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1 Einleitung

1.1 Die intestinale Mukosa

1.1.1 Aufbau und Funktion der intestinalen Mukosa

Der menschliche Diinndarm als Teil des Verdauungstraktes erstreckt sich vom Magenausgang
(Pylorus) bis zur Einmiindung in den Dickdarm und gliedert sich in die Teile Duodenum, Je-
junum und Ileum. Makro- sowie mikroskopisch zeichnet sich die Diinndarmoberfliche durch
die groben Kerckring-Falten (Plicae circulares), die fingerféormigen Zotten (Villi intestinales)
sowie durch zahlreiche epitheliale Ausstiilpungen (Mikrovilli) aus, was die Gesamtoberfliche
der Diinndarmschleimhaut (Mukosa) und somit ihre Resorptionsfliche um ein Vielfaches
vergroflert.

Der Wandaufbau der intestinalen Mukosa ist dreischichtig und unterteilt sich von apikal
nach basal in die Lamina epithelialis mucosae, die Lamina propria mucosae und die Lamina
muscularis mucosae. Die Lamina epithelialis ist aus Enterozyten, Becherzellen, Panethzel-
len sowie enteroendokrinen Zellen zusammengesetzt und hélt direkten Kontakt zu unserer
Umwelt. Die Lamina propria enthélt vorrangig retikuldres Bindegewebe und ist von zahl-
reichen immunkompetenten Zellen durchsetzt. Groflere Ansammlungen von Lymphozyten
bilden dabei einen Sekundérfollikel, mehrere zusammenhéngende Sekundérfollikel wieder-
um einen Peyer-Plaque, welcher einen Teil des sogenannten MALT! ausmacht. Die Lamina
muscularis besteht aus mehreren Lagen glatter Muskelzellen und bestimmt die Schleimhaut-
motorik. Sie stellt aulerdem die Grenzschicht zur Tela submucosa dar [1].

Durch ihre extrem grofie Oberflache (circa 300 m?) kommt die Diinndarmschleimhaut tiber

die Nahrung téglich mit einer Vielzahl verschiedenster Noxen (Mikroorganismen, Toxine,

! Mucosa associated lymphoid tissue, englisch fiir Schleimhaut-assoziiertes lymphatisches Gewebe
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Abbildung 1.1: Schema einer klassischen Entziindungsreaktion

Enzyme, Allergene, physikalische Reize) in Kontakt. Um auf diese addquat und kontrolliert
reagieren zu konnen, verfiigt sie iiber passive und aktive Abwehr- beziehungsweise Repa-
raturmechanismen, die einerseits eine Penetration der Noxe ins Schleimhautinnere erschwe-
ren oder sogar verhindern, andererseits aber auch eine kompetente Immunantwort auslosen
konnen. Zur Aufrechterhaltung dieser Schutzfunktion ist das Vorhandensein eines komple-
xen Netzwerkes aus immunkompetenten Zellen und korpereigenen Abwehrstoffen sowie das

geordnete Zusammenspielen dieser Faktoren von entscheidender Bedeutung [2].

1.1.2 Immunkompetente Zellen im Darm

Eine Entziindungsreaktion ist die charakteristische korpereigene Antwort auf eine auslosen-
de Noxe. Man unterscheidet zwischen angeborener (unspezifischer) und erworbener (spezifi-
scher) Immunabwehr, wobei sich in der Praxis keine wirkliche Trennung, sondern vielmehr
ein Zusammenwirken beider Systeme zeigt. Trifft, wie in Abbildung 1.1 beispielhaft und
stark vereinfacht dargestellt, ein mikrobielles Antigen (zum Beispiel in Form eines Lipopo-
lysaccharids [LPS] oder einer Lipoteichonséure [LTA]) auf eine antigenprésentierende Zelle

(zum Beispiel Makrophage oder dendritische Zelle), so ist diese durch spezifische Pattern-
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recognition Rezeptoren [PRR] (zum Beispiel Toll-like Rezeptoren [TLR|, Nucleotid-binding
oligomerization domain [NOD]) in der Lage, das Antigen als kérperfremd zu erkennen. Nach
Phagozytose und Prozessierung des Antigens wird dieses iiber oberfléchliche MHC-Molekiile
spezialisierten T-Zellen prasentiert. Die T-Zellen wiederum erkennen die jeweiligen MHC-
Molekiile iiber ihre Oberflichenrezeptoren und kénnen nun eine gesteuerte Immunantwort
auslosen. Der Oberflachenrezeptor CD4 charakterisiert hierbei T-Helferzellen, CDS8 ist cha-
rakteristisch fiir zytotxische T-Zellen.

Bei der Immunantwort der T-Helferzellen konnen prinzipiell zwei Richtungen eingeschlagen
werden, eine zellular betonte iiber die Typ-1-T-Helferzellen (Thl-Zellen) und eine humo-
ral betonte iiber die Typ-2-T-Helferzellen (Th2-Zellen). Die Thl-Zellen aktivieren iiber die
Ausschiittung der Zytokine Interleukin-2 (IL-2) und Interferon-y (IFN-v) Makrophagen und
zytotoxische T-Zellen und hemmen gleichzeitig die Th2-Differenzierung. Th2-Zellen induzie-
ren iiber die Ausschiittung der Zytokine Transforming-growth Faktor 5 (TGF-(3), IL-4 und
IL-10 eine Aktivierung der B-Lymphozyten und somit die Bildung spezifischer Antikorper.
Gleichzeitig erfolgt wiederum eine Hemmung der Thl-Antwort. Zytotoxische T-Zellen spie-
len eine Rolle bei der Erkennung und Beseitigung viral infizierter Zellen. Uber verschiedene
Mechanismen sind sie in der Lage, diese in den programmierten Zelltod zu treiben.

Fiir die immunkompetenten Zellen ist es nicht nur wichtig, enteropathogene Erreger elimi-
nieren zu koénnen. Sie miissen auch in der Lage sein, Keime der endogenen kommensalen
Mikroflora des Darmes zu tolerieren, da diese fiir die Stabilisierung der Darmbarriere lebens-

wichtig sind [2].

1.2 Defensine

Defensine sind korpereigene Peptide, die antimikrobielle Aktivitdt besitzen. Sie bestehen
aus 28-44 Aminoséuren, sind 3-5 kDa grofl und weisen eine Betafaltblattstruktur auf, welche
durch drei intramolekulare Disulfidbriicken charakterisiert ist. Durch Lage und Abstand ih-
rer Disulfidbriicken werden sie in Alpha- und Beta-Defensine unterschieden (Struktur siche
Abbildung 1.2) [3, 4]. Ihr Genlokus befindet sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 8
nahe der Telomerregion [5, 6].

Aufgrund ihrer kationischen Polaritéit sind Defensine in der Lage, an den negativ geladenen
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Abbildung 1.2: Molekiilstruktur der humanen Defensine a5 (a), a6 (b) und 52 (c). Gemein-

sames Merkmal ist die Betafaltblattstruktur; die Unterscheidung in Alpha-

und Beta-Defensine erfolgt aufgrund der Lage der intramolekularen Disul-

fidbriicken. (Quelle: [9])

Teil mikrobieller Membranen zu binden, diese zu spalten und somit den mikrobiellen Tod
zu verursachen [7, 8]. Diese Wirkung wurde fiir grampositive und gramnegative Bakterien
gezeigt, wie auch fiir Mykobakterien, Spirochéten, Pilze und umbhiillte Viren [10]. Mit an-
steigender Salzkonzentration des umgebenden Milieus verlieren sie jedoch zunehmend ihre
Wirksamkeit [11].

Durch ihre Exprimierung auf Organoberflichen (z. B. Lunge, Darm, Haut, Augen) stellen
Defensine als sogenannte ,korpereigene Antibiotika“ einen wichtigen Teil des angeborenen
Immunsystems dar. Sie vermitteln jedoch nicht nur unspezifische Immunitét, sondern regu-

lieren auch spezifische Immunantworten in Form von Chemotaxis und Opsonierung [12].

1.2.1 Alpha-Defensin 5 und 6

Die humanen Alpha-Defensine werden unterteilt in die Humanen Neutrophilen Peptide
(HNP1-4 bzw. a1-4) und die Panethzell-Defensine (HDA5 bzw. a5 und HDA6 bzw. a6). Thre
Expression erfolgt konstitutiv, bei a1-4 vorrangig durch zirkulierende Neutrophile Granulo-
zyten, bei ab und a6 hauptsichlich durch Panethzellen in der Basis der Lieberkiihn-Krypten
des Ileums sowie durch einige instestinale Epithelzellen und metaplastische Panethzellen im
Kolon. a5 und a6 werden bis zur Ausschiittung als Propeptide in Vesikeln gespeichert und
erlangen erst nach Prozessierung ihre aktive Form [13, 14]. Die Prozessierung in das reife
Peptid erfolgt beim Menschen durch das Enzym Trypsin [16].

Durch ihre antimikrobielle Aktivitéit tragen a5 und a6 im Darm wesentlich zur Aufrechter-

haltung der intestinalen Mukosabarriere sowie zum physiologischen Schutz der epithelialen
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Stammzellen vor verschiedenen pathogenen und kommensalen Darmkeimen bei [14, 15]. Als
Antwort auf mikrobielle Stimuli wie LPS oder LTA kommt es zu einer vermehrten Defensi-
nexpression sowie zu einer verstarkten Ausschiittung der Peptide in den Extrazellularraum
[17, 18]. Die Panethzelldegranulation wird dabei wahrscheinlich durch den Toll-like Rezep-
tor 9 (TLR 9) vermittelt [19]. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass Knockout-Méuse,
denen es an Matrilysin (murines Aquivalent zum humanen Trypsin zur Prozessierung der
Alpha-Defensine) fehlte, eine deutlich erhthte Anfilligkeit fiir oral verabreichte Bakterien ge-
geniiber dem Wildtyp aufweisen [20]. Transgene Mause, die ab exprimierten, waren deutlich
resistenter gegen Salmonella typhimurium und ertrugen sogar Bakterienkonzentrationen, die
fiir den Wildtyp todlich waren [21]. Die gleiche Arbeitsgruppe zeigte auch, dass Salmonella
typhimurium wiederum die Expression von Panethzell-Defensinen inhibiert [22]. Fiir 5 fand
man heraus, dass es als effektives Antitoxin gegen Clostridium difficile wirkt, in dem es die
Toxinaggregation stimuliert [23]. Wahrend fiir die Alpha-Defensine 1-5 auch immunmodu-
latorische Effekte machgewiesen wurden [24, 25, 26, 27], steht fiir a6 dieser Nachweis bisher

noch aus.

1.2.2 Beta-Defensin 2

Beta-Defensine werden im menschlichen Organismus von Epithelzellen exprimiert, welche in
direktem Kontakt mit der Umwelt stehen (Auge, Haut, Lunge, Darm). Wihrend die Beta-
Defensin-1-Expression (HBD1 bzw. $1) konstitutiv erfolgt, ist Beta-Defensin 2 (HBD2 bzw.
(32) in gesunder Diinndarmschleimhaut nur in geringer Menge vorhanden. Es wird jedoch
stark hochreguliert nach Stimulation mit proinflammatorischen Mediatoren (wie TNF-a,
IL-153), als Antwort auf Darmpathogene und Probiotika (LPS gramnegativer und schwécher
grampositiver Bakterien) oder wéhrend einer Darmentziindung [28, 29]. Die Hochregulierung
von (2 lauft anhand einer komplexen Signalkaskade ab, bei welcher die Toll-like Rezeptoren
(insbesondere TLR2 und TLR4) sowie der intrazellulire Rezeptor NOD2 eine wesentliche
Rolle spielen [30]. TLR2, TLR4 und NOD2 gehoren zur Gruppe der Pattern-Recognition Re-
zeptoren und befinden sich im Darm hauptséchlich auf Makrophagen, dendritischen Zellen,
Enterozyten sowie Panethzellen [31]. Sie erkennen spezielle Komponenten der Bakterienwand
(zum Beispiel Peptidoglykan) und aktivieren nach deren Bindung verschiedene Transkripti-

onsfaktoren wie Nuclear factor kappa B (NFxB) oder Activator protein 1 (AP-1) [32]. Diese
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wiederum induzieren die Transkription von (32 und anderen proinflammatorischen Mediato-
ren [33, 34, 35]. Diverse Studien zeigen, dass Mutationen im NOD2/CARD15-Gen zu einer
eingeschrinkten Aktivierung von NFxB und damit zu einer reduzierten (32-Ausschiittung
fithren (siehe Kapitel 1.3.2) [36]. Hier konnte eine wesentliche Schwachstelle in der Darmge-
webshomdoostase liegen, welche moglicherweise fiir eine chronisch entziindliche Darmerkran-
kung pradisponiert [37].

Neben seiner antimikrobiellen Eigenschaft hat 52 auch immunmodulatorische Funktion. An
unreifen dendritischen Zellen agiert es als endogener Ligand fiir TLR4 und induziert somit
die Zellreifung sowie die Expression kostimulatorischer Enzyme. Weiterhin ist 52 chemo-
taktisch fiir Gedéchtnis-T-Zellen. Es kénnte somit eine wichtige Rolle im Immuniiberleben

gegen Pathogene, Autoantikorper und Tumorantigene spielen [38, 39].

1.3 Morbus Crohn

1.3.1 Definition, Epidemiologie, Klinik

Beim Morbus Crohn? handelt es sich um eine chronisch entziindliche, meist in Schiiben ver-
laufende Darmerkrankung, die alle Abschnitte des Verdauungstraktes betreffen kann und
durch eine diskontinuierliche, transmurale und haufig granulomatose Entziindungsreaktion
gekennzeichnet ist. Am hiufigsten manifestiert sich die Erkrankung in Form einer Ileokolitis
(40-55%), einer Ileitis terminalis (25-40%) oder einer Kolitis (15-35%, davon in circa 30%
der Félle mit Rektumbeteiligung). Isolierter Magen- oder Osophagusbefall kommt deutlich
seltener (1-4%) vor.

Makro- wie mikroskopisch zeigt sich eine Entziindung aller Wandschichten der segmental
betroffenen Darmabschnitte sowie eine fibrotische Verdickung der Darmwand mit Ausbil-
dung segmentaler Stenosen, aphttsen Lésionen, fissuralen Ulzera und Fisteln. Typisch sind
das sogennante ,, Pflastersteinrelief* durch 6dematos aufgetriebene Schleimhautinseln sowie
der ,,Gdnsehautaspekt® durch lymphofollikuldre Hyperplasie. Histologisch finden sich héufig
Epitheloidzellgranulome und mehrkernige Riesenzellen sowie weiterhin eine Hyperplasie der
regiondren Lymphknoten und eine Lymphangiektasie.

Es wird prinzipiell beim Morbus Crohn zwischen einem inaktiven, einem akut rezidivieren-

2 beschrieben und benannt nach dem amerikanischen Mediziner Burrill Bernhard Crohn (1884-1983)
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den und einem chronisch aktiven Verlauf unterschieden, wobei die Klinik vielgestaltig ist. Zu
den haufigsten Symptomen zéhlen vor allem krampfartige rechtsseitige und periumbilikale
Bauchschmerzen, wéssrige, selten auch blutige Durchfille, starker Gewichtsverlust und Fie-
ber. Mogliche Komplikationen sind perianale Abszesse und Fisteln, Subileuszustdnde oder
sogar Darmperforationen. Seltener manifestiert sich die Krankheit extraintestinal. Im Labor
zeigen sich haufig erhohte Entziindungswerte (Leukozytose, erhthtes CRP) sowie bestimm-
te Blutbildverdnderungen (Anédmie, Thrombozytose). Die verdnderten Blutparameter sind
jedoch alle nicht krankheitsspezifisch, sondern helfen lediglich den Schweregrad der Erkran-
kung abzuschétzen beziehungsweise den Verlauf zu kontrollieren [40].

Die Inzidenz der Erkrankung betrigt in Deutschland 5,2/100.000/Jahr, die Pravalenz wird
auf 120-200/100.000 geschétzt. Auch wenn ein Haufigkeitsgipfel zwischen dem 15. und 34.
Lebensjahr [41] beschrieben wurde, kann man prinzipiell in jedem Alter an einem Morbus
Crohn erkranken. Das Geschlechterverhéltnis liegt mit einem relativen Risiko von 1,2 leicht
auf der Seite des weiblichen Geschlechts. Kaukasier (insbesondere Ashkenazi-Juden) erkran-
ken hédufiger als Negroide und Asiaten. Schwarzafrikaner sind deutlich seltener betroffen als
weifle Afrikaner, wohingegen Afroamerikaner eine der weiflen Bevolkerung dhnliche Krank-
heitshaufigkeit aufweisen. Es ist weiterhin ein Nord-Siid-Gefille zu verzeichnen, ebenso ein
Anstieg der Haufigkeit mit zunehmendem soziotkonomischen Status.

Die Prognose wird beim Morbus Crohn weitestgehend von den Komplikationen bestimmt, die
eine chirurgische Intervention notwendig machen, wie zum Beispiel Stenosen, Ileuszustdande,
Perforationen oder Fisteln. Medikamentennebenwirkungen sind dank verbesserter Priparate
heute nicht mehr der limitierende Faktor. Unter addquater Betreuung und Therapie ist die

Lebenserwartung der Betroffenen kaum eingeschrankt [40].

1.3.2 Atiologie, Pathogenese

Trotz intensiver Forschung der letzten Jahrzehnte ist die Pathogenese des Morbus Crohn
noch immer nicht vollstindig geklirt. Man geht heute von einer multifaktoriellen Atiologie
aus, die sich aus genetischen Manifestationen auf der einen Seite und bestimmten Umwelt-
faktoren auf der anderen Seite ergibt. Die additive Wirkung der Einzelrisikofaktoren evoziert
schlieBlich eine Imbalance zwischen Wirtsanfilligkeit, Darmflora und Schleimhautimmunitét

[42].
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Generell ldsst sich bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen eine familidire Haufung
(10% der Patienten) sowie eine hohe Konkordanz in monozygoten Zwillingen (50-60%, da-
gegen nur 4% in dizygoten Zwillingen) beobachten, so dass eine erbliche Disposition un-
umstritten ist [40]. Mehr als 30 genetische Kopplungsregionen wurden im Laufe der letzten
Jahre fiir den Morbus Crohn detektiert [43]. Am bedeutendsten darunter war die Detektion
von ,IBD1“, einem Locus auf Chromosom 16q, der fiir das NOD2/CARD15-Gen kodiert
(siche Kapitel 1.2.2) [44]. NOD2 ist ein intrazelluldrer Rezeptor fiir Muramyldipeptid, ei-
nem Bakterienwandprodukt auf antigenprisentierenden Zellen. Eine durch ihn induzierte
Signaltransduktion geht iiblicherweise mit einer Erhchung des Transkriptionsfaktors NFxB
einher, welcher wiederum die Bildung proinflammatorischer Mediatoren (Zytokine, Defensi-
ne) einleitet. Bestimmte Verdnderungen im NOD2/CARD15-Gen sind in hohem Mafle mit
dem Auftreten eines Morbus Crohn assoziiert und dabei vor allem mit dem Risiko einer
Beteiligung des terminalen Ileums, einem frithen Krankheitsbeginn sowie strikturierenden
Erkrankungsformen [37, 45]. NOD2 ist bei 20-30% der Morbus Crohn-Patienten mutiert,
allerdings kann wahrscheinlich nur bei weniger als 10% der Morbus Crohn-Patienten die
Krankheitsmanifestation durch eine NOD2-Variante allein erklért werden [40].

Neben der genetischen Suszeptilitdt ist die Storung der intestinalen Barrierefunktion ein
weiterer wichtiger Punkt in der Pathogenese des Morbus Crohn. Dem intestinalen Immun-
system stehen normalerweise eine Reihe verschiedener immunologischer Mechanismen zur
Verfiigung, um sich mit dem groflen Keimspektrum des menschlichen Darmes auseinan-
derzusetzen. Es ist dabei in der Lage, den Wirt einerseits vor pathogenen Infektionen zu
schiitzen, andererseits aber auch Keime der kommensalen Darmflora zu tolerieren. Die Hy-
poreaktivitéit (Toleranz) auf die endogene Darmflora versteht sich dabei als aktiver Hemm-
prozess, vorrangig vermittelt durch T-Helferzellen, und stellt sicher, dass die permanente
physiologische Antigenprasentation nicht zu einer lokalen Immunantwort mit dem Ergebnis
einer Darmentziindung fithrt. Wesentlich dabei ist einerseits die Intaktheit der epithelialen
Grenzschicht, andererseits aber auch die gezielte Aktivierung antiinflammatorischer Media-
toren. Teile dieser Mechanismen scheinen jedoch beim Morbus Crohn gestort zu sein [40, 46].
So wurde bei Morbus Crohn-Patienten eine verdnderte intestinale Permeabilitdt sowie eine
erhohte Anzahl oberflichenadhédrenter Bakterien nachgewiesen [49, 50, 51, 52]. Des Weiteren
fand sich eine Uberexpression proinflammatorischer Thl-Zytokine (TNF-a, IFN-y, IL-15)
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sowie eine verringerte Anzahl antiinflammatorischer Th2-Zytokine (IL-4, IL-10, TGF-#) in
der Lamina propria [53, 54, 55]. Aus diesem Grund geht man heute davon aus, dass es sich
beim Morbus Crohn um eine Thl-Krankheit handelt, bei welcher die Differenzierung der
T-Helferzellen vorrangig zugunsten der Thl-Zellen verlduft (sieche Kapitel 1.1.2) [46]. Die
proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-3 bewirken eine Hochregulation der Expres-
sion von NOD2 in den Epithelzellen, was eine verstirkte NFxB-Aktivierung zur Konsequenz
hat [56]. Umgekehrt induziert NFxB vor allem die Bildung proinflammatorischer Zytoki-
ne und hemmt die Apoptose von T-Zellen. Es konnte auflerdem gezeigt werden, dass die
Expression von TLR2 und TLR4 auf Makrophagen der Lamina propria bei Morbus Crohn-
Patienten erhoht ist [57]. Auch dieser Effekt geht durch eine Signalverstirkung mit einer
gesteigerten NFxB-Aktivierung einher, was unabhéngig davon in anderen Studien bestétigt
wurde [58]. Eine NOD2-Genmutation, die bei einem Teil der Morbus Crohn-Patienten zu
finden ist, wiirde dagegen eine verminderte NFxB-Stimulation implizieren. Die Ergebnisse
scheinen widerspriichlich und bediirfen weiterfithrender Erkldrungsmodelle. Auch ist noch
nicht klar, was an dieser Stelle Ursache und was Wirkung ist. Es wird jedoch vermutet, dass
alle Immunprozesse schlussendlich in einem Circulus vitiosus miinden, bei welchem die pa-
thologische Entziindungsreaktion durch positive Riickkoppelung aufrechterhalten wird. Die
Folge ist eine Chronifizierung des Geschehens [37, 46].

Fiir den Morbus Crohn existieren weitere wichtige Risikofaktoren aus dem Bereich der Le-
bensweise, die immer wieder kontrovers diskutiert werden. So gilt der Einfluss des Rauchens
auf die Krankheitsgenese heute als gesichert, wohingegen orale Kontrazeptiva beziehungs-
weise bestimmte Erndhrungsgewohnheiten, wie erhohter Konsum raffinierter Zucker und
wenig Ballaststoffe, keinen gesicherten Einfluss zu haben scheinen [40]. Es wird auflerdem
postuliert, dass die verstirkte Hygiene und damit verbundene Erregerkarenz in den ersten
Lebensjahren (vor allem in den Industrielindern und dort in den soziotkonomisch héher
gestellten Schichten) sowie vorausgegangene bakterielle oder virale Darminfektionen bei der
Krankheitsmanifestation eine Rolle spielen kénnten [47]. Langem Stillen dagegen wird ein
protektiver Effekt zugeschrieben. Auch psychosomatische Faktoren wurden immer wieder im
Hinblick auf die Krankheitsauspragung in Erwéigung gezogen. Gesicherte Zusammenhénge,
dass Morbus Crohn-Patienten einer bestimmten Personlichkeitsstruktur zuzuordnen sind,

liegen jedoch nicht vor [40].
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1.3.3 Therapie

Die Therapie des Morbus Crohn bietet eine Reihe verschiedener Ansatzpunkte, begonnen
bei der medikamentdsen Behandlung iiber die enterale Formuladiét, die Psychotherapie und
komplementértherapeutische Verfahren (unter anderem Akupunktur, Nahrungsergénzung)
bis hin zur chirurgischen Intervention. Trotz der groflen Bandbreite gibt es derzeit noch keine
kausalen beziehungsweise kurativen Ansétze, das heifit eine Behandlung des Morbus Crohn
erfolgt derzeit rein symptomatisch.

Die medikamenttse Morbus Crohn-Therapie beinhaltet verschiedene antiphlogistische so-
wie immunsuppressive Substanzen. Kortikosteroide zdhlen sowohl in der Schubtherapie als
auch in der Remissionserhaltung zu den Basistherapeutika der ersten Wahl und werden je
nach Schwere- und Komplikationsgrad der Krankheit mit anderen immunmodulatorischen
Substanzen (Azathioprin, Methotrexat, TNF-alpha-Rezeptorblocker, Cyclosporin A) sowie
gegebenenfalls Antibiotika kombiniert. Der Einsatz von 5-Aminosalicylsdure (5-ASA) als Ba-
sistherapeutikum wird nach heutigem Stand nicht mehr generell empfohlen [40, 59].

Im folgenden werden die in dieser Arbeit untersuchten Medikamente Mesalazin, Prednisolon
und Azathioprin im Einzelnen vorgestellt, jeweils basierend auf den aktuellen Therapie-

Leitlinien und bezogen auf einen Morbus Crohn mit Ileozokalbefall.

Mesalazin

Mesalazin gehort zur Gruppe der Aminosalicylate und greift als solches unspezifisch in
den Entziindungsprozess ein. Zu den Wirkungen zdhlen die Reduktion der Leukotrien- und
Prostaglandinsynthese, die Expressionshemmung von Immunglobulinen und proinflamma-
torischen Zytokinen, die Inaktivierung freier O,-Radikale, die Reduktion der Leukozyten-
Chemotaxis sowie die Aktivitatssenkung neutrophiler Granulozyten. Mesalazin kann sowohl
systemisch (Tabletten, Granulat) als auch topisch (Suppositorien, Klysmen, Rektalschaum)
verabreicht werden. Die empfohlene Dosis liegt bei 4 g/Tag. Basierend auf Studien, die eine
Remissionsinduktion von Mesalazin zeigen konnten, sowie aufgrund der geringen Nebenwir-
kungen der Substanz galt Mesalazin lange als Mittel der Wahl in der Behandlung eines
Morbus Crohn mit leichter bis méfiiger Entziindungsaktivitdat. Die Wirksamkeit zur Remis-
sionsinduktion wie auch zur Remissionserhaltung ist heute jedoch aufgrund des zu geringen

Effektes umstritten, so dass die neuen Leitlinien einen begleitenden Einsatz von Mesalazin
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lediglich bei Beteiligung des Kolons empfehlen [40, 59, 60].

Prednisolon

Prednisolon ist ein synthetisches Glukokortikoid und ein aktiver Metabolit des Prednisons.
Es besitzt eine ausgepriagte immunsuppressive, antiinflammatorische und antiallergische Wir-
kung. Uber spezifische Glukokortikoidrezeptoren wird die Transkription von Genen beein-
flusst. Einerseits wird so die Synthese von Leukotrienen und Prostaglandinen gehemmt und
die Sekretion proinflammatorischer Zytokine vermindert. Andererseits senkt Prednisolon die
Makrophagenaktivitdt und die Lymphozytenzahl, hemmt Granulozyten an der Migration
und setzt die Permeabilitidt von Blutgefdfien herab. Es moduliert somit Prozesse des zel-
luldren und humoralen Immunsystems. Der Einsatz von Prednisolon bei Morbus Crohn mit
[leozokalbeteiligung erfolgt oral und wird empfohlen bei méfiger bis hoher Entziindungsak-
tivitét in einer Dosierung von 1 mg/kg KG/Tag, sollte aber aufgrund der zahlreichen Neben-
wirkungen der Substanz nur kurzzeitig verabreicht beziehungsweise nach Remissionsinduk-
tion langsam ausgeschlichen werden. Fiir eine remissionserhaltende Therapie sind Steroide
generell ungeeignet. Als problematisch bei der Steroidgabe erweisen sich die Steroidabhéngig-
keit (wenn eine stabile Remission nur unter andauernder Steroidapplikation erreicht werden
kann und zwei Ausschleichversuche innerhalb von sechs Monaten scheitern) sowie die Stero-
idresistenz (wenn trotz hoher kontinuierlicher Steroidgaben keine Remission erreicht wird)

[40, 59, 60).

Azathioprin

Azathioprin gehort zur Gruppe der klassischen Immunsuppressiva und ist ein Derivat des
6-Mercaptopurins. Als Purinantagonist beeintriachtigt es die DNA- und RNA-Synthese und
fithrt somit zu einer Hemmung der zelluldren und humoralen Immunabwehr. Sein thera-
peutischer Nutzen beruht in erster Linie auf der Proliferationshemmung von T- und B-
Lymphozyten sowie Natiirlichen Killerzellen. Ein weiterer kiirzlich nachgewiesener Wirkme-
chanismus ist die Apoptoseinduktion von T-Zellen durch Blockade des G-Proteins Racl. Die
CD28-abhéngige Racl-Aktivierung fithrt normalerweise zur kontrollierten T-Zellaktivierung.
Eine Blockade dieses Signalweges fiihrt somit zur T-Zellsuppression [48]. Azathioprin ist zur

Behandlung mittelschwerer bis schwerer Fille des Morbus Crohn zugelassen, wenn Kortiko-
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steroide nicht vertragen werden oder mit hohen Dosen keine ausreichende Wirkung erzielt
wird. Weiterhin ist es das Mittel der Wahl zur Rezidivprophylaxe nach einem schweren
Schub beziehungsweise postoperativ. Die Dosierung ist individuell festzulegen, im Normal-
fall werden 2-2,5 mg/kg KG/Tag verabreicht. Fiir eine dauerhafte Remission ist oftmals eine
Langzeitanwendung erforderlich. Es muss dabei bedacht werden, dass ein klinisches Anspre-

chen der Substanz erst nach circa acht Wochen erwartet werden kann [40, 59, 60].



2 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Defensinexpression im entziindlichen Infiltrat der
[leumwand bei Morbus Crohn-Patienten unter verschiedenen medikamentésen Therapie-
schemata zu untersuchen. Im Fokus der Betrachtungen stand die Lamina propria, da sich in
dieser Zellschicht eine Darmentziindung vornehmlich abspielt und sich dort auch die grofite

Dichte an immunkompetenten Zellen befindet.

Im Einzelnen ergaben sich folgende Fragen:

1. Kommen die konstitutiv exprimierten Defensine ab und a6 beziehungsweise das regu-

lierte Defensin (32 in Zellen der Lamina propria des Ileums vor?

2. Gibt es Unterschiede im Verteilungsmuster der Menge Defensin-positiver Zellen in

Abhéngigkeit vom Vorliegen einer Entziindung?

3. Gibt es Unterschiede im Verteilungsmuster dieser Defensin-positiven Zellen zwischen

einer akuten (Appendizitis) und einer chronischen (Morbus Crohn) Darmentziindung?

4. Verdndert sich das Verteilungsmuster der Menge Defensin-positiver Zellen bei Morbus
Crohn unter verschiedenen medikamentosen Therapien (Mesalazin, Kortison, Azathio-

prin)?

5. Gibt es Zusammenhénge zwischen Defensin-positiven Zellen und Entziindungszellen

im subepithelialen [leum?

6. Gibt es Zusammenhinge zwischen Defensin-positiven Zellen beziehungsweise
Entziindungszellen im Ileum und verschiedenen Blutwerten (Hdmoglobin, Leuko-

zytenzahl, Thrombozytenzahl, partielle Thromboplastinzeit)?



3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Arbeitsplatz

Die experimentellen Tétigkeiten dieser Forschungsarbeit wurden im Chirurgischen For-
schungslabor sowie im Forschungsbereich der Klinischen Physiologie des Klinikums Benjamin

Franklin durchgefiihrt. Folgende Arbeitsgerite wurden genutzt:

Geridt Hersteller

Brutschrank Typ A Melag®, Berlin, Deutschland
Digitalkamera ColorView XS Olympus Optical Co. Ltd., London, UK
Digitalkamera AxioCam MRc Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Einbettanlage Histocenter™ Shandon Inc, Pittsburgh, USA
Fluoreszenzmikroskop BX 60 F5 Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan

Gewebeaufbereiter Hypercenter™ XP | Shandon Inc, Pittsburgh, USA

Laser Scanning Mikroskop LSM 510 | Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
META

Lichtmikroskop Azioskop 2 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Magnetrithrer MR 3001 Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland
Pipetten (diverse) Research®, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Reference®

Mikrowelle M1727N Samsung Electronics Co. Ltd., Chertsey, UK

pH-Meter CG 840 Schott AG, Mainz, Deutschland

Pipettierhilfe pipetus®-akku Hirschmann® Laborgerite GmbH, Eberstadt, Deutschland

Prézisionswaage BP 310 S Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
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Schneidegerdt RM2125RT

Leica® Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland

Vortex-Mixer Stuart® SA7

Barlowold Scientific Ltd., Stone, UK

Wasserbad MH 8501

Electrothermal® Engineering Ltd., Southend-on-Sea, UK

Zentrifuge 5415 D

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

3.1.2 Software

Programm

Hersteller

AnalySIS, Version 3.0

Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Miinster,

Deutschland

AxioVision

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

CorelDRAW Graphics Suite, Version
12.0.0.458

Corel Corporation, Ottawa, Kanada

Photoshop CS

Adobe Systems GmbH, Miinchen, Deutschland

SPSS, Version 11.5.1

SPSS Software GmbH, Miinchen, Deutschland

WinShell, Version 3.1.0.10

Ingo H. de Boer, Deutschland

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Material Bezugsquelle

Adhésive Objekttriager Histobond® | Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Knigshofen,
ISO 8037/] Deutschland

Aluminiumfolie Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Becherglédser aus Duran®

Schott-Rohrglas GmbH, Mitterteich, Deutschland

Cryoboxen aus Karton

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Deckgléser (diverse)

Menzel-Glaser GmbH & Co. KG, Braunschweig,

Deutschland
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Einbettkassetten  fiir

Gewebe

paraffiniertes

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Einweg-Probenbecher

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Einweg-Wégeschalen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Erlenmeyerkolben

Schott-Rohrglas GmbH, Mitterteich, Deutschland

Férbegestelle mit Glaskasten

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Farbekasten nach Hellendahl mit | Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Erweiterung
Filterpapier Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Gewindeflaschen aus Duran®

Schott-Rohrglas GmbH, Mitterteich, Deutschland

Korkplatten

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Magnetriihrstéibe (zylinderformig)

Schott-Rohrglas GmbH, Mitterteich, Deutschland

Messbecher

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Messkolben

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland

Messpipetten (diverse) Falcon®

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA

Messzylinder aus Duran® (diverse)

Schott-Rohrglas GmbH, Mitterteich, Deutschland

Mikrotomklingen S35

Feather Safety Razor Co., Ltd., Osaka, Japan

Objekttriagerkasten

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Pinzetten (diverse)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Pipettenspitzen (diverse) epT.1.P.S.®

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Priaparatemappen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Reaktionsgefifie (0,5ml, 1,5ml, 2ml)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Reaktionsgefafie (15ml)

Nalge Nunc International, Rochester, USA

Reaktionsgefifie (50ml)

Sarstedt AG & Co., Nmbrecht, Deutschland

Skalpelle (diverse)

Feather Safety Razor Co., Ltd., Osaka, Japan

Spatel (diverse)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Spritzflaschen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Trichter aus Duran®

Schott-Rohrglas GmbH, Mitterteich, Deutschland

Viereckige Petrischalen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Zellstofftiicher

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
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3.1.4 Reagenzien und Chemikalien

Reagenz Bezugsquelle

Chloralhydrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
DakoCytomation Pen Dako Denmark A/S, Glostrup, Dédnemark

DAPI Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
EDTA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Eindeckmedium Roti®-Histokitt 11

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Eindeckmedium  Shandon  Immu-

Mount®

Thermo Electron Corporation, Langenselbold, Deutsch-

land

Eosinlésung 2%

Chroma GmbH, Miinster, Deutschland

Essigsdure 100% (Eisessig)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol 100 Vol.-%, denaturiert mit
MEK

Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland

Ethanol > 99,8 Vol.-%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Fc-Rezeptor-Blocking-Reagenz

Max-Planck-Institut  fiir = Infektionsbiologie, Berlin,

Deutschland

Formalin-Losung 10%, neutral gepuf-

fert

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Glycerin Rotipuran® > 99,5%, p.a.,

wasserfrel

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Héamatoxylin

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumaluminiumsulfat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

NaCl

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

NaH2PO4 . HQO

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Na2HPO4 . 2H20

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumjodat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Paraffin Histosec®, p.a., hochrein

Merck, Darmstadt, Deutschland

Pflerdeserum

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
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Xylol (Isomere)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Ziegenserum

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Zitronenséure, kristallin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

PBS-Lésung:

EDTA-Losung [0,5 M]:

Héamatoxylin nach Mayer:

Eosin-Gebrauchslésung:

3.1.5 Gewebe

auf 3 1 Aqua dest.
17,25 ml Losung A

— 27,6 g NaH,PO, auf 11 Aqua dest. (+4°C)
57,72 ml Losung B

— 35,6 g Nap,HPO, auf 1 1 Aqua dest. (RT)
13,44 g NaCl
pH="74

146,45 mg auf 1 1 Aqua dest.
pH =38

1000 ml Aqua dest. (70°C)

1 g Hamatoxylin

0,2 g Natriumjodat

50 g Kaliumaluminiumsulfat (Kalialaun)
50 g Chloralhydrat

1 g kristalline Zitronséure

12,25 ml Eosinlosung (2%ig) auf 250 ml Aqua dest.
1 Tropfen Eisessig

Der Hauptteil der verwendeten Darmgewebe entstammt einer 1998 angelegten Gewebebank

der Chirurgischen Klinik der Charité (Campus Benjamin Franklin, Berlin), welche Darmre-

sektate beziehungsweise -biopsate von Morbus Crohn-, Colitis Ulcerosa- und Darmtumorpa-

tienten archiviert. Die vorliegende Arbeit nutzte daraus ausschlieflich Ileumresektate und

-biopsate von Morbus Crohn- und Tumorpatienten. Ileales Gewebe wurde gewéhlt, da sich



Material und Methoden 19

ein Morbus Crohn initial vorwiegend im terminalen Ileum manifestiert und somit auf einen
groflen Patientenpool zugegriffen werden konnte.

Des Weiteren wurden Appendixresektate von Appendizitispatienten verwendet, welche fiir
diese Arbeit in gleicher Vorgehensweise wie die Darmgewebe der oben genannten Gewebe-
bank aufbereitet wurden (siehe 3.2.2).

Die durchgefiihrte Studie unterlag den Richtlinien und der Genehmigung der Ethikkommis-
sion der Charité-Universitdtsmedizin Berlin. Von allen Patienten lag ein schriftliches Ein-
versténdnis iiber die weitere Nutzung der Gewebeproben sowie ihrer Krankenhaus-Daten zu

Studienzwecken vor.

3.1.6 Antikorper

Folgende Antikorper wurden fiir die Farbereihen verwendet:

Priméarantikorper
Reaktivitat: human
Antigen Spezies Klonalitdt Bezugsquelle
Klon Isotyp
a-Defensin 5 Kaninchen polyklonal Alpha Diagnostic, San Antonio, USA
_ IeG
a-Defensin 6 Kaninchen polyklonal Alpha Diagnostic, San Antonio, USA
_ IeG
(-Defensin 2 Ziege polyklonal Abcam Ltd., Cambridge, England
_ IeG
CD4 Maus monoklonal Dianova, Hamburg, Deutschland
4B12 IgG
CD8 Maus monoklonal Biocare Medical, Concord, Kanada
BC/1A5 IeG
CD68 Maus monoklonal Biocare Medical, Concord, Kanada
KP1 IgG
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Sekundirantikorper
Reaktivitiat: Primarantikorper-Spezies
Antigen Spezies Klonalitdt Bezugsquelle
Konjugation Isotyp
Kaninchen Ziege polyklonal Dianova, Hamburg, Deutschland
Cy™2 IgG
Ziege Esel polyklonal Dianova, Hamburg, Deutschland
Cy™2 IgG
Maus Esel polyklonal Dianova, Hamburg, Deutschland
Cy™3 IeG

Die in lyophilisierter Form vorliegenden Defensin-Antikérper wurden jeweils in 100 ul
PBS gelost (¢, = 1 mg/ml, ¢, = 0,5 mg/ml) und anschliefend in Aliquots a
20 pl bei -20°C gelagert. Die Lagerung der Sekundérantikorper erfolgte ebenfalls bei -20°C in
10 pl-Aliquots nach jeweiliger Losung in 100 pl PBS und 100 pl Glycerin (cCy2 = 1,5 mg/ml,
, = 1,4 mg/ml). Die Antikorper gegen CD4, CD8 und CD68 wurden in liquider Form

CCy

bezogen (¢ = 1 mg/ml) und in Aliquots a 20 ul bei +4°C gelagert.

3.2 Methodik

3.2.1 Patienteneinteilung

Zunéchst wurden die Morbus Crohn-Patienten der verwendeten Gewebebank mit Hilfe ihrer
Krankenhaus-Akten in drei Subgruppen eingeteilt. Fiir die erste Gruppe wurden nur solche
M. Crohn-Patienten ausgewihlt, die mindestens drei Monate vor ihrer OP beziehungswei-
se Koloskopie keine immunsupressiven Medikamente eingenommen, sondern lediglich eine
entziindungshemmende Therapie mit Mesalazin erhalten hatten. In die zweite Gruppe wur-
den M. Crohn-Patienten aufgenommen, die seit mindestens drei Wochen préaoperativ unter
systemischer Steroid-Therapie standen und dabei eine Mindestdosis von 80 mg Kortison (=
20 mg Prednisolon) téglich erhalten hatten. Der dritten Gruppe wurden M. Crohn-Patienten
unter Azathioprin-Therapie zugeteilt, welche dieses iiber einen Zeitraum von mindestens drei
Monaten in einer Dosierung von 150 mg pro Tag erhielten. Drei Wochen vor der geplanten
Darmresektion wurde standardgeméaf; bei diesen Patienten die Azathioprin-Therapie unter-

brochen.
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Abbildung 3.1: Boxplots iiber die Altersverteilung der Studienpatienten sowie die Erkran-

kungsdauer innerhalb der verschiedenen Morbus Crohn-Patientengruppen.

Alle verwendeten Appendizitis-Patienten standen zum Zeitpunkt der Operation unter keiner
immunsuppressiven Therapie. Es wurden weiterhin nur diejenigen Patienten fiir die vorlie-
gende Arbeit verwendet, deren Appendizitis im postoperativ erfolgten pathologischen Gut-
achten als akut klassifiziert wurde. Patienten mit subakuter oder perforierter Appendizitis
wurden nicht in die Studie eingeschlossen.

Als Kontrolle diente gesundes Ileumgewebe von Patienten mit kolorektalem Karzinom, wel-
ches aus den ilealen Resektionsrdndern der Tumorresektate gewonnen werden konnte. Es
wurden keine Patienten mit familiirer adenomatoser Polyposis verwendet.

Der folgenden Tabelle 3.5 sowie Abbildung 3.1 sind weitere Informationen zu den Pati-
entenkollektiven zu entnehmen. Es ist ersichtlich, dass die Altersverteilung innerhalb der
verschiedenen Patientengruppen inhomogen ist. Wahrend an einer Appendizitis groitenteils
jingere Menschen erkranken (Altersmedian z = 19 Jahre), sind Darmtumorpatienten sel-
ten unter 50 Jahre alt (z = 55 Jahre). Fiir Morbus Crohn liegt der Altermedian eher im
mittleren Bereich (z = 35 Jahre). Die einzelnen Studiengruppen, die Patienten mit einer
Darmentziindung (Morbus Crohn, Appendizitis) enthalten, unterscheiden sich beziiglich ih-
res Alters signifikant von den Kontrollpatienten. Innerhalb der Patientengruppen mit einer
Darmentziindung gibt es lediglich zwischen Appendizitis-Patienten und M. Crohn-Patienten

unter Kombinationstherapie signifikante Altersunterschiede. Die durchschnittliche Erkran-
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Patientengruppe 1 2 3 4 5

M. Crohn | M. Crohn | M. Crohn | Appendizitis | Kontrolle
Therapie M P P+ A - -
Anzahl 10 9 9 9 9
Geschlecht m : w 6:4 3:6 4:5 5:4 4:5
Altersmedian [Jahre] 27,5 29 43 19 55
(Variationsbreite) (16 - 46) (22 - 48) (28 - 68) (9 - 65) (39 - 61)
Erkrankungsdauer [Monate] 100 73 130 _ }
(Variationsbreite) (1-306) (3 - 263) (7 - 388)

Tabelle 3.5: Patienteninformationen differenziert nach den untersuchten Gruppen.

kungsdauer eines Morbus Crohns bis zur Notwendigkeit einer chirurgischen Intervention

betrigt fiir alle Studienpatienten 108 Monate (Median m = 81 Monate), wobei hier keine

signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Therapiegruppen existieren.

3.2.2 Gewebevorbereitung

Gewebeasservation

Direkt nach der chirurgischen oder koloskopischen Entnahme wurden die Darmresektate

beziehungsweise -biopsate zurechtgeschnitten, gegebenenfalls zur Schleimhautstraffung auf

eine Korkunterlage gespannt und zur Gewebestabilisierung sowie Schrumpfungsminimierung

in 10%iger gepufferter Formalinlosung je nach Resektatgrofe fiir mindestens 24 Stunden fi-

xiert. Nach Abschluss der Fixation erfolgte die maschinelle Aufbereitung der Gewebestiicke

im pathologischen Institut der Charité (Campus Benjamin Franklin, Berlin). Hierbei wurden

die fixierten Priparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert, in Aceton eingelegt

und anschliefend bei +60°C paraffiniert (genaues Protokoll siehe A.1). Abschliefend er-

folgte die Paraffin-Einbettung der Gewebe in spezielle Einbettkassetten. Die konservierten

Gewebeblocke werden bei +4°C gelagert und stehen somit Jahrzehnte fiir weitere Bearbei-

tungsschritte zur Verfiigung.
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Anfertigung der Gewebeschnitte

Von den paraffinierten Gewebeblécken wurden am Microm-Schneidegerat 3pum dicke Diinn-
schnitte angefertigt und diese auf speziell beschichtete, adhésive Objekttrager (Histobond®)

aufgetragen. Die Fixation wurde durch néchtliches Inkubieren bei +37°C optimiert.

3.2.3 Farbeverfahren

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) ist als histologisches Routinefirbeverfahren
in der Lage, verschiedene Strukturen eines feingeweblichen Schnittes morphologisch dar-
zustellen. Saure Molekiile im Schnitt (Kerne, Schleimsubstanzen, Bakterien, Kalk) wer-
den durch Farbung in basischem Hamalaun und anschlieBendem Spiilen in Leitungswas-
ser (,,Blauen®) blau dargestellt, basische Strukturen (Zytoplasma, Kollagen, proteinhaltige
Losungen) erscheinen nach Féarbung mit saurem Eosin rot. Das genaue Farbeprotokoll be-

findet sich im Anhang A.2.

Immunfluoreszenzfiarbung

Die Immunfluoreszenzfiarbung ist eine geeignete Farbemethode zur Darstellung spezifi-
scher zelleigener Proteine oder anderer Makromolekiile. Es werden fluoreszenzmarkierte
Antikorper eingesetzt, die mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie visualisiert werden kénnen.
Die vorliegende Arbeit hat die indirekte Immunfluoreszenz-Methode verwendet, bei der
ein unmarkierter Primérantikorper an das gewiinschte Antigen bindet und dessen Fc-Teil
anschliefend durch einen zweiten, fluoreszenzmarkierten Sekundéarantikorper markiert wird.
Es konnen dabei sowohl polyklonale als auch monoklonale Antikérper verwendet werden.
Polyklonale Antikorper werden von verschiedenen B-Lymphozyten gebildet und sind in der
Konsequenz immunchemisch unterschiedlich, wodurch sie daher auch mit unterschiedlichen
Epitopen des Antigens, gegen das sie gebildet wurden, reagieren. Monoklonale Antikérper
werden von B-Zell-Klonen gebildet. Sie sind immunchemisch identisch und reagieren nur
mit einem spezifischen Epitop des Antigens. Sie sind demnach spezifischer als polyklonale

Antikorper.
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Abbildung 3.2: Ubersicht zur Immunfluoreszenzfirbung. 1. Ausgangssituation. 2. Defensinmarkie-
rung. 3. Defensinvisualisierung. 4. Zellmarkierung. 5. Zellvisualisierung. 6. Zellkernvisua-

lisierung.

In der vorliegenden Arbeit wurden nach entsprechender Gewebevorbereitung in verschie-
denen Férbereihen die Defensine ab, a6 und $2 mit Hilfe polyklonaler Primérantikorper
(Anti-HDA5, Anti-HDAG6, Anti-HBD2) zytoplasmatisch gebunden und anschliefend durch
den Sekundérantikorper Cy™2 (Carbocyanin) markiert. Dieser photostabile griinleuchtende
Fluoreszenzfarbstoff hat ein Absorptionsmaximum von A = 492 nm sowie ein Emmissions-
maximun von A = 508 nm.

Die priméire Markierung der ausgewihlten Entziindungszellen (T-Helferzellen, zytotoxische
T-Zellen, Makrophagen) wurde ebenfalls in unterschiedlichen Férbereihen durch monoklo-
nale Antikorper gegen Oberflichenantigene realisiert (Anti-CD4, Anti-CDS8, Anti-CD68).
Als Sekundéarantikorper wurde fiir diesen Schritt das photostabile Fluorochrom Cy™3 ver-
wendet, welches bei A = 550 nm maximal angeregt wird und mit einem Emissionmaximum
von A = 570 nm im roten Bereich des sichtbaren Spektrums fluoresziert.

Zum Abschluss wurde eine Kernfirbung mit DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindol) durch-
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Abbildung 3.3: Schema einer feuchten Kammer zur Antikérperinkubation.

gefiihrt. Dieser blaue Fluoreszenzfarbstoff mit einem Absorptionsmaximum von A = 340 nm
und einem Emissionsmaximum von A = 488 nm bindet direkt an zellulire DNA, wodurch
sich die Zellkerne stark anfarben und von den restlichen Zellstrukturen abheben. Die Zell-
kernfarbung diente einerseits als Kontrolle, dass man sich in der zu untersuchenden Lamina
propria befindet. Zum Anderen konnte spéter durch Auszdhlen der Zellkerne unter dem
Fluoreszenzmikroskop die Gewebedichte der einzelnen Schnitte bestimmt werden.

Das verwendete Farbeprotokoll stammt aus dem Institut fiir Mikrobiologie des Max-Planck-

Instituts Berlin und kann im Anhang A.3 eingesehen werden.

Bei jeder Féarbereihe wurde zur Kontrolle eine Negativ- und Positivkontrolle angefer-
tigt. Fiir eine Positivkontrolle wird Gewebe verwendet, bei welchem nach sachgerechter
vollstandiger Féarbung eine positive Reaktion sicher zu erwarten ist. Im vorliegenden Fall
wurde hochentziindetes Ileumgewebe eines M. Crohn-Patienten mit einem pathologischen
Entziindungsscore grofier 2,5 (siehe Kapitel 3.2.4) verwendet. Die Negativkontrolle stammte
vom gleichen Patienten, wurde jedoch vor der Sekundérantikérpermarkierung mit PBS

anstelle des Primérantikorpers inkubiert.
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Testung von Sensivitidt und Spezifitit der Farbemethodik

Test Fec zZS PS BSA SAk Tr
1 - + — — + —
2 + + — — — —
3 + — + — + —
4 + — + — — —
5 - - - — + —
6 - - - — — -
7 + — — + + —
8 + — — + — —
9 - - - — + +
10 + + + — — +
11 — — — — + —
12 — — — — — +

Tabelle 3.6: Testfarbereihen zur Qualitdtssicherung der Féarbemethodik. + = Schritt durch-
gefithrt, - = Schritt unterlassen und stattdessen mit PBS inkubiert, Fc = Fc-Rezeptor-
Blocking, ZS = Blocking mit Ziegenserum, PS = Blocking mit Pferdeserum, BSA = Blocking
mit Bovinem Serum-Albumin, SAk = Inkubation mit Sekundarantikérper, Tr = Trocknen

gelassen.

Vor Beginn der einzelnen Immunfluoreszenz-Férbereihen wurden Testfirbungen sowie Auf-
nahmen am konfokalen Lasermikroskop (siehe 3.2.4) zur Testung der Antikorper-Sensitivitét
und -Spezifitdt durchgefiihrt. Da die in der vorliegenden Arbeit gewonnen Ergebnisse ledig-
lich auf Farbemethoden basieren, musste eine Sicherstellung der Methodenqualitit vorange-
stellt werden und war oberstes Gebot fiir eine Weiterfithrung der Experimente.

Einige Testreihen wurden nach in Tabelle 3.6 angegebenem Schema durchgefiihrt. Verschie-
dene Komponenten der Farbekette wurden dafiir variiert und der daraus resultierende Effekt
gepriift. Hauptziel dabei war die Minimierung der unspezifischen Hintergrundfluoreszenz und
der Entstehung von Artefakten. In weiteren Testreihen wurden die Inkubationszeiten und

Temperaturbedingungen aller einzelnen Farbeschritte etabliert.
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Abbildung 3.4: Strahlengang in einem Lichtmikroskop

Als indirekter Nachweis fiir eine gelungene ab- und a6-Defensinfarbung diente die Darstel-
lung der Panethzellen (siehe Abbildung 4.5 ¢ und g) unter dem Fluoreszenzmikroskop, da

Panethzellen diese beiden Defensine in ihren Vesikeln speichern [13, 17].

3.2.4 Mikroskopie
Lichtmikroskopie

Lichtmikroskope eignen sich zur einfachen Zelldifferenzierung und Entziindungsgradein-
teilung sowie zur Darstellung von feingeweblichen Strukturen nach Hématoxylin-Eosin-
Farbung. Sie bestehen vereinfacht aus einer Lichtquelle (meist Halogenlampen) und zwei
Linsensystemen (Objektiv, Okular) und dienen dazu, Objekte vergroiert abzubilden.

Zunichst wird das Licht der Lichtquelle durch Kondensorlinsen auf das Objekt fokussiert.
Das Linsensystem des Objektivs bildet dabei das Objekt in ein reales Zwischenbild ab,
welches vom Linsensystem des Okulars in ein vergrofiertes, virtuelles Bild umgewandelt
wird (siehe Abbildung 3.4). Die aus dem Okular austretenden Strahlen werden im Auge zu

einem scharfen Bild konstruiert.
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Durch Auswechseln der Objektive kénnen 2- bis 100fache Vergréferungen erreicht werden.

Mit Hilfe der HE-gefdirbten Schnitte wurde zunéchst von allen Gewebeproben die Qua-
litdt des Gewebes beurteilt. Es wurde dabei auf eine einheitliche Schnittfiihrung sowie die
vollsténdige Intaktheit der Schleimhaut geachtet. Aulerdem wurde gepriift, ob es sich bei
dem Resektatstiick tatsédchlich um Ileumgewebe handelt, da bei der Resektion des termina-
len Ileums immer auch Kolonanteile mit entfernt werden.

Des Weiteren wurden die HE-gefarbten Schnitte aller Patientengruppen anhand verschie-
dener morphologischer Kriterien durch Herrn Dr. Christoph Loddenkemper (Institut fiir
Pathologie, Charité, Campus Benjamin Franklin) unter dem Lichtmikroskop untersucht und
ihnen ein Punktewert zwischen Null und Vier zugeordnet. Die Punktevergabe erfolgte mit

Hilfe eines histologischen Bewertungssystems nach folgendem standardisierten System [61]:

0 | normales Darmgewebe ohne Anzeichen einer Entziindung

1 | Odem und leichte Entziindung der Lamina propria

2 | Kryptenabszesse und méaflige Entziindung der Lamina propria

3 | schwere Entziindung mit Kryptenabszessen, mogliche Granulome
4 | schwerste Entziindung mit Ulzerationen und Fissuren

Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine erweiterte Form der Lichtmikroskopie und findet einen
wichtigen Einsatz in der Immunfluoreszenz unter Verwendung spezifischer fluoreszierender
Antikorper zur Detektion von Proteinen.

Das Prinzip beruht dabei auf der Eigenschaft einiger Molekiile (sogenannter Fluorochrome),
Licht einer spezifischen Wellenlénge zu absorbieren und dabei gleichzeitig Licht mit groflerer
Wellenléinge zu emittieren (auch als Stokessche! Regel bezeichnet). Bestimmte Elektronen
der fluoreszierenden Molekiile absorbieren hierbei die Photonen und gelangen dadurch
auf ein hoheres Energieniveau. Beim Zuriickfallen auf ihr Ursprungsniveau setzen sie die

aufgenommene Energie in Form von Licht und Wéarme wieder frei. Das dabei emittierte

! entdeckt und benannt nach dem Physiker Sir George Gabriel Stokes (1819-1903)
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Abbildung 3.5: Prinzip eines Auflicht-Fluoreszenzmikroskops

Licht ist energiedrmer als das Anregungslicht, was sich durch eine grofiere Wellenlénge und
eine andere Lichtfarbe ausdriickt.

Heute gebréduchliche Standard-Fluoreszenzmikroskope arbeiten nach dem Auflichtprinzip
(siche Abbildung 3.5). Das Praparat wird hierbei von oben durch das Objektiv beleuchtet.
Als Lichtquelle dienen Quecksilberdampf- oder Xenon-Lampen, die Wellenléingen zwischen
360 nm und 700 nm liefern. Mit Hilfe des Anregungsfilters wird aus dem Beleuchtungs-
spektrum die anregende Wellenlédnge des gewéhlten Fluorochroms herausgefiltert und auf
einen dichromatischen Teilerspiegel geleitet. Dieser reflektiert die Anregungsstrahlung auf
das Praparat und ist gleichzeitig durchléassig fiir die langerwellige Emissionsstrahlung des
angeregten Fluorochroms. Der Emissionsfilter filtert schliefilich die austretende Strahlung
und es entsteht das eigentliche Fluoreszenzbild, welches durch das Okular des Mikroskops
betrachtet oder auf einen elektronischen Verstérker weitergeleitet werden kann. Wichtig fiir
eine gute mikroskopische Abbildung ist die moglichst vollsténdige Trennung von Anregungs-
und Emissionsstrahlung durch das optische System, was durch den Einsatz von Filtersétzen

mit geeigneten Filterkombinationen erreicht werden kann.
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Abbildung 3.6: Prinzip eines Konfokalmikroskops

Fiir die fluoreszemzmikroskopische Auswertung der Férbereihen wurde ein Mikroskop
vom Typ BX 60 F5 der Firma Olympus verwendet. Zunéchst wurde von allen mittels
Immunfluoreszenz gefiarbten Gewebeschnitten der apikale Pol eingestellt. Danach wurden
jeweils fiinf Gesichtsfelder der Ileumschleimhaut mit drei verschiedenen Bandpassfiltern
(A = 420-480 nm fiir DAPI, A = 505-550 nm fiir Cy™2 und A > 545 nm fiir Cy™3)
abfotografiert. Die insgesamt fiinfzehn pro Gewebeschnitt angefertigten Aufnahmen wurden

fiir weitere Auswertungsschritte elektronisch archiviert.

Konfokale Lasermikroskopie

Auch die konfokale Mikroskopie geht aus der klassischen Lichtmikroskopie hervor. Es kom-
men dabei Lochblenden zum Einsatz, die lediglich das aus der Brennebene emittierte Licht
zum Detektor passieren lassen, von auflerhalb der Fokalebene stammendes Licht jedoch aus-
blenden konnen. Dies hat den Vorteil, dass innerhalb eines Priaparates Abbilder einzelner
Schichten erzeugt werden koénnen.

Der Strahlengang eines Konfokalmikroskops ist in Abbildung 3.2.4 dargestellt. Nachdem das
Anregungslicht in die Probe hineinfokussiert wurde, wird Licht aus demselben Fokus dann
durch das gleiche Objektiv auf eine Lochblende abgebildet und von dort auf einen Detektor
geleitet. Als Lichtquelle verwendet man heute meist einen Laser, da er monochromatisches

Licht mit hoher Intensitat auf einen kleinen Punkt biindeln und Fluoreszenzfarbstoffe damit
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spezifischer anregen kann. Es entsteht zunéchst nur ein Bildpunkt (in dem Punkt gemessene
Fluoreszenzintensitit), der genau einen Punkt aus der Brennebene des Objektivs darstellt.
Um ein vollstédndiges Abbild des Objekts zu erhalten, ist eine punktuelle ,, Abrasterung
(Scanning) des Priaparates in x-, y- und z-Richtung notwendig. Die dabei gesammelten Bild-
punkte miissen anschlieBend von einem Rechner verarbeitet werden und erméglichen durch
geeignete Software eine raumliche Darstellung des Objektes.

Die vorliegende Arbeit nutzte ein Zeiss LSM 510 META Mikroskop zur Defensin- und Im-

munzelldetektion, wobei lediglich planare x-y-Scans durchgefiihrt wurden.

3.2.5 Bildbearbeitung und Zielzellauszéihlung

Zunichst wurde von allen Bildern eine Rasterung in 5x4 Felder vorgenommen. Anschlie-
Bend erfolgte die manuelle Auszéhlung der fluoreszierenden Zellen unter Zuhilfenahme eines
handelsiiblichen Handzédhlers. Es wurden lediglich Zellen der Lamina propria ausgezihlt,
angeschnittene Zellen des Epithels beziehungsweise der Tunica muscularis mucosae blieben
unberiicksichtigt (siehe Abbildung 3.7). Fiir jeden Patienten wurde von den Zellzahlen aus
den entsprechenden fiinf Gesichtfeldern der Mittelwert gebildet, so dass sich am Ende jeweils
ein Wert fiir die Anzahl Defensin-positiver Zellen, ein Wert fiir die Anzahl an Immunzellen
und ein Gesamtzellwert pro Patient ergaben. Im folgenden Schritt wurden nun die Anzah-
len an Defensin-positiven Zellen und an Immunzellen auf die Gesamtzellzahl normiert. Der
so ermittelte prozentuale Zellanteil diente als Basis fiir weitere Berechnungsschritte. Die
Normierung der Zellzahlen war notwenig, um eine Vergleichbarkeit der erhalten Zahlwerte
zu erreichen, da alle Gewebeschnitte eine andere Zelldichte aufweisen und auflerdem unter-
schiedlich grofie Bereiche angrenzender Zellschichten im Gesichtsfeld mit angeschnitten sind,
welche nicht in die Zahlung mit eingerechnet wurden.

Von einigen Bildern wurden mittels eines Bildbearbeitungsprogrammes Uberlagerungsbilder
erstellt. Dies diente der Detektion Defensin-positiver Immunzellen, das heifit Zellen, die so-
wohl positiv fiir das untersuchte Defensin als auch fiir das jeweilge Immunzellantigen waren.

Auf den Fluoreszenzbildern stellen sich diese , iiberlagerten* Zellen gelb dar.
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Abbildung 3.7: Zielzellauszihlung. a | Rasterung der Bilder in 5x4 Einzelfelder. b | Zellen des Epi-
thels wurden bei der Auszihlung nicht beriicksichtigt (siehe weifl abgegrenzte Bereiche).
c und d ] Auszihlung am Beispiel einer Immunfluoreszenzfirbung gegen CD68-positive
Zellen (Makrophagen) bei einem Patienten mit M. Crohn unter Kortison-Therapie. Die

auszuzahlenden Zielzellen wurden mit einem weiflen Kreuz markiert.

3.2.6 Erfassung der Blutparameter

Mit Hilfe der elektronischen Stationsdatenbank wurden zu den jeweiligen Patienten ver-
schiedene Laborwerte erhoben. Da Morbus Crohn-Patienten haufig Blutbildverdnderungen
(Andmie, Leukozytose, Thrombozytose) aufweisen, wurde das Hauptaugenmerk auf Hdmo-
globin, Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl und die partielle Thromboplastinzeit gelegt. Die
Blutentnahmen waren 10 - 24 Stunden préoperativ erfolgt. Die Blutanalysen wurden stan-

dardgeméfl durch das hauseigene Labor durchgefiihrt.
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3.2.7 Statistik

Fiir die statistische Auswertung wurde SPSS fiir Windows in der Version 11.5.1 verwendet.
Alle Werte der deskriptiven Statistik wurden, soweit nicht anders gekennzeichnet, als pro-
zentualer Mittelwert + Standardabweichung ausgegeben. Fiir die graphische Darstellung der
Lage und Verteilung einer Variable wurden Boxplots, fiir die Darstellung von Wertepaaren
Streudiagramme gewéhlt. Alle statistischen Hypothesen wurden zweiseitig formuliert.
Signifikanzpriifungen auf Unterschiede von Zellmengen zwischen verschiedenen Patientenkol-
lektiven wurden mit dem Kruskall-Wallis-Test durchgefiihrt. Fiir die Priifung auf signifikante
Unterschiede zwischen zwei Patientengruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test herange-
zogen. Diese beiden nicht-parametrischen Testverfahren, iiberpriifen mit Hilfe von Rang-
summenbildung die Hypothese, ob zwei beziehungsweise mehrere unabhéngige Stichproben
derselben Grundgesamtheit entstammen. Eine Normalverteilung in den Gruppen ist nicht
erforderlich, fiir die Variablen ist Ordinalskalenniveau ausreichend.

Beziehungen zwischen zwei Variablen einer Patientengruppe wurden mit Korrelationsanaly-
sen untersucht. Der berechnete Korrelationskoeffizient stellt dabei ein Ma$ fiir die Stérke und
die Richtung des untersuchten Zusammenhangs zweier Variablen dar und kann Werte zwi-
schen -1 (negativer Zusammenhang) und +1 (positiver Zusammenhang) annehmen. In der
vorliegenden Arbeit wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (p) verwendet,
da fiir diesen die untersuchten Stichproben nicht normalverteilt und auch hier die Variablen
lediglich ordinalskaliert sein miissen.

Der Einfluss bestimmter Confounder auf die erhaltenen Zellmengen wurden mit Hilfe von
Varianz- beziehungsweise Kovarianzanalysen (ANOVA, ANCOVA) untersucht.

Das Signifikanzniveau p bezeichnet die Wahrscheinlichkeit, mit der die vorher bestimmte
Nullhypothese filschlicherweise verworfen wird, obwohl sie eigentlich richtig ist (Fehler er-
ster Art oder a-Fehler). Es wird daher haufig auch als Irrtumswahrscheinlichkeit bezeichnet.
In dieser Arbeit wurden p-Werte < 0,05 (= 5%) als signifikant und p-Werte < 0,01 (= 1%)

als hoch signifikant angenommen [62].



4 Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte das Verteilungsmuster Defensin-positiver Zellen
in der Lamina propria des Ileums bei Morbus Crohn-Patienten unter verschiedenen medika-
mentosen Therapieschemata untersucht und mit akut entziindetem Appendixgewebe als Po-
sitivkontrolle sowie gesundem Ileumgewebe als Negativkontrolle verglichen werden. P-Werte

< 0,05 wurden als signifikant, p-Werte < 0,01 als hoch signifikant angenommen.

4.1 Histologischer Entziindungsgrad

Zuniéchst wurde von allen verwendeten Gewebeschnitten anhand der HE-Farbungen der
Entziindungsgrad bestimmt (Beispielbilder siehe Abbildung 4.2, Methodik siehe 3.2.4). Da-
bei entsprach ein Wert von 0 keiner Entziindung und ein Wert von 4 der schwersten
Entziindungsstufe.

Die Verteilung der Entziindungsstufen innerhalb der einzelnen Patientengruppen zeigen Ta-

belle 4.1 sowie Abbildung 4.1.

0 0-1 1 1-2) 2 /2-3, 3 |3-4| 4 V/
MC - M 0 0 1 1 D 0 2 1 0 2
MC - P 0 0 1 1 D 0 1 1 0 2
MC - P+A 0 0 2 2 3 0 2 0 0 2
App 0 0 2 1 1 1 1 0 0 1
Ko ) 0 3 1 0 0 0 0 0 0

Tabelle 4.1: Verteilung der Entziindungsstufen iiber die Gruppen (MC = Morbus Crohn,
M = Mesalazin, P = Prednisolon, P+A = Prednisolon und Azathioprin in Kombination,

App = Appendizitis, Ko = Kontrolle, z = Median).



Ergebnisse 35

10 7

8_ S
=
5
N 6 1 OScore 0 -1
g @ Score 1,5-2,5
S 4 mScore 3 - 4
o
[]
o

2 -

0 |_ T |_ T T T _| 1

MC - M MC - P MC-P +A App Ko

Patientengruppe

Abbildung 4.1: Verteilung der Entziindungsstufen iiber die Gruppen.

Die Kontrollgruppe enthielt fast ausschliellich unentziindetes Gewebe beziehungswei-
se Gewebe mit einer geringen Entziindungreaktion. Nur ein Patient wies eine leich-
te bis méafige Entziindung (Grad = 1 - 2) auf. Die anderen Patientengruppen ver-
hielten sich im Vergleich dazu deutlich heterogener, das heifit es kamen Darmgewe-
be aller Entziindungsstufen vor, wobei insgesamt Gewebe mit méafliger Entziindung
(Grad = 2) iiberwogen. Es fiel dabei auf, dass bei den Patienten mit einer klinisch nach-
gewiesenen Darmentziindung insbesondere die Appendizitis-Patienten eine verhéltnisméfig
geringe Entziindungsaktivitit zeigten. Allein fiinf von den neun Patienten wiesen in ih-
ren Appendixresektaten einen Entziindungsgrad von Eins auf, was lediglich einer leichten
Entziindung entspricht. Alle Patientengruppen mit einer Darmentziindung (Morbus Crohn
und Appendizitis) unterschieden sich hinsichtlich ihrer mittleren Entziindungsaktivitit signi-
fikant von der Gruppe der Kontrollpatienten (fiir alle Gruppen p < 0,01). Zwischen den vier
Entziindungsgruppen zeigte der gemittelte histologische Entziindungsgrad jedoch keine signi-
fikanten Unterschiede, auch wenn die Gewebeschnitte im Einzelnen deutlich unterschiedlich

entziindet waren.
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Abbildung 4.2: HE-Féarbung, Lichtmikroskopie, 20fache VergroBlerung, HEG = histologischer
Entziindungsgrad. a ] gesunde Kontrolle, HEG 0, b ] MC (Prednisolon + AZA),
HEG 3 mit Erosion, ¢ | MC (Prednisolon), HEG 1 mit Schleimhautédem und Granulozy-
teneinwanderung, d | MC (Prednisolon), HEG 3-4 mit Erosion und fissuraler Entziindung,
e ] MC (Prednisolon + AZA), HEG 1, f | MC (Mesalazin), HEG 3 mit Erosion, g | akute
Appendizitis, HEG 4 mit Granulozyten-Fibrin-Schorf.
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n CD4+ CD8+ CD68+
MC - M 10 | 847 +£508 | 7,01 £334 | 917 4+ 292
MC - P 9 | 9,67 +£440 | 7,66+ 452 | 820+ 222
MC-P+A | 9 | 634+367 @ 7,00+4,05 | 854+4,07
App 9 | 642+£239 | 649 +3,09 @ 688+ 3,72
Ko 9 | 4224210 | 253+£1,70 | 3,50 £ 1,61

Tabelle 4.2: Menge der Immunzellen im subepithelialen Ileum in Prozent (angegeben als Mit-

telwert + Standardabweichung).

4.2 Immunzellen im subepithelialen Ileum

Als weiteres Kriterium fiir die Entziindungsaktivitdt wurde die Menge bestimmter Im-
munzellen in der subepithelialen Ileumschleimhaut untersucht. Mit Hilfe der Immunfluo-
reszenzfarbung wurden zellspezifische Oberflichenantigene markiert, wobei CD4 als Marker
fiir T-Helferzellen, CDS8 als Marker fiir zytotoxische T-Zellen und CD68 als Marker fiir Ma-
krophagen diente. Die Anzahl der Immunzellen sowie der gesamten Zellen in der Lamina
propria aus fiinf Gesichtsfeldern wurde manuell bestimmt und daraus anschlieend die rela-
tive Immunzellmenge berechnet (Quotient aus Immunzellmenge und Gesamtzellmenge).

Tabelle 4.2 sowie Abbildung 4.3 ist zu entnehmen, dass bei den Patienten mit einer Darm-
entziindung die Menge CD4-, CD8- sowie CD68-positiver Zellen im subepithelialen Ileum
jeweils zwischen 6 und 10 % lag, wobei die Menge an CD8-positiven Zellen jeweils am ge-
ringsten war. Im Vergleich dazu war die Menge an Immunzellen bei den gesunden Kontroll-

patienten insgesamt kleiner. Hier fanden sich zwischen 2,5 und 4,5 %.

Die Menge an Immunzellen als ein Maf} fiir die Entziindungsaktivitit korrelierte hoch po-
sitiv (fiir alle Gruppen p < 0,01) mit dem histologischen Entziindungsgrad (siehe Tabelle
4.3 und Abbildung 4.3), das heifit je hoher die zugewiesene histologische Entziindungsstufe,
desto grofer war auch die Menge an Immunzellen. Auch korrelierten die Immunzellen un-
tereinander hoch signifikant (jeweils p < 0,01, siehe Tabelle 4.6). Fand sich also in einem
Gewebe eine hohe Menge an CD4-positiven Zellen, so war im Mittel auch die Menge an CD8-
und CD68-positiven Zellen erhoht und umgekehrt.
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CD4+ CD8+ CD68+ CD4+ CD8+ CD68+
Rho 0,503 0,438 0,535 Z -2,617 -3,475 -3,614
p <0,001 0,002 <0,001 p 0,009 0,001 <0,001

Tabelle 4.3: Links: Korrelation zwischen Immunzellen und histologischem Entziindungsgrad,
rechts: Mann-Whitney-U-Test Darmentziindung versus Kontrolle (Rho = Korre-

lationskoeflizient nach Spearman, p = Irrtumswahrscheinlichkeit).

Alle Patientengruppen mit einer Darmentziindung zusammengefasst unterschieden sich
beziiglich der Immunzellmenge hoch signifikant (p < 0,01; Tabelle 4.3) von der Kontroll-
gruppe. Im Einzelgruppenvergleich dagegen zeigte sich zwischen M. Crohn-Patienten unter
Kombinationstherapie und Kontrollpatienten keine Signifikanz fiir CD4+ sowie zwischen
Appendizitis- und Kontrollpatienten keine Signifikanz fiir CD4+ und CD68+. Alle anderen
Vergleiche zur Kontrollgruppe erreichten mindestens ein Signifikanzniveau von p < 0, 05.
Beim Vergleich der Gruppen mit einer Darmentziindung untereinander ergaben sich weder
zwischen M. Crohn- und Appendizitispatienten noch zwischen den verschiedenen Morbus

Crohn-Subgruppen signifikante Unterschiede.

4.3 Defensin-positive Zellen im subepithelialen Ileum

Mit Hilfe immunologischer Féarbemethoden (POD-Farbung, Immunfluoreszenzfarbung)
wurde zunéchst sichergestellt, dass in den subepithelialen Schleimhautschichten des Ileums
iiberhaupt Defensin-positive Zellen vorhanden sind. Abbildung 4.4 zeigt Bilder der POD-
Féarbung, Abbildung 4.5 Bilder der Immunfluoreszenzfarbung.

Man erkennt darauf, dass sich einzelne Zellen farblich darstellen lassen und somit Defensin-
positiv sind. In der Kontrollgruppe, deren Entziindungsgrad im Mittel niedriger war als
bei den Patientengruppen mit akuter oder chronischer Darmentziindung, waren auch die
Immunfirbungen deutlich schwéicher ausgepridgt. Eine positive Reaktion fiir a5 und a6
ergab sich hier lediglich bei den Panethzellen (siehe Pfeil-Markierung in Abbildung 4.4)
sowie fiir 42 im Epithel.
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Abbildung 4.3: Boxplots zur Menge der Immunzellen; Streudiagramme mit linearer Re-
gressionsgerade fiir die Mengen CD4-, CD8- und CD68-positiver Zellen in
Abhéngigkeit vom histologischen Entziindungsgrad.
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Nach Auszéhlung der Defensin-positiven Zellen pro Gesichtsfeld und Normierung auf die

Gesamtzellzahl konnten folgende Mengenverteilungen evaluiert werden:

n ab+ ab+ B2+
MC - M 10 5,43 + 2,38 4,34 £ 2,00 2,75 £ 1,85
MC - P 9 520 £ 2,34 | 4,63 + 1,88 6,05 + 2,68
MC - P+A 9 477 + 1,84 4,46 + 1,72 3,17 £ 1,85
App 9 5,83 £ 2,37 3,81 + 2,55 3,85 £ 291
Ko 9 288 + 1,81 0,68 + 0,40 0,63 £ 0,39

Tabelle 4.4: Menge der Defensin-positiven Zellen im subepithelialen Ileum in Prozent (ange-

geben als Mittelwert £ Standardabweichung).

Innerhalb der Patientengruppen mit einer Darmentziindung waren zwischen 4,8 und
5,8 % aller Zellen in der Lamina propria Defensin-positiv fiir a5, zwischen 3,8 und
4,6 % positiv fiir a6 sowie zwischen 2,7 und 6 % positiv fiir 52. Im Hinblick auf 52
fiel auf, dass Morbus Crohn-Patienten unter Kortison-Therapie eine doppelt so hohe Menge
an Defensin-positiven Zellen aufwiesen wie Mesalazin-therapierte Patienten oder solche mit
einer Kombinationstherapie aus Kortison und Azathioprin. Auch im Vergleich zur Grup-
pe der Appendizitispatienten war die F2-Menge bei den Morbus Crohn-Patienten unter
Kortison-Therapie etwa um die Hélfte hoher.

Demgegeniiber verfiigte die Kontrollgruppe iiber eine deutlich geringere Menge an Defensin-
positiven Zellen. Diese lag zwischen 0,6 und 2,9 %, wobei ab-positive Zellen mehr als viermal

héufiger auftraten als a6- oder (2-positive.

Mit Hilfe von Varianzanalysen wurde in weiteren Schritten gepriift, ob das Patienten-
alter, die Erkrankungsdauer sowie das Geschlecht als mogliche Confounder einen Einfluss
auf die erhaltenen Mengenverteilungen der Defensin-positiven Zellen und der Immunzellen
haben. Es konnten jedoch keine nennenswerten Zusammenhénge festgestellt werden (fiir alle

Zellmengen p > 0,05).
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Abbildung 4.4: POD-Farbung mit Anti-Defensin als Primérantikorper, Lichtmikroskopie,
20fache Vergroflerung. Eine Antigen-Antikorper-Bindung stellt sich nach
Peroxidase-Reaktion braun dar. Der Pfeil markiert die in den Krypten liegen-
den Panethzellen. a ] Negativkontrolle bei akuter Appendizitis, b | Negativkontrolle
bei MC (Prednisolon + AZA), ¢ | &b bei MC (Prednisolon), d | a6 bei MC (Prednisolon),
e | ab bei akuter Appendizitis, f | a6 bei akuter Appendizitis, g | a5 bei Kontrolle, h |
a6 bei Kontrolle.
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a :- f

Abbildung 4.5: Immunfluoreszenzfarbung mit Anti-Defensin als Primérantikorper und Cy2
als Sekundéarantikorper, Fluoreszenzmikroskopie, 20fache VergroBerung. Eine
Antigen-Antikorper-Bindung fluoresziert griin. a | Zellkernfirbung mit DAPI, b
] Negativkontrolle bei MC (Prednisolon), ¢ | 52 bei MC (Mesalazin), d | a6 bei MC
(Prednisolon), e | 52 bei akuter Appendizitis, f | a6 bei akuter Appendizitis (100x), g |

(2 bei Kontrolle, h ] a6 bei Kontrolle.
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Abbildung 4.6: Boxplots zur Menge Defensin-positiver Zellen; Streudiagramme mit linearer

Regressionsgerade fiir ab-, a6- und [2-positive Zellen in Abhéngigkeit vom

histologischen Entziindungsgrad.
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4.4 Unterschiede im Verteilungsmuster
Defensin-positiver Zellen

In den folgenden Schritten wurden nun statistische Untersuchungen zur Menge der Defensin-
positiven Zellen im subepithelialen Ileum zwischen den verschiedenen Patientengruppen

durchgefiihrt.

4.4.1 Vergleich zwischen entziindetem und nicht entziindetem

Darmgewebe

Zunéchst wurde gepriift, ob es signifikante Unterschiede der Menge an Defensin-positiven
Zellen im Ileum in Abhéngigkeit vom Vorliegen einer Entziindung gibt. Als Unterschei-
dungskriterium zwischen ,entziindetem® und , nicht entziindetem® Darmgewebe wurde der

histologische Entziindungsgrad herangezogen (siehe Kapitel 4.1).

ab+ ab+ B2+
Rho 0,512 0,681 0,653
p <0,001 <0,001 <0,001

Tabelle 4.5: Korrelation — zwischen  Defensin-positiven  Zellen und  histologischem
Entziindungsgrad (Rho = Korrelationskoeffizient nach Spearman, p = Irrtums-

wahrscheinlichkeit).

Aus obiger Tabelle ist ersichtlich, dass die Menge der Defensin-positiven Zellen in der
Lamina propria mit dem Grad der Entziindung des jeweiligen Gewebes stark positiv kor-
relierte, das heifit ein erhohter Entziindungsgrad anhand des zugewiesenen Punktewertes
ging mit einer erhohten Menge an Defensin-positiven Zellen einher. Geringer entziindetes
Gewebe wies demzufolge eine geringere Defensinzellmenge auf. In Abbildung 4.6 sind die

Zusammenhénge in Form von Streudiagrammen graphisch dargestellt.

Es erfolgte weiterhin die Untersuchung auf Zusammenhénge zwischen den verschiede-
nen Defensin-positiven Zellen und den untersuchten Immunzellen untereinander. Auch hier

zeigten sich hoch signifikante Korrelationen (siehe Tabelle 4.6).
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ab+ ab+ B2+ | CD4+ | CD8+ | CD68+
ab+ Rho . 0,536 0,442 0,535 0,500 0,418
p <0,001 | 0,002 | <0,001 | <0,001 | 0,004
ab+ Rho || 0,536 . 0,801 0,633 0,645 0,747
p || <0,001 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001
B2+ Rho || 0,442 0,801 . 0,605 0,585 0,639
p || 0,002 | <0,001 <0,001 | <0,001 | <0,001
CD4+ Rho | 0,535 0,633 0,605 ) 0,733 0,628
p || <0,001 | <0,001 | <0,001 <0,001 | <0,001
CD8+ Rho | 0,500 0,645 0,585 0,733 . 0,752
p || <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 <0,001
CD68+ Rho | 0,418 0,747 | 0,639 0,628 0,752 .
p || 0,004 | <0,001  <0,001 | <0,001 | <0,001

Tabelle 4.6: Korrelationen zwischen den untersuchten Zellen untereinander (n = 46, Rho =

Korrelationskoeffizient nach Spearman, p = Irrtumswahrscheinlichkeit).

Insgesamt konnte festgestellt werden, dass je hoher die Menge Defensin-positiver Zellen
in der Lamina propria war, sich auch umso mehr Immunzellen in dieser Gewebeschicht
fanden. Das heif$t, je mehr CD4-positive Zellen vorhanden waren, umso mehr CDS8- und
CD68-positive waren nachweisbar und je mehr Zellen a5-positiv waren, umso mehr a6- und

(2-positive konnten detektiert werden.

Im folgenden Schritt wurde ermittelt, ob sich die Kontrollgruppe, in der sich definiti-
onsgemaf Patienten mit gesundem Darmgewebe befanden, beziiglich der Menge Defensin-
positiver Zellen in der Lamina propria von den Patientengruppen mit einer Darmentziindung
(Morbus Crohn und Appendizitis) unterschied. Den Boxplots in Abbildung 4.6 ist bereits
zu entnehmen, dass die Kontrollgruppe fiir alle untersuchten Defensine die geringste Menge
an positiven Zellen aufwies.

Fiir die Priifung dieses Zusammenhangs auf Signifikanz wurden zunéchst alle Patienten mit
einer Darmentziindung zu einer Gruppe zusammengefasst, unabhéingig davon, ob eine akute
oder eine chronische Darmerkrankung vorlag. Es stellte sich heraus, dass die Menge an ab-,

a6- und [2-positiven Zellen bei Patienten der Kontrollgruppe hoch signifikant (p < 0,01)
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niedriger war als bei Patienten mit einer Darmentziindung (siehe Tabelle 4.7).

Auch die Aufsplittung der Patienten mit einer Darmentziindung in die vorab vorhandenen
Untergruppen (Morbus Crohn-Patienten unter Mesalazin-Therapie, Kortison-Therapie und
Kortison-Kombinationstherapie mit Azathioprin sowie Appendizitispatienten) ergab eine
jeweilige hoch signifikante (p < 0,01) Unterscheidung von der Kontrollgruppe beziiglich der

Mengen Defensin-positiver Zellen.

4.4.2 Vergleich zwischen akuter und chronischer Darmentziindung

Es folgte nun die Priifung auf Unterscheidung der Mengen Defensin-positiver Zellen zwischen
akuter (Appendizitis) und chronischer (Morbus Crohn) Darmentziindung. Auch hier wurden
zunéchst die Patienten mit Morbus Crohn unabhéngig von ihrer erhaltenen medikamenttsen
Therapie zu einer Gruppe zusammengefasst (Tabelle 4.7).

Alle p-Werte lagen oberhalb der Grenze von 0,05, was somit keine Differenzierung zwischen
den beiden Stichproben zulie. Auch im Subgruppenvergleich, das heifit bei Betrachtung der
einzelnen Morbus Crohn-Patientengruppen im Vergleich zur Gruppe der Appendizitispati-

enten, wurden keine signifikanten p-Werte erreicht.

ab+ ab+ B2+ ab+ ab+ B2+
Z -2,672 -4,500 -4,431 Z -0,956 -1,204 -0,248
p 0,008 < 0,001 < 0,001 p 0,339 0,229 0,804

Tabelle 4.7: Links: Mann-Whitney-U-Test Darmentziindung versus Kontrolle, rechts: Mann-
Whitney-U-Test akute versus chronische Darmentziindung (p = Irrtumswahrschein-
lichkeit).

4.4.3 Vergleich von Morbus Crohn-Patienten unter verschiedenen

medikamentosen Therapien

Bei Betrachtung der drei Morbus Crohn-Therapiegruppen untereinander ist schon anhand
der Boxplots (Abbildung 4.6) ersichtlich, dass die Mittelwerte der Mengen Defensin-positiver
Zellen dhnlich sind. Der Mann-Whitney-U-Test bestétigte, dass bis auf (2-Defensin kei-

ne signifikanten Gruppenunterschiede zu ermitteln waren, demzufolge alle p-Werte deutlich
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iitber der Grenze von 0,05 lagen. Lediglich fiir 52-Defensin zeigte sich eine signifikant hchere
Menge positiver Zellen bei Patienten unter Prednisolon-Therapie im Vergleich zu Mesalazin-
therapierten Patienten (Z =-2,531, p = 0,011) sowie solchen mit einer Kombinationstherapie

aus Prednisolon und Azathioprin (Z = -2,428, p = 0,015).

4.5 Defensin-positive Immunzellen

Korrelative Zusammenhénge zwischen den Mengen Defensin-positiver Zellen mit den Immun-
zellen wurden bereits in Kapitel 4.4.1 besprochen. Bei Betrachtung der Ergebnisse entsteht
dabei die interessante Frage, ob es sich bei Defensin-positiven Zellen und Immunzellen in der
Lamina propria um verschiedene Zellspezies handelt oder ob sich die jeweils untersuchten
Immunzellen (T-Helferzellen, zytotoxische T-Zellen, Makrophagen) selbst Defensin-positiv
darstellen. Da alle Farbungen in Doppelimmunfluoreszenztechnik angefertigt wurden, konn-
ten mit Hilfe eines Bildbearbeitungsprogramms am Rechner Uberlagerungsbilder von allen
einzelnen Ausschnittsaufnahmen der Defensin-positiven Zellen (griin) mit den entsprechen-
den Ausschnittsaufnahmen der jeweiligen Immunzellen (rot) erstellt werden. Zellen, die in
Defensin- und in Immunzellfarbung positiv sind, stellen sich auf den Bildern gelb bis orange
dar.

Abbildung 4.7 zeigt Beispiele von erstellten Uberlagerungsbildern. Es ist ersichtlich, dass
durchaus Defensin-positive Immunzellen in der Lamina propria vorkommen. Eine positi-
ve Doppelimmunfluoreszenzfarbung zeigte sich fiir alle drei untersuchten Immunzellspezies
(T-Helferzellen, zytotoxische T-Zellen, Makrophagen), und zwar jeweils fiir a5, a6 und (2.
Prozentuale Mengen beziehungsweise gar Mengenunterschiede zwischen den Gruppen wur-

den aufgrund der geringen Fallzahlen und der sensiblen Methodik nicht bestimmt.
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Abbildung 4.7: Beispiele fiir Uberlagerungsbilder, Immunfluoreszenzfirbung, al-4 konfoka-

le Lasermikroskopie, b-e Fluoreszenzmikroskopie. griin = Defensin-positive
Zelle, rot = Immunzelle, gelb/orange = Defensin-positive Immunzelle, blau
= Zellkern. al-a4 | 32 und CD4 bei MC (Prednisolon), 100x. 1) Defensinfirbung,
2) Immunzellfirbung, 3) Zellkernfirbung, 4) Uberlagerung aller drei Fiirbungen, b | a6
und CD68 bei MC (Prednisolon), 20x, ¢ | &5 und CD8 bei MC (Prednisolon), 100x,
d | a5 und CD4 bei MC (Prednisolon), 40x, e | a6 und CD8 bei MC (AZA), 40x.
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4.6 Zusammenhinge der untersuchten Zellen im Ileum
mit verschiedenen Blutwerten

Als letzter Schritt wurde untersucht, ob es korrelative Zusammenhénge zwischen der
Menge Defensin-positiver Zellen beziehungsweise Immunzellen im Ileum und verschiede-
nen Blutwerten gibt. Das Augenmerk wurde hierbei auf Hamoglobin, Leukozytenzahl,
Thrombozytenzahl und die aktivierte partielle Thromboplastinzeit gelegt. Die vendsen
Blutentnahmen waren maximal 24 Stunden vor der jeweiligen Operation erfolgt. Die ge-

mittelten Werte sind aus Tabelle 4.8 ersichtlich sowie in Abbildung 4.8 graphisch dargestellt.

Hb (m) Hb (w) Leukos Thrombos apTT

[14 - 18] [12 - 16] [4 - 10] [150 - 400] [26 - 40]
MC - M 13,57 £ 1,66 | 11,85 £ 3,22 | 9,64 £ 3,50 | 408,50 £ 205,93 | 35,79 &+ 6,49
MC - P 13,70 £ 1,85 | 12,50 £ 1,19 | 15,14 £ 5,01 | 370,22 £ 131,69 | 33,70 &+ 4,06
MC - A+P || 11,60 £+ 2,51 | 11,16 &+ 3,33 | 8,63 £ 3,53 | 397,22 £ 74,72 | 33,31 £ 5,05
App 14,50 = 1,22 | 12,73 & 0,84 | 10,07 £ 3,72 | 243,22 + 44,21 | 34,89 & 2,86
Ko 12,20 £2,12 | 12,58 £ 1,82 | 6,90 & 1,27 | 373,78 + 130,69 | 33,20 & 2,97

Tabelle 4.8: Prioperative Blutwerte: Hamoglobin in g/dl, Leukozytenzahl in n/nl, Throm-
bozytenzahl in n/nl, aktivierte partielle Thromboplastinzeit in s (angegeben als

Mittelwert + Standardabweichung, Referenzbereiche in eckigen Klammern).

Es ist zu erkennen, dass die Leukozyten bei den M. Crohn-Patienten unter Prednisolon-
Therapie prioperativ im Mittel deutlich erhoht waren. Die Himoglobin-Werte! bei den M.
Crohn- sowie den Darmtumorpatienten (Kontrolle) bewegten sich am unteren Grenzwert,
was durch Schleimhautblutungen zu erkléren ist.

Uber alle Gruppen hinweg korrelierte lediglich die Leukozytenzahl im Blut positiv mit dem
histologischen Entziindungsscore sowie der Mengen CD4-, CDS8- und CD68-positiver Zellen
in der Lamina propria des Ileums. Daneben zeigten sich auch hoch positive Korrelationen

mit den Mengen ab-, ab6- und [2-positiver Zellen. Die Zusammenhénge veranschaulicht

! Hier erfolgte nochmals eine Auftrennung nach Geschlecht, da unterschiedliche Referenzbereiche fiir weib-

liche und ménnliche Patienten existieren.
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Abbildung 4.9.
Fiir Hamoglobin, die Thrombozytenzahl und die partielle Thromboplastinzeit lagen bei der
Uberpriifung auf Zusammenhéinge mit den untersuchten Zellen im subepithelialen Ileum

alle p-Werte oberhalb der Grenze von 0,05.

HEG | a5+ a6+ B2+ CD4+ | CD8+ CD68+
Rho 0,524 | 0,401 | 0,514 0,509 0,352 0,301 0,392
p <0,001 | 0,006 = <0,001 | <0001 | 0,017 0,042 <0,007

Tabelle 4.9: Korrelation zwischen Blutleukozyten und histologischem Entziindungsgrad
[HEG], Defensin-positiven Zellen und Immunzellen (Rho = Korrelationskoeffizient

nach Spearman, p = Irrtumswahrscheinlichkeit).

Eine Aufsplittung in die Subgruppen erschien anhand der Fragestellung und der Stichpro-

bengrofien nicht sinnvoll.
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und Immunzellen im Ileum in Abhéngigkeit von Leukozyten im peripheren

Blut.



5 Diskussion

Obwohl der Morbus Crohn schon vor iiber 100 Jahren erstbeschrieben wurde, ist seine Patho-
genese bis heute noch immer unklar. Neben genetischen Dispositionen werden auch bestimm-
te Umweltfaktoren als wesentliche &tiologische Ursachen angenommen. In der Konsequenz
entsteht schlielich ein dysreguliertes mukosales Immunsystem, welches sich durch eine iiber-
schieBende Abwehrreaktion auf die endogene Bakterienflora und somit eine gestérte Darm-
gewebshomoostase auszeichnet [42, 63]. Mit Entdeckung der Defensine Anfang der Achtziger
Jahre ergaben sich neue Ansatzpunkte im Verstindnis der Immunabwehr an Grenzflachen
und damit auch der intestinalen Mukosa. Defensine leisten als antimikrobielle Peptide einen
wichtigen Beitrag zur Aufrechterhaltung der mukosalen Barrierefunktion. Als Teil des an-
geborenen Immunsystems sind sie in der Lage, direkt Mikroben abzuwehren, aber auch
Immunzellfunktionen zu regulieren [4, 12, 18, 64]. Anhand ihrer Struktur werden die hu-
manen Defensine in Alpha- und Beta-Defensine unterschieden. Die Alpha-Defensine a5 und
a6 werden konstitutiv hauptséchlich von Panethzellen der Ileumschleimhaut exprimiert [79)].
Die Expression von Beta-Defensinen erfolgt auf Organoberflichen, im Darm vorrangig von
intestinalen Epithelzellen. Eine besondere Eigenschaft von 32 stellt die Induzierbarkeit un-
ter entziindlichen Bedingungen dar. Im gesunden Darm ist 52 dagegen nur in sehr geringer

Menge vorhanden [28, 29, 70].

5.1 Defensinvorkommen im subepithelialen Ileum

Da sich die Hauptauseinandersetzung des intestinalen Immunsystems mit den verschiedenen
Darmkeimen vorrangig an der Schleimhautoberfliche abspielt, liegen zahlreiche in vitro- wie
in vivo-Studien zur Expression von Defensinen im Darmepithel vor (siehe folgende Kapi-
tel). Es existieren allerdings bisher kaum Studien, die sich mit der Defensinexpression in

subepithelialen Darmwandschichten beschéftigt haben. Aus diesem Grund lag der Fokus der
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vorliegenden Doktorarbeit auf der Betrachtung der Lamina propria, der Zellschicht, die sich
dem Epithel unmittelbar anschlieft und sich hauptséachlich aus retikuldrem Bindegewebe und
immunkompetenten Zellen zusammensetzt. In ihr befinden sich auch die Nodi lymphatici ag-
gregati, Ansammlungen von Sekundérfollikeln, die als Peyer-Plaques bezeichnet werden.

Im Rahmen der Studie wurde zunéchst untersucht, ob Defensine in den subepithelialen
Schleimhautschichten des Ileums iiberhaupt vorkommen. Hierfiir wurden immunhistochemi-
sche Verfahren (POD-Féarbung, Immunfluoreszenzfarbung) verwendet, bei welchen die unter-
suchten Proteine durch indirekte Antikérpermarkierung sichtbar gemacht wurden. Es konnte
gezeigt werden, dass die Defensine ab, a6 und 52 auch in der Lamina propria des Ileums
aufzufinden sind. Defensin-positive Zellen konnten dabei sowohl im Ileum von Kontrollpa-
tienten als auch bei Patienten mit einer Darmentziindung (Appendizitis, Morbus Crohn)

mikroskopisch detektiert werden.

5.1.1 Defensin-positive Zellen unter entziindlichen Bedingungen

Die vorliegende Arbeit beschéftigte sich mit dem Morbus Crohn, welcher zu den chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen zahlt. Wenngleich sich die Krankheit per definitionem
durch ein chronisches Entziindungsgeschehen auszeichnet, sind auch rezidivierende akute
Exazerbationen fiir den Krankheitsverlauf typisch. Als vergleichende akute Entziindung
wurde die Appendizitis herangezogen, da die Appendix einen dhnlichen Wandaufbau wie
das terminale Ileum aufweist. Um beziiglich der untersuchten Defensine Gruppenvergleiche
durchfithren zu koénnen, wurden mit Hilfe von Immunfluoreszenzfirbungen die Defensin-
positiven Zellen fiir alle Gruppen quantifiziert und anschlieend auf die Gesamtzellzahl
normiert.

Insgesamt konnte eine erhéhte Menge Defensin-positiver Zellen im subepithelialen Ileum
unter entziindlichen Bedingungen eruiert werden. Dabei zeigte sich ein signifikanter Anstieg
der Menge mit dem Grad der Entziindung (ermittelt durch histopathologische Beurteilung
der Schleimhaut und Vergabe eines Punktewertes zwischen 0 und 4), und zwar unabhéngig
vom untersuchten Defensin und unabhéngig davon, ob es sich um eine akute oder eine
chronische Darmentziindung handelte. Da die Lymphozyten der Lamina propria Effektor-
zellen darstellen, die auf Entziindungszustéinde an der epithelialen Grenzflache reagieren,

ist anzunehmen, dass bei einer Hochregulierung der Defensinexpression im Epithel auch die
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in den darunterliegenden Schichten vorkommenden Defensine vermehrt exprimiert werden.
Aufgrund der in dieser Arbeit verwendeten Methodik kann allerdings lediglich eine Aussage
iitber die Anzahl Defensin-positiver Zellen getroffen werden, nicht jedoch iiber die absolute
Defensinmenge. Auch kann nicht differenziert werden, ob die angefarbten Zellen die Defen-
sine nur oberflachlich binden oder diese auch exprimieren.

Es wurde weiterhin nachgewiesen, dass bei einem Morbus Crohn in der ilealen Lamina
propria dhnliche Mengen an ab-, a6- und 2-positiven Zellen vorkommen wie in der Lamina
propria der Appendix vermiformis bei akuter Appendizitis. Da Defensine im Darm nicht nur
spezifisch fiir einen Morbus Crohn gelten, sondern als Antwort auf jegliche Entziindungs-
vorgéinge exprimiert werden, erscheint dieses Ergebnis durchaus plausibel, wenngleich bei
einer akuten Darmentziindung hohere Mengen Defensin-positiver Zellen zu erwarten gewesen
wéren als bei einer chronischen Darmentziindung. Kritisch zu betrachten ist allerdings, dass
die Appendizitis-Patienten in ihren Resektaten entgegen der Erwartung eine verhéltnisméfig
geringe Entziindungsaktivitit zeigten (der gemittelte Entziindungsgrad der Patientengruppe

betrug 1). Sie kénnen somit nicht als reprisentativ fir eine akute Entziindung gelten.

Zahlreiche Arbeitsgruppen haben sich im Laufe der letzten Jahre mit der Defensinex-
pression in verschiedenen Epithelien des Magen-Darm-Traktes unter entziindlichen Bedin-
gungen beschiftigt. So wurde bei Neugeborenen mit nekrotisierender Fasziitis [73] sowie bei
Entziindungen im weiblichen Geschlechtstrakt [74] eine vermehrte a5-Expression aufgezeigt.
Eine stark erhohte Expression von a5 und a6 fand sich auch im Duodenum bei Patienten
mit aktiver Zoliakie, jedoch nicht bei Patienten mit Zoliakie in Remission [79]. Beta-Defensin
2 fand sich hochreguliert bei Helicobacter pylori-induzierter Gastritis [75], bei natiirlichen
Abschiirfwunden im Mundhohlenbereich [76, 77| sowie im Peritoneum von Patienten mit
chronischer und akuter Appendizitis [78]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich
die Expression von Alpha- und Beta-Defensinen durch bakterielle Stimuli beziehungsweise
durch proinflammatorische Mediatoren (TNF-a, I1-13) induzieren ldsst. Dieser Nachweis
gelang fiir die Panethzelldefensine a5 und a6 im Mausmodell [17], fiir 52 in Versuchen an
Kolonepithelzelllinien [28, 29].

Auch bei den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen gilt heute als gesichert, dass

die Menge der Defensine verdndert ist. So konnten bei der Colitis ulcerosa sowie beim
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Morbus Crohn mit Kolonbeteiligung eine Uberexpression von a5 und a6 durch metaplasti-
sche Panethzellen im Kolonepithel nachgewiesen werden [13, 70, 81, 82]. Im Ileumepithel
von Patienten mit Morbus Crohn zeigte sich dagegen eine im Vergleich zur Kontrolle
gleichbleibende Expression der Panethzelldefensine [70]. Wehkamp et al. wiesen sogar eine
verminderte Expression nach [72]. Beziiglich 52 wurde fiir die Colitis ulcerosa mehrfach eine
starke Hochregulation im Dickdarmepithel gezeigt [83]. Auch in entziindeten Kolonbiopsien
von Morbus Crohn-Patienten gelang der Nachweis einer G2-mRNA-Vermehrung, die sich
jedoch in nicht-entziindeten Arealen nicht bestétigte [28, 53, 70].

Der Morbus Crohn wird heute hiufig als Defensinmangel-Syndrom bezeichnet [36, 71],
wobei unterschieden wird zwischen einem defekten Alpha-Defensinsystem bei ilealem Mor-
bus Crohn und einer fehlerhaften Induktion von Beta-Defensinen bei Morbus Crohn mit
Manifestation im Kolon [65, 67, 72, 80]. Ein Teil der Patienten weist eine Mutation im
NOD2/CARD15-Gen auf, welches fiir den intrazelluliren Rezeptor NOD2 kodiert, der zur
Erkennung bestimmter Bakterienwandprodukte notwendig ist. Es wurde nachgewiesen,
dass ein NOD2-Defekt zu einer eingeschrinkten Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NFxB und damit zu einer reduzierten [32-Ausschiittung fiithrt (siehe Kapietel 1.2.2). Dies
erklart die deutlich geringer ausgepridgte Hochregulation von (32 bei Morbus Crohn im
Vergleich zur Colitis ulcerosa, bei der diese Mutation nicht gehauft auftritt. Ein moglicher
Zusammenhang zwischen einem NOD2-Defekt und dem ilealen Alpha-Defensinmangel bei
M. Crohn-Patienten wird derzeit kontrovers diskutiert [66, 84], ebenso die Anzahl der
Alpha-Defensin exprimierenden Panethzellen im Ileum. Simms et al. konnten belegen, dass
im Ileum von Morbus Crohn-Patienten durch den entziindungsbedingten Epithelschaden
auch ein Panethzellverlust vorliegt [84]. Andere Studien wiederum zeigten, dass die Menge
der Panethzellen im Vergleich zum gesunden Ileum unveréndert ist [72, 85]. Es ist also
weiterhin unklar, ob die Panethzellen beim Vorliegen eines Morbus Crohn durch bisher noch
unbekannte Mechanismen weniger Defensine exprimieren als im gesunden Zustand oder ob
die exprimierten Defensine eine Funktionseinschrankung aufweisen.

Einen wichtigen Erklarungsansatz lieferten wiederum Wehkamp et al. durch den Beweis der
Kopplung der Panethzelldefensinexpression an den Wnt/Tcf-4-Signalweg [86]. Wnt ist ein
Signalprotein, welches iiber eine komplexe Kaskade zur Hemmung des Abbaus von -Catenin

fithrt. §-Catenin ist in der Lage, durch Bindung an verschiedene Transkriptionsfaktoren
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(Tcf) Gene im Zellkern zu aktivieren. Tcf-4 ist einer dieser Transkriptionsfaktoren und gilt
als Schliisselmolekiil fiir die Panethzelldifferenzierung und die Expression der Panethzell-
defensine a5 und a6 [87, 88]. Fiir Morbus Crohn-Patienten wurden im Ileum verminderte
mRNA Level von Tcf-4 nachgewiesen, die mit der Reduktion der Alphadefensinexpression
korrelierten. Auflerdem konnte in Tcf-4-Knockout-Mausen direkt eine verminderte Paneth-

zelldefensinexpression gezeigt werden [86].

Bei Betrachtung der eigenen Ergebnisse und unter Einbezug der aktuellen Studienlage
wire zu diskutieren, dass bei Morbus Crohn-Patienten durch die fehlende Barrierefunk-
tion des intestinalen Epithels, geférdert durch den relativen epithelialen Defensinmangel,
vermehrt Keime in die subepithelialen Schichten eindringen und somit konsekutiv eine
verstiarkte Entziindungsreaktion in der Lamina propria ausgelost wird. Es wire denkbar,
dass es dort gegenregulatorisch zu einer Aktivierung oder sogar Proliferation von Zellen
(moglicherweise immunkompetenter Zellen) kommt, die in der Lage sind, Defensine zu
exprimieren. Moglich wére auBlerdem auch eine vermehrte Defensinbindung durch Zellen
der Lamina propria im Rahmen entziindungsinduzierter Signalkaskaden. Geht man davon
aus, dass die Defensinproduktion nur durch Zellen des Epithels erfolgt, die Defensine aber
subepithelial abgefangen werden, wire effektiv weniger Defensin im Epithel messbar, was
wiederum einen Defensinmangel suggeriert. Beide vorgestellten Hypothesen wiirden die
erhohten Mengen Defensin-positiver Zellen in der ilealen Lamina propria erkldaren, bediirfen

allerdings weiterfithrender Studien.

5.1.2 Defensin-positive Zellen bei Morbus Crohn unter

verschiedenen medikament6sen Therapien

Die medikamentose Therapie des Morbus Crohn setzt sich aus verschiedenen antiphlogisti-
schen, immunsuppressiven und immunmodulatorischen Substanzen zusammen und hat zum
Ziel, die aktive Entziindung zu kontrollieren, eine Remission zu induzieren und zu erhalten
sowie Komplikationen zu behandeln [89]. Durch die groe Variationsbreite in den Ansprech-
raten und Nebenwirkungen der einzelnen Wirkstoffe ist eine Therapie, in Abhéngigkeit vom

Befallsmuster und Schweregrad der Erkrankung, immer individuell festzulegen.



Diskussion 58

Wirkweise von Mesalazin

Mesalazin gehort zur Gruppe der Aminosalicylate und hat antiinflammatorische wie auch
immunsuppressive Wirkung. Durch Hemmung der Cyclooxygenase greift es in den Ara-
chidonséurestoffwechsel ein und inhibiert somit die Prostaglandin- und Leukotriensynthese
(89, 90]. Es ist auBerdem bekannt, dass Mesalazin in der Lage ist, freie Sauerstoffradikale
zu binden. Des Weiteren zeigt Mesalazin auch immunmodulatorische Aktivitéat, indem es
die Antikorperbildung von Plasmazellen sowie die Expression proinflammatorischer Zyto-
kine hemmt [91] und zusétzlich die Monozyten-, Lymphozyten- und Granulozytenfunktion
abschwécht [92]. Nachgewiesen wurde auch eine Inhibierung des Wnt/3-Catenin-Signalwegs
[93], was moglicherweise eine verminderte a-Defensinexpression durch Panethzellen zur Fol-
ge hat [86]. In Versuchen an Kolonepithelzelllinien untersuchten Witthoft et al. die Wirkung
verschiedener medikamentoser Substanzen auf die F2-Expression, darunter auch Sulfasala-
zin, welches eine Verbindung aus Mesalazin und Sulfapyridin darstellt. Sulfasalazin war dabei
nicht in der Lage, die #2-Hochregulation durch proinflammatorische Stimuli zu inhibieren
[94], obwohl es als NFxB-Antagonist bekannt ist [95]. Die Wirkung von Mesalazin auf die

(2-Expression wurde bisher nicht untersucht.

Wirkweise von Prednisolon

Prednisolon ist ein synthetisches Glukokortikoid mit einer ausgeprigten antiinflammatori-
schen, immunsuppressiven sowie antiallergischen Wirkung und findet einen breiten Einsatz
bei der Behandlung chronisch entziindlicher Darmerkrankungen. Das Wirkungsspektrum
lésst sich nicht auf einen Wirkmechanismus reduzieren, sondern ist vielgestaltig. So ist Pred-
nisolon ein potenter Hemmer der Leukotrien- und Prostaglandinsynthese und bewirkt durch
die Hemmung von NFxB [96] eine verminderte Expression proinflammatorischer Zytokine
wie IL-1, 2, 4, 5, 6, 8 oder IFN-vy [97, 98]. Da NFxB in Makrophagen und Epithelzellen
von entziindeter intestinaler Mukosa aktiviert ist [58], erklért das den raschen Wirkeintritt
in stark entziindetem Darmgewebe. Prednisolon verhindert weiterhin das Einwandern von
Leukozyten in geschidigte Gewebebereiche [89]. Es setzt auBerdem die Makrophagenakti-
vitat sowie die Permeabilitdt von Blutgefiflen herab.

Es konnte gezeigt werden, dass intrazelluldre Glukokortikoidrezeptoren in entziindeter Darm-

schleimhaut von CED-Patienten herunterreguliert sind, und zwar unabhéngig davon, ob bei
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den Patienten vorher eine Steroid-Therapie bestand oder nicht [99]. Es wird damit sug-
geriert, dass eine lokalisierte Darmentziindung keine systemische Herunterregulation der
Glukokortikoidrezeptoren nach sich zieht, was moglicherweise einen verminderten Schutz
gegen die Entziindungsaktivierung durch NFxB und somit eine Verstarkung der intestina-
len Entziindungssymptomatik zur Folge hat. Ein lokaler Glukokortikoidrezeptormangel bei
CED-Patienten wiirde aber auch bedeuten, dass verabreichte Glukokortikoide in der Darm-
schleimhaut eine geringere lokale Wirkung haben.

Eine NFxB-abhingige Regulation unter entziindlichen Bedingungen wurde auch fiir -
Defensin 2 im Darm nachgewiesen [28, 30]. Demzufolge miisste sich die [F2-Expression
durch Glukokortikoide inhibieren lassen. In Studien von Duits et al. konnte allerdings
gezeigt werden, dass Kortikoide keinen Einfluss auf die (2-Expression durch Bronchus-
epithelzellen und mononukledren Phagozyten hat [100]. Witthoft et al. demonstrierten so-
gar eine Verstidrkung der Expression von (32 durch Glukokortikoide [94]. Aus diesem Grund
werden mittlerweile andere 52-Aktivierungswege diskutiert, die NFxB-unabhéngig sind, bei-

spielsweise induziert durch MAP-Kinasen [101].

Wirkweise von Azathioprin

Die immunsuppressive Wirkung von Azathioprin beruht auf der Hemmung der zelluldren
und humoralen Immunabwehr. Azathioprin ist ein Derivat des 6-Mercaptopurins und als
solches purinantagonistisch wirksam. Es kommt dadurch zu einer fehlerhaften DNA- und
RNA-Synthese, was therapeutisch vorrangig zur Proliferationshemmung von Lymphozyten
genutzt wird. Des Weiteren ist Azathioprin in der Lage, die Apoptose von T-Zellen zu in-
duzieren. Dies wird durch die Blockade des G-Proteins Racl erreicht, welches normalerweise
CD28-abhéingig in einer komplexen Signalkaskade die T-Zellaktivierung und -inaktivierung
kontrolliert [48]. Auflerdem wird Azathioprin eine unspezifische antiphlogistische Wirkung
nachgesagt, wenngleich der Wirkmechanismus dafiir bisher nicht bekannt ist.

Es liegen aktuell keine Studien vor, die sich mit der Expression verschiedener Defensine in
der Darmschleinhaut unter Azathioprin-Therapie beschéftigt haben, nicht zuletzt, weil das
Wirkspektrum von Azathioprin einen Einfluss auf die mukosale Defensinexpression nicht

erwarten lasst.
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Vergleich der Mengen Defensin-positiver Zellen unter verschiedenen

Therapieschemata

In der vorliegenden Arbeit wurden Defensin-positive Zellen in der ilealen Lamina propria
von Morbus Crohn-Patienten quantifiziert. Dabei wurden Patienten mit drei unterschiedli-
chen Therapieschemata betrachtet, wobei die erste Patientengruppe préoperativ Mesalazin
erhalten hatte, die zweite Gruppe Prednisolon und die dritte Gruppe eine Kombinations-
therapie aus Prednisolon und Azathioprin. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen Morbus Crohn-Therapiegruppen hinsichtlich der Mengen a5-
und ab-positiver Zellen. Beziiglich 32 konnte bei Patienten unter Prednisolon-Therapie
eine erhohte Anzahl Defensin-positiver Zellen im Vergleich zu Mesalazin-therapierten Pa-
tienten und solchen unter einer Kombinationstherapie aus Prednisolon und Azathioprin
festgestellt werden. Da die Mengen Defensin-positiver Zellen bei unbehandelten Morbus
Crohn-Patienten nicht bekannt sind und im Rahmen der Studie auch nicht untersucht wur-
den, bleibt unklar, ob die erhaltenen Mengen unter medikamentoser Therapie im Vergleich
zum Zeitpunkt vor der Behandlung erhoht, gleich oder vermindert sind. Auch kann auf-
grund der Methodik keine Aussage dariiber getroffen werden, ob die Verdnderungen der
Mengen Defensin-positiver Zellen auf die Erkrankung selbst oder auf das jeweilige The-
rapeutikum zuriickzufiihren sind. Da Mesalazin im Anfangsstadium der Erkrankung be-
ziehungsweise bei leichter Entziindungsaktivitit eingesetzt wird, im Gegenzug dazu Pred-
nisolon bei schwerer Entziindungsaktivitdt beziehungsweise im akuten Schub, kénnen die
Ergebnisse ein Indiz darauf sein, dass sich die Unterschiede der Mengen [32-positiver Zel-
len beziiglich dieser Patientengruppen durch eine unterschiedliche Entziindungsaktivitit er-
klaren lassen. Auch ist es moglich, dass die operierten Studienpatienten unter alleiniger
Prednisolon-Therapie steroidrefraktdr waren und somit deutlich schwerere Entziindungs-
zustdnde im Darm aufwiesen. Wenngleich dies eine naheliegende Begriindung ist, konn-
te die durchgefiihrte histopathologische Entziindungsgradbestimmung diese Annahme nicht
bestétigen, da sich im M. Crohn-Gruppenvergleich dhnliche Entziindungsaktivitdten zeigten.
Die nachgewiesene Vermehrung der Mengen (32-positiver Zellen unter Prednisolon-Therapie
unterstiitzt aber auch die Hypothese, dass Glukokortikoide neben der von Witthoft et al.
nachgewiesenen Verstdrkung der (2-Expression unter entziindlichen Bedingungen [94] da-

bei auch die Proliferation von Zellen in der ilealen Lamina propria anregen, die in der
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Lage sind, Defensine zu exprimieren beziehungsweise zu binden. Allerdings wurde die [32-
Expression unter Glukokortikoid-Einfluss im Darm bisher lediglich an Kolonepithelzelllinien
untersucht. Ob die dabei gewonnen Ergebnisse auch auf den menschlichen Dickdarm {iber-
tragbar sind, miissen weiterfithrende Studien klédren. Es ist weiterhin anzunehmen, dass die
(2-Expression in der Diinndarmschleimhaut anders durch Glukokortikoide beeinflusst wird
als in der Dickdarmschleimhaut, da auch im gesunden Darm die Defensinexpressionsmuster

zwischen Diinndarm und Dickdarm deutlich unterschiedlich sind [79].

5.2 Defensin-positive Immunzellen im subepithelialen
Ileum

Die Lamina propria mucosae ist eine geféf- sowie nervenreiche Schleimhautschicht und bein-
haltet neben retikuldrem Bindegewebe viele immunkompetente Zellen, deren Hauptaufgabe
es ist, den Korper durch den kontrollierten Ablauf von Entziindungsvorgéngen vor patholo-
gischen Keimen zu schiitzen und Keime der kommensalen Darmflora zu tolerieren. Neben T-
und B-Lymphozyten, die den grofiten Zellanteil ausmachen, finden sich hier auch Makropha-
gen und Mastzellen. Charakteristisch ist die Formation von Lymphfollikeln, bei denen sich
zahlreiche immunkompetente Zellen auf engem Raum zirkuldr anordnen und durch Bildung
sogenannter Keimzentren eine Entziindungsreaktion vom restlichen Gewebe abschirmen.

Entziindungszellen miissen in der Lage sein, mit der jeweiligen Organgrenzfliche und auch
untereinander zu kommunizieren, um die in Gang gesetzten Vorgénge und Kaskaden gezielt
steuern zu konnen. Dies geschieht durch die Ausschiittung und Bindung von Botenstoffen,
insbesondere den Zytokinen (siehe auch Kapitel 1.1.2). Auch Defensine kénnen immunmo-
dulatorisch wirksam sein [4, 12, 18, 64]. Bisher ging man jedoch davon aus, dass Defensine
ausschliellich in der Epithelschicht exprimiert werden und auch dort ihre Wirkung entfalten.
Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass auch in der Lamina propria Defensine nachweisbar
sind. Ob diese von den lokal anséssigen immunkompetenten Zellen exprimiert werden oder
aber von epithelial in die Lamina propria gelangen, konnte dabei nicht geklart werden. Bisher
wurde eine lokale Expression fiir den Darm noch nicht beschrieben. Bekannt ist eine Expres-
sion von [-Defensin 2 durch dermale Makrophagen sowie Alveolarmakrophagen [102, 103],

weiterhin findet sich eine a-Defensinexpression durch Makrophagen und vJ-T-Zellen erwahnt
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[104]. Es ist daher durchaus moglich, dass auch intestinale Makrophagen und a/-T-Zellen
(zu welchen T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen zdhlen) zur Defensinexpression in der
Lage sind. Unter welchen Bedingungen und in welchem Ausmafl dies geschieht, ist derzeit
rein spekulativ.

Wie bereits in Kapitel 5.1 erwidhnt, kann neben der Defensinexpression auch eine Defensin-
bindung fiir den Nachweis Defensin-positiver Zellen in der Lamina propria verantwortlich
sein. Es wurde in vielen Studien ein chemotaktisches Verhalten der Defensine nachgewiesen.
So haben -Defensine chemotaktische Eigenschaften auf dendritische Zellen und T-Gedécht-
niszellen [38], a-Defensine auf Makrophagen, Mastzellen, dendritische Zellen und T-Zellen
[24, 25, 27]. Gezeigt wurde auch eine spezifische Bindung von a-Defensinen an den CD4-
Rezeptor auf T-Zellen im Zusammenhang mit dem Primérschutz bei HIV-Infektionen [26].
In Anbetracht der Tatsache, dass sich in der Lamina propria der Hauptteil der Entziindungs-
reaktion abspielt, ist anzunehmen, dass Defensinbindung zur interzellularen Kommunikation
dort ein haufig auftretendes Phanomen darstellt. Eine kumulative zelloberfliichliche Prote-
inbindung, die zum fluoreszenzmikroskopisch nachweisbaren Bild einer Defensin-positiven
Zelle fiihrt, ist also eine weitere wahrscheinliche Erklarungsmoglichkeit fiir die beschriebe-

nen Ergebnisse.

5.3 Korrelation zwischen Defensin-positiven Zellen der
ilealen Lamina propria und Blutleukozyten

Im Rahmen der Untersuchungen konnten positive Zusammenhinge zwischen den ab-, a6-
und (2-positiven Zellen in der ilealen Lamina propria mit den Leukozyten im préaoperativ
untersuchten Patientenblut festgestellt werden. In der Routinediagnostik wird die Menge an
Blutleukozyten pro Nanoliter (neben anderen Parametern wie dem C-reaktiven Protein oder
dem Procalcitonin) als Marker fiir das Ausmaf} einer Entziindungsreaktion eingesetzt, wobei
eine erhohte Zellmenge eine verstiarkte Entziindungsreaktion anzeigt. Da im Rahmen dieser
Arbeit aulerdem evaluiert werden konnte, dass die Menge an Defensin-positiven Zellen in
der ilealen Lamina propria mit dem Grad der Entziindung ansteigt, erscheinen die beschrie-
benen Zusammenhénge zwischen Defensin-positiven Zellen und Blutleukozyten in jedem Fall

plausibel.
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5.4 Fehlerbetrachtung und Ausblick

e Bei der vorliegenden Doktorarbeit handelt es sich um eine Pilotstudie, die sich zum
ersten Mal mit der Anzahl der Defensin-positiven Zellen im subepithelialen Ileum
beschéftigte. Die Testung von neun beziehungsweise zehn Patienten pro Gruppe hat
allerdings lediglich Stichprobencharakter. Kiinftige Studien sollten gréfiere Patienten-
kollektive wihlen. Auflerdem wiére es interessant, zusatzlich auch gezielt die Defen-
sinexpression zu evaluieren, da diese nicht mit der Menge Defensin-positiver Zellen
korrelieren muss. Die Farbebilder zeigen zwar in den meisten Féllen eine deutliche in-
razelluldre Akkumulation der untersuchten Defensine und lassen somit vermuten, dass
es sich um exprimierte Defensine handelt, den tatsdchlichen Nachweis dafiir kénnen

aber nur Versuche auf mRNA-Ebene, beispielsweise In-situ-Hybridisierung, liefern.

e Es wire weiterhin interessant, in kiinftigen Studien auch Kolonmukosa auf Defensin-
positive Zellen zu untersuchen. Ebenfalls sinnvoll erscheint es, Colitis ulcerosa-
Patienten vergleichend mit einzubeziehen. Auch wenn beide Krankheiten (Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa) zu den chronischen Erkrankungen zihlen, so verhalten
sie sich in Pathogenese, Manifestation, Verlauf und Behandlung vollig unterschiedlich.
Bei der Expression epithelialer Defensine wurden bereits deutliche Divergenzen nachge-
wiesen (siehe Kapitel 5.1.1). Es ist zu vermuten, dass sich auch hinsichtlich der Mengen

Defensin-positiver Zellen in der Lamina propria Unterschiede aufzeigen lassen.

e Immunhistochemie und Immunfluoreszenz sind trotz bestmoglicher Standardisierung
in der Durchfithrung relativ fehleranféllige Verfahren. Die Etablierung der Methodik
beinhaltet deshalb die Erkennung und bestmogliche Anpassung von potenziellen Ein-
flussfaktoren. Zu diesen zédhlen unter anderem die Fixierungsart und -dauer des Ge-
webes, die Vorbehandlungsmethoden der Priaparate, aber auch die Antikorperkonzen-
tration und Inkubationszeit sowie die Temperatur-, Luft- und Lichtverhiltnisse bei
der Antigen-Antikorper-Reaktion. Durch das Mitfiihren einer Positiv- und Negativ-
kontrolle in jedem Farbegang, wie in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt, kénnen
Unregelméfigkeiten in der Anordnung beziehungsweise im Ablauf aber gut kontrolliert

werden.

e Die Wellenldngenbereiche der verwendeten Sekundéarantikorper Cy™2 und Cy™3 lie-
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gen im Fluoreszenzspektrum relativ nah beieinander. Um Uberschneidungen im Grenz-

bereich beider Antikorper zu vermeiden, ist die Wahl enger Bandpassfilter wichtig.

e Die Wahl von Darmtumorpatienten als Kontrollgruppe war unumgénglich, da es nicht
moglich ist, von einem gesunden Patientenkollektiv Darmresektate zu erhalten. Bei
Tumorpatienten kommt es jedoch nicht selten zu einer Begleitentziindung im Tumor
angrenzenden Gebiet, wobei Defensinmengenverschiebungen auftreten konnen. Durch
die histopathologische Bestimmung des Entziindungsgrades konnen solche Effekte gut
erfasst werden. Fiir alle in der vorliegenden Arbeit eingeschlossenen Kontrollpatienten

wurde ein Entziindungsgrad unter 2 bestimmt.

e Die untersuchten Appendix-Proben wurden aus der Basis der entziindeten Appendices
entnommen. Da die akute Appendizitis im Normalfall in der Spitze der Appendix sitzt
beziehungsweise von apikal nach basal nachlésst, war der histologische Entziindungs-
grad der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Appendix-Proben vergleichsweise
niedrig. Proben aus der Appendixspitze hétten vermutlich hohergradige Entziindungen

gezeigt und somit vermutlich auch héhere Mengen an Defensin-positiven Zellen.

e Alle Morbus Crohn-Patienten wurden im akuten Schub operiert und wiesen somit eine
verstiarkte Entziindungsreaktion auf, unabhéngig von ihrer erhaltenen medikamentosen
Therapie. Es handelte sich also beim gewéhlten Patientenkollektiv héchstwahrschein-
lich um sogenannte ,, Therapieversager, was generelle Aussagen iiber die Wirksamkeit

beziehungsweise Unwirksamkeit des jeweiligen Medikaments deutlich erschwert.

e Die Expression von Oberflachenrezeptoren auf Zellen wird in der Immunhistochemie
zur Zelldifferenzierung eingesetzt. Wahrend CDS fiir zytotoxische T-Zellen und CD68
fiir Makrophagen charakteristisch ist, wird CD4 nicht nur auf T-Helferzellen exprimiert,

sondern auch auf Monozyten, Makrophagen und Granulozyten.

Die Pathogenese des Morbus Crohn ist ein bereits viel umforschtes, jedoch auch heute
noch zu einem groflen Teil unverstandenes Feld. Die Maoglichkeiten kurativ wirksamer
medikamentoser Therapieansitze sind daher noch in ferner Zukunft anzusiedeln. Unter
der Annahme einer multifaktoriellen Krankheitsgenese und auch durch die starken inter-

individuellen Unterschiede beziiglich der Krankheitsmanifestation erscheint der Einsatz
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allgemeingiiltig wirksamer Therapeutika sogar nahezu unwahrscheinlich. Viel mehr wird es
auch in Zukunft so sein, dass eine medikamenttse Therapie auf den individuellen Einzelfall
zugeschnitten sein muss und moglicherweise auch weiterhin nur symptomatisch erfolgen
kann.

Defensine und ihre verénderte Expression bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
stellen lediglich einen von vielen Erkldrungsanséitzen fiir die gestérte Darmgewebshomoo-
stase dar, wenngleich nach wie vor unklar ist, welches Ereignis zeitlich voran geht, das heifit,
ob ein Morbus Crohn zu einer verminderten Expression von epithelialen Defensinen fiihrt
oder ob die gestorte Defensinexpression im Epithel zur Manifestation eines Morbus Crohn
beitrigt. Wissenschaftlich belegt ist, dass Defensine essentielle Faktoren der Immunabwehr
darstellen und ihr Fehlen beziehungsweise ihr Funktionsverlust dazu fiihrt, dass der Orga-
nismus nicht mehr addquat auf Entziindungszustdnde reagieren kann. Einige sogenannte
Schliisselfaktoren, wie bespielsweise Tcf-4 oder NOD2, wurden bereits identifiziert, sie liefern

aber bisher nur ansatzweise befriedigende Erklérungskonzepte.

Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen FErgebnisse zeigen, dass Defensine nicht nur
unmittelbar an Grenzflichen vorkommen, sondern auch in tiefer gelegenen Gewebeabschnit-
ten, insbesondere dort, wo sich hoch spezialisierte immunkompetente Zellen befinden, die
in der Lage sind, die vom Epithel fortgeleitete Entziindung aktiv zu bekdmpfen und zu
regulieren. Defensine sind demzufolge nicht nur Abwehrmolekiile der ersten Reihe, sondern
scheinen auch bei komplexen Entziindungsvorgéngen der erworbenen Immunabwehr eine
direkte beziehungsweise indirekte Rolle zu spielen, was durch die nachgewiesene positive
Korrelation der Mengen Defensin-positiver Zellen mit dem Grad der Entziindung bestétigt

werden konnte.



6 Zusammenfassung

Der menschliche Darm kommt iiber die Nahrung téglich mit einer Vielzahl verschiedenster
Keime in Kontakt. Um auf diese addquat reagieren zu konnen, ist einerseits eine intakte
mukosale Barriere wichtig, andererseits aber auch die gezielte Aktivierung passiver sowie
aktiver Abwehrmechanismen sowie die Toleranz gegeniiber endogenen Kommensalen zur
Vermeidung iiberschiefender Immunreaktionen. Eine wesentliche Rolle bei der mukosalen
Immunabwehr spielen die Defensine. Diese antimikrobiellen Peptide werden auf Organober-
flichen exprimiert und tragen als sogenannte , korpereigene Antibiotika“ im Darm wesentlich
zur Aufrechterhaltung der intestinalen Mukosabarriere bei. Alpha-Defensin 5 und 6 (a5, a6)
werden hauptsichlich von Panethzellen der Ileumschleimhaut konstitutiv exprimiert, wobei
eine verminderte Expression im Ileum bei Vorliegen eines Morbus Crohn nachgewiesen wur-
de. Beta-Defensin 2 ((32), vorrangig von Enterozyten exprimiert, wird stark hochreguliert
als Antwort auf proinflammatorische Stimuli und spielt auflerdem eine Rolle als Chemota-
xin fiir Dendritische Zellen sowie Gedéchtnis-T-Zellen. Ziel der vorliegenden Studie war es,
Defensin-positive Zellen in der ilealen Darmwand bei Morbus Crohn-Patienten zu lokalisie-
ren, die Unterschiede im Verteilungsmuster zur Appendizitis aufzuzeigen und den Einfluss
verschiedener medikamentdser Therapien auf das Defensin-Vorkommen zu untersuchen.

Fiir die Versuchsreihen wurden paraffinfixierte OP-Resektate von menschlicher Darmschleim-
haut verwendet. Terminales Ileumgewebe von 3 Morbus Crohn-Patientengruppen unter ver-
schiedenen priaoperativen Therapieschemata (Gruppe I: Mesalazin, Gruppe II: Prednisolon,
Gruppe III: Prednisolon + Azathioprin) wurde mit gesundem Ileumgewebe von Patienten
mit kolorektalem Karzinom sowie Appendixgewebe von Patienten mit akuter Appendizitis
verglichen. Mithilfe eines histopathologischen Bewertungssystems wurde fiir alle Gewebe-
schnitte der histologische Entziindungsgrad bestimmt (Punktevergabe von 0 bis 4, wobei 0

keiner Entziindung und 4 der schwersten Entziindungsstufe entspricht). Mittels Immunfluo-
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reszenz erfolgten anschliefend die Detektion von ab, a6 und 32 sowie die Bestimmung der
prozentualen Menge Defensin-positiver Zellen in der Lamina propria.

Patienten mit Morbus Crohn wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe unabhéngig von Art
und Dauer ihrer medikamenttsen Therapie in der Lamina propria des betroffenen Ileumab-
schnitts eine erhohte Menge an ab-, a6- und (2-positiven Zellen auf, wobei die Menge mit
dem Grad der Entziindung positiv korrelierte. Auch bei Patienten mit akuter Appendizitis
konnten erhohte Mengen an Defensin-positiven Zellen verglichen zur Kontrollgruppe nach-
gewiesen werden. Die Defensine ab und a6 zeigten keine signifikanten Mengenunterschie-
de zwischen den verschieden therapierten Morbus Crohn-Gruppen. Dagegen wiesen Morbus
Crohn-Patienten unter Prednisolon-Therapie signifikant hthere Mengen an ($2-positiven Zel-
len auf als Patienten unter Mesalazin-Therapie und Patienten unter einer Kombinationsthe-
rapie aus Prednisolon und Azathioprin.

Mit der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die humanen Defensine a5, a6 und
(2 auch auflerhalb des Darmepithels vorkommen. Dabei konnte eine Erhohung der Mengen
Defensin-positiver Zellen unter entziindlichen Bedingungen evaluiert werden, unabhéngig
davon, ob es sich um eine akute oder eine chronische Darmentziindung handelt. Es wéare
denkbar, dass es bei einem Morbus Crohn durch die gestorte Barrierefunktion des intesti-
nalen Epithels, gefordert durch den relativen epithelialen Defensinmangel, vermehrt Keime
in die subepithelialen Darmwandschichten eindringen und somit konsekutiv eine verstéarkte
Entziindungsreaktion in der Lamina propria ausgelost wird. Diese konnte zu einer Aktivie-
rung beziehungsweise Proliferation von (moglicherweise immunkompetenten) Zellen fiihren,
die in der Lage sind, Defensine zu exprimieren oder zu binden, um somit die Abwehrlage des
Organismus zu verbessern. Die deutlich erhchten Mengen (32-positiver Zellen bei Patienten
unter Prednisolon-Therapie implizieren Regulationswege dieses Defensins durch Kortikoste-

roide, die NFxB-unabhéngig sind.
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A Anhang

A.1 Protokoll der Gewebeasservation

1. Gewebevorbereitung

e Waschen des Gewebes in 0,9%iger Kochsalzlosung
e Zurechtschneiden des Gewebes auf einbettgerechte Grofie

e gegebenenfalls Spannen des Gewebestiickes auf eine Korkunterlage zur Schleim-
hautstraffung
2. Gewebefixation

e Einlegen des Gewebestiickes in 10%ige Formalinlosung fiir mindestens 24 h

3. Gewebenachbereitung

e Entfernen der Korkunterlage
e Nachschneiden der Geweberédnder fiir glatte Schnittkanten

e Kinlegen des Gewebestiickes in gréflengerechte Einbettkassette

4. Maschinelle Gewebeentwésserung und -paraffinierung im Shandon Hypercenter™ XP

e 2.5 h 10% Formalinlésung

45 min 70% Alkohol
1 h 80% Alkohol

45 min 96% Alkohol

40 min 96% Alkohol
50 min 100% Alkohol

1 h 100% Alkohol
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e 45 min Aceton
e 1 h Aceton

e 1.5 h Paraffin
e 2 h Paraffin

5. Einbetten der paraffinierten Gewebestiicke in Paraffin

6. Lagerung des konservierten Gewebes bei +4°C

A.2 Protokoll der Himatoxylin-Eosin-Farbung

1. Entparaffinieren

e 2 x 5 min Xylol

e 2 min 100% Alkohol
e 2 min 96% Alkohol
e 2 min 70% Alkohol

e 2 min Aqua dest.
2. 6 min Tauchen in Hamatoxylin zur Farbung saurer Strukturen
3. 6 min Blduen in Leitungswasser
4. 4 min Tauchen in Eosin zur Féarbung basischer Strukturen

5. Entwassern

e Abspiilen in Aqua dest.

e Abspiilen in 70% Alkohol
e Abspiilen in 96% Alkohol
2 min 100% Alkohol

5 min Xylol
6. Eindecken
7. Trocknen der Objekttrager iiber Nacht bei RT

8. Lagerung der Objekttréager bei RT
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A.3 Protokoll der Immunfluoreszenzfirbung

1. Entparaffinieren

e 2 x 5 min Xylol

e 2 x 5 min 100% Alkohol
e 1 x5 min 96% Alkohol
e 1 x5 min 70% Alkohol

e 2 x 5 min Aqua dest.

2. Kochen der Schnitte in 0,68%iger EDTA-Losung (0.5 M, pH 8)

e bei 600 W bis zum Sieden
e danach 2.5 min bei 200 W weiterkochen

e anschlieend 20 min abkiihlen
3. Herstellen der feuchten Kammer
4. Mehrmaliges Waschen der Objekttrager in Aqua dest.

5. Préaparation der Objekttrager
e Beschriftung
e Umrundung der Schnitte mit DakoCytomation® Pen

e Betriufeln der Schnitte mit PBS (immer feucht halten!)

6. Fc-Rezeptor-Blocking (24G2 3,6 mg OK2 / ml PBS)
e 1:50-Verdiinnung
e Inkubation 20 min bei RT (pro Schnitt 100l Benetzungsfliissigkeit)

e 2 x 5 min in PBS waschen

7. Blocking der Sekunddrantikorperspezies-Antigene mit 10%igem Serum (0,05% Tween
20 PBS)

e Pferdeserum bei Farbung mit Donkey-anti-goat- und Donkey-anti-mouse-Ak (a/5-
Defensin und «a6-Defensin-Féarbung), Pferde- und Ziegenserum bei Féarbung mit

Goat-anti-rabbit- und Donkey-anti-mouse-Ak (32-Defensin-Férbung)
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e Inkubation 20 min bei RT (pro Schnitt 100l Benetzungsfliissigkeit)

e nicht mit PBS waschen, sondern nur abschiitten!

8. 1. Primérantikorper: Defensin-Markierung

e fiir Anti-HDAS & Anti-HDAG6: ¢, =1 mg / ml, bendtigte ¢ = 20 g / ml

= 1:50-Verdiinnung

fiir Anti-HBD2: ¢ = 0,5 mg / ml, bendtigte ¢ = 20 pg / ml = 1:25-

(Aliquots)

Verdiinnung

Negativkontrolle mit PBS

Inkubation ber Nacht bei RT (pro Schnitt 100ul Benetzungsfliissigkeit)

2 x 5 min in PBS waschen

9. 1. Sekundarantikorper: Markierung mit Carbocyanin (Cy™2)

e Goat-anti-rabbit bei HDA5- & HDA6-Farbung
e Donkey-anti-goat bei HBD2-Féarbung
= 1.5 mg / ml, bendétigte ¢ = 5 pg / ml = 1:300-Verdiinnung

® C(Aliquots)

Inkubation 45 min im Dunkeln bei RT (pro Schnitt 100ul Benetzungsfliissigkeit)

e 2 x 5 min in PBS waschen

10. 2. Primérantikorper: Entziindungszell-Markierung

e Anti-CD4, Anti-CD8 & Anti-CD68 = murine Ak

= 1 mg / ml, benétigte ¢ = 20 pug / ml = 1:50-Verdiinnung

i C(Aliquots) -

Negativkontrolle mit PBS

Inkubation 2 h im Dunkeln bei RT (pro Schnitt 100ul Benetzungsfliissigkeit)

e 2 x 5 min in PBS waschen

11. 2. Sekundérantikorper: Markierung mit Indocarbocyanin (Cy™3)

e Donkey-anti-mouse

1,4 mg / ml, bendétigte ¢ = 4,5 - 5 pug / ml = 1:300-Verdiinnung

C(Aliquots) =

e Inkubation 45 min im Dunkeln bei RT (pro Schnitt 100u] Benetzungsfliissigkeit)

e 2 x 5 min in PBS waschen
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12. Zellkern-Markierung mit DAPI

= 1 mg / ml, benétigte ¢ = 0,5 pg / ml = 1:2000-Verdiinnung

® C(Aliquots)

e Inkubation 5 min im Dunkeln bei RT (pro Schnitt 100ul Benetzungsfliissigkeit)
e 3 x 5 min in PBS waschen

e 3 x spiilen mit Aqua dest.
13. Eindecken in wasserloslichem Medium
14. Trocknen der Objekttréager im Dunkeln {iber Nacht bei RT

15. Lagerung der Objekttriger im Dunkeln bei +4°C
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