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Abstrakt in Deutsch

Einflhrung:

Der klassische Morbus Whipple (M. Whipple) ist eine systemische, chronische Infektion
verursacht durch das Bakterium Tropheryma whipplei (T. whipplei). Charakteristische
Symptommanifestation ist der Gastrointestinaltrakt mit chronischer Diarrhoe und Zeichen der
Malabsorption.

Eine Makrophagenakkumulation in der Lamina propria, welche grol’e Mengen an Periodic acid-
Schiff (PAS)-positiven Partikeln enthalten, ist pathognomonisch fir den klassischen M.
Whipple. Wahrend die mukosale Immunreaktion durch ein tolerogenes Milieu charakterisiert ist,
welche verschiedenen immunologischen Defiziten der Patienten sowie anti-inflammatorischer
Effekte von T. whipplei selbst zugeschrieben werden, ist die Rolle regulatorischer T-Zellen
(Tregs), die immunologische Grundlage des entzindlichen Immunrekonstitutionssyndroms (IR1S)
sowie die Ursache der systemischen Entziindungsreaktion bisher nicht aufgeklart. AufRerdem galt
es zu untersuchen inwieweit die mukosale Infektion beim M. Whipple mit den zu beobachtenden

gastrointestinalen Symptomen verbunden ist.

Methoden:

Dinndarmproben wurden mittels Zangenbiopsie im Rahmen der
Routinedsophagogastroduodenoskopie entnommen. Die Biopsien wurden umgehend fir
elektrophysiologische Experimente in Ussing-Kammern und Analyse der Zytokinproduktion
prapariert, oder nach einer Fixierung und Paraffineinbettung fur immunhistochemische und
strukturelle Analysen verwandt. Die Detektion der Tight junction-Proteinexpression erfolgte
durch Westernblotanalyse. Surrogatmarker einer mikrobiellen Translokation (MT) sowie
entziindlichen Reaktion wurden im peripheren Blut gemessen. Die Phanotypisierung und

Funktionsanalyse von zirkulierenden Immunzellen geschah mittels Durchflusszytometrie.

Resultate:

Wir konnten eine erhdhte Anzahl von mukosalen Tregs Und assoziierter Zytokine nachweisen.
Zirkulierende Tregs wiesen daruber hinaus einen aktivierten Phé&notyp auf, der eine T-Zell-
Anergie vermitteln kann. Die verminderte gegenregulative Kapazitat durch Tregs War aulerdem

mit einer unspezifischen Aktivierung und Expansion von CD4* T-Zellen beim IRIS assoziiert.



Eine hyperregenerative mukosale Transformation, ging mit einem Verlust des differenzierten
Oberfl&chenepithels und nachfolgend mit einer erhdhten Permeabilitdt fur osmotisch aktive
Elektrolyte und Makromolekiile einher. Die duodenale Architektur- und Permeabilitatsstérung
zeigte sich unter antibiotischer Therapie rucklaufig. Das strukturelle Korrelat fur die beobachtete
Barrierestorung bildete eine verdnderte Expression der transmembranalen Proteine Claudin-1,
Claudin-2, Claudin-3 und Tricellulin. Die biologische Signifikanz der mukosalen
Barrierestorung wurde durch den Nachweis erhohter Serummarker einer MT, welche unter

antibiotische Therapie wieder riicklaufig waren, unterstrichen.

Schlussfolgerung:

Tregs kONnten zur chronischen Infektion und systemischen Ausbreitung von T. whipplei beitragen
und sind aulRerdem an der T-Zell-Rekonstitution beim IRIS beteiligt.

Die mukosale Immunantwort ist verantwortlich fir die Barrierestorung beim klassischen M.
Whipple. Der Verlust von Absorptionskapazitat sowie ein Leckflux von lonen und Wasser
stellen die Ursache der Diarrhoe dar. Eine gesteigerte Permeabilitat fir Makromolekiile und die
nachfolgende vermehrte MT sind ein Mediator der systemischen Entziindungsreaktion. Die
mukosale Barriere modulierende Therapien kénnten eine symptomatische Strategie bei Patienten
mit einem klassischen M. Whipple darstellen.



Abstrakt in Englisch

Introduction:

Classical Whipple’s disease (CWD) is a chronic disseminated infection caused by Tropheryma
whipplei (T. whipplei). Most patients suffer from gastrointestinal symptoms such as chronic
diarrhea and malabsorption.

CWD is characterized by accumulation of small intestinal mucosal macrophages, which are
densely packed with periodic acid—Schiff (PAS)-stained granules corresponding to intracellular
bacteria. Although the tolerogenic mucosal immune reaction was attributed to a subtle immune
defect of the host and to anti-inflammatory effects of T. whipplei, little is known about the role of
regulatory T cells (Trgs), the immunological processes underlying immune reconstitution
inflammatory syndrome (IRIS) and the causes of systemic inflammation in CWD. Further, the
question how the mucosal infection in CWD is linked to the gastrointestinal symptoms of the

patients is unresolved.

Methods:

Duodenal mucosa specimens were obtained by forceps biopsy during routine upper
gastroduodenal endoscopy. Biopsies were immediately processed to electrophysiological
experiments in Ussing-type chambers or analysis of cytokine production or fixed and embedded
in paraffin for immunohistochemical and structural analysis. For detection of tight junction
protein expression western blot analysis was performed. Surrogate markers of microbial
translocation (MT) and inflammation were measured in peripheral blood samples. Immune cells

were characterized and functionally analyzed by flow cytometry.

Results:

The numbers of mucosal Trgs and related cytokines was found to be increased. Further,
peripheral Tregs €xhibit a more activated phenotype that facilitates exhaustion of effector CD4* T
cells. A nonspecific activation and expansion CD4" T cells that are not sufficiently
counterbalanced by Tregs mediates IRIS in CWD.

Our data indicate a hyperregenerative small intestinal mucosal transformation with loss of
differentiated surface epithelium subsequently increasing duodenal permeability to small
osmotically active solutes and macromolecules. Duodenal architecture and permeability

ameliorated upon antibiotic treatment. Structural correlates for these alterations were concordant



changes of membranous claudin-1, claudin-2, claudin-3, and tricellulin expression. Increased
serum markers of MT and their decline following treatment corroborated the biological

significance of the mucosal barrier defect.

Conclusion:

Tregs might contribute to the chronic infection and systemic spread of T. whipplei in CWD and
during T cell reconstitution in CWD IRIS they reveal insufficient regulative capacity.
Furthermore, the mucosal immune responses in CWD elicit barrier dysfunction. Diarrhea is
caused by loss of absorptive capacity and leak flux of ions and water. Increased permeability to
macromolecules and subsequent MT contributes to systemic inflammation. Thus, therapeutic
strategies to reconstitute the mucosal barrier and control inflammation could assist symptomatic
control of CWD.



Einfuhrung ¢¥

Der klassische Morbus Whipple (M. Whipple) ist eine chronische Multisystemerkrankung,
verursacht durch das Bakterium Tropheryma whipplei (T. whipplei). Bei T. whipplei handelt es
sich um ein stabchenformiges Bakterium bei dem ein direkter fakal-oraler Ubertragungsweg
angenommen wird.(4) Im Vergleich zu akuten Infektionen betrdgt die Préavalenz des klassischen
M. Whipple lediglich 1-3:1.000.000, wobei die Mehrzahl (ca. 2/3) der Patienten mannlich und
bei Erkrankungsbeginn im Mittel 55 Jahre alt sind. Klinisch manifestiert sich die Erkrankung
primar wéhrend der Prodromalphase mit unspezifischen Allgemeinsymptomen und
Gelenkbeschwerden und spater, im Mittel nach 6 bis 8 Jahren, durch eine ausgeprégte
Malabsorption und Diarrhoe verbunden mit Gewichtsverlust, Lymphadenopathie und Fieber
(Tabelle 1). Insbesondere bei Beteiligung des Zentralnervensystems kann es zu fatalen Verlaufen
kommen.(5)

Tabelle 1. Klinische Charakteristika beim klassischen M. Whipple (Auswahl)

Organsystem Symptome

gastrointestinal chronische Diarrhoe, Steatorrhoe, Bauchschmerzen, Gewichtsverlust,
Hepatosplenomegalie, Aszites

muskuloskeletal ~ Polyarthralgie, Myalgie

kardial Perimyokarditis

pulmonal Pleuritis, Pleuraerguss, chronischer Husten

dermal Hyperpigmentation, Purpura

okular Uveitis

zentralnervos Kognitive Dysfunktion, okulomastikatorische Myorhythmie (OMM),

okulo-fazial-skeletale Myorhythmie (OFSM), supranukledre
Ophthalmoplegie, Krampfanfalle
neuromuskulér Periphere axonale Neuropathie

systemisch Fieber, Lymphadenopathie, Anamie, Hypotonie

Quellen: (5, 6)

Die Diagnosesicherung erfolgt in der Regel mit Hilfe der Aufarbeitung von Duodenalbiopsien.
Eine Makrophagenakkumulation in der Lamina propria (LP), welche groRen Mengen an Periodic

acid-Schiff (PAS)-positiven Partikeln enthalten, ist dabei pathognomonisch fir den klassischen



M. Whipple. Mikroskopisch imponieren distendierte Villi sowie ektatische Lymphgefale.
AuRerdem kommen eine T. whipplei-spezifische PCR und Immunhistochemie zum Einsatz.(5, 7)
Aus dem Kontakt mit T. whipplei entwickelt sich bei den meisten Menschen eine
asymptomatische Tragerschaft oder eine selbst-limitierende Infektion, die zugleich von einer
protektiven humoralen und zelluldaren Immunitat gefolgt wird.(5) Untersuchungsergebnisse der
letzten Jahre haben jedoch bei Patienten die einen klassischen M. Whipple entwickeln eine Reihe
immunologischer Veranderungen herausarbeiten koénnen, die fiir die Manifestation und die
systemische Ausbreitung prédisponieren. Die Makrophagenaktivierung und -funktion st
alternativ verandert und deutet auf eine reduzierte Fahigkeit der zellularen Abwehr gegentiber T.
Whipplei hin.(8) Charakteristisch ist auBerdem eine verminderte Th1l- und verstirkte Th2-
Reaktivitat und die Abwesenheit von T. whipplei-spezifischen Thl-Reaktionen, forciert durch
eine geringere Interleukin (IL)-12 Produktion unreifer dendritischer Zellen (DC).(9-11) Die
Folge dieser Verdnderungen ist letztlich eine Akkumulation von T. whipplei primér in
Antigenprasentierenden Zellen (APC).(5) Dem tolerogenen Immunmilieu steht eine systemische
pro-inflammatorische Reaktion gegeniber.(7, 12) Veranderungen der intestinalen epithelialen
und Tight junction-assoziierten parazelluldaren Barriere, wie sie beispielweise bei chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen vorkommen, sind beim M. Whipple bisher nicht beschrieben.
Fur die antibiotische Therapie wird derzeit eine zweiwo6chige intravendse Induktion mit
Ceftriaxon, gefolgt von einer einjahrigen Gabe von Cotrimoxazol favorisiert. Alternativ kann
auch eine Kombination von Doxycyclin und Hydroxychloroquin sowie eine Erhaltungstherapie
mit Doxycyclin verabreicht werden.(5) Im Rahmen der antiinfektiven Therapie kann es bei bis
zu 10% der Patienten zur Entwicklung eines inflammatorischen Immunrekonstitutionssyndroms
(IRIS) kommen. Trotz der Eradikation von T. whipplei geht dies klinisch meist mit einer
erneuten systemischen Entzindungsreaktion einher. Dabei ist die vorherige Therapie mit
Immunsuppressiva, meist aufgrund einer fehldiagnostizierten rheumatischen Erkrankung, am
starksten mit dem Auftreten eines IRIS assoziiert.(2, 13, 14) Einer inflammatorischen T-Zell-
Rekonstitution scheint hier eine entscheidende Rolle zuzukommen. Zwei Formen des IRIS
werden grundsétzlich unterschieden. So kann eine bestehende bereits zuvor therapierte
opportunistische Infektion durch die Immunrekonstitution zu einer klinischen Verschlechterung
flihren oder wenn sie zuvor inapparent war, sich sogar erst demaskieren.(15)

Neben dem klassischen M. Whipple konnten in den letzten Jahren weitere Entitaten die mit T.
whipplei als Pathogen assoziiert sind, identifiziert werden (Grafik 1). Diese sind oft nicht tber
eine positive PAS-Reaktion duodenaler Biopsien zu diagnostizieren, sondern nur mit Hilfe der

symptomatischen Gewebe.



Grafik 1. Erkrankungsverlaufe

Kontakt mit T. whipplei

asvmptomatisch Alqute Infeldion
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(Endokarditis, Arthritis, ZNS)

v
Erfolgreiche antibiotische Therapie Therapieversagen

Restihttion IRIS Rezidiv

Adaptiert nach: (16-25)

Mit dieser Arbeit sollten vier Fragestellungen beantwortet werden. Da beim M. Whipple eine
verminderte T-Zellantwort zu beobachten ist, galt es zu untersuchen inwieweit Trgs in die
Pathogenese eingebunden sind. Aullerdem sollte der Frage nachgegangen werden, welche Rolle
T-Zellen in der Pathogenese des IRIS beim M. Whipple spielen. Chronische Diarrhoe und
Malabsorption zeigen eine Dunndarmdysfunktion an. Da der zugrunde liegende
Pathomechanismus bisher nicht bekannt ist, galt es zu untersuchen inwieweit die mukosale
Infektion beim M. Whipple mit den zu beobachtenden gastrointestinalen Symptomen verbunden
ist und inwieweit eine intestinale Barrierestérung und mikrobielle Translokation (MT) Ausloser

einer systemischen Entziindungsreaktion sein konnten.
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Methodik

Alle Patienten wurden prospektiv vor Initiierung der antibiotischen Therapie eingeschlossen. Flr
die drei folgenden Studien standen verschiedene Patientenkollektive zur Verfligung (Tabelle 2).

Tabelle 2. Patientencharakteristika (Zusammenfassung)

M. Whipple IRIS Kontrollen
Schinnerling, Moos et al.(1) 93 Patienten keine 122 Kontrollen
18w, 75m; 57 J. 47w, 75m; 42,1 J.
Moos et al.(2) 57 Patienten 24 Patienten 89 Kontrollen*
8w, 49m; 57 J. 5w, 19m; 57 J. 45w, 44m; 50 J.
Epple, Friebel, Moos et al.(3) 52 Patienten keine 78 Kontrollen
6w, 46m; 55,9 J. 18w, 60m; 49,1 J.

w, weiblich; m, mannlich; J., Altersdurchschnitt in Jahren

*Referenzwerte beziehen sich tlw. auf Vorpublikationen (1, 8)

Die Diagnosesicherung eines M. Whipple erfolgte durch den Nachweis PAS-positiver
Makrophagen, eine T. whipplei-spezifischen PCR oder Immunhistochemie. Die Zuordnung zur
entsprechenden Gruppe (klassischer M. Whipple und IRIS) geschah in Abhangigkeit vom
Krankheitsverlauf retrospektiv. Gepaarte Proben von Patienten mit einen M. Whipple wurden im
Stadium der Remission gewonnen bzw. dann, wenn sich das IRIS manifestierte. Eine
erfolgreiche antibiotische Therapie wurde sowohl bei den Patienten mit einem klassischen M.
Whipple als auch bei denen, die im Verlauf ein IRIS entwickelten durch eine negative PCR aus
dem entsprechenden Gewebe bestatigt. Alle Kontrollprobanden wiesen keine Symptome einer
gastrointestinalen oder systemischen Entziindungsreaktion auf. Die Studien wurden von der
Ethikkommission der Charité — Universitatsmedizin Berlin genehmigt und die Teilnehmer
stimmten schriftlich entsprechend der Deklaration von Helsinki zu.

Dinndarmproben wurden mittels Zangenbiopsie im Rahmen der
Routinedsophagogastroduodenoskopie entnommen. Die Biopsien wurden umgehend fir
elektrophysiologische Experimente in Ussing-Kammern und Analyse der Zytokinproduktion
prapariert, oder nach einer Fixierung und Paraffineinbettung fur immunhistochemische und
strukturelle Analysen verwandt. Fir die Immunhistochemie (zur Bestimmung von: Alkalische
Phosphatase, FOXP3, cleaved Caspase-3, Ki-67, Perforin, CD3, CD4, CD8, CD45RA,



CD45R0, CD68) verwandten wir einen alkalischer-Phosphatase-konjugierten Streptavidin-
Biotin-Komplex als Detektionssystem mit Fast Red als Substrat. Die Zytokine TNF-a, soluble
CD14 (sCD14), IL-4, 1L-13, 1L-10 und TGF-B wurden aus dem Uberstand von duodenalen
Biopsien nach Kurzzeitkultur (48h) zytometrisch (Cytometric Bead Array — CBA) gemessen.
Die Detektion der Tight junction-Proteinexpression (Tricellulin, Occludin, Claudin 1-5, 7 und
15) erfolgte durch Westernblotanalyse. Die Bestimmung der niedermolekularen intestinalen
Permeabilitat erfolgte durch die Impedanzspektroskopie durch Messung des epithelialen und
subepithelialen Widerstands (R®' und R*). Die makromolekulare Permeabilitdt wurde durch
parazelluldare Fluxmessungen von Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markierten Dextran FD4
(4kDa) sowie Horseradish peroxidase (HRP) gemessen. Um eine mogliche Anionensekretion zu
quantifizieren, wurden Kurzschlussstromexperimente in Ussing-Kammern durchgefihrt.

Die Zytokine TGF-B, IFN-y, IL-10 sowie Surrogatmarker einer MT (Lipopolysaccharid — LPS,
LPS-bindendes Protein — LBP und sCD14) wurden im peripheren Blut aus Plasma- bzw.
Serumproben mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay und CBA gemessen.

Die zirkulierenden bzw. residenten Immunzellen konnten mit Hilfe der Durchflusszytometrie
phénotypisiert und quantifiziert werden. Trg wurden aus mittels Ficoll-Paque gewonnenen
mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) durch magnetische Zellseparation isoliert
und deren Suppressionskapazitat wurde durch Kokultur mit Responder-T-Zellen (Tresp), anti-
CD3, anti-CD28 und IL-2 bestimmt. Fir die Stimulation mit T. whipplei wurde der Stamm Twist
Marseille (CNCM 1-2202) verwandt.(26) Die Thl-Reaktivitdt (IFN-y Produktion) wurde im
Vollblut nach Hinzugabe von Staphylokokken-Enterotoxin-B (SEB) bestimmt.

Fur die Datenanalyse verwendeten wir das Programm Graph-Pad Prism. Bei der statistischen
Auswertung kamen der ungepaarte und gepaarte t-Test, fir multiples Testen die Bonferroni-
Holm-Korrektur sowie der Mann-Whitney-U-Test zum Einsatz. Als signifikant galten Werte von
p<0.05.

10



Ergebnisse &3

Die Rolle regulatorischer T-Zellen beim M. Whipple

Bisherige  Untersuchungsergebnisse  zeigen  beim  klassischen M.  Whipple ein
immunmodulatorisches Milieu an. Der Beitrag zur Immunpathogenese von Tregs sollte deshalb in
dieser Studie untersucht werden. Das Duodenum stellt den primadren Ort der intestinalen
Manifestation und Infektion dar. Hier konnten wir in Biopsien von unbehandelten M. Whipple
Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden eine vermehrte Anzahl von FOXP3™ Treg
in der LP nachweisen. Eine erhohte duodenale Sekretion klassischer regulatorischer Zytokine IL-
10 und TGF-B deutet auch eine funktionelle Relevanz an. Obwohl sich der systemische Anteil
von Trg in den beobachteten Gruppen nicht unterschied, wiesen Treg VOn Patienten mit einem
bisher nicht antibiotisch therapierten M. Whipple eine vermehrte Expression von CTLA-4 und
CD39 auf, welche mit einer gesteigerten regulatorischen Aktivitat assoziiert sind. In diesem
Zusammenhang konnte auch eine erhdhte Konzentration des regulatorischen Zytokins TGF-3
und eine verminderte Plasmakonzentration des pro-inflammatorischen T-Zell assoziierten
Zytokins IFN-y betrachtet werden. Die verstarkte funktionelle regulatorische Kapazitiat von Treg
bei Patienten mit einem M. Whipple wurde mit Hilfe eines in vitro T-Zell-Suppressionsassays
bestimmt. Dabei wiesen anti-CD3/anti-CD28 stimulierte Tresp, Welche zuvor mit Treg Von M.
Whipple Patienten inkubiert worden waren, im Vergleich zu Trg gesunder Kontrollen, eine
verringerte IFN-y Sekretion und Trg von M. Whipple Patienten somit eine erhohte
Suppressionskapazitat auf. Treg von M. Whipple Patienten sind aber offensichtlich nicht in der
Lage die T. whipplei spezifische T-Zell-Antwort zu beeinflussen. Wir konnten zeigen, dass eine
Depletion von Treg keine Auswirkung auf die IFN-y Sekretion mit T. whipplei Lysat stimulierter
CD4" Zellen hatte. Eine verminderte T. whipplei-spezifische Th1-Antwort bildet eine weitere
entscheidende S&ule der Immunpathogenese des M. Whipple. Diese konnte durch eine T-Zell-
Anergie bedingt sein, welche wiederum in dem bei M. Whipple Patienten beobachten anti-
inflammatorischen Zytokinmilieu und der gesteigerten Treg-Aktivitdt begriindet sein konnte.
Deshalb wurden in einem nachsten Schritt T-Zellen von M. Whipple Patienten auf die
Expression von Anergie-assoziierten Markern untersucht. Wir konnten dabei eine verminderte
GITR- und eine gesteigerte PD-1-Expression auf CD25*"FOXP3" Effektor-T-Zellen sowie eine
erhdhte Expression des Apoptose-vermittelnden Rezeptors Fas (CD95) auf CD45RO* CD4*
Gedachtnis-T-Zellen nachweisen. CD4" T-Zellen zeigten sich auch funktionell anerg, da nach
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polyklonaler Stimulation mit dem Superantigen SEB die durch IFN-y vermittelte Th1 Antwort

vermindert war.

Die Immunpathologie des Immunrekonstitutionssyndroms beim M. Whipple

Das IRIS beim M. Whipple, dessen Pathogenese bisher nur unvollstandig verstanden ist, stellt
eine ernst zu nehmende Komplikation nach Initiierung der antibiotischen Therapie dar. In dieser
Studie konnten wir zeigen, dass die Gewebeinfiltration mit Immunzellen neben PAS*CD68*
Makrophagen von CD4" und zu einem geringeren Anteil auch von CD8" T-Zellen dominiert
wurde. AuBerdem wiesen Patienten die ein IRIS entwickelten, im Vergleich zu Patienten bei
denen diese Komplikation nicht auftrat, initial niedrigere CD4" T-Zell-Zahlen sowie einen
Anstieg nach Beginn der Antibiotikatherapie auf. Dariiber hinaus korrelierte die Dauer einer vor
Etablierung der Diagnose des M. Whipple durchgefiihrten Immunsuppression negativ mit der
Zahl zirkulierender CD4" T-Zellen. Die T-Zellrekonstitution ging auch funktionell mit einem
Anstieg der Th1-Antwort einher. Nach SEB-Stimulation konnten wir hier auch eine Zunahme
der IFN-y Produktion aktivierter T-Zellen detektieren. Dieser Effekt lieR sich bei den M.
Whipple Patienten ohne IRIS (non-IRIS) nicht nachweisen. Die gesteigerte Th1l-Antwort war
dabei nicht auf T. whipplei selbst zuriickzufiihren, da T. whipplei sowohl bei non-IRIS M.
Whipple Patienten als auch bei den klassischen M. Whipple Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollen eine verminderte Th1-Antwort generierte. IRIS-Patienten wiesen darliber hinaus eine
systemische Expansion von naiven (CD45RA*CCR7") CD4" T-Zellen auf. Im Vergleich zu non-
IRIS M. Whipple Patienten, entstammte dabei ein groferer Anteil kurzlich aus dem Thymus
emigrierter CD31" naiver T-Zellen. Der systemische Anteil der Gedachtnis-T-Zellen (CD45RA"
CD4%) hingegen war vermindert, wobei jedoch mehr Zellen den entziindungs-assoziierten
Chemokinrezeptor CCR6 und den Darm-Homing-Marker a4p7 exprimierten. Das beobachtete
Verhaltnis von naiven und Gedachtnis-T-Zellen zeigte sich im Gewebe am Ort der IRIS-
Manifestation jedoch genau invers. AuBerdem konnten wir bei IRIS-Patienten einen geringeren
Anteil des Apoptose-vermittelnden Rezeptors Fas (CD95) detektieren. Im Gegensatz dazu
wiesen Patienten, die ein IRIS entwickelten, eine verminderte Anzahl von Trg Systemisch als
auch im Duodenum auf. Nach Antibiotikagabe nahm das Verhéltnis von aktivierten T-Zellen zu
Treg bei Patienten, bei denen kein IRIS auftrat ab, wohingegen es bei den IRIS-Patienten

zugunsten der aktivierten T-Zellen zunahm.
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Intestinale Barrierestérung beim M. Whipple

Intestinale Malabsorption und Diarrhoe sind Charakteristika des M. Whipple. Daruber hinaus ist
fur die Immunpathogenese ein immunmodulatorisches bzw. regulatorisches Milieu
kennzeichnend. Im Gegensatz hierzu ist wiederum eine systemische Immunaktivierung zu
verzeichnen. In diesem Kontext galt es die hierfir zugrunde liegenden Pathomechanismen mit
dem Fokus auf die intestinale Barriere zu untersuchen. Dabei konnten wir in Biopsien von M.
Whipple Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollproben eine duodenale Architekturstérung
nachweisen, die mit einer hyperregenerativen mukosalen Transformation und Dedifferenzierung
einherging. So zeigte sich eine Zottenatrophie und Kryptenhyperplasie, welche mit einer
vermehrten Enterozytenapoptose sowie einer reduzierten Expression des mukosalen
Differenzierungsmarkers alkalischen Phosphatase assoziiert war. Die elektrophysiologischen
Messungen und Flux-Experimente wiesen auf eine erhdhte duodenale Permeabilitat for
osmotisch aktive Elektrolyte und Makromolekiile hin. Wahrend beim R keine Unterschiede zu
verzeichnen waren, zeigte sich R® bei unbehandelten M. Whipple Patienten vermindert.
Funktionell zeigte sich die erhéhte Permeabilitdt gegentiber niedrigmolekularen osmotisch
wirksamen Teilchen durch eine bei M. Whipple Patienten gesteigerte epitheliale
Mannitoldurchlassigkeit. Eine aktive lonensekretion im Dunndarm lie3 sich nicht detektieren.
Eine Barrierestorung konnte ebenfalls fiir Makromolekile nachgewiesen werden. So zeigte sich
die Permeabilitat fir FD4 und HRP in den Fluxmessungen bei unbehandelten M. Whipple
Patienten erhoht. Die biologische Signifikanz der makromolekularen mukosalen Barrierestérung
wurde durch den Nachweis erhéhter Serummarker einer MT (LPS, LBP und sCD14)
unterstrichen. Die duodenale Architektur- und Permeabilitatsstorung zeigte sich unter
antibiotischer Therapie teilweise riicklaufig. Das strukturelle Korrelat fiir die beobachtete mikro-
und makromolekulare Barrierestérung bildete eine veranderte Expression der transmembranalen
Proteine Claudin-1, Claudin-2, Claudin-3 und Tricellulin. In dieser Studie identifizierten wir eine
erhohte duodenale Sekretion von TNF-a, IL-4, IL-13 und sCD14 als potentielle Mediatoren der
epithelialen Apoptose und verdnderten Tight junction-Proteinexpression bei M. Whipple

Patienten.
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Diskussion @3

Einer hohen Seroprévalenz von T. whipplei-Antikorpern, als auch der hohen Anzahl
selbstlimitierender akuter Infektionen und asymptomatischen Trégerschaft, steht nur eine geringe
chronische Manifestationsrate gegeniber.(4, 27) Hieraus wurde geschlussfolgert, dass Patienten,
die einen klassischen M. Whipple entwickeln, eine zugrunde liegende Pradisposition haben
mussen.(28) Diese Arbeit sollte deshalb in dem Kontext der bisher bekannten
Immunpathogenese weitere Erkenntnisse bezlglich der intestinalen Barriere, Tregs und dem IRIS
erbringen.

Eine asymptomatische oder als Gastroenteritis, Pneumonie oder Bakteridmie symptomatische
Erstinfektion nach fakal-oraler Mensch-zu-Mensch Ubertragung wurde bisher postuliert.(5)
Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass eine Translokation von T. whipplei (ber das
Darmepithel erfolgt und nachfolgend der Erreger von APC in der LP aufgenommen wird
(unveroffentlichte Daten: Friebel, Schumann, Moos, Schneider). In einer vorangegangenen
Studie wurde bei Patienten mit einem M. Whipple T. Whipplei ebenfalls in duodenalen
Epithelzellen nachgewiesen.(29) Die Aufnahme und Prasentation von T. whipplei durch APC
geht in der Regel mit einer protektiven zelluldren und humoralen Immunitat einher.(28) Bei M.
Whipple Patienten konnte jedoch gezeigt werden, dass T. whipplei die IL-12 Produktion durch
DC und deren Reifung vermindert.(9) Dies wird als ein wichtiger Kernpunkt angesehen, da
hierdurch eine IFN-y assoziierte Thl- und klassische entziindliche Makrophagenpolarisation
zugunsten tolerogener DC, alternativ aktivierter antiinflammatorischer Makrophagen und einer
Th2-Antwort verandert wird.(5, 8) Eine pro-inflammatorische Reaktion ware jedoch notwendig
flr eine suffiziente bakterielle Elimination von T. whipplei. In der Folge liel} sich auch eine
verminderte Immunglobulinsynthese als weiterer wichtigen Baustein beobachten.(11) Es wird
diskutiert, ob hier eine genetische Disposition fur die beobachteten immunologischen
Veranderungen (s. Tabelle 3) verantwortlich ist. So zeigte sich eine Assoziation zu den Allelen
HLA-DRB1*13 und HLA-DQB1*06, die mit einer insuffizienten Antigenprésentation
einhergehen konnten.(30) AuBRerdem konnte bei M. Whipple Patienten gezeigt werden, dass
deren genetisches Zytokinprofil mit einer geringen Produktionsrate von TGF-f1 und einer
erhohten fir 1L-4 verbunden war.(31) Allerdings scheinen diese Polymorphismen &hnlich wie
die HLA-Allel-Assoziation nicht kausal mit dem Auftreten eines M. Whipple verbunden zu sein,
vielmehr sind sie als zusatzliche Verstarker zu sehen. Trotzdem bleibt unklar, warum ein derart

weit verbreitetes Bakterium nur mit einer so geringen chronischen Manifestationsrate einhergeht.
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AuBerdem erscheint ein primarer T-Zell Defekt als wenig wahrscheinlich. So treten bei M.
Whipple Patienten nicht vermehrt opportunistische Infektionen auf und immunsupprimierte
HIV-Patienten mit einem T-Zell-Defekt sind nicht héaufiger von einem M. Whipple
betroffen.(10) Deshalb scheint erst die Infektion mit T. whipplei in einem bestimmten
vulnerablen Patientenkollektiv durch sekunddare immunologische Veranderungen dessen
Ausbreitung zu begunstigen.

Neben der Verschiebung hin zu einem alternativ aktivierten anti-inflammatorischen
Makrophagenphanotyp, ist auch eine durch IL-16 und durch einen verminderten oxidativen
Burst bedingte verminderte Eliminationskapazitét fur T. whipplei ermittelt worden.(8, 32, 33) An
dem Ort der primaren Infektion kommt es letztlich Gber Jahre durch die verminderte pro-
inflammatorische Antwort zu einer Akkumulation von T. whipplei in APC der LP.(28) In der
aktuellen Studie konnten wir zeigen, das eine vermehrte Infiltration und Aktivitat von Tregs diese
Vorgéange unterstutzen kénnte. Eine gesteigerte Treg AKtivitat flhrte auch zu einer T-Zell-Anergie
und verstéarkt somit die fehlende Immunkapazitat.(1)

Im Gegensatz hierzu findet sich systemisch ein inflammatorisches Geschehen. Bei Patienten mit
einem Kklassischen M. Whipple lassen sich neben Fieber, eine Leuko- und Thrombozytose
beobachten, die BSG und das CRP sind erhoht und die CD4/CD8-Ratio vermindert.(7)
AuBerdem wurde in einer aktuellen Studie eine gesteigerte unspezifische Aktivitat von CD8" T-
Zellen systemisch nachgewiesen. In der LP zeigten sich diese Veranderungen nicht.(12) Diese
Beobachtung reiht sich in das bisher beschriebene regulatorische Milieu ein. Neben der massiven
Infiltration durch T. whipplei wurde die Architektur und Integritat der mukosalen Barriere bisher
nicht beschrieben. Im Rahmen der Studie konnten wir zeigen, dass bei unbehandelten M.
Whipple Patienten durch Apoptose und Dedifferenzierung sowie Dysregulation der Tight
Junction Komplexe eine Barrierestorung hervorgerufen wird. Die Barrierestérung ist insofern
von Bedeutung als das hiermit eine MT einhergeht.(3) Das besondere immunologische Milieu
beim M. Whipple begunstigt durch eine verminderte Eliminationskapazitdt eine systemische
Ausbreitung. In diesem Zusammenhang sind auch die erhéht nachweisbaren Surrogatmarker
einer MT zu verstehen.(3) Auch bei chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen und der HIV-
Enteropathie konnte man eine durch die MT bedingte, verstarkende entziindliche Komponente
beobachten.(34) Wir postulieren deshalb, dass eine intestinale Barrierestdrung beim M. Whipple
systemisch eine pro-inflammatorische Antwort vermittelt.

Das IRIS stellt eine hdufige Komplikation nach Initiierung der antibiotischen Behandlung des M.
Whipple dar.(14) Eine niedrige CD4" T-Zell-Zahl bei Diagnosestellung konnte als Risikofaktor

identifiziert werden. Eine verminderte gegenregulatorische Kapazitat von Tregs Scheint mit fur die
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Effektor-T-Zell-Rekonstitution und fir das daraus folgende inflammatorische Geschehen
verantwortlich zu sein.(2) Bisher existierende Daten deuteten einen Zusammenhang mit einer
vorangegangenen Immunsuppression ~ meist  aufgrund  einer  fehldiagnostizierten
rheumatologischen Erkrankung und dem Auftreten eines IRIS beim M. Whipple an.(13) Die
Dauer der Immunsuppression korrelierte in unserer Studie mit einer niedrigen CD4" T-Zell-
Zahl.(2) Interessanterweise wiesen IRIS Patienten im Vergleich zu jenen mit einem klassischen
M. Whipple eine starkere Barrierestorung auf (unverdffentlichte Daten: Friebel, Moos,
Schneider). Da wir zeigen konnten, dass die gesteigerte T-Zell-Reaktivitat nicht durch T.
whipplei selbst ausgeldst wurde, konnte indes eine ausgepragtere Barrierestorung, welche zu
einem verstarkten Priming des Immunsystems fuhren wirde, nach Initiierung der Behandlung,
Ausloser der tberschieRenden inflammatorischen Immunantwort sein.(2) Ein ahnliches Modell

wurde bereits beim HIV-assoziierten IRIS postuliert.(35)

Tabelle 3. Ubersicht immunologischer Veranderungen beim M. Whipple und IRIS

Allgemein (7) CRP7, BSG1, Leukozytose, Thrombozytose
Gl-Barriere (3) TNF-a und IL-13 — Barrierestérung — MT1
Genotyp (30) HLA-Allele DRB*13 und DQB1*06
T-Zellen (33) CD4/CD8 Ratio|

(12) Aktivierung und Zytotoxizitat CD8" T-Zellent;

T. whipplei-spezifische Aktivierung CD8* T-Zellen|

(1, 33, 36) Thl-Antwort|; Th2-Antwort?

(1) Treg Infiltration und Funktiont; T-Zell-Anergie?
Monozyten/ (32, 33) IL-161 — T. whipplei Phagozytose und Degradation]
Makrophagen (Hemmung der Phagosom-Lysosom-Fusion); CD11b|

(8) T. whipplei — oxidativer Burst|

(37, 38) IFN-B — Apoptose?

(8,31, 32, 36, 38, 39) Alternativ aktivierte Makrophagen?
(CCL18, IL-4, IL-10, TGF-B)1
(IL-2, 1L-12, IFN-y)|

DC 9) IL-12]; Reifung|; T. whipplei Transport
B-Zellen (11) B-Zellen|; IgA |, IgG2], IgM|
IRIS 2 CD4" T-Zellrekonstitution; Treg Regulation

Terhoht; | vermindert
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Charakteristische ~ Symptommanifestation beim  klassischen M. Whipple ist der
Gastrointestinaltrakt mit chronischer Diarrhoe und Zeichen der Malabsorption.(7) Obwohl diese
Konstellation eine Dinndarmdysfunktion anzeigt, konnte der ursachliche Pathomechanismus bis
jetzt noch nicht hinreichend aufgekléart werden. Daher galt es zu untersuchen inwieweit die
mukosale Infektion beim M. Whipple mit den zu beobachtenden gastrointestinalen Symptomen
verbunden ist. In der aktuellen Studie konnten wir eine mukosale Architekturstérung
nachweisen, die durch eine gesteigerte Apoptoserate und hyperregenerative Dedifferenzierung
des Oberflachenepithels charakterisiert war. Eine daraus resultierende verminderte
Absorptionskapazitat sowie erhOohte Permeabilitdt mit einem passiven Efflux von Natrium,
Chlorid und Wasser scheinen ursachlich fiir die beobachtete Diarrhoe zu sein. (3) Eine Leckflux-
Diarrhoe konnte auch bereits bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen und der HIV-
assoziierten Enteropathie nachgewiesen werden.(40, 41) Wir konnten aufRerdem zeigen, dass flr
die beobachteten Veranderungen kein aktiver transepithelialer lonentransport zugrunde lag,
sondern ein passiver parazelluldrer. Dazu passend liel? sich eine Dysregulation der Tight junction
Proteinkomplexe beobachten.(3, 42-44) Die Herunterregulation von Tricellulin verursachte
zusatzlich eine gesteigerte Permeabilitat fur Makromolekdle.(3, 45) Als potentielle Mediatoren
identifizierten wir dabei TNF-a und IL-13.(3, 46, 47) Neben der zu beobachtenden chronischen
Diarrhoe wurde T. whipplei bereits in Verbindungen mit einer akuten Gastroenteritis gebracht
(18, 20, 25). Wir konnten zeigen, dass durch die Infektion mit T. whipplei eine
Enterozytenapoptose und daraus folgend eine akute Barrierestorung verursacht wurde
(unveroffentlichte Daten: Friebel, Schumann, Moos, Schneider). Dies unterstreicht die
Bedeutung von T. whipplei als Pathogen auch (ber den klassischen M. Whipple hinaus und lasst
einen T. whipplei-spezifischen Mechanismus vermuten. Trotz der noch uneinheitlichen
Datenlage beziglich eines protektiven Nutzens, sollten bezogen auf die hier beobachteten
Veranderungen beim M. Whipple, Barriere-modulierende und -rekonstituierende Therapien zur
symptomatischen Kontrollen als auch Immunregulation diskutiert werden.(48, 49)

Zusammenfassend konnten wir also zeigen, dass Trg zu der beschriebenen Immunmodulation
beim M. Whipple beitragen und dass IRIS durch eine verminderte gegenregulatorische Treg-
Kapazitat bedingte CD4" T-Zell-Rekonstitution vermittelt wird. Die mukosale Immunantwort ist
flr die Barrierestorung beim klassischen M. Whipple verantwortlich. Sie stellt zum einen durch
einen Verlust von Absorptionskapazitdt sowie eine Leckflux von lonen und Wasser die Ursache
der Diarrhoe dar. Zum anderen ist sie durch eine gesteigerte Permeabilitat fir Makromolekule

und die daraus folgende vermehrte MT ein Mediator der systemischen Entziindungsreaktion.
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Ausfuhrliche Anteilserklarung

Julian Friebel hatte folgenden Anteil an den folgenden Publikationen:

Publikation 1:

Schinnerling K., Moos V., Geelhaar A., Allers K., Loddenkemper C., Eriebel J., Conrad K.,
Kiihl AA., Erben U., Schneider T. Regulatory T Cells in Patients with Whipple’s Disease. The
Journal of Immunology, October 15, 2011, 187 (8) 4061-4067, doi: 10.4049/jimmunol.1101349.

Beitrag im Einzelnen:

Studienkonzipierung und -design:

Das Konzept und Design der Studie wurde durch die Autoren gemeinsam erarbeitet.

Datenerhebung:

Aufgabe war die die Klinische Charakterisierung der Patienten und Kontrollen. Biopsien,
histologische Farbungen und Mikroskopie (Abbildung 1) wurden durch mich erarbeitet. Die
duodenalen systemischen Zytokine (Abbildung 3) wurden mittels CBA bestimmt. Aullerdem war
ich an den durchflusszytometrischen Methoden beteiligt (Abbildung 2, 4, 5).

Datenanalyse und Dateninterpretation:

An der Aufarbeitung und Analyse der erhobenen Daten war ich beteiligt. Der Schwerpunkt der
eigenstandigen Arbeit lag in der Histologie und Messung der Zytokinproduktion. Dies

beinhaltete auch die Dateninterpretation.

Verfassen des Manuskriptes und Revision:

An der Erstellung des Manuskriptes, dem Prozess der Weiterverarbeitung, Verfeinerung und

finalen Revision, beteiligte ich mich neben den anderen Autoren.
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Publikation 2:

Moos V., Feurle GE., Schinnerling K., Geelhaar A., Eriebel J., Allers K., Moter A., Kikhney J.,
Loddenkemper C., Kuhl AA., Erben U., Fenollar F., Raoult D., Schneider T. Immunopathology
of immune reconstitution inflammatory syndrome in Whipple's disease. The Journal of
Immunology, 2013 Mar 1;190(5):2354-61, doi: 10.4049/jimmunol.1202171.

Beitrag im Einzelnen:

Studienkonzipierung und -design:

Das Konzept und Design der Studie wurde durch die Autoren gemeinsam erarbeitet.

Datenerhebunag:

Aufgabe war die die klinische Charakterisierung der Patienten und Kontrollen anhand der
Krankengeschichte und erhobener Befunde. Biopsien und histologische Féarbungen und
Mikroskopie (Abbildung 1, 2a, 5) wurden durch mich erarbeitet. IL-10 wurde mittels CBA
gemessen (Abbildung 4a). AulRerdem war ich an den durchflusszytometrischen Methoden
beteiligt (Abbildung 2b-c, 3, 4, 5a).

Datenanalyse und Dateninterpretation:

An der Aufarbeitung und Analyse der erhobenen Daten war ich ebenfalls beteiligt. Der
Schwerpunkt der selbststandigen Arbeit lag in der Histologie und Bestimmung der

Zytokinproduktion. Dies beinhaltete auch die Dateninterpretation.

Verfassen des Manuskriptes und Revision:

An der Erstellung des Manuskriptes, dem Prozess der Weiterverarbeitung, Verfeinerung und

finalen Revision beteiligte ich mich neben den anderen Autoren.
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Publikation 3:

H-J Epple*, J Friebel*, V Moos*, H Troeger, SM Krug, K Allers, K Schinnerling, A Fromm, B
Siegmund, M Fromm, JD Schulzke*, T Schneider*. Architectural and functional alterations of

the small intestinal mucosa in classical Whipple’s disease. Mucosal Immunology, 2017
Nov;10(6):1542-1552. doi: 10.1038/mi.2017.6. Epub 2017 Feb 8.
*These authors contributed equally to this work.

Beitrag im Einzelnen:

Studienkonzipierung und -design:

Die Erarbeitung der Fragestellung sowie die Erstellung des Konzepts und Designs fiir diese
Studie wurde durch mich, Dr. Verena Moos und PD Dr. Hans-Jorg Epple unter der
Verantwortung von Prof. Dr. Dr. Thomas Schneider und Prof. Dr. Jorg-Dieter Schulzke

durchgefiihrt.

Datenerhebunag:

Die Datenerhebung erfolgte am Standort Charité Campus Benjamin Franklin in Zusammenarbeit
der Klinik fur Gastroenterologie und dem Institut fur Klinische Physiologie. Aufgabe von mir
war es selbststdndig alle der in der Datenbank vorhandenen Patienten mit einem M. Whipple
sowie Kontrollprobanden zu charakterisieren. Hierbei war es notwendig, dass ich die gesamte
Krankengeschichte und Befunde aller potentiellen Patienten und Kontrollen evaluierte und fir
das Studienkonzept geeignete Patienten und Kontrollen eigenstdndig auswahlte. Geeignete
Biopsien, Biopsieliberstainde und Blutproben musste ich dann identifizieren, den Bestand
feststellen und bereitstellen. Die histologische Aufarbeitung der Proben wurde durch mich
eigenstandig durchgefiihrt (Abbildung 1 und 5a-b). Zu den einzelnen Schritten gehorte dabei die
Auswahl geeigneter Antikrper und Reagenzien, die Vortestung dieser, die Anwendung an den
ausgewahlten Schnitten, die qualitative und quantitative mikroskopische Auswertung sowie die
Generierung der fur die Publikation erforderlichen Bilder. Dazu gehérte auch der Abgleich mit
Negativ- und Positivkontrollen. Fir morphometrische Analysen (Abbildung 1b) musste ich
zuerst  verschiedene  Bildbearbeitungsprogramme  evaluieren und  dann  einen
Auswertealgorithmus erstellen. Die Plasmamarker einer mikrobiellen Translokation wahlte ich
nach entsprechender Recherche aus. Die ELISA-Versuche einschliel3lich der erforderlichen

Vortestungen wurden von mir eigenstandig erarbeitet (Abbildung 3b). Die Zytokine in den
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Biopsieuberstdanden wurden mittels CBA bzw. ELISA durch mich gemessen (Abbildung 5c-f).
Die Durchfuhrung der Westerblotversuche (4a-b), wurde an den von mir identifizierten Proben
durch mich mit der Hilfe von Anja Fromm vorgenommen. Die elektrophysiologischen Analysen
(Abbildung 2, 3a und Text) geschahen initial durch Anja Fromm und PD Dr. Hans-J6rg Epple
und wurden im Rahmen der aktuellen Zusammenstellung in Zusammenarbeit mit mir

ausgewertet.

Datenanalyse und Dateninterpretation:

Die Analyse der elektrophysiologischen Messungen und Westernblotuntersuchungen geschah
durch mich zusammen mit dem Institut fur Klinische Physiologie. Die priméare Datenanalyse der
histologischen und serologischen Parameter sowie der Zytokinantwort wurde von mir
eigenstandig durchgefuhrt. Dies beinhaltete die quantitative Datengenerierung als auch deren
Zusammenstellung und statistische Auswertung. Die abschlieRende Dateninterpretation erfolgte
durch mich in Zusammenarbeit mit Dr. Verena Moos und PD Dr. Hans-Jorg Epple unter der

Verantwortung von Prof. Dr. Dr. Thomas Schneider und Prof. Dr. J6rg-Dieter Schulzke.

Verfassen des Manuskriptes und Revision:

Das Manuskript und die Abbildungen wurden von mir selbststdndig angefertigt. Die finalen
Abbildungen wurden zusammen mit Dr. Verena Moos und PD Dr. Hans-Jorg Epple erarbeitet.
Die weitere Korrektur erfolgte durch die Gesamtheit der Koautoren. An der finalen Revision des
Manuskripts waren neben mir Dr. Verena Moos und PD Dr. Hans-Jérg Epple unter der
Verantwortung von Prof. Dr. Dr. Thomas Schneider, und Prof. Dr. Jorg-Dieter Schulzke

beteiligt.

Unterschrift, Datum und Stempel des betreuenden Hochschullehrers

Unterschrift des Doktoranden

26



Druckexemplare der ausgewéahlten Publikationen

Publikation 1:

Schinnerling K., Moos V., Geelhaar A., Allers K., Loddenkemper C., Eriebel J., Conrad K.,
Kiihl AA., Erben U., Schneider T. Regulatory T Cells in Patients with Whipple’s Disease. The
Journal of Immunology, October 15, 2011, 187 (8) 4061-4067, doi: 10.4049/jimmunol.1101349.

IF: 6.78

Publikation 2:

Moos V., Feurle GE., Schinnerling K., Geelhaar A., Eriebel J., Allers K., Moter A., Kikhney J.,
Loddenkemper C., Kuhl AA., Erben U., Fenollar F., Raoult D., Schneider T. Immunopathology
of immune reconstitution inflammatory syndrome in Whipple's disease. The Journal of
Immunology, 2013 Mar 1;190(5):2354-61, doi: 10.4049/jimmunol.1202171.

IF: 6.17

Publikation 3:

H-J Epple*, J Friebel*, V Moos*, H Troeger, SM Krug, K Allers, K Schinnerling, A Fromm, B
Siegmund, M Fromm, JD Schulzke*, T Schneider*. Architectural and functional alterations of
the small intestinal mucosa in classical Whipple’s disease. Mucosal Immunology, 2017
Nov;10(6):1542-1552. doi: 10.1038/mi.2017.6. Epub 2017 Feb 8.
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Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version meiner
Arbeit nicht veroffentlicht.
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