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1 Einleitung 

 Die Epithelbarrieren des Darms 

Neben der Aufnahme von Wasser, Elektrolyten und Nährstoffen im Rahmen der 

Verdauung übernimmt der Darm wichtige Aufgaben in der Immunabwehr. Der 

Darm des Menschen wird kurz nach der Geburt dauerhauft von einer großen 

Anzahl an Mikroorganismen wie beispielsweise Bakterien oder Pilze besiedelt, 

welche als Mikrobiota des Darms bezeichnet werden (Bezirtzoglou, 1997; 

Nicholson et al., 2012). Um eine kontrollierte Aufnahme im Rahmen der 

Verdauung zu ermöglichen, den Menschen gleichzeitig jedoch vor einer Invasion 

von Mikroorganismen zu schützen, gibt es im Darm sowohl physikalische als 

auch biologische Barrieren. Diese sind Teil der angeborenen Immunabwehr und 

entscheidend für die intestinale Homöostase zwischen Wirt und Mikrobiota. 

1.1.1. Die physikalische Barriere: Epithelverband und 

Mucusproduktion 

Die physikalische Barriere nimmt eine sehr wichtige Rolle im Rahmen der Abwehr 

von Bakterien und anderen Mikroorganismen ein, da sie die erste Hürde für sie 

darstellt. Tight junctions und Adherens junctions sorgen apikal, Desmosomen 

basal, für eine Versiegelung der epithelialen Zellen untereinander und 

gewährleisten damit eine geschlossene Barriere gegen das Mikrobiota 

(Groschwitz and Hogan, 2009). Neben der dichten Epithelschicht ist zudem die 

Mucusschicht für eine effektive erste Immunabwehr verantwortlich. 

Hauptbestandteil des Mucus ist Wasser (98%), zudem produzieren Becherzellen 

im Darm u.a. das wichtige Mucin 2 (MUC2), welches durch Trimerverknüpfungen 

und glykosylierte Seitenketten eine netzartige Gelstruktur mit Mucindomänen 

bildet, in denen sich Bakterien verfangen (Gum et al., 1994; Johansson et al., 

2011a). Wird MUC2 wenig bis gar nicht exprimiert, fällt die Gelstruktur zusammen 

und Bakterien können das Epithel erreichen und dort eine Entzündung auslösen 

(Johansson et al., 2008).  
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Die Mucinschicht im Dünndarm und Kolon ist unterschiedlich organisiert 

(Pelaseyed et al., 2014). Das Dünndarmepithel wird von einer einzelnen, locker 

aufliegenden Mucusschicht bedeckt. Bakterien haben Zugang zu dieser Schicht, 

gelangen jedoch im gesunden Darm nur selten bis ans Epithel. 

Selbstreinigungsmechanismen wie die Peristaltik des Darms und regelmäßige 

Erneuerungen der Epithelzellen tragen ihren Anteil dazu bei (Atuma et al., 2001; 

Deloose et al., 2012; Schade et al., 1994). Das Kolon besitzt dagegen zwei 

Mucusschichten, die deutlich voneinander getrennt sind. Während die äußere, 

luminale Schicht ähnlich dem Dünndarm leicht entfernt werden kann und hier das 

natürliche Habitat der kommensalen Bakterien darstellt, ist die innere Schicht fest 

an das Epithel haftend. Zudem ist sie nahezu bakterienfrei (Johansson et al., 

2008). Wie diese Grenze aufrechterhalten werden kann, ist noch nicht bekannt. 

Sie geht jedoch mit einer Veränderung des Volumens einher, vermutlich durch 

ein Ausweiten der MUC2-Netzstruktur (Johansson et al., 2011b). 

1.1.2. Die biologische Barriere: die AMPs der Panethzelle 

Neben der physiologischen Barriere hat der Mensch im Darm auch biologische 

Strategien entwickelt, sich gegen die Mikrobiota zu schützen. Zu den wichtigen 

Vertretern gehören unter anderem die antimikrobiellen Peptide (AMPs). 

Antimikrobielle Peptide sind meist kationisch geladen und besitzen eine 

amphiphatische Struktur. Dadurch ist es den AMPs möglich, sich in der 

Mucusschicht aufzuhalten und negativ geladene Bakterien abzufangen 

(Cederlund et al., 2011). Ihre Vielfalt an Abwehrstrategien macht es möglich, 

dass der Mensch eine effektive Immunantwort auf eine Vielzahl an Organismen 

aufweisen kann.  

Defensine sind die größte Gruppe der antimikrobiellen Peptide. Sie lassen sich 

in α-, β- und in Menschen bisher noch nicht nachgewiesenen δ-Defensine 

einteilen (Jäger et al., 2010; Selsted et al., 1993; Selsted and Ouellette, 2005; 

Tang et al., 1999). Neben Bakterien wirken sie auch gegen Pilze, Viren und 

Protozoen (DeGray et al., 2001; Selsted and Ouellette, 2005; Wilson et al., 2013; 

Zasloff, 2002). Im Menschen werden α-Defensine, vor allem die humanen α-

Defensine 5 (HD5) und 6 (HD6), hauptsächlich durch Panethzellen des 
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Dünndarms produziert und sezerniert. Im Kolon kommen sie im gesunden 

Menschen nicht vor (Fahlgren et al., 2003). Sie wirken vermutlich durch 

Mikroporenbildung in der Zellwand (HD5) bzw. durch die Entfaltung von 

Netzstrukturen (HD6) (Brogden, 2005; Chu et al., 2012; Dipankar Ghosh et al., 

2002; Ganz, 2003; Schroeder et al., 2015; Zhang et al., 2010). β-Defensine 

zeigen unterschiedliche Eigenschaften. Das humane β-Defensin 1 (HBD1) 

kommt ubiquitär vor, während das humane β-Defensin 2 (HBD2) wie α-Defensine 

auf Stimuli hin exprimiert wird. Beide entstehen in Epithelzellen. Sie agieren 

durch Verletzung der Zellwandintegrität (Ostaff et al., 2013; Pazgier et al., 2006). 

Zudem wirken sie chemotaktisch auf Makrophagen und Mastzellen (Soruri et al., 

2007). 

 Die Rolle des Immunsystem im Darm 

Der Intestinaltrakt ist luminal dauerhaft mit einer großen Anzahl an Bakterien und 

anderen Lebewesen konfrontiert. Kommensale wie pathogene Bakterien 

interagieren mit ihrem Umfeld und üben Einfluss aus. Beispielsweise schaffen es 

kommensale Bakterien, durch Toleranzentwicklung, dass das Immunsystem sie 

zwar erkennt, jedoch nicht als Gegner ansieht (Cebula et al., 2013; Proietto et 

al., 2009). Um den Darm vor einer Infektion zu schützen, ist es entscheidend, die 

Kontrolle über die verschiedenen Mikroorganismen zu behalten. Dies geschieht 

durch eine gute Zusammenarbeit mit dem Immunsystem. Dabei ist das 

angeborene und das erworbenene Immunsystem eng miteinander verwoben. Ein 

großes Netzwerk an Zellen ist daran beteiligt; die Paneth- und Epithelzellen der 

vordersten Front, sowie die Monozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen 

(DCs) und T- und B-Lymphozyten der darunter liegenden Lamina propria und des 

Gefäßsystems. Monozyten und Dendritische Zellen des Blutes stehen in dieser 

Arbeit verstärkt im Fokus, da sie die Hauptvertreter der angeborenen 

Immunzellen darstellen. 
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1.2.1. Periphere mononukleäre Zellen des Blutes 

Periphere mononukleäre Zellen des Blutes (PBMCs) sind einkernige Zellen des 

peripheren Blutes. Dazu gehören sowohl Monozyten, Dendritische Zellen als 

auch Lymphozyten, ausgenommen sind Granulozyten. Die Immunzellen halten 

sich im Blut auf, bevor sie ins Gewebe eintreten und dadurch aktiviert werden. 

Monozyten können sich weiter in Makrophagen und Dendritische Zellen 

differenzieren (Geissmann et al., 2010). Sie sezernieren Zytokine und wirken 

dabei chemotaktisch auf andere Immunzellen, wodurch diese an den Ort der 

Entzündung migrieren (Liebler et al., 1994). Dennoch können auch schon 

PBMCs wie Monozyten Effektorzellfunktionen wahrnehmen (Yang et al., 2014). 

In vorangegangenen Studien wurde die Verteilung der einzelnen Zellen im 

gesamten PBMC von gesunden Kontrollen beschrieben. Neben den am 

stärksten vertretenen Lymphozyten nahmen Monozyten einen Anteil von 5-10 % 

ein, während Dendritische Zellen maximal 1 % der PBMCs ausmachten (Courth 

et al., 2015; De Groote et al., 1992; Gordon and Taylor, 2005; O’Keeffe et al., 

2015). 

1.2.2. Monozyten 

Obwohl die Monozyten in den Immunzellen des Blutes nur einen geringen Teil 

ausmachen, spielen sie dennoch eine zentrale Rolle in der Immunabwehr 

(Lauvau et al., 2015). Für Monozyten werden drei Subtypen anhand ihrer 

Oberflächernmarker unterschieden: klassische (CD14++CD16-), intermediäre 

(CD14++CD16+) und nicht-klassische Monozyten (CD14+CD16++) (Gren and Grip, 

2016; Ziegler-Heitbrock et al., 2010, p.). Lange Zeit wurde nur zwischen 

CD14+CD16-- und CD14+CD16+- Monozyten differenziert, bis 2010 eine neue 

Klassifikation veröffentlicht wurde (Ziegler-Heitbrock et al., 2010). Klassische 

Monozyten nehmen mit 80-95 % den größten Anteil an der Population ein (Yang 

et al., 2014). Zudem scheinen sich klassische Monozyten bei Zugabe von 

Wachstumsfaktoren wie M-CSF über intermediäre (~ 5 %) in die reiferen nicht-

klassischen Monozyten (~10 %) weiterentwickeln zu können (Munn et al., 1996; 

Weiner et al., 1994; Wong et al., 2012; Yang et al., 2014; Ziegler-Heitbrock, 
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2014). Monozyten entstehen aus Progenitorzellen des Knochenmarks und 

werden, abhängig von der CCL2-CCR2-Achse, ins Blut abgegeben (Serbina and 

Pamer, 2006; Shi et al., 2011). Klassische Monozyten reagieren auf eine CCL-2-

Expression durch weitere Monozyten ebenfalls mit Migration zum Ort der 

Entzündung (Conrady et al., 2013; Gren and Grip, 2016). Während sie eine hohe 

Phagozytoseaktivität aufweisen, Antigene präsentieren und eine wichtige Rolle 

bei der Wiederherstellung von Gewebe spielen, sind intermediäre Monozyten mit 

einer hohen HLA-DR+-Expression wichtig für die Antigenpräsentation gegenüber 

T-Zellen (Gren and Grip, 2016; Yang et al., 2014). Nicht-klassische Monozyten 

patroullieren das Gefäßsystem (Gren and Grip, 2016). Sowohl intermediäre, aber 

vor allem nicht-klassische Monozyten exprimieren bei LPS-Stimulation eine hohe 

Anzahl an TNF-α und IL-1β (Belge et al., 2002; Gren and Grip, 2016; Wong et 

al., 2011). Während Monozyten sich in anderen Geweben wie Leber, Lunge oder 

dem ZNS in sich selbst-erneuernde Makrophagen weiterentwickeln (Yona et al., 

2013), scheint, in Mäusen bereits nachgewiesen, die Anzahl an intestinalen 

Makrophagen durch einen kontinuierlichen Nachschub aus zirkulierenden 

Monozyten des Blutes gesteuert zu werden (Bain et al., 2014).  

1.2.3. Dendritische Zellen 

Dendritische Zellen und Monozyten entstammen gemeinsamen Vorläuferzellen 

(Geissmann et al., 2010). Neben der Antigenpräsentation gegenüber T-Zellen im 

Rahmen der adaptiven Immunabwehr übernehmen Dendritische Zellen zudem 

wichtige Aufgaben in der Toleranzentwicklung, beispielsweise gegenüber 

kommensalen Darmbakterien (Mowat, 2003; Proietto et al., 2009; Waisman et 

al., 2017). Im Blut des Menschen wurden bisher drei unterschiedliche Subtypen 

nachgewiesen; zwei verschiedene myeloide Dendritische Zellen mit den 

Oberflächenmarkern CD1c+ bzw. CD141+ und CD303+-plasmazytoide 

Dendritische Zellen (pDCs) (Dzionek et al., 2000; Ziegler-Heitbrock et al., 2010, 

p.). Die genauen Aufgaben der DCs des Blutes sind noch nicht ganz klar. Zum 

einen sollen unreife DCs eine hohe phagozytische Aktivität besitzen und 

Antigene im Rahmen der T-Zell-Prägung in den Thymus transportieren (Bernardo 

et al., 2018; Proietto et al., 2009). Andere Arbeiten zeigen jedoch 
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unterschiedliche Eigenschaften zu ihren Pendants im Gewebe. Da die DCs im 

Blut durch die Strömung nur geringen Kontakt zu Antigenen haben sollen, stünde 

die Antigenpräsentation hier nicht im Vordergrund. Vielmehr würden die 

Dendritischen Zellen des Blutes in unterschiedlich reifen Stadien existieren, 

bereit, ins Gewebe einzutreten und dort mit Antigenen in Kontakt zu treten 

(Proietto et al., 2009; Ziegler-Heitbrock et al., 2010). 

1.2.4. Kommunikation des Immunsystems mit dem Intestinaltrakt 

Das Immunsystem erkennt pathogene Bakterien und setzt eine Immunkaskade 

in Gang, an dessen Ende die Entzündung des Gewebes steht. Bakterielle 

Komponenten wie Lipopolysaccharide und Muramyldipteptide werden von 

Immunzellen wie DCs mit Hilfe von pattern-recognigtion-receptors (PRRs) wie 

Toll-like-Rezeptoren (TLR) oder NOD-like-Rezeptoren (NLR) erkannt und lösen 

über Signalwege die Sekretion von Zytokinen sowie Defensinen aus (Ayabe et 

al., 2000; Cario, 2010; Franchi et al., 2009; Iwasaki and Medzhitov, 2015; Shih et 

al., 2008). Im Labor-Setting wird das Auslösen dieser Entzündungsreaktion 

beispielsweise durch die Gabe von Phytohaemagglutinin (PHA-L), einem TLR-

Agonisten, imitiert (Unitt and Hornigold, 2011). Die Zytokine aktivieren daraufhin 

naive Lymphozyten, Monozyten und weitere, noch unreife DCs, welche sich 

differenzieren und ebenfalls Zytokine ausschütten. Naïve T-Zellen differenzieren 

- vereinfacht dargestellt - entweder zu T-Helferzellen 1 (TH1), welche Interleukin-

12 (IL-12) und Interferon-γ (IFN-γ) sezernieren und damit die zelluläre 

Immunantwort aktivieren, oder zu T-Helferzellen 2 (TH2) mit einer Produktion von 

IL-4 und IL-13, welches die humorale Immunabwehr aktiviert (Monteiro et al., 

2011; Strober et al., 2002; Wallace et al., 2014). Monozyten produzieren bei 

Zytokinsekretion CCL2, was weitere Monozyten zum Entzündungsort locken soll 

(Conrady et al., 2013; Zigmond et al., 2012).  

Zytokine können neben ihrer Rolle als Botenstoffe auch direkt Signalwege 

auslösen, die das Immunsystem regulieren. Das Zytokin Interferon wird 

beispielsweise durch Virus-infizierte Zellen ausgeschüttet und kann durch direkte 

Aktivierung von Kinasen (JAK, TYK) und nachfolgend STAT eine stabilisierende 

und Virus-resistente Umgebung herbeiführen (Tanaka et al., 1998). In malignen 
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Zellen wirkt IFN zudem Apotose-induzierend (Kotredes and Gamero, 2013). Des 

Weiteren scheint der IFN Typ I-Signalweg im Darm in direktem Kontakt zur 

Mikrobiota zu stehen und mediatorische Funktionen auszuüben, möglicherweise 

durch NOD-like-Rezeptoren (Giles and Stagg, 2017; Pandey et al., 2009). 

Entlang des Signalwegs gibt es zudem zahlreise Proteine wie IRF-1 oder USP18, 

die regulatorisch auf Interferon und seine Mitspieler einwirken (Fujita et al., 1989; 

Ivashkiv and Donlin, 2014). Auch Wechselwirkungen von IFN mit dem Zytokin 

TNF-α werden beschrieben (Cantaert et al., 2010).  

Courth et al. konnten 2015 indirekt zeigen, dass der Wnt-Signalweg in Monozyten 

Einfluss auf die Produktion und Sekretion von HD5 und HD6 in Panethzellen 

ausübt (Courth et al., 2015). Wie die Monozyten mit den Panethzellen 

interagieren, ist noch nicht näher untersucht worden.  

 Die Rolle des Wnt-Signalwegs im Darm 

Im jungen Menschen maßgeblich beteiligt an der Embryonalentwicklung und der 

Anlage von Organen, nimmt Wnt auch im Erwachsenenalter im Darm noch 

wichtige Funktionen in der Regulation von Stammzellaktivitäten und 

Aufrechterhaltung von Homöostasen ein (Pinto et al., 2003). Wnt-Gene können 

im Menschen drei verschiedene Signalwege auslösen. Neben dem Wnt/Ca2+-

Signalweg und dem Weg, der wichtig für die Zellpolarität und die Ausbildung des 

Zytoskeletts ist, gibt es den Wnt/β-Catenin-Signalweg, auch kanonischer 

Signalweg genannt (Huelsken, 2002). Letzterer wird hier näher erklärt, da er im 

Darm des Menschen sowohl wichtige Funktionen in der Differenzierung von 

Stammzellen übernimmt als auch an der Entstehung des Kolonkarzinoms (Kolon-

CA) beteiligt zu sein scheint (s. Kapitel 1.3.2 und 1.3.3.).  

1.3.1. Der Wnt/β-Catenin-Signalweg 

Hauptfaktor des Wnt-Signalwegs ist β-Catenin, ein Protein, das sowohl bei Zell-

Zell-Adhäsionen als auch an der Transkription von Genen beteiligt ist (Brembeck 

et al., 2006). Bei Nicht-Aktivierung des Signalwegs liegt β-Catenin gebunden in 

einem Komplex aus verschiedenen Proteinen wie Axin, APC oder GSK3 vor 
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(destruction complex), der mittels Ubiquitinierung und Proteasomen zum Abbau 

von β-Catenin führt (Barker, 2008; Huelsken, 2002). Die Wirkung von β-Catenin 

ist somit negativ kontrolliert. Binden sich jedoch Wnt-Gene an transmembranöse 

Frizzled-Rezeptoren (FZD) und den Co-Faktor LRP5/6, wird der Wnt-Signalweg 

aktiviert. Wnt kann von Epithelzellen, Panethzellen und Mesenchymalzellen wie 

Monozyten sezerniert werden (Armbruster et al., 2017; Courth et al., 2015; Farin 

et al., 2012). Das Protein Dishevelled (DVL) wird durch den Wnt-LRP5/6-FZD-

Komplex aktiv und verhindert als Hauptakteur die Bildung des destruction 

complex. β-Catenin ist nicht mehr gebunden und reichert sich intrazellulär an. 

Folglich gelangt das Protein in den Nucleus. Es lagert sich an die 

Transkriptionsfaktoren TCF und LEF an, aktiviert diese mittels weiteren Co-

Faktoren und führt so zur Transkription von Zielgenen für die Zelldifferenzierung 

und Proliferation sowie mit DEFA5 (HD5) und DEFA6 (HD6) von Zielgenen für 

die Immunabwehr (Barker, 2008; Huelsken, 2002; Logan and Nusse, 2004). Bei 

größeren Mengen an transkribierten Proteinen wirken diese zudem teilweise 

inhibierend auf den Wnt-Signalweg (negatives Feedback) (Lustig et al., 2002). 
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Abbildung 1: Kanonischer Wnt-Signalweg. Das Fehlen von ”Wnt” führt zu einer 

unvollständigen Signalkaskade mit dem Ergebnis des β-Catenin-Abbaus (proteasomal 

degredation) (A). Bei Anlagerung von ”Wnt” erfolgt die Anreicherung von β-Catenin in 

der Zelle, sodass es zur Transkription der Zielgene kommt (B). Genehmigt und modifiziert 

nach Barker N. (2008) The Canonical Wnt/β-Catenin Signalling Pathway. In: Vincan E. (eds) 

Wnt Signaling. Methods in Molecular Biology™, vol 468. Humana Press. 

1.3.2. Wnt bei der Panethzelldifferenzierung 

Leucine-rich repeat containing G protein-coupled receptor 5 (LGR5+)-intestinale 

Stammzellen sind die Basis für jede epitheliale Zelllinie des Darms, auch der der 

Panethzelle (Barker et al., 2007; Cheng and Leblond, 1974; Crosnier et al., 2006). 

Proliferation, Erhalt und Differenzierung der Stammzellen werden entscheidend 

durch den Wnt-Signalweg reguliert (Barker et al., 2007; Cheng and Leblond, 

1974; Crosnier et al., 2006). So fiel bei Wnt-Transkriptionsfaktor 4-negativen 

Mäusen (TCF4-/--Mäusen) postnatal sowie postmortal auf, dass ihnen die 

gesamte Kryptenbasis samt Stammzellen fehlte (Korinek et al., 1998). Auch in 

vivo Studien zeigten bei Inaktivierung des Wnt-Signalwegs Verluste durch eine 

finale Differenzierung aller verbliebenen Stammzellen (Fevr et al., 2007; 

Kretzschmar and Clevers, 2017; van Es et al., 2012). Van Es et al. konnte 2005 

nachweisen, dass speziell der Wnt-Transkriptionsfaktor TCF4 entscheidend zur 
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Differenzierung der Panethzelle beiträgt (van Es et al., 2005). Sein Vorkommen 

ermöglicht der Panethzelle die Expression von diversen Panethzellmarkern wie 

den Defensinen (Gersemann et al., 2011; van Es et al., 2005). Zudem führen 

schon kleine Abweichungen der regulären β-Catenin-Konzentration im Wnt-

Signalweg zu Veränderungen in der Panethzelldifferenzierung (Andreu et al., 

2008). Neben einem aktivierten Wnt-Signalweg ist zudem eine Unterdrückung 

des Notch-Signalwegs von Bedeutung, da die Stammzelle dadurch den Status 

der Selbsterneuerung zugunsten der Entwicklung der sekretorischen Zelllinien 

(Becherzellen, Enterendokrine Zellen, Panethzellen) aufgibt (van Es et al., 2005; 

Yin et al., 2013). Während die Enteroendokrinen Zellen und die Becherzellen 

während ihrer Differenzierung entlang der Villus-Achse nach oben wandern, 

bleibt die Panethzelle in der Kryptenbasis (Bry et al., 1994; Koslowski et al., 

2010). Auch hier trägt der Wnt-Signalweg zur richtigen Position der Zelle bei 

(Pinto et al., 2003). Um die Stammzellen herum bilden verschiedene Zellen eine 

Nische, allen voran die Panethzelle (Sailaja et al., 2016; Sato et al., 2011). Neben 

intrinsischen Signalwegen werden die Stammzellen auch durch exogene Signale 

dieser Nischenzellen – beispielsweise durch Sekretion von Wnt – beeinflusst und 

sorgen damit für die Proliferation und das Überleben der Zelle (Li and Xie, 2005, 

s. Abbildung 2). Die Panethzelle durchläuft einen Lebenszyklus von drei bis 

sechs Wochen (Barker, 2008; Garabedian et al., 1997). Währenddessen geht sie 

mittels Sekretion von antimikrobiellen Peptiden aktiv gegen aufgenommene 

Pathogene vor, stellt durch ihre räumliche Nähe und Sekretion gewisser 

Stammzellnischen-Produkte aber auch eine gewisse Schutzfunktion für die 

Stammzellen dar (Armbruster et al., 2017; Bevins, 2004; Clevers and Bevins, 

2013; Garabedian et al., 1997; Sato et al., 2011).  
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Abbildung 2: Stammzellregulation mit Hilfe von Wnt aus Panethzellen.  

Genehmigt und modifiziert nach Maritini et al., 2017. Mend your fences: The Epithelial Barrier and 

its Relationship With Mucosal Immunity in Inflammatory Bowel Disease 

1.3.3. Wnt bei Kolorektalem Karzinom 

Das Kolorektale Karzinom (CRC) befindet sich mit einer Inzidenz von ca. 

30.000/ Jahr unter den drei am häufigsten neu auftretenden Krebserkrankungen 

bei Frauen und Männern in Deutschland (Robert-Koch-Institut und Gesellschaft 

der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2013). Vogelstein und 

Kollegen setzten 1988 mit ihrem mehrstufigen Konzept der Adenom-Karzinom-

Sequenz einen Meilenstein im Verständnis der Entstehung des Kolorektalen 

Karzinoms (Vogelstein et al., 1988). Der aktivierte Wnt-Signalweg trägt einen 

entscheidenden Anteil dazu bei, dass sich ein CRC entwickeln kann. 

Normalerweise eng reguliert durch Wnt-Inhibitoren wie AXIN2 oder DKK1, kann 

es bei aktiverenden Mutationen der Agonisten oder loss-of-function-Mutationen 

der Inhibitoren zu unkontrollierten Proliferationen von Zellen und zur Entstehung 

von Tumoren kommen (Lustig et al., 2002; Xiao et al., 2016; Yan et al., 2001). 

Einmal irregulär aktiviert, ermöglicht der Wnt-Signalweg den entstehenden 

Adenomen eine unbegrenzte Existenz, in der schlussendlich weitere Mutationen 
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auftreten und zur Malignität führen können (Pinto and Clevers, 2005). Dabei wird 

der Wnt-Signalweg durch viele weitere Proteine wie APCDD1 oder IFIT2/3 

(Interferon-Signalweg) mit beeinflusst (Ohsugi et al., 2017; Takahashi et al., 

2002). Zwei Prozent der CRCs sind Colitis-assoziierte Karzinome (CAC). 

Langjährig vorbestehende und anhaltend schwere chronisch entzündliche 

Darmerkrankungen (CED) scheinen gute Voraussetzungen für die Entstehung 

eines Karzinoms zu bieten (Rutter et al., 2004). 

Für Menschen mit CED gilt das Risiko, im Laufe des Lebens an einem CAC zu 

erkranken, als erhöht (Kim and Chang, 2014). Neben vielen erhöht auftretenden 

Zytokinen wie IL-6 oder TNF wurden in DSS-induzierten Kolon-CA-Modellen 

auch inflammatorische Komponenten wie Syndecane in erhöhter Expression 

vorgefunden (Choi et al., 2017; Germano et al., 2008; Klampfer, 2011; Terzić et 

al., 2010). Ebenso scheint die Aktivierung von STAT3 eine wichtige Rolle zu 

spielen (Bollrath et al., 2009; Grivennikov et al., 2009, p. 3; Neufert et al., 2010). 

Die Entwicklungsstufen des CAC sind im Vergleich zum sporadischen CRC 

ähnlich. Akkumulierte β-Catenine sowie Wnt-assoziierte Tumorgene wie cyclin 

D1 oder c-myc zeigten sich bei Patieten mit Pancolitis ulcerosa und frühen 

Stadien eines CAC erhöht (van Dekken et al., 2007). Aktivierende β-Catenin-

Mutationen wurden auch in CAC-Mausmodellen gefunden, wenn auch selten 

(Aust et al., 2002; Greten et al., 2004). Mutationen im Wnt-Signalweg scheinen 

bei CAC später aufzutreten als bei CRC. Vielmehr zeigen sich früh p53- und         

k-ras-Mutationen (Grivennikov, 2013; Heinzlmann et al., 2002; Lakatos and 

Lakatos, 2008; Lashner et al., 1999; Terzić et al., 2010). Auch sind bei der CAC-

Entstehung teilweise injury-dysplasia gefunden worden, Dysplasien ohne 

vorherige Adenom-Entwicklung (Terzić et al., 2010). 

 Barrierestörungen: Chronisch-entzündliche 

Darmerkrankungen 

Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen (CED) sind schubförmig 

auftretende, entzündliche Erkrankungen des Intestinaltrakts, dessen genaue 

Ursachen bis heute nicht genau geklärt sind. Hauptvertreter der CED sind die 
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beiden Erkrankungen Colitis ulcerosa (CU) und M. Crohn (MC). Sie sind durch 

Defizite in der Epithelbarriere und der Differenzierung von Stammzellen sowie 

durch Dysregulationen in der Aktivierung des Immunsystems charakterisiert 

(Gersemann et al., 2011; Sartor, 2006; Wehkamp and Stange, 2010). Des 

Weiteren spielen genetische sowie epigenetische Faktoren eine Rolle (Stebe-

Frick et al., 2018; Wehkamp and Stange, 2010). Zudem entwickeln Mäuse in 

keimfreier Umgebung keine CED, was den Einfluss des Mikrobioms deutlich 

macht (Zhou et al., 2009). Durch dauerhaft vermehrte Immunreaktionen wird die 

Entzündung aufrecht erhalten (Duchmann et al., 1999). Dies kann langfristig 

dazu führen, dass Karzinome entstehen ((Bernstein et al., 2001), s. Kapitel 

1.3.3.). Für Patienten mit Colitis ulcerosa besteht ein Risiko von 2-18 %, im Leben 

an einem Colitis-assoziierte Karzinom zu erkranken, mit einem mit den Jahren 

zunehmenden Risiko (Eaden et al., 2001). M. Crohn-Patienten weisen ebenfalls 

ein erhöhtes Risiko auf, jedoch zu einem geringeren Prozentsatz von 2,9-8,3 % 

(Canavan et al., 2006; Freeman, 2008). 

1.4.1. Colitis ulcerosa  

Die Erkrankung Colitis ulcerosa (CU) zeichnet sich durch eine kontinuierlich nach 

oral fortschreitende Entzündung der oberflächlichen Darmschleimhaut aus. Die 

Erkrankung ist auf den Kolon beschränkt. Auf molekularer Ebene kann bei CU-

Patienten ein Mangel an Mucinen und Becherzellen und eine dadurch reduzierte 

Mucinschicht festgestellt werden (Strugala et al., 2008; Tytgat et al., 1996). Dies 

kann auf niedrige Expressionen der Transkriptionsfaktoren HATH1 und KLF4 

zurückgeführt werden, die für die Entwicklung der Becherzellen von Bedeutung 

sind (Gersemann et al., 2009). Die Herunterregulation im Vergleich zur 

Kontrollgruppe verstärkt die Annahme einer defekten Becherzelldifferenzierung 

als eine Ursache bei Colitis ulcerosa (Gersemann et al., 2009). Im Kolon zeigen 

sich zudem erhöhte Sekretionen von im gesunden Menschen normalerweise nur 

wenig bis gar nicht vorkommenden antimikrobiellen Peptiden wie HBD2 durch 

Epithelzellen und HD5 durch Zellen der Kryptenbasis (Fahlgren et al., 2003; 

Wehkamp et al., 2003). Für HBD1 wurden keine starken Veränderungen im Kolon 

festgestellt (Fahlgren et al., 2003). Die Produktion der Defensine scheint 
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kompensatorisch für den Mucinmangel erhöht zu sein, vermutlich können jedoch 

weniger AMPs in der Mucinschicht festgehalten werden, sodass Bakterien 

dennoch bis in das Epithel eindringen können und dort eine Entzündung 

verursachen (Png et al., 2010).  

Der Einfluss des Wnt-Signalwegs auf die Transkriptionsfaktoren HATH1 und 

KLF4 bei Colitis ulcerosa ist umstritten. Tatsache ist, dass HATH1 und KLF4 

entscheidend an der Differenzierung zu sekretorischen Zelllinie, vor allem 

Becherzellen, beteiligt sind und damit die Produktion des Mucus mit beeinflussen 

(Katz et al., 2002; Park et al., 2006; Yang et al., 2001). Ebenso konnte gezeigt 

werden, dass HATH1 bei Aktivierung des Wnt - Signalwegs in Kolon-CA-Zellen 

herunterreguliert ist, bei gleichzeitigem Fehlen einer MUC2 - Expression (Leow 

et al., 2004). Ein Ausschalten des Wnt-Signalwegs durch TCF4-blockierte Mäuse 

zeigte dementsprechend erhöhte MUC2-Produktionen (van de Wetering et al., 

2002). Dennoch sorgte die Expression von DKK1, einem Wnt-Inhibitor, auch für 

das Fehlen von Becherzellen und widersprach damit der obigen Annahme (Pinto 

et al., 2003). Ireland et al. unterstützten die zweite Annahme, da das Ausschalten 

von β-Catenin bei ihm ebenfalls zu einer Becherzellarmut führte (Ireland et al., 

2004). Gersemann et al. untersuchten 2009 die Korrelation zwischen HATH1, 

KLF4 und verschiedenen Faktoren der Wnt/Notch-Signalwege. Da sich diese als 

negativ herausstellten, bewertete er den direkten Einfluss der Wnt/Notch-

Signalwege auf die reduzierte Expression von HATH1 und KLF4 und damit den 

Einfluss auf die Produktion von Mucinen als eher unwahrscheinlich (Gersemann 

et al., 2009).  

Neben der Epithelbarriere scheint zudem die Immunabwehr bei CU-Patienten 

vermehrt aktiviert zu sein. Zu Monozyten, die hier einen wichtigen Teil dazu 

beitragen, gibt es jedoch nur wenige Untersuchungen (Gren and Grip, 2016). 

Lissner et al. fanden eine erhöhte Anzahl an Monozyten in der Lamina propria 

(Lissner et al., 2015). Auch Jones et al. bemerkten dort zu wenige Makrophagen 

und schlossen auf eine gestörte Monozyten:Makrophagen-Balance (Jones et al., 

2018). Dabei scheinen M2- eher als M1-Makrophagen den Wnt-Signalweg in 

Epithelzellen aktivieren zu können (Cosín-Roger et al., 2013). Bezüglich der 
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Monozyten im Blut gibt es konträre Studien. Intermediäre Monozyten sind bei 

CU-Patienten sowohl stark reduziert (Hanai et al., 2008) als auch erhöht (Takeda 

et al., 2010) aufgefunden worden. Studien zur Verteilung der klassischen oder 

nicht-klassischen Monozytensubtypen im Blut bei Colitis ulcerosa-Patienten 

wurden bislang nicht durchgeführt. Im Blut von Patienten mit Colitis ulcerosa 

wurden zudem weniger unreife myeloide und plasmazytoide Dendritische Zellen 

gemessen als in gesunden Kontrollen (Baumgart, 2005). Zudem scheint die 

Verteilung von pDCs in Blut und Gewebe abweichend zur Kontrolle zu sein 

(Baumgart et al., 2011). Neben der angeborenen Immunabwehr, bei der 

Monozyten und Dendritische Zellen eine große Rolle spielen, zeigen sich auch 

Unterschiede in der erworbenen T-Zell-Immunreaktion auf Antigen-

präsentierende Zellen (Sartor, 2006; Shih et al., 2008). Naive T-Zellen entwickeln 

sich bei CU-Patienten demnach vor allem zu TH2-Zellen, die mit der Sekretion 

von IL-4 und IL-13 zu einer Einschränkung der Epithelbarriere beitragen (Bouma 

and Strober, 2003; Heller et al., 2005).  

1.4.2. Morbus Crohn  

Morbus Crohn-Patienten (MC) sind im Gegensatz zu CU-Patienten 

charakterisiert durch eine diskontinuierlich verlaufende Entzündung der 

gesamten Intestinalwand. Ein Großteil erkrankt im terminalen Ileum, dem letzten 

Abschnitt des Dünndarms, jedoch kann der gesamte Gastrointestinaltrakt, wie 

Teile des Kolons oder Kombinationen betroffen sein (Marshall-Kriterien, 

(Silverberg et al., 2005; Wehkamp and Stange, 2010, p. 2010)). Im Laufe der Zeit 

wurden einige mutierte, genetische Loci gefunden, die mit ilealem Morbus Crohn 

assoziiert sind (Wehkamp and Stange, 2010). Diese gehen mit Einschränkungen 

in PRRs (NOD2; (Ogura et al., 2001; Wehkamp et al., 2004, p. 2004)), 

Autophagie-Signalwegen (ATG16L1; (Hampe et al., 2007)), endosomalen 

Stressreaktionen (XBP1; (Kaser et al., 2008)) und T-Zell-Aktivierungen (KCNN4; 

(Simms et al., 2010)) einher. Für die chronische Entzündung im ilealen Darm bei 

M. Crohn ist unter anderem die reduzierte Sekretion von Defensinen 

verantwortlich, beispielsweise von HD5 und HD6 in Panethzellen des 

Dünndarms. β-Defensine des Kolons weichen nur gering von der Kontrollgruppe 
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ab (Wehkamp et al., 2003). MC-Patienten mit Entzündung des Dickdarms zeigen 

hingegen auf Grund eines dortigen Mangels an Panethzellen eingeschränkte 

Produktionen von β-Defensinen (Wehkamp et al., 2008). Beide Veränderungen 

sind unabhängig des Entzündungsgrades (Bevins et al., 2009; Wehkamp et al., 

2005, p. 2005). Neben den genetischen Aspekten ist der Wnt-Signalweg 

entscheidend an der Regulation der Defensinsekretion beteiligt. Sowohl TCF1 

als auch TCF4 des Wnt-Signalwegs sind in Biopsien von M. Crohn-Patienten 

erniedrigt aufgefunden worden, unabhängig einer NOD2-Muation (Beisner et al., 

2014; Wehkamp et al., 2007). Zudem führten Veränderungen des Wnt-Co-

Faktors LRP6 zu niedrigeren Defensinexpressionen bei frühen Formen des 

ilealen M. Crohn (Koslowski et al., 2012). All diese Veränderungen sprechen für 

einen defekten Wnt-Signalweg als eine wichtige Ursache für die niedrige 

Produktion von Defensinen in Panethzellen. Die erniedrigte Expression von 

TCF4 lässt ebenso eine Panethzelldifferenzierungsstörung vermuten (van Es et 

al., 2005, s. Kapitel 1.3.2.). Im Kolon befinden sich zudem vereinzelt 

metaplastische Panethzellen, die das Fehlen der AMPs bei M. Crohn 

kompensieren könnten (Symonds, 1974; Tanaka et al., 2001). Die Reduktion von 

Defensinen in der Mucusschicht erleichtert Bakterien den Eintritt in das Epithel. 

Ebenso wie bei CU-Patienten ist die biologische Barriere geschwächt und die 

Bakterienanzahl im Epithel erhöht (Png et al., 2010; Schultsz et al., 1999). 

Zahlreiche Immunzellen werden zudem in die Darmwand gelockt, 

mikrobiologisch und klinisch lässt sich eine Entzündungsreaktion wahrnehmen. 

Für klassische und intermediäre Monozyten gibt es unterschiedliche 

Studienergebnisse. Die Anzahl an klassischen Monozyten wurde in MC-

Patienten bei Thiesen et al. erniedrigt festgestellt (Thiesen et al., 2014). Courth 

et al. nahmen zudem an, dass die Monozyten, die über den Wnt-Signalweg die 

Produktion von Defensinen in den Panethzellen regulieren, defekt zu sein 

scheinen (Courth et al., 2015). Intermediäre Monozyten wurden teils erhöht 

vorgefunden (Grip et al., 2007; Koch et al., 2010), andere fanden erniedrigte 

intermediäre Monozytenexpressionen, jedoch nicht so stark wie bei CU-

Patienten (Hanai et al., 2008). Nicht-klassische Monozyten schienen unverändert 

(Grip et al., 2007; Koch et al., 2010). Die Zytokinexpressionen in MC-Patienten, 
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welche sich in Remission befanden, wichen nur gering von der Kontrollgruppe 

ab, was Schwarzmaier et al. vermuten lässt, dass sich die 

Hauptentzündungsreaktion eher in der intestinalen Schleimhaut abspielt als im 

Blut. Dennoch wurden auch im Blut erhöhte IL1-β- und CCL2-Expressionen 

gemessen (Schwarzmaier et al., 2013). Dendritische Zellen sind wie bei CU-

Patienten im Blut erniedrigt vorgefunden worden (Baumgart, 2005). MC-

Patienten reagierten auf die Antigenpräsentation durch DCs zudem 

hauptsächlich mit der Produktion von TH1-Zellen, die IL-12 und IFN-γ 

produzieren (Sakuraba et al., 2009; Sartor, 2006; Shih et al., 2008). Dies 

unterscheidet sich im Vergleich zu CU-Patienten und hat eine unterschiedliche 

Aktivierung des Immunsystems zur Folge. 

 Ziel der Arbeit 

Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen sind komplexe Erkrankungen des 

Magen-Darm-Trakts. Schwere Verläufe und immer wiederkehrende Schübe 

treffen auf stark immunsuppressive Medikamente, die jedoch nicht bei jedem 

Patienten eine ausreichende Wirkung zeigen. Die Lebensqualität der betroffenen 

Personen ist deutlich beeinträchtigt. Umso wichtiger ist es in dieser Hinsicht, mit 

Hilfe von neuen Erkenntnissen dazu beizutragen, das Wissen um die 

zugrundeliegenden Mechanismen und die vielen, noch unverstandenen Aspekte 

der Erkrankungen zu erweitern und damit die Wissenslücken in der Pathogenese 

zu minimieren.  

Nachdem lange Zeit nur die Tatsache bekannt war, dass Panethzelldefensine bei 

M. Crohn erniedrigt sind und der Wnt-Signalweg vermutlich mit eine Rolle spielt, 

nicht jedoch, welche Zellen hier die Panethzellen beeinflussen, konnten Courth 

et al. mit den Monozyten die passende Verbindung nachweisen (Courth et al., 

2015). Erste Daten aus der Arbeitsgruppe zeigten daraufhin, dass es die 

klassischen Monozyten waren, für deren Wnt-Liganden und weitere Proteine des 

Wnt-Signalwegs eine weitgehend erniedrigte Expression im Vergleich zur 

Kontrollgruppe festgestellt werden konnte. Da Morbus Crohn klinisch große 

Ähnlichkeiten mit der Erkrankung Colitis ulcerosa aufweist und der Wnt-
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Signalweg für beide enorm wichtig für die Aufrechterhaltung der Homöostase des 

intestinalen Epithels ist (Pinto et al., 2003), wäre es denkbar, dass CU - Patienten 

ebenfalls Einschränkungen im Wnt-Signalweg bei Monozyten aufzeigen. 

Diesbezüglich wird die Verteilung von Monozyten und ihren Subtypen bei CU-

Patienten gemessen und mit MC-Patienten und einer Kontrollgruppe verglichen. 

Zudem sollen die Genexpressionen der klassischen Monozyten in Bezug auf den 

Wnt-Signalweg gemessen und erneut ein Vergleich durchgeführt werden. Da für 

Dendritische Zellen in CED-Patienten ebenfalls Einschränkungen gezeigt wurden 

(Baumgart, 2005), soll auch hier der Verteilungstyp ermittelt werden. In Bezug 

auf die Ergebnisse bei den Monozyten wird davon ausgegangen, dass für CU-

Patienten ähnliche Messwerte wie für die Kontrollgruppen erhalten werden und 

dass das Wnt-Liganden-Defizit in Monozyten spezifisch für die Erkankung 

Morbus Crohn ist. Das bedeutet jedoch nicht, dass der Wnt-Signalweg bei Colitis 

ulcerosa nicht involviert ist. Vielmehr wird vermutet, dass der Wnt - Signalweg 

einen anderen Schwerpunkt aufweist, beispielsweise in der Differenzierung von 

Stammzellen zu Becherzellen (Gersemann et al., 2009). Diese zeigen bei CU-

Patienten Defizite in der Produktion von Mucinen (Antoni et al., 2014). Zudem 

scheint es vielmehr, dass der Wnt-Signalweg bei CU-Patienten verstärkt akiviert 

ist (Soletti et al., 2013; You et al., 2008). Mit der Sequenzierung des gesamten 

Monozytengenoms sollen das Wissen um an den Erkrankungen beteiligten 

Genen erweitert werden und neue Hypothesen generiert werden. Diese beziehen 

sich auf die Rolle der Monozyten im Rahmen des Wnt-Signalwegs, der 

Entzündung und der Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms. Für die 

Erkrankung Colitis ulcerosa ist das Wissen um den Einfluss der klassischen 

Monozyten noch in den Anfängen. Deshalb ist es von großem Interesse, 

herauszufinden, ob und inwiefern sich Gengruppen herausbilden, die neue 

Erkenntnisse zur Pathogenese von Colitis ulcerosa beitragen. Zudem ist ein 

direkter Vergleich der beiden Erkrankungen hilfreich, um langfristig individuellere 

Therapien anbieten zu können.  
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2 Material und Methoden 

 Material 

Alle weiteren Geräte, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien, die benutzt 

wurden, jedoch nicht in der Liste stehen, gehören zur Standardausrüstung eines 

jeden Labors. 

2.1.1. Geräte 

Gerät 

 

Hersteller 

ABI 3500 DX sequencer 

BD FACSAria™ IIu 

Thermo Fischer Scientific, USA 

BD Bioscience, USA 

BD LSR Fortessa™ Cell Analyzer BD Bioscience, USA 

Centrifuge 5424 Eppendorf, Deutschland 

Heracell vios 160i Brutschrank 

Illumina HiSeq 2500 

Thermo Fischer Scientific, USA 

Illumina Inc., USA 

LightCycler® 480 

Mastercycler gradient 

Roche, Deutschland 

Eppendorf, Deutschland 

Mikroskop Eclipse TS100 Nikon Instruments Europe B.V., 

Niederlande 

Nanodrop ND-1000 V3.8.1 PEQLAB Biotechnologie, Deutschland 

Thermocycler Eppendorf, Deutschland 

2.1.2. Verbrauchsmaterialien 

Produkt 

 

Hersteller 

Cell Scraper 25cm 2-position blade SARSTEDT, USA 

CELLSTAR® 6 Well Cell Culture Plate Greiner Bio-One, Deutschland 

EASYstrainer™ Cell Sieves 40µm Greiner Bio-One, Deutschland 

TC-Platte 12 Well, Standard, F SARSTEDT, USA 
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2.1.3. Chemikalien, Antikörper, Kits und Enzyme 

2.1.3.1. Chemikalien 

Produkt 

 

Hersteller 

Accutase® solution Sigma-Aldrich, USA 

Biocoll (Ficoll) Merck Millipore, Deutschland 

DPBS Gibco®, Life technologies™, USA 

PHA-L Merck Millipore, Deutschland 

RPMI 1640 Merck Millipore, Deutschland 

Trypanblau Sigma-Aldrich, USA 

β-Mercaptoethanol Roth, Deutschland 

 

2.1.3.2. Antikörper 

Antikörper  Klon Hersteller 

 

CD1c PE-Dazzle L161 Biolegend, USA 

CD3 BV510 OKT3 Biolegend, USA 

CD11c Bu15 Biolegend, USA 

CD14 FITC M5E2 Biolegend, USA 

CD16 AF 700 3G8 Biolegend, USA 

CD16 APC antihuman 3G8 Biolegend, USA 

CD19 BV510 HIB19 Biolegend, USA 

CD20 BV510 2H7 Biolegend, USA 

CD56 BV510 HCD56 Biolegend, USA 

CD141 APC M80 Biolegend, USA 

CD303 Per-CP-Cy5.5 201A Biolegend, USA 

HLA-DR BV650 L243 Biolegend, USA 

Human IgG bloc - Sigma-Aldrich, USA 

Zombie Aqua - Biolegend, USA 
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2.1.3.3. Kits 

Kit 

 

Hersteller 

High Pure RNA Isolation Kit Roche, Deutschland 

iScript™ cDNA Synthesis Kit Bio-Rad, USA 

LightCycler® 480 SYBR Green I 

Master Kit 

Roche, Deutschland 

 

QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen, Deutschland 

QIAprep® Spin Miniprep Kits  Qiagen, Deutschland 

QIAcube RNeasy Plus Mini Kit Qiagen, Deutschland  

SMART-Seq® v4 Ultra® Low Input 

RNA Kit 

Clontech Laboratories, Inc., USA  

 

2.1.3.4. Enzyme 

Enzym 

 

Hersteller 

dNTP Mix, PCR Grade 

HotStarTaq DNA Polymerase (Klon) 

Qiagen, DE 

Qiagen, DE 

 

2.1.4. Medien und Puffer 

FACS (-Analyse) -Puffer 

 

PBS  500 ml 

1 % FCS 5 ml 

0,09 % 

Natriumazid 

4,5 ml 

100 mM EDTA 1 ml 
 

FACS (-Sorting) -Buffer 

 

PBS 47,75 ml 

10% BSA 1,25 ml 

100 mM EDTA 1 ml 
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AddR 

 

Pen/ Strep 100 ml 

ß-

Mercaptoethanol 

100 ml 

Hepes Buffer 

(1M) 

100 ml 

Asparagine 

(10mg/ ml) 

20 ml 

Sodium Pyruvate 100 ml 

Glutamaxx 100 ml 

NEAA 60 ml 
 

 

RPMI full medium 

 

RPMI 500 ml 

1 % FCS 50 ml 

AddR 29 ml 

 

RLT-Puffer-Medium 

 

RLT-Puffer 400 µl 

ß-

Mercaptoethanol 

4 µl 

 

2.1.5. Primer und Sequenzen 

Alle Oligonucleotide wurden über das Unternehmen MWG Biotech bezogen 

(Ebersberg, Deutschland). 

Tabelle 1: Primer für real-time PCR 

Zielgen  SENSE (5'-3') ANTISENSE (5'-3') 

Axin 2 for1/rev1 CTGGCTTTGGTGAACTG

TTG 

AGTTGCTCACAGCCAAGA

CA 

Evi/WIs TCATGGTATTTCAGGTG

TTTCG 

GCATGAGGAACTTGAACC

TAAAA 

Frizzled 5 

Variante 1 

TCGGTGCTGTGCTTCAT

CTCC 

AGGGCCCGTGGTCTGGTA

GTG 

Lef 1 AAAGACAATCACTGCCA

A CC 

TGCCTTGCCGAAAGGTTA 

Lrp 6 TGCCATTGCCATAGATT

AC 

CCATTGAGCCTTGTCACT 

Tcf 12 TGGTCACCCGTATTT 

CCT 

TTTGGGTCCTTTCC CTG 

 

Wnt 1 for4/rev4 CCGATGGTGGGGTATTG

TGAA 

TCCCCGGATTTTGGCGTA

TC 
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Wnt 2 TAGTCGGGAATCTGCCT

TTG 

AAATGCCTTTGCTGTCCTT

G 

Wnt 3 for2/rev2 ATGCCACTGCATCTTCC

ACT 

GTGCCCTACTTGCAGGGT

GT 

Wnt 3A TTGTCCACGCCATTGCC

TCA 

AGACACCATCCCACCAAA

CTCG 

Wnt 9B TGCCACTCACCACCATT

CCTT 

ATGTCTTTCTCACTCTGCC

CTCC 

2.1.6. Patienten 

Bei allen Probanden war entweder die Erkrankung Morbus Crohn (MC) oder die 

Erkrankung Colitis ulcerosa (CU) bekannt und diagnostisch bestätigt. Es wurden 

je 30-40 ml Blut in EDTA-Röhrchen abgenommen. Die Probanden wurden 

ausführlich über Risiken und Nutzen der Blutentnahme aufgeklärt. Auch wurden 

sie über die Verwendung und Speicherung ihrer Daten unterrichtet. Das 

Einverständnis erfolgte schriftlich. Die Kontrollen setzten sich aus Mitgliedern der 

Arbeitsgruppe zusammen.  

Die Ethikkommission der Universität Tübingen hat für diese Arbeit ihr Ethikvotum 

erteilt (Nr. 687/2012B01). 

2.1.6.1. PBMC Kohorte für Zellanalyse 

Gruppe 
N         

[total] 

Geschlecht 

w m 

Patienten 21 52 % 48 % 

CD 11 45 % 55 % 

UC 10 50 % 50 % 

Kontrollen 10 50 % 50 % 
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2.1.6.2. PBMC Kohorte für Zellsortierung und RNA-Isolierung 

Gruppe 
N         

[total] 

Geschlecht 

w m 

Patienten 10 40 % 60 % 

CD 5 40 % 60 % 

UC 5 40 % 60 % 

Kontrollen 4 100 % 0 % 

 

2.1.6.3. PBMC Kohorte für qualitative Real-time PCR 

 

Gruppe 
N         

[max] 

Geschlecht 

w m 

Patienten 14 25 % 75 % 

CD 10 25 % 75 % 

UC 4 25 % 75 % 

Kontrollen 4 50 % 50 % 

 

Die Nutzung der Kontrollen für die qualitative Real-time PCR erfolgt mit 

freundlicher Genehmigung von Denzau-Graupner. Die Anzahl der genauen 

Kohorte ist in den jeweiligen Grafen detailliert erwähnt. 

2.1.6.4.  PBMC Kohorte für RNA-Sequenzierung 

Gruppe 
N         

[total] 

Geschlecht 

w m 

Patienten 7 25 % 75 % 

CD 3 25 % 75 % 

UC 4 25 % 75 % 

Kontrollen 4 50 % 50% 
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2.1.7. Software 

Software Hersteller 

BD FACSDiva™ Software Version 

8.0.1 

BD biosciences 

FlowJo 7.2.1 TreeStar 

GraphPad Prism 7/ 8 GraphPad Software, Inc., USA 

LightCycler®480 Software release 

1.5.0 Version 1.5.0.39 

Roche, Deutschland 

Adobe Illustrator® Adobe Systems Software Ireland 

Limited, Irland 

© 2019 Reactome, Version 70 www.reactome.org; 

Kollaboration aus: 

Ontario Institute for Cancer 

Research; 

Oregan Health and Science 

Universithy, New York; 

University Langone Medical Center 

The European Bioinfomatics Institute 

 Methoden 

2.2.1. Zellkulturmethoden 

2.2.1.1. Isolation mononukleärer Zellen 

Zur Isolation mononukleärer Zellen wurden 4 EDTA-Monovetten mit je ca.             

8-10 ml Patientenblut verwendet, im Verhältnis von 1:1 mit PBS gemischt und auf 

die gleiche Menge an Ficoll geschichtet (erneut Verhältnis 1:1). Anschließend 

erfolgte eine Zentrifugation für 25 min bei 400 x g und 23 °C (ohne Deceleration). 

Die mittig gelegene PBMC-Phase wurde im nächsten Schritt abpipettiert. Danach 

kam es zu drei Zentrifugationsschritten für 5 min bei 400 x g und 23 °C. Der 
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Überstand wurde jeweils verworfen, das Pellet mit je 10 ml PBS resuspendiert. 

Final wurden alle Proben in einem Gesamtvolumen von 10 ml resuspendiert. Für 

den weiteren Verlauf wurde die Zellzahl mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt. 

2.2.1.2. Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie wurde angewandt, um Monozyten und Dendritische 

Zellen anhand ihres Antikörper-Profils zu erkennen und einzuteilen (Analyse). 

Des Weiteren wurde sie genutzt, um klassische Monozyten zu gewinnen 

(Sortierung), damit mit ihnen weitergearbeitet werden konnte. 

Zellanalyse 

Für die Zellanalyse wurden die isolierten mononukleären Zellen in 1 ml FACS-

Puffer resuspendiert, von denen 3 x 10⁶ Zellen weiter verwendet wurden. Für 

die Färbung wurden die Zellen zunächst mit 1 ml humanem IgG blocking für 

20min im Dunkeln inkubiert. Danach wurde 1 ml FACS-Puffer hinzugefügt. 

Anschließend wurde eine erneute Zentrifugation für 5 min durchgeführt, dieses 

Mal bei 4 °C. Ab hier erfolgte jede Zentrifugation bei 4 °C, um eine Abspaltung 

der Oberflächenmoleküle nach Bindung der Antikörper zu vermeiden. Der 

Überstand wurde verworfen. Die Färbung an sich erfolgte durch Zugabe des 

Antikörper-Mix (s. Tabelle 2) (inkl. Reserve).  

Tabelle 2: Mastermix (MM) Antikörper-Schema für FACS-Analyse (inkl. 

Reserve) 

Antikörper Verdünnung Volumen in 

µl 

MM-Bsp. für 1 

Probe 

CD14 FITC pur 2,5 3 

CD303 Per-CP-Cy5.5 pur 2,5 3 

CD11c PE-Cy7 1:30 2,5 3 

CD141 Allophycocyanin 1:27 2,5 3 

HLA-DR BV650 1:4 2,5 3 

CD3 BV510 1:5 2,5 3 

CD19 BV510 1:5 2,5 3 

CD20 BV510 1:5 2,5 3 
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CD56 BV510 1:4 2,5 3 

CD1c PE-Dazzle 1:9 2,5 3 

CD16 AF700 1:25 2,5 3 

Zombie-Aqua 1:100 1 1,5 

Gesamtvolumen  28,5 µl  

 

Die Probe wurde im Anschluss für 20 min bei 4 °C inkubiert. Danach Zugabe von 

1 ml FACS-Puffer und erneute Zentrifugation für 5 min bei 4 °C mit Verwerfen 

des Überstandes. Letztlich Hinzufügen von 50 µl FACS-Puffer.  

Zellsortierung 

Bei der FACS-Zellsortierung erfolgte ebenfalls eine Resuspension des Pellets 

im Anschluss an die Zentrifugation nach der Zellzahlbestimmung, hier jedoch 

mit 1 ml Sorting-Buffer (SB) (s. Material), anschließendes Umfüllen in ein 

FACS-Tube. Für die Färbung der Zellen mit Antikörpern zu Beginn Hinzugabe 

von 10 µl human IgG blocking. Dann Inkubation von 20 min im Dunkeln. Im 

Anschluss Stoppen der abgelaufenen Reaktion durch Auffüllen mit weiteren 

1 ml SB. Erneute Zentrifugation für 5 min (400 x g, 23 °C). Für die FACS-

Färbung wurde ebenfalls ein Antikörper-Mastermix angesetzt (inkl. Reserve). 

Tabelle 3: Mastermix Antikörper-Schema für FACS-Sortierung mit 3 x 10⁶ 

Zellen 

Antikörper Volumen in µl je 3 x 106 Zellen 

CD14 FITC 2,5 

CD16 APC anti-human 2,5 

CD3 BV510 0,5 

CD19 BV510 0,5 

CD20 BV510 0,5 

CD56 BV510 0,625 

Zombie – Aqua (1:100) 0,5 

Gesamtvolumen 7,625 
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Hinzufügen des Mastermixes und Inkubation bei 4 °C. Anschließend wurde 

erneut 1 ml SB hinzugegeben und die Probe ein weiteres Mal für 5 min bei 

400 x g, 4 °C zentrifugiert. Nach der Abnahme des Überstandes und der 

Aufnahme in 2 ml, erfolgte eine erneute Zellzahlbestimmung. Für das Sortieren 

der Monozytensubpopulationen war eine Zellzahlkonzentration von 1 x 10⁷/ ml 

nötig. Die Differenz zu den bereits hinzugegebenen 2 ml wurde mit weiterem SB 

aufgefüllt. Anschließend steriles Filtern (40 µm) und Lagerung auf Eis. 

Die sortierten Zellen wurden in FACS-Tubes aufgefangen (8 x 105 Zellen/ Tube), 

in denen sich bereits 1 ml FCS befand. Zeitnahe Zentrifugation für 5 min bei 

400 x g und 4 °C und Verwerfen des Überstandes.  

2.2.1.3. Stimulation der klassischen Monozyten 

Für die Stimulation wurden 4 x 105 Zellen in einer 12 Well-Platte mit einem finalen 

Volumen von 1 ml RPMI ausgesät. Zusätzlich wurde noch 2,5 µl PHA-L 

hinzugegeben. Die Stimulation erfolgte über Nacht bei 37 °C, 5 % CO2.  

2.2.1.4. Lyse und RNA-Isolation 

Lyse 

Für die Lyse wurden die klassischen Monozyten in den Well-Platten mit jeweils 

0,5 ml PBS gewaschen. Anschließend erfolgte die Zugabe von je 0,5 ml Accutase 

und eine Inkubation im Brutschrank für ca. 4 min bei 37 °C, 5 % CO2. Nach 

zusätzlichem Lösen der Zellen mittels eines Schabers wurde die Accutase-

Reaktion mit je 1 ml PBS gestoppt. Danach erfolgte ein weiterer Waschgang mit 

je 0,5ml PBS mit anschließender Zentrifugation (1500 rpm, 5 min, 4 °C) und dem 

Verwerfen des Überstandes. Resuspension in 200 µl PBS und Überführung in 

ein 1,5 ml-großes Eppi. Erneute Zentrifugation bei 13.000 rpm für 3 min und 

Abnahme des Überstandes. Das übrig bleibende Pellet wurde in 200 µl PBS 

resuspendiert. 

RNA-Isolation 

Die Isolation der RNA erfolgte nach Anleitung mittels des High Pure RNA 

Isolation Kits. Die Menge der RNA wurde anschließend am Nanodrop 
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Spectrophotometer bestimmt und die RNA bis zur weiteren Verwendung bei           

-80 °C gelagert. 

2.2.2. Nukleinsäuremethoden 

2.2.2.1. RNA-Umschreibung in cDNA 

Da für die spätere Genexpressionsanalyse mittels Real-time PCR (RT-PCR) nur 

DNA-Fragmente abgelesen werden können, wurde die gewonnene mRNA mit 

Hilfe des iScript™ cDNA Synthesis Kit in die stabilere cDNA (complementary 

DNA) umgeschrieben (Tabelle 4). Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20°C.  

Tabelle 4: Schritte der RNA-Umschreibung in cDNA 

 Dauer Temperatur 

1) 5 min 25 °C 

2) 30 min 42 °C 

3) 5 min 85 °C 

 

2.2.2.2. Real-time PCR (RT-PCR) 

Basierend auf Arbeiten von Courth et al., sollte in dieser Arbeit als nächstes 

untersucht werden, inwiefern spezifische Gene wie die Wnt Gene und weitere 

Gene des Wnt-Signalwegs in klassischen Monozyten aus Blut von Patienten mit 

Colitis ulcerosa und M. Crohn sowie einer gesunden Vergleichsgruppe exprimiert 

werden (Courth et al., 2015). Die Polymerasekettenreaktion (PCR) mit ihren 

Teilschritten Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation wurde früher 

vor allem dazu verwendet, DNA-Abschnitte beliebig zu vervielfältigen. Die „Real-

time“-PCR ermöglicht durch das Anlagern von Fluoreszenzen an die DNA 

während des PCR-Durchlaufs eine zeitechte Abbildung der einzelnen Zyklen. 

Diese Methode wurde am LightCycler® mit Hilfe des LightCycler@ 480 SYBR 

Green I Master Kit durchgeführt. Während der Durchführung der PCR wurde der 

Farbstoff SYBR Green I durch Interkalierung der DNA aktiv und emittierte 

Fluoreszenzen. Diese wurden in ihrer höchsten Ausprägung erfasst (Ende der 

Elongation). Dadurch war je Zykluslauf die dazugehörige emittierte Fluoreszenz 
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ablesbar. Der jeweilige Zyklusstand wurde bei Überschreitung einer Schwelle, 

des Cp-Wertes (crossing point), ermittelt. Gleichzeitig mit der zu untersuchenden 

Probe durchlief ein Plasmid mit dem gesuchten DNA-Abschnitt und definierten 

Konzentrationen in Form von Standardkurven (10-1-10-7) ebenfalls die PCR. 

Analog der absoluten Konzentrationen aus den Standardkurven konnte auf eine 

Konzentration der gesuchten Probe zurückgeschlossen werden. Bestätigt wurde 

die Validität der Probe mit Hilfe der für jeden Primer spezifischen 

Hybridisierungstemperatur (Annealing temperature/ Melting curve). 

Im Rahmen der Arbeit sind für die Erkrankungen Colitis ulcerosa und Morbus 

Crohn folgende Gene weiter untersucht worden. Sie sind in nachstehender 

Tabelle mit ihren jeweiligen Temperaturen und Zeiten aufgelistet. Es wurden je 

40 Zyklen durchgeführt. 

Tabelle 5: Real-time PCR Einstellungen für 1 Zyklus 

Zielgen Denaturierung Amplifikation Schmelzkurve 

Wnt 2, Wnt 3, LRP 

6 

96°C – 5 min 96°C – 10 s 

62°C – 5 s 

72°C – 10 s 

95°C – 1 s 

60°C – 15 s 

95°C – ∞ 

Wnt 1, Evi/Wls, 

Axin 2, LEF 1, TCF 

12 

96°C – 5 min 96°C – 10 s 

60°C – 5 s 

72°C – 10 s 

95°C – 1 s 

58°C – 15 s 

95°C – ∞ 

Wnt 3A 97°C – 5 min 96°C – 10 s 

65°C – 5 s 

72°C – 10 s 

95°C – 1 s 

65°C – 15 s 

99°C – ∞ 

Fzd 5 96°C – 5min 96°C – 10 s 

66°C – 5 s 

72°C – 15 s 

95°C – 1 s 

64°C – 15 s 

95°C – ∞ 

2.2.2.3. RNA-Sequenzierung 

Für diese Arbeit ist es das Ziel, bei Patienten mit chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen in klassischen Monozyten des Blutes Veränderungen in der 

Genexpression festzustellen und diese zu analysieren. Eine RNA-Sequenzierung 

ist in der Lage, den gesamten Anteil an DNA, der in einer Zelle abgelesen wird, 

zu erfassen. Da die Ursachen der chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen 
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in ihrer Komplexität noch weitgehend unverstanden sind und neben dem Wnt-

Signalweg noch weitere Komponenten von großem Interesse sein könnten, 

wurde diese Methode gewählt, um die Spanne an zu untersuchenden Genen zu 

erweitern und sich einen ersten groben Überblick zu verschaffen. Zudem 

ermöglichte diese Methode die Erweiterung unseres Blickfeldes auf andere 

Signalwege, die bei Colitis ulcerosa und M. Crohn eingeschränkt sein könnten. 

Vorbereitend wurden die klassischen Monozyten (1,5 x 105/ Tube), die für die 

RNA-Sequenzierung verwendet wurden, direkt nach der Zellsortierung für 5 min 

bei 400 x g zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Überstandes wurden sie in 

400 µl RLT-Plus Puffer resuspendiert, welchem β-Mercaptoethanol hinzugefügt 

wurde (1:100), und danach bei -80 °C weggefroren. 

Die RNA-Sequenzierung mittels Illumina HiSeq 2500 und die dafür benötigte 

vorherige RNA-Isolation und cDNA-Umschreibung wurden durch die Kooperation 

am Fraunhofer-Institutszentrum, Stuttgart durchgeführt. Insgesamt konnten so 

ca. 22000 Gene untersucht werden. 

2.2.3. Statistische Methoden 

Die statistische Auswertung erfolgte mittels der GraphPad Prism Software, um 

signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen, analysierten Gruppen 

festzustellen. Die Ergebnisse wurden auf Normalverteilung getestet. Bei nicht-

parametrischer Verteilung auf Grund von teilweise zu geringen Probandenzahlen 

und mehr als zwei Vergleichsgruppen wurde der „Kruskal-Wallis-Test“ 

durchgeführt. P-Values, die die statistische Signifikanz der Ergebnisse 

wiedergeben, sind wie folgt gekennzeichnet: p > 0,05 = nicht signifikant (ns); 

p ≤ 0,05 = *; p ≤ 0,01 = **. 

Die statistische Signifikanz für die RNA-Sequenzierung zeigt sich im Verhältnis 

von Prozentsätzen der Clusterfrequenz des getesteten Gensatzes zur 

Clusterfrequenz des genomischen Hintergrunds. Das Verhältnis stellt sich 

anhand des logarithmischen Fold Change (log2 (FC)) in Form von log2 (FC) > 0,5 

bzw. log2 (FC) < -0,5 dar. Die erweiterte Auswertung mittels modifiziertem Fold 

Change (FDR) deckt falsch-positive Signifikanzen auf. In den Ergebnistabellen 
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ist der log2 (FC) aufgeführt. Wenn falsch-positive Signifikanzen dargestellt 

werden, ist der Zahlenwert in Kursiv geschrieben. 
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3 Ergebnisse 

 FACS-Analyse der Monozyten und Dendritischen 

Zellen aus Blut 

Courth et al. zeigten in ihrer Arbeit, dass die Expression von Defensinen durch 

Panethzellen dem Einfluss von Monozyten zu unterliegen scheint und dass 

dieser bei MC-Patienten gestört zu sein scheint (Courth et al., 2015). Monozyten 

agieren als wichtige Faktoren im großen Feld des Immunsystems. Das 

Immunsystem arbeitet durch den Barrieredefekt auch bei der Erkrankung Colitis 

ulcerosa nicht optimal, weshalb Entzündungen entstehen (Antoni et al., 2014; 

Tytgat et al., 1996). Da sich die beiden Erkrankungen klinisch ähneln und es 

scheint, dass beide auf Stammzelldifferenzierungsstörungen beruhen 

(Gersemann et al., 2009; Wehkamp et al., 2007), ist es von großem Interesse, 

den Einfluss von Monozyten ebenfalls bei Patienten mit Colitis ulcerosa zu 

untersuchen. Monozyten kommen im Blut als klassische, intermediäre und nicht-

klassische Zellen vor. Um herauszufinden, ob Monozyten allgemein oder einer 

ihrer Subtypen speziell diesen Einfluss ausübt, wurde mittels FACS-Analyse ein 

Überblick über das Verteilungsmuster der Zellen gewonnen. Vorarbeiten konnten 

bereits in geringer Probandenzahl andeuten, dass bei MC-Patienten die 

klassischen Monozyten stärker präsent waren als bei Gesunden. Dagegen 

schien es, dass die nicht-klassischen geringer vorhanden waren. Intermediäre 

Monozyten schienen indifferent. In dieser Arbeit soll jenes Ergebnis in größerer 

Probandenzahl untersucht werden. Zudem soll hier erstmals ein fundierter 

Überblick über das Verteilungsmuster der Monozyten-Subtypen bei Colitis 

ulcerosa gewonnen und dieses anschließend mit den Ergebnissen für M. Crohn 

verglichen werden.  

Da Dendritische Zellen und Monozyten derselben Entwicklungslinie entstammen, 

war es ebenso von Bedeutung, zu ermitteln, ob bei Dendritischen Zellen ähnliche 

Abweichungen im Verteilungsmuster gegenüber der Kontrollgruppe bestehen. 
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Für die FACS-Analyse der Monozyten und Dendritischen Zellen wurden 

periphere mononukleäre Zellen aus Blut von Patienten mit M. Crohn oder Colitis 

ulcerosa, sowie Gesunden als Kontrolle, isoliert und neben einer Negativ-

Selektion (CD3, CD19, CD20, CD56) mit den spezifischen Antikörpern für 

Monozyten (CD14, CD16) und dendritischen Zellen (CD1c, CD11c, CD141c, 

CD303) versehen.  

Das Setzen der „Gates“ und die Auswertung der FACS-Analyse erfolgte mittels 

des Software-Programms FlowJo® (Abbildung 3 und 4).  

 

Abbildung 3: Beispiel einer Gatingstrategie der Monozyten. Isolation von PBMCs 

aus Blut. In (A) werden einzelne Zellen aus PBMC-Isolat durch die Gates (FSC-H und 

FSC-A) herausgefiltert. Anhand dieser werden in (B) mittels Gate (SSC-A) die 

Leukozyten selektiert, in (C) mittels der AK-Gruppe BV510 Monozyten und Dendritische 

Zellen von den restlichen Leukozyten getrennt. (D) zeigt anhand der AK CD14 und CD16 

die Verteilung der Monozyten in klassisch, intermediär und nicht-klassisch. Die CD16-

CD14--Population stellt u.a. die dendritischen Zellen dar. Ausgewertet mittels FlowJo®. 

A B 

C D 
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Abbildung 4: Beispiel einer Gatingstrategie der Dendritische Zellen (DCs). Isolation 

von PBMCs aus Blut. Vorangegangen ist die Gatingstrategie der Monozyten (A-D) (s. 

Abbildung 3). Ausgangspopulation (D) bestimmt durch AK CD14- CD16-, weitere 

Selektion durch HLA-DR+ in (E). In (F) Unterteilung der Zellen mittels AK CD141 und 

CD1c, dadurch Selektion der CD141hi myeloiden DCs. (G) ermittelt CD1c+ myeloide 

DCs durch weiteren positiven AK CD11c. Erfassung der plasmazytoiden Dendritischen 

Zellen (pDCs) durch AK CD303 (H). Auswertung mittels FlowJo®. 
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3.1.1. Verteilungsmuster der Monozytensubtypen 

In Abbildung 5 ist das Verteilungsmuster für klassische, intermediäre und nicht-

klassische Monozyten dargestellt. Die klassischen Monozyten nahmen sowohl 

bei gesunden Kontrollen als auch bei CED-Patienten den größten Anteil an 

Monozyten im peripheren Blut ein. Sie kamen ungefähr 10 Mal häufiger vor als 

nicht-klassische Monozyten. Intermediäre Monozyten waren mit unter 5 % die am 

geringsten vorkommenden Monozyten. 

Im direkten Vergleich der klassischen Monozyten waren diese bei MC-Patienten 

am stärksten präsent. Sie waren 8,34 % häufiger vorhanden als bei gesunden 

Kontrollprobanden (60,24 %). Auch CU-Patienten zeigten mit 64,64 % einen 

größeren Anteil an klassischen Monozyten als die gesunde Kontrolle. Sowohl für 

intermediäre als auch nicht-klassische Monozyten konnte eine Erhöhung der 

Zellpopulation beobachtet werden. Intermediäre Monozyten verdoppelten mit 

2,4 % auf 4,2 % (CU) bzw. 4,3 % (MC) fast ihren Anteil an der 

Monozytenpopulation, während nicht-klassische Monozyten nur eine leichte 

Tendenz nach oben zeigten (~ 6 % auf ~ 7 %). 

Für alle drei Subpopulationen erwiesen sich im Vergleich zur Kontrollgruppe 

keine statistischen Signifikanzen.  
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Abbildung 5: Verteilungsmuster der Monozytensubpopulationen. Monozyten 

isoliert aus peripheren nukleären Zellen des Blutes, mittels FACS (CD14, CD16) 

selektiert. Keine Signifikanzen. 

3.1.2. Verteilungsmuster der Dendritischen Zellen 

Da Dendritische Zellen durch ihre Antigenpräsentation wie Monozyten 

entscheidend an der angeborenen Immunreaktion des Körpers gegen Pathogene 

beteiligt sind, wurden diese im Rahmen der Zellanalyse ebenfalls auf ihr 

Verteilungsmuster näher untersucht (Abbildung 6). Dabei wurde zwischen den 

zwei myeloiden Subpopulationen (CD141+ DCs, CD1c+ DCs) und den 

plasmazytoiden DCs (CD303+ pDCs) unterschieden. 
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Abbildung 6 Verteilungsmuster der Subpopulationen der Dendritischen Zellen. 

Isolation aus peripheren mononukleären Zellen des Blutes. Selektion mittels FACS 

(CD141, CD1c, CD11c, CD303). Signifikanzen sind dargestellt durch *, p ≤ 0,05; **, 

p ≤ 0,01; ns = nicht signifikant. 

Dendritische Zellen kamen im peripheren mononukleären Blut nur zu einem sehr 

geringen Prozentsatz vor. Die Anteile am Gesamtvorkommen der DCs bei 

gesunden Kontrollprobanden beliefen sich auf 2,4 % bei plasmazytoiden DCs 

über 1,8 % bei CD1c+ DCs bis zu 0,2 % bei CD141+ DCs. Bei CU-Patienten und 

MC-Patienten konnten für Dendritische Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe 

erniedrigte Werte für alle drei Subpopulationen beobachtet werden. Dabei traten 

die Reduktionen der Subpopulationen bei CU-Patienten stärker als bei MC-

Patienten auf und waren dementsprechend signifikant. CD303+ DCs und CD141+ 

DCs wiesen dabei statistische Signifikanzen von p ≤ 0,01 (**) auf, CD1c+ DCs 

zeigten sich ebenfalls signifkant verändert (*, p ≤ 0,05). CD1c+ DCs waren 

ebenfalls die einzige Subpopulation, für die bei MC-Patienten signifikant 

veränderte Werte festgestellt wurden (*, p ≤ 0,05). Für die zwei anderen 

Subpopulationen ergaben sich bei MC-Patienten keine statistischen 

Signifikanzen (ns). 
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 RT-PCR-Analyse der klassischen Monozyten aus 

Blut 

Das Verteilungsmuster der Monozyten aus 3.1.1 zeigte sowohl bei Morbus Crohn 

als auch bei Colitis ulcerosa die höchste Konzentration für den klassischen 

Subtyp (ca. 68 % bzw. 65 %). Da die klassischen Monozyten bei beiden 

Patientengruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe erhöhte Konzentrationen 

aufwiesen, sollten sie als Grundlage für weitere Untersuchungen dienen. Nach 

erneuter Isolation von peripheren mononukleären Zellen aus Blut, gefolgt durch 

FACS-Zellsortierung und RNA-Isolation der klassischen Monozyten sollte nun 

mittels PCR-Analyse geschaut werden, ob die Konzentrationsveränderungen im 

Rahmen der Expression lokalen Defiziten zu Grunde liegen oder ob bereits auf 

genetischer Ebene Veränderungen sichtbar waren. Da Monozyten über den Wnt-

Signalweg Einfluss auf die Expression von Defensinen durch Panethzellen zu 

nehmen scheinen, wurden die dazugehörigen Gene explizit untersucht. 

Zunächst die Wnt-Gene WNT1, WNT2, WNT3, WNT3A und WNT9B, die Teil des 

kanonischen Wnt-Signalwegs sind und für die bereits Zusammenhänge in Bezug 

auf chronisch-entzündliche Darmerkrankungen aufgezeigt werden konnten 

(Huelsken, 2002; Pataki et al., 2015), als nächstes zudem Gene für weitere 

Komponenten entlang dieses Signalwegs. Dabei wurden die Genexpressionen 

für M. Crohn und die für Colitis ulcerosa miteinander verglichen. Für einen 

Vergleich mit gesunden Kontrollen wurde auf Vorarbeiten von Denzau-Graupner 

(unveröffentlichte Daten) zurückgegriffen, da sich eine Isolation der RNA aus 

Kontrollblut auf Grund geringen Konzentrationen im Blut weitgehend als 

schwierig erwies. Eine Bestimmung der Signifikanz war deshalb nicht möglich. 

Die Expression der untersuchten Gene ist in Kopienzahl/ 10 ng RNA angegeben. 

Die nähere Untersuchung der dendritischen Zellpopulation wurde für diese Arbeit 

nicht weiter verfolgt, da ihre Konzentration für eine weitere RNA-Isolation nach 

heutigem technischen Stand ebenfalls zu gering war. 
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3.2.1. Wnt-Liganden 

In Abbildung 7 sind die Genexpressionen der für chronisch-entzündliche 

Darmerkrankungen wichtigsten Wnt-Gene dargestellt. Diese beinhalten die Gene 

WNT1, WNT2, WNT3, WNT3A und WNT9B. Sie aktivieren bei Anlagerung an 

den Rezeptor den kanonischen Wnt-Signalweg. 
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Abbildung 7: Expressionsanalyse der Wnt-Gene WNT1, WNT2, WNT3, WNT3A, 

WNT9B. Isolation aus peripheren mononukleären Zellen des Blutes von Patienten mit 

M. Crohn und Colitis ulcerosa. . N (CU) = 4, N (MC) = 8-10, N (Kontrolle) = 4. Freundliche 

Genehmigung der Kontrollgruppe durch Denzau-Graupner. Nicht signifikante 

Ergebnisse. 

Für WNT2 wurde bei CU-Patienten eine deutlich erhöhte Expression im 

Gegensatz zu der bei M. Crohn-Patienten gemessen. Dieses Gen zeigte die 

höchste Expression in Bezug auf die Wnt-Gene. Im Vergleich mit der 

Kontrollgruppe von Denzau-Graupner kann diese Erhöhung bei Colitis ulcerosa 

bestätigt werden. WNT3 und WNT3A stellten sich beide mit leicht erhöhten 

Expressionen bei CU-Patienten dar. Dementsprechend waren die Level für MC-

Patienten niedriger. Gesunde Kontrollen zeigten bei Wnt3 ähnliche Ergebnisse 

zu MC-Patienten, bei WNT3A stellten sich CED-Patienten mit höheren 

Expressionen als die gesunden Kontrollen dar. Insgesamt wiesen WNT2, WNT3 

und WNT3A für MC-Patienten im direkten Vergleich ähnlich hohe Expressionen 

auf. Für WNT9B ließen sich niedrigere Expressionslevel ermitteln. CU-Patienten 
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zeigten dabei für WNT9B leicht niedrigere Werte als MC-Patienten. Beide waren 

deutlich niedriger als die Werte der Kontrollgruppe. WNT1 konnte für beide 

Patientengruppen nicht erfasst werden.  

3.2.2. Weitere Gene im Wnt-Signalweg 

Neben den Wnt-Liganden aus Kapitel 3.2.1. wurden die Expressionen weiterer 

wichtiger Gene des Wnt-Signalwegs näher untersucht. Die Rezeptoren, mit 

denen die Wnt-Liganden an der Zelloberfläche eine Verbindung eingehen, 

gehören der Frizzled (FZD)-Familie an (Huelsken, 2002). FZD5, ein Subtyp, 

zeigte bei CU-Patienten eine niedrigere Genexpression als bei MC-Patienten 

(Abbildung 8). Im Vergleich wiesen beide Patientengruppen niedrigere Werte als 

die Kontrollgruppe von Denzau-Graupner auf. Dahingegen ließ sich für CU-

Patienten für LRP6, den Co-Faktor von FZD5, eine deutliche Erhöhung der 

Expression wahrnehmen. Die Werte für MC-Patienten glichen sich mit den 

niedrigeren Messergebnissen der Kontrollgruppe. Beide Erkenntnisse waren 

nicht signifikant.  
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Abbildung 8: Expressionsanalyse von Frizzled 5 (FZD5) und LRP6. Isolation aus 

peripheren mononukleären Zellen des Blutes von Patienten mit M. Crohn und Colitis 

ulcerosa. . N (CU) = 4, N (MC) = 10, N (Kontrolle) = 3-4. Freundliche Genehmigung der 

Kontrollgruppe durch Denzau-Graupner. Nicht signifikante Ergebnisse. 
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Zudem wurden die beiden Gene AXIN2 und EVI/WLS in Bezug auf 

Veränderungen der Genexpression näher betrachtet (Abbildung 9). Auf den 

ersten Blick ließen sich insgesamt höhere Expressionen für EVI/WLS 

beobachten als für AXIN2. AXIN2 zeigte im Vergleich der Expressionslevel bei 

Patienten mit Colitis ulcerosa und M. Crohn ähnliche Werte auf. Sie zeigten sich 

im Vergleich zur Kontrollgruppe von Denzau-Graupner beide erniedrigt. Für das 

Gen EVI/WLS hingegen fielen Unterschiede auf. MC-Patienten zeigten im 

Gegensatz zu CU-Patienten deutlich erhöhte Expressionen. CU-Patienten 

deckten sich hingegen mit den gemessenen Expressionen der Kontrollgruppe 

von Denzau-Graupner. Alle gemessenen Unterschiede stellten keine 

signifikanten Ergebnisse dar. 
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Abbildung 9: Expressionsanalyse von AXIN2 und EVI/WLS. Isolation aus peripheren 
mononukleären Zellen des Blutes von Patienten mit M. Crohn und Colitis ulcerosa. . N 
(CU) = 4, N (MC) = 10, N (Kontrolle) = 4. Freundliche Genehmigung der Kontrollgruppe 

durch Denzau-Graupner. Nicht signifikante Ergebnisse. 

Zuletzt wurden die Expressionen der Gene LEF1 und TCF12 ermittelt 

(Abbildung 10). LEF1 zeigte für CU-Patienten ein leicht erhöhtes 

Expressionslevel im Vergleich zu den Kontrollwerten von Denzau-Graupner. Im 

Gegensatz dazu war das Level bei MC-Patienten leicht erniedrigt. Die 

Expressionen für TCF12 wiesen bei beiden CED-Patienten ähnliche Werte auf. 

Im Vergleich mit den gesunden Kontrollprobanden von Denzau-Graupner waren 
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die Level für TCF12 bei ihnen um ein Siebenfaches höher. Beide Gene, für MC- 

als auch CU-Patienten, zeigten keine signifikanten Veränderungen. 
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Abbildung 10: Expressionsanalyse von LEF 1 und TCF 12. Isolation aus peripheren 
mononukleären Zellen des Blutes von Patienten mit M. Crohn und Colitis ulcerosa. 
N (CU) = 4, N (MC) = 3 (TCF12) bzw. 9 (LEF1), N (Kontrolle) = 4. Freundliche 
Genehmigung der Kontrollgruppe durch Denzau-Graupner. Nicht signifikante 
Ergebnisse. 

 Analyse der RNA-Sequenzierung 

Mittels der RNA-High-Sequenzierungsmethode wurde in dieser Arbeit die 

Genome von vier Patienten mit Colitis ulcerosa und drei Patienten mit M. Crohn 

bestimmt, um weitere Erkenntnisse über die Ursachen der Krankheiten zu 

erlangen. Die RNA-Sequenzierungsmethode ermöglicht die Erweiterung des 

Wissensstands in Bezug auf das gesamte Genom der Zelle, im Fall der 

vorliegenden Arbeit des Monozyts. Dies war allein mit der qRT-PCR-Methode in 

diesem Rahmen nicht möglich. Die Pathomechanismen der beiden Vertreter der 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen gelten als hoch komplex und sind 

bis heute in vielen Bereichen noch unverstanden. Sowohl dysfunktionale 

physikalische wie biologische Barrieren im Rahmen der primären Immunabwehr 

scheinen eine Rolle zu spielen (s. Kapitel 1.1. und 1.4.) als auch sekundäre 

Defizite im Zusammenspiel der einzelnen Immunzellen (s. Kapitel 1.2.4.). Zudem 

zeigt sich eine Verbindung zu Entstehungsmechanismen des kolorektalen 
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Karzinoms, da auch hier der Wnt-Signalweg zentral zu sein scheint (s. 

Kapitel 1.3.3.). 

In den zwei nachfolgenden Abbildungen (Abbildung 11 und 12) sind 

verschiedene wichtige Signalwege des menschlichen Körpers in Clustern 

dargestellt (via www.reactome.org). Hinter jedem Signalweg stehen Gene, die 

durch das Programm als jeweils zugehörig zum Signalweg definiert wurden. Die 

Gene, die in das Programm eingespeist wurden, sind jeweils signifikant für Colitis 

ulcerosa (Abbildung 11) oder M. Crohn (Abbildung 12). Für Colitis ulcerosa 

stellten sich 42 Gene als signifikant dar, für M. Crohn 58 Gene. Farblich markiert 

wurden in den Abbildungen die Signalwege, für die sich bei den beiden 

Patientengruppen Gene mit veränderten Genexpressionen fanden. Diese sind, 

je nach Anteil an der definierten Gengruppe, unterschiedlich stark gefärbt.  
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Abbildung 11: Überblick über signifikant (Gene mit Foldchange FC > 0,5 und   

FC < -0,5) veränderte Genexpressionen bei Colitis ulcerosa. Darstellung der 

gemessenen Gene in zusammengehörigen Gengruppen. Je mehr gemessene Gene zu 

einer Gengruppe gehören (in Prozent), desto dunkler das Gelb. Auswertung mittels 

REACTOME (Fabregat et al., 2017). 
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Abbildung 12: Überblick über signifikant (Gene mit Foldchange FC > 0,5 und  

FC < -0,5) veränderte Genexpressionen bei M. Crohn. Darstellung der gemessenen 

Gene in zusammengehörigen Gengruppen. Je mehr gemessene Gene zu einer 

Gengruppe gehören (in Prozent), desto dunkler das Gelb. Auswertung mittels 

REACTOME (Fabregat et al., 2017). 
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Die Tabellen in den folgenden Unterkapiteln zeigen eine Übersicht über die 

Genabschnitte, die für unterschiedliche Proteine kodieren und die bei den 

untersuchten Patienten in der RNA-High-Sequenzierung Veränderungen in ihrer 

Expression aufwiesen. Sie sind nach den Schwerpunkten Wnt-Signalweg, 

Entzündung und Kolon-Karzinogense zusammengefasst, da diese für chronisch 

entzündliche Darmerkrankungen in Bezug auf ihre Erkrankungsmechanismen 

besonders wichtig zu sein scheinen. Dabei gehören einige der Gene mehreren 

Schwerpunkten an, das heißt, sie spielen beispielsweise eine Rolle im Wnt-

Signalweg, der gleichzeitig auch in der Kolon-Karzinogenese von Bedeutung ist. 

Die Gene sind im Ergebnisteil deshalb teilweise mehrfach zugeteilt, werden im 

Diskussionskapitel jedoch ganzheitlich besprochen. Die Ergebnisse sind auf die 

Kontrollgruppe normiert. 

3.3.1. Genexpressionsanalyse im Rahmen des Wnt-Signalwegs 

Die in Kapitel 3.2. mittels RT-PCR bereits näher untersuchten Wnt-Gene 

(Tabelle 6) konnten mittels RNA-High Sequencing nicht erfasst werden. Auch die 

weiteren untersuchten Gene des Wnt-Signalwegs waren in ihrer Expression nur 

gering von der Kontrollgruppe abweichend und dementsprechend nicht 

signifikant (Tabelle 7). Dies traf für CU- und MC-Patienten zu. Eine leicht erhöhte 

Expression für beide Patientengruppen zeigte sich bei APC und PORCN. Zudem 

ließ sich bei CU-Patienten allein ein erhöhtes, jedoch nicht signifikantes 

Expressionslevel für Frizzled 5 (FZD5) beobachten. Des Weiteren waren die 

Expressionen von MC-Patienten für LEF1, TCF4 und TCF12 leicht erniedrigt. 

TCF3 hingegen zeigte sich eher mit einer Tendenz nach oben. 
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Tabelle 6: Genexpressionsanalyse für Wnt-Liganden im Rahmen der Wnt-

Signalwegs von Patienten mit Colitis ulcerosa (CU) und M. Crohn (MC). Isolation 

aus peripheren mononukleären Zellen aus Blut. Analyse der Zellen mittels RNA-

Sequenzierung. Aufzeigen von erhöhten (rot) bzw. erniedrigten (blau) Expressionen im 

Vergleich zur Kontrollgruppe. NA (non available) = nicht erfasst. Signifikant bei 

log2(Foldchange) bzw. log2 (FC) > 0,5 und log2 (FC) < - 0,5 und FDR < 0,05. N (MC) = 3, 

N (CU) = 4, N (Kontrollgruppe) = 4. 

Wnt Gene 

Patienten  

log2 (FC) 

  CU MC 

WNT1 NA NA 

WNT2 NA NA 

WNT3 NA NA 

WNT3A NA NA 

WNT9B NA NA 

 

Tabelle 7: Genexpressionsanalyse für weitere Gene im Rahmen des Wnt-

Signalwegs von Patienten mit Colitis ulcerosa (CU) und M. Crohn (MC). Isolation 

aus peripheren mononukleären Zellen aus Blut. Analyse der Zellen mittels RNA-

Sequenzierung. Gezeigt werden erhöhte (rot) bzw. erniedrigte (blau) Expressionen im 

Vergleich zur Kontrollgruppe. NA (non available) = nicht erfasst. Signifikant bei 

log2(Foldchange) bzw. log2 (FC) > 0,5 und log2 (FC) < - 0,5 und FDR < 0,05. N (MC) = 3, 

N (CU) = 4, N (Kontrollgruppe) = 4. Werte in Kursiv bei modifiziertem FC (FDR) nicht 

mehr signifikant. 

Wnt- 

Signalweg 

Patienten  

log2 (FC) 

  CU MC 

EVI/WLS -0,1 0,0 

FZD5 0,5 -0,1 

LRP6 -0,1 -0,1 

AXIN2 NA NA 

LEF1 0,0 - 0,1 

TCF12 0,1 -0,4 
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Dennoch ließen sich weitere Gene auffinden, die Teil des Wnt-Signalwegs waren 

und sowohl bei Patienten mit Colitis ulcerosa als auch bei Patienten mit M. Crohn 

Veränderungen in ihrer Genexpression aufwiesen (Tabelle 8). CTBP2, RAP2A, 

PPP2R5A und TPRG1L wiesen bei MC-Patienten signifikant erniedrigte 

Expressionslevel auf. Diese Gene zeigten bei CU-Patienten fast keine 

Veränderungen der Genexpression. JADE1 fiel bei MC-Patienten ebenfalls 

erniedrigt auf. CU-Patienten zeigten ähnliche, jedoch nicht signifikante 

Veränderungen. 

LRP8 zeigte als Gen des Wnt-Signalwegs bei CU-Patienten eine erhöhte 

Genexpression auf. Dies schien spezifisch für diese Patientengruppe zu sein, da 

MC-Patienten so gut wie keine Veränderungen zur gesunden Kontrollgruppe 

aufwiesen. C1QA war hingegen für MC-Patienten mit einem Foldchange von 1,5 

signifikant erhöht. CU-Patienten wiesen nur eine leicht veränderte 

Genexpression auf. 

Tabelle 8: Genexpressionsanalyse für weitere Gene im Rahmen des Wnt-

Signalwegs von Patienten mit Colitis ulcerosa (CU) und M. Crohn (MC). Isolation 

aus peripheren mononukleären Zellen aus Blut. Analyse der Zellen mittels RNA-

Sequenzierung. Gezeigt werden erhöhte (rot) bzw. erniedrigte (blau) Expressionen im 

Vergleich zur Kontrollgruppe. Signifikant bei log2 (Foldchange) bzw. log2 (FC) > 0,5 und 

log2 (FC) < -0,5 und FDR < 0,05. N (MC) = 3, N (CU) = 4, N (Kontrollgruppe) = 4. Werte 

in Kursiv bei modifiziertem FC (FDR) nicht mehr signifikant. 

Weitere Patienten log2 (FC) 

Wnt-Signalweg-

Komponenten CU MC 

TCF3 -0,1 0,1 

TCF4 0,0 -0,4 

PORCN 0,2 0,2 

APC 0,4 0,4 

APCDD1 0,9 0,7 

C1QA 0,3 1,5 

LRP8 0,9 0,1 

VCAN 0,6 0,3 
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SDC2 0,0 1,3 

SDC4 1,2 1,0 

CCL2 -0,5 1,5 

JADE1 -0,6 -0,8 

ALDH1B1 -0,8 -0,6 

PACSIN2 0,0 -0,8 

CTBP2 -0,1 -0,8 

RAP2A 0,0 -0,7 

PPP2R5A -0,1 -0,7 

 

3.3.1.1. Zusammenfassung „Wnt-Signalweg” 

Die ursprünglich untersuchten Gene des Wnt-Signalwegs wurden in der RNA-

Sequenzierung nicht erfasst oder verändert aufgefunden. Dennoch gibt es 

weitere Gene, die verändert exprimiert beobachtet wurden. Für CU-Patienten 

zeigten sich erhöhte Expressionen für LRP8. Für MC-Patienten ergaben sich 

erniedrigte Expressionslevel für TCF4 und einige, weitere Gene des Wnt-

Signalwegs. 

3.3.2. Genexpressionsanalyse im Rahmen der Entzündung 

Der Name „Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen” impliziert bereits an 

sich, dass die Entzündung und damit das Immunsystem in großem Maße an den 

beiden Erkrankungen beiteiligt zu sein scheint. Da das Immunsystem aber 

ziemlich komplex ist, sollte untersucht werden, ob sich Veränderungen in der 

Genexpression in manchen Signalwegen stärker präsentieren als in anderen. In 

Tabelle 9 sind 31 Gene aufgelistet, die in Bezug auf das Immunsystem 

signifikante Veränderungen der Genexpression aufwiesen. Sie bezogen sich auf 

CU- und MC-Patienten, verglichen mit der Kontrollgruppe der Gesunden. 
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Tabelle 9: Genexpressionsanalyse für Gene im Rahmen der Entzündung von 

Patienten mit Colitis ulcerosa (CU) und M. Crohn (MC). Isolation aus peripheren 

mononukleären Zellen aus Blut. Analyse der Zellen mittels RNA-Sequenzierung. Gezeigt 

werden erhöhte (rot) bzw. erniedrigte (blau) Expressionen im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. Signifikant bei log2 (Foldchange) bzw. log2 (FC) > 0,5 und                         

log2 (FC) < -0,5 und FDR < 0,05. N (MC) = 3, N (CU) = 4, N (Kontrollgruppe) = 4. Werte 

in Kursiv bei modifiziertem FC (FDR) nicht mehr signifikant.  

Entzündung Patienten log2 (FC) 

  CU MC 

CCL2 -0,5 1,5 

CCL4 -1,0 -0,3 

FGD2 -1,0 -0,8 

FAM220A -0,4 -1,0 

MYCL -0,4 -1,1 

CLEC5A -0,5 -1,4 

SLC2A14 -1,6 -1,3 

IFIT2 -0,9 -0,1 

IFIT3 -1,1 0,0 

USP18 -1,1 -0,1 

RSAD2 -1,0 -0,5 

MX1 -0,9 -0,3 

IRF1 -0,6 -0,2 

TAGAP -0,9 0,1 

LY6E -0,9 -0,3 

MAVS 0,4 1,0 

TNFRSF9 -0,9 -0,4 

TNFRSF12A 0,7 1,6 

CCR1 0,2 0,7 

SDC2 0,0 1,3 

SDC4 1,2 1,0 

FCGR3A 0,1 1,1 

MAVS 0,4 1,0 

Selenok 0,0 0,6 
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S100A11 0,2 0,6 

C1QA 0,3 1,5 

PDE4D 0,8 0,7 

IGF2R 0,7 0,3 

STAB1 0,9 -0,1 

VSIG4 0,3 1,4 

CCR1 0,2 0,7 

 

Es fanden sich bei CU-Patienten 14 Gene, die im Vergleich zu denen der 

Kontrollgruppe eine signifikant veränderte Expression aufwiesen. Es fiel auf, 

dass der Großteil von ihnen, 10 Gene, eine erniedrigte Expression zeigte. Unter 

ihnen fanden sich Gene wie IFIT2, IFIT3, Mx1, TNFRSF9, IRF1, USP18 und 

RSAD2. Gene, die sich alle dem IFN I/II induzierten Signalweg zuordnen ließen 

(Ivashkiv and Donlin, 2014; Schoggins, 2014; Shin et al., 2019). Dieser führt bei 

Aktivierung über den JAK/STAT-Signalweg letztendlich zur Genexpression, unter 

anderem von „Interferon-induzierten Genen”, die im Körper für eine pro-

inflammatorische Immunantwort sorgen (Ivashkiv and Donlin, 2014). Für M. 

Crohn ließen sich ebenfalls Änderungen in der Genexpression nachweisen. 

Diese wiesen jedoch einen anderen Schwerpunkt auf als bei CU-Patienten. Die 

Gene, die eine Rolle im Interferon Typ I/II-Signalweg spielen und dessen 

Expression bei CU-Patienten signifikant erniedrigt waren, zeigten bei MC-

Patienten nur eine geringe bis unveränderte Abweichung der Expression im 

Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Dafür fiel MAVS auf, ein weiteres Gen 

dieses Signalwegs, das sich in seiner Expression bei MC-Patienten erhöht 

zeigte. Es fanden sich jedoch auch Gene wie MYCL und FAM220A, die bei MC-

Patienten erniedrigte Expressionen aufwiesen. 

Ein weiteres Gen, welches bei Patienten mit Colitis ulcerosa eine niedrige 

Expression zeigte, ist SLC2A14. Für diese Patientengruppe war SLC2A14 sogar 

die signifikant am stärksten ausgeprägte Veränderung der Expression. Das Gen 

kodiert für den Glucosetransporter GLUT3, welcher Glucose und Fructose, aber 

auch eine Form von Vitamin C in die Zellen transportiert (Rivas et al., 2008). 
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Interessant ist, dass auch bei M. Crohn eine erniedrigte Expression für das Gen 

SLC2A14 zu beobachten war. Sie war nicht ganz so niedrig wie die Expression 

von SLC2A14 bei CU-Patienten, jedoch mit einer Foldchange von -1,3 ebenfalls 

eindeutig signifikant.  

Des Weiteren ließ sich für das Gen CCL4 bei CU-Patienten, im Vergleich zur 

gesunden Kontrollgruppe, eine niedrige Expression feststellen. Das 

dazugehörige Protein ist ein Zytokin und durch seine chemokinen und 

inflammatorischen Funktionen wichtig für die Immunantwort. CCL2 als weiteres 

Zytokin zeigte ebenfalls eine niedrige Expression, jedoch nicht so stark wie 

CCL4. Für MC-Patienten ließen sich andere Expressionen beobachten. CCL2 

wies beispielsweise eine erhöhte Expression mit einem Foldchange von 1,5 auf. 

Leicht erniedrigt bei Patienten mit CU, zeigten MC-Patienten mit der erhöhten 

Expression von CCL2 dazu einen deutlichen Gegensatz.  

Insgesamt dominierten bei den untersuchten, signifikanten Genen für MC-

Patienten – mit 13 von 17 – Gene mit erhöhter Expression. Dazu gehörten 

beispielsweise die zwei Syndecane SDC2 und SDC4. SDC2 stellte sich bei MC-

Patienten mit einem Foldchange von 1,3 signifikant erhöht dar bei gleichzeitig 

fehlender Genexpressionsveränderung bei CU-Patienten. SDC4 hingegen fiel 

mit einem Foldchange von 1,2 bei CU-Patienten mit einem erhöhten 

Expressionslevel auf. MC-Patienten zeigten ebenfalls eine erhöhte Expression, 

jedoch nicht signifikant.   

3.3.2.1. Zusammenfassung „Entzündung” 

In der RNA-Sequenzierung wurden zahlreiche Gene mit veränderter Expression 

beobachtet, die eine wichtige Rolle während einer Entzündung spielen. Gerade 

CU-Patienten zeigten viele Gene mit erniedrigten Expressionen, die dem 

Interferon-Signalweg angehören. Ein wichtiges Gen ist hier beispielsweise      

IRF-1. Zudem zeigten sich Veränderungen in Bezug auf die Gengruppe der 

Syndecane, die gegensätzliche Expressionen im Vergleich der beiden CED-

Erkrankungen aufwiesen. Ebenso zeigten sich Unterschiede in Bezug auf die 

Chemokinrezeptoren, bei denen sich je nach Rezeptor entweder bei MC oder CU 

erhöhte Expressionen beobachten ließen. 
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3.3.3. Genexpressionsanalyse im Rahmen der Kolon-Karzinogenese 

Die Genanalyse bei Patienten mit Colitis ulcerosa und M. Crohn zeigte zudem 

einige Veränderungen der Expression bei Genen, die sich dem Bereich 

Karzinogenese im Kolon zuordnen lassen (Tabelle 10). Da für beide 

Patientengruppen ein erhöhtes Risiko für die Entstehung von Karzinomen zu 

bestehen scheint (Canavan et al., 2006; Eaden et al., 2001; Freeman, 2008), war 

es interessant herauszufinden, ob sich dieses Risiko auch in der Genanalyse 

widerspiegelt. Monozyten werden durch Sekretion von Botenstoffen durch 

Tumorzellen zum Tumor gerufen und zu seinen Gunsten in ihrer Genexpression 

verändert (Mantovani et al., 1992). Diesbezüglich ging es unter anderem auch 

um Gene, die speziell eine Verbindung zum Colitis-assoziierten Kolon-CA 

aufwiesen. Es fanden sich 17 Gene zum Thema Kolon-Karzinogenese. 

Tabelle 10: Genexpressionsanalyse für Gene im Rahmen der Kolon-

Karzinogenese von Patienten mit Colitis ulcerosa (CU) und M. Crohn (MC). 

Isolation aus peripheren mononukleären Zellen aus Blut. Analyse der Zellen mittels 

RNA-Sequenzierung. Gezeigt werden erhöhte (rot) bzw. erniedrigte (blau) 

Expressionen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Signifikant bei log2 (Foldchange) bzw. 

log2 (FC) > 0,5 und log2 (FC) < - 0,5 und FDR < 0,05. N (MC) = 3, N (CU) = 4,              

N (Kontrollgruppe) = 4. Werte in Kursiv bei modifiziertem FC (FDR) nicht mehr 

signifikant. 

Kolon- Patienten log2 (FC) 

Karzinogenese CU MC 

APCDD1 0,9 0,7 

ABHD2 0,7 0,2 

MLH3 0,7 0,1 

SAT1 0,1 1,0 

SLC6A6 0,6 0,7 

S100P 0,3 1,1 

S100A11 0,2 0,6 

TNFRSF12A 0,7 1,6 

TNFRSF9 -0,9 -0,4 

ALDH1B1 -0,8 -0,6 

TTC9 -1,0 -0,7 
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MYCL -0,4 -1,1 

ST6GAL1 -0,6 -0,7 

IFIT2 -0,9 -0,1 

IFIT3 -1,1 0,0 

RBM38 0,0 -0,8 

ZNF652 -0,1 -0,7 

 

Ein Gen, für das eine erhöhte Expression beobachtet werden konnte, war 

APCDD1. Dies traf für beide Patientengrupen zu. Im Vergleich zu CU-Patienten 

war diese Erhöhung bei Zuhilfenahme des modifizierten FDR bei MC-Patienten 

jedoch nicht mehr signifikant. APCDD1 wurde bereits in seiner Funktion als 

direktes Zielgen des Wnt-Signalwegs beschrieben, dem eine bedeutende Rolle 

in der Entstehung von Kolon-CA beigemessen wird (Takahashi et al., 2002). 

Für das Gen ALDH1B1 konnte für beide Patientengruppen eine erniedriegte 

Expression beobachtet werden. Dies war jedoch nur für CU-Patienten signifikant. 

ALDH1B1, physiologisch in der Kryptenbasis vorkommend und auch in Kolon-

CA-Zellen gemessen, scheint durch Modulation des Wnt-Signalwegs und 

weiteren Signalwegen zur Entstehung des Kolon-CA beizutragen (Singh et al., 

2015). Zudem wurde ALDH1B1 als valider, neuer immunhistologischer Marker 

für CRC bestimmt (Matsumoto et al., 2017). 

Auch Tumornekrosefaktor-Rezeptoren scheinen eine Rolle im Rahmen der 

Genexpressionsanalyse der chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen zu 

spielen. Sowohl bei MC- als auch bei CU-Patienten zeigten sich signifikante 

Veränderungen. TNFRSF9 beispielsweise wies für CU-Patienten mit einer 

Foldchange von -0,9 eine deutlich erniedrigte Expression auf. MC-Patienten 

zeigten eine ähnliche Darstellung, jedoch in abgeschwächter und deshalb nicht 

signifikanter Form. In deutlichem Kontrast dazu präsentierte sich das Gen 

TNFRSF12A. Für beide Patientengruppen ließen sich erhöhte 

Genexpressionenslevel beobachten. Alleinig für MC-Patienten war dies mit einer 

Foldchange von 1,6 jedoch signifikant.  
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Des Weiteren zeigten sich bei beiden Patientengruppen erhöhte Expressionen 

für das Gen SLC6A6 – kodierend für einen Taurin-Transporter –, welches an 

Signalwegen beteiligt sein soll, die das Überleben der Zelle sichern. Das Gen 

wurde bereits erhöht in kolorektalen Zellen gemessen (Yasunaga and 

Matsumura, 2014). In den Messungen dieser Arbeit waren die Expressionen nur 

für CU-Patienten signifikant verändert. 

Für die Gene IFIT2 und IFIT3, wie in Kapitiel 3.3.2. bereits erwähnt, konnten für 

CU-Patienten niedrigere Expressionen als in der Kontrollgruppe festgestellt 

werden. Neben ihrer Verantwortung im Interferon-Signalweg werden die zwei 

Gene auch durch den Wnt-Signalweg mitbeeinflusst (Ohsugi et al., 2017). 

Für MC-Patienten ließen sich signifikante Veränderungen für die Gene S100P 

und S100A11 beobachten. Beide zeigten erhöhte Expressionslevel im Vergleich 

zu nur leicht erhöhten Expressionen bei CU-Patienten. Vertreter der S100-

Familie sind in entzündliche und proliferative Prozesse des Darms involviert und 

werden, speziell S100P, als prognostische Marker für das kolorektale Karzinom 

gehandelt (Ichikawa et al., 2011; Moravkova et al., 2016; Wang et al., 2012). 

3.3.3.1. Zusammenfassung „Kolon-Karzinogenese” 

Es wurden einige Gene gefunden, die auch im Rahmen des Wnt-Signalwegs 

bei Veränderung ihrer Expression zur Entstehung eines Kolonkarzinoms 

beitragen könnten. Darunter befinden sich IFIT2 und IFIT3 als auch APCDD1 

oder Gene der S100-Familie. Die Gene zeigten sowohl niedrigere als auch 

höhere Expressionen.  
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4 Diskussion 

Diese Arbeit wurde durchgeführt, um weitere Unterschiede zwischen Colitis 

ulcerosa und M. Crohn festzustellen und dadurch beide Erkrankungen besser 

voneinander abgrenzen zu können. Die präsentierten Ergebnisse zeigen einmal 

mehr, dass die zwei chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen Colitis ulcerosa 

und M. Crohn zwar klinisch ähnliche Symptome aufzeigen, in ihren Ursachen 

jedoch durch weitreichend unterschiedliche Defizite geprägt sind. Beide 

Erkrankungen zeichnen sich durch eine hohe Komplexität aus, was durch diese 

Arbeit verdeutlicht werden konnte. 

In den folgenden Kapiteln werden die Verteilungsmuster von Monozyten und 

Dendritischen Zellen näher analysiert. Zudem werden die Ergebnisse der qRT-

PCR näher diskutiert und in den Kontext des heutigen Wissensstandes 

eingeordnet. Zuletzt wird versucht, anhand der RNA-Sequenzierung Aufschlüsse 

über einige Veränderungen der Genexpressionen bei klassischen Monozyten 

von CED-Patienten zu geben und neue Hypothesen zu generieren. 

 Analyse des Verteilungsmusters bei Monozyten 

und Dendritischen Zellen 

Der in Courths et al. Arbeit festgestellte Einfluss von Monozyten des Blutes bei 

MC-Patienten auf die Defensinproduktion führte zu einer näheren Untersuchung 

des Verteilungsmusters dieser Monozyten bei MC-Patienten in weiteren 

Vorarbeiten (Courth et al., 2015). CU-Patienten wiesen in vorangegangenen 

Studien zwar keine eingeschränkte Defensinproduktion auf, zeigten jedoch 

ähnliche klinische Symptome (Podolsky, 2002). Dies könnte darauf deuten, dass 

möglicherweise höher geschaltene Regulationsmechanismen ähnliche Defizite 

haben könnten. Des Weiteren sind Dendritische Zellen durch ihre 

Antigenpräsentation maßgeblich an der Immunreaktion gegen Pathogene 

beteiligt. Da die Pathogene im Darmepithel bei CED-Erkrankungen erhöht sind, 

müssten die Dendritischen Zellen ebenfalls mit Veränderungen auf diesen 

Umstand reagieren (s. Kapitel 1.4.). In dieser Arbeit sollte deshalb das 
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Verteilungsmuster von Monozyten und Dendritischen Zellen bei CU-Patienten 

auf ihre Subtypen hin näher analysiert werden. Zusätzlich wurden weitere MC-

Patienten rekrutiert, um direkte Vergleiche zwischen den beiden Erkrankungen 

ziehen zu können. Die Untersuchung der Verteilungsmuster erfolgte gemäß der 

Einteilung von Ziegler-Heitbrock mittels FACS durch Zugabe der Antikörper 

CD14 und CD16 bzw. CD1c, CD11c, CD141 und CD303 (Ziegler-Heitbrock et 

al., 2010). Es ergaben sich im Vergleich zur Kontrollgruppe Veränderungen 

sowohl für CU- als auch MC-Patienten. Sowohl für Monozyten als auch für 

Dendritische Zellen traten im Vergleich zu ähnlichen bereits durchgeführten 

Studien unterschiedliche Prozentzahlen auf. Dies wurde auf unterschiedliche 

Methoden bzw. dem Einsatz anderer AK oder „Gates“-Strategien zurückgeführt. 

Die Ergebnisse des Verteilungsmusters von Monozyten des Blutes zeigten keine 

Signifikanzen. Sie ergänzen sich jedoch mit Ergebnissen früherer Arbeiten der 

Arbeitsgruppe, sodass eine Erhöhung der Probandenzahl die gewünschten 

Signifikanzen liefern könnte.  

Im Gegensatz zu den Monozyten konnten für Dendritische Zellen signifikante 

Ergebnisse erreicht werden. Die Ergebnisse können als Grundlage für weitere 

Untersuchungen dienen. Beispielsweise könnten RNA-Sequenzierungen von 

DCs neue Erkenntnisse in Bezug auf genetische Veränderungen bei chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen bieten. 

4.1.1. Klassische Monozyten bei MC stärker vertreten als bei CU 

Beide Patientengruppen stellten analog zur Kontrollgruppe das stärkste 

Vorkommen in den klassischen Monozyten dar. Dies zeigte sich bereits bei 

Studien von Wong et al. und bestätigte damit ihre Ergebnisse (Wong et al., 2012). 

Für CU-Patienten sowie für MC-Patienten ließen sich im Vergleich zur 

Kontrollgruppe vermehrt klassische Monozyten beobachten. Am höchsten war 

dies für MC-Patienten zu verzeichnen. Die Erhöhung der klassischen Monozyten 

für beide Erkrankungen lässt sich nachvollziehen, wenn man ihre Funktion näher 

in Betracht zieht. Klassische Monozyten haben starke phagozytäre 

Eigenschaften. Zudem produzieren sie pro-inflammatorische Botenstoffe, wenn 
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sie auf bakterielle Bestandteile treffen (Gren and Grip, 2016). Bei CED-

Erkrankungen ist die Anzahl an pathogenen Keimen im Darmepithel durch die 

defekte Darmbarriere erhöht. Klassische Monozyten wandern - durch Chemokine 

gelockt - zum Ort der Entzündung und tragen durch die Produktion der 

Botenstoffe zu einer pro-inflammatorischen Umgebung bei, welche das 

Vorgehen gegen Pathogene erleichtert (Schultsz et al., 1999). Es ist 

nachvollziehbar, dass der Körper bei CED-Erkrankungen ein größeres Aufgebot 

an Monozyten bereit hält, um gegen die vermehrt auftretenden Mikroorganismen 

im Epithel vorgehen zu können. Der Unterschied zwischen CU-Patienten und 

MC-Patienten könnte mit verschiedenen Ursachen zu tun haben. Dabei könnten 

MC-Patienten zur Zeit der Blutentnahme im Mittel die stärkere Entzündung 

aufgewiesen haben. Um diese Möglichkeiten einordnen zu können, wäre eine 

Aufteilung nach Schweregraden der Entzündung hilfreich. Im Gegensatz zu den 

oben genannten Studien schienen Thiesen et al. im Vergleich zur Kontrollgruppe 

weniger klassische Monozyten bei MC zu finden und nahm an, dass diese 

vermehrt ins intestinale Epithel migrierten (Thiesen et al., 2014). Da jedoch beide 

CED-Erkrankungen in der vorliegenden Arbeit erhöhte Populationen für 

klassischen Monozyten aufwiesen, scheint ein größerer Speicher im Rahmen der 

Entzündung als wahrscheinlicher. 

Studien zeigten zudem, dass sowohl klassische als auch nicht-klassische 

Monozyten Anteil an der Aufrechterhaltung einer chronischen Entzündung haben 

könnten (Ingersoll et al., 2011). Eine Erhöhung dieser Zellpopulationen könnte 

diese These unterstützen. Weiterhin wäre es denkbar, in zukünftigen Studien 

darauf zu achten, die Patientengruppen in „akuter Schub” und „Erkrankung in 

Remission” zu unterteilen, um zu schauen, ob dies einen Einfluss auf das 

Verteilungsmuster der Monozyten des Blutes hätte. 

4.1.2. Intermediäre Monozyten bei CU und MC höher exprimiert als 

bei Kontrolle 

Leichte Erhöhungen konnten des Weiteren für intermediäre Monozyten 

(CD14+CD16+) beobachtet werden. Diese führen wichtige Aufgaben wie 

Antigenpräsentation und Produktion von Botenstoffen als Teil der Immunreaktion 
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des Körpers aus (Gren and Grip, 2016). Die Erhöhungen der CD16+-

Populationen bei MC-Patienten mit aktiver Entzündung konnten bereits bei Hanai 

et al. und bei Koch et al. festgestellt werden (Hanai et al., 2008; Koch et al., 2010). 

Hanai et al. verzeichneten auch für CU-Patienten mit aktiver Entzündung eine 

leichte Erhöhung im Vergleich zu CU-Patienten in Remission. Bei beiden Studien 

wurde jedoch noch nicht zwischen intermediären und nicht-klassischen 

Monozyten unterschieden. Erste Unterscheidungen dahingehend erfolgten durch 

Grip et al. (Grip et al., 2007). Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe unterschieden 

bei MC-Patienten ebenfalls zwischen den drei Monozytensubtypen und kamen in 

Bezug auf die intermediären Monozyten auf ähnliche Ergebnisse wie die in der 

vorliegenden Arbeit. Dabei wurde für intermediäre Monozyten ebenso ein leichter 

Anstieg beobachtet. Die im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigten nicht-

klassischen Monozyten konnten durch die neu gewonnenen Daten dieser Arbeit 

jedoch nicht bestätigt werden. Um diesbezüglich Klarheit zu gewinnen, wäre eine 

Erhöhung der Probandenzahl wichtig, um Ausreißer in der Gesamtheit 

relativieren zu können. 

4.1.3. Dendritische Zellen bei CU niedriger exprimiert als bei MC 

Dendritische Zellen kommen in PBMCs bereits in gesunden Menschen sehr 

gering vor. Sowohl bei CU- als auch bei MC-Patienten konnte in der vorliegenden 

Arbeit zusätzlich ein Abfall der Zellpopulationen festgestellt werden. Dies 

bestätigt die Ergebnisse von Baumgart et al. (Baumgart, 2005). Dabei konnten 

für pDCs und CD141+ DCs stärkere Reduktionen beobachtet werden als für 

CD1c+ DCs. Dieser Unterschied zwischen den DC-Subpopulationen ist, soweit 

ersichtlich, neu. Es ist auf Grund der niedrigen Werte nicht verwunderlich, dass 

bisherige Studien über Dendritische Zellen bei CED-Erkrankungen rar sind.  

Einige Studien haben sich mit der Aktivität der Dendritischen Zellen bei CED-

Erkrankungen im Blut beschäftigt. Sie kommen alle zu dem Ergebnis, dass DCs 

des Blutes bei CED-Patienten eine hohe funktionelle Kapazität besitzen und 

Zytokine in erhöhtem Maße ausschütten, bei CU-Patienten teilweise höher als 

bei MC-Patienten (Hart et al., 2005; Ikeda et al., 2001; Murakami et al., 2002). Es 

scheint, dass Dendritische Zellen bei Patienten mit einer CED-Erkrankung 
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geringer, jedoch aktiver sind als DCs bei gesunden Menschen – möglicherweise 

aus kompensatorischen Gründen. Des Weiteren wurden DCs in der Mucosa des 

Darms bei beiden Erkrankungen als erhöht beschrieben (Bernardo et al., 2018; 

Middel, 2006; Murakami et al., 2002). Ebenso zeigte sich ein erniedrigtes 

Auftreten des CD103+-Subtyps (Magnusson et al., 2016). 

Grundsätzlich wird angenommen, dass die Verteilung von DCs ins Gewebe unter 

anderem durch den Rezeptor TLR-2 reguliert wird (Silva, 2009). An diesen lagern 

sich Komponenten der Mikrobiota an (Silva, 2009). Neben der Verteilung ins 

Gewebe wird bei höherem Verbrauch so zudem für Nachschub der DCs gesorgt 

(Pasquevich et al., 2015). Auch die Bildung von Monozyten wird über TLRs 

reguliert. Dies scheint auf Kosten der Bildung von Dendritischen Zellen zu gehen. 

So zeigten sich erniedrigte Vorläuferzellen von DCs bei systemischen 

grampositiven wie gramnegativen Infektionen bei gleichzeitig erhöhten direkten 

Vorläufern von Monozyten (Pasquevich et al., 2015). Diese Überlegung deckt 

sich auch mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Die Dendritischen Zellen 

im Blut könnten deshalb erniedrigt sein, weil es einen Mehrbedarf an allen drei 

Monozytensubtypen gibt. Die Produktion an Dendritischen Zellen im 

Knochenmark wird vernachlässigt. Punktionen des Knochenmarks könnten 

dahingehend neue Informationen bringen. 

 Analyse der Gene des Wnt-Signalwegs via qRT-

PCR in klassischen Monozyten 

Wnt ist ein entscheidender Faktor in der Balance zwischen Proliferation und 

Differenzierung der spezialisierten Epithelzellen im Darm (van der Flier and 

Clevers, 2009). Gerade in der Differenzierung von Panethzellen konnte bereits 

gezeigt werden, dass bei Einschränkungen des Wnt-Signalwegs Defizite in der 

Panethzelldifferenzierung erfolgten. Zudem produzierten die Panethzellen 

weniger Defensine als die gesunde Vergleichsgruppe. 

Monozyten von gesunden Probanden konnten von Courth et al. in MC-Patienten 

bereits als Aktivator des Wnt-Signalwegs in Panethzellen ausgemacht werden 

(Courth et al., 2015). Vorarbeiten zeigten des Weiteren, dass der Wnt-Signalweg 
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in Monozyten von MC-Patienten – speziell klassischen Monozyten – 

Veränderungen aufweist. 

In dieser Hinsicht sollte untersucht werden, inwiefern CU-Patienten 

Veränderungen in der Transkription der Wnt-Liganden und weiteren 

Komponenten des Wnt-Signalwegs aufweisen.  

4.2.1. Bedeutung des Wnt-Signalwegs in klassischen Monozyten bei 

CU-Patienten 

Im direkten Vergleich der Genexpressionen von klassischen Monozyten bei CU- 

und MC-Patienten zur Kontrolle zeigten sich bei CU-Patienten alle erfassten Wnt-

Liganden außer Wnt9B erhöht. Auch wenn die Ergebnisse nicht signifikant 

waren, ergänzen sie doch Studien, die in Kolonbiopsien bei CU-Patienten den 

Wnt-Signalweg induziert sahen (Soletti et al., 2013; You et al., 2008). 

Dementsprechend besteht die Vermutung, dass Monozyten im Blut einen ähnlich 

aktivierten Wnt-Signalweg haben wie das Kolonepithel. Die Ergebnisse tragen 

ebenfalls zu der Hypothese dieser Arbeit bei, dass die Einschränkungen, die 

bisher für die Genexpression von Wnt-Liganden bei MC-Patienten gezeigt 

werden konnten, spezifisch für diese Erkrankung ist und bei CU-Patienten nicht 

oder vielmehr gegenteilig vorgefunden werden kann. 

Neben den Wnt-Liganden ließen sich zudem Veränderungen für weitere Gene 

des Wnt-Signalwegs beobachten.  

Das Gen FZD5 zeigte sich erniedrigt. Dies wurde bereits in Kolonbiopsien bei 

You et al. beobachtet (You et al., 2008). Im Gegensatz dazu konnten für LRP6 

erhöhte Genexpressionen gemessen werden. Da FZD5 und LRP6 unmittelbar 

zusammenarbeiten, um eine Wnt-Liganden-Anlagerung zu ermöglichen, könnte 

diese Erhöhung auch als Kompensation für die niedrigen FZD5-Werte zu werten 

sein. 

Des Weiteren konnten niedrige Expressionslevel für AXIN2 gemessen werden. 

Als Inhibitor des Wnt-Signalwegs im Rahmen einer negativen Feedbackschleife 

könnten niedrige Messwerte auf Grund fehlender Rückkopplung einen aktivierten 
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Wnt-Signalweg ermöglichen (Jho et al., 2002). AXIN2 ist streng reguliert, sowohl 

auf transkriptioneller und translationaler Ebene als auch im Rahmen der 

Proteinstabilität (Hughes and Brady, 2006). Es wäre natürlich denkbar, dass 

andere Regulatoren für die Reduktion verantwortlich sein könnten. 

Zuletzt zeigten sich erhöhte Messungen für TCF12 und tendenziell auch für 

LEF1, welche beide als Teil des Transkriptionskomplexes für das Ablesen der 

Wnt-induzierten Gene verantwortlich sind. Dies würde oben formulierte Annahme 

des aktivierten Wnt-Signalwegs weiterhin unterstützen.  

Wenn klassiche Monozyten nicht nur in Panethzellen (MC-Patienten), sondern 

auch in Epithelzellen des Kolons einen Einfluss auf den Wnt-Signalweg und damit 

auf die dortige Defensinproduktion hätten, dann könnte ein bei CU-Patienten 

gezeigter, aktivierter Wnt-Signalweg auch eine Kompensationsreaktion auf die 

dortige reduzierte Mucinschicht bedeuten (Courth et al., 2015). 

4.2.2. Bedeutung des Wnt-Signalwegs in klassischen Monozyten bei 

MC-Patienten 

In den untersuchten MC-Patienten wurde in der vorliegenden Arbeit ähnliche 

(Wnt3) bis teils leicht erhöhte Werte (Wnt2, Wnt3A) beobachtet. Wnt9B zeigte 

erniedrigte Expressionslevel an. Bei Courth et al. fanden sich reduzierte Werte 

für die beschriebenen Wnt-Liganden (Courth et al., 2015). Die Differenzen zu den 

Ergebnissen von Courth et al. könnten auf unterschiedliche Kohorten 

zurückzuführen sein. Courth et al. nutzten ileale MC-Proben, während es in der 

vorliegenden Arbeit keine Unterscheidungen in Bezug auf die Klassifikation gab. 

Das Gen FZD5 stellte sich in seiner Expression leicht erniedrigt dar. Dies kann 

mit dazu beitragen, dass die Kaskade des Wnt-Signalwegs nur in reduzierter 

Form durchlaufen werden kann. Folglich würden – wie bei M. Crohn bereits 

gemessen – weniger Defensine in den Panethzellen produziert. Erniedrigte 

FZD5-Expressionen ließen sich bereits bei früheren Untersuchungen von MC-

Patienten beobachten (Courth et al., 2015).  
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Das Gen EVI/WLS zeigte bei MC-Patienten im Vergleich zur Kontrolle erhöhte 

Expressionslevel. Dies ergänzt sich mit den Ergebnissen für MC-Patienten aus 

Vorarbeiten. Courth et al. hatten im Vergleich dazu geringere Genexpressionen 

als die Kontrolle (Courth et al., 2015). EVI wird aus Vesikeln ausgeschüttet und 

sorgt für einen Transport von Wnt in der Wnt-produzierenden als auch der Wnt-

empfangenden Zelle (Korkut et al., 2009).  

Des Weiteren ließen sich leicht erniedrigte Werte für die Expressionen von Axin2 

feststellen. AXIN2 bindet β-Catenin bei Abwesenheit von Wnt. Niedrige Level von 

AXIN2 tragen vermutlich zu einer weniger stark ausgeprägten Bildung des 

destruction complex bei. β-Catenin hätte folglich größere Chancen, zu 

akkumulieren. Zudem wirkt AXIN2 negativ auf den Wnt-Signalweg (Jho et al., 

2002). Eine niedrige Expression führt vermutlich zu einem aktiveren Signalweg. 

Die geringere Expression von AXIN2 zeichnete sich auch in Vorarbeiten der 

Arbeitsgruppe ab. 

Zuletzt wurden erhöhte Expressionslevel für TCF12 gemessen, welche sich 

genauso hoch darstellen ließen wie bei CU-Patienten. Erhöhte Level an 

Transkriptionsfaktoren sind an erhöhten Transkriptionen von Zielgenen beteiligt.  

Die zuletzt aufgeführten Komponenten des Wnt-Signalwegs (EVI/WLS, AXIN2 

und TCF12) zeichneten sich durch Genexpressionen aus, die eher zu einem 

aktiveren als einem eingeschränkten Wnt-Signalweg beitragen. Es ist möglich, 

dass bei MC-Patienten – vermutlich eher bei Patienten mit ilealer Beteiligung – 

letzten Endes einzig die Wnt-Liganden niedrigere Expressionslevel im Vergleich 

zu den Kontrollprobanden aufweisen (Courth et al., 2015). Die weiteren 

Komponenten des Signalwegs zeigten in der vorliegenden Arbeit teils erhöhte 

Expressionen, eine Kompensation wäre denkbar. 
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 Einfluss der klassischen Monozyten bei Patienten 

mit CED – Generierung weiterer Hypothesen 

4.3.1. Bekannte Gene des Wnt-Signalwegs nicht erfasst oder 

unverändert 

In der RNA-Sequenzierung wurden die Wnt  ene und weitere Gene des Wnt-

Signalwegs im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht exprimiert gemessen oder in 

der Analyse nicht erfasst. Dies traf für beide Patientengruppen zu. Damit konnte 

die Hypothese, dass der Wnt-Signalweg in Monozyten bei CU-Patienten nicht 

beinträchtigt ist und diesbezüglich keinen veränderten Einfluss auf die Produktion 

der Defensine ausübt, im Rahmen der RNA-Sequenzierung auf den ersten Blick 

nicht angewandt werden. Ein möglicher Grund für die unterschiedlichen 

Ergebnisse könnten die verschiedenen Methoden zur Nutzung der mRNA sein. 

In der qRT-PCR werden die Gene aus ihrer Zellrealität herausgenommen und 

vervielfältigt. Da jedes Gen gleich viele PCR-Zyklen durchläuft, bleibt die Relation 

untereinander erhalten und die einzelnen Konzentrationen sind messbar. Wieder 

eingeordnet in die Summe aller messbaren Gene, wie dies bei der RNA-

Sequenzierung der Fall ist, können die Werte – beispielsweise für die Wnt-Gene 

– jedoch verschwindend gering sein und somit nicht erfassbar. Dies scheint in 

der vorliegenden Arbeit der Fall zu sein. Die in Kapitel 3.2. gemessenen 

Expressionen des Wnt-Signalwegs konnten mit Hilfe der RNA-Sequenzierung 

nicht reproduziert werden. Die RNA-Sequenzierung wurde zudem mit einer 

geringen Menge von 5 ng durchgeführt. Dadurch ist es möglich, dass nicht alle 

Gene erfasst wurden; vor allem, wenn ihre Expression in der Zelle gering ist. Dies 

erschwert Aussagen über die Genexpressionen der Komponenten des Wnt-

Signalwegs, die durch die RNA-Sequenzierungsmethode nicht erfasst wurden. 

Zudem können keine direkten Vergleiche zu den Ergebnissen durch die 

qualitativen qRT-PCR gezogen werden.  

Neben den Komponenten des Wnt-Signalwegs, die in der qualitativen qRT-PCR 

verändert, in der RNA-Sequenzierung jedoch unverändert exprimiert oder nicht 

erfasst wurden, wurden weitere, eindeutig veränderte Gene beobachtet, die 

ebenfalls dem Wnt-Signalweg zugeordnet werden konnten. Eine direkte 
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Bestätigung der Hypothese durch Verwendung der gleichen Gene ist nicht 

möglich, jedoch lassen sich durch die verwendeten Gene ebenso Aussagen über 

den Einfluss des Wnt-Signalwegs in Monoozyten bei CED gewinnen. 

4.3.2. Aktivierter Wnt-Signalweg in CU-Patienten? 

Die Hypothese dieser Arbeit war es, zu zeigen, dass der Wnt-Signalweg bei 

CU-Patienten nicht in der Form eingeschränkt vorzufinden ist wie dies bei MC-

Patienten bereits beschrieben wurde (Wehkamp et al., 2007). In 

Untersuchungen mittels PCR konnten dafür schon erste Hinweise gesammelt 

werden (s. Kapitel 4.2.1.). In der RNA-Sequenzierung fanden sich weitere 

Gene, die diese Hypothese unterstützen. Sie stärken zudem den Ansatz eines 

aktiveren Wnt-Signalweg in CU-Patienten, vermutlich im Rahmen einer 

Kompensation auf niedrige Mucinproduktionen.  

LRP8 als positiver Regulator des Wnt-Signalwegs zeigte sich in dieser Arbeit 

erhöht (Zhang et al., 2012). Das Gen ist ebenso wie LRP5/6 Teil der LDLR-

Familie (Kim et al., 1996), interagiert mit Wnt-Genen jedoch über andere 

Domänen (Zhang et al., 2012). Zhang et al. zeigten für Vorläuferzellen von 

Osteoblasten, dass LRP8 bei Wnt3A-Anlagerung durch eine Interaktion mit Axin 

zu einer Stabilisierung von β-Catenin führt und dadurch zur Differenzierung der 

Osteoblasten beiträgt (Zhang et al., 2012). Es ist gut möglich, dass LRP8 den 

Wnt-Signalweg in Monozyten bei CED-Erkrankungen auf ähnliche Weise fördert. 

Neben LRP8 als direkte Komponente des Wnt-Signalwegs zeigten auch direkte 

Zielgene des Signalwegs wie IFIT2 veränderte Expressionen. Ohsugi et al. 

zeigten 2017 beispielsweise, dass IFIT2 durch den Wnt-Signalweg 

herunterreguliert werden kann (Ohsugi et al., 2017). Dabei wurden bestimmte 

Reporter-Regionen von IFIT2 supprimiert. Zudem waren IFIT2 und IFIT3 bei 

Ausschaltung von β-Catenin erhöht (Ohsugi et al., 2017). Die Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeit zeigten erniedrigte Expressionen für IFIT2 und IFIT3. Dies 

untestützt die Überlegung, dass der Wnt-Signalweg in CU-Patienten stärker aktiv 

und die Expression von IFIT2 und IFIT3 dadurch reduziert ist.  
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Auch Versican zeigte sich in bereits durchgeführten Studien als Zielgen des Wnt-

Signalwegs. Rahmani et al. akkumulierten β-Catenin durch Inhibition von dessen 

Abbauenzyme und sahen eine vermehrte Transkriptionsaktivität von Versican. 

Zudem fanden sie direkte Bindungsstellen für TCF4 in der Promoterregion des 

Gens (Rahmani et al., 2005). 

Als weiteres Zielgen ließen sich erhöhte Messwerte für das Gen Adenomatosis 

polyposis coli downregulated 1 (APCDD1) beobachten. Positive Korrelationen 

mit der Transkriptionsaktivität des β-Catenin/ TCF4-Komplexes und 

Anlagerungsmöglichkeiten für diesen lassen APCDD1 als direktes Zielgen des 

Wnt-Signalwegs charakterisieren (Takahashi et al., 2002). Auf der anderen Seite 

interagiert APCDD1 an der Zelloberfläche auch mit Wnt3A und LRP5 und 

inhibiert den Wnt-Signalweg in Bezug auf die Entwicklung und Differenzierung 

von Neuronen (Shimomura et al., 2010). Es ist möglich, dass hier 

unterschiedliche Faktoren Einfluss auf das Gen APCDD1 ausüben, die 

zellspezifisch sind und entweder die induzierenden oder inhibierenden 

Fähigkeiten des Gens fördern. Zudem wirkt APCDD1 vermutlich in Form eines 

negativen Feedbacks (Shimomura et al., 2010). 

4.3.3. Eingeschränkter Wnt-Signalweg bei MC-Patienten trotz aktiven 

Wnt-Signalweg-Komponenten? 

Die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung zeigten ähnlich den PCR-Ergebnissen 

dieser Arbeit Messwerte, die auf den ersten Blick nicht unbedingt zu bereits 

durchgeführten Studien passten. Bisher wurde davon ausgegangen, dass der 

Wnt-Signalweg in MC-Patienten durch Einschränkungen im TCF- oder LRP6-

Gen vermutlich nicht in vollem Maße funktionsfähig ist (Beisner et al., 2014; 

Koslowski et al., 2012; Wehkamp et al., 2007). Dabei wurde jeweils Epithel des 

Dünn- bzw. Dickdarms untersucht, bei Kohorten mit iliealem und ileocolonalem 

M. Crohn. Zudem zeigten Courth et al. erniedrigte Wnt-Liganden in Monozyten 

von Patienten mit ilealem M. Crohn (Courth et al., 2015). 

In der RNA-Sequenzierung dieser Arbeit fielen in klassischen Monozyten bei 

MC-Patienten einige Gene auf, die in ihrer Expression einem eher aktivierten 
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als eingeschränkten Wnt-Signalweg entsprachen. Dazu gehörten die Gene 

JADE-1, CTBP2, PPP2R5A und RAP2A, die in ihrer physiologischen 

Konzentration den Wnt-Signalweg inhibierend regulieren (Chitalia et al., 2008; 

Hamada and Bienz, 2004; Park et al., 2013; Wang et al., 2018; Zhuang et al., 

2017). Die genannten Gene zeigten in dieser Arbeit in Monozyten bei MC-

Patienten erniedrigte Expressionen. Diese Reduktion der Wnt-Signalweg-

Inhibitoren könnte zu einer Aktivierung des Wnt-Signalwegs beitragen. 

Zudem zeigten sich erhöhte Messwerte für C1QA, eine Komponente des 

Serum-Komplement-Systems (Sina et al., 2018). Für C1QA konnte bereits 

gezeigt werden, dass es den Wnt-Signalweg durch Anlagerung an FZD-

Rezeptoren – unabhängig von weiteren Wnt-Liganden – aktivieren kann (Naito 

et al., 2012). 

Die mittels RNA-Sequenzierung gemessenen Werte für die Komponenten des 

Wnt-Signalwegs bei MC-Patienten unterstützen die PCR-Ergebnisse dieser 

Arbeit. Es zeigten sich auch hier Gene, die zu einem aktiveren Wnt-Signalweg 

beitragen.  

Wenn insgesamt davon ausgegangen wird, dass die Hypothese des 

eingeschränkten Wnt-Signalwegs bei MC-Patienten weiterhin stimmen mag, ist 

es möglich, dass eine unterschiedliche Gewichtung der Komponenten des Wnt-

Signalwegs für diese Diskrepanz der Ergebnisse verantwortlich ist. Demnach 

haben vermutlich Einschränkungen von TCF- oder LRP6-Genen als direkte 

Partizipatoren grundsätzlich einen stärkeren Einfluss auf einen funktionierenden 

Wnt-Signalweg als obengenannte Negativ-Regulatoren. Eine weitere Ursache 

könnte zudem eine zu schwache Kompensationseffizienz sein. Die niedrigen 

Expressionen der Negativ-Regulatoren wären hier ein Mittel des 

Immunsystems, die Einschränkungen der direkten Partizipatoren aufzufangen 

und abzumildern. Der Versuch wäre jedoch nicht ausreichend, um einen 

reduzierten Wnt-Signalweg zu kompensieren. Letzten Endes würden beide 

Möglichkeiten weiterhin zu einem reduzierten Wnt-Signalweg führen. 
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4.3.4. Ist IRF-1 in CED-Patienten für TH1/TH2-Unterschied 

mitverantwortlich? 

Patienten, die an M. Crohn erkrankt sind, reagieren bei Entzündungen mit einer 

TH1-Zell-Immunantwort, während CU-Patienten vor allem TH2-Zellen ausbilden 

(Bouma and Strober, 2003; Heller et al., 2002; Sartor, 2006; Shih et al., 2008). 

Die Analyse der Gene ergab eine mögliche Erklärung für diesen Unterschied in 

CED-Patienten. Das in der RNA-Sequenzierung entdeckte Gen IRF-1 wirkt 

während Entzündungen positiv regulierend auf das Zytokin IFN und führt dabei 

unter anderem zur Prägung von TH1-Zell-Reaktionen (Huber and Farrar, 2011; 

Liu et al., 2003; Lohoff et al., 1997; Ohteki et al., 1998). IL-4-Expressionen als 

wichtige Vertreter der TH2-Reaktionen werden durch IRF-1 indirekt unterdrückt 

(Elser et al., 2002). Das Fehlen von IRF-1 führt im Gegensatz dazu zu einer 

fehlenden Ausbildung von TH1-Zellen, jedoch einem physiologischen 

Vorkommen von TH2-Zellen (Taki et al., 1997). Dies stimmt mit der Situation 

bei CU-Patienten überein. Viele Studien beobachteten bei CU-Patienten eine 

vermehrte TH2-Antwort (Bouma and Strober, 2003; Heller et al., 2002). In der 

RNA-Sequenzierung dieser Arbeit wurde dazu passend bei dieser 

Patientengruppe eine erniedrigte Expression von IRF-1 gefunden. MC-

Patienten zeigten in der vorliegenden Arbeit eine unveränderte IRF-1-

Expression, die vermutlich reicht, um die Ausbildung von TH2-Zellen zu 

unterdrücken. Dementsprechend zeigte sich – wie schon in Studien 

beschrieben – vor allem eine TH1-Antwort (Sakuraba et al., 2009; Sartor, 2006; 

Shih et al., 2008). 

IRF-1 wird in dieser Arbeit von klassischen Monozyten exprimiert. Studien 

zeigten bereits, dass während einer Entzündung neben Makrophagen und DCs 

auch Monozyten des Blutes zum Lymphknoten und damit zum Ort der T-Zell-

Prägung migrierten (Geissmann et al., 2008; Palframan et al., 2001). Der 

genaue Einfluss von Monozyten auf die Differenzierung von TH-Zellen ist 

jedoch – soweit ersichtlich – noch nicht näher untersucht worden. Die 

unterschiedlichen Expressionen des Gens bei CU- und MC-Patienten und ihre 

Konsequenzen lassen vermuten, dass das Gen IRF-1 speziell in Monozyten 
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entscheidend mit an der Differenzierung der T-Zellen beteiligt ist. Das Gen wäre 

ein interessanter Ansatzpunkt für zukünftige Therapien. 

4.3.5. Monozyten des Blutes könnten zur Entstehung von CAC 

beitragen 

Die Analyse der Gene zeigte zuletzt, dass unter ihnen auch Gene zu finden 

waren, die in Studien bereits im Rahmen des Themas „Kolon-Karzinogenese“ 

näher untersucht wurden. Zu ihnen zählten die Gene IFIT2, IFIT3, S100P, 

S100A11 und APCDD1. Dabei wurden in dieser Arbeit erniedrigte Werte von 

IFIT2 und IFIT3 in Monozyten bei CU-Patienten festgestellt, erhöhte Werte von 

S100P und S100A11 bei MC-Patienten und ebenfalls erhöhte Expressionen für 

APCDD1 bei beiden Erkrankungen, wobei die Werte nur für CU-Patienten 

signifikant waren. Diese neuen Erkenntnisse, die aus der RNA-Sequenzierung 

für klassische Monozyten in CED-Erkrankungen hervorgingen, decken sich mit 

Veränderungen von Messwerten derselben exprimierten Gene in Kolon-CA-

Biopsien (Fuentes et al., 2007; Ohsugi et al., 2017; Takahashi et al., 2002). 

IFIT2 und IFIT3 sind Teil des Interferon-Signalwegs. IFIT2 ist neben seiner 

antiviralen Funktion wichtig für die Regulation der Zellproliferation und wirkt 

sowohl Apoptose- induzierend als auch Tumor-supprimierend (Critchley-Thorne 

et al., 2009; Stawowczyk et al., 2011; Zhou et al., 2013). IFIT3 sorgt in 

Monozyten durch Verstärkung von Inhibitoren für einen reduzierten Zellzyklus 

und damit ebenfalls für eine reduzierte Zellproliferation (Xiao et al., 2006). Eine 

Inhibition des Interferon-Signalwegs verhindert die Apoptose von Zellen bzw. 

fördert die Zellproliferation (Jia et al., 2017). Die bei CU-Patienten dieser Arbeit 

erniedrigt gemessenen Werte von IFIT2 und IFIT3 konnten durch Ohsugi et al. 

auch in Kolon-CA-Zellen nachgewiesen werden. Die niedrigen Expressionen 

führten zu anti-apoptotischen Eigenschaften (Ohsugi et al., 2017). Von außen 

zugeführtes IFIT2 konnte diese Eigenschaften rückgängig machen (Ohsugi et 

al., 2017).  

Die Wirkung von externem IFIT2 auf Kolon-CA-Epithelzellen konnte auch für die 

Proteine der S100-Familie beobachtet werden. Diese Proteine führen durch 
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Anlagerung an den receptor for advanced glycation end-products (RAGE) und 

indirekter Aktivierung von NF-κB zu Zellproliferation und -migration (Arumugam 

et al., 2004; Turovskaya et al., 2008). Neben erhöht gemessenen Expressionen 

von S100P und S100A11 in Kolon-CA-Biopsien (SW480-Zellen) konnten diese 

Proben auch durch Aktivierung von RAGE mittels exogenem S100P zu weiterer 

Proliferation und Migration angeregt werden (Cross et al., 2005; Fuentes et al., 

2007; Melle et al., 2006). Im Gegensatz dazu führte eine Blockade des RAGE-

Signalwegs im CAC-Mausmodell zu einer Reduktion der chronischen 

Entzündung und zu einer geringeren Tumorgenese. RAGE-/--Mäuse 

entwickelten zudem gar kein CAC (Turovskaya et al., 2008).  

Neben den Genen des IFN-Signalwegs und den Proteinen der S100-Familie 

zeigte auch APCDD1 durch erhöhte Genexpression ein ähnliches Bild, im Sinne 

der Förderung von Zellproliferation. Takahashi et al. zufolge fördert APCDD1 

das Wachstum von Krebszellen sowohl in vitro als auch in vivo (Takahashi et 

al., 2002). Es wird zudem diskutiert, ob das Gen in Kolon-CA-Zellen durch 

autokrine Selbststimulation oder durch exogene Sekretionen zu den Zellen 

gelangt, da APCDD1 sowohl kodierende Abschnitte zu Signalpeptiden als auch 

zu Transmembransegmenten aufwies (Takahashi et al., 2002). 

Insgesamt führten alle aufgeführten Gene in ihrer veränderten Expression in 

Kolon-CA-Zellen zu einer Stimulation der Zellproliferation. Da die Gene in 

dieser Arbeit bei CED-Patienten, teils bei CU-, teils bei MC-Patienten, in 

gleichen Maßen veränderte Expressionen zeigten, könnten sie mit dazu 

beitragen, dass das Risiko für eine erhöhte Zellproliferation und die Entwicklung 

eines CAC in CED-Patienten erhöht ist. Zudem zeigten alle Gene Anzeichen 

dafür, dass sie auch bei exogener Gabe regulierend auf die Kolon-CA-Zellen 

wirken konnten. In dieser Arbeit wurden die veränderten Gene in klassischen 

Monozyten des Blutes beobachtet. Sie könnten eine Quelle für die exogene 

Produktion der Gene darstellen und so Einfluss auf das Kolon-Epithel ausüben 

bzw. es regulieren. Welche Faktoren für die Sekretion der Gene in Monozyten 

ausschlaggebend sind und ob sie in einem direkten Zusammenhang zur 
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Konzentration in der Kolon-CA-Zelle stehen, könnte ein Schwerpunkt für 

weitere Untersuchungen sein. 

 Schlussfolgerungen und Ausblick 

Die Arbeit trägt zu der von vielen Studien bereits unterstützten Annahme, dass 

M. Crohn und Colitis ulcerosa unterschiedlichen Krankheitsmechanismen 

zugrunde liegen, bei. Schwerpunkte waren die Charakterisierung von 

Immunzellen des Blutes bei Colitis ulcerosa als auch der Vergleich zu den 

Ergebnissen bei M. Crohn. Die Analyse von Monozyten und Dendritischen Zellen 

zu Beginn zeigte dabei quantitative Unterschiede. Klassische Monozyten fielen 

bei beiden Erkrankungen höher aus als die Kontrollgruppe, jedoch 

unterschiedlich stark in ihrer Ausprägung. Auch die intermediären Monozyten 

zeigten bei beiden Patientengruppen stärkere Expressionen als ihre 

Kontrollgruppe. Beide Zellgruppen unterstützten mit ihrem erhöhten Vorkommen 

ihre wichtige Rolle in der Immunantwort bei CED-Patienten. Dendritische Zellen 

kamen bei beiden Patientengruppen, bei CU-Patienten noch weniger als bei MC-

Patienten in geringerer Häufigkeit vor als in ihrer Kontrollgruppe. Mit diesen 

Daten wird der Ansatz gestärkt, dass bei gleichen Vorläuferzellen Dendritische 

Zellen auf Grund eines Mehrbedarfs an Monozyten nachteilig differenziert 

werden. 

Mittels qRT-PCR kristallisierte sich bei CU-Patienten ein aktivierter Wnt-

Signalweg heraus. Sowohl Wnt-Liganden als auch Teile des Wnt-Signalwegs 

zeigten erhöhte Genexpressionen. Bei MC-Patienten war dies nicht ganz so 

eindeutig. Die klare Bestätigung vorangegangener Hypothesen blieb aus. Die 

Expressionen der Wnt-Liganden waren variabel verändert, der restliche Wnt-

Signalweg zeigte eher aktive Komponenten. Die RNA-Sequenzierung 

ermöglichte die Generierung von weiteren Hypothesen. Dabei konnte bei CU-

Patienten die Annahme des aktivierten Wnt-Signalwegs aus qRT-PCR-

Untersuchungen gestützt werden. Damit bestätigt sich die Hypothese dieser 

Arbeit: der Wnt-Signalweg in klassischen Monozyten bei CU-Patienten zeigt 

höchstwahrscheinlich keine Einschränkungen. Ein Nachweis der Spezifität dieser 
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Einschränkungen für MC-Patienten konnte diese Arbeit jedoch nicht bieten. Für 

MC-Patienten ergab die RNA-Sequenzierung neue Ansätze. Es fanden sich 

einige Modifikatoren des Wnt-Signalwegs, welche in ihrer veränderten 

Expression ebenfalls zu einem aktiven Wnt-Signalweg beitragen. Die RNA-

Sequenzierung zeigte mit der veränderten Expression von IRF-1 bei CU-

Patienten des Weiteren eine mögliche Ursache für die unterschiedliche 

Differenzierung von T-Helferzellen in CED-Erkrankungen. Zuletzt fanden sich in 

den klassischen Monozyten, teils bei CU-Patienten, teils bei MC-Patienten, 

veränderte Expressionen von Genen, die in ähnlicher Expression bereits in 

kolorektalen Krebszellen gemessen wurden (IFIT2, IFIT3, S100P, S100A11, 

APCDD1). Dass diese Gene, die bisher mit Tumorwachstum in Zusammenhang 

gebracht wurden, in klassischen Monozyten bei CED-Patienten exprimiert 

wurden, zeigt diese Arbeit – soweit ersichtlich – zum ersten Mal. Studien konnten 

bereits nachweisen, dass externe Expressionen dieser Gene ähnliche, 

zellproliferative Wirkungen auf das Kolonepithel erzielen wie endogene 

Produktionen. Mit den klassischen Monozyten präsentiert diese Arbeit erstmals 

eine mögliche Quelle für die externe Expression dieser Gene. Die 

Mukosaumgebung von Tumorzellen scheint zudem wichtig für die Entstehung 

und Erhaltung eines Tumors (Sanz-Pamplona et al., 2014). Eine nähere 

Betrachtung der Beteiligung von klassischen Monozyten an dieser Umgebung 

scheint mit den Erkenntnissen dieser Arbeit von nicht unbeachtlichem Interesse. 

Die Ergebnisse, die mittels FACS-Analyse, qRT-PCR und RNA-Sequenzierung 

neu herausgearbeitet werden konnten, sind im Rahmen chronisch-entzündlicher 

Darmerkrankungen – soweit ersichtlich – in dieser Arbeit erstmals aufgeführt. Die 

neuen Erkenntnisse bereichern die Wissenschaft und tragen dazu bei, die 

Komplexität der CED-Erkrankungen besser zu verstehen und mögliche, neue 

Therapieansätze weiter zu verfolgen. 
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5 Zusammenfassung 

Colitis ulcerosa und M. Crohn als Hauptvertreter der CED-Erkrankungen zeigen 

auf molekularer Ebene deutliche Unterschiede. Niedrige Mucinproduktionen in 

Becherzellen bei CU-Patienten stehen niedrigen Defensin-Produktionen in 

Panethzellen bei MC-Patienten gegenüber, wobei beide Barrierestörungen zu 

einem erhöhten Vorkommen an Bakterien im Darmepithel führen. Courth et al. 

stellten fest, dass der Wnt-Signalweg in Monozyten des Blutes bei Patienten mit 

M. Crohn Einschränkungen aufweist und die Panethzellen vermutlich dadurch 

weniger Defensine produzieren (Courth et al., 2015). Es stellt sich die Frage, 

inwiefern die Einschränkungen auch bei Colitis ulcerosa auftreten oder ob sich 

diese nur spezifisch für die Erkrankung M. Crohn darstellen. Dazu wurden 

Monozyten des Blutes bei Colitis ulcerosa charakterisiert und diese mit 

Ergebnissen für M. Crohn verglichen. In einem ersten Schritt wurden Monozyten 

und Dendritische Zellen des Blutes beider Patientengruppen auf ihr 

Verteilungsmuster hin untersucht, gefolgt von einer molekularen Analyse der 

Komponenten des Wnt-Signals via qRT-PCR, fokussiert auf klassische 

Monozyten. Es fiel auf, dass die drei Monozyten-Subpopulationen bei beiden 

CED-Erkrankungen erhöht vorkamen. Bei MC-Patienten zeigte sich diese 

Abweichung noch stärker als bei CU-Patienten. Im Gegensatz dazu waren alle 

Subpopulationen der Dendritischen Zellen erniedrigt, dieses Mal vor allem bei 

CU-Patienten. Da beide aus derselben Vorläuferzelle stammen, wird eine 

Differenzierung zugunsten der Monozyten vermutet. Die molekulare Analyse 

ergab Tendenzen, die bei CU-Patienten für einen aktiveren Wnt-Signalweg 

sprachen. Damit konnten Teile der Hypothese gestärkt werden. Die Analyse bei 

MC-Patienten zeigte nicht eindeutige Ergebnisse, sodass die hier erhobenen 

Daten die ursprüngliche Hypothese nicht vollständig unterstützen konnten. Im 

Anschluss erfolgte eine RNA-Sequenzierung der klassischen Monozyten des 

Blutes. Dadurch konnten neue Hypothesen in Bezug auf die Themen „Wnt-

Signalweg”, „Entzündung” und „Kolon-Karzinogenese” aufgestellt werden. CU-

Patienten zeigten hier erneut einen aktiven Wnt-Signalweg. Für die gemessenen 

Wnt-Komponenten bei MC-Patienten ließen sich ebenfalls tendenziell erhöhte 
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Expressionen messen. Die RNA-Sequenzierung wies zudem mit dem in seiner 

Expression veränderten Gen IRF-1 eine mögliche Ursache für die 

unterschiedliche Ausbildung von TH-Zellen bei CED-Erkrankungen. Zuletzt 

ließen sich sowohl bei Colitis ulcerosa als auch bei M: Crohn in den klassischen 

Monozyten veränderte Gene finden (APCDD1, IFIT2, IFIT3, S100P, S100A11), 

die in ihrer Expression zu einer erhöhten Zellproliferation des Kolonepithels 

beitragen. Die klassischen Monozyten könnten zudem eine Quelle für die in 

einigen Studien diskutierte, mögliche Sekretion von Produkten dieser Gene an 

das Kolonepithel sein. Zusammengenommen kann diese Arbeit Teile der 

anfangs genannten Hypothese stärken; der Wnt-Signalweg in klassischen 

Monozyten bei CU-Patienten scheint aktiv und dementsprechend nicht 

eingeschränkt. Dies ermöglicht, die Erkrankungen in ihrer Gesamtheit besser zu 

verstehen und langfristig, neue Therapien zu entwickeln. 
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