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1 EINLEITUNG

Colitis ulcerosa(ulcerative colitis UC)ist eine chronische Darmerkrankutig cas

Kolon befallt. Beginnend vom Rekturoreitet sich die Schleimhautentziindung
kontinuierlich Giber daKolon aus und istlurchPhasemwon entziindlichen Schiiben
undRemissiorgeprag{Ungaro et al., 200)7Zu den charaktestischen Symptomen
derColitis ulcerosazahlen blutige Durchfélle sowie die rektale Exkretion von Blut.
Zudem treten auch abdominale Schmerzen bis hin zu Krampfen, Fieber und
Gewichtsverlust auf. Extraintestinale Manifestationen in den Augen, der Haut oder
den Gelenken treten vergleichsweise selter{Both et al., 1988

Die medizinische Notwendigkeit neue Interventionspunkte inJdeimherapie zu

finden ist sehr grof3. Ein bisher nur wenig untersuchter Angriffspunkt der
Behandlungsind die Monozyten. In einem Tiermodell wurdie Inhibition dieser

Zielzellen getestet. Frihere Studien zeigten Zwgrdnungerder Inflammation

(Jodeleit et al.,, 2009d e r AWundheilungsar milucvorrang,i
Monozyten mit dem Ziel der Wundheilungnd BrelrnfA ammati onsar
vorangetrieben durchHL1 und TH2 Zellen der den Schatvor eindringenden
Pathogenen gewabhrleistet. Da die bisher entwickelten Therapeutika vornehmlich

den preinflammatorischen Arm adressieren, ist es zur vollstandigen Unter
drickung der Inflammation notwendig, auch den Monozyten getriebenen Arm zu
adressiezn.Furdiese Arbeit wurdein Monozyteninhibitor in einem humanisierten
Mausmodell evaluiert. Dieses Modell bietet die Moglichkeit, Therapeutika zu

testen, die gegen humane Zielmolekule gerichtet sind.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Colitis ulcerosa

2.1.1 Definition

Colitis ulcerosa ist eine chronisch entziindliche Darmerkranku® N-k
Romaniszyn et gl.beginnend am Rektum mit einer kontinuierlichen, variablen
Ausbreitung tUber dakKolon (Abraham et al., 2009 Die Erkrankung ist durch
Schibe von Remission und Ruckfgkpragt(Ungaro et al., 20107 Charakte
ristische Symptome deColitis ulcerosasind blutige Durchfalle und Tenesmen
(Kucharzik et al., 2018

2.1.2  Vorkommen

Die Inzidenz in Europa a@olitis ulcerosazu erkranken steigt kontinuierlich an: in
Nordeuropa liegt sie bei 11,4 pro 100.000 und fur Stdeuropa bei 8,0 pro 100.000
(Shivananda et al., 19R6Aufgrund der Chronizitat, dem friilhen Beginn und der
relativ niedrigen Mortalitat steigt auch die PravalenzQditis ulcerosain Europa

an: sie reicht von 2,4 bis 294 pro 100.@B@risch et al., 201,3Vlak et al., 2020

In Deutschland liegt die Inzidenz f@olitis ulcerosabei 3,0 bis 3,9 pro 100.000
(Dignass et al., 200)1Die Patienten wrden vorwiegendm Alter zwischen 2680
Jahren diagnostiziert, wobei ein zweiter Peak im Alter veii®0ahren beobachtet
wird (Mak et al., 202 Die Anzahl der Neuerkrankungestin Europa unabhangig

vom Geschlech{Mak et al., 2020 Die Inzidenz der Colitis ulcerosaist am
hochsten in westlichen Landern, obwohl die Liicke zwischen Ost und West kleiner

wird, mit steigenden Zahlen in Asiendi@steuropaMak et al., 202Q)

2.1.3 Atiologie

Colitis ulcerosaist ein multifaktorielles Krankheitsbild das durch ein Zusamimen
spiel von Umweltfaktoren sowie mikrobiellen und immunmediieFaRktoren in
einem genetisch empfanglichen Wirt entstehen K&iassner et al., 2020siehe
Abbildung 1.
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Genetk

In einer genomweiten Assoziationsstudie der européischen Bevolkerung konnten
163 Genloki zur CEDidentifiziert werden, 23 davon speziell fir di€olitis
ulcerosa(Ye et al., 201§ Eine transethnische Studie erhéhte die Nummer der
Risikogene fur CED auf 200 Genloki, mit 231 Variationen der Basengaaret

al., 2019. Der genetische Hintergrund definiert den Phanotyp der Krankheit
(Tsianos et al., 2030Unter anderenfiihrt ein Polymorphismus des ECM1Gens zu
einemschweren Verlauf deColitis ulcerosamit GeweleschadigundFisher et al.,

2008.

Umweltfaktorenund Lebensstil

Der Hygiene Hypothese liegt die Arimae zugrunde, das @rvermindert&Expo-
sition zu Mikraorganismenn der Kindheit eine beeintrachtigte Immunantwort im
spateren Leben zur Folge HBioomfield et al., 2006 Zuséatzlich spielt auch die
Ernahrung eine Rolle bei der Entstehung @elitis ulcerosa(Dixon et al., 2015)
Langkettige Triglyceride stimuliererdie Entzindung durch eineerhdhte
Lymphozyten Einstrom und einer erhdhten Expression von Entziindungs
mediabren (Miura et al., 1998 Ubergewicht z&hlhicht zu den Risikofaktoren,
kann aber zu einem verscharften Krankheitsverlauf fufibexon et al., 201h
Interessanterweise hatte das regelméRige Rauchen von Zigaretten einendehiitze
Wirkung im Bezug aufColitis ulcerosa jedoch steigerte es das RisikoMarbus
Crohnzu erkranker{Parkes et al., 20)4

Mikrobiom

Das Mikrobiom die Gesamtheit der Dab&kterien,spielt eine wichtige Rolle in
der Entstehung deZolitis ulcerosa(Glassner et al., 2020Mit der Kolonisierung

von Mausen mit intestinaler Mikrobiota von CED Spendern konnte eine lleitis
ausgelost werdefschaubeck et al., 20L&ine Reduzierung der Bakterienvielfalt,
auch als ADysbi os Kdits im ¥erbinduaghgebeattteddei r d
et al., 2018 Meist wird eine Reduzierung vddacteroidesund Lachnospiraceae
und eine Zunahme voBnterobacteriaceadeobachte(Frank et al., 2007 Die
fakalen Bakterienpopulationen von Patienten mit inakt@elitis ulcerosaund
gesunden Patienten dhn sich, unterscheiden sich jedoch von der Mikroflora der
Patienien mit aktiverColitis ulcerosa(Andoh et al., 2011
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ImmunvermittelteFaktoren

Zu den Faktoren die das Immunsysteerabsetzen und die Entstehung efwitis
beginstigen zahlt einBalmonella/CampylobactgbastroenteritifGradel et al.,
2009.

Genetische
Empfing-
lichkeit

Umwelt- Atiologie Immun-
faktoren ucC system

Mikrobiom

Abbildungl: Colitis ulcerosa als multifaktorielles Krankheitsbild

Colitis ulcerosaentstehtdurch ein Zusammenspiel von Umweltfaktoren sowie mikrobiellen und
immunmediierten Faktoren in einem genetisch empfanglichen Wirt (Glassner, Ah&Rarngley,
2020).

2.1.4 Pathogenese

Das multifaktorielle UC Krankheitsbild entsteht durch eine Uberschie3ende
Immunreaktion des angeborenen Immunsystems gegen die Mikroflora des Kolons
und resultiert in einer pathologischen Entziindungsreaktion, die zur Zexgtder
Darmschleimhaut fuhr(Kaur et al., 2020Xavier et al., 200y Eine Schlussel
funktion in der Pathogenese de€wlitis ulcercsa spielt ein Zusammenbruch der
Barrierefunktion der intestinalen Membran (Ungaro et al., 2Gi&heAbbildung

2.

Die erste zellulare Barriere des Kotast eine Schicht auBarmepithelzellenan
die sich das lymphatische Gewebe #&donsi n For m von Peyer dsct
anschlie3{Shih et al., 2008 Spezialisierte Darmepidzellen, diePaneth Zdén
und die Goblet Zellen produzieren antimikrobielle Proteine uMlzin, die zur
Bildung derMukusschichtbeitragen(Ayabe et al., 2000Kim et al., 201). Bei

Colitis ulcerosaPatienten fuhrt die Dysregulation antimikrobieller Proteine, unter
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anderem dem WFDC2, zu einer verandertelkhdschich{Parikh et al., 20191Im

Kolon ist der Mukus in 2 Schichten angeordfdethansson et al., 20t @lie dul3ere
Schicht ist mit der kommensalen Mikroflora leselt, wahrend die innere Schicht
nahezu steril und fur Bakterien undurchdringbarRsttienten mit aktiveColitis
ulcerosaweisen eine geringere Frequenz der strukturgebenden Muzine MUC2 und
FCGBPauf, resultierend irinerpathologisch diinnen und durchlassigemeren
Mukusschich{Johansson et al., 201vln der Post et al., 201L9

Rezeptoren des angeborenen Immunsystemspatiern recognition receptors
(PRR) konnenpathogerassociated moleculapatterns (PAMPS) erkennen,
Strukturen von Mikroorganismennd anschliel3end proinflammatorische Zytokine
ausschutte(Meylan etal.,, 2006Di e PRR&6s des Gastreointest.i
like Rezeptoren (TLR), die von Epithelzellen und den Immunzellen der darunter
befindlichen Lamina proprig bestehend aus Makrophagen, Monozyten und
dendritisclen Zellen,exprimiert werden(Akira et al., 2004 Bei Patienten mit
aktiver Colitis ulcerosa kann eine erhdhte Expression des TLR2 Rezeptors
nachgewiesen werden, der zu einer vermehrten Ausschittung der Zytoldne 1L
und T NF @ordjagyrer al., 2018 Eine erhohte Genexpression der TLR2,
TLR4, TLR8 und TLR9 kann bei Patienten mit aktiverColitis ulcerosa
nachgewiesen werdéSanchezMufioz et al., 2011 Aufgrund der Defekte in der
intestinalenMukosa kénnen Mikroorganismen eindringen und eine verstarkte

Immunreaktion auslése$tange et al., 20}9

Charakteristisch fir eine aktiveColitis ulcerosa ist das Einstrémen der
Immunzellen des angeborenen Immunsystems, bestehend aus Neutrophilen,
Makrophagen, dendritischen Zellen und natirlichen Killerzellen, sowie die
Aktivierung von B-Zellen und TFZellen des erworbenen Immunsysteni¥e

Immunzellen schiiten ver mehrt Zytoki ne, blebs,t e hend
InterleukinG, Interleukinl2 und Interleukir23, sowie Chemokine afsbraham

et al., 200)
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W Pathogene
Zweischichtiger
Mukus mit Antimikrobielle 3 Muzin
Kommensalflora B \Glykoproteme

Epithel I 21\ I I

Paneth Goblet
Zelle Zelle Enterozyt

Lamina
propria

Gewebs
DC ' P

Gewebs Plasmazelle
Makrophage sekretiert [gA

Abbildung2: Eine Schlisselrolle 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 Mukusschiaedie gellgelb, hellgrin).

Die auf3ere Lage des Mukus ist von kommensalen Bakterien besiedelt (griin). Spezialisierte Paneth
Zellen sekretieren antimikrobielle Proteine und Gobletzellen produzieren Muzin Glykoproteine
(grine Sternchen). Die Epithelzellenndi untereinander mitight junctions (schwarz) fest
verbunden. DidLamina propria(hellrosa)schliel3t sich der Epithelschicht an. In dieser Schicht
liegen GewebeMakrophagen gewebespezifische dendritische Zellen und Plasmazellen, die
physiologisch im Darm IgA sekretieren. Gestorte FunktionenCuoditis ulcerosasind mit einer

Zacke markiert:

Zacke 1: gestorte Produktion von antimikrobiellen Proteinen
Zacke 2:gelockertetight junctionVerbindung zwischen den Zellen
Zacke 3wverminderte Produktion von Muzin Glykoproteinen

Folge: die gestérte Epithelschicht erméglicht das Eindringen von Pathogenen. Immunzellen der

Lamina propriawerden aktiviert und eine Immunreaktion wird auégel
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2.2 Klinisches Erscheinungsbild

2.2.1 Diagnostik

Die Diagnose deColitis ulcerosawird anhand von klinischen und endoskopischen
Befunden, Laborparametern, Bildgebung sowie einer Histologie g¢btaliro et

al., 2017. Die Differenzierung zwischemMorbus Crohnund Colitis ulcerosa
erfolgt aufgrund endoskopischer und histologischer Merkr{teceland et al.,
20138.

Klinische Symptome

Charakteristische Symptome deolitis ulcerosasindDiarrhoge Tenesmeminddie
rektale Exkretion von Blu(Kucharzik et al., 2018 Abh&angg vom Schweregrad
derErkrankungkénnen auch néchtliche Diarrhoe, abdominelle Schmerzen und die
Exkretion von Schleim auftretefireuerstai et al., 2019 Von der Ausbildung
mindestens einer extraintestinalen Manifestation sin@@% derColitis ulcerosa
Patienten betrofferDie haufigste Extraintestinale Manifestation ist die periphere
Arthritis, gefolgt vonStomatitismit Aphtenbildung, axialé&Spondylitis,Uveitis,
Erythema nodosumind in seltenen Fallen die Ausbildung v@soriasis(Vavricka
etal., 201%

Endoskopie

Fir die Diagnosestellung wird die llemlonaskopie mit Entnahme von Biopsien an
Kolon, Rektum und terminalem lleuempfohlen. Die histologische Beurteilung

von entnommenerBiopsien emdglicht die Differenzierung zwischellorbus

Crohn und Colitis ulcerosa(Magro et al., 2018 Makroskopisch zeigt sich eine
oberflachliche Entziindungit Ulzerationerbeginnend am Rektum mit proximaler
Ausbreitung, die sich klar vom gesunden Gewebe abgrenzen lasst. Die entziindete

Mukosastellt sich brockelig und granuldés d&anders, 1998

Laborparameter

Bei akuterColitis ulcerosasollten folgende Parameter im Labor untersucht werden
(Kucharzik et al., 2018 inflammatorische Marker (@eaktives Protein), ein
Blutbild, Eisenhaushaltsparatee, Parameter der Nierenretention, Transaminasen
und Parameter der CholestaBas Greaktive ProteinCRP) gibt Ruckschliusse
Uber den Ausbreitungsgrad der chronischen Entzindung und korreliert mit den

klinischen Symptome(Rodgers et al., 200.7Zu den Entziindungsmarkern zahlen
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aufgrund erhéhter Permeabilitat giesteigerteProteinverlust im Darmsowie eine

erhohte Frequenz an Enzymen undtakinen, die von i@gewanderte

Neutrophilen in die entzindetéMiukosa ausgeschiittet werdekin Anstieg an
Lysozymen, Lactoferrinen, TNFU Qoltsd Cal pr
ulcerosa (Poullis et al., 2002 Die Messung des faecalen Calproteins ist der

sensitivse Marker zur Diagnose de2olitis ulcerosa(Mindemark et al., 2012

Durch chronischen Blutverluaufgrund blutiger Durchféallkommt es zur Anamje

dabei liegen diekritischen diagnostischen Paramebss einem Serum Ferritin

>100pg/L und eineTransferritin Sattigung <20¥%Chaubal et al., 2037

Histopathologie

Die endoskopische Einschatzung déukosafir die Diagnotik spielt bei der
Colitis ulcerosa in der akuten Phase sowie wahrend der Remission eine
entscheidend®&olle (Mohammed et al., 20}6In vielen klinischen Studien wird
der Geboes Score zur Beweruder histopathologischen Probangewendet
(Mayer et al., 201¢ In Phasen der Remission kénnen histologische Marker der
Inflammation, bestehend auginer erhohten Frequenz aRlasnazellen
Lymphozyen und chronischen Entziindungsinfiltraten, in endoskopisch
unauffalliger Mukosa das Risiko fur einen erneuten Ruckfall anzeigen. D
Prozentsatz defolitis ulcerosa Patientenin Remission, dieeinen ernewn
Krankheitsschub bekommen, liegt bei 20 bis 57(Kéhammed et al., 20)6
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2.2.2 Klassifizierung
Colitis ulcerosakannbasierend auf der Ausbreitung ¢tetorektalen Inflammation
nach einem modifizierteRrotokoll von(Silverberg et al., 20Q5n drei Unter

gruppen eingeteilt werdesieheTabellel.

Tabellel: Klassifizierung der Colitis ulcerosa anhand des Ausbreitungsgrades

Bezeichnung Ausbreitungsg/Beschreibung
E1l Uker ati ve ProlProktiti ssibcehs
das kt Ren, di e

Ausbreitung

rig osi gmoi dal e

E?2 LinksseitenkoKolitis i sKo | ig
begrenzt und

Il i nkoelnonf | exu

E3 Pankolitis Ausbreitung
proxi mal de

Kol onfl exur

Die Montréal Klassifikation beschrailden Schweregrad detolitis ulcerosa
basierend auf einem modifizierten Protokoll né@hatsangi et al., 2008/ergleiche
Tabelle2.

Tabelle2: Montréal Klassifikation zur Beurteilung des Schweregrades der

Colitis ulcerosa

Schweregrad KIinik Definition

SO Remi ssi on asymptomati sc

S1 mi | d <4 Stuhl g?2ngge
odeohne Bl ut

systemische
I nfl ammati ons

Nor mal berei ch

S2 moder at >4 Stuhlg2nge
Anzeichen ein

Toxi zit?at

S3 schwer >6 ma l pro T
Durchfall, Pu
Mi nut e, Te mg

37, 5A@MmogHoODbI n
10,59/ 100ml
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2.2.3 Verlauf der Colitisulcerosa

Die Mehrzahl dePatienterzeigen nach der initialen Aktivitat zum Zeitpunkt der
Diagnose, milde Symptome oder befinden sich in RemigSolberg et al., 2009

Eine aggressive Verlaufsform wird bei-18% der Patienten angenommen und das
Risiko eines Riuckfalls liegt bei 7®0% in 10 Jahrer{Fumery et al., 2018
Patienten mit aktiveColitis ulcerosaleiden unter der rektalen Exkretion von Blut
und Schleim, sowie Tenesm né&chtliche Deféakation und krampfhafte
abdominalea Schmerzen(Rao et al., 1988 Zur Beurteilung der Schleimhaut
wahrend der Endoskopie werden verschiedene Scoring Systeme angewendet
(PeyrinBiroulet et al., 2018 der Mayo Score wurde 1987 vdf Schroeder
(Schroeder et al., 198@ntwickeltund wird in der Mehrheit der Falle verwesid

Der Mayo Score bewertet mit einem-BR2nkteSystem die Stuhlkonsistenz, rektale
Blutungen, endoskopische Befunde und klinische Bef(ireleerstein et al2020).

S. Truelove und L. Witts definierten 1955 Kriterigiie zur Beurteilung des
Schweregrades der aktiv€olitis ulcerosaanhand klinischer Symptome dienten
(Truelove et al 1953. Eine Indikation zur Operation besteht bei Patienten mit
akuterColitis ulcerosabei Perforation oder einer therapieresistenten, fulminanten
Kolitis, wahrend Patienten in Remission bei Dysplasien oder Strikturen operiert
werden (Cohen et al.0R5). Die Wahrscheinlichkeit einer Operation liegt bei 5 und
10 Jahresstudien bei 1%, obwohl eine Rate friher Kolektomien bekannt ist

bleibt sie Uber langeren Zeitraum konstant (Fumery et al., 2018).

2.2.4 Therapie

Das Therapieziel deColitis ulcerosaist @ne schnelle Remission zu erzielen und

zu erhalten sowie eine weitere Ausbreitung der chronischen Entzindung zu
verhindern(Pineton de Chambrun et al., 2018ur Einstufung des Schweregrades

der Colitis ulcerosakonnen die Truelove und Wt t 6 s Kr i t &Mayjoen S owi
Scoreangewendet werdgischroeder et al., 198Truelove et al., 1955

Zu Beginn der Diagnose wird bei Patienten mit rmldes moderaten Verlauf die
Therapie mit 5Aminosalicysadure (8ASA) begonnen um das Stadium der
Remission zu erlangeand zu erhaltenFumery et al., 2018 Sulfasalazine,
Olsalazine ud Balsalazinesind Vorstufen die von den Bakterien zu-ASA
umgewandelt werderiSandborn et al., 2003 Empfohlen wird Patienten mit
umfangreicher milder bis moderateolitis ulcerosamit Mesalanin oderprodrugs
(diazo gebudene5A SA 6 s ) z u (Ko btalr, 20PRiPatieneemdie nicht auf
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die orale Gabe von-BSA ansprechen, sollten zudem rektal mASA therapiert
werden (Lamb et al., 2019 Die antiphlogistische Wirkung beruht auf der
Hemmung der Cyclooxygmse 1 und 2.

Eine kombinierte Therapie mit Kortikosteroiden und 5 ASA wird fur Patienten
empfohlen die nicht auf die Monotherapie mit ASA ansprediienelove et al.,
1962. Budesonide weisen im Vergleich zu anderen Kortikosteroiden geringere
Nebenwirkungen auf und erzielen als rektale Anwendung von vorzugsweise
SchaumPraparaten einen astiflammatorischen Effekt bei Patienten mit mildem
bis moderaten VerlaySandbon et al., 201p

Zur Therapie der moderaten bis schwe€mlitis ulcerosa stehen verschiedene
Wirkstoffklassen zur Induktion und Erhaltung der Remission zur Verfiigung. Die
Therapie sollte zunachst mit einef N FIbhibitor (Infliximab) oder einem
IntegrinAntagonisten (Vedolizumab) begonnen werdand bei fehlendem
Therapieerfaj auf den Janus Kinase Inhibitor (Tofacitinib) gewechselt werden
(Feuerstein et al., 2020 Zur Remissionserhaltundgann die Therapie mit
Thiopurinenfortgefuhrt werderfLamb et al., 2019 Bei einemerneuten schweren
Krankheitsschubwird die Therapie mit Infliximab oder Cyclosporinen empfohlen
(Feuerstein et al., 2020Die AGA (American Gastroenterological Association)
empfiehlt aufgrund des variablen Therapieerfolges bei Infliximab, eine
Bestimmung des Medikamentenspiegels bei Patienten mit aktoldis ulcerosa

in BehandlungnitdemT NF U | n(Feuebstein & al., 2007

Die etablierte Operationsmethode der Proktokolektomie mit ileopouchanaler
Anastomose wird bei einer therapieresigée Kolitis trotz Immunsuppressiva
Therapie sowie bei Neoplasien o#tetorektalem Krebs angewend€lohen et al.,
2005. Die Operationsmethode wurde 1978 erstmals »orParks in London
angavendet(Parks et al., 19798Bei derdreistufigen Operationsmethode wird
ersten Schritt dagolon entfernt und eine endstandige lleostoma angeiegt,
zweiten Schritteine lleatPouch aus dem Dinndarm geformt mit pcacaler
Anastomose und Loefeostoma. Nach Abheilung kann das Ledgostoma

zurtickverlegt werde(Bednarz et al., 2005
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2.2.5 Spatfolgen

Nach einer Roktokolektomie mit ileopouchanaler Anastomose kann als
Komplikation einePouchitisauftreten(Pemberton et al., 198 Risikofaktoren fur

die Ausbildung einerPouchitis ist ein junges Alter bei der Operation und

extraintestinale Manifestation€Rerrante et al., 2008

Ein langjéahriger Krankheitsverlauf deZolitis ulcerosa erhéht @és Risiko an
kolorektalem Krebs zu erkrankeasliegt nach20 Jahren bei 8,3% und nach 30
Jahren bereits bei 18,4%Bernstein etal., 2001 Yashiro, 2014 Zu den
Risikofaktoren z&hlen ein junges Alter bei Diagnosestellung, extraintestinale
Manifestationen, anatomische Ausbreitung dalitis sowie eine genetische
KomponentgYashiro, 2013 Eine regelmaRige Kolonoskopied Biopsiebietet

die Mdglichkeit schon frilysplasie zu erkennen, die bereits ein Anzeichen fir

gebildete Krebszellen sein konnéBernstein et al., 1994
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2.3 Immunologie

2.3.1 Angeborene Immunitat

Die Mechanismen der angeborenen Immunitat reagieren sofort mit einer
unspezifischen Imunantwort auf eindringende Pathoger&as angeborene
Immunsystem des Gastrointestinaltraktes verfugt Uber verschiedene Mechanismen
um die Homeostaseaufrecht zu erhalten. Die Epithelzellen spielen eine
Schlusselrolle, indem sie zusatzlich zur physikalischen Barriere eine chemische
Barriere durch Sekretion von antimikrobiellen Peptiden schg#easloff, 2002.
Paneth Zel | eDbefersieek Phesphiolpase A untd Lysozym C zur
Zerstorung der BakterienmembréBevins et al., 2001 Zur Schutzfunktion der
Epithelzellen zahlen eine erhdhte Ausschiittung antimikrobRitgteine sowie des
Interleukin8 zur Anlockung von Neutrophilen auf die basale Sésnsonetti,
2004. Das Mannoséindende Lektin (MBL), zugehoérig zum Komplementsystem,
bindet an MBl-assoziierte Serinproteasen (MASP) d@akterienmembramund

fuhrt zur Zelllyseoder kann pathogene Zellen direkt opsoniened Phagozytose

durch Makrophagn induzieren(B N-Romaniszyn et al., 2020

Die zellulareimmunantwort wirdausgeldstvenntoll-like receptordTLR) auf der
Oberflache der Epithelzelledes Kolos die pathogerassociated molecular
patterns(PAMPs) eines eindringenden Pathogens erlegr{daneway et al., 2002

Di e TLROSs aktivieren i, nunter aandetein ud 2 r e
Transkriptionsf akl da zmFreisefzeng voanflacdhmaA P
torischen Zytokinen, Typ | Interferonen und Chemokinen diil{fKawai et al.,

2007). Dies fuhrt zur Aktivierung von Makrophagen, dendritischen Zellen,
Mastzellen, Neutrophilen, Eosinophilen und natirlichen Killerzellen, die als
kurzlebige Effektorzellen die Pathogene bekamgdameway et al., 2002

2.3.2 Die Rolle der Monozytemnd Makrophagen

Monozyten, Makophagen, Granulozyten und dendritische Zellen bilden das
mononuclear phagocyte systeand zeichnen sich durch eine gemeinsame
Vorlauferzelle, decommon myeloid progenitdCMP) im Knochenmark sowie
phagozytischer Eigenschaften g@uiilliams et al., 2018van Furth et al., 1972
Wahrend einer Infektion oder Entziindung werden Monozyten durch Chemokine
aus dem Blut in das entzindliche Gewebe angelockt, wo sie sich abhangig vom
Milieu zu Makrophagen oder dendritisah Zellen differenzieren und das adaptive
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Immunsystem aktiviere(C. V. Jakubzick et al., 20).7

Die murinen und humanen Monozyten entstehen im Knochenmark und zirkulieren
als zwei gro3e Populationen im B(dhao et al., 2018 klassische Monozyten, die

den Korezeptor CD14 exprimieren (CD18D16CCR2) bilden mit 90% den
grofdten Anteil zirkulierender humaner Monozyten. Die aquivalenteolddgan
population in der Maus exprimiert hohe Level an Ly6C (LY$CCD43'CX3CR1

flowy Den kleineren Anteil stellen die nicht klassischen Monozyten dar, die beim
Menschen CD14 und CD16 auf ihrer Oberflache exprimieren (GQCR46-
**CCR2) sowie eine genige Frequenz an LyC6C (Ly&® -CD43ion*
CX3CR1™M9" peider Maus, und entlang des Endothels rollen. Die Ubergangsform
zwischen klassischen und nicht klassischen Monozyten stellen die intermedidren
Monozyten dar, die auch bereits den Fc Rezeptor CD16, exprimieren
(CD14"CD16'CCRZ2) sowie eine hohe Frequenz ay6 und CD43 in der Maus
(Ly6CNIM*CD43""), Klassische Monozyten wandern als inflammatorische
Monozyten mittels Expression des CCR2 Rezeptors in entziindetes Gewebe ein und
binden dort an das Chemokin CCl({®arsh et al., 2017 Die nicht klassischen
Monozyten verbleiben im Blutstrom, sind zustandig fur die Wundheilung und
wirken anttinflammatorischmit einer erhéhten Expression des CX3CR1 Rezeptors
und LFA-1 Integrin(Auffray et al., 200Y. Die intermeliaren Monozyten verlassen
entweder die Blutlaufbahn durch Migration oder differenzieren zu nicht klassischen
Monozyten(Patel et al., 2017

Im Gewebe angesiedelte Makrophagen entstehen wahrend der Embryonal
entwicklung oder differenzieren sich aus Monozyten, die ins Gewebe einwandern
(Orecchoni et al., 2019 T-Zellen bestimmen durch Sekretion von Zytokinen den
Typ der Immunantwort. i1 Zellen schitten IFNausund exprimieren den CD40
Rezeptor daraufhin wird die DOferenzierung von proinflammatorischen M1
Monozyten angei (Mills et al., 2000 Vaitaitis etal., 2017. Inflammatorische

M1 Makrophagen sekr-42 une wetere Effékierizelleru n d
anzulocken (Mills et al., 2000):H2 Zellen schitten H4 und 113 aus, die den
alternativen Weg der Aktivierungnregen und in der Diffenzierung von M2
Makrophagemesultieren sieheAbbildung 3. Die Funktion der M2 Monozyten ist

die Wundheilung, sie regulieren das Ausbilden von Bindegewebe und Gefalien
(Gordon, 2003R In Tierstudien zu Nierenerkrankungen konnte gezeigt werdes, das

Makrophagen ihren Phanotyp anpasdénnen Bei renaler Fibrose kommen
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vermehrt M2 Monozyten vqgfTang et al., 20191In einer Studie zur Nephropathie
wurde deutlich das M2 Makrophagen mit debe@lachenmarkern CD163+ und
CD204+ vermehrt in fibrotischem Gewebe auftrati@zumi et al., 201)1 Die
Interleukine I-4 und IL-13, die zur alternativen Aktivierung von-Zellen
sekretiert werden, und ihre Rezeptoren werdemmehrt bei Lungenfibrose
exprimiert(C. Jakubzick eal., 2004.

I Monozyt mit

Blutgefil CCR?2 Rezeptor

Endothel

D40 Pathogen l
-4 _—
TH1
CCLY
A
IFNy
Ml Makrophage M2 IL-13
Makrophage Makrophage
+ 12
Wundheilung
+ INFa

Abbildung3 Auswanderung der Monozyten in inflammatorisches Gewebe und

Differenzierung zu M1 und Midakrophagen.

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

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

Monozyten kénnen mithilfe ihres CCR2 Rezeptors aus Bergefald zur Inflammation wandern.

Eine TH1 Immunantwort fhrt zur Ausbildung von M1 Monozyten (linksiITZellen exprimieren

den CD40 Rezeptor und schitten T¥Mus, woraufhin der Monozyt zur M1 Makrophage
differenziert. Die proinflammatorische M1 Malgioage schittet H 2 und TNFUUH2au s .
Immunantwort fihrt zur Ausbildung von M2 Makrophagen (rechti)2 Zellen schitten H4 und

IL-13 aus, Monozyten differenzieren zu M2 Makrophagen. Die M2 Makrophage fordert die
Wundheilung.
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2.3.3 Erworbenelmmunitéat

Eine erworbene Immunantwort wird ausgelést, wenn Pathogene die
Abwehrreaktionen der angeborenen Immunitat Uberwindemen Effektorzellen
deserworbenenimmunsystems gehoren dieZkllen, die im Thymus reifen, und

die B-Zellen, die im Knochennml gebildet werderfFistonich et al., 201,80wen

et al., 2019 Die Ausbildung eines immunologischen Gedéchtnisses in Form von
memoryZellen der BZellen sowie der CD4 und CD8-Zellen sorgt fir eine
schnellere und effektere Immunantwort bei erneutem Kontakt eines Antigens
(Kirman et al., 201p

Die zellulare Immunantwort bildenaive T-Zellen die sichin verschiedene
Klassen von Effektor ‘Zellendifferenzieren(Bonilla et al., 2010Hirahara et al.,
2016: die CD8 TFZellen erkennen Antigen Peptide die an MHCI gebunden sind
und differenzieren zu zytotoxischen-ZEllen. Die CD4 TFZellen binden an
pathogene Peptide der Klasse MHQId differenzieren zu-Helfer Zellen (TH1,
TH2, TH17) T follikulare Helfer Zellen (#4) und T regulatorischen Zellen £§).

Die humorale Immunantwort bilden -Bellen, die sich zu Plasmazellen

differenzieren und spezifische Antikérper sezerni€¢Bamilla et al., 201p
T-Zellen

Die Aktivierung dernaiven T-Zellen, daspriming, beginnt wenn dendritise
Zellen ein spezifisches Antigen als MHC Komplex fur die Bindung an den TCR
Rezeptor und das Molekul B7 fur die Bindung an CD28 d&elle exprimieen
(Gibbons et al., 20t4Zou et al., 2018 Nach der Aktivierung folgt ig¢ Diffe-
renzierungder T-Zellen (Shoug et al., 2019Swiecki et al., 2016 dendritische
Zellen schiitten Zytokine aus, die speziedignal Transducer and Activator of
Transcription (STAT) Transkriptionsproteine der-Zellen aktivieren undid Aus
pragung der Effektorzellen bestimmen. Zusatzlich locken dendritische Zellen,
durch Sekretion von Chemokinen, weitere Immunzellen zum entzindlichen
Geschehean (Swiecki et al., 2016

TH1-Zellen differenzieren sichus naiven T Zellerwenn die ZytokindFN"Yund
IL12 dasSTAT1 Proteinaktivierensowie IL12 das STAT4 Transkriptionsprotgin
die wiederum zur Expression des Transkriptionsfakicleetfiihren (Ghoreschi et
al., 2011 Pritchard et al., 2099T-betunterstitzt die optimale Interaktion zwischen
den T Zellen wahrend desiming (Pritchard et al., 2019 TH1-Zellen schiittemeli
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AntigenkontaktIFN“Yaus und aktivieremproinflammatorische M1 Makrophagen

di e daraufhin Zytoki ell-12 und tL23sezemnerdne r e m T N
und durch Aktivierung desicotinamide adenindinuleotide phosphattNADPH)

Oxidase Systemintrazellulare Pathogene lysieréBhapouriMoghaddam et al.,

20138.

TH2-Zellendifferenzieren sich unter dem Einfluss dieterleukins4 (IL4), welches
STATG6 aktiviert, woraufhinSTAT6 den Transkriptionsfaktor GATA8&xprimiert
(Kaplan et al., 1996Stark et al., 2019 TH2 Zellen sezernieren 4, 1I-5 und IL-

13 (Watanabe et al., 2020Durch die Ausschittung von Interleukin 4 regen die
TH2 Zellen die B Zellen an IgE zu produzieren (Kopf et al., 19D8).Sekretion

von IL-4 und IL-13 aktiviert Makrophagen und 4k induziert die Eosinophilian
Gewebe(Coffman et al., 1989Gordon, 2008 Eine TH2-Immunantwort wird

durch Helninthen ausgelésind TH2-Zellen spielen eine entscheidende Rolle die
Schadigung des Gewebes und die Entziindung infolge der Parasiten zu minimieren
indem siaunter anderem Neutrophile und Makrophagktivieren Eine chronische
TH2-Immunantwortfihrt zur Ausbildung von fibrotischem Gewel¢€hen et al.,
2012). Anti-inflammatorische M2 Makrophagenewden durch die Hi2-Zytokine

IL-4 und IF13 aktiviertund sezermnieren L O und TGFb um di e Ent
unterdriicken und die Wundheilung einzuleitédhapourdiMoghaddam et al.,
20138.

TH17-Zellenentstehen, wenn die Zytokine Interleukin 6-@)-undtransforming

growth factorb ( T GF b)) bei der Aellen domigerenchsind nai ver
(Dong, 2008. IL-6 aktiviert das Transkriptionsprotein STAT3, welches den
Transkriptionsfaktoretinoic acidrelated orphanreceptor@ (ROR'Y) induziert

und zur Differenzierung vonH17-Zellen fihrt (Durant et al., 201;,0Fasching et

al.,, 2017. Charakteristisch fur H17-Zellen ist eine erhthte Expression des

Rezeptors IE23R (Lee et al., 2012 TH17-Zellen sekretieren IFN IL22, IL-17A,

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

der Homeostasem Gastrointstinaltrakt indem sie extrazellulare Bakterien und

Pilze durch die Ausschittung von Interleultin bekampferfUeno et al., 2018

Regulatorische Zellen (Treg) exprimieren deffranskriptionsfaktoforkhead box
protein 3(Foxp3) und das Oberflachenmolekil CD (&affin et al., 202D Treg
Zellen unterdricken die Immunantwort und Inflammation durch Sekretion von
antrinflammatorische Zytokinen wie IL-1 0 und, wodBrEhbdie CD#
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Immunantwort kontrolliert wird(O'Garra et al., 2004 Natirliche Treg Zellen
(nTreg differenzieren sich im Thymysvohingegerdie induzierten regulatorischen
T-Zellen (iTreg aus naiven ¥Zellen im ZytokirMilieu von IL-2 undtransforming
growth factor( TGF b ) g e b i(Jbsdfewicz eva.r 201Kanamori et al.,
2016. Das Interleukin 16 reguliert die Differenzierung naiverZe |l | en i m TGFbD
Zytokin Milieu in entweder regulatorischeZellen oder H17-Zellen (Eikawa et
al., 2010: eine hohe Frequenz an-@ fordert die Differenzierung vonHL17-
Zellen, wahrend eine niedrige Exps#on die Entstehung regulatorischeZdllen
beginstigt. BelColitis ulcerosaPatienten kann eine erhdhte Frequenz d#hiith
Serum und eine vermehrte Anzahl amIl/-Zellen einhergehend mit einer
verminderten Anzahl an regulatorischeiZ@llen beobachteterden, sodass eine
Chronizitat der Entziindung begtinstigt withu et al., 201}

B-Zellen

Naive B-Zellenbinden mit dem BCR Rezay auf ihrer Oberflache ein passendes
Antigendas vonAPC Zellen(antigen presenting cellAPC)prasentiert wircund
bendtigen zur Aktivierung zusatzliche Signale die entweder durch mikrobielle
Bestandteile oder thymtabhangig vorfollicular helper T-Zellen (TrH) geliefert
werden(Abos et al., 2020 Die Aktivierung der TZelle setzt @& Prasentation des
Antigens als MHCII Komplex der Zelle voraugHernandezPérez et al., 2039
Wenn die TZelle den Komplexerkennt, exprimiert sie den Liganden CD40L und
sekretiert I1-:21, das wiederum STASB der BZellen aktiviert und zur Proliferation
fuhrt (Abos et al., 2020 Aus den naive Eellen differenzieren sicentweder zu
memoryB-Zellen oder Plasmazellen die Immunglobuline sekreti@edvel et al.,
2014. Patienten miColitis ulcerosaweisen eine erhdhte Frequenz aZ@&len in
der entziindeten Mukosa a@dinno et al., 2006 Die Entwicklung der B
Lymphozyten beginnt im Knochenmaibie ersten Antigen Rezeptoren die von B
Zellen exprimiert werden sintmmunglobulin M (gM) und Immunglobulin D

(IgD), mit denen die ungereiften-Bellen gekennzeichnet sirjRajewsky, 1995

Immunprofilierung von UCPatienten

Die Inflammation in UC Patienten ist ein dynamischer Prozess, der auf der
Interaktion von Epithelzellen, Fibroblasten und Endothedrethit Immunzellen

beruht. Wie im Wundheilungsprozess muss das geschadigte Epithel vor ein
dringenden Pathogenen geschitzt werden. Die Immunprofilierung von UC
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Patienten zeigte zwei dieser Zustande. Deripilammatorische Arm ist durch
CD4+ T-Zellen, THXund TH2Zellen sowie maturierte Bellen charakterisiert.

Der sogenannte Wundheilungsarm hingegen durch M1 und M2 Monozyten sowie
durch TH17Zellen(Jodeleit et al., 202 Yodeleit et al., 200).
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2.4 Tiermodelke der Colitisulcerosa

Chemisch induzierte Colitis Ulcerosa

Tiermodelle mit chemisch induzierteZolitis ulcerosa werden am haufigsten
verwendet und eignen sich zum Verstandnis pathophysiologischer Vorgdnge sowie
zur Testung von Therapeudikn der praklinischen Phag@/irtz et al., 200Y.

Bei derDextran Sodium SulfafDSS}induzierten Kolitis wird das Polysaccharid
den Mausen oral Uber das Trinkwasser gegeben und wirkt toxisch auf die
Epithelzellen des KolongEichele et al., 2017 Die Entziindung wird ausgelost,
wenn Bakterien oder bakterielle Antigene dudie geschadigte Epithelschicht des
Darmes indie Lamina propriaeindringen unalort Makrophagen und Neutrophile
aktivieren, die wiederum proinflammatorische Zytokine sekreti@fesler et al.,
2015. Das Tiermodell eignet sich zur Auslésung chronischer sowie aKotis
abhangig von der jeweiligen Konzentratidine zwischen 15% liegt, sowie Cauer
und Frequenz der DSSabe(Eichele et al., 201 ™Mizoguchi et al., 2020 eine 4

7 tagige Gabe von-3% fihrt zu einer akuterVerletzung des Epithelsnit
Kryptverlust im distalen KolonDie 2,4,6Trinitrobenzolsulfons&ur§ TNBS)-
induzierteKolitis wird durch die rektale Applikation von TNBS in 50% Ethanol
ausgelost und fuhrt zu einer chronischaiitis mit Infiltration von CD4+ Zellen
und Sekretion von H2 und IFN"Y Zytokine einer H1-Immunantwort (Neurath et
al., 1995. Die OxazoloninduzierteKolitis wird durch rektale Applikation von
Ethanol und Oxazolon induziert und I6st eindZHmmunantwort aus mieiner
erhdhten Sekretion von 44, IL-5, IL-9 und IL-13 (Wirtz et al., 200Y.

2.4.1 Mause mit humanem Immunsystem

Humanisierte Mausmodelle basieren auf der Transplantétioktionalerhumaner
Zellen oder Gewebe immun defizientélauseund spielen eine grofl3e Rolle in der
praklinischen ForschungWalsh et al., 2017 Die ersten Mause mit einem
unvollstandig ausgebildeten Immsystem, entdeckt 1962 von S.P. Flanagan bei
Untersuchungen an Nacktméausemigten eine eingeschrankteZEllfunktion
(Flanagan, 1966 Der SCID Mausstamm wurde 1988itdeckt und zeichnet sich
durch ein schweres Immundefizit aus, basierend auf einer unvollstandigen
Ausbildung von T und B-Zellen (Bosma et al., 1993 Mutierte Tiere veisen
weitere Immundefizite aufLeiter, 1993: NOD-Mause bilda weder naturlichen
Killerzellen aus noch verfiigen sie tber ein Komplementsystem imNBRID/Scid
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Mause die humanelLymphozyten appliziert bekamen, zeigen enhohtes
Einwandern von humanen CD4+ und CD8¥Ellen sowie humanen Leukozyten

in Milz und Blut (Greiner et al., 1995 Studien zu Méausen die zuséatzlich zur
Immundefizenz Mutation (SCID) eine Mutation des Allels InterleuRRY
aufwiesen zeigten, dasich die Tiere durch ein hohes Ansiedeln humaner Zellen

in Milz, Knochenmark und Blut sehr gut fir humanisierte Modelle eidtteret

al., 2003. Mutationen dei'YKette des IL2 Rezeptorsiihren zu keiner Ausbildung

von naturlichen Killerzellen und einer gestorten Signalvermittlung dé&s IL-4,

IL-7 und IL-9. Menschen mit diesem Gendefekt entwickeln eine schwere
Immunsuppression (XS0), bei Mausen kann eine verringerte Ausbildung vom
Thymus sowie eine fehlende Entwicklung von dendritischen Zelletellén und

GALT beobachtet werdgi€ao et al., 1995Fur die Studie dieser Arbeit wurde das
NOD-SCID IL2ry™" (NSG)}UC Mausmalell verwende bei dem die M&use mit
denperipheral blood mononuclear cel(®BMCs) vonColitis ulcerosaPatienten
rekonstituiert werderNach rektaler Ethanol Applikation bilden die Maugditis
Symptome aus, die der Erkrankung des Menschen afiPalmmides et al., 2016

Da der immunologische Hiergrund des Spenders bis zu einem gewissen Grad
erhalten bleibt, bietet dieses Modell die Méglichkeit, die Wirksamkeit eines
Therapeutikums in Subgruppen von Patienten zu testen. So konnte gezeigt werden,
dass Mause, die mit PBMCs von Patienten rekanstit wurden, die ein pro
inflammatorisches Profil aufwiesen, besser auf den-aNiFU Anti k°r pe.
Adalimumab ansprachgdodeleit et al., 20)9Mause, die hingegen miBRICs

von Patienten rekonstituiert wurden, die eine hohere Frequenz des OX40L auf
Monozyten aufwiesen, sprachen auf den Antikdrper Oxelumab an, der gegen diesen
Liganden gerichtet igtJodeleit, Winkelmann, et al., 20R®iel dieser Arbeit war,

dieses Tiermodell zu nutzen, um spezifisch den Monozyten getriebenen Arm der
Inflammation zu unterdricken. Dazu wurden Patienten ausgewahlt, die im

Immunprofil eine durch Monozyten gepragte Inflammation aufwiesen.
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3 ZIELFUHRUNG DER ARBEIT

Ziel der vorliegenden Amt ist die Testung eines neuen Wirkmechanismus, der
spezifisch auf das Immunprofil der Spender angepasst ist. In der Literatur werden
zwei inflammatorische Subgruppeater Colitis ulcerosabeschrieben: zum einen
eine proinflammatorische Gruppe mit eineh@&nten Anzahl an Hi1- und TH2-

Zellen sowie BZellen nach Klassenwechsel, und zum anderen eine Gruppe die den
Wundheilungsprozess widerspiegelt mit einer erhéhten Anzahl an M1 Monozyten
und TH17-Zellen (Jodeleit et al., 20)9Die Testkomponentadressierspezifisch

in die Inflammation wahrendesWundheilungsprozesseihr Wirkmechanismus
beruht auf der Inhibition der Monozytebie Wirkung der Testkomponenteurde

im NSG-UC Mausmodeluntersucht. Daftr wurden zwei Spender ausgewahlt, die
eine hohe Frequenz an M1 Monozyten un#ilT-Zellen aufwiesen. Zur
Rekonstitution wurden die PBMCs der Spender isoliert und anschliel3end den
Méausen appliziertDie Wirksamkeit des Inhibbrs wurde zunéchst anhand eines
klinischerr, Darm und histologischen Scores im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe beurteilt. Zusatzlich wurde die Wirkung des Inhibitors auf die
humanen Leukozyten mittels Durchflusszytometrie untersucht. Scoliefirden
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
TNFU An tderkeh retabdiertes Therapeutikum bei moderater bis schwerer
Colitis ulcerosa ist (Singh, Allegretti, Siddique, & Terdiman, 20204Is
Kontrollgruppe diente eine mit Isotyp behandelte Gruppe. Zur Darstellung der
Monozytengetriebenerinflammation wurden Bpsien des Spenders, sowie die
histologischen Schnitte des Kolons aus den einzelnen Gruppen mit ldier |
Farbung angefarbt. Detektiert wurden die CD14+(Monozyten), CD19&(i8n)

und schlie3lich die CD4+ und CD8+dellen).

Zielfiihrung im Uberblick:

Ziel I: Immunprofilierungder Spender

1 Hypothese 1: Die klinische Aktivitat der Kolitis im Mausmodell ist abh&ngig
vom Spender
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Ziel 1l: Monozyteninhibition als Therapieansatz

1 Hypothese 24: Der Monozyteninhibitor erniedrigt den klinischen
Aktivitatsscore

1 Hypahese 2: Der Monozyteninhibitorerniedrigt den makroskopischen
Kolon Score

1 Hypothese 2.3: Der Monozyteninhibitor erniedrigt den histologischen Score

Ziel lll: Die Wirkungdes Monozyteninhibitorauf diein die Milz eingewanderten

humanenmmunzellen

1 Hypothese3.1: Der Monozytemhibitor erniedrigt die Frequenz von
Monozyten

1 Hypothese 3.2Der Monozyteninhibitoinhibiert die T-Zellaktivierung

1 Hypothese 3.3Der Monozyteninhibitorunterdriickt die Reifungon B-
Zellen

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

des Monozyteninhibitors im Tiermodell
Hypothese 4.1: Die Testsubstasizwirksamim Mausmodell

Ziel V: Wirkmechanismus der Testkomponente auf die Zytokinausschiitwhg
CRP

Hypothese 5.1: Die Testkomponegreiedrigtdie Zytokinausschuttungd
CRP

Ziel V1. Darstellung der Inflammation in der immunhistochemischen Farbung

1 Hypothese 6.1: Die Inflammatiorsti auch in humanen Biopsien von
Monozyten bestimmt
1 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 Infikxiist

vergleichbar
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1.1 Auswahl der Spender

Die Auswahl der passendéespendererfolgte in der Sprechstundeon PD Dr.
Florian Beigel. In Ubereinstimmung mit dem Ethiktum der LMU Minchen
Nummer 12015 und rach Aufklarung sowie Unterzeichnung der
Einverstandniserklarungurde da& Patienten60 ml Blut abgenommenEur die
Versuche wurda zwei Spenderausgewahlt, die eine hohe Frequenz an M1

Monozyten und H17-Zellen im Blut aufwiesen

4.1.2 Tierhaltung

Die Tiere wurdenin einzeln bellifteten Kafigemunter optimierten Hygiene
Bedingungenin der Zentralen Versuchstierhaltung demirurgschen Klinik der

LMU Minchen in der NussbaumstralBe 20, 80336 Minchen gehdtien
Tierhaltung vird nach den Empfehlungen ddeEASA regelmé&Rig kontrolliert und

die Hygienebedingungen sind eir@®FHaltung ahnlichDie Tierversuche wurden
unter demAktenzeichenROB-55.2-2532.Vet 0219-106 bei der Regierung von
Oberbayern genehmigt und unter Berlcksichtigung des Tierschutzgesetzes

durchgefuhrt.

4.1.3 Isolierung humaner PBMC

Aus dem Spenderblutwurden humane PBMCs zur Rekonstitution der
Versuchstiere isolierDaftir wurden 60mBlut, das in 10 miS-Monovetten(S-
Monovette, Sarstedt, NurnberQeutschlandabgenommen wurdén Verhaltnis
12 mtHankos bal anc HBSSs aigmeAldrishy Deisenhaien
Deutschlanyl gemischtund je 30ml auf LewcoSep Réhrchen(Greiner Bio One,
FrickenhausenDeustschlandgegebenDiese wurderzuvor mit 15mIROTI®Sep
(ROTI®Sep 1077 human, Carl Roth, Karlsrutlizeutschlany befillt. Um eine
Interphase zu erzeugen wurden ldeeicoSep Roéhrche30 Minuten bei400gohne

die Einstellung der Bremsfunktiaentrifugiert(Jodeleit, Milchram, et al., 2020

Aufgrund unterschiedlicher Dichtegradienteenrten sich die Bestandteilees
Blutes auf. e entstandenénterphasavurde mit einer Pipette in eBOml Falcon
(NundE konische Zentrifugenréhrchen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

UberfuhrtZur Bestimmung dezellzahl wurderdie Zellen 1:1 mi80Oul Tryptophan
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(Trypan Blue solution 0,4% for microscopy SigmaAldrich, Gillingham,
Grol3britannien) gemischt und unter dem Mikroskop in einer Neubauer
Zahlkammer(Paul Marienfeld, Laud&onigshofen, Deutschlandjezahlt. Die
Zellen wurden bei 1400g fur 5 Minuten zentrifugiend mit PBS (ROTI®CELL
10x PBS, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschlandrdiinnt bis die gewilnschte
Konzentration von 4x10Zellen pro 10Ql PBSerreicht wurde Zur Berechnung
des PBS Volumens wurde folgende Formel angewendet:

#Alzt Oc zpm 28

9

X= Volumen der Iterphase in ml
Y= Gewiinschte Zellkonzentration (4¥12ellen pro 1001)
Die isolierten PBMGwurden zur Rekonstitution der Mause undZACS Analyse
(fluorescencectivated cell sortingengl.), DurchflusszytometrieverwendetFur
die FACS Analyse der PBM&wurden 100ul Zellen auf 100 #HACS Mastermix
pipettiert und die gefarbten Zellen mit dem FAGSrat(Attune NXT, Acoustic
Focusing Cytometer, invitrogenThermo Fisher Scientific, Waltham, U$A

gemessen.

4.1.4 Rekonstitution

Die Tiere des StamesNOD Sci d | ""g@oR €hare$ Rivierrwurden im
Alter von 6 bis 8 Wochen rekonstituiert. Fir die intraventse Applikation in die
Schwanzvene wurden die TigreeinemRestrainer(Science Products, Hofheim,
Deutschland)fixiert und die Vene zumDilatation fir maximal 1 Minutemit
Infrarotlicht erwéarmt. Appliziert wurden 100uhit einer 1 ml InsulilBD Mikro-

fine 0,33 mni12,7 mm Spritz€BD bioscience, Heidelberg, Deutschignd die
Venae dorsalis caudaend medianamit einer Konzentration voAx1® PBMC.
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4.2 Versuchsablauf

4.2.1 Versuchsgruppen

Fur die beideversucte wurdeninsgesam#i8 weibliche und mannlicheOD Scid

| L2 Ro "Ovaaseim Alter von 6 bis 8 Wochebei Charles Rive(Sulzfeld,
Deutschlandpestellt. Zum Versuchsbeginn wurden die Taein 4 Gruppen mit
jeweils 6 Tieren eingetejlisieheTabelle3. Fiur die Rekonstitution wurden zwei
unterschiedliche Spender gewéAllle Gruppen bekamen eine rektéipplikation

von 50% Ethanol um dikolitis Symptome auszuldsen.

Tabelle3: Einteilung der Versuchsgruppen

0.5% | Test komy | sot vy I nfl ix
Met hyl z« in 0.5 Antik?® (I nfl x
i n.OH( M2 Met hyl z
I (MZ+
Appl i katjor al or al i . p. i . p.
Et hanol |x X X X
Chall eng
Spender |6 6 6 6
Spender |6 6 6 6

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 Antikorgr wurden an Tag 7 und Tag 14 intraperitoneal injiziert. Die

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

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

sieheTabelle4.
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Tabelle4: Behandlungsprotokoll

Tag/ |Rekon SensiiBeha|Beha|lKont rKI icnhief Bl ut
Behantutiovierygylung|lung|Gewi dScore|nahm
l ung Chal | (.i)p (ora
| enge
Et har
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

4.2.2 Medikamente

Nach der Rekonstitution an Tag 0 wurde bei den Mausen, durch zweimalige rektale
Gabe von jeweils 150 ul Ethan#lplitis Symptome ausgel6st. An Tag 8 wurde den
Tieren, unter Isoflurannarkose mit 4% Isofluran und einer Sauerstoffrate von
41/min, rektal 10%Ethanol appliziert. Fur dieektale Gabe wurde ein 1 mm
Katzenkatheter (Henry Schein, Hamburg, Deutschland) verwendet, der zuvor mit
2% XylocainGel (AstraZeneca, Wedel, Deutschland) zur Schmerzlinderung
beschichtet worden war. An Tag 15 bekamen die T&d& 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° fur wenige Minuten hoch gelagert um ein frihzeitiges
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Herausaufen dedthanols 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 Auslésung der
Kolitis Symptome betindelt. Die erste Gruppe diente als negative Kontrollgruppe
fur die Teskomponente, um die Medikamentenwirkung auf dielitis im
Vergleich zur Kontrolle beurteilen zu konnen. Die Tiere wurden mit 0.5%
Methylzellulose (M0512100gMethyl cellulose, viscosit4,000cP, Sigma Aldrich,
Gillingham, GrofR3britannien) behandelt, das zuvor ¥ Helost worden war. Die
orale Applikation von 100pl mit einer Sonde erfolgte an den Tagen 7 bI3id8.
zweite Gruppe wurde mit 10mg/kg Testkomponente gelost in  0.5%
Methylzelulose/HO behandelt, deren Wirkmechanismus auf der Inhibition der
Monozytenaktivierung beruht. Die Tiere bekamen an den Tagen 7 bis 18 eine orale
Applikation von 100 pl mit der zu testenden Substéne dritte Gruppe diente als
Isotyp Kontrolle von Inflkimab. Die Tiere bekamen an den Tagen 7 und 14 den
Isotyp Antikorper mit einer Konzentration von 6 mg/kg in einer Menge von 100pl
mit einer Spritze intraperitoneal appliziddie vierte Gruppe wurde mit Infliximab
behandelt und diente zur Validierung des Tiermodells. Infliximab ist als
Therapeutikum beColitis ulcerosabereits hinreichend bekanffeuerstein et al.,
2020. Die Tiere bekamen 100 pl an den Tagen 7 und 14 mit einer Konzentration
von 6 mg/kg intraperitoneal injiziefElr die orale Applikation wurde eine Sonde
(1 nstech L Beeding mbepisher Sgelfic, Schwerte, Deutschland)
verwendet und fur die intraperitoneale Applikation elnml InsulinBD Mikro-

fine 0,33 mni12,7 mm Sprite (BD bioscience, Heidelberg, Deutschland)

4.2.3 Klinischer Aktivitatsscore

Um den Schweregrad debplitis zu beurteilen wurdedie Tiere tagliclnach einem
klinischen Aktivitatsscore beurteikiehelabelle5. Insgesamt wurden-28 Punkte
vergeben.Bei einem Einzelscore 4 mit Ube&20% Gewichtsverlust, starker
Dehydratation, Apathie, Zyanose, gekrimmten RucKelefantenzahneoder
Prolapssowie einen Einzelscore >4 oder einel@ummenscore lUber 7 Punkte

wurden die Tiersofort euthanasiert und nicht in die Auswertung tibernommen.
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Tabelleb: Kriterien zur Bewertung der klinischen Aktivitat

Sc or eXAmift¢ hAsofortigen iersuchsabbruch. Bei einem Einzelscore von >4 oder einem

Summenscore von >7 wurden die Tiere sofort euthanasiert.

KriteriunBeurteilung Punkte ( mg

KerpergevwKein
510 %
1a5%
120%
>20%

Dehydrat gHaut fatsereicht | angs
Hautfalte bleibt stel

Kot konsi §Gef or mt

Breiig
FI ¢ssig

Fell Nor mal
Stumpf, gestraubt
Stumpf, gestr2ubt (>72
Haarverlust (Barberinri

Ver haltenNor mal
Ruhi g
Hyperkinese
SomnokEehtzern

Apathie

At mung Nor mal

Leitethh© ht
Erh°ht (abdominell e /
Deutlich reduziert

Abdomi nel | mit Zyano

‘n

X X W N X X Ol X W N R O X W N P OfNM NP ON P O X W X W N R O

Krperhal Nor mal
Kr2mpf e, L2@2hmungen

Gekr¢mmter R¢égcken

Verl et zunBi sswunde
Tiefe Bisswunde ( Mussk
Bi sswikeéme Heil ung)

Elaat enz2hne
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4.2.4 MakroskopischeKolon Score
Bei der Sektion der Tiere wurdas Kolorentnommen, fotografiert und nach einem
bereitsetablierten Scor@lodeleit et al., 20)9sieheTabelle6. Bei der Bewertung

konnten maximal 10 Punkte erreicht werden.

Tabelle6: Makroskopische Beurteilung des Kolons

Kriterium Beurteilung Punkte (max. 1
Kot konsistenz/ Gef or mt
Breiig
FI ¢ssig
La@nge >10cm
810cm
<8cm
Dil atati on Kei ne

Geringgradig
Mittelgradig
Hochgradig

Ei nblutungen [(Vor handen

Nekr ose Vor handen

Rl PR W N R ON P O N P O

Weitere Auffa3|z. B. Erosi one
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4.3 Analysen

4.3.1 Versuchsende

An Tag 19 wurde den Tierd®0ul InjektionsnarkoséKetamin 120mg/kg, Xylazin
16mg/kg) gespritzt. Nach Uberpriifung der chirurgischen Toleranz wurde den
Mausenmaximall ml Blut aus dem retrobulbaren Venenplexus abgenommen und
die Tiere anschlieBend mit zervikaler Dislokation getotet. Bei der Sektion mvurde
die Milz und das Kolon entnommebie Milz wurde Uber einef0 um Zellfilter
(Greiner BieOne, Frickenhausen, Deutschlagdgeben und mit 5 ml PBS gesplilt.
Bei einer Zentrifugation von 5 Minuten b&400g entstand ein Zellpellet, dan
FACS-Puffer (500ml PBS, 10ml EDTA, 10ml FCS) resuspendiert wuidie
Zellen wurden anschlieBend auf den Mastermix gegeben und mit einem FACS
Geratgemessertur die Histologie wurdeon demdistalen Ende des«olonslcm

in eine Histokassette Rptilabo® Einbettkassetten, Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschlaniigegeben unélir 24 Stunden in 4% Formaldehyd fixiert, bevor es am
nachsten Tag in 70% Ethanderfihrtwurde. Eine weiter&olonprobe von 1 cm
Lange wurde auf Trockeneis gelagant fur de anschlielBenden Luminénalyse

zur Detektion der Proteine b&l0 Grad tiefgefroren.

4.3.2 Durchflusszytometrie

Die Antikorper fur die folgenden FAGBarbungen wurden gemafld der
Antikorperliste sieheTabelle22, beiBiolegend (San Diego, CA, USA) bestellt und
unter Berucksichtigung der Herstellerangaben verwendet. Die Durchfluss
zytometrie wurde mit einem Attune NXT FACS Gerat von Thermofightune

NXT Acoustic Focusing Cytometer, Thermo Fisher, Waltham, U&#ghgefuhrt

und dieDaten mit der FlowJo 10-%oftware (FlowJo LLC, OR, USAgusgewertet

Die Zellenwurden gemal} d€sating Strategienm Anhang(Abbildung31 bis 3)

analysiert.

FACS-Farbundfir Leukozytender Milz

Fur die Farbung wurden jeweils 100ul der Zellen auf 10@ytikOrper
Farbelbsung pipettiert und bei 4°C im Kuhlschrank fir eine Stunde inkulbaett.
der Inkubation der Primarantikbrper wurde bei ausgewah&&ainings ein

Sekundarantikorper aufgebracht und fir eine weitere halbe Stunde inkubiert.

FACS-GatingderMilz
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Zur Bestimmung der Leukozytenpopulation wurden die Parameter FSC und SSC
verwendetAus derAnzahl humaner CD45 (hCD45) an der Gesamtleukozytenzahl
im Vergleidh zu den murinen CD45 (mCD4Bssen sich Ruckschlisse tber den
Grad der Rekonstitution mit humanen PB#gehen.Die Monozyten wurden
zunachst anhand der Marker CD14+ und CD16+ in der Leukozytenpopulation
definiert vergleicheTabelle7. Die CD14+ Zellen wurden auf die Expression von
CD64+, CD163+und CD206+ untersucht. Der Marker CD14+CD163+CD206+
markiert die M2 Monozyteand die Population CD14+CD64+ die M1 Monozyten.
Die Frequenz arT-Zellen wurden anhand des Cb4ind D8+ Markers inder
Gesamtleukozytenanzahl untersucht. Das Oberflachenantigen @itdl von T-
Helfer Zellen und regulatorischenZellen exprimiert, CD8 von zytotoxischen T
Zellen. Aktivierte FHelferzellen wurden anhand der Marker CD4+CD103+,
CD4+CD25+ und CD4+CD134+ identifizieMlithilfe des CD19Markers, der in

der Entwicklung der EZellen schon sehr frih exprimiert wird, und des 4gD
Markers wurden dieB-Lymphozyten aus der Population der Leukozyten
identifiziert. Anhand der Oberflachen Antigene CD23 und CD 27 konnte zwischen
naiven BZellen, CD23+/CD27 Zellen, und frihenrmemoryB-Zellen, CD23
/ICD27+ Zellen, unterschieden werddber Marker CD19+CD38-+markiert die

Plasmazelle.

Tabelle7: Zellen gemessen in der Durchflusszytometrie

Humane Zellen sind aufgefg¢hrt. Murine Zell en
Mar ker Zel |l en

CD45 + Leukozyten
mCD45 + Murine Leukozyt
CD14+ Monozyten
CD14+CD64 + M1 Monozyten
CD14+CD163+CD20 M2 Monozyten
CDh4 + TZel |l en
CD4+CD103+ B-Zel | EEbrintt egr i
Cbh4+CD25 + Regul at@eil $ehe
ChD4+CD134+ B-Zel l e mit 0OX40
CD19 + B-Zel | en
CD19+CD38+ Pl asmazell en
CD19+CD27+1 gD AffinitBZenaltare
CD19 + GID@D + Nai vZe IBl e

Si nc
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4.3.3 Histologie

Bei der Praparation wurde 1cm des dist&efons entnommen und fur 24 Stunden

in 4% Fornaldehydfixiert. AnschlielRend wurden die histologischen Proben in 70%
Ethanol Uberflrl. Im Histomaten (Leica TP1020 Automatische Gewebe
infilt ration, Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschlandurchliefen die Proben
zunachst eine aufsteigende Alkoholreihe zur Entwasserung, gefolgt von Xylol
(Xylol Isomere >98%,Carl Roth Karlsruhe, Deutschlanals Intermedium, das im
letzten Schritt durch heil3es ParaffinwachsgueTek® Paraffinwachse, Sakura
Finetek EuropeAlphen aan den Rijn, Niederlandersetzt wurde Aus den
Gewebeproben wurden an einer AusgieRstation (Ti§s4@T E CE 6 , Sakur a
Finetek Europe, Alphen aan den Rijn, Niederlande) Paraffinblocke gegossen
Mithilfe eines Rotationsmikrotoms (Microm HM 355 S, Thermofisher, Waltham,
MA, USA) wurden von den BlockeBum dicke Schnitte angefertigie in ein

40°C warmes Wasdead (Medax Nagel, Kiel, Deutschignéiberfuhrt undauf
Superfrost Objekttrager (Thermofisher, Waltham, MA, J&Afgezogen wurden.

HamatoxylinEosinFarbung

Die HamatoxylinREosin Farbung wurde 1863 von Wilhelm von Waldeyer
entwickelt und eignet sich zur Darstellung komplexer histopathologischer
Veranderunger(Alturkistani et al., 2015 Shostak, 2013 Die Geweleschnitte
wurden fir 2x5 Minuten in Xylol (Roti®-Histol, Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschlanyl deparaffiniertund anschlie3entlir jeweils 2x5 Minutenin eing
absteigende Alkoholreihemit absolutem, 96% und 70% EtlwufEthanolvergallt
>99,8%, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschlandyehydriert Es folgte ein
Zwischenschritt fir 5 Minuten in destilliertem Wasg$gir die Farbung wurdeach
einer kuzen Spulung in Leitungswasseimne 4minttige basische Kernfarbung in
Hamalaur(Hamalaunlésung sauer nach Mayer, Carl Roth, Karlsruhe, Deutsghland
angewandtAnsdlielend wurden die Schnitte fur 10 Minutenter laufende
Leitungswasser geblaut. Nach emd&urzen Spulschritt mit destilliertem Wasser
erfolgte die Farbung midlem sauren Zytoplasmafarbstoiosin (Eosin B, Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschlandjir 4 Minuten. AbschlieRend folgtedie
Dehydrierung der Schnitte fir wenige Minutereineraufsteigender Alkoholreihe
bestehend aus 80%, 96% und 100% Ethamaldie Fixierung fir2x5 Minuten in
Xylol. Die Schnitte wurden danach m&4x60mm Deckglaschen Garl Rdh,
Karlsruhe, Deutschlaneingedeckt.
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MassonGoldnerTrichrom-Farbung

Die Differenzierungsfarbung von Muskeln, Bindegeweind Plasma beruht auf
einem modifiziertem Protokoll nach Goldn@oldner, 1938 Die verwendeten
Losungen stammen aus einem Farbekit (Farbekit: dfagsoldner Trichrom,
Morphisto, Frankfurt am Main, Deutschland) und wurdemalHerstellerangaben
verwendet. Im ersten Schritt der Farbung 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% Eth@tbhnol vergallt >99,8%, Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschlandym Wassern. Nach einer Spilung von 2 Minuten
in destilliertem Wasser, wurden die IKer der Gewebeschnitte mit Weigerts
Eisenhamatoxylinjn einem Mischverhaltnis von 1:1 von Stammlésung A mit
Stammlosung B fur 15 Minuten angeféaridach einem kurzen Spulschritt in
destilliertem Wasser, wurden die Schnitte fir 8 Minuten unter flie3endessaVa
geblaut. Fir die Farbung des Zellplasmas wurde Saurefdbsiceau
Azophloxin fur 4 Minuten verwendet. Zum Differenzieren wurden die Geweb
schnitte anschlieRend fir 30 Sekunden in 1% Essigsfageben. Es folgte ein
Schritt zum Beizen und Féarben tnPhosphormolybdénsau@range G fir 30
Minuten. Nach einem Differenzierungshritt in 1% Essigsaure wurde das Gewebe
fur 12 Minuten mit GoldneiLichtgriin gefarbtAnschlieRend wurden die Schnitte
mit 1% Essigsaure fir 2 Minuten, gefolgt von Leitungswaggespilt. Zum
Entwéassern wurden die Schnitte 2x2 Minuten in 96% EthahdWiinuten in
Isopropanolund 2x5 Minuten in Xylol gegeberZum Schluss wurden die Schnitte
mit 24x60mm Deckglaschen (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschlaedgckt.

Periodic acidSchiff (PAS)-Farbung

Muzin wird von denBecherellen sekretiert und stellt einen wichtigen Teil des
Immunsystems des Kolons dar. Pathologische Veranderuaingger Zellerkdnnen
mittels PASFarbung, basierend auf der Anfarbung Blezins visualisiert werden
(YasudaOnozawa et al., 20).7Die Farbung wurde mit einem FakKite(Farbekit:
PAS-Reaktion, Morphisto, Frankfurt am Main, Deutschland)geman
Herstellerangaben durchgefuhaunachst erfolgte die Deparaffinierung r@ax5s
Minuten Xylol (Roti®-Histol, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschlandjefolgt von
jeweils 2 Minuten in mer absteigenden Alkoholreihe, bestehend aus 96%, 80%,
70%, und 60% EthanolEthanol vergallt >99,8%, Carl Roth, Karlsruhe,
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Deutschlandzum WassermNach dem Spilen mit destilliertem Wasser wurden die
Schnitte fir 10 Minuten mit 1%Perjodsaure oxidiEg folgtenvier Waschschritten
mtanschl i eCender F2rbung der Schnitte
Nach zwei weiteren Waschschritten erfolgte die Gegenfarbung mit Hamatoxillin
fur 5 Minuten.gefolgt von Leitungswasser gespilt. Zum Entwéasserrdevudie
Schnitte 2x2 Minuten in 96% Ethanol, 2 Minuten in Isopropanol und 2x5 Minuten
in Xylol gegebenund schlieBlich mit24x60mm Deckglaschen (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschlandjedeckt.

Histologischer Score

Fur die HamatoxylirEosin Farbung (HE) und didassonGoldnerTrichrom
(MGT) wurden die Proben in 3um Dicke geschnitten und geféarbt. Die gefarbten
HE-Schnitte wurdemach einem modifizierten Score bewertet (Jodeleit et al.,
2020, sieheAbbildung4.

f

ér
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Mittelgradiges Odem der Submukosa Einstrom inﬂamm_t_ltorischer Zellen
und hochgradiges Odem

i - < b
QUi S W =

Einblutungen zwishen den Krypten Kryptenatrophie mit Ausbildung von
fibrotischem Gewebe

Abbildung4: Beispielaufnahmen zu den Befunden des histologischen Scores aus
Tabelle 8

Die pathologischen Veranderungen sind mit breiten Pfeilen markiert, fiedestehen unter den
Aufahmen.

Insgesamt wurde ein Punktesystem veR00Punkten vergebesieheTabelle8.

Die Bilder wurden an einem Axiovert 40 CFL Mikroskop (Zei€&berkochen,
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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Tabelle8: Kriterien des histologischen Scores

Einblutunge|vor handen

Kriterium Auspr2gung Punkte (max.
Erosionen d/ Fokal 1
Mul tifokal 2
tiefgreifend 3
Infiltratio Wenige 1
inflammator{Kontinuierlich 2
Hochgradig 3
Infiltration bis|l4
¥deme Geringgradig 1
Mittelgradig 2
hochgradig 3
Becherzell viGeringgradig 1
Mittelgradig 2
hochgradig 3
Fi brose Fokal 1
Mul ti f okaelatmiotp hK| 2
generalisiert 3
1
1

Kryptenel onfvor handen

4.3.4 Immunhistochemische Féarbung (IHC)

Bei der IHGFarbung wurden Monozyten-Bellen und FZellen detektiertsiehe
Abbildung 5. Daflur wurdenaus jeder Behandlungsgruppe reprasentative Schnitte
ausgesucht und angefarbt. Es handelt sich um eine indinektenhistochemische
Farbung, bei der fluoreszierende Sekundarantikbrper verwendet wurden. Alle
Antikdrper wurden von Thermo Fisher Scientifih€frmo Fisher Scientific, MA,
USA) bezogen und gemalR Herstellerangaben verwebietiFotos wurden mit
einem Routinemikroskop Axioskop (Carl, Zeiss. Oberkochen, Deutschhaid)
einem Mikroskop Axio Imager.D2 (Carl, Zeiss. Oberkochen, Deutschland)
aufgenomren. Im ersten Schritt wurden die 3um Schnitte 2x3 Minuten in Xylol
(Roti®-Histol, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschlanahd 3x Minuten in Xylol und
absolutem Ethanol (Verhéltnis 1:1) deparaffiniert. Es fottgeRehydrierung mit
einer absteigenden Alkoholhefur jeweils 3 Minuten, bestehend aus 100%, 95%,
70% und 50% Ethandm zweiten Schritt wrden die Antigenbindungsstellen, die
durch Methylenbriicken verdeckt sind, durch Hitze freigelegt. Dazu wurden die
Schnittein eineEthylendiamintetraessigsaufe¥TA)-Losung,im Verhaltnis von
0,37g EDTA(Carl Roth, Karlsruhe, Deutschlaral)f 1000ml destilliertem Wasser,



VIII . Materialund Methoden 52

mit einem pH von 8.0 gegeben und fur 10 Minuten in einer Mikrowelle mit 850W
gekocht. Nachdem die Schnitte 10 Minutealer EDTALOsungabgekuhltvaren
wurden sie fur weitere 10 Minuten unter flieRendes kaltes Wasser gegben.
dritten Schritt wurden die Schnitte 2x5 MinutenTins-buffered salind10x TBS,

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschlandgwaschenund in TBS mit 1% bovinem
Serumalbumin (BSASigma Aldrich, Gillingham, GroRRbritanniefiyr 2 Stunden

bei Raumtemperatur geblocknschlie3end wurden die Primarantikdrper auf die
Schnitte pipettiert. Die Antikbrper CD4, CD14, CD19, CD8 wurden 1:100 in TBS
mit 1% BSA verdinnt und in EppendorfgefaBéEppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) gegeben. Pro Schnitt wurden 100ul der Antikérp@ésung
aufgetragen und bei 4°C im Kuhlschrank Gber Nacht inkubdert.zweiten Tag
folgte ein Waschschritt fir 2x5 Minuten in TBBm das Hintegrund Signal zu
reduzieren, wurden die Schnitte 15 Minuten in TBS mit O\8%sserstoffperoxid
(H202,Sigma Aldrich, Gillingham, Grof3britanniemkubiert. Die fluoreszierenden
Antikorper wurden 1:400 in TBS mit 19BSA verdunnt und auf die Schnitte
pipettiert. Dieser Schritt erfolgte im Dunkeln um eidhotobleaching der
FluoreszenAntikorper zu vermeiden. Nach einer Inkubationszeit 1 Stunde bei
Raumtemperatur wurden die Schnitte 3x5 Minuten in TBS gewaschen und mit nach
Zugabe vorMounting Mediun{Themofisher, Waltham, MA, USAit 24x60mm
Deckglaschen eingedeckiir die Biopsien wurde dasselbe Verfahren angewendet.
Zellkerne sind mit einer DAPI Farbung blau angefafiifnahmenmit einem
Routinemikroskop  Axioskop mit einem Mikroskop Axio Imager.D2

augenommenDie Bildbearbeitungvurde mitCCPhotoshop 201durchgefihrt



VIII . Materialund Methoden 53

100 pm 100 pm

Negativkontrolle (Isotyp Antikorper) Inflammatorisches Kolon: CD4+ (Zellen)

100 pm X e, ‘ 100 pm

Inflammatorisches Kolon: Inflammatorisches Kolon: CD19+ (Bellen)

CD14+ (Monozyten)

Abbildung5: Beispielaufnahmen einer IHEarbung

Vergleich zwischen einer Negativkontrolle (links oben) und inflammatorischen Kolonaufnahmen.
Auffallig sind die hochgradigen Odeme und der erhdhte Einstrom a@ell&n, Monozyterund B
Zellen bis zur luminalen Seite der Krypten

4.3.5 Detektion von Zytokinen iKolon

Bei der Sektion wurde 1cm des distakeolons entnommen und mit PBS gesplilt.
Fur die Lyse der Zellen wurde ein bereits etabliertes ProtGladkleit et al., 2099
verwendet: Die Darmproben wurdenit jeweils 500ul einer Protease Inhibitor
Losung (cOmplete, Roche, Penzbe@eutschlandund einer 5mm Metallkugel
(Qiagen, Hilden,Deutschlanyl fir 5 Minuten bei 3000rpm zentrifugiert. Der

Uberstand wurde anschlieBend 88°C tiefgefroren.

Die Zytokine im Uberstand wden mithilfe von Luminex ProcartaPlex
Immunoassays (Thermdisher, Waltham, MA, USA) gemessewergleiche
Tabelle9. Es wurde daProcartaPlex Mouse Basic K{Cat#EPXQ0-20440901,
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RRID:AB_257576) mit Beadsf ¢ r CRP, MCP3 wund TGFDb ve
Detektion der humanen Zytokine wurdasProcartaPlex Human High Sensitivity
Basic Kit(Cat#EPXS014.0420901; RRID:AB_257618) mit Beadslir humanes

IFN gamma, IL17,1L12 undmurineslL6 angewendet

Tabelle: Luminex Beads mit Katalognummer und RRID

Besad Cat # RRI D#
ProcartaPl ex Mouse CaE¥PO0-2809®; RRI D: AB
Pr oc arMoauRsleee3MQRCCL 7) |Cat # ERRBRO®B1; RRI D: A
ProcartaPl ebxetMo uls eSi|CaERX0-286i08; RRI D: AB
ProcartaPHiegxh Huenmdsiml t| CAaERXSADVD®-2@1 RRI D: AB|
ProcartaPHiegxh Huenmddnir Y CaERXSAR®-AGRRI D: AB_ 2
ProcartaPl ei gl Humae| CaERXSADVD®3@1 RRI D: AB|
| 12p70

ProcartaMigh Melndd t CaERXSQ2D®B9@1 RRI D: AB|

4.3.6 Statistik

Diest ati stische Ausdrutdu rogi, e refi mleg tBe nmittz ekl
R-Programmeshtps://cran.rstudio.com/Die nachfolgenden Pakete wurden fur

die Analyse der Daten und das Erstellen der Grafiken geladen: readx!, ggplot2,
dabestr, magittr, tibble, RColorBrewer, factoextra, devtools, ellipsis, ggfortify,

psych, stats und HmisElr Vergleiche zwischen zwei Grugp wurde ein-fTest

angewandt. Gruppenvergleiche normalverteilter Datenmengen wurden mit der
einfaktoriellen ANOVA undTukey HSBTestausgewertet. Nicht normalverteilte

Gruppen wurden mit denKruskalWallis Test undposthoc mit dem Dunn

BonferroniTest bavertet. Festgelegte Signifikanzen:

* p = < 07,00, 5
* % P=0j®,10¢
**%  p=<0,00:


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

5.1 Immunprofil und Kklinischer Scoreder Spender

Der Schweregrad deColitis ulcerosa Erkrankung wurde nach dem klinischen
Aktivitatsindex von Walmsley (Walmsley, Ayres, Pounder, & Allan, 1998)
beurteilt. Folgende Kriterien wurden dabei mit einem Punktesystem von maximal
19 Punkten berlcksichtigt: Haufigkeit und Dringlichkeit des Stuhlgang

Ausscheidung von Blut, Allgemeinbefinden und Extraintestinale Manifestatione

Von den Spendern wur@eisatzlichein immunologisches Profil erstefiodeleit et

al., 2019: 40 UC Spender und 16 gesunde Spender wurden zur Erstellung des
Immunprofiles hinsichtlich Subtypen der CD4+ und CD8Zdllen, B-Zellen und
CD14+ Monozyten untersucHiiir die Versahe wurden Spender ausgewahlt, die
eine erhdhte Anzahl an Monozyten aufwiesen und somit dem Monozyteninhibitor
einen optimalen Angriffspunkt lieferteBeide SpenderA und B, befanden sich

zum Zeitpunkt der Blutentnahme in dema®e der Wundheilung eintgghend mi

einer erhohten Anzahl von M1 Monozyt¢6D14+CD64+)und TH17 Zellen
sieheTabellelO.

TabellelO: Immunologische und klinische Auwswing der Spender zur

Identifizierung einesptimalen Profils fir den Einsatz des Monozyteninhibitors

Spender A B

SCCAI 5 11

Medi kament e Cyclosporin Entivio Xelnj a
Ver |l auf Chr omrieszcihdi vi ¢Chr onrrieszcihdi vi ¢
CD64+[ %CD14+]|76, 7 93,7

TH17+[ %CD4+] |50, 8 91, 9

Eine erhdhte Frequenz an M1 Monozyten (CD14+CD64+) und CD14+CDla+
konnte bei beiden Spendern, im Vergleich zu der gesunden Kontrolle,(N=8)
nachgewiesen werdesieheAbbildung 6. Die CD14+CD1a+ Population war bei
Spender Berhohtim Vergleich zur gesunden Kontrollgrupd@ie Frequenz der
CD14+CD252+ Zellen war b&pender Aund Sperder Bhoher im Vergleich zur
Population der GesundenDie Spender wiesen eine Aktivierung des
TH17/Monozyten getriebenen Wundheilungsproessauf. Verglichen mit der
gesunden Kontrollevurde eineerhthte Frequenz an TH22 Zellen ISggiender B
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gemessenDie TH17+ Population war bespender Agering und belSpender B
deutlich erhoht im Vergleich zu den Gesundere Frequenz an TH17+TH1+ lag
bei beiden Spendern Uber dem Mittelwert der gesunden Kontrollgruppe
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Abbildung6: PBMC Auswertung der Spender

Subtypen der CD14+ Monozyten [%] und 8tgender T-Helfer Zellen [%] als S&ulendiagramm.
Verglichen wurden drei Gruppen: der Spender A, der Spender B und eine gesunde Kontrollgruppe
(N=8). Mittelwerte und Standardabweichung sind im Anhang verfiigbar.
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5.2 Effekte des Monozyteninhibitorsm Mausmodell

5.2.1 Beurteilung der klinischen Wirksamkeit

Die klinische Wirksamkeit der Tesibstanavurde im NSGUC Mausmodell in
zwei Versuchen mit zwei verschiedenen Sgendgetestet und mit Infliximab
verglichen. Infliximab isteinmokd onal er Anti k°rper, der
ist und zur Standdtherapie von UC geh6ifelr die Versuche wurden PBMCs von
UC Spendern isoliert und die Mause mit 4 R Z6éllen rekonstitwert Entsprechend
dem Behandlungsprotokplbeschrieben in Material und Methodemjrden die
Tiere in 4 Gruppen aufgeteilund behandeltin allen Gruppen wurdeiKolitis
Symptome an defagen 8 und 18usgeléstin den ersten zwei Gruppen wurde die
Wirksankeit der Testsubstanz mit der unbehandelten Kontrollgruppe verglichen.
An den Tagen 7 bis 18 nach Rekonstitution wui@édontrollgruppe MZ, N=12)
oral mit 100ul 0.5%ger Methylzellulose gel6st in ¥ behandelt, wahrend die
zweite Gruppe MZ+TS, N=12) 100 pl von derTestkomponentegel6stin 0.5%
Methylzelluloseund H2O, oral appliziert bekambDie Wirkung der Testsubstanz
sollte mit der von Infliximab verglichen werden. Daher wurdeshein Gruppen drei
und vierdie Wirkung von Infliximab im Vergleh zur Isotypkontrolle getestet. In
Gruppe drei (Isotyp, N=12) erhielten die Mausdben und vierzehn Tage nach der
Rekonstitution100ul des6 mg/kg Isotyp Antikdrpes intraperitoneal gespritzt,
wohingegerdie vierte Gruppe [nflx., N=10) intraperitoneamit 100! Infliximab

in einer Konzentration von 6mg/kgehandelt wurdeDie Wirksamkeit der
Therapeutika wurde mit der jeweiligen Kontrollgruppe evalui2i. Wirkung der
Testkomponentaind Inflx. wurde anhand des klinischekktivititsscores, des
histologischen Scores und slemakroskopischen Kolon Scarewie in Material und
Methoden beschriebebeurteilt.

Nach der Challenge mit 50% Ethanol an Tag 15 zeigteige Tiere aus deMZ-
Gruppe breiigen Kotabsatzder zu Gewichtsverlust fuhrte und sich in esin
deutlichenAnstieg des klinischerscores(1,58+2,23) manifestierte vergleiche
Abbildung 7. Tiere, denertie Testkomponente appliziert wurde, zeigten nach der
zweiten EthanoChallengeeine geringe Reduzierung des Korpergewichtes von der
sie sich schnell erholten und erreichten erili¢ert von(0,75:1,06. Der klinische
Aktivitatsscore blieb in detsotyp-Gruppe (0,25+£0,87)und der Inflx:Gruppe
gering (0,5t£0,71). Die Ergebnissesind als Cumming Plot in Abbildung 7
dargestellt Im oberen Feldst der klinische Scorals Schwarmplot aufgetragen
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Standardabweichungen sind als vertikale Linien prasentiert, zwischen denen der
Mittelwert liegt.Im unteren Fel sind auf einer separatsulllinie die Effektgrof3e
(Mittelwertdifferenz)als Punkt, der Standardfehler als schattierte Kurve und das
95% Konfidenzintervall als=ehlerbalkennach demBootstrapping Verfahren
markiert. Im paarweisen Vergleich wurden die &ffe von der Testkomponente
(MZ+TS) auf die Kontrollgruppe (MZ), sowie die Wirkung von Infliximab auf die
Isotypkontrolle (Isotyp) bewertetm Schwarmplot der MZruppe wird die
Ausbreitung und der Anstieg der klinischen Scaresleutlicht,im Vergleichzur
Gruppe der Testkomponentgeren Werte dicht zusammen clusteDer inverse
Wert der Effektstarke untermauert die Annahrdas der Monozyteninhibitor
deutlicheEffekte auf den klinischen Score erziel@e klinischenScoresaus der
Isotyp Gruppe undder Infliximab Gruppe zeigten keinen Unterschied,
veranschaulicht in den Schwarmplatst geringer Varianz der Wertend einer

Effektstarke die im positiven Wertebereich liegt.

Nach dem Versuchsende wurde den Tieren bei der Sektion das Kolon entnommen
und makroskopisch beurteilDas Kolon detMZ-Gruppe zeigtaingeformten bis
teilweise flussigen Kot, einer mittddis hochgradigen Dilatation und Einblutungen
in die Darmschleimhawtnd verkirzte Kolonlangesiehelm Vergleichdazu zeigt

das Kolon derMZ+TS Gruppe geringere pathologische Veradnderungen. Die
Veranderungen wurden anhand eines K&oores sieheTabelle6, eingestuft Die

MZ Gruppe wies einen Score v@8,5+1,93) und die MZ+TS einen Score von
(2,58+1)auf, der Unterschied war nicht signifikaitie Darmabschnitte der Isotyp
Antikorper Gruppemit ungeformte Kotkonsistenz, teilweisen Einblutungen und
mittel-bis hochgradiger Dilatatiowieseneinen erhohtemakroskopischen Kolon
Scoreauf(4,42+1,38, im Vergleich zu Tieren aus der Infliximab Gruppe eniter
mittelgradige Dilatation sowie in einigen Fallen ungeformten KB8t3t1,06),
ersichtlichin Abbildung 7. Der Unterschied zwischen den Gruppen war nicht

signifikant.
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Abbildung7: A: Repréasentative Foto des Kolons zur Beurteilung des
makroskopischen Kolon Scores. B: Klinischer Scoreloidn Score als Cumming
Plots

A: Ein reprasentatives Kolonbild aus jeder Gruppe: links oben: Kontrollgruppe behandelt mit 0.5%
Methylzellulose in HO (MZ), links unten: Gruppe mit 10mg/kg Testkomponente geldst in 0.5%
Methylzellulose in HO (MZ+TS), rechts oben: Kontrollgruppe behandelt mit 6mg/kg Isotyp
Antikdrper (Isotyp), rechts unten: 6mg/kg Inflixim#&b Der klinische Score und der Kolon Score
sind als Cumming Plots dargestelRaarweiser Vergleich zwischen den Gruppen:-Gizippe
(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 Daterschwarmplot.
Standardabweichung sind als vertikale Linien, mit dazwischen liegenden Mittelwert angezeigt. Der
untere Teil der Abbildung zeigt die Nulllinie, abh&ngig vom Mittelwert der Kontrolle. Die Punkte
zeigen die Effektstarke (Mittelwertdifferenap. Fehlerbalken stellen das 95% Konfidenzintervall
und schattierte Flachen den Standardfehler dar. Héhere Ausschlage weisen auf einen geringen

Standardfehler hin.

Fir die histologische Beurteilung des Katomurden drei Farbungeangefertigt
vergleiche Abbildung 8 HamatoxylirEosin Farbung (HE), MassorGoldner
Trichrom Farbung (MGT) und eingeriodic acidSchiffReaktion Farbung (PAS).
Zur Beurteilung wurde einhistologischer Score mit maximal 20 Punkten
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verwenekt, der folgenden Kriterien bertcksichtigt: Epithel Erosi@m Einfluss
inflammatorischer Zellen, OdemeBecheeellverlust, Fibrose, Einblutungen,
Tufting und KryptenelongationDie MZ Gruppe zeigte mittetgdigen Einstrom
inflammatorischer Zellemittel- bis hochgradigeBecheeellverlust und Fibrose,
mittelgradige Odeme sowie Einblutungen auf der luminalen Seite der Kyypten
sieheAbbildung8. Diesresultietein einem deutlich erhdhten histologischen Score
(7,42+£5,02) dargestellt in Abbildung 9. Die MZ+TS Gruppe wies im
histologischen Bild eine niedrige Anzahl von Entzindungszeligeringe
fibrotische Veranderung der Kryptend intakteBecheeellenauf. Die Applikation

der Testkomponenteresultierte in einem geringen histologischen Seor
(4,25+2,22) Der Unterschiedur MZ-Gruppe war nicht signifikanEine geringe
bis mittelgradige Fibrose, mittelgradige Odeme und ein geriBgenerellverlust
pragt das histologische Bild der Isot@ruppe(5,1#41,59. Die histologischen
Schnitte der Infliximab Gruppe zeigen weitgad intakte Becherzellearsichtlich

in Abbildung 8. Die pathologische Veranderungen sind auf eine geringe Fibrose
sowie den Einstrom weniger inflammatorischer Zelleegrenzt.Dies fuhrt zu
einem niedrigenhistologischen Score (3,1+1,97siehe Abbildung 9. Die

Unterschiede zwischen den Gruppesren nicht signifikant.



61

VIII . Ergebnisse

tative Bilder der histologischen Schnitte

Reprasen

Abbildung8:
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Reprasentative Bilder der histolgischen Schnitte des distalen Part des Kolons. Farbungungen: Links
(HE), Mitte: (MGT), Rechts (PAS). MZ: 0.5% Methylzellulose khO; MZ+TS: 10mg/kg
Testkomponente geldst in 0.5%Methylzellulose un@®@Hso.: 6mg/kg Isotyp Antikorper; Inflx.:6

mg/kg Infliximab; Gesund: gesunde Kontrolle (unchallenged control). Sternchen markieren
inflammatorische Zellen und OdensghmalePfeile keanzeichnen fibrotische Veranderungen und

breitePfeile weisen auf Becherzellverlust hin.
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Abbildung9: Histologischer Score als Cumming Plot

Der histologischeScoreist als CummingPlot dargestellt. Paarweiser Vergleich zwisohden
Gruppen: MZGruppe (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. Standardabweiclamgind als vertikale Lirgn, mit dazwischen liegende
Mittelwertenangezeigt. Der untere Teil der Abbildung zeigt die Nulllinie, abh&ngig vom Mittelwert
der Kontrolle. Die Punkteeigendie EffektstarkéMittelwertdifferen an. Die Fehlerbalkestellen

das 95%Konfidenzintervall und die schattierten Flachen den Standardfetter

522  Wirkmechanismus auf dimmmunzellenn der Milz
Die Wirkung der Testkomponente auf die immunologischen Vorgange in der Maus
wurde anhand voheukozytenin der Milz beurteiltinsbesodere Monozyten, T

Zellen und BZellen die mittels Durchflusszytometrie gemessen wurden.

Anteil humaner Leukozyten im murinen Immunsystem

Die humanen Leukozyten wurden als CD45+ Population identifiziervan den
murinen CD45+ Zellen unterschiedekinen signifikant erhdhten Anteil an
humanen CD45+ Zellei Vergleich zur Isotyp Antikérper Gruppeiesen Tiere
auf, die mit Methylcellulose oder der TesthRponente behandelt wurden
(MZ:10,9%1,58 hCD45+[%Leukozyten] p-Wert=0,01Q MZ+TS:11,8:2,95
hCD45+[%Lelkozyten] p-Wert=0,002, vergleicheAbbildung 10.
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Wirkung aufMonozyten und Makrophagen

Der Wirkmechanismus der Testsubstanz beruht auf der Inhibition der Monozyten.
Zur Beurteilung der Effektstarke wurden die Monozyten als CD14+ Population
markiert.Die Behandlung mit der Testkomponente reduzierte die Anzahl von M1
Monozyten (CD14+CD64+)signifikant (72,951,49 CD64+[%CD14+] p-
Wert=0,009 im Vergleich zu der Methylzellulose Gruppe, die eine hohe Anzahl an
M1 Monozyten aufwies (77+2,6 CD64+[%CD14+]), sieheAbbildung 10. Die
Frequenz an CD14+CD64+ Zellen war in der Infliximab Gruppe leicht reduziert im
Vergleich mit der Isotyp Gruppe (Iso74,2:214 CD64+[%CD14+]

Inflx: 73,08:1,66 CD64+[%CD14+). M2 Monozyten (CD14+CD163+CD206+)
konntenim Vergleich zur Methylzellulose Kontrollgruppgurch die Gabeler
Testkomponente inhibiert werdgMZ:28,62t4,45 CD163+CD206+ [%CD14]
MZ+TS:24,284,16CD163+CD206+%CD14). Die Frequenz an M2 Monozyten
war in derinfliximab Gruppereduziert im Vergleich zur Isotyp Antikdrper Gruppe
(Is0:8,#2,85 CD163+CD206+ [%CD14] Inflx:22,64t3,65 CD163+CD206+
[%CD14).
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Abbildungl10: Oben:Frequenz humaner Leukozytenpopulationen als Cumming
Plot. Unten Subtypen der CD14+ Zellen almmingPlot

Zellen wurden aus der murinen Milz isoliert und in der Durchflusszytometrie gemessen. Frequenzen
der humanen CB%, der CD14+CD64+ und der CD14+CD163+CD206+ sind als Schwarmplots
im oberen Bereich prasentieRaarweiser Vergleich zwischen den Gruppen:-Gizippe (N=12)
verglichen mit der MZ+TS Gruppe (N=12), und eine Isotyp Gruppe (N=12) verglichen mit der
Infliximab Gruppe (N=1Q) Standardabweichungesind als vertikale Linien, mit dazwischen
liegenden Mittelwednangezeigt. Der untere Teil der Abbildung zeigt die Nulllinie, abhéngig vom
Mittelwert der Kontrolle. Die Punkte zeigen die Effektstarke (Mittelwertdififer) an. Die
Fehlerbalken stellen das 95% Konfidenzintervall und die schattierten Flachen den Standardfehler
dar. Es wurde eine ANOVA Analyse und pdsbc ein TukeyHSD durchgefihrt. Mittelwerte,
Standardabweichung undWierte sind im Anhang verfugbar. D&ignifikanzen wurden wie folgt
festgelegt: 06***86 0.001 o6**6 0.01 o6*06 0.05
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Wirkung auf die FZellaktivierung

Der Monozyteninhibitor flhrte zu einer signifikant vermindertefelaktivierung

in dea Zellpopulation CD4+CD134+im Vergleich zur Méhylzellulose
Kontrollgruppe  (MZ:25,12t4,71  CD134+PoCDA4+]; MZ+TS:7,9+2,52
CD134+PoCD4+]; p-Wert= 0,000), ersichtlichin Abbildung11. Die Applikation

von Infliximab reduzierte die Frequenz an CD4+CD134+ deutlich im Vergleich zur
Isotyp Kontroligruppe (Is0:17,88,4 CD134+P6CD4+]; Inflx:9,84+3,87
CD134+poCD4+]). Die T-Zellen CD4+CD103+ zeigten einegeringere
Aktivierung bei Gabe der Testkomponente im Vergleicaur MZ Gruppe
(MZ:22,52:3,95 CD134+[CD4+] MZ+TS:18,4%1,82 CD134+[CD4+). Die
Applikation von Infliximab zeigte keinen Effekt auf die CD4+CD103+ Zellen im
Vergleich zu Isotyp GruppeDen grof3ten Effekt des Monozyteninhibitors wurde
in der Inhibition der TZellpopulation CD4+CD25+ beobachtet im Vergleich zur
Kontrollgruppe(MZ:57,05:4,65 CD25+[CD4+} MZ+TS:42,53 CD25+[CD4+];
p-Wert= 0,00003. Die Applikation von Infliximab flhrte zu einer verringerten
Aktivierung der CD4+CD25+ Zellen im Vergleich zur Isotyp Kontrolle
(Is052,585,89  CD25+[CD4+] Inflx:48,831,66  CD25+[CD4+).
Zusammenfassend kann eine deutliche Inhibition deZellen durch die
Applikation der Testkomponente beobachtet werden, dies wird inAtkildung

11 durch die Cumming Plots visualisiert. Die hohen Frequenzen der
Zellpopulationen in der 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 (Nub), dies spricht fur
eine grofRe Differenz der Werte. Die Annahme das der Monozyteninhibitor die
Aktivierung der FZellen deutlich inhibieren konnte, wird durch die stark inversen
Effektstarken bestarkt, insbesondere beztiglich der CD4+CD134+ Population un
derCD4+CD25+ Populatian
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Abbildungll: Frequenz aktivierter -TZellen alsCummingPlot

Zellen wurden aus der murinen Milz isoliert und in der Durchflusszytometrie gemEssgnenzen

der Populationen CD4+CD134+, der CD4+CD252+ und der CD4+CD103+ sind als Schwarmplots
im oberen Bereich prasentieRaarweiser Vergleich zwischen den GrupddZ-Gruppe (N=12)
verglichen mit der MZ+TS Gruppe (N=12), und eine Isotyp Gruppe (N=12) verglichen mit der
Infliximab Gruppe (N=10).Standardabweichungesind als vertikale Linien, mit dazwischen
liegenden Mittelweenangezeigt. Der untere Teil der Abbiltyzeigt die Nulllinie, abhéngig vom
Mittelwert der Kontrolle. Die Punkte zeigen die Effektstarke (Mittelwertdifferenz) an. Die
Fehlerbalken stellen das 95% Konfidenzintervall und die schattierten Flachen den Standardfehler
dar. Es wurde eine ANOVA Analysend posthoc ein TukeyHSD durchgefihrt. Mittelwerte,
Standardabweichung undWerte sind im Anhang verfugbar. Die Signifikanzen wurden wie folgt
festgelegt: 06***6 0.001 6**6 0.01 o6*6 0.05

0.
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Wirkung auf die BZellen

Inhibitorische Effekte des Monozyteibitors auf die TZellen konnte
insbesondere in der Frequenz der CD19+ Zellen beobachtet werden, die
vergleichsweisezu der Population der Kontrollgrupsggnifikant reduziertwar
(MZ:64,7#%8,25CD19[%Leukozyten],MZ+TS:56,082,95 CD19%Leukozyten]
p-Wert=0,043, siehe Abbildung 12. Die Applikation von Infliximab erzielte im
Vergleich zur IsotyKontrolle eine signifikante Inhibition der-Bellen (CD19+)
(Is0:64,1&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, ddPepulationsignifikant vermindert
war verglichen mit der CD19+CD38+ Population der Kontrollgruppe
(MZ:27,84:t17,42 CD38+[%CD19+] MZ+TS:7,9%3,76 CD38+[%CD19+], p
Wert=0,017%. Die Zellpopulation von CD19+CD38+ war im Vergleich zur Isotyp
Gruppe deutlich venindert (Iso:24,188,66 CD38+[%CD19+], Inflx:6,41,94
CD38+[%CD19+]). Der Monozyteninhibitor erzielte eine signifikante Inhibition
der Ausbildung von CD19+CD2TgD- Zellen im Vergleich zur MZ Gruppe
(MZ:40,2#3  CD2#IgD-[%CD19+], MZ+TS:30,9%5,13 CD2#IGgD-
[26CD19+] p-Wert=0,021). Eine signifikant reduzierte CD19+CD27KGD
Population wies auch die Infliximab Gruppe im Vergleich zur Isotyp Kontrolle auf
(1s0:32,546,13CD27I1GD[%CD19+], Inflx:21,6+5,18 CD27I1GD-[%CD19+], p-
Wert=0,012).Den starksten Effekt hattdie Applikation der Testkomponente auf
die CD19+CD27gD+ Population mit einer signifikanten Inhibition verglichen mit
der MZ Gruppe (MZ:65,72,2 CD27lgD+[%CD19], MZ+TS:50,8%5,79CD27-
IgD+[%CD19], p-Wert=0,005).Kein Unterschied konnte zwischen der Isotyp

Kontrolle und der Infliximab Gruppe festgestellt werden.
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Abbildungl2: Frequenz der Subtypen deiZ@llen (CD19+)als CummingPlot

Zellen wurden aus der murinen Milz isoliert undiagr Durchflusszytometrie gemessErequenzen
der Populationen CD19+ der CD19+CD38+, der CD19+CD27+\gial CD19+CD27gD+ sind

als Schwarmplots im oberen Bereich prasentiaarweiser Vergleich zwischen den Gruppen: MZ
Gruppe (N=12) verglichen mit ddviZ+TS Gruppe (N=12), und eine Isotyp Gruppe (N=12)
verglichen mit der Infliximab Gruppe (N=10tandardabweichungeindals vertikale Linien, mit
dazwischen liegenden Mittelwert angezeigt. Der untere Teil der Abbildung zeigt die Nulllinie,
abhéngig vonMittelwert der Kontrolle. Die Punkte zeigen die Effekistarke (Mittelwertdifferenz)
an. Die Fehlerbalken stellen das 95% Konfidenzintervall und die schattierten Flachen den
Standardfehler daEs wurde eine ANOVA Analyse und pdsdc ein TukeyHSD durchgéfiiit.
Mittelwerte, Standardabweichung undWerte sind im Anhang verfiigbar. Die Signifikanzen
wurden wi e 06***9d 0.001

folgt festgel egt:

6**0

0.
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5.2.3 Hauptkomponentemalyse (Principal Component AnalysisPCA) zur
Beurteilung der Wirkungm Mausmodell
Zur Beurteilung deZusammen#nge zwischen den gemessenen Leukozyten in der
Milz und dem klinischen Bild der Kolitis im Mausmodelvurden vier
HauptkomponentenanalyseRrincipal Component Analysi®CA) durchgefihrt,
bestehend aus derhistologischen Score, denklinischen Scoreund dem
makroskopischen Kolon Scosowieden Leukozyten der Milz insbesondere die
Populationen der M1 Monozyten @€D14+CD644, M2 Monozyten
(CD14+CD163+CD2064) unddie aktivierten TZellenCD4+CD134+Verglichen
wurden jeweils die Gruppereine Kontrollgruppe (MZ)verglichen mit der
TestkomponentgMZ+TS) sowie eine Isotyp Kontrolleverglichen mit einer
Infliximab Gruppe Die PCA AnalyseAl der ScoressieheAbbildung13, zwischen
den Gruppen Methylzellulose und Testkomponente verdeutliatstdie Werte der
Testkomponente aus dem histologischen, klinischen Score und Kolon Score dicht
zusammerclustern wahrend Tiere aus der Methylzellulose Gruppe eine grol3e
Varianz aufweisen. Die PCA Analyse A2 stellt die Abspaltung der Isotyp
Antikdrper Gruppe von der Infliximab Gruppe basierend auf den ScoreBidar.
Applikation der Testkomponente flhrt zeiner geringen Varianz bezlglich der
Frequenz von Leukozyten in der Milz, folglich spaltet sich die Kontrollgruppe mit
einer weiten Streuung der Werte ab, siehe PCA AnalysedBdleicheAbbildung
14. Die PCA Analyse B2 visualisiert den Zusammenhang zwischen der Isotyp
Antikérper Gruppe und Infliximab bezuglich der Zellpopulationen. Auffallig ist
hierbei eine Separation der Isotyp Antikérper Gruppe von der Infliximappgru
sieheAbbildung14.
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Abbildungl13: PCA der klinischen Scores
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Die PCA Analysen wurden zur Beurteilung der Wirkung von 10mg/kg Testkomponente im
Mausmodell als paarweiser Vergleich durchgefiM#-Gruppe (N=12) verglichen mit der MZ+TS
Gruppe (N=12), und eine Isotyfontrolle (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 geptet.

5.2.4 Pearson Korrelation zur Bewertung des Zusammenhanges zwischen

Leukozyten in der Milz und dem klinischen Bild der Kaitisviausmodell
Um den Effekder Testkomponenien Mausmodelkzu bewerten, wurden folgende
Parameter in Zusammenhang gesdiatologischer Scoreklinischer Scoreund
makroskopischer Kolon Score sowie die Leukozytenpopulatioden M1
Monozyten CD14+CD64+, der M2 Monozyten €D14+CDL63+C206+ und
die CD4+CD134+ Population aus der Milz siehe Abbildung 15 Der
makroskopische Kolon Scoréorreliert positiv und signifikant mit dem
histologischenScore. Ein positiver und signifikanter Zusammenhéisst sich
zwischen demM1 Monozyten und dem histologischen Scoréerstellen.
Signifikanznund positive Korrelationegibt es zwischen deM2 Monozytenund
dem makroskopischen Kolon Scoresowie demklinischen Scoreund dem
makroskopischen Kolon Scor®ie Zellpopulationen CD4+CD134+ korrelieren
signifikant und positivmit der M2 Monozyten PopulationDie M1 Monozyten
korrelieren mit den M2 Monozyten positiv und signifikaetgleiche dazrabelle
11

Korrelationsplot nach Pearson

Histo.Score
Klinischer.Score
Kolon.Score
M1.Monozyten
M2 Monozyten
CD4.CD134

N Ao

| T T
Histo.Score Kolon.Score M2 Monozyten

Klinischer Score M1 Monozyten CD4.CD134

Lobbbogooe~
oSN

Abbildungl5: 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 aktivierterZ€llen (CD4+CD134+). Der Korrelationsplot gei

den Einfluss, den verschiedene Parameter aufeinander ausiiben. Statistisch signifikante und positiv
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korrelierte Parameter sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Die Farbung veranschaulicht den
Korrelationsgrad. Die Werte korrelieren mit sich selbst am starksdemkélblau) 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 histologischendge, der in dieser Gruppe gering ausfiel. In vivo
erzielte Effekte der Testkomponente kénnen als Gesamtbild mit dem Korrelationsplot bewertet

werden.

Tabellell: Statistiktabelle zu der Korrelationsmatrix nach Pearson

Signi hi ewnszehen den Gr(KorrelpWer
Makr oskopi scher Kol on 0, 40 0,01
M1 Monozyten ~ Histolo¢0, 51 0,01
M2 Monozyten ~ Makrosk¢0, 47 0, 03
Kl'inischer Score ~ Maky0, 43 0, 04
M2 Monozyten ~ M1 Monoj30, 52 0,01
cb4+CD134+ ~ M2 MonozytO, 42 0, 05

5.2.5 Wirkung auf diéSekretion von Zytokinen

Der Effektder Testkomponentiie Ausschittung von Zytokinemurde anhand von
Kolon Extr&kten aus den verschiedenen Testgruppeittels Luminex Analyse
untersucht.Verglichen wurdenals paarweiser Vergleich0.5% Methylzellulose
geldst in HO (MZ) verglichen mit 10 mg/kg Testkomponente gel6st in 0.5%
Methylzellulose/HO (MZ+TS) sowie6mg/kg Isotyp Antikdrpe(lso.) verglichen

mit 6 mg/kg Infliximab (Inflx.). Die Applikation der Testkomponente fuhrte zu
einer verminderteBekretion von Interleukii7Aim Vergleich zur Kontrollgruppe
(MZ:9,92£0,8omol/mLMZ+TS:9+0,63mol/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:3928,14634,55pmol/mL;MZ+TS:2802,831947,9pmol/mL). Kein
Effekt wurde zwischen dem Zytokin Level des CRP der Isotyp Antikdrper Gruppe
und Infliximab festgestellt. Der Monozyten Inhibitor erzielte eine verringerte
Sekretion von TGF3 verglichen mit de&ytokinspiegel der Kontrollgrugpe
(MZ:18,1#1,03pmol/mL;, MZ+TS:16,6#40,52 pmol/mL). Die Therapie mit
Infliximab hatte keine Effekte auf die Zytokin Level von TGFR3 verglichen mit der

Kontrolle. Der Unterschied zwischen den Gruppen war nicht signifikant.
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Abbildungl6: Zytokin Sekretion der aktivierten-Zellen als Cumming Plot.

Zytokinlevel von IE17A, CRP, TGFR

Vergleich zwischedlenGruppen: Kontrollgruppe behandelt mit 0.5% Methylzellulose (MZ)40 H

gel6st 10 mg/kg Testkomponente in 0.5% Methylzellulé&€d (MZ+TS) geldst; 6 mg/kg Isotyp

Antikodrper als Kontrollgruppaund 6mg/kg Infliximab. Im oberen Bereich sind die Werte als
Schwarmplot aufgetragerStandardabweichungen sind als vertikale Linien, mit dazwischen
liegenden Mittelwerten angezeigt. Der uetdieil der Abbildung zeigt die Nulllinie, abhangig vom
Mittelwert der Kontrolle. Die Punkte zeigen die Effektstarke (Mittelwertdifferenz) an. Die
Fehlerbalken stellen das 95% Konfidenzintervall und die schattierten Flachen den Standardfehler
dar. Die Unterschiede zwischen den Gruppen fielen bezlglich der Zytokinlevel sehr gering aus, die
95% KI schneiden die Differenzachse (Nulllinie). Den grofiten Effekt erzielte die Testkomponente
auf die Zytokinlevel von IE17A, das 95% KI liegt unter der Diffenzachse und unterscheidet sich

vom Mittelwert der Kontrollgruppe.
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5.3 Visualisierung humaner Monozyten mittels Immunhistochemie

5.3.1 Analyse von humanen Kolonbiopsien

Um die Beurteilung der Monozyten an der Inflammation bei UC zu demonstrieren,
wurde eine immunhistologische Analyse von humanen Kolonbiopsien
durchgefuhrt. Es wurdeMonozyten (CD14+), der-Eellen (CD4+ CD8+) und

der BZellen (CD19+)angefarbt Entnommenwurde jeweils eine Biopsie aus
makroskopsch pathologisch verandemeGewebe (JC4X, inflammatorisch und

eine Biopsie aus makroskopisch unveréndertenGewebe (C4, nicht
inflammatorisch. Die IHC-Farbung der BildeA.1 bis B.3 sieheAbbildung 17,

stellt das histologische Bild der Biopsien des Spenders dar. Das pathologisch
veranderte Gewebdie Aufnahmen B.1 bis B.3, weisemen hohen Einstrom von
Monozyten (CD14+) und-Zellen (CD4+, CD8+)aufim Vergleich zu denicht
inflammatorischen Probe, Al bis A.3.
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Abbildungl7: IHC Farbung der Biopsie. A:A.3 Nicht inflammatorische Biopsie.

B.1-B.3 Inflammatorische Biopsie

1: Anfarbung der CD4+ Zellen (Zellen), 2: Anfarbung der CD14+Zellen (Monozyten), 3:
Anféarbung der CD19+ Zellen (Zellen).
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5.3.2 Effekte des Monozyteninhibitors

Zur abschlie3enden Bewertung der Effektstarke der TestkomponeiN8GUC
Mausmodell wurde jeweils ein Kolonschnitt aus den behandelten Gruppen
betrachtet und angefarl@:5% Methylzellulose geldst in @ (MZ), 10 mg/kg
Testkomponente gel6st in 0.5% Methylalwse/H20 (MZ+TS) sowialer Isotyp
Antikorper (Iso.) und Infliximab (Inflx.). Zur Markierung der Monozyten
population wurde der Marker CD14+ fir dieZEllen die Oberflachenmarker
CD4+ und CD8+ur die T-Zellen, sowie fur die BZellen CD19+ verwendet. Bi
Antikdrper wurden als Priméarantikorper auf das Gewebe aufgetragen und durch
einen fluoreszierenden Zweitantikdrper visualisiert, beschrieben im Protokoll flr
die IHC in Material und Methoden. Der Fluoreszenzfarbstoff liegt im grunen
Farbspektrum.

Das Kolonder MZ Kontrollgruppeveist in der IHC Farbung einen hohen Einstrom
von T-Zellen (CD4+und CD8+) af, die sich vorrangig im Saum der Krypte nahe
der Lamina epithelialis mucosaangeordnet habersiehe Aufnahme 1 und, 2
vergleicheAbbildung 18. Im Vergleich zur Kontrolle, zeigt das histologische Bild
der MZ+TS Gruppe nur einen geringen Einstrom vereinzeltZellen, siehe
Aufnahme 3 und 4n Abbildung 18. Die CD14+ Populationund die CD19+
Population konnen auf der luminalen Seite der Krypte mittels Fluoreszenz
Farbstoff visualisiert werdenn den Aufnahmen 5i& 8 in Abbildung 19. Die
Behandlung mit 10 mg/kg Testkomponente fuhrt zu eihestologischerBild mit

einem sehr geringen Einstrom vereinzelted@bund CD®+ Zellenim Vergleich

zur Methykellulose in den Aufnahmer und 8 Die Bilder 9 bis 12 zeigen einen
histologischen Schnitt des Kolons aus der Isotyp Antikérper Grigopiehtlich 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 Aufnahrfi@ibis 16 dargestellt,
sieheAbbildung 21. In der IHC Farbung kénnen nur vereinzelte CD14+ Zellen,
CD4+ Zellen und BzZellen (CD19+) angefarbt werden. Das Gesamtbild der IHC
aus en verschiedenen Behandlungsgruppen ist aquivalent zu den Zellpopulationen
der Milz und des Kolons in der Durchflusszytometrie.
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Abbildung18: IHC-Farbung des distalen Parts des KadpWergleich zwischen der
Methylzellulosesruppe und 10 mg/kg Testkomponente
Links: Gruppe: 0.5% Methylzellulose geldst iB®(MZ). Rechts: 10 mg/kg Testkomponente gelost

in 0.5% Methylzellulose/bD (MZ+TS) Antikdrper. 18:Anfarbung CD4+Zellen (AZellen), 2+4:
Anfarbung der CD8+Zellen(T Zellen).
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Abbildungl19: IHC Farbung des distalen Parts des Kolons, Vergleich der
Methylzellulose und 10mg/kg Testsubstanz
Links: 0.5% Methylzellulose geldst indd (MZ). Rechts: 10 mg/kg Testkomponente geldst in 0.5%

Methylzellulose/HO (MZ+TS) Antikorper. 5¥:Anfarbung CD14+Zellen (Monozyten)+8:
Anfarbung der CD19+Zellen(B Zellen)
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Abbildung20: IHC Farbung des distalen Parts des Kolons, Gruppe: 6 mg/kg Isotyp
Antikorper
9:Anfarbung C&+Zellen (TZellen), 10: Anfarbung der CD8+Zellen-dellen), 11:Anféarbung der

CD14+ Zellen (Monozyten), 12: Anfarbung der CD19+ZellerZ@len) Der Fluoreszenzfarbstoff
liegt im grinen Farbspektrum zur Anfarbung von CD4,CD8,CD14,CD19
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Abbildung21: IHC Farbung des distalen Parts des Kolons. Gruppe: 6mg/kg

Infliximab

13: Anfarbung CD4+Zellen (AZellen), 14: Anfarbung der CD8+Zellendellen), 15:Anfarbung
der CD14+ Zellen (Monozyten), 16: Anfarbung der CD19+ZelerzéBen) FLoreszenzfarbung
der Oberflachenatigene CD4+ und CD8+ zur Anfarbung déellen, CD14+ zur Markierung der
Monozyten und CD19+ zur Darstelleung deZBllen. Der Fluoreszenzfarbstoff liegt im griinen
Farbspektrum zur Anfarbung von CD4,CD8,CD14,CD19.
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6 DISKUSSION

6.1 Ziel I: Immunprofilierung der Spender

6.1.1 Hypothesd: Die klinische Aktivitat der Kolitis im Mausmodell ist abhangig
vom Spender
Die Immunprofilierung der Spender zu Beginn der Studie erfolgte mit der
Zielsetzung, die passendBrobanderitir die Testung deslonozyteninhibitors in
vivoauszuwahlerSpendeA undB entsprachen den Erwartungen mit einem hohen
Spiegel an M1 Monozyten untHIL7-Zellen Die Inflammation des Kolons uvde
zum Zeitpunkt der Blutabnahme der Spender durch den Thl7/Monozyten
getriebenen An aufrechterhalten(Jodeleit et al., 2099Im Vergleich weist der
SpenderB einenausgepragtereKrankheitsverlauf decColitis ulcerosaauf mit
einem hoheren SCCAI Wert sowie eine hohere Frequenz der M1 Monozyten und
TH17-Zellen im Vergleichzu Spender A

6.2 Ziel II: Monozyteninhibition als Therapiearetz

6.2.1 Hypothese 2.1: Der Monozyteninhibitor erniedrigt den klinischen
Aktivitatsscore
Den Erwartungen entsprechend reagierten die Tiere auf die rektale Applikation
Ethanolmit Gewichtsverlust und Tiere aus der Gruppe der Methylzellulose zeigten
breiigenKotabsatzDie Applikationder Testkomponente flhrte zu einem geringen
niedrigen klinischen Score mit zeitweikchtan Gewichtsverlusan 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 hdhere Scores auf, als Tiere die mit dem Isotyp Antikérper
oder Infliximab behandelt wordemaren. Der Einfluss der Methylzellulose agid
klinische Aktivitasscorest pragnantDiese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu
Studien, in denen gezeigt werden konnte, dass die dkpfdikation von
Carboxymethylzellulose, einem Derivat der MethylZeke bei Wildtypmausen
zu einer geringeren Inflammation der Kolonschleimhaut fuhrte. Allerdings konnte
auch in dieser Studie gezeigt werden, dass die Gabe von Methylzelhdbse

genetisch verandeneMausen zur Entwicklung vonKolitis Symptomen fuhrte
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(Chassaing et al., 201.5Da Methylzellulose die gangigeoFmulierung fir
Testsubstanzen ist, muss die-prfammatorische Wirkung von Methylzellulose
im NSG-UC Mausmodell weiter untersucht werd&ne Testsubstanz hatte keinen

signifikanten Einfluss auf den klinischen Score.

Somit wurde diese Hypothese nichstigigt.

6.2.2 Hypothese 2: Der Monozyteninhibitorerniedrigt den makroskopischen
Kolon Score

Eine mittet bis hochgradige Dilatation sind Anzeichen fur die Ausbildung von

Odemen. Tiere aus der Kontrollgruppe zeigten zudem breiigen Kotabsatz und

Einblutungenm die Darmschleimhaut. Die Applikation der Testkomponente flihrte

zu geformtem Kot und bestétigt die Hypothese, dass die Symptome durch den

Monozyteninhibitorgemildert werden kénnen.

Somit wurde diese Hypothese bestétigt.

6.2.3 Hypothese.3: Der Monozyteninhibitoerniedrigtdenhistologischen Score

Im histologischen Bild der Kontrollgruppe sind in der HE Farbung subepitheliale
Odeme mit Zellinfiltrationzu beobachten, die Krypten sind von dexmina
muscularis mucosaegeldst. Im Vergleich dazu wst die Gruppe der
Testkomponente nur geringe Odeme auf, sowie eine niedrige Anzahl an
EntziindungszellerDie Folge der chronischen Inflammation I@»litis ulcerosa

ist die Ausbildung von Fibroselefiniert als exzessive Ansammlung von Kollagen
und extraellularer Matrix als Regenerationsversuch der Zellen auf den
dauerhaften ReigFiocchi et al., 201)1 Die Kontrollgruppewies an Stellen, die
auch von Becherzellverlust betreh waren, fibrotische Veranderungen auf mit
vollstandigem Verlust der Kryptenarchitektiese Veranderungen wurden durch
den Inhibitor unterdruickt. Bechezllen sind zusammen mit d@aneth Zellen fur

die Mukus Produktion des Kolons verantwortlich, d#ch als schiitzendgchicht
Uber die Epithelzellen legt. BeColitis ulcerosakommt es zum Verlust der
Becherzellen, einhergehend mit einer durchlassigen Mukuss¢Riahkh et al.,
2019. Dieser Zellverlust wird auch im NSGUC Mausmodell durch di€AS
Farbung deutlich. Die Kontrollgruppe wegnlich wie imklinischen Bild einen

hohen Becherzellverlust aufie Testsubstanz verhindert den Verlust.

Somit wurde diese Hypothese bestétigt.
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Insgesamtihrte die Gabe des Monozyteninhibitors zu einer Verbesserung der drei
ScoresDie Erniedrigung war jedoch in keinem Fall signifikaldtes wurdeauch
durch die PCA Analyse deutlich, die keine endgultige Trennung der zwei Gruppen

zeigte.

Somit ist die Thee nicht bestatigt, daglurch Inhibition der Monozyten allein die

Entziindung unterdrickt werden kann.

6.3 Ziel Ill: Die Wirkung des Monozyteninhibitorsaauf die in die

Milz eingewanderten humanen Immunzellen

6.3.1 Hypothese3.1: Der Monozytenihibitor erniedrigt die Frequenzvon
Monozyten

Den Erwartungen entsprechend inhibierte die Applikatien Tessubstanzdie

Frequenz deM1 Monozyten Population CD14+CD64stgnifikantim Vergleich

zur Kontrollgruppe.Im DSSinduzierten Mausmodell konnten CD14+DB64

Monozyten als dominante Zellpopulation in der entziindeten Mukosa identifiziert

werden, die nach Interaktion mit IgG Plasmazellen Zytokine ausschitteten und die

Inflammation vorantriebe(Lin et al., 2019. M1 Monozyten (CD14+CD64+) und

CD14+CD1a Monozyten werden der Gruppe der proinflammatorischen Monozyten

zugeordnet(Jodeleit et al., 20)9 Die CD14+CD1la+ Population zahlt zu den

proinflammatorischen Monozyten dieH22 Zellen aktivieren kdnnen (Admodi

et al., 2018). Erwartungsgemafeduzierte die Testkomponenteudem die

Frequenz aMi2 Monozyten(CD14+CD163+CD206+m Vergleich zu Kontrolle.

M2 Monozyten sind fir Wundheilungsprozesse verantwortliclodeleit,

Winkelmann, et al., 2030

Die Wirkung des Inhibitors auf die Monozyten bestatigt die Hypothese, dass

Monozyten spezifisch unterdriickt werden kénnen.

6.3.2 Hypothese3.2: Der Monozyteninhibitoinhibiert die T-Zellaktivierung

CD25 ist ein genereller Marker bei deiZ€llaktivierung. Diese Aktivierung wird

von einer vermehrten Ausschittung von inflammatorischen Zytokinen begleitet
(Van Assche et al., 2006CD25 ist allerdings auch ein Marker fi@gulatorische
T-Zellen, die durch die Expression debranskriptionsproteins FoxP3 und den
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IL2RA Rezeptor(CD25+) charakterisiersind(Akman et al., 2020Raffin et al.,
2020. Im Blut von Patienten mit Autoimmunerkrankungen konnten Defekte
hinsichtlich Anzahl und Funktion der g Zellen festgestelltwerden, eine
Dysregulation wird als Ursache einer fehlregulierten Immunreaktion diskutiert
(DominguezVillar et al.,, 2018. Der Monozyteninhibitor erreichte eine
signifikante Redzierung der CD4+CD25+-Zellen. Welche FZellen betroffen

sind, muss in weiteren Versuchen geklart werden.

Ein weiterer FZell-Rezeptorist OX40 (CD134) aus der Familie der TNF
Molekule derauf aktivierten TZellen sowieunter anderenMakrophagen und
dendritischen Zellerals Korezeptorexprimiert wird (Webb et al., 208). Die
Expression von OX40 auf aktivierterZellen halt die TZell Imnmunantwort durch
Kostimulation mit antigenprasentierenden Zellen aufrecht und spielt eine wichtige
Rolle in der klonalen Expansiaoraiver FZellen in EffektorzelleffRedmond et al.,
2009. Die Frequenz der CD4+CD134+ Zellen wurde im Mausmodell durch die
Applikation der Testkomponente stark reduziBie memoryT-Zellen, diein der
Mukosaprésent sind, weisen ein spezielles fintegrin (CD103) auf mit dem die
T-Zellen an das fadherirauf Epithelzellen binden konnéB8orgnac et al., 20)8

Die CD4+CD103+ Zellen exprimieren auf ihrer Oberfliche den Chemokin
Rezeptor CR9, der die Chemotaxis zu dem Reze@@125, exprimiert auf den

intestinalen Epithelzellen, vermitt€Kulkarni et al., 201Y.

In diesen Versuchen konnte die Hypothese bestatigt werden, dass durch die

Inhibition von Monozyten in der Folge dieZell Aktivierung unterdrtickt wird.

6.3.3 Hypothese3.3: Der Monozyteninhibitorunterdrtickt dieReifungvon B-

Zellen
Patienten mit Colitis ulcerosa weisen eine erhthte Frequenz von CD19+
Plasmazellen in der entziindlich veranderten Mukosa auf, die durch Produktion von
Antikorpern die Immunreaktion vorantreibé¥inno et al., 2006 Naive B-Zellen
bendtgen zur AktivierungThymusabhangiger Antigen&ignalevon follicular
helper Fcells(TrH), die den Liganden CD40kxprimieren undIL-21 sekretieren
das wiederum STAT3 der-Bellen aktiviert und zur Proliferation fuh¢Abos et
al., 2020. Die Trn Zellen differenzieren sichus naiven CD4+Zellen nach Kontakt
mit Antigen prasentierenden Zell@epper et al., 20)1Der Monozyteninhibitor

reduziert die Frequenz an antigenprasentierenden Zellen, zum dgen
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Monozyten und dendaraus entstehende®endritischen Zellen Es kann
angenommen werdewlas es durch die Inhibition deAntigenprasentierenden
Zellen(antigen presenting cells/AR€ngl.)zu einer verminderten Differenzierung
von Trn Zellen kommt, resiltierend in einer reduzierten-Bell Aktivierung. Die
Aktivierung der BZellen durch direkten Kontakt mit Pathogenen scheint diesen
Effekt nicht mildern zu kdénnenDie Oberflachenmarker CD38+, ein Typ Il
Glykoprotein, wird auf Plasmazellen exprimiert waid therapeutischer Ansatz zur
Regulation von Plasmazellen bei Autoimmunerkrankungen disk¢@ete et al.,
2018. Die veminderte Differenzierung von naivenZellen in Plasmazellen ist

maoglichweise durch eine verminderte Ausbildung von T Effektorzellen beeinflusst

Somit konnte die Hypothese bestatigt werden, dass aufgrund der
Monozyteninhibition infolge die Eellen inhibert 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 derEffekte des Monozyteninhibitors im Tiermodell

6.4.1 Hypothesel.1: Die Testsubstanist wirksamim Mausmodell

Die PCA Analyse wurde angewandt um die vivo Effekte von der
Testkomponente als Zusammenhang zwischen der klinis¢biérs der Tiere im
Mausmodell und den gemessenkaukozyten Populationem der Milz zu
bewertenDie PCA Analyse wrde gewahlt um die Dimensionen des Datensatzes

mit geringem Informationsverlust zu reduzie(éalliffe et al., 2015

Die Korrelationsmatrix nach Pearson ist im Wertebereidbis +0 skaliert, wobei

die Werte die mit sich selbst korreliereine Linie bilden (Pearson Korrelation) mit
einem absoluten Wert von(Schober et al., 20)8 Die Inhibition der M1
Monozyten steht im Zusammenhang mit einem geringen histologischen Score.
Wahrend 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 Intition der M2 Monozyten beeinflusste die
Frequenz der aktivierten-Zellen (CD4+CD134+). Der histologische Score steht
im Zusammenhang mit dem makroskopischen Kolon Score, makroskopische

Veranderungen konnten durch die Zellen in der Histologie bestatigtewe
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Aquivalent 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 ds die Applikationder Testkomponente Effekte im Mausmodell

zeigt, konntebestatigtwerden.

6.5 Ziel V: Wirkmechanismus der Testkomponente auf die

Zytokinausschuttungund CRP

6.5.1 Hypothes®.1: Die Testkomponen&rniedrigtdie Zytokinausschuttungnd

CRP
Die Infiltration von CD4+ TZellen in die Mukosageht mit einer erhdhten
Sekretion von Zytokineeinher undspielt eine Schltsselrolle in der Pathogenese
der Colitis ulcerosa(Feng et al., 2020Colitis ulcerosawird als TH2-vermittelte
Erkrankung besclheben, mit Sekretion von 5 und IL- 3 (Danese et al., 20)1
Eine Dysregulation derH17/Treg Zellen fuhrt zu einer vermehrten Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen (L7, IL-22) und einer Dysregulation der
i nhi bitorischen Zlptresulterend in @@ fehigaleieten 1 L
Immunreaktior(Luo et al., 201Y. Die Applikation des Monozyteninhibitors konnte
die Spiegel vonlL-17Au n d  Tr&l&zlerenC-reaktives ProteinGRP ist ein
Marker fur Inflammation. Ein geringes Serumalbumin zusammen mit einem hohen
CRP Wert weisen auf einen schweren KrankheitsverlauCdétis ulcerosahin
(Sayar et al., 2090Die Reduzierung des CRP Wertes in der Testkompenent
Gruppe, gebildet von Plasmaproteinen als erste Abwehr, geht einher mit den

reduzierten proinflammatorischen Zytokinen.

Somit konnte die Hypothese bestatigt werden, dass inflammatorische
Zytokinspiegl erniedrigt werden. Die Tatsache, dass der @Rt nicht

erniedrigt wurde, spricht fir eine unzureichende Unterdriickung der Inflammation.
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6.6 Ziel VI: Darstellung der Inflammation in der immun

histochemischen Farbung

6.6.1 Hypothese6.1: Die Inflammation ist aut 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 anggtartid eindHC-Farbung

durchgefuhrtErwartungsgemal wurden in der Biopsie aus der inflammatorischen

Mukosaeinvermehrer Einstrom von CD14+ Monozyten in die Krypten beobachtet

im Vergleichzur nicht entziindlichen Kontroll®ie Anzahl an CD4+ und CD8+

T-Zellen war erhéht in der inflammatorischen Biopsie Probe im Vergleich zum

nicht entztindlichen Gewebe.

Somit wurde die Hypothese bestatigt.

6.6.2 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 Farbung angefertigt. Angefarbt wurden mittels Fluoreszenzfarbstoff die

CD14+ Monozyten, CD19+Eellen sowie CD4+ un@D8+ T-Zellen.Die Gruppe

der Methylzellulosewies einen hohen Einstrom von CD14+Monozyten auf im

Vergleich zur Testkomponente, die nur vereinzelte Monozyten zeigt. Eine hohe

Frequenz an CD4+ und CD8+Zellen ist in der Methylzellulosegruppe zu sehen.

Somit wurde die Hypothese bestatigt, dass der Monozyteninhibitor auch zu einem

geringeren Einstrom von inflammatorischen Zellen fuhrt.
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6.7 Ziel VII: Monozyteninhibitor und Infliximab im Vergleich

6.7.1 Hypothesé&.1: Die Wirkung von dem Monozyteninhibitor und kiftiab ist

vergleichbar
Ziel dieser Studie war die Testung eines Monozyteninhibitors im Mausmodell. Zur
Validierung des Modells wurde eine Tiergruppe mit Infliximab behandel
Infliximabistei n monok!|l onal er TNFU Anti k®°rper, c
moderater bis schwerer Colitis ulcerosa dargi8lhigh et al., 2020 Urspriinglich
wurden die immunsupprimierenden Antikdrper bei Transplantationen eingesetzt
um die AbstoRungsreaktion zu vermeideine Schlisselfunktion in der
Pathogenese der Colitis ulcerosa stellt Ididtration der Mukosa mit CD4+ T
Zellen dar, einhergehend mit einer erhdhten Sekretion proinflammatorischer
Zytoking unter ander em (Féh§ et,al., 20D0UMliximam d | L 4
inhibiert die durch TNFU auGottiedlceressa e | nf | :
Patienten. Dahingegen setzt der Wirkmechanismus der Testkomponente bereits
friher, in der Inhibition der Monozyten, an. Monozyten spielen als APC Zellen eine

wichtige Rolle bei der Aktivierung der-Zellen.

Die Wirkung von Infliximabim NSGUC Modell fiel geringer aus als erwartet,
bedingt durch die geringe Auspragung von Krankheitssymptomen in der Isotyp
Kontrollgruppe. Fur die geringe Auspréagung einer Kolitis durch die Applikation
des Isotyp Antikorpers wurde keine Erklarung gefundéergleicht man die
Wirkung der Testkomponente mit Infliximab beziglich Hestologischen Scores,

sind nur geringe Unterschiede festzustellen. Die pathologischen Veréanderungen
beschranken sich auf den Einstrom weniger inflammatorischer Zellen und geringe
fibrotische Veranderungen in beiden Gruppen. Dies unterstitzt die Annahme das
beide Substanzen Effekte auf die klinischen Scores erzi@&am Vergleich der
Effekte von Infliximab und der Testkomponengaf die Monozyten wird eine
starkere Inflammatiomn der Infliximab Gruppedeutlich einhergehend mit einer
hoheren Frequenz an CD4+CD134+ und CD14+CD252+ Zellen. Beide
Zellpopulationen weisen einen OX40 Rezeptor fur die Differenzierung und
Proliferation vormemoryCD4+ und CD8+ T Zelleauf (Jodeleit, Winkelmann, et

al., 2020Q. Die Testkomponente wies verglichen mit Infliximab starkere
inhibitorische Effekte auf die M1 Monozyten (CD14+CD64+) auf. Die Annghme
das die Testkomponente die MonozyterZEllachse unterbricht scheint
begruret. Die Frequenz aktivierter -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 kdnnte durch eine
direkte I nhibiti on -nduzierte imffathnation lpegrilnded u f
sein. Im Vergleich zur Infliximab Gruppe erzielte die Testkomponente starkere
Effekte auf die Inhibition der Eellen, mit einer signifikanten Reduzierung in den
Populationen CD19+, CD19+CD38+DbT9+CD27+IgD und CD19+CDZ-IgD+.

Zusammenfasseridann man sagen, dass diibition der Monozyten die Achse
zu den B und T-Zellen unterdricktund zu einer deutlichen Reduktion der
Inflammationfuihrt. Ob diese Wirkung mit der Wirkung von Infliximab verglichen

werden kann, kann iindiesen Experimenten nicht gesagt werden.

di
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{ ZUSAMMENFASSUNG

Monozyten als Zielzellen zur Therapie von Colitis ulcerosa

Colitis ulcerosaist eine chronisch entziindliche Darmerkrankung, die sich auf das
Kolon beschrankt. Die Erkrankung ist gepragt Witesen deiRemission undles
Ruckfalls.Patienten miColitis ulcerosadie oft schon sehr jung erkrankererden
lebenslang medikamentdés behandelt. lhre Lebensqualitat ist durch blutige
Durchfalle, Bauchkrampfe sowie extraintestinale Manifestationen stark
eingeschranktDie Schlisselrolle in der Pathogenese spagie (berschieRende
Immunreaktion des Korpers, die sich in einer pathologischen chronischen
Entzindung der Darmschleimhaut manifestiert. Therapeugkaifen an
verschiedenen Stellen in das kompléxefiige des Immunsystems ein, mit dem
Ziel die chronische Entziindungu untedriicken Etabliert ist eine anfangliche
Therapie mit Kortikosteroiden, der sich die Behandlung mit Immunsuppregsiva
z.B. Cyclosporine anschlie3h den letzten Jahren haben monoklonale Antikorper
die Immunsuppressiva weitgeheretdrangtDie Patienten spre@mjedochauf die
Therapiemit monoklonalen Antikoérper sehrunterschiedlich gnund vorherige
Studien haben gezeigt, dass Infliximab bevorzugt desinfl@mmatorischen Arm

der Inflammationunterdriick. Ziel dieser Studie war die Testung eines neuen
thergeutischernsatzes, der spezifisch Monozyten adresdténtdieTestung des
MonozyteninhibitorsvurdenN OD Sc i d | " ma&Rseve@@ndeitdie mit
PBMCs von Colitis ulcerosaSpendern rekonstituiewwurden In diesem Modell
werden Kolitis Symptome drch die rektale Applikation von 50% Ethanol
ausgelostDas humanisierte Mausmodelimdglicht eindeilweise Abbildung des
Krankheitsbildes und ein besseres Verstandnis der Wirkungsweise von
Medikamenten auf die humanen Immunzelléfm einen grol3en Effektes
Monozyteninhibitors zu erreichenuwden fir die Studie Spender ausgewatd#ren
Immunprofile einen hohen Anteil von Monozyten und THZgllen aufwiesn
Parameter zur Evaluierung des Inhibitors waren der klinisckelon und
histologische Score sagv Frequenzen von Monozyten, aktivierterZ@llen B-

Zellenund Zytokinspiegel im Kolon der Mause.

Die Kontrollgruppe zeigte nach rektaler Ethanol Applikation das klinische Bild
einer milden Kolitis.Die Inflammationkonnte durch eine erhdhte Frequenz der
M1(CD14+CD64+) und M2 Monozyten (CD14+CD163+CD206+) sowie eine
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erhohte TZellaktivierung der Populationen CD4+CD134+, CD4+CD25+ und
CD4+CD252+zusatzlichbelegt werdenlm Vergleich zur Kontrolle erzielte die
Testkomponente eine deutlich verminderte klinische Aktivitat der Kolitis,
einhergehend mit einer starken Inhibition der M1 und M2 Monozyten, einer
verringerten FTZellaktivierung und eine verminderte Frequenz deZeen.
Zusatzlich waren die Spiegel der Zytokine TGFR undlTlA erniedrigt.Die
Annahme das die Tiere von derlnhibition der Monozyterprofitieren, konnte
somit im Mausmodell belegt werden.Die Inhibition der Monozyten konnte
vermutlich die MonozyteiT-Zellachse unterbrechen und damit die Reifung der B
Zellen unterdricken. Um die Wirkung des Monozyteninibitors mit der von
Infliximab zu vergleichen, wurdeine Gruppe mit Infliximab behandeHier diente
eine Isotyp behandelte Gruppe als Kontrolldufgrund der geringen
Krankheitsaktivitat dedsotyp-Kontrollgruppe fielen die Effekte von Infliximab
geringer audm Vergleich zur Testkomponente konnte Infliximab die Entziindung
jedochnicht vollstandig unterdricken und wies eine erhdhte Inflammatidn
indiziert durch eine héhere-Zellaktivierung.Die Studiezeigt,das Patienten von
der Applikation eines Monozyteninhibitors profitieren konniemd eventuell eine
Kombinationstherapie von Inflimmab mit einem Monozyteninhibitor zu einer

vollstandigen Remgson fuihren kénnte.
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8 SUMMARY

Monocytes atarget cellsfor treatment of ulcerative colitis

Ulcerative colitis is a chronic disease of the bowel, restricted to the colon. The
disease is characterized pllasesf acute inflammation and remission. Patients

with ulcerative colitisare often diagnosed at a young aged require lifdong

medical treatment. They suffdrom bloody diarrhea, abdominal cramps and
extraintestinal manifestation, leading to a lower quality of We.uncontrolled

immune reaction of the body the cause of thgathological chronic inflammation

of the intestinal mucosa. The first treatmeption arecorticosteroidsfollowed by

the application omore powerfuimmunosuppressive drugsich ayclosporine
Recently monocl onal antibodies directed
replacing these therapeutics. Unfortunately, only 40% of thematespond to the
treatment withinfliximab. Therefore, the aim of this study was to validate a new
treatment option foulcerative colitis The novel therapeutic inhibits monocytes as
drivers of inflammation in UCFor thisstudyN OD Sci d |"'micwereCh ai n
reconstituted with PBME&of UC patients andolitis symptoms were induced by

rectal application of 50% ethanol. The humanizesusemodel partially reflects

the disease symptoms and leads to a better understanding of the interaction between
drugs and immune systeffio yield a high response to the monocyte inhibitie,
patientswith high levels of monocytes anchI7 cells were chosen for the study

Read out were thelinical-, colon and histologicalscores, frequencies of
monocytesactivated Tcells, Bcells and levels of colonic cytokines.

Thechallenged control groughowed a mild clinical colitis during experimesgton
rectal application of ethanol. High frequencies of M1 monocytes (CD14+CD64+),
M2 monocytes (CD14+CD163+CD206+) chra pronouncedr-cell activation
including the populations of CD4+CD134+, CD4+CD25+ and CD4+CD252+ were
detected. Compared to the control group the mice benefittedtfretneatment
with the monocyte inhibitor as shown bgduced scores aradstrongredudion of
frequencies of M1, M2 monocytesactivated TFcells and impaired &ell
maturation. In addition, levels of {L7A and TGF[ decreased in response to
treatmentThe efficacy of thenovel therapeutigvas compared to a group of mice
treated with inflixmab. This comparison was hampered due to the low clinical

activity in the isotype controfroup that ultimately lead to smaller effects of
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infliximab. However, infliximab did not eliminate the inflammation and showed
higherlevels of T-cell activation. Ths study indicates that both treatments do not
completely suppress inflammatiomherefore patients may benefit from a

combinatorial therapy with infliximab and a therapeutic addressing monocytes.
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IX. Anhang

10 ANHANG
Tabellel2:  StatistischeAuswertung der PBMCaus den Gruppen Gesund, Spender A und Spender B
Marker Gesund A B p-Wert
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+CD2064 25,61 | 12,82 8 475 | N/A 1 27,9 | N/A 1
CD14+CD16+ 4,42 | 9,66 8 546 | N/A 1 1,66 | N/A 1
CD16+ 327 | 1,75 8 527 | N/A 1 6,61 | N/A 1
CD14+ 13,01 | 12,79 8 158 | N/A 1 16,2 | N/A 1
CD14+CD1la+ 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 8 136 | N/A 1 2555 | N/A 1
TH2+ 17,78 | 19,88 8 351 | 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 8 351 | 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 8 506 | N/A 1 0,6 N/A 1
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Tabellel3: Mittelwerte, Standardabweichung und\ferteder Scores

Histologischer Score Klinischer Score akroskopischer Kolon Sc
Behandlung
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 Antikbrper | 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

Tabellel4: Statistische Auswertung des histologischen und makroskopischen Kolon Scores

Histologischer Score Differenz 95% Konfidenz Intervall
unteres oberes p-Wert
Isotyp Antikdrper-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 Antikorper 2,25 -1,09 5,59 0,288
Testkomponente-Isotyp Antikérpef  -0,92 -4,26 2,43 0,883
Testkomponente-Methylzellulose -3,17 -6,51 0,18 0,069

Makroskopischer Kolon Score Differenz 95% Konfidenz Intervall
unteres oberes p-Wert
Isotyp Antikdrper-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 Antikdrper -0,92 -2,45 0,62 0,391
Testkomponente-Isotyp Antikbrpef  -1,83 -3,37 -0,30 0,014
Testkomponente-Methylzellulose -0,92 -2,45 0,62 0,391
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Tabellel5:  Statistische Auswertung des klinischen Scores

. Bonferroni-U-Adju
Klinischer Score — ——
Z-Wert p-Wert unadjustiertp-Wert adjustiert
Infliximab - Isotyp Antikorper 1,12 0,262 1,000
Infliximab - Methylzellulose -1,47 0,141 0,847
Isotyp Antikdrper - Methylzellulose -2,72 0,007 0,039
Infliximab -Testkomponente -0,34 0,737 1,000
Isotyp Antikorper - Testkomponentd -1,53 0,126 0,757
Methylzellulose - Testkomponente 1,19 0,234 1,000
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Tabellel6:

StatistischeAuswertung der Milz FACS Analyse aus den Versuchen mit Spender A und B

Oberflachenmarker

Methylzellulose (MZ)

Testkomponente (MZ+TS

Isotyp Antikorper (Iso.)

Infliximab (Inflx.)

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
mCDA45+ 7,95 3,36 6 10,9 1,26 6 13,65 2,01 6 14,1 2,8 5
CD14+CDla+ 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 7295 | 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 2156 | 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 4253 | 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 51 6 32,54 | 6,13 5 21,60 | 5,18 5
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Tabellel7. P-Werte der Milz FACS Auswertung

Abklrzungen: MZ=MethylzelluloseMZ+TS=Testkomponente, Infl.=Infliximab, Iso.=Isotyp Antikdrper

Oberflachenmarker p-Wert
hCD45+ MZ-Is0=0,010 MZ+TS-1s0=0,002

mCD45+ MZ-Inflx=0,003 MZ-1s0=0,004

CD1l1l4+CDla+

CD14+CD252+

CD14+TSLPR+

CD14+CD163+

CD14+CD206+ Iso-Inflx=0,052 MZ+TS-1s0=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-Is0=0,024 MZ+TS-MZ=0,0001
CD4+CD25+ MZ-Inflx=0,013  MZ+TS-Is0=0,002 MZ+TS-MZ=0,00002
CD25+CD127low

CD4+CD252+ Iso-Inflx=0,0002 MZ-Is0=0,015 MZ+TS-Is0=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-Is0=0,0002 MZ+TS-Is0=0,00
CD19+CD252+ Iso-Inflx=0,0001 MZ-Is0=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
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Tabellel8: Mittelwerte, Standardabweichung und Anzahl der Zyto&useden Mausversuchen der Spender A und B
Zytokine Methylzellulose (MZ) |Testkomponente (MZ+TYq Isotyp Antikorper (Iso.) Infliximab (Inflx.)

Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N
TGFb 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 6 248 | 3,21 5
IL12 11 0,89 6 1025 | 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
I FNTY 18,33 | 6,25 6 15,67 | 1,03 6 16 0,89 6 16,5 1,22 5
Tabellel9: Statistische Auswertung der Zytokine TGFR3 und CRP

TGEb Differenz 95% Konfidenz Intervall MCP3 Differenz 95% Konfidenz Intervall
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-InfIx. 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 -15 -3,3 0,3 0,123 MZ+TS--MZ 226,25 -1331,57 1784,07 0,976
CRP Differenz 95% Konfidenz Intervall L6 Differenz 95% Konfidenz Intervall
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
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Tabelle20:  Statistische Auswertung der Zytokinell2 und IFNG
IL12 Differenz 95% Konfidenz Intervall IL17A Differenz 95% Konfidenz Intervall
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-lIso. 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
| ENC | Differenz 95% Konfidenz Intervall
unteres oberes p-Wert
Iso.-Inflx. -0,5 -6,17 517 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
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Tabelle21l:  Auswertung der Korrelation nach Pearson
Histologischer Score Klinischer Score Makroskopischer Kolon Score
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 Sco 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
M2 Monozyten CD4+CD134+ M1 Monozyte
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 Sco 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
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Tabelle22:
Zellen Mak=MakrophagenEs handelt sich, falls nicht angegeben um humane Antikdrper. Firma Biolegend=Biolegend (San Diego, CA, USA)

Liste der verwendeten FACS Antikorper. TZ8lle, B=BZelle, Mo=Monozyt, NKNKT=Naturliche Killerzellen, DC=Dendritische

Marker Funktion Expression Farbe Klon Katalog Nr. [Firma

CD45 T- und B-Zellaktivierung durch Antigen Rezeptor |Leukozyten APC Cy7 2D1 368515 Biolegend
mCDA45 T- und B-Zellaktivierung durch Antigen Rezeptor |Leukozyten PE Cy7 30-F11 103113 Biolegend
CD4 Ko-rezeptor fur MHCII Molekile T, Mo, Mak APC Cy7 OKT4 317417 Biolegend
CD25 ] - Kette des | L-2 Reze p{Akivieste T+B, Mo PE Cy7 BC96 302611 Biolegend
CD134 Rezeptor fur OX40, T-Zellaktivierung Aktivierte T PE ACT35 350003 Biolegend
CD14 Rezeptor fur den Komplex aus LPS und LPB Mo, Mak APC Cy7 HCD14 325619 Biolegend
CDla MHCI Molekile, Prasentation 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 B4 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 Il C-Lektin Rezeptor, B -und T-Zellaktivierung |Aktivierte T+B, Mak FITC FN50 310903 Biolegend
CD103 UE Integrin Intraepitheliale Lymphozyte[f\PC 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-Z(B PerCP Cy5.5(HIB19 302230 Biolegend
gD Immunglobulin D B APC Cy7 I1A6-2 348217 Biolegend
CD27 Bindet CD70, Kostimulator furT-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 Adhésions Molekil, bindet Mo ans Endothel B+T, Mo, NK FITC BC96 302611 Biolegend
CD197 (CCRY7) |Migration von B+T in lymphatisches Gewebe Aktivierte T+B PE Cy7 GO043H7 353213 Biolegend
CD38 B-Zellproliferation Frihe B+T, aktivierte T PE HB-7 356603 Biolegend
Streptavidin Nachweis biotinylierter Biomolekile (z.B. Antikorper) FITC 405201 Biolegend
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R-Skripte

Datersatz (dtleinleserfur alle nachfolgendenBefehle

dic-data.frame(read. x|l sx(fiHi)st ol ogi scher .

Histogramm zum Test auf Normalverteilung:
subset (dt, dt $Bélhamel ungosedM

hist(Methylzell ulose$Hi stologischer.
i H2 u ftifigk exil ab = AMet hyl zellul osefi, col

Shapiro Test auflormalverteilung:
tapply(dt$Histologischer.Score, INDEX = dt$BehandlungN~tJshapiro.test)

Levene Test:
leveneTest (dt$Histologisch&core, dt$Behandiug)

Einfaktorielle ANOVA mi paarweisemT-Test und U-FehlerKorrektur nach
Bonferroni:

aovformula = dt$Histologischer.Score ~ dt$Behanuiydata = dt)

pairwise.t.test (x = dt$Histologiseh.Score, g = dt$Behandlung, p.adjust.method
= Abonferroni fi)

posthoc Test TukeyHSD:
TukeyHSD(aov(formula = dt$Histologischer.Score ~ dt$Behandidaig =dt))

KruskalWallis Test mit paarweisem Wilcoxeh e s t -RetedKortéktur nach
Bonferroni:

kruskal.test(dt$Klinischer.Score ~ dt$Behandlung)
pairwise.wilcox.test(dt$Kliischer.Score, dt$Behandlung, paired = FALSE,
p.adjust = Abonferronif)

Posthoc TestDunnBonferroniTestmit adjustierten RVertennach Bonferroni:

dunnTest (dt $KI inischer. Score, dt$Behandl

Deskriptive Statistik:
describe(Methylzellulose$Histologischer.Score)

Scor
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Saulendiagramm:

brewerpallmr= 3, name = fASet 10)

p <- ggplot(data=dt, aes(x = Marker, y = Wert, fill=factor(Behandlung, levels =
c(AGesundo, AAO6, ABO))))

p + geom_bar(stat = Aidentityo, position
l abs(y=0Subtypes of CD14+ monocytes [ %] 0.
sal e _col or _brewer(palette(fiSetlodo), name={(
theme(axis.test.x = elemt_téatgle = 45, hjust = 1))

Cumming Plot:

Scores < tibble(d)

shared.control < dabest(Scores, Behandlung, Kolon_Scorezidxl i st (¢ ( AMZo,
AMZ _TSo0), c(Alsotypo, Al nfliximabo)))
Scores.mean_diff<mean_diff(shared.control, ci=95)

pl ot (Scores. mean_diff, slopegraph=TRUE,
rawplot.type = c(fiswarmpl oto, fd@Asinapl ot o]
rawplot.ylabe= A Kol on Scoreodo, palette = fADark20
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], @nter=TRUE, scale=TRUE)

fviz pca_ind(df. pc atshagee Blpointsizd = Zfilllhch oi nt i,
= dt $Behandlung, col.ind = fAblacko, pal ef

| abel cofivamo, = Ablackodo, repel = TRUE, |
PCAloadings < myPr$rotation

Korrelationsmatrix nach Pearson:

daten_x < dt[2:7]

corr.test(datemsondmet hod = Apea
corPlot(daten_x, number s=FAR&S&rLsmado n=0Ko!
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PBMC Gatingstrategien
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Abbildung22: PBMC Gatingstrategie zur Auswertung deZ@&llen, Teil 1

Gemessen wurden die ZellpopulationeD4+CD45R0O+und CD4+CD45RA+
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Abbildung23: PBMC Gatingstrategie zur Auswertung deZ@llen, Teil 2

Gemessen wurden die Population€®@8+CD45RO+und CD8+CD45RA+
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Abbildung24: PBMC Gatingstrategie zur Auswertung deZ@llen, Teil 3

Identifiziert wurden die Zellpopulationel€D3+CD4+CCR7 undCD3+CD4+CCR7+
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Bestimmt wuwden die Zellpopulationen: CD4+CD69+, CD4+CD103+, CD4+CD134+,
CD4+CD25 undCD4+CD25CD127low
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Abbildung26: PBMC Gatingstrategie zur Auswertung der Monozytenpopulation
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Abbildung27: PBMC Gatingstrategieur Auswertung der-Bellen

Identifiziert wurden die ZellpopulationenCD19+CD27+IgDb, CD19+CD27+IgD+, CD19+CD27

IgD- und CD19+CD27ZIgD+.
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Abbildung28: PBMC Gatingstrategieur Auswertung der Monozyten

Bestimmt wurden die Populatione@D14+CD64+, CD14+CD163+CD206+, CD14+CD206+d
CD14+CD163+
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Abbildung29: PBMC Gatingstrategie zur Auswertung der dendritischen Zellen

Gemessen wurden die Pdgtionen:CD11bTSLPR+uNndCD11¢c+CD80+CD252+
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Abbildung30: PBMC Gatingstrategie zur Auswertung deHelfer Zellen
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Milz Gatingstrategien
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Abbildung31: Milz Gatingstrategiezur Auswertung der humanenCD45+ und

murinenCD45+
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Abbildung32: Milz Gatingstrategie zur Auswertung deiZ@llen

Bestimmt wurden die  Zellpopulationen: CD19+CD27lgD-,  CD19+CD27IgD+,
CD19+CD27+Igh undCD19+CD27+IgD+
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Abbidung 33: Milz Gatingstrategie der -Eellen

Identifiziert ~wuden  die Zellpopulationen: CD4+CD45+RO+, CD4+CD45+RA+,
CD8+CD45+RO+undCD8+CD45+RA+






























