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1 EINLEITUNG  

Colitis ulcerosa (ulcerative colitis, UC) ist eine chronische Darmerkrankung die das 

Kolon befällt. Beginnend vom Rektum breitet sich die Schleimhautentzündung 

kontinuierlich über das Kolon aus und ist durch Phasen von entzündlichen Schüben 

und Remission geprägt (Ungaro et al., 2017). Zu den charakteristischen Symptomen 

der Colitis ulcerosa zählen blutige Durchfälle sowie die rektale Exkretion von Blut. 

Zudem treten auch abdominale Schmerzen bis hin zu Krämpfen, Fieber und 

Gewichtsverlust auf. Extraintestinale Manifestationen in den Augen, der Haut oder 

den Gelenken treten vergleichsweise selten auf (Both et al., 1983). 

Die medizinische Notwendigkeit neue Interventionspunkte in der UC Therapie zu 

finden ist sehr groß. Ein bisher nur wenig untersuchter Angriffspunkt der 

Behandlung sind die Monozyten. In einem Tiermodell wurde die Inhibition dieser 

Zielzellen getestet. Frühere Studien zeigten zwei Zuordnungen der Inflammation 

(Jodeleit et al., 2019): der ĂWundheilungsarmñ vorrangig angetrieben durch 

Monozyten mit dem Ziel der Wundheilung, und der ĂPro-Inflammationsarmñ 

vorangetrieben durch TH1 und TH2 Zellen, der den Schutz vor eindringenden 

Pathogenen gewährleistet. Da die bisher entwickelten Therapeutika vornehmlich 

den pro-inflammatorischen Arm adressieren, ist es zur vollständigen Unter-

drückung der Inflammation notwendig, auch den Monozyten getriebenen Arm zu 

adressieren. Für diese Arbeit wurde ein Monozyteninhibitor in einem humanisierten 

Mausmodell evaluiert. Dieses Modell bietet die Möglichkeit, Therapeutika zu 

testen, die gegen humane Zielmoleküle gerichtet sind. 
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2 L ITERATURÜBERSICHT  

2.1 Colitis ulcerosa 

 Definition 

Colitis ulcerosa ist eine chronisch entzündliche Darmerkrankung (BŃk-

Romaniszyn et al.) beginnend am Rektum mit einer kontinuierlichen, variablen 

Ausbreitung über das Kolon (Abraham et al., 2009). Die Erkrankung ist durch 

Schübe von Remission und Rückfall geprägt (Ungaro et al., 2017). Charakte-

ristische Symptome der Colitis ulcerosa sind blutige Durchfälle und Tenesmen 

(Kucharzik et al., 2018). 

 Vorkommen 

Die Inzidenz in Europa an Colitis ulcerosa zu erkranken steigt kontinuierlich an: in 

Nordeuropa liegt sie bei 11,4 pro 100.000 und für Südeuropa bei 8,0 pro 100.000 

(Shivananda et al., 1996). Aufgrund der Chronizität, dem frühen Beginn und der 

relativ niedrigen Mortalität steigt auch die Prävalenz der Colitis ulcerosa in Europa 

an: sie reicht von 2,4 bis 294 pro 100.000 (Burisch et al., 2013; Mak et al., 2020). 

In Deutschland liegt die Inzidenz für Colitis ulcerosa bei 3,0 bis 3,9 pro 100.000 

(Dignass et al., 2011).Die Patienten werden vorwiegend im Alter zwischen 20-30 

Jahren diagnostiziert, wobei ein zweiter Peak im Alter von 60-79 Jahren beobachtet 

wird (Mak et al., 2020). Die Anzahl der Neuerkrankungen ist in Europa unabhängig 

vom Geschlecht (Mak et al., 2020). Die Inzidenz der Colitis ulcerosa ist am 

höchsten in westlichen Ländern, obwohl die Lücke zwischen Ost und West kleiner 

wird, mit steigenden Zahlen in Asien und Osteuropa. (Mak et al., 2020). 

 Ätiologie 

Colitis ulcerosa ist ein multifaktorielles Krankheitsbild das durch ein Zusammen-

spiel von Umweltfaktoren sowie mikrobiellen und immunmediierten Faktoren in 

einem genetisch empfänglichen Wirt entstehen kann (Glassner et al., 2020), siehe 

Abbildung 1.  
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Genetik 

In einer genomweiten Assoziationsstudie der europäischen Bevölkerung konnten 

163 Genloki zur CED identifiziert werden, 23 davon speziell für die Colitis 

ulcerosa (Ye et al., 2016). Eine trans-ethnische Studie erhöhte die Nummer der 

Risikogene für CED auf 200 Genloki, mit 231 Variationen der Basenpaare (Liu et 

al., 2015). Der genetische Hintergrund definiert den Phänotyp der Krankheit 

(Tsianos et al., 2020). Unter anderem führt ein Polymorphismus des ECM1Gens zu 

einem schweren Verlauf der Colitis ulcerosa mit Gewebeschädigung (Fisher et al., 

2008).  

Umweltfaktoren und Lebensstil 

Der Hygiene Hypothese liegt die Annahme zugrunde, das eine verminderte Expo-

sition zu Mikroorganismen in der Kindheit, eine beeinträchtigte Immunantwort im 

späteren Leben zur Folge hat (Bloomfield et al., 2006). Zusätzlich spielt auch die 

Ernährung eine Rolle bei der Entstehung der Colitis ulcerosa (Dixon et al., 2015). 

Langkettige Triglyceride stimulieren die Entzündung durch einen erhöhten 

Lymphozyten Einstrom und einer erhöhten Expression von Entzündungs-

mediatoren (Miura et al., 1993). Übergewicht zählt nicht zu den Risikofaktoren, 

kann aber zu einem verschärften Krankheitsverlauf führen (Dixon et al., 2015). 

Interessanterweise hatte das regelmäßige Rauchen von Zigaretten eine schützende 

Wirkung im Bezug auf Colitis ulcerosa, jedoch steigerte es das Risiko an Morbus 

Crohn zu erkranken (Parkes et al., 2014) 

Mikrobiom 

Das Mikrobiom, die Gesamtheit der Darmbakterien, spielt eine wichtige Rolle in 

der Entstehung der Colitis ulcerosa (Glassner et al., 2020). Mit der Kolonisierung 

von Mäusen mit intestinaler Mikrobiota von CED Spendern konnte eine Ileitis 

ausgelöst werden (Schaubeck et al., 2016). Eine Reduzierung der Bakterienvielfalt, 

auch als ĂDysbioseñ bezeichnet, wird mit Kolitis in Verbindung gebracht (Ledder 

et al., 2018). Meist wird eine Reduzierung von Bacteroides und Lachnospiraceae 

und eine Zunahme von Enterobacteriaceae beobachtet (Frank et al., 2007). Die 

fäkalen Bakterienpopulationen von Patienten mit inaktiver Colitis ulcerosa und 

gesunden Patienten ähneln sich, unterscheiden sich jedoch von der Mikroflora der 

Patienten mit aktiver Colitis ulcerosa (Andoh et al., 2011). 
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Immun-vermittelte Faktoren 

Zu den Faktoren die das Immunsystem herabsetzen und die Entstehung einer Kolitis 

begünstigen zählt eine Salmonella/Campylobacter Gastroenteritis (Gradel et al., 

2009).  

 

Abbildung 1: Colitis ulcerosa als multifaktorielles Krankheitsbild 

Colitis ulcerosa entsteht durch ein Zusammenspiel von Umweltfaktoren sowie mikrobiellen und 

immunmediierten Faktoren in einem genetisch empfänglichen Wirt (Glassner, Abraham, & Quigley, 

2020). 

 Pathogenese 

Das multifaktorielle UC Krankheitsbild entsteht durch eine überschießende 

Immunreaktion des angeborenen Immunsystems gegen die Mikroflora des Kolons 

und resultiert in einer pathologischen Entzündungsreaktion, die zur Zerstörung der 

Darmschleimhaut führt (Kaur et al., 2020; Xavier et al., 2007). Eine Schlüssel-

funktion in der Pathogenese der Colitis ulcerosa spielt ein Zusammenbruch der 

Barrierefunktion der intestinalen Membran (Ungaro et al., 2017), siehe Abbildung 

2. 

Die erste zelluläre Barriere des Kolons ist eine Schicht aus Darmepithelzellen, an 

die sich das lymphatische Gewebe des Kolons in Form von Peyerôschen Platten 

anschließt (Shih et al., 2008). Spezialisierte Darmepithelzellen, die Paneth Zellen 

und die Goblet Zellen, produzieren antimikrobielle Proteine und Muzin, die zur 

Bildung der Mukusschicht beitragen (Ayabe et al., 2000; Kim et al., 2010). Bei 

Colitis ulcerosa Patienten führt die Dysregulation antimikrobieller Proteine, unter 
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anderem dem WFDC2, zu einer veränderten Mukusschicht (Parikh et al., 2019). Im 

Kolon ist der Mukus in 2 Schichten angeordnet (Johansson et al., 2016): die äußere 

Schicht ist mit der kommensalen Mikroflora besiedelt, während die innere Schicht 

nahezu steril und für Bakterien undurchdringbar ist. Patienten mit aktiver Colitis 

ulcerosa weisen eine geringere Frequenz der strukturgebenden Muzine MUC2 und 

FCGBP auf, resultierend in einer pathologisch dünnen und durchlässigen inneren 

Mukusschicht (Johansson et al., 2014; van der Post et al., 2019). 

Rezeptoren des angeborenen Immunsystems, die pattern recognition receptors 

(PRR) können pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) erkennen, 

Strukturen von Mikroorganismen, und anschließend proinflammatorische Zytokine 

ausschütten (Meylan et al., 2006). Die PRRôs des Gastrointestinaltraktes sind Toll-

like Rezeptoren (TLR), die von Epithelzellen und den Immunzellen der darunter 

befindlichen Lamina propria, bestehend aus Makrophagen, Monozyten und 

dendritischen Zellen, exprimiert werden (Akira et al., 2004). Bei Patienten mit 

aktiver Colitis ulcerosa kann eine erhöhte Expression des TLR2 Rezeptors 

nachgewiesen werden, der zu einer vermehrten Ausschüttung der Zytokine IL-6 

und TNFŬ f¿hrt (Kordjazy et al., 2018). Eine erhöhte Genexpression der TLR2, 

TLR4, TLR8 und TLR9 kann bei Patienten mit aktiver Colitis ulcerosa 

nachgewiesen werden (Sánchez-Muñoz et al., 2011). Aufgrund der Defekte in der 

intestinalen Mukosa können Mikroorganismen eindringen und eine verstärkte 

Immunreaktion auslösen (Stange et al., 2019). 

Charakteristisch für eine aktive Colitis ulcerosa ist das Einströmen der 

Immunzellen des angeborenen Immunsystems, bestehend aus Neutrophilen, 

Makrophagen, dendritischen Zellen und natürlichen Killerzellen, sowie die 

Aktivierung von B-Zellen und T-Zellen des erworbenen Immunsystems. Die 

Immunzellen schütten vermehrt Zytokine, bestehend aus TNFŬ, Interleukin-1ɓ, 

Interleukin-6, Interleukin-12 und Interleukin-23, sowie Chemokine aus (Abraham 

et al., 2009). 
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Abbildung 2: Eine Schlüsselrolle in der Pathogenese der Colitis ulcerosa spielt 

ein Zusammenbruch der Barrierefunktion der intestinalen Membran (Ungaro et al., 

2017). 

Die Epithelzellen (blau) sind von einer zweischichtigen Mukusschicht bedeckt (hellgelb, hellgrün). 

Die äußere Lage des Mukus ist von kommensalen Bakterien besiedelt (grün). Spezialisierte Paneth 

Zellen sekretieren antimikrobielle Proteine und Gobletzellen produzieren Muzin Glykoproteine 

(grüne Sternchen). Die Epithelzellen sind untereinander mit tight junctions (schwarz) fest 

verbunden. Die Lamina propria (hellrosa) schließt sich der Epithelschicht an. In dieser Schicht 

liegen Gewebe Makrophagen, gewebespezifische dendritische Zellen und Plasmazellen, die 

physiologisch im Darm IgA sekretieren. Gestörte Funktionen bei Colitis ulcerosa sind mit einer 

Zacke markiert: 

Zacke 1: gestörte Produktion von antimikrobiellen Proteinen 

Zacke 2: gelockerte tight junction Verbindung zwischen den Zellen 

Zacke 3: verminderte Produktion von Muzin Glykoproteinen 

Folge: die gestörte Epithelschicht ermöglicht das Eindringen von Pathogenen. Immunzellen der 

Lamina propria werden aktiviert und eine Immunreaktion wird ausgelöst. 
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2.2 Klinisches Erscheinungsbild 

 Diagnostik 

Die Diagnose der Colitis ulcerosa wird anhand von klinischen und endoskopischen 

Befunden, Laborparametern, Bildgebung sowie einer Histologie gestellt (Magro et 

al., 2017). Die Differenzierung zwischen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa 

erfolgt aufgrund endoskopischer und histologischer Merkmale (Spiceland et al., 

2018). 

Klinische Symptome 

Charakteristische Symptome der Colitis ulcerosa sind Diarrhoe, Tenesmen und die 

rektale Exkretion von Blut (Kucharzik et al., 2018). Abhängig vom Schweregrad 

der Erkrankung können auch nächtliche Diarrhoe, abdominelle Schmerzen und die 

Exkretion von Schleim auftreten (Feuerstein et al., 2019). Von der Ausbildung 

mindestens einer extraintestinalen Manifestation sind ca. 20% der Colitis ulcerosa 

Patienten betroffen. Die häufigste Extraintestinale Manifestation ist die periphere 

Arthritis, gefolgt von Stomatitis mit Aphtenbildung, axiale Spondylitis, Uveitis, 

Erythema nodosum und in seltenen Fällen die Ausbildung von Psoriasis (Vavricka 

et al., 2015) 

Endoskopie 

Für die Diagnosestellung wird die Ileokolonoskopie mit Entnahme von Biopsien an 

Kolon, Rektum und terminalem Ileum empfohlen. Die histologische Beurteilung 

von entnommenen Biopsien ermöglicht die Differenzierung zwischen Morbus 

Crohn und Colitis ulcerosa (Magro et al., 2013). Makroskopisch zeigt sich eine 

oberflächliche Entzündung mit Ulzerationen beginnend am Rektum mit proximaler 

Ausbreitung, die sich klar vom gesunden Gewebe abgrenzen lässt. Die entzündete 

Mukosa stellt sich bröckelig und granulös dar (Sanders, 1998). 

Laborparameter 

Bei akuter Colitis ulcerosa sollten folgende Parameter im Labor untersucht werden 

(Kucharzik et al., 2018): inflammatorische Marker (C-reaktives Protein), ein 

Blutbild, Eisenhaushaltsparameter, Parameter der Nierenretention, Transaminasen 

und Parameter der Cholestase. Das C-reaktive Protein (CRP) gibt Rückschlüsse 

über den Ausbreitungsgrad der chronischen Entzündung und korreliert mit den 

klinischen Symptomen (Rodgers et al., 2007). Zu den Entzündungsmarkern zählen 
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aufgrund erhöhter Permeabilität ein gesteigerter Proteinverlust im Darm sowie eine 

erhöhte Frequenz an Enzymen und Zytokinen, die von eingewanderten 

Neutrophilen in die entzündete Mukosa ausgeschüttet werden. Ein Anstieg an 

Lysozymen, Lactoferrinen, TNFŬ und Calprotein ist charakteristisch f¿r die Colitis 

ulcerosa (Poullis et al., 2002). Die Messung des faecalen Calproteins ist der 

sensitivste Marker zur Diagnose der Colitis ulcerosa (Mindemark et al., 2012). 

Durch chronischen Blutverlust aufgrund blutiger Durchfälle kommt es zur Anämie, 

dabei liegen die kritischen diagnostischen Parameter bei einem Serum Ferritin 

>100µg/L und einer Transferritin Sättigung <20% (Chaubal et al., 2017) 

Histopathologie 

Die endoskopische Einschätzung der Mukosa für die Diagnostik spielt bei der 

Colitis ulcerosa in der akuten Phase sowie während der Remission eine 

entscheidende Rolle (Mohammed et al., 2016). In vielen klinischen Studien wird 

der Geboes Score zur Bewertung der histopathologischen Proben angewendet 

(Mayer et al., 2014). In Phasen der Remission können histologische Marker der 

Inflammation, bestehend aus einer erhöhten Frequenz an Plasmazellen, 

Lymphozyten und chronischen Entzündungsinfiltraten, in endoskopisch 

unauffälliger Mukosa das Risiko für einen erneuten Rückfall anzeigen. Der 

Prozentsatz der Colitis ulcerosa Patienten in Remission, die einen erneuten 

Krankheitsschub bekommen, liegt bei 20 bis 57,7% (Mohammed et al., 2016).  
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 Klassifizierung 

Colitis ulcerosa kann basierend auf der Ausbreitung der kolorektalen Inflammation 

nach einem modifizierten Protokoll von (Silverberg et al., 2005) in drei Unter-

gruppen eingeteilt werden, siehe Tabelle 1. 

Tabelle 1: Klassifizierung der Colitis ulcerosa anhand des Ausbreitungsgrades 

 

Die Montréal Klassifikation beschreibt den Schweregrad der Colitis ulcerosa 

basierend auf einem modifizierten Protokoll nach (Satsangi et al., 2006), vergleiche 

Tabelle 2. 

Tabelle 2: Montréal Klassifikation zur Beurteilung des Schweregrades der 

Colitis ulcerosa 

Bezeichnung Ausbreitungsgrad Beschreibung 

E1 Ulzerative Proktitis Proktitis beschrªnkt sich auf 

das Rektum, die proximale 

Ausbreitung reicht bis zum 

rektosigmoidalen ¦bergang 

E2 Linksseitenkolitis Kolitis ist im distalen Kolon 

begrenzt und reicht bis zur 

linken Kolonflexur 

E3 Pankolitis Ausbreitung reicht bis 

proximal der linken 

Kolonflexur 

Schweregrad Klinik Definition 

S0 Remission asymptomatisch 

S1 mild <4 Stuhlgªnge pro Tag (mit 

oder ohne Blut), keine 

systemische Erkrankung, 

Inflammationsmarker im 

Normalbereich 

S2 moderat >4 Stuhlgªnge/Tag mit ersten 

Anzeichen einer systemischen 

Toxizitªt 

S3 schwer >6mal pro Tag blutiger 

Durchfall, Pulsrate von 90 pro 

Minute, Temperatur bei 

37,5ÁC, Hªmoglobin fªllt auf 

10,5g/100ml 
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 Verlauf der Colitis ulcerosa 

Die Mehrzahl der Patienten zeigen, nach der initialen Aktivität zum Zeitpunkt der 

Diagnose, milde Symptome oder befinden sich in Remission (Solberg et al., 2009). 

Eine aggressive Verlaufsform wird bei 10-15% der Patienten angenommen und das 

Risiko eines Rückfalls liegt bei 70-80% in 10 Jahren (Fumery et al., 2018). 

Patienten mit aktiver Colitis ulcerosa leiden unter der rektalen Exkretion von Blut 

und Schleim, sowie Tenesmen, nächtlicher Defäkation und krampfhaften 

abdominalen Schmerzen (Rao et al., 1988). Zur Beurteilung der Schleimhaut 

während der Endoskopie werden verschiedene Scoring Systeme angewendet 

(Peyrin-Biroulet et al., 2016): der Mayo Score wurde 1987 von K. Schroeder 

(Schroeder et al., 1987) entwickelt und wird in der Mehrheit der Fälle verwendet. 

Der Mayo Score bewertet mit einem 12-Punkte-System die Stuhlkonsistenz, rektale 

Blutungen, endoskopische Befunde und klinische Befunde (Feuerstein et al., 2020). 

S. Truelove und L. Witts definierten 1955 Kriterien die zur Beurteilung des 

Schweregrades der aktiven Colitis ulcerosa anhand klinischer Symptome dienten 

(Truelove et al., 1955). Eine Indikation zur Operation besteht bei Patienten mit 

akuter Colitis ulcerosa bei Perforation oder einer therapieresistenten, fulminanten 

Kolitis, während Patienten in Remission bei Dysplasien oder Strikturen operiert 

werden (Cohen et al., 2005). Die Wahrscheinlichkeit einer Operation liegt bei 5 und 

10 Jahresstudien bei 10-15%, obwohl eine Rate früher Kolektomien bekannt ist 

bleibt sie über längeren Zeitraum konstant (Fumery et al., 2018). 

 Therapie 

Das Therapieziel der Colitis ulcerosa ist eine schnelle Remission zu erzielen und 

zu erhalten sowie eine weitere Ausbreitung der chronischen Entzündung zu 

verhindern (Pineton de Chambrun et al., 2018). Zur Einstufung des Schweregrades 

der Colitis ulcerosa können die Truelove und Wittôs Kriterien sowie der Mayo 

Score angewendet werden (Schroeder et al., 1987; Truelove et al., 1955).  

Zu Beginn der Diagnose wird bei Patienten mit milden bis moderaten Verlauf die 

Therapie mit 5-Aminosalicylsäure (5-ASA) begonnen um das Stadium der 

Remission zu erlangen und zu erhalten (Fumery et al., 2018). Sulfasalazine, 

Olsalazine und Balsalazine sind Vorstufen die von den Bakterien zu 5-ASA 

umgewandelt werden (Sandborn et al., 2003). Empfohlen wird Patienten mit 

umfangreicher milder bis moderater Colitis ulcerosa mit Mesalamin oder prodrugs 

(diazo gebundene 5-ASAôs) zu therapieren (Ko et al., 2019). Patienten die nicht auf 
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die orale Gabe von 5-ASA ansprechen, sollten zudem rektal mit 5-ASA therapiert 

werden (Lamb et al., 2019). Die antiphlogistische Wirkung beruht auf der 

Hemmung der Cyclooxygenase 1 und 2.  

Eine kombinierte Therapie mit Kortikosteroiden und 5 ASA wird für Patienten 

empfohlen die nicht auf die Monotherapie mit ASA ansprechen (Truelove et al., 

1962). Budesonide weisen im Vergleich zu anderen Kortikosteroiden geringere 

Nebenwirkungen auf und erzielen als rektale Anwendung von vorzugsweise 

Schaum-Präparaten einen anti-inflammatorischen Effekt bei Patienten mit mildem 

bis moderaten Verlauf (Sandborn et al., 2015). 

Zur Therapie der moderaten bis schweren Colitis ulcerosa stehen verschiedene 

Wirkstoffklassen zur Induktion und Erhaltung der Remission zur Verfügung. Die 

Therapie sollte zunächst mit einem TNFŬ-Inhibitor (Infliximab) oder einem 

Integrin-Antagonisten (Vedolizumab) begonnen werden und bei fehlendem 

Therapieerfolg auf den Janus Kinase Inhibitor (Tofacitinib) gewechselt werden 

(Feuerstein et al., 2020). Zur Remissionserhaltung kann die Therapie mit 

Thiopurinen fortgeführt werden (Lamb et al., 2019). Bei einem erneuten schweren 

Krankheitsschub wird die Therapie mit Infliximab oder Cyclosporinen empfohlen 

(Feuerstein et al., 2020). Die AGA (American Gastroenterological Association) 

empfiehlt, aufgrund des variablen Therapieerfolges bei Infliximab, eine 

Bestimmung des Medikamentenspiegels bei Patienten mit aktiver Colitis ulcerosa 

in Behandlung mit dem TNFŬ Inhibitor (Feuerstein et al., 2017). 

Die etablierte Operationsmethode der Proktokolektomie mit ileopouchanaler 

Anastomose wird bei einer therapieresistenten Kolitis trotz Immunsuppressiva-

Therapie sowie bei Neoplasien oder kolorektalem Krebs angewendet (Cohen et al., 

2005). Die Operationsmethode wurde 1978 erstmals von A. Parks in London 

angewendet (Parks et al., 1978). Bei der dreistufigen Operationsmethode wird im 

ersten Schritt das Kolon entfernt und eine endständige Ileostoma angelegt, im 

zweiten Schritt eine Ileal-Pouch aus dem Dünndarm geformt mit pouch-analer 

Anastomose und Loop-Ileostoma. Nach Abheilung kann das Loop-Ileostoma 

zurückverlegt werden (Bednarz et al., 2005). 
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 Spätfolgen 

Nach einer Proktokolektomie mit ileopouchanaler Anastomose kann als 

Komplikation eine Pouchitis auftreten (Pemberton et al., 1987). Risikofaktoren für 

die Ausbildung einer Pouchitis ist ein junges Alter bei der Operation und 

extraintestinale Manifestationen (Ferrante et al., 2008). 

Ein langjähriger Krankheitsverlauf der Colitis ulcerosa erhöht das Risiko an 

kolorektalem Krebs zu erkranken, es liegt nach 20 Jahren bei 8,3% und nach 30 

Jahren bereits bei 18,4%. (Bernstein et al., 2001; Yashiro, 2014). Zu den 

Risikofaktoren zählen ein junges Alter bei Diagnosestellung, extraintestinale 

Manifestationen, anatomische Ausbreitung der Kolitis sowie eine genetische 

Komponente (Yashiro, 2014). Eine regelmäßige Kolonoskopie und Biopsie bietet 

die Möglichkeit schon früh Dysplasien zu erkennen, die bereits ein Anzeichen für 

gebildete Krebszellen sein können  (Bernstein et al., 1994). 
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2.3 Immunologie 

 Angeborene Immunität 

Die Mechanismen der angeborenen Immunität reagieren sofort mit einer 

unspezifischen Immunantwort auf eindringende Pathogene. Das angeborene 

Immunsystem des Gastrointestinaltraktes verfügt über verschiedene Mechanismen 

um die Homeostase aufrecht zu erhalten. Die Epithelzellen spielen eine 

Schlüsselrolle, indem sie zusätzlich zur physikalischen Barriere eine chemische 

Barriere durch Sekretion von antimikrobiellen Peptiden schaffen (Zasloff, 2002). 

Paneth Zellen sekretieren Ŭ-Defensine, Phospholipase A und Lysozym C zur 

Zerstörung der Bakterienmembran (Bevins et al., 2011). Zur Schutzfunktion der 

Epithelzellen zählen eine erhöhte Ausschüttung antimikrobieller Proteine sowie des 

Interleukin-8 zur Anlockung von Neutrophilen auf die basale Seite (Sansonetti, 

2004). Das Mannose-bindende Lektin (MBL), zugehörig zum Komplementsystem, 

bindet an MBL-assoziierte Serinproteasen (MASP) der Bakterienmembran und 

führt zur Zelllyse oder kann pathogene Zellen direkt opsonieren und Phagozytose 

durch Makrophagen induzieren  (BŃk-Romaniszyn et al., 2020). 

Die zelluläre Immunantwort wird ausgelöst wenn toll-like receptors (TLR) auf der 

Oberfläche der Epithelzellen des Kolons die pathogen-associated molecular 

patterns (PAMPs) eines eindringenden Pathogens erkennen (Janeway et al., 2002). 

Die TLRôs aktivieren intrazellulªre Signalkaskaden, unter anderem die 

Transkriptionsfaktoren NFəB und AP-1, die zur Freisetzung von inflamma-

torischen Zytokinen, Typ I Interferonen und Chemokinen führen (Kawai et al., 

2007). Dies führt zur Aktivierung von Makrophagen, dendritischen Zellen, 

Mastzellen, Neutrophilen, Eosinophilen und natürlichen Killerzellen, die als 

kurzlebige Effektorzellen die Pathogene bekämpfen (Janeway et al., 2002). 

 Die Rolle der Monozyten und Makrophagen 

Monozyten, Makrophagen, Granulozyten und dendritische Zellen bilden das 

mononuclear phagocyte system und zeichnen sich durch eine gemeinsame 

Vorläuferzelle, der common myeloid progenitor (CMP) im Knochenmark, sowie 

phagozytischer Eigenschaften aus (Guilliams et al., 2018; van Furth et al., 1972). 

Während einer Infektion oder Entzündung werden Monozyten durch Chemokine 

aus dem Blut in das entzündliche Gewebe angelockt, wo sie sich abhängig vom 

Milieu zu Makrophagen oder dendritischen Zellen differenzieren und das adaptive 
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Immunsystem aktivieren (C. V. Jakubzick et al., 2017).  

Die murinen und humanen Monozyten entstehen im Knochenmark und zirkulieren 

als zwei große Populationen im Blut (Zhao et al., 2018): klassische Monozyten, die 

den Korezeptor CD14 exprimieren (CD14++CD16-CCR2+) bilden mit 90% den 

größten Anteil zirkulierender humaner Monozyten. Die äquivalente Monozyten-

population in der Maus exprimiert hohe Level an Ly6C (Ly6Chigh/+CD43+CX3CR1-

/low). Den kleineren Anteil stellen die nicht klassischen Monozyten dar, die beim 

Menschen CD14 und CD16 auf ihrer Oberfläche exprimieren (CD14+CD16-

++CCR2-) sowie eine geringe Frequenz an LyC6C (Ly6Clow/-CD43high/+-

CX3CR1+/high)  bei der Maus, und entlang des Endothels rollen. Die Übergangsform 

zwischen klassischen und nicht klassischen Monozyten stellen die intermediären 

Monozyten dar, die auch bereits den Fc Rezeptor CD16, exprimieren 

(CD14++CD16+CCR2+) sowie eine hohe Frequenz an LyC6 und CD43 in der Maus 

(Ly6Chigh/+CD43high/+). Klassische Monozyten wandern als inflammatorische 

Monozyten mittels Expression des CCR2 Rezeptors in entzündetes Gewebe ein und 

binden dort an das Chemokin CCL2. (Marsh et al., 2017).  Die nicht klassischen 

Monozyten verbleiben im Blutstrom, sind zuständig für die Wundheilung und 

wirken anti-inflammatorisch mit einer erhöhten Expression des CX3CR1 Rezeptors 

und LFA-1 Integrin (Auffray et al., 2007). Die intermediären Monozyten verlassen 

entweder die Blutlaufbahn durch Migration oder differenzieren zu nicht klassischen 

Monozyten (Patel et al., 2017).  

Im Gewebe angesiedelte Makrophagen entstehen während der Embryonal-

entwicklung oder differenzieren sich aus Monozyten, die ins Gewebe einwandern 

(Orecchioni et al., 2019). T-Zellen bestimmen durch Sekretion von Zytokinen den 

Typ der Immunantwort. TH1 Zellen schütten IFNὛ aus und exprimieren den CD40 

Rezeptor, daraufhin wird die Differenzierung von proinflammatorischen M1 

Monozyten angeregt (Mills et al., 2000; Vaitaitis et al., 2017). Inflammatorische 

M1 Makrophagen sekretieren TNFŬ und IL-12 um weitere Effektorzellen 

anzulocken (Mills et al., 2000). TH2 Zellen schütten IL-4 und Il-13 aus, die den 

alternativen Weg der Aktivierung anregen und in der Differenzierung von M2 

Makrophagen resultieren, siehe Abbildung 3. Die Funktion der M2 Monozyten ist 

die Wundheilung, sie regulieren das Ausbilden von Bindegewebe und Gefäßen 

(Gordon, 2003). In Tierstudien zu Nierenerkrankungen konnte gezeigt werden, dass 

Makrophagen ihren Phänotyp anpassen können. Bei renaler Fibrose kommen 
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vermehrt M2 Monozyten vor (Tang et al., 2019). In einer Studie zur Nephropathie 

wurde deutlich das M2 Makrophagen mit den Oberflächenmarkern CD163+ und 

CD204+ vermehrt in fibrotischem Gewebe auftraten (Ikezumi et al., 2011). Die 

Interleukine IL-4 und IL-13, die zur alternativen Aktivierung von T-Zellen 

sekretiert werden, und ihre Rezeptoren werden vermehrt bei Lungenfibrose 

exprimiert (C. Jakubzick et al., 2004). 

 

Abbildung 3 Auswanderung der Monozyten in inflammatorisches Gewebe und 

Differenzierung zu M1 und M2 Makrophagen.  

Links: Klassisch aktivierte M1 Makrophage. Rechts: Alternativ aktivierte M2 Makrophage. Ein 

Pathogen dringt durch das Endothel des Kolons. Makrophagen schütten daraufhin CCL2 aus. 

Monozyten können mithilfe ihres CCR2 Rezeptors aus dem Blutgefäß zur Inflammation wandern. 

Eine TH1 Immunantwort führt zur Ausbildung von M1 Monozyten (links). TH1 Zellen exprimieren 

den CD40 Rezeptor und schütten IFNὛ aus, woraufhin der Monozyt zur M1 Makrophage 

differenziert. Die proinflammatorische M1 Makrophage schüttet IL-12 und TNFŬ aus. Eine TH2 

Immunantwort führt zur Ausbildung von M2 Makrophagen (rechts). TH2 Zellen schütten IL-4 und 

IL-13 aus, Monozyten differenzieren zu M2 Makrophagen. Die M2 Makrophage fördert die 

Wundheilung.  
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 Erworbene Immunität 

Eine erworbene Immunantwort wird ausgelöst, wenn Pathogene die 

Abwehrreaktionen der angeborenen Immunität überwinden. Zu den Effektorzellen 

des erworbenen Immunsystems gehören die T-Zellen, die im Thymus reifen, und 

die B-Zellen, die im Knochenmark gebildet werden (Fistonich et al., 2018; Owen 

et al., 2019). Die Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses in Form von 

memory Zellen der B-Zellen sowie der CD4 und CD8 T-Zellen sorgt für eine 

schnellere und effektivere Immunantwort bei erneutem Kontakt eines Antigens 

(Kirman et al., 2019). 

Die zelluläre Immunantwort bilden naive T-Zellen, die sich in verschiedene 

Klassen von Effektor T-Zellen differenzieren (Bonilla et al., 2010; Hirahara et al., 

2016): die CD8 T-Zellen erkennen Antigen Peptide die an MHCI gebunden sind 

und differenzieren zu zytotoxischen T-Zellen. Die CD4 T-Zellen binden an 

pathogene Peptide der Klasse MHCII und differenzieren zu T-Helfer Zellen (TH1, 

TH2, TH17), T follikulare Helfer Zellen (TFH) und T regulatorischen Zellen (Treg). 

Die humorale Immunantwort bilden B-Zellen, die sich zu Plasmazellen 

differenzieren und spezifische Antikörper sezernieren (Bonilla et al., 2010).  

T-Zellen 

Die Aktivierung der naiven T-Zellen, das priming, beginnt wenn dendritische 

Zellen ein spezifisches Antigen als MHC Komplex für die Bindung an den TCR 

Rezeptor und das Molekül B7 für die Bindung an CD28 der T-Zelle exprimieren 

(Gibbons et al., 2014; Zou et al., 2018). Nach der Aktivierung folgt die Diffe-

renzierung der T-Zellen (Shouse et al., 2019; Swiecki et al., 2015): dendritische 

Zellen schütten Zytokine aus, die spezielle Signal Transducer and Activator of 

Transcription (STAT) Transkriptionsproteine der T-Zellen aktivieren und die Aus-

prägung der Effektorzellen bestimmen. Zusätzlich locken dendritische Zellen, 

durch Sekretion von Chemokinen, weitere Immunzellen zum entzündlichen 

Geschehen an (Swiecki et al., 2015).  

TH1-Zellen differenzieren sich aus naiven T Zellen, wenn die Zytokine IFNὛ und 

IL12 das STAT1 Protein aktivieren sowie IL12 das STAT4 Transkriptionsprotein, 

die wiederum zur Expression des Transkriptionsfaktors T-bet führen (Ghoreschi et 

al., 2011; Pritchard et al., 2019). T-bet unterstützt die optimale Interaktion zwischen 

den T Zellen während des priming (Pritchard et al., 2019). TH1-Zellen schütten bei 
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Antigenkontakt IFNὛ aus und aktivieren proinflammatorische M1 Makrophagen 

die daraufhin Zytokine, unter anderem TNFŬ, IL-6, IL-12 und IL23 sezernieren, 

und durch Aktivierung des nicotinamide adenine dinuleotide phosphate (NADPH) 

Oxidase Systems intrazelluläre Pathogene lysieren (Shapouri-Moghaddam et al., 

2018).  

TH2-Zellen differenzieren sich unter dem Einfluss des Interleukins 4 (IL4), welches 

STAT6 aktiviert, woraufhin STAT6 den Transkriptionsfaktor GATA3 exprimiert 

(Kaplan et al., 1996; Stark et al., 2019). TH2 Zellen sezernieren IL-4, Il-5 und IL-

13 (Watanabe et al., 2020). Durch die Ausschüttung von Interleukin 4 regen die 

TH2 Zellen die B Zellen an IgE zu produzieren (Kopf et al., 1993). Die Sekretion 

von IL-4 und IL-13 aktiviert Makrophagen und IL-5 induziert die Eosinophilie im 

Gewebe (Coffman et al., 1989; Gordon, 2003). Eine TH2-Immunantwort wird 

durch Helminthen ausgelöst und TH2-Zellen spielen eine entscheidende Rolle die 

Schädigung des Gewebes und die Entzündung infolge der Parasiten zu minimieren, 

indem sie unter anderem Neutrophile und Makrophagen aktivieren. Eine chronische 

TH2-Immunantwort führt zur Ausbildung von fibrotischem Gewebe (Chen et al., 

2012). Anti-inflammatorische M2 Makrophagen werden durch die TH2-Zytokine 

IL -4 und Il-13 aktiviert und sezernieren IL-10 und TGFɓ um die Entz¿ndung zu 

unterdrücken und die Wundheilung einzuleiten (Shapouri-Moghaddam et al., 

2018). 

TH17-Zellen entstehen, wenn die Zytokine Interleukin 6 (IL-6) und transforming 

growth factor-ɓ (TGFɓ) bei der Aktivierung naiver T-Zellen dominierend sind 

(Dong, 2008). IL-6 aktiviert das Transkriptionsprotein STAT3, welches den 

Transkriptionsfaktor retinoic acid-related orphan receptor Ҫt (RORὛt) induziert 

und zur Differenzierung von TH17-Zellen führt (Durant et al., 2010; Fasching et 

al., 2017). Charakteristisch für TH17-Zellen ist eine erhöhte Expression des 

Rezeptors IL-23R (Lee et al., 2012). TH17-Zellen sekretieren IFNὛ, IL22, IL-17A, 

IL -17F sowie IL-21 und spielen eine entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung 

der Homeostase im Gastrointestinaltrakt indem sie extrazelluläre Bakterien und 

Pilze durch die Ausschüttung von Interleukin-17 bekämpfen (Ueno et al., 2018). 

Regulatorische T-Zellen (TReg) exprimieren den Transkriptionsfaktor forkhead box 

protein 3 (Foxp3) und das Oberflächenmolekül CD 25 (Raffin et al., 2020). TReg 

Zellen unterdrücken die Immunantwort und Inflammation durch Sekretion von  

anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL-10 und TGFɓ, wodurch die CD4+ 
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Immunantwort kontrolliert wird (O'Garra et al., 2004). Natürliche TReg Zellen 

(nTReg) differenzieren sich im Thymus, wohingegen die induzierten regulatorischen 

T-Zellen (iTReg) aus naiven T-Zellen im Zytokin-Milieu von IL-2 und transforming 

growth factor (TGFɓ) gebildet werden (Josefowicz et al., 2012; Kanamori et al., 

2016). Das Interleukin IL-6 reguliert die Differenzierung naiver T-Zellen im TGFɓ 

Zytokin Milieu in entweder regulatorische T-Zellen oder TH17-Zellen (Eikawa et 

al., 2010): eine hohe Frequenz an IL-6 fördert die Differenzierung von TH17-

Zellen, während eine niedrige Expression die Entstehung regulatorischer T-Zellen 

begünstigt. Bei Colitis ulcerosa Patienten kann eine erhöhte Frequenz an Il-6 im 

Serum und eine vermehrte Anzahl an TH17-Zellen einhergehend mit einer 

verminderten Anzahl an regulatorischen T-Zellen beobachtet werden, sodass eine 

Chronizität der Entzündung begünstigt wird (Zhu et al., 2017). 

B-Zellen 

Naive B-Zellen binden mit dem BCR Rezeptor auf ihrer Oberfläche ein passendes 

Antigen das von APC Zellen (antigen presenting cells, APC) präsentiert wird und 

benötigen zur Aktivierung zusätzliche Signale die entweder durch mikrobielle 

Bestandteile oder thymus-abhängig von follicular helper T-Zellen (TFH) geliefert 

werden (Abos et al., 2020). Die Aktivierung der T-Zelle setzt die Präsentation des 

Antigens als MHCII Komplex der B-Zelle voraus (Hernández-Pérez et al., 2019). 

Wenn die T-Zelle den Komplex erkennt, exprimiert sie den Liganden CD40L und 

sekretiert IL-21, das wiederum STAT-3 der B-Zellen aktiviert und zur Proliferation 

führt (Abos et al., 2020). Aus den naive B-Zellen differenzieren sich entweder zu 

memory B-Zellen oder Plasmazellen die Immunglobuline sekretieren (Eibel et al., 

2014). Patienten mit Colitis ulcerosa weisen eine erhöhte Frequenz an B-Zellen in 

der entzündeten Mukosa auf (Jinno et al., 2006). Die Entwicklung der B-

Lymphozyten beginnt im Knochenmark. Die ersten Antigen Rezeptoren die von B-

Zellen exprimiert werden sind Immunglobulin M (IgM) und Immunglobulin D 

(IgD), mit denen die ungereiften B-Zellen gekennzeichnet sind (Rajewsky, 1996).  

Immunprofilierung von UC Patienten 

Die Inflammation in UC Patienten ist ein dynamischer Prozess, der auf der 

Interaktion von Epithelzellen, Fibroblasten und Endothelzellen mit Immunzellen 

beruht. Wie im Wundheilungsprozess muss das geschädigte Epithel vor ein-

dringenden Pathogenen geschützt werden. Die Immunprofilierung von UC 
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Patienten zeigte zwei dieser Zustände. Der pro-inflammatorische Arm ist durch 

CD4+ T-Zellen, TH1-und TH2-Zellen sowie maturierte B-Zellen charakterisiert. 

Der sogenannte Wundheilungsarm hingegen durch M1 und M2 Monozyten sowie 

durch TH17-Zellen (Jodeleit et al., 2019; Jodeleit et al., 2017). 

  



II. Literaturübersicht     32 

 

  



II. Literaturübersicht     33 

2.4 Tiermodelle der Colitis ulcerosa 

Chemisch induzierte Colitis Ulcerosa 

Tiermodelle mit chemisch induzierter Colitis ulcerosa werden am häufigsten 

verwendet und eignen sich zum Verständnis pathophysiologischer Vorgänge sowie 

zur Testung von Therapeutika in der präklinischen Phase (Wirtz et al., 2007).  

Bei der Dextran Sodium Sulfat (DSS)-induzierten Kolitis wird das Polysaccharid 

den Mäusen oral über das Trinkwasser gegeben und wirkt toxisch auf die 

Epithelzellen des Kolons (Eichele et al., 2017). Die Entzündung wird ausgelöst, 

wenn Bakterien oder bakterielle Antigene durch die geschädigte Epithelschicht des 

Darmes in die Lamina propria eindringen und dort Makrophagen und Neutrophile 

aktivieren, die wiederum proinflammatorische Zytokine sekretieren (Kiesler et al., 

2015). Das Tiermodell eignet sich zur Auslösung chronischer sowie akuter Kolitis 

abhängig von der jeweiligen Konzentration, die zwischen 1-5% liegt, sowie Dauer 

und Frequenz der DSS-Gabe (Eichele et al., 2017; Mizoguchi et al., 2020): eine 4-

7 tägige Gabe von 3-5% führt zu einer akuten Verletzung des Epithels mit 

Kryptverlust im distalen Kolon. Die 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsäure (TNBS)-

induzierte Kolitis wird durch die rektale Applikation von TNBS in 50% Ethanol 

ausgelöst und führt zu einer chronischen Kolitis mit Infiltration von CD4+ Zellen 

und Sekretion von IL-2 und IFN-Ὓ, Zytokine einer TH1-Immunantwort (Neurath et 

al., 1995). Die Oxazolon induzierte Kolitis wird durch rektale Applikation von 

Ethanol und Oxazolon induziert und löst eine TH2-Immunantwort aus mit einer 

erhöhten Sekretion von IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13 (Wirtz et al., 2007).  

 Mäuse mit humanem Immunsystem 

Humanisierte Mausmodelle basieren auf der Transplantation funktionaler humaner 

Zellen oder Gewebe in immun defiziente Mäuse und spielen eine große Rolle in der 

präklinischen Forschung (Walsh et al., 2017). Die ersten Mäuse mit einem 

unvollständig ausgebildeten Immunsystem, entdeckt 1962 von S.P. Flanagan bei 

Untersuchungen an Nacktmäusen, zeigten eine eingeschränkte T-Zellfunktion 

(Flanagan, 1966). Der SCID Mausstamm wurde 1983 entdeckt und zeichnet sich 

durch ein schweres Immundefizit aus, basierend auf einer unvollständigen 

Ausbildung von T- und B-Zellen (Bosma et al., 1983). Mutierte Tiere weisen 

weitere Immundefizite auf (Leiter, 1993): NOD-Mäuse bilden weder natürlichen 

Killerzellen aus noch verfügen sie über ein Komplementsystem im Blut. NOD/Scid 
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Mäuse, die humane Lymphozyten appliziert bekamen, zeigen ein erhöhtes 

Einwandern von humanen CD4+ und CD8+T- Zellen sowie humanen Leukozyten 

in Milz und Blut (Greiner et al., 1995). Studien zu Mäusen die zusätzlich zur 

Immundefizienz Mutation (SCID) eine Mutation des Allels Interleukin-2RὛ 

aufwiesen zeigten, dass sich die Tiere durch ein hohes Ansiedeln humaner Zellen 

in Milz, Knochenmark und Blut sehr gut für humanisierte Modelle eignen (Ito et 

al., 2002). Mutationen der Ὓ-Kette des IL-2 Rezeptors führen zu keiner Ausbildung 

von natürlichen Killerzellen und einer gestörten Signalvermittlung des IL-2, IL-4, 

IL -7 und IL-9. Menschen mit diesem Gendefekt entwickeln eine schwere 

Immunsuppression (XSCID), bei Mäusen kann eine verringerte Ausbildung vom 

Thymus sowie eine fehlende Entwicklung von dendritischen Zellen, T-Zellen und 

GALT beobachtet werden (Cao et al., 1995). Für die Studie dieser Arbeit wurde das 

NOD-SCID IL2rynull (NSG)-UC Mausmodell verwendet, bei dem die Mäuse mit 

den peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) von Colitis ulcerosa Patienten 

rekonstituiert werden. Nach rektaler Ethanol Applikation bilden die Mäuse Kolitis 

Symptome aus, die der Erkrankung des Menschen ähneln (Palamides et al., 2016). 

Da der immunologische Hintergrund des Spenders bis zu einem gewissen Grad 

erhalten bleibt, bietet dieses Modell die Möglichkeit, die Wirksamkeit eines 

Therapeutikums in Subgruppen von Patienten zu testen. So konnte gezeigt werden, 

dass Mäuse, die mit PBMCs von Patienten rekonstituiert wurden, die ein pro-

inflammatorisches Profil aufwiesen, besser auf den anti-TNFŬ Antikºrper 

Adalimumab ansprachen (Jodeleit et al., 2019). Mäuse, die hingegen mit PBMCs 

von Patienten rekonstituiert wurden, die eine höhere Frequenz des OX40L auf 

Monozyten aufwiesen, sprachen auf den Antikörper Oxelumab an, der gegen diesen 

Liganden gerichtet ist (Jodeleit, Winkelmann, et al., 2020). Ziel dieser Arbeit war, 

dieses Tiermodell zu nutzen, um spezifisch den Monozyten getriebenen Arm der 

Inflammation zu unterdrücken. Dazu wurden Patienten ausgewählt, die im 

Immunprofil eine durch Monozyten geprägte Inflammation aufwiesen. 
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3 ZIELFÜHRUNG DER ARBEIT  

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Testung eines neuen Wirkmechanismus, der 

spezifisch auf das Immunprofil der Spender angepasst ist. In der Literatur werden 

zwei inflammatorische Subgruppen der Colitis ulcerosa beschrieben: zum einen 

eine proinflammatorische Gruppe mit einer erhöhten Anzahl an TH1- und TH2-

Zellen sowie B-Zellen nach Klassenwechsel, und zum anderen eine Gruppe die den 

Wundheilungsprozess widerspiegelt mit einer erhöhten Anzahl an M1 Monozyten 

und TH17-Zellen (Jodeleit et al., 2019). Die Testkomponente adressiert spezifisch 

in die Inflammation während des Wundheilungsprozesses, ihr Wirkmechanismus 

beruht auf der Inhibition der Monozyten. Die Wirkung der Testkomponente wurde 

im NSG-UC Mausmodell untersucht. Dafür wurden zwei Spender ausgewählt, die 

eine hohe Frequenz an M1 Monozyten und TH17-Zellen aufwiesen. Zur 

Rekonstitution wurden die PBMCs der Spender isoliert und anschließend den 

Mäusen appliziert. Die Wirksamkeit des Inhibitors wurde zunächst anhand eines 

klinischen-, Darm- und histologischen Scores im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrollgruppe beurteilt. Zusätzlich wurde die Wirkung des Inhibitors auf die 

humanen Leukozyten mittels Durchflusszytometrie untersucht. Schließlich wurden 

Effekte auf die Sekretion von inflammatorischen Zytokinen in Kolonextrakten 

mittels Luminex Analyse ermittelt. Die Wirksamkeit des Monozyteninhibitors 

wurde mit der von Infliximab verglichen. Infliximab ist ein monoklonaler anti-

TNFŬ Antikºrper, der ein etabliertes Therapeutikum bei moderater bis schwerer 

Colitis ulcerosa ist (Singh, Allegretti, Siddique, & Terdiman, 2020). Als 

Kontrollgruppe diente eine mit Isotyp behandelte Gruppe. Zur Darstellung der 

Monozyten-getriebenen Inflammation wurden Biopsien des Spenders, sowie die 

histologischen Schnitte des Kolons aus den einzelnen Gruppen mit einer IHC-

Färbung angefärbt. Detektiert wurden die CD14+(Monozyten), CD19+(B-Zellen) 

und schließlich die CD4+ und CD8+(T-Zellen). 

Zielführung im Überblick: 

Ziel I:  Immunprofilierung der Spender 

¶ Hypothese 1: Die klinische Aktivität der Kolitis im Mausmodell ist abhängig 

vom Spender 
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Ziel II:  Monozyteninhibition als Therapieansatz 

¶ Hypothese 2.1: Der Monozyteninhibitor erniedrigt den klinischen 

Aktivitätsscore 

¶ Hypothese 2.2: Der Monozyteninhibitor erniedrigt den makroskopischen 

Kolon Score 

¶ Hypothese 2.3: Der Monozyteninhibitor erniedrigt den histologischen Score 

Ziel III:  Die Wirkung des Monozyteninhibitors auf die in die Milz eingewanderten 

humanen Immunzellen  

¶ Hypothese 3.1: Der Monozyteninhibitor erniedrigt die Frequenz von 

Monozyten  

¶ Hypothese 3.2: Der Monozyteninhibitor inhibiert die T-Zellaktivierung 

¶ Hypothese 3.3: Der Monozyteninhibitor unterdrückt die Reifung von B-

Zellen 

Ziel IV: PCA Analyse und Korrelation nach Pearson zur Bewertung der Effekte 

des Monozyteninhibitors im Tiermodell 

Hypothese 4.1: Die Testsubstanz ist wirksam im Mausmodell 

Ziel V:  Wirkmechanismus der Testkomponente auf die Zytokinausschüttung und 

CRP 

Hypothese 5.1: Die Testkomponente erniedrigt die Zytokinausschüttung und 

CRP 

Ziel VI:  Darstellung der Inflammation in der immunhistochemischen Färbung 

¶ Hypothese 6.1: Die Inflammation ist auch in humanen Biopsien von 

Monozyten bestimmt 

¶ Hypothese 6.2: Die Wirkung der Testsubstanz wird in der 

Immunhistochemie deutlich 

Ziel VII:  Monozyteninhibitor und Infliximab im Vergleich 

Hypothese 7.1: Die Wirkung von dem Monozyteninhibitor und Infliximab ist 

vergleichbar 

 



VIII . Material und Methoden   37 

4 MATERIAL UND METHODEN 

 Auswahl der Spender 

Die Auswahl der passenden Spender erfolgte in der Sprechstunde von PD Dr. 

Florian Beigel. In Übereinstimmung mit dem Ethikvotum der LMU München 

Nummer 120-15 und nach Aufklärung sowie Unterzeichnung der 

Einverständniserklärung wurde den Patienten 60 ml Blut abgenommen. Für die 

Versuche wurden zwei Spender ausgewählt, die eine hohe Frequenz an M1 

Monozyten und TH17-Zellen im Blut aufwiesen. 

 Tierhaltung 

Die Tiere wurden in einzeln belüfteten Käfigen unter optimierten Hygiene-

Bedingungen in der Zentralen Versuchstierhaltung der Chirurgischen Klinik der 

LMU München in der Nussbaumstraße 20, 80336 München gehalten. Die 

Tierhaltung wird nach den Empfehlungen der FELASA regelmäßig kontrolliert und 

die Hygienebedingungen sind einer SPF-Haltung ähnlich. Die Tierversuche wurden 

unter dem Aktenzeichen ROB-55.2-2532.Vet_02-19-106 bei der Regierung von 

Oberbayern genehmigt und unter Berücksichtigung des Tierschutzgesetzes 

durchgeführt. 

 Isolierung humaner PBMC 

Aus dem Spenderblut wurden humane PBMCs zur Rekonstitution der 

Versuchstiere isoliert. Dafür wurden 60ml Blut, das in 10 ml S-Monovetten (S-

Monovette, Sarstedt, Nürnberg, Deutschland) abgenommen wurde, im Verhältnis 

1:2 mit Hankôs balanced salt solution (HBSS, Sigma-Aldrich, Deisenhofen, 

Deutschland) gemischt und je 30ml auf LeucoSep Röhrchen (Greiner Bio One, 

Frickenhausen, Deustschland) gegeben. Diese wurden zuvor mit 15ml ROTI®Sep 

(ROTI®Sep 1077 human, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) befüllt. Um eine 

Interphase zu erzeugen wurden die LeucoSep Röhrchen 30 Minuten bei 400g ohne 

die Einstellung der Bremsfunktion zentrifugiert (Jodeleit, Milchram, et al., 2020). 

Aufgrund unterschiedlicher Dichtegradienten trennten sich die Bestandteile des 

Blutes auf. Die entstandene Interphase wurde mit einer Pipette in ein 50ml Falcon 

(NuncÊ konische Zentrifugenröhrchen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 

überführt. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen 1:1 mit 30µl Tryptophan 
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(Trypan Blue solution 0,4% for microscopy, Sigma-Aldrich, Gillingham, 

Großbritannien) gemischt und unter dem Mikroskop in einer Neubauer 

Zählkammer (Paul Marienfeld, Lauda-Königshofen, Deutschland) gezählt. Die 

Zellen wurden bei 1400g für 5 Minuten zentrifugiert und mit PBS (ROTI®CELL 

10x PBS, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) verdünnt bis die gewünschte 

Konzentration von 4x106 Zellen pro 100µl PBS erreicht wurde. Zur Berechnung 

des PBS Volumens wurde folgende Formel angewendet: 

#ÅÌÌÓτz ςz ρzπ 8z

9
 

X= Volumen der Interphase in ml 

Y= Gewünschte Zellkonzentration (4x106 Zellen pro 100µl) 

Die isolierten PBMCs wurden zur Rekonstitution der Mäuse und zur FACS Analyse 

(fluorescence-activated cell sorting (engl.), Durchflusszytometrie) verwendet. Für 

die FACS Analyse der PBMCs wurden 100µl Zellen auf 100µl FACS Mastermix 

pipettiert und die gefärbten Zellen mit dem FACS-Gerät (Attune NxT, Acoustic 

Focusing Cytometer, invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 

gemessen. 

 Rekonstitution 

Die Tiere des Stammes NOD Scid IL2Rɔ Chainnull von Charles River wurden im 

Alter von 6 bis 8 Wochen rekonstituiert. Für die intravenöse Applikation in die 

Schwanzvene wurden die Tiere in einem Restrainer (Science Products, Hofheim, 

Deutschland) fixiert und die Vene zur Dilatation für maximal 1 Minute mit 

Infrarotlicht erwärmt. Appliziert wurden 100µl mit einer 1 ml Insulin-BD Mikro-

fine 0,33 mm*12,7 mm Spritze (BD bioscience, Heidelberg, Deutschland) in die 

Venae dorsalis caudae und mediana mit einer Konzentration von 4×106 PBMC. 
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4.2 Versuchsablauf 

 Versuchsgruppen 

Für die beiden Versuche wurden insgesamt 48 weibliche und männliche NOD Scid 

IL2Rɔ Chainnull Mäuse im Alter von 6 bis 8 Wochen bei Charles River (Sulzfeld, 

Deutschland) bestellt. Zum Versuchsbeginn wurden die Tiere in 4 Gruppen mit 

jeweils 6 Tieren eingeteilt, siehe Tabelle 3. Für die Rekonstitution wurden zwei 

unterschiedliche Spender gewählt. Alle Gruppen bekamen eine rektale Applikation 

von 50% Ethanol um die Kolitis Symptome auszulösen.  

Tabelle 3: Einteilung der Versuchsgruppen 

 

Die Rekonstitution erfolgte an Tag 0. An Tag 8 wurde den Tieren jeweils 10% 

Ethanol und 50% Ethanol an Tag 15 rektal appliziert. Die orale Applikation der 

Testkomponente und Methylzellulose erfolgte an den Tagen 7 bis 18. Infliximab 

und der Isotyp Antikörper wurden an Tag 7 und Tag 14 intraperitoneal injiziert. Die 

Tiere wurden ab Tag 7 bis zum Versuchsende täglich nach einem klinischen Score 

bewertet. Die Gewichtskontrolle erfolgte an den Tagen 8,10,12 sowie 14 bis 18, 

siehe Tabelle 4. 

 0.5% 

Methylzellulose 

in H2O (MZ) 

Testkomponente 

in 0.5% 

Methylzelulose 

/H2O (MZ+TS) 

Isotyp 

Antikºrper 

Infliximab 

(Inflx) 

Applikation oral oral i.p. i.p. 

Ethanol 

Challenge 

x x x x 

Spender A 6 6 6 6 

Spender B 6 6 6 6 
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Tabelle 4: Behandlungsprotokoll  

 Medikamente 

Nach der Rekonstitution an Tag 0 wurde bei den Mäusen, durch zweimalige rektale 

Gabe von jeweils 150 µl Ethanol, Kolitis Symptome ausgelöst. An Tag 8 wurde den 

Tieren, unter Isoflurannarkose mit 4% Isofluran und einer Sauerstoffrate von 

4l/min, rektal 10% Ethanol appliziert. Für die rektale Gabe wurde ein 1 mm 

Katzenkatheter (Henry Schein, Hamburg, Deutschland) verwendet, der zuvor mit 

2% Xylocain-Gel (AstraZeneca, Wedel, Deutschland) zur Schmerzlinderung 

beschichtet worden war. An Tag 15 bekamen die Tiere 50% Ethanol unter 

Isoflurannarkose rektal appliziert. Nach den Ethanolapplikationen, 10 % Ethanol 

bei der Sensitiverung und 50% Ethanol bei der Challenge, wurden die Tiere bei 

einem Winkel von 30° für wenige Minuten hoch gelagert um ein frühzeitiges 

Tag/ 

Behand-

lung 

Rekonsti-

tution 

Sensiti-

vierung/ 

Chal-

lenge 

Ethanol 

Behand-

lung 

(i.p) 

Behand-

lung 

(oral) 

Kontrolle 

Gewicht 

Klinischer 

Score 

Blutent-

nahme 

0 X       

1        

2        

3        

4        

5        

6        

7   X X  X  

8  X  X X X  

9    X  X  

10    X X X  

11    X  X  

12    X X X  

13    X  X  

14   X X X X  

15  X  X X X  

16    X X X  

17    X X X  

18    X X X  

19       X 
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Herauslaufen des Ethanols zu verhindern (Jodeleit, Milchram, et al., 2020). 

In beiden Versuchen wurden die Tiere in 4 Gruppen mit jeweils 6 Tieren aufgeteilt. 

Alle Tiere wurden an Tag 0 rekonstituiert und rektal mit Ethanol zur Auslösung der 

Kolitis Symptome behandelt. Die erste Gruppe diente als negative Kontrollgruppe 

für die Testkomponente, um die Medikamentenwirkung auf die Kolitis im 

Vergleich zur Kontrolle beurteilen zu können. Die Tiere wurden mit 0.5% 

Methylzellulose (M0512-100g Methyl cellulose, viscosity 4,000cP, Sigma Aldrich, 

Gillingham, Großbritannien) behandelt, das zuvor in H2O gelöst worden war. Die 

orale Applikation von 100µl mit einer Sonde erfolgte an den Tagen 7 bis 18. Die 

zweite Gruppe wurde mit 10mg/kg Testkomponente gelöst in 0.5% 

Methylzellulose/H2O behandelt, deren Wirkmechanismus auf der Inhibition der 

Monozytenaktivierung beruht. Die Tiere bekamen an den Tagen 7 bis 18 eine orale 

Applikation von 100 µl mit der zu testenden Substanz. Die dritte Gruppe diente als 

Isotyp Kontrolle von Infliximab. Die Tiere bekamen an den Tagen 7 und 14 den 

Isotyp Antikörper mit einer Konzentration von 6 mg/kg in einer Menge von 100µl 

mit einer Spritze intraperitoneal appliziert. Die vierte Gruppe wurde mit Infliximab 

behandelt und diente zur Validierung des Tiermodells. Infliximab ist als 

Therapeutikum bei Colitis ulcerosa bereits hinreichend bekannt (Feuerstein et al., 

2020). Die Tiere bekamen 100 µl an den Tagen 7 und 14 mit einer Konzentration 

von 6 mg/kg intraperitoneal injiziert. Für die orale Applikation wurde eine Sonde 

(Instech LaboratoriesÊ Feeding tube, Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) 

verwendet und für die intraperitoneale Applikation eine 1 ml Insulin-BD Mikro-

fine 0,33 mm*12,7 mm Spritze (BD bioscience, Heidelberg, Deutschland). 

 Klinischer Aktivitätsscore 

Um den Schweregrad der Kolitis zu beurteilen wurden die Tiere täglich nach einem 

klinischen Aktivitätsscore beurteilt, siehe Tabelle 5. Insgesamt wurden 0-28 Punkte 

vergeben. Bei einem Einzelscore 4 mit über 20% Gewichtsverlust, starker 

Dehydratation, Apathie, Zyanose, gekrümmten Rücken, Elefantenzähne oder 

Prolaps sowie einem Einzelscore >4 oder einem Summenscore über 7 Punkte 

wurden die Tiere sofort euthanasiert und nicht in die Auswertung übernommen.  
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Tabelle 5: Kriterien zur Bewertung der klinischen Aktivität 

Score mit ĂXñ f¿hrt zum sofortigen Versuchsabbruch. Bei einem Einzelscore von >4 oder einem 

Summenscore von >7 wurden die Tiere sofort euthanasiert. 

Kriterium Beurteilung Punkte (max.28) 

Kºrpergewicht Kein 

5-10% 

10-15% 

15-20% 

>20% 

0 

1 

2 

3 

X 

Dehydratation Hautfalte verstreicht langsam 

Hautfalte bleibt stehen 

3 

X 

Kotkonsistenz Geformt 

Breiig 

Fl¿ssig 

0 

1 

2 

Fell Normal 

Stumpf, gestrªubt 

Stumpf, gestrªubt (>2 Tage) 

Haarverlust (Barbering, Dalila Effekt) 

0 

1 

2 

2 

Verhalten Normal 

Ruhig 

Hyperkinese 

Somnolenz, Zittern 

Apathie 

0 

1 

2 

3 

X 

Atmung Normal 

Leicht erhºht 

Erhºht (abdominelle Atmung) 

Deutlich reduziert 

Abdominell mit Zyanose 

0 

1 

2 

3 

X 

Kºrperhaltung Normal 

Krªmpfe, Lªhmungen 

Gekr¿mmter R¿cken 

0 

X 

X 

Verletzungen Bisswunde 

Tiefe Bisswunde (Muskel) 

Bisswunden (keine Heilung) 

Elefantenzªhne 

2 

3 

X 

X 
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 Makroskopischer Kolon Score 

Bei der Sektion der Tiere wurde das Kolon entnommen, fotografiert und nach einem 

bereits etablierten Score (Jodeleit et al., 2019), siehe Tabelle 6. Bei der Bewertung 

konnten maximal 10 Punkte erreicht werden. 

Tabelle 6: Makroskopische Beurteilung des Kolons 

 

  

Kriterium Beurteilung Punkte (max.10) 

Kotkonsistenz Geformt 

Breiig 

Fl¿ssig 

0 

1 

2 

Lªnge >10cm 

8-10cm 

<8cm 

0 

1 

2 

Dilatation Keine 

Geringgradig 

Mittelgradig 

Hochgradig 

0 

1 

2 

3 

Einblutungen Vorhanden 1 

Nekrose Vorhanden 1 

Weitere Auffªlligkeiten z.B. Erosionen 1 
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4.3 Analysen 

 Versuchsende 

An Tag 19 wurde den Tieren 150µl Injektionsnarkose (Ketamin 120mg/kg, Xylazin 

16mg/kg) gespritzt. Nach Überprüfung der chirurgischen Toleranz wurde den 

Mäusen maximal 1 ml Blut aus dem retrobulbären Venenplexus abgenommen und 

die Tiere anschließend mit zervikaler Dislokation getötet. Bei der Sektion wurden 

die Milz und das Kolon entnommen. Die Milz wurde über einen 70 µm Zellfilter 

(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) gegeben und mit 5 ml PBS gespült. 

Bei einer Zentrifugation von 5 Minuten bei 1400g entstand ein Zellpellet, dass in 

FACS-Puffer (500ml PBS, 10ml EDTA, 10ml FCS) resuspendiert wurde. Die 

Zellen wurden anschließend auf den Mastermix gegeben und mit einem FACS 

Gerät gemessen. Für die Histologie wurde von dem distalen Ende des Kolons 1cm 

in eine Histokassette (Rotilabo® Einbettkassetten, Carl Roth, Karlsruhe, 

Deutschland) gegeben und für 24 Stunden in 4% Formaldehyd fixiert, bevor es am 

nächsten Tag in 70% Ethanol überführt wurde. Eine weitere Kolonprobe von 1 cm 

Länge wurde auf Trockeneis gelagert und für die anschließenden Luminex Analyse 

zur Detektion der Proteine bei -20 Grad tiefgefroren. 

 Durchflusszytometrie 

Die Antikörper für die folgenden FACS-Färbungen wurden gemäß der 

Antikörperliste, siehe Tabelle 22, bei Biolegend (San Diego, CA, USA) bestellt und 

unter Berücksichtigung der Herstellerangaben verwendet. Die Durchfluss-

zytometrie wurde mit einem Attune NxT FACS Gerät von Thermofisher (Attune 

NxT Acoustic Focusing Cytometer, Thermo Fisher, Waltham, USA) durchgeführt 

und die Daten mit der FlowJo 10.1-Software (FlowJo LLC, OR, USA) ausgewertet. 

Die Zellen wurden gemäß der Gating Strategien im Anhang (Abbildung 31 bis 38) 

analysiert. 

FACS-Färbung für Leukozyten der Milz 

Für die Färbung wurden jeweils 100µl der Zellen auf 100µl Antikörper-

Färbelösung pipettiert und bei 4°C im Kühlschrank für eine Stunde inkubiert. Nach 

der Inkubation der Primärantikörper wurde bei ausgewählten Stainings ein 

Sekundärantikörper aufgebracht und für eine weitere halbe Stunde inkubiert. 

FACS-Gating der Milz  
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Zur Bestimmung der Leukozytenpopulation wurden die Parameter FSC und SSC 

verwendet. Aus der Anzahl humaner CD45 (hCD45) an der Gesamtleukozytenzahl 

im Vergleich zu den murinen CD45 (mCD45) lassen sich Rückschlüsse über den 

Grad der Rekonstitution mit humanen PBMCs ziehen. Die Monozyten wurden 

zunächst anhand der Marker CD14+ und CD16+ in der Leukozytenpopulation 

definiert, vergleiche Tabelle 7. Die CD14+ Zellen wurden auf die Expression von 

CD64+, CD163+ und CD206+ untersucht. Der Marker CD14+CD163+CD206+ 

markiert die M2 Monozyten und die Population CD14+CD64+ die M1 Monozyten. 

Die Frequenz an T-Zellen wurden anhand des CD4+ und CD8+ Markers in der 

Gesamtleukozytenanzahl untersucht. Das Oberflächenantigen CD4+ wird von T-

Helfer Zellen und regulatorischen T-Zellen exprimiert, CD8+ von zytotoxischen T-

Zellen. Aktivierte T-Helferzellen wurden anhand der Marker CD4+CD103+, 

CD4+CD25+ und CD4+CD134+ identifiziert. Mithilfe des CD19-Markers, der in 

der Entwicklung der B-Zellen schon sehr früh exprimiert wird, und des IgD-

Markers wurden die B-Lymphozyten aus der Population der Leukozyten 

identifiziert. Anhand der Oberflächen Antigene CD23 und CD 27 konnte zwischen 

naiven B-Zellen, CD23+/CD27- Zellen, und frühen memory B-Zellen, CD23-

/CD27+ Zellen, unterschieden werden. Der Marker CD19+CD38+ markiert die 

Plasmazellen. 

Tabelle 7: Zellen gemessen in der Durchflusszytometrie 

Humane Zellen sind aufgef¿hrt. Murine Zellen sind mit einem Ămñ gekennzeichnet. 

Marker Zellen  

CD45+ Leukozyten 

mCD45+ Murine Leukozyten 

CD14+ Monozyten 

CD14+CD64+ M1 Monozyten 

CD14+CD163+CD206+ M2 Monozyten 

CD4+ T-Zellen 

CD4+CD103+ B-Zelle mit ŬE:ɓ7 Integrin 

CD4+CD25+ Regulatorische T-Zelle 

CD4+CD134+ B-Zelle mit OX40 Rezeptor 

CD19+ B-Zellen 

CD19+CD38+ Plasmazellen 

CD19+CD27+IgD- Affinity matured B-Zelle 

CD19+CD27-IgD+ Naive B-Zelle 
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 Histologie 

Bei der Präparation wurde 1cm des distalen Kolons entnommen und für 24 Stunden 

in 4% Formaldehyd fixiert. Anschließend wurden die histologischen Proben in 70% 

Ethanol überführt. Im Histomaten (Leica TP1020 Automatische Gewebe-

infilt ration, Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschland) durchliefen die Proben 

zunächst eine aufsteigende Alkoholreihe zur Entwässerung, gefolgt von Xylol 

(Xylol Isomere, >98%, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) als Intermedium, das im 

letzten Schritt durch heißes Paraffinwachs (Tissue-Tek® Paraffinwachse, Sakura 

Finetek Europe, Alphen aan den Rijn, Niederlande) ersetzt wurde. Aus den 

Gewebeproben wurden an einer Ausgießstation (Tissue-Tek®TECÊ6, Sakura 

Finetek Europe, Alphen aan den Rijn, Niederlande) Paraffinblöcke gegossen. 

Mithil fe eines Rotationsmikrotoms (Microm HM 355 S, Thermofisher, Waltham, 

MA, USA) wurden von den Blöcken 3µm dicke Schnitte angefertigt, die in ein 

40°C warmes Wasserbad (Medax Nagel, Kiel, Deutschland) überführt und auf 

Superfrost Objektträger (Thermofisher, Waltham, MA, USA) aufgezogen wurden. 

Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die Hämatoxylin-Eosin Färbung wurde 1863 von Wilhelm von Waldeyer 

entwickelt und eignet sich zur Darstellung komplexer histopathologischer 

Veränderungen (Alturkistani et al., 2015; Shostak, 2013). Die Gewebeschnitte 

wurden für 2x5 Minuten in Xylol (Roti®-Histol, Carl Roth, Karlsruhe, 

Deutschland) deparaffiniert und anschließend für jeweils 2x5 Minuten in einer 

absteigenden Alkoholreihe mit absolutem, 96% und 70% Ethanol (Ethanol vergällt 

>99,8%, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) rehydriert. Es folgte ein 

Zwischenschritt für 5 Minuten in destilliertem Wasser. Für die Färbung wurde, nach 

einer kurzen Spülung in Leitungswasser, eine 4-minütige basische Kernfärbung in 

Hämalaun (Hämalaunlösung sauer nach Mayer, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

angewandt. Anschließend wurden die Schnitte für 10 Minuten unter laufenden 

Leitungswasser gebläut. Nach einem kurzen Spülschritt mit destilliertem Wasser 

erfolgte die Färbung mit dem sauren Zytoplasmafarbstoff Eosin (Eosin B, Carl 

Roth, Karlsruhe, Deutschland) für 4 Minuten. Abschließend folgte die 

Dehydrierung der Schnitte für wenige Minuten in einer aufsteigender Alkoholreihe, 

bestehend aus 80%, 96% und 100% Ethanol, und die Fixierung für 2x5 Minuten in 

Xylol. Die Schnitte wurden danach mit 24x60mm Deckgläschen (Carl Roth, 

Karlsruhe, Deutschland) eingedeckt. 
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Masson-Goldner-Trichrom-Färbung 

Die Differenzierungsfärbung von Muskeln, Bindegewebe und Plasma beruht auf 

einem modifiziertem Protokoll nach Goldner (Goldner, 1938). Die verwendeten 

Lösungen stammen aus einem Färbekit (Färbekit: Masson Goldner Trichrom, 

Morphisto, Frankfurt am Main, Deutschland) und wurden gemäß Herstellerangaben 

verwendet. Im ersten Schritt der Färbung durchliefen die Schnitte zur 

Deparaffinierung 2x5 Minuten Xylol (Roti®-Histol, Carl Roth, Karlsruhe, 

Deutschland), gefolgt von jeweils 2 Minuten in einer absteigenden Alkoholreihe, 

bestehend aus 96%, 80%, 70%, und 60% Ethanol (Ethanol vergällt >99,8%, Carl 

Roth, Karlsruhe, Deutschland) zum Wässern. Nach einer Spülung von 2 Minuten 

in destilliertem Wasser, wurden die Kerne der Gewebeschnitte mit Weigerts 

Eisenhämatoxylin, in einem Mischverhältnis von 1:1 von Stammlösung A mit 

Stammlösung B für 15 Minuten angefärbt. Nach einem kurzen Spülschritt in 

destilliertem Wasser, wurden die Schnitte für 8 Minuten unter fließendem Wasser 

gebläut. Für die Färbung des Zellplasmas wurde Säurefuchsin-Ponceau-

Azophloxin für 4 Minuten verwendet. Zum Differenzieren wurden die Gewebe-

schnitte anschließend für 30 Sekunden in 1% Essigsäure gegeben. Es folgte ein 

Schritt zum Beizen und Färben mit Phosphormolybdänsäure-Orange G für 30 

Minuten. Nach einem Differenzierungs-schritt in 1% Essigsäure wurde das Gewebe 

für 12 Minuten mit Goldner-Lichtgrün gefärbt. Anschließend wurden die Schnitte 

mit 1% Essigsäure für 2 Minuten, gefolgt von Leitungswasser gespült. Zum 

Entwässern wurden die Schnitte 2x2 Minuten in 96% Ethanol, 2 Minuten in 

Isopropanol und 2x5 Minuten in Xylol gegeben. Zum Schluss wurden die Schnitte 

mit 24x60mm Deckgläschen (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) bedeckt. 

Periodic acid-Schiff (PAS)-Färbung 

Muzin wird von den Becherzellen sekretiert und stellt einen wichtigen Teil des 

Immunsystems des Kolons dar. Pathologische Veränderungen dieser Zellen können 

mittels PAS-Färbung, basierend auf der Anfärbung des Muzins, visualisiert werden 

(Yasuda-Onozawa et al., 2017). Die Färbung wurde mit einem Färbekit (Färbekit: 

PAS-Reaktion, Morphisto, Frankfurt am Main, Deutschland) gemäß 

Herstellerangaben durchgeführt. Zunächst erfolgte die Deparaffinierung mit 2x5 

Minuten Xylol (Roti®-Histol, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), gefolgt von 

jeweils 2 Minuten in einer absteigenden Alkoholreihe, bestehend aus 96%, 80%, 

70%, und 60% Ethanol (Ethanol vergällt >99,8%, Carl Roth, Karlsruhe, 
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Deutschland) zum Wässern. Nach dem Spülen mit destilliertem Wasser wurden die 

Schnitte für 10 Minuten mit 1%Perjodsäure oxidiert. Es folgten vier Waschschritten 

mit anschlieÇender Fªrbung der Schnitte f¿r 25 Minuten in Schiffôschem Reagenz. 

Nach zwei weiteren Waschschritten erfolgte die Gegenfärbung mit Hämatoxillin 

für 5 Minuten. gefolgt von Leitungswasser gespült. Zum Entwässern wurden die 

Schnitte 2x2 Minuten in 96% Ethanol, 2 Minuten in Isopropanol und 2x5 Minuten 

in Xylol gegeben und schließlich mit 24x60mm Deckgläschen (Carl Roth, 

Karlsruhe, Deutschland) bedeckt. 

Histologischer Score 

Für die Hämatoxylin-Eosin Färbung (HE) und die Masson-Goldner-Trichrom 

(MGT) wurden die Proben in 3µm Dicke geschnitten und gefärbt. Die gefärbten 

HE-Schnitte wurden nach einem modifizierten Score bewertet (Jodeleit et al., 

2020), siehe Abbildung 4. 
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Abbildung 4: Beispielaufnahmen zu den Befunden des histologischen Scores aus 

Tabelle 8 

Die pathologischen Veränderungen sind mit breiten Pfeilen markiert, die Befunde stehen unter den 

Aufahmen. 

Insgesamt wurde ein Punktesystem von 0-20 Punkten vergeben, siehe Tabelle 8. 

Die Bilder wurden an einem Axiovert 40 CFL Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, 

Deutschland) mit einer Axiocam 105 Farbkamera (Zeiss, Oberkochen, 

Deutschland) aufgenommen. Die verwendete Software war die Zen 2.3 (blaue 

Edition, Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Der Kontrast der Bilder wurde im 

Photoshop CC 2017 bearbeitet. 
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Tabelle 8: Kriterien des histologischen Scores 

 Immunhistochemische Färbung (IHC) 

Bei der IHC-Färbung wurden Monozyten, B-Zellen und T-Zellen detektiert, siehe 

Abbildung 5. Dafür wurden aus jeder Behandlungsgruppe repräsentative Schnitte 

ausgesucht und angefärbt. Es handelt sich um eine indirekte Immunhistochemische 

Färbung, bei der fluoreszierende Sekundärantikörper verwendet wurden. Alle 

Antikörper wurden von Thermo Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific, MA, 

USA) bezogen und gemäß Herstellerangaben verwendet. Die Fotos wurden mit 

einem Routinemikroskop Axioskop (Carl, Zeiss. Oberkochen, Deutschland) mit 

einem Mikroskop Axio Imager.D2 (Carl, Zeiss. Oberkochen, Deutschland) 

aufgenommen. Im ersten Schritt wurden die 3µm Schnitte 2x3 Minuten in Xylol 

(Roti®-Histol, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 3x Minuten in Xylol und 

absolutem Ethanol (Verhältnis 1:1) deparaffiniert. Es folgte die Rehydrierung mit 

einer absteigenden Alkoholreihe für jeweils 3 Minuten, bestehend aus 100%, 95%, 

70% und 50% Ethanol. Im zweiten Schritt wurden die Antigenbindungsstellen, die 

durch Methylenbrücken verdeckt sind, durch Hitze freigelegt. Dazu wurden die 

Schnitte in eine Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)-Lösung, im Verhältnis von 

0,37g EDTA (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) auf 1000ml destilliertem Wasser, 

Kriterium Ausprªgung Punkte (max.20) 

Erosionen des Epithels Fokal 

Multifokal 

tiefgreifend 

1 

2 

3 

Infiltration 

inflammatorischer Zellen 

Wenige 

Kontinuierlich 

Hochgradig 

Infiltration bis Tunica muscularis 

1 

2 

3 

4 

¥deme Geringgradig 

Mittelgradig 

hochgradig 

1 

2 

3 

Becherzellverlust Geringgradig 

Mittelgradig 

hochgradig 

1 

2 

3 

Fibrose Fokal 

Multifokal mit Kryptenatrophie 

generalisiert 

1 

2 

3 

Einblutungen vorhanden 1 

Kryptenelongation vorhanden 1 
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mit einem pH von 8.0 gegeben und für 10 Minuten in einer Mikrowelle mit 850W 

gekocht. Nachdem die Schnitte 10 Minuten in der EDTA-Lösung abgekühlt waren, 

wurden sie für weitere 10 Minuten unter fließendes kaltes Wasser gegeben. Im 

dritten Schritt wurden die Schnitte 2x5 Minuten in Tris-buffered saline (10x TBS, 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) gewaschen und in TBS mit 1% bovinem 

Serumalbumin (BSA, Sigma Aldrich, Gillingham, Großbritannien) für 2 Stunden 

bei Raumtemperatur geblockt. Anschließend wurden die Primärantikörper auf die 

Schnitte pipettiert. Die Antikörper CD4, CD14, CD19, CD8 wurden 1:100 in TBS 

mit 1% BSA verdünnt und in Eppendorfgefäße (Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland) gegeben. Pro Schnitt wurden 100µl der Antikörper-Lösung 

aufgetragen und bei 4°C im Kühlschrank über Nacht inkubiert. Am zweiten Tag 

folgte ein Waschschritt für 2x5 Minuten in TBS. Um das Hintergrund Signal zu 

reduzieren, wurden die Schnitte 15 Minuten in TBS mit 0,3% Wasserstoffperoxid 

(H2O2 ,Sigma Aldrich, Gillingham, Großbritannien) inkubiert. Die fluoreszierenden 

Antikörper wurden 1:400 in TBS mit 1% BSA verdünnt und auf die Schnitte 

pipettiert. Dieser Schritt erfolgte im Dunkeln um ein Photobleaching der 

Fluoreszenz-Antikörper zu vermeiden. Nach einer Inkubationszeit von 1 Stunde bei 

Raumtemperatur wurden die Schnitte 3x5 Minuten in TBS gewaschen und mit nach 

Zugabe von Mounting Medium (Thermofisher, Waltham, MA, USA) mit 24x60mm 

Deckgläschen eingedeckt. Für die Biopsien wurde dasselbe Verfahren angewendet. 

Zellkerne sind mit einer DAPI Färbung blau angefärbt. Aufnahmen mit einem 

Routinemikroskop Axioskop mit einem Mikroskop Axio Imager.D2 

aufgenommen. Die Bildbearbeitung wurde mit CCPhotoshop 2017 durchgeführt. 
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Abbildung 5: Beispielaufnahmen einer IHC-Färbung 

Vergleich zwischen einer Negativkontrolle (links oben) und inflammatorischen Kolonaufnahmen. 

Auffällig sind die hochgradigen Ödeme und der erhöhte Einstrom von T-Zellen, Monozyten und B-

Zellen bis zur luminalen Seite der Krypten. 

 Detektion von Zytokinen im Kolon  

Bei der Sektion wurde 1cm des distalen Kolons entnommen und mit PBS gespült. 

Für die Lyse der Zellen wurde ein bereits etabliertes Protokoll (Jodeleit et al., 2019) 

verwendet: Die Darmproben wurden mit jeweils 500µl einer Protease Inhibitor 

Lösung (cOmplete, Roche, Penzberg, Deutschland) und einer 5mm Metallkugel 

(Qiagen, Hilden, Deutschland) für 5 Minuten bei 3000rpm zentrifugiert. Der 

Überstand wurde anschließend bei -80°C tiefgefroren. 

Die Zytokine im Überstand wurden mithilfe von Luminex ProcartaPlex 

Immunoassays (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) gemessen, vergleiche 

Tabelle 9. Es wurde das ProcartaPlex Mouse Basic Kit (Cat#EPX010-20440-901; 

Negativkontrolle (Isotyp Antikörper) 

Inflammatorisches Kolon: CD19+ (B-Zellen)  Inflammatorisches Kolon:  

CD14+ (Monozyten) 

Inflammatorisches Kolon: CD4+ (T-Zellen) 
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RRID:AB_2575761) mit Beads f¿r CRP, MCP3 und TGFɓ verwendet. Zur 

Detektion der humanen Zytokine wurde das ProcartaPlex Human High Sensitivity 

Basic Kit (Cat#EPXS010-10420-901; RRID:AB_2576181) mit Beads für humanes 

IFN gamma, IL17, IL12 und murines IL6 angewendet. 

Tabelle 9: Luminex Beads mit Katalognummer und RRID 

 Statistik 

Die statistische Auswertung erfolgte mit ĂR-Studioñ, eine Benutzeroberflªche des 

R-Programmes (https://cran.rstudio.com/). Die nachfolgenden Pakete wurden für 

die Analyse der Daten und das Erstellen der Grafiken geladen: readxl, ggplot2, 

dabestr, magittr, tibble, RColorBrewer, factoextra, devtools, ellipsis, ggfortify, 

psych, stats und Hmisc. Für Vergleiche zwischen zwei Gruppen wurde ein t-Test 

angewandt. Gruppenvergleiche normalverteilter Datenmengen wurden mit der 

einfaktoriellen ANOVA und Tukey HSD-Test ausgewertet. Nicht normalverteilte 

Gruppen wurden mit dem Kruskal-Wallis Test und post-hoc mit dem Dunn-

Bonferroni-Test bewertet. Festgelegte Signifikanzen: 

Beads: Cat#RRID# 

ProcartaPlex Mouse CRP Simplex Cat#EXP01A-26045-901; RRID:AB_2575963 

ProcartaPlex Mouse MCP-3 (CCL7) Simplex Cat# EPX01A-26006-901; RRID:AB_2575933 

ProcartaPlex Mouse TGF-beta 1 Simplex Cat#EPX01A-20608ï901; RRID:AB_2575921 

ProcartaPlex Human High Sensitivity IFN  Cat#EPXS010-10228-901; RRID:AB_2576179 

ProcartaPlex Human High Sensitivity IL-17A  Cat#EPXS010-12017-901; RRID:AB_2576182 

ProcartaPlex Human High Sensitivity 

IL-12p70  

Cat#EPXS010-10238-901; RRID:AB_2576180 

ProcartaPlex Mouse High Sensitivity IL-6  Cat#EPXS010-20603-901; RRID:AB_2576185 

* p=<0,05 ï 0,01 

** p=0,01 ï 0,001 

*** p=<0,001 

https://cran.rstudio.com/
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5 ERGEBNISSE 

5.1 Immunprofil  und klinischer Score der Spender 

Der Schweregrad der Colitis ulcerosa Erkrankung wurde nach dem klinischen 

Aktivitätsindex von Walmsley (Walmsley, Ayres, Pounder, & Allan, 1998) 

beurteilt. Folgende Kriterien wurden dabei mit einem Punktesystem von maximal 

19 Punkten berücksichtigt: Häufigkeit und Dringlichkeit des Stuhlgangs, 

Ausscheidung von Blut, Allgemeinbefinden und Extraintestinale Manifestationen. 

Von den Spendern wurde zusätzlich ein immunologisches Profil erstellt (Jodeleit et 

al., 2019): 40 UC Spender und 16 gesunde Spender wurden zur Erstellung des 

Immunprofiles hinsichtlich Subtypen der CD4+ und CD8+ T-Zellen, B-Zellen und 

CD14+ Monozyten untersucht. Für die Versuche wurden Spender ausgewählt, die 

eine erhöhte Anzahl an Monozyten aufwiesen und somit dem Monozyteninhibitor 

einen optimalen Angriffspunkt lieferten. Beide Spender, A und B, befanden sich 

zum Zeitpunkt der Blutentnahme in der Phase der Wundheilung einhergehend mi 

einer erhöhten Anzahl von M1 Monozyten (CD14+CD64+) und TH-17 Zellen, 

siehe Tabelle 10. 

Tabelle 10: Immunologische und klinische Auswertung der Spender zur 

Identifizierung eines optimalen Profils für den Einsatz des Monozyteninhibitors 

 

Eine erhöhte Frequenz an M1 Monozyten (CD14+CD64+) und CD14+CD1a+ 

konnte bei beiden Spendern, im Vergleich zu der gesunden Kontrolle (N=8), 

nachgewiesen werden, siehe Abbildung 6. Die CD14+CD1a+ Population war bei 

Spender B erhöht im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Die Frequenz der 

CD14+CD252+ Zellen war bei Spender A und Spender B höher im Vergleich zur 

Population der Gesunden. Die Spender wiesen eine Aktivierung des 

TH17/Monozyten getriebenen Wundheilungsprozesses auf. Verglichen mit der 

gesunden Kontrolle wurde eine erhöhte Frequenz an TH22 Zellen bei Spender B 

Spender A B 

SCCAI 5 11 

Medikamente Cyclosporin Entivio Xeljanz, Mesalazin 

Verlauf Chronisch-rezidivierend Chronisch-rezidivierend 

CD64+[%CD14+] 76,7 93,7 

TH17+[%CD4+] 50,8 91,9 
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gemessen. Die TH17+ Population war bei Spender A gering und bei Spender B 

deutlich erhöht im Vergleich zu den Gesunden. Die Frequenz an TH17+TH1+ lag 

bei beiden Spendern über dem Mittelwert der gesunden Kontrollgruppe. 

 

Abbildung 6: PBMC Auswertung der Spender 

Subtypen der CD14+ Monozyten [%] und Subtypen der T-Helfer Zellen [%] als Säulendiagramm. 

Verglichen wurden drei Gruppen: der Spender A, der Spender B und eine gesunde Kontrollgruppe 

(N=8). Mittelwerte und Standardabweichung sind im Anhang verfügbar.  
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5.2 Effekte des Monozyteninhibitors im Mausmodell 

 Beurteilung der klinischen Wirksamkeit 

Die klinische Wirksamkeit der Testsubstanz wurde im NSG-UC Mausmodell in 

zwei Versuchen mit zwei verschiedenen Spendern getestet und mit Infliximab 

verglichen. Infliximab ist ein monoklonaler Antikºrper, der gegen TNFŬ gerichtet 

ist und zur Standardtherapie von UC gehört. Für die Versuche wurden PBMCs von 

UC Spendern isoliert und die Mäuse mit 4 x 106 Zellen rekonstituiert. Entsprechend 

dem Behandlungsprotokoll, beschrieben in Material und Methoden, wurden die 

Tiere in 4 Gruppen aufgeteilt und behandelt. In allen Gruppen wurden Kolitis 

Symptome an den Tagen 8 und 15 ausgelöst. In den ersten zwei Gruppen wurde die 

Wirksamkeit der Testsubstanz mit der unbehandelten Kontrollgruppe verglichen. 

An den Tagen 7 bis 18 nach Rekonstitution wurde die Kontrollgruppe (MZ, N=12) 

oral mit 100µl 0.5%iger Methylzellulose gelöst in H2O behandelt, während die 

zweite Gruppe (MZ+TS, N=12) 100 µl von der Testkomponente, gelöst in 0.5% 

Methylzellulose und H2O, oral appliziert bekam. Die Wirkung der Testsubstanz 

sollte mit der von Infliximab verglichen werden. Daher wurden in den Gruppen drei 

und vier die Wirkung von Infliximab im Vergleich zur Isotypkontrolle getestet. In 

Gruppe drei (Isotyp, N=12) erhielten die Mäuse sieben und vierzehn Tage nach der 

Rekonstitution 100µl des 6 mg/kg Isotyp Antikörpers intraperitoneal gespritzt, 

wohingegen die vierte Gruppe (Inflx., N=10) intraperitoneal mit 100µl Infliximab 

in einer Konzentration von 6mg/kg behandelt wurde. Die Wirksamkeit der 

Therapeutika wurde mit der jeweiligen Kontrollgruppe evaluiert. Die Wirkung der 

Testkomponente und Inflx. wurde anhand des klinischen Aktivitätsscores, des 

histologischen Scores und des makroskopischen Kolon Scores, wie in Material und 

Methoden beschrieben, beurteilt.  

Nach der Challenge mit 50% Ethanol an Tag 15 zeigten einige Tiere aus der MZ-

Gruppe breiigen Kotabsatz, der zu Gewichtsverlust führte und sich in einem 

deutlichen Anstieg des klinischen Scores (1,58±2,23) manifestierte, vergleiche 

Abbildung 7. Tiere, denen die Testkomponente appliziert wurde, zeigten nach der 

zweiten Ethanol Challenge eine geringe Reduzierung des Körpergewichtes von der 

sie sich schnell erholten und erreichten einen Wert von (0,75±1,06). Der klinische 

Aktivitätsscore blieb in der Isotyp-Gruppe (0,25±0,87) und der Inflx.-Gruppe 

gering (0,5±0,71). Die Ergebnisse sind als Cumming Plot in Abbildung 7 

dargestellt. Im oberen Feld ist der klinische Score als Schwarmplot aufgetragen, 
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Standardabweichungen sind als vertikale Linien präsentiert, zwischen denen der 

Mittelwert liegt. Im unteren Feld sind auf einer separaten Nulll inie die Effektgröße 

(Mittelwertdifferenz) als Punkt, der Standardfehler als schattierte Kurve und das 

95% Konfidenzintervall als Fehlerbalken nach dem Bootstrapping Verfahren 

markiert. Im paarweisen Vergleich wurden die Effekte von der Testkomponente 

(MZ+TS) auf die Kontrollgruppe (MZ), sowie die Wirkung von Infliximab auf die 

Isotypkontrolle (Isotyp) bewertet. Im Schwarmplot der MZ-Gruppe wird die 

Ausbreitung und der Anstieg der klinischen Scores verdeutlicht, im Vergleich zur 

Gruppe der Testkomponente, deren Werte dicht zusammen clustern. Der inverse 

Wert der Effektstärke untermauert die Annahme, dass der Monozyteninhibitor 

deutliche Effekte auf den klinischen Score erzielte. Die klinischen Scores aus der 

Isotyp Gruppe und der Infliximab Gruppe zeigten keinen Unterschied, 

veranschaulicht in den Schwarmplots mit geringer Varianz der Werte und einer 

Effektstärke die im positiven Wertebereich liegt. 

Nach dem Versuchsende wurde den Tieren bei der Sektion das Kolon entnommen 

und makroskopisch beurteilt. Das Kolon der MZ-Gruppe zeigte ungeformten bis 

teilweise flüssigen Kot, einer mittel- bis hochgradigen Dilatation und Einblutungen 

in die Darmschleimhaut und verkürzte Kolonlängen, siehe. Im Vergleich dazu zeigt 

das Kolon der MZ+TS Gruppe geringere pathologische Veränderungen. Die 

Veränderungen wurden anhand eines Kolon Scores, siehe Tabelle 6, eingestuft Die 

MZ Gruppe wies einen Score von (3,5±1,93) und die MZ+TS einen Score von 

(2,58±1) auf, der Unterschied war nicht signifikant. Die Darmabschnitte der Isotyp-

Antikörper Gruppe mit ungeformter Kotkonsistenz, teilweisen Einblutungen und 

mittel-bis hochgradiger Dilatation wiesen einen erhöhten makroskopischen Kolon 

Score auf (4,42±1,38), im Vergleich zu Tieren aus der Infliximab Gruppe mit einer 

mittelgradigen Dilatation sowie in einigen Fällen ungeformten Kot (3,3±1,06), 

ersichtlich in Abbildung 7. Der Unterschied zwischen den Gruppen war nicht 

signifikant. 
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Abbildung 7: A: Repräsentative Foto des Kolons zur Beurteilung des 

makroskopischen Kolon Scores. B: Klinischer Score und Kolon Score als Cumming 

Plots 

A: Ein repräsentatives Kolonbild aus jeder Gruppe: links oben: Kontrollgruppe behandelt mit 0.5% 

Methylzellulose in H2O (MZ), links unten: Gruppe mit 10mg/kg Testkomponente gelöst in 0.5% 

Methylzellulose in H2O (MZ+TS), rechts oben: Kontrollgruppe behandelt mit 6mg/kg Isotyp 

Antikörper (Isotyp), rechts unten: 6mg/kg Infliximab B: Der klinische Score und der Kolon Score 

sind als Cumming Plots dargestellt. Paarweiser Vergleich zwischen den Gruppen: MZ-Gruppe 

(N=12) verglichen mit der MZ+TS Gruppe (N=12), und eine Isotyp Gruppe (N=12) verglichen mit 

der Infliximab Gruppe (N=10). Der obere Anteil der Abbildung zeigt die Daten als Schwarmplot. 

Standardabweichung sind als vertikale Linien, mit dazwischen liegenden Mittelwert angezeigt. Der 

untere Teil der Abbildung zeigt die Nulllinie, abhängig vom Mittelwert der Kontrolle. Die Punkte 

zeigen die Effektstärke (Mittelwertdifferenz) an. Fehlerbalken stellen das 95% Konfidenzintervall 

und schattierte Flächen den Standardfehler dar. Höhere Ausschläge weisen auf einen geringen 

Standardfehler hin. 

Für die histologische Beurteilung des Kolons wurden drei Färbungen angefertigt, 

vergleiche Abbildung 8 Hämatoxylin-Eosin Färbung (HE), Masson-Goldner-

Trichrom Färbung (MGT) und eine periodic acid Schiff Reaktion Färbung (PAS). 

Zur Beurteilung wurde ein histologischer Score mit maximal 20 Punkten 
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verwendet, der folgenden Kriterien berücksichtigt: Epithel Erosionen, Einfluss 

inflammatorischer Zellen, Ödeme, Becherzellverlust, Fibrose, Einblutungen, 

Tufting und Kryptenelongation. Die MZ Gruppe zeigte mittelgradigen Einstrom 

inflammatorischer Zellen, mittel- bis hochgradigen Becherzellverlust und Fibrose, 

mittelgradige Ödeme sowie Einblutungen auf der luminalen Seite der Krypten, 

siehe Abbildung 8. Dies resultierte in einem deutlich erhöhten histologischen Score 

(7,42±5,02), dargestellt in Abbildung 9. Die MZ+TS Gruppe wies im 

histologischen Bild eine niedrige Anzahl von Entzündungszellen, geringe 

fibrotische Veränderung der Krypten und intakte Becherzellen auf. Die Applikation 

der Testkomponente resultierte in einem geringen histologischen Score 

(4,25±2,22). Der Unterschied zur MZ-Gruppe war nicht signifikant. Eine geringe 

bis mittelgradige Fibrose, mittelgradige Ödeme und ein geringer Becherzellverlust 

prägt das histologische Bild der Isotyp Gruppe (5,17±1,59). Die histologischen 

Schnitte der Infliximab Gruppe zeigen weitgehend intakte Becherzellen, ersichtlich 

in Abbildung 8. Die pathologischen Veränderungen sind auf eine geringe Fibrose 

sowie den Einstrom weniger inflammatorischer Zellen begrenzt. Dies führt zu 

einem niedrigen histologischen Score (3,1±1,97), siehe Abbildung 9. Die 

Unterschiede zwischen den Gruppen waren nicht signifikant. 
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Abbildung 8: Repräsentative Bilder der histologischen Schnitte 
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Repräsentative Bilder der histolgischen Schnitte des distalen Part des Kolons. Färbungungen: Links 

(HE), Mitte: (MGT),  Rechts (PAS). MZ: 0.5% Methylzellulose in H2O; MZ+TS: 10mg/kg 

Testkomponente gelöst in 0.5%Methylzellulose und H2O; Iso.: 6mg/kg Isotyp Antikörper; Inflx.:6 

mg/kg Infliximab; Gesund: gesunde Kontrolle (unchallenged control). Sternchen markieren 

inflammatorische Zellen und Ödeme, schmale Pfeile kennzeichnen fibrotische Veränderungen und 

breite Pfeile weisen auf Becherzellverlust hin. 

 

 

Abbildung 9: Histologischer Score als Cumming Plot 

Der histologische Score ist als Cumming Plot dargestellt. Paarweiser Vergleich zwischen den 

Gruppen: MZ-Gruppe (N=12) verglichen mit der MZ+TS Gruppe (N=12), und eine Isotyp Gruppe 

(N=12) verglichen mit der Infliximab Gruppe (N=10). Der obere Anteil der Abbildung zeigt die 

Daten als Schwarmplot. Standardabweichungen sind als vertikale Linien, mit dazwischen liegenden 

Mittelwerten angezeigt. Der untere Teil der Abbildung zeigt die Nulllinie, abhängig vom Mittelwert 

der Kontrolle. Die Punkte zeigen die Effektstärke (Mittelwertdifferenz) an. Die Fehlerbalken stellen 

das 95% Konfidenzintervall und die schattierten Flächen den Standardfehler dar.  

 Wirkmechanismus auf die Immunzellen in der Milz  

Die Wirkung der Testkomponente auf die immunologischen Vorgänge in der Maus 

wurde anhand von Leukozyten in der Milz beurteilt insbesondere Monozyten, T-

Zellen und B-Zellen, die mittels Durchflusszytometrie gemessen wurden.  

Anteil humaner Leukozyten im murinen Immunsystem 

Die humanen Leukozyten wurden als CD45+ Population identifiziert und von den 

murinen CD45+ Zellen unterschieden. Einen signifikant erhöhten Anteil an 

humanen CD45+ Zellen im Vergleich zur Isotyp Antikörper Gruppe wiesen Tiere 

auf, die mit Methylcellulose oder der Testkomponente behandelt wurden 

(MZ:10,99±1,58 hCD45+[%Leukozyten], p-Wert=0,010; MZ+TS:11,8±2,95 

hCD45+[%Leukozyten], p-Wert=0,002), vergleiche Abbildung 10. 
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Wirkung auf Monozyten und Makrophagen 

Der Wirkmechanismus der Testsubstanz beruht auf der Inhibition der Monozyten. 

Zur Beurteilung der Effektstärke wurden die Monozyten als CD14+ Population 

markiert. Die Behandlung mit der Testkomponente reduzierte die Anzahl von M1 

Monozyten (CD14+CD64+) signifikant (72,95±1,49 CD64+[%CD14+], p-

Wert=0,008) im Vergleich zu der Methylzellulose Gruppe, die eine hohe Anzahl an 

M1 Monozyten aufwies (77,3±2,6 CD64+[%CD14+]), siehe Abbildung 10. Die 

Frequenz an CD14+CD64+ Zellen war in der Infliximab Gruppe leicht reduziert im 

Vergleich mit der Isotyp Gruppe (Iso:74,2±2,14 CD64+[%CD14+]; 

Inflx:73,08±1,66 CD64+[%CD14+]). M2 Monozyten (CD14+CD163+CD206+) 

konnten im Vergleich zur Methylzellulose Kontrollgruppe durch die Gabe der 

Testkomponente inhibiert werden (MZ:28,62±4,45 CD163+CD206+ [%CD14]; 

MZ+TS:24,28±4,16 CD163+CD206+ [%CD14]). Die Frequenz an M2 Monozyten 

war in der Infliximab Gruppe reduziert im Vergleich zur Isotyp Antikörper Gruppe 

(Iso:8,7±2,85 CD163+CD206+ [%CD14]; Inflx:22,64±3,65 CD163+CD206+ 

[%CD14]). 
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Abbildung 10: Oben: Frequenz humaner Leukozytenpopulationen als Cumming 

Plot. Unten: Subtypen der CD14+ Zellen als Cumming Plot 

Zellen wurden aus der murinen Milz isoliert und in der Durchflusszytometrie gemessen. Frequenzen 

der humanen CD45+, der CD14+CD64+ und der CD14+CD163+CD206+ sind als Schwarmplots 

im oberen Bereich präsentiert. Paarweiser Vergleich zwischen den Gruppen: MZ-Gruppe (N=12) 

verglichen mit der MZ+TS Gruppe (N=12), und eine Isotyp Gruppe (N=12) verglichen mit der 

Infliximab Gruppe (N=10). Standardabweichungen sind als vertikale Linien, mit dazwischen 

liegenden Mittelwerten angezeigt. Der untere Teil der Abbildung zeigt die Nulllinie, abhängig vom 

Mittelwert der Kontrolle. Die Punkte zeigen die Effektstärke (Mittelwertdifferenz) an. Die 

Fehlerbalken stellen das 95% Konfidenzintervall und die schattierten Flächen den Standardfehler 

dar. Es wurde eine ANOVA Analyse und post-hoc ein TukeyHSD durchgeführt. Mittelwerte, 

Standardabweichung und p-Werte sind im Anhang verfügbar. Die Signifikanzen wurden wie folgt 

festgelegt: 0ó***ô 0.001 ó**ô 0.01 ó*ô 0.05 ó.  

*** 

*** 

*** 
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Wirkung auf die T-Zellaktivierung 

 

Der Monozyteninhibitor führte zu einer signifikant verminderten T-Zellaktivierung 

in der Zellpopulation CD4+CD134+ im Vergleich zur Methylzellulose 

Kontrollgruppe (MZ:25,12±4,71 CD134+[%CD4+]; MZ+TS:7,9±2,52 

CD134+[%CD4+]; p-Wert= 0,0001), ersichtlich in Abbildung 11. Die Applikation 

von Infliximab reduzierte die Frequenz an CD4+CD134+ deutlich im Vergleich zur 

Isotyp Kontrollgruppe (Iso:17,89±8,4 CD134+[%CD4+]; Inflx:9,84±3,87 

CD134+[%CD4+]). Die T-Zellen CD4+CD103+ zeigten eine geringere 

Aktivierung bei Gabe der Testkomponente im Vergleich zur MZ Gruppe 

(MZ:22,52±3,95 CD134+[CD4+]; MZ+TS:18,45±1,82 CD134+[CD4+]). Die 

Applikation von Infliximab zeigte keinen Effekt auf die CD4+CD103+ Zellen im 

Vergleich zur Isotyp Gruppe. Den größten Effekt des Monozyteninhibitors wurde 

in der Inhibition der T-Zellpopulation CD4+CD25+ beobachtet im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (MZ:57,05±4,65 CD25+[CD4+]; MZ+TS:42,53± CD25+[CD4+]; 

p-Wert= 0,00002). Die Applikation von Infliximab führte zu einer verringerten 

Aktivierung der CD4+CD25+ Zellen im Vergleich zur Isotyp Kontrolle 

(Iso:52,58±5,89 CD25+[CD4+]; Inflx:48,83±1,66 CD25+[CD4+]). 

Zusammenfassend kann eine deutliche Inhibition der T-Zellen durch die 

Applikation der Testkomponente beobachtet werden, dies wird in der Abbildung 

11 durch die Cumming Plots visualisiert. Die hohen Frequenzen der 

Zellpopulationen in der MZ Gruppe werden durch eine weite Streuung der 

Schwarmplots widergespiegelt. Im Vergleich dazu clustern die Daten der MZ+TS 

Gruppe sehr dicht zusammen. Im Vergleich zwischen Kontrollgruppe und MZ+TS 

Gruppe schneidet kein Konfidenzintervall die Achse (Nulllinie), dies spricht für 

eine große Differenz der Werte. Die Annahme das der Monozyteninhibitor die 

Aktivierung der T-Zellen deutlich inhibieren konnte, wird durch die stark inversen 

Effektstärken bestärkt, insbesondere bezüglich der CD4+CD134+ Population und 

der CD4+CD25+ Population.  
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Abbildung 11: Frequenz aktivierter T- Zellen als Cumming Plot 

Zellen wurden aus der murinen Milz isoliert und in der Durchflusszytometrie gemessen. Frequenzen 

der Populationen CD4+CD134+, der CD4+CD252+ und der CD4+CD103+ sind als Schwarmplots 

im oberen Bereich präsentiert. Paarweiser Vergleich zwischen den Gruppen: MZ-Gruppe (N=12) 

verglichen mit der MZ+TS Gruppe (N=12), und eine Isotyp Gruppe (N=12) verglichen mit der 

Infliximab Gruppe (N=10). Standardabweichungen sind als vertikale Linien, mit dazwischen 

liegenden Mittelwerten angezeigt. Der untere Teil der Abbildung zeigt die Nulllinie, abhängig vom 

Mittelwert der Kontrolle. Die Punkte zeigen die Effektstärke (Mittelwertdifferenz) an. Die 

Fehlerbalken stellen das 95% Konfidenzintervall und die schattierten Flächen den Standardfehler 

dar. Es wurde eine ANOVA Analyse und post-hoc ein TukeyHSD durchgeführt. Mittelwerte, 

Standardabweichung und p-Werte sind im Anhang verfügbar. Die Signifikanzen wurden wie folgt 

festgelegt: 0ó***ô 0.001 ó**ô 0.01 ó*ô 0.05 ó. 

*** *** 
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Wirkung auf die B-Zellen 

Inhibitorische Effekte des Monozyteninhibitors auf die T-Zellen konnte 

insbesondere in der Frequenz der CD19+ Zellen beobachtet werden, die 

vergleichsweise zu der Population der Kontrollgruppe signifikant reduziert war 

(MZ:64,77±8,25CD19[%Leukozyten], MZ+TS:56,08±2,95 CD19[%Leukozyten]; 

p-Wert=0,043), siehe Abbildung 12. Die Applikation von Infliximab erzielte im 

Vergleich zur Isotyp Kontrolle eine signifikante Inhibition der B-Zellen (CD19+) 

(Iso:64,18±4,63 CD19[%Leukozyten], Inflx:50,9±1,9 CD19 [%Leukozyten], p-

Wert=0,004).  Deutliche Effekt der Testkomponente konnten in der Ausbildung der 

CD19+CD38+ Zellen beobachtet werden, deren Population signifikant vermindert 

war verglichen mit der CD19+CD38+ Population der Kontrollgruppe 

(MZ:27,84±17,42 CD38+[%CD19+]; MZ+TS:7,99±3,76 CD38+[%CD19+], p-

Wert=0,017). Die Zellpopulation von CD19+CD38+ war im Vergleich zur Isotyp 

Gruppe deutlich vermindert (Iso:24,18±8,66 CD38+[%CD19+], Inflx:6,4±1,94 

CD38+[%CD19+]). Der Monozyteninhibitor erzielte eine signifikante Inhibition 

der Ausbildung von CD19+CD27+IgD- Zellen im Vergleich zur MZ Gruppe 

(MZ:40,2±3 CD27+IgD-[%CD19+], MZ+TS:30,97±5,13 CD27+IGgD-

[%CD19+], p-Wert=0,021). Eine signifikant reduzierte CD19+CD27IGD- 

Population wies auch die Infliximab Gruppe im Vergleich zur Isotyp Kontrolle auf 

(Iso:32,54±6,13 CD27IGD-[%CD19+], Inflx:21,6±5,18 CD27IGD-[%CD19+], p-

Wert=0,012). Den stärksten Effekt hatte die Applikation der Testkomponente auf 

die CD19+CD27-IgD+ Population mit einer signifikanten Inhibition verglichen mit 

der MZ Gruppe (MZ:65,72±2,2 CD27-IgD+[%CD19], MZ+TS:50,85±5,79 CD27-

IgD+[%CD19], p-Wert=0,005). Kein Unterschied konnte zwischen der Isotyp 

Kontrolle und der Infliximab Gruppe festgestellt werden. 
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Abbildung 12:  Frequenz der Subtypen der B-Zellen (CD19+) als Cumming Plot 

Zellen wurden aus der murinen Milz isoliert und in der Durchflusszytometrie gemessen. Frequenzen 

der Populationen CD19+ der CD19+CD38+, der CD19+CD27+IgD- und CD19+CD27-IgD+ sind 

als Schwarmplots im oberen Bereich präsentiert. Paarweiser Vergleich zwischen den Gruppen: MZ-

Gruppe (N=12) verglichen mit der MZ+TS Gruppe (N=12), und eine Isotyp Gruppe (N=12) 

verglichen mit der Infliximab Gruppe (N=10). Standardabweichungen sind als vertikale Linien, mit 

dazwischen liegenden Mittelwerten angezeigt. Der untere Teil der Abbildung zeigt die Nulllinie, 

abhängig vom Mittelwert der Kontrolle. Die Punkte zeigen die Effektstärke (Mittelwertdifferenz) 

an. Die Fehlerbalken stellen das 95% Konfidenzintervall und die schattierten Flächen den 

Standardfehler dar. Es wurde eine ANOVA Analyse und post-hoc ein TukeyHSD durchgeführt. 

Mittelwerte, Standardabweichung und p-Werte sind im Anhang verfügbar. Die Signifikanzen 

wurden wie folgt festgelegt: 0ó***ô 0.001 ó**ô 0.01 ó*ô 0.05. 
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 Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis, PCA) zur 

Beurteilung der Wirkung im Mausmodell  

Zur Beurteilung der Zusammenhänge zwischen den gemessenen Leukozyten in der 

Milz und dem klinischen Bild der Kolitis im Mausmodell wurden vier 

Hauptkomponentenanalysen (Principal Component Analysis, PCA) durchgeführt, 

bestehend aus dem histologischen Score, dem klinischen Score und dem 

makroskopischen Kolon Score sowie den Leukozyten der Milz insbesondere die 

Populationen der M1 Monozyten (CD14+CD64+), M2 Monozyten 

(CD14+CD163+CD206+) und die aktivierten T-Zellen CD4+CD134+. Verglichen 

wurden jeweils die Gruppen: eine Kontrollgruppe (MZ) verglichen mit der 

Testkomponente (MZ+TS) sowie eine Isotyp Kontrolle verglichen mit einer 

Infliximab Gruppe. Die PCA Analyse A1 der Scores, siehe Abbildung 13, zwischen 

den Gruppen Methylzellulose und Testkomponente verdeutlicht, dass die Werte der 

Testkomponente aus dem histologischen, klinischen Score und Kolon Score dicht 

zusammen clustern, während Tiere aus der Methylzellulose Gruppe eine große 

Varianz aufweisen. Die PCA Analyse A2 stellt die Abspaltung der Isotyp 

Antikörper Gruppe von der Infliximab Gruppe basierend auf den Scores dar. Die 

Applikation der Testkomponente führt zu einer geringen Varianz bezüglich der 

Frequenz von Leukozyten in der Milz, folglich spaltet sich die Kontrollgruppe mit 

einer weiten Streuung der Werte ab, siehe PCA Analyse B1, vergleiche Abbildung 

14. Die PCA Analyse B2 visualisiert den Zusammenhang zwischen der Isotyp 

Antikörper Gruppe und Infliximab bezüglich der Zellpopulationen. Auffällig ist 

hierbei eine Separation der Isotyp Antikörper Gruppe von der Infliximab Gruppe, 

siehe Abbildung 14.   
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Abbildung 13: PCA der klinischen Scores 
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Abbildung 14: PCA der Zellpopulationen CD4+CD134+, CD14+CD64+ (M1 

Monozyten), CD14+CD163+CD206 (M2 Monozyten) 
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Die PCA Analysen wurden zur Beurteilung der Wirkung von 10mg/kg Testkomponente im 

Mausmodell als paarweiser Vergleich durchgeführt: MZ-Gruppe (N=12) verglichen mit der MZ+TS 

Gruppe (N=12), und eine Isotyp Kontrolle (N=12) verglichen mit der Infliximab Gruppe (N=10). 

im oberen Feld sind die PCA Scores mit ihrem 95% Konfidenzintervall aufgetragen. Im unteren 

Feld sind die Loadings geplottet. 

 Pearson Korrelation zur Bewertung des Zusammenhanges zwischen 

Leukozyten in der Milz und dem klinischen Bild der Kolitis im Mausmodell 

Um den Effekt der Testkomponente im Mausmodell zu bewerten, wurden folgende 

Parameter in Zusammenhang gesetzt: histologischer Score, klinischer Score und 

makroskopischer Kolon Score sowie die Leukozytenpopulationen der M1 

Monozyten (CD14+CD64+), der M2 Monozyten (CD14+CD163+CD206+) und 

die CD4+CD134+ Population aus der Milz, siehe Abbildung 15. Der 

makroskopische Kolon Score korreliert positiv und signifikant mit dem 

histologischen Score. Ein positiver und signifikanter Zusammenhang lässt sich 

zwischen dem M1 Monozyten und dem histologischen Score herstellen. 

Signifikanzen und positive Korrelationen gibt es zwischen den M2 Monozyten und 

dem makroskopischen Kolon Score, sowie dem klinischen Score und dem 

makroskopischen Kolon Score. Die Zellpopulationen CD4+CD134+ korrelieren 

signifikant und positiv mit der M2 Monozyten Population. Die M1 Monozyten 

korrelieren mit den M2 Monozyten positiv und signifikant vergleiche dazu Tabelle 

11.  

 

Abbildung 15: Korrelationsmatrix nach Pearson 

Bewertung des Zusammenhanges zwischen dem klinischen, histologischen und makroskopischen 

Kolon Score (Kolon Score) sowie den M1 Monozyten (CD14+CD64+), den M2 Monozyten 

(CD14+CD163+CD206+) und den aktivierten T-Zellen (CD4+CD134+). Der Korrelationsplot zeigt 

den Einfluss, den verschiedene Parameter aufeinander ausüben. Statistisch signifikante und positiv 
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korrelierte Parameter sind in Tabelle 2 aufgeführt. Die Färbung veranschaulicht den 

Korrelationsgrad. Die Werte korrelieren mit sich selbst am stärksten (dunkelblau) und in 

Abstufungen zu rot (geringe Korrelation) sind die Werte aufgetragen. Der Plot untermauert die 

Annahme das die Tiere von der Applikation der Testkomponente profitieren. Eine Inhibition der M1 

Monozyten korreliert mit dem histologischen Score, der in dieser Gruppe gering ausfiel. In vivo 

erzielte Effekte der Testkomponente können als Gesamtbild mit dem Korrelationsplot bewertet 

werden. 

Tabelle 11: Statistiktabelle zu der Korrelationsmatrix nach Pearson 

Signifikanzen zwischen den Gruppen Korrelation p-Werte 

Makroskopischer Kolon Score ~ Histologischer Score 0,40 0,01 

M1 Monozyten ~ Histologischer Score 0,51 0,01 

M2 Monozyten ~ Makroskopischer Kolon Score 0,47 0,03 

Klinischer Score ~ Makroskopischer Kolon Score 0,43 0,04 

M2 Monozyten ~ M1 Monozyten 0,52 0,01 

CD4+CD134+ ~ M2 Monozyten 0,42 0,05 

 Wirkung auf die Sekretion von Zytokinen  

Der Effekt der Testkomponente die Ausschüttung von Zytokinen wurde anhand von 

Kolon Extrakten aus den verschiedenen Testgruppen mittels Luminex Analyse 

untersucht. Verglichen wurden als paarweiser Vergleich: 0.5% Methylzellulose 

gelöst in H2O (MZ) verglichen mit 10 mg/kg Testkomponente gelöst in 0.5% 

Methylzellulose/H2O (MZ+TS) sowie 6mg/kg Isotyp Antikörper (Iso.) verglichen 

mit 6 mg/kg Infliximab (Inflx.). Die Applikation der Testkomponente führte zu 

einer verminderten Sekretion von Interleukin-17A im Vergleich zur Kontrollgruppe 

(MZ:9,92±0,8pmol/mL;MZ+TS:9±0,63pmol/mL), ersichtlich in Abbildung 16. 

Effekte der Testkomponente zeigten sich auch auf die Sekretionslevel von C-

reaktivem Protein (CRP), die verglichen mit der Kontrolle deutlich vermindert 

waren (MZ:3928,17±634,55 pmol/mL;MZ+TS:2802,83±1947,91pmol/mL). Kein 

Effekt wurde zwischen dem Zytokin Level des CRP der Isotyp Antikörper Gruppe 

und Infliximab festgestellt. Der Monozyten Inhibitor erzielte eine verringerte 

Sekretion von TGFß verglichen mit dem Zytokinspiegel der Kontrollgruppe 

(MZ:18,17±1,03pmol/mL; MZ+TS:16,67±0,52 pmol/mL). Die Therapie mit 

Infliximab hatte keine Effekte auf die Zytokin Level von TGFß verglichen mit der 

Kontrolle. Der Unterschied zwischen den Gruppen war nicht signifikant. 
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Abbildung 16: Zytokin Sekretion der aktivierten T-Zellen als Cumming Plot. 

Zytokinlevel von IL-17A, CRP, TGFß 

Vergleich zwischen den Gruppen: Kontrollgruppe behandelt mit 0.5% Methylzellulose (MZ) in H2O 

gelöst, 10 mg/kg Testkomponente in 0.5% Methylzellulose/H2O (MZ+TS) gelöst; 6 mg/kg Isotyp 

Antikörper als Kontrollgruppe und 6mg/kg Infliximab. Im oberen Bereich sind die Werte als 

Schwarmplot aufgetragen. Standardabweichungen sind als vertikale Linien, mit dazwischen 

liegenden Mittelwerten angezeigt. Der untere Teil der Abbildung zeigt die Nulllinie, abhängig vom 

Mittelwert der Kontrolle. Die Punkte zeigen die Effektstärke (Mittelwertdifferenz) an. Die 

Fehlerbalken stellen das 95% Konfidenzintervall und die schattierten Flächen den Standardfehler 

dar. Die Unterschiede zwischen den Gruppen fielen bezüglich der Zytokinlevel sehr gering aus, die 

95% KI schneiden die Differenzachse (Nulllinie). Den größten Effekt erzielte die Testkomponente 

auf die Zytokinlevel von IL-17A, das 95% KI liegt unter der Differenzachse und unterscheidet sich 

vom Mittelwert der Kontrollgruppe.  
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5.3 Visualisierung humaner Monozyten mittels Immunhistochemie 

 Analyse von humanen Kolonbiopsien  

Um die Beurteilung der Monozyten an der Inflammation bei UC zu demonstrieren, 

wurde eine immunhistologische Analyse von humanen Kolonbiopsien 

durchgeführt. Es wurden Monozyten (CD14+), der T-Zellen (CD4+, CD8+) und 

der B-Zellen (CD19+) angefärbt. Entnommen wurde jeweils eine Biopsie aus 

makroskopisch pathologisch verändertem Gewebe (UC4X, inflammatorisch) und 

eine Biopsie aus makroskopisch unverändertem Gewebe (UC4, nicht 

inflammatorisch). Die IHC-Färbung der Bilder A.1 bis B.3, siehe Abbildung 17, 

stellt das histologische Bild der Biopsien des Spenders dar. Das pathologisch 

veränderte Gewebe, die Aufnahmen B.1 bis B.3, weisen einen hohen Einstrom von 

Monozyten (CD14+) und T-Zellen (CD4+, CD8+) auf im Vergleich zu der nicht 

inflammatorischen Probe, A1 bis A.3.   



VIII . Ergebnisse   76 

 

Abbildung 17: IHC Färbung der Biopsie. A.1-A.3 Nicht inflammatorische Biopsie. 

B.1-B.3 Inflammatorische Biopsie 

1: Anfärbung der CD4+ Zellen (T-Zellen), 2: Anfärbung der CD14+Zellen (Monozyten), 3: 

Anfärbung der CD19+ Zellen (B-Zellen). 

A.1 B.1 

A.2 B.2 

A.3 B.3 
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 Effekte des Monozyteninhibitors  

Zur abschließenden Bewertung der Effektstärke der Testkomponente im NSG-UC 

Mausmodell wurde jeweils ein Kolonschnitt aus den behandelten Gruppen 

betrachtet und angefärbt: 0.5% Methylzellulose gelöst in H2O (MZ), 10 mg/kg 

Testkomponente gelöst in 0.5% Methylzellulose/H2O (MZ+TS) sowie der Isotyp 

Antikörper (Iso.) und Infliximab (Inflx.). Zur Markierung der Monozyten-

population wurde der Marker CD14+ für die T-Zellen die Oberflächenmarker 

CD4+ und CD8+ für die T-Zellen, sowie für die B-Zellen CD19+ verwendet. Die 

Antikörper wurden als Primärantikörper auf das Gewebe aufgetragen und durch 

einen fluoreszierenden Zweitantikörper visualisiert, beschrieben im Protokoll für 

die IHC in Material und Methoden. Der Fluoreszenzfarbstoff liegt im grünen 

Farbspektrum.  

Das Kolon der MZ Kontrollgruppe weist in der IHC Färbung einen hohen Einstrom 

von T-Zellen (CD4+ und CD8+) auf, die sich vorrangig im Saum der Krypte nahe 

der Lamina epithelialis mucosae angeordnet haben, siehe Aufnahme 1 und 2, 

vergleiche Abbildung 18. Im Vergleich zur Kontrolle, zeigt das histologische Bild 

der MZ+TS Gruppe nur einen geringen Einstrom vereinzelter T-Zellen, siehe 

Aufnahme 3 und 4 in Abbildung 18. Die CD14+ Population und die CD19+ 

Population können auf der luminalen Seite der Krypte mittels Fluoreszenz-

Farbstoff visualisiert werden, in den Aufnahmen 5 bis 8 in Abbildung 19. Die 

Behandlung mit 10 mg/kg Testkomponente führt zu einem histologischen Bild mit 

einem sehr geringen Einstrom vereinzelter CD14+ und CD19+ Zellen im Vergleich 

zur Methylzellulose, in den Aufnahmen 7 und 8. Die Bilder 9 bis 12 zeigen einen 

histologischen Schnitt des Kolons aus der Isotyp Antikörper Gruppe, ersichtlich in 

Abbildung 20. Diese weist einen geringen Einstrom von CD4+ und CD14+ Zellen 

auf. Vereinzelte Zellen finden sich an der basalen Seite der Krypte. Tiere die mit 6 

mg/kg Infliximab behandelt wurden, sind in den Aufnahmen 13 bis 16 dargestellt, 

siehe Abbildung 21. In der IHC Färbung können nur vereinzelte CD14+ Zellen, 

CD4+ Zellen und B-Zellen (CD19+) angefärbt werden. Das Gesamtbild der IHC 

aus den verschiedenen Behandlungsgruppen ist äquivalent zu den Zellpopulationen 

der Milz und des Kolons in der Durchflusszytometrie. 
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Abbildung 18: IHC-Färbung des distalen Parts des Kolons, Vergleich zwischen der 

Methylzellulose Gruppe und 10 mg/kg Testkomponente 

Links: Gruppe: 0.5% Methylzellulose gelöst in H2O (MZ). Rechts: 10 mg/kg Testkomponente gelöst 

in 0.5% Methylzellulose/H2O (MZ+TS) Antikörper. 1+3:Anfärbung CD4+Zellen (T-Zellen), 2+4: 

Anfärbung der CD8+Zellen(T Zellen). 
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Abbildung 19: IHC Färbung des distalen Parts des Kolons, Vergleich der 

Methylzellulose und 10mg/kg Testsubstanz 

Links: 0.5% Methylzellulose gelöst in H2O (MZ). Rechts: 10 mg/kg Testkomponente gelöst in 0.5% 

Methylzellulose/H2O (MZ+TS) Antikörper. 5+7:Anfärbung CD14+Zellen (Monozyten), 6+8: 

Anfärbung der CD19+Zellen(B Zellen)  
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Abbildung 20: IHC Färbung des distalen Parts des Kolons, Gruppe: 6 mg/kg Isotyp 

Antikörper 

9:Anfärbung CD4+Zellen (T-Zellen), 10: Anfärbung der CD8+Zellen (T-Zellen), 11:Anfärbung der 

CD14+ Zellen (Monozyten), 12: Anfärbung der CD19+Zellen (B-Zellen) Der Fluoreszenzfarbstoff 

liegt im grünen Farbspektrum zur Anfärbung von CD4,CD8,CD14,CD19 
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Abbildung 21: IHC Färbung des distalen Parts des Kolons. Gruppe: 6mg/kg 

Infliximab 

13: Anfärbung CD4+Zellen (T-Zellen), 14: Anfärbung der CD8+Zellen (T-Zellen), 15:Anfärbung 

der CD14+ Zellen (Monozyten), 16: Anfärbung der CD19+Zelen (B-Zellen) Fluoreszenzfärbung 

der Oberflächenatigene CD4+ und CD8+ zur Anfärbung der T-Zellen, CD14+ zur Markierung der 

Monozyten und CD19+ zur Darstelleung der B-Zellen. Der Fluoreszenzfarbstoff liegt im grünen 

Farbspektrum zur Anfärbung von CD4,CD8,CD14,CD19. 
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6 DISKUSSION 

6.1 Ziel I: Immunprofilierung der Spender  

 Hypothese 1: Die klinische Aktivität der Kolitis im Mausmodell ist abhängig 

vom Spender 

Die Immunprofilierung der Spender zu Beginn der Studie erfolgte mit der 

Zielsetzung, die passenden Probanden für die Testung des Monozyteninhibitors in 

vivo auszuwählen. Spender A und B entsprachen den Erwartungen mit einem hohen 

Spiegel an M1 Monozyten und TH17-Zellen. Die Inflammation des Kolons wurde 

zum Zeitpunkt der Blutabnahme der Spender durch den Th17/Monozyten 

getriebenen Arm aufrecht erhalten (Jodeleit et al., 2019). Im Vergleich weist der 

Spender B einen ausgeprägteren Krankheitsverlauf der Colitis ulcerosa auf mit 

einem höheren SCCAI Wert sowie eine höhere Frequenz der M1 Monozyten und 

TH17-Zellen im Vergleich zu Spender A.  

 

6.2 Ziel I I : Monozyteninhibition als Therapieansatz 

 Hypothese 2.1: Der Monozyteninhibitor erniedrigt den klinischen 

Aktivitätsscore 

Den Erwartungen entsprechend reagierten die Tiere auf die rektale Applikation von 

Ethanol mit Gewichtsverlust und Tiere aus der Gruppe der Methylzellulose zeigten 

breiigen Kotabsatz. Die Applikation der Testkomponente führte zu einem geringen 

niedrigen klinischen Score mit zeitweise leichtem Gewichtsverlust an den Tagen 

16 bis 18 nach rektaler Ethanol Applikation verglichen mit Tieren aus der 

Kontrollgruppe. Im Vergleich wiesen Tiere aus den Gruppen der Methylzellulose 

und der Testkomponente höhere Scores auf, als Tiere die mit dem Isotyp Antikörper 

oder Infliximab behandelt worden waren. Der Einfluss der Methylzellulose auf den 

klinische Aktivitätsscore ist prägnant. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu 

Studien, in denen gezeigt werden konnte, dass die orale Applikation von 

Carboxymethylzellulose, einem Derivat der Methylzellulose, bei Wildtypmäusen 

zu einer geringeren Inflammation der Kolonschleimhaut führte. Allerdings konnte 

auch in dieser Studie gezeigt werden, dass die Gabe von Methylzellulose bei 

genetisch veränderten Mäusen zur Entwicklung von Kolitis Symptomen führte 
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(Chassaing et al., 2015). Da Methylzellulose die gängige Formulierung für 

Testsubstanzen ist, muss die pro-inflammatorische Wirkung von Methylzellulose 

im NSG-UC Mausmodell weiter untersucht werden. Die Testsubstanz hatte keinen 

signifikanten Einfluss auf den klinischen Score. 

Somit wurde diese Hypothese nicht bestätigt. 

 Hypothese 2.2: Der Monozyteninhibitor erniedrigt den makroskopischen 

Kolon Score 

Eine mittel- bis hochgradige Dilatation sind Anzeichen für die Ausbildung von 

Ödemen. Tiere aus der Kontrollgruppe zeigten zudem breiigen Kotabsatz und 

Einblutungen in die Darmschleimhaut. Die Applikation der Testkomponente führte 

zu geformtem Kot und bestätigt die Hypothese, dass die Symptome durch den 

Monozyteninhibitor gemildert werden können. 

Somit wurde diese Hypothese bestätigt. 

 Hypothese 2.3: Der Monozyteninhibitor erniedrigt den histologischen Score 

Im histologischen Bild der Kontrollgruppe sind in der HE Färbung subepitheliale 

Ödeme mit Zellinfiltration zu beobachten, die Krypten sind von der Lamina 

muscularis mucosae gelöst. Im Vergleich dazu weist die Gruppe der 

Testkomponente nur geringe Ödeme auf, sowie eine niedrige Anzahl an 

Entzündungszellen. Die Folge der chronischen Inflammation bei Colitis ulcerosa 

ist die Ausbildung von Fibrose, definiert als exzessive Ansammlung von Kollagen 

und extrazellulärer Matrix, als Regenerationsversuch der Zellen auf den 

dauerhaften Reiz (Fiocchi et al., 2011). Die Kontrollgruppe wies an Stellen, die 

auch von Becherzellverlust betroffen waren, fibrotische Veränderungen auf mit 

vollständigem Verlust der Kryptenarchitektur. Diese Veränderungen wurden durch 

den Inhibitor unterdrückt. Becherzellen sind zusammen mit den Paneth Zellen für 

die Mukus Produktion des Kolons verantwortlich, der sich als schützende Schicht 

über die Epithelzellen legt. Bei Colitis ulcerosa kommt es zum Verlust der 

Becherzellen, einhergehend mit einer durchlässigen Mukusschicht (Parikh et al., 

2019). Dieser Zellverlust wird auch im NSG-UC Mausmodell durch die PAS 

Färbung deutlich. Die Kontrollgruppe weist ähnlich wie im klinischen Bild einen 

hohen Becherzellverlust auf, die Testsubstanz verhindert den Verlust. 

Somit wurde diese Hypothese bestätigt. 
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Insgesamt führte die Gabe des Monozyteninhibitors zu einer Verbesserung der drei 

Scores. Die Erniedrigung war jedoch in keinem Fall signifikant. Dies wurde auch 

durch die PCA Analyse deutlich, die keine endgültige Trennung der zwei Gruppen 

zeigte.  

Somit ist die These nicht bestätigt, dass durch Inhibition der Monozyten allein die 

Entzündung unterdrückt werden kann. 

 

6.3 Ziel II I : Die Wirkung des Monozyteninhibitors auf die in die 

Milz eingewanderten humanen Immunzellen  

 Hypothese 3.1: Der Monozytenihibitor erniedrigt die Frequenz von 

Monozyten  

Den Erwartungen entsprechend inhibierte die Applikation der Testsubstanz die 

Frequenz der M1 Monozyten Population CD14+CD64+ signifikant im Vergleich 

zur Kontrollgruppe. Im DSS-induzierten Mausmodell konnten CD14+D64+-

Monozyten als dominante Zellpopulation in der entzündeten Mukosa identifiziert 

werden, die nach Interaktion mit IgG Plasmazellen Zytokine ausschütteten und die 

Inflammation vorantrieben (Lin et al., 2019). M1 Monozyten (CD14+CD64+) und 

CD14+CD1a Monozyten werden der Gruppe der proinflammatorischen Monozyten 

zugeordnet (Jodeleit et al., 2019). Die CD14+CD1a+ Population zählt zu den 

proinflammatorischen Monozyten die TH22 Zellen aktivieren können (Al-Amodi 

et al., 2018).  Erwartungsgemäß reduzierte die Testkomponente zudem die 

Frequenz an M2 Monozyten (CD14+CD163+CD206+) im Vergleich zur Kontrolle. 

M2 Monozyten sind für Wundheilungsprozesse verantwortlich (Jodeleit, 

Winkelmann, et al., 2020).  

Die Wirkung des Inhibitors auf die Monozyten bestätigt die Hypothese, dass 

Monozyten spezifisch unterdrückt werden können. 

 Hypothese 3.2: Der Monozyteninhibitor inhibiert die T-Zellaktivierung 

CD25 ist ein genereller Marker bei der T-Zellaktivierung. Diese Aktivierung wird 

von einer vermehrten Ausschüttung von inflammatorischen Zytokinen begleitet 

(Van Assche et al., 2006). CD25 ist allerdings auch ein Marker für regulatorische 

T-Zellen, die durch die Expression des Transkriptionsproteins FoxP3 und den 
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IL2RA Rezeptor (CD25+) charakterisiert sind.(Akman et al., 2020; Raffin et al., 

2020). Im Blut von Patienten mit Autoimmunerkrankungen konnten Defekte 

hinsichtlich Anzahl und Funktion der Treg Zellen festgestellt werden, eine 

Dysregulation wird als Ursache einer fehlregulierten Immunreaktion diskutiert 

(Dominguez-Villar et al., 2018). Der Monozyteninhibitor erreichte eine 

signifikante Reduzierung der CD4+CD25+ T-Zellen. Welche T-Zellen betroffen 

sind, muss in weiteren Versuchen geklärt werden. 

Ein weiterer T-Zell-Rezeptor ist OX40 (CD134) aus der Familie der TNF 

Moleküle, der auf aktivierten T-Zellen sowie unter anderem Makrophagen und 

dendritischen Zellen als Korezeptor exprimiert wird (Webb et al., 2016). Die 

Expression von OX40 auf aktivierten T-Zellen hält die T-Zell Immunantwort durch 

Kostimulation mit antigenpräsentierenden Zellen aufrecht und spielt eine wichtige 

Rolle in der klonalen Expansion naiver T-Zellen in Effektorzellen (Redmond et al., 

2009). Die Frequenz der CD4+CD134+ Zellen wurde im Mausmodell durch die 

Applikation der Testkomponente stark reduziert. Die memory T-Zellen, die in der 

Mukosa präsent sind, weisen ein spezielles ŬE:ɓ7 Integrin (CD103) auf mit dem die 

T-Zellen an das E-cadherin auf Epithelzellen binden können (Corgnac et al., 2018). 

Die CD4+CD103+ Zellen exprimieren auf ihrer Oberfläche den Chemokin 

Rezeptor CCR9, der die Chemotaxis zu dem Rezeptor CCL25, exprimiert auf den 

intestinalen Epithelzellen, vermittelt (Kulkarni et al., 2017).  

In diesen Versuchen konnte die Hypothese bestätigt werden, dass durch die 

Inhibition von Monozyten in der Folge die T-Zell Aktivierung unterdrückt wird. 

 Hypothese 3.3: Der Monozyteninhibitor unterdrückt die Reifung von B-

Zellen 

Patienten mit Colitis ulcerosa weisen eine erhöhte Frequenz von CD19+ 

Plasmazellen in der entzündlich veränderten Mukosa auf, die durch Produktion von 

Antikörpern die Immunreaktion vorantreiben (Jinno et al., 2006). Naive B-Zellen 

benötigen zur Aktivierung Thymus-abhängiger Antigene Signale von follicular 

helper T-cells (TFH), die den Liganden CD40L exprimieren und  IL-21 sekretieren, 

das wiederum STAT3 der B-Zellen aktiviert und zur Proliferation führt (Abos et 

al., 2020). Die TFH Zellen differenzieren sich aus naiven CD4+Zellen nach Kontakt 

mit Antigen präsentierenden Zellen (Pepper et al., 2011). Der Monozyteninhibitor 

reduziert die Frequenz an antigenpräsentierenden Zellen, zum einen den 
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Monozyten und den daraus entstehenden Dendritischen Zellen. Es kann 

angenommen werden, dass es durch die Inhibition der Antigen-präsentierenden 

Zellen (antigen presenting cells/APC, engl.) zu einer verminderten Differenzierung 

von TFH Zellen kommt, resultierend in einer reduzierten B-Zell Aktivierung. Die 

Aktivierung der B-Zellen durch direkten Kontakt mit Pathogenen scheint diesen 

Effekt nicht mildern zu können. Die Oberflächenmarker CD38+, ein Typ II 

Glykoprotein, wird auf Plasmazellen exprimiert und als therapeutischer Ansatz zur 

Regulation von Plasmazellen bei Autoimmunerkrankungen diskutiert (Cole et al., 

2018). Die verminderte Differenzierung von naiven B-Zellen in Plasmazellen ist 

möglichweise durch eine verminderte Ausbildung von T Effektorzellen beeinflusst. 

 Somit konnte die Hypothese bestätigt werden, dass aufgrund der 

Monozyteninhibition infolge die B-Zellen inhibiert werden. Dies spiegelt sich in 

einer eindeutigen Auftrennung der Gruppen in der PCA Analyse wider. 

 

6.4 Ziel IV: PCA Analyse und Korrelation nach Pearson zur 

Bewertung der Effekte des Monozyteninhibitors im Tiermodell 

 Hypothese 4.1: Die Testsubstanz ist wirksam im Mausmodell 

Die PCA Analyse wurde angewandt um die in vivo Effekte von der 

Testkomponente als Zusammenhang zwischen der klinischen Kolitis der Tiere im 

Mausmodell und den gemessenen Leukozyten Populationen in der Milz zu 

bewerten. Die PCA Analyse wurde gewählt um die Dimensionen des Datensatzes 

mit geringem Informationsverlust zu reduzieren (Jolliffe et al., 2016). 

Die Korrelationsmatrix nach Pearson ist im Wertebereich -1 bis +0 skaliert, wobei 

die Werte die mit sich selbst korrelieren eine Linie bilden (Pearson Korrelation) mit 

einem absoluten Wert von 1(Schober et al., 2018). Die Inhibition der M1 

Monozyten steht im Zusammenhang mit einem geringen histologischen Score. 

Während der makroskopische Kolon Score mit der Inhibition der M2 Monozyten 

im Zusammenhang steht. Die Applikation der Testkomponente hatte Effekte auf 

die T-Zell/Monozytenachse, die Inhibition der M2 Monozyten beeinflusste die 

Frequenz der aktivierten T-Zellen (CD4+CD134+). Der histologische Score steht 

im Zusammenhang mit dem makroskopischen Kolon Score, makroskopische 

Veränderungen konnten durch die Zellen in der Histologie bestätigt werden. 



VIII . Diskussion   88 

Äquivalent dazu spiegelte sich ein hoher klinischer Score in dem makroskopischen 

Kolon Score sichtbar wider. Eine Inhibition der Monozyten zeigte deutliche Effekte 

auf die M1 Monozytenpopulation sowie auf die Frequenz der M2 Monozyten.  

Die Annahme das die Applikation der Testkomponente Effekte im Mausmodell 

zeigt, konnte bestätigt werden. 

 

6.5 Ziel V: Wirkmechanismus der Testkomponente auf die 

Zytokinausschüttung und CRP 

 Hypothese 5.1: Die Testkomponente erniedrigt die Zytokinausschüttung und 

CRP 

Die Infiltration von CD4+ T-Zellen in die Mukosa geht mit einer erhöhten 

Sekretion von Zytokinen einher und spielt eine Schlüsselrolle in der Pathogenese 

der Colitis ulcerosa (Feng et al., 2020). Colitis ulcerosa wird als TH2-vermittelte 

Erkrankung beschrieben, mit Sekretion von IL-5 und IL- 3 (Danese et al., 2011). 

Eine Dysregulation der TH17/Treg Zellen führt zu einer vermehrten Sekretion von 

proinflammatorischen Zytokinen (IL-17, IL-22) und einer Dysregulation der 

inhibitorischen Zytokine TGFɓ und IL-10, resultierend in einer fehlgeleiteten 

Immunreaktion (Luo et al., 2017). Die Applikation des Monozyteninhibitors konnte 

die Spiegel von IL-17A und TGFɓ reduzieren. C-reaktives Protein (CRP) ist ein 

Marker für Inflammation. Ein geringes Serumalbumin zusammen mit einem hohen 

CRP Wert weisen auf einen schweren Krankheitsverlauf der Colitis ulcerosa hin 

(Sayar et al., 2020). Die Reduzierung des CRP Wertes in der Testkomponenten 

Gruppe, gebildet von Plasmaproteinen als erste Abwehr, geht einher mit den 

reduzierten proinflammatorischen Zytokinen.  

Somit konnte die Hypothese bestätigt werden, dass inflammatorische 

Zytokinspiegel erniedrigt werden. Die Tatsache, dass der CRP-Wert nicht 

erniedrigt wurde, spricht für eine unzureichende Unterdrückung der Inflammation.  
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6.6 Ziel VI : Darstellung der Inflammation in der immun-

histochemischen Färbung 

 Hypothese 6.1: Die Inflammation ist auch in humanen Biopsien von 

Monozyten bestimmt 

Dem Spender B wurden zwei Biopsien entnommen, eine Biopsie aus einem nicht 

inflammatorischen Bereich und eine Biopsie aus einem inflammatorischen Bereich. 

Von den Biopsien wurden histologische Schnitte angefertigt und eine IHC-Färbung 

durchgeführt. Erwartungsgemäß wurden in der Biopsie aus der inflammatorischen 

Mukosa ein vermehrter Einstrom von CD14+ Monozyten in die Krypten beobachtet 

im Vergleich zur nicht entzündlichen Kontrolle. Die Anzahl an CD4+ und CD8+ 

T-Zellen war erhöht in der inflammatorischen Biopsie Probe im Vergleich zum 

nicht entzündlichen Gewebe. 

Somit wurde die Hypothese bestätigt. 

 Hypothese 6.2: Die Wirkung der Testsubstanz wird in der 

Immunhistochemie deutlich 

Von den histologischen Kolon Schnitten aus den einzelnen Gruppen wurde jeweils 

eine IHC Färbung angefertigt. Angefärbt wurden mittels Fluoreszenzfarbstoff die 

CD14+ Monozyten, CD19+ B-Zellen sowie CD4+ und CD8+ T-Zellen. Die Gruppe 

der Methylzellulose wies einen hohen Einstrom von CD14+Monozyten auf im 

Vergleich zur Testkomponente, die nur vereinzelte Monozyten zeigt. Eine hohe 

Frequenz an CD4+ und CD8+ T-Zellen ist in der Methylzellulosegruppe zu sehen.  

Somit wurde die Hypothese bestätigt, dass der Monozyteninhibitor auch zu einem 

geringeren Einstrom von inflammatorischen Zellen führt. 
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6.7 Ziel VII : Monozyteninhibitor und Infliximab im Vergleich 

 Hypothese 7.1: Die Wirkung von dem Monozyteninhibitor und Infliximab ist 

vergleichbar 

Ziel dieser Studie war die Testung eines Monozyteninhibitors im Mausmodell. Zur 

Validierung des Modells wurde eine Tiergruppe mit Infliximab behandelt. 

Infliximab ist ein monoklonaler TNFŬ Antikºrper, der eine etablierte Therapie bei 

moderater bis schwerer Colitis ulcerosa darstellt (Singh et al., 2020). Ursprünglich 

wurden die immunsupprimierenden Antikörper bei Transplantationen eingesetzt 

um die Abstoßungsreaktion zu vermeiden. Eine Schlüsselfunktion in der 

Pathogenese der Colitis ulcerosa stellt die Infiltration der Mukosa mit CD4+ T-

Zellen dar, einhergehend mit einer erhöhten Sekretion proinflammatorischer 

Zytokine, unter anderem TNFŬ, IL17 und IL4 (Feng et al., 2020). Infliximab 

inhibiert die durch TNFŬ ausgelºste Inflammation der Mukosa bei Colitis ulcerosa 

Patienten. Dahingegen setzt der Wirkmechanismus der Testkomponente bereits 

früher, in der Inhibition der Monozyten, an. Monozyten spielen als APC Zellen eine 

wichtige Rolle bei der Aktivierung der T-Zellen.  

Die Wirkung von Infliximab im NSG-UC Modell fiel geringer aus als erwartet, 

bedingt durch die geringe Ausprägung von Krankheitssymptomen in der Isotyp 

Kontrollgruppe. Für die geringe Ausprägung einer Kolitis durch die Applikation 

des Isotyp Antikörpers wurde keine Erklärung gefunden. Vergleicht man die 

Wirkung der Testkomponente mit Infliximab bezüglich der histologischen Scores, 

sind nur geringe Unterschiede festzustellen. Die pathologischen Veränderungen 

beschränken sich auf den Einstrom weniger inflammatorischer Zellen und geringe 

fibrotische Veränderungen in beiden Gruppen. Dies unterstützt die Annahme das 

beide Substanzen Effekte auf die klinischen Scores erzielten. Beim Vergleich der 

Effekte von Infliximab und der Testkomponente auf die Monozyten wird eine 

stärkere Inflammation in der Infliximab Gruppe deutlich, einhergehend mit einer 

höheren Frequenz an CD4+CD134+ und CD14+CD252+ Zellen. Beide 

Zellpopulationen weisen einen OX40 Rezeptor für die Differenzierung und 

Proliferation von memory CD4+ und CD8+ T Zellen auf (Jodeleit, Winkelmann, et 

al., 2020). Die Testkomponente wies verglichen mit Infliximab stärkere 

inhibitorische Effekte auf die M1 Monozyten (CD14+CD64+) auf. Die Annahme, 

dass die Testkomponente die Monozyten/T-Zellachse unterbricht scheint 

begründet. Die Frequenz aktivierter T-Zellen, insbesondere die Populationen 
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CD4+CD134+, CD4+CD25+ und CD4+CD103, war in der Infliximab Gruppe 

geringer im Vergleich zur Testkomponenten Gruppe. Dies könnte durch eine 

direkte Inhibition von Infliximab auf die TNFŬ- induzierte Inflammation begründet 

sein. Im Vergleich zur Infliximab Gruppe erzielte die Testkomponente stärkere 

Effekte auf die Inhibition der B-Zellen, mit einer signifikanten Reduzierung in den 

Populationen CD19+, CD19+CD38+, CD19+CD27+IgD- und CD19+CD27-IgD+. 

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Inhibition der Monozyten die Achse 

zu den B- und T-Zellen unterdrückt und zu einer deutlichen Reduktion der 

Inflammation führt. Ob diese Wirkung mit der Wirkung von Infliximab verglichen 

werden kann, kann mit diesen Experimenten nicht gesagt werden. 
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7 ZUSAMMENFASSUNG 

Monozyten als Zielzellen zur Therapie von Colitis ulcerosa  

Colitis ulcerosa ist eine chronisch entzündliche Darmerkrankung, die sich auf das 

Kolon beschränkt. Die Erkrankung ist geprägt von Phasen der Remission und des 

Rückfalls. Patienten mit Colitis ulcerosa, die oft schon sehr jung erkranken, werden 

lebenslang medikamentös behandelt. Ihre Lebensqualität ist durch blutige 

Durchfälle, Bauchkrämpfe sowie extraintestinale Manifestationen stark 

eingeschränkt. Die Schlüsselrolle in der Pathogenese spielt eine überschießende 

Immunreaktion des Körpers, die sich in einer pathologischen chronischen 

Entzündung der Darmschleimhaut manifestiert. Therapeutika greifen an 

verschiedenen Stellen in das komplexe Gefüge des Immunsystems ein, mit dem 

Ziel die chronische Entzündung zu unterdrücken. Etabliert ist eine anfängliche 

Therapie mit Kortikosteroiden, der sich die Behandlung mit Immunsuppressiva wie 

z.B. Cyclosporine anschließt. In den letzten Jahren haben monoklonale Antikörper 

die Immunsuppressiva weitgehend verdrängt. Die Patienten sprechen jedoch auf die 

Therapie mit monoklonalen Antikörpern sehr unterschiedlich an, und vorherige 

Studien haben gezeigt, dass Infliximab bevorzugt den pro-inflammatorischen Arm 

der Inflammation unterdrückt. Ziel dieser Studie war die Testung eines neuen 

therapeutischen Ansatzes, der spezifisch Monozyten adressiert. Für die Testung des 

Monozyteninhibitors wurden NOD Scid IL2Rɔ Chainnull Mäuse verwendet, die mit 

PBMCs von Colitis ulcerosa Spendern rekonstituiert wurden. In diesem Modell 

werden Kolitis Symptome durch die rektale Applikation von 50% Ethanol 

ausgelöst. Das humanisierte Mausmodell ermöglicht eine teilweise Abbildung des 

Krankheitsbildes und ein besseres Verständnis der Wirkungsweise von 

Medikamenten auf die humanen Immunzellen. Um einen großen Effekt des 

Monozyteninhibitors zu erreichen wurden für die Studie Spender ausgewählt, deren 

Immunprofile einen hohen Anteil von Monozyten und TH17-Zellen aufwiesen. 

Parameter zur Evaluierung des Inhibitors waren der klinische-, Kolon- und 

histologische Score sowie Frequenzen von Monozyten, aktivierten T-Zellen, B-

Zellen und Zytokinspiegel im Kolon der Mäuse. 

Die Kontrollgruppe zeigte nach rektaler Ethanol Applikation das klinische Bild 

einer milden Kolitis. Die Inflammation konnte durch eine erhöhte Frequenz der 

M1(CD14+CD64+) und M2 Monozyten (CD14+CD163+CD206+) sowie eine 
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erhöhte T-Zellaktivierung der Populationen CD4+CD134+, CD4+CD25+ und 

CD4+CD252+ zusätzlich belegt werden. Im Vergleich zur Kontrolle erzielte die 

Testkomponente eine deutlich verminderte klinische Aktivität der Kolitis, 

einhergehend mit einer starken Inhibition der M1 und M2 Monozyten, einer 

verringerten T-Zellaktivierung und eine verminderte Frequenz der B-Zellen. 

Zusätzlich waren die Spiegel der Zytokine TGFß und IL-17A erniedrigt. Die 

Annahme, dass die Tiere von der Inhibition der Monozyten profitieren, konnte 

somit im Mausmodell belegt werden. Die Inhibition der Monozyten konnte 

vermutlich die Monozyten-T-Zellachse unterbrechen und damit die Reifung der B-

Zellen unterdrücken. Um die Wirkung des Monozyteninibitors mit der von 

Infliximab zu vergleichen, wurde eine Gruppe mit Infliximab behandelt. Hier diente 

eine Isotyp behandelte Gruppe als Kontrolle. Aufgrund der geringen 

Krankheitsaktivität der Isotyp-Kontrollgruppe fielen die Effekte von Infliximab 

geringer aus. Im Vergleich zur Testkomponente konnte Infliximab die Entzündung 

jedoch nicht vollständig unterdrücken und wies eine erhöhte Inflammation auf, 

indiziert durch eine höhere T-Zellaktivierung. Die Studie zeigt, dass Patienten von 

der Applikation eines Monozyteninhibitors profitieren könnten, und eventuell eine 

Kombinationstherapie von Infliximab mit einem Monozyteninhibitor zu einer 

vollständigen Remission führen könnte. 
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8 SUMMARY  

Monocytes as target cells for treatment of ulcerative colitis  

Ulcerative colitis is a chronic disease of the bowel, restricted to the colon. The 

disease is characterized by phases of acute inflammation and remission. Patients 

with ulcerative colitis are often diagnosed at a young age and require life-long 

medical treatment. They suffer from bloody diarrhea, abdominal cramps and 

extraintestinal manifestation, leading to a lower quality of life. An uncontrolled 

immune reaction of the body is the cause of the pathological chronic inflammation 

of the intestinal mucosa. The first treatment option are corticosteroids, followed by 

the application of more powerful immunosuppressive drugs such as cyclosporine. 

Recently monoclonal antibodies directed against TNFŬ e.g. infliximab are 

replacing these therapeutics. Unfortunately, only 40% of the patients respond to the 

treatment with infliximab. Therefore, the aim of this study was to validate a new 

treatment option for ulcerative colitis. The novel therapeutic inhibits monocytes as 

drivers of inflammation in UC. For this study, NOD Scid IL2Rɔ Chainnull mice were 

reconstituted with PBMCs of UC patients and colitis symptoms were induced by 

rectal application of 50% ethanol. The humanized mouse model partially reflects 

the disease symptoms and leads to a better understanding of the interaction between 

drugs and immune system. To yield a high response to the monocyte inhibitor, UC 

patients with high levels of monocytes and Th17 cells were chosen for the study. 

Read out were the clinical-, colon- and histological scores, frequencies of 

monocytes, activated T-cells, B-cells and levels of colonic cytokines. 

The challenged control group showed a mild clinical colitis during experiment upon 

rectal application of ethanol. High frequencies of M1 monocytes (CD14+CD64+), 

M2 monocytes (CD14+CD163+CD206+) and a pronounced T-cell activation 

including the populations of CD4+CD134+, CD4+CD25+ and CD4+CD252+ were 

detected. Compared to the control group the mice benefitted from the treatment 

with the monocyte inhibitor as shown by reduced scores and a strong reduction of 

frequencies of M1, M2 monocytes, activated T-cells and impaired B-cell 

maturation. In addition, levels of IL-17A and TGFß decreased in response to 

treatment. The efficacy of the novel therapeutic was compared to a group of mice 

treated with infliximab. This comparison was hampered due to the low clinical 

activity in the isotype control group that ultimately lead to smaller effects of 
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infliximab. However, infliximab did not eliminate the inflammation and showed 

higher levels of T-cell activation. This study indicates that both treatments do not 

completely suppress inflammation. Therefore patients may benefit from a 

combinatorial therapy with infliximab and a therapeutic addressing monocytes. 
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10 ANHANG  

Tabelle 12: Statistische Auswertung der PBMCs aus den Gruppen Gesund, Spender A und Spender B 

Mean SD N Mean SD N Mean SD N

CD14+ 6,9 3,22 8 1,79 N/A 1 4,5 N/A 1

CD14+CD206+ 14,58 11,93 8 33 N/A 1 10,4 N/A 1

CD14+CCR2+ 52,41 29,99 8 12,1 N/A 1 99,1 N/A 1

CD14+CD64+ 70,44 20,43 8 76,7 N/A 1 93,7 N/A 1

CD14+CD163+CD206+ 25,61 12,82 8 47,5 N/A 1 27,9 N/A 1

CD14+CD16+ 4,42 9,66 8 5,46 N/A 1 1,66 N/A 1

CD16+ 3,27 1,75 8 5,27 N/A 1 6,61 N/A 1

CD14+ 13,01 12,79 8 15,8 N/A 1 16,2 N/A 1

CD14+CD1a+ 14,7 14,12 8 18,9 N/A 1 82 N/A 1

CD14+CD80+ 60,8 26,9 8 63,9 N/A 1 88,4 N/A 1

CD14+TSLPR+ 12,58 26,1 8 15,7 N/A 1 1,19 N/A 1

CD14+CD252+ 34,64 30,6 8 86,6 N/A 1 83,4 N/A 1

CD4+ 12,41 9,14 8 27,9 N/A 1 9,08 N/A 1

CD4+CCR4+ 13,06 9,2 8 13,6 N/A 1 25,5 N/A 1

TH2+ 17,78 19,88 8 35,1 N/A 1 2,52 N/A 1

TH17+ 46,72 37,62 8 50,8 N/A 1 91,9 N/A 1

CD4+CCR4+CCR6+ 13,71 13,16 8 26,1 N/A 1 17,6 N/A 1

TH22+ 43,85 23,7 8 43 N/A 1 89,2 N/A 1

CD4+CXCR3+ 10,91 4,44 8 14,8 N/A 1 0,91 N/A 1

TH1+ 26,99 26,79 8 35,1 N/A 1 2,94 N/A 1

TH17+TH1+ 49,98 32,13 8 51,9 N/A 1 91,2 N/A 1

CD8+ 4,74 3,42 8 5,06 N/A 1 0,6 N/A 1

  Marker
Gesund A B 

p-Wert
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Tabelle 13: Mittelwerte, Standardabweichung und p-Werte der Scores 

Mean SD N Mean SD N Mean SD N

Methylzellulose 7,42 5,02 12 1,58 2,23 12 3,5 1,93 12

Testkomponente 4,25 2,22 12 0,75 1,06 12 2,58 1 12

Isotyp Antikörper 5,17 1,59 12 0,25 0,87 12 4,42 1,38 12

Infliximab 3,1 1,97 10 0,5 0,71 10 3,3 1,06 10

Behandlung
Histologischer Score Klinischer Score Makroskopischer Kolon Score

 

Tabelle 14: Statistische Auswertung des histologischen und makroskopischen Kolon Scores 

unteres oberes p-Wert

Isotyp Antikörper-Infliximab           2,07 -1,44 5,57 0,403

Methylzellulose-Infliximab 4,32 0,81 7,82 0,010

Testkomponente-Infliximab 1,15 -2,36 4,66 0,817

Methylzellulose-Isotyp Antikörper  2,25 -1,09 5,59 0,288

Testkomponente-Isotyp Antikörper -0,92 -4,26 2,43 0,883

Testkomponente-Methylzellulose -3,17 -6,51 0,18 0,069

unteres oberes p-Wert

Isotyp Antikörper-Infliximab           1,12 -0,49 2,73 0,262

Methylzellulose-Infliximab 0,20 -1,41 1,81 0,987

Testkomponente-Infliximab -0,72 -2,33 0,89 0,636

Methylzellulose-Isotyp Antikörper  -0,92 -2,45 0,62 0,391

Testkomponente-Isotyp Antikörper -1,83 -3,37 -0,30 0,014

Testkomponente-Methylzellulose -0,92 -2,45 0,62 0,391

Makroskopischer Kolon Score Differenz
95% Konfidenz Intervall

Histologischer Score Differenz
95% Konfidenz Intervall
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Tabelle 15: Statistische Auswertung des klinischen Scores 

Z-Wert p-Wert unadjustiert p-Wert adjustiert

Infliximab - Isotyp Antikörper      1,12 0,262 1,000

Infliximab - Methylzellulose        -1,47 0,141 0,847

Isotyp Antikörper - Methylzellulose -2,72 0,007 0,039

Infliximab -Testkomponente    -0,34 0,737 1,000

Isotyp Antikörper - Testkomponente  -1,53 0,126 0,757

Methylzellulose - Testkomponente 1,19 0,234 1,000

Klinischer Score
Bonferroni-Ŭ-Adjustierung
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Tabelle 16: Statistische Auswertung der Milz FACS Analyse aus den Versuchen mit Spender A und B 

Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N

hCD45+ 10,99 1,58 6 11,87 2,95 6 6,94 1,06 6 8,73 1,62 5

mCD45+ 7,95 3,36 6 10,9 1,26 6 13,65 2,01 6 14,1 2,8 5

CD14+CD1a+ 49,85 8,91 6 43,62 7,29 6 34,35 15,64 5 46,2 4,15 5

CD14+CD252+ 29,92 5,37 6 23,22 6,61 6 24,86 8,55 5 33,18 5,08 5

CD14+TSLPR+ 21,48 3,69 6 19,07 8,63 6 17,74 3,01 5 18 1,87 5

CD14+CD163+ 83,58 8,57 6 80,4 3,97 6 73,2 11,09 5 79,5 8,89 5

CD14+CD206+ 33,55 13,79 6 23,28 4,67 6 42,98 13,79 5 23,46 9,45 5

CD14+CD64+ 77,3 2,6 6 72,95 1,49 6 74,2 2,14 5 73,08 1,66 5

CD14+CD163+CD206+ 28,62 4,45 6 24,28 4,16 6 28,7 2,85 5 22,64 3,65 5

CD4+CD69+ 26,6 6,13 6 24,88 3,1 6 25,06 8,63 5 28,14 3,62 5

CD4+CD103+ 22,52 3,95 6 18,45 1,82 6 20,66 4,57 5 21,56 1,54 5

CD4+CD134+ 25,12 4,71 6 7,9 2,52 6 17,89 8,40 5 9,84 3,87 5

CD4+CD25+ 57,05 4,65 6 42,53 1,66 6 52,58 5,89 5 48,82 1,66 5

CD25+CD127low 0,27 0,05 6 0,3 0,06 6 0,29 0,11 5 1,35 2,28 6

CD4+CD252+ 52,6 15,51 6 57,33 7,23 6 31,54 9,1 5 66,78 3,96 5

CD19+ 64,77 8,25 6 56,08 2,95 6 64,18 4,63 5 50,9 1,90 5

CD19+CD38+ 27,84 17,42 6 7,99 3,76 6 24,18 8,66 5 6,4 1,94 5

CD19+CD38+CD252+ 74,83 3,35 6 76,6 6,3 6 54,24 9,88 5 88,94 4,43 5

CD19+CD252+ 67,1 6,61 6 59,13 2,54 6 47,48 6,11 5 64,9 1,85 5

CD19+CD27-IgD+ 65,72 2,2 6 50,85 5,79 6 49,08 11,26 5 61,56 4,36 5

CD1+CD27-IgD- 32,2 2,08 6 46,88 5,80 6 48,48 10,96 5 36,56 4,25 5

CD19+CD27+IgD+ 59,5 2,96 6 66,68 4,36 6 66,16 5,31 5 72,74 3,54 5

CD19+CD27+IgD- 40,2 3 6 30,97 5,1 6 32,54 6,13 5 21,60 5,18 5

Methylzellulose (MZ) Testkomponente (MZ+TS) Infliximab (Inflx.)
Oberflächenmarker

Isotyp Antikörper (Iso.)
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Tabelle 17: P-Werte der Milz FACS Auswertung 

Abkürzungen: MZ=Methylzellulose, MZ+TS=Testkomponente, Infl.=Infliximab, Iso.=Isotyp Antikörper 

hCD45+ MZ-Iso=0,010       MZ+TS-Iso=0,002

mCD45+ MZ-Inflx=0,003     MZ-Iso=0,004

CD14+CD1a+

CD14+CD252+

CD14+TSLPR+

CD14+CD163+

CD14+CD206+ Iso-Inflx=0,052      MZ+TS-Iso=0,038

CD14+CD64+ MZ-Inflx=0,014      MZ+TS-MZ=0,008

CD14+CD163+CD206+

CD4+CD69+

CD4+CD103+

CD4+CD134+ MZ-Inflx=0,0007    MZ+TS-Iso=0,024     MZ+TS-MZ=0,0001

CD4+CD25+ MZ-Inflx=0,013      MZ+TS-Iso=0,002     MZ+TS-MZ=0,00002

CD25+CD127low

CD4+CD252+ Iso-Inflx=0,0002     MZ-Iso=0,015          MZ+TS-Iso=0,003

CD19+ Iso-Inflx=0,004       MZ-Inflx=0,002        MZ+TS-MZ=0,043

CD19+CD38+ MZ-Inflx=0,014       MZ+TS-MZ=0,017

CD19+CD38+CD252+ Iso-Inflx=0,0000004   MZ-Inflx=0,009   MZ+TS-Inflx=0,023     MZ-Iso=0,0002   MZ+TS-Iso=0,00009

CD19+CD252+ Iso-Inflx=0,0001      MZ-Iso=0,00001     MZ+TS-Iso=0,004       MZ+TS-MZ=0,045

CD19+CD27-IgD+ Iso-Inflx=0,035         MZ-Iso=0,003         MZ+TS-MZ=0,005

CD1+CD27-IgD- Iso-Inflx=0,040         MZ-Iso=0,003         MZ+TS-MZ=0,004

CD19+CD27+IgD+ MZ+TS-MZ=0,033

CD19+CD27+IgD- Iso-Inflx=0,012      MZ+TS-Inflx=0,026      MZ+TS-MZ=0,021

Oberflächenmarker p-Wert
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Tabelle 18: Mittelwerte, Standardabweichung und Anzahl der Zytokine aus den Mausversuchen der Spender A und B 

Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N

TGFɓ 18,17 1,03 6 16,67 0,52 6 18,17 0,41 6 18,3 1,99 5

MCP3 774,83 379,72 6 1001,1 1796,5 6 377,33 320,12 6 226,5 176,58 5

CRP 3928,2 634,55 6 2802,8 1947,9 6 3320,3 1387,1 6 3330,2 634,08 5

IL6 30,33 4,68 6 44,92 49 6 46,08 44,42 6 24,8 3,21 5

IL12 11 0,89 6 10,25 0,42 6 10,75 0,76 6 11 1,87 5

IL17A 9,92 0,8 6 9 0,63 6 8,83 0,41 6 9,1 1,14 5

IFNὛ 18,33 6,25 6 15,67 1,03 6 16 0,89 6 16,5 1,22 5

Methylzellulose (MZ) Testkomponente (MZ+TS) Isotyp Antikörper (Iso.) Infliximab (Inflx.)
Zytokine

 

Tabelle 19: Statistische Auswertung der Zytokine TGFß und CRP 

unteres oberes p-Wert unteres oberes p-Wert

Iso.-Inflx. -1,33 -2,02 1,75 0,997 Iso.-Inflx. 150,83 -1483,03 1784,69 0,994

MZ-Inflx. -1,33 -2,02 1,75 0,997 MZ-Inflx. 548,33 -1085,53 2182,19 0,782

MZ+TS-Inflx. -1,63 -3,52 0,25 0,104 MZ+TS-Inflx. 774,58 -859,28 2408,44 0,554

MZ-Iso. 1,07 -1,8 1,8 1,000 MZ-Iso. 397,5 -1160,32 1955,32 0,889

MZ+TS-Iso. -1,5 -3,3 0,3 0,123 MZ+TS-Iso. 623,75 -934,07 2181,57 0,679

MZ+TS--MZ -1,5 -3,3 0,3 0,123 MZ+TS--MZ 226,25 -1331,57 1784,07 0,976

unteres oberes p-Wert unteres oberes p-Wert

Iso.-Inflx. -9,87 -2226,88 2207,14 1,000 Iso.-Inflx. 21,28 -36,68 79,25 0,733

MZ-Inflx. 597,97 -1619,04 2814,98 0,872 MZ-Inflx. 5,53 -52,43 63,5 0,993

MZ+TS-Inflx. -527,37 -2744,38 1689,64 0,908 MZ+TS-Inflx. 20,12 -37,85 78,08 0,765

MZ-Iso. 607,83 -1506 2721,67 0,850 MZ-Iso. -15,75 -71,02 39,52 0,853

MZ+TS-Iso. -517,5 -2631,34 1596,34 0,900 MZ+TS-Iso. -1,167 -56,43 54,1 1,000

MZ+TS--MZ -1125,33 -3239,17 988,5 0,459 MZ+TS--MZ 14,58 -40,68 69,85 0,879

95% Konfidenz Intervall

95% Konfidenz Intervall 95% Konfidenz Intervall

Differenz DifferenzMCP3

IL6

95% Konfidenz Intervall

Differenz Differenz

TGFɓ

CRP

 



            IX. Anhang 

125 

 

Tabelle 20: Statistische Auswertung der Zytokine IL-12 und IFNҪ 

unteres oberes p-Wert unteres oberes p-Wert

Iso.-Inflx. -0,25 -2,07 1,57 0,980 Iso.-Inflx. -0,27 -1,58 1,04 0,939

MZ-Inflx. 0 -1,82 1,82 1,000 MZ-Inflx. 0,82 -0,49 2,13 0,325

MZ+TS-Inflx. -0,75 -2,57 1,07 0,660 MZ+TS-Inflx. -0,1 -1,41 1,21 0,996

MZ-Iso. 0,25 -1,49 1,99 0,977 MZ-Iso. 1,08 -0,17 2,33 0,103

MZ+TS-Iso. -0,5 -2,24 1,24 0,849 MZ+TS-Iso. 0,17 -1,08 1,42 0,981

MZ+TS--MZ -0,75 -2,49 0,99 0,626 MZ+TS--MZ -0,92 -2,17 0,33 0,201

unteres oberes p-Wert

Iso.-Inflx. -0,5 -6,17 5,17 0,994

MZ-Inflx. 1,83 -3,84 7,5 0,800

MZ+TS-Inflx. -0,83 -6,5 4,84 0,976

MZ-Iso. 2,33 -3,07 7,74 0,626

MZ+TS-Iso. -0,33 -5,74 5,07 0,998

MZ+TS--MZ -2,67 -8,07 2,74 0,522

IFNҪ Differenz
95% Konfidenz Intervall

95% Konfidenz Intervall 95% Konfidenz Intervall
IL12 IL17A DifferenzDifferenz
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Tabelle 21: Auswertung der Korrelation nach Pearson 

Korrelation N p-Wert Korrelation N p-Wert Korrelation N p-Wert

Histologischer Score 1,00 46 0,00 0,71 46 0,00 0,40 46 0,08

Klinischer Score 0,71 46 0,00 1,00 46 0,00 0,43 46 0,04

Makroskopischer Kolon Score 0,40 46 0,01 0,43 46 0,00 1,00 46 0,00

M1 Monozyten 0,51 22 0,01 0,06 22 0,80 0,34 22 0,12

M2 Monozyten 0,24 22 0,27 -0,15 22 0,50 0,47 22 0,03

CD4+CD134+ 0,34 22 0,13 -0,02 22 0,93 0,02 22 0,93

Korrelation N p-Wert Korrelation N p-Wert Korrelation N p-Wert

Histologischer Score 0,24 22 1,00 0,34 22 0,85 0,51 22 0,16

Klinischer Score -0,15 22 1,00 -0,02 22 1,00 0,06 22 1,00

Makroskopischer Kolon Score 0,47 22 0,29 0,02 22 1,00 0,34 22 0,85

M1 Monozyten 0,52 22 0,16 0,39 22 0,56 1,00 22 0,00

M2 Monozyten 1,00 22 0,00 0,42 22 0,45 0,52 22 0,01

CD4+CD134+ 0,42 22 0,05 1,00 22 0,00 0,39 22 0,07

M2 Monozyten CD4+CD134+ M1 Monozyten 

Histologischer Score Klinischer Score Makroskopischer Kolon Score
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Tabelle 22: Liste der verwendeten FACS Antikörper. T=T-Zelle, B=B-Zelle, Mo=Monozyt, NK/NKT=Natürliche Killerzellen, DC=Dendritische 

Zellen, Mak=Makrophagen. Es handelt sich, falls nicht angegeben um humane Antikörper. Firma Biolegend=Biolegend (San Diego, CA, USA) 

Marker Funktion Expression Farbe Klon Katalog Nr. Firma

CD45 T- und B-Zellaktivierung durch Antigen Rezeptor Leukozyten APC Cy7 2D1 368515 Biolegend

mCD45 T- und B-Zellaktivierung durch Antigen Rezeptor Leukozyten PE Cy7 30-F11 103113 Biolegend

CD4 Ko-rezeptor für MHCII Moleküle T, Mo, Mak APC Cy7 OKT4 317417 Biolegend

CD25 ȷ-Kette des IL-2 RezeptorsAktivierte T+B, Mo PE Cy7 BC96 302611 Biolegend

CD134 Rezeptor für OX40, T-Zellaktivierung Aktivierte T PE ACT35 350003 Biolegend

CD14 Rezeptor für den Komplex aus LPS und LPB Mo, Mak APC Cy7 HCD14 325619 Biolegend

CD1a MHCI Moleküle, Präsentation Lipidantigene Thymozyten, DC, B Biotin/FITC HI149 300112 Biolegend

CD252 T-Zellaktivierung Aktivierte B, DC PE 11C3.1 326307 Biolegend

TSLPR Zellproliferation T+B, NKT APC IB4 322807 Biolegend

CD163 Endozytose Mo, Mak FITC GHI/61 333617 Biolegend

CD64 Phagozytose Mo, Mak PerCP Cy5.5 10.1 305023 Biolegend

CD206 Endo- und Phagozytose Mak, Endothelzelle APC 15.2 321109 Biolegend

CD69 Typ II C-Lektin Rezeptor, B -und T-Zellaktivierung Aktivierte T+B, Mak FITC FN50 310903 Biolegend

CD103 ŬE Integrin Intraepitheliale LymphozytenAPC Ber-ACT8 350215 Biolegend

CD127 IL-7 Rezeptor Gereifte T, ILC, Mo PerCP Cy5.5 A019D5 351321 Biolegend

CD19 Komplexbildung mit CD21+CD81, Korezeptor B-ZelleB PerCP Cy5.5 HIB19 302230 Biolegend

IgD Immunglobulin D B APC Cy7 IA6-2 348217 Biolegend

CD27 Bindet CD70, Kostimulator fürT-und B-Zelle Thyomocytes, T, NK, B PE Cy7 M-T271 356411 Biolegend

CD45RO Isoform von CD45, noch keine A, B und C exons T+B, Mo, Mak PE UCHL1 304205 Biolegend

CD45RA Isoform von CD45 mit A exon B+T, Mo PE Cy7 HI100 304125 Biolegend

CD62L Adhäsions Molekül, bindet Mo ans Endothel B+T, Mo, NK FITC BC96 302611 Biolegend

CD197 (CCR7) Migration von B+T in lymphatisches Gewebe Aktivierte T+B PE Cy7 G043H7 353213 Biolegend

CD38 B-Zellproliferation Frühe B+T, aktivierte T PE HB-7 356603 Biolegend

Streptavidin Nachweis biotinylierter Biomoleküle (z.B. Antikörper) FITC 405201 Biolegend  
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R-Skripte 

Datensatz (dt) einlesen für alle nachfolgenden R-Befehle: 

dt<- data.frame(read.xlsx(ñHistologischer.Score.xlsx, sheet=1)) 

 

 

Histogramm zum Test auf Normalverteilung: 

subset (dt, dt$Behandlung ==òMethylzelluloseñ) 

hist(Methylzellulose$Histologischer.Score, main=ñHistologischer Scoreò, ylab = 

ñHªufigkeitñ, xlab = ĂMethylzelluloseñ, col=ñlight blueñ) 

 

 

Shapiro Test auf Normalverteilung: 

tapply(dt$Histologischer.Score, INDEX = dt$Behandlung, FUN = shapiro.test) 

 

 

Levene Test: 

leveneTest (dt$Histologischer.Score, dt$Behandlung) 

 

 

Einfaktorielle ANOVA mit paarweisem T-Test und Ŭ-Fehler-Korrektur nach 

Bonferroni: 

aov(formula = dt$Histologischer.Score ~ dt$Behandlung, data = dt) 

pairwise.t.test (x = dt$Histologischer.Score, g = dt$Behandlung, p.adjust.method 

= Ăbonferroniñ) 

 

 

post-hoc Test: TukeyHSD: 

TukeyHSD(aov(formula = dt$Histologischer.Score ~ dt$Behandlung, data = dt)) 

 

 

Kruskal-Wallis Test mit paarweisem Wilcoxon-Test und Ŭ-Fehler-Korrektur nach 

Bonferroni: 

kruskal.test(dt$Klinischer.Score ~ dt$Behandlung) 

pairwise.wilcox.test(dt$Klinischer.Score, dt$Behandlung, paired = FALSE, 

p.adjust = Ăbonferroniñ) 

 

 

Post-hoc Test: Dunn-Bonferroni-Test mit adjustierten P-Werten nach Bonferroni: 

dunnTest(dt$Klinischer.Score, dt$Behandlung, method =ñbonferroniñ) 

 

 

Deskriptive Statistik: 

describe(Methylzellulose$Histologischer.Score) 
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Säulendiagramm: 

brewer.pal( n = 3, name = ñSet1ò) 

p <- ggplot(data=dt, aes(x = Marker, y = Wert, fill=factor(Behandlung, levels = 

c(ñGesundò, ñAò, ñBò)))) 

p + geom_bar(stat = ñidentityò, position = ñdodgeò, width = 0.5)+ 

labs(y=òSubtypes of CD14+ monocytes [%]ò, x=element_blank())+ 

scale_color_brewer(palette(ñSet1ò), name=òBehandlungò)+ 

theme(axis.test.x = elemt_text(angle = 45, hjust = 1)) 

 

 

Cumming Plot: 

Scores <- tibble(dt) 

shared.control <- dabest(Scores, Behandlung, Kolon_Score, idx = list(c(ñMZò, 

ñMZ_TSò), c(ñIsotypò, ñInfliximabò))) 

Scores.mean_diff <- mean_diff(shared.control, ci=95) 

plot(Scores.mean_diff, slopegraph=TRUE, group.summaries=òmean_sdò, 

rawplot.type = c(ñswarmplotò, ñsinaplotò), rawplot.markersize = 2, 

rawplot.ylabel = ñKolon Scoreò, palette = ñDark2ò, effsize.markersize = 4, 

theme = ggplot2::theme_classic(), tick.fontsize = 20, axes.title.fontsize = 20, 

swarmplot.params = NULL) 

 

 

Principal Component Analysis: 

myPr <- prcomp(dt[,2:4], scale = TRUE) 

str(myPr) 

dt2 <- cbind(dt, myPr$x[,1:3]) 

head (dt2) 

df.pca <- prcomp(dt[2:4], center=TRUE, scale=TRUE) 

fviz_pca_ind(df.pca, geom.ind = Ăpointñ, pointshape = 21, pointsize = 2, fill.ind. 

= dt$Behandlung, col.ind = ñblackò, palette = ñDark2ò, addEllipses = TRUE, 

label = ñvarò, col.var = ñblackò, repel = TRUE, legend.title = ñBehandlungò) 

PCAloadings <- myPr$rotation 

 

 

Korrelationsmatrix nach Pearson: 

daten_x <- dt[2:7]  

corr.test(daten_x,method = Ăpearsonò) 

corPlot(daten_x, numbers=FALSE, main=òKorrelationsplot nach Pearsonò) 
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PBMC Gatingstrategien 

 

Abbildung 22: PBMC Gatingstrategie zur Auswertung der T-Zellen, Teil 1  

Gemessen wurden die Zellpopulationen:CD4+CD45RO+ und  CD4+CD45RA+. 
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Abbildung 23: PBMC Gatingstrategie zur Auswertung der T-Zellen, Teil 2  

Gemessen wurden die Populationen: CD8+CD45RO+ und CD8+CD45RA+. 

 

Abbildung 24: PBMC Gatingstrategie zur Auswertung der T-Zellen, Teil 3  

Identifiziert wurden die Zellpopulationen: CD3+CD4+CCR7- und CD3+CD4+CCR7+. 



XI. Anhang   133 

 

 

Abbildung 25: PBMC Gatingstrategie zur Auswertung aktivierter T-Zellen  

Bestimmt wurden die Zellpopulationen: CD4+CD69+, CD4+CD103+, CD4+CD134+, 

CD4+CD25+ und CD4+CD25-CD127low. 
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Abbildung 26: PBMC Gatingstrategie zur Auswertung der Monozytenpopulation 

CD14+CD1a+ 

 

Abbildung 27: PBMC Gatingstrategie zur Auswertung der B-Zellen 

Identifiziert wurden die Zellpopulationen:  CD19+CD27+IgD-, CD19+CD27+IgD+, CD19+CD27-

IgD- und CD19+CD27-IgD+. 
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Abbildung 28: PBMC Gatingstrategie zur Auswertung der Monozyten  

Bestimmt wurden die Populationen: CD14+CD64+, CD14+CD163+CD206+, CD14+CD206+ und 

CD14+CD163+. 
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Abbildung 29:  PBMC Gatingstrategie zur Auswertung der dendritischen Zellen  

Gemessen wurden die Populationen: CD11bTSLPR+ und CD11c+CD80+CD252+ 
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Abbildung 30: PBMC Gatingstrategie zur Auswertung der T-Helfer Zellen 
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Milz Gatingstrategien 

 

Abbildung 31: Milz Gatingstrategie zur Auswertung der humanenCD45+ und 

murinenCD45+ 
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Abbildung 32: Milz Gatingstrategie zur Auswertung der B-Zellen  

Bestimmt wurden die Zellpopulationen: CD19+CD27-IgD-, CD19+CD27-IgD+, 

CD19+CD27+IgD- und CD19+CD27+IgD+. 
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Abbildung 33: Milz Gatingstrategie der T-Zellen  

Identifiziert wurden die Zellpopulationen: CD4+CD45+RO+, CD4+CD45+RA+, 

CD8+CD45+RO+ und CD8+CD45+RA+. 




















