Dibenzazepin assoziierte sekretorische Transformation
und Bakterizidie enterozytarer Zellen

Von der Medizinischen Fakultat
der Rheinisch-Westfalischen Technischen Hochschule Aachen
zur Erlangung des akademischen Grades einer Doktorin der Medizin
genehmigte Dissertation

vorgelegt von

Danika Weisner

aus Dortmund

Berichter: Univ. Prof. Dr. med. Nikolaus Gafler
Prof. Dr. rer. nat. Christian Liedtke

Tag der mundlichen Prufung: 10.05.2022

Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Universitatsbibliothek online
verfugbar.



Inhalt

AbKUrzungsverzeichnis ... e 1
1. EinleituNg....ccceiireci s 4
1.1 Der menschliche Gastrointestinaltrakt .......................... 4
1.2 Aufbau und Funktion der Darmschleimhaut........................... 6
1.3 Der Notch SignalWweg ... 9
Die Rolle des Notch Signalweges in der Pathogenese verschiedener
DarmerkrankKUNQGEN........coouuiiiieie e e 11
1.4 Aufbau und Funktion des y-Sekretase-Inhibitors (GSI)...........ccccooeeeiiiiinen, 12
1.5 Die Apoptose als Form des Zelltodes durch Caspase8 reguliert ................ 13
1.6 Das kolorektale Karzinom .............ccoooiiiiiiiiiiiie e 15
1.7 Chronisch entzundliche Darmerkrankungen ............cccccooi, 16
L B O] [ (U] (7= o 1 T 17
1.7.2 Morbus Crohn (Enterocolitis regionalis).............cccovveeiiiiiiiieeiiieeiinn. 18
1.8 Abwehrmechanismen des Darms ...........cooooviiiiiiiiiii e 19
1.8.1 Das angeborene Immunsystem............ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeee 20
1.8.2 Das adaptive Immunsystem ...........cooiiiiiiiiiii e 21
1.8.3 O-DefeNSiN ...ccoeiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 21
1.9 ZIeISEIZUNG.....cooeeee 23
2. Material und Methoden ............. s 25
2.1 Materialien .......ooeeiee e 25
D B B C 1= - | (= TSP RPUPTP 25
2.1.2 ChemiKalEN.......ue e 26

2.1.3VerbrauChSmittel ..o 27



2.1.4 REAGENZIEN ... 28

2.1.4.1 Medien, Puffer, LOSUNGEN ........coooeiiiiiiicee e 28
2.1.4.1.1 Medien fur die ZellKUIUT ...........ccoooii s 28
2.1.4.1.2 Medien fur die Bakterienkultur...............ccoooviiiiiiiiiin, 29
2.1.4.1.3 Medien fur die Weiser-Methode ............ccoooeviiiiiiiiiiiiiein. 29
P I A= 11110 1= o 30
2.1.6 VErsUCNSTIEIE ..ot e e eeeeees 31
A28 |V, 11 1 T To 1Y o SRR 31
2.2.1 ZellKuRURECNNIK ... 31
2.2.1.1 Kultivierung und Passage von humanen Zelllinien ........................ 31

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen.............cccccccciieieiiiiniiiinininnnnnns 32

2.2.1.3 Behandlung von Zellen mit dem y-Sekretase Inhibitor

Dibenzazeping (DBZ) ... 32
2.2.2 Tierexperimentelle Methoden ..o, 33
2.2.2.1 Haltung von Versuchstieren.............ccooeeiiiiiiiiiiiiiie e 33
2.2.2.2 Behandlung mit Dibenzazepin (DBZ)..............uuuuieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennnns 33
2.2.2.3 Euthanasierung und Organentnahme................ueveeiiiiiiiiiiiniinnnnnnns 33
2.2.2.4 Kryptenisolation an murinem Dinndarm (Weiser Methode) .......... 33
2.2.2.5 Herstellung von Paraffingewebsschnitten ............cccccccccoeee, 34
2.2.2.6 Farbung mit Hamatoxylin-Eosin (HE-Farbung)...........ccccccciinnnnnes 35
2.2.3 BakterizitatSassay .........cccoeviiiiiiiiiiiiiii e 35
2.2.3.1 Herstellung der LB-Agar-Platten ..., 35
2.2.3.2 Methoden der Quantifizierung von bakteriellem Wachstum........... 36
2.2.3.2.1 Messung der optischen Dichte (OD) ..........cccccociiiiiiiiiiiiinnnnns 36
2.2.3.2.2 Quantifizierung des bakteriellen Wachstums durch Bestimmung

der colony forming units (CFUS).............oouuuiiiiiiiiiiiieiieee e, 36
2.2.3.3 Durchfuhrung des Bakterizitatsassays an Zellkulturproben........... 36
2.2.3.4 Durchfuhrung des Bakterizitatsassays an murinen Proben ........... 36
2.3.4 Statistische AUSWErtUNG ........coooviiiiiiiiiiiieeeeeeeee 37
3. Ergebnisse........cciiii 38

3.1 Bakterizitatsassay mit Proben der Zellkulturexperimente ............cccccoeee... 38



3.1.1 Inkubationszeit-abhangige Induktion von Bakterizidie in CaCo22¢asr8

und wt durch DBZ Behandlung..............ooiiiiiiiiiiiii e, 38
3.1.2 Fehlende Induktion von Bakterizidie durch DBZ Behandlung im Colo320
ZellKuRUrMOEl ... ... e e e eeeees 43
3.2 Die erfolgreiche Etablierung der Weiser Methode..............cccccciiiiiiiinnnnes 46
3.3 Auswertung des Bakterizitatsassays mit den Proben des Mausmodells.....48

3.3.1 Unterschiede der antimikrobiellen Funktion von Darmepithel nach DBZ

Behandlung entlang der Krypten-Zotten-Achse..............cccccoiiiiiiiiines 48
4. DiSKUSSION ......oiiiiieeiiiiirrieiin s s 51
4.1 Bakterizidie der Darmschleimhaut ............cccccoii 51
4.2 Modellierung von intestinalem Epithel mittels Zellkulturmodellen ............... 54
4.3 Die Rolle von Caspase8 in der Bakterizidie des Darmepithels ................... 56
4.4 Auswirkung der Transfektion auf das Zellkulturmodell..................ccccooeee.... 59
4.5 Interaktion von Notch in der Bakterizidie intestinalen Epithels.................... 60

4.6 Die Rolle der Notch Inhibition als reverse Modulation bei Caspase8 Verlust

.......................................................................................................................... 63
4.7 Inhibierung von Notch als therapeutischer Ansatz...............cccooeeiiiiiinns 65
5. ZusammenfasSuUNg........ccccciiiiimmmeeininirrn e 69
6. SUMMAANY ... e 70
7. Abbildungsverzeichnis .........ccccoiiiiiiiciiiiic 71
8. Literaturverzeichnis ... s 72



10. Erklarung § 5 Abs. 1 zur Datenaufbewahrung..................... 81

11. Eidesstattliche Erklarung geman § 5 Abs. (1) und § 11 Abs.
(3) 12. der Promotionsordnung ........c.ccoeeeeciiieeieimeeneereessseeensnnns 82

72 Y o Y=Y £ = T 83



Abkurzungsverzeichnis

Abkurzung Bedeutung

ADAM10 A Disintegrin And Metalloproteinase 10

AMP Antimikrobielle Peptide

Apc Adenomatous-polyposis-coli-Protein

Atoh1 Atonal homologue 1

BMP bone morphogenic protein

CADASIL Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical
Infarcts and Leukoencephalopathy

Casp8 Caspase8

CFU colony forming units

CED Chronisch entzundliche Darmerkrankung

CSL DNA-Bindungsprotein

DBz Dibenzazepin

DED death receptor domain

DISC death inducing signaling complex

DLL Delta-like Liganden

DMEN Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DTT Dithiothreitol

E. coli Echeria coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor



FAP Familiare adenomatdse Polyposis

F. prausnizii Faecalibacterium prausnitzii

FELASA Federation of European Laboratory Animal Science
Association

FKS Fetales oder Fotales Kalberserum

GSI y-Sekretase-Inhibitor

GV-Solas Gesellschaft fur Versuchstierkunde / Society of Laboratory

Animal Science

HE Hamatoxylin-Eosin

HD Human Pedtid

Herp/Hey Hes-related repressor proteins with Y-box

Hes1 Hairy enhancer of split

IBD Inflammatory bowel disease

JAG Serrate-like Liganden

LB lysogeny broth

Math1 Mous homologue of Atonal

Mash Mouse homologue of Achat/Scute

MALT mucosa associated lymphatic tissue

M. Crohn Morbus Crohn

NEXT Notch extracellular trunction

NICD intracellular domain of the notch protein

NOD2 Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein
2

oD Optical density/ optische Dichte

PBS phosphate buffered saline

RIP3 receptor-interacting protein 3

RNA Ribonukleinsaure



siRNA
T-ALL
TGF-beta
TNF

wit

A

Small/short Ribonukleinsaure

T-Zell akute lymphatische Leukamie
transforming growth factor-3

tumor necrosis factor receptor
Wildtyp

knockout



1. Einleitung

1.1 Der menschliche Gastrointestinaltrakt

Der menschliche Verdauungstrakt besteht aus verschiedenen Abschnitten. Vom
Rachen aus beginnend unterteilt man ihn in Speiserohre, Magen und Darm. Der
Darm ist wiederum gegliedert in den Dinndarm und in den Dickdarm (Lullmann-
Rauch 2009). Wahrend der frihen embryonalen Entwicklung entstehen drei
Abschnitte des Verdauungstraktes. Der vordere Anteil entwickelt sich zum
Rachen, der Speiserohre und dem Magen. Aus dem mittleren Anteil bildet sich
der Dunndarm und der hintere Anteil entwickelt sich zum Dickdarm. Die primare
Aufgabe des menschlichen Verdauungstraktes besteht in der Verdauung von
Nahrung, die Aufnahme von Nahrstoffen und Wasser und der zellularen Abwehr
gegen Pathogene und Mikroorganismen (Vooijs et al. 2011). Die
Nahrungsaufnahme erfolgt Uber den Mund. Dort wird sie zerkleinert und mit
Speichel vermengt. Dies dient einerseits der besseren Gleitfahigkeit,
andererseits enthalt der Speichel das Enzym Amylase, welches Kohlenhydrate
spaltet. Durch den Rachen gelangt der Speisebrei in die Speiserdéhre und von
dort aus in den Magen. In den nachfolgenden Anschnitten des
Verdauungstraktes findet die enzymatische Aufspaltung der Nahrung in
Aminosauren, Zucker und Lipide statt. Diese werden mit Wasser und lonen
resorbiert. Im Magen (Gaster) wird der Nahrungsbrei weiter zerkleinert und
homogenisiert. Dies geschieht durch den Magensaft, der Salzsaure (pH 1-1,5),
Wasser, Elektrolyte und verschiedene schleimbildende Substanzen und Proteine
enthalt. Taglich werden etwa 1-3| des Magensaftes sezerniert. Aulerdem besitzt
der Magen eine Reservoirfunktion und entleert portionsweise Speisebrei in den
Dunndarm (Intestinum tenue). Dieser reicht vom Magenpfortner (Pylorus) bis zur
Bauhinschen Klappe (Ostium ileale) und ist 3-5m lang. Der Dinndarm gliedert
sich in drei Abschnitte. Im Anschluss an den Magen beginnt der C-férmige
Zwolffingerdarm (Duodenum). Durch die gemeinsamen Ausfuhrgange von Leber
und Pankreas im Duodenum und durch die sich im Duodenum befindlichen
Brunner Drusen wird dem Speisebrei alkalisches Sekret beigemengt und somit
neutralisiert. An das Duodenum schlie3en sich der Leerdarm (Jejunum) und der
Krummdarm (/leum) an. Diese werden oft gemeinsam als Dinndarmkonvolut
bezeichnet. Im Dinndarm findet der grofdte Anteil der enzymatischen Spaltung
4



der Nahrung statt (Aumuller 2010). Diese beginnt im Lumen, der letzte
Spaltungsschritt und die Resorption der Bestandteile Gbernimmt die Schleimhaut
(LUllmann-Rauch 2009). Zusatzlich wird im Dlinndarm ein grof3er Anteil des im
menschlichen Korper verfiugbaren Wassers gespeichert. Durch die Bauhinsche
Klappe gelangt der Speisebrei in den Dickdarm (/ntestinum crassum). Dieser wird
wiederum in Blinddarm (Caecum) mit Wurmfortsatz (Appendix vermiformis),
Grimmdarm (Colon, Kolon), Mastdarm (Rektum) und Analkanal (Canalis analis)
eingeteilt und ist etwa 1,3m lang. Im Dickdarm erfolgt die Ruckresorption von
Wasser aus dem Speisebrei, wodurch eine Eindickung bezweckt wird. Zur
besseren Gleitfahigkeit werden zusatzlich Muzine sezerniert. Weiterhin befinden
sich im Dickdarm verschiedene anaerobe Bakterien, die die noch enthaltenen
Nahrungsbestandteile weiter aufspalten. Das Kolon wird in vier Abschnitte
gegliedert, Kolon ascendens, Kolon transversum, Kolon descendens und Kolon
sigmoideum (Sigma). An das Kolon schlieRen sich Rektum und Analkanal an.
Diese dienen der gemeinsamen Aufgabe der Stuhlausscheidung (Defédkation)
(Aumuller 2010). Der Wandaufbau gliedert sich in allen Abschnitten des
Verdauungstraktes gleich. Von innen nach auf3en findet mal die Schleimhaut
(Mukosa), die Submukosa, die Muskularis mit Ring- und Langsmuskelschicht,
und Subserosa und Serosa bei Peritonealiberzug oder bei fehlendem

PeritonealUberzug die Adventitia (Lullmann-Rauch 2009).



Dinndarm Dickdarm

Mukosa (Epithel)

Muskularis
mucosae

Submukosa

Muskularis /

- Ringmuskulatur
- Langsmuskulatur

Serosa/
Adventitia

Abb. 1 Schematischer Aufbau der Darmwand (vgl. Liillmann-Rauch 2009)

1.2 Aufbau und Funktion der Darmschleimhaut

Die Schleimhaut (Mukosa) des Darms besteht aus einem einschichtigen
Zylinderepithel. Sie dient als Barriere eines kontrollierten transzellularen und
auch extrazellularen diffusionsartigen Transportes, die u.a. durch tight und
adherens junctions (diese beinhalten z.B. Cadherine, Catenine, Occludine,
Desmogleine) aufrechterhalten wird (Jeon et al. 2013). Die Funktionen der
Barriere sind regionar deutlich verschieden. Die Oberflache der Schleimhaut des
Dinndarms ist durch Falten, Zotten und Mikrovilli stark vergroRert (etwa 200m?2).
Die Mukosa bildet fingerformige Ausstllpungen, die Zotten (Villi intestinales) und
Krypten (Cryptae intestinales, Lieberkiihn-Krypten) genannt werden. Die Zotten,
lumenwarts gerichtete, apikale Ausstllpungen der Schleimhaut, haben vor allem
die Funktion der Resorption (Lullmann-Rauch 2009). Sie bilden sich bereits ab
dem 15. Tag der Embryonalentwicklung aus, wohingegen die Krypten durch
Invagination erst nach dem 7. postnatalen Tag entstehen (Crosnier et al. 2006).
Die Schleimhaut des Darms wird aus vier wesentlichen Zelltypen gebildet. Der

Hauptanteil dieser Zellen sind Enterozyten (etwa 80%). Es handelt sich hierbei
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um hochprismatische Zellen, die apikal einen Burstensaum aus Mikrovilli
besitzen und vornehmlich absorptiv aktiv sind. Zu den sekretorischen Zellen
zahlen Becherzellen, Panethzellen und enteroendokrine Zellen. Becherzellen
(etwa 5% der Deckzellen) produzieren Schleim (Mukus), der als Barriere gegen
den Darminhalt fungiert. Histologisch sind diese Zellen durch Mukuseinschlisse
im Zytoplasma erkennbar, die zu einer basalen Verlagerung des Zellkerns
fuhren. Sie haben einen Lebenszyklus von etwa drei Tagen. Die Panethzellen
sind hochprismatische Zellen mit apikal lokalisierten Granula und einem
Lebenszyklus von etwa 20 Tagen. Sie liegen in den basalen Krypten der
Dunndarmschleimhaut und produzieren antimikrobielle Peptide (insbesondere
Defensine und Lysozym). Enteroendokrine Zellen sind vergleichsweise kleine
konfigurierte Zellen mit basal lokalisierten Granula und werden in
unterschiedliche Subtypen eingeteilt. Sie produzieren Hormone, die
unteranderem die Mobilitat des Gastrointestinaltraktes beeinflussen (Crosnier et
al. 2006, de Santa Barbara et al. 2003, Luillmann-Rauch 2009). Die
Schleimhautarchitektur des Dickdarms unterscheidet sich von der des
Dunndarms durch die Abwesenheit der Zotten (Crosnier et al. 2006) und durch
die Bildung von Falten (Plicae semilunares) zur Vergrolierung der Oberflache.
Diese sind nicht dauerhaft vorhanden, sondern entstehen durch Kontraktionen
der Muskularis propria. Die Krypten des Dickdarms sind im Vergleich zum
Dunndarm dichter und tiefer. Das Epithel ist ebenfalls einreihig und
hochprismatisch. Es besteht vor allem aus den Enterozyten (sog. Kolonozyten),
die von zahlreichen Becherzellen und einzelnen weiteren Zelltypen durchsetzt
sind. Die Anzahl der Becherzellen nimmt in Richtung aboral zu. Im Analkanal
geht das Drusenepithel in das mehrschichtig unverhornte Plattenepithel, das sog.
Anoderm uber (Lullmann-Rauch 2009).

Alle vier Zelltypen der Dunndarmschleimhaut gehen aus adulten, multipotenten
intestinalen Stammzellen hervor. Die Proliferation und Differenzierung aus
Stammzellen beginnt in den basalen Krypten. Innerhalb von 2-7 Tagen erfolgt
eine Migration entlang der Krypten-Zotten-Achse in Richtung Lumen. Eine
Ausnahme bilden die sich differenzierenden Panethzellen, die abwarts in die
Krypten migrieren (van Es et al. 2010). Jede Krypte enthalt 4-6 langlebige
Stammzellen (van Es et al. 2010). Man unterscheidet zwischen einem basalen,



proliferativen Segment in den Krypten und einem differenzierten und funktionalen
Segment in den Zotten. Um den vielfaltigen Anforderungen gerecht zu werden
besitzt das gastrointestinale Epithel eine hohe Teilungsrate. In durchschnittlich
60h erfolgt eine komplette Selbsterneuerung des Epithels (Vooijs et al. 2011).
Gewebe, welche wie die Darmschleimhaut eine hohe Rate an Proliferation,
Selbsterneuerung, Migration und Zelltod (Apoptose) aufweisen, unterliegen einer
strengen Regulation. Dass die zellulare Regeneration der Darmschleimhaut in
einem Gleichgewicht ist, erfolgt durch strenge Regulation mittels verschiedener
Signalwege wie Notch, Wnt, Hippo, TGF-B (transforming growth factor-g)/ BMP
(bone morphogenic protein) und Hedgehog (Jeon et al. 2013, Riccio et al. 2008)
Durch diese Signalwege werden unterschiedliche Prozesse wie Proliferation,
Differenzierung, Migration und Apoptose gesteuert (de Santa Barbara et al.
2003).

Enterozyt

Apoplose

Becherzelle

Enteroendckrine Zelle
Differenzierung

Panethzelle

Intestinale Stammzelle

cam—e

Praliferierende Vorlauferzelle

Abb. 2 schematische Darstellung des Diinndarmepithels entlang der Krypten-Zotten-
Achse (modifiziert nach Jeon et al. 2013)



1.3 Der Notch Signalweg

Der Notch Signalweg ist ein proteolysebasierter Signalweg und als
Kommunikationsmechanismus in allen mehrzelligen Lebewesen zu finden
(Vooijs et al. 2011). In Saugetieren kommt er in unterschiedlichen Gewebearten
wie dem Gastrointestinaltrakt, der Haut, der Leber, den Nieren, dem
Nervensystem und in Knochen und Muskulatur vor. Die genauen Auswirkungen
des Notch Signalweges sind abhangig vom Zelltyp, dem Zellstatus und der Art
der Kommunikation. Im Darm reguliert der Notch Signalweg Differenzierung und
Proliferation von intestinalen Stammzellen zugunsten der absorptiven Zellen
(Enterozyten). Bei Aktivierung des Notch Signalweges findet eine verminderte
Differenzierung der sekretorisch aktiven Zellen (Becherzellen, Panethzellen,
enteroendokrine Zellen) statt (VanDussen et al. 2012). Durch das Notch
Signalling wird offenbar die Richtung der Zelldifferenzierung entscheidend
beeinfluldt (Pantanowitz et al. 2012). Der Notch Signalweg ist nach einer in
Saugetieren vorkommenden Familie von Rezeptorproteinen (Notch-1 bis -4)
benannt, welche die Kommunikation zwischen den benachbarten Zellen
ermdglichen (Vooijs et al. 2011). Die Notch Rezeptoren sind Typ 1
transmembrane Rezeptoren, deren extrazellulare Domane aus drei
cysteinreichen Lin12-Notch Wiederholungen (Lin12-Notch repeats) und der
Domane fur Heterodimerisierung gebildet wird. Zusammen bilden sie die negativ
regulatorische Region (negative regulatory region), die ohne Beisein eines
Liganden den Rezeptor blockiert. Zu der extrazellularen Domane gehoren
zusatzlich 29-36 EGF Wiederholungen. Transmembran befindet sich eine
einzelne Domane (single transmembrane domain), gefolgt von einer grofen
intrazellularen Einheit (RBPjk assoziierte Einheit, nuclear localization signals,

sieben Ankyrin Wiederholungen und der PEST Domane).

Die Aktivierung des Notch Signalweges erfolgt durch die Bindung eines
Liganden, der durch eine Nachbarzelle prasentiert wird. Typische Liganden sind
Typ 1 Transmembranproteine wie Delta-like Liganden (DIl 1,3,4) oder Serrate-
like Liganden (Jagged 1 und 2/JAG1 und JAG2). Die Bindung eines Liganden
bewirkt die Entfaltung von ADAM10, einer Protease die Notch spaltet. Durch
diese Spaltung entsteht NEXT (notch extracellular trunction), welches ein
direktes Substrat fir eine weitere wichtige Protease im Notch Signalweg ist, die
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y-Sekretase. Die y-Sekretase ist eine in der Membran verankerte
Spaltungseinheit, die die intrazellulare Domane von Notch (NICD) freisetzt. Ohne
weitere Zwischenschritte transloziert die N/ICD in den Zellkern. Dort bindet sie
das DNA-Bindungsprotein CSL (CBF-1 in Menschen, RBPjk in Mausen) und
induziert die Transkription der Zielgene von WNotch. Die am besten
charakterisierten Zielgene von Notch sind Hes1 (hairy enhancer of split) und
Herp/Hey (Hes-related repressor proteins with Y-box). Sie gehdren der Familie
der basic Helix-Loop-Helix Transkriptions Repressor Proteine an, die die Aktivitat
verschiedener Gene, beispielsweise Math1 (mouse homologue of Atonal) und
Mash (mouse homologue of Achat/Scute), unterdriicken (Vooijs et al. 2011). Im
Gastrointestinaltrakt reguliert der Notch Signalweg die Differenzierung und
Proliferation von intestinalen Stammzellen (VanDussen et al.). Diese Regulierung
geschieht in Vorlauferzellen im basalen, proliferativen Segment der Krypten
(Ahmed et al.). Gleichzeitig hat Notch auch Auswirkungen auf die Regeneration
und die Barrierefunktion der Darmschleimhaut (Jeon et al. 2013). Es ist davon
auszugehen, dass die Dysregulation von Notch mit der Entstehung von chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn
vergesellschaftet ist (Jeon et al. 2013). Im Mausmodell mit Mutation des Apc
Tumorsupressorgens bewirkt die Hemmung von Notch eine vermehrte
Differenzierung von sekretorisch Zellen. Andere Erkrankungen, die mit Defekten
des Notch Signalweges assoziiert sind, sind Multiple Sklerose, CADASIL
(Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and
Leukoencephalopathy) und die T-ALL (T-Zell akute lymphatische Leukamie).
Eine Stdrung der Balance der verschiedenen Signalwege, die an der Regulation
des Darmepithels beteiligt sind, resultiert auRerdem in entzindlichen Prozessen

und autoimmun vermittelten Erkrankungen.

Die Architektur der Krypten-Zotten-Achse wird vornehmlich durch Wnht,
Hedgehog und TGF-B/BMP reguliert, wohingegen die Kontrolle Uber das
Schicksal der Stammzellen vor allem Wnt, Notch und Hippo obliegt (Jeon et al.
2013).
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Die Rolle des Notch Signalweges in der Pathogenese verschiedener

Darmerkrankungen

Der Notch Signalweg beeinflusst gemeinsam mit dem Wnt Signalweg die
Regulation von Proliferation und Differenzierung im intestinalen Epithel und

entscheidet Uber das Schicksal der Vorlauferzellen (Okamoto et al. 2009).

Solide Tumoren, wie das kolorektale Karzinom, sind der haufigste Tumortyp des
Darmes. Ihr Malignitatspotential ist durch die erhdhte Proliferation, verringerte
Apoptose und unzureichende zellulare Differenzierung determiniert (Fernandez-
Majada et al. 2007). In Studien konnte in einer Vielzahl verschiedener
Tumorentitaten eine erhohte Aktivitdt des Notch Signalweges nachgewiesen
werden. Feststellen lasst sich diese beispielsweise bei der akuten lymphatischen
Leukamie mit T-zellularer Auspragung (T-ALL), dem kolorektalen Karzinom, in
Medulloblastomen, in Ovarialkarzinomen, in Bronchialkarzinomen und in

Mammakarzinomen. Eine Dysregulation des Notch Signalweges ist auRerdem

durch Ligandenbindung
Aktivierung des
Rezeptors

Ligand  ~.f
ExtrazelluI;:::il‘m]\ﬂﬂﬂE

Nachbarzelle

direkte Translokation
in den Zellkern und
NICD Induktion von

y-Sekretase \QE\ Zielgenen

Domane )
Notch- / Zielgene
Rezeptor e z.B. Hest,
Intrazellulare Herp/Hey

Domane

Aktivierung der y-Sekretase und
Abspaltung der intrazelluldren
Doméne

Nukleus

Abb. 3 Vereinfachte schematische Darstellung des Notch Signalweg (modifiziert nach
Jeon et al. 2015) Die Ligandenbindung aktiviert die extrazellulare Doméane des Notch-
Rezeptors. Durch wiederholte Spaltungsprozesse wird die y-Sekretase aktiviert, die die
intrazelluldare Domane (NICD) abspaltet. Diese kann direkt in den Zellkern translozieren wo sie
die die Zielgene Notch Signalweges, bspw. Hes1, induziert.

mit der Entwicklung von Pankreastumoren assoziiert (Harper et al. 2003). Auch
in den Zellen der intestinalen Metaplasie eines Barrett Osophagus Iasst sich eine
erhohte Aktivitat des Notch Signalweges nachweisen (Menke et al. 2010). Um
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die Notch Aktivitat in kolorektalen Karzinomen zu messen wurden zahlreiche
Studien durchgefihrt. Patienten mit kolorektalen Karzinomen zeigen
beispielsweise den Verlust von Atoh1 (entspricht Math1), welches physiologisch
Proliferation und Apoptose reguliert und als Tumorsuppressorgen fungiert
(Bossuyt et al. 2009). Hes-1 hingegen, eines der Zielgene des Notch
Signalweges, zeigt sich in vielen Neoplasien des Darms Uberexprimiert
(Fernandez-Majada et al. 2007). Besonders in Adenomen und in den frihen
Stadien von kolorektalen Karzinomen konnte eine Erhohung der Aktivitat des
Notch Signalweges festgestellt werden (Sikandar et al. 2010), wohingegen im
Krankheitsverlauf und bei metastasierten Erkrankungen die Aktivitat des Notch
Signalweges nicht erhoht ist. Aufbauend auf diese Erkenntnisse wurden Studien
konzipiert, welche die Inhibierung des Notch Signalweges zum Gegenstand
haben. Ein molekularer Angriffspunkt ist die y-Sekretase, fur die Inhibitoren (GSI)

entwickelt wurden (Veenendaal et al. 2008).

1.4 Aufbau und Funktion des y-Sekretase-Inhibitors (GSlI)

y-Sekretasen sind Komplexe aus Aspartylproteasen, die in der Membran von
Zellen, bspw. der Empfangerzelle liegen. Sie spalten Typ 1 Membranproteine wie
beispielsweise den Notchrezeptor oder das Amyloid-B-Protein (AB). Aufgebaut
sind sie aus vier Anteilen, Presinilin, Pen2, Nicastrin und Aph1, wobei die genaue
Zusammensetzung dieser Proteine bislang nicht vollstandig geklart ist (Sato et
al. 2007, Wong et al. 2004). In in vivo und in vitro Studien wurden verschiedene
Inhibitoren der y-Sekretasen untersucht. Zu den GSI zahlen beispielsweise LY-
411,575, Dibenzazepine (DBZ), Benzodiazepine (BZ) und Arylsufonamide (AS).
Die verschiedenen GSI verfugen uber unterschiedliche Wirkungsspektren
(Milano et al. 2004). Urspringlich wurden die GSI zur Behandlung der Alzheimer
Krankheit entwickelt. LY-411,575, ein GSI| mit hoher Potenz, reduziert in vitro und
in vivo die Produktion von A Proteinen, welche sich im zentralen Nervensystem
zu Plaques ablagern kdnnen und eine zentrale Rolle in der Pathogenese der
Alzheimer Erkrankung spielen (Wong et al. 2004). Des Weiteren fuhrt die
Behandlung mit GSI zu einer Blockade des Notch-Signalweges (van Es et al.
2005).
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Abb. 4 Chemische Strukturdarstellung des y-Sekretase-Inhibitors Dibenzazepine (DBZ)
(modifiziert nach Jeon 2015)

1.5 Die Apoptose als Form des Zelltodes durch Caspase8 reguliert

Die Apoptose beschreibt eine Art des programmierten Zelltodes und der Begriff,
der aus dem Altgriechischen stammt, wurde erstmalig von Kerr et. al 1972
benutzt (Lawen 2003). In der Erhaltung des Gleichgewichts selbsterneuernden
Gewebes spielt die Apoptose eine wichtige Rolle zur Eliminierung von
fehlerhaften und destruierten Zellen (Degterev et al. 2003). Wahrend der
physiologischen Entwicklung ist sie eine Antwort auf zellularen Stress (Fulda &
Debatin 2006). Die Apoptose einer Zelle kann prinzipiell durch zwei verschiedene
Wege aktiviert werden, intrinsisch und extrinsisch (Algeciras-Schimnich et al.
2002). Die extrinsische Aktivierung ist rezeptorvermittelt, beispielsweise Uber Fas
oder TNF-Rezeptoren (tumor necrosis factor receptor). Durch Ligandenbindung
und Rekrutierung weiterer Proteine entsteht ein Komplex den man death inducing
signaling complex (Musio et al.) nennt. Dies resultiert in der Aktivierung der
Caspasen Kaskade. Der intrinsische oder auch intrazellulare Weg zur Aktivierung
von Apoptose kann durch verschiedene intrazellulare Stimuli wie DNA-
Zerstorung, oxidativen Stress oder cytotoxische Medikamente ausgeldst werden.
Die Mitochondrien setzen verschiedene Stoffe frei, die zur Bildung eines
Apoptosoms beitragen, welches die Aktivitat von Caspasen katalysiert (Barnhart
et al. 2003, Degterev et al. 2003). Apoptose kann durch verschiedene Faktoren
wie Verlust der Zell-Zell-Kontakte, Toxine oder Zellstress zusatzlich getriggert
werden (Lawen 2003).
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Bei Caspasen handelt es sich um eine Familie cysteinhaltiger Proteasen, die in
einer inaktiven Form in nahezu allen tierischen Zellen exprimiert und synthetisiert
werden. Bisher sind zwdlf verschiedene Caspasen (1-10, 12, 14) bekannt, die
anhand ihrer Funktion in zwei Untergruppen aufgeteilt werden (Degterev et al.
2003, Launay et al. 2005, Lawen 2003). Die eine Gruppe umschreibt Initiatoren,
die fUr die Aktivitat der anderen Gruppe, der Effektoren, verantwortlich sind.
Effektoren verandern sich wahrend des Apoptosevorgangs morphologisch durch
Spaltung. Alle Caspasen sind sich vom Aufbau her generell ahnlich,
unterscheiden sich jedoch in ihrer aktiven Einheit voneinander. Sie werden durch
Spaltung aktiviert und bestehen aus einer kleinen und grofden Untereinheit
(Barnhart et al. 2003, Degterev et al. 2003). Caspase8 ist eine Initiator Caspase,
die in den Signalweg der rezeptorvermittelten Apoptose involviert ist (Launay et
al. 2005). Sie wird, wie Caspase10, vom Chromosomenabschnitt 2q33 kodiert.
Um Anteil an der rezeptorvermittelten Aktivierung der Apoptose zu nehmen,
enthalt Caspase8 eine death receptor domain (DED), eine spezialisierte
Proteindomane die Protein-Protein-Interaktionen beinhaltet (Barnhart et al.
2003). Die Aktivierung von Caspasen resultiert in Zelltod, weswegen dieser
Vorgang streng durch pro- und anti-apoptotische Proteine reguliert wird (Reed
2000). Eine Dysregulation der Apoptose kann folgenschwere Konsequenzen
haben, die zur Entstehung von Tumorerkrankungen, Autoimmunerkrankungen
oder neurodegenerativen Erkrankungen, fuhren konnen (Degterev et al. 2003).
In verschiedenen Tumorerkrankungen (z.B. Bronchialkarzinome,
Neuroblastome, Leberkarzinome) liegen Mutationen der Caspase8 vor.
Tumorerkrankungen sind haufig durch unregulierte Proliferation gekennzeichnet.
Der Verlust von Caspase8 resultiert in Tumorwachstum durch fehlende Apoptose
(Krelin et al. 2008). Es ist somit gerechtfertigt, Caspase8 als Tumorsuppressor
zu bezeichnen. Der funktionelle Verlust von Caspase8 kann beispielsweise durch
Hypermethylierung der kodierenden Gene erzeugt werden. Mutierte Caspasen
kdnnen zusatzlich negativ regulatorische Wirkungen haben (Barnhart et al.
2003). Das relative Level an intrazellular enthaltenden pro- und anti-
apoptotischen Proteinen beeinflusst die Anfalligkeit einer Zelle fir Apoptose
(Lawen 2003). Neben der Induktion von Apoptose haben Caspasen noch weitere
Funktionen, bspw. sind die in die Regulation des Zellzyklus involviert. Aul’erdem

spielen sie eine Rolle in entziindlichen Prozessen, Differenzierung, T- und B-Zell
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Proliferation (Launay et al. 2005) sowie der Regulation von Necroptose und
Migration (Kaemmerer et al. 2015). Die Mutation oder Dysregulation von
Caspasen verfligt somit auch Uber das Potential, entziindliche Prozesse zu
beglnstigen oder auszulésen. Studien in denen der Verlust von Caspase8 im
intestinalen Deckepithel unter Verwendung eines speziellen Mausmodells
(Casp8 knockout Mause) untersucht wurden, zeigten einen intestinal
inflammatorischen Phanotyp. Dieser war schwerpunktmafig lokalisiert im
terminalen lleum und umfasste teils Befunde eines Morbus Crohn. So fand sich
ein Verlust von Panethzellen und eine deutliche Verminderung der Anzahl der
Becherzellen. Die Anzahl der Enterozyten und enteroendokrinen Zellen blieb
hingegen gleich. In diesem Modell war weiterhin die Expression von Genen,
welche Stoffe kodieren, die fur die antimikrobielle Antwort wichtig sind
(Defensine, Lysozyme, Phospholipase), vermindert, was auf eine mogliche Rolle
von Caspase8 in der Regulation der angeborenen Immunantwort des intestinalen
Epithels hinweist. Des Weiteren wurde im Kryptenkompartiment eine erhohte
Zelltodrate festgestellt, die anhand der zu erkennenden histomorphologischen
Merkmale hauptsachlich durch Necroptose erklart werden kann. Auch diese
Form von Zelltod ist TNF-R vermittelt und ist mit einer erhdhten Expression von
RIP3 (receptor-interacting protein 3) assoziiert. Patienten mit M. Crohn zeigen
ebenfalls eine erhdhte Expression von RIP3 in Panethzellen (Gunther et al.
2011). Caspase8 beeinflusst neben Apoptose und Necroptose auch die Migration
von Enterozyten. Eine gestorte Migration der Enterozyten entlang der Krypten-
Zotten-Achse begunstigt die Entstehung von entzundlichen Prozessen im

Gastrointestinaltrakt (Kaemmerer et al. 2015).

1.6 Das kolorektale Karzinom

Das kolorektale Karzinom ist ein epithelialer Tumor. In der Regel prasentiert sich
der Tumor mit einer drisigen Differenzierung als Adenokarzinom und infiltriert
von der Darmschleimhaut aus in tiefere Wandschichten (Herold 2016). Bei
Mannern stellt es die dritthaufigste, bei Frauen die zweithaufigste krebsbedingte
Todesursache dar (Torre et al. 2015). Der Tumor betrifft Manner haufiger als
Frauen und tritt zumeist sporadisch, seltener im Rahmen von hereditaren
Syndromen (FAP, Lynch-Syndrom) auf. Haufig entsteht der Tumor im Rahmen

der Adenom-Karzinom-Sequenz, in der aus Adenomen, sog. intraepitheliale
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Neoplasien des Drusenepithels, Karzinome entstehen. Adenome stellen
fakultative Prakanzerosen dar, deren Erkennung und Abtragung eine zentrale
Rolle in der Vorsorge der kolorektalen Karzinoms spielen. Risikofaktoren fur die
Entstehung eines kolorektalen Karzinoms sind beispielsweise eine positive
Familienanamnese, fleischreiche und ballaststoffarme Kost und ein hoher
Alkoholkonsum (Bdcker 2012, Herold 2016). Die genaue Atiologie der
Entstehung von kolorektalen Karzinomen ist nicht abschlieRend geklart, jedoch
gibt es einige bekannte Mutationen und strukturelle Chromosomenaberrationen,
die zur Entstehung von Adenomen und somit auch von Karzinomen beitragen
konnen. Bekannt ist beispielsweise die Mutation des Apc Tumorsuppressorgens
(Boécker 2012, Fernandez-Majada et al. 2007, van Es et al. 2005). Klinisch zeigt
der Tumor keine charakteristischen Frihsymptome, sondern macht sich meist
erst im Verlauf durch Blutbeimengungen im Stuhl, Veranderungen der
Stuhlgewohnheiten (Durchfall, Obstipation) oder B-Symptomatik (Nachtschweil3,
Fieber, Gewichtsverlust) bemerkbar. Therapiert wird er je nach Ausbreitung und
Infiltrationstiefe multimodal chirurgisch sowie strahlen- und chemotherapeutisch
(Herold 2016).

1.7 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Unter dem Begriff ,Chronisch entzindliche Darmerkrankungen® (inflammatory
bowel disease/ IBD, CED) werden zunachst die Entitaten Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa zusammengefasst. Es wird davon ausgegangen, dass es sich
beim Morbus Crohn um eine heterogene Gruppe von Erkrankungen handelt. Die
genaue Atiologie der CED ist bislang ungeklart. Der Einfluss verschiedener
Faktoren auf Initiation und Verlauf der Erkrankungen, wie beispielsweise
besondere genetische Konstellationen oder auch Umweltfaktoren, werden
diskutiert. Die Pathogenese dieser Erkrankungsgruppe ist bislang ebenfalls nicht
eindeutig geklart. Anzunehmen ist eine mehrphasige Entwicklung, beginnend mit
einer Barrierestorung des Darmepithels, die zum Endringen von Bakterien in die
Darmschleimhaut flhrt (Herold 2016). Klinische Studien und Tierexperimente
bestatigen das vermehrte Vorkommen von Bakterien in der Darmschleimhaut
wahrend der entzundlichen Phase (Swidsinski et al. 2002). Die Tiere eines
keimfreien Mausmodells zeigen keine Entwicklung einer Entzindungsreaktion

der Mukosa. In der Kultivierung dieser moglicherweise CED relevanten
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intraepithelial vorkommenden Bakterien zeigen sich gehauft Escheria coli (E. coli,
50-95% Anteil der intraepithelialen Bakterien), seltener auch Faecalibacterium
prausnitzii, Clostridium coccoides, Clostridium leptum oder Bifidobakterien.
Vermutet wird, dass diese Bakterienbesiedlung zu einer pathologisch
gesteigerten Abwehrreaktion gegen die kommensale Bakterienflora fuhrt (Stange
& Wehkamp 2016). Infolge dessen entsteht eine lokale Gewebeschadigung mit
Ausbildung von Erosionen, Nekrosen und Ulzerationen (Bocker 2012, Herold
2016).

1.7.1 Colitis ulcerosa

Die Colitis ulcerosa gehdort zu den chronisch entzindlichen Darmerkrankungen
und betrifft typischerweise das Kolon und Rektum. Gelegentlich wird ein Ubergriff
auf das terminale lleum gefunden, der retrograde AnschluRileitis genannt wird.
Die Colitis ulcerosa ist gekennzeichnet durch eine kontinuierliche Ausbreitung
von distal nach proximal mit Ulzerationen und Blutungen der oberflachlichen
Schleimhautschichten (Mukosa und Submukosa) (Bocker 2012). Die Inzidenz flr
Colitis ulcerosa in Deutschland liegt bei etwa 6/100.000/Jahr. Die Erkrankung tritt
gehauft zwischen dem 25. und 35. Lebensjahr auf. Die Atiologie ist multifaktoriell,
wobei Rauchen als protektiver Faktor gilt. Klinisch aufert sich die Colitis ulcerosa
durch blutig-schleimige Durchfalle und Abdominalschmerzen, vor allem
krampfartige linksseitige Unterbauchschmerzen vor dem Stuhlgang (Tenesmen).
Neben den intestinalen Symptomen, kann es zur Ausbildung von
extraintestinalen Symptomen kommen (siehe Tabelle 1) (Herold 2016). Die
genaue Pathogenese der Erkrankung ist unklar, bekannt ist jedoch eine
veranderte Funktionalitat der T-Lymphozyten (Bocker 2012). Die Therapie
besteht primar in der Verabreichung von immunsuppressiven Medikamenten
(z.B. Mesalazin, Kortikosteroide und Immunsuppressiva). Entstehen im Falle von
medikamentds nicht mehr kontrollierbaren Krankheitsverlaufen Komplikationen
(siehe Tabelle 1) kann eine operative Therapie durchgeflhrt werden. Durch eine
komplette Entfernung des Dickdarms (Proktokolektomie) ist eine Heilung der
Erkrankung mdglich (Herold 2016).
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Colitis ulcerosa

Morbus Crohn

Hauptsymptome

Blutig-schleimiger Durchfall
Abdominalschmerzen,

Tenesmen

Hauptsymptome

Nicht-blutiger Durchfall
rechtsseitige
Unterbauchschmerzen

(Appendizitis-ahnlich)

Extraintestinale Symptome

Haut: Aphten, Erythema
nodosum, Pyoderma
gangraenosum

Augen: Iritis, Uveitis,
Episkleritis, Konjuktivitis
Gelenke: Arthritis,
ankylosierende Spondylitis
Leber: primar sklerosierende
Cholangitis (PSC), Fettleber

Extraintestinale Symptome

Haut: Aphten, Erythema
nodosum, Pyoderma
gangraenosum

Augen: Iritis, Uveitis,
Episkleritis, Konjuktivitis
Gelenke: Arthritis,
ankylosierende Spondylitis
Leber: primar sklerosierende
Cholangitis (PSC), Fettleber

Komplikationen

Wachstumsstorungen im
Kindesalter
Gewichtsverlust
Massive Blutungen
Toxische Kolondilatation

Kolorektales Karzinom

Komplikationen

Fisteln (40%) und anorektale
Abszesse (25%)
Wachstumsstorungen im
Kindesalter
Malabsorptionssyndrom mit
Gewichtsverlust
Darmstenosen ggf. mit (Sub-)

lleus

Abb. 5 tabellarisch dargestellter Vergleich von M. Crohn und Colitis ulcerosa

1.7.2 Morbus Crohn (Enterocolitis regionalis)

Der Morbus Crohn ist eine chronisch entzindliche Darmerkrankung, die durch
eine diskontinuierliche und segmental auftretende transmurale Entziindung im
gesamten Verdauungstrakt gekennzeichnet ist. Typische Lokalisationen sind das

terminale lleum und das proximale Kolon. Die Inzidenz liegt in Deutschland bei
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6/100.000/Jahr und gehauft tritt die Erkrankung zwischen dem 15. und 35.
Lebensjahr auf. Die Atiologie ist nicht eindeutig geklart, jedoch lasst sich eine
familiare Haufung erkennen und das mutierte NOD2-Gen in der homozygoten
Form wurde als atiologisch relevant identifiziert. Raucher sind haufiger von
Morbus Crohn betroffen als Nichtraucher. Klinisch zeigen sich bei Morbus Crohn
nicht-blutige Durchfalle und rechtsseitige, Appendizitis-ahnliche
Unterbauchschmerzen. Besonders Patienten mit M. Crohn weisen
extraintestinale Symptome auf (vgl. Abb. 5) (Herold 2016). Endoskopisch erkennt
man aphthose Schleimhautlasionen, Ulzerationen mit einem charakteristischen
Kopfsteinpflasterrelief und aufgrund der transmuralen Entzindung im
Langzeitverlauf auch Wandverdickungen, Stenosen, Strikturen und Fisteln
(Bocker 2012). Behandelt wird der M. Crohn primar medikamentds (Mesalazin,
Kortikosteroide, Immunsuppressiva). Bei Komplikationen kann endoskopisch
oder operativ interveniert werden. Eine Heilung kann derzeit nicht erzielt werden,
bei gutem Therapieerfolg besteht allerdings flir die Mehrzahl der Patienten eine

normale Lebenserwartung (Herold 2016).

1.8 Abwehrmechanismen des Darms

Zur Abwehr von Mikroorganismen verfligt der Darm Uber vielfaltige
Mechanismen. Das Epithel bildet eine geschlossene Grenzschicht als
physikalische Barriere gegenuber dem Lumen, gebildet durch Zell-Zell-Kontakte,
tight junctions. Dem Epithel ist lumenwarts aufgelagerte eine Schleimschicht, die
150um dick ist (Pantanowitz et al. 2012) und verschiedene antimikrobielle Stoffe,
wie Muzine, antimikrobielle Peptide (z.B. Defensine, Lysozyme, Cathelicidine),
Antikorper (IgA und 1gG) und Phospholipide enthalt. Die Mehrzahl dieser Stoffe
wird durch Paneth- und Epithelzellen sezerniert. Aufgrund dieser Peptide sind die
Schleimschicht und der direkte Bereich Uber der Schleimschicht nahezu steril
(Stange & Wehkamp 2016). Des Weiteren verfugt der Darm Uber verschiedene
zellulare Abwehrmechanismen. Zum einen enthalt die Lamina propria
lymphatische Zellen als Mechanismen der erworbenen Abwehr, zum anderen ist
das Epithel in die angeborene Immunabwehr einbezogen. Der Darm beinhaltet
physiologisch eine bakterielle Flora (kommensale Bakterien), welche die
alimentaren Nahrstoffe weiter verwertet. Das Immunsystem des Darmes zeigt

typischerweise eine Toleranz gegenuber diesen Bakterien, weshalb eine
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Entzindungsreaktion nicht ausgelost wird (Lullmann-Rauch 2009). Bei
Storungen der Biohomeostase oder auch verursacht durch mechanische
Irritationen der Schleimhaut kann es zur erhdhten Durchlassigkeit (Permeabilitat)
des Epithels kommen. Anfangs erhoht sich die Durchlassigkeit fur kleine
Molekule wie Lactulose. Im Verlauf kdnnen jedoch auch Bakterien in das Epithel
einwandern. Erreichen diese schlielBlich die Lamina propria und auch
Submukosa, treffen die eingewanderten Bakterien auf verschiedene
Abwehrzellen. Dabei handelt es sich um T-Zellen, Dendritische Zellen,
Monozyten, bereits ausgereifte Makrophagen und Granulozyten (Stange &
Wehkamp 2016). Die Unterscheidung zwischen kommensalen und pathogenen
Keimen unterliegt einem Mechanismus, der bis jetzt nicht ausreichend geklart ist
(Lallmann-Rauch 2009). Verschiedene Anteile der Bakterien, beispielsweise
Flagelline, werden durch membrangebundene Toll-like-Rezeptoren oder
intrazellulare NOD2-Rezeptoren, ein intrazellularer Rezeptor flr bakterielle
Peptidoglykane, erkannt (Stange & Wehkamp 2016). Auch Panethzellen
exprimieren den NOD2-Rezeptor. Eine Mutation von NOD2 fuhrt zu einer
Reduktion der a-Defensin Expression im lleum, bei gleichbleibender Anzahl von
Panethzellen. Diese Mutation ist als eine der Ursachen fir M. Crohn bekannt
(Wehkamp et al. 2004). Durch Zytokine wird eine lokale Entziindungsreaktion
ausgelost, die umliegendes Gewebe schadigt (Stange & Wehkamp 2016).

1.8.1 Das angeborene Immunsystem

Drei verschiedene Anteile bilden das angeborene Immunsystem. Zum einen
verfugt der menschliche Korper Uber Barrieren, die als auldere Schutzschicht
fungieren. Dazu zahlt man die unterschiedlichen Epithelien, wie beispielsweise
die Hautdecke oder die Schleimhaute (Magen-Darm-Trakt, Atemwege,
Urogenitaltrakt). Schleimhaute produzieren aullerdem Muzine, die eine
zusatzliche Schutzschicht bilden. Sie wird von kommensalen Bakterien besiedelt.
Dabei handelt es sich um Bakterien, die gegeniber dem Menschen kein
pathogenes Potenzial besitzen und die auf den Schleimhauten um Nahrung und
Platz mit pathogenen Mikroorganismen konkurrieren. Im Magen-Darm-Trakt sind
kommensale Bakterien vor allem E. coli oder verschiedene Lactobazillen. Die
zweite Komponente des angeborenen Immunsystems sind I6sliche Produkte. Zu

diesen zahlen das Komplementsystem, die Akut-Phase-Proteine und
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antimikrobielle Proteine wie Defensine. Die dritte Komponente umfasst die
angeborene zellulare Abwehr. Dazu zahlen in der Mehrzahl neutrophile
Granulozyten (55-75%), die Pathogene erkennen, in sich aufnehmen
(Phagozytose) und abtoten. Weitere Zellen, die schwerpunktmallig Phagozytose
durchfihren, sind Gewebsmakrophagen, die sich aus Monozyten herleiten (Rink
2015).

1.8.2 Das adaptive Immunsystem

Viele Pathogene und Tumorzellen weisen Mechanismen auf, die es ihnen
ermdglichen die angeborene Abwehr zu umgehen. Dafir haben sie verschiedene
Strategien entwickelt, beispielsweise wird die Expression der Rezeptoren der
Zelloberflache herunterreguliert oder durch die Bildung von muzindsen
Kapselstrukturen maskiert. In diesen Fallen kommt das adaptive Immunsystem
zum Einsatz. Es besteht aus B- und T-Lymphozyten, welche Pathogene
erkennen und Immunglobuline (Antikorper) freisetzen. Die Speicherung und
Reifung der Lymphozyten geschehen in lymphatischem Gewebe, wie der Milz,
Tonsillen oder den Lymphknoten. In Schleimhauten findet man zusatzlich MALT
(mucosa associated lymphatic tissue), im Darm wird dieses Gewebe als Peyer-
Plaques bezeichnet (Rink 2015).

1.8.3 a-Defensin

Die etablierten Abwehrzellen des Darms sind die Panethzellen, welche sich in
der Basis der Krypten, vor allem im Dunndarm, befinden und antimikrobielle
Peptide wie Defensine produzieren (Chu et al. 2012). Defensine stellen eine
wichtige Gruppe der antimikrobiellen Peptide dar. Abhangig von der Lage der
drei Schwefelbricken (Disulfidbriicken) innerhalb der Peptide sind sie in a- und
B-Defensine eingeteilt. a-Defensine sind kleine, argininreiche, kationische
Peptide mit einem niedrigen molekularen Gewicht von 3-5kDa. Zu lhnen gehdren
die Humanen Neutrophilen Peptide 1-4 (human neutrophil peptide 1-4) und die
epithelialen Humanen Peptide 5 und 6 (HD-5 und HD-6) (Wehkamp et al. 2004).
Panethzellen produzieren vor allem HD-5, welches einem klassischen
antimikrobiellen Peptid entspricht (Chu et al. 2012). a-Defensine besitzen ein
breites Spektrum an antimikrobiellem Potenzial. Durch die Bildung einer Pore
penetrieren sie die Membran des Erregers und sie entfalten ihre Wirksamkeit
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gegenuber Bakterien, Pilze und einige Viren (Wehkamp et al. 2004). HD-6
hingegen bildet an der Basis der Krypten eine Art Netz, dass die Mobilitat der
Bakterien einschrankt (Chu et al. 2012). Bei Kontakt mit Bakterien oder
bakteriellen Antigenen (Gram-negative und Gram-positive Bakterien,
Lipopolysaccharide, Lipoteichonsaure, Lipid A und Muramyl) werden die a-
Defensine von den Panethzellen sezerniert. Die Sekretion erfolgt dosisabhangig
innerhalb weniger Minuten (Ayabe et al. 2000). Im Rahmen von Infektionen oder
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen konnen Defensine auch in
metaplastischen Panethzellen im Dickdarm produziert und sezerniert werden.
Bei chronisch entzundlichen Darmerkrankungen wird eine erhdhte Expression
von HD-5 und HD-6 beobachtet (Wehkamp et al. 2004).
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1.9 Zielsetzung

Die Darmschleimhaut ist ein funktionell und strukturell hoch komplexes Gewebe,
mit einer ausgepragten standigen Erneuerung des Deckepithels. Sie bildet im
Zusammenspiel mit den kommensalen Bakterien des Mikrobioms eine Barriere
gegen pathogene Keime. Zur Konfiguration der Schleimhautbarriere tragen u.a.

Caspase8, sowie Signalwege wie Notch und Wnt bei.

Es konnte gezeigt werden, dass Storungen dieser Signalwege Integritat und
Abwehrfunktion des Darmepithels beeintrachtigen und somit das Auftreten
chronisch entztindlicher Darmerkrankungen (CED) férdern. Deren Inzidenz liegt
in Deutschland bei ca. 6/100.000/Jahr und die Erkrankungen betreffen haufig

vergleichsweise junge Patienten im mittleren Lebensalter.

Speziell zeigte sich im Mausmodell des intestinalen Caspase8 knockout das
spontane Auftreten einer Enterocolitis mit morphologischen Merkmalen der CED.
Dies ging einher mit Aktivierung des Notch Signalweges und folgender
Verminderung der sekretorischen Aktivitat des Epithels mit reduzierter Sekretion
bakterizider Substanzen bei Verlust der Panethzellen. Durch pharmakologische
Inhibition des Notch Signalweges bei intestinaler Caspase8 Defizienz gelang
eine Transdifferenzierung sekretorischer Zellen unter Einschluss von Becher-
und Panethzellen. Unklar blieb, ob diese Transdifferenzierung auch mit einer
Rekonstitution antimikrobieller Funktion verbunden ist und somit diesbezuglich

eine restitutio ad integrum erreicht wird.

In der vorliegenden Studie sollte zunachst die Maoglichkeit sekretorischer
Differenzierung am Modell kultivierter Enterozyten in vitro untersucht werden. Es
sollte beantwortet werden, ob sich nach der sekretorischen Transdifferenzierung
eine erhohte Bakterizidie ergibt, welchen Einfluss der Caspase8 Verlust auf die
Moglichkeit der Transdifferenzierung und die Induktion der Bakterizidie hat sowie
ob DBZ als Gegenspieler zu Caspase8 in Bezug auf die Bakterizidie fungiert. Die
Ergebnisse der in vitro Untersuchungen sollten durch die Charakterisierung
muriner Gewebe validiert werden. Insbesondere sollten im Mausmodell auch
mogliche Unterschiede in der raumlichen Verteilung und Funktion der durch DBZ
induzierten sekretorischen Zellen entlang der Krypten-Zotten-Achse untersucht

werden.
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Abb. 6 Graphische Darstellung der Zielsetzung
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Absaugpumpe

Ausgielstation

Autoklav

Brutschrank

Dampfsterilisator

Eismaschine
Feinwaage
Heizplatte

Mikroskope

Netzteile

pH Meter
Photometer
Pipetten

Pipettierhilfe

Reinraumwerkbank

Rotationsmikrotom

Vacosafe (IBS Integra Biosience, CH)

HistoCenter 2 (Thermo Scientific,

Karlsruhe)

Fedegari AutoklaviSPA (BioRad,
Minchen)

(Biotron Labrtechnik, Hilden)
Varioclav (Thermo Scientific,
Karlsruhe)

(Ziegra, Hannover)
(Sartorius, Goéttingen)

(IKA Labortechnik, Staufen)
Dialux 20 EB (Leitz, Wetzlar)
Axiovert 25 (Zeiss, Jena)
Power Pac Basic (BioRad, Minchen)
Universal

Power Pac (BioRad,

Munchen)

766 Calimatic (Knick, Berlin)
Eppendorf, Hamburg

Research (Eppendorf, Hamburg)

Pipettus Akku
Eberstadt)

(Hirschmann,

Hera Safe (Heraeus, Disseldorf)

RM2145 (Leica, Wetzlar)
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Schdattler Stuart SSL4 (Barloworld, Sudafrika)

Thermomixer compact (Eppendorf,

Hamburg)
Vortex (Heidolph, Schwabach)
Stickstofftank Arpege 170 (Air Liquide, Dusseldorf)

Thermocycler Veriti Thermal Cycler, 96 Well
(Applied Biosystems, Darmstadt)

Warmeschrank (Heraeus, Dusseldorf)
Wasserbader TW8 (98°C) (Julabo Labortechnik,
Seelbach)

(GFL, GrolRburgwedel)
Zellzahlgerat Casy 1 (Scharfe System, Reutlingen)
Zentrifugen 5417R (Eppendorf, Hamburg)
Sorvall RC 5B Plus (Sorvall, England)
Biofuge pico (Heraeus, Dusseldorf)

Megafuge 1.0 (Heraeus, Dusseldorf)

2.1.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:
AppliChem GmbH (Darmstadt)

BioRad (Munchen)

Carl Roth (Karlsruhe)

Fluka Chemie GmbH (Schweiz)

ICN Biomedicals (USA)

Innovatis (Reutlingen)

Invitrogen (Karlsruhe)

Medac (Wedel)

Merck (Darmstadt)
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Roche (Mannheim)
Serva (Heidelberg)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

2.1.3 Verbrauchsmittel

Blot-Papier (BioRad, Munchen)
Deckglaser (Langenbrinck, Emmendingen)
Einbettkassetten (Thermo Scientific, Karlsruhe)
Fettstift DakoPen (DAKO, Hamburg)

KulturgefaBe  Gewebekulturflaschen (Greiner bioone,
175 Frickenhausen)
Gewebekulturschalen 10cm?2 (Becton

Dickinson, Karlsruhe)

Chamber Slides LabTek (Nalge Nunc TM,
USA)
Kanulen BD Microlance 27G 19mm (Becton

Dickinson, Karlsruhe)

Multiwellplatten Flachboden, 6-, 96- (Becton-Dickinson,
Well

Heidelberg)
Rundboden, 96-Well (Peqlab, Erlangen)
Objekttrager Histoslides adhasiv (Thermo Scientific,
Karlsruhe)
Pipetten 5ml, 10ml, 25ml (Corning, Bodenheim)
Pasteurpipetten (Sarstedt, NUmbrecht)

Pipettenspitzen 10ul, 100pul, 1000l (NerbePlus,
Winsen/Luhe)
Reaktionsgefale 1,5ml, 2ml (Eppendorf, Hamburg)
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Falconrohrchen, 50ml

Sterilfilter Glocken-Sterilfilter 0,2um

Verschlussfilm Microseal 'B’Film

Zellschaber

(Becton Dickinson,
Heidelberg)
(Sartorius,
Gattingen)
(BioRad, Munchen)

(Roth, Karlsruhe)

Weitere Verbrauchsmaterialien wurden Uber die Abteilung Fertigvorrat des

Universitatsklinikums Aachen bezogen.

2.1.4 Reagenzien

2.1.4.1 Medien, Puffer, Losungen

2.1.4.1.1 Medien fur die Zellkultur

Medien

Medienzusatze

DMEM 45 gl
Aldrich,

Glucose (Sigma-

Steinheim)

EMEM (Sigma-Aldrich, Steinheim)
RPMI 1640

L-Glutamin 1,6 mM (PAA, Cdlbe)

Penicillin 40000 U/ml, Streptomycin
(PAA,Colbe)

Na-Pyruvat (Gibco, USA)

Non-essential Amino Acids (Gibco,
USA)

DMSO (Gibco, USA)
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Serum Fetal Bovine Serum, Certified

(Invitrogen, Karlsruhe

2.1.4.1.2 Medien fiir die Bakterienkultur

Medien LB-Medium (Roth, Karlsruhe)

LB-Agar (Roth, Karlsruhe)

2.1.4.1.3 Medien fiir die Weiser-Methode

PBS 10x Reagenzien Menge
KCI 30mM
KH2PO4 15mM
NaCl 1,37mM
NazHPO42H20 65mM
PBS Waschpuffer Reagenzien Menge
PBS 10x 100ml
MgCl2 (0,5mM) 0,15g
CaClz (0,5mM) 0,073g
Aqua bidest. Auf 11 aufflllen
Dithiothreitol (DTT) 1mM frisch hinzugeben

pH Einstellung auf 7,1-7,4

Puffer A Reagenzien Menge
KCI (1,5mM) 1,119
NaCl (96mM) 5,57g
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Natriumcitrat (27mM)
KH2PO4 (8mM)
NazHPO4 (5,6mM)
Aqua bidest.

Dithiothreitol (DTT)

7,949
1,099
0,879
Auf 11 auffullen

1mM frisch hinzugeben

Puffer B Reagenzien Menge
PBS 10x (ohne Kalzium oder 100ml
Magnesium)
Aqua bidest. Auf 1l auffillen
Dithiothreitol (DTT) 0,5mM frisch
hinzugeben
Ethylendiamintetraessigsaure 1,5mM frisch
(EDTA) hinzugeben
Bovine Serum Albumin 1mM frisch
(BSA) hinzugeben
pH Einstellung auf 7,1-
7.4
2.1.5 Zelllinien
CaCo2 (ATCC HTB-37) Humane kolorektale
Adenokarzinomzelllinie mit enterozytarer
Differenzierung
CaCo2 Casp8 knockdown Humane kolorektale

Adenokarzinomzel

durch siRNA

llinie mit enterozytarer

Differenzierung nach Caspase8 knockdown
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CaCo2 neg. siRNA

Humane kolorektale
Adenokarzinomzelllinie nach einbringen

einer negativen siRNA

Colo320DM (ATCC CCL-220)

Humane kolorektale

Adenokarzinomzelllinie

Colo320DM Casp8 knockdown

Humane kolorektale
Adenokarzinomzelllinie mit enterozytarer
Differenzierung nach Caspase8 knockdown
durch siRNA

Colo320 neg. siRNA

Humane kolorektale

Adenokarzinomzelllinie nach einbringen

einer negativen siRNA

Abb. 7 Ubersicht iiber die verwendeten Zelllinien

2.1.6 Versuchstiere

Fir das Mausmodell wurden mannliche Tiere der Linie C57/B16 verwendet.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturtechnik

2.2.1.1 Kultivierung und Passage von humanen Zelllinien

Fir die Versuche des Zellkulturmodells wurden CaCo2 und Colo320 verwendet.

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte unter konstanter Begasung mit 5% CO. in

einem befeuchteten Brutschrank bei 37°C. Alle Schritte erfolgten an einer sterilen

Arbeitsbank und mit sterilen Losungen. Die normale Kultivierung erfolgte in

standardmaligen T75 Kulturflaschen in 10ml Komplettmedium. Eine Passage

wurde bei ausreichender Dichte von etwa 90% durchgefuhrt. Fur die Kultivierung

wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit sterilem PBS gewaschen. Um

eine ausreichende Ablésung der Zellen zu erreichen, erfolgte eine Inkubation fur
3min mit 3ml Trypsin-EDTA bei 37°C. Das enthaltende EDTA I6ste die

Zelladhasionen untereinander und zur Wand der Kulturflasche. Das im Serum
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enthaltene  Kalzium wurde gebunden und die kalziumabhangigen
Adhasionsmolekile durch Trypsin geldst. Bei stark haftenden Zellen wurden
diese aktiv mittels schitteln der Kulturflasche von der Flaschenwand abgespdilt.
Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von mit FKS versetztem Kulturmedium
abgestoppt. Es erfolgte eine Zentrifugation der derart suspendierten Zellen fur
5min bei 1200rpm. Das Sediment wurde in frischem Medium resuspendiert und
je nach Bedarfin 1:2 bis 1:10-Verdinnung auf neue Flaschen mit neuem Medium

aufgeteilt.

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur Lagerung kdnnen die Zellen in flussigem Stickstoff eingefroren werden. Dafur
wurden dem normalen Kulturmedium 5% DMSO und 10% FKS hinzugefugt. Da
das DMSO bei Raumtemperatur eine toxische Wirkung auf die Zellen hat, muss
dieses rasch verdiunnt werden. Die Zellen wurden hierfur im Wasserbad erwarmt

und mit vorgewarmtem Kulturmedium verdunnt.

2.2.1.3 Behandlung von Zellen mit dem y-Sekretase Inhibitor Dibenzazepine
(DBZ)

Die folgenden Versuche wurden mit den Zelllinien CaCo2 und Colo320
durchgefuhrt. Hierfir wurden zum Vergleich Wildtyp Zellen (Lawthom et al.),
Zellen nach Transfektion mit Caspase8 knockdown (ACasp8) und Zellen nach
Transfektion mit einer negativen siRNA (Aneg. siRNA) zur Kontrolle verwendet.
Die Zellen wurden in 6-Lochkulturplatten angezlchtet. Die Proben wurden mit
10um DBZ jeweils 24h und 48h im sterilen Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach
24h bzw. 48h wurde der Uberstand abgenommen und der Zellrasen mehrmals
mit kaltem, sterilen PBS gewaschen. Die Zellen wurden in 2ml PBS resuspendiert
und im Ultraschallbad 60sec sonifiziert um die Zellen zu lysieren. Es erfolgte eine
Zentrifugation bei 4°C mit 5000rcp fiir 10min. Erneut wurde der Uberstand
abgenommen. Der Uberstand und das entstandene Zellpellet wurden getrennt

voneinander in flissigem Stickstoff bei -80°C eingefroren.

32



2.2.2 Tierexperimentelle Methoden

2.2.2.1 Haltung von Versuchstieren

Die Haltung der verwendeten Mauslinie erfolgte im Institut fur Versuchstierkunde
des Universitatsklinikums Aachen entsprechend der Richtlinien des deutschen
Tierschutzgesetztes (BGBI. | S. 2178), der FELASA (Vereinigung der
europaischen Gesellschaft flr Versuchstierkunde) und der GV-Solas (Deutsche
Gesellschaft flur Versuchstierkunde) unter standardisierten Zuchtbedingungen
(LANUV, AZ 84-02. 04.2013. A034). Die Tiere wurden in temperaturkontrollierten
Kafigen gehalten mit einem 12h Tag-Nacht-Rhythmus und freiem Zugang zu

Wasser und Nahrung.

2.2.2.2 Behandlung mit Dibenzazepin (DBZ)

Die Behandlung mit dem y-Sekretase Inhibitor DBZ erfolgte, um den Notch
Signalweg zu blockieren. DBZ wurde von Prof. Dr. M. Niggemann (Institut fur
organische Chemie, RWTH Aachen) synthetisiert. Das in DMSO gel6ste DBZ
wurde in PBS, welches 0,5% Methocel EAM und 0,01% Tween 80 enthalt,
suspendiert. Die Behandlung der Tiere erfolgte gewichtsadaptiert mit 20ug/g

funfmalig innerhalb von zehn Tagen per intraperitonealer Injektion.

2.2.2.3 Euthanasierung und Organentnahme

Die Versuchstiere wurden mittels zervikaler Dislokation euthanasiert und
nachfolgend in Rlckenlage nach etabliertem Protokoll fixiert. Die Entnahme

intestinaler Organe erfolgte standartmafig nach Eroffnung des Bauchraums.

2.2.2.4 Kryptenisolation an murinem Diunndarm (Weiser Methode)

Zunachst wurde die Methode der Isolation der einzelnen Schichten der
Dunndarmschleimhaut (eingeteilt in Zotten, apikale Krypten und basale Krypten)
etabliert. Die Pufferldsungen flir die Weiser Methode (PBS 10x, Puffer A, Puffer
B, PBS Waschpuffer) wurden am Vortrag vorbereitet und frisch mit Dithiothreitol
(DTT) versetzt. DTT ist eine chemische Verbindung, die auch Clelands-Reagenz
genannt wird. Es wird zur Isolation von Proteinen und Enzymen benutzt. Der

Diunndarm der Versuchstiere wurde wie oben beschrieben entnommen, der
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Darminhalt entleert und der Darm mit PBS-Waschpuffer gespult. Zur
Erleichterung der Durchfuhrbarkeit wurde der Dinndarm in drei Teile geteilt. Die
Darmproben wurden von rechts auf links umgestuilpt und mit reinem PBS befllt.
Die befullten Proben wurden an beiden Enden verschlossen und fur 10 Minuten
bei 38°C auf dem Schattler in Puffer A inkubiert. Anschlie3end wurden die Proben
in 20ml Puffer B Uberfuhrt, weiterhin bei 38°C auf dem Schittler inkubiert.
Entsprechend der drei Fraktionen (sieche Abb. 8) wurden die Uberstande
abgenommen. Nach der jeweiligen Abnahme des Uberstands wurden erneut
20ml des Puffers B hinzugegeben. Das im Puffer B enthaltene EDTA und DTT
|0st die interzellularen Bindungen und |ost somit Zellen, Proteine und Enzyme
aus dem Zellverband der Darmschleimhaut. Zur Kontrolle der Fraktionen, wurde
nach jeder Fraktion eine Gewebeprobe der Darmanteile enthommen, in 4%-igem
Paraformaldehyd fixiert, eingebettet, geschnitten und mittels HE-Farbung
angefarbt. Der abgenommene Uberstand wurde in Falcons uberfihrt und 5
Minuten bei 4°C mit 1500rpm zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde
zweimalig mit kaltem, reinem PBS gewaschen und nochmals zentrifugiert. Der
erzeugte Uberstand und das Pellet wurden separat voneinander bei -80°C in

flussigem Stickstoff konserviert.

Fraktion Inkubationszeit (min) Isoliertes Epithelkompartiment
1 11 Zotten
2 11 Apikale Krypten
3 20 Basale Krypten

Abb. 8 tabellarische Darstellung der Fraktionen der Weiser Methode

2.2.2.5 Herstellung von Paraffingewebsschnitten

Das Frischgewebe wurde nach der Entnahme zugeschnitten, in Einbettkassetten
eingelegt und in 4%-igem Paraformaldehyd fixiert. Nach der Fixierung wurden
die Proben Uber Nacht im Gewebeeinbettautomat durch eine aufsteigende
Alkoholreihe im einstiindigen Wechsel entwassert und Uber Xylol in flissiges
Paraffin verbracht. Bei der Einbettung des Gewebes im Metallformchen erfolgte
eine Ausrichtung der Proben im warmen Paraffin (bei 60°C). Die so erzeugten

Einbettungen wurden dann als Paraffinblock ausgehartet. Das Erstellen der
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Gewebeschnitte von den Paraffinblocken erfolgte entsprechend der

routinemaRigen Ablaufe am Rotationsmikrotom.

2.2.2.6 Farbung mit Hamatoxylin-Eosin (HE-Farbung)

Die Farbung mit Hidmalaun und Eosin gehért zu den Standardfarbungen in der
Histologie und wird routinemaRig als Ubersichtsfarbung durchgefiihrt. Hamalaun
farbt saure bzw. basophile Strukturen blau, somit insbesondere Zellkerne mit der
darin enthaltenen DNA. Eosin farbt acidophile bzw. basische Strukturen rot,
welche vor allem im Zellplasma in Form von Proteinen enthalten sind. Fur die
Farbung wurden die Gewebsschnitte in Xylol und einer absteigenden
Alkoholreihe entparaffiniert. Beginnend wurden die Kerne mit Hamalaun fur 5
Minuten gefarbt und in Leitungswasser 10 Minuten geblaut. Anschliel3end
erfolgte die Farbung mit Eosin fur 3 Minuten. Ausgewaschen wurden die Proben
mit destillietem Wasser und die weitere Differenzierung erfolgte in 80%-igem

Ethanol. Danach wurden die Proben erneut in Ethanol und Xylol entwassert.

2.2.3 Bakterizitatsassay

FUr den Bakterizitatsassay wurden Proben aus den Tierexperimenten und den
Experimenten der Zellkultur verwendet. Das Bakterienwachstum wurde durch
colony forming units (CFUs) und Messung der optischen Dichte quantitativ
ermittelt. Im Zellkulturmodell wurden jeweils drei Proben derselben Spezifitat
(n=3) im Dreifachansatz gemessen. Zur Messung der Proben der Mausversuche
wurden jeweils zwei Proben derselben Spezifitat (n=2) im Dreifachansatz

gemessen.

2.2.3.1 Herstellung der LB-Agar-Platten

Zur Herstellung der LB-Agar-Platten fir das bakterielle Wachstum und die
Messung der CFUs wurde LB-Agar mit PBS vermischt und in Flaschen
autoklaviert. Direkt nach der Autoklavierung wurden 20ml des fllissigen Agars in
10 cm Kulturplatten gegossen. Dies geschah immer an einer offenen Flamme,
um das Risiko einer vorzeitigen bakteriellen Besiedlung zu minimieren. Nach
dem Ausharten wurden die sterilen Platten umgedreht und auf dem Kopf

gelagert, um das entstehende Kondenswasser zu sammeln.
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2.2.3.2 Methoden der Quantifizierung von bakteriellem Wachstum

2.2.3.2.1 Messung der optischen Dichte (OD)

Die OD wurde mittels eines Photometers bei 595nm bestimmt. Es wurden
Escherichia coli (E. coli) Bakterien in LB-Puffer bei 37°C auf dem Schuttler
kultiviert. Fur die Versuche wurde eine Konzentration von 5x10° verwendet, was
einer OD von 0,025 entspricht. Die zu messenden Proben wurden in PBS
resuspendiert. 100yl der zu messenden Probe wurde mit 100ul der
Bakterienlosung vermischt. Es erfolgte die Messung der OD zu den Zeitpunkten
Oh, 1h, 2h, 3h, 4h und 5h. Zwischen den Messungen wurden die Proben weiterhin

bei 37°C in einem Warmeschrank inkubiert.

2.2.3.2.2 Quantifizierung des bakteriellen Wachstums durch Bestimmung

der colony forming units (CFUs)

Far diesen Versuch wurde derselbe Ansatz wie fur die Messung der OD benutzt.
Zu den Zeitpunkten Oh und 5h wurden die LB Agar Platten mit 100ul beimpft und
die Probe wurde mit einem weichen Plastikspatel verteilt und leicht einmassiert.
Uber Nacht wurden die Proben bei 37°C im Warmeschrank inkubiert. Jede Probe
wurde in einer von Konzentration 107/ml aufgetragen. Nach 24h Inkubationszeit

wurden die Kolonien der Platten ausgezahlt.

2.2.3.3 Durchfuhrung des Bakterizitatsassays an Zellkulturproben

Der Bakterizitdatsassay wurde mit den Zelllinien CaCo2 und Colo320
durchgefuhrt. Hierzu wurden Wildtyp Zellen, Zellen mit Aneg.siRNA und Zellen
mit ACasp8 verwendet. Diese wurden fur 24h oder 48h mit DBZ behandelt. Als
Negativkontrolle wurde das jeweilige Kulturmedium der Zelllinie, im Falle von
CaCo2 DMEN und bei Colo320 RPMI, verwendet. Das Bakterienwachstum

wurde quantitativ durch CFUs und Messung der optischen Dichte beurteilt.

2.2.3.4 Durchfuhrung des Bakterizitatsassays an murinen Proben

Mittels Weiser-Methode wurden histologisch kontrolliert drei Fraktionen des
Darmepithels unterschieden: Zotten, apikale und basale Krypten. Es wurden
jeweils Zellen und Uberstand gewonnen. Als Negativkontrolle wurde PBS
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verwendet. Zu den Proben wurde wiederum E. coli hinzugegeben und bei 37°C
inkubiert. Das Bakterienwachstum wurde quantitativ mit CFUs zum Zeitpunkt Oh
und 5h sowie durch Bestimmung der optischen Dichte zum Zeitpunkt Oh, 1h, 2h,
3h, 4h, 5h beurteilt. Die beimpften LB-Agarplatten fur die Messung der CFUs
wurden bei 37°C inkubiert und nach 24h ausgezahlt.

2.3.4 Statistische Auswertung

Alle Versuche wurden mindestens dreimalig durchgefuhrt. Die statistische
Auswertung und graphische Darstellung erfolgte mit GraphPadPrism®. Es
wurden Mittelwerte und die Standartabweichung dargestellt. Zur Berechnung der
statistischen Signifikanz der Mittelwertunterschiede wurden je nach Versuch
One-way ANOVA (Analysis of Variances) und Two-way ANOVA benutzt.
Zusatzlich wurden t-Tests durchgefiihrt. Die einzelnen Gruppen wurden mit
einem Multiple Comparison Tukey Test verglichen. Als statistisch signifikant

wurde eine p-Wert von <0,05 gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Bakterizitatsassay mit Proben der Zellkulturexperimente

Um die Funktion hinsichtlich der Bakterizidie nach DBZ induzierter sekretorischer
Transdifferenzierung zu untersuchen, wurden zunachst zwei Zellkulturmodelle
etabliert, CaCo2 und Colo320. Beide Zelllinien stammen aus humanen
kolorektalen Adenokarzinomen. Colo320 Zellen verfligen v.a. Uber
Eigenschaften von Kolonepithel, wohingegen CaCo2 zusatzlich nach langerer
Kultivierung Eigenschaften und Verhaltensweisen von Dunndarmepithel
ubernehmen kann und Uber einen Burstensaum verfligt. CaCo2 ist eine der meist
verwendeten Zelllinien fur die Etablierung intestinaler Zellkulturmodelle. Fir die
Versuche wurden Wildtypzellen und Zellen mit Caspase8 knockdown (ACasp8)
verwendet. Der knockdown wurde durch Transfektion mit einer SiRNA
(small/short interfering RNA) hergestellt. Zur Komplettierung und Kontrolle
wurden auch Zellen nach Transfektion mit einer negativen siRNA (Aneg.siRNA)

in die Versuche mit einbezogen.

3.1.1 Inkubationszeit-abhangige Induktion von Bakterizidie in CaCo2:Casp8
und wt durch DBZ Behandlung

Die Auswirkung der DBZ-Behandlung und des ACasp8 auf die Produktion von
antibakteriellen Proteinen im etablierten CaCo2 Zellkulturmodell wurde beurteilt
durch die Bestimmung des Wachstums von E. coli. Die zu messenden Proben
wurden mit E. coli inkubiert und das Wachstum mittels Messung der optischen
Dichte und CFUs quantifiziert. Die OD Messung erfolgte zu den Zeitpunkten 0Oh,
1h, 2h, 3h, 4h und 5h. Verglichen wurden neben den Wachstumskurven die
absoluten Endwerte zum Zeitpunkt Sh. Zur Durchfihrung der CFUs wurde zu den
Zeitpunkten Oh und 5h je 100ul der Proben auf LB Agar Platten verteilt und 24h
bei 37°C inkubiert. Die entstandenen Kolonien wurden ausgezahlt und das

absolute Wachstum bestimmit.

Die Behandlung fir 24h mit DBZ zeigte in allen Proben des CaCo2
Zellkulturmodells keine Reduktion des bakteriellen Wachstums im Vergleich zu
den unbehandelten Zellen (vgl. Abb. 9 und Abb. 10).
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Durch die DBZ Behandlung fur 48h zeigte die OD Messung eine signifikante
Reduktion des bakteriellen Wachstums im CaCo024¢a8 (p=0,00157) und wt
(p=0,0079) (vgl. Abb. 11 und Abb. 12). Das reduzierte bakterielle Wachstum
durch 48h DBZ Behandlung konnte auch in den CFUs in der 107 Verdiinnung im
CaCo2 wt gezeigt werden (unpaired t-Test 0,0083/**; vgl. Abb. 13). CaCo2:Casp8
zeigt in den CFUs die Tendenz einer Reduktion, die Werte waren statistisch
jedoch nicht signifikant. CaCo24nedsiRNA  zeigte keine Anderung des

Bakterienwachstums nach DBZ Behandlung.

Betrachtet man das bakterielle Wachstum unabhangig der DBZ Behandlung
zeigte sich in der OD Messung ein signifikant hoheres bakterielles Wachstum in
Aneg.siRNA Proben des 24h Versuches im Vergleich zu wt (p=0,0060) und
ACasp8 Zellen (p=0,0110) (vgl. Abb. 14). Auch in den CFUs zeigte sich die
Tendenz fiir ein vermehrtes Wachstum von E. coliin CaCo22m9-siRNA im Vergleich
zum wt und ACasp8 unabhangig von der DBZ Behandlung, jedoch ohne

signifikanten Unterschied.

Wachstum E. coliim CaCo2 Zellkulturmodell

0.25 7
wt

Aneg.siRNA

ACasp8
wt+24h DBZ

Aneg.siRNA +24h DBZ

LI I

ACasp8 +24h DBZ
DMEN (Negativkontrolle)

Zeit (h)

Abb. 9 Wachstum E. coliim CaCo2 Zellkulturmodell iiber 24h, OD-Messung. Dargestellt wird
der Vergleich der verschiedenen Proben mit und ohne DBZ Behandlung fur 24h. Die DBZ
Behandlung induziert keine Anderung des bakteriellen Wachstums
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Abb. 10 Wachstum E.coli im CaCo2 Zellkulturmodell Giber 24h, CFU. Durch die Bestimmung
der CFUs wurde das bakterielle Wachstum bestimmt. Verglichen wurden verschiedene Proben
(wt, Aneg. siRNA und ACasp8) mit und ohne 24h DBZ Behandlung. Die DBZ Behandlung fiir 24h
zeigte keine Reduktion des bakteriellen Wachstums

Wachstum E. coliim CaCo2 Zellkulturmodell
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wt +48h DBZ

Aneg.siRNA +48h DBZ
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ACasp8 +48h DBZ
DMEN (Negativkontrolle)
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Abb. 11 Wachstum E. coliim CaCo2 Zellkulturmodell iiber 48h, OD-Messung. Vergleichend
dargestellt werden die drei unterschiedlichen Proben (wt, neg. siRNA und KD Casp8) mit und
ohne 48h DBZ Behandlung. Zur besseren Ansicht in Abb. 12 nochmals getrennt dargestellt.
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Abb. 12 Wachstum E. coli im CaCo2 Zellkulturmodell iiber 48h, OD-Messung, getrennte
Darstellung. Vergleich des bakteriellen Wachstums mit und ohne DBZ Behandlung fiir 48h bei
CaCo2 wt (unpaired t-Test, p=0,0079/**) (A), CaCo24nea-sikNA (B) und CaCo24Casré (unpaired t-
Test, p=0,0157/*) (C). A und C zeigen durch die DBZ Behandlung eine signifikante Verminderung
des bakteriellen Wachstums
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Abb. 13 Wachstum E. coli im CaCo2 Zellkulturmodell iiber 48h, CFU. Durch die Bestimmung
der CFUs wurde das bakterielle Wachstum bestimmt. Verglichen wurden verschiedene Proben
(wt, Aneg. siRNA und ACasp8) mit und ohne 48h DBZ Behandlung. Die DBZ Behandlung bewirkte
eine signifikante Verminderung des bakteriellen Wachstums des wt (unpaired t-
Test,p=0,0083/*).
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Abb. 14 Wachstum E. coli im CaCo2 Zellkulturmodell iiber 24h, OD-Messung, ohne DBZ-
Behandlung. Zur Vereinfachung wurden die unterschiedlichen Kurven des 24h
Bakterizitatsassays der drei zu vergleichenden Proben ohne DBZ Behandlung nochmals einzeln
dargestellt. Die Proben mit der neg. siRNA haben ein signifikant erhdhtes bakterielles Wachstum
im Vergleich zu den wt (unpaired t-Test, p=0,0060/**) und den ACasp8 Zellen (unpaired t-Test,
p=0,0110/%).
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3.1.2 Fehlende Induktion von Bakterizidie durch DBZ Behandlung im
Colo320 Zellkulturmodell

Die Auswirkung der DBZ Behandlung auf Colo320 wt, ACasp8 und Aneg.siRNA
wurde hinsichtlich der moglichen Induktion einer Bakterizidie durch das

Wachstum von E. coli in der OD Messung und CFUs analysiert

Die DBZ Behandlung, weder fur 24h noch fur 48h Behandlung, induzierte keine
Anderung des bakteriellen Wachstums der Colo320 Proben im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen. Weiterhin zeigte sich kein Unterschied zwischen Colo320
wt, Colo3204Casr8 ynd Colo3204 "e9-siRNA ynabhangig von der DBZ Behandlung.
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Wachstum E. coliim Colo320 Zellkulturmodell
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Abb. 15 Wachstum E. coliim Colo320 Zellkulturmodell, OD Messung. Verglichen wurde das
bakterielle Wachstum der verschiedenen Proben mit oder ohne 24h (A) bzw. 48h (B) DBZ
Behandlung
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Abb. 16 Wachstum E. coli im Colo320 Zellkulturmodell, CFU. Graphische Darstellung des
bakteriellen Wachstums der verschiedenen Proben mit 24h (A) und 48h (B) DBZ Behandlung.
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3.2 Die erfolgreiche Etablierung der Weiser Methode

Um die lokoregionaren Unterschiede der DBZ Behandlung entlang der Krypten-
Zotten-Achse in vivo untersuchen zu konnen, wurde murines Darmepithel
disseziert. Durch die Methode gelang eine stufenweise Differenzierung zwischen
Zotten, apikalen Krypten und basalen Krypten. Die Abb. 17 A zeigt einen
histologischen Schnitt nach der ersten Fraktion (Fraktion 1). Nach elfminGtiger
Inkubation war das Deckepithel der Zotten aus der Darmschleimhaut
herausgeldst. Man erkennt in der HE-Farbung den Verlust des Zottenepithels mit
lediglich Verbleib des residuellen Bindegewebes der Zottenkonturen, bei
erhaltenem apikalen und basalen Kryptenepithel. Die Fraktion 2 ergab sich nach
weiterer Durchfiihrung des Versuches fur erneut 11 Minuten (vgl. Abb. 17 B). Zu
erkennen ist eine Herauslésung der oberflachlichen bzw. apikalen
Kryptenepithelien aus der Darmschleimhaut. Diese Zellen wurden in der Fraktion
2 angereichert. Fur die Generierung der dritten Fraktion wurde nochmals 20min
inkubiert. In Abb. 17 C ist in eine vollstandige Ablésung des Kryptenepithels mit

Denudation der Basalmembran zu sehen.
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Abb. 17 HE-gefarbte Darmschnitte nach fraktionellem Verdau mittels Weiser-Methode.
Fraktion 1 (A), Entnahme der Probe nach 11min Inkubation mit Puffer B, man erkennt einen
oberflachlichen Verlust der Schleimhautzotten. Fraktion 2 (B), enthommen nach erneuter
Inkubation von 11min in Puffer B (insgesamt 22min). Eine Lésung der apikalen Krypten ist
erkennbar. Fraktion 3 (C), nach 20min Inkubation in Puffer B (Gesamtinkubation 42min).
Erkennbar ist ein vollstandiger Epithelverlust
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3.3 Auswertung des Bakterizitatsassays mit den Proben des Mausmodells

3.3.1 Unterschiede der antimikrobiellen Funktion von Darmepithel nach

DBZ Behandlung entlang der Krypten-Zotten-Achse

Das Wachstum von E. coli wurde durch die Messung der optischen Dichte (OD)
und durch CFUs quantifiziert. Die Proben ohne DBZ Behandlung wurden mit den
DBZ behandelten Proben verglichen. Die Abb. 18 zeigt den Vergleich der
unterschiedlichen Ebenen der Krypten-Zottenachse. In Abb. 19 wurden die
Ergebnisse der OD Messung der drei Fraktionen nochmals getrennt dargestellt.
Es ergaben sich keine signifikanten Abweichungen der Kurvenverlaufe,
insbesondere keine erkennbare Verminderung des Bakterienwachstums durch

die DBZ Behandlung im Vergleich zu den unbehandelten Tieren.

In den CFUs zeigte sich ein reduziertes bakterielles Wachstum durch DBZ
Behandlung im Zottenkompartiment (p=0,0049) (vgl. Abb. 20). Auch im Bereich
der basalen Krypten zeigte sich vermindertes bakterielles Wachstum nach DBZ

Behandlung, die Werte zeigten sich jedoch nicht signifikant.

Wachstum E. coliim Mausmodell

0.25 A
Zotten

0.20 - Zotten +DBZ
Krypten apikal
Krypten apikal +DBZ

Krypten basal

LS L

OD 595nm

Krypten basal +DBZ
PBS (Negativkontrolle)

Zeit (h)

Abb. 18 Wachstum E. coli im Mausmodell durch OD-Messung. Uberblick ber alle drei
Fraktionen mit oder ohne DBZ Behandlung. Zur besseren Ansicht wurden diese in Abb. 19
nochmals getrennt dargestellt.
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Abb. 19 Wachstum E. coli im Mausmodell durch OD-Messung, getrennte Darstellung.
Verglichen wurde das bakterielle Wachstum im Verlauf von 5h zu sechs Zeitpunkten von DBZ
behandelten und unbehandelten Proben anhand der mit der Weiser Methode hergestellten
Proben. Zotten (A), apikale Krypten (B) und basale Krypten (C).
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Abb. 20 Wachstum E. coli im Mausmodell, CFU. Verglichen wurde das bakterielle Wachstum
von DBZ behandelten und unbehandelten Proben anhand der mit der Weiser Methode
hergestellten Proben: Zotten, apikale Krypten und basale Krypten. Die DBZ Behandlung der
Zotten (Fraktion1) bewirkt eine signifikante Reduktion des bakteriellen Wachstums (unpaired t-
Test, p=0,0049/**), jedoch fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in den Proben
der Krypten.
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4. Diskussion

Die vier Zelltypen der intestinalen Schleimhaut verfigen gemeinsam Uber
verschiedene Barriere- und Abwehrfunktionen. Durch Zell-Zell-Kontakte, insb.
tight junctions, wird eine physikalische Barriere gebildet. Becher- und
Panethzellen produzieren einerseits Mukus und andererseits antimikrobielle
Proteine, die Pathogene abwehren. Um diese Funktionen aufrecht zu erhalten,
mussen Vorgange wie Proliferation, Differenzierung, Migration und Zelltod des
Deckepithels in der Schleimhaut im Gleichgewicht sein. Dies unterliegt der
Regulation durch verschiedene Signalwege, zu denen auch der Notch Signalweg
zahlt. Es ist davon auszugehen, dass die Stérung der Barriere- und
Abwehrfunktion der Darmschleimhaut mit der komplexen Pathogenese der CEDs

assoziiert ist.

4.1 Bakterizidie der Darmschleimhaut

Das Darmepithel verfugt Uber verschiedene Abwehrmechanismen. Man spricht
von der intestinalen Barriere, die sich aus dem Epithel, der Schleimschicht und
antimikrobiellen Peptiden (AMP) zusammensetzt. Das Epithel besteht aus einer
einlagigen Zellschicht, die besonders durch Enterozyten gebildet wird (Salim &
Soderholm 2011). Diese bilden mit Hilfe von tigh junctions, adherend junctions
und Desmosomen eine physikalische Barriere (Wells et al. 2011). Das Epithel
fungiert als selektiv-permeable Membran mit der Durchlassigkeit fur Wasser,
Elektrolyte und Nahrstoffe. Jedoch wird bestmoglichen die Invasion von
Mikroorganismen vermieden (Groschwitz & Hogan 2009). Dem Epithel liegt eine
Schleimschicht auf, welche hauptsachlich ein Produkt der Becherzellen ist. Sie
dient zum Schutz des Epithels und sorgt zusatzlich flr eine ausreichende
Hydratation. Zusammengesetzt ist sie aus Proteinen, Kohlenhydraten und Fetten
und enthalt einen hohen Anteil an Wasser (Ehehalt et al. 2004). Fur die Bildung
sind langkettige Glykoproteine wie unter anderem Muc2 nétig (Kim & Ho 2010).
Im Dinndarm erscheint die Schleimschicht einlagig und ist dem Epithel locker
aufgelegt. Im Dickdarm imponiert dagegen der Mukus zweischichtig, mit einer
inneren Schicht, die eng mit dem Epithel verbunden und weitgehend bakterienfrei
ist, und einer locker aufgelegten duReren (lumengerichteten) Schicht. Diese kann
mechanisch leicht abgetragen werden (Antoni et al. 2014). Die Schleimschicht ist
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nicht nur eine mechanisch wirksame Barriere, sondern auch als Speichermedium
antimikrobieller Peptide, eine Komponente der intestinalen Abwehr (Meyer-
Hoffert et al. 2008). Im menschlichen Darm findet man als antimikrobielle Peptide
insbesondere Defensine. a-Defensine sind Proteine, die v.a. durch die
Panethzellen im Danndarm produziert werden. B-Defensine hingegen werden
durch epitheliale Zellen des Dickdarms produziert. Die Sekretion von a-
Defensinen erfolgt zum einen konstitutiv, zum anderen antigenabhangig (Ayabe
et al. 2002).

Ein weiterer Anteil der Abwehrmechanismen des Darms ist das Mikrobiom,
definiert als koevolutionierte Mikroorganismen des Menschen (Ostaff et al. 2013).
Uber Millionen von Jahren hat sich eine Koexistenz zwischen dem Wirt und den
intestinalen Mikroorganismen ausgebildet (Liu et al. 2013). Die Koevolution fand
sowohl zwischen dem Wirt und der Gesamtheit der Mikroorganismen, als auch
unter den Mikroorganismen selber statt (Van den Abbeele et al. 2011). Im
gesunden menschlichen Gastrointestinaltrakt findet sich eine Bakteriendichte
von etwa 10'%/g mit Gber 1000 Spezies. Diese mikrobielle Flora setzt sich bei
jedem Menschen verschieden zusammen. So findet sich nicht in jedem humanen
Darm die Breite aller mdglichen bakteriellen Spezies und auch nicht in einer
einheitlichen bakteriellen Dichte (Liu et al. 2013). Auswirkungen auf die
Zusammensetzung der mikrobiellen Darmflora haben beispielsweise die
Ernahrung, das Alter und der Gesundheitsstatus (Eckburg et al. 2005). Zumeist
finden sich anaerobe Bakterien. Aber auch Archebakterien, Hefen und Einzeller
zahlt man zu dem menschlichen Mikrobiom (Rossi et al. 2011). Die Anzahl der
Mikroorganismen variiert hinsichtlich ihrer Lokalisation im Gastrointestinaltrakt.
Im Magen wird die Dichte der Mikroorganismen durch Salzsaure, im Dinndarm
durch Sekrete der Galle und des Pankreas, minimiert. Die hochste Anzahl an
Mikroorganismen findet sich im Dickdarm (O'Hara & Shanahan 2006, Wang et
al. 2003). Die mikrobielle Flora hat verschiedene Funktionen. Dazu zahlen
Verdauung, Energiegewinnung und -versorgung der Schleimhautzellen,
Regulierung der Fettaufnahme und -speicherung sowie Stimulation der
Vaskularisation der Zotten. Die durch bakterielle Spaltung entstandenen
Metabolite beeinflussen verschiedene Faktoren des Darms. Sie haben Aus-

wirkungen auf Energieregulierung und Expression verschiedener Gene, die die
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Zelldifferenzierung und die antiinflammatorische Antwort regulieren. Au3erdem
spielen die Mikroorganismen eine wichtige Rolle in der Funktion und Modulation
des intestinalen Immunsystems und damit in der Kontrolle von
Entzindungsreaktionen (Eckburg et al. 2005, Liu et al. 2013, Rossi et al. 2011).
Im gesunden Magen-Darm-Trakt fungieren das Epithel und die kommensalen

Bakterien synergistisch (Becker et al. 2013).

Dysfunktionen der intestinalen Abwehr durch Defekte der Barrierefunktion sowie
Dysregulation im Mikrobiom sind ein zentraler Teil der Pathogenese von CEDs.
Patienten mit Colitis ulcerosa weisen eine defekte und ausgedinnte
Schleimschicht (McCormick et al. 1990, Pullan et al. 1994) mit einer veranderten
Zusammensetzung auf (Antoni et al. 2014). Diese Veranderungen werden unter
anderem durch die gestdrte Becherzelldifferenzierung bedingt (Gersemann et al.
2009). Zum einen ist die physikalische Barriere als Schutzfunktion vermindert,
zum anderen verliert die dysfunktionelle Schleimschicht an antimikrobieller
Kapazitat. Bei Patienten mit M. Crohn im terminalen lleum ist eine Reduktion des
a-Defensins zu messen, ausgeldst durch den Verlust von Panethzellen
(Gersemann et al. 2012). Die Freisetzung der Defensine aus Panethzellen erfolgt
rezeptorvermittelt durch NOD2. Im Mausmodell mit einem NOD2 knockout zeigt
sich eine schwer eingeschrankte und gestorte antimikrobielle Aktivitat im
Kryptensegment (Petnicki-Ocwieja et al. 2009). Aullerdem konnte die Mutation

von NOD?2 bei Patienten mit M. Crohn nachgewiesen werden (Jager et al. 2013).

Die Stérung der Balance des Mikrobioms kann die Entstehung von
metabolischen und autoimmunen Erkrankungen beglinstigen (Rossi et al. 2011).
Innerhalb des menschlichen Mikrobioms haben bestimmte Bakterienspezies
Sonderstellungen. So ist eine Besonderheit in der Darmflora das Bakterium
Faecalibacterium prausnitzii, welches in in vivo und in vitro Studien einen
nachgewiesen anti-inflammatorischen Effekt hat. Bei Patienten mit M. Crohn
lasst sich eine verminderte Konzentration von Faecalibacterium prausnitzii
nachweisen (Sokol et al. 2008, Sokol et al. 2009). Durch Dysfunktion des Epithels
konnen Teile der kommensalen Bakterienflora in die Schleimhaut einwandern,
chronische Infektionen auslésen und die Entstehung von CEDs beglinstigen
(Gunther et al. 2011). Patienten mit M. Crohn weisen eine erhéhte Konzentration

von Mikroorganismen im Darm im Vergleich zu gesunden Vergleichsgruppen auf.
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Die HOhe der Konzentration korreliert mit dem Schweregrad der Erkrankung
(Swidsinski et al. 2002). Die Zusammensetzung der Mikroorganismen variiert bei
den unterschiedlichen Lokalisationen von M. Crohn. In der typischen Lokalisation
des M. Crohn, dem terminalen lleum, lassen sich vor allem invasive E. coli
nachweisen. Die Dysfunktion der epithelialen Barriere- und Abwehrfunktion und
Stérungen im Mikrobiom sind jedoch nur als ein Anteil der Pathogenese von
CEDs zu betrachten. Chronische Entziindungsreaktionen in der Schleimhaut
schaffen eine positive Umgebung fur maligne Entartung. Patienten mit CEDs
haben ein erhohtes Risiko fur die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms,
wobei die Dauer und Art der Entziindung mit der Entstehung assoziiert ist (Liu et
al. 2013).

In den beschriebenen Versuchen wurde E. coli zur Testung der Bakterizidie
verwendet, da dies eine haufige Spezies der kommensalen Bakterien ist und
durch unphysiologische intraepitheliale Lokalisation an der Pathogenese
chronisch entzindlicher Darmerkrankungen beteiligt ist. In weiterfUhrenden
Studien ware eine Durchflihrung mit anderen typischen kommensalen Bakterien,
insbesondere auch Faecalibacterium prausnitzii zum Vergleich sinnvoll. Diese

Spezies war jedoch fur die eigenen Untersuchungen im Labor nicht verfugbar.

4.2 Modellierung von intestinalem Epithel mittels Zellkulturmodellen

Um Funktionen des Darmepithels zu untersuchen gibt es verschiedene
Moglichkeiten der Erstellung von Modellen. Eine vergleichsweise einfache
Modellierung zur Untersuchung der Funktionen, in diesem Falle der Bakterizidie,
stellen Zellkulturmodelle dar. Da die Kultivierung von primaren Panethzellen in
vitro ist bisher nicht ausreichend etabliert wurde (Tan et al. 2015), wird zumeist

auf Enterozyten zurlckgegriffen.

In der durchgeflihrten Versuchsreihe wurden zwei Zellkulturmodelle (CaCo2 und
Colo320), beides Zelllinien von humanen kolorektalen Adenokarzinomen,
etabliert. Colo320 wird in der Literatur besonders zur Untersuchung von
Therapieoptionen bei Kolonkarzinomen verwendet und verfugt Uber
Eigenschaften des Kolonepithels (Yu et al. 2018). CaCo2 hingegen hat sich als

Zellkulturmodell etabliert, welches Eigenschaften von Epithelzellen des Kolons
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und des Dunndarms vereint und uber einen Burstensaum verfugt (Date et al.
2020, Dosh et al. 2018, Mastrogiovanni et al. 2019). Trotz allem muss kritisch
hinterfragt werden, ob Enterozyten eines kolorektalen Karzinoms in der Lage sind
die Funktion von Dinndarmepithel zu simulieren, im speziellen die antimikrobielle
Funktion von Panethzellen. Witthoft et al. (2005) zeigte bereits, dass in CaCo2
Zellen durch Stimulation die Transkription von B-Defensinen induziert werden
kann. Weiterhin wurde bereits die Fahigkeit Freisetzung freier radikaler nach pro-
inflammatorischer Stimulation von CaCo2 Zellen festgestellt (Panaro et al.
2012).

Nach Behandlung von CaCo2 wt Zellen mit DBZ fur 48h zeigte sich ein
erniedrigtes bakterielles Wachstum in der OD Messung und CFUs (vgl. Abb. 12
und Abb. 13). Dies gibt einen Anhalt darauf, dass es maoglich ist, im CaCo2
Zellkulturmodell Bakterizidie zu induzieren. Unterstutzt wird diese Annahme
durch die Untersuchungen von Tan et al. (2015), der die Differenzierung von
CaCo2 zu Panethzellen im einlagigem Zellkulturmodell zeigte. Auch De Gregorio
et al. (2018) zeigte, dass es moglich ist, durch gezielte Stimulation
Differenzierung von CaCo2 Zellen im 3D Modell in alle Zellformen des
Darmepithels zu induzieren (Enterozyten, enteroendokrine Zellen, Becher- und
Panethzellen). CaCo2 verfugt demnach Uber das Potential, die verschiedenen
Funktionen der intestinalen Epithelzellen zu Ubernehmen. Ob die DBZ
Behandlung im CaCo2 Zellkulturmodell zu einer Differenzierung von Paneth-
und/ oder Becherzellen oder zu einer Ausbildung von antimikrobiellen Merkmalen
in den ursprunglichen Enterozyten fuhrt, bleibt hierbei offen. Im Colo320
Zellkulturmodell lasst sich durch DBZ Behandlung keine Bakterizidie induzieren.
Dies kénnte aus den unterschiedlichen Epitheleigenschaften resultieren. DBZ
bewirkt demnach die Induktion von Bakterzidie in Zellreihen mit Eigenschaften
von Enterozyten des Dunndarms und intermediar des Kolons, jedoch nicht in

Zellen, die nur Uber Eigenschaften des Kolonepithels verfiigen.

Verschiedene Studien zeigten den Einsatz von Epithelzellen des Dinndarms,
gewonnen aus Schweinen, Ratten oder menschlichen Feten, hinsichtlich ihrer
antimikrobiellen Funktion (Wan Mohamad Zain et al. 2019).
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Die Durchfuhrung von in vitro Studien mit Zellkulturlinien ist durch die einfach
strukturierte Stimulation und genetische Manipulation, im Vergleich zu
zeitaufwendigen und Kkostenintensiven in vivo Studien, gut durchflhrbar.
Trotzdem handelt es sich hierbei um kein rein physiologisches Modell.
Eigenschaften und Verhalten der Zellen konnen abweichend sein. Zur besseren
Vergleichbarkeit konnen beispielsweise 3D Modelle des Darmepithels erstellt
werden. Dies kann durch Gewinnung der Zellen ex vivo aus zumeist murinem
Darm (Drummond et al. 2017, Yokoi et al. 2019) oder durch gezielte
Differenzierung von humanen Stammzellen zu den verschiedenen Zelltypen des
Epithels (Organoid) erfolgen (Watson et al. 2014). In dieser Form kdnnen die
Funktion von Paneth- und Becherzellen spezifisch untersucht werden.
Drummond et al. (2017) verglich im Rahmen von viralen Infektionsstudien den
Einsatz eines intestinalen 3D Modells, in dem Stammzellen durch verschiedene
Zusatze (u.a. DBZ) zur Differenzierung zu den verschiedenen Zelltypen stimuliert
wurden, mit der Zellkulturreihe CaCo2. Die Studie zeigte, dass die Ergebnisse,
die mittels des 3D Modells erzeugt wurden, die gleiche Aussagekraft haben, wie

Versuche mit herkdbmmlichen Zellkulturreihen.

4.3 Die Rolle von Caspase8 in der Bakterizidie des Darmepithels

Die Caspase8 ist als Initiator-Caspase in die Aktivierung des extrinsischen,
rezeptorvermittelten Apoptose Vorgang involviert. Des Weiteren spielt sie eine
Rolle in der Proliferation, dem Zellzyklus und der T-Zellaktivierung (Barnhart et
al. 2003).

Gunther et al. (2011) zeigte im ACasp8 Mausmodell das spontane Auftreten von
entzindlichen Lasionen im terminalen lleum, die einer lleitis Crohn entsprechen.
Histologisch liel sich ein Verlust von Panethzellen und eine Verminderung der
Anzahl der Becherzellen darstellen. Weiterhin waren Gene, die in die
antimikrobielle Abwehr involviert sind (kodieren fir Defensine, Lysozyme),
herunterreguliert. Die Zelltodrate durch Necroptose, v.a. im basalen
Kryptensegment des Dunndarms, war deutlich erhdht. In den Krypten zeigten
sich von der Necroptose v.a. Zellen betroffen, die elektronendichte Granula

enthalten und a.E. Panethzellen entsprechen.
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In der Vorarbeit zu den hier dargestellten eigenen Versuchen wurde durch die
Arbeitsgruppe ein Caspse8 knockout Mausmodell etabliert (Casp82n).
Histomorphologisch zeigte sich eine gestorte Krypten-Zotten-Architektur mit
verminderter  Differenzierung sekretorischer Zellreihen und Invasion
inflammatorischer Zellen. Die Versuchstiere entwickelten in Abschnitten des
gesamten Darms das Bild einer Enterocolitis, assoziiert mit geringerem
Korpergewicht und einer erhdhten Mortalitat. Im Dunndarm zeigten sich ein
nahezu kompletter Verlust von Panethzellen und eine signifikante Reduktion der
Becherzellanzahl bei verringerter Mukusproduktion. Die Permeabilitat des
Epithels war erhdéht und pro-inflammatorische Zytokine (z.B. TNF-a)
hochreguliert. Casp82n zeigten auBerdem eine erhohte Zelltodrate durch
Necroptose im Dunn- und Dickdarm. Neben der Vermittlung von Apoptose ist die
Caspase8 an der Regulation der Differenzierung von sekretorischen Zellen und
dem Vorgang von Necroptose beteiligt (Kaemmerer et al. 2015). Eine
Auswirkung des ACasp8 auf die Bakterizidie lieR sich durch fehlende
Panethzellen mit fehlender Produktion von AMPs und verminderter
Mukusproduktion durch verringerte Becherzellanzahl, vermuten. Weiterhin zeigte
sich das Auftreten von Enterocolitiden, lokalisiert v.a. im Bereich des terminalen
lleums. Caspase8 konnte im intestinalen Epithel als Schutz vor entziindlichen
Lasionen durch Regulation der Differenzierung und Zelltodvorgange

sekretorischer Zellen, insbesondere der Panethzellen, fungieren.

Jeon (2015) zeigte weiterhin bei Casp82 im Dinndarm und Kolon erniedrigte
MRNA Expression von Math1 und erhdhte Expression von Hes1. Es handelt sich
um zwei Marker des Notch Signalweges, welche in dieser Konstellation als
erhdhte Aktivitat zu werten war. Eine verringerte Expression von Math1 lief3 sich
auch in CaCo2 bei Caspase8 Verlust (CaCo24¢2sr8) nachweisen. Die verstarkte
Aktivierung von Notch nach ACasp8 war demnach im CaCo2 Zellkulturmodell
reproduzierbar. Um die Auswirkungen des Caspase8 Verlustes und der erhdhten
Aktivierung des Notch Signalweges auf die Bakterizidie von CaCo2 zu
untersuchen, wurde der in 2.2.3.3 Durchfuhrung des Bakterizitatsassays an
Zellkulturprobenbeschriebene Bakterizitatsassay durchgefuhrt. Vergleicht man
das bakterielle Wachstum nach Inkubation mit den Proben ergeben sich die in
3.1.1 dargestellten Ergebnisse. Es zeigen sich keine Unterschiede des
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bakteriellen Wachstums zwischen dem CaCo2 wt und CaCo022¢2sP8, \Vergleichend
zeigte die Kontrolle CaCo24ne9-siRNA erhghtes bakterielles Wachstum und damit
eine verringerte Bakterizidie (vgl. Abb. 14). Die Abweichungen der
CaCo22egsikRNA - ynd die Rolle der Transfektion werden im Abschnitt 4.4
weitergehend diskutiert. Die von Jeon (2015) festgestellte Notch Aktivierung in
CaCo24Car® wiirde sich demzufolge nicht auf die Bakterizidie des
Zellkulturmodells auswirken. Im durchgefuhrten Bakterizitatsassay wurden
jedoch lediglich die Auswirkungen des ACasp8 auf das Wachstum von E.coli
untersucht. Zwar handelt sich bei E.coli um ein Bakterium, welches zu grofl3en
Anteilen im Gastrointestinaltrakt zu finden ist und invasive E.coli als Teil der
Pathogenese von CEDs bekannt sind, jedoch sollte, um eine weitere Aussage
uber die Bakterizidie treffen zu kdonnen, die durchgefuhrten Versuche auch mit
anderen potenziell pathogenen Keimen durchgeflhrt werden. Beide Methoden
der quantitativen Messung der Bakterizidie mussen hierbei kritisch hinterfragt
werden. Die Messung der optischen Dichte spiegelt das bakterielle Wachstum im
Verlauf von 5h durch eine Zunahme der Anzahl der Bakterien in einem definierten
Volumen wider. Die Testung durch Durchfihrung der CFUs kdnnte jedoch eine
verlangerte Inkubation der Bakterien mit den Proben zulassen. In allen
durchgefiihrten Experimenten zeigte sich die CFU als die Methode mit der
besseren Sensitivitat im Vergleich zur OD-Messung. Die in beiden Methoden
aufgefallene hohe Standartabweichung ist am ehesten durch Verunreinigungen
zu erklaren. Zur weiteren Untersuchung der Folgen des Caspase8 Verlustes
hinsichtlich der Bakterizidie konnten PCR und Westernblot Untersuchungen
bspw. zum Nachweis der mRNA Expression von Defensinen durchgefuhrt
werden. Auch eine Darstellung moglicher elektronendichter Granula oder
Mukuseinschlisse der Zellen kdnnte weiteren Aufschluss Uber die Induktion von

Bakterizidie geben.

Im Colo320 Zellkulturmodell zeigte sich keinerlei erkennbare Auswirkung des
ACasp8 auf die Bakterizidie im Vergleich zum wt und Aneg.siRNA. Die in beiden
beschriebenen ACasp8 Mausmodellen Veranderungen treten in Abschnitten des
gesamten Darmtraktes, betont jedoch im Dinndarm und dort besonders im
terminalen lleum. Bei den beiden verwendeten Zellkulturlinien handelt es sich

jedoch um Zellen eines kolorektalen Karzinoms. Zum einem bleibt eine Aussage
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uber die Veranderung der Bakterizidie nach Caspase8 Verlust im Dinndarm
offen, zum anderem verflgen Karzinomzellen ggf. Uber veranderte
Eigenschaften und Verhaltensweisen. Um eine genauere Aussage treffen zu

konnen, ware die Durchfihrung der Versuche mit Diunndarmepithel sinnvoll.

4.4 Auswirkung der Transfektion auf das Zellkulturmodell

Um Funktionen bestimmter Gene zu untersuchen, koénnen diese durch
Einbringen einer siRNA spezifisch in vitro und in vivo ausgeknockt werden
(Transfektion) (Cardoso et al. 2007). Die Effektivitat des knockdown ist abhangig
von der Konzentration der siRNA und der Methode der Transfektion (Metwally et
al. 2012). Um eine bessere Effektivitat der Transfektion zur erreichen, konnen
Liposomen (bspw. Lipofectamin2000™) eingesetzt werden. In der
durchgefihrten Studie wurden CaCo2 und Colo320 mit ACasp8 untersucht, die
im Vorhinein durch Transfektion unter Zugabe von Lipofectamin2000™ behandelt
wurden (Jeon 2015). Zur besseren Vergleichbarkeit wurden Proben durch
Transfektion mit negativer siRNA (Aneg.siRNA) erzeugt. Weiterhin erfolgte der
Vergleich mit wt Zellen. Im CaCo2 Zellkulturmodell zeigte sich, wie in Abb. 14
dargestellt, ein erhdhtes bakterielles Wachstum von CaCo229-sRNA jm Vergleich
zum wt und CaCo22¢as8 im 24h Versuch. In den Proben von CaCo24"¢9-siRNA ynd
wt, beide als Kontrolle gedacht, war ein weitgehend Ubereinstimmendes Ergebnis
zu erwarten. Ungewollte unspezifische Effekte des Transfektionsvorgangs auf
die Zellen und deren Proteinproduktion, auch im Zusammenhang mit
Lipofectamin2000™- wurden neben einer gewissen Zytotoxizitat, bereits
beschrieben (Spagnou et al. 2004). Die Vermutung, der Transfektionsvorgang
konnte sich auf die Bakterizidie der Zellen auswirken, wurde durch die
Ergebnisse der 48h Versuches jedoch nicht bestatigt (vgl. Abb. 11). Sie sind

demnach a.E. als Verunreinigung zu werten.

Es zeigte sich jedoch ein Unterschied der Induktion von Bakterizidie durch DBZ
zwischen wt, CaCo2¢ars8 ynd CaCo22e9-siRNA_ Durch 48h Behandlung mit DBZ
zeigte sich im wt und ACasp8 vermindertes bakterielles Wachstum im Vergleich
zu den unbehandelten Zellen, wohingegen die DBZ Behandlung von
CaCo24neg-siRNA  keinerlei Anderung des bakteriellen Wachstums bedingt.
Vergleicht man lediglich wt und Aneg.siRNA, konnte man die unterschiedliche
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Induktion der Bakterizidie durch ungewollte, unspezifische Effekte der
Transfektion erklaren. Unter Hinzunahme des verminderten bakteriellen
Wachstums der ACasp8 Proben, die dem gleichen Vorgang der Transfektion
unterzogen wurden, kann diese Aussage nicht endgultig getroffen werden. Im
Colo320 Zellkulturmodell zeigte die Transfektion keine Anderung der
Bakterizidie. Ungeklart bleibt, ob und in welcher Form die Transfektion als
Vorgang an sich, sich auf die Bakterizidie der Zelle und das mdgliche Ansprechen

einer DBZ Behandlung auswirkt.

4.5 Interaktion von Notch in der Bakterizidie intestinalen Epithels

Der Notch Signalweg spielt eine Schlisselrolle in der Proliferation und
Differenzierung von intestinalen Stamm- und Vorlauferzellen. Er beeinflusst
malfdgeblich die Differenzierung der Enterozyten mit Ausbildung absorptiver bzw.
sekretorischer Zellen. Im aktivierten Zustand fallt diese Entscheidung zu Gunsten

der absorptiven Zellen aus (Pantanowitz et al. 2012).

Durch GSI, wie bspw. Dibenzazepin (DBZ), kann der Notch Signalweg in vivo
und in vitro inhibiert werden. Dies resultiert in vermehrte Differenzierung zu
sekretorischen Zellen, v.a. Becherzellen (Becherzellhyperplasie) (Milano et al.
2004). Neben der histologischen Sicherung der Becherzellhyperplasie, liefl3 sich
die verstarkte Funktionalitat der Becherzellen durch vermehrte Mukusproduktion
und erhéhte Becherzellmarker (bspw. Muc2) nachweisen (Wong et al. 2004).
Nach GSI Behandlung konnten weiterhin erhdhte Level von typischen Markern
fur Panethzellen (Mmp7, Sox9) und erhohte Konzentrationen von
Panethzellprodukte (Kryptidine, Lysozyme, Ephrine) nachgewiesen werden.
Histomorphologisch lie3en sich Zellen mit Paneth-typischen, jedoch veranderten
Merkmalen erkennen. Sie enthielten kleinere elektronendichte Granula und
zusatzliche Mukuseinschlusse. Die gesteigerte Funktion trotz veranderter
histologischer Merkmale der Panethzellen nach GSI Behandlung, lie® die
Vermutung zu, der Notch Signalweg ist in die Regulation der Differenzierung von
Panethzellen und deren Phanotyp involviert (van Es et al. 2005, VanDussen et
al. 2012).
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Die Aktivitat von Notch ist entlang des Gastrointestinaltrakts variabel (Vooijs et
al. 2011). Infolgedessen kann die Behandlung mit DBZ in den verschiedenen

Darmabschnitten unterschiedliche Auswirkungen haben.

Ob die vermehrte sekretorische Differenzierung durch DBZ in erhdhte
Bakterizidie resultiert, sollte in dieser Studie untersucht werden. Im CaCo2
Zellkulturmodell induzierte die Behandlung mit DBZ fur 48h der wt Zellen
verringertes bakterielles Wachstum im Gegensatz zur 24h Behandlung. Der
Effekt der DBZ Behandlung zeigte sich demnach nicht nur wie von Wong et al.
(2004) beschrieben Dosisabhangig, sondern auch abhangig von der

Inkubationszeit (vgl. 3.1.1).

Durch die DBZ Behandlung des Colo320 wt lasst sich in den gezeigten
Versuchen keine Bakterizidie induzieren (vgl. 3.1.2). Dies gibt einen Hinweis auf
die unterschiedlichen Auswirkungen der Modifikation durch Signalwege in den

Zelllinien abhangig von ihren Eigenschaften und Verhaltensweisen.

Die von Jeon (2015) mit DBZ behandelten Kontrollmause zeigten erneut die
bereits beschriebene Becherzellhyperplasie und das Auftreten von
panethzellahnlichen Zellen mit verandertem Granulat und enthaltendem Muc2.
Die sekretorische Transdifferenzierung im murinen Darmepithel durch DBZ
Behandlung wurde hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Funktion im 2.2.3.4
beschriebenen Bakterizitatsassay untersucht. Um lokoregionare Unterschiede
der Induktion entlang der Krypten-Zotten-Achse vergleichen zu kdnnen, wurde
das Epithel mittels der Weiser Methode unter histologischer Kontrolle disseziert
(vgl. 2.2.2.4 und Abb. 17). Die in Abb. 20 dargestellten Ergebnisse zeigten eine
erhohte Bakterizidie im Bereich der Zotten. Man erkannte weiterhin eine Tendenz
der Reduktion des bakteriellen Wachtsums im Bereich der basalen Krypten,
diese war jedoch nicht signifikant. Dies deutet auf erhdhte Bakterizidie durch DBZ
induzierte Differenzierung der Vorlauferzellen zu sekretorischen Zellen entlang
der Krypten-Zotten-Achse, zugehorig zu den Lokalisationen der Becher- und
Panethzellen, hin. Im Bereich der Zotten sind neben Enterozyten v.a.
Becherzellen vorzufinden. Die durch DBZ induzierte Bakterizidie konnte
demnach durch Becherzellen und deren Mukus bedingt sein. Ahmed et al. (2012)

beschreibt eine veranderte Mukuszusammensetzung nach Notch Inhibierung. So

61



konnte sich der Notch Signalweg neben der Differenzierung von Becherzellen
und deren Aktivitdt, regulativ auch auf die Funktonalitat hinsichtlich der
Bakterizidie auswirken. Die Tendenz der gesteigerten Bakterizidie durch DBZ in
den basalen Krypten gibt einen Hinweis auf die antimikrobielle Funktionalitat, der
vermehrt aufgetretenen panethzellahnlichen Zellen und erhdhter Konzentration
von Panethzellprodukten. Zur Bestatigung der bisher unzureichend signifikanten
Reduktion, mussten die Versuche mit erhdhter Probenzahl durchgefihrt werden.
Weiterhin sollte mittels PCR und Westernblot die ausreichende Notch Inhibierung
in den drei Fraktionen nachgewiesen werden, um den lokoregionaren

Auswirkungen der Notch Inhibierung zu vergleichen.

Die Weiser Methode lasst eine separierte Abtragung des Epithels entlang der
Krypten-Zotten-Achse zu (vgl. Abb. 17). Vor Dissektion der Fraktionen wurde der
Darm gereinigt, jedoch muss davon ausgegangen werden, dass Ruckstande des
Darminhaltes zurtckgeblieben sind. Diese Ruckstande konnen zum einen
kommensale und pathogene Keime enthalten, zum anderen Anteile von
Nahrungsmittel sein, die den Bakterizitatsassay beeinflussen kdénnten. In
Fraktion 1 befinden sich physiologisch Enterozyten und einige Becher- und
enteroendokrine Zellen. Allerdings sind im Epithel auch Immunzellen, bspw.
Lymphozyten, angesiedelt. AMPs werden, neben Panethzellen, auch durch
Abwehrzellen und Enterozyten gebildet und sezerniert (Jager et al. 2013) und im
Mukus gespeichert (Antoni et al. 2014). AMP vermittelte Bakterizidie kann in den
Fraktionen demnach auch ohne Anwesenheit von Panethzellen stattfinden. Auch
in Fraktion 2 und 3 kann von einer vollkommenen Reinheit der enthommenen
Proben nicht ausgegangen werden. Weiterhin ist nicht auszuschlief3en, dass bei
der Durchfiihrung der Weiser Methode es zur Degranulation bakterizider Zellen
und einer somit artifiziellen Anreicherung in einzelnen Fraktionen kam. Die
Anwesenheit dieser Abwehrzellen in den Fraktionen kann die Bakterizidie der
Probe beeinflussen. All diese akzidentellen Anteile der Fraktionen kdnnen die
Aussagekraft Uber die Paneth- und Becherzellfunktion einschranken. Die
Methode stellt jedoch eine experimentelle Basis dar, um physiologische,

lokoregionare Unterschiede entlang der Krypten-Zotten-Achse zu untersuchen.
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Die Ergebnisse der DBZ Behandlung in Zellkultur und murinem Darmepithel
weisen auf ein gewissen Potenzial pharmakologisch induzierbarer Bakterizidie

hin, abhangig von den Eigenschaften und der Differenzierung der Epithelzellen.

4.6 Die Rolle der Notch Inhibition als reverse Modulation bei Caspase8

Verlust

Gestorte Becher- und Panethzelldifferenzierung mit verminderter Produktion von
Mukus und AMPs sind ein Teil der Pathogenese von CEDs (Gersemann et al.
2009, Gersemann et al. 2012). Das in den Vorversuchen zu dieser Studie
etablierte ACasp8 Mausmodell zeigte das spontane Auftreten von Crohn-
ahnlichen, entzundlichen La&sionen, mit gestorter Differenzierung der
sekretorischen Zellen, verminderte Schleimproduktion, erhdhter Permeabilitat
des Epithels und vermehrter Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen
(z.B. TNF-a). Dies deutete auf eine Rolle der Caspase8 in der Pathogenese von
CEDs hin (Jeon et al. 2013). Der Verlust von Caspase8 ging mit einer
gesteigerten Aktivierung des Notch Signalweges einher. Nach ACasp8 zeigten
sich im Mausmodell in Abschnitten des Dunn- und Dickdarms erniedrigte mRNA
Expression von Math1 und erhdohte Expression von Hes1 (Jeon 2015). Eine
erhdhte Expression des NI/CD konnte in von Colitis ulcerosa betroffenen
Darmabschnitten mit resultierender Reduktion der Becherzellanzahl
nachgewiesen werden (Zheng et al. 2011). Kini et al. (2015) zeigte, dass der
Notch Signalweg unterschiedlich aktiv sein kann, abhangig von den Stadien der
Colitis ulcerosa. Die Interaktion von Notch und Caspase8 ist Teil eines
Netzwerkes aus Signalwegen in der Regulation des Darmepithels (Fang Yu et al.
2019).

Da sich die Aktivitat des Notch Signalweges bei Caspase8 Verlust erhoht zeigte,
wurde die Hypothese aufgestellt, dass Notch und Caspase8 als Gegenspieler an
der Regulation der Differenzierung der sekretorischen Zellen beteiligt sind. Zur
Untersuchung dieser Hypothese wurde Casp®™ mit DBZ behandelt und
hinsichtlich histomorphologischer und markerspezifischer Veranderungen
untersucht. Histologisch zeigte sich eine verstarkte Differenzierung
sekretorischen Zellen mit gesteigerter Bildung von Paneth- und Becherzell-
Vorlaufern. Casp82int zeigte weiterhin nach DBZ Behandlung erhdhte Marker fir
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Becher- und Panethzellen (Muc2, MMP7, Gif1) im Vergleich zu den
unbehandelten Tieren. Interessanterweise zeigte sich die Induktion der
Differenzierung der sekretorischen Zellen durch DBZ im Casp®™ v.a. im
terminalen lleum. Dies steht im Gegensatz zum wt, der diese Induktion in Anteilen
des gesamten Darmverlaufes =zeigte. Auch zeigten sie die Level der
Panethzellmarker nach DBZ Behandlung im Casp?nt starker erhoht als im wt. Die
Veranderungen durch ACasp8, die v.a. im terminalen lleum aufgetreten waren,
wurden durch Notch Inhibierung verringert, ohne signifikantes Ansprechen auf
den Rest des Darms. Die Level der Panethzellmarker nach DBZ Behandlung
zeigten sich im Casp?" starker erhoht als im wt. Weiterhin zeigte sich im
Vergleich zum wt im Casp?" nach DBZ Behandlung verminderte Expression pro-
inflammatorischer Zytokine (TNF-a). Die Casp®™ Versuchstiere nahmen nach
DBZ Behandlung an Gewicht zu und hatten eine bessere Uberlebensrate.
Kontrare Ergebnisse zeigten sich durch DBZ Behandlung der wt Tiere, die ein
verringertes Gewicht aufwiesen und eine erhdohte Mortalitat. Die DBZ
Behandlung ergab einen unterschiedlichen Effekt, abhangig von der
Anwesenheit von Capase8. Diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass

DBZ als reverser Modulator bei Caspase8 Verlust agieren kann.

Eine verringerte Expression von Math1 lieR sich auch in CaCo24Casp8
nachweisen. Die verstarkte Aktivierung von Notch ist demnach im
Zellkulturmodell mit CaCo022¢asP8 reproduzierbar. In der OD Messung zeigte sich
verstarkte Bakterizidie bei CaC022¢2*8 nach DBZ Behandlung im Vergleich ohne
Behandlung. Auch in CFUs zeigte sich eine nicht signifikante Reduktion
bakteriellen Wachstums nach DBZ Behandlung. Die Induktion von Bakterizidie
durch DBZ zeigte sich auch in den wt Kontrollzellen und es bestand kein
signifikanter Unterschied in der Starke der Reduktion zwischen wt und
CaCo24Casr8 Zellen. Im CaCo2 Zellkulturmodell Iasst sich demnach die Induktion
von Bakterizidie durch DBZ zeigen, jedoch unabhéngig von Caspase8. DBZ
induzierte im Colo320 Zellkulturmodell, einer Zelllinie mit Eigenschaften und
Verhaltensweisen von Kolonepithel, keine Bakterizidie, weder nach ACasp8 noch

im wt.

Die Abhangigkeit der Modulation zwischen DBZ und ACasp zeigte sich im

Mausmodell v.a. im terminalen lleum. CaCo2 Ubernimmt Eigenschaften und
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Verhaltensweisen von Dunndarm Epithel, jedoch bleibt die Zelllinie urspringlich
Kolon Epithel. Bezieht man die Ergebnisse des regionaren DBZ Effektes nach
ACasp8 im Mausmodell von Jeon (2015) auf die Ergebnisse der
Zellkulturmodelle, stimmt das fehlende Ansprechen hinsichtlich der Bakterizidie
durch DBZ nach Caspase8 Verlust im Kolon in beiden Studien tberein. Ob DBZ
auch im Zellkulturmodell bei ACasp8 eine vermehrte Bakterizide induziert, kdnnte
durch weitere Versuchsreihen mit Zellereihen aus Dunndarmepithel untersucht

werden.

Im Rahmen des Dissertationsverfahrens war eine Ausweitung des Mausmodells
mit erweiterter Tieranzahl und der Einbindung von ACasp8 Mausen mit und ohne

DBZ Behandlung nicht maoglich.

Abschlielend kann somit nicht endgultig geklart werden, inwieweit DBZ als
reverser Modulator bei Caspase8 Verlust in vivo fungiert. Die durchgefuhrten
Versuche geben jedoch einen ersten Hinweis auf die Funktionalitat der durch
DBZ Behandlung induzierten Bakterizidie, die wahrscheinlich unabhangig von

Caspase8 ist.

4.7 Inhibierung von Notch als therapeutischer Ansatz

Durch seine Rolle in der Regulation von Proliferation und Differenzierung und der
Entscheidung Uber das Zellschicksal, ist der Notch Signalweg in die Entstehung
von Neoplasien involviert (Fernandez-Majada et al. 2007). Je nach Tumorart
kann der Notch Signalweg als Tumorsuppressor oder pro-onkogen fungieren
(Ntziachristos et al. 2014). Zur Pathogenese solider Tumore, wie dem
kolorektalen Karzinom, tragen verstarkte Proliferation und verminderte Diffe-
renzierung bei (Fernandez-Majada et al. 2007). Die kolorektale Karzinom
entsteht multimodal und verschiedenen Signalwege, unter anderem Notch, sind
in seine Entstehung involviert (Farooqi et al. 2019). Eine verstarkte Aktivitat des
Notch Signalweges bedingt eine verstarkte Proliferation. Hes1, eines der
Zielgene von Notch, zeigte sich in kolorektalen Karzinomen haufig
uberexprimiert. Weiterhin lasst sich eine erhohte Expression von Notch-1, eines
der vier Rezeptorproteine des Notch Signalweges, nachweisen. Die vier

Rezeptorproteine (Notch-1 bis -4) haben unterschiedliche Affinitaten zu den
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Liganden, aktivieren jedoch alle den Notch Signalweg (Vinson et al. 2016). Die
erhohte Expression von Notch-1 korreliert mit dem Tumorgrading und der
Metastasierungsrate und somit mit dem Outcome flr die Patienten. Auch von
JAG2, ein Ligand des Notch Signalweges, liellen sich erhdhte Level in
kolorektalen Karzinomen nachweisen. Da die Rate der Erhdhung mit der
Metastasierungsrate korreliert, wird JAG2 als Prognosemarker gehandelt (He et
al. 2019). Auch die hoéhere Expression von Notch-3 und JAG1 sind mit einem
schlechteren Outcome assoziiert, da sie sich negativ auf Tumorgrading,

Infiltrationstiefe, Nodalstatus und Metastasierung auswirken (Rallis et al. 2019).

Auch in Mammakarzinomen wird eine abnorme Aktivitat des Notch Signalweges
beschrieben. Fur das Wachstum bendtigen Tumore eine ausreichende
Angiogenese, z.B, vermittelt Uber das VEGF-Rezeptorprotein (vaskulary
endothelia growth factor), welches ein weiteres Zielgen des Notch Signalweges
ist. Es liel3 sich eine erhdhte Expression von Notch-1 und Notch-4 (Kontomanolis
et al. 2018) in Mammakarzinomen nachweisen, wobei Notch-1 mit einem
schlechteren Outcome fir die Patienten korrelierte (Lai et al. 2018). Aber auch in
nicht-soliden Tumoren, beispielsweise der T-ALL zeigte sich eine abnorme
Aktivitat des Notch Signalweges. In ca. 60% der T-ALL findet sich eine Mutation
des Notch-1, wohingegen eine Mutation von Notch-3 ohne Konsequenz bleibt
(Gao et al. 2019). Die Inhibierung von Notch stellt einen zentralen Inhalt in der

antitumordsen Forschung dar.

In verschiedenen Studien wurde bereits der negative Effekt von GSI auf
Kontrollmause nachgewiesen. Die Inhibierung von Notch durch GSI bedingt die
Dysfunktion verschiedener Organe, beispielsweise des Thymus, der Nieren und
des Darms. Diese Dysfunktionen umschreiben v.a. Vorgange der Immunantwort.
Die unerwlinschten Effekte sind Dosisabhangig. Im Darm zeigte sich vermehrte
Becherzelldifferenzierung mit verstarkter Schleimproduktion. Die erhéhte
Schleimdichte im Lumen des Darms erzeugte Diarrhoen, die in reduziertem
Kdrpergewicht der Versuchstiere resultieren. Zusatzlich bedingt die Behandlung
mit GSI eine vermehrte Differenzierung der B-Zellen, zum Nachteil der T-Zellen
(Shih & Holland 2006, Wong et al. 2004).

66



In der Studie von Jeon (2018) zeigte sich interessanterweise, dass die
Behandlung mit DBZ bei ACasp8 sich positiv auf das Gewicht und die
Uberlebensrate auswirkten. Die DBZ behandelten ACasp8 Mause zeigten eine
verbesserte Abwehrfunktion des Darms mit niedrigerer Permeabilitat des
Epithels und vermehrter Differenzierung der Vorlauferzellen von Becher- und

Panethzellen.

Die Behandlung mit DBZ ist offensichtlich reich an Nebenwirkungen. Um diese
Nebenwirkungen zu vermindern, moglicherweise sogar zu umgehen, befinden
sich verschiedene andere Substanzen in der Entwicklung und es werden weitere
Ansatze der Inhibition gepruft. Eine vielversprechende Methode, um Notch zu
inhibieren, ist der Einsatz von monoklonalen Antikorpern gegen die

unterschiedlichen Rezeptorproteine und Liganden (Ntziachristos et al. 2014).

Die Behandlung mit GSI ist auch in Krankheitsbildern, fernab der Krebs- und
antientztindlichen Therapie, eine Option. So bewirkt die intraperitoneale Injektion
mit GSI im Mausmodell eine Umwandlung von wei3em zu braunem Fettgewebe
und reduziert Adipositas (Jiang et al. 2017). Im Zellkulturmodell zeigt die
Behandlung von Endometriosezellen mit GSI eine positive Auswirkung (Ramirez
Williams et al. 2019) und auch in der Alzheimer Therapie steht die Anwendung

von GSI weiterhin im Fokus (Cusulin et al. 2019).

Die Inhibierung von Notch kommt als Therapiemoglichkeit von chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen in der Zukunft prinzipielle in Frage. Ein
wichtiger Schritt zum Einsatz von Notch Inhibitoren ist die Reduktion der

Nebenwirkungen.

In verschiedenen Tumoren wurde bereits die unterschiedliche Bedeutung der
Rezeptorproteine von Notch hinsichtlich der Prognose und des Outcomes fur die
Patienten nachgewiesen. Auch in Bezug auf CEDs kénnte abnorme Aktivitat der
verschiedenen Rezeptorproteine eine unterschiedliche Rolle spielen. Notch kann
unterschiedliche Aktivitatslevel in den Phasen einer Erkrankung haben. Dies
wurde in entzundlichen Erkrankungen wie der Colitis Ulcerosa (Kini et al. 2015),
aber auch in malignen Erkrankungen wie dem Cervixkarzinom nachgewiesen

(He et al. 2019). Bevor es zum Einsatz eines Notch Inhibitor kommt, sollte das
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Aktivitatslevel von Notch und die Expression der einzelnen Rezeptorproteine und
Liganden individuell bestimmt werden. Dies kann einer Progredienz der
Erkrankung vorbeugen, falls Notch in diesem Fall als Tumorsuppressor fungiert
und kann weiterhin Anhalt fur die Prognose der Erkrankung geben. Weiterhin

konnte die Therapie individuell gestaltet werden.

Im Falle der CEDs konnte Notch Inhibierung individuell bei Caspase8 Verlust
eingesetzt werden. Zwar lasst sich nicht endgultig feststellen, ob DBZ als
reverser Modulator des Caspase8 Verlustes fungiert, jedoch zeigte sich ein
positiver Effekt der DBZ Behandlung von ACasp8 Versuchstiere. Da der Notch
Signalweg in einem Netzwerk aus Signalwegen fungiert (Jeon et al. 2018), stellt
die Inhibierung von Notch keine alleinige Therapie dar, sondern konnte als
zusatzliche Therapie, entweder als multitarget Therapie oder als additive
Therapie, eingesetzt werden. Nachgewiesen verstarkt die Behandlung mit GSI
bspw. die Photosensitivitat von Mamma- und Zervixkarzinomzellen (Peng et al.
2018).

Der Notch Signalweg und seine verschiedenen Rezeptorproteine kdnnten ein
mogliches Target in der antientzindlichen und antitumorésen Therapie
darstellen, v.a. hinsichtlich der personalisierten Medizin und sollten weiterhin

Inhalt der Forschung sein.
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5. Zusammenfassung

An der Regulation der Darmschleimhaut sind verschiedene Signalwege beteiligt
(bspw. Notch und Wnt). Dysbalancen der Signalwege sowie Regulatoren (z.B.
Caspase8) kdnnen die Zusammensetzung und Funktion des Epithels verandern

und pathologische Vorgange wie bspw. Enterocolitiden bedingen.

Ziel des Dissertationsverfahrens war es, die Funktionalitdt der sekretorischen
Transdifferenzierung durch Inhibierung des Notch Signalweges (durch DBZ
Behandlung) im Hinblick auf Bakterizidie zu untersuchen. Zur Messung der
Bakterizidie wurde im Maus- und Zellkulturmodell ein Bakterizitdtsassay
durchgefuhrt.

Zur Prufung der lokoregionaren Funktionalitat wurde zunachst die Weiser
Methode erfolgreich etabliert. Diese Methode lasst eine Separation des
Darmepithels entlang der Krypten-Zotten-Achse in Fraktionen (Zotten, apikale
Krypten, basale Krypten) zu. Die Charakterisierung der Fraktionen zeigte, dass
DBZ erhohte Bakterizidie im Zottenepithel induziert, ohne abschliellienden

Hinweis auf den zellularen Ursprung der induzierten Bakterizidie.

Im CaCo2 Zellkulturmodell konnte abhangig von der Inkubationsdauer mit DBZ
im wt und CaCo24¢asr8 dje Induktion von Bakterizidie gezeigt werden. In Colo320
anderte weder die DBZ noch der ACasp8 das bakterielle Wachstum. Die
Ergebnisse der Zellkultur zeigten eine mogliche Induktion von Bakterizidie durch
DBZ Behandlung, die jedoch eher abhangig von den Eigenschaften und der

Differenzierung der Enterozyten als von Caspase8 war.

Zusammenfassend zeigte die Studie, dass die Behandlung mit DBZ Bakterizidie
im Maus- und im Zellkulturmodell prinzipiell induzieren kann. Die sekretorische
Transdifferenzierung durch DBZ erhdéhte im Mausmodell das antimikrobielle
Potential. Weiterhin zeigte sich die Tendenz flr lokoregionare Unterschiede
entlang der Krypten-Zotten-Achse. Eine Anderung der DBZ abhangigen
Induktion von Bakterizidie nach Caspase8 Verlust lie3 sich jedoch im

Zellkulturmodell nicht reproduzieren.
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6. Summary

The regulation of the intestinal epithelia is controlled by several signal pathways
(f.e. Notch and Wnt), additional regulators include Caspase8. A disbalance can
affect the composition and performance of the epithelia and lead to different

pathologies such as intestinal infections.

This dissertation set out to analyse changes to the antibacterial functionality of
secretory differentiation after inhibition of the Notch Pathway by treatment with
DBZ. Antibacterial functionality was measured by performing an antibacterial

assay.

To analyse the antibacterial function after treatment with DBZ in murine intestine
the Weiser method was successfully applied, separating the epithelia in three
different compartments along the crypt-villus-axis (villi, apical crypts, basal
crypts). The study showed an increase in antibacterial functionality in the villi and
a difference between the compartments was found, though it gives no clear

answer to the cellular origin of the increase.

In CaCo2 DBZ treatment increases the antibacterial functionality in wt und
CaCo24Casp8 dependant on the treatment time. Colo320 showed no change to
bacterial growth after DBZ treatment or loss of Caspase8. The results show that
DBZ treatment of colonic enterocytes can induce antibacterial functionality,
dependant on the characteristics and behaviour of the cells, though not

dependant on Caspases8.

In summary, this study showed that DBZ treatment can induce bactericity in mice
and cellular culture with characteristics of small intestinal epithelia. The secretory
transdifferentiation in mice after DBZ treatment results in increased antimicrobial
function. The study showed regional differences of the antibacterial functionality
along the crypt-villus-axis, this finding needs to be confirmed in an extension to
the performed experiments. Changes to DBZ effect after ACasp8 in mice were
not shown in CaCo2. It appears that DBZ induced bactericity is dependent on the

characteristic and potential of the epithelia.
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