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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Klonale Himatopoese

Klonale Hamatopoese (clonal hematopoiesis, CH) beschreibt die Expansion von
Subpopulationen einzelner Blutzellen im Kreislaufsystem und in peripheren, funktionellen
Geweben, die mit dem Auftreten einer somatischen Mutation der Desoxyribonukleinsdure (DNS)
verbunden sind'. Stark proliferierende Gewebe sind in diesem Zusammenhang besonders
betroffen’’. Die Entwicklung eines solchen Zellmosaiks stellt somit einen natiirlichen
Alterungsprozess dar. Im Unterschied zu den Tumorerkrankungen geht eine CH jedoch nicht
zwangsldufig mit Verdnderungen der Blutzellanzahl, wie es bei Neoplasien zu beobachten ist,
einher!. Fiir dieses Phinomen wurde die Begrifflichkeit der klonalen Himatopoese mit
unbestimmtem Potential (clonal hematopoiesis of indeterminate potential, CHIP) etabliert, bei
der die nicht himatologisch assoziierten Krankheitsbilder in Folge der CH relevant sind™ °.
Genetische Verdnderungen dieser Zellen konnen einen Einfluss auf die Konkurrenzféahigkeit im
Zellverbund haben, was sich als Vorteil beziiglich Proliferation, Expansion und Uberleben
herausstellen kann und mit einem gehduften Auftreten hidmatologischer und chronisch-
entziindlicher Erkrankungen, sowie von Stoffwechselerkrankungen verbunden ist’. Da meist
Gene mit einer suppressiven Wirkung auf die Zellexpansion eine Rolle in der Entwicklung der
CH einnehmen, gehen Mutationen dieser Genen mit einem Vorteil gegeniiber benachbarten
Zellen einher®. Somit riicken vor allem Treiber-Gene hiimatologischer Erkrankungen in den
Vordergrund. Viele dieser altersabhéngigen Mutationen konnen auf bekannte Gene zuriickgefiihrt
werden. Die pathophysiologische Rolle in verschiedenen Krankheitsbildern ist noch
weitestgehend unerforscht. Ein GroBteil bekannter CH-assoziierter Mutationen fillt auf die
epigenetischen Regulatoren der DNA methyltransferase 3 alpha (DNMT3A4) und die Ten-eleven-
translocation methylcytosine dioxygenase 2 (TETZ2). Weitere Treiber-Gene sind unter anderem
das Additional sex combs-like 1 (ASXL1)-, das Janus kinase 2 (JAK2)-, das Protein Phosphatase,
Mg*/ Mn®* dependent 1D (PPMID)- und das Tumor protein P53 (TP53)-Gen’. Neben den
eigentlichen ausdifferenzierten peripheren Zellen im Kreislaufsystem ist das hidmatopoetisch
aktive Milieu des Knochenmarks als Ursprung der hédmatopoetischen Stamm- und
Vorlduferzellen (hematopoietic stem and progenitor cells, HSPC) in diesen Prozess involviert'”.
Als Ursprung der Himatopoese konnen Mutationen in Stamm- und Vorlduferzellen eine immense
Auswirkung sowohl auf das Blutbild als auch auf periphere Organe haben. Nach dem aktuellen
Wissensstand wird die CH in drei verschiedene Arten gegliedert (Abb. 1): Die altersabhidngige
CH (age-related CH, ARCH) tritt vor allem in bereits identifizierten Genen wie TET2 oder
DNMT3A auf °. Die Form der therapieinduzierten CH (t-CH) ldsst sich im Gegensatz dazu

1



Einleitung

iberwiegend in Genen der sogenannten DNA-Schadensreaktionsproteine (DNA damage-
response proteins, DDR) wie beispielsweise den Tumorsuppressorgenen PPMID und TP53
finden''. DDR-Mutationen zeichnen sich durch eine verringerte Empfindlichkeit gegeniiber
Bestrahlung und Chemotherapie aus und stellen einen begiinstigenden Faktor fiir die t-CH in
Patienten nach iiberstandener Tumorerkrankung dar’. Mit zunehmender Evidenz kristallisieren
sich zudem weitere Faktoren als Ursache fiir die CH heraus. So kénnen unter anderem chronische
Inflammationsgeschehen einen erhohten Selektionsdruck auf teilungsaktive Gewebe ausiiben und

die CH induzieren'*"?, was als inflammatorisch- oder krankheitsinduzierte CH bezeichnet wird.

A) Altersbedingt / ARCH (TET2, DNMT3A, ASXL1)

-] L) /D
W )
) ) 1) Sterblichkeit
v . 8 5 2) Herz-Kreislauf-
» spontane W _erhohtes v N Erkrankungen
altersbedingte Uberleben und 5 ;
S somatische Proliferation der ) 3 H:ﬂ;ar]tglgglsche
£ ) DNA-Mutationen ) mutierten Zellen Z
HSC-Pool Somatische Variante Klonale Hamatopoese
= (TET2, DNMT3A, ASXL1) )
L = (PPM1D, TP53) Y )
B) Therapie-induzierte t-CH ¥ X N €N
(PPM1D, TP53) %
£ l L) )
L) )
) DO W S
arzneimittelbedingter /D erhéhtes Uberleben
genotoxischer Stress ) und Proliferation
e (Chemotherapie) ” mutierter Zellen
L) ) €W . J Herz-Kreislauf-
ﬁ, % 5 Erkrankungen?

C) Krankheitsbedingt?

(DNMT3A, PPM1D, m Q@
TP53, TET2 N o
) & e &

proinflammatorische erhohtes Uberleben
ig, Bedingungen /D und Proliferation
% $) mutierter Zellen

Abbildung 1 Verschiedene Arten der klonalen Himatopoese.

Die CH lasst sich je nach Ursache der mutationsbedingten Expansion in drei Arten aufteilen. Die (A)
altersbedingte (ARCH) entsteht iiberwiegend durch spontane Mutationen, bei der (B) therapieinduzierten
(t-CH) treten die Mutationen im Zuge eines vorausgehenden genotoxischen Stress auf und die (C)
inflammatorisch-induzierte CH wird durch chronische Entziindungsgeschehen mit Einfluss auf die
Mutationsinduktion charakterisiert. ARCH, altersbedingte CH (age-related CH); CH, klonale
Hamatopoese (Clonal hematopoiesis); t-CH, therapieinduzierte CH. Erstellt unter Mithilfe von Frau Petra
Pieres (Institut fiir Pharmakologie, Heinrich-Heine-Universitét).
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1.1.1 CH und himatologische Erkrankungen

Bei der CH breitet sich die in einer einzelnen hdmatopoetischen Stammzelle erworbene Mutation
iiber das hamatopoetische System im gesamten Organismus aus. Die Proliferation von HSPC, ein
eigentlich physiologischer Ablauf innerhalb der Blutbildung, kann bei Teilung einer abnormalen
Zelle das Auftreten von Tumorerkrankungen begiinstigen®. Dieser Prozess gilt als Hauptfaktor in
der Entwicklung hédmatologischer Erkrankungen und umfasst Krankheitsbilder wie das
myelodysplastische Syndrom (MDS), die akute myeloische Leukdmie (AML), myeloproliferative
Neoplasien (MPN) und das lymphoproliferative Syndrom (LPS)*. Der Begriff der CH wurde
erstmals im Zusammenhang mit dem Auftreten himatologischer Erkrankungen erwihnt'*. Im
Gegensatz zu vorgenannten Erkrankungen zeichnet sich die CH dadurch aus, dass die
somatischen Mutationen im Kreislaufsystem vorhanden sind, jedoch die klinischen Merkmale
einer hadmatologischen Malignitit, wie beispielsweise die erhohte Anzahl einzelner
Zellfraktionen, nicht detektiert werden konnen'. Die Gemeinsamkeit der genannten
Krankheitsbilder liegt allein im Auftreten von Mutationen in einem Treiber-Gen. Mutationen in
diesen Genen fithren in den meisten Fillen entweder zu einer verstirkten Expression von
Proteinen, die sich vorteilhaft auf Proliferation, DNS-Reparatur und Signalkaskaden der
betroffenen Zelle auswirken oder verminderten Expression von Proteinen mit suppressiven
Eigenschaften'”. Wichtige Vertreter in der aktuellen Forschung sind beispielsweise TP53, Kirsten
rat sarcoma virus (KRAS) und Fms like tyrosine kinase 3 (FLT3) bei der AML'®"", JAK2,
Calcireticulin (CALR) und Myeloproliferative leukemia virus (MPL) bei der MPN'® sowie
Breakpoint cluster region-Abelson 1 (BCR-ABL1), JAK2 und IKAROS Family Zinc Finger 1
(IKZF1) bei der chronisch myeloischen Leukimie (CML)". Zum jetzigen Zeitpunkt stellt der
Einsatz von Zytostatika mit gezieltem Einfluss auf das abnormale Zellwachstum dieser Zellen
einen generellen Schwerpunkt bei der Behandlung dieser Krankheiten dar. Durch die aggressive
Expansion haben nicht alle Treiber-Gene eine Relevanz in der CH. Es kommt aber, je nach
betroffener Zellpopulation, zu Uberschneidungen hiimatologischer Erkrankungen und der CH mit
ungewissen klinischen Prognosen. Im Bereich der Forschung zur CHIP wird der Schwerpunkt auf
die nicht-hdmatologischen Erkrankungen wie beispielsweise Stoffwechsel-, kardiovaskuldre und
chronisch-entziindliche Erkrankungen gelegt. Der aktuelle Wissensstand zu den CHIP-

assoziierten Phdnomenen wird in den folgenden Absétzen erortert.

1.1.2 CH und Stoffwechselerkrankungen

Neuere Forschungsansitze implizieren neben den hidmatologischen Erkrankungen -eine

Verkniipfung zu metabolischen Stdrungen wie beispielsweise Diabetes mellitus Typ 2°°,
3
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Adipositas®' und der Steatosis hepatis*, umgangssprachlich, nichtalkoholische Fettleberstorung
genannt. Hyperglykdmische Phasen senken die Aktivitit der Adenosine monophosphate-activated
protein kinase (AMPK), die zur direkten Phosphorylierung der katalytischen Doméne des TET2-
Gens fiihrt und dariiber dessen Aktivitit hemmt®. Neben dem direkten Einfluss der Glukose auf
die TET2-Aktivitdit konnen auch Storungen in metabolischen Wegen innerhalb der
Mitochondrien, wie beispielsweise der Regulation von Substraten innerhalb des Citratzyklus, eine
CHIP induzieren**. Angesichts der zunehmenden CHIP-Relevanz und dem iiberschaubaren
Wissen im Zuge von Stoffwechselerkrankungen ist weitere Forschung in diesem Bereich

notwendig.

1.1.3 CH und kardiovaskulire Erkrankungen

Trotz stetig verbesserten Diagnoseverfahren und Moglichkeiten zur medikamentdsen
Behandlung stellen kardiovaskuldre Erkrankungen (cardiovascular disease, CVD) immer noch
mit zirka einem Dirittel die weltweit hiiufigste Todesursache dar*>?°. Zu den Erkrankungen, die
das Herz-Kreislaufsystem betreffen, gehdren die koronare Herzkrankheit (KHK), die periphere
arterielle Verschlusskrankheit (PAVK), Hypertonie und Herzrhythmusstérungen. Sie alle,
erhéhen das Mortalitétsrisiko durch einen Myokardinfarkt, eine transitorische ischdmische

Attacke oder einen Schlaganfall”’

. Begiinstigende Faktoren stellen neben der Familienanamnese
vor allem ein ungesunder Lebensstil aus Bewegungsmangel, ungesunder Erndhrung, Stress sowie
der Konsum von Genussmitteln, wie beispielsweise Alkohol oder Nikotin, dar. Trotz zahlreicher
Interventionsoptionen und bekannter Risikofaktoren kdnnen bei weitem nicht alle Patienten
erfolgreich therapiert werden. Auch in diesem Zusammenhang ist die CH ein neuer Ansatzpunkt
zur personalisierten Diagnose und Therapie von Patienten, in denen die klassischen
Risikofaktoren nicht vorhanden sind, die aber trotzdem die klinischen Bilder der CVD
widerspiegeln. Der Grofiteil der gegenwartigen Studien und experimentellen Untersuchungen zur
CH befasst sich primédr mit der Entwicklung maligner hdmatologischer Erkrankungen. Eine
Relevanz in Bezug auf das Auftreten kardiovaskulédrer Ereignisse wurde anhand einer humanen
Assoziationsstudie deutlich, die eine Korrelation zwischen klonaler Expansion in Treiber-Genen
und kardiovaskuliren Ereignissen (KVE) fand. Unabhéngig des hdmatologischen Risikos steht
die CH in direktem Zusammenhang mit einer signifikant erhohten Mortalitdt, bedingt durch
Myokardinfarkte oder Schlaganfille’*’. Das Vorhandensein von CHIP in peripheren Blutzellen
ist demnach mit einem fast verdoppelten Risiko fiir eine KHK in Menschen sowie mit einer
beschleunigten Entwicklung von Atherosklerose in Miusen verbunden®. Der genaue

Mechanismus dahinter ist noch nicht abschlielend geklirt, aber potenzielle Ursachen wurden in

4



Einleitung

neueren, epidemiologischen Studien untersucht’. Das Erste dazu untersuchte Gen ist Tet2,
welches die Formation von Makrophagenpools in atherosklerotischen Plaques begiinstigt’'. Diese
arteriellen Plaques wiesen zusétzlich eine erhohte Konzentration des proinflammatorischen
Zytokins Interleukin (IL)-1p und P-Selectin auf, welches Relevanz in der Adhésion weiterer
Monozyten hat’’. Ein Funktionsverlust von Tet2 durch eine somatische Mutation im
Knochenmark steht somit in einem kausalen Zusammenhang mit dem Auftreten von CVD {iber
einen proatherogenen Status. Die Folge sind chronische Entziindungen. Es muss erwéhnt werden,
dass der genaue Mechanismus in der Entwicklung dieser Mutationen unbekannt ist. Der generelle
Beitrag der CH zum erhohten CVD-Risiko zeigt aber die hohe Bedeutung zur Identifizierung

betroffener Patienten, um frithzeitig therapeutische Interventionen ergreifen zu kdnnen.

1.1.4 CH und chronisch-entziindliche Erkrankungen

Die proinflammatorischen Eigenschaften einiger CHIP-assoziierter Mutationen wurden bereits
im Abschnitt zur CVD erldutert. Jedoch gibt es neben der Atherosklerose als chronisch-
entziindliche Erkrankung des Herz-Kreislaufsystems auch weitere Erkrankungen, die dazu

untersucht wurden.

Chronisch-entziindliche Erkrankungen beruhen auf einer fehlerhaften Reaktion des
Immunsystems auf physiologische Strukturen und umfassen neben vereinzelten
Infektionskrankheiten im weitesten Sinne Erkrankungen mit einer Dysregulation in der
Autoimmunreaktion und kénnen neben dem kardiovaskuldren System einen Grofteil der
menschlichen Organe und Kompartimente betreffen. Dazu zdhlen vor allem die Atemwege
(Asthma bronchiale), das Verdauungssystem (Kolitis ulzerosa, Morbus Crohn), die Gelenke
(Rheumatoide Arthritis) und die Haut (Neurodermitis, Psoriasis). Die Gemeinsamkeiten dieser
Erkrankungen liegen darin, dass korpereigene Strukturen vom Immunsystem als fremd erkannt

werden und Autoantikdrper eine entsprechende Immunreaktion hervorrufen.

Mit steigender Evidenz im Bereich der Forschung zur CH gewinnen chronisch-entziindliche
Konditionen durch ihren Beitrag zur Entwicklung und Progression der klonalen Expansion an
Beachtung. Das Vorkommen proinflammatorischer Zytokine innerhalb chronisch entziindlicher
Erkrankungen gilt neben dem Altern als hauptséchlicher Risikofaktor fiir die Entwicklung der
CHIP*. Der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha) begiinstigt beispielsweise eine
Verschiebung in der myeloiden Differenzierung und eine verstarkte Resistenz gegeniiber
apoptotischen Signalwegen, so dass eine erhohte Exposition des proinflammatorischen Zytokins

den Selektionsdruck fiir CHIP-induzierbare Mutationen fordert®2.
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1.2 Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen
1.2.1 Atiologie der CED

Die chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) gehdren zur Gruppe der chronisch-
inflammatorischen Autoimmunerkrankungen, welche vor allem den Gastrointestinaltrakt (GIT)
betreffen. Basierend auf der Lokalisation und den pathophysiologischen Mechanismen

unterscheidet man zwei Arten von CED, Kolitis ulzerosa und Morbus Crohn (MC).

Die Kolitis betrifft iiberwiegend nicht perforierend Kolon und Rektum, wohingegen MC sich mit
unregelmafiger Streuung iiber den gesamten Verdauungstrakt und dem vermehrten Auftreten von
Stenosen, Fisteln, Abszessen und moglicher Perforation der Darmwand manifestiert. Erste
Beschreibungen zur Atiologie der CED gehen bis in die Antike zuriick. Sie fokussierten sich bis
Mitte des 20. Jahrhunderts auf Infektionserkrankungen als Hauptursache des entziindlichen
Geschehens®. Die nicht primir infektionsbedingte Kausalitit konnte erstmals in einer
randomisierten-kontrollierten ~ Studie zum Verlauf und Vergleich wiederkehrender

Gemeinsamkeiten der Kolitis belegt werden*.

Studien zum Auftreten beider Krankheitsbilder zeigen eine erhohte Prdvalenz in den
Industrieléindern von Europa und Nordamerika und einen deutlichen Anstieg der Inzidenz iiber
die vergangenen Jahrzehnte”. Diese Beobachtung lisst sich auf eine Verkniipfung von
Umwelteinfliissen und Lebensstil auf die Entwicklung der CED zuriickfiihren. Beeinflussende
Faktoren sind, neben der Familienanamnese, unter anderem Rauchen, die Einnahme von
Antibiotika und hiusliche Hygienestandards®®. Die genetische Veranlagung spielt zudem bei MC
eine bedeutendere Rolle als bei der Kolitis*’. Die klinischen Bilder der CED charakterisieren sich
durch eine langanhaltende Entziindung des gastrointestinalen Systems und einen iiblichen
chronisch rezidivierendem Verlauf, symptomatisch als wissrig-blutige Diarrhoe, begleitet von
Abdominalschmerzen und Ubelkeit. Eine verminderte Riickresorption von Wasser und
Elektrolyten in aszendierenden Teilen des Kolons und der akute inflammatorische Schub gehen

zusitzlich mit einem Verlust an Korpergewicht einher™.

Beide Erkrankungsbilder sind nicht heilbar. Sie beinhalten eine erhebliche Einschrinkung der
Lebensqualitdt betroffener Patienten. Verschlechtert wird diese zusitzlich durch sich im
Krankheitsverlauf manifestierende Komorbidititen, im Speziellen psychiatrische Erkrankungen
in Form emotionaler Traumata®®. Als Ursache dieses pathophysiologischen Zustands wird eine
iiberschieBende Reaktion des intestinalen Immunsystems als Folge einer gestorten
Schleimhautbarriere postuliert, wenngleich die zugrundeliegenden Mechanismen weiterhin

unbekannt sind*.
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1.2.2 Die Schleimhautbarriere

Beide Formen der CED bilden charakteristische pathologische Verdnderungen in der intestinalen
Gewebestruktur aus*'. Die Darmschleimhaut zeichnet sich durch ein dreischichtiges System aus,

das aus Schleimhautbarrieren besteht.

Die erste, zum intestinalen Lumen gerichtete Schicht bildet, bestehend aus Muzinen,
Phospholipiden und antimikrobiellen Peptiden, der Mukus. Dieser wird vom darunterliegenden
Epithel sezerniert, welches ebenfalls die absorbierenden Prozesse ausiibt. Die Submukosa
zeichnet sich durch eine hohe Dichte an Zellen des angeborenen Immunsystems, wie
Granulozyten und Makrophagen, und der adaptiven Immunitdt, bestehend aus T- und B-
Lymphozyten, aus. Die Immunabwehr beginnt bereits auf der Ebene des Epithels, das bakterielle
und virale Bestandteile bereits durch extrazelluldr exprimierte TOLL-like-Rezeptoren (TLR)
sowie intrazellulire Nucleotide oligomerisation domain (NOD)-/ike Rezeptoren erkennt*’.

Neuere Ansitze zur Erkldarung der Unterschiede in Lokalisation von Kolitis ulzerosa und MC
legen den Fokus auf die vom Epithel gebildeten Defensine, die eine breite antimikrobielle
Wirksamkeit besitzen. Untersuchungen von Paneth-Zellen des Diinndarms ergaben eine lokal
verminderte Expression von a-Defensinen und eine damit einhergehende abgeschwéchte
Immunabwehr der Diinndarmmukosa®**. Diese legen das Problem der lokalen Inflammation
nahe, welche sich zur systemischen Dysregulation bei der ulzerativen Kolitis abgrenzen lésst.
Verdnderungen der Kolonmuzinschicht infolge einer verminderten Becherzellanzahl sorgen fiir
eine strukturell verinderte beziehungsweise verminderte Mukusschicht im Zuge der Kolitis®.
Dieser Effekt kann durch Mukus-degradierende Bakterienstimme, die infolge ballaststoffarmer,
westlicher Didten begiinstigt werden, verstarkt werden und erklért die Verbreitung innerhalb der

industriell gepriigten geographischen Riume*.

1.2.3 Therapie der CED

Eine frithe Diagnosestellung stellt maBgebliche Relevanz in der erfolgreichen Behandlung der
CED dar. Die Therapie erfolgt rein symptomatisch zur Linderung der Beschwerden mit
systemisch oder lokal angewandten Arzneimitteln oder chirurgischen Verfahren. Oberstes
Therapieziel ist eine steroidfreie klinische Remission und langfristige Aufrechterhaltung dieser*’.
Im Folgenden wird, da Gegenstand dieser Arbeit, nur die leitlinienkonforme Therapie der Kolitis

ulzerosa erortert. MC wird leicht abweichend, jedoch weitestgehend vergleichbar behandelt.
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Zum Einsatz kommen zur Behandlung bereits seit Jahrzenten die antiinflammatorisch wirkenden
Substanzen Sulfasalazin®®, Kortikosteroide®, Azathioprin®® und Antimetabolite, wie
Mercaptopurin®'. Nach der geltenden S3-Leitlinie wird, je nach Schweregrad, die Behandlung in
einer Schubtherapie mit topischen Aminosalicylaten (Mesalazin) in Form von Suppositorien oder
Klysmen initiiert und bei unzureichender Wirksamkeit auf die systemische Behandlung mit
Kortikosteroiden ausgeweitet'’ (Abb. 2). Bei fehlendem Ansprechen auf Kortikosteroide,
Kontraindikationen gegen diese Wirkstoffe oder Intoleranzen wird eine Therapie mit TNF-alpha-
Antikorpern (Infliximab) oder ein off-label use von Calcineurin-Inhibitoren (Ciclosporin/
Tacrolimus) empfohlen. Neuere Wirkstoffe mit geringerem Erfahrungsschatz, wie der o4p7-
Integrin-Antikorper Vedolizumab®?, der IL12- und 13-Antikorper Ustekinumab™ und JAK-
Inhibitor Tofacitinib®* kénnen ebenfalls in Betracht gezogen werden. Durch das begrenzte
Vorhandensein der Kolitis auf den Dick- und Enddarm kann, neben den medikamentdsen
Interventionen, bei besonders schweren Verlaufsformen eine Proktokolektomie mit ileonaler
Pouchanlage als operatives Verfahren erwogen werden®. In Folge auf die Schubtherapie wird bei
unkomplizierten ~ Verldufen Mesalazin in lokaler Applikation zur langfristigen
Remissionserhaltungstherapie als Mittel der Wahl iiber einen Zeitraum von mindestens zwei
Jahren eingesetzt. Alternativ findet in der Erhaltungstherapie der apathogene Escherichia coli
Nissle-Stamm in Kapselform Verwendung. Er weist eine vergleichbare Effektivitit auf*’. Die
Verwendung von Biologika und neueren Wirkstoffen der Induktionstherapie wird auf Grundlage
des ungiinstigeren Nebenwirkungsprofils in Abhéngigkeit des entsprechenden Einzelfalls
beurteilt. Trotz immenser Fortschritte im Bereich der Entwicklung neuer Therapieansétze zur
Behandlung der CED ist eine kurative Therapie nicht in Sicht. Es bedarf eines verbesserten
Verstindnisses der Pathologie, um einen langfristigen therapeutischen Erfolg bei diesem

chronischen Erkrankungsbild zu erreichen.
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mild/ moderat moderat schwerwiegend

Induktion

Proktokolektomie

Erhaltung

Abbildung 2 Modifizierte S3-Leitlinie zur Behandlung der Kolitis ulzerosa®’.

Die Behandlung der Kolitis ulzerosa richtet sich nach dem Schweregrad und dem Vorhandensein akuter
Schubphasen oder der Remission. In Abhéngigkeit der Schwere wird zwischen einer lokalen Gabe
antientziindlicher Wirkstoffe oder der systemischen Applikation differenziert. Die Therapie umfasst die
Wirkgruppen der Aminosalicylate, Glucocorticoiden, Biologicals, Tyrosinkinase-Inhibitoren und
Immunmodulatoren bis hin zum operativen Verfahren der Proktokolektomie. Modifiziert nach S3-Leitlinie
der Deutschen Gesellschaft fiir Gastroenterologie, Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten (DGVS) zur
Behandlung der Kolitis ulzerosa*’. TNF, Tumornekrosefaktor

1.2.4 Extraintestinale Manifestationen der CED

Die systemische Dysregulation innerhalb des Erkrankungsbildes der Kolitis ulzerosa duf3ert sich
neben der Inflammation des GIT auch in Entziindungen weiterer Organsysteme®’. Auf Grundlage
dhnlicher pathogenetischer Mechanismen liegt ein entsprechender Zusammenhang nahe, welcher
das klinische Gesamtbild zusidtzlich beeinflusst. Das Vorkommen extraintestinaler
Manifestationen (EIM) steigt mit der Dauer der Erkrankung und ist zusdtzlich bei bereits

vorhandener EIM erhoht.

Ungefihr die Hilfte aller CED Patienten entwickelt im Verlauf eine EIM>**. Der GroBteil dieser
Erkrankungen betrifft die quergestreifte Skelettmuskulatur und die Gelenke des
Bewegungsapparates, die sich in zunehmend auftretenden Arthralgien®, peripheren
Arthropathien® und Spondylarthropathien duBern®. Des Weiteren kommt es gehiuft zu lokalen
Manifestationen verschiedener Organe unter Beteiligung der Haut in Form verschiedener

6364 ophthalmologischer Befunde® und Reaktionen auf das

spezifischer und reaktiver Lasionen
hepatobiliéire System, die sich als eine primir sklerosierende Cholangitis (PSC) &uBern konnen®.
Aufgrund der Malabsorption mit einer verminderten Aufnahme von Eisen, Vitamin-B12 oder
Folsdure kommt es im Krankheitsverlauf zu systemischen Komplikationen einer Animie®”®,
Wichtig zur Beurteilung der EIM ist die differentialdiagnostische Abgrenzung mdglicher

medikamentds induzierter Manifestationen, vor allem der Glukokortikoide, unabhédngig von der
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CED-Grunderkrankung. Den induzierten Folgeerkrankungen kommt auch Relevanz innerhalb der
Induktions- und Remissionstherapie zu, da sich eine vorzeitige Behandlung mit Biologicals, wie
Infliximab beziehungsweise dem small molecule Tofacitinib, in einem positiven Zusatznutzen

duBert und der konventionellen Therapie in diesem Fall iiberlegen ist®.

1.2.5 Die Rolle der circadianen Rhythmik in der Pathophysiologie der CED

Die physiologische innere Uhr gewinnt zunehmend an Stellenwert in der Beurteilung
inflammatorischer Vorgiinge”. Die circadiane Rhythmik kann als biologische Uhr angesehen
werden, die neben dem Schlaf-Wach Zyklus auch weitere physiologische Prozesse, wie den
Stoffwechsel oder die Hormonproduktion, reguliert’'. Stérungen dieses Gleichgewichts erhdhen
das Auftreten von entziindlichen Prozessen iiber verstirkte Expression proinflammatorischer
Zytokine und konnen das klinische Erscheinungsbild chronischer Erkrankungen zusétzlich

verschlechtern’.

Das circadiane System folgt dem Aufbau einer hierarchischen Struktur, bestehend aus einer
zentralen Uhr im suprachiasmatischen Kern im Gehirn, welcher einer lichtabhéngigen Steuerung
unterliegt, sowie einer peripheren Uhr, die sich in sdmtlichen Korperzellen befindet. Dieses
System wird von einer molekularen Riickkopplungsschleife, bestehend aus einem Heterodimer,
dem circadian locomotor output cycles kaput (CLOCK) und brain and mucle Arnt like protein-1
(BMALT1), mit Einfluss auf verschiedene Zielpromoter innerhalb tageszeitabhingiger Vorgénge
und den Inhibitoren dieses Heterodimers, dem cryptochrome (CRY) und period circadian
regulator (PER), mit erhohter zytoplasmatischer Konzentration in ndchtlichen Ruhephasen,
angetrieben”. Eine Stérung dieses Systems steht bereits aus humanen Daten in einem direkten
Zusammenhang mit einer initialen CED-Manifestation und hat das Potential als Marker des

Entziindungsgeschehen zu agieren’*.
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1.3 CH und CED
1.3.1 Der Einfluss chronischer Entziindungen auf die Himatopoese

Wie bereits erwéhnt, ist die Hauptursache des Auftretens somatisch assoziierter Mutationen
innerhalb des Phinomens der CH das Altern’. Zusitzlich zu den genetischen Faktoren des
normalen Alterns gelten bestimmte Umweltfaktoren als Risiko und tragen zur Expansion

mutierter Zellen bei.

Die zunchmende Umweltbelastung bei fortgeschrittener Lebenszeit begiinstigt chronisch
niederschwellige Entziindungen. Eine solche niederschwellige Entziindung kann bereits in
fritheren Lebensperioden durch Umweltstress auftreten und wird in der Literatur zunehmend als
Entziindungsaltern (/nflammaging) bezeichnet, was als durch Entziindungen hervorgerufene
beschleunigte physiologische Alterung charakterisiert werden kann”. Das Entziindungsaltern
stellt ein neues Forschungsfeld dar und ist auf eine Vielzahl von Krankheitsbildern iibertragbar.
Das mittlere Alter der Erstdiagnose einer CED findet im dreiBigsten Lebensjahr und somit im

t®. Ein durch chronische Entziindung geforderter Selektionsdruck

jungen Erwachsenenalter stat
fiir die Entwicklung somatischer DNS-Mutationen im hdmatopoetischen System legt somit einen

Einfluss der Kolitis darauf nahe*.

Verdnderungen 1im hamatopoetischen Milieu der Knochenmarksnische dienen als
vielversprechender Ansatzpunkt zur Beurteilung einer mdglichen Induktion somatischer
Mutationen mit anschlieBender klonaler Expansion in knochenmarksresidenten Zellen aufgrund
einer rezidivierenden Entziindung. Hdmatopoetische Stammzellnischen befinden sich im Laufe
der korperlichen Entwicklung in verschiedenen Kompartimenten, welche die aorto-gonadale-
mesonephrische Region (AGM-Region), den Eidottersack, die Plazenta und fetale Leber
innerhalb der embryonalen Entwicklung sowie nachfolgend die Milz und das Knochenmark
postnatal umfassen’’. Als hiimatopoetisch aktives Kompartiment weist das Knochenmark in
diesem Kontext eine hohe Konzentration an residenten Stamm- sowie Vorlduferzellen auf.
Nischen sind Mikroumgebungen innerhalb eines lokalen Gewebes, welche zur Aufrechterhaltung
und Regulierung von hiimatopoetischen Stammzellen notwendig sind’®. Als primérer Speicher
und Produktionsstitte von Stammzellen bildet die Knochenmarksnische eine komplexe
Mikroumgebung und verfiigt iiber eine fiir diese wichtige Komposition”. Aufgrund der
rdumlichen Nédhe zu Blutgefilen innerhalb des Knochenmarks wird angenommen, dass die
HSPCs sich in einer perivaskuldren Nische bestehend aus Endothel- und mesenchymalen
Stromazellen befinden®”®'. Als Vorstufe myeloider Zellpopulationen kdnnen Verinderungen der
HSPC eine Auswirkung auf die Zusammensetzung der Leukozyten in peripheren Geweben haben.

Demnach kommt besonders den Komponenten des angeborenen Immunsystems der myeloiden
11
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Zellen im Kreislaufsystem eine Schliisselrolle in der Pathogenese der CED zu®. Neutrophile
Granulozyten stellen die mengenméfig grofite Population der Leukozyten im Kreislaufsystem
dar. Mit einer tiglichen Neubildung von zirka 10'" Zellen gelten sie als erste Abwehrlinie des
Immunsystems™. Thre Hauptwirkung liegt in der Erkennung mikrobieller Strukturen und
entsprechender Auflésung dieser durch Phagozytose, Degranulation oder der Freisetzung von
Neutrophil extracellular traps (NET) aus dem Zellkern®. Neuere Forschungsansitze lassen den
Neutrophilen auch eine Rolle als Effektoren innerhalb der Regulation verschiedener
immunregulatorischer Verfahren unter pathophysiologischen Zustinden zukommen und zeigen
die Heterogenitit und strukturelle Plastizitit dieser Population auf*’. Die multifaktoriellen
Charakteristika der Neutrophilen betonen ihre bedeutende Relevanz in dem Verlauf und der

Prognose chronischer Erkrankungen.

Daneben wirken sich Verdnderungen innerhalb der Monozyten als wichtige myeloide
Immunzellfraktion ebenfalls auf chronische Entziindungen aus. Monozyten kdnnen je nach
Funktion in unterschiedliche Gruppen unterteilt werden®. Die Unterteilung erfolgt entsprechend
des Ly6C-Oberflichenantigens in inflammatorische Ly6C"€"-Monozyten, deren Funktion darin
liegt, im Zuge der Immunabwehr in verletzte Gewebe oder Infektionsherde zu migrieren®” **. Im
Gegensatz dazu kommt den Ly6C'**-Monozyten die Aufgabe der Entziindungsauflosung und
Initiierung von Reparaturmechanismen nach akuter Schidigung zu®’. Neben den zelluldren
Verinderungen treten auch modellierte Zytokin- und Chemokinprofile auf*’. So weisen CED-
Patienten erhohte Level proinflammatorischer Marker wie dem C-reaktiven Protein (CRP), IL-6
und TNF-alpha auf, die zu endothelialer Dysfunktion fiihren koénnen”. Die humorale
Zusammensetzung kann neben dem lokalen Effekt auf benachbarte Strukturen, auch eine
Reaktion in anderen Gewebe iiber einen systemischen Weg haben und somit einen Treiber
pathologischer Prozesse darstellen und EIM begiinstigen®’. Inwiefern Stérungen der Homdostase
der Knochenmarksnische durch CED die Entwicklung einer CHIP begiinstigen, ist zum jetzigen

Zeitpunkt noch unklar®'.

1.3.2 Treiber-Gene chronisch-entziindlicher Erkrankungen

Es sind bereits mehrere Gene als Treiber der CH in unterschiedlichen Erkrankungsbildern
beschrieben. Als die Hiufigsten darunter gelten Gene wie beispielsweise TET2, TP53 oder
DNMT34°. Eine erste epidemiologische Studie befasste sich bereits mit dem gemeinsamen
Vorkommen von CHIP und CED. Beziiglich der CH in Treibergenen und Kolitis wurde in dem

genetischen Material einer Kohorte von 187 Kolitis-Patienten eine erhéhte Inzidenz somatischer
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Mutationen gefunden, die im Speziellen auf Mutationen hiamatopoetischer Zellen in den Genen
DNMT34 und PPM1D zuriickzufiihren sind®?. Die klonale Expansion von Dnmt3a geht, bereits
aus experimentellen Studien im Mausmodell zu kardiovaskuldren Erkrankungen, mit verstarktem
kardialen Remodeling und renaler Fibrose einher”. Aus den humanen Daten im Zuge der
ulzerativen Kolitis riickt PPM1D jedoch als interessanter, weitestgehend unerforschter Vertreter
in den Fokus. PPMID stellt derzeit zwar kein Gen mit einer aggressiven Expansion dar, tritt
jedoch vermehrt in Patienten mit Kolitis auf. Ursache sowie daraus resultierende Folgen sind noch
unerforscht’.

Zudem kommt der erhohten Inzidenz hématologischer Erkrankungen bei gemeinsamem
Auftreten eine entsprechende Relevanz zu, da sowohl die CH als auch die CED prikanzerogene
Vorstufen ausbilden. Die CH kann bereits nachweislich als biologische Verkniipfung des
erhohten Auftretens himatologischer Malignome angesehen werden und zeigt die Bedeutung zum
Screening dieser auf’. Die vorhandenen Daten geben einen Hinweis zu einer moglichen
Wechselwirkung der CED als chronisch entziindliche Erkrankung und zum Einfluss auf die

geforderte CHIP in Treiber-Genen.

Wie es zu diesen Mutationen kommt oder welche Folgen diese unabhéngig des hdmatologischen
Risikos fiir das klinische Patientenbild haben ist unbekannt. Das chronisch rezidivierende
Auftreten innerhalb der Kolitis legt die Vermutung nahe, dass es einen mal3geblichen Effekt auf
die Induktion sowie Expansion mutierter Klone haben konnte. Die Mechanismen und generellen
Zusammenhingen sind noch unbekannt, so dass der Forschung in diesem Bereich ein grofler
Stellenwert zukommt. In den folgenden Unterabschnitten wird die genaue physiologische
Funktion der Treiber-Gene mit bereits bekannter Relevanz im Zuge der CHIP niher dargelegt

und wie diese im Tiermodell dargestellt werden kdnnen.

1.3.2.1 DNMT3A

Mutationen des epigenetischen Regulator-Gens DNMT3A4 stellen gemeinsam mit 7E72 mehr als
70% der auftretenden Mutationen im Zusammenhang der altersabhingigen CH dar und steigen
mit zunehmendem Lebensalter stetig’. DNMT3A ist verantwortlich fiir die de novo-Ubertragung
von Methylgruppen auf die Cytidin-Guanosin-Dinukleotide (CpG) der DNS und hat
dementsprechend Uber Inaktivierung Einfluss auf die Expression weiterer Gene und
nachfolgender zellulirer Mechanismen®. Betroffene Prozesse dieser epigenetischen
Modifikation umfassen die Zelldifferenzierung, Regulation der Transkription sowie

t%

Genomstabilitéd und begilinstigen bei Entartung die Entwicklung hamatologischer
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Erkrankungen, im Speziellen der AML"’. Der GroBteil der im Menschen gefundenen Mutationen
begrenzt sich auf eine heterozygote Punkmutation innerhalb der katalytischen Domédne am
DNMT3A4-Rest R882H, welche mit einem Verlust der Enzymaktivitit einhergeht”. Im murinen
Modell befindet sich eine entsprechende Mutation an Position R878H und bewirkt ebenfalls eine

Hypomethylierung der DNS* 1%,

1.3.2.2 TET2

Das Gen TET2 codiert fiir eine Methylcytosin-Dioxygenase, die als Tumorsuppressor die
Umsetzung von Methylcytosin (SmC) zu 5-Hydroxymethylcytosin (ShmC) katalysiert'®!. Die
sterische Modifikation macht betroffene DNS-Abschnitte entsprechend unzugénglich fiir die
Transkription und bewirkt allen voran eine verminderte Genexpression. Mutationen von TET2
bewirken einen knock-out des Gens, der zu einer reduzierten katalytischen Enzymaktivitét fiihrt
und die Entwicklung myeloider Malignome begiinstigt'** ' Experimentelle Verwendung findet
eine Mauslinie, die eine Mutation zwischen Exon 8 bis 11 tragt, welche zur Deletion der

katalytischen Domine fiihren'*.

1.3.2.3 TP53

Neben DNMT3A4 und TET2 im Zuge der altersabhéngigen CH, konnen Mutationen in Genen, die

105

fiir DDR-Proteine kodieren, eine therapieinduzierte CH fordern ™. Dem Tumorprotein P53, auch

bezeichnet als transformation-related protein 53 (TRP53), kommt besondere Relevanz innerhalb

106

der DNS-Reparatur und Apoptose nach Schiadigung zu ™. Vermehrte p53-Phosphorylierung
durch die Ataxia telangiectasia mutated (ATM)-Kinase nach Erkennung einer DNS-Schidigung
durch eine externe Noxe, wie beispielsweise Ultraviolette (UV)-Strahlung, ermdglicht nach
Aktivierung einen Zellzyklusstopp am G1/S Regulationspunkt und die Mdglichkeit iiber DNS-
Reparaturproteine eine Entartung zu verhindern und gegebenenfalls die Apoptose betroffener
Zellen zu induzieren'”’. Ein mutationsbedingter Funktionsverlust resultiert in genomischer
Instabilitdt und fordert die Ausbildung hidmatologischer Erkrankungen'®. Die verschiedenen
Mutationsvarianten fithren zu einem Funktionsverlust der DNS-Bindungsdoméne des Gens im
hamatopoetischen System. Die heterozygote R270H Missense Mutation an Exon 8 fiihrt zu einem

dominant-negativen Effekt gegeniiber dem unbeeinflussten Protein'® ',
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1.3.2.4 PPM1D

Analog zum TP53 finden sich Mutationen im fiir eine Proteinphosphatase kodierenden Gen
PPM1D iiberwiegend im Blut von Patienten, die eine Tumorerkrankung iiberstanden haben'®.
Die Serin/Threonin-Protease PPM1D agiert als negativer Regulator in umweltstressbedingten

Zellwegen und wird p53-abhingig induziert'"

. Mutationen am Exon 6 von Ppmld treten
typischerweise als Nonsense- oder Frameshift-Mutationen auf und resultieren in einem Gain-of-
function (GOF) fiir die betroffene Zelle''?. Die Mutationen begiinstigen die Proteinstabilitit,
erhéhen die Phosphatase-Aktivitdt und fiihren iiber eine entsprechende Funktionsverstarkung
iiber den p38-p53 Signalweg zu verminderter TP53 Expression, die sich, wie bereits erwahnt,

prikanzerogen auswirkt' "

. Experimentell findet eine Mauslinie Verwendung, die mittels ex-vivo
Lentivirus-Transduktion des isolierten Knochenmarks transgener Clustered regularly interspaced
short plalindromic repeats associated (Cas9) Mause und anschlieBender Transplantation in
C57/BL6J-Miuse generiert wurde''*. Die so generierte Linie besitzt, analog zum humanen

Vorkommen, eine identische homozygote Mutation auf Exon 6.

1.4 Ziele dieser Arbeit

Bereits aus humanen Studiendaten geht ein erhéhtes Risiko flir das Auftreten kardiovaskularer
Ereignisse, wie Schlaganfillen, Myokardinfarkten oder frither Atherosklerose im Vergleich zu
gesunden Kontrollprobanden, im Zusammenhang mit chronisch entziindlichen Erkrankungen wie
der Kolitis ulzerosa, hervor''”. Unklar ist der genaue Zusammenhang, da die klassischen
Risikofaktoren atherosklerotischer kardiovaskuldrer Erkrankungen wie ein hoher Body mass
index (BMI), Hyperlipiddmie, Diabetes mellitus und/ oder Hypertonie eine niedrige Pravalenz in
diesen Patientenpopulationen aufweisen''®. Postuliert wird ein erhohtes Atherosklerose Risiko
iber die lokale und systemische Inflammation, Mikrobiomabnormalititen, endotheliale
Dysfunktion, Thrombosen, Lipiddysfunktion sowie die Anwendung von Kortikosteroiden in der

Behandlung der CED'"”.

Die Grundlage dieser Arbeit bilden noch unpublizierte Vorarbeiten am Institut fiir Translationale
Pharmakologie der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf, welche sich bereits mit dem Einfluss
der CED auf die Entwicklung und Progression der Atherosklerose im Apolipoprotein E (4poe™)
knock-out Mausmodell beschiftigt haben. Demonstriert wurde im etablierten Modell der
akzelerierten Atherosklerose mit Apoe-defizienten Midusen der systemische Einfluss einer
chronisch entziindlichen Darmerkrankung auf die Entwicklung und Progression

atherosklerotischer Plaque-Ablagerungen innerhalb der Aorta. Spezielle Beachtung kam der
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Population der neutrophilen Granulozyten zu, welche als Teil des angeborenen Immunsystems
eine wichtige Rolle in der Entstehung der Atherosklerose einnehmen''®. Neben dem Anteil
zitkulierender Neutrophile im systemischen Blutkreislauf kam es auch zur Zunahme
stimulierender Faktoren wie dem Granulozyten-Kolonie stimulierendem Faktor (Granulocyte-
colony stimulating factor, G-CSF), der einen essentiellen Regulator innerhalb der Chemotaxis
und Neubildung knochenmarksresidenter Granulozyten in das Blutkreislaufsystem darstellt'"’.
Die Mobilisierung der Neutrophilen aus dem Knochenmark konnte in diesem Zuge als
Hauptursache fiir die verstiarkte Atherosklerose Progression unter einer chronischen Kolitis
ausgemacht werden. Aufgrund der gewonnenen Ergebnisse ldsst sich postulieren, dass es durch
die wiederkehrende Entziindung in Form der akuten Kolitisschiibe im Zeitverlauf zu einer
Voraktivierung myeloider Immunzellen am Ursprungsort innerhalb des Knochenmarks kommt.
Diese voraktivierten Immunzellen begiinstigen einen proinflammatorischen Effekt, welcher sich
nicht nur auf das intestinale Gewebe, sondern den gesamten peripheren, systemischen Kreislauf
auswirkt und damit auch die Ausbildung von Plaques im Gefallsystem fordert (Abb. 3). Wie die
Voraktivierung der Neutrophilen im Knochenmark ablduft, ist zum Zeitpunkt der aktuellen

Untersuchungen noch unbekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Frage zu beantworten, ob es im chronischen Verlauf der
CED zu funktionellen Verdnderungen auf Ebene der hdmatopoetischen Stammzellen kommt. Des
Weiteren wurde untersucht, ob die chronische Entziindung einen direkten Einfluss auf das
periphere Blutbild, im Speziellen die Voraktivierung der myeloiden Immunzelllinie, hat und
Entwicklung und Progression einer CHIP begiinstigt. Die Fragestellung basiert auf den
geschilderten Vorarbeiten, inwiefern erworbene Mutationen als Ergebnis der chronischen
Entziindung das hdmatopoetische Milieu modifizieren kénnen. Der wechselseitige Einfluss der
CHIP auf die CED und die beobachtete akzelerierte Atherosklerose mitsamt den damit
einhergehenden phénotypischen Verdnderungen verschiedener Gewebestrukturen, im
Besonderen des Knochenmarks wund des intestinalen Gewebes, bilden somit den
Forschungsschwerpunkt der Untersuchungen. FEin Verstindnis der engen Interorgan-
Kommunikation zwischen dem Knochenmark als Ursprung der verschiedenen Immunzellen und
peripheren Geweben, wie dem kardiovaskuldren und intestinalen System, bietet mogliche neue
therapeutische Zielstrukturen bei chronisch entziindlichen Erkrankungen. Der genetische
Nachweis somatischer Mutationen konnte neben der Beurteilung des klinischen Bildes dieser
Erkrankungen zukiinftig, auch als potenzieller diagnostischer Biomarker, beziechungsweise
selbststidndiger Risikofaktor dienen. Dieser konnte denselben klinischen vorhersagenden
Stellenwert haben wie die konventionellen Faktoren, beispielsweise der Blutdruck,

Blutlipidkonzentration, metabolische Erkrankungen oder Rauchen. Zudem bahnt ein tieferes,
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mechanistisches Verstidndnis der CH in der Pathogenese den Weg fiir zukiinftige individuelle
therapeutische Strategien, die diese pathologischen Genmutationen als pharmakologischen
Angriffspunkt nutzen konnen. Die CH bekannter Treiber-Gene stellt somit einen interessanten
Ansatzpunkt zur Ermittlung neuer therapeutischer Zielstrukturen nicht nur beziglich
hamatologischer ~ Erkrankungen, sondern auch im Kontext chronisch-entziindlicher
Funktionsstorungen dar. Durch die vorhandenen Daten zum negativen Einfluss der CH auf die
Prognose kardiovaskuldrer Erkrankungen wird vermutet, dass chronische entziindliche

Erkrankungen eine essenzielle Rolle in der Entwicklung der CH einnehmen kénnen.

Atherosklerose

Héamatopoese |
Myelopoese

Voraktivierung 4 : : Adhasion an das
der Neutrophilen i o Gefalendothel
3 Mobilisierung
der Neutrophilen

Abbildung 3 Zusammenhang zwischen der chronisch-entziindlichen Darmerkrankung (CED) und
der Entwicklung/ Progression der Atherosklerose.

Die rezidivierende, kolitisbedingte Entziindung im intestinalen Gewebe fordert iiber Ausschiittung des
Granulozyten-Kolonie stimulierenden Faktors (G-CSF) die myeloide Hidmatopoese. Voraktivierte
neutrophile Granulozyten werden als Reaktion auf das lokale Entziindungsgeschehen vermehrt aus dem
Knochenmark mobilisiert und foérdern {iber Adhésion ans Endothel die Ausbildung atherosklerotischer
Liasionen. Wachsende Plaques in spdten atherosklerotischen Stadien begiinstigen eine Ruptur, die mit
einem verstirkten Risiko eines kardiovaskuldren Ereignisses (KVE) einhergeht. CHIP, Klonale
Hamatopoese mit unbestimmtem Potential (clonal hematopoiesis of indeterminate potential). Erstellt unter
Mithilfe von Frau Petra Pieres (Institut fiir Pharmakologie, Heinrich-Heine-Universitét).
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2 Material und Methoden

2.1 Arbeitsmittel

2.1.1 Feststoffe und Losungen

Tabelle 1 Verwendete Reagenzien

Losungen Bestandteile Hersteller
1% HCI 1% HCI Carl Roth GmbH + Co. KG
4% Formaldehydlosung 4% Paraformaldehyd Carl Roth GmbH + Co. KG

Agarose-Gel

1 g Agarose in 100 ml TBE-Puffer

Sigma-Aldrich

Cotrim Ampullen 480 mg/5 ml | Sulfamethoxazol 400 mg Ratiopharm GmbH
Trimethorim 80 mg

DSS-Losung DSS (36-50 kDa; Ch.B. S2839) in | MP Biomedicals
Leitungswasser

EDTA-L6sung 100 mM EDTA Merck KGaA
0,9% NaCl Losung Carl Roth GmbH + Co. KG

Eosin-Losung

1% Eosin Y Dinatrium-Salz

0,05% Essigséure

Sigma-Aldrich

Erythrozyten-Lyse-Puffer

155 mM NH4Cl
10 mM KHCO;

0,1 mM EDTA

Sigma-Aldrich

Héamalaun-Losung

4,4 g/l Hamatoxylin krist.
28 g/l Alz(SO4)3*18 H,O

1 g/l C¢HgO7*18 H,O

Merck KGaA

Glutamin)

Collagenase Typ III (300 Ul/ml)

Isofluran Isofluran Piramal Critical Care Deutschland GmbH
Kolonvorverdaumedium PBS Thermo Fisher Scientific Inc.

5 mM EDTA Sigma-Aldrich

14 mM HEPES

10% FBS
Kolonverdaumedium RPMI (+ 25 mM HEPES, L- | Fisher Scientific

Sigma-Aldrich

Ol-Rot-O-Firbeldsung (ORO)

35 ml 0,5% Solvent Red 27 (in
Methanol)

10 ml IM NaOH

Merck KGaA
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PBS-Puffer

137 mM NaCl

2,7 mM KCl

1,5 mM KH,POy4

8,3 mM Na,HPO4*2 H,0

pH 7,4

Thermo Fisher Scientific Inc.

PEB-Puffer

2 mM EDTA-L6sung
0,5% BSA

in PBS-Puffer

Merck KGaA

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific Inc.

peqGOLD TriFast™

Phenol & Guanidinisothiocyanat

Avantor Inc.

Roticlear®

Aliphatische Kohlenwasserstoffe

Carl Roth GmbH + Co. KG

Roti®Mount-Eindeckmedium

Aliphatische Kohlenwasserstoffe

Carl Roth GmbH + Co. KG

RPMI 1640 Medium

Siehe Herstellerangaben

+0,5 g FCS und 0,1 mM EDTA

Thermo Fisher Scientific Inc.

2.1.2 Material

Tabelle 2 Material

Bezeichnung

Hersteller

70 um Nylonfilter

Greiner Bio-One

CD115 MicroBead Kit Maus (Nr. 130-096-354)

Miltenyi Biotec

DNeasy Blut & Gewebe Kit (Nr. 69504)

Qiagen GmbH

EDTA-beschichtete Microvette

Sarstedt AG & Co. KG

IL-6 Mouse ELISA Kit (Nr. KMC0061)

Thermo Fisher Scientific Inc.

iScript™ ¢DNA-Synthesis Kit

Bio-Rad Laboratories Inc.

Neutrophil Isolationskit Maus (Nr. 130-097-658)

Miltenyi Biotec

SensiFAST™ SYBR® NoROX Kit

Meridian Bioscience

TNF alpha Mouse ELISA Kit (Nr. BMS607-3)

Thermo Fisher Scientific Inc.

Q5 Hot Start High Fidelity DNA Polymerase Qiagen GmbH
Qiagen RNeasy Minikit Qiagen GmbH
QIAquick PCR & Gel Cleanup Kit (Nr. 28506) Qiagen GmbH
QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen GmbH
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2.1.3 Geriite

Tabelle 3 Gerite

Bezeichnung Geriit Hersteller

Aurora Durchflusszytometer Cytek Biosciences
AxioCam MRc Kamera Kamera Carl Zeiss Mikroskopie
Axio Imager.M2 Mikroskop Carl Zeiss Mikroskopie

BioRad CFX96 Touch Real-Time OCR
Detection System C1000 Touch Thermal Cycler

qPCR-Detektion

Bio-Rad Laboratories Inc.

BD LSRFortessa Durchflusszytometer BD Bioscience
Canon Power Shot G10 Digitalkamera Canon Deutschland GmbH
EG1150 Paraffin-Einbettstation Leica Biosystems

NanoDrop™-1000 DNA/ RNA- | PEQLAB Biotechnologie GmbH
Spektrometer

Rad Source X-Ray Bestrahler Rad Source Technologies

RM2255 Rotationsmikrotom Leica Biosystems

Schiittler Orbital Digital

Orbital Schiittler

Carl Roth GmbH + Co. KG

SpectraMax iD3 Spektrophometer Molecular Devices
Stemi 2000 EDU-Mikroskop-Set Stereomikroskop Carl Zeiss Mikroskopie
StepOnePlus™ gqPCR Life Technologies
Tissue-Tek VIP Gewebeentwisserung Sakura Finetek

2.14 Programme

Tabelle 4 Programme
Bezeichnung Programm Hersteller
FlowlJo Durchflusszytometrie BD Biosciences
Imagel Bildbearbeitung National Institute of Health
GraphPad Prism 9 Statistische Analyse Graphpad Software
SnapGene Viewer Sequenz Analyse Dotmatics
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2.1.5 Hersteller

Tabelle 5 Herstellerverzeichnis

Hersteller Hauptsitz

BioLegend San Diego, California, USA
Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, D (Deutschland)
Greiner Bio-One Frankfurt, D

Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, D

MP Biomedicals Santa Ana, CA, USA
Qiagen Hilden, D

Sigma-Aldrich St.Louis, MO, USA
Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA

2.2 Tierversuche im Mausmodell

Die Versuche der Arbeit wurden im murinen Modell mit C57BL/6J- und Apoe-defizienten
Maiusen durchgefiihrt. Die entsprechenden Tierversuche wurden gemdl § 8 des
Tierschutzgesetzes vom 18. Mai 2006 durch das Landesamt fiir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV NRW) unter dem Titel ,,Untersuchung des
Einflusses der chronisch-entziindlichen Darmerkrankung auf die klonale Hamatopoese*

genchmigt. Das dazugehorige Aktenzeichen lautet 81-02.04.2020.A161.

Die in den Vereinigten Staaten von Amerika (United States of America, USA) durchgefiihrten
Versuche wurden von der zustdndigen Behorde vor Ort, dem Animal Care & Use Committee
(ACUCQC), entsprechend den notwendigen Voraussetzungen zur Durchfiihrung von Tierversuchen
unter dem Titel Effects of clonal expansion of hematopoietic cells carrying somatic mutations in

various disease und der Protokollnummer 4205-01-21 genehmigt.

2.2.1 Auswahl der Mausmodelle

Die Auswahl der verwendeten Mausgenotypen erfolgte nach der jeweiligen Fragestellung in
Bezug auf die Auswirkung der Kolitis im Allgemeinen auf das physiologische System, den
gegenseitigen Einfluss der CH und Kolitis aufeinander sowie einer moglichen Verkniipfung mit
der Entwicklung und Progression atherosklerotischer Ablagerungen. Der Einfluss der Kolitis auf

physiologische Prozesse wurde mit den Stimmen der C57BL/6J-Maus ohne genetische
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Modifikation und dem mit einem fiir das Apolipoprotein E kodierende Gen knock-out Stamm
untersucht. Um den Zusammenhang zwischen chronischer Kolitis und der CH zu untersuchen
wurden speziell an der University of Virginia (UVA) in den USA geziichtete Mauslinien
verwendet. Diese weisen in den bereits bekannten Treiber-Genen der CH, Dnmt3a, Tet2, Tp53
und Ppmld, entweder einen vollstindigen Gen-knock-out oder einzelne Punktmutationen mit
Einfluss auf die Tragerzelle auf (Tab. 6). Das Knochenmark der genannten Linien wurde in den

Transplantationsstudien als Spender in CD45.1-Pepboy-Empféangertiere injiziert.

Samtliche Versuchstiere wurden zur Gestaltung geeigneter Vergleichsgruppen zu Beginn der

Therapie mit einem Kontrollpartner nach Alter, Gewicht und physiologischer Kondition gepaart.

Tabelle 6 Verwendete Mauslinien

Offizielle Bezeichnung Interne Bezeichnung Lieferant/ Zucht

C57BL/6J (#000664) B6J/ Wildtyp (WT) The Jackson Laboratory

B6.129P2-Apoet™!Une/y Apoe™” Zentrale Einrichtung fir  Tierforschung und

(#002052)120 wissenschaftliche Tierschutzaufgaben Diisseldorf
(ZETT)

B6.SJL-Ptprc®Pepc’/Boyl CD45.1 Pep Boy University of Virginia (UVA) Vivarium in Gebdude

(#002014)'?! MRS5/ Jackson Laboratories

B6(Cg)-Tet2!m!-2Rao/J Tet2” UVA-Vivarium in Gebiude MRS

(#023359)104

Kommerziell nicht verfiigbar | Ppmdm/mut 114 UVA-Vivarium in Gebiude MR5

B6.129S4-Trp53tm31Tvi/J Tp53R270H/ UVA-Vivarium in Gebiude MR5

(#008182)'%

B6(Cg)-Dnmt3a™!Trow/J Dnmt3aRS780+ UVA-Vivarium in Gebiude MRS

(#032289)”

2.2.2 Experimentell-induzierte chronische Kolitis

Die Induktion der chronischen Kolitis erfolgt nach einem etablierten Modell mit einem
polyanionischen, sulfatierten Polysaccharid, dem Dextran Natriumsulfat (dextran sodium sulfate,
DSS)'??. Das Dextranderivat induziert in der Maus die fiir eine Kolitis typischen
Inflammationsmuster mit erosiv-bedingtem Kryptenverlust sowie die damit verbundene
reflektorische Infiltration von neutrophilen Granulozyten und simuliert somit die nicht-infektidse
Entziindung, die sich ausschlieflich auf das Kolon bezieht, wie es auch in der humanen Pathologie
zu finden ist. In einer angemessenen Dosierung zeigen sich nach einer kurzzeitigen Gabe von fiinf
bis sechs Tagen bereits entsprechende Folgen einer Kolitis mit Gewichtsverlust und okkultem

sowie teilweise sichtbarem Blut im Stuhl. Im Vorfeld zu dieser Studie wurde die verfiigbare
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Charge des DSS in verschiedenen Konzentrationen iiber die Gabe von sechs Tagen mittels
Héamoccult-Tests zur Beurteilung des okkulten Bluts im Stuhl validiert. Die Gabe einer 1,5-
prozentigen Losung des DSS zeigte sich hierbei als am besten fiir die Behandlung von C57BL/6J
und Apoe”-Tieren geeignet. Da CD45.1-Pepboy-Tiere hinsichtlich des Einflusses von DSS eine
erhohte Toleranz aufwiesen, wurde die Konzentration in diesen Gruppen auf 2% erhoht, der

123

Versuchsaufbau dazu wird im Methodenteil 2.2.3 erldutert <. Das DSS wurde in Leitungswasser

geldst und iiber das Trinkwasser zur freien Verfiigung bereitgestellt'**

. Das notwendige Volumen
an Losung wurde mit 5 ml pro Tag pro Maus kalkuliert, wobei das DSS-haltige Wasser nach dem
dritten Tag ausgetauscht wurde. Zur Ubertragbarkeit wurde das DSS, #hnlich zum klinischen Bild
der Kolitis, das durch abwechselnde akute Schiibe und Remissionsphasen charakterisiert ist, in
Intervallen verabreicht. Dazu erhielten ménnliche Mause im Alter von fiinf bis sieben Wochen
das mit DSS-angereicherte Trinkwasser {iber einen Zeitraum von sechs Tagen zur Induktion des
akuten Schubs mit anschlieSender Remission durch Umstellung auf Leitungswasser ohne Zusatz
von DSS fiir 14 Tage. Die Kontrollgruppe ohne Kolitisinduktion erhielt iiber den gesamten
Zeitraum lediglich Leitungswasser. Der Versuchsaufbau besteht insgesamt aus fiinf Zyklen zu je

drei Wochen. Die analysierten Endpunkte betreffen den Remissionszeitpunkt nach fiinf vollen
Zyklen (Abb. 4).

C57BL/6) (3) Alter
Apoe” (3) [Wochen]

I Il. . V. V. . 1,5% DSS
(?I I I I I I I Il Kontrolle

Abbildung 4 Versuchsaufbau der experimentell-induzierten chronischen Kolitis.

Die experimentelle Kolitis wurde in fiinf bis sieben Wochen alten, mannlichen C57BL/6J und Apoe-
defizienten-M&usen mit einer 1,5-prozentigen Losung von DSS iiber fiinf Zyklen zu je einer Woche mit
einer zweiwochigen Remissionsphase induziert. Kontrolltiere erhielten iiber den gesamten
Behandlungszeitraum Leitungswasser. Apoe, Apolipoprotein E; DSS, Dextrannatriumsulfat (Dextran
sodium sulfate)

20-22
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2.2.3 Myeloablativer Knochenmarkstransfer

Zur Modellierung der CH wurden Knochenmarkszellen eines genetisch manipulierten oder
CD45.2-Wildtypspenders in eine CD45.1-Pepboy-Maus transplantiert'?. Beim myeloablativen
Knochenmarkstransfer wurden die mit 100 pl Ketamin/ Xylazin narkotisierten CD45.1 Pepboy-
Empfingerméuse im Abstand von 4h insgesamt zweimal fiir zirka 150s einer Intensitit von
jeweils 5,5 Gy in Form von Rontgenstrahlung ausgesetzt'?°. Um sicherzustellen, dass jede Maus
dieselbe Strahlendosis erhilt, wurden die Miuse einzeln auf einer Bleiplatte an den oberen und
unteren Extremititen mittels kohdsiven Haftbinden fixiert. Zur Minimierung eines
bestrahlungsabhéngigen Effekts auf viszerale Organe, im speziellen der Entwicklung eines
Kolonkarzinoms'?’, und gewebsresidente Immunzellen'?, wurde der abdominale Bereich mittels
anatomisch angepasstem Rontgenschutz aus Blei abgeschirmt. Nach der zweiten Bestrahlung
erhielt jede Maus eine retroorbitale Injektion von zirka 5,5%10° isolierten Knochenmarkszellen
eines Treiber-Gen-modifizierten oder eines Wildtyp-Geschwistertieres als Kontrollpartner. Die
Injektion fand unter Anisthesie mit 5% Isofluran in medizinischen Sauerstoff statt. Die
Donorzellen wurden zuvor aus den Oberschenkel-, Schienbein-, Oberarm- und Hiiftkochen
gewonnen und in sterilem Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-Medium in einer
Konzentration von 5.5%10° Zellen/ 200 pl resuspendiert. Zur Infektionsprophylaxe erhielten die
Tiere fiir 14 Tage nach der Bestrahlung eine antibiotische Therapie mit 5 mM Sulfamethoxazol
und 0,86 mM Trimethoprim iiber das Trinkwasser sowie ein Didt-Gel zur Verkiirzung der
Erholungsphase'*’. Sechs Wochen nach dem Knochenmarkstransfer wurde die Behandlung mit
DSS zur Kolitisinduktion gestartet. Innerhalb der Transplantationsstudien wurde der akute
Zeitpunkt am Ende des dritten Zyklus untersucht. Die Methode des myeloablativen
Knochenmarktransfers eignet sich speziell fiir Treiber-Gene mit geringer Expansion und fand
experimentell fir Dnmt3a™*5" und Ppmi1d™"™" Anwendung. Da die CD45.1 Pepboy-Miuse
eine hohere Toleranzschwelle aufwiesen, wurde hier zur Kolitis-Induktion mit einer

Konzentration von 2% gearbeitet (Abb. 5).
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Verwendete Mauslinien:
1. Dnmt3a** oder Ppm1d**-Miuse (CD45.2) Behandlungs- Endpunkt
2. Dnmt3af-Ré781+ oder Ppm1dmuvmut-Miuse (CD45.2) start

3. CD45.1 Pepboy Méuse

1 oder2 / 6 Wochen

l‘i I 1 1711 Zeitraum
b -1d 0 1 2 3 4 5 6 7 uochen
5,5 Gy abgeschirmte 2% DSS Behandlung oder Kontrolle
Bestrahlung & KMT
5,5*10° Zellen Fr Sa So Mo Di Mi Do Blutprobe

[Wochentag]

Abbildung 5 Schematischer Versuchsaufbau des myeloablativen Knochenmarktransfers in
Kombination mit der experimentell-induzierten Kolitis.

Im Abdominalbereich abgeschirmte CD45.1 Pepboy-Miuse wurden zweimalig im Abstand von 4h mit
einer Intensitéit von 5,5 Gy fiir 150s bestrahlt. Nach der zweiten Bestrahlung wurde das Knochenmark von
CD45.2 PpmId™™ mutierten, Dnmt3a™*3751*_defizienten oder den Wildtyp-Geschwistertieren isoliert
und 5,5 Millionen Zellen retrobulbdr den CD45.1 Pepboy-Méusen injiziert. Die experimentelle Kolitis
wurde sechs Wochen nach der Transplantation mit einer 2%igen DSS-Losung in den CD45.1 Méusen in
drei Zyklen iiber einen Zeitraum von 7 Wochen induziert. DSS, Dextrannatriumsulfat; KMT,
Knochenmarkstransfer

2.2.4 Adoptiver Knochenmarkstransfer

Da das klinische Bild der CH auf einer niederschwelligen Konzentration an mutierten Zellen
beruht, gibt es neben der vollstdndigen Prikonditionierung des Knochenmarks die Moglichkeit,
eine teilweise Transplantation der Spenderzellen durchzufiihren'”. Beim adoptiven
Knochenmarkstransfer erhielten die CD45.1 Pepboy-Méause an drei konsekutiven Tagen eine
retroorbitale Injektion von 5,5%10° Knochenmarkszellen eines genetisch manipulierten oder
Wildtyp CD45.2-Spenders, ohne eine vorherige Prakonditionierung mittels Bestrahlung zu
durchlaufen'?®. Analog zum Modell der Bestrahlung wurde die Behandlung mit DSS sechs
Wochen nach der letzten Injektion gestartet (Abb. 6). Diese Methode eignet sich speziell fiir
3R270H/+

Treiber-Gene mit aggressiver Expansion und wurde experimentell fiir Tez2” und Tp5

angewandt.
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Verwendete Mauslinien:
1. Tet2”* oder Tp53"*-Miuse (CD45.2) Behandlungs- Endpunkt
2. TetZ” oder Tp53*7M+*_Mause (CD45.2) start

3. CD45.1 Pepboy Mause

/ 6 Wochen
1 oder2
/ ¢

7 3Id Zld !d L N Zeitraum
@- -2d - 0o 3 2 3 4 5 6 7T o
AKMT 2% DSS Behandlung oder Kontrolle

5,5%10° Zellen

Fr Sa So Mo Di Mi Do Blutprobe
[Wochentag]

Abbildung 6 Schematischer Versuchsaufbau des adoptiven Knochenmarktransfers (AKMT) in
Kombination mit der experimentell-induzierten Kolitis.

Das Knochenmark von CD45.2 Tet2-defizienten, Tp53%7%"* mutierten oder den Wildtyp
Geschwistertieren wurde isoliert und 5,5 Millionen Zellen wurden an drei konsekutiven Tagen in CD45.1
Pepboy-Méduse retrobulbdr injiziert. Die experimentelle Kolitis wurde sechs Wochen nach der
Transplantation mit einer 2%igen DSS-Losung in den CD45.1 Méusen in drei Zyklen iiber einen Zeitraum
von 7 Wochen induziert. AKMT, adoptiver Knochenmarkstransfer; DSS, Dextrannatriumsulfat

2.2.5 Organpriparation

Je nach Fragestellung wurden die Tiere entweder innerhalb eines akuten Kolitisschubs nach
sieben oder aber in der Remissionsphase nach 15 Behandlungswochen der Euthanasie unterzogen.
Uber  Punktion der linken Herzkammer mittels  Ethylendiamintetraessigsiure
(Ethylendiaminetetraacetic acid, EDTA) -beschichteter Spritze wurde das Blut entnommen. Nach
Durchtrennen der Beinarterien und anschlieBender Perfusion mit Heparin-versetzter
phosphatgepufferter Kochsalzlosung (Phosphate-buffered saline, PBS) wurden Blutriickstinde in
den GefédBen unter konstantem Druck ausgespiilt. In Abhingigkeit der weiterfithrenden Analysen
wurden Milz, Dickdarm, Aorta sowie Oberschenkel-, Schienbein-, Oberarm- und Hiiftknochen

wie folgt beschrieben pripariert und entsprechend aufgearbeitet.
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2.3 Histologie
2.3.1 Gewebeaufbereitung

Nach der Entnahme wurde das Kolon durch Spiilen mit einer 20 pg/ml Gentamycin-haltigen
Losung von Fizes befreit. Um einen Uberblick der gesamten Gewebearchitektur des Kolons zu
bekommen, wurden die Darmproben der Lange nach aufgeschnitten und vom distalen zum
proximalen Ende spiralformig aufgerollt. Fiir die histologischen Untersuchung wurde das Kolon
weitestgehend vom viszeralen Fettgewebe befreit und in eine Einbettkassette tiberfithrt. Im
Anschluss daran wurde das Gewebe in einer 4-prozentigen wissrigen Formaldehyd-Losung zur
reversiblen Protein Quervernetzung, welche die Autolyse des Gewebes unterbindet, fiir 24h bei
4°C fixiert. Nach der Fixierung wurden die Gewebe in PBS iiberfiihrt, durch eine in der
Konzentration aufsteigende Ethanolreihe (50-70-96%) entwissert und schlieBlich in fliissigem
Paraffin gelagert. Die entwisserten Proben wurden an einer Paraffin-Ausgieflstation in
Paraffinblocke eingebettet. Aus den Paraffinblocken wurden am Rotationsmikrotom konsekutive
Schnitte mit einer Dicke von 5 pm angefertigt und auf Objekttrigern aufgefangen. Die
geschnittenen Proben wurden anschlieBend fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet und
danach fiir eine Stunde bei 60°C im Trockenschrank unter Hitzeeinfluss fixiert. Zur Vorbereitung
auf die Farbung wurden die fixierten Schnitte vorher entparaffiniert. Dazu wurden die Proben fiir
dreimal 15 Minuten in eine absteigenden Konzentrationsreihe des Intermediums Roticlear®
gegeben, anschlieBend fiir zwei Minuten in Ethanol tiberfithrt und zuletzt zweimal fiir fiinf

Minuten in PBS gewaschen.

2.3.2 Hiamatoxylin-Eosin-Fiarbung

Bei der Hamatoxylin-Eosin (Hematoxylin and eosin, HE) -Farbung werden verschiedene
Zellorganellen in Gewebeschnitten anhand von zwei aufeinanderfolgenden Einzelfirbungen
mikroskopisch differenzierbar gemacht. Die Farbung basiert auf den Séure-Base-Eigenschaften
der einzelnen Zellstrukturen. So lassen sich saure Strukturen, wie beispielsweise die DNS, in
Zellkernen durch Anreicherung des oxidierten Hamatoxylins bei einem neutralen pH-Wert
blauviolett darstellen. Basische Molekiile, wie die Zytoplasmaproteine sowie mitochondriale
Strukturen, werden mittels Eosin anschlieBend rot angefarbt. Dazu wurden nach dem
Entparaffinieren die Kolonschnitte in destilliertem Wasser gewaschen und mit einer Himalaun-
Losung (Tab. 1) fiir eine Minute gefarbt. Nach Ansduerung mit einer 1%igen Salzsdure-Losung
wurden die Proben unter flieBendem Leitungswasser fiir zehn Minuten gebldut. Darauffolgend

wurden die Schnitte fiir eine Minute mit einer Eosin-Losung (Tab. 1) angeférbt. Nach einem
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Waschschritt mit Ethanol wurden die Kolonschnitte in dem Eindeckmittel Roti-Mount®
konserviert. Die Mikroskopie erfolgte mit einem Zeiss Axio Imager.M2 Mikroskop und einer
AxioCam MRc Kamera (Tab. 3), bei 10- beziehungsweise 20-facher VergroBerung. Die
Auswertung der Aufnahmen erfolgte mit der Software ImageJ (Tab. 4).

2.3.3 Ol-Rot-O-Firbung

Bei der Ol-Rot-O-(ORO) -Fiirbung lassen sich mit dem fettldslichen Bisazofarbstoff Solvent Red
27 Triglyceride in Zellen rot anfirben. Die Farbung diente im Zusammenhang mit dieser Arbeit
zur Darstellung atherosklerotischer Plaques in der Aorta innerhalb der durchgefiihrten
Mausversuche, da diese triglyceridhaltige Gewebeveranderungen darstellen. Die fixierten Aorten
wurden dazu nach einem flinf-miniitigen Waschschritt in 78%igem (V/V) Methanol fir 90
Minuten in einer ORO-haltigen Losung gefarbt (Tab. 1). Ein anschlieBender Waschschritt mit
78%igem (V/V) Methanol diente zur Entfernung von iiberschiissigem Farbstoff. Nach der
manuellen Entfernung von Riickstdnden des perivaskuldren Fettgewebes wurden die Aorten im
Léngsschnitt gedffnet. Die folgenden Aufnahmen erfolgten mit einem Zeiss Stereomikroskop
2000 mit angeschlossener Canon Power Shot G10 Digitalkamera (Tab. 3). Der relative
plaquebelastete Anteil an der Gesamtaortenfliche wurde mit der Software ImageJ quantifiziert

und statistisch analysiert.

2.4  Durchflusszytometrie

Zur Unterscheidung einzelner Populationen auf Zellebene wurden diese mittels
durchflusszytometrischer Analyse untersucht. Auf Basis der Expression bestimmter
Zelloberflachenantigene kdnnen diese durch die Markierung mit einem Antikdrper-Fluorochrom-
Konjugat nachgewiesen werden. Klassische Zielmarker fiir Immunzellen stellen die clusters of
differentation (CD)-Antigene dar'*’. Anhand dieser kann eine prizise Differenzierung

verschiedener Populationen des himatopoetischen Systems erreicht werden.

Je nach Notwendigkeit wurden die Gewebe vorab mittels Kombination aus enzymatischen und
mechanischen Verfahren zu einer Einzelzellsuspension aufgearbeitet. Zur Vermeidung
unspezifischer Antikorperbindungen, wurden die Fragment-kristallisierbaren (Fragment
crystallizable, Fc) -Regionen vorab mit einem Anti-Maus-CD16/32-Antikorper blockiert. Da
lediglich die Leukozyten von Relevanz waren, wurden die Erythrozyten mittels hypotoner

Pufferlosung lysiert. Zum Ausschluss apoptotischer Zellen wurde der intrazelluldre Farbstoff
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LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain vor der Antikorperfarbung von Knochenmark und

Darm zu den Proben gegeben. Die Messungen erfolgten am BD LSR Fortessa beziehungsweise

dem Cytek Aurora Durchflusszytometer (Tab. 3). Die Auswertung erfolgte mit der Software

FlowJo (Tab. 4) unter Hinzuziehen von Einzelfarbungen, [sotyp-Kontrollen sowie Fluorescence

minus one (FMO)-Kontrollen zur klaren Abgrenzung der positiven von den negativen

Populationen.

Tabelle 7 Verwendete Antikdrper

zur durchflusszytometrischen Analyse von Leukozyten und

Stammzellen
Gewebe Population Antikorper Volumen | Hersteller Geriit
[nd]
Blut Leukozyten CD3 - AF700 0,25 Biolegend BD LSR Fortessa
CD4 - FITC 0,0625
CD8a — AF647 0,25
CD11b—PE/Dazzle | 0,125
CD19 —PacBl 1
CD45-PE 0,5
CD115-BVT711 0,25
Ly6C — APC/ Cy7 0,0625
Ly6G —BV650 1
Leukozyten (CD45.1 | CD3 — PE-eFluor610 | 0,3 Biolegend Cytek Aurora
und CD45.2)
CD4 - FITC 0,4
CD8a—-BVS510 0,4
CD19 — APC-Cy7 0,3
CD45.1 — PE-Cy7 0,3
CD45.2 -BV785 0,3
CD115-PE 0,4
Ly6C — APC 0,3
Ly6G — PerCP5.5 0,2
Knochenmark | Leukozyten Siehe Blut Siehe Biolegend BD LSR Fortessa
Blut
Héamatopoetische CD16/32 - BV421 0,5 Biolegend Cytek Aurora
Stamm- und
Vorlauferzellen CD34 - PE/ Dazzle 0,5
(HSPC)
CD48 - PE 0,5
CD150 - PE/ Cy5 0,125
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c-kit — PE/ Cy7 0,25
Lineage — AF700 1
Sca-1 —BV650 0,25
Hématopoetische CD11b — Biotin 0,5 Biolegend Cytek Aurora
Stamm- und
Vorlduferzellen Grl — Biotin 0,5
(CD45.1 und CD45.2)
Ter119 — Biotin 0,5
B220 — Biotin 0,5
CD3e — Biotin 0,5
CD127 - Biotin 0.5
Strep — BV650 0,8 Biolegend Cytek Aurora
CD45.1 -BV711 1
CD45.2 -BV785 1

CD150 — PerCP/ ¢F710 | 0,5

Scal - PE/Cy7 0.5
c-kit — APC 0.5
CD48 — BV421 0,5

CD135/ Flk2 — PE

Darm Leukozyten CD45.1 — AF700 1 Biolegend Cytek Aurora
CD45.2 -BV785 1
CD11b - PE/Cy7 2
CD11c—BV650 1
CD206 — BV421 2

CD64 — PerCP/ Cy5.5 |
CD169 — PE/Dazzle 1
CD115 - APC/ Cy7
CD192 - BV421
F4/80 — PE

Ly6C — APC

Ly6G - BV711

MHCII - FITC
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2.4.1 Identifizierung der im Blut zirkulierenden Leukozyten

Am Behandlungsendpunkt wurde das isolierte periphere Blut aus dem linken Ventrikel
entnommen. 12,5 ul des Blutes wurden mit 0,5 ul Fc-Block versetzt und fiir zehn Minuten bei
4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden zu jeder Probe 3,5 pl einer Mischung der verwendeten
Antikorper hinzugefiigt (Tab. 7) und fiir 15 Minuten bei 4°C gelagert. Nach dem Zusatz von
1,5 ml eines hypotonen Erythrozyten-Lyse Puffers wurden die Proben zentrifugiert (800 g,
10 min, 4°C) und mit einer 1%igen PFA-Ldsung fiir 20 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur
fixiert. Nach einem Waschritt mit PEB und anschlieBender Zentrifugation (800 g, 10 min, 4°C)
wurden die Proben in 212,5 pl PEB resuspendiert und im BD LSRFortessa Durchflusszytometer

von BD Bioscience vermessen.

Zusitzlich zur Messung der gefarbten Proben wurden bei Messungen mit dem BD Fortessa in
einer separaten Probe das identische Volumen an Flow-Count Fluorospheres bekannter
Konzentration als interner Standard zur Bestimmung der absoluten Zellzahlen hinzugefiigt. Dazu
wurden 12,5 pl Probe analog zur Farbung mit 1,5 ml eines hypotonen Erythrozyten-Lyse Puftfers
versetzt, zentrifugiert, in 212,5 pul resuspendiert und mit 12,5 ul Flow-Count Beads versetzt.
Durch die Angabe des vermessenen Probenvolumens war dieser Schritt bei der Messung mit dem
Gerdt von Cytek Biosciences nicht notwendig. Die Unterscheidung der myeloiden und
lymphoiden Population erfolgte nach dem Expressionsmuster der Antigene (Tab. 8) und wurde

entsprechend der Koexpression nach einer hierarchischen Struktur gegatet (Abb. 7).

2.4.2 Identifizierung der zirkulierenden sowie knochenmarksresidenten

Leukozyten

Neben dem Blut wurde das Knochenmark aus Ober- und Schienbeinknochen
durchflusszytometrisch auf die Zusammensetzung der ausdifferenzierten Leukozyten hin
untersucht. Die Epiphysen der Knochen wurden entfernt, in ein perforiertes 0,5 ml Eppendorf
Tube® gegeben und das Knochenmark durch Zentrifugation (8000 rpm, 1,5 min, 4°C) in ein
1,5 ml Tube aufgefangen. Nach Filtration durch einen Filter mit der Maschenweite von 70 pm
zur Entfernung groBerer Partikel wurde das Knochenmark in 200 pul PEB resuspendiert und
analog zum Blut aufgearbeitet und im BD LSRFortessa Durchflusszytometer von BD Bioscience
vermessen. Die Markerkombination richtet sich nach der zu beurteilenden Zellfraktion (Tab. 8)

und wurde analog zu den Zellen im Blutkreislauf hierarchisch gegatet (Abb. 7).
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Tabelle 8 Markerkombination zur Unterscheidung der Leukozytenpopulationen

Leukozyten (CD45") Antigenexpression
Neutrophile Granulozyten CD11b'Ly6G*

Monozyten CD11b"CD115*

Ly6Chieh Monozyten CD11b*CD115*Ly6Chich
Ly6C'" Monozyten CD11b"CD115*Ly6C¥
Lymphozyten CDI11bLy6G

B Lymphozyten CDI11bLy6GCD3CD19*

T Lymphozyten CD11bLy6GCD3*CD19

CD4 T Lymphozyten CDI11b'Ly6GCD3*CD19-CD4*
CDS8 T Lymphozyten CD11bLy6GCD3*CD19-CD8*
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Abbildung 7 Gating-Schema zur Differenzierung myeloider und lymphoider Leukozyten
Knochenmark und Blutkreislaufsystem.
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Die verschiedenen Zellpopulationen der Leukozyten im Blutkreislauf wurden entsprechend der
Koexpression der Oberflachenantigene hierarchisch gegatet.
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2.4.3 Identifizierung der knochenmarksresidenten, himatopoetischen Stamm-

und Vorlauferzellen

Zusitzlich zur Untersuchung der Leukozyten wurde eine weitere durchflusszytometrische

Messung zur Beurteilung des Einflusses auf die HSPC im Knochenmark durchgefiihrt. Dazu
wurden 25 pl Probe mit 177 ul LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain (0,115 ul/100 pl PBS)

versetzt und fiir 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach einem Reinigungsschritt mit 1 ml PBS

wurden die Proben unter Einsatz entsprechender Antikorper (Tab. 7) analog wie zuvor

beschrieben aufgearbeitet und im BD LSRFortessa Durchflusszytometer von BD Bioscience

vermessen. Die Markerkombination richtet sich nach der zu beurteilenden Zellfraktion (Tab. 9)

und wurde analog zu den ausdifferenzierten Zellen hierarchisch gegatet (Abb. 8).

Tabelle 9 Markerkombination zur Unterscheidung der hiimatopoetischen

Vorlauferzellen im Knochenmark.

Stamm- und

progenitors group 3, MPP3)

Himatopoetische Stamm- und Vorliuferzellen (Lin- | Antigenexpression

ckit")

Langlebige hamatopoetische Stammzellen (long term | Scal*CD48CD150"
hematopietic stem cells, LT-HSC)

Kurzlebige hdamatopoetische Stammzellen (short term | Scal*CD48CDI150
hematopietic stem cells, ST-HSC)

Multipotente Vorlduferzellen Klasse 2 (multipotent | Scal*CD48*CD150*
progenitors group 2, MPP2)

Multipotente Vorlduferzellen Klasse 3 (multipotent | Scal*CD48"CD150

Granulozyten-Monozyten-Vorlduferzellen (granulocyte
monocyte progenitors, GMP)

Scal'CD34°CD16/32*

Gemeinsame Myeloide Vorlduferzellen (common
myeloid progenitors, CMP)

Scal-CD34*CD16/32i"

Megakaryocyten-Erythrocyten Vorlauferzellen
(megakaryocytic-erythroid progenitors, MEP)

Scal"CD34CD16/32
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Abbildung 8 Gating-Schema zur Differenzierung der himatopoetischen Stamm- und Vorliuferzellen
im Knochenmark.

Die verschiedenen Zellpopulationen der himatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen im Knochenmark
wurden entsprechend der Koexpression der Oberfldchenantigene hierarchisch gegatet. CMP, Gemeinsame
Myeloide Vorlduferzellen (common myeloid progenitors); GMP, Granulozyten-Monozyten-
Vorlauferzellen (granulocyte monocyte progenitors); Lin, Lineage; LSK, Lineage Scal ckit™; LT-HSC,
Langlebige hamatopoetische Stammzellen (long term hematopietic stem cells); MEP, Megakaryocyten-
Erythrocyten Vorlduferzellen (megakaryocytic-erythroid progenitors); MPP, Multipotente Vorlduferzellen
(multipotent progenitors); ST-HSC, Kurzlebige hdmatopoetische Stammzellen (short term hematopietic
stem cells).
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2.4.4 Identifizierung der klonalen Expansion im Blut

Zur Beurteilung einer erfolgreichen Knochenmarkstransplantation sowie der klonalen Expansion
unter Behandlungsbedingungen wurde das periphere Blut im Verlauf der Kolitis
durchflusszytometrisch untersucht. Die Tiere wurden zu diesem Zweck mit 5% Isofluran in
medizinischer Luft narkotisiert und zirka 100 ul Blut wurden mittels Glaskapillare aus dem
retroorbitalen Sinus gewonnen und in ein mit EDTA-beschichtetes Gefal3 iiberfiihrt. Die Messung
erfolgte zu Beginn und am Ende eines jeweiligen Behandlungszyklus. 50 pl Blut wurden in einem
FACS®-Tube mit 1,5 ml eines hypotonen Erythrozyten-Lyse Puffers fiir fiinf Minuten auf Eis
inkubiert. Nach Neutralisation mit 2 ml PBS wurden die Proben zentrifugiert (1800 rpm, 5 min,
4°C). Die folgende Fiarbung erfolgte mit der entsprechenden Markerkombination (Tab. 7). Das
notwendige Volumen der Antikdrper wurde mit PEB zu 100 pl ergénzt und mit der Probe
vermischt. Nach einer Inkubation von 20 Minuten bei Raumtemperatur wurden 1,5 ml PBS
hinzugesetzt und die Probe zentrifugiert (1800 rpm, 5 min, 4°C). Danach wurde der Riickstand
mit einer 1%igen PFA-Losung fiir zehn Minuten im Dunkeln bei 4°C fixiert. Nach einem
Waschritt mit 3 ml PEB wurden die Proben zentrifugiert (1800 rpm, 5 min, 4°C), in 400 pl PEB
resuspendiert und im Aurora Durchflusszytometer von Cytek Bioscience vermessen. Die Marker
richten sich nach der zu beurteilenden Zellfraktion (Tab. 10) und wurden hierarchisch gegatet

(Abb. 9).

Tabelle 10 Markerkombination zur Unterscheidung der CD45.1 und CD45.2 positiven
Leukozytenpopulationen

Leukozyten (CD45") Antigenexpression

CD45.1 Leukozyten CD45.1*

CD45.2 Leukozyten CD45.2*

Neutrophile Granulozyten CDI115Ly6G*

Monozyten CD115*

Ly6Chieh Monozyten CD115" Ly6GLy6Chieh
Ly6C'*" Monozyten CDI115* Ly6GLy6C"*"
Lymphozyten CD115Ly6G

B Lymphozyten CD115Ly6GCD3CD19*

T Lymphozyten CD115Ly6GCD3*CD19

CD4 T Lymphozyten CDI115Ly6G CD3"CD19CD4"
CD8 T Lymphozyten CD115Ly6G CD3*CD19CD8"
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Abbildung 9 Gating-Schema zur Differenzierung der klonalen Expansion der CD45.2 mutierten
Donorzellen im Blutkreislauf.

Die verschiedenen Zellpopulationen der Leukozyten im Blutkreislauf wurden entsprechend der
Koexpression der Oberflichenantigene hierarchisch gegatet. Die CD45.2-Spenderzellen konnten
entsprechend ihres Oberflichenmarkers von den CD45.1-Empféangerzellen differenziert werden.
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2.4.5 Identifizierung der klonalen Expansion im Knochenmark

Analog zur Identifizierung der knochenmarksresidenten, hidmatopoetischen Stamm- und
Vorlduferzellen (2.4.3) wurde am Endpunkt nach sieben Wochen Behandlung das
Chimérenverhéltnis im Knochenmark untersucht. Das isolierte Knochenmark wurden in einem
FACS®-Tube mit 1,5 ml eines hypotonen Erythrozyten-Lyse Puffers fiir 30 Sekunden auf Eis
inkubiert. Nach Neutralisation mit 2 ml PBS wurden die Proben zentrifugiert (1800 rpm, 5 min,
4°C). Nach dem Zusatz von 100 ul LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain (0,115 ul/100 ul
PBS) wurden die Proben fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Neutralisation mit
2 ml PEB wurden die Proben zentrifugiert (1800 rpm, 5 min, 4°C). Die folgende Farbung erfolgte
mit der entsprechenden Markerkombination der biotinylierten Antikdrper (Tab. 7). Das
notwendige Volumen der Antikdrper wurde mit PEB zu 100 pl ergénzt und mit der Probe
vermischt. Nach einer Inkubation von 20 Minuten bei Raumtemperatur wurden 1,5 ml PBS
hinzugesetzt und die Probe zentrifugiert (1800 rpm, 5 min, 4°C). Danach wurden zum Riickstand
100 pl der geldsten, nicht-biotinylierten Antikorper hinzugegeben (Tab. 7). Nach einer Inkubation
von 20 Minuten bei Raumtemperatur wurden 1,5 ml PBS hinzugesetzt und die Probe zentrifugiert
(1800 rpm, 5 min, 4°C). Danach wurde der Riickstand mit einer 1%igen PFA-Losung fiir zehn
Minuten im Dunkeln bei 4°C fixiert. Nach einem Waschritt mit 3 ml PEB wurden die Proben
zentrifugiert (1800 rpm, 5 min, 4°C), in 400 pl PEB resuspendiert und im Aurora
Durchflusszytometer von Cytek Bioscience vermessen. Die Marker richten sich nach der zu

beurteilenden Zellfraktion (Tab. 11) und wurden hierarchisch gegatet (Abb. 10).

Tabelle 11 Markerkombination zur Unterscheidung der CD45.1 und CD45.2 positiven
himatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen im Knochenmark.

Himatopoetische Stamm- und Vorliuferzellen | Antigenexpression
(CD45.1"Lin"ckit"Scal” oder CD45.2 Linckit*Scal’)

Langlebige hématopoetische Stammzellen (long ferm | CD135°CD150"
hematopietic stem cells, LT-HSC)

Kurzlebige hdamatopoetische Stammzellen (short term | CD135CD150
hematopietic stem cells, ST-HSC)

Multipotente Vorlauferzellen Klasse 2 (multipotent | CD135CD48*CD150"
progenitors group 2, MPP2)

Multipotente Vorlauferzellen Klasse 3 (multipotent | CD135CD48*CD150
progenitors group 3, MPP3)

Multipotente Vorlduferzellen Klasse 3 (multipotent | CD135°CD150
progenitors group 3, MPP4)
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Abbildung 10 Gating-Schema zur Differenzierung der klonalen Expansion der CD45.2 mutierten
Donorzellen im Knochenmark.

Die verschiedenen Zellpopulationen der himatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen im Knochenmark
wurden entsprechend der Koexpression der Oberflichenantigene hierarchisch gegatet. Die CD45.2-
Spenderzellen konnten entsprechend ihres Oberflaichenmarkers von den CDA45.1-Empfingerzellen
differenziert werden. CMP, Gemeinsame Myeloide Vorlduferzellen (common myeloid progenitors); GMP,
Granulozyten-Monozyten-Vorlduferzellen (granulocyte monocyte progenitors); Lin, Lineage; LSK,
Lineage Scal*ckit™; LT-HSC, Langlebige hdmatopoetische Stammzellen (long term hematopietic stem
cells); MEP, Megakaryocyten-Erythrocyten Vorlduferzellen (megakaryocytic-erythroid progenitors),
MPP, Multipotente Vorlduferzellen (multipotent progenitors); ST-HSC, Kurzlebige hdmatopoetische
Stammzellen (short term hematopietic stem cells).
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2.4.6 Identifizierung der klonalen Expansion im Kolongewebe

Zusitzlich wurde das Chimédrenverhiltnis im Kolongewebe durchflusszytometrisch untersucht.
Dazu wurde das Kolongewebe durch Spiilen mit einer 20 pg/ml Gentamycin-haltigen Lsung von
Fézes befreit und zur Gewinnung einer Einzelzellsuspension einem Verdauungsprozess
unterzogen!. Dazu wurde das Kolon longitudinal aufgeschnitten, in 1 cm lange Stiicke
geschnitten und in einem 50 ml Falcon mit auf 37°C erwdrmten 20 ml Vorverdaumedium (PBS,
5mM EDTA, 14 mM HEPES, 10% FBS) bei 200 rpm fiir 30 Minuten in einem Orbital Schiittler
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben {iber einen 70 ul Filter gegeben und viermalig
mit PBS gewaschen. Der Riickstand wurde in einem 50 ml Falcon mit 17 ml vorgewidrmtem
Kolonverdaumedium (RPMI, 10% FBS, Collagenase III) bei 37°C fiir 45 Minuten bei 200 rpm
im Orbital Schiittler inkubiert. Die Suspension wurde iiber einen 70 pm Filter filtriert und das
Filtrat zentrifugiert (1800 rpm, 5 min, 4°C). Darauf wurde die Probe mit 177 ul LIVE/DEAD
Fixable Aqua Dead Cell Stain (0,115 ul/100 pl PBS) versetzt und fiir 30 Minuten bei 4°C
inkubiert. Nach einem Reinigungsschritt mit 1 ml PBS wurden die Proben unter Einsatz
entsprechender Antikorper (Tab. 7) analog wie zuvor beschrieben aufgearbeitet und im Aurora
Durchflusszytometer von Cytek Bioscience vermessen. Die Markerkombination richtet sich nach
der zu beurteilenden Zellfraktion (Tab. 12) und wurde analog zu den ausdifferenzierten Zellen

hierarchisch gegatet (Abb. 13).

Tabelle 12 Markerkombination zur Unterscheidung der CD45.1 und CD45.2 positiven
Leukozytenpopulationen im Kolongewebe

Leukozyten (CD45.1" oder CD45.2%) Antigenexpression
Neutrophile Granulozyten Ly6G*
Monozyten/ Makrophagen Ly6GCD11b*
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Abbildung 11 Gating-Schema zur Differenzierung der klonalen Expansion der CD45.2 mutierten
Donorzellen im Kolongewebe.

Die verschiedenen Zellpopulationen der Leukozyten im Kolongewebe wurden entsprechend der
Koexpression der Oberflichenantigene hierarchisch gegatet. Die CDA45.2-Spenderzellen konnten
entsprechend ihres Oberflichenmarkers von den CD45.1-Empféangerzellen differenziert werden.
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2.5 Zellkultur
2.5.1 Isolation der Knochenmarksmonozyten und -neutrophilen

Die Knochenmarkseinzelzellsuspension wurde analog zur Aufbereitung fir die
Durchflusszytometrie durch Abtrennung der Epiphysen mit anschlieBendem Ausspiilen und
Filtern gewonnen. Die Isolation der Populationen von residenten Monozyten und Neutrophilen
erfolgte nach dem Verfahren der magnetischen Zellseparation (magnetic cell separation,
MACS®). Im ersten Schritt wurden die Monozyten mittels CD115 MicroBead Kit von Miltenyi

132 Das Filtrat wurde folgend zur

Biotec nach Herstellerprotokoll in einer Positivselektion isoliert
Neutrophilen-Isolation mit dem Neutrophil Isolation Kit von Miltenyi Biotec in einer
Negativselektion analog nach Herstellerprotokoll aufbereitet. Zur weiteren Analyse von DNS
beziehungsweise der Ribonukleinsdure (RNS) wurden die isolierten Zellfraktionen bei -80°C

gelagert.

2.6  Molekularbiologische Techniken
2.6.1 Sanger Sequenzierung knochenmarksisolierter Immunzellen

Unter Zusatz von 10 pl Trypanblau zu 10 pl der isolierten Knochenmarkszellsuspension wurde
die Anzahl an Monozyten und neutrophilen Granulozyten mit einer Neubauer-Zdhlkammer unter
einem Zeiss Stereomikroskop 305 quantifiziert. Jeweils fiinf Millionen Zellen wurden pro Ansatz
mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit von Qiagen nach Herstellerangaben zur DNS-Extraktion

aufgearbeitet.

Die isolierte DNS wurde zu 10 ng/ul mit AE-Puffer verdiinnt und nach Herstellerangaben mit
dem Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase Kit von Qiagen unter Zusatz von jeweils 1 ul
der Ppm1d-Vorwarts- und Riickwérts-Primer zur PCR vorbereitet (Tab. 13).

Tabelle 13 Eingesetzte Primersequenzen zur Ppmld-Sequenzierung

Gen Symbol Vorwirts-Primer (3¢ = 59) Riickwiirts-Primer (5¢ = 3¢)

Proteinphosphatase 1D mPPMID | TGTCTGTGTCAGTTTATTGTGC | GTGCTGGTGGAGAAGAGGAT
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Eine Gesamtmenge von 20 ng DNS wurde im Bio-Rad T100 Cycler tiber 40 Zyklen amplifiziert
(Tab. 14).

Tabelle 14 Verwendetes Programm am Bio-Rad T100 Cycler

Anzahl Temperatur [°C] Zeit [min]
1x 94 5
40x 94 0,5
63 0,5
72 0,5
1x 72 5
1x 4 0

Nach der PCR-Amplifikation des Genfragments erfolgte die Aufreinigung mittels
Gelelektrophorese auf einem Agarose-Gel fiir 45 Minuten bei einer konstanten Spannung von
80 V bei maximaler Stromstiarke. Das Ppmld-Fragment wurde mittels 100 Basenpaar MG-
Marker bei 597 Basenpaaren identifiziert, ausgeschnitten und anschlieBend mit dem QIlAquick
Gel Extraction Kit von Qiagen extrahiert. Nach Vermessung im Nanodrop wurde das Volumen
fiir 120 ng DNS mit 1 pl Primer (10 pmol/l) zu 7 pl mit RNS-freiem Wasser ergénzt und zur
Sequenzierung an das Unternehmen Star*Seq GmbH mit Hauptsitz in Mainz verschickt. Pro
Probe wurde jeweils ein Ansatz mit enthaltenem Vorwérts- beziehungsweise Riickwérts-Primer
sequenziert (Tab. 13). Zur Bestitigung einer vorhandenen Mutation fand die Sequenzierung
sowohl vom 3‘- zum 5°-Ende als auch vom 5‘- zum 3°-Ende, statt. Die erhaltenen Sequenzen
wurden mit der Software SnapGene Viewer 5.3.2 hinsichtlich des Auftretens von Mutationen
analysiert. Die analysierte Sequenz auf Exon sechs erstreckte sich iiber einen Bereich von zirka

570 bis 580 Basenpaare.

2.6.2 RNS-Extraktion

Zirka 30 mg gefrorenes Kolongewebe wurden unter Zusatz von 700 pl pegGOLD TriFast™
Reagenz mit einem TissueRuptor mittels Rotor/Stator-Prinzip mechanisch zu einer
Einzelzellsuspension zerkleinert. Die RNS-Isolierung fand nach Herstelleranweisung mit dem

Qiagen RNeasy Minikit von Qiagen statt. Die RNS-Qualitdt sowie Konzentration wurde mittels
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NanoDrop™ 1000 Spektrophotometer durch die Quotienten der Absorptionsmessungen bei
230 nm, 260 nm und 280 nm berechnet.

Zum Abbau genomischer DNS wurden Ansdtze zu jeweils 250 ng isolierter RNS nach
Herstellerangaben mit einer DNAse I versetzt und anschlieBend in einem 20 pl Ansatz mittels
iScript cDNA-Synthesis Kit in cDNA umgeschrieben. 5 ul der cDNA-L6sung wurden mit 100 ul

RNase-freiem Wasser verdinnt.

2.6.3 Reverse Transkription

Die Probe wurde zu einer Konzentration von 200 ng/ul mit RNS-freiem Wasser verdiinnt. 5 ul
der Probe wurden zu 12 pl mit RNS-freiem Wasser in einem PCR-LowBind Tube ergénzt und
nach Herstellerangabe mit dem QuantiTect Reverse Transcription Kit von Qiagen aufgearbeitet.
Die transkribierte ¢ (complementary)-DNS wurde in 100 pl RNS-freiem Wasser bei -20°C

aufbewahrt.

2.6.4 Quantitative Polymerase-Ketten Reaktion

Die quantitative Echtzeit-Reverse-Transkriptase-PCR  (quantitative  real-time reverse
transcription PCR, gRT-PCR) wurde in einer 96-Loch-Platte mit dem SensiFAST™ SYBR
NoROX Kit unter Verwendung eines BioRad CFX96 Touch Real-Time OCR Detection System
C1000 Touch Thermal Cyclers in Kombination mit dem BioRad CFX Manager 3.1 durchgefiihrt.
Pro Messansatz wurden je 5 ul verdiinnte cDNS (4,166 ng/ul), 10 ul Sensifast SYBR Mix, 1 ul
Vorwirts- und Riickwérts-Primer (0,25 ng/ul), sowie 3 ul RNase-freies Wasser verwendet. Alle
Proben wurden in einer Zweifachbestimmung gemessen und die relative m (messenger)-RNS-
Expression mithilfe des 2"*4“") -Verfahrens berechnet. Als interner Standard zur Quantifizierung

wurde 18S r (ribosomale)-RNS verwendet.

Tabelle 15 Eingesetzte PCR-Primersequenzen

Gen Symbol Vorwirts-Primer (3¢ = 59) Riickwiirts-Primer (5¢ = 39)

18S 18§ GCAATTATTCCCCATGAACG GGCCTCACTAAACCATCCAA

Brain and muscle | Bmall CCAAGAAAGTATGGACAGACAAA | GCATTCTTGATCCTTCCTTGGT
Arnt like protein 1

Period  circadian | Per2 ATGCTCGCCATCCACAAGA GCGGAATCGAATGGGAGAAT
regulator 2
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2.6.5 ELISA von Inflammationsmarkern

Die Zytokin-Bestimmung von IL-6 und TNF-alpha fand unter Verwendung des /L-6 Mouse
ELISA Kit (Cat.No. KMC0061) und TNF alpha Mouse ELISA Kit (Cat.No. BMS607-3) von
Thermo Fisher nach Herstellerangaben statt. Die Vermessung der Proben erfolgte mittels
SpectraMax iD3 Spektrophotometer. Anhand der erhaltenen Regressionsgerade wurden die

Probenkonzentrationen berechnet.

2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der Software GraphPad Prism
Version 9.3.0 der Firma GraphPad Software. Die Darstellung der Daten erfolgte als Mittelwert
und Standardabweichung (standard deviation, SD) unter Ausschluss von Ausreilern nach
Feststellung mittels ROUT (Robust regression and Outlier removal) -Test. Auf eine Gaul3’sche
Normalverteilung wurde mittels Shapiro-Wilk-Test getestet. Der Vergleich zweier Datensitze
erfolgte mittels ungepaartem zweiseitigen Student t-test. Die statistische Analyse bei mehr als
zwel Datensdtzen innerhalb einer grafischen Darstellung fand unter Einsatz einer ein-
beziehungsweise zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way Analysis of variance; ANOVA) statt.
Ein P-Wert (probability value) < 0,05 wurde als statistisch signifikanter Unterschied im

Datensatzvergleich angenommen.
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3  Ergebnisse

Samtliche generierte Daten stammen aus den Experimenten, die am Institut fiir Translationale
Pharmakologie der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf (HHU) und dem Cardiovascular
Research Center (CVRV) der UVA in Charlottesville durchgefiihrt wurden. Die Versuche
konzentrierten sich im Speziellen auf die Frage, ob der chronische Verlauf einer Kolitis ulzerosa
einen direkten Einfluss auf das hdmatopoetische Stammzellsystem hat und inwiefern sich die

Expansion mutierter Treiber-Gene in diesem Kontext verhiilt.

3.1 Experimentell-induzierte Kolitis in CS57BL/6J und Apoe-

defizienten Miusen

Zur Darstellung der auch in Patienten klinisch relevanten Kolitisform, bestehend aus akuten
inflammatorischen Schiiben und Phasen der Remission, wurde das Mausmodell der
experimentell-induzierten Kolitis mit DSS-Gabe {iber mehrere Zyklen gewédhlt. Um
Methodenrobustheit und -eignung zu bewerten, wurde die Stirke der induzierten Kolitis anhand
verschiedener Faktoren beurteilt. Zur Beurteilung, inwieweit eine chronisch, niederschwellige
Entziindung sich auf das Knochenmark auswirkt, wurden C57BL/6J und Apoe-defiziente Tiere
beziiglich des DSS-Effekts miteinander verglichen. Im Verlauf der Behandlung wurde die
Entziindungsstiarke anhand der generellen physiologischen Kondition, dem Auftreten von

sichtbaren Blutspuren im Stuhl und des Gewichts in regelmiafBigen Abstdnden kontrolliert.

3.1.1 Bewertung des Schweregrads anhand des Gewichtsverlaufs

Die Gewichtsbestimmung erfolgte jeweils zum Beginn und Ende des akuten DSS-induzierten
Schubs sowie innerhalb der Remissionsphase sieben Tage nach Zyklusende. Im
Behandlungsverlauf, in dem die Méause einen erwarteten wochentlichen Gewichtszuwachs von
5-8% verzeichnen sollten'®, konnte am Ende eines akuten Kolitisschubs ein deutlicher
Gewichtsverlust von durchschnittlich 6-10% beobachtet werden. Dieser stieg bei zunehmender
Zyklusanzahl weiter an (Abb. 12). Innerhalb der Remission war die prozentuale Geschwindigkeit
des Gewichtszuwachses [%/ Woche] vergleichbar mit dem der Kontrollgruppen, jedoch wurde
das Gewichtsniveau der Kontrollgruppen nicht wieder erreicht. Dieser Trend zeigte sich ab Ende
des vierten Zyklus auch als statistisch signifikantes Ergebnis. C57BL/6J und Apoe-defiziente
Tiere zeigten einen vergleichbaren Effekt auf die Behandlung, ein entsprechender Apoe”-

abhéngiger Effekt auf die DSS-Behandlung konnte nicht notiert werden.
45



Ergebnisse

175+ —©— -DSS Apoe”
- -DSS C57BL/6J

— 150—
S -
e —@— 1+ DSS Apoe
=
L 125 — —&— +DSS C57BL/6]
5
o

100 ©

T T T T T T T T 1
6 8 10 12 14 16 18 20 22

Alter [Wochen]

Abbildung 12 Reduzierte Gewichtszunahme in CS57BL/6J und Apoe-defizienten Miusen nach
experimentell induzierter Kolitis.

Die experimentelle Kolitis wurde in fiinf bis sieben Wochen alten C57BL/6J und Apoe-defizienten Méausen
mit einer 1,5%igen Losung von Dextrannatriumsulfat (DSS) {iber fiinf Zyklen zu je einer Woche iiber
einen Zeitraum von 15 Wochen induziert. Kontrolltiere erhielten Leitungswasser iiber die gesamte
Zeitperiode. Die grauen Sdulen reprisentieren das Intervall in dem DSS mit dem Trinkwasser appliziert
wurde. Dargestellt sind die Gewichtszunahme von C57BL/6J (n=20, 24) und Apoe-defizienten (n=19, 27)
Méusen als Mittelwert = Standardabweichung. * P < 0.05 (basierend auf einer zweifaktoriellen
Varianzanalyse (two-way Analysis of variance, ANOVA)).

3.1.2 Verinderung der Kolonmorphologie im Verlauf der chronischen Kolitis

Der direkte Einfluss der Behandlung auf die Kolonstruktur und die Verifizierung der Kolitis
wurden am Versuchsendpunkt nach 15 Wochen am entnommenen Organ festgestellt. Die
Beurteilung der morphologischen Verdanderung des Kolons dienten im Speziellen der Festlegung
des Grads der induzierten Kolitis sowie als MaBstab, ob die induzierte Entziindung im erwarteten
Ausmal stattgefunden hatte und das Modell somit fiir die weiterfilhrenden Analysen geeignet

war.

Durch die Betrachtung des isolierten Kolons konnten bereits deutliche Unterschiede in den
Proben festgestellt werden. Zur vereinfachten Erkennung der einzelnen Wandstrukturen wurden
diese mittels H&E-Farbung angefarbt (Abb. 13b). Der Vergleich von Kontrolle und Behandlung
visualisierte einen Verlust der typischen Kolonstruktur, insofern als die klassischen Strukturen
der Krypten des Dickdarms unter Behandlung mit DSS kaum noch erkennbar waren und
zusétzlich Verdnderungen in Form erhohter Immunzellinfiltration innerhalb der Submukosa
auftraten. Der pathologische, entziindliche Zustand nach Behandlung konnte anhand der

Bestimmung von Linge und Gewicht morphologisch bestitigt werden (Abb. 13a). In dem
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Verhéltnis aus Gewicht pro Léngeneinheit zeigte sich ein 6dematdser Zustand auf. Die
Darmproben der DSS-Gruppen wiesen eine zusammengeschrumpfte Form auf, bei erh6htem
Gewicht. Im Vergleich der Kolon Ratio konnte morphologisch kein Unterschied im Modell der

Apoe-Defizienz nachgewiesen werden.
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Abbildung 13 Morphologische Verinderungen des Kolons in DSS-behandelten C57BL/6J und
Apoe-defizienten Miusen.

Die experimentelle Kolitis wurde in fiinf bis sieben Wochen alten C57BL/6J und Apoe-defizienten Mausen
mit einer 1,5%igen Losung von Dextrannatriumsulfat (DSS) iiber fiinf Zyklen zu je einer Woche iiber
einen Zeitraum von 15 Wochen induziert. Kontrolltiere erhielten Leitungswasser iiber die gesamte
Zeitperiode. Das Kolon wurde nach 15 Wochen Behandlung entfernt, durch Spiilen von Fézes befreit und
morphologische Verdnderungen wurden mittels histologischer Farbung sowie anhand von Lénge und
Gewicht beurteilt. Dargestellt ist (a) die Kolonldnge bezogen auf das Kolongewicht und (b) eine
Querschnittsaufnahmen des distal nach proximal gerollten Kolons nach H&E-Féarbung von C57BL/6J
Mausen (n=18, 16) und Apoe-defizienten (n=22, 22) Miusen. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert +
Standardabweichung. **** P < 0.0001 (basierend auf einer zweifaktoriellen Varianzanalyse).

3.1.3 Beeinflussung der circadianen Rhythmik unter Einfluss einer chronischen

Kolitis

Die initiale Manifestation der CED, sowie der Inflammationsgrad im Kolon wurden anhand des
Einflusses auf die in der circadianen Rhythmik relevanten Marker evaluiert. Zur Analyse der
circadianen Rhythmik unter dem Einfluss einer chronischen Entziindung wurden die mRNS-
Level des aktiven Regulators Bmall und des von diesem regulierten Inhibitors Per? im
Kolongewebe Apoe-defizienter Mause 15 Wochen nach Behandlung mittels qRT-PCR
quantifiziert. Unter dem Einfluss der Behandlung lieB sich eine signifikante Abnahme der Bmall

und Per2 mRNS-Konzentration am Ursprungsort der Entziindung im Kolon feststellen (Abb. 14).
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Abbildung 14 Verringerte mRNS-Level von Bmall und Per2 im intestinalen Gewebe DSS-
behandelter Apoe-defizienter Miuse.

Die experimentelle Kolitis wurde in fiinf bis sieben Wochen alten 4Apoe-defizienten Méusen mit einer
1,5%igen Losung von Dextrannatriumsulfat (DSS) iiber fiinf Zyklen zu je einer Woche iiber einen
Zeitraum von 15 Wochen induziert. Kontrolltiere erhielten Leitungswasser iiber die gesamte Zeitperiode.
Das Kolon wurde nach 15 Wochen Behandlung entfernt, von Fézes durch Spiilen befreit und die RNS
extrahiert. Die RNS-Level von Bmall und Per2 im intestinalen Gewebe wurden mittels qRT-PCR
untersucht (n=8, 7). Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. * P < 0.05, ** P <
0.01 (basierend auf einem ungepaarten Students t-test).

3.2 Einfluss der chronischen Kolitis auf die Milz und Aorta

Inwiefern die lokale Entziindung im intestinalen Gewebe eine Beeinflussung auf weitere Organe
darstellt, wurde anhand morphologischer Verinderungen von Milz und Aorta untersucht.
Grundsitzlich stellt die Milz als Speicherort myeloider Zellen ein wichtiges Organ in der
Regulation der Homdstase von Immunzellen dar. Zudem konnte die Aorta als groBtes arterielles

GefaB direkt von einer solchen Dysregulation entziindlicher Konditionen negativ betroffen sein.

3.2.1 Milz

Unter dem Einfluss einer chronischen Kolitis konnte ein Wachstum in Milzgrofle und -gewicht
der Behandlungsgruppe beobachtet werden (Abb. 15). Zwei Wochen nach der letzten DSS-Gabe
und somit in der Phase der Remission zeigte die Milz noch immer die morphologischen
Verdnderungen auf. Die Apoe-defiziente Pradisposition zeigte ein erhdhtes Milzwachstum auf.
Eine dadurch moglicherweise verstirkte Bereitstellung zelluldrer Bestandteile des nativen

Immunsystems wurde iiber Untersuchung der zirkulierenden Immunzellen analysiert.
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Abbildung 15 Morphologische Verinderungen der Milz in DSS-behandelten C57BL/6J und Apoe-
defizienten Mausen.

Die experimentelle Kolitis wurde in fiinf bis sieben Wochen alten C57BL/6J und Apoe-defizienten Méusen
mit einer 1,5%igen Losung von Dextrannatriumsulfat (DSS) tiber fiinf Zyklen zu je einer Woche iiber einen
Zeitraum von 15 Wochen induziert. Kontrolltiere erhielten Leitungswasser liber die gesamte Zeitperiode.
Die Milz wurde nach 15 Wochen Behandlung entfernt und morphologische Verdnderungen wurden anhand
von Gewicht und Lénge beurteilt. Dargestellt sind (a) exemplarische Langsaufnahmen der Milz unter dem
Lichtmikroskop, (b) das Milzgewicht und (c) die -linge von C57BL/6J (n=18, 16) und Apoe-defizienten
Méusen (n=22, 22). Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. * P < 0.05, ** P <
0.01, **** P <0.0001 (basierend auf einer zweifaktoriellen Varianzanalyse).

3.2.2 Aorta

Das kardiovaskuldre Risiko einer chronischen Kolitis wurde anhand der atherosklerotischen
Plaque-Belastung der Aorta beurteilt. Da wie bereits in den Vorarbeiten erwahnt, Apoe-defiziente
Mause proximale Plaque-Ablagerungen in der Aorta ausbilden, wurde eine Verstdrkung von
diesem Effekt nur im Apoe”-Genotyp untersucht. Zur Auswertung wurden die Aorten einem
Langsschnitt unterzogen und die fettreichen Plaques mittels ORO-Féarbung visualisiert. Der
prozentuale Anteil der Plaquefliche an der Gesamtfliche der Aorta wurde anhand der
Farbintensitit quantifiziert. Die mit DSS-behandelten Méuse wiesen nach 15 Wochen, am
Endpunkt der chronischen Kolitis, eine um das Doppelte zunehmende Flache atherosklerotischer

Plaques in der Aorta auf (Abb. 16).
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Anteil der Plaquefldache [%]

Abbildung 16 Erhiohte Plaquebelastung der Aorta in DSS-behandelten Apoe-defizienten Mausen.
Die experimentelle Kolitis wurde in fiinf bis sieben Wochen alten Apoe-defizienten Méusen mit einer
1,5%igen Losung von Dextrannatriumsulfat (DSS) iiber finf Zyklen zu je einer Woche {iber einen
Zeitraum von 15 Wochen induziert. Kontrolltiere erhielten Leitungswasser iiber die gesamte Zeitperiode.
Die Aorta wurde nach 15 Wochen Behandlung entfernt und die Plaquebelastung wurde nach Ol-Rot-O
(ORO)-Fiarbung beurteilt. Dargestellt ist (a) eine Langsschnittaufnahme der Aorta nach ORO-Férbung und
(b) die prozentuale Plaquebelastung der Apoe-defizienten Méuse (n=7, 7). Die Daten sind dargestellt als
Mittelwert + Standardabweichung. ** P < 0.01 (basierend auf einem ungepaarten Students t-test).

3.3 Einfluss der chronischen Kolitis auf die Immunzellbildung

Wie in Abschnitt 3.2 geschildert, induziert die experimentelle Kolitis morphologische
Verdnderungen neben dem Kolon auch in der Milz und Aorta. Um die Beobachtung dieser
entziindungsbedingten Modulation zu bestétigen, wurde die Immunzellkomposition im Blut und

Knochenmark unter DSS-Behandlung bewertet.

Zur tieferen Bewertung der Auswirkungen der experimentellen Kolitis auf zelluldrer Ebene
wurden das periphere Blut sowie das Knochenmark als wichtiges hdmatopoetisch aktives Organ
hinsichtlich Kolitis-induzierter Veranderungen mittels durchflusszytometrischer Untersuchung
analysiert. Von speziellem Interesse waren die peripheren, myeloiden Immunzellen und deren

Formation aus den hdmatopoetischen Vorlauferzellen im Knochenmark.
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3.3.1 Zirkulierende Immunzellen

Zur Uberpriifung des aus den vorherigen Versuchen festgestellten systemisch inflammatorischen
Phénotyps der CED wurde nach 15-wdochiger Behandlung die absolute Zellzahl ausdifferenzierter

Immunzellen im Blutkreislaufsystem analysiert.

Die Daten zeigten, dass die induzierte Kolitis mit einer signifikant erhéhten Anzahl an
Leukozyten, im Speziellen der myeloiden Fraktion von Neutrophilen und Monozyten, sowie den
Ly6C-Monozyten Subpopulationen, einherging und dieser Effekt auch zwei Wochen nach der
letzten DSS-Applikation zu beobachten war (Abb. 17). Die Lymphozyten waren indes von der
Behandlung nicht betroffen. Im Vergleich des C57/BL6- und Apoe-defizienten Hintergrunds
zeigte sich ein Unterschied der Gesamtanzahl von Leukozyten im peripheren Blut. Die verringerte
Anzahl der Leukozyten im Apoe”-Modell lisst sich auf eine Abnahme der Zellfraktion der
Lymphozyten zuriickfithren. Die myeloide Zelllinie verhielt sich unbeeinflusst vom genetischen

Hintergrund analog in Bezug auf die experimentelle Kolitisinduktion.
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Abbildung 17 Erhéhte Anzahl zirkulierender Leukozyten in experimentell-induzierter Kolitis.

Die experimentelle Kolitis wurde in fiinf bis sieben Wochen alten C57BL/6]J und Apoe-defizienten Mausen
mit einer 1,5%igen Losung von Dextrannatriumsulfat (DSS) tiber flinf Zyklen zu je einer Woche {iber einen
Zeitraum von 15 Wochen induziert. Kontrolltiere erhielten Leitungswasser iiber die gesamte Zeitperiode.
15 Wochen nach Behandlung wurde das kardiale Blut der C57BL/6J (n=13, 12) und Apoe-defizienten
(n=19, 15) Maiuse durchflusszytometrisch analysiert und die absolute Immunzellanzahl pro pl Blut
quantifiziert. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. * P <0.05, ** P <(.01, ***
P <0.001 (basierend auf einer zweifaktoriellen Varianzanalyse).
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3.3.2 Knochenmarksresidente Immunzellen

Die Ergebnisse aus der Messung der peripheren Immunzellen indizieren eine angeregte
Hamatopoese myeloider Zellen. Deshalb wurde als Ursprung dieser das Knochenmark
hinsichtlich der zelluliren Zusammensetzung ausdifferenzierter Zellen analog zur Zirkulation
untersucht. Die durchflusszytometrische Untersuchung der knochenmarksresidenten Leukozyten
wies die gleiche Verteilung wie im peripheren Blut auf, mit einer speziell erhohten Anzahl von
Neutrophilen und Monozyten sowie den entsprechenden Ly6C"¢"-und Ly6C"°¥-Subpopulationen
(Abb. 18). Analog zum Blutbild waren die im Knochenmark vorkommenden Lymphozyten von
der DSS-Behandlung in ihrer absoluten Zellzahl nicht betroffen. Hingegen zeigte sich wie auch
im Blut eine verminderte Anzahl von Lymphozyten innerhalb des Apoe”-Hintergrunds in einer
vergleichbaren GroBenordnung. Demgegeniiber zeigten die myeloiden Fraktion bei beiden
Genotypen ein vergleichbares Ausmal. Das vermehrte Vorkommen dieser Zellen im
Knochenmark, als Reaktion auf die rezidivierende CED, begiinstigt somit die beschriebene
akzelerierte Rekrutierung in die Blutbahn und stellt somit auch ein erhohtes Risiko fiir weitere
entziindliche Krankheitsbilder dar. Neben der Speicherung reifer Leukozyten liegt die
Hauptaufgabe des Knochenmarks in entsprechender Neubildung dieser Zellen aus HSPCs,

welche daraufthin untersucht wurden.
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Abbildung 18 Erhohte knochenmarksresidente Leukozyten in experimentell-induzierter Kolitis.
Die experimentelle Kolitis wurde in fiinf bis sieben Wochen alten C57BL/6]J und Apoe-defizienten Mausen
mit einer 1,5%igen Losung von Dextrannatriumsulfat (DSS) tiber fiinf Zyklen zu je einer Woche {iber einen
Zeitraum von 15 Wochen induziert. Kontrolltiere erhielten Leitungswasser iiber die gesamte Zeitperiode.
15 Wochen nach Behandlung wurde das Knochenmark der Apoe-defizienten (n=19, 15) und C57BL/6J
Méuse (n=14, 12) durchflusszytometrisch analysiert und die absolute Immunzellanzahl pro Bein
quantifiziert. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. * P < 0.05, ** P < (.01
(basierend auf einer zweifaktoriellen Varianzanalyse).
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3.3.3 Stamm- und Vorlauferzellen im Knochenmark

Innerhalb der hierarchischen Struktur des hdmatopoetischen Systems kommt den langlebigen
hamatopoetischen Stammzellen (long term hematopoietic stem cells, LT-HSC), den
multipotenten Vorlduferzellen der Gruppe 2 und 3 (multipotent progenitors group 2/3, MPP2/3)
und den Granulozyten-Monozyten Vorlauferzellen (granulocyte-monocyte progenitors, GMP)
eine wichtige Rolle in der Reifung ausdifferenzierter neutrophiler Granulozyten und Monozyten
zu'**. Da der C57BL/6J und Apoe-defiziente Genotyp keinen Unterschied hinsichtlich der
myeloiden Zellen in der Blutbahn hatte, wurden die Stammzellen nur im C57BL/6J Modell
untersucht. Die durchflusszytometrische Analyse dieser Populationen zeigte eine signifikante
Erhohung innerhalb der Remissionsphase nach fiinf Behandlungszyklen auf (Abb. 19). Weitere
Vorlauferpopulationen, wie die der lymphatischen (common lymphoid progenitors, CLP) oder
Erythrozytenvorlauferzellen (megakaryocytic-erythroid progenitors, MEP) waren von der DSS-
Behandlung nicht betroffen.
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Abbildung 19 Erhohte Vorliuferzellanzahl der neutrophilen Granulozyten und Monozyten im
Knochenmark in experimentell-induzierter Kolitis.

Die experimentelle Kolitis wurde in fiinf bis sieben Wochen alten C57BL/6J-Mausen mit einer 1,5%igen
Losung von Dextrannatriumsulfat (DSS) iiber fiinf Zyklen zu je einer Woche iiber einen Zeitraum von 15
Wochen induziert. Kontrolltiere erhielten Leitungswasser iiber die gesamte Zeitperiode. 15 Wochen nach
Behandlung wurde das Knochenmark der C57BL/6] Méuse (n=10, 8) durchflusszytometrisch analysiert
und die absolute Immunzellanzahl pro Bein (Femur/ Tibia) quantifiziert. Die Daten sind dargestellt als
Mittelwert + Standardabweichung. * P < 0.05, ** P < 0.01 (basierend auf einem ungepaarten Students t-
test). GMP, Granulozyten-Monozyten-Vorlduferzellen (granulocyte monocyte progenitors); LT-HSC,
Langlebige hdmatopoetische Stammzellen (long term hematopietic stem cells); MEP, Megakaryocyten-
Erythrocyten  Vorlduferzellen  (megakaryocytic-erythroid — progenitors); ~ MPP,  Multipotente
Vorlauferzellen (multipotent progenitors); ST-HSC, Kurzlebige hdimatopoetische Stammzellen (short term
hematopietic stem cells)
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3.4 Wechselseitiger Einfluss einer chronischen Kolitis und der
klonalen Hamatopoese

Die Beobachtungen aus den vorherigen Experimenten wiesen neben dem generellen,
proinflammatorischen Phénotyp eine anhaltende geforderte myeloide H&matopoese auch
innerhalb der Remissionsphase zwei Wochen nach der letzten DSS-Applikation auf. Da sich im
Vergleich des Apoe-defizienten Genotyps zum C57BL/6J-Hintergrund keine phénotypischen
Verdnderungen im Modell der CED feststellen lieBen, wurden die Transplantationsstudien zur
Beurteilung einer inflammatorisch bedingten Expansion nachfolgend in C57BL/6J Tieren

untersucht.

3.4.1 Einfluss der chronischen Kolitis auf die Entstehung somatischer Ppm1d

Mutationen in reifen Knochenmarkszellen

In einem ersten Schritt wurde die Rolle von Ppm1d im murinen Modell untersucht. Zur Analyse
moglicher, durch CED induzierter, somatischer Mutationen der DNS von Neutrophilen und
Monozyten, wurden deren DNS auf mutationsbedingte Verdnderungen innerhalb der
Mutationsclusterregion auf Exon 6 untersucht (Abb. 20a, b). Um eine vorhandene Mutation
bestdtigen zu konnen, wurde der Genabschnitt jeweils mit einem Vorwérts-, sowie Riickwarts-
Primer sequenziert. Eine vorliegende Mutation wiirde innerhalb der Basenabfolge einen
doppelten Ausschlag zweier voneinander verschiedener Basen geben (Abb. 20c). Innerhalb der
Datensédtze mit einer Stichprobenanzahl von mindestens fiinf und maximal acht Proben konnte
weder bei den Neutrophilen noch bei den Monozyten eine Mutation und somit ein Einfluss der

experimentell-induzierten Kolitis gefunden werden.
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Abbildung 20 Ppmld-Sequenzierung knochenmarksresidenter neutrophiler Granulozyten und
Monozyten zeigt keine Evidenz induzierter somatischer Mutationen.

Die experimentelle Kolitis wurde in fiinf bis sieben Wochen alten Apoe-defizienten Méusen mit einer
1,5%igen Losung von Dextrannatriumsulfat (DSS) iiber fiinf Zyklen zu je einer Woche iiber einen Zeitraum
von 15 Wochen induziert. Kontrolltiere erhielten Leitungswasser iiber die gesamte Zeitperiode. 15 Wochen
nach Behandlung wurde das Knochenmark der C57BL/6J-Miuse isoliert und Monozyten (n=5, 5) und
neutrophile Granulozyten (n=6, 8) mittels magnetischer Zellseparation (magnetic cell separation, MACS®)
gewonnen. Die DNS wurde anschlieend isoliert. Ein Ppmid-Fragment eines bekannten Hotspots fiir
somatische Mutationen auf Exon 6 wurde amplifiziert und sequenziert. Exemplarische Darstellung der (a)
Ppmid Struktur, (b) Gelelektrophorese der amplifizierten Ppmld Mutationsclusterregion und (c) Sanger
Sequenzierung der Ppm1d Mutationsclusterregion. A, Adenin; C, Cytosin; G, Guanin; T, Thymin

3.4.2 Einfluss der chronischen Kolitis auf die klonale Expansion hiimatologischer

Treiber-Gene

Da eine direkte Induktion von Mutationen an isolierten Zellfraktionen in-vitro nicht festgestellt
werden konnte, wurde nachfolgend ein alternatives Modell mit bekannten Mutationen im
Mausmodell herangezogen. Die klonale Expansion transplantierter Zellen unter
Behandlungsbedingungen wurde anhand der Expansion aus durchflusszytometrischen
Messungen des retroorbitalen Bluts beurteilt. Des Weiteren zur Kldrung der Frage, ob eine
generelle CH oder nur einzelne mutierte Gene durch die Kolitis gefordert werden wurden,
zusitzlich zu Ppmld und Dnmt3a, die haufig im Zuge der CH beobachteten Gene Tet2 und Tp53

untersucht.
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3.4.2.1 Untersuchung im Modell des myeloablativen Knochenmarktransfers mit

Dnmt3a und Ppmld

Zur Beurteilung, ob eine in Schiiben auftretende starke Inflammation die Expansion mutierter
Zellen fordert, wurden Knochenmarkszellen aus PpmId™ ™ -punktmutierten, Dnmt3a" 8751 _
defizienten sowie Wildtyp-CD45.2-Miusen mittels Knochenmarkstransfer in CD45.1-Pepboy-
Maiuse nach Bestrahlung transplantiert und einer darauffolgenden induzierten Kolitis {iber drei
Zyklen ausgesetzt. Die Beurteilung des Schweregrads der experimentellen Kolitis in den CD45.1
Pepboy-Miusen nach dem myeloablativen Knochenmarkstransfer wurde mittels Uberwachung
des Gewichtsverlaufs durchgefiihrt (Abb. 21a, b). Zum Ende eines jeweiligen Zyklus zeigte sich
innerhalb der Behandlungsgruppen der charakteristische Gewichtsverlust, welcher bei
zunehmender Zyklusanzahl verstirkt auftrat. Ein Einfluss der mutierten Donorzellen auf die
Gewichtsverldufe konnte nicht beobachtet werden. Die morphologische Betrachtung des Kolons
bestitigte den durch die CED verursachten entziindlichen Zustand (Abb. 21¢). Das Verhiltnis von
Darmgewicht zu Darmlénge zeigte eine zusammengeschrumpfte Form bei erhohtem Gewicht,
dhnlich wie im Modell des 15 Wochen Versuchsendpunkt, auf. Im Milzgewicht konnte nach drei
Zyklen in der aktiven CED-Phase keine signifikante Volumenzunahme gefunden werden, jedoch
lieB sich ein Trend zu einer Splenomegalie erkennen (Abb. 21d). Das beschriebene
morphologische Erscheinungsbild von Kolon und Milz bestitigte die Kolitis-induzierten
Veranderungen. Das Vorhandensein der Dnmt3a- und Ppm1d-Mutanten zeigte keinen zusétzlich
begiinstigenden Einfluss auf die Verdnderungen von Milz und Darm. Kolon Ratio und
Milzgewicht lagen auf einem vergleichbaren Level wie die DSS-Behandlungsgruppe ohne

mutierte Zellen.
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Abbildung 21 Keine reduzierte Gewichtszunahme in CD45.1-Pepboy-Miiusen nach experimentell
induzierter Kolitis in einem myeloablativen Knochenmarkstransfer-Modell mit Ppmld™/™"-
punktmutierten und Dnmt3a"*78H*_defizienten Donorzellen.

Im Abdominalbereich abgeschirmte CD45.1-Pepboy-Miause wurden zweimalig im Abstand von 4h mit
einer Intensitit von 5,5 Gy fiir 150 Sekunden bestrahlt. Nach der zweiten Bestrahlung wurde das
Knochenmark von CD45.2 PpmId™ "™ mutierten (n=5, 6), Dnmt3a"*751"_defizienten (n=5, 6) oder den
Wildtypgeschwistertieren (n=11) isoliert und 5,5 Millionen Zellen retrobulbiar den CDA45.1-Pepboy-
Maéusen injiziert. Die experimentelle Kolitis wurde sechs Wochen nach der Transplantation mit einer
2%igen DSS-Losung in den CD45.1-Méusen in drei Zyklen iiber einen Zeitraum von sieben Wochen
induziert. Die Behandlungsgruppe ist als gefiillte Form dargestellt, die Kontrollen als Ungefiillte. Die
grauen Séulen reprisentieren das Intervall in dem DSS mit dem Trinkwasser appliziert wurde. (a, b)
Gewichtszunahme im Behandlungsverlauf, (c) Kolon Ratio und (d) Milzgewicht nach sieben
Behandlungswochen der CD45.1 Pepboy-Miuse mit CD45.2-Ppmld™/™ -mutierten, Dnmt3a"*878H*_
defizienten oder CDA45.2-Wildtyp Chiméren. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert =+
Standardabweichung. **** P < 0.0001 (basierend auf einer zweifaktoriellen Varianzanalyse).

Zur Verifizierung der induzierten CH wurden wihrend des Versuchsverlaufs die CD45.2-Zellen
im Blutkreislauf beziiglich ihrer Expansion beurteilt. An insgesamt sechs Versuchszeitpunkten
wurde zu Beginn und Ende retrobulbir entnommenes Blut auf seine Zusammensetzung hin
durchflusszytometrisch untersucht. Da im Kontext der CED-induzierten Expansion insbesondere
Leukozyten den groBten Stellenwert besitzen, wurde der Verlauf dieser sowie der lymphoiden
und myeloiden Leukozyten-Subpopulationen beurteilt. Sechs Wochen nach Transplantation
befanden sich Ppmld™"™-punktmutierte, Dnmt3a"*5’5"*_defiziente sowie Wildtyp-CD45.2-
Leukozyten auf einem dhnlichen Transplantationslevel von zirka 20% (Abb. 22). Ein Anstieg
ausdifferenzierter Immunzellen, in Form der Monozyten, Neutrophilen und Lymphozyten, im
Kreislaufsystem unter Einfluss der experimentellen CED konnte am Ende der akuten Phasen nicht

beobachtet werden.
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Abbildung 22 Keine verstiirkte klonale Expansion Ppm 1d™ Y™ -punktmutierter oder Dnmt3a"-R878H*_

defizienter CD45.2 Leukozyten im Blut wihrend der experimentell-induzierten Kolitis.

Die experimentelle Kolitis wurde sechs Wochen nach der Transplantation mit einer 2%igen DSS-Lsung
in den CDA45.1-Médusen in drei Zyklen iber einen Zeitraum von sieben Wochen induziert. Die
Behandlungsgruppe ist als gefiillte Form dargestellt, die Kontrollen als Ungefiillte. Die grauen Sdulen
reprasentieren das Intervall in dem DSS mit dem Trinkwasser appliziert wurde. Zu Beginn und Ende eines
jeweiligen Zyklus wurde retrobulbires Blut der Ppmlid™/™'-mutierten (n=5, 6), Dnmt3d"*781*.
defizienten (n=5, 6) oder den Wildtypgeschwistertieren (n=11) isoliert und auf die
Immunzellzusammensetzung durchflusszytometrisch untersucht und die relative CD45.2-Zellanzahl
quantifiziert. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. ns (basierend auf einer
zweifaktoriellen Varianzanalyse).

Zur weiteren Beurteilung eines systemischen proinflammatorischen Phanotyps unter Einfluss der
CH, wurden die Plasmakonzentrationen der fiir die Kolitis typischen Inflammationsmarker, IL-6
und TNF-alpha, bestimmt. Weder IL-6 noch TNF-alpha zeigten signifikant erhdhte
Blutplasmakonzentrationen innerhalb der untersuchten Modelle auf (Abb. 23). Die experimentell
induzierte Kolitis beglinstigt somit nicht die Expansion der Treiber-Gene Ppm1d und Dnmt3a im
peripheren Kreislaufsystem zum Zeitpunkt nach sieben Wochen und wirkt sich nicht verstarkt

proinflammatorisch aus.
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Abbildung 23 Keine erhohte Entziindungsmarkerkonzentration durch Ppmld™W/™v-
punktmutierten und Dnmt3a"R¥8""_defizienten Donorzellen in CD45.1-Pepboy-Miusen nach
experimentell induzierter Kolitis

Sieben Wochen nach Behandlung wurde das kardiale Blut der Ppm Id™*/™“-mutierten (n=5, 6), Dnmt3a"
RS78H*_defizienten (n=5, 6) oder den Wildtypgeschwistertieren (n=4, 6) isoliert und die
Proteinkonzentration von IL-6 und TNF-alpha mittels ELISA im Plasma quantifiziert. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. ns (basierend auf einer zweifaktoriellen Varianzanalyse).

Zusétzlich wurde neben dem Blutbild das Knochenmark hinsichtlich der Expansion der Mutanten
auf einen behandlungsspezifischen Einfluss untersucht. Analog zu den Ergebnissen aus 3.3.3.
kommt es unter proinflammatorischen Bedingungen zu einer Zunahme knochenmarksresidenter
Vorlduferzellen, vor allem der Gruppe der MPP3, welche wichtige Funktionen in der Reifung von
Monozyten und neutrophilen Granulozyten haben (Abb. 24a). Ein quantitativer Unterschied
innerhalb der Mutanten im Vergleich zu den genetisch unmodifizierten Zellen konnte nicht
gefunden werden. Eine erhdhte Anzahl der LT-HSC konnte im Modell mit den Dnmit3a"R5751*.
defizienten Zellen beobachtet werden. Im Gegensatz dazu zeigten PpmId™ ™ -punktmutierte
Zellen einen Trend hin zu einer Verringerung der LT-HSC. Wichtig in Bezug auf die CH ist
jedoch eine Verdnderung in der relativen Anzahl unter Einfluss der indizierten Kolitis (Abb. 24b).
Der relative Anteil somatisch mutierter CD45.2 Zellen bleibt unter allen Versuchskonditionen
unverdndert gleich. Die Inflammation hat somit neben dem Blutbild auch keinen Einfluss auf die

Zellzusammensetzung im hdmatopoetischen Milieu des Knochenmarks und fordert nicht die CH.
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Abbildung 24 Keine verstirkte klonale Expansion CD45.2 Ppmld™!™‘-punktmutierter oder
Dnmi3a"R¥80*_defizienter himatopoetischer Stamm- und Vorliuferzellen im Knochenmark nach
experimentell-induzierter Kolitis.

Sieben Wochen nach Behandlung wurde das Knochenmark der Ppm 1d™™*-mutierten (n=5, 6), Dnmt3a"™
RS78H*_defizienten (n=5, 6) oder den Wildtypgeschwistertieren (n=4, 6) isoliert und auf die (a) absolute
Immunzellzusammensetzung durchflusszytometrisch untersucht sowie die (b) relative CD45.2-Zellanzahl
quantifiziert. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. ns, ** P < 0.01 (basierend
auf einer gewohnlichen zweifaktoriellen Varianzanalyse).

Ein Effekt auf das Blut und Knochenmark konnte im nicht-kompetitiven Modell des
myeloablativen Knochenmarktransfers nicht beobachtet werden. Jedoch ergibt sich durch einen
mdglichen proinflammatorischen Phénotyp der mutierten Zellen méglicherweise ein Einfluss auf
das Geschehen am Entziindungsherd. Da sowohl das Blut als auch das Knochenmark nicht dem
Ursprung der Entziindung entsprechen, wurde in weiterflihrenden Experimenten die
Immunzellzusammensetzung im Kolongewebe analysiert. Eine deutlich erhohte Anreicherung
von Leukozyten, vor allem Makrophagen und Neutrophilen, konnte im intestinalen Gewebe nach
sieben Behandlungswochen nachgewiesen werden (Abb. 25a). Nichtsdestotrotz war der CD45.2-
Spenderanteil zu den Empfangerzellen unter allen Versuchsbedingungen vergleichbar
(Abb. 25b). Da unter Kontrollbedingungen keine Neutrophilen im Kolongewebe zu finden sind,
konnte das Chimédrenverhiltnis zwischen Behandlung und Kontrolle nicht bewertet werden. Eine
erhohte klonale Expansion der mutierten Zellen am Inflammationsherd selbst, dem Kolongewebe,
findet bei isolierter Betrachtung der relativen Anzahl an der Leukozytenpopulation, wéihrend der
akuten Kolitisphase nicht statt. Da Neutrophile ein Bestandteil der Leukozyten sind kann eine

Expansion dieser ebenfalls ausgeschlossen werden.
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Abbildung 25 Keine verstirkte Anreicherung CD45.2 Ppm1d™ Y™ -punktmutierter oder Dnmt3a™
R878H*_defizienter Leukozyten im Kolongewebe nach experimentell-induzierter Kolitis.

Sieben Wochen nach Behandlung wurde das Kolon der Ppmld™/™“-mutierten (n=5, 6), Dnmt3a"*878H*_
defizienten (n=5, 6) oder den Wildtypgeschwistertieren (n=4, 6) entnommen und auf die (a) absolute
Immunzellzusammensetzung durchflusszytometrisch untersucht sowie die (b) relative CD45.2-Zellanzahl
quantifiziert. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. ns, **P < 0.01, ***P <(0.001
(basierend auf einer zweifaktoriellen Varianzanalyse).

Die Untersuchungen im nicht-kompetitiven KMT mit vorausgehender Myeloablation zeigten im
Modell mit Ppmld™’™-mutierten und Dnmt3a"*"*"*_defizienten Spenderzellen keinen
begiinstigenden Einfluss durch die rezidivierende Inflammation der CED. Da innerhalb der
Reifung von Leukozyten das hidmatopoetische Milieu der Knochenmarksnische einen
mafgebenden Einfluss ausiibt und Bestrahlung eine Disruption dieser Mikroumgebung

verursacht, wurde die CH folgend im Modell des adoptiven KMT untersucht.
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3.4.2.2 Untersuchung im Modell des adoptiven Knochenmarktransfer mit 7ez2

Im adoptiven Knochenmarkstransfer stehen Empfinger- und Spenderzellen in Konkurrenz
zueinander und geben so einen verbesserten Uberblick iiber niederschwellige
Chimérenkonzentrationen unter homdostatischen Bedingungen, wie es sich auch im klinischen
Bild der CH =zeigt, wieder. Diese Zellen expandieren bereits unabhidngig von &uBleren
Umweltfaktoren, so dass eine vorherige Prikonditionierung des Knochenmarks mittels
Bestrahlung nicht notwendig war. Zur Beurteilung, ob der Zustand einer in Schiiben auftretenden
starken Inflammation den Effekt der Mutanten Expansion noch verstirken kann, wurden
Knochenmarkszellen aus Ter2-defizienten Mausen mittels adoptiven Knochenmarkstransfer in
CD45.1-Pepboy-Mause transplantiert und diese Mause einer darauffolgenden induzierten Kolitis
iiber drei Zyklen ausgesetzt. Analog zu den Beobachtungen im myeloablativen Modell wurde
eine durch die Entziindung bedingte Gewichtsabnahme bereits nach kurzer Zeit festgestellt (Abb.
26a). Die Kolonmorphologie zeigte nach sieben Therapiewochen ebenso die bereits
beschriebenen charakteristischen Marker der chronischen Kolitis, mit verkiirzter Lénge bei
zunehmendem Gewicht, auf (Abb. 26b). Eine Splenomegalie konnte zu diesem Zeitpunkt nicht
beobachtet werden (Abb. 26¢). Das morphologische Bild von Darm und Milz wies im Verlauf
der CED jedoch keine Unterschiede zwischen Tet2-defizienten und Wildtyp-Spenderzellen als
Reaktion auf die CED auf.
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Abbildung 26 Keine reduzierte Gewichtszunahme in CD45.1 Pepboy-Miusen nach experimentell
induzierter Kolitis in einem adoptiven Knochenmarkstransfer Modell mit 7er2-defizienten
Donorzellen.

An drei konsekutiven Tagen wurden 5,5 Millionen Zellen des Knochenmarks von 7et2-defizienten (n= 8,
7) oder den Wildtypgeschwistertieren (n= 6, 7) retrobulbér in CD45.1-Pepboy-Empféngertiere injiziert.
Die experimentelle Kolitis wurde sechs Wochen nach der Transplantation mit einer 2%igen DSS-Losung
in den CD45.1 Maiusen in drei Zyklen iiber einen Zeitraum von sieben Wochen induziert. Die
Behandlungsgruppe ist als gefiillte Form dargestellt, die Kontrollen als Ungefiillte. Die grauen Sdulen
reprasentieren das Intervall in dem DSS mit dem Trinkwasser appliziert wurde. (a) Gewichtszunahme im
Behandlungsverlauf, (b) Kolon Ratio und (c) Milzgewicht nach sieben Behandlungswochen der CD45.1-
Pepboy-Méuse mit CDA45.2 Tet2-defizienten oder CD45.2-Wildtyp-Chiméren. Die Daten sind dargestellt
als Mittelwert + Standardabweichung. **** P < 0.0001 (basierend auf einer zweifaktoriellen
Varianzanalyse).

Die Aufnahme der zeitlich abhingigen Expansion 7ez2-defizienter Immunzellen im Blut zeigt
deutlich den Charakter zur klonalen Ausbreitung auf (Abb. 27). Bereits zu Beginn der DSS-Gabe
sechs Wochen nach Transplantation lagen die Mutanten mit 5% iiber den 2,5% der Wildtyp-
Spender. Im Verlauf der Kolitisinduktion stieg dieser Wert auf bis zu 20% an. Da die Tet2”-
Empféngertiere ohne Kolitis einen vergleichbaren Verlauf aufwiesen, ldsst sich folgern, dass der
Einfluss der Kolitis auf die Expansion nicht ausschlaggebend ist und die Zellen unabhingig vom
inflammatorischen Zustand expandieren. Die Wildtyp-Zellen blieben im ganzen Versuchsverlauf
auf einem gleichbleibenden Niveau in Bezug auf die Gesamtzahl der Immunzellen im
Kreislaufsystem. Erwdhnenswert ist zudem eine verstirkte Expansion in die Linie der myeloiden
Fraktionen aus Monozyten und Neutrophilen. Der prozentuale Anteil an der Lymphozyten

Population fiel dementsprechend geringer aus.
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Abbildung 27 Keine verstirkte klonale Expansion 7Tef2-defizienter Leukozyten im Blut wéihrend der
experimentell-induzierten Kolitis.

Die experimentelle Kolitis wurde sechs Wochen nach der Transplantation mit einer 2%igen DSS-Lsung
in den CD45.1-Méusen in drei Zyklen iiber einen Zeitraum von sieben Wochen induziert. Die
Behandlungsgruppe ist als gefiillte Form dargestellt, die Kontrollen als Ungefiillte. Die grauen Saulen
reprasentieren das Intervall in dem DSS mit dem Trinkwasser appliziert wurde. Zu Beginn und Ende eines
jeweiligen Zyklus wurde retrobulbdres Blut der Tet2-defizienten (n= 7, 8) oder der
Wildtypgeschwistertiere (n= 6, 7) isoliert und auf die Immunzellzusammensetzung durchflusszytometrisch
untersucht und die relative CD45.2 Zellanzahl quantifiziert. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert +
Standardabweichung. ns (basierend auf einer zweifaktoriellen Varianzanalyse).

Die Bestimmung der Plasmakonzentration der Entziindungsmarker IL-6 und TNF-alpha zeigte
fiir beide Zytokine eine Zunahme nach DSS-Applikation. Ein CH-abhéngiger Unterschied in den
Behandlungsgruppen konnte jedoch nicht beobachtet werden, so dass der Tet2-defiziente
Hintergrund diese Marker nicht negativ beeinflusst (Abb. 28). Nachfolgend wurde zunichst der
Einfluss auf die Generierung ausdifferenzierter Zellen des Kreislaufsystems aus den
hédmatopoetischen Vorldufern im Knochenmark untersucht. AnschlieBend erfolgte die

Untersuchung der Rekrutierung in das lokale Gewebe des Kolons.
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Abbildung 28 Keine erhéhte Entziindungsmarkerkonzentration in CD45.1-Pepboy-Miusen nach
experimentell induzierter Kolitis in einem adoptiven Knochenmarkstransfer Modell mit 7ez2-
defizienten Donorzellen.

Sieben Wochen nach Behandlung wurde das kardiale Blut der Tet2-defizienten (n= 8, 6) oder der
Wildtypgeschwistertiere (n= 6, 7) isoliert und die Proteinkonzentration von IL-6 und TNF-alpha mittels
ELISA im Plasma quantifiziert. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. * P <
0.05, ** P < 0.01 (basierend auf einer zweifaktoriellen Varianzanalyse).

Die durchflusszytometrische Analyse der absoluten Anzahl der HSPC im Knochenmark zeigte
lediglich einen Trend zu einer verstarkten Himatopoese in Reaktion auf die DSS-Behandlung
(Abb. 29a). Die deutlichste relative Expansion fand mit zirka 20% in die Fraktion der MPP3 statt
(Abb. 29b). Eine erhohte Expansion unter chronischer Kolitis blieb aber auch in diesem Fall aus,
so dass die Inflammation keinen Einfluss auf das Teilungsverhalten der Tet2-defizienten Zellen
hat. Die Gesamtanzahl befand sich im Vergleich der Mutanten und Kontrollzellen auf einem

vergleichbaren Niveau.
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Abbildung 29 Keine verstirkte klonale Expansion CD45.2 Tef2-defizienter himatopoetischer Stamm-
und Vorliuferzellen im Knochenmark nach experimentell-induzierter Kolitis.

Sieben Wochen nach Behandlung wurde das Knochenmark der Tez2-defizienten (n= 8, 6) oder der
Wildtypgeschwistertiere (n= 6, 7) isoliert und auf die (a) absolute Immunzellzusammensetzung
durchflusszytometrisch untersucht sowie die (b) relative CD45.2 Zellanzahl quantifiziert. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. ns (basierend auf einer basierend auf einer
zweifaktoriellen Varianzanalyse).

Die hamatopoetische Zellfraktion der MPP3 sowie die peripheren Leukozyten zeigten keine
erhohten Level Ter2-defizienter Spenderzellen nach Induktion der experimentellen Kolitis auf.
Zur Beurteilung der Expansion wihrend des Versuchsverlaufs ins Kolongewebe wurde zusétzlich
das Chimarenverhdltnis dort analysiert. Die DSS-induzierte Kolitis wies, dhnlich wie im
myeloablativen Modell, einen deutlichen Anstieg lokaler Leukozyten im Kolongewebe auf (Abb.
30a). Die absoluten Zellzahlen waren beziiglich der unterschiedlichen Donorzellen vergleichbar.
Beim Betrachten der Chimirenverteilung zeigte sich allerdings eine verstirkte Anreicherung
dieser im Entziindungsherd (Abb. 30b). Im Besonderen kam es zu einem signifikanten Anstieg
des Anteils Tet2-defizienter Makrophagen im intestinalen Gewebe. Bei gleichbleibender relativer
Anzahl der mutierten Leukozyten im Kreislaufsystem, wéhrend der Kolitisinduktion, konnte am
Endpunkt nach sieben Wochen eine Anreicherung mutierter Makrophagen im entziindeten

Kolongewebe nachgewiesen werden.
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Abbildung 30 Verstirkte Anreicherung CD45.2 Ter2-defizienter Leukozyten im Kolongewebe nach
experimentell-induzierter Kolitis.

Sieben Wochen nach Behandlung wurde das Kolon der Tet2-defizienten (n= 8, 6) oder der
Wildtypgeschwistertiere (n= 6, 7) entnommen und auf die (a) absolute Immunzellzusammensetzung
durchflusszytometrisch untersucht sowie die (b) relative CD45.2 Zellanzahl quantifiziert. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwert £ Standardabweichung. ns, * P < 0.05, ** P < 0.01 (basierend auf einer
zweifaktoriellen Varianzanalyse).

3.4.2.3 Untersuchung im Modell des adoptiven KMT mit 7p53

3RO _mutierter Zellen analog im

Neben Tet2 als aggressiven Treiber wurde die Expansion 7p5
Modell des adoptiven Knochenmarktransfer untersucht. Die Uberwachung des Gewichtsverlauf
zeichnete sich durch den fiir CED spezifischen Abfall am Ende der akuten Phase der
Behandlungsgruppe aus (Abb. 31a). Morphologische Verdnderungen des Kolons konnten
ebenfalls beobachtet werden (Abb. 31b). In der Milz sind keine Verdnderungen der Morphologie
nach drei akuten Phasen erkennbar (Abb. 31c). Unterschiede in den Gruppen konnten zwischen
den fiir 7p53*7°"* _mutierten und unmodifizierten Zellen nicht gefunden werden, jedoch belegen

die Ergebnisse die erfolgreiche Induktion der experimentellen Kolitis in den Tieren, so dass

weiterfilhrend der Effekt der Kolitis auf die CH untersucht wurde.
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Abbildung 31 Keine reduzierte Gewichtszunahme in CD45.1-Pepboy-Miusen nach experimentell
induzierter Kolitis in einem adoptiven Knochenmarkstransfer Modell mit Tp53%27°#*_defizienten
Donorzellen.

An drei konsekutiven Tagen wurden 5,5 Millionen Zellen des Knochenmarks von Tp53%27%*_defizienten
(n= 6, 6) oder den Wildtypgeschwistertieren (n= 5, 5) retrobulbir in CD45.1 Pepboy Empfingertiere
injiziert. Die experimentelle Kolitis wurde sechs Wochen nach der Transplantation mit einer 2%igen DSS-
Losung in den CD45.1 Méusen in drei Zyklen iiber einen Zeitraum von 7 Wochen induziert. Die
Behandlungsgruppe ist als gefiillte Form dargestellt, die Kontrollen als Ungefiillte. Die grauen Saulen
reprasentieren das Intervall in dem DSS mit dem Trinkwasser appliziert wurde. (a) Gewichtszunahme im
Behandlungsverlauf, (b) Kolon Ratio und (c) Milzgewicht nach sieben Behandlungswochen der CD45.1
Pepboy Miuse mit CD45.2 Tp53R?7%1" _defizienten oder CD45.2 Wildtyp Chimiren. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. *** P < 0.001 (basierend auf einer zweifaktoriellen
Varianzanalyse).

Die Untersuchung der Immunzellzusammensetzung des Bluts zeigte im Modell mit Tp 5377707~

Mutation eine verstirkte Expansion unabhdngig von der experimentell-induzierten Kolitis auf
(Abb. 32). Am Ende des dritten Zyklus befand sich die Menge TpJ53-mutierter Zellen in einer
GroBenordnung von zirka 10%, und betraf - anders als bei der CH von Tet2-defizienten

Immunzellen - im gleichen Maf3e lymphoide sowie myeloide Zellreihen.
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Abbildung 32 Keine verstirkte klonale Expansion Tp53%?70H*_defizienter Leukozyten im Blut
wihrend der experimentell-induzierten Kolitis.

Die experimentelle Kolitis wurde sechs Wochen nach der Transplantation mit einer 2%igen DSS-Ldsung
in den CD45.1-Méusen in drei Zyklen iiber einen Zeitraum von sieben Wochen induziert. Die
Behandlungsgruppe ist als gefiillte Form dargestellt, die Kontrollen als Ungefiillte. Die grauen Saulen
reprasentieren das Intervall in dem DSS mit dem Trinkwasser appliziert wurde. Zu Beginn und Ende eines
jeweiligen Zyklus wurde retrobulbires Blut der 7p53%77%H*_defizienten (n= 6, 6) oder der
Wildtypgeschwistertiere (n= 5, 5) isoliert und auf die Immunzellzusammensetzung
durchflusszytometrisch untersucht und die relative CD45.2 Zellanzahl quantifiziert. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. ns (basierend auf einer zweifaktoriellen
Varianzanalyse).

Im Gegensatz zu den anderen Modellen wurde bei Betrachtung der Konzentration der Zytokine
IL-6 und TNF-alpha im Blutplasma ein deutlicher Effekt der Tp53*7%"*_Mutation sichtbar
(Abb. 33). Die mit DSS-behandelten 7p53%?"""*_Empfinger wiesen eine signifikante Erhohung

der Konzentration von IL-6 im Vergleich zu behandelten Wildtypgeschwistern auf.
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Abbildung 33 Erhohte IL-6 Konzentration in CD45.1-Pepboy-Miusen nach experimentell
induzierter Kolitis in einem adoptiven Knochenmarkstransfer Modell mit Tp53%27°F*_mutierten
Donorzellen.

Sieben Wochen nach Behandlung wurde das kardiale Blut der 7p53%27%"*_defizienten (n= 6, 6) oder der
Wildtypgeschwistertiere (n= 5, 5) isoliert und die Proteinkonzentration von IL-6 und TNF-alpha mittels
ELISA im Plasma quantifiziert. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. * P <
0.05, ** P <0.01 (basierend auf einer zweifaktoriellen Varianzanalyse).

Die potenzielle Beeinflussung der Immunzellkomposition himatopoetischer Stammzellen wurde
nachfolgend detaillierter untersucht. Die absoluten Zellzahlen zeigten keinen Mutanten-bedingten
Effekt (Abb. 34a). Bei Betrachtung des Chimédrenverhiltnis konnte in deutlicher Abgrenzung zu
den vorherigen Treiber-Genen jedoch ein expansionsbedingter Effekt beobachtet werden. Unter

3R70H _mutierter Zellen in die

Behandlung kam es zu einer préferierten Expansion 7p5
Populationen der LT-HSC und ST-HSC (Abb. 34b). Zusitzlich war der Anteil der Tp537?77""-
Zellen an der Gesamtpopulation der myeloiden Vorldufer (MPP3) unter
Behandlungsbedingungen erhoht. Die Fraktion der knochenmarksresidenten reifen Leukozyten
zeigte ebenfalls eine Anreicherung der mutierten Zellen, die im peripheren Blutbild noch nicht

gefunden werden konnte.
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Abbildung 34 Verstirkte klonale Expansion CD45.2 Tp53Rf?70H*_defizienter himatopoetischer
Stamm- und Vorliuferzellen im Knochenmark nach experimentell-induzierter Kolitis.

Sieben Wochen nach Behandlung wurde das Knochenmark der Tp53%?7%/*_defizienten (n= 6, 6) oder der
Wildtypgeschwistertiere (n= 5, 5) isoliert und auf die (a) absolute Immunzellzusammensetzung
durchflusszytometrisch untersucht sowie die (b) relative CD45.2-Zellanzahl quantifiziert. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. * P < 0.05, ** P < 0.01 (basierend auf einer
zweifaktoriellen Varianzanalyse).

Neben dem Effekt auf das Knochenmark wurde ein Effekt auf das intestinale Gewebe gefunden
(Abb. 37a). Die Kombination aus induzierter Kolitis und der klonalen Expansion Tp53*270"*_
mutierter Zellen sorgte fiir eine Anreicherung dieser (Abb. 37b). Insbesondere die Makrophagen

waren, bei unverdndert bleibender absoluter Immunzellanzahl, davon betroffen.
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Abbildung 35 Verstirkte Anreicherung CD45.2 Tp53%?7°H*_mutierter Leukozyten im Kolongewebe
nach experimentell-induzierter Kolitis.

Sieben Wochen nach Behandlung wurde das Kolon der Tp53%?7%""_defizienten (n= 6, 6) oder der
Wildtypgeschwistertiere (n= 5, 5) entnommen und auf die (a) absolute Immunzellzusammensetzung
durchflusszytometrisch untersucht sowie die (b) relative CD45.2-Zellanzahl quantifiziert. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwert £ Standardabweichung. * P < 0.05 (basierend auf einer zweifaktoriellen
Varianzanalyse).
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4  Diskussion
Die CH hamatologischer Treibergene ist ein altersabhédngiges Phdnomen und stellt neben den
klassischen Faktoren des metabolischen Syndroms einen unabhingigen Risikofaktor fiir
Erkrankungen des kardiovaskuldren Systems dar’. Voruntersuchungen zur CED konnten ein
vergleichbares Profil ohne géngige Risiken bei erhohtem BMI, Hyperlipiddmie, Diabetes und
Hypertonie bestitigen''®.

Diskutiert wird in dieser Arbeit ein moglicher synergistischer Einfluss der CED und CHIP, der
die Prognose in Bezug auf chronisch entziindliche Erkrankungen zusétzlich verschlechtert. Zur
Klarung der Frage, ob es im Verlauf der CED zu funktionellen Verdnderungen auf der Ebene der
hidmatopoetischen Stammzellen kommt, untersuchte die vorliegende Arbeit die klonale
Expansion von Treiber-Genen in einem kombinierten Modell der induzierten Kolitis und
etablierten Transplantationsmethoden. Tatsdchlich konnte ein begiinstigender Einfluss der
chronischen Darmentziindung auf 7p53 als Treiber-Gen nachgewiesen werden. Die hier
gewonnenen Ergebnisse sollen nachfolgend im Kontext der aktuellen Literatur umfassend
diskutiert und die angewandten Methoden auf Stirken und Schwichen sowie dem klinischen

Zusatznutzen hin analysiert werden.

4.1 Vergleichende Untersuchung einer experimentell-induzierten
Kolitis in C57BL/6J und Apoe-defizienten Méusen

Zur experimentellen Untersuchung der intestinalen Inflammation stehen zahlreiche Modelle zur
Verfiigung, welche neben chemischer Induktion gentechnische Verinderungen umfassen'*’. Jede
dieser Methoden weist bestimmte Limitierungen hinsichtlich der Ubertragbarkeit auf das humane

Szenario auf.

Das am Weitesten verbreitete Modell stellt die Gabe von DSS mit dem Trinkwasser dar, da es
dem klinischen Bild akuter Kolitis-Phasen, bestehend aus den charakteristischen Erosionen,
einem morphologischem Kryptenverlust und Infiltration naiver Immunzellen am néchsten
kommt'*®. Der Effekt des DSS entsteht iiber die Bindung zu mittelkettigen Fettsduren im Epithel
des Kolons und sich anschlieBender Induktion einer akuten Inflammation aufgrund einer erhdhten
Permeabilitdt der epithelialen Barriere. Durch eine persistierende, schadigende Wirkung auf das
Darmepithel kommt es zur Infiltration kommensaler Darmbakterien sowie derer Metabolite in die
Wandschichten der Darmsubmukosa und reflektorischer Aktivierung der nativen, lokal-
residenten Immunzellen tiber TLR mit der Folge der Ausschiittung von Zytokinen. Die

Zytokinsekretion aktivierter Immunzellen resultiert weitergehend in einer TNF-induzierten
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Apoptose intestinaler Epithelzellen und chronischen Inflammation'"’

. Die Ausprigung der Kolitis
steht im Zusammenhang mit der Molekiilmasse des DSS, wobei es bei einer zu niedrigen Masse
zu keiner ausreichenden Bindung von Fettsduren kommt und ein zu hohes Molekulargewicht
(MG) die Absorption ins Epithel unterbindet. Neben dem MG stellen die verwendete
Konzentration des DSS, der Genotyp und die applizierte Didt-Form kritische Faktoren zur
geeigneten Kolitisinduktion im Versuch dar. Fiir eine optimale Wirksamkeit wurde fiir die
Versuchsreihen dieselbe Charge mit einem MG des Polymers von 36 bis 50 kDa eingesetzt'*®.
Ungleich der humanen Pathologie fiihrt DSS jedoch auch zu einer T-Helferzellen-vermittelten

123 Bei entsprechender Molekiilmasse und adaptierter Konzentration konnte eine

Immunantwort
verstdrkte lymphatische Immunzellaktivierung, wie durchflusszytometrisch bewiesen, aber auf
ein Minimum reduziert werden (Abb. 17). Die chemisch induzierte Kolitis stellt ein robustes,
reproduzierbares und leicht handhabbares Modell zur Untersuchung der Atiologie der intestinalen
Entziindung dar. Das Inflammationsmuster zeigt zudem eine groBe Ubereinstimmung zur
Pathologie im menschlichen GIT und ist somit hinsichtlich immunologischer und histologischer

123 Durch die hohe Molekiilmasse und stark

Ubertragbarkeit eine bevorzugt angewandte Methode
negative Ladung des Polysaccharides sowie einer nicht perforierenden Membranschadigung kann
eine gastrointestinale Resorption weitestgehend ausgeschlossen werden. Die systemischen

Effekte beruhen demnach primir auf der reflektorischen Aktivierung der nativen Immunantwort.

C57BL/6J-Méuse finden ein breites Verwendungsspektrum als Hintergrundstamm zur Erzeugung
von Kongenen und als Allzweckstamm zur Untersuchung des FEinflusses diverser
Umweltfaktoren auf die kardiovaskulire' und Stoffwechselbiologie'”’, Genetik'"!,
Immunologie'** und Weitere. Der Stamm lisst die Forschung an einem mutationsunabhingigen
Phénotypen zu. Die Voruntersuchungen zur Priaktivierung der neutrophilen Granulozyten im
Modell der DSS-induzierten Kolitis fanden jedoch auf Grundlage der notwendigen Pradisposition
in Apoe-defizienten Versuchstieren statt, da C57BL/6J im verwendeten juvenilen Alter von 20-
22 Wochen keine atherosklerotischen GefiBplaques ausbilden'* '**. Die verstirkte
Plaquebelastung bei gleichzeitig bestehender Kolitis in den Apoe-Tieren konnte in dieser Studie
bestdtigt werden (Abb. 16). Im klinischen Kontext limitieren wachsende atherosklerotische
Ablagerungen, bestehend aus glatten Muskelzellen und Lipiden, den arteriellen Blutfluss. Das
erhdhte Risiko fiir KVE wie Schlaganfille'”, einen Myokardinfarkt'*® oder einer instabilen
Angina pectoris'?’, steht im Zusammenhang mit der Oberflichenruptur der Ablagerungen und
Freisetzung des prothrombotischen Kerns in den luminalen Blutfluss'*®. Die erhdhte
Plaquebelastung in der Aorta der Apoe-defizienten Tiere deckt sich mit dem proatherogenen
Phiinotyp bedingt durch proinflammatorische Zytokine, sowie hohen Lipidkonzentrationen'* und

bestétigt das verstirkte Risiko fiir KVE bei Plaque-Ruptur in dieser Kohorte. Die Apoe-Defizienz
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geht allerdings bereits mit regulatorischen Modifikationen der myeloiden Hamatopoese, im
Speziellen einer supprimierten Monozyten-Rekrutierung, einher'™’. Zudem zeigt sich das
klinische Bild der CED unterschiedlich in Abhingigkeit polymorpher APOE-Varianten'*'. Um
diese Variable mit Relevanz innerhalb der Blutbildung und CED-Auspriagung zu umgehen,
wurden zu Beginn verschiedene Surrogatmarker dem systemischen Effekt der DSS-Behandlung
der C57BL/6J und Apoe-defizienten Mause gegeniibergestellt. Zur verbesserten Einschitzung
langfristiger Effekte, erfolgt der Beurteilungsendpunkt in der Remissionsphase nach 15 Wochen.
Das Uberwachen des Gewichtsverlaufs stellt in den Versuchstieren ein geeignetes Verfahren zur
Bewertung des Schweregrads der experimentellen Kolitis wahrend der Behandlung dar und diente
als Surrogatmarker einer erfolgreichen Induktion der Kolitis fiir weiterfiihrende
Untersuchungen'>. Die Behandlungsgruppen wiesen einen identischen Verlauf nach akuten und
remittierenden Phasen auf, so dass der Schweregrad der Kolitis unabhédngig vom gewdihlten
Genotyp auftrat (Abb. 12). Da diese Parameter zur Diagnose unspezifisch sind wurde, wie auch
klinisch angewandt, die intestinale Morphologie beurteilt. Im CED-Patienten findet dies mittels

153

endoskopischer Methoden statt' ™°. Die in vivo Bewertung des Schweregrads im Mausmodell

gestaltet sich indes komplizierter und liefert weniger prézise Ergebnisse als am entnommenen

154 Der Verlust der intestinalen Architektur konnte anhand des Verhéltnisses von Masse zu

Organ
Linge als MaB fiir die induzierte Kolitis angenommen und mittels H&E-Féarbung ergénzend
visualisiert werden (Abb. 13). Die bereits geschilderte Immunzellaktivierung der in Reaktion auf
das DSS konnte mit der Aufnahme spezifischer Groen der Milz bestétigt werden (Abb. 15). Die
Milz ist neben der Reifung von Lymphozyten, auch verantwortlich fiir die Speicherung myeloider
Immunzellen, wie zum Beispiel der Population der Monozyten'>> '*°. Dieses Reservoir an
Monozyten bietet eine beschleunigte Bereitstellung der nativen Immunabwehr in Folge auf eine

akute Gewebeschidigung'>

. Diese auftretende Splenomegalie in der Kolitis Kohorte ist in den
Apoe-defizienten Méausen verstdrkt im Vergleich zur Gruppe der C57BL/6J Population. Eine
GroBenzunahme der Milz ldsst eine verstarkte Immunzellaktivierung und -speicherung in diesen
Tieren vermuten. Die Speicherung von Immunzellen kénnte erkldren, inwiefern es zu einer
zunehmend verschlechterten Gewichtsadaption bei rezidivierenden akuten Schiiben kommt (Abb.
12). Wiederholter inflammatorischer Stress fordert die Mobilisierung von Immunzellen zum
Inflammationsgeschehen iiber eine stimulierte extramedullire Himatopoese in der Milz'*.
Limitierend muss jedoch festgestellt werden, dass das Immunsystem von Méusen und Menschen
beziiglich der Rolle der Milz nicht vollstindig verglichen werden kann, da neben strukturellen
Unterschieden auch Differenzen innerhalb der Rezirkulation diverser Immunzellpopulationen
relevant sind'”’. So ist im Menschen eine Splenomegalie nicht zwangsliufig mit einer angeregten

Hamatopoese innerhalb des Milzgewebes assoziiert, wohingegen in der Maus akute Infektionen,

Autoimmunerkrankungen und metabolische Syndrome durch die erhohte Zellbereitstellung das
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Milzwachstum fordern'>®

. Die Kolitis ulzerosa weist zudem, im Gegensatz zu Morbus Crohn,
nachgewiesenermallen im Patienten keine generelle Verbindung von Milzvolumen zur generellen

Krankheitsaktivitit auf'’.

Die erwihnte Rezirkulation findet in einer vorgegebenen circadianen Rhythmik statt'®®. Neben
der Indizierung proinflammatorischer Zustdnde ist die Bestimmung eines ausgewogenen Tag-
Nacht-Rhythmus auch beziiglich des zeitlichen Unterschieds im murinen und humanen Modell
beachtenswert, da die Wachphasen von Méausen auf die Nachtstunden fallen und sich bei

entsprechender Nichtbeachtung phinotypische Muster verindern kénnten'®’

. Wichtig in diesem
Zusammenhang ist der Einfluss erwéhnter Zeitgeber-Gene auf die myeloiden Zellen in der
hidmatopoetisch aktiven Knochenmarksnische. BMALI reguliert beispielsweise die tigliche
Fluktuation innerhalb der Migration proinflammatorischer ~Ly6C"-Monozyten zu

Entziindungsherden'®

. Zusitzlich begiinstigen verringerte Level von BMALI1 eine metabolische
Verschiebung in Makrophagen, die einen proinflammatorischen Phénotypen iiber vermehrte
Produktion von IL-1B fordern'®. IL-1B konnte bereits im Zuge der Canakinumab anti-
inflammatory thrombosis outcomes (CANTOS)-Studie beziiglich des Auftretens von KVE eine
Relevanz zugeordnet werden'®*. Im Zuge der Untersuchung von CHIP anhand des Treiber-Gens
Tet2 konnte ebenfalls eine Uberschneidung dieser nachgewiesen werden und zeigt die enge
Wechselbeziehung zwischen chronisch entziindlichen Erkrankungen, CHIP und Disruption der
molekularen inneren Uhr’'. Aus der Literatur ist der Effekt der CHIP auf das myeloide System,
wie bereits geschildert, bekannt. Experimentell konnten im hier genutzten Tiermodell der
experimentellen Kolitis tatsdchlich verringerte mRNS-Expressionen von Per2? und Bmall
nachgewiesen werden (Abb. 14). Neben den Effekten auf Kolonlédnge und -gewicht konnen somit
auch verdnderte intrazelluldire Mechanismen mit systemischem Einfluss ausgemacht werden.
Dieses Ergebnis indiziert eine Storung des normalen Tag-Nacht-Rhythmus in den Versuchstieren
und begiinstigt zusdtzlich den proinflammatorischen Zustand. Zur Minimierung dieses Effekts

wurde das Probenmaterial moglichst frith zum Ende der aktiven Nachtphase immer zum gleichen

Zeitpunkt gewonnen.
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4.2 Einfluss einer experimentell-induzierten Kolitis auf die myeloide
Hamatopoese

Die Zirkulation von Leukozyten im Kreislaufsystem wurde mittels durchflusszytometrischer
Analyse bewertet und konnte einen Effekt auf die absolute Zellzahl myeloider Zellen nachweisen,
wie es auch im klinischen CED-Bild gefunden werden kann (Abb. 17)'%. Die Erhéhung der sich
im Kreislauf befindlichen Neutrophilen und Monozyten im Modell der chronischen Kolitis zeigt
die systemische Belastung des gesamten Organismus auf. Zusitzlich waren die Ly6CMe"- und
Ly6C"¥-Monozyten-Subpopulationen signifikant im Blut erhoht, so dass neben der akuten
Entziindung wohl auch bereits Reparaturmechanismen einsetzten. Die Ly6C"¢"-Monozyten
fungieren im akuten Inflammationsgeschehen der Kolitis als Quelle fiir IL-18 und TNF, wodurch
die Immunantwort verstirkt wird'®®. Dementgegen fordern Ly6C'*-Monozyten iiber Sekretion
diverser Faktoren die Wundheilung und Regeneration von geschidigtem Gewebe'®’. Die
lymphatischen Zellpopulationen, bestehend aus B- und T-Zellen, waren indes von der
Behandlung nicht betroffen und befanden sich bei Behandlungs- und Kontrolltieren auf einem
vergleichbaren Niveau. Die generelle erhdhte Anzahl der im Kreislaufsystem befindlichen
Leukozyten ldsst sich auf die dem Knochenmark entstammenden Immunzellen zuriickfithren und
kann, wie es auch dem klinischen Bild der Kolitis entspricht, dem angeborenen Immunsystem
zugeordnet werden'®®. Da es sich bei dem untersuchten Zeitpunkt um die Remissionsphase zwei
Wochen nach der letzten akuten Kolitisinduktion handelt persistiert die systemische Belastung
demnach auch noch eine Gewisse Zeit aullerhalb des aktiven entziindlichen Zustands. Diese
Beobachtung indiziert eine funktionelle Anderung der myeloiden Zelllinie, da sich die Lebenszeit
von Zellen des angeborenen Immunsystems in Miusen auf weniger als 24 Stunden begrenzt'®’.
Der Vergleich des C57BL/6J- und Apoe”-Stamms zeigte eine signifikant verringerte Anzahl im
blutbefindlicher Leukozyten beim Apoe-Hintergrund auf. Diese Abnahme lieB sich spezifisch auf
die reduzierte Zahl an Lymphozyten zuriickfiihren und deckt sich mit dem in der Literatur
beschrieben suppressiven Effekts des defizienten Hintergrunds auf die Fraktion der
Lymphozyten'”. Trotz des supprimierten Effekts auf die lymphoiden Zellen bildet der Apoe-
defiziente Hintergrund wie beschrieben vermehrt Plaques aus. Dem lymphatischen System der
adaptiven Immunabwehr kommt dementsprechend beziiglich der Inflammation eine
untergeordnete Rolle zu'”', weshalb anschlieBend der Fokus auf Verinderung des

hidmatopoetischen Systems der myeloiden Linien im Knochenmark gelegt wurde.

Die Rekrutierung von Immunzellen beginnt bereits auf der hdmatopoetischen Ebene iiber eine
erhohte Bereitstellung dieser und beschleunigter Freisetzung in die Peripherie bei Stimulation.
Die Stimulation findet liber Freisetzung diverser Chemokine, wie IL-8, dem Macrophage

inflammatory protein-1 (MIP1) oder dem Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), statt,
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die iiber Aktivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (G protein-coupled receptor, GPCR),
beispielsweise den CXC chemokine receptor 2 (CXCR2), die Chemotaxis von neutrophilen
Granulozyten und Monozyten induzieren'””. Eine erhdhte Bereitstellung fiir den Kreislauf
verfiigharer Leukozyten beschleunigt diesen Ablauf'”. Da Oberschenkel- und
Schienbeinknochen die groBten hdmatopoetisch aktiven Gebiete darstellen, wurden diese fiir die

Analyse der Himatopoese verwendet'’

. Die Analyse, der im Knochenmark befindlichen
Leukozyten bestitigte, den in der Zirkulation beobachteten, Phénotyp einer angeregten
Héamatopoese myeloider Zellfraktionen, bestehend aus Neutrophilen und Monozyten (Abb. 18).
C57BL/6J und Apoe-defiziente Gruppen zeigten ein analoges Muster bei der Verteilung
ausdifferenzierter Leukozyten in Reaktion auf das DSS, sodass die Zusammensetzung der
Stammzellen lediglich fiir den unmodifizierten Genotyp der C57BL/6J beurteilt wurde. Die
steigende Anzahl himatopoetischer Stammzellen mit Einfluss auf die Reifung von Neutrophilen
und Monozyten, wie es bei den multipotenten Vorlduferzellen der Gruppe 2 & 3 sowie der
Granulozyten-Monozyten Vorlduferzellen der Fall war, deckt sich mit dem postulierten Effekt
der Kolitis auf das Knochenmark (Abb. 19). Aufgrund der Bedeutung innerhalb der
immunologischen Homdostase hat die Akkumulation myeloider Vorliuferzellen diesbeziiglich
einen wichtigen Effekt auf die Immunabwehr'’*. Das vermehrte Vorkommen von vor allem der
Population der GMP begiinstigte die verstiarkte Immunantwort in akuten CED-Phasen durch eine
beschleunigte und erhdhte Bereitstellung ausdifferenzierter myeloider Leukozyten ins periphere
Kreislaufsystem (Abb. 36). Der damit einhergehende proinflammatorische Phénotyp spiegelt sich
wie geschildert im gesamten Organismus wider. Aus anderen Studien ist bereits bekannt, dass
eine Hochregulation von GMPs vor allem im Zusammenhang mit der sogenannten trainierten
Immunitit (zrained immunity) steht und ein verbessertes Reaktionsvermogen auf wiederholten
Pathogenkontakt, wie bei der rezidivierenden Kolitis-Induktion beobachtet, erméglicht'”. Dies
erklart die verstirkte Immunreaktion der wiederholten akuten Kolitisschiibe. Der protektive, von
der adaptiven Immunabwehr unabhingige Effekt auf Pathogenkontakt steht im Zusammenhang
mit genetischen Modifikationen und folgender metabolischer Phanotypverdnderung betroffener
Zellen'”. Eine Gedichtnisfunktion von Zellen des nativen Immunsystems konnte durch
Expansion einzelner proinflammatorischer Populationen zusétzlich begiinstigt werden und wurde
weitergehend untersucht. Die rezidivierende Inflammation geht somit nachgewiesenermal3en mit
einer chronischen Verdnderung der zelluldiren HSPC-Zusammensetzung im Knochenmark einher.
Der Apoe-Defizienz kommt in Hinblick auf die Fragestellung zur Untersuchung der Modifikation
der myeloiden Hamatopoese eine untergeordnete Rolle zu, da keine Unterschiede in den
Vorlauferzellen, sowie den ausdifferenzierten Immunzellen im Kreislaufsystem, gefunden
wurden. Auf Basis dieser Ergebnisse wurde fiir die Transplantationsuntersuchungen diese

Variable ausgeschlossen und nur Tiere auf C57BL/6J Hintergrund verwendet.
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Abbildung 36 Hierarchie der Vorliuferzellen des hiimatopoetischen Systems.

Die myeloide Hamatopoese folgt einer hierarchischen Struktur ausgehend von langlebigen Stammzellen,
und multipotenten Vorlduferzellen hin zu den myeloiden und lymphoiden Zelllinien. Die Blutzellen
werden nach Ausdifferenzierung in das Kreislaufsystem freigesetzt. CLP, Gemeinsame Lymphoide
Vorlauferzellen (common lymphoid progenitors); CMP, Gemeinsame Myeloide Vorlduferzellen (common
myeloid progenitors); GMP, Granulozyten-Monozyten-Vorlduferzellen (granulocyte monocyte
progenitors); HSC, Hamatopoetische Stammzellen (long term hematopietic stem cells); MEP,
Megakaryocyten-Erythrocyten  Vorlduferzellen (megakaryocytic-erythroid —progenitors); MPP,
Multipotente Vorlduferzellen (multipotent progenitors); NK, Natiirliche Killerzellen; RBC, Rote
Blutkorperchen (Red blood cells).
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4.3 Die Analyse der klonalen Expansion innerhalb akuter CED-
Phasen

Die CH stellt, wie eingangs erwihnt, ein primir altersbedingtes sowie bei Chemotherapien
induziertes Phanomen dar und beschrénkt sich auf himatologische Treiber-Gene (Abb. 1). Neben
dem altersspezifischen statistischen Auftreten von Mutationen kommt chronischen Entziindungen
eine zunehmende Relevanz in der Mutagenese diverser Gene zu'’" ', Humane Studien haben
bereits Assoziationen zwischen altersabhidngigen Mutationen und dem Risiko verschiedener
Erkrankungsbilder, vor allem entziindlicher kardiovaskulirer Erkrankungen, aufgezeigt’. Neben
epigenetischen und metabolischen Verdnderungen kommt auch der Expansion somatischer
Mutationen im Zuge chronisch entziindlicher Erkrankungen eine Relevanz innerhalb klinischer

Prognosen zu’.

Die Auswahl der verwendeten Treiber-Gene erfolgte anhand der epidemiologischen Daten zu
DNMT34 und PPMID, da mutierte Klone insbesondere in Patienten mit Kolitis ulzerosa
detektiert werden konnten'”, sowie des generell vermehrten Vorhandenseins von TET2 und TP53
in Untersuchungen zur CHIP. AuBerdem stehen etablierte Mauslinien zur experimentellen
Modellierung der Defizienz oder Uberaktivierung bestimmter Gene im Zuge von Mutationen zur
Verfiigung, die zur Untersuchung einer urséchlichen Rolle im Krankheitszustand mit
zugrundeliegenden Mechanismen geeignet sind. Auf Grundlage der Rolle von PPMID im
Zusammenhang mit chronischer Kolitis wurde dieses Treiber-Gen der CH auf DNS-Ebene
isolierter knochenmarksresidenter Neutrophilen und Monozyten von C57BL/6J-Tieren

untersucht'*°

. Das Primerdesign erfolgte anhand der ausgemachten Mutation Cluster Region auf
Exon 6 des Ppmid-Genabschnitts. Induzierte Ppmld-Mutationen konnten nach 15 Wochen im
Modell der experimentellen Kolitis in den myeloiden Zellfraktionen nicht gefunden werden
(Abb. 20). Da es sich bei der CH jedoch um ein statistisch eher selten vorkommendes Ereignis
handelt, konnen gréBere Probenanzahlen notwendig sein, um Mutationen feststellen zu konnen.
Zusitzlich konnte das Alter der verwendeten Tiere unzureichend sein, da, wie eingangs erwéhnt,
die CH ein altersabhéngiges Phanomen darstellt, beziehungsweise die fiinf DSS-Zyklen keinen
ausreichenden Einfluss auf das Entziindungsaltern haben und der Behandlungszeitraum keine
ausreichende Léange zur Entwicklung der CH widerspiegelt. Da die Induktion sowie der Nachweis
der CH genannte methodische Grenzen aufweist, wurde zur Untersuchung des Einflusses der
chronischen Kolitis auf die klonale Expansion ein alternatives Modell mit bekannten Mutationen
herangezogen. Pepboy-Méause, welche ein modifiziertes CD45.1-Antigen auf der Oberflache
tragen, wurden einem Knochenmarkstransfer mit CD45.2 exprimierenden Donorzellen eines

verdnderten  Treiber-Gens unterzogen. Zur Gewdhrleistung einer ausreichenden

Transplantationseffektivitit wurde der Transfer sechs Wochen vor Induktion der Kolitis
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durchgefiihrt und der Endpunkt nach dem dritten Zyklus beziehungsweise nach sieben Wochen
festgelegt. Zu diesem Zeitpunkt begrenzt sich die Fraktion der Spenderzellen auf das
hamatopoetische System und verhindert einen Einfluss nicht hdmatopoetischer Zellen als
Storfaktor'®. Inwiefern die CED die CH antreiben kann, wurde nachfolgend unter Verwendung
zweier im Aufbau verschiedener Transplantationsstudien untersucht. Wie bereits unter 2.2.4.
beschrieben, gibt es verschiedene Ansédtze zur Modellierung der CH mittels Transplantation
knochenmarksresidenter Zellen von CD45.2-Mutanten in naive CD45.1-Pepboy Empfinger'*.
Da ohne vorherige genetische Modifizierung der CD45.2-Leukozyten-Oberflichenmarker von
den Immunzellen exprimiert wird, lassen sich die Spenderzellen anhand dessen von den CD45.1
Antigenen der Pepboy-Miuse differenzieren'®’. Die Transplantationsstudien konnen je nach
Aggressivitit der Treiber-Gen Expansion mit oder ohne strahlungsbedingter Prakonditionierung
des Knochenmarks durchgefiihrt werden. Ohne vorherige Prakonditionierung ist die Annahme
der Spenderzellen relativ gering, da die Knochenmarksnische eine limitierte Aufnahmekapazitit
fiir himatopoetische Zellen besitzt und es durch die Empfangerimmunreaktion zur Abweisung

der Donorzellen kommen kann'®?

. Um ein Milieu fiir eine mdglichst hohe Donorzellakzeptanz im
Knochenmark zu schaffen, wurden die knochenmarksresidenten Zellen des Empfingers im
Vorfeld des Knochenmarktransfers weitestgehend mittels Bestrahlung eliminiert. Die
Strahlungsmenge bestimmt das Ausmal} der Rekonstitution und wurde mit einer Intensitdt von
5,5 Gy iiber 150 Sekunden bei zweimaliger Bestrahlung fiir die Versuche festgelegt'®. Die
limitierte Aufnahmekapazitit der hidmatopoetischen Nische im Knochenmark wird somit
zuginglicher fiir die Spenderzellen und der systemische Einfluss der Mutanten kann besser
untersucht werden und eignet sich entsprechend vor allem fiir Treiber-Gene mit geringer
Expansion. Zur Generierung aussagekriftiger Ergebnisse fand die quantitative Depletion der
knochenmarksresidenten HSPC im Fall von Dnmt3a™*7%"* und Ppm1d™"™ Verwendung. Da
diese unabhingig von dufleren Faktoren keine verstirkte Expansion aufweisen, sind erhohte Level
an Spenderchimdren zu Beginn der Kolitisinduktion notwendig. Wie in der
Immunzellzusammensetzung des Bluts beobachtet werden konnte, befand sich die Annahme der
transplantierten Zellen auf einem Niveau von 20-25% bezogen auf die Population der Leukozyten
im Modell mit Dnmt3d™®5#*. und Ppmld™"™'-CD45.2-Spenderzellen, so dass der
mehrheitliche Anteil weiterhin die physiologischen nativen Leukozyten darstellte (Abb. 22). Das
dadurch gewonnene somatische Mosaik, bestehend aus der dominanten Wildtyp-Population und
mutierten Empféngerzellen, l4sst eine Aussage iiber den Einfluss der chronischen Kolitis auf die
Expansion mutierter Zellen im Knochenmark treffen. Die direkte Injektion, ohne Bestrahlung,
fiihrte zu einer Annahme von zirka 2-5% in Bezug auf die Wildtyp-Zellen und wiirde bei niedriger
Expansion der Mutanten keine konkrete Aussage zulassen konnen, ob ein mutationsbedingter

Effekt vorhanden ist (Abb. 27, 32).
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Des Weiteren muss der verwendete CD45-Isotyp bei den Transplantationen beachtet werden. Die
Verwendung von CD45.1-Pepboy-Maiusen stellt ein etabliertes Modell dar, um die Empféanger-
und Spenderzellen durchflusszytometrisch differenzieren zu koénnen. Der Effekt des CD45-
Antigenhintergrunds begrenzt sich weitestgehend auf die lymphatische Zelllinie und stellt einen

iberschaubaren Einflussfaktor dar'®*

. Um diesen Einfluss weitergehend bei der Auswertung zu
minimieren, wurde mit den entsprechenden Wildtyp-Geschwistertieren als Kontrolle gearbeitet.
Da Tet2-defiziente und Tp53%7""*_mutierte Zellen unabhingig eines Umweltfaktoreinflusses
expandieren, wurden diese ohne vorherige Bestrahlung untersucht. TET2 stellt als erstes
identifiziertes Gen mit somatischen Mutationen in Blutzellen, von Patienten mit CH, ohne
hidmatologische Erkrankungsfaktoren einen aggressiven Treiber dar, der im Zusammenhang mit
CED untersucht werden sollte'®. In verschiedenen Studien konnte hinsichtlich der CH von Tet2
bereits ein kausaler Zusammenhang beziiglich des kardialen Remodelings innerhalb der
Herzinsuffizienz'*® und kardialen Dysfunktion'®” sowie der erhdhten Plaqueausbildung im Zuge
verstirkter Atherosklerose'™ beobachtet werden. Die Transplantation Tet2-defizienter Zellen
stellt diesbeziiglich eine etablierte Modellierung der CH zur Imitation des menschlichen
Szenarios dar'®®. Neben Tez2 als aggressiven Treiber der altersabhéingigen CH stellt die CH von
Tp53 mit erhohter Pravalenz nach erfolgreicher Chemotherapie einen wichtigen Vertreter der t-
CH dar'®. Die Tp53-Expansion wurde bereits in einer Studie zur Doxorubicin-induzierten
Kardiomyopathie mit verldngerter Neutrophileninfiltration und nachfolgender verschlechterter
kardialer Funktionsfihigkeit untersucht'®. Vergleichbar dazu erhht das Vorhandensein dieser
Mutation das Risiko fiir periphere Arterienerkrankungen und Atherosklerose durch erhohte
Bildung von Tp53-defizienten Makrophagenpools'”. Beide Studien geben einen Aufschluss iiber
substanzielle Verdnderungen myeloider Zellen innerhalb der CHIP, welche eine wichtige Rolle
bei der Rekrutierung und Aktivierung dieser in chronischen Phasen der CED haben. Auf
Grundlage dessen wurde analog zu Tet2 das Verfahren des adoptiven Knochenmarktransfers
gewdhlt, um die entsprechenden Mutationen bei unbeeintrdchtigter Knochenmarksnische
beurteilen zu konnen. Die adoptive Transplantation in nicht konditionierte Mause gibt den
transplantierten HSPC die Moglichkeit in einem Wettbewerb mit den Nativen zu stehen, ohne die
hamatopoetische Nische zu beeinflussen. Zusitzlich werden die unerwiinschten Effekte der
Bestrahlung wie Gewebsschdden, Eliminierung residenter Immunzellen und die Destruktion der

nativen Knochenmarksnische verhindert'?

. Pro Versuchsgruppe wurden vier verschiedene
Konditionen untersucht, bestehend aus dem modifizierten Treiber-Gen unter DSS-Behandlung
und Kontrolle und den fiir das Treiber-Gen Wildtypgeschwistertierzellen unter Behandlungs- und
Kontrollbedingungen. Hinsichtlich phénotypischer Verdnderungen muss die Bestrahlung bei
einem Vergleich der einzelnen Treiber-Gene beriicksichtigt werden. Innerhalb der Gruppen kann

aber ein vollumfanglicher Vergleich angestellt werden, da sowohl in Behandlungs- als auch
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Kontrollgruppen eine entsprechende Prozedur durchgefiihrt wurde. Die mit der Bestrahlung
einhergehenden Limitierungen in Bezug auf geweberesidente Zellen und die potenzielle
Ausbildung eines Tumors des Kolons wurden durch die abgeschirmte Bestrahlung auf ein
Minimum reduziert. Zusitzlich fand die Bestrahlung mit der minimal notwendigen Intensitit zur
Gewihrleistung einer ausreichenden Prékonditionierung der Stammzellen statt. Der bereits
geschilderte destruktive Einfluss der Bestrahlung auf die native Knochenmarksnische stellt
innerhalb der Bestrahlungsstudie einen nicht unerheblichen Einfluss auf die Homdostase des
hamatopoetischen Systems dar, ein Effekt auf die Knochenmarksnische kann demnach nicht

vollstindig ausgeschlossen werden'".

Beide Modelle wurden in der vorliegenden Arbeit genutzt, um das proinflammatorische periphere
als auch knochenmarksspezifische Zellbild der DSS-Behandlung zu untersuchen und konnte in
allen Gruppen bestitigt werden. Im Modell mit 7ez2-defizienten und 7p53%?7"*_mutierten Zellen
ohne Prikonditionierung konnte im Gegensatz zu Dnmt3d"*"*- und Ppmid™/™-
Spenderzellen eine Expansion im Kreislaufsystem im Zuge der CED beobachtet werden (Abb.
22, 27, 32). Innerhalb des untersuchten Behandlungszeitraums von sieben Wochen, nach drei
aktiven CED-Phasen, war die Expansion der Spenderzellen in den mit DSS-behandelten und
unbehandelten Tiere in beiden Modellen jedoch auf einem vergleichbaren Niveau.
Erwdhnenswert ist eine verstirkte Expansion in die Linie der myeloiden Fraktionen aus
Monozyten und Neutrophilen im Modell mit Tez2 Mutation, wie es auch in humanen Studien
beobachtet wurde'®>. Es ist bekannt, dass ein Funktionsverlust von Tet2 mit einer erhohten

193 Da es sich bei der

Selbsterneuerung sowie bevorzugt myeloiden Transformation einhergeht
CH um ein zeitlich abhéngiges Phanomen handelt, kdnnte sich die Expansion im Kreislaufsystem
gegebenenfalls erst nach einem ldangeren Zeitraum manifestieren. Deshalb wurde neben dem
Blutbild auch das Knochenmark hinsichtlich der Expansion auf einen behandlungsspezifischen
Einfluss untersucht. Das Verhiltnis der lokalen hdmatopoetischen Stammzellen stellt einen
wichtigen Faktor der CED-induzierten Entziindung auf die myeloide Zelllinie dar. Die
Stammzellpopulationen verhielten sich in den Modellen mit Dnmt3a, Ppmld- und Tet2-
Spenderzellen analog zum Kreislaufsystem ebenfalls unbeeintrichtigt von der Behandlung (Abb.
24). Eine erhdhte absolute Anzahl der LT-HSC konnte im Modell mit den Dnmt3a-defizienten
Zellen beobachtet werden und deckt sich mit der verldngerten Lebenszeit von Stammzellen bei
einem genetischen Dnmt3a knock-out'™. Im Gegensatz dazu, konnte mit 7p53 eine signifikant
verstiarkte Expansion in allen untersuchten HSPC-Populationen festgestellt werden (Abb. 34b).
Vor dem Hintergrund, dass p53 die Zellteilung von Stammzellen sowie Differenzierung
fordert'”, begiinstigt die mit einem knock-out einhergehende Mutation die Akkumulation der

Stammzellen. Tp53-Mutationen verschaffen den betroffenen Zellen einen Uberlebensvorteil iiber
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epigenetische Modulation der Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2)-Methyltransferase mit
nachfolgender verinderter Genregulation'”’. Diese modifizierte Expression wird durch die
experimentelle Kolitis zusdtzlich verstdrkt und bestétigt den Effekt der CED auf die 7p53-
Expansion. Die negative Regulation von p53 durch PPM1D lésst eine Auswirkung auf die CH
Ppmld-mutierter Zellen vermuten'”’. Wie bereits geschildert, konnte jedoch ein HSPC-
spezifischer Einfluss im Modell mit Ppmld nicht gefunden werden, so dass diese Treiber-Gene
trotz gegenseitiger Beeinflussung scheinbar unterschiedliche Rollen in der Steuerung der CH
einnehmen. Hinzukommend ist der relative Anteil der 7p53-modifizierten Spenderzellen bei
gleichbleibender absoluter Anzahl erhoht, was auf eine aggressivere Expansion der 7p53-CH
hinweist. Trotz erfolgreicher Therapieeinstellung mit langfristiger Remission kommt es bei einem
Grofiteil der Kolitis-Patienten zu Riickfillen mit verstirkten Entziindungsreaktionen, die
unspezifisch wdochentlich, monatlich oder erst nach Jahren auftreten konnen'”®. Im
Behandlungszeitraum von sieben Wochen konnte keine verstiarkte Expansion im Blutkreislauf
gefunden werden (Abb. 32). Die Betrachtung eines ausgeweiteten Untersuchungszeitraums mit
Tp53%7°7* _mutierten Zellen konnte Aufschluss iiber die Expansion im Kreislaufsystem und die

Remissionsrate geben.

4.4 Die Analyse der CED im Zuge der klonalen Expansion

Neben den Effekten der CED auf die CH wurde auch der umgekehrte Effekt, ndmlich der
mdgliche Einfluss der CH auf die CED bzw. die Inflammation des Kolongewebes untersucht. Der
generelle systemische Effekt der DSS-Behandlung auf Verdanderungen des Kolons wie Lange und
Gewicht konnte in allen Gruppen analog zum vergleichenden Modell mit C57BL/6J und Apoe-
defizienten Ma&usen bestitigt werden. Des Weiteren konnte im Vergleich der Daten von
bestrahlten und unbestrahlten CD45.1-Tieren keine strahlungsabhingigen morphologischen
Verdnderungen von Kolon- und Milzgewebe beobachtet werden (Abb. 21, 26, 31). Ein
moglicherweise vorhandener strahlungsabhiniger Effekt auf das Kolon kann im Modell mit
Dnmt3d™ 781 _ und Ppm1d™"™-Spenderzellen somit als vernachlissigbar angesehen werden.
Die DSS-Behandlung ging bei allen untersuchten Treiber-Genen mit einer verstirkten Migration
von Neutrophilen und Makrophagen in das Kolongewebe einher (Abb. 25, 30, 35), welche sich
aber im erwartbaren Rahmen und im gleichen Niveau unbestrahlter Tiere bewegte. Innerhalb der
absoluten als auch relativen Anzahl von Spender- und Empféngerzellen konnte kein Einfluss von
Dnmt3a und Ppmlid auf die Anreicherung lokaler Leukozyten im Kolongewebe festgestellt
werden (Abb. 25). Im Unterschied zur klonalen Expansion im Kreislaufsystem und Knochenmark
konnte eine verstirkte Anreicherung Tet2-defizienter Spenderzellen im Kolongewebe
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nachgewiesen werden (Abb. 30). Eine Anreicherung im Kolongewebe konnte auch im Modell
mit Tp53%27%%"* _mutierten Spenderzellen gefunden werden (Abb. 35). Die lokale Entziindung
begiinstigte fiir beide Treiber-Gene im adoptiven Transplantationsmodell eine verstirkte
Anreicherung der mutierten Zellen. Um zu bestimmen, inwiefern dieser Effekt einen Einfluss auf
das systemische Inflammationsgeschehen hat, wurden die Konzentrationen der fiir die Kolitis
charakteristischen Zytokine IL-6 und TNF-alpha im Blut innerhalb der Transplantationsstudien

bestimmt'”’

. Erhohte relative Blutplasmalevel fiir IL-6 und TNF-alpha konnten im Vergleich der
Mutanten zu den Wildtypgeschwistern fir Dnmt3a-, Ppmld- und Tet2-Spenderzellen nicht
nachgewiesen werden (Abb. 23, 28). Absolut erhohte Level, insbesondere von TNF-alpha,
begiinstigen jedoch die klonale Expansion Tet2-defizienter Zellen und koénnten die Migration in
periphere Gewebe, wie im Kolon beobachtet, zusitzlich beschleunigen®”. Da die unbehandelten
Tiere keine erhdhten Entziindungsmarkerwerte aufwiesen, blieb eine Anreicherung in diesen aus.
Das festgestellte Ergebnis kann somit hauptsidchlich auf die erhdhten TNF-alpha-Spiegel in
akuten CED-Phasen zuriickgefiihrt werden. Die proinflammatorischen Eigenschaften Tet2-
defizienter Zellen legen eine zusitzliche Verstarkung der Entziindung nahe. Eine verstirkte
Inflammation des Darms konnte zwar nicht festgestellt werden, aber auf Grundlage des
proinflammatorischen Phinotyps, der bei einem Tet2 knock-out auftritt’®, koénnte dies
Auswirkungen auf den Schweregrad der Entziindung haben. Die begiinstigenden Faktoren eines
knock-out in diesem Gen auf das NLRP3 (nucleotide-binding domain-like receptor protein 3)-
Inflammasom System konnten sich zusétzlich negativ auf die vorhandenen entziindlichen

Charakteristika der induzierten Kolitis auswirken'®®

. Der proinflammatorische Charakter von
Tet2? konnte neben der akuten Phase auch Auswirkungen auf ein mogliches
Inflammationsgeschehen in der Remission haben, die Anreicherung im Kolongewebe stellt
dahingehend einen entsprechenden Ansatz dar. Dieses Ergebnis bedarf zur verbesserten
Verstandlichkeit weiterer Untersuchungen, bestitigt aber die Hypothese, der hier vorliegenden
Arbeit, eines generellen Zusammenhangs zwischen chronisch-entziindlichen Erkrankungen in

Form der experimentell-induzierte Kolitis und der klonalen Expansion hdmatologischer Treiber-

Gene.

Als Transkriptionsfaktor beeinflusst p53 maligeblich die Freisetzung proinflammatorischer

Zytokine aus Makrophagen®”'

. Daneben supprimiert eine reduzierte p5S3-Aktivitét die Polarisation
zu M2-Makrophagen, welche wichtig zur Entziindungsauflésung und Initiation korpereigener
Reparaturprozesse  sind’”.  Die erhohte Chimirenanzahl der 7p53%7%"*_defizienten
Spenderzellen im entziindeten Kolongewebe fordert somit das durch die Rekrutierung von
Makrophagen induzierte Entziindungsgeschehen. Daneben stehen IL-6 und p53 in einem

autoregulatorischen Verhiltnis zueinander’”. Die ausbleibende Regulation iiber p53 fiihrte zu
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erhohten IL-6-Leveln im Blutbild im Vergleich zur nicht mutierten Kontrollgruppe (Abb. 33).
Die mit CED einhergehende akute Entziindung forderte zusitzlich die Verstarkung der IL-6
Expression, mit resultierender beschleunigter Migration der mutierten Zellen in das entziindete
Gewebe. Des Weiteren konnte IL-6 bereits eine Relevanz in der Tumorgenese in Bezug auf eine
verstirkte Proliferation und einer unterbundenen Apoptose zugeschrieben werden’. Hohe
Konzentrationen von IL-6 stehen au3erdem in enger Korrelation zu einem verstarktem Auftreten

kolorektaler Tumore®”, als auch einer verminderten Expression von Tp532*

. Der hier aufgezeigte
Effekt der Expansion mutierter 7p53-Zellen zeigt zusitzlich den umgekehrten Weg auf die IL-6
Konzentration auf, die neben dem prékanzerogenen Potential auch einen CHIP bedingten Einfluss
hat. Unabhéngig von der Ausbildung maligner Tumore konnen erhdhte IL-6-Level bereits
Einfluss auf die lokale Inflammation sowie Rekrutierung myeloider Zellen aus dem
Knochenmark haben. Unter inflammatorischen DSS-induzierten Bedingungen migrieren die
modifizierten neutrophilen Granulozyten und Monozyten bevorzugt zum Ursprung der
Entziindung, spezifisch in dem gewédhlten Modell in das Kolongewebe. Ein langfristiger Effekt
der klonalen Expansion der 7p53-Zellen konnte sich demnach auch auf die Anteile innerhalb
peripherer Leukozyten auswirken. Dieser Vorgang geht zwangslaufig aufgrund des IL-6-
bedingten proinflammatorischen Phénotyps dieser Zellen mit einer verstirkten Inflammation

einher und konnte sich zusétzlich negativ auf den Krankheitsverlauf innerhalb der chronischen

CED auswirken.

4.5 Offene Fragen und Ausblick

Die hier erhobenen Daten weisen auf einen Einfluss chronisch-entziindlicher Erkrankungen am
Beispiel der Kolitis ulzerosa auf die klonale Expansion hidmatologischer Treiber-Gene.
Interessanterweise konnte keine generell verstirkte Expansion im Zuge von Inflammation
beobachtet werden. Nicht alle Treiber-Gene erwiesen sich als gleichermalen moduliert, sondern
es konnten spezifisch Effekte einer verstirkten Differenzierung von Stammzellen, erhohten
Kolonmigration und IL-6 abhéngigen Inflammation bei den Treiber-Genen 7p53 und Tet2
festgestellt werden. Um verschiedene Treiber-Gene vergleichend beurteilen zu kdnnen, sollte fiir
Ppml1d™™ und Dnmt3a™*¥5"* das Modell ohne vorherige Prikonditionierung ebenfalls in
Betracht gezogen werden. Die Auspragung der CH erfolgt hauptsdchlich in Abhdngigkeit der
Lokalisation des Entziindungsherdes und des vorhandenen Zytokinprofils. Inwiefern die CH das
Kreislaufsystem betrifft, konnte nicht abschlieBend geklart werden. Da die CED eine lebenslange
Erkrankung darstellt, konnen konkrete Aussagen nur anhand der Datenerhebung iiber einen
verlangerten Zeitraum getroffen werden. Die Untersuchung nach fiinf Zyklen und einer
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ausreichenden Remission stellt einen wichtigen Ansatz fiir Folgeuntersuchungen dar, um den
genauen Hintergrund des alternierenden Verlaufs von akuten Phasen und Remissionen zu
verstehen, dar. Die Aufnahme der zelluliren Parameter des Kolons bietet cine geeignete
Beurteilung der relevanten lokalen Entziindungsmarker. Zur abschlieBenden Bewertung des
Schweregrads sollten zusitzlich auch histologische Untersuchungen durchgefiihrt werden. In der
Gesamtheit dieser Arbeit ldsst sich als Schlusspunkt die Ubertragbarkeit auf die humane Situation
darlegen. Die erhaltenen Daten wurden alle im Mausmodell generiert und lassen sich nicht
vollstandig auf den Menschen {ibertragen. Trotz alledem bilden die Ergebnisse im Sinne der
Grundlagenforschung einen wichtigen Ansatz zum verbesserten Verstdndnis physiologischer
Mechanismen und den Grundstein fiir klinische Untersuchungen im humanen Modell. Vor allem
Tp53%7°7* Mutationen als auch IL-6 konnten zukiinftig als potenzielle genetische und
diagnostische Biomarker, unabhidngige Risikofaktoren oder auch als pharmakologische

Zielstrukturen bei gemeinsamem Auftreten von CED und CHIP fungieren.
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5  Zusammenfassung

Die Akquirierung somatischer DNA-Mutationen einzelner Blutzellpopulationen im
Kreislaufsystem stellt einen natiirlichen Prozess des Alterns dar. Das Auftreten dieser Mutationen
in Genen mit Einfluss auf die Selbsterncuerung, Proliferation und Apoptose betroffener
hidmatopoetischer Zellen korreliert mit einem erhohten Risiko fiir die Entwicklung
hidmatologischer Erkrankungen. Neben diesem Effekt geht das generierte Zellmosaik mit einer
Zunahme der Privalenz an chronisch-entziindlichen Erkrankungen, im Speziellen beziiglich einer
atherosklerotischen, kardiovaskuldr bedingten Mortalitit, einher und wird dementsprechend als
klonale Hé&matopoese mit unbestimmtem Potential (CHIP) bezeichnet. Die chronisch-
entziindliche Darmerkrankung (CED) charakterisiert sich durch das Auftreten rezidivierender
Entziindungsschiibe mit systemischen Auswirkungen. Ahnlich wie das Altern stehen chronische
entziindliche Konditionen im Verdacht den Selektionsdruck auf Stammzellen und somit eine

bestehende Mutation zu férdern.

Die vorliegende Studie versucht dahingehend Evidenz zu schaffen und eine generelle Kausalitit
zwischen der CHIP und CED zu bestitigen. Dementsprechend wurde im tierexperimentellen
Modell der experimentell-induzierten Kolitis mit Dextrannatriumsulfat (DSS) der systemische
Effekt der intestinalen Entziindung sowie die Expansion mutierter Treibergene untersucht. Die
experimentelle Kolitis geht demnach mit einer verminderten Gewichtszunahme und erhohter
Mortalitdt einher. Lokal bedingt die Induktion einen Verlust der intestinalen Morphologie,
weitergehend konnen auch ubiquitidre Effekte wie eine Splenomegalie mit herbeigefiihrter
extramedulldrer Hématopoese und eine erhohte arterielle Plaquebelastung mikroskopisch
festgestellt werden. Auf zelluldrer Ebene kommt es zu einer angeregten Neubildung myeloider
Zellen, die sich zusétzlich in einer Zunahme der fiir diese wichtigen Granulozyten-Monozyten-
Vorlauferzellen (GMP) im Knochenmark zeigt. Im Modell der Knochenmarkstransplantation mit
den am haufigsten auftretenden Treibergenen, konnte das fiir das Tumorprotein p53 (Tp53)
kodierende Gen 7p53 als vielversprechender Kandidat ausgemacht werden. Mechanistisch fordert
die CED die Ausschiittung von Interleukin 6 (IL-6) im Blutplasma und die Migration der
proinflammatorischen Zellen in das intestinale Gewebe. Des Weiteren expandieren die fiir 7p53-
modifizierten Stammzellen in die myeloide Zellreihe der multipotenten Vorlauferzellen-Gruppe 3
(MPP3, Multipotent progenitor group 3) und konnen langfristig das Blutbild als Reaktion auf die
rezidivierende Inflammation beeinflussen. Die Ergebnisse dieser Arbeit widerlegen somit die
generelle Pauschalisierung einer verstdrkten CH unter inflammatorischen Bedingungen, zeigen
jedoch die hohe Bedeutung der durch IL-6 geforderten Entziindung im Zuge der Expansion 7pJ53-

mutierter Zellen auf.
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Summary

6  Summary

Acquiring somatic DNA mutations of individual blood cell populations in the circulatory system
is a natural aging process. The occurrence of these in genes affecting self-renewal, proliferation,
and apoptosis of hematopoietic cells correlates with an increased risk for the development of
hematological diseases. In addition to this effect, the generated cell mosaic is associated with an
increase in the prevalence of chronic inflammatory diseases, especially regarding to atherogenic
cardiovascular mortality, and is accordingly referred to as clonal hematopoiesis of indeterminate
potential (CHIP). Chronic inflammatory bowel disease (IBD) is characterized by the occurrence
of recurrent inflammatory episodes with systemic effects. Like aging, chronic inflammatory
conditions are suspected to promote selection pressure on stem cells and thus an existing mutation.
The present study tries to create evidence and to confirm a general causal relationship between
IBD and CHIP. Accordingly, the systemic effect of intestinal inflammation and the expansion of
mutated driver genes were investigated in the model of experimentally induced colitis with
dextran sodium sulfate (DSS). Experimental colitis is therefore associated with reduced weight
gain and increased mortality. Locally, the induction causes a loss of intestinal morphology.
Furthermore, ubiquitous effects such as splenomegaly with induced extramedullary
hematopoiesis and increased arterial plaque load can be detected microscopically. At the cellular
level, there is a stimulated formation of myeloid cells, which is also reflected in an increase in the
granulocyte-monocyte progenitor cells (GMP) in the bone marrow, which are important for these
cells. In the model of bone marrow transplantation with the most frequently occurring driver
genes, the gene 7p53, which encodes for the tumor protein pS3 (Tp53), could be identified as a
promising candidate. Mechanistically, IBD promotes the release of interleukin 6 (IL-6) in the
blood plasma and the migration of pro-inflammatory cells into the intestinal tissue. Furthermore,
the Tp53-modified stem cells expand into the myeloid lineage of multipotent progenitor group 3
(MPP3) and can long-term affect the blood count in response to recurrent inflammation. The
results of this work thus refute the general generalization of an increased CH under inflammatory
conditions but show the importance of the IL-6-promoted inflammation in the course of the

expansion of 7p53-mutated cells.
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