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1. Einleitung

Chronisch-entzindliche Darmerkrankungen (CED) sind entzundliche
Autoimmunerkrankungen des Gastrointestinaltrakts, deren Atiologie und
Pathomechanismus bislang nur teilweise verstanden sind [1, 2]. Die Unterhaltung einer
chronisch rezidivierenden Entzindungsreaktion ist das Hauptmerkmal dieser
Erkrankungen. Daher ist fur das Verstandnis der CED besonders das Verstandnis vom
Pathomechanismus dieser Entzundungsreaktionen und deren Unterhaltung von

Bedeutung.

Lipidmediatoren spielen eine wichtige Rolle bei der Einleitung, Unterhaltung, aber auch
der Auflosung von Entzindungsreaktionen. Sie konnen pro-inflammatorische sowie auch
anti-inflammatorische Effekte haben und sind daher in diesem Kontext von besonderem
Interesse [3]. Enzymatisch sind unter anderem die Cyclooxygenasen an der Produktion
dieser Lipidmediatoren beteiligt. Hier hat in jungster Zeit ein Paradigmenwechsel
stattgefunden, indem =zusatzlich zu den gut dokumentierten pro-inflammatorischen
Lipidmediatoren auch die Rolle von anti-inflammatorischen Lipidmediatoren zunehmend
deutlicher wird. Auch die Funktionsweise vermeintlich gut bekannter Medikamente,
namentlich der Acetylsalicylaure (ASS), wird in diesem Kontext neu entdeckt und neue
Wirkmechanismen gezeigt. So scheint ASS in der Lage zu sein, nicht nur die Produktion
pro-inflammatorischer Lipidmediatoren zu vermindern, sondern auch die daran beteiligte
Cyclooxygenase 2 (COX-2) so zu modifizieren, dass andere, anti-inflammatorisch
wirkende Mediatoren produziert werden [4].

Ein weiteres therapeutisches Problem der CED ist das erhohte Risiko einer
Malignomentwicklung. Es konnte gezeigt werden, dass ASS in der Normalbevolkerung die
Entwicklung von kolorektalen Polypen [5] und kolorektalen Karzinomen [6-8] signifikant
vermindern kann. Im Kontext der CED ist die Lage diesbezuglich weitaus weniger klar [9-
12].

Die hier vorgelegte Arbeit befasst sich mit den Effekten von Lipidmediatoren aus Omega-3
und Omega-6-mehrfach ungesattigten Fettsauren (n-3 und n-6-PUFA) in einem Tiermodell



zur Kolitis sowie deren Beeinflussung durch ASS. Es soll den Auswirkungen von ASS auf

EntzUndungsaktivitat und Lipidmediatorenkonzentrationen nachgegangen werden.

Zusatzlich wurde als Basis fur weitere Untersuchungen im Rahmen von Tiermodellen zur
Kolitis ein strukturierter Algorithmus zur intravitalen Bestimmung der Entzindungsaktivitat

mittels Kleintier-MRT entwickelt.

1.1 Chronisch Entziindliche Darmerkrankungen (CED)

1.1.1 Einteilung

Chronisch entzundliche Darmerkrankungen sind Erkrankungen vor allem des
Gastrointestinaltrakts, die mit einer chronischen, haufig auch rezidivierenden Entzindung
einhergehen. Die beiden wichtigsten Vertreter sind Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa.
Die mikroskopischen Kolitiden mit inren Formen der kollagenen und lymphozytaren Kolitis
stellen nur eine untergeordnete Gruppe dar — wobei zu bemerken bleibt, dass die
Haufigkeit dieser beiden Erkrankungen in den vergangenen Jahren zugenommen hat.
Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa unterscheiden sich nicht nur in ihrer Epidemiologie,
Lokalisation und Pathophysiologie, sondern auch in den gewahlten therapeutischen
Ansatzen. Beiden  Erkrankungen gemein ist ein erhohtes Risiko  fur
Malignomentwicklungen, wobei dies bei der Colitis Ulcerosa am ausgepragtesten ist, aber
auch bei Morbus Crohn, hier vor allem bei einem ausgepragten Befall des Kolons, eine
Komplikation darstellt [13].

1.1.2 Atiologie und Inzidenz der CED

Wie bei den meisten Autoimmunerkrankungen ist die Atiologie der CED multifaktoriell zu
sehen, wobei breiter Konsens besteht, dass es sich hierbei vor allem um vier Faktoren
handelt: genetische Pradisposition, Veranderungen der intestinalen mikrobiellen Flora, das
individuelle Reaktionsverhalten des Immunsystems sowie nicht zuletzt auch
Umweltveranderungen [2]. Es bleibt hierbei jedoch zu bemerken, dass jedem Faktor bei
jedem individuellen Patienten ein unterschiedliches Gewicht zukommt. Global gesehen
lasst sich jedoch beobachten, dass die Inzidenz der Autoimmunerkrankungen insgesamt

in den letzten 50 Jahren zugenommen hat, so auch bei den CED [14]. Die hdchste



Inzidenz der CED findet sich in Nordeuropa inklusive Grolbritannien, sowie in
Nordamerika. Hier scheint sich die Inzidenz, die seit Ende des zweiten Weltkriegs
gestiegen war zu stabilisieren [2], wahrend die Inzidenz der CED in Asien, Sudeuropa und
den sogenannten Entwicklungslandern weiter zunimmt [15]. Eine Ubersicht Uber die

Inzidenzraten in epidemiologischen Studien ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1. Uberblick iiber die Entwicklung der Inzidenzraten von Morbus Crohn und Colitis
Ulcerosa nach geographischen Regionen (modifiziert nach Farrokyar et al. [14] mit Daten aus
Prideaux et al. [16] und Molodecky et al. [17]). Dargestellt sind die Inzidenzraten aus 191 regionalen,
epidemiologischen Studien (148 Studien mit Angaben zu Morbus Crohn und 125 mit Angaben zu Colitis
Ulcerosa). Fur jede Studie wurde die erfasste Inzidenzrate mit dem Mittelpunkt des Erfassungszeitraums
korreliert. Es zeigt sich eine hdhere Inzidenz der CED insbesondere in Nordamerika und Nordeuropa
inklusive GroRbritannien. Dagegen ist die Inzidenz in Siideuropa niedriger, steigt jedoch insbesondere bei
der Colitis Ulcerosa in den vergangenen zwei Dekaden stetig an. Obwohl die Datenlage fur Deutschland
begrenzt ist, scheint die Inzidenzrate im Mittel- bzw. unteren Mittelfeld fir Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa
zu liegen. Im asiatischen Raum lasst sich eine Zunahme der Inzidenzrate beobachten. Einschrankend muss
jedoch festgestellt werden, dass die einzelnen Studien sich oftmals auf geographisch sehr eng begrenzte



Gebiete innerhalb einzelner Staaten beziehen und die Beobachtungszeitrdume der einzelnen Studien stark
variieren [14-17].

Die Zunahme der CED-Inzidenz ist zumeist verbunden mit einer Verbesserung der
Lebensbedingungen und einer zunehmenden ,Verwestlichung“ des Lebensstils. Hierzu
zahlen eine ganze Reihe von Faktoren, die mdoglicher Weise die Inzidenz der CED
erhohen. Auf der einen Seite die verminderte Exposition gegenuber Infektionen [18] wie
auch harmlosen Mikroorganismen [19], die durch verbesserte hygienische Bedingungen,
kleinere FamiliengroRe, verbreiteter Einsatz antibiotischer Therapien, zunehmende
Verbreitung von flachendeckenden Impfungen, verringerter Kontakt zu Nutztieren, etc.
erreicht wird. Auf der anderen Seite sind auch veranderte Ernahrungsgewohnheiten, wie
der vermehrte Verzehr von gesattigten Fetten und industriell hergestellten Lebensmitteln

vermutete Grunde fur die beobachtete Zunahme von Autoimmunerkrankungen [20].

1.1.3 CED und Kolorektales Karzinom

Eine der schwersten Komplikation der CED ist die Malignomentwicklung. Es kann
insgesamt von einem erhohten Risiko fur Kolorektale Karzinome (CRC) bei Colitis
Ulcerosa-Patienten ausgegangen werden [13]. Dabei wird die Rate der Risikoerh6hung in
einer Vielzahl von epidemiologischen Studien beleuchtet [21]. Wahrend einige Autoren
von einem bis zu 6-fach erhdhten Risiko fur die Entwicklung eines Kolorektalen Karzinoms
bei dieser Patientengruppe ausgegangen sind [22], gehen andere Studien von einem
relativen Risiko von 2,75 aus [13]. Insgesamt korreliert das Risiko mit Krankheitsaktivitat
sowie Krankheitsdauer [23] und betragt fur Patienten mit Colitis Ulcerosa etwa 2 % nach
10 Jahren, 8 % nach 20 Jahren und 18 % nach 30 Jahren [21]. Fur Patienten mit Morbus
Crohn scheint sich die initial angenommene Risikoerhohung fur die Entwicklung von
Kolorektalen Karzinomen in neueren Studien nicht zu bestatigen [13, 24]. Zudem konnte
hier auch gezeigt werden, dass in den vergangenen drei Jahrzehnten eine deutliche
Risikoreduktion auch bei Colitis Ulcerosa-Patienten zu beobachten ist, so dass in den
ersten 10 Jahren der Erkrankung das Risiko nicht hoher als in der Allgemeinbevdlkerung
zu sein scheint [24]. Ausgenommen hiervon sind jedoch Patienten mit einem
Krankheitsbeginn im Kindes- oder Jugendalter, Patienten mit primar sklerosierender
Cholangitis und Patienten mit einer langen Krankheitsdauer [24, 25]. Hier ist weiterhin —



trotz zunehmend verbesserter Krankheitskontrolle — ein deutlich erhdohtes Risiko zu
verzeichnen [24].

1.1.4 ASS zur Pravention kolorektaler Karzinome

Niedrig dosierte Acetylsalicylsaure hat sich zur Pravention von sporadischen Kolonpolypen
als wirksam erwiesen [5, 26], und einige Studien weisen auch auf eine Reduktion des
CRC-Risikos hin [8, 27, 28], andere Studienergebnisse sind hier eher zurickhaltend [29],
in jedem Fall herrscht eine kontrovers gefuhrte Debatte [30]. Bedenken gegenuber eines
praventiven Einsatzes der ASS erfolgen hauptsachlich aus der Uberlegung heraus, dass
dem potentiellen Nutzen ein nicht unerhebliches Risiko gegenubersteht [31, 32], hier vor
allem Blutungen des Gastrointestinaltrakts, aber auch intrakranielle Blutungen.

Betrachtet man hierzu die vorhandene Datenlage, fuhrt eine systematische Analyse der
vorhandenen Studien zum fakalen Blutgehalt bei Einnahme von niedrig- bzw.
hochdosiertem ASS [33] an, dass sich schon bei niedrig dosiertem ASS ein 2-4facher
Blutgehalt messen lasst. Jedoch geben die Autoren auch zu bedenken, dass die dieser
Annahme zugrunde liegenden Studien zumeist ein selektives Probandenkollektiv
(grotenteils gesunde, junge Manner) und teilweise ein kritisch zu beurteilendes
Studiendesign besitzen. Laut einer anderen Studie [34] verursacht niedrig dosiertes ASS
gastroduodenalen Schaden, jedoch vor allem in Patienten >70J, sowie solchen mit einer
Vorgeschichte von gastroduodenalen Ulzera. Interessanter Weise scheint sich der
verursachte gastroduodenale Schaden durch ASS von dem durch andere nicht-steroidale
Antiphlogistika (NSAIDs) verursachten zu unterscheiden. Es bleibt jedoch zu bedenken,
dass die Autoren ihre Bewertungen auf Basis einer eher deskriptiven statt einer
systematischen Analyse der gegenwartigen Studienlage erreichen. Im klassischen
Einsatzfeld von niedrig dosiertem ASS, namlich der Primar- und Sekundarpravention bei
koronarer Herzkrankheit (KHK) lasst sich jedoch eindeutig zeigen, dass Patienten mit
einer stabilen KHK von niedrig dosiertem ASS bezuglich der Komplikationen der KHK
profitieren, das Blutungsrisiko jedoch signifikant steigt (Odds Ratio 2,2;
95 % Konfidenzintervall 1,4-3,4) [35]. Neue Galeniken, die ASS an Phosphatidylcholin
koppeln [36, 37] oder Stickstoffmonixid (NO) freisetzen [38] und dadurch die Gl-Toxizitat

verringern sollen, kdnnten hier ein Ausweg sein [39].



In jedem Fall ist eine zufriedenstellende, umfassende Beurteilung der Risiken von niedrig
dosiertem ASS verglichen mit seiner Rolle in der Pravention des CRC gegenwartig kaum
moglich — die aktuellen Leitlinien raten daher von der Primarprophylaxe des CRC mittels
ASS ab und empfehlen auch keine generelle Sekundarprophylaxe mit ASS nach erfolgter

Polypektomie [40].

1.1.5 Prophylaxe der Colitis-assoziierten Karzinogenese

Die besprochenen Uberlegungen zur CRC-Prophylaxe beziehen sich vor allem auf
sporadische Karzinome, also solchen Karzinomen, die nicht auf der Basis einer CED oder
bei einer familiaren Belastung mit bestimmten, mit einem hohen CRC-Risiko verbundenen
Genmutationen  (Familiare adenomatose Polyposis, Heriditare nichtpolypdses
Kolonkarzinom-Syndrom) entstanden sind. Im Kontext der CED ergibt sich jedoch eine
anders gelagerte Situation. Da hier davon ausgegangen wird, dass die chronische
Entzindung letztlich zu oxidativem Stress und einer Fehlregulation einiger an der
Karzinogenese beteiligten Gene, hier vor allem p53, DNA-Reparatur-Gene und
moglicherweise des Nuclear factor-kappaB (NF-kB) [41] fuhrt, muss davon ausgegangen
werden, dass eine Unterdruckung der Inflammation auch mit einer niedrigeren Rate an

Malignomentwicklung korreliert.

Aus epidemiologischen Studien gibt es Hinweise darauf, dass das erhohte Risiko fur die
Entwicklung eines Karzinoms durch die Einnahme von ASS vermindert werden kann [11,
12]. Bezuglich der ASS verwandten Aminosalicylate ist die Datenlage etwas besser, und
obwohl auch hier nicht alle Studien eine signifikante Risikoreduktion zeigen konnten [9]
wird aufgrund anderer, positiver Studien [10, 42-44] zumindest bei der Colitis Ulcerosa die
Therapie mit 5-Aminosalicylsaure (5-ASA, Mesalazin) und Sulfasalazin auch mit dem

Gedanken an die Pravention des Kolorektalen Karzinoms empfohlen [40, 45].

Bezlglich der Risiken der ASS-Einnahme ist die ohnehin sparliche Datenlage teilweise
widerspruchlich und die Angst vieler Behandelnder vor gastrointestinalen Komplikationen
und insbesondere vor einer Exazerbation bei Patienten in Remission grof3. Obwohl es
Hinweise gibt, dass NSAIDs zu einer Exazerbation von chronisch entzindlichen
Darmerkrankung fuhren koénnen [46, 47], gibt es dennoch bei der eingeschrankten

Studienlage Hinweise darauf, dass selektive Blockade von Cyclooxygenase-1 (COX-1)
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mittels niedrig dosierter ASS [48] oder die Gabe von niedrig dosierten NSAIDs inklusive
ASS [49] diesbezuglich sicher ist. Die Daten hierzu beleuchten jedoch nur einen
eingeschrankten Zeitraum, es gibt also kaum Daten zum Risiko bei langfristiger Einnahme
von ASS bei Patienten mit CED. Dabei ist der molekulare Mechanismus, durch den ein
Aufflammen der Entzindung bei der Einnahme von hoher dosierten NSAIDs verursacht
wird, nicht gut aufgeklart [46]. Einige Autoren vermuten eine durch die NSAIDs
verursachte Permeabilitatserhndhung der intestinalen Mukosa und damit ein Anstol3en
einer entzundlichen Reaktion [50], andere sehen die Inhibition von COX-1 und COX-2 im
Zentrum des Geschehens. Obwohl die Inhibition dieser beiden Enzyme eine anti-
inflammatorische Wirkung unter anderem durch die Hemmung der Prostaglandin E;
(PGE>)-Bildung hat, scheint eine starke Senkung der PGEz-Konzentration durch
Hemmung von COX-1 und COX-2 gerade eine Exazerbation auszul6sen [51], wohingegen
selektive Inhibition von COX-1 hier ebenfalls zu keinem Aufflammen der Entzindung
fuhrte. Es scheint also einen komplexen Zusammenhang zwischen den an der
eigentlichen Entzindungsreaktion beteiligten Enzymen und den gebildeten Mediatoren
sowie deren Rolle in der Integritat der intestinalen Mukosa zu geben, der weiterer
Erforschung bedarf.

1.1.6 Aktuelle Therapiestrategien

Die aktuellen Therapieempfehlungen der CED richten sich nach Art, Schwere und
Hauptlokalisation der Erkrankung. Das Spektrum reicht von der medikamentdsen Therapie
eines akuten Schubes Uber supportive MalRnahmen wahrend eines Schubes und zur
Stabilisierung einer Remission bis hin zu chirurgischen Eingriffen bei Versagen der
konservativen Therapie.

Medikamentos kommen vor allem anti-inflammatorisch wirksame Substanzen zum
Einsatz. Bei der Colitis Ulcerosa stehen die Salizylate (5-ASA, Sulfasalazin) im
Vordergrund, bei Morbus Crohn konnte zumindest bei 5-ASA bislang nicht eine
gleichrangige Wirksamkeit nachgewiesen werden. Dagegen steht hier die Glukokortikoid-
Therapie zunachst im Vordergrund, vorzugsweise mit dem systemisch wenig wirkenden

Budesonid. Bei Therapieversagen oder fulminanten Verlaufen kommen je nach



Schweregrad Prednisolon, Methylprednisolon sowie bei deren Versagen auch andere
Immunsuppressiva wie Azathioprin oder 6-Mercaptopurin zum Einsatz [45, 52, 53].

Seit der EinfUhrung von Therapien mit Antikorpern gegen den Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) steht eine Gruppe sehr wirksamer Medikamente zur Therapie vor allem in
schwierig zu beherrschenden Situationen zur Verfugung. Zudem werden weitere
Medikamente aus der Gruppe der Biologika als mogliche Therapeutika der CED erforscht
[2, 54]. Darunter sind vor allem Antikorper, aber auch rekombinant hergestellte Zytokine,
die letztlich alle an Signalkaskaden und Zellrezeptoren, die an der Entzundungsreaktion
beteiligt sind, angreifen. Die kunftige Rolle dieser Substanzen ist schwierig einzuschatzen
und zunachst vielversprechende Medikamente konnten bisher einen ausreichend
uberzeugenden Wirksamkeitsnachweis nicht erbringen. So wurde der Antikorper
Natalizumab in den Vereinigten Staaten zur Therapie des Morbus Crohn in bestimmten
Situationen zugelassen [55], erhielt jedoch in Europa keine Zulassung [56, 57]. Der
Wirkmechanismus beruht hier auf einer Verminderung der Leukozytenadhasion durch
Blockade der Integrine a431 und a4f37.

Zudem sind die Risiken, die mit den Biologikals verbunden sind, schwierig abzuschatzen.
Bei den TNF-a-Antikdrpern werden neben akuten Komplikationen wie fulminant
verlaufenden Infektionen und Uberempfindlichkeitsreaktionen [58] auch die langfristigen
Nebenwirkungen, hier vor allem die Entwicklung von Malignomen, kontrovers diskutiert
[59, 60]. Daher wird die Indikationen zu einer solchen Therapie weiterhin streng gestellt

werden mussen.

1.2 Omega-3- und Omega-6-mehrfach ungesiattigte Fettsauren

1.2.1 Uberblick

Lipide sind an einem Groldteil der physiologischen Funktionen des Korpers beteiligt.
Neben der Bildung von Zellmembranen, der Energiebereitstellung und -speicherung sind
sie zudem Ursprung von Mediatoren, die insbesondere auch an inflammatorischen
Prozessen beteiligt sind. Fettsauren bestehen aus einer langkettigen, unverzweigten
Kohlenstoffkette und einer Carboxygruppe. Als gesattigt bezeichnet man Fettsauren ohne
Doppelbindungen in der Kohlenstoffkette. Entsprechend werden solche Fettsauren, bei
denen mindestens eine Doppelbindung in der Kohlenstoffkette vorliegt, als ungesattigt



bezeichnet. Liegen mindestens zwei Doppelbindungen vor, spricht man von einer
mehrfach ungesattigten Fettsdaure (Polyunsaturated fatty acid, PUFA). Diese werden in
mehrere Gruppen weiter unterteilt. Namensgebend ist dabei die Position der ersten
Doppelbindung, wobei von der ersten Methyl- oder omega-Gruppe aus begonnen wird zu
zahlen. Diese Nomenklatur wurde gewahlt, da die Position der ersten Doppelbindung fur
die Stoffwechseleigenschaften dieser Fettsduren entscheidend ist. So sind unter den
PUFA zwei Gruppen fur die menschliche Zellphysiologie von besonderer Bedeutung:
omega-6-PUFA und omega-3-PUFA. Sie werden zudem als essenziell klassifiziert, da sie
nicht von Saugetierorganismen gebildet werden kdnnen und daher mit der Nahrung in

ausreichender Menge aufgenommen werden mussen.

Unter den omega-6-PUFA stellen die Arachidonsaure (AA, 20:4w-6) und die Linolsaure
(LA, 18:2w-6) die beiden Hauptvertreter dar. Dabei besitzen die allermeisten Saugetiere
die Fahigkeit Arachidonsaure aus Linolsaure durch Desaturasen zu einem gewissen Grad
zu bilden. Als bekanntes Saugetier, dem dies nicht in ausreichender Menge gelingt, sei die
Katze genannt. Da Arachidonsaure jedoch in den meisten Pflanzen in keiner oder nur
geringsten Mengen vorkommt, ist die Katze daher ein obligater Fleischfresser [61] und
dient als Studienobjekt zur Rolle dieser essenziellen Fettsaure [62]. Die wichtigsten
omega-3-PUFA sind a-Linolensaure (ALA, 18:3w-3), Eicosapentaensaure (EPA, 20:5w-3)
und Docosahexaensaure (DHA, 22:6w-3). Auch hier konnen die langkettigen EPA und
DHA aus der kurzerkettigen ALA synthetisiert werden. Da jedoch omega-3-PUFA und
omega-6-PUFA hierbei auf die gleichen Enzyme angewiesen sind, ist die Rate an
Konversionen und damit die Bildung von EPA und DHA auch vom Verhaltnis der mit der
Nahrung aufgenommenen Ausgangsprodukte abhangig (siehe Abbildung 2) [63].
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Abbildung 2. Die Synthese von Omega-6 und Omega-3-mehrfach ungesittigten Fettsauren
(Polyunsaturated fatty acid, PUFA) (modifiziert nach Harris et al. [63]). Saugetiere sind auf eine
ausreichende Aufnahme von omega-6- und omega-3-PUFA durch die Nahrung angewiesen, da sie aufgrund
der fehlenden Enzymausstattung diese nicht selbst bilden, sondern nur die kurzerkettigen Linolsdure (LA)
und a-Linolensaure (ALA) verlangern kénnen. Die allermeisten Saugetieren besitzen daher die Fahigkeit
Arachidonsaure (AA) aus LA durch Desaturasen zu bilden. Die gleichen Enzyme werden fir die Bildung der
Omega-3-PUFA Eicosapentaensaure (EPA) aus ALA bendtigt. Im letzten Schritt wird im Rahmen der -
Oxidation die Docosahexaensaure (DHA) gebildet. Dabei ist der erste Schritt im Rahmen dieses
Stoffwechselwegs — die Einfiihrung einer Doppelbindung in LA bzw. ALA durch die A°-Desaturase — der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Obwohl die Affinitat der AP-Desaturase hoher fiir ALA als fiir LA ist,
bedingt die oftmals héhere Konzentration von LA im Vergleich zu ALA eine vermehrte Bildung von
langkettigen Omega-6-PUFA. Durch diesen Mechanismus kann eine hohe Menge mit der Nahrung
aufgenommener Omega-6-PUFA die Bildung von EPA und DHA vermindern [63-65].
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1.2.2 Lipidmediatoren und ihre Rolle in entztundlichen Prozessen

Aus omega-3 und omega-6-PUFAs entstehen eine Reihe hochwirksamer Mediatoren,
deren Rolle zunehmend besser verstanden wird. Dabei war in der Vergangenheit ein
Groldteil des Forschungsinteresses auf die proinflammatorischen Lipidmediatoren der
omega-6-PUFA gerichtet. Ausgangsprodukt ist hier hauptsachlich die durch die
Phopholipase-C und -A2 aus der Phopspholipidbindung herausgeloste Arachidonsaure.
Diese wird durch drei Enzymgruppen weiter konvertiert: den Cyclooxygenasen (COX-1,
COX-2), den Lipoxygenasen (5-LO, 12-LO, 15-LO) und Cytochrom P450 (CYP) [66].

Uber den Stoffwechselweg der Cyclooxygenasen werden Uber den gemeinsamen
Zwischenschritt des Prostaglandin H, eine Reihe verschiedener Mediatoren der
Prostanoid-Gruppe gebildet, unter anderem PGE, und Thromboxan A, (TXA).
Prostaglandine finden sich in erhohter Konzentration in entzindetem Gewebe und die
Injektion von Prostaglandinen in nicht entzindetes Gewebe fuhrt zu einer
Entzindungsreaktion [67]. TXA; spielt eine entscheidende Rolle bei der Thrombozyten-
Aggregation.

Als zweiter Stoffwechselweg werden unter Benutzung der Lipoxygenasen Leukotriene und
Lipoxine gebildet. Leukotriene haben eine pro-inflammatorische Wirkung und spielen
insbesondere bei allergischen Reaktionen, aber auch bei Infektionen und der
Karzinogenese eine Rolle [66].

Zudem werden unter Benutzung der Lipoxygenasen aus Arachidonsdure auch die anti-
inflammatorisch wirksamen Lipoxine gebildet [68]. Hier konnten mehrere Studien die anti-
inflammatorische Wirkung der Lipoxine aufzeigen [69]. Im Kontext der CED lie® sich
zudem in zwei Studien zur murinen, experimentellen Kolitis eine Entzindungsreduktion

durch Lipoxin-Analoga demonstrieren [70, 71].

Es ist bemerkenswert, dass unter dem Einfluss von ASS auch die Cyclooxygenase in der
Lage ist, ein deutlich wirksamere Untergruppe der Lipoxine zu bilden, die Aspirin-
getriggerten-Lipoxine (ATLs) genannt werden (siehe Abbildung 3) [72]. Durch die
Aufdeckung dieser Eigenschaft der ASS scheint auch der Wirkmechanismus zunehmend

besser verstandlich, der alleine durch die Inhibition der Prostaglandin-Bildung nicht
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hinreichend erklarbar war. Im Kontext der CED soll dieser Wirkmechanismus in dieser

Arbeit ndher beleuchtet werden.
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Abbildung 3. Bildung der anti-inflammatorischen Omega-6-Mediatoren LipoxinA; und 15-Epi-
LipoxinA,4. Durch Acetylsalicylsaure wird die Bildung der Prostaglandine durch die Cyclooxygenase-2 (COX-
2) gehemmt, jedoch gleichzeitig durch eine Acetylierung des Enzyms die Bildung des anti-inflammatorischen
Lipidmediators 15-Epi-LXA, beschleunigt. An der Synthese sind neben der Cyclooxygenase vor allem
Lipoxygenasen beteiligt: 5-LO: 5-Lipoxygenase (vor allem aus neutrophilen Granulozyten); 15-LO: 15-
Lipoxygenase (aus Epithelzellen & Monozyten); 12-LO: 12-Lipoxygenase (aus Thrombozyten) [73, 74].

Erst in den letzten 10 Jahren wird zudem die Rolle einer dritten Enzymgruppe, der Gruppe
der Cytochrom P450 — Enzyme, im Arachidonsaurestoffwechsel besser verstanden. Unter
anderem entsteht hier Epoxyeicosatriensauren (EETSs), die eine anti-inflammatorische,
pro-fibrinolytische Wirkung zu haben scheinen [66]. Insgesamt ist die Rolle dieser Gruppe
von Mediatoren jedoch noch Gegenstand intensiver Grundlagenforschung [75].

Auf der Seite der omega-3-PUFA wurde zunachst die Hypothese aufgestellt, dass ihre

anti-inflammatorischen Eigenschaften vor allem darauf beruhen, dass sie kompetitiv die
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Bildung von Mediatoren aus omega-6-PUFA — insbesondere PGE, — hemmen [66, 76].
Erst in jingerer Zeit wurden die antiinflammatorischen Eigenschaften von Lipidmediatoren
aus den omega-3-PUFA selbst naher beschrieben [77]. Erstens konnen analog zur
Bildung der Prostaglandine der Z2er-Serie aus Arachidonsaure (PGE;, TXA, etc.)
Prostaglandine der 3er-Serie aus EPA (PGE3;, TXA3 etc.) gebildet werden. Diese sind auf
der einen Seite weniger aktiv als die entsprechenden Mediatoren der 2er-Serie [78-80],
und auf der anderen Seite konnte zumindest fur PGE3 im Kontext der Karzinogenese eine
signifikante Hemmung des Wachstums von Tumorzellen gezeigt werden [81].

Zweitens konnen uber die Lipoxygenase-5 Leukotriene (LT) der Ser-Serie (im Gegensatz
zur 4er-Serie aus Arachidonsaure), z.B. Leukotrien Bs (LTBs), gebildet werden. Diese sind
weniger biologisch aktiv als die entsprechenden Mediatoren der 4er-Reihe [82] indem vor
allem das Potential, Leukozyten zur Migration und Aggregation im Gewebe zu bewegen,
deutlich geringer ist [82]. Dies scheint moglicherweise fur den positiven Effekt von omega-

3-PUFA bei asthmatischen Erkrankungen eine Rolle zu spielen [83].

Am groften ist jedoch das Interesse an einer grol3en Gruppe von spezifischen omega-3-
Mediatoren, die durch Lipoxygenasen, aber auch — analog der Bildung von ATLs — durch
die (durch ASS) acetylierte Cyclooxygenase gebildet werden kdnnen. Aus DHA entstehen
hier Uber die gemeinsame Zwischenstufe 17-hydroxy-DHA (17-HDHA) die sogenannten
Protectine (PD) — hier vor allem (Neuro-)PD1, benannt nach dem initial beobachteten
neuroprotektiven Effekt in ZNS-Ischamie-Modellen [84, 85] — und die Gruppe der
sogenannten Resolvine (RvD; bis Dg). Letztere sind benannt nach der ,Auflésungs®-Phase
(resolution) von Entzindungsreaktionen, wo sie zunachst entdeckt wurden (resolution
phase interaction products) [86]. Auch aus EPA konnen Uber die gleichen Enzyme
Mediatoren aus der Gruppe der Resolvine gebildet werden, die entsprechend der
Systematik RvE4 (bis RVE3) benannt werden [86, 87].

Die Gruppe der Resolvine und Protectine zeigen hierbei eine potente anti-
inflammatorische Wirkung auch im Kontext von CED [3]. Fur ResovinE1 konnte zudem ein
eigener Rezeptor (ChemR23) identifiziert werden, welcher bei Bindung von RvE; eine
verminderte Aktivitdt von NF-kB bewirken kann [88]. Der Transkriptionsfaktor NF-kB wird
in praktisch allen Zellarten gefunden und spielt unter anderem bei der Entstehung und
Unterhaltung von Entzindungsreaktionen sowie auch im Rahmen der Karzinogenese eine
zentrale Rolle [89, 90]. Ein Uberblick ist in Abbildung 4 dargestellt.

13



Omega-6-PUFA

Arachidonsdure (AA)

(20:4 w>6)

Thrombozytenaggregation}
Leukozytenmigration }

ThromboxanA,

-~ ™Xp,

Je nach Rezeptor-Subtyp pro-
oder anti-inflammatorische
Wirking auf Zellmigration
und Zytokinproduktion

Prostaglandine der 2er-Serie
~—PGD, PGE, PGF, PGI,

Leukotriene der 4er-Serie

Chemotaxis myeloischer Zellen TT‘ - LTB4

Kontraktion d. Bronchus- LTC4 LTD4 LTE4
muskulatur, submukéses

Odem, Mukussekretion

COX-1

COX-2

5-L0

LipoxinA4
o LXA,
Inhibition von 5.10
Leukozytenmigration, P . R .
Adhiision und Aspirin-getriggerte Lipoxine 1210
NF-xB-Aktivierung 15—epi—LXA4
15—epi—LXB4 COX-2
/:O

HaC
O.__OH
OTCH3
)

Acetylsalicylsdure

Omega-3-PUFA

Eicosapentaensdure (EPA)

(20:5 »-3)

Docosahexaensdure (DHA)

(22:6 w-3)

CHg

[0]

OH

ThromboxanA,

™, —>

Geringe Wirkung auf
Thrombozytenaggregation
& Leukozytenmigration

Prostaglandine der 3er-Serie
PGD, PGE, PGF, PGI, —>

Geringere biologische
Aktivitdt als die
Prostaglandine der 2er-Serie

.

Tumorzellwachstum| ‘

Leukotriene der 5er-Serie

g, ————> [

Chemotaxis myeloischer Zellen !

LTC, LTD, LTE,

Resolvine
RvEl ——>

IL-12 Produktion }
Leukozytenmigration !
Mikrobielle Clearance
NF-kB-Aktivierung }

RvD1-D6 — >

Protectine

Leukozyteninfiltration}
pro-inflammatorische Zytokine
Stickstoffmonoxid (NO)}

PD1
Aspirin-getriggerte L

Resolvine/Protectine
AT-RvD1 - D4

T-Zell- & Neutrophilenmigration|
TNF-& & IFN-j-Produktion)
T-Zell-Apoptoset

AT-PD1

Leukozyteninfiltration
TNF-a-Produktion |
NF-xB-Aktivierung |

Abbildung 4. Uberblick iiber die Bildung und Hauptwirkungen der einzelnen Lipidmediatoren aus
omega-6- und omega-3-PUFA (modifiziert nach Weylandt et al. [77]). Bei der Initierung und
Unterhaltung von Entziindungsreaktionen spielen vor allem Prostaglandin E, (PGE,) und die Leukotriene der
4er-Serie eine Hauptrolle. Die entsprechenden omega-3-Mediatoren (Prostaglandine der 3er-Serie und
Leukotriene der 5er-Serie) haben vor allem durch ihre deutlich geringere biologische Aktivitat keine
gleichwertige pro-inflammatorischen Wirkungen. Auf der Seite der omega-6-PUFA finden sich jedoch mit
den Lipoxinen und Aspirin-getriggerten Lipoxinen (ATLs) eine Gruppe hochwirksamer antiinflammatorischer
Mediatoren, die dahnliche Wirkungen wie die antiinflammatorischen Resolvine und Protectine haben [77, 91,

92].
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1.2.3 Die Rolle des omega-3/omega-6 Verhaltnisses in chronisch

entzindlichen Erkrankungen

Auch wenn eine vereinfachte Zuordnung von omega-3- und omega-6-PUFA zu anti- bzw.
pro-inflammatorischen Wirkungen dem tatsachlich wohl sehr komplexen Zusammenspiel
im Verlauf von Entzindungsreaktionen nicht gerecht wird, so ist es doch von Interesse,
dass sich das Verhaltnis der mit der Nahrung zugefihrten PUFAs im Laufe der
vergangenen Jahrtausende von ~1 (omega-6- : omega-3-PUFA) zu 15:1-16,7:1 in
westlichen Industrienationen geandert hat, wohingegen es anzunehmen ist, dass unser
Genom weitestgehend identisch ist [20]. Daraus lasst sich die Hypothese ableiten, dass
sich der Zellstoffwechsel und letztlich auch die Regulation von inflammatorischen
Prozessen — evolutionar betrachtet — auf der Basis eines weitesgehend ausgewogenen
Verhaltnisses von omega-6- und omega-3-PUFA entwickelt hat und nun, da das Verhaltnis
deutlich zugunsten der vermeintlich proinflammatorischen omega-6-PUFA verlagert ist,
insbesondere  (auto)inflammatorische Prozesse anders ablaufen. Dies konnte
insbesondere im Kontext von kardiovaskularen, chronisch-entzindlichen, autoimmun-,
sowie letztlich auch Krebserkrankungen eine Rolle spielen [20, 77]. Einige Autoren
argumentieren daher, dass moglicherweise die erhdhte Pravalenz einer ganzen Reihe von
Erkrankungen, die vor allem in westlichen Industrienationen vorherrschen, nicht nur tber
die verminderte Pravalenz von Infektionserkrankungen erklart werden kann, sondern auch

geanderte Erndahrungsgewohnheiten eine signifikante Rolle spielen [20].

Hierzu liefern molekularbiologische und tierexperimentelle Forschungen zunehmend
bessere Erklarungsmodelle [93]. Dennoch ist die Studienlage zur Korrelation von
aufgenommenen omega-3-PUFA und einem verminderten Risiko von Erkrankungen des
kardiovaskularen Systems, Krebserkrankungen sowie auch der Gesamtmortalitat
insgesamt weiterhin umstritten [94-96]. Fur das kardiovaskulare System wurde die grofdte
Anzahl an randomisierten klinischen Studien durchgefuhrt, die meisten im Kontext der
Sekundarpravention [97]. Dabei zeigte sich bei friheren Studien ein kardioprotektiver
Effekt der Nahrungsergdnzung mit Fisch-Ol-Kapseln [98, 99], der jedoch bei neueren
Studien nicht mehr nachweisbar war [100-102]. Mdglicherweise kommen hier — neben
einigen konzeptionellen Unterschieden im Studienaufbau wie Patientenanzahl im
Verhaltnis zur Anzahl der kardiovaskularen Ereignisse — auch die zunehmend bessere
Behandlung der Patienten mit Statinen und Antikoagulantien als weitere Faktoren in
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Frage, die eine Detektion eines (im Verhaltnis zu den alteren Studien) geringeren

protektiven Effekts der Nahrungserganzung mit omega-3-PUFA erschweren [97].

1.3 Experimentelle Ansatze

1.3.1 in vivo

Im Laufe der vergangenen Jahrzehnte haben sich immer mehr Nachweise ergeben, dass
die Atiologie der CED multifaktoriell ist. So scheinen Umweltveranderungen, genetische
Faktoren, Veranderungen im Immunsystem sowie nicht zuletzt die Zusammensetzung der
intestinalen mikrobiellen Flora entscheidend zu sein [2]. Neben epidemiologischen Studien
haben insbesondere auch Tiermodelle zu diesem besseren Verstandnis beigetragen
[103]. Dabei scheinen gerade durch die multifaktorielle Atiologie in vivo-Studien am besten
in der Lage, das Erkrankungsbild simulieren zu konnen. Doch selbst hier bleibt wichtig zu
bemerken, dass jedes Modell vor allem bestimmte Aspekte der humanen CED nachbildet.
Die verfugbaren Tiermodelle lassen sich in funf wesentliche Gruppen unterteilen: spontane
Kolitis, chemisch induzierbare Kolitis, durch adoptiven Zelltransfer induzierbare Kaolitis,
transgene (Maus-)Modelle und schlie3lich Modelle mit knock-out-Mausen [104].

Als Tiermodell mit einem spontanen Auftreten von CED sind die Lisztaffen (Saguinus
oedipus) zu nennen. Bei diesen Tieren lasst sich eine erhdhte Inzidenz von Kolitis sowie
auch die Entwicklung von Kolonkarzinomen beobachten. Die Auspragung hangt jedoch
vor allem von Umweltfaktoren ab — insbesondere Veranderungen durch die Haltung unter
Laborbedingungen im Vergleich zur naturlichen Umgebung der Tiere scheinen eine
wichtige Rolle zu spielen, da bei Tieren, die in ihrer naturlichen Umgebung beobachtet
werden, die Inzidenz deutlich geringer und die Entwicklung von Kolonkarzinomen hier gar
nicht beobachtet wird [105].

Bei den Tiermodellen, bei denen die Kolitis chemisch induziert wird, werden vor allem
2,4,6-Trinitrobenzolsulfat (TNBS) oder Dextran-Natrium-Sulfat (Dextran Sodium Sulfate —
DSS, siehe Abbildung 5) verwendet. Bei der TNBS-Kolitis wird den Versuchstieren TNBS
geldst in Ethanol intrarektal instilliert. Dies 10st eine Kolitis mit einer transmuralen
granulomatdsen Entzindungsreaktion mit schweren Diarrhoen und Gewichtsverlust aus,
wobei jedoch die Schwere und der Verlauf von der Zusammensetzung der Darmflora, der
jeweiligen Spezies und nicht zuletzt dem genetischen Hintergrund der Tiere abhangt [104].
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Bei der DSS-induzierten Kolitis wird den Versuchstieren Trinkwasser, welches mit 3-5 %
(abhangig von der Anfalligkeit des jeweiligen Tiermodells) DSS-Polymeren versetzt ist,
uber mehrere Tage verabreicht. Die Versuchstiere entwickeln daraufhin eine aktue Kolitis
mit blutigen Diarrhoen, Ulzerationen und histologisch detektierbare epitheliale Schaden mit
Infiltration der Mukosa durch neutrophile Granulozyten [104]. DSS scheint dabei eine
direkt toxische Wirkung auf die Epithelzellen zu haben und so die epitheliale
Barrierefunktion zu storen [103, 106]. In Tiermodellen mit fehlenden B- und T-Zellen ist
eine Kolitis mit DSS ebenfalls auslosbar, so dass wahrscheinlich das adaptive
Immunsystem hier eine untergeordnete Rolle spielt und die Entzindungsreaktion
hauptsachlich Uber das angeborene Immunsystem entsteht [107]. Pathophysiologisch
erzeugt DSS im Darmlumen eine Verknupfung von Fettsauren mittlerer Kettenlange (z.B.
Decansaure). Gemeinsam bilden diese Substanzen daraufhin Vesikel, die mit der
Plasmamembran der Epithelzellen verschmelzen und moglicherweise Uber diesen
Mechanismus proinflammatorische Signalkaskaden auslosen [108]. Die Rolle dieser
intraluminalen Fettsauren erscheint zudem nicht zuletzt dadurch plausibel, dass eine

fettreiche Nahrung die Auspragung der DSS-Kaolitis verstarkt [108].

Zudem ist es mit DSS ebenfalls moglich durch mehrere Zyklen (in niedrigerer Dosierung —
zB. 1,5 %) eine chronische Kolitis zu erzeugen und durch die Applikation des
genotoxischen Agens Azoxymethan (AOM) steht ein Tiermodell zur Kolitis-assozierten
Kolonkarzinogenese zur Verfugung [103, 109].
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Abbildung 5. Chemische Struktur von Dextran-Natrium-Sulfat (Dextran Sodium Sulfate — DSS). DSS
ist ein Heparin-ahnliches, verzweigtkettiges Polysaccharid, welches ca. 17 % Schwefel in bis zu drei
Sulfatgruppen pro Molekil Glukose enthalt [110].

Beim adoptiven Transfer werden bestimmte Zellen (z.B. CD8"-T-Zellen) in Versuchstiere
mit einem Immundefekt Ubertragen und induzieren dort eine Entzindungsreaktion. In
diesen Modellen kann z.B. die Rolle der T-Zellen im Rahmen der Entzindungsreaktion
sehr gut untersucht werden [104].

Zuletzt lassen sich durch den knock-out von z.B. Interleukin-10 experimentelle Modelle der
CED erstellen. Hier ist die Auspragung sowie das Befallsmuster je nach verandertem Gen
unterschiedlich. Eine Ubersicht (iber die Tiermodelle zu entziindlichen Darmerkrankungen
ist in Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1. Ubersicht der Tiermodelle zu entziindlichen Darmerkrankungen (modifiziert nach Wirtz et al. [104],
Rath et al. [111] und Steinhoff et al. [112])

Modell Spezies Befallsmuster Pathomechanismus
Spontan
Lisztaffen (Saguinus oedipus) Primaten Colon T-Zell-vermittelte Entziindung
C3H/HelBir Maus Caecum, Colon T-Zell-Aktivierung durch bakterielle
ascendens Antigene
Induzierbar
DSS (Dextran-Natrium-Sulfat) Maus, Colon Toxischer Schaden des intestinalen
Ratte Epithels / Aktivierung von
mukosastiandigen Immunzellen (T41/T42)
TNBS (2,4,6- Maus, Colon Tyl-vermittelte Immunantwort gegen
Trinitrobenzolsulfat) Ratte, bakterielle Antigene
Kaninchen

Adoptiver Zelltransfer

CD45RBHigh ->SCID-Mause Maus Colon, Duodenum IL-12 getriggert / Tyl-vermittelt
Hsp60-spezifische CD8+ Maus Diinndarm Antigen-vermittelt (heat shock protein 60)
Zellen>TCRB-/- / CD8" T-Zellen
Transgene Modelle
HLA-B27 Ratte Magen, lleum, Tyl-vermittelt / Kontakt mit bakteriellen
Colon Antigenen der normalen Darmflora
STAT-4 Maus Colon Aktivierung des IL-12 Pathways / Ty1-,

TNF-a-, IFN-y-vermittelt
Gen-knock-out

IL-2 knock-out Maus Colon IFN-y Produktion / Ty1-Pathway
IL-10 knock-out Maus Colon, Jejunum, Tyl-vermittelt / Kontakt mit bakteriellen
lleum Antigenen

Im Kontext dieser Studie erschien uns ein einfaches, gut reproduzierbares und weit
verbreitetes Tiermodell am geeignetesten. Daher wurde das DSS-Kolitis-Modell an
C57BL/6-Mausen untersucht.

1.3.2 Kleintier-MRT

Die nicht-invasive Evaluation der Entzindungsaktivitat im Rahmen von Tiermodellen von
CED ist bisher auf klinische Parameter wie Gewicht, Stuhlkonsistenz und rektale
Blutabgange beschrankt. Genauere Aussagen zum Ausmal} der Entzindung im zeitlichen
Verlauf sind daher vor allem durch den Einsatz einer erhohten Anzahl von Versuchstieren
moglich. Um dies jedoch zu minimieren und auch einzelne Versuchstiere an mehreren
Zeitpunkten zu untersuchen (und dadurch mogliche Messabweichungen durch
interindividuelle Variabilitat zu minimieren), ware der Einsatz von nicht invasiven,

bildgebenden Methoden wunschenswert. Hier stellt die Kleintier-Magnet-Resonanz-
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Tomographie eine interessante Moglichkeit dar. Hierbei sind im Mausmodell die am
haufigsten verwendeten MessgroRen die Wanddicke des Kolons, gefolgt von der
Signalintensitat in T2-gewichteten Bildern und schliellich (wegen der aufwandigeren
Vorbereitung) die Aufnahme von Kontrastmittel im T1-gewichteten Bild [113]. Insgesamt ist
diese Methodik jedoch noch nicht gut etabliert. Fir die DSS-Kolitis im Speziellen konnten
andere Arbeitsgruppen bereits zeigen, dass Wanddicke, Signalintensitat und
Kontrastmittelverhalten mit dem histologisch gesicherten Ausmaf an Entzindungsaktivitat
korrelieren [114, 115]. Daruber hinaus ist auch eine quantitative Messung von
endothelialen Leckagen maoglich [116].

Schliellich kann der Einsatz einer nicht-invasiven Bildgebung moglicherweise auch in
Tiermodellen zur Kolonkarzinogenese Aufschliusse zur frihen Tumorentwicklung geben
und auch hier die Anzahl der fur praklinische Studien genutzten Versuchstiere reduzieren
[117].
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2. Fragestellung

Die Entstehung, Unterhaltung und Auflosung von Entzindungsreaktionen untersteht einer
Vielzahl von Faktoren. Unter anderem wird die zentrale Rolle von Lipidmediatoren mit
ihren pro- sowie auch anti-inflammatorischen Effekten zunehmend besser verstanden [77].
Dabei stellt sich das initial postulierte Paradigma, dass Lipidmediatoren der omega-6-
PUFAs pro- und Lipidmediatoren der omega-3-PUFAs anti-inflammatorische Wirkungen
zeigen, als zu vereinfacht dar. Nicht zuletzt werden in diesem Kontext auch neue Aspekte
der Wirkungsweise von weit verbreiten Medikamenten wie der Acetylsalicylsaure (ASS)
entdeckt [4]. Hier scheint ASS neben der Inhibition der Prostaglandin-Bildung auch durch
die Bildung von anti-inflammatorischen omega-6-PUFAs (den Lipoxinen) einen
entscheidenden Beitrag in der Auflésung von Entzindungsreaktionen zu leisten [72].

In der hier vorgelegten Arbeit sollen daher die Effekte der ASS auf die Bildung dieser anti-
inflammatorischen Mediatoren in einem Mausmodel zur chemisch induzierten, akuten
DSS-Kolitis untersucht werden. Dieses Modell wurde gewahlt, da das DSS-Kolitis-Model
ein gut etabliertes und weit verbreitetes Tiermodel zur Evaluation von therapeutischen
Interventionen fur chronisch-entzindliche Darmerkrankungen beim Menschen darstellt
[118].

Methodisch soll der Effekt von ASS auf die Entzindungsaktivitat durch Erfassung von
Phanotyp sowie erweiterten post-mortem Analysen (unter anderem durch Messung der
Lipidmediatorenkonzentrationen im Kolongewebe) untersucht werden. Zur besseren
Erfassung der Entzundungsreaktion im zeitlichen Verlauf und als Basis fur weitere
Untersuchungen soll neben diesen etablierten Methoden ein strukturierter Algorithmus zur

intravitalen Bestimmung der Entzindungsaktivitat mittels Kleintier-MRT entwickelt werden.

21



3. Material und Methoden

3.1 Tiermodell

Als Versuchstiere wurden weibliche C57BL/6-Mause von der Firma Charles River

Laboratories (Wilmington, Massachussetts, USA) erworben.

Mit dem Experiment wurde begonnen, sobald die Tiere ein Alter von 6 Wochen und ein
Korpergewicht von 19-21 g erreicht hatten. Die in diesem Versuch verwendeten Tiere
standen unter der Pflege der Mitarbeiter des Massachusetts General Hospitals
(Massachusetts, USA) und wurden entsprechend den geltenden Richtlinien und unter der
Uberwachung der zustdndigen Kommission fiir Tierversuche (Massachusetts General
Hospital Subcommittee on Research Animal Care) unter der Protokoll-Nr. 2004N000101
(PI'Jing X Kang) gehalten.

3.2 Versuchsaufbau

Die in den Versuch eingeschlossenen Mause wurden in drei Gruppen unterteilt. Die ersten
zwei Gruppen erhielten 3 % Dextran-Sodium-Sulfat (DSS, MP Biomedicals, Solon, Ohio,
USA) aufgelost in sterilem Trinkwasser fur insgesamt 5 Tage. Danach wurde das
Trinkwasser wieder mit sterilem Trinkwasser ersetzt. Die dritte Gruppe erhielt kein DSS

und diente als Kontroll-Gruppe.

Des Weiteren wurden den Mausen jeweils wahrend der 5 Tage der DSS-Administration
taglich intraperitoneale Injektionen verabreicht. In der ersten Gruppe enthielten diese
0,5 mg Acetylsalicylsaure (ASS, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), aufgelost in 0,3
ml isotonischer Kochsalzlésung mit 3,33 % Ethanol. Die Tiere in der zweiten und dritten

Gruppe erhielten uber 5 Tage lediglich die Tragerlosung taglich injiziert.

Taglich wurde das Korpergewicht aller Mause erfasst und — sofern moglich — Stuhlproben
gewonnen. Diese wurden durch folgende Skala von 0 bis 3 evaluiert. Dabei wurde neben
der makroskopischen Beurteilung ein Test fur okkultes Blut verwendet (Hemoccult®,

Beckman Coulter Inc., Fullerton, California, USA) und wie folgt bewertet: 0 = geformter
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Stuhl, kein okkultes Blut, 1 = geformter Stuhl, Test fur okkultes Blut leichtgradig positiv, 2 =
geformter Stuhl, Test fur okkultes Blut hochgradig positiv, 3 = blutige Diarrhoe.

An Tag 9 des Versuches wurden die Versuchstiere mit Isofluoran anasthesiert und nach
Eroffnung des Thorax in der Medioklavikularlinie eine intrakardiale Punktion mit Abzug des
verfugbaren Blutvolumens durchgefuhrt. Hierdurch trat der Tod der Tiere ein. Die
gewonnenen Blutproben wurden mit unfraktioniertem Heparin antikoaguliert und das
Serum mittels Zentrifugation (5000 x g, 5 min) gewonnen. Das Kolon wurde exidiert, mit
PBS gespult und die Lange vermessen. Alle Proben wurden anschlieRend in flussigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert.

3.3 Histologische Analyse

Gefrorene Proben des distalen Kolons wurden in OCT-Medium fixiert (Tissue-Tek®
O.C.T.™ Compound, Sakura Finetek, Torrance, California, USA), in einer Dicke von 5 pm
in einem Gefriermikrotom (Leica CM3050 S, Leica Microsystems Nussloch GmbH,
Nussloch, Deutschland) geschnitten und auf Glasobjekttragern luftgetrocknet. Danach
wurden die Schnitte in einem Fixiermedium fixiert (70 % Ethanol [EtOH], 4 %
Formaldehyd, 5 % Acetat in H,O) und anschlielend in EtOH (70 %) sowie HO
gewaschen.

Nach einer standardisierten Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurden die Gewebeschnitte
einem erfahrenen Pathologen (Jonathan N. Glickman, M.D., Ph.D, Brigham and Women's
Hospital, Boston, Massachusetts, USA') ohne Kenntnis der Gruppenzuordnung vorgelegt
und in jeweils vier Kategorien beurteilt. Diese waren im Einzelnen: Schweregrad der
Entzindung (0 = keine Entzindung, 1 = geringe Entzindungsaktivitat, 2 = malige
EntzUndungsaktivitdt, 3 = ausgepragte Entzindungsaktivitat), Tiefenausdehnung der
Entzindung (0 = keine Entzindung, 1 = auf Mukosa begrenzt, 2 = Mukosa plus
Submukosa, 3 = alle Wandschichten), Charakter der entzundlichen Lasionen (0 = intaktes
Epithel, 1 = Storung der physiologischen Architektur, 2 = Erosion, 3 = Ulzeration) und
Ausmal} der Lasionen (0 = keine Lasionen, 1 = nur punktuell, 2 = multifokal, 3 = diffus).

" aktuelle Adresse: GI Pathology, Boston Caris Diagnostics, Newton, MA 02464
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3.4 Immunhistochemie

Zur weitergehenden Analyse der COX-2-Expression wurden aus den angefertigten
Kryoschnitten immunhistochemische Farbungen angefertigt. Hierzu wurden die
luftgetrockneten, bei -80 °C gelagerten Schnitte zunachst auf Raumtemperatur gebracht
und anschlieBend fur 5 Minuten in -20 °C kaltem Aceton fixiert. Es folgten zwei
Waschschritte mit PBS fur jeweils 2 Minuten und die Inaktivierung der endogenen
Peroxidase mit 3 % Wasserstoffperoxid fur 5 Minuten. Nach erneuter Waschung (3x PBS
fur jeweils 3 Minuten) wurden mit 10 % Ziegenserum in PBS fur eine Stunde unspezifische
Bindungsstellen blockiert. Es erfolgte nun die Inkubation mit dem primaren Antikorper
gegen murines COX-2 (COX-2 murine polyclonal antibody, Cayman Chemical, Ann Arbor,
Michigan, USA), 1:100 gelost in 5 % Ziegenserum in PBS ubernacht bei 4 °C in einer mit
hoher Luftfeuchtigkeit versehenen Kammer. Nach Waschung erfolgte schliel3lich die
Inkubation mit dem gegen den ersten Antikbrper und mit einer Meerrettichperoxidase
konjugiertem zweiten Antikorper (monoclonal, goat-anti-rabbit HRP-conjugated antibody,
Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA) in einer Verdinnung von 1:500 wiederum in 5 %
Ziegenserum in PBS fur eine Stunde. Nach erneuten Waschschritten erfolgte schlieRlich
die Zugabe des 3,3’-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (DAB)-Farbsubstrats (Pierce
Biotechnologie, Rockford, lllinois, USA) fur 2 Minuten. Abschlieliend wurde nach
entsprechender Waschung eine Hamatoxylin-Farbung durchgefuhrt und die gefarbten
Schnitte nach der Dehydrierung in aufsteigend konzentrierten EtOH-Badern (70 %, 95 %,
100 %) und anschlieRendem Xylen-Bad fixiert und unter einem Lichtmikroskop betrachtet.

3.5 TNF-a ELISA

Die TNF-a-Konzentration im Serum wurde mittels Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) bestimmt. Hierzu wurde ein vorgefertigter Test (Mouse TNF-a ELISA
ReadySETGo!, eBioscience, San Diego, California, USA) nach der Anleitung des
Herstellers verwendet. Nach der Beschichtung einer 96-Mikrotiterplatte mit einem
aufgereinigten TNF-a-Antikorper und den entsprechenden Waschschritten wurden jeweils
100ul der gewonnenen Serum-Proben zur TNF-a-Konzentrationsmessung ubernacht bei
4 °C inkubiert. Fur jedes Tier erfolgte hierbei eine 3-fache Messung. Nach erneuter
Waschung wurde ein zweiter Biotin-konjugierter-TNF-a-Antikorper und schlief3lich nach

erneuten Waschschritten mit einem Avidin-Meerrettichperoxidase-Konjugat inkubiert.
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Schliel3lich wurde unter Verwendung von 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin eine Farbreaktion
ausgelost und die Absorption bei 450 nm mit einem Photometer gemessen (Wallac 1420
Victor Multilabel Counter, Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA).

3.6 Protein-Extraktion und COX-2 Western Blot

Zur Extraktion von Protein-Proben aus dem gewonnenen Kolon-Gewebe wurde ein
Extraktions-Kit der Firma Pierce verwendet (T-PER Tissue Protein Extraction Reagent,
Rockford, lllionois, USA). Hier wurde die Anleitung des Herstellers befolgt und die Protein-
Konzentration des gewonnenen Extrats bestimmt (Coomassie Plus — The Better
Bradford™ Assay Kit, Pierce, Rockford, lllinois, USA). Zur Verwendung im Western Blot
wurden jeweils 35ug Protein mit dem fur das verwendete Gel optimierte Proben-Puffer
(TruSep Tris Glycine SDS Sample buffer, NuSep, French's Forrest, NSW, Australien)
vermischt, erhitzt und in ein 4-20 % Tris-Glycin, 1mm, 10 well mini iGel (ebenfalls NuSep)
geladen. Danach wurde die Proben elektrophoretisch unter Verwendung des vom
Hersteller des Gels empfohlenen Puffers (SDS Glycin Running Buffer) in einer
entsprechenden Kammer (Mini-PROTEAN® 3 Cell, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
California, USA) aufgetrennt.

Die Proteine wurden dann auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert (Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad Laboratories, Inc.), geblockt und zunachst mit
einem gegen murines COX-2 gerichteten Antikorper inkubiert (COX-2 murine polyclonal
antibody, Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA) und nach erneutem Waschen mit
einem mit Meerrettichperoxidase konjugiertem, gegen den ersten Antikorper gerichtetet
Zweitantikorper inkubiert (monoclonal, goat-anti-rabbit HRP-conjugated antibody, Sigma-
Aldrich, St Louis, Missouri, USA). Zur Visualisierung wurde das SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce, Rockford, lllinois, USA) verwendet, mit dem
anschlielend ein Rontgen-Film (Kodak X-ray film, Kodak, Rochester, New York, USA)
belichtet wurde. Dieser wurde in einem automatisierten Entwickler entwickelt (Kodak film
processor, Kodak, Rochester, New York, USA).
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3.7 Magnet-Resonanz-Tomographie

Die MRT-Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Xiangzhi Zhou und Yanping Sun am
Brigham and Women’s Hospital, Department of Radiology, Harvard Medical School,
Boston, durchgeflhrt.

An den Tagen 3 und 8 wurden jeweils drei Mause aus den verschiedenen Gruppen zur
besseren Evaluation des Krankheitsverlaufes einer MRT-Untersuchung unterzogen.
Hierzu wurde ein Bruker 4,7 Tesla Avance horizontal bore system (Bruker Avance,
Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Vor der Untersuchung wurden die Mause mit einer
1,5 bis 2 %igen (vol/vol) Inhalation mit Isofluran (Baxter, Deerfield, Illinois, USA) in 1 Liter
pro Minute Sauerstoff anasthesiert. Die Tiere wurden dann auf einer nichtmagnetischen,
selbstgebauten Haltevorrichtung fixiert und die Inhalation des Anasthetikums Uber einen
angebrachten Trichter vor Nase und Mund fortgefuhrt. Wahrend der gesamten
Untersuchung wurde die Atemfrequenz mit einem Monitor-System uberwacht (Small
Animal Instruments Inc., NY). Die Isofluran-Konzentration wurde so angepasst, dass eine
Atemfrequenz von 20-30 pro Minute erreicht wurde. Bei dieser Atemfrequenz ist eine
problemlose Untersuchung moglich, ohne jedoch eine gefahrliche Hypoxamie

hervorzurufen.

Um bei der Messung der Wanddicke sowie der Signalintensitat in der T2-Wichtung eine
gute Vergleichbarkeit zu erreichen wurde ein an der Spitze konisch geformtes,
nichtmagnetisches Plastikrohr (Aufiendurchmesser 2,1 mm) ca. 9 mm rektal eingefuhrt
(Abbildung 6). Die Haltevorrichtung wurde in einer 32 mm messenden sogenannten
Vogelkafig-Spule (bird cage coil) platziert und es wurden T2-gewichtete axiale Bilder mit
einer Repetitionszeit von 2683 ms, einer Echozeit von 12 ms auf einer Matrix von
128 x 128 und einem Bildausschnitt von 3 x 3 cm gewonnen. Die Schichtdicke wurde auf

1 mm gesetzt.
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Abbildung 6. Intrarektale Positionierung des nichtmagnetischen Plastikrohrs wéhrend der MRT-
Untersuchung.

Nach der Gewinnung der Bilder wurden die Mause aus der Haltevorrichtung entfernt und
auf einer Heizdecke belassen, bis sie wieder vollstandig erwacht waren. Samtliche
Messungen verliefen komplikationslos und die anasthesierten Tiere erwachten prompt und
zeigten nach der Messung keine Anderung in inrem Verhalten.

Um eine leicht zugangliche, gut vergleichbare Bildauswertung zu verwenden, wurden die
gewonnenen Bilder in ein standardisiertes Bildverarbeitungsprogramm geladen (Adobe
Photoshop, Adobe Systems, San Jose, California, USA). Die Wanddicke wurde mit dem
Lineal-Werkzeug an 3 verschiedenen Stellen und in 3 Schichten, die jeweils 3 mm
voneinander entfernt lagen, bestimmt (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Schematische Darstellung der Schichtselektion. Pro Tier wurden jeweils drei Schichten im
Abstand von je 3 mm zur Messung herangezogen.

AnschlieRend wurde der Mittelwert aus den 9 pro Versuchstier gemessenen Wanddicken
fur jedes der untersuchten Tiere errechnet.

Um aus den T2-gewichteten Bildern die Signalintensitat der Kolonwand zu bestimmen,
wurde per Hand die Kolonwand ausgeschnitten und aus diesem Ausschnitt mittels des
Histogramm-Werkzeugs die Helligkeit der ausgeschnittenen Bildregion bestimmt. Dies
wurde bei jedem Tier auf den gleichen drei Schichten, die bereits fur die
Wanddickenbestimmung genutzt worden waren, wiederholt. Der Mittelwert aus diesen
Messungen wurde dann gegen die Helligkeit des fettreichen Gewebes um die Ovarien
normalisiert (Abbildung 8).
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Abbildung 8. Schematische Darstellung der Helligkeitsmessung durch das Histogramm-Werkzeug.
Zunachst wurden die Kolonwand aus dem Bild ausgeschnitten und aus den einzelnen Schichten die
Helligkeitswerte bestimmt. Als Kontrolle diente das fettreiche Gewebe im Bereich der Ovarien, auf die die
gemessene Helligkeit normalisiert wurde.

3.8 Analyse der Lipid-Mediatoren

Die Probenvorbereitung und LC-MS/MS Messungen wurden von Beate Gomolka und Dr.
Michael Rothe bei der Lipidomix GmbH Berlin durchgeflhrt.

Zur Analyse der Lipid-Mediatoren wurden 30mg der gefrorenen Kolon-Proben unter
standiger Kuhlung mit flussigem Stickstoff mechanisch zerkleinert. Anschlielfend wurden
500 pl H20 sowie 500 pl Methanol und ein interner Standard (bestehend aus 10 ng LTB4-
d4) hinzugefugt und das Gemisch unter Beigabe von 300 pyl 10M Natriumhydroxid fur 30
min bei 60 °C hydrolysiert. Danach wurde mit 60 % Essigsaure neutralisiert und der pH-
Wert wurde unter Verwendung eines Natriumacetat-Puffers auf 6,0 eingestellt.
Anschliellend wurde ein Festphasenextraktion unter Verwendung einer Anionen-
Austausch-Trennsaule (Varian Bond Elute Certify Il, Varian, Inc., Palo Alto, California,
USA) wie bereits beschrieben durchgefuhrt [119, 120]. Zur Elution wurde eine mobile

Phase bestehend aus n-Hexan:Essigsaureethylester im Verhaltnis 25:75 mit 1 %
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Essigsaure verwendet. Das Eluat wurde bei 40 °C unter einem kontinuierlichen Fluss von
Stickstoff evaporiert, so dass eine fester Ruckstand verblieb. Dieser wurde dann in 70 pl
Acetonitril aufgelost.

Die so gewonnenen Proben wurden von der Firma Lipidomix GmbH, Berlin in einem
Agilent 6410 Triplequad HPLC System (Agilent Technologies, Santa Clara, California,
USA) mit binarer Pumpe, Autosampler und Trennsaulenheizung gemessen. Hier wurde
eine Zorbax Eclipse Plus-C18, 4,6 x 150 mm, 1,8 ym-Trennsaule (Agilent Technologies)

verwendet, welche an das Agilent 6410 Triplequad Massenspektrometer gekoppelt war.

3.9 Statistik

Alle Ergebnisse wurden, aufler es ist ausdrucklich angemerkt, als Mittelwert =+
Standardfehler dargestellt. Zur Berechnung, ob ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen wurde sofern nicht explizit erwahnt der Mann—Whitney-U-Test verwendet.

Eine statistisch signifikanter Unterschied wurde fur p<0,05 angenommen. Fur alle
Berechnungen wurde die Windows-Software GraphPad Prism 3.02v verwendet
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, California, USA).
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4. Ergebnisse

4.1 in vivo-Bestimmung der Kolitisaktivitat

Die tagliche Beurteilung des Korpergewichts sowie der rektalen Blutungen erbrachte
signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Versuchstiere, die DSS im
Trinkwasser und intraperitoneale Injektionen lediglich der Tragerlosung erhielten, zeigten
einen deutlichen Gewichtsverlust im Verlauf des Versuches (an Tag 9 im Mittel auf 85 %
des Ausgangsgewichts), wohingegen in der Kontroligruppe eine erwartete
Gewichtszunahme auf im Mittel 107 % des Ausgangsgewichts messbar war. Die Gruppe,
die ASS erhielt, zeigte einen geringeren Gewichtsverlust in den Folgetagen der DSS-
Behandlung, der sich jedoch bis zum Abschluss des Versuches und nach Beendigung der
DSS-Behandlung auf das Ausgangsgewicht stabilisierte (100 % des Ausgangsgewichts in
der ASS-Gruppe). Eine Ubersicht des Kérpergewichts ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9. Koérpergewicht im Verlauf des Experiments. Dargestellt als Prozent des Ausgangsgewichts
an Tag 0 des Experiments, n = 3 fir die Kontrollgruppe, n = 5 fiir die ,ASS + 3 % DSS*“-Gruppe, und n = 6
fur die ,3 % DSS“-Gruppe. *Signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen ,ASS + 3 % DSS" und ,3 % DSS*.
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Ein ahnliches Verhalten zeigte sich bei der Beurteilung der rektalen Blutungen. Hier waren
vermehrt rektale Blutungen in der Gruppe der Versuchstiere, die lediglich DSS im
Trinkwasser und intraperitoneale Injektionen der Tragerlosung alleine erhielten, zu
verzeichnen. In der Gruppe mit zusatzlicher ASS-Behandlung war eine Tendenz zu
geringeren rektalen Blutungen ersichtlich. Da jedoch nicht bei allen Versuchstieren taglich
eine Stuhlprobe gewonnen werden konnte wurde fur diesen Parameter keine Berechnung
einer statistisch signifikanten Unterschieds zwischen den Versuchsgruppen durchgefihrt.
Eine Ubersicht ist in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10. Tagliche Evaluation der rektalen Blutung durch einen kombinierten Score aus
phanotypischer Stuhlqualitat und einem Test fiir okkultes Blut (Hemoccult®). Dabei wurden 0 Punkte
bei negativem Test fur okkultes Blut, 1 Punkt bei geringradig positivem Test fiir okkultes Blut, 2 Punkte bei
deutlich positivem Test fir okkultes Blut und 3 Punkte bei makroskopisch blutigen Diarrhoen vergeben. Die
bei den unbehandelten Kontroll-Tieren untersuchten Stuhlproben waren durchgehend negativ.

4.2 Magnet-Resonanz-Tomographie

An Tag 3 und 8 wurden die Versuchstiere jeweils zur Bestimmung der Kolitisaktivitat einer
MRT unterzogen. Hier zeigte sich an Tag 3 eine Zunahme der Wanddicke sowie eine
Zunahme der Helligkeit in der T2-gewichteten Aufnahme fur alle Gruppen im Vergleich zur
Kontrolle. Jedoch fiel sowohl die Zunahme der Wanddicke als auch die
Hellligkeitszunahme fur die DSS-Gruppe deutlich hdher aus (Abbildung 11A). Aufgrund
der limitierten Resourcen konnten nur jeweils 3 Tiere pro Versuchsgruppe gemessen
werden. Diese Einschrankung bedingt, dass eine Testung auf Normalverteilung (z.B.
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mittels Kolmogorov-Smirnov-Test) nicht moglich ist. Wendet man nun einen nicht-
parametrischen Test wie den Mann-Whitney U Test an, so ergibt sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. Nimmt man jedoch eine Normalverteilung
der Messergebnisse an und wendet daher einen parametrischen Test (z.B. Student’s t-
Test) an, so ergeben sich sowohl fur die Wanddicke als auch fur die Helligkeit
hochsignifikante Unterschiede bereits an Tag 3 (p<0,01 far ,ASS + 3 % DSS" versus ,3 %
DSS®). Dies bestatigte sich ebenfalls an Tag 8, zum Zweitpunkt der zweiten MRT. Bei den
Versuchstieren, die zusatzlich ASS erhielten, war hier keine weitere Zunahme der
Wanddicke oder der Helligkeit zu verzeichnen, die sich jedoch bei den Versuchstieren, die
lediglich DSS (ohne ASS) erhielten, deutlich abzeichnete (siehe Abbildung 11B). Eine
Ubersicht der Messergebnisse sowie reprasentative Schnittbilder sind in Abbildung 11
dargestellt.
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Abbildung 11. Auswertung der Magnet-Resonanz-Tomographie. Dargestellt sind die Messungen
bezlglich der Wanddicke (in mm) und des Helligkeitindex in der T2-gewichteten Aufnahme an Tag 3 (A)
sowie Tag 8 (B). Die Messwerte der unbehandelten Kontrolltiere sind in den gestrichelten Linien dargestellt.
Reprasentative Schnittbilder aus den jeweiligen Versuchsgruppen von Tag 8 sind unter C dargestellt.
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4.3 post mortem-Analyse der Kolitisaktivitat

4.3.1 Kolonlange

Nach der Totung der Versuchstiere an Tag 9 des Versuches wurde die Kolitisaktivitat
mittels makroskopischer und mikroskopischer Analyse des Kolons bestimmt. Hier zeigte
sich erwartungsgemal} durch die Entzindungsreaktion verursacht eine signifikante Kolon-
Verkurzung aller Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. In der ASS-Gruppe
war jedoch diese Verkurzung des Kolons signifikant geringer ausgepragt als in der
Gruppe, die lediglich DSS erhielten (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12. Kolonlénge. Es zeigte sich eine signifikante Kolonverkirzung in allen Versuchsgruppen im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Zudem war jedoch die Behandlung mit ASS mit einer signifikanten
Reduktion der Verkirzung vergesellschaftet (A). Reprasentative makroskopische Aufnahmen aus den
jeweiligen Versuchsgruppen (B); * p=0,037 versus DSS.

4.3.2 Histologische Analyse

Zur histopathologischen Beurteilung der Kolitisaktivitat wurde einem erfahrenen
Pathologen entsprechende Gewebeschnitte vorgelegt und in jeweils vier Kategorien
beurteilt: Schweregrad der Entzindung, Tiefenausdehnung der Entzindung, Charakter
der entzindlichen L&sionen sowie schlieBlich Ausmaly der entzundlichen La&sionen.
Reprasentative Gewebeschnitte sind in Abbildung 13A und eine Ubersicht der Ergebnisse
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in Abbildung 13B dargestellt. In allen vier Kategorien war erwartungsgemaf in der DSS-
Gruppe eine hohere Entziindungsaktivitdt im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
nachweisbar. Entsprechend war auch in der Summe aus den vier genannten Kategorien
ein hoherer Punktwert der DSS-Gruppe im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle
nachweisbar. In allen Kategorien (siehe Abbildung 13B) sowie auch in der Summe (siehe
Abbildung 14) war ein Trend zu einer niedrigeren Entziindungsaktivitat in der ASS-Gruppe
verglichen mit der DSS-Gruppe zu erkennen. Dies war jedoch weder in den
Einzelkategorien (p-Werte: p=0,07; p=0,14; p=0,054; p=0,11), noch in der Summe
(p=0,054) signifikant.
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Abbildung 13. Histopathologische Evaluation der Entziindungsaktivitdt. Reprasentative
Gewebeschnitte der jeweiligen Versuchsgruppen (A). Die Gewebeschnitte wurden einem erfahrenen
Pathologen (Jonathan N. Glickman, M.D., Ph.D, Brigham and Women's Hospital, Boston, Massachusetts,
USA) ohne Kenntnis der Gruppenzuordnung vorgelegt und in jeweils vier Kategorien beurteilt (B):
Schweregrad der Entzindung (0 = keine Entzindung, 1 = geringe Entzindungsaktivitdt, 2 = maRige
Entziindungsaktivitat, 3 = ausgepragte Entziindungsaktivitat), Tiefenausdehnung der Entziindung (0 = keine
Entzindung, 1 = auf Mukosa begrenzt, 2 = Mukosa plus Submukosa, 3 = alle Wandschichten), Charakter
der entziindlichen Lasionen (0 = intaktes Epithel, 1 = Stérung der physiologischen Architektur, 2 = Erosion, 3
= Ulzeration) und Ausmal der Lasionen (0 = keine Lasionen, 1 = nur punktuell, 2 = multifokal, 3 = diffus).
Fir die ASS-Gruppen war in allen vier Kategorien ein Trend zu geringerer Entziindungsaktivitat im Vergleich
zur DSS-Gruppe darstellbar, der jedoch nicht statistisch signifikant waren (p-Werte fir die vier Kategorien im
Mann-Whitney-U-Test: p=0,07; p=0,14; p=0,054; p=0,11).

35



10+

Kombinierter Score
T

ol

Kontr. DSS ASS

Abbildung 14. Kombinierter histopathologischer Score. Dargestellt sind die Mittelwerte der Summen aus
den einzelnen Bewertungen pro Tier und die entsprechenden Standardfehler, p=0,054 fir ,ASS + 3 % DSS*-
Gruppe versus ,3 % DSS“-Gruppe im Mann-Whitney-U-Test.

4.3 Analyse der COX-2-Aktivitat

4.3.1 Immunhistochemie

Zur  qualitativen  Bewertung der COX-2-Aktivitat wurden  zunachst die
immunhistochemischen Gewebeschnitte beurteilt. Hier zeigte sich erwartungsgemalfy im
Vergleich zur unbehandeten Kontrolle bei allen Versuchsgruppen eine hohere Expression
von COX-2. Jedoch war diese in der DSS-Gruppe darlber hinaus deutlich gesteigert.
Auch zeigte sich bei der bereits in der konventionellen H&E-Farbung demonstrierten
Zerstorung der Mikroarchitektur eine erhohte COX-2 Expression auch in den tiefer
gelegenen Schichten. Dieses Verhalten war bei der ASS-Gruppe nicht in gleichem

Ausmal zu beobachten. Reprasentative Gewebeschnitte sind in Abbildung 15 dargestellt.
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3 % DSS

Abbildung 15. Immunhistochemische Gewebe-
schnitte fir COX-2. Im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle zeigt sich bei allen Versuchsgruppen eine
erhdhte Expression von COX-2 insbesondere
luminal. In der DSS-Gruppe war jedoch auch in

0.5mm tieferen Schichten eine deutlich erhohte COX-2
Expression erkennbar.
Kontrolle

4.3.2 COX-2 Western Blot

Zur Quantifizierung der Protein-Expression im Kolongewebe wurde zudem nach Protein-
Extraktion ein Western Blot durchgefihrt. Hier zeigte sich eine deutliche hohere
Expression von COX-2 in der DSS-Gruppe im Vergleich zu der Gruppn der ASS-
behandelten Tiere. Aufgrund der limitierten Probenmenge konnte jedoch die Messung der
ersten drei Proben, die mit einer suboptimalen Antikdrperkonzentration gefarbt wurden
nicht wiederholt werden. Daher ist eine quantitative Auswertung der Messung nicht
moglich. Entsprechende Ausschnitte sind in Abbildung 16 dargestelit.
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Abbildung 16. Western Blot mit Darstellung der COX-2-Proteinkonzentration. Aus den 3
Versuchsgruppen wurden Proteinextrakte von jeweils 3 Tieren mittels Western Blot analysiert. Es zeigt sich
eine deutlich erhéhte Konzentration in der DSS-Gruppe im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen.
Aufgrund der limitierten Probenmenge konnte das mit einer suboptimalen Antikérperkonzentrationen — und
dadurch hoher Hintergrundfarbung — inkubierte erste Gel (linkes Panel) nicht wiederholt werden. Von einer
quantitativen Analyse wurde daher abgesehen.

4.4 TNF-a-Konzentration im Serum

Bei der Analyse der TNF-a-Konzentration im Serum der Versuchstiere ergab sich ein
Trend zu einer héheren Konzentration in den Gruppen, die DSS erhielten im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle, die jedoch nicht signifikant waren. Ebenso fanden sich zwischen
der ASS- und DSS-Gruppe keine signifikanten Unterschiede. Die Mittelwerte der
Messungen sind in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17. TNF-a-Konzentration im Serum. Zwischen der ASS- und DSS-Gruppe fand sich kein
signifikanter Unterschied in der TNF-a-Konzentrationen (p=0,17). Ebenso waren die beobachteten Trends
zwischen der Kontrollgruppe und der DSS-Gruppe (p=0,1) sowie zwischen der Kontrollgruppe und der ASS-
Gruppe (p=0,06) nicht signifikant.
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4.5 Messung der Lipidmediatoren

Aus den gewonnen Kolonproben wurde mittels Massenspektrometrie die Konzentrationen

von mehreren Lipidmediatoren gemessen. Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied

zwischen den Versuchsgruppen fur Prostaglandin E; (PGE;, Abbildung 18A). Fur LXA4
(Abbildung 18B) sowie 15-Epi-LXA4 (Abbildung 18C) war jeweils eine signifikant niedrigere
Konzentration in der DSS-Gruppe im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nachweisbar,
sowie fur 15-Epi-LXA4 im Vergleich zur ASS-Gruppe (siehe Abbildung 18C). 17-HDHA, ein
Derivat der omega-3-PUFA DHA und Vorlaufer der Protectine (PD) und Resolvine (RvD1
bis Dg), fand sich Uberraschender Weise in erhohter Konzentration in der DSS-Gruppe im

Vergleich zur Kontrolle und zudem in einer noch hoheren Konzentration in der ASS-

Gruppe (Abbildung 18D).
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Abbildung 18. Lipidmediatoren aus den gewonnenen Kolonproben.
PGE,: Prostaglandin Ey; 17-HDHA: 17-Hydroxy Docosahexaensaure. In
den Kolonproben zeigen sich keine signifikanten Unterschiede fiur PGE;
(A). LXA, (B) war in der DSS-Gruppe signifikant im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle erniedrigt (p=0,04), jedoch war die
Konzentrationserhéhung in der ASS-Gruppe im Vergleich zur DSS-
Gruppe nicht signifikant (n.s., p=0,056). 15-Epi-LXA; (C) war in
signifikant niedrigeren Konzentrationen in der DSS-Gruppe im Vergleich
zur ASS-Gruppe (*p=0,016) sowie zur unbehandelten Kontrolle
nachweisbar (p=0,04). 17-HDHA war in der ASS-Gruppe in deutlich
erhdhter Konzentration im Vergleich zur DSS-Gruppe (**p=0,008)
nachweisbar; ebenso war in der DSS-Gruppe eine erhohte
Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe (*p=0,04) nachweisbar.
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5. Diskussion

5.1 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der anti-inflammatorische Effekt der Acetylsalicylsaure in

einem Tiermodell zu chronisch entzundlichen Darmerkrankungen untersucht.

In diesem Entzindungsmodell war die Behandlung der Versuchstiere mit ASS mit einer
signifikanten Reduktion des Ausmales der Entzindungsreaktion vergesellschaftet, welche
sich durch signifikant veringerte Kolonverkirzung, einen Trend =zu geringeren
histopathologisch nachweisbaren Schadigungen der Mukosa, einen signifikant geringeren
Gewichtsverlust sowie vermindert nachweisbare blutige Diarrhoen darstellen liefl3. In der
MRT-Bildgebung liel3 sich eine signifikant geringere Kolon-Wanddicke sowie -Helligkeit in
der T2-gewichteten Aufnahme als Hinweise auf eine geringere Entzundungsaktivitat
darstellen.

In der Analyse der Lipidmediatoren konnte fur die anti-inflammatorischen Mediatoren LXA4
sowie auch 15-epi-LXA4 eine signifikant niedrigere Konzentration in der DSS-Gruppe im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gezeigt werden. Fur die ASS-Gruppe fanden sich
signifikante Konzentrationserhohungen von 15-epi-LXA4 im Vergleich zur DSS-Gruppe.
Dagegen waren die Konzentration des pro-inflammatorischen PGE; zwischen den
Versuchsgruppen nicht signifikant unterschiedlich. Unerwarteter Weise konnten wir in der
DSS-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe erhdhte Konzentrationen der omega-3-
PUFA 17-HDHA detektieren. In der ASS-Gruppe fanden sich jedoch noch weiter erhdhte
Konzentrationen. Dieses Produkt der DHA ist der Vorlaufer der anti-inflammatorischen D-
Resolvine und in anderen Arbeiten zur Kolitis, Peritonitis und Arthritis konnte der anti-
inflammatorische Effekt dieses Lipidmediators demonstriert werden [91, 121, 122].

Zusammenfassend konnte durch die Applikation von ASS eine reduzierte
Entzindungsaktivitat in diesem Modell zur murinen, experimentellen Kolitis dargestellt
werden, die mit einer vermehrten Bildung der anti-inflammatorischen Lipidmediatoren epi-
LXA4 sowie 17-HDHA einherging.
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5.2 Vorteile und Einschrankungen des Studiendesigns

5.2.1 Tiermodelle zur Kolitis

Tiermodelle zu Erkrankungen des Menschen sind einerseits unerlassliches Werkzeug, die
uns ein besseres Verstandnis von Pathomechanismen und Therapieansatzen
ermoglichen, andererseits ist es von zentraler Bedeutung sich des modellhaften Wesens
eines jeden Versuchsaufbaus bewusst zu sein. Tiermodelle konnen in der Regel nur
bestimmte Aspekte von humanen Erkrankungen einigermalien gut nachbilden und ein
Transfer von den hier gewonnenen Erkenntnissen ist nicht immer moglich. Im Kontext der
CED sind erfreulicher Weise eine Reihe von Tiermodellen verfugbar. Das hier gewahlte
Modell der DSS-induzierten Kolitis hat den entscheidenden Vorteil, dass es vor allem eine
reproduzierbare Entzindungsreaktion hervorruft und sich als Tiermodel zur CED gut
etabliert hat [104].

Dabei sind jedoch die Dosierung des DSS sowie Alter, Gewicht, Mausstamm sowie auch
das Geschlecht fur die Auspragung der Kolitis wichtige Einflussfaktoren. Um diese
Faktoren im Rahmen des experimentellen Designs als Einflussgrofden auf das Ausmal}
der Entzindung moglichst konstant zu halten, haben wir im Rahmen von Pilotstudien
festgelegt, weibliche C57BL/6-Mause im Alter von 6 Wochen und mit einem Kdrpergewicht
von 19-21 g fur die Versuche zu verwenden. Des weiteren wurde durch eine
Beschrankung auf 3 Versuchstiere pro Kafig ein moglichst unrestriktiver Zugang zu dem

angebotenen (DSS-haltigen) Trinkwasser ermaglicht.

Es bleibt jedoch zu bemerken, dass der Pathomechanismus in diesem Modell vor allem
uber eine direkt toxische Wirkung auf die Epithelzellen und dadurch eine Zerstérung der
epithelialen Barrierefunktion zu erklaren ist [103, 106] und die Entzindungsreaktion
hauptsachlich uber das angeborene Immunsystem entsteht [107]. Die Rolle des adaptiven
Immunsystems ist daher in diesem Modell nicht von entscheidender Bedeutung. Durch die
Applikation des karzinogens Azoxymethane ist es im Rahmen der DSS-Kolitis mdglich die
Enstehung von Adenokarzinomen auf der Basis des entzundlich veranderten
Kolonepithels zu initiieren [123]. Daher ist auch unter dem Aspekt des Zusammenhangs
von Inflammation und Karzinogenese das DSS-Kolitis Modell interessant [104].
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5.2.2 Dosierung von ASS

Ziel dieser Studie war, den Effekt einer niedrig dosierten ASS-Therapie auf die
Entzindungsaktivitat und Bildung von Lipidmediatoren im Kontext der murinen DSS-Kolitis
zu untersuchen. In anderen Studien, die den Effekt einer niedrig dosierten ASS-Therapie
an Mausmodellen zu Tumorerkankungen untersucht haben, wurden Dosierungen von 40-
50 mg/kg verwendet [124, 125]. In einer andere Studien zur Applikation von ASS wurde
eine Dosierung von 400mg/kg verwendet [126].

Wendet man die von Newmark et al. [127] vorgeschlagene Methode zur Berechnung der
Dosierung bei tierexperimentellen Studien — ausgehend von einer ASS-Dosierung von 80-
110 mg/Tag und einem taglichen Energiebedarf von 2000 kcal beim Menschen — auf
dieses Modell an, und nimmt einen Energiebedarf von 8 kcal pro Versuchstier an, so erhalt
man eine Dosierung von ~25 mg/kg/Tag [128].

Vergleichbare Dosierungen finden sich in der Arbeit von Mahmoud et al., die eine
langfristige Applikation von 25 mg ASS/Tag in einem murinen Modell zur familidaren
adenomatodse Polyposis eingesetzt haben [128].

In Zusammenschau entschlossen wir uns daher zu einer Applikation von 25 mg/Tag.
SchlieBlich ist bei der relativ kurzen Applikationsdauer im Rahmen des Versuchsaufbaus
eine interindividuelle Schwankung der ASS-Aufnahme zu minimieren. Es war daher zur
Applikation dieser Dosierung entscheidend, die Applikationsroute zu optimieren um
moglichst eine Dosisschwankung durch unterschiedliche (orale) Aufnahme zu vermeiden.
In Pilotstudien hat sich eine intraperitoneale (i.p.) Applikation als eine gut praktikable und
schnell durchfihrbare Methode erwiesen. Diese Applikationsroute wurde daher auch fur
die ASS-Applikation gewahlt. Fur langerfristige ASS-Applikationen sollte jedoch die orale

Aufnahme erwogen werden.

5.2.3 Bestimmung von 17-HDHA

17-HDHA als omega-3-PUFA der Verlaufermediator der anti-inflammatorischen D-

Resolvine. Zudem haben andere Arbeitsgruppen biologische Effekte der Stereoisomere
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17R-HDHA und 17S-HDHA demonstrieren kdnnen [91, 129]. Die im Rahmen dieser Studie
verwendete Methode zur Bestimmung der 17-HDHA liel3 eine Differenzierung zwischen
den Stereoisomeren nicht zu. Des weiteren war eine verlassliche Bestimmung von

Resolvin D1 aus den gewonnenen Gewebeproben nicht maglich.

Trotz dieser Einschrankung kann jedoch die erhohte 17-HDHA-Konzentration als Indikator
fur eine vermehrte Bildung der anti-inflammatorischen D-Resolvine gewertet werden. Eine
Ubersicht der biologischen Effekte der 17-HDHA-Derivate ist in Abbildung 19 dargestellit.

DHA, 22:6 w-3

17R-HDHA 17S-HDHA
TNF-a { TNF-a {
DSS-Kolitis-Aktivitat
17R-RvD1-4 175-RvD1-4
17R-RvD1 17S-RvD2
TNF-a 4 TNF-a 4
DSS-Kolitis-Aktivitat ¢ DSS-Kolitis-Aktivitat 4

175-RvD1
Phagozytose

Abbildung 19. Synthese und biologischer Effekt der 17R/S-Derivate. Die gebildeten Lipidmediatoren
sind als Resolvine D1-4 bezeichnet. Hier konnten andere Arbeitsgruppen Effekte auf die TNF-a-Sekretion
[91, 129], DSS-Kolitis-Aktivitat [91] sowie Phagozytose [130] zeigen.

5.3 Die Rolle von anti-inflammatorischen omega-6-PUFAs

5.3.1 Lipoxine und Aspirin-getriggerte Lipoxine (ATLs) im zeitlichen Verlauf

von Entzindungsreaktionen

Im Kontext der Vermittlung von Entzindungsreaktionen wird die Rolle der anti-

inflammatorischen Lipoxine zunehmend besser verstanden. Dabei scheint gewissermalien
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das ,Umschalten” von der Prostaglandinproduktion zur Lipoxinproduktion ein zentraler
Zeitpunkt im Verlauf von Entzindungsreaktionen zu sein [131]. Die Lipoxine verhindern
hierbei aktiv die weitere Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, reduzieren die
endotheliale Permeabilitdt und stimulieren Makrophagen, apoptotische Zellen
aufzunehmen [131-134].

Hier gibt es zusatzlich eine Reihe neu entdeckter Mediatoren, die ein zunehmend
besseres Verstandnis von ASS ermdglicht [135]. Dies sind neben dem hier untersuchten
LXA4 und dem 15-epi-LXA4 auch eine Reihe anti-inflammatorischer omega-3-PUFAs,
namentlich das Protectin D4 sowie die Resolvine D4 bis D3, deren Bildung durch ASS
verstarkt werden kann [73]. Hier scheint erneut das Verstandnis der Wirkungsweise von
ASS deutlich vielfaltiger zu sein als die Wirkung auf den Arachidonsaure-Metabolismus. In
diesem Kontext ist in unserer Untersuchung eine erhohte Konzentration des gemeinsamen

Vorlaufers der D-Resolvine, 17-HDHA in der ASS-Gruppe nachweisbar gewesen.

Bemerkenswert bleibt zudem, dass im Rahmen dieser Arbeit trotz hoch signifikanter
Unterschiede im Ausmall der Entzindungsreaktion die Konzentration des pro-
inflammatorischen PGE, zwischen den Versuchsgruppen nicht signifikant unterschiedlich
war. Einschrankend ist sicherlich zu sagen, dass der Untersuchungszeitpunkt fur die
Lipidmediatorenkonzentration moglicherweise spat war (Tag 9 nach Beginn des
Versuches und 4 Tage nach Absetzen der DSS-Gabe) und die Entzindungsreaktion auch
in der DSS-Gruppe bereits im Zuge eines Abklingens war. Zudem ist bedingt durch die
Probenvorbereitung nicht auszuschlieBen, dass ein Teil des PGE; bereits durch die
Hydrolyse zerstort wird. Dennoch war zu diesem (vermeintlich) spaten Zeitpunkt die
Konzentration von LXA; und 15-epi-LXA4 in der DSS-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne DSS-Exposition signifikant erniedrigt. Dies lasst darauf schliel3en,
dass eine Auflosungs- oder Resolutionsphase in der DSS-Gruppe nicht im gleichen

Ausmal vorlag, was sich auch mit den anderen post-mortem Analysen deckt.
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5.4 Malignomentwicklung im Rahmen von chronischen Entzindungen

5.4.1 Entzindung und Karzinogenese

Im Kontext von chronischen Entzindungen kann vermehrt eine Malignomentwicklung
beobachtet werden [136, 137]. Eine Verbindung zwischen Inflammation und
Karzinogenese wurde bereits Ende des 19ten und Anfang des 20ten Jahrhunderts mit den
Beobachtungen von William Coley postuliert, der bei Patienten mit inoperablen Sarkomen
durch die Injektion einer Mischung aus abgetdteten Streptococcus pyogenes und Serratia
marcescens (in der Folge ,Coley’s vaccine” genannt) in Einzelfallen eine — am ehesten
entzindungsbedingte — Regression der Tumore erreichen konnte [138]. Auch Paul Ehrlich
vermutete ,Schutzvorrichtungen des Organismus®, ohne deren Existenz ,das Karzinom in
einer geradezu ungeheuerlichen Frequenz auftreten® musste [139]. Im Laufe der
vergangenen Jahrzehnte ist nun zunehmend klarer geworden, dass Entzindungsprozesse
komplexe Ablaufe sind, die fur die Erhaltung einer Homoostase innerhalb verschiedener
Gewebe entscheidend sind und auf den Einfluss externer Stressoren wie Infektionen oder
Verletzungen reagieren [140]. Akute Entzindungsreaktionen sind in der Regel mit einem
protektiven Effekt bezuglich der Malignomentwicklung — insbesondere aufgrund der
wirksamen Elimination von entsprechenden Pathogenen — assoziiert, wohingegen
chronische Entzindungsprozesse mit einer erhohten Rate an Malignomen
vergesellschaftet sind [136]. Weitere Erkenntnisse, die den Zusammenhang zwischen
Inflammation und Karzinogenese aufgeklart haben, fuhrten schlieBlich zu dem
weitestgehend akzeptierten Konsens, dass Inflammation ein zentraler Teil der

Malignomentwicklung und -progression darstellt [141, 142].

Dies ist im Kontext der CED von besonderem Interesse, da eine wirksame Auflosung der
Entzindungsprozesse eine Reduktion des Malignomrisikos bedeuten kann. Diese
Korrelation findet sich nun auch zunehmend in epidemiologischen Daten, die in den
vergangenen drei Jahrzehnten eine deutliche Risikoreduktion fur die Karzinomentwicklung
bei Colitis Ulcerosa-Patienten zeigen, die nicht zuletzt durch eine bessere Kontrolle der
Erkrankungsaktivitat bedingt ist [24].
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5.4.2 Die Rolle der Acetylsalicylsaure

Im Lichte der Malignomentwicklung erscheint daher die Rolle der Acetylsalicylsaure vor
allem durch ihre Fahigkeit, von der pro-inflammatorischen Prostaglandin- auf die Lipoxin-
Produktion gewissermal3en ,umzuschalten® und damit letztlich die Resolutions-Phase im
Verlauf von Entzindungsreaktionen einzuleiten, von zentraler Bedeutung. Es ist davon
auszugehen, dass hier nicht nur eine Dampfung erfolgt, sondern eine tatsachliche
Riickkehr zur physiologischen Gewebshomdostase eingleitet wird. Uber diesen

Mechanismus scheint der protektive Effekt der ASS auch besser erklarlich.

Das Fehlen von protektiven Effekten des Immunsystems bei der Malignomentwicklung,
insbesondere durch die ineffektive Abwehr gegenuber oncogenen (vor allem viralen)
Infektionen, zeigt sich eindricklich bei der erhdhten Inzidenz von Epstein-Barr-Virus- ,
Herpesvirus- und Humane Papillomaviren-assoziierte Krebserkrankungen bei Patienten,
die mit dem Humanen Immundefizienz-Virus infiziert sind [143]. Zudem konnte in einer
Vielzahl von tierexperimentellen Studien eine klare Korrelation von Immundefizienz und

erhohter Malignomentwicklung nachgewiesen werden [144].

Zuletzt war es moglich, in der Analyse von grof3en, randomisierten Studien eine
signifikante Risikoreduktion fur malignomspezifische Sterblichkeit durch die langfristige
Einnahme von ASS zu zeigen [145, 146]. Fur eine rein immunsuppressive Behandlung
hingegen (beispielsweise nach erfolgter Organtransplantation) findet sich ein deutlich
erhohtes Malignomrisiko [147]. Im Kontext dieser Beobachtungen sind also die neu
gewonnen Erkenntnisse bezlglich der Wirkungsweise der ASS im Rahmen von

Entzindungsreaktionen hochst relevant.
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5.5 Bestimmung der Entzindungsaktivitat mittels Kleintier-Magnet-

Resonanz-Tomographie

5.5.1 Sensitivitat und Reproduzierbarkeit einer nicht-invasiven, risikoarmen

Untersuchung

Im Rahmen von tierexperiementellen Studien ist es von hoher Prioritat, die Anzahl der fur
eine Versuchsreihe verwendeten Tiere zu begrenzen [148]. Im Falle von dynamischen
Prozessen ist es jedoch winschenswert, Daten an mehreren Zeitpunkten zu gewinnen. Im
Falle der DSS-Kolitis ist eine Auswertung der phanotypischen Beobachtungen wie
Gewichtsverlust, Diarrhoen sowie rektale Blutungen stets Teil der erfassten Parameter.
Allerdings sind diese GroRRen von einer nicht zu vernachlassigenden Schwankung
betroffen und letztlich sind die post-mortem Analysen der Entzindungsaktivitat in den
meisten Untersuchungen von grof3erem Interesse. Um eine verbesserte intravitale
Messung der Entzundungsaktivitat zu erreichen, stellt das Kleintier-MRT eine attraktive
Moglichkeit dar [113]. Hier konnten andere Gruppen zeigen, dass die Signalintensitat der
Kolonwand in T2-gewichteten Bildern sowie die Wanddicke gut mit der
histopathologischen Entzindungsaktivitat korrellieren [114, 149]. Zudem spielt die nicht-

invasive Bildgebung bei CED-Patienten eine zunehmend groRere Rolle [150].

Im Rahmen dieser Untersuchungen haben wir einen strukturierten Algorithmus zur
Messung der Entzindungsaktivitat im distalen Kolon mithilfe eines Kleintier-MRTs
entwickelt. Dabei korrelierten die gemessene Wanddicke sowie auch die Signalintensitat in
den T2-gewichteten Aufnahmen in einem hohen Malie. So war der Standardfehler fur die
Helligkeitsmessung mittels MRT im Mittel geringfugig hoher als die Gewichtsmessungen
an den entsprechenden Tagen (4,0 % bzw. 6,7 % fur die Helligkeitsmessung an Tag 3
bzw. Tag 8). Dagegen waren die Standardfehler der Wanddicken-Messung vergleichbar
mit dem Standardfehler der Gewichtsmessung (1,1 % bzw. 2,0 % fur die Gewichtmessung
an Tag 3 bzw. 8 sowie 1,1 % bzw. 1,1 % fur die Bestimmung der Wanddicke an Tag 3
bzw. 8).

Jedoch waren die gemessenen Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen in der MRT-
Messung deutlich groRer: so fanden sich bereits an Tag 3 in der DSS-Gruppe im Vergleich
zur ASS-Gruppe Helligkeitswerte, die um 38,9 % hoher lagen und eine 24,8 %ige
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Zunahme der Wanddicke aufwiesen. Dahingegen war an Tag 3 in der DSS-Gruppe das
mediane Korpergewicht lediglich 4,3 % niedriger als in der ASS-Gruppe.

Daher stellt die Messung der Entzindungsaktivitdt mittels Kleintier-MRT bei erhohter
Diskriminationsfahigkeit und vergleichbarer interindividueller Variabilitat eine hoch
attraktive Methode fur die Verlaufsmessung von Entzundungsaktivitat in der DSS-Kolitis
dar.

5.5.2 Kleintier-Endoskopie

Neben nicht-invasiven Methoden wie der MRT ist es lange technisch schwierig gewesen,
die fur die Bestimmung der humanen CED am haufigsten verwendete Methode, namlich
die Kolonoskopie, in murinen Modellen anzuwenden. Nach einer Reihe schrittweiser
Entwicklungen ist es jedoch nun moglich, hochqualitative Bilder und Videos von
Kolonoskopien in Mausen zu gewinnen [151, 152]. Dabei werden die Versuchstiere mit
einer Nahrungskarenz vorbereitet und mittels eines in der regel starren Kleintier-
Endoskops endoskopiert. Zusatzlich zu der rein optischen Beurteilung der Kolonmukosa
ist ein entscheidender Vorteil, dass in vivo entweder Proben enthommen werden kdnnen
oder durch intravitale Farbungen des Epithels (z.B. mittels Methylen-Blau) eine genauere
makroskopische Beurteilung der Architektur der Krypten moglich ist und hier pramaligne
Lasionen identifiziert werden kdnnen [151].

Dennoch ist die Prozedur im Vergleich zur MRT zeitlich insbesondere durch die notige
Vorbereitung aufwendiger und das Verletzungsrisiko deutlich hoher. Fur bestimmte

Fragestellungen kann dies jedoch eine attraktive Methode darstellen.

5.6 Mogliche Implikationen fir zukinftige Studien

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass eine Abschwachung der DSS-induzierten
Kolitis durch die Behandlung mit Acetylsalicylsaure moglicherweise mechanistisch Uber
eine Zunahme der anti-inflammatorischen Lipidmediatoren reguliert wird. In dem hier

untersuchten Modell lieRen sich die Bildung von potenten anti-inflammatorischen
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Lipidmediatoren sowohl aus der Gruppe der omega-6-PUFA sowie der omega-3-PUFA
nachweisen. Die Verminderung des Entzindungsausmalles lie3 sich durch klinische
Parameter wie Gewichtsverlust, Diarrhoen und rektale Blutungen; biochemische und
histopathologische Gewebeanalysen sowie bildmorphologische Ergebnisse darstellen.

Interessanter Weise gibt es bisher keine publizierten Daten zur ASS bei der DSS-Kaolitis.
Uns erscheint jedoch dieses Feld hochst attraktiv, da neben der Kontrolle der akuten
Entzindungsreaktion moglicherweise auch langfristige Effekte wie die jungst gezeigte
verringerte malignombedingte Mortalitat durch die langfristige Einnahme von ASS relevant
sein konnten. Dabei konnen Erkenntnisse im Bereich der CED als Modell fur die
Entschlusselung der molekularen Mechanismen dienen. Aus unserer Sicht konnte die
Beschaftigung mit der Rolle der ASS im Kontext der CED somit grundlegende
Erkenntnisse fur mogliche Therapiestrategien bei chronisch-entzindlichen Erkrankungen
im engeren Sinne und fur die Rolle von Inflammation im Kontext der Karzinogenese im

weiteren Sinne zu liefern.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Acetylsalicylsaure (ASS) in einem Tiermodell zu

chronisch entzindlichen Darmerkrankungen untersucht.

So zeigen die Versuchstiere, die mit ASS behandelt wurden, einen geringeren
Gewichtsverlust, ein geringeres Ausmall an Diarrhoen und rektalen Blutungen, ein
geringeres histopathologisches Entzundungsausmal, eine geringere Expression der mit
Entzindungsreaktionen assoziierten COX-2, sowie nicht zuletzt ein hochsignifikant

geringeres Entzindungsausmall in der Magnet-Resonanz-Tomographie.

Bemerkenswerterweise war in der MRT ein signifikanter Unterschied zwischen den

Versuchsgruppen bereits an Tag 3 des Versuches detektierbar.

In den post mortem gewonnen Kolonproben zeigten sich erhdhte Konzentration von anti-
inflammatorischen omega-6 Lipidmediatoren. Hier lieBen sich in der ASS-Gruppe
signifikant hohere Konzentration des anti-inflammatorischen Mediators 15-epi-LXA4
nachweisen, der unter anderem als Initiatoren einer Resolutions- oder Auflosungsphase
von Entziundungsreaktionen angesehen wird. Zudem liel3en sich aus der Gruppe der
omega-3-PUFA erhohte Konzentrationen des anti-inflammatorischen 17-HDHA in der
ASS-Gruppe detektieren. So scheint es durch die hier prasentierten Daten plausibel, dass
diese Lipidmediatoren einen entscheidenden Anteil an der anti-entziindlichen Wirkung der
ASS ausmachen, insbesondere da hier interessanterweise die Konzentration des pro-
inflammatorischen Prostaglandin E, zwischen den Versuchsgruppen vergleichbar hoch
war [153].

Im Kontext der in der jungsten Zeit erneut durch Daten aus grof3en randomisierten Studien
gezeigten Malignomprotektion durch die langfristige Einnahme von ASS scheint uns eine
Reevaluation von ASS im Kontext der CED attraktiv. Hier bedarf es weiterer Studien um
letztlich fur diese global in ihrer Inzidenz zunehmenden Erkrankung weiter therapeutische

Fortschritte zusatzlich zur kurz- oder mittelfristigen Entzindungskontrolle zu erreichen.

Zudem scheint der Einsatz der Kleintier-MRT im Kontext einer longitudinalen Beobachtung

des Entzindungsprozesses bei gleichzeitiger Minimierung des Einsatzes von
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Versuchstieren sinnvoll. Die durchgefuhrten Messungen waren gut reproduzierbar und
lieRen die Detektion von Unterschieden zwischen den Behandlungsgruppen bereits zu
einem sehr frihen Zeitpunkt zu.

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Jahr 2013 unter dem Titel ,Acetylsalicylic Acid
Reduces the Severity of Dextran Sodium Sulfate-Induced Colitis and Increases the
Formation of Anti-Inflammatory Lipid Mediators® in BioMed Research International
publiziert [153].
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7. Abstract (English)

The role of non-steroidal anti-inflammatory drugs in inflammatory bowel disease is
controversial, as they have been implicated in disease aggravation. Different from other
cyclooxygenase inhibitors, acetylsalicylic acid (ASA) enhances the formation of anti-
inflammatory and proresolution lipoxins derived from arachidonic acid as well as resolvins
from omega-3 polyunsaturated fatty acids such as docosahexaenoic acid (DHA). In this
study, we examined the effect of ASA on murine dextran sodium sulfate colitis. A mouse
magnetic resonance imaging (MRI) protocol and post mortem assessment were used to
assess disease severity, and lipid metabolites were measured using liquid
chromatography-coupled tandem mass spectrometry. Decreased colitis activity was
demonstrated by phenotype and MRI assessment in mice treated with ASA, and confirmed
in postmortem analysis. Analysis of lipid mediators showed sustained formation of lipoxin
A4 and an increase of DHA-derived 17-hydroxydocosahexaenoic acid (17-HDHA) after
treatment with ASA.

These results show a protective effect of ASA in a murine colitis model and could give a
rationale for a careful reassessment of ASA therapy in patients with inflammatory bowel
disease and particularly ulcerative colitis, possibly combined with DHA supplementation.
The results from this study were published in BioMed Research International in 2013 [153].
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