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Abkürzungsverzeichnis 

AA, AS   Aminosäuren     

ATP    Adenosintriphosphat 

CCL17    Chemokin Ligand 17, TARC  

CD     Crohn’s disease, Morbus Crohn  

CED     chronisch entzündliche Darmerkrankung, IBD  

DC     dendritische Zelle  

ECCO     European Crohn's and Colitis Organisation  

FACS    fluorescence-activated cell scanning, Durchflusszytometrie  

FoxP3     forkhead-box Protein 3, Transkriptionsfaktor 

Glu    Glutaminsäure  

GLUT4    Glukosetransporter Typ 4  

HGF     hepatocyte growth factor  

His    Histidin  

HIV    humane Immundefizienz-Virus 

IFNγ     Interferon γ  

IL     Interleukin  

Ma     Makrophage  

MHC I    major histocompatibility complex I  

MHC II    major histocompatibility complex II  

Mo     Monozyt  

moDCs    Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen  

NK     natürliche Killerzelle  

NK-T     natürliche Killer T-Zelle  

NOD Rezeptor   nucleotide-binding oligomerization domain Rezeptor  

NSG-Maus    NOD-scid IL2Rγ-chainnull-Maus  
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PBMC    periphere mononukleäre Zellen des Blutes 

PBS       phosphate buffered saline 

PC     Phosphatidylcholin  

PLA2    Phospholipase A2  

PRRs     Pattern Recognition Receptors 

SCCAI    simple clinical colitis activity index  

TAG       Triglycerid   

TARC     Thymusaktivitätsregulierte Zytokin 

TGFß    transforming growth factor ß 

TH0     naive T-Helferzelle  

TH1     T-Helferzelle Typ 1  

TH2     T-Helferzelle Typ 2  

TH22     T-Helferzelle Typ 22  

TH17     T-Helferzelle die IL-17 produziert  

TNFα     Tumornekrosefaktor α  

Treg     regulatorische T-Zellen  

TSLP     thymic stromal lymphopoietin  

TSLPR    Rezeptor für TSLP  

UC     Ulcerative colitis, Colitis ulcerosa  

qRT-PCR    quantitative real time Polymerasekettenreaktion 
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1. Einleitung 
 

1.1 Allgemeines zu Colitis ulcerosa  

 

Colitis ulcerosa (UC) gehört zu den chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (CED). Die 

Inzidenz an Kolitis zu erkranken, ist weltweit steigend (1). Meist sind junge Patienten  

betroffen, die bei Diagnosestellung zwischen 16 und 25 Jahre alt sind (2). Die Krankheit  ist 

durch Schübe aus wiederkehrenden Entzündungen des Dickdarms im Wechsel mit 

Remissionen gekennzeichnet (3). Die Patienten klagen oft über blutige Durchfälle, 

Bauchschmerzen, Gewichtsverlust und Ermüdung (4, 5). Morphologisch ist die UC durch 

multiple entzündliche Veränderungen, die sich in der Regel nur auf die Mukosa des Dickdarms 

beschränken gekennzeichnet (6). Die Krankheit verläuft chronisch und basiert in der Regel auf 

einer lebenslangen Therapie, was einen enormen Leidensdruck für die Patienten und eine 

Belastung für das gesamten Gesundheitssystems darstellt (7).  

 

1.2 Ätiologie und Pathogenese  

 

Sowohl die genaue Ursache als auch die genauen Abläufe der Entstehung von Colitis ulcerosa 

sind nicht eindeutig geklärt. Am Ehesten ist es eine Kombination aus genetischen, 

mikrobiotischen Faktoren und Umweltfaktoren, die zur dysregulierten Immunantwort führen 

(8). Der Darm ist ein wichtiger Bestandteil des menschlichen Immunsystems. Etwa 70 % aller 

Immunzellen befinden sich im Magen-Darmtrakt (9). Das gastrointestinale Immunsystem dient 

dazu, die Balance zwischen der Toleranz gegenüber Antigenen der physiologischen Darmflora 

einerseits und der Abwehr gegen pathogene Reize andererseits aufrechtzuhalten (10). Die 

Immunzellen des Darmepithels spielen dabei eine Schlüsselrolle. Das Epithel des Darms ist im 

ständigen Kontakt mit unterschiedlichen Antigenreizen und stellt eine physikalische Barriere 

zwischen dem intestinalen Mikrobiom und dem Lymphgewebe dar (11). Bei der UC kommt es 

zu einer Störung in der Barriere des intestinalen Epithels (12, 13). Es kommt zu einer erhöhten 

Permeabilität von Antigenen aus dem intestinalen Lumen, woraufhin vermehrt Immunzellen in 

der Lamina propria aktiviert werden (14). Durch weitere proinflammatorische Zytokine 

strömen neutrophile Granulozyten, Lymphozyten und Plasmazellen ein. Dieser ganze Prozess 

führt zu den typischen Gewebeschäden in Form von Kryptendestruktion, Abszessen und 

Ulzerationen (15, 16). Außerdem kommt es durch die Barrierestörung  zu Ionenverlusten, 

sodass mehr Wasser osmotisch in das Lumen entzogen wird, was die Durchfälle verursacht 

(17). Insgesamt ist der Pathomechanismus dahinter sehr komplex. Vereinfacht lassen sich 

dadurch die gestörte Immunabwehr auf Epithelebene und die veränderte Reaktionen der 

angeborenen und erworbenen Immunantwort erklären (18).  
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1.3 Immunologische Grundlagen 
 

1.3.1 Die angeborene Immunantwort 

 

Die erste Immunantwort des Darms gegen eingedrungene Pathogene läuft über das angeborene 

Immunsystem. Diese Abwehrreaktion erfolgt sofort und unmittelbar, ist aber unspezifisch. 

Darmepithelzellen, Monozyten (Mo), Makrophagen, dendritische Zellen (DC) und natürliche 

Killerzellen (NKT und NK) sind Teil der angeborenen Immunreaktion (19). DC und 

Makrophagen erkennen via Toll-like receptor (TLR) oder NOD-like receptor (NLR) die 

Antigene und binden diese (20). Dadurch wird der Transkriptionsfaktor NFκB aktiviert (21, 

22). Es kommt einerseits zur Ausschüttung der proinflammatorischen Zytokine (IL-6, IL-23, 

TNF) und anderseits zur Reifung der antigenpräsentierenden Zellen. Diese können die 

phagozytierten Antigene durch major histocompatibility complex-Moleküle (MHC Moleküle) 

an der T-Zelle präsentieren und aktivieren. Dann kann die intestinale Immunantwort weiter über 

das adaptive Immunsystem in Gang gesetzt werden (18, 23). 

 

Monozyten und Makrophagen spielen eine entscheidende Rolle im Entzündungsprozess. 

Monozyten stammen aus hämatopoetischen Stammzellen ab. Mit Hilfe von IL-8 und TGFβ 

gelangen sie aus dem Blut in das Gewebe. Hier differenzieren sie weiter, und es entstehen 

Gewebemakrophagen (24). Durch Phagozytose bekämpfen sie unterschiedliche Pathogene. 

Außerdem können sie über ihre Pattern Recognition Receptors (PRRs) weitere 

immunologische Reaktionen einleiten. Die Colitis ulcerosa könnte demnach auch durch 

unpassende Aktivierung von PRRs und die daraus folgenden Entzündung entstehen (25). Im 

menschlichen Körper werden allgemein drei Subtypen von Monozyten mit jeweils 

verschiedenen Funktionen beschrieben (26). Die klassischen Monozyten können durch die 

Expression von CCR2 ins Zielgewebe auswandern und zu tissue-resident Makrophagen 

differenzieren (25).  

Makrophagen üben ihre Aktivität auf verschiedene Arten aus. Sie können Zytokine freisetzten 

und dadurch ein entzündliches Milieu schaffen. Außerdem können sie bestimmte Signale 

vermitteln und lösen somit die Aktivierung von T-Zellen aus (27). Die Gewebe-Makrophagen 

der Lamina propria des Gastrointestinaltrakts können Pathogene phagozytieren, ohne eine 

weitere Immunreaktion auszulösen, was eine entscheidende Rolle bei der Homöostase im Darm 

darstellt (28). In diesem Gleichgewicht setzen sie TGFβ und IL-10 frei, um eine unregulierte 

Immunantwort zu verhindern (29). Inflammatorische Makrophagen werden nach ihrer 

Aktivierung in M1- und M2- Makrophagen unterschieden. Die Makrophagen vom M1-Typ 

wirken entzündlich, und in Kontrast dazu unterstützen Makrophagen vom M2-Typ die 

Wundheilungsprozesse (30). 

 

Dendritische Zellen sind antigenpräsentierende Zellen in der Darmschleimhaut (31), wie auch 

in anderen Geweben des Körpers. Durch die Produktion von TGFβ tragen sie zur 

Differenzierung der TH0-Zellen zu regulatorischen T-Zellen bei (32). Werden die dendritischen 

Zellen zu stark stimuliert, kommt es zu einer Differenzierung der Effektorzellen und zu einer 

Vernachlässigung der regulatorischen T-Zellen. Es entsteht eine Immunantwort, die sich gegen 

die darmeigene Mikroflora oder gegen eigene Proteine richtet; man spricht dann von einem 

Toleranzverlust. Entsprechend dazu führt der Rückgang der T-regulatorischen Zellen in Colitis 

ulcerosa zu einem Verlust der peripheren Toleranz (18). 

CD1a exprimierende Zellen haben die Fähigkeit, Lipidantigene an inaktive T-Zellen zu 

präsentieren. Dadurch werden die T-Zellen aktiviert und es kommt zur Freisetzung von IL-22, 

IL-13 und IFNγ. Diese T-Zellen werden als Th22-Zellen identifiziert.  
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CD1a ist ein Oberflächenglykoprotein und ähnelt in der Struktur MHC I. Als Marker für 

epidermale dendritische Zellen und Langerhans Zellen ist CD1a schon seit Längerem bekannt. 

CD1a erkennende T-Zellen gehören zum normalen aβ T-Zell-Repertoire und präsentieren einen 

Anteil von 0,02-0,4% im Körper eines gesunden Menschen (33). CD1a+ Zellen gehören also 

zum Abwehrmechanismus gegen Fremdpathogene, können aber gleichzeitig Eigenlipide wie 

Phosphatidylcholin (PC) oder Triglycerid (TAG) präsentieren, um autoreaktive T-Zellen zu 

aktivieren (33-36). Bei einer Entzündungsreaktion kann die Versorgung mit Fettsäureliganden 

durch Phospholipase A2 (PLA2) erfolgen. PLA2 setzt Fettsäuren aus Phospholipiden frei und 

kann somit die Entzündungsreaktion über CD1a verstärken. So können zum Beispiel Bienen-

und Wespengifte die CD1a+ Zellen durch PLA2 aktivieren (37).  Neuere Erkenntnisse legen 

nahe, dass das CD1a auf Langerhans-Zellen eine Entzündungsreaktion im Rahmen einer 

Kontaktdermatitis vermittelt, in dem die Freisetzung von IL-17 und IL-22 aus αß-CD4 + T-

Zellen induziert wird (38). Darüber hinaus wurde eine CD1a-Expression auch in Monozyten-

abgeleiteten dendritischen Zellen (moDCs) des Darms gefunden (39). Die moDCs sind durch 

die Expression von Interleukin 12 (IL-12) gekennzeichnet (40). Dies stützt die Idee eines 

proinflammatorischen Effekts von CD1a-exprimierenden Makrophagen (40-42). 

 
 

1.3.2 Die adaptive Immunantwort 

 

Die adaptive Immunreaktion ist zwar langsamer als die angeborene Immunantwort, hat aber im 

Gegensatz dazu einen hochspezifischen Ablauf. Als Hauptmitglieder haben sich die T- und B-

Zellen etabliert. Die T-Zellen werden unterteilt in CD8+ zytotoxische T-Zellen und CD4+ T-

Helferzellen. CD4+ Zellen vermitteln zwischen B- und T-Zellen. Antigenpräsentierende Zellen 

wie DC aktivieren über die spezifische Bindung des mit Antigen beladenen MHC II-Moleküls 

an den T-Zell-Rezeptor die naiven CD4+ TH0-Zellen. Sie differenzieren dann ja nach 

Zytokinmilieu zu TH1, TH2, TH17 oder regulatorischen T-Zellen (43). T-Zellen spielen eine 

wichtige Rolle bei der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und fungieren 

ebenfalls als Immunregulatoren (44). 

 

TH1 Zellen sind für die Elimination von intrazellulären Pathogenen zuständig (45). Sie 

zeichnen sich durch die Produktion von IFNγ und IL-2 aus (46). 

TH2 Zellen sind für die allergischen Reaktionen und den Schutz vor Parasiten 

verantwortlich (45). Durch die  Produktion von IL-4, IL-5, IL-13 und IL-10 erfüllen TH2 

Zellen ihre Aufgabe (47). 

TH17-Zellen sind für die Immunantwort auf extrazelluläre Bakterien und Pilze 

verantwortlich. Sie produzieren IL-17, IL-17F und IL-22 (48). 

Regulatorische T-Zellen sezernieren anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 und TGFβ, 

die Effektor T-Zellen inhibieren (49). Sie  regulieren die Immunreaktion  und wirken gegen 

das Entstehen von immunbedingten Entzündungen (50). 

Colitis ulcerosa zeichnet sich durch eine TH2-Inflammation und die Freisetzung von IL-4, IL-

5 und IL-13 aus (51, 52). Dadurch kommt es zur Barrieredysfunktion, Fibrose und epithelialer 

Hyperplasie (53). Außerdem konnte man vermehrt TH17 Zellen bei UC-Patienten feststellen. 

Diese haben einen proinflammatorischen Effekt und spielen eine wichtige Rolle bei 

Autoimmunerkrankungen (54, 55). 
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1.3.3 Zytokine und Chemokine 

 

Als Regulatoren tragen die Zytokine und Chemokine zur Steuerung des Immunsystems bei. Sie 

sind spezifische Signalbotenstoffe und dienen der Kommunikation zwischen verschiedenen 

Immunzellen. Zytokine können sowohl pro-inflammatorische als auch anti-inflammatorische 

Wirkungen haben (56). Chemokine sind eine Gruppe von Zytokinen, deren Hauptaufgabe darin 

besteht, die Effektorzellen an den Entzündungsort anzulocken (57). 

 

TGFβ (Transforming Growth Factor Beta) ist ein Wachstumsfaktor, der von dendritischen 

Zellen, B- und T-Lymphozyten sowie Makrophagen produziert wird. TGFβ reguliert die 

Proliferation und Differenzierung von diesen Zellen (58). Außerdem spielt der Faktor eine 

wichtige Rolle bei der Kontrolle der Autoimmunität. Über Foxp3 werden die regulatorische T-

Zellen durch TGF induziert, um so die Homöostase aufrechtzuerhalten (59). 

 

TARC (Thymusaktivitätsreguliertes Zytokin) oder auch CCL17 ist ein Chemokin, das von den 

dendritischen Zellen des Thymus, den Endothelzellen und den Fibroblasten sezerniert wird 

(60). Durch das TARC werden die T-Zellen in den Thymus angelockt, um ihre weitere 

Entwicklung zu regulieren (61). Die Expression von TARC im Darm ist dabei 20-fach erhöht 

bei Patienten mit aktiver UC im Vergleich zu gesunden Kontrollen (62). In vivo Versuchen kam 

es durch CCL17 zu einer Aktivierung von TH1 und TH17 Zellen sowie zu einer Bildung von 

inflammatorischen Zytokinen. Im Gegensatz dazu wurden die regulatorischen T-Zellen 

dadurch unterdrückt. Außerdem zeigten sich bei fehlender CCL17 Sekretion keine Kolitis-

Symptome (63). 

 

HGF (Hepatocyte Growth Factor) ist ein Wachstumsfaktor und wird hauptsächlich von 

mesenchymalen Stammzellen produziert (64). Er führt zur Proliferation der Epithelzellen und 

reguliert viele Wundheilungsprozesse (65, 66). In in vivo Versuchen wirkte die Therapie mit 

HGF anti-inflammatorisch gegen Kolitis, sodass es zu einer Besserung der Beschwerden kam 

(67).Vergleichend dazu konnte sich dieser positive Effekt auch histologisch bestätigen (68). 

 

TNFα (Der Tumornekrosefaktor-α) wird von den Makrophagen sezerniert (69). TNFα-Werte 

zeigen sich bei UC-Patienten erhöht, was eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Colitis 

spielt. Dadurch wird die epitheliale Barriere geschädigt und es kommt zu einer erhöhten 

Durchlässigkeit des Epithels. Außerdem führt TNFα weiterhin zur Freisetzung von 

Metalloproteinasen und somit zu Gewebeveränderungen (70). Der monoklonale anti-TNFα-

Antikörper Infliximab wurde als wirksame Therapie bei UC entwickelt (71). 

 

TSLP (Thymic stromal lymphopoietin) wird von intestinalen Epithelzellen sezerniert (72) 

Durch seinen Rezeptor TSLPR wirkt TSLP auf unterschiedliche Immunzellen und unterstützt 

die Differenzierung naiver CD4+ T-Zellen zu TH2-Zellen (73, 74). Weiterhin werden 

Eosinophile, Mastzellen und B-Zellen aktiviert, sodass dem TSPL eine Rolle bei allergischen 

Reaktionen zugeschrieben wurde (75). Genauso ist TSPL wichtig für die Aufrechterhaltung der 

Homöostase, und es hat ebenfalls einen antiinflammatorischen Effekt (76). So induziert TSLP 

die Differenzierung von M2 Monozyten und Fibrozyten (77-79). 

 

1.4 Die metabolischen Aspekte der Inflammation  

 

Eine Entzündungsreaktion ist ein Prozess mit einem sehr hohen Energiebedarf. Aktivierung 

und Proliferation von Immunzellen benötigen reichlich Energie. Die Glykolyse und die 

Oxidation von Lipiden und Aminosäuren sind die Hauptquellen der Energieversorgung von 

Immunzellen. Im Zustand der Homöostase, wo die Hauptaufgabe von Immunzellen die 

Aufrechterhaltung der Toleranz ist, dient der Lipidstoffwechsel als bevorzugte Quelle der 
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Energiegewinnung. Die Lipidoxidation ist der effizienteste, aber auch der langsamste Weg zur 

Energiegewinnung der meisten Zellen (80). Im Gegensatz dazu ist die Glykose ein 

metabolischer Pfad, der als Endprodukt rasch zwei ATP Moleküle und zwei Pyruvat Moleküle 

entstehen lässt (81). Zudem liefert die Glykolyse Bausteine für die Aminosäure- und DNS 

Synthese. Deswegen basiert die Energieversorgung von aktivierten T-Zellen hauptsächlich auf 

der Glykolyse, die die sofortige Aktivierung, Proliferation und Differenzierung von 

Immunzellen sowie ihre Wanderung zu Entzündungsherden und die Expression von Zytokinen 

ermöglicht (82). 

 

1.5 Das Tiermodell der vorliegenden Studien 
 

In diesem Mausmodell wurden non-obese diabetic-severe combined immunodeficiency 

interleukin-2Rnull (NOD-scid IL2Rnull, NSG) Mäuse benutzt (83). Das Fehlen von IL-2 R 

chain hemmt die NK-Zellentwicklung und stört die angeborene Immunität. NSG Mäuse sind 

durch einen Mangel an B- und T-Lymphozyten, niedrige Zahl an NK-Zellen mit zytotoxischer 

Aktivität und unreife Makrophagen gekennzeichnet. Deswegen können sie keine eigene 

Immunität aufbauen und eignen sich gut dazu, menschliche Immunzellen anzunehmen und zu 

vermehren (84, 85). Diese Mäuse haben wir in unseren Experimenten mit mononukleären 

Zellen des humanen peripheren Bluts (PBMCs) von UC-Patienten rekonstituiert (NSG-UC).  

 

Typische Symptome der Colitis ulcerosa werden durch eine rektale Applikation von Ethanol 

induziert und können mit Hilfe eines klinischen Scores der Mäuse gemessen werden. Die 

pathologischen Veränderungen des Kolons und der Kolonarchitektur wie Ödeme, 

Kryptabszesse oder Verlust der Krypten, können sowohl makroskopisch als auch histologisch 

bewertet werden. Ein wichtiger Aspekt dieses Mausmodells ist, dass die Entwicklung von 

pathologischen Veränderungen von der Krankheitsaktivität des Spenders abhängig ist. Je höher 

der klinische Aktivitätsscore der Spender (simple clinical colitis activity index; SCCAI) war, 

desto größer war die pathologische Ausprägung in den Mäusen (83). In unserem Mausmodell 

konnten CD1a exprimierende Makrophagen und Monozyten als biologische Marker für die 

Inflammation identifiziert werden. Außerdem zeigte sich im Rahmen der Inflammation ein 

Anstieg der Expression von TARC, HGF und TGF im distalen Abschnitt des Darms (83, 86)
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2.  Fragestellung und Zielsetzung der vorliegenden Forschungsarbeiten 
 

Die Entwicklung biologischer Wirkstoffe wie anti-TNFα-Antikörper (Infliximab, Adalimumab 

und Certolizumab), und des anti-Integrin-α4β7-Antikörpers Vedolizumab hat zu einer 

wesentlichen Verbesserung der Therapie von Colitis ulcerosa beigetragen. Dennoch ist der 

medizinische Bedarf an neuen Therapeutika nach wie vor hoch, da viele UC-Patienten nur 

unzureichend auf diese Medikamente ansprechen, oder mit den Jahren eine sekundäre Resistenz 

entwickeln. Mögliche neue therapeutische Interventionspunkte können durch das bessere 

Verstehen der immunologischen Prozesse identifiziert werden. 
 

Um die immunologischen Abläufe und die Funktion von beteiligten Zellen besser zu verstehen, 

haben wir in vorgegangenen Versuchen eine Immunprofilierung von UC-Patienten angestrebt. 

Mittels eines Panels bestehend aus Subtypen von Monozyten, Makrophagen, T-Zellen, B-

Zellen, NK-Zellen, NKT-Zellen und unterschiedlichen Zytokinen wurden die PBMCs von 

Nicht-UC-Spendern mit PBMCs von UC-Patienten verglichen (87). Wir haben so zwei 

entzündlichen Zuständen identifiziert: 

• Ein 'akuter' Zustand (aktive Form von Kolitis) ist durch CD11b+TSLPR+ -

Makrophagen, CD14 + CD64+ und CCR2+ -Monozyten, HGF und TARC 

charakterisiert.  

• Ein Umbau 'Remodeling' Zustand (Remissionsform von Kolitis), der durch 

CD14+TSLPR + -Monozyten, NK-T-Zellen, TGFß1 gekennzeichnet ist 

 

TARC und TGFß1 können als biologische Marker genutzt werden, um zwischen diesen beiden 

Bedingungen zu differenzieren (87). Weiterhin wurden CD1a+CD11b+ Makrophagen und 

CD1a+CD14+ Monozyten als biologische Marker identifiziert, welche ein großes Potential 

haben, um zwischen UC-Patienten und nicht-UC-Personen zu unterscheiden. Auch waren diese 

beiden Zellpopulationen in Dickdarmproben von UC-Patienten im Vergleich zu Nicht-UC-

Spendern erhöht. Auch im NSG-UC-Mausmodell wurden die beiden Zelltypen als 

Entzündungsmarker identifiziert (83, 87). Im NSG-UC-Modell korrelierten beide Zelltypen mit 

dem klinischen Aktivitäts-Score (88). Dies deutet darauf hin, dass CD1a+ Monozyten und 

CD1a+ Makrophagen eine proinflammatorische Immunantwort auslösen könnten. 

 

Monozyten und Makrophagen erfüllen ihre Funktion unter anderem durch die Freisetzung von 

Zytokinen und durch T-Zellen, die sie aktivieren. Das gastrointestinale Immunsystem basiert 

auf den Zustrom von Monozyten aus dem Blut in die Schleimhaut. Hier entwickeln sich die 

meisten Monozyten zu Makrophagen. In Abhängigkeit vom Entzündungsmilieu können 

Monozyten aber auch als antigenpräsentierten Zellen fungieren und weitere immunologische 

Reaktionen einleiten oder sich zu Fibrozyten entwickeln (78, 89). Auch Makrophagen 

unterstützen die Schleimhautepithelzellen im Darm mit unterschiedlichen Funktionen, welche 

von der Beteiligung in Heilungs- und Modulationsprozessen bis zum Auslösen einer 

Entzündungsreaktion reichen (90). Die hohe Volatilität dieser Prozesse erlaubt es nicht durch 

das bloße Erkennen von CD1a auf Monozyten und Makrophagen und deren Korrelation mit der 

Krankheit auf eine pathologische Funktion  zu schließen (88). In der vorliegenden Arbeit war 

es ein Ziel, die Rolle von CD1a exprimierenden Monozyten und Makrophagen in vitro und in 

vivo im NSG-UC Mausmodell zu untersuchen und herauszufinden, ob CD1a einen möglichen 

therapeutischer Interventionspunkt darstellt. 

 

Ein weiterer möglicher therapeutischer Interventionspunkt bietet der Metabolismus.  Die 

Entzündung ist ein Prozess, welcher umgehend ausreichende Energie zur Aktivierung und 

Proliferation von Immunzellen benötigt. Die Glukose ist die Hauptenergiequelle für die 

aktivierten Immunzellen.  
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So ist die Glykolyse bei Colitis ulcerosa (UC) und Morbus Crohn (CD) der bevorzugte 

Stoffwechselweg zur Energiegewinnung. Dies lässt sich im Stoffwechselprofil von Patienten 

im Vergleich zu nicht Erkrankten nachvollziehen. Hier wurden bei UC- und CD-Patienten 

erhöhte Laktatspiegel gefunden. (91, 92). In diesem Zusammenhang waren auch die 

Aminosäure (AS)- Spiegel bei den Patienten entweder erhöht (Glutaminsäure, Glu) oder 

erniedrigt (Histidin, His) (93). Daher könnte die gezielte Intervention in den Stoffwechsel einen 

neuen therapeutischen Ansatz für UC oder CD eröffnen und von Interesse für die Behandlung 

von chronisch entzündlichen Erkrankungen sein (94). Dieser Ansatz wurde bereits bei 

Tumorzellen erforscht, die ähnlich wie Immunzellen einen großen Energiebedarf haben (95). 

Da die Glukoseaufnahme der entscheidende Schritt zur Kontrolle der Glykolyse ist, könnte die 

Hemmung von Glukosetransportern (GLUTs) einen vielversprechenden therapeutischen 

Ansatz bieten. 
 

Ritonavir wurde ursprünglich als Inhibitor des humanen Immundefizienz-Virus (HIV)-Protease 

entwickelt. Als Nebenwirkung hemmt Ritonavir zufälligerweise ebenfalls die 

Glukosetransporter Typ 1 und 4 (GLUT1, GLUT4), was folglich zu einem Abfall der Glykolyse 

führt (96-98). In vitro und in vivo Versuche haben bereits gezeigt, dass Ritonavir allein und in 

Kombination mit Metformin zu einer Hemmung der Proliferation multipler Myelom- und 

chronischer lymphatischer Leukämiezellen, welche beide einen abnormalen 

Glucosestoffwechsel aufweisen, führt (99, 100). Dieses positive Ergebnis führte zu der ersten 

klinischen Studie und damit zum Testen von Metforminhydrochlorid und Ritonavir bei 

Patienten mit rezidivierendem oder refraktärem multiplen Myelom oder chronischer 

lymphatischer Leukämie (101). In diesem Zusammenhang bietet sich eventuell eine 

Möglichkeit, durch Ritonavir in den Stoffwechsel der Inflammation einzugreifen. 
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3. Originalarbeiten der Kumulativen Dissertation 
 

3.1 CD1a-exprimierende Monozyten als Entzündungsmediatoren bei Colitis Ulcerosa 

 

In dieser Studie war es das Ziel, die Rolle von CD1a-exprimierenden Monozyten und 

Makrophagen in vitro und in vivo im NSG-UC Mausmodell zu untersuchen. Da 

Phosphatidylcholin (PC) als Ligand von CD1a identifiziert wurde, wurde der Effekt von PC auf 

den Monozyten und Makrophagen und ihre Funktion in vitro analysiert. Hierfür wurde 

besonders die Aktivierung von Monozyten, Makrophagen, T-Zellen, TH-Untergruppen sowie 

regulatorischen T-Zellen (Treg) genauer betrachtet. Die Inkubation von mononukleären Zellen 

des peripheren Blutes (PBMCs) mit PC führte zu einem Anstieg des Anteils von CD14+CD1a+ 

Monozyten auf Kosten von TSLPR-exprimierenden Monozyten. Dazu kam es zur Abnahme 

der Frequenz von den Tregs, was auf einen pathologischen Phänotyp von CD1a-

exprimierenden Monozyten hindeutet. Zusätzlich induzierte PC die Aktivierung von CD4+ T-

Zellen über CD1a und führte zu einer vermehrten Ausschüttung von IFN und IL-17. Dieses 

Expressionsmuster von CD1a-exprimierenden Monozyten wurde durch ex vivo Analyse 

bestätigt. Bei UC-Patienten war die Co-Expression von TSLPR im Vergleich zu nicht 

erkrankten Personen verringert.  Da auch Triglycerid (TAG) und Cholesterin natürliche 

Liganden von CD1a sind, wurde die Korrelation zwischen TAG- und Cholesterinspiegeln mit 

CD14+ CD1a+ Monozyten im NSG-UC-Mausmodell analysiert. Beide Lipide wiesen eine 

positive Korrelation mit CD14+ CD1a+ Monozyten auf. Da diese Ergebnisse auf eine pro-

inflammatorische Funktion von CD1a hinwiesen, wurde im NSG-UC Mausmodell die Wirkung 

von anti-CD1a Antikörpern getestet. Endpunkte zur Bestimmung der Wirksamkeit von anti-

CD1a Antikörpern waren der klinische Aktivitätsscore und der histologische Score sowie 

Expressionsspeigel von TGFß, TARC, HGF und IFN im Darm. Um den Wirkmechanismus zu 

beschreiben, wurden zusätzlich die Frequenzen der CD1a exprimierenden Monozyten in der 

Milz bestimmt.  Die Mäuse profitierten von der Behandlung, wie durch die Verminderung der 

Scores und des HGF Spiegels gezeigt werden konnte. Durch die Behandlung mit anti-CD1a-

Antikörpern nahm die Frequenz von CD14+ CD1a+ Monozyten ab. Im Gegensatz dazu stieg 

der Anteil an TSLPR-exprimierenden Monozyten und Makrophagen sowie die mRNA-

Expression-Level von TGFß1 und TARC in distalen Teilen des Dickdarms. Das Ganze deutet 

daraufhin, dass die Behandlung mit anti-CD1a-Antikörpern eine akute Entzündung unterdrückt 

und die Remodellierung beziehungsweise den Umbau des Dickdarms begünstigt.  

 

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, wie stark die Stoffwechsel- und Entzündungswege 

miteinander verbunden sind und welchen Einfluss der Fettstoffwechsel auf die Differenzierung 

von Monozyten haben kann. Insgesamt werden die CD1a-exprimierende Monozyten als 

Vermittler der Entzündung bei Colitis ulcerosa und TSLPR als Gegenspieler dabei identifiziert. 

 

Mein Beitrag zu dieser Publikation umfasst die ausführliche Literaturrecherche, Befragung der 

Patienten, Probenentnahmen, Durchführung aller in vivo und in vitro Versuche sowie die 

Aufbereitung und statistische Analyse der Ergebnisse. Außerdem habe ich zu der Erstellung 

von Abbildungen, kritische Revisionen und zum Schreiben des Manuskripts beigetragen. 
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Ziel I:  

Untersuchung der Funktion von CD1a exprimierenden Monozyten sowie des metabolischen 

Effektes von Phosphatidylcholine (PC) auf die Immunzellen bei Colitis ulcerosa in vitro.  
 

• Hypothese 1: PC fördert die Differenzierung und Proliferation von CD1a-

exprimierenden Monozyten 

 

Methode: PBMC aus gesunden Spendern und UC-Patienten wurden isoliert und 

durchflusszytometrisch analysiert.   

 

• Hypothese 2: PC aktiviert CD1a exprimierende Monozyten, die ihrerseits T Zellen 

aktivieren 

 

Methode: Dazu wurden isolierte PBMC von UC-Patienten und Nicht-UC-Spendern mit 

und ohne PC in einer Zellkultur inkubiert und eine vergleichende fluorescence-activated 

cell sorting (FACS)-Analyse durchgeführt. Zytokin Spiegel wurden durch intrazelluläre 

Durchflusszytometrie bestimmt. 

   

• Hypothese 3: Die Aktivierung von T Zellen durch PC kann durch anti-CD1a Antikörper 

unterdrückt werden 

 

Methode: Dazu wurden isolierte PBMC, die mit PC stimuliert wurden, mit und ohne 

anti-CD1a Antikörpern in einer Zellkultur inkubiert und eine vergleichende FACS-

Analyse durchgeführt. 

  

 

Ziel II:  

Identifizierung weitere Expressionsmuster der Immunzellen, die Rückschlüsse auf die Rolle 

von CD1+Monozyten bei UC erlauben.  

 

• Hypothese 4:  CD1a exprimierende Monozyten tragen zum Entzündungsprozess bei 

Colitis ulcerosa bei. 

 

Methode: Vergleich der FACS-Analyse der peripheren mononukleären Zellen des 

Blutes (PBMC) von UC-Patienten und einer gesunden Vergleichspopulation bezüglich 

der Expression von CCR2, CD86, TSLPR und CD1a. 

 

 

Ziel III:   

Analyse der CD1a exprimierenden Zellen und die Korrelation mit Serumspiegeln von TAG und 

Cholesterin im NSG-UC Mausmodell. 

 

• Hypothese 5: TAG und Cholesterin sind als Liganden der CD1a exprimierenden Zellen 

beschrieben. Diese wurden ebenfalls bei chronischen Krankheiten als erhöht 

identifiziert (102). Nach rektaler Applikation von 50 % Ethanol sind die CD1a-

exprimierenden Zellen im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle erhöht. 

Vergleichend damit sollten die TAG und das Cholesterin in der behandelten Gruppe 

erhöht sein.  

 

Methode: Vergleich der Spiegel von TAG und Cholesterin im Serum der 

unbehandelten Kontrollgruppe und der Ethanolgruppe. Bestimmung der Frequenz von 

CD1a- exprimierenden Monozyten, die aus der Milz isoliert wurden. 
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Ziel IV:  

Validierung der in vitro generierten Ergebnisse im NSG-Mausmodell durch die i.p. Gabe von 

anti-CD1a Antikörper nach der rektalen Applikation von 50 % Ethanol.  

 

• Hypothese 6: Die rektale Applikation von 50 % Ethanol und anti-CD1a Antikörper i.p. 

führten zu einer veränderten klinischen Aktivität im Vergleich zu der Kontrollgruppe. 

 

Methode: Vergleich der klinischen, makroskopischen und histologischen Scores der 

unterschiedlichen Gruppen im NSG-UC Mausmodell: 

  I. 50 % Ethanol + anti-CD1a Antikörper  

  II.  50 % Ethanol + Isotype 

  III. Unbehandelte Kontrollgruppe 

 

• Hypothese 7: Die Applikation von anti-CD1a Antikörper zieht einen 

antiinflammatorischen Effekt auf zellulärer Ebene in der NSG-Maus mit sich.  

 

Methode: Vergleichende FACS-Analyse im Hinblick auf die T-Zellen, der 

regulatorischen T-Zellen, der Monozyten und Makrophagen aus der Milz und des 

Darms der unterschiedlichen Gruppen. 

 

 

• Hypothese 8: Durch die Gabe von anti-CD1a Antikörper wird auch das Profil der 

Zytokine zu Gunsten der Wundheilung beeinflusst.  

 

Methode: Untersuchung der Expression pro- und anti-inflammatorischer Zytokine 

mittels qRT-PCR aus dem Darm der behandelten NSG-Mäuse. 

 

 

 

3.2 Targeting Colitis ulcerosa durch Unterdrückung der Glukoseaufnahme mit  

 Ritonavir 

 

Die Erhöhung des Cholesterinspiegels in Patienten mit chronisch entzündlichen 

Darmerkrankungen und in NSG-UC Mausmodell deuten auf einen metabolischen Effekt der 

Entzündung hin.  Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Beeinflussung des 

Metabolismus einen therapeutischen Interventionspunkt darstellt, und ob Ritonavir durch die 

Hemmung der Glykolyse einen Effekt auf den Entzündungsprozess hat. 

Im ersten Schritt wurde die Wirkung von Ritonavir auf CD4+ T-Zellen in vitro analysiert.  Die 

mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) von UC-Pateinten wurden mit anti-CD3 

stimuliert, was zu Aktivierung und Frequenzzunahme unterschiedlicher Subtypen von CD4+ 

T-Zellen führte. Nach anschließender Inkubation mit Ritonavir beobachtete man eine Abnahme 

der Frequenz von CD4 + T-Zellen auf das Ausgangslevel. Dies deutet daraufhin, dass Ritonavir 

eine Hemmung der Aktivierung von CD4+ T-Zellen bewirkt. 

Im zweiten Schritt wurden NSG-UC-Mäuse, nach rektaler Applikation mit Ethanol, mit 

Ritonavir behandelt. Die Therapiewirksamkeit konnte anhand des klinischen und 

histologischen Scores und der Frequenz von humanen Immunzellen, die aus der Milz und dem 

Kolon der Mäuse isoliert wurden, gewertet werden.  
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Da die Aminosäuren (AS) als potentielle Marker für UC und CD vorbeschrieben sind, haben 

wir im Rahmen des Versuchs die AS-Spiegel im Serum von NSG-UC-Mäusen bestimmt Im 

Vergleich zur Kontrollgruppe waren die Glutaminsäure und die Asparaginsäure in der Ethanol-

Gruppe signifikant erhöht.  Außerdem zeigten beide Aminosäuren eine positive Korrelation mit 

dem klinischen- und histologischen Score, sowie mit den aktivierten Immunzellen in der Milz 

der Mäuse. Die Glutaminsäure und die Asparaginsäure wurden als potenzielle Biomarker für 

Entzündungen im NSG-UC-Mausmodell identifiziert. 

 

Durch die Behandlung mit Ritonavir zeigten die Mäuse bzw. Därme einen verringerten 

klinischen, makroskopischen und histologischen Score. Außerdem führte die Behandlung mit 

Ritonavir zur Abnahme der in der Milz vorhandenen naiven CD4+T-Zellen, M2 Monozyten 

(CD14+CD163+) auf ihre Normallevel. Auf CD1a-exprimierende Monozyten zeigte Ritonavir 

keinen Effekt. Auch der erhöhte Spiegel von Glutaminsäure und Asparaginsäure durch die 

Behandlung mit Ethanol normalisierte sich nach der Behandlung mit Ritonavir. Die Ergebnisse 

deuteten darauf hin, dass Ritonavir ein ansprechendes Therapeutikum für UC sein kann und 

Glutaminsäure und Asparaginsäure als Biomarker für UC fungieren können. In weiteren 

Versuchen müsste jedoch der genaue Wirkmechanismus weiter geklärt werden. 

 

Mein Beitrag zu dieser Publikation umfasst die Probenentnahmen, Durchführung von in vitro 

Versuchen und Assistenz bei den in vivo Versuchen. Außerdem nahm ich an der Korrektur und 

Literaturdurchsicht der Endfassung der Publikation teil. 

 

Ziel I:   

Verständnis der in vitro Wirkung von Ritonavir auf T-Zellen bei Colitis ulcerosa.  

 

• Hypothese 1: Die Glykolyse ist die Hauptenergiequelle für die aktivierten Immunzellen 

bei Colitis ulcerosa. Ritonavir könnte zur Hemmung der Aktivierung und Proliferation 

von T-Zellen bei UC führen. 

 

Methode: Isolierte PBMC von UC-Patienten wurden mit anti-CD3 Antikörpern in  

vitro aktiviert. Die Aufnahme von Glukose wurde durch Ritonavir gehemmt. Die 

Aktivierung wurde durch FACS Analyse bestimmt. 

 

Ziel II:   

Der Einfluss der Inflammation auf den AS-Stoffwechsel im NSG-UC-Mausmodell.  

 

• Hypothese 2: Die AS-Spiegel sollten nach rektaler Applikation von Ethanol im Serum 

von NSG-UC-Mäusen erhöht sein. Außerdem sollte sich eine positive Korrelation 

zwischen der AS-Spiegel und der Inflammationsstärke zeigen. 

 

Methode:  

- Vergleich der unterschiedlichen Aminosäuren in Serum von der unbehandelten 

Kontrollgruppe und der mit 50 % Ethanol behandelten Gruppe.  

- Vergleichende FACS-Analyse der Leukozyten aus der Milz von der unbehandelten 

Kontrollgruppe und der mit Ethanol behandelten Gruppe in Hinblick auf die Subtypen 

der T-Zellen. 

- Korrelationsanalyse zwischen dem AS-Spiegel einerseits und dem klinischen, 

makroskopischen und histologischen Score sowie der aktivierten T-Zellen anderseits. 

 

Ziel III:  

Validierung der in vitro generierten Ergebnisse im NSG-Mausmodell durch die i.p. Gabe von 

Ritonavir nach der rektalen Applikation von 50 % Ethanol. 
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• Hypothese 3: NSG-UC Mäuse profitieren von der Behandlung mit Ritonavir. 

 

Methode: Vergleich des klinischen, makroskopischen und histologischen Scores der 

unterschiedlichen Gruppen: 

  I. 50 % Ethanol + Ritonavir 

  II. 50 % Ethanol + phosphate buffered saline (PBS)  

  III. Unbehandelte Kontrollgruppe 

 

 

• Hypothese 4: Die Applikation von Ritonavir zieht einen antiinflammatorischen Effekt 

auf zellulärer Ebene in der NSG-Maus mit sich. 

 

Methode: Vergleichende FACS-Analyse in Hinblick auf die T-Zellen, der  

regulatorischen T-Zellen, der Monozyten und der Makrophagen aus der Milz und dem 

Darm der unterschiedlichen Gruppen.  
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Zusammenfassung  
 

Colitis ulcerosa (UC) ist eine der zwei wichtigsten entzündlichen Darmerkrankungen. 

Wiederkehrende Entzündungsschübe kennzeichnen den Verlauf der Erkrankung. Typische 

Symptome hierfür sind blutige Durchfälle und abdominelle Krämpfe. Bei Diagnosestellung 

sind die Patienten oft sehr jung und benötigen eine lebenslange Therapie. Viele Patienten leiden 

unter starken Nebenwirkungen der medikamentösen Therapie oder entwickeln Resistenzen 

dagegen. Als letzte therapeutische Option bleibt die chirurgische Resektion von Dickdarm und 

Enddarm. Die Entwicklung neuer Therapieoptionen verlangt nach einem besseren Verständnis 

der Krankheit. Die Pathogenese hinter dieser übersteigerten Immunantwort ist noch nicht 

vollständig verstanden.  

 

Die Entzündung ist eine dynamische Antwort auf einen Reiz, bei der die Zellen des 

angeborenen sowie des erworbenen Immunsystems unterschiedliche Aufgaben erfüllen. Durch 

eine Immunprofilierung von Patienten mit Colitis wurde festgestellt, dass CD1a-exprimierende 

CD11b+ Makrophagen und CD14+ Monozyten im Blut und im Dickdarm von Patienten im 

Vergleich zu den gesunden Spendern erhöht waren (88). CD1a exprimierende Zellen 

präsentieren fremde und auch eigene Lipidantigene wie Phosphatidylcholin (PC) oder 

Triacylglycerin (TAG) an T-Zellen und spielen eine Rolle bei der Aktivierung autoreaktiver T-

Zellen (33). 

 

In der ersten Studie dieser Arbeit untersuchten wir den Zusammenhang zwischen Entzündungs- 

und Stoffwechselsignalen und CD1a-exprimierenden Monozyten in vitro und in vivo. Wir 

inkubierten Phosphatidylcholin (PC) mit mononukleären Zellen aus peripherem Blut (PBMCs) 

von UC-Patienten und Nicht-UC-Spendern für zwei oder sieben Tage. Die 

durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass die Inkubation von PBMCs mit PC zu einer 

Erhöhung der Frequenz von CD1a+ CD14+ Monozyten auf Kosten von CCR2-, CD86- und 

TSLPR-exprimierenden CD14+ Monozyten führte. Dies deutet darauf hin, dass PC durch die 

Induktion von CD1a-Monozyten eine proinflammatorische Reaktion hervorruft. Außerdem 

induzierten CD1a-exprimierende Monozyten die Differenzierung von Th-Zellen und die 

Aktivierung von CD4 T-Zellen in vitro (88). 

 

Wir verwendeten ein NSG-UC-Mausmodell, um die Funktion CD1a-exprimierender Zellen zu 

untersuchen. Die NOD / scid IL2Rγnull-Mäuse wurden mit PBMCs von UC-Patienten 

rekonstruiert (NSG-UC).  In diesem Mausmodell haben wir die Frequenzen von CD14+ CD1a+ 

Monozyten und den Gehalt an Triglycerid (TAG), Cholesterinspiegel bestimmt. Nach rektaler 

Verabreichung von Ethanol zur Induktion einer Kolitis wurden die NSG-UC-Mäuse mit Anti-

CD1a-Antikörpern behandelt. Wir konnten zeigen, dass der TAG- und Cholesterinspiegel im 

Rahmen einer Entzündung erhöht war und dieser korrelierte positiv mit CD14+ CD1a+ 

Monozyten. Die NSG-UC-Mäuse profitierten von der Behandlung mit Anti-CD1a-

Antikörpern, was durch die verringerten klinischen und histologischen Scores dargestellt wird. 

Darüber hinaus betrachteten wir eine Abnahme der Frequenz von CD1a-exprimierenden CD14-

Monozyten, die aus der Milz und dem Dickdarm isoliert wurden, sowie eine Abnahme des 

HGF, was die positiven Auswirkungen der CD1a-Antikörper zeigte (88). HGF war zuvor mit 

einer akuten Entzündungsreaktion bei UC-Patienten und dem NSG-UC-Mausmodell assoziiert 

(87). Im Gegensatz dazu führte die Behandlung mit Anti-CD1-Antikörpern zu einem Anstieg 

der TGFß1-mRNA-Expressionslevels und der Frequenz von TSLPR-exprimierenden 

Makrophagen und Monozyten im Kolon, was darauf hindeutet, dass die Unterdrückung der 

CD1a-Aktivität das Gleichgewicht in Richtung einer umgestaltenden Entzündung verschieben 
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könnte, wie wir es zuvor beobachtet haben, als Patienten oder Mäuse mit Infliximab behandelt 

wurden (88). So schien die CD1a-Expression auf Monozyten einen proinflammatorischen 

Phänotyp zu verursachen. 

Die Tatsache, dass die Frequenz von CD1a-exprimierenden Monozyten in NSG-nicht-UC-

Mäusen ähnlich zunahm, ohne eine Entzündung auszulösen, lässt vermuten, dass das CD1a-

exprimierender Monozyten allein nicht ausreicht. Diese Mäuse wiesen jedoch im Vergleich zu 

NSG-UC-Mäusen viel höhere Spiegel an TSLPR-exprimierenden Monozyten auf, was die 

Hypothese weiter stützt, dass die Störung des Gleichgewichts, die sich in einer 

unausgewogenen von Monozyten-Subtypen widerspiegelt, eine treibende Kraft bei der UC sein 

könnte (87, 88). Unsere Ergebnisse zeigten auch, dass die Stoffwechsel- und Entzündungswege 

eng miteinander verknüpft sind. Die CD1a-exprimierenden Monozyten könnten als Sensoren 

und Vermittler der UC-Entzündung fungieren. Die Mäuse profitierten von der Behandlung mit 

Anti-CD1a-Antikörpern, was CD1a zu einem potenziellen therapeutischen Ziel für die 

Behandlung der Colitis ulcerosa (UC) machte (88). 

Entzündung ist ein Prozess, der eine prompte Energieversorgung erfordert. Dieser Bedarf wird 

durch eine metabolische Umstellung von oxidativer Phosphorylierung auf Glykolyse als 

Hauptenergiequelle gedeckt. Auf diese Weise wird schnell genug Energie erzeugt, die für die 

Differenzierung und Proliferation der Immunzellen notwendig ist. Die Glukoseaufnahme in die 

Zelle wird durch einen Glukosetransporter (GLUTs) sichergestellt (80, 81). Ein möglicher 

therapeutischer Ansatz könnte daher eine Intervention in den Stoffwechsel der Entzündung 

sein.  

 

In der zweiten Studie dieser Arbeit untersuchten wir die Wirkung von Ritonavir auf die Colitis 

ulcerosa. Ritonavir ist ein spezifischer Proteaseinhibitor und wurde bereits zur Behandlung von 

AIDS- und HIV-Infektionen eingesetzt. Durch Hemmung des Glukosetransporters (GLUTs) 

reduziert Ritonavir als Nebenwirkung die Glykolyse. Wir inkubierten periphere mononukleäre 

Blutzellen (PBMCs) von UC-Patienten in Zellkultur nach Aktivierung durch Anti-CD3 drei 

Tage lang in Anwesenheit oder Abwesenheit von Ritonavir. Die anschließende FACS-Analyse 

zeigte, dass die Frequenz von CD4+-Zellen durch Ritonavir reduziert wurde (94). 

 

Um den metabolischen Effekt der Entzündung in vivo zu verfolgen, wurde ebenfalls das NSG-

UC-Mausmodell verwendet. Die Mäuse wurden mit PBMCs von Patienten mit Colitis ulcerosa 

(UC) rekonstituiert. Die UC-Symptome wurden durch rektale Applikation von Ethanol 

induziert. Die Entzündung führte im NSG-UC-Mausmodell zu einem Anstieg des 

Aminosäuregehalts. Damit bestätigten wir bekannte Ergebnisse bei UC-Patienten (91-93). Im 

Vergleich zur Kontrollgruppe in der Tierstudie waren Glutamin- und Asparaginsäure im 

Vergleich zur Ethanolgruppe signifikant erhöht.  

Darüber hinaus wiesen beide Aminosäuren eine positive Korrelation mit dem klinischen und 

histologischen Score sowie mit den aktivierten Immunzellen in der Milz der Mäuse auf. 

Glutamin- und Asparaginsäuren wurden im NSG-UC-Mausmodell als potenzielle 

Entzündungsbiomarker identifiziert (94). 

Schließlich wurde Ritonavir im selben Mausmodell getestet. Die Mäuse profitierten von der 

Behandlung mit Ritonavir, was sich in signifikant verringerten klinischen und histologischen 

Scores zeigte. Weiterhin fanden wir, wie in in vitro Experimente, eine Abnahme von aktivierten 

CD4+ T-Zellen sowie von M2 Monozyten. Außerdem normalisierte sich der Glutamin- und 

Asparaginsäure Spiegel unter der Therapie mit Ritonavir im Vergleich zur Kontrollgruppe (94) 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass diese Studie weiterhin die metabolischen 

Auswirkungen von Entzündungen zeigt Aminosäure-Spiegel können potenziell als biologische 

Marker für Entzündungen benutzt werden. Dies könnte auch die Beurteilung der Wirksamkeit 

von Therapeutika verbessern. Die positiven Ergebnisse der präklinischen Studie im NSG-UC-

Modell legen nahe, dass in Zeiten aktiver Erkrankung von UC-Patienten eine Therapie mit 

Ritonavir vorteilhaft sein könnte, was die Entwicklung neuer GLUT-Hemmer fördern könnte 

(94) 
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Summary 

 

Ulcerative colitis (UC) is one of two major inflammatory bowel diseases. Relapsing 

inflammatory flares characterize the course of the disease. Typical symptoms include 

abdominal cramps and bloody diarrhea. When the diagnosis is made, patients are often very 

young and require lifelong therapy. Many patients suffer from strong side effects or develop 

resistance to medical treatment.  Surgical resection of the colon and rectum remains the last 

therapeutic option. The development of new therapy options requires a better understanding of 

the disease. The pathogenesis behind this excessive immune response has not been fully 

understood.  

Inflammation is a dynamic response to a stimulus, where the cells of the innate and acquired 

immune system perform different tasks. Through immunological profiling of patients with 

ulcerative colitis it was found that CD1a-expressing CD11b+ macrophages and CD14+ 

monocytes in the blood and colon of patients were increased compared to those of healthy 

donors (88). Cells expressing CD1a present foreign and self-lipid antigens such as  

phosphatidylcholine (PC) or triacylglycerol (TAG) on T-cells and have a role in the  activation 

of autoreactive T-cells (33).  

 

In the first study of this thesis, we examined the link between inflammatory and metabolic 

signals and CD1a-expressing monocytes in vitro and in vivo. We incubated phosphatidylcholine 

(PC) with peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from UC patients and non-UC donors 

for two or seven days. The flow cytometric analysis showed that the incubation of PBMCs with 

PC resulted in an increase of the frequency of CD1a+ CD14+ monocytes at the expense of 

CCR2-, CD86-, and TSLPR-expressing CD14+ monocytes. This indicates that PC triggers a 

proinflammatory reaction by inducing CD1a monocyte. In addition, CD1a-expressing 

monocytes induced the differentiation of Th cells and the activation of CD4 T cells in vitro 

(88).  

 

We used an NSG-UC mouse model explore the function of CD1a-expressing cells. We 

reconstituted NOD/scid IL2Rγnull mice were with PBMCs from UC patients (NSG-UC). In 

this mouse model, we measured the frequencies of CD14+ CD1a+ monocytes and the level of 

triacylglycerol (TAG) and cholesterol. After rectal administration of ethanol to induce colitis, 

the NSG-UC mice were treated with anti-CD1a antibodies. We showed that TAG and 

cholesterol levels were elevated in inflammation and there was a positive correlation with 

CD14+ CD1a+ monocytes. The NSG-UC mice benefitted from treatment with anti-CD1a 

antibodies, which was shown by the reduced clinical and histological severity scores.  

 

Furthermore, we registered a decrease in the frequency of CD1a-expressing CD14 monocytes 

isolated from the spleen and colon and the decrease in HGF which showed the positive effects 

of the CD1a antibodies (88). HGF was previously associated with an acute inflammatory 

response in UC patients and the NSG-UC mouse model (87). In contrast, the treatment with 

anti-CD1-antibodies lead to an increase of TGFß1 mRNA expression levels and frequencies of 

TSLPR-expressing macrophages and monocytes in the colon, suggesting that the suppression 

of CD1a activity might shift the balance toward a remodeling inflammation, as we have 

previously observed when patients or mice were treated with infliximab (88). Thus, CD1a 

expression on monocytes seemed to cause a proinflammatory phenotype.  
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The fact that frequencies of CD1a-expressing monocytes similarly increased in NSG-non-UC 

mice without inducing inflammation suggests that the presence of CD1a-expressing monocytes 

alone is not sufficient. These mice, however, exhibited much higher levels of TSLPR-

expressing monocytes as compared with NSG-UC mice, further supporting the hypothesis that 

the disturbance of the equilibrium reflected by misbalanced expression of monocyte subtypes 

might be a driver in UC (87, 88).  Our results also showed that the metabolic and inflammatory 

pathways were closely linked. The CD1a-expressing monocytes could act as sensors and 

mediators of UC inflammation. The mice benefitted from treatment with anti-CD1a antibodies, 

making CD1a a potential therapeutic target for the treatment of ulcerative colitis (UC) (88). 

 

Inflammation is a process that demands prompt energy supply. This demand is met by a 

metabolic switch from oxidative phosphorylation to glycolysis as main energy source. In this 

way, enough energy is generated quickly that is required for the differentiation and proliferation 

of the immune cells. Glucose uptake into the cell is ensured by a glucose transporter (GLUTs) 

(80, 81). A possible therapeutic approach could therefore be an intervention in the metabolism 

of the inflammation.  

 

In the second study of this thesis, we examined the effect of ritonavir on ulcerative colitis. 

Ritonavir is a specific protease inhibitor and has been in use for the treatment of AIDS and HIV 

infection. By inhibiting the glucose transporter (GLUTs), ritonavir reduces glycolysis as a side 

effect. We incubated peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from UC patients in cell 

culture after activation by anti-CD3 for three days in the presence or absence of ritonavir. 

Subsequent FACS analysis showed that the frequencies of CD4+ cells were reduced by 

ritonavir (94).  

 

We used the NSG-UC mouse model to follow the metabolic effect of the inflammation in vivo. 

The mice were reconstituted with PBMCs from patients with ulcerative colitis (UC). UC-

symptoms were induced through rectal challenge with ethanol. Inflammation led to an increase 

in the amino acid content (AA) in the NSG-UC mouse model. Thus, we confirmed known 

results in UC patients. Compared to the control group in the animal study, glutamic and aspartic 

acids were significantly increased compared to the ethanol group. In addition, both amino acids 

had a positive correlation with the clinical and histological score, as well as with the activated 

immune cells in the spleen of the mice. Glutamic and aspartic acids were identified as potential 

inflammatory biomarkers in the NSG-UC mouse model (94).  

 

Finally, ritonavir was tested in the same mouse model. The mice benefited from ritonavir 

treatment as indicated by significantly decreased clinical and histological severity scores. 

Furthermore, like in vitro experiments, we found a decrease in activated CD4 + T cells and in 

M2 monocytes. In addition, the level of glutamic and aspartic acids normalized under the 

therapy with ritonavir compared to the control group (94).  

 

In summary, this study continues to show the metabolic effects of inflammation. AA levels 

could potentially be used as biological markers for inflammation. This could also improve the 

assessment of the effectiveness of therapeutic agents. The positive results of the preclinical 

study in the NSG-UC model suggests that during times of active disease of UC patients a 

therapy with ritonavir might be beneficial and this might encourage the development of novel 

GLUT inhibitors (94).
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