobachten. Es war auch eine deutliche Dosisabhangigkeit sowohl bei der IL-6- als
auch bei der IL-8-Produktion zu beobachten. Den starksten Effekt bewirkte 100 ng/mi
IL-22 + 10 ng/ml LPS. (Abbildung 15)
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Abbildung 15: Anstieg der (A) IL-6- und (B) IL-8-Sekretion 24 Stunden nach Stimulation von Kontroll-CLPF
mit IL-22 und jeweils 10 ng/ml LPS. Auf der y-Achse ist die (A) IL-6- bzw. (B) IL-8-Produktion in Prozent
aufgetragen. Die unstimulierte Kontrolle wurde auf 100%-Punkte gesetzt (rote gestrichelte Linie). Auf der x-Achse

sind die IL-22-Konzentrationen in ng/ml und LPS als Positiv-Kontrolle angegeben.n=2
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4.2.3 Zusammenfassung der bisherigen Ergebnisse

Der IL-22-Rezeptor konnte eindeutig sowohl auf den Kontroll-CLPF, auf den MC-
CLPF als auch auf den ST-CLPF nachgewiesen werden. Auch war es mdglich, die
IL-6- und IL-8-Produktion der Kontroll-CLPF gleichermal3en mit IL-22 zu stimulieren.
Die verschiedenen Kontroll-CLPF reagierten einheitlich auf die Gabe von IL-22. Auch
die Kostimulation mit LPS und IL-22 zeigte eine Steigerung der IL-6- und IL-8-
Sekretion, wobei sich nur bei hbheren IL-22 Konzentrationen eine weitere Steigerung
der Zytokinsekretion von LPS stimulierten CLPF erreichen liel3.

Im Gegensatz zu den Kontroll-CLPF reagierten die MC-CLPF bei der IL-8-Produktion
starker auf die IL-22-Gabe als bei der IL-6-Produktion. Auch ist die Steigerung der IL-
6-Produktion nach 24 Stunden schwacher ausgebildet als nach zwo6If Stunden.

Der Unterschied zwischen IL-8- und IL-6-Poduktionsseigerung war bei ST-CLPF
noch deutlich starker ausgepragt als bei MC-CLPF. Bei den ST-CLPF ist weiterhin
auffallig, dass die IL-6- und auch die IL-8-Produktion nach 24 Stunden schwécher auf

die IL-22-Gabe reagierten als nach zwdlf Stunden.

4.2.4 Vergleich der IL-6- und IL-8-Produktion von Kontroll-, MC-, ST-
und LPS-kostimulierten Kontroll-CLPF bei Stimulation mit 25
ng/ml IL-22

Am deutlichsten und stabilsten im Verlauf aller Versuche reagierten die CLPF bei
einer Stimulation mit 25 ng/ml IL-22. Nachfolgend wird die Reaktion der IL-6- und IL-
8-Produktion auf Stimulation mit 25 ng/ml IL-22 der drei CLPF-Gruppen (KO, MC,
ST) und der LPS-kostimulierten Kontroll-CLPF im Vergleich dargestellt.

Nach zwolf Stunden Stimulation mit 25 ng/ml IL-22 war die gro3te Steigerung der IL-
6-Produktion bei den Kontroll-CLPF zu sehen. Die MC-CLPF reagierten etwas
schwacher. Die ST-CLPF reagierten noch weniger nach zwolf Stunden. Es war kein
aussagekraftiger Unterschied der Produktionssteigerung bei den LPS-kostimulierten
Kontroll-CLPF und den Kontroll-CLPF zu erkennen. (Abbildung 16A)
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Bei der IL-8-Produktion zeigte sich ein anderes Bild. Hier reagierten die Kontroll-
CLPF im Vergleich zu den MC-CLPF tendenziell starker auf eine Stimulation mit IL-
22, jedoch zeigten die ST-CLPF mit Abstand die starkste IL-8-Produktionssteigerung
gegentuber der unstimulierten Kontrolle. Diese war im Vergleich zu den MC-CLPF
auch signifikant (p<0,05) starker ausgepragt. Auch hier war kein additiver Effekt einer
LPS-Stimulation bei IL-22 stimulierten Kontroll-CLPF erkennbar. (Abbildung 16B)
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Abbildung 16: ST-CLPF zeigen die geringste (A) IL-6- aber die starkste (B) IL-8-Produktions-Steigerung bei
Stimulation mit 25 ng/ml IL-22 nach zwd6lf Stunden. Auf der x-Achse sind die Kontroll-, MC-, ST- und die LPS-
kostimulierten Kontroll-CLPF aufgetragen. Auf der Y-Achse ist die (A) IL-6- bzw. (B) IL-8-Produktion aufgetragen.

Nach 24 Stunden war die IL-6-Produktion der ST-CLPF signifikant schwacher
(p<0,05) als die der Kontroll-CLPF bei einer Stimulation mit 25 ng/ml IL-22. Die IL-6
Konzentration bei MC-CLPF lag bei der prozentualen IL-6-Produktions-Steigerung
nach 24 Stunden zwischen den der Kontroll- und den ST-CLPF. Die LPS-
kostimulierten Kontroll-CLPF steigerten ihre IL-6-Produktion deutlich starker als die
MC- und ST-CLPF jedoch war auch hierbei kein signifikanter Unterschied zu den
Kontroll-CLPF zu erkennen. (Abbildung 17A)

Nach 24 Stunden reagierten die Stenose-CLPF bei der IL-8-Produktion am starksten
auf die Stimulation mit 25 ng/ml IL-22. Die MC-CLPF reagierten am schwéachsten auf
eine Stimulation mit IL-22 und die Kontroll-CLPF lagen zwischen den ST- und den
MC-CLPF. Es konnte kein Unterschied der IL-8-Produktionssteigerung zwischen den
Kontroll-CLPF und den LPS-kostimulierten Kontroll-CLPF beobachtet werden.
(Abbildung 17B)
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Abbildung 17: ST-CLPF zeigen die geringste (A) IL-6- aber die starkste (B) IL-8-Produktions-Steigerung bei
Stimulation mit 25 ng/ml IL-22 nach 24 Stunden. Auf der x-Achse sind die Kontroll-, MC-, ST- und die LPS-
kostimulierten Kontroll-CLPF aufgetragen. Auf der Y-Achse ist die (A) IL-6- bzw. (B) IL-8-Produktion aufgetragen.

4.2.5 Zeitlicher Verlauf der IL-6- und IL-8-Antwort bei Kontroll-CLPF
4.25.1 Zeitlicher Verlauf bis acht Stunden

Zur Beurteilung des zeitlichen Verlaufs der IL-6-Antwort wurden Kontroll-CLPF mit IL-
22 stimuliert und die Uberstande nach 30 Minuten, einer, zwei, vier und acht Stunden
abgenommen. Nach zwei Stunden war eine leichte Steigerung der IL-6-Produktion
gegentber der unstimulierten Kontrolle nachweisbar, die nach acht Stunden am
starksten war. (Abbildung 18A)

Bei der IL-8-Produktion zeigte sich bei den ersten beiden Versuchen in einem
Zeitraum von 30 Minuten bis acht Stunden, dass es zu der starksten IL-8-Produktion

im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle nach zwei Stunden kam. (Abbildung 18B)
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Abbildung 18: Zeitlicher Verlauf der (A) IL-6- und (B) IL-8-Antwort auf IL-22-Stimulation von Kontroll-CLPF
innerhalb der ersten acht Stunden. Uberstande wurden nach 30 Minuten, einer, zwei, vier und acht Stunden
abgenommen. Auf der x-Achse ist die Zeit in Stunden aufgetragen. Auf der y-Achse ist die IL-6- bzw. IL-8-
Produktion jeweils im Vergleich zur Produktion der unstimulierten Kontrolle in Prozent angegeben. n=2.

4.25.2 Zeitlicher Verlauf bis 24 Stunden

Daraufhin wurden Versuche mit gleichen Stimulationskonzentrationen lber einen
Zeitraum von insgesamt 24 Stunden durchgefiihrt. Hierbei wurden Uberstande nach
einer, zwei, vier, acht, zwolf und 24 Stunden abgenommen. Bei einer Stimulation mit
25 ng/ml 1L-22 zeigte sich bei diesen Versuchen ein Steady-State nach zwolf
Stunden. Bei den anderen Konzentrationen zeigte sich bei der IL-6-Produktion ein
Maximum nach zwolf Stunden. (Abbildung 19A)

Die starkste IL-8-Produktionssteigerung war nach acht Stunden zu detektieren. Nur
bei einer IL-22-Konzentration von 10 ng/ml zeigte sich das Maximum nach zwolf
Stunden. Bei diesen Versuchen war auch ein erster kleiner Gipfel nach zwei Stunden
zu erkennen. Dieser war jedoch nicht so stark ausgepragt wie bei den

vorangegangenen Versuchen tber acht Stunden. (Abbildung 19B)
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Abbildung 19: Zeitlicher Verlauf der (A) IL-6- und (B) IL-8-Antwort auf IL-22-Stimulation von Kontroll-CLPF
innerhalb der ersten 24 Stunden. Uberstande wurden nach einer, zwei, vier, acht, zwolf und 24 Stunde(n)
abgenommen. Auf der x-Achse ist die Zeit in Stunden aufgetragen. Auf der y-Achse ist die IL-6- bzw. IL-8-

Produktion jeweils in Vergleich zur Produktion der unstimulierten Kontrolle in Prozent angegeben. n=2.

4.25.3 Zeitlicher Verlauf zwischen acht und 48 Stunden

Zur genaueren Bestimmung des zeitlichen Profils der IL-6- und IL-8-Produktion
wurde in den darauffolgenden Versuchen der Zeitraum zwischen acht und 48
Stunden beobachtet. Im Folgenden wird bei Stimulation mit 25 ng/ml IL-22 die IL-6-
und IL-8-Produktion der Kontroll-CLPF nach acht, zwolf, 24 und 48 Stunden

aufgestellt.

Die starkste Anderung der IL-6-Produktion zeigte sich dabei nach zwolf Stunden.
Danach nahm die Steigerung der IL-6-Produktion wieder ab. Hier zeigte sich im
Vergleich zu den Versuchen Uber 24 Stunden kein Steady-State bei 25 ng/ml IL-22.
(Abbildung 20A)

Bei der IL-8-Produktion zeigte sich ein Maximum nach acht Stunden. Danach nahm
die prozentuale IL-8-Produktionssteigerung kontinuierlich bis 48 Stunden ab.
(Abbildung 20B)
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Abbildung 20: Zeitlicher Verlauf der (A) IL-6- und (B) IL-8-Produktion bei einer Stimulation von Kontroll-
CLPF mit 25 ng/ml IL-22. (A) IL-6- und (B) IL-8-Sekretion sind prozentual im Vergleich zur unstimulierten
Kontrolle zu dem Zeitpunkt angegeben. Uberstande wurden nach acht, zwélf, 24 und 48 Stunden abgenommen.

4.2.6 Zeitlicher Verlauf bei den LPS-kostimulierten Kontroll-CLPF

Unter Einfluss von LPS und IL-22 war die prozentuale Stimulationssteigerung der IL-
6- und IL-8-Produktion bei der Kontroll-CLPF nach 24 starker als nach zwo6lf Stunden
ausgepragt. Dieser Effekt war bei der IL-6-Produktion deutlicher zu erkennen als bei
der IL-8-Produktion. (Abbildung 21)
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Abbildung 21: Zeitlicher Verlauf der (A) IL-6- und (B) IL-8-Produktion bei Kontroll-CLPF unter Stimulation
mit 25 ng/ml IL-22 und 10 ng/ml LPS. (A) IL-6- und (B) IL-8-Sekretion sind auf der y-Achse prozentual im
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle zu dem Zeitpunkt angegeben. Uberstiande wurden nach zwélf und 24
Stunden abgenommen. Die unstimulierte Kontrolle wurde auf 100%-Punkte gesetzt (rote gestrichelte Linie). n=2
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4.3 Uberprufung der Induktion von pSTAT1, STAT3, pSTAT3
und pSTATS

Bei einem weiteren Versuch wurden Kontroll-CLPF mit IL-22 in den Konzentrationen
25, 50, 100 ng/ml stimuliert. Nach 24 Stunden wurde der Versuch beendet und
Proteinlysate aus den Zellen der stimulierten Zellen hergestellt.

Bei dem darauffolgenden Western Blot zeigte sich bei Stimulation mit IL-22 eine
Induktion von pSTAT1, STAT3 und pSTATS3. (Abbildung 22) Es konnte jedoch keine
Dosisabhéangigkeit nachgewiesen werden. Auch der Nachweis von pSTATS war nicht
erfolgreich.
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Abbildung 22: IL-22 induziert pSTAT1, STAT3 und pSTAT3 bei Kontroll-CLPF.

4.4 Fibroseparameter

4.4.1 ST-CLPF
4411 CTGF

Mittels Tagman wurde der Effekt von IL-22 auf die Expression von CTGF bei den ST-
1-CLPF untersucht. Es zeigte sich nach 24 Stunden eine dosisabhangig, vermehrte

Expression von CTGF, die jedoch nicht signifikant war. (Abbildung 23)
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Abbildung 23: Expressions-Level von CTGF. Bei MC-Stenose-CLPF kommt es 24 Stunden nach der
Stimulation mit IL-22 zu einer vermehrten Expression von CTGF. Auf der x-Achse sind die IL-22-Konzentrationen

aufgetragen. n=2

4.4.1.2 Collagen |

Auch der Effekt von IL-22 auf die Collagen I-Expression wurde untersucht. Es kam
bei Stimulation mit IL-22 in den Konzentrationen 25 ng/ml und 50 ng/ml zu einer
vermehrten Expression von Collagen I. Bei den anderen IL-22-Konzentrationen war

kein eindeutiger Effekt festzustellen. (Abbildung 24)
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Abbildung 24: Expressions-Level von Collagen I. 24 Stunden nach Stimulation mit IL-22 kommt es bei MC-
Stenose-CLPF zu einer vermehrten Expression von Collagen-I. Auf der x-Achse sind die IL-22-Konzentrationen
aufgetragen. n=2

4.4.2 MC-CLPF
4421 CTGF

Es wurden auch MC-2-CLPF mit IL-22 stimuliert und nachfolgend RNA-Lysate
hergestellt. Die Tagman-Analyse dieses Versuches zeigte, dass es bei den MC-
CLPF 24 Stunden nach der Stimulation mit 50 ng/ml und 100 ng/ml IL-22 zu einer
vermehrten Expression von CTGF kam. Diese war jedoch nicht signifikant.
(Abbildung 25)
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Abbildung 25: Expressions-Level von CTGF bei MC-CLPF ohne Stenose 24 Stunden nach Stimulation mit IL-
22. Auf der x-Achse sind die IL-22-Konzentrationen aufgetragen. n=2

4.4.2.2 Collagen |

Mittels Tagman wurde auch der Effekt von IL-22 auf die Collagen I-Expression
untersucht. Bei den MC-CLPF kam es bei Stimulation mit IL-22 zu einer

dosisabhangigen Verminderung der Expression von Collagen I. (Abbildung 26)
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Abbildung 26: Expressions-Level von Collagen I. 24 Stunden nach Stimulation von MC-CLPF ohne Stenose mit
IL-22 zeigt sich eine dosisabhéngige Expressions-Minderung von Collagen |. Auf der x-Achse sind die IL-22-
Konzentrationen aufgetragen. n=2
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5 Diskussion

IL-22 ist sowohl im Serum als auch im Gewebe des Magen-Darm-Traktes von
Morbus Crohn-Patienten in hoheren Konzentrationen nachzuweisen als bei
gesunden Kontrollen.® Im Kontext der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
wurde die Bedeutung von IL-22 bei Colitis-Modellen untersucht und dabei ein

protektiver Effekt nachgewiesen,’ 77 104 113-115

Auch bei Hepatitis-Modellen konnte IL-22 ein protektiver Effekt nachgewiesen
werden. Dieser Effekt beruht unter anderem auf die Induktion mitogener Proteine wie
c-myc und CDK4 als auch antiapoptotischer Proteine wie Bcl-2.**° Dariiber hinaus ist
IL-22 in der Lunge wichtig zur Abwehr Gram-negativer Erreger wie zum Beispiel
Klebsiella pneumoniae.’®® Desweiteren wurde eine Besserung des Ventilator-

Indizierten Lungenschadens (VILI) nach Inhalation von IL-22 beobachtet.*’

Bei Psoriasis wurde IL-22 jedoch eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der
Erkrankung nachgewiesen. Es spielen hierbei der chemotaktische und

proinflammatorische Effekt von IL-22 eine wichtige Bedeutung.®® 8889 97. 118

IL-22 spielt somit vor allem eine Rolle im Magen-Darm-Trakt, der Leber, der Lunge
und der Haut. Es besitzt einerseits protektive Effekte, ist aber andererseits auch fir
Pathologien bei bestimmten Erkrankungen dieser Organsysteme mitverantwortlich. In
dieser Arbeit wurde der Effekt von IL-22 auf die Zytokin-Produktion von den CLPF
untersucht. Verglichen wurden die CLPF von Morbus Crohn-Patienten mit denen
nicht-erkrankter Kontrollen. Nicht nur IL-22 ist im Serum und in der Darmmukosa von
MC-Patienten erhdht, sondern auch die beiden untersuchten Zytokine IL-6 und IL-
8.11%123 Beide werden wie in der vorliegenden Arbeit demonstriert durch IL-22

induziert.

In den Versuchen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es Unterschiede im
Verhaltnis zwischen dem IL-6/IL-8-Verhéaltnis nach Stimulation mit IL-22 bei Morbus
Crohn-Patienten gegentber dem IL-6/IL-8-Verhdaltnis nach IL-22-Stimulation bei
gesunden Kontrollen gibt. So kam es bei Kontroll-CLPF nach IL-22-Stimulation zu
einer gleichmafligen Steigerung der IL-6- und IL-8-Produktion. Jenes Verhéltnis war

bei den MC-CLPF und noch starker bei den ST-CLPF zugunsten der IL-8-Produktion
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verschoben. Dieses spiegelt sich marginal auch im Serum laut einer Untersuchung
von Szkaradkiewicz et al.'*® wieder. In dieser Arbeit wurde das Serum von MC-
Patienten bezlglich der IL-6- und IL-8-Konzentration untersucht. Bei gesunden
Kontrollen zeigte sich eine 6,14-fach hohere IL-8- als IL-6-Konzentration im Serum.
Bei Patienten, die zur Zeit der Untersuchung an einem aktiven Morbus Crohn litten,
zeigte sich eine 6,51-fach hohere IL-8- als IL-6-Konzentration. Noch klarer wird diese
Verschiebung des IL-8/IL-6 Quotienten in der Darmmukosa gemalR einer Arbeit von
Indaram et al.***. Hierbei wurden unter anderem die Konzentrationen von IL-6 und IL-
8 in der Darmmukosa gemessen. Die Konzentration von IL-8 war bei den gesunden
Kontrollen 9,88-fach hoher als die IL-6-Konzentration. In befallenen Darmsegmenten
von Morbus Crohn Patienten war die IL-8-Konzentration in der Mukosa 21,41-fach
hoher als die IL-6-Konzentration. In einer anderen Arbeit fiel auf, dass die IL-6-
Konzentration nur in befallenen Darm-Segmenten signifikant hoher ist als bei den
Kontrollen wahrend die IL-8-Konzentration sowohl in den befallenen wie auch in den
nicht befallenen Darmsegmenten signifikant gegeniiber den Kontrollen erhéht ist.'%
Die Ergebnisse der genannten Arbeiten decken sich mit den Beobachtungen in der
vorliegenden Arbeit. Die IL-22-Signalkaskade spielt somit mdglicherweise eine
entscheidende Rolle bei dem veranderten IL6-/IL-8-Verhéltnis in der Darmmukosa

von Morbus Crohn Patienten.

Der unterschiedlichen IL-22 abhéangigen IL-6- und IL-8-Induktion bei CLPF von
Morbus Crohn Patienten und gesunden Kontrollen kdnnten méglicherweise STAT3-
Mutationen zugrunde liegen, die bei Morbus Crohn beschrieben wurden.*’ Die
Aktivierung von STAT3 durch IL-22 konnte sowohl in dieser als auch in anderen
Arbeiten nachgewiesen werden.** *2° Bei der Aktivierung von STAT3 kommt es unter
anderem zur Steigerung der IL-8-Produktion.*?” *?® Durch die Mutation von STAT3
kénnte es zu einer vermehrten STAT3-Aktivierung und folglich zu einer vermehrten
IL-8-Produktion kommen. In einer Arbeit von Lovato et al. konnte gezeigt werden,
dass es bei Morbus Crohn Patienten zu einer vermehrten Aktivierung von STAT3
kommt.*?® Ob IL-22 zu einer vermehrten STAT3-Aktivierung bei Morbus Crohn CLPF

fuhrt, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.

Es konnten auch Mutationen des NOD2(CARD15)-Gens mit der verhaltnismafig

geringeren Induktion von IL-6 gegenuber der Induktion von IL-8 bei Morbus Crohn
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CLPF in Zusammenhang stehen. So war es in einer Arbeit von Peeters et al.**
moglich bei Monozyten von Crohn-Patienten mit bestimmten NOD2-Polyphormismen
eine reduzierte IL-6-Produktion nachzuweisen. NOD2 wird unter anderem von den
CLPF exprimiert.’® Auch konnte in einer Arbeit nachgewiesen werden, dass NOD2
in entziindlichem Gewebe vermehrt exprimiert wird.** Jedoch ist bisher noch kein
Nachweis Uber eine mdogliche Beeinflussung des NODZ2-Signalwegs durch IL-22
erfolgt.

Eine weitere mdogliche Erklarung fir die geringere IL-6-Produktion kdnnte eine
verminderte Phosphorylierung von IKappaB sein. Dieser Faktor ist Teil der
MAPK/p38-IKappaB-NFKappaB-Signalkaskade und ist fur die Induktion der IL-6-
Produktion wichtig. Die verminderte Phosphorylierung wurde bei Morbus-Crohn-
Patienten bereits in friiheren Untersuchungen beobachtet.®* 3% |L-22 aktiviert
sowohl den MAPK/p38 als auch den JAK1/STAT3 Signalweg. Wéahrend am Ende der
MAPK/p38-IKappaB-NFKappaB-Signalkaskade eine Induktion sowohl der IL-6- als
auch der IL-8-Produktion folgt, zieht die Aktivierung von JAK1/STAT3 lediglich eine
Induktion der IL-8-Produktion nach sich.*® (Abbildung 27)

|I-KappaB

NF-KappaB

IL-8 1

Abbildung 27: Induktionsweg von IL-6 und IL-8 bei Stimulation mit IL-22

Das durch IL-22 induzierte IL-6-/IL-8-Produktions-Verhaltnis war am deutlichsten bei

den CLPF aus stenosierten Darm-Abschnitten von Morbus Crohn Patienten
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zugunsten der IL-8-Produktion verschoben. Fraglich ist, ob IL-8 in direktem
Zusammenhang zu der Entwicklung einer Stenose steht oder ob diese Beobachtung
ein Begleiteffekt ist. In einer Arbeit von Sheu et al.**® konnte bei Pyelonephritiden IL-
8 mit einer spateren Narbenbildung in Verbindung gebracht werden. Somit besteht
hier der Verdacht, dass die Stenosebildung auch bei Morbus Crohn Patienten mit IL-
8 in Zusammenhang steht. Dieser Verdacht wird durch eine weitere Arbeit erhartet,
die zeigt, dass IL-8 unter anderem eine Stimulation der Kollagen-Synthese und
Matrix-Produktion bewirkt.**® Es zeigte sich hierbei auch, dass das Zusammenspiel
zwischen Epithelzellen und CLPF wichtig fir die Steigerung der Kollagen- und
Matrixsynthese ist. Dieses wirde auch begrinden, wieso in der vorliegenden Arbeit
kein signifikanter Anstieg von Fibrosemarkern nach IL-22-Stimulation zu beobachten

war.

Die Sekretion von IL-8 wird durch Sulfasalazin bzw. dem Spaltprodukt Sulfapyridin

blockiert.*>"

138 Bisher gab es jedoch noch keine Beobachtungen iiber ein
verringertes Auftreten von Stenosen bei Morbus Crohn Erkrankten unter Einsatz von
Sulfasalazin. Dieses spricht eher dafir, dass die Steigerung der IL-8-Produktion eine

Begleiterscheinung und kein Verursacher fur die Stenosebildung ist.

An der Stenosebildung konnte auch die verstarkte Aktivierung des JAK/STATS3-
Signalwegs in den CLPF beteiligt sein. Dieser wurde schon des Ofteren mit
profibrotischen Effekten in Zusammenhang gebracht. STAT3 bewirkt neben der
Induktion des proinflammatorischen IL-8 auch die Freisetzung von MUC-1/-3/-10/-13,
die fur die Aufrechterhaltung der epithelialen Barriere wichtig sind. ' 139 140
AulRerdem kommt es zu einer vermehrten Proliferation von Epithelzellen, welches
wiederum mit der Entwicklung der Colitis-assoziierten Tumore in Verbindung
gebracht wurde.***** Bei Inhibition von STAT3 mit S3I-201 zeigte sich eine
Abschwéchung fibrotischer Prozesse in der Niere.!***" Auch Triptolid, ein
Inhaltsstoff der chinesischen Kletterpflanze Wilfords Dreiflligelfrucht, scheint als
Inhibitor des IL-6-induzierten STAT3 zur Verbesserung einer Colitis beizutragen.**®
Ob diese Inhibitoren auch zu einer verminderten Entwicklung von Stenosen bei
Morbus Crohn Patienten beitragen, missen weitere Untersuchungen klaren. Die

Inhibition von STAT3 scheint im globalen Kontext der Morbus Crohn Erkrankung
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einen Benefit trotz der teils protektiven Effekte von STAT3 zu zeigen.™*® Unklar ist
inwieweit die IL-22 induzierte STAT3-Aktivierung hierbei von Bedeutung ist.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der Arbeit war herauszufinden, ob es einen Unterschied bei der IL-22 induzierten
IL-6- und IL-8-Produktion zwischen gesunden Kontroll-CLPF und Morbus Crohn-
CLPF gibt. AuRBerdem sollte gepruft werden, ob es Unterschiede bei der Induktion
bestimmter Fibrosemarker durch IL-22 gibt.

Es zeigte sich ein deutlich starkeres Ubergewicht der IL-22-induzierten IL-8-
Produktion gegentber der IL-22-induzierten IL-6-Produktion bei Morbus Crohn-CLPF
wahrend dieses Verhéltnis bei den CLPF der gesunden Kontrollen ausgeglichener
war. Am deutlichsten war dieses verschobene Verhéltnis bei den CLPFs aus
stenosierten Darmabschnitten von Morbus Crohn Patienten zu sehen. Mutationen
von STAT3, des NOD2-Gens oder einer verminderten Phosphorylierung von
IKappaB konnten fiir diese unterschiedliche Gewichtung verantwortlich sein. In einer
neuen Arbeit kbnnte untersucht werden, ob es einen Zusammenhang zwischen
bestimmten Mutationen von STAT3, NOD2 und des unterschiedlichen IL-6/IL-8-
Produktion-Verhaltnis nach IL-22-Stimulation gibt. Auch kénnte Uberprft werden, ob
es zu einer verminderten Phosphorylierung von IKappaB bei Morbus Crohn-CLPF
nach IL-22-Gabe kommt und ob dieses mit der Produktion von IL-6 und IL-8

korreliert.

Eine signifikant vermehrte Induktion von Fibrosemarkern durch IL-22 konnte in dieser
Arbeit nicht gezeigt werden. Grund hierfur kénnte jedoch der in dieser Arbeit genutzte

isolierte Einsatz von CLPFs sein. Wie in einer Arbeit von Kuhlmann et al.*%®

gezeigt
werden konnte, ist zur vermehrten Produktion von Fibrosemarkern eine Interaktion
der CLPF mit Epithelzellen nétig. In einer neuen Arbeit kdnnte mit einem
modifizierten Versuchsaufbau, bei dem CLPF und Epithelzellen zusammen
eingesetzt werden, die Auswirkungen von IL-22 auf Fibrosemarker untersucht

werden.

Diese Arbeit zeigt klar, dass IL-22 einen deutlichen Einfluss auf die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine von primaren CLPF hat und dass sich das Muster der
IL-22 induzierten Zytokinsekretion zwischen CLPF aus nicht entztindlichen Darm und

von Patienten mit Morbus Crohn qualitativ unterscheidet. In wie weit IL-22 eine Rolle
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bei der Pathogenese von Morbus Crohn und der Entstehung von Stenosen spielt,
mussen noch weitere Arbeiten zu diesem Thema zeigen. Es bleibt offen, ob der IL-
22-Signalweg mit der Induktion von IL-6 und IL-8 Ansatze fur neue
Therapiemdglichkeiten liefert.
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