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1 Einleitung

1.1 Der humane Gastrointestinaltrakt

Anatomisch gesehen setzt sich der Gastrointestinaltrakt (Gl-Trakt) aus Mundhohle,
Pharynx, Osophagus, Magen, Diinn- und Dickdarm zusammen. Funktionell l&sst er
sich in drei Abschnitte gliedern:

Der obere GI-Trakt reicht von der Mundhdhle Uber den Osophagus und Magen bis
zum Duodenum (Zwolffingerdarm) und dient vor allem dem Transport, der

Zerkleinerung sowie der enzymatischen Aufspaltung von Nahrungsbestandteilen.
Jejunum und lleum als Organe des Dunndarms sind malf3geblich fur die Resorption
der Nahrstoffe sowie die Neutralisierung des sauren Milieus zustandig.

Die dritte funktionelle Einheit, bestehend aus Colon, Rektum und Analkanal, sorgt fur
die Ruckresorption von Wasser und stellt als Reservoir- und Kontinenzorgan einen
entscheidenden Bestandteil unseres Verdauungssystems dar.

Der gesamte Magen-Darm-Trakt des Menschen misst eine Oberflache von etwa 30
m?, was ungefahr der Halfte eines Badminton-Feldes entspricht und besitzt eine Lange

von ca. 5m (Helander and Fandriks, 2014).

Die Darmschleimhaut befindet sich im Regelfall in einem physiologischen
Gleichgewicht mit dem bakteriellen Mikrobiom, welches aus mehr als 400
verschiedenen Bakterienspezies und Subspezies besteht, wobei diese Zahlen durch
zunehmend bessere Technologien zur Charakterisierung der bakteriellen Mikrobiota
einem standigen Wandel unterworfen sind. Diese bakterielle Mikrobiota spielt von
Geburt an eine wesentliche Rolle in der Entwicklung des Immunsystems und bei
verschiedenen Stoffwechselprozessen (Chistiakov et al., 2015). Die humane
Darmflora birgt selbstverstandlich auch invasive Gefahren, welche durch das
korpereigene Immunsystem unter Kontrolle gehalten werden mussen. Der
histologische Grundaufbau dieser Oberflache - auch Darmwand genannt — findet sich
in allen Darmabschnitten wieder. Die Tunica mucosa als innerste Schicht der
Darmwand besteht aus der Lamina epithelialis mucosae, der Lamina propria mucosae
sowie einer dunnen Muskelschicht, der Lamina muscularis mucosae. Mit Ausnahme

von Mundhdhle, Osophagus und Analkanal besteht die Lamina epithelialis mucosae
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aus einschichtigem  Zylinderepithel. Dieses ermdglicht eine effiziente
Nahrungsaufnahme und stellt zugleich eine biologische und physikalische
Abwehrschranke fur potenzielle Pathogene dar. An die Tunica mucosa schlief3t sich
der Tela submucosa an, in welchem Blut- und Lymphgefalle sowie ein Teil des
enterischen Nervensystems als Plexus submucosus (Meissner-Plexus) und vereinzelt
Drisen zu finden sind. In der Tunica muscularis als weiteren Bestandteil der
Wandschicht verlauft eine Ring- und eine Langsmuskelschicht. Beide Muskelschichten
umgeben den sogenannten Plexus myentericus (Auerbach-Plexus), ein
Nervengeflecht, das fur die propulsive Darmperistaltik verantwortlich ist. Die aul3erste
Wandschicht wird durch die Tunica adventitia oder Tunica serosa gebildet (Lullmann-
Rauch and Paulsen, 2012). In der nachfolgenden Abbildung 1 sind die anatomischen
Einheiten des Gl-Traktes schematisch dargestellt.

Mund
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Uvula
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Zihne
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Speicheldriisen peiserohre
Unterzungen
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Ohr-
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Colon
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Abbildung 1: Die anatomischen Einheiten des Gastrointestinaltraktes.

Mit freundlicher Genehmigung von Mariana Ruiz, Jmarchn, Eigenes Werk, Gemeinfrei.



1.1.1 Der Diinndarm

Der Dunndarm stellt den stoffwechselaktivsten Bereich des Gl-Trakts dar und reicht
vom Duodenum (Zwolffingerdarm) Uber das Jejunum bis zum lleum, welches durch

die Bauhin-Klappe vom Dickdarm abgegrenzt wird.

Die oral aufgenommene Nahrung erreicht Gber den Osophagus den Magen, welcher
durch die Sekretion von Magensaure (pH< 2) eine bakterizide Wirkung auf den
ankommenden Nahrungsbrei auslbt. Dies sorgt daflr, dass lediglich 10! — 10°
Bakterien pro ml Mageninhalt enthalten sind, sodass eine Fehlbesiedelung oder
pathologische Ubersiedelung durch Bakterien unterbunden wird (Autenrieth, 2003).
Der Chymus erreicht anschliel3end Uber einen verdickten Ringmuskel, den Musculus
sphincter pylori, das Duodenum, in welchem eine Vielzahl an Pankreasenzymen und
Gallensduren fiir den Fortgang der Verdauung und Resorption sorgen. Uber den
Ductus choledochus minden die Gallensauren, Uber den Ductus pancreaticus die
Pankreasenzyme in die Ampulla hepatopancreatica, von wo aus diese uber die Papilla
duodeni major dem Duodenum zugefuhrt werden (Lippert, 2000).

Die verschiedenen Dunndarmabschnitte sind auf unterschiedliche
Resorptionsmechanismen spezialisiert. Duodenum und Jejunum sind vorwiegend an
der Aufnahme von Kohlenhydraten, Fetten und Aminosauren beteiligt, wohingegen
das lleum die Resorption von Gallensauren und Vitamin B12 sicherstellt (Jeejeebhoy,
2002). Dieser intestinalen Resorptionsfunktion tragt auch die enorme mukosale
Oberflache im Dunndarm Rechnung. Sowohl die Einstulpungen der Darmschleimhaut,
welche als Lieberkihn-Krypten bezeichnet werden, als auch die Ausstiulpungen der
Darmschleimhaut, welche Zotten genannt werden und mit Mikrovilli bedeckt sind,
sorgen fur eine 60 bis 120-fache Oberflachenvergroflerung (Helander and Fandriks,
2014). Unter Mikrovilli versteht man die im Dunndarm vorkommenden fadenformigen
Zellfortsatze der Enterozyten.

Die Bakteriendichte nimmt von oral zu anal betrachtlich zu und betragt im Bereich des
proximalen Diinndarms etwa 103 — 10* Bakterien pro ml Flissigkeit oder Gewebe und
im Bereich des distalen Diinndarms etwa 102 — 10° Bakterien pro ml Flissigkeit oder
Gewebe. Autenrieth (Autenrieth, 2003) fuhrt diese signifikanten Unterschiede der
Bakteriendichte im Dunndarm auf die ,geringere Peristaltik sowie das niedrige
Oxidations-Reduktions-Potential® in den distalen Anteilen sowie auf den niedrigeren
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pH in den proximalen Dinndarmanteilen zurick. Bestimmte antibakterielle Stoffe wie
beispielweise Defensine, die unter anderem von den Paneth-Kornerzellen sezerniert
werden, erhalten die intestinale Integritat und sind fur die lokale Immunantwort
essenziell (Elphick et al., 2008). Das lleum endet am Ostium ileale, das von der sog.
Bauhin-Klappe umschlossen wird und mechanisch einen Ruckfluss von Faeces und
Bakterien verhindert.

1.1.2 Der Dickdarm

Beginnend mit dem Caecum setzt sich der Dickdarm Uber den Colonrahmen,
bestehend aus pars ascendens, pars transversum, pars descendens und pars
sigmoideum, bis zum Rektum und letztlich dem Analkanal zusammen. Unterhalb des
Caecums befindet sich die Appendix vermiformis (Wurmfortsatz), deren Funktion nicht
abschliefend geklart ist. Es wird vermutet, dass der Appendix vermiformis eine
immunologische Funktion zukommt (Laurin et al., 2011).

Die Hauptaufgabe des Dickdarms liegt in der Resorption von Wasser und Elektrolyten,
wodurch der Stuhl eingedickt wird. Zudem dient der Dickdarm als Auffangbecken fur
unverdauliche Nahrungsbestandteile, die durch das dort angesiedelte Mikrobiom
weitgehend fermentiert werden (Blaut and Clavel, 2007).

Im Gegensatz zum Dunndarm verfugt der Dickdarm lediglich Uber eine mukosale
Oberflache von etwa 2m? und misst eine Lange von ca. 1,5m. Dies ist der Tatsache
geschuldet, dass der Dickdarm nicht Uber Zotten und Mikrovilli verfugt. Im Dickdarm
finden sich keine Paneth-Zellen, daflr aber eine Vielzahl an Becherzellen, die Schleim
(Mukus) sezernieren. Dadurch wird eine zusatzliche mechanische Barriere zwischen
Dickdarmschleimhaut und intestinalem Lumen gebildet, welche eine Vielzahl an
Bakterien bei gesundem Zustand fernhalt (Stange, 2015). Zudem legen neuere
Erkenntnisse nahe, dass der intestinale Mukus der Speicherung von antimikrobiellen
Peptiden dient (Dupont et al., 2014). Der Dickdarm verfligt mit 10'* — 1012 Bakterien
pro Gramm Darminhalt Uber die mit Abstand dichteste bakterielle Besiedelung des Gl-
Trakts (Autenrieth, 2003). Guarner und Malagelada (Guarner and Malagelada, 2003)
stellten fest, dass etwa 60% der trockenen Stuhlmasse im Enddarm durch Bakterien
gebildet wird. Die nachfolgende Abbildung 2 visualisiert die Verteilung der
Bakteriendichte im Gl-Trakt.
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Abbildung 2: Die Verteilung des Mikrobioms und der Paneth-Koérnerzellen (P) im Darmtrakt.

Mit freundlicher Genehmigung von Dr. rer. nat. Courth, Lioba; Zeichnung anhand von Daten (Sekirov et al., 2010)

1.1.3 Die Homoostase des Intestinaltrakts

Auf jede menschliche Zelle kommen im Durchschnitt 10 Bakterien, welche vorwiegend
im Magen-Darm-Trakt angesiedelt sind. Das bedeutet eine Gesamtzahl von etwa 10*
Bakterien pro menschlichen Organismus. Gerade in den letzten Jahren entflammte
eine Diskussion Uber das ,kritische okologische Gleichgewicht® zwischen der
menschlichen Darmflora und seinem Wirt, dem Gastrointestinaltrakt. Sowohl im
gesunden als auch im kranken Organismus spielt die intestinale Homoostase eine
mafgebende Rolle. Kommt es hierbei zu einer Dysbalance mit konsekutivem Anstieg
pathogener Keime im Darm, so steigt das Risiko fur schwere Infektionen bis hin zu
einem moglichen Multiorganversagen (Latorre, 2015; McDonald et al., 2016). Die
unterschiedliche individuelle Zusammensetzung von Bakterienspezies im GI-Trakt
hangt von diversen Faktoren wie beispielweise Alter, geografischer Herkunft und
genetischer Disposition ab (Yatsunenko et al.,, 2012). Ebenso entscheidend sind
exogene Faktoren wie Ernahrung, Diat oder Medikamenteneinnahme (David et al.,
2014). Das intestinale Mikrobiom unterliegt daher einem dynamischen Wandel und
unterscheidet sich wie in Abbildung 2 visualisiert auch innerhalb der verschiedenen
Darmabschnitte betrachtlich (Lozupone et al., 2013). Neben der Interaktion zwischen
Bakterien und Wirt gibt es auch ein Zusammen- oder Gegenspiel zwischen den
verschiedenen Bakterienspezies. Existiert eine physiologische Balance, so wirkt sich
die Darmflora protektiv auf den Wirtsorganismus aus, indem es den
Epithelstoffwechsel, die Darmperistaltik, die Stimulation des darmassoziierten
Immunsystems und die Kolonisierungsresistenz fordert (Autenrieth, 2003; O’Hara and
Shanahan, 2006). Unter Kolonisierungsresistenz versteht man die Tatsache, dass die
physiologische Darmflora eine An- oder Ubersiedelung durch potentiell pathogene
Bakterien und Mikroorganismen verhindert, indem sie Rezeptoren fur bakterielle

Adhasine an den Enterozyten besetzt, fur andere Bakterien toxische Eiweil3e - auch
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Bakteriozide genannt - produziert und um Wachstumsfaktoren und Nahrungsmittel
konkurriert (Lupp et al., 2007; Sekirov and Finlay, 2009; Sprunt and Leidy, 1988).

Das darmassoziierte Immunsystem, auch als GALT (gut associated lymphoid tissue)
bezeichnet, beinhaltet Uber 25% aller Lymphozyten des menschlichen Organismus
und besteht aus den sog. Peyerschen Plaques und dem diffusen lymphatischen
System. In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass keimfreie Tiere lediglich
atrophische Peyer Plaques aufwiesen. Es liegt daher nahe, dass die Darmflora ein
entscheidender Faktor fur die Ausbildung des darmassoziierten Immunsystems ist
(Imaoka et al., 1996). Es gibt eine Vielzahl an Erkrankungen, die mit einem krankhaft
veranderten Mikrobiom einhergehen. Hierzu zahlen beispielweise
Krebserkrankungen, Fettleibigkeit, Autismus-Spektrum Stérungen, Typ-2-Diabetes
und allen voran chronisch entzundliche Darmerkrankungen (Backhed et al., 2004; Ley,
2010; Matsuoka and Kanai, 2015; Morgan et al., 2012; Perry et al., 2016; Sekirov et
al., 2010; Uronis et al., 2009; Wang et al., 2012). Letztere weisen haufig eine deutlich
verminderte Vielfalt an Bakterien auf und gehen z.B. unter anderem mit einem Anstieg
von Proteobakterien und zugleich einem Abfall an Firmicuten einher. Neuere
Erkenntnisse legen nahe, dass Therapien zur Wiederherstellung eines intakten
Mikrobioms, beispielweise durch  Probiotika oder Stuhltransplantationen,
vielversprechend sein konnen (Matsuoka and Kanai, 2015).

1.1.4 Das spezialisierte Darmepithel

Das einschichtige Zylinderepithel des Darmtrakts besteht aus einer Vielzahl an
unterschiedlichen Zellen, die in ihrem Zusammenspiel die Funktionen des Gl-Trakts
ermoglichen. Die Stammzellen, welche fur die Entstehung des Darmepithels
verantwortlich sind, befinden sich am Boden der Lieberkuhn-Krypten (Crosnier et al.,
2006). Diese differenzieren sich zu verschiedenen Zelltypen des Dunndarmepithels
aus, wovon die vier wichtigsten durch Enterozyten, Paneth-Kornerzellen, Becherzellen
und Enteroendokrine Zellen abgebildet sind.

Enterozyten bedecken etwa 80% der Darmoberflache und sind vorwiegend fur die
Absorption von Nahrstoffen zustandig. Daruber hinaus sind sie an der Erkennung und
Prozessierung von Antigenen beteiligt, womit sich ihre wichtige Funktion fur die

intestinale Immunabwehr erklart. Paneth-Kornerzellen zeichnen sich durch ihren



hohen Gehalt an Granula aus, welche neben der antimikrobiellen Abwehr auch eine
wesentliche Funktion in der Regulation der Darmarchitektur sowie der
Stammzellnische einnehmen (Langlands et al., 2016; Sato et al., 2011). Zu den
antimikrobiellen Peptiden der Paneth-Kornerzellen gehdren beispielweise alpha-
Defensine (siehe unter 1.2.2). Studien von Marshman et al. (2002) und Wehkamp und
Stange (2010) konnten aufzeigen, dass LGRS5- (leucine-rich-repeat-containing G-
Protein coupled receptor 5) positive Stammzellen und Paneth-Kornerzellen in
unmittelbarer Nachbarschaft vorkommen und die Paneth-Kornerzelle durch die
Sekretion von Wachstumsfaktoren wie EGF (epidermal growth factor) und dem Wnt-
Liganden Wnt3a Einfluss auf den Erhalt der Stammzellen nehmen (Marshman et al.,
2002; Wehkamp and Stange, 2010). Weitere Epithelzellen des Darmtrakts mit
sekretorischer Funktion sind die Becherzellen. Diese produzieren Vesikel, die mit
Muzin gefullt sind, um den Mukusfilm im Darmlumen zu bilden (Johansson et al.,
2013). Die in ihrer Anzahl geringer vorkommenden Enteroendokrinen Zellen sind ein
weiterer sekretorischer Zelltyp des Darmepithels. Ihre Funktion ist vor allem endokriner
Natur und sie sind mitverantwortlich flr die Regulation des intestinalen Stoffwechsels
(Engelstoft et al., 2013; Reimann and Gribble, 2013). Hierzu zahlen beispielweise die
L-Zellen, welche die Hormone GLP-1 (Glucagon-like peptide 1) und GLP-2 (Glucagon-
like peptide 2) produzieren (siehe Kapitel 1.5).

1.2 Das multimodale Abwehrsystem des Gastrointestinaltrakts

Die grofe Oberflache des Magen-Darm-Trakts stellt zum einen ideale Bedingungen
fur die Nahrungsaufnahme dar, zum anderen ermoglicht sie eine grof3e Kontaktflache
zwischen Mikroorganismen und Schleimhaut. Um diese potentielle Angriffsflache vor
mikrobieller Invasion zu schutzen verfugt der Gastrointestinaltrakt Uber
anpassungsfahige = Abwehrmechanismen, die sich im Wesentlichen aus
unspezifischer, angeborener Immunantwort und erworbener, spezifischer

Immunantwort zusammensetzen (Medzhitov and Janeway, 2000).

1.2.1 Die mechanische Barriere aus Mukus und Epithel

Eine erste angeborene, unspezifisch-mechanische Barriere entsteht durch den Mukus,
der von den Becherzellen sezerniert wird. Dieser Mukus, eine viskdse Schleimschicht
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auf dem Darmepithel, besteht aus Glykoproteinen und dient als Reservoir fur die
kommensale Darmflora sowie die antimikrobiellen Peptide (AMPs) und Antikorper
(Ldllmann-Rauch and Paulsen, 2012; Ramanan and Cadwell, 2016).
Interessanterweise besteht der Mukus im Dickdarm aus zwei Schichten: Der innere
Film ist praktisch impermeabel fur Bakterien und schitzt so vor einer bakteriellen
Invasion. Der aul3ere Film sitzt dem inneren Film locker auf und dient als Habitat fur
das kommensale Mikrobiom (Johansson et al., 2013, 2011). Im Gegensatz hierzu
bietet der einschichtige Mukus des Dinndarms ebenfalls eine physikalische Barriere,
ermoglicht aber zugleich eine suffiziente Nahrungsaufnahme (Ermund et al., 2013).

Eine weitere mechanische Barriere stellt das einschichtige Epithel der Darmoberflache
dar. Die Epithelzellen sind untereinander durch sog. Tight junctions verknupft, wodurch
eine kontinuierliche und fur Bakterien undurchdringbare Zellebene entsteht (Peterson
and Artis, 2014).

1.2.2 Die angeborene, biologische Immunantwort

Neben der mechanischen Barriere reihen sich chemische, biologische und zellulare
Komponenten zur angeborenen Immunabwehr ein (Elphick and Mahida, 2005). Hierzu
gehoren im Wesentlichen die oben erwahnten antimikrobiellen Peptide (AMPSs),
welche von Paneth-Kornerzellen im Dunndarm sowie von Enterozyten im Dickdarm
synthetisiert und ausgeschuttet werden (Sina et al., 2018). AMPs sind nicht nur im GI-
Trakt zu finden, sondern ebenso auf den Epithelien von Haut, Urogenitaltrakt oder
Lunge. In ihrer Funktion ahneln sie in gewisser Weise lokalen, korpereigenen
Antibiotika, indem sie auf bestimmte Bakterien einen toxischen Effekt austiben (White
et al., 1995). Zu den AMPs des Gl-Trakts gehoren beispielweise Lysozym,
Phospholipase A2, humane Defensine, Cathelicidin und S100-Protein (Wehkamp and
Stange, 2010). Die Geschichte der AMPs geht bis auf Alexander Fleming im Jahr 1922
zurlck, der erstmals das Lysozym mit seiner antibiotischen Wirkung beschrieb
(Fleming and Wright, 1922). Betrachtet man die Phylogenese der Eukaryonten, so
lassen sich AMPs in allen bisher bekannten Eukaryonten nachweisen (Wehkamp et
al., 2005; Zasloff, 2002). Mutmaldlich war und ist diese biologisch angeborene
Immunantwort ein entscheidender Faktor in der Evolution der Eukaryonten hinsichtlich

der Abwehr von einzelligen Mikroorganismen.



Die humanen Defensine werden gemalR ihrer Sekundarstruktur sowie der Position der
Disulfidbricken in a-Defensine (HD) und B-Defensine (HBD) eingeteilt (Lehrer and
Ganz, 2002; Szyk et al., 2006). Zusatzlich zu ihrem antimikrobiellen Wirkspektrum

wirken einige Defensine auch chemotaktisch (Durr and Peschel, 2002).

Der menschliche Organismus verfugt Uber 6 verschiedene a-Defensine, wovon 4
hauptsachlich durch neutrophile Granulozyten synthetisiert werden (HNP 1-4). Die
anderen 2 a-Defensine mit den Namen HD5 und HD6 werden nur von den Paneth-
Kornerzellen der intestinalen Krypten synthetisiert (Jones and Bevins, 1993; Ouellette
and Selsted, 1996). Ilhre Hauptfunktion besteht darin, antimikrobiellen Einfluss auf
Bakterien (gram-positive und gram-negative) sowie auf Mikroorganismen wie Pilze,
Protozoen und Viren auszuuben (Ouellette, 2011). B-Defensine werden primar von
Leukozyten und Epithelzellen synthetisiert und sezerniert und lassen sich in die (3-
Defensine HBD1-4 einteilen (Selsted and Ouellette, 2005). Neben einer konstitutiven
Synthese von HBD1 unterliegen die B-Defensine HBD2 und HBD3 einer Induktion
durch Entzindungssignale oder Kontakt zu bakteriellen Strukturen wie beispielweise
Muramyl-Dipeptid (Inohara et al., 2005; Stange, 2015). In Studien von Harder et al.
konnte gezeigt werden, dass HBD3 eine antimikrobielle Wirkung gegen multiresistente
Keime aufweist (Harder et al., 2001). Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung

der unspezifischen, angeborenen Immunabwehr des Dinndarms.
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1.2.3 Defensine in Mensch und Maus

Viele Faktoren des Immunsystems unterscheiden sich zwischen Mensch und Maus,
insbesondere auch die humanen o-Defensine, welche weitestgehend den murinen
Cryptidinen entsprechen (Mestas and Hughes, 2004). Zum einen werden murine
Cryptidine nur von der Paneth-Kornerzelle exprimiert und nicht auch von neutrophilen
Granulozyten wie dies bei humanen Defensinen der Fall ist (Eisenhauer and Lehrer,
1992). Zum anderen unterscheiden sie sich in ihrer Anzahl an antimikrobiellen
Peptiden deutlich. Murine Cryptidine und deren verwandte Sequenzen (sog. cryptidin
related sequences) Ubersteigen die Anzahl an humanen o-Defensinen deutlich
(Andersson et al., 2012; Ouellette et al., 1994). Die Aktivitat und Anzahl muriner
Paneth-Zellen hangt auRerdem stark von Umweltfaktoren wie Kalorienaufnahme
sowie genetischen Faktoren ab (Gulati et al., 2012; Yilmaz et al., 2012). Der direkte
Vergleich zwischen Maus und Mensch hinsichtlich antimikrobieller Peptide gestaltet

sich daher schwierig und lasst sich nicht eins zu eins Ubertragen.

1.2.4 Die Erkennung von Bakterien durch den Gastrointestinaltrakt

Die unspezifische, angeborene Immunantwort auf Zellebene geschieht unmittelbar
nach Kontakt zu bestimmten Strukturen von Mikroorgansimen, den sog. pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs). Diese werden unter anderem von den
Epithelzellen des Darmtraktes mittels sog. Toll-like Rezeptoren (TLRs) und nucleotid
oligodimerisation domain Rezeptoren (NODs) erkannt und fuhren zu einer
proinflammatorischen Antwort (Abreu, 2010). Die NOD-like Rezeptoren (NLRs) sind
intrazellulare Rezeptoren, welche von den Paneth-Kornerzellen sowie den
Markophagen exprimiert werden (Ogura et al., 2003a, 2003b). Der intrazellulare
NOD2-Rezeptor wird ausschlieBlich in den Paneth-Kornerzellen sowie den
Stammzellen der intestinalen Krypten exprimiert. Ein genetischer Defekt des NOD2-
Gens erhoht das Risiko fur die Entstehung von Morbus Crohn (Stange, 2015), da es
in der Folge zur fehlerhaften Synthese der Rezeptoren fur die Erkennung von PAMPs
kommt (Bonen et al., 2003; Ogura et al., 2003a). Es findet eine gestorte Bildung der
antimikrobiellen Peptide statt, was neben einer insuffizienten Abwehrfunktion des
Magen-Darm-Trakts auch eine Dysbiose des Mikrobioms zur Folge hat (Al Nabhani et

al., 2016; Couturier-Maillard et al., 2013; Rehman et al., 2011).
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TLRs hingegen befinden sich transmembran vor allem an der basolateralen Seite der
intestinalen Epithelzellen und werden daher erst aktiviert, wenn pathogene

Mikroorganismen die Epithelschicht bereits durchquert haben (Abreu, 2010).

Im Gegensatz zur schnellen, angeborenen Immunabwehr bendtigt die erworbene,
spezifische Immunantwort deutlich mehr Zeit. T- und B-Zelllymphozyten missen erst
mittels Kontakt zu einem Antigen sensibilisiert und aktiviert werden, bevor spezifische
Antikorper gebildet werden konnen. Die schnelle, angeborene und unspezifische
Immunantwort sorgt einerseits dafur, dass unser Organismus von krankhaften Keimen
nicht ,Uberrannt® wird und andererseits fur die noétige Zeit, damit das erworbene

Immunsystem zielgerichtet Antikorper synthetisieren kann (Elphick and Mahida, 2005).

1.3 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen als Darmbarrierestorung

Unter chronisch entzundlichen Darmerkrankungen (CEDs) verstent man
Erkrankungen des Darmtrakts, die mit einer chronischen und schubweise
verlaufenden Entzindung der Darmschleimhaut einhergehen. In diesem
Zusammenhang kommt es zur Infiltration der Darmschleimhaut durch Lymphozyten
und Monozyten. Typischerweise gehen CEDs mit chronisch-rezidivierenden
Bauchschmerzen, Durchfallen, intestinalen Blutungen und extraintestinalen
Symptomen wie beispielweise Arthritiden, dem Erythema nodosum oder Abszessen
einher (Gerd Herold und Mitarbeiter, n.d.; Podolsky, 2002). Morbus Crohn (MC) und
Colitis ulcerosa (CU) als die zwei haufigsten Vertreter der CEDs unterscheiden sich
vor allem durch ihr klinisches Erscheinungsbild. MC kann den gesamten Intestinaltrakt
betreffen, tritt diskontinuierlich und segmental auf und weist eine transmurale
Entzindung auf. CU hingegen tritt ausschliel3lich im Dickdarm auf und ist durch eine
kontinuierliche Entzindung der Mucosa charakterisiert. Die Pathogenese der CEDs ist
noch nicht vollstandig aufgeklart und bedarf zum besseren Verstandnis einer Analyse
von Umweltfaktoren, genetischen und epigenetischen Einfliussen, bakteriellen
Interaktionen sowie immunologischen Faktoren (Sartor, 2006; Van Limbergen et al.,
2014; Ventham et al., 2016). Wehkamp et al. stellten fest, dass NOD2-Genmutationen
mit einem signifikant erhohten Risiko fur die Entstehung von MC einhergehen
(Wehkamp et al., 2004). Eine zentrale Rolle fur die Entstehung und Aufrechterhaltung
der Entzundungsreaktion wird mittlerweile der Dysbiose zwischen Mikrobiom und

intestinaler Schleimhaut zugeschrieben, wobei dies nicht abschlieliend geklart ist. Die
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aktuell favorisierte Hypothese der Krankheitsentwicklung geht davon aus, dass es sich
bei CEDs um eine Darmbarrierestorung handelt. In einem gesunden Organismus
besteht ein Gleichgewicht zwischen dem intestinalen Mikrobiom und der Darmbarriere.
Bei Patienten mit einer CED entsteht durch eine geringere Produktion von AMPs und
Mukus ein Defekt in der Darmbarriere, wodurch Bakterien das Darmepithel
durchdringen konnen und eine Entzindungsreaktion im Sinne einer Ubermafligen
Immunantwort hervorrufen. Diese Immunantwort richtet sich zwar in erster Linie gegen
die eindringenden Pathogene, fuhrt aber letztlich auch zu einem Defekt der
Darmmukosa (Duchmann et al., 1999; Ostaff et al., 2013; Wehkamp and Stange,
2010).

Kurative Therapien existieren derzeit noch nicht, sodass symptomatische Therapien
wie konservative Ernahrungstherapien, medikamentose Immunsuppression und
chirurgischen Verfahren im Vordergrund stehen. Fur erfolgsversprechende kausale
Therapien fehlen derzeit noch wichtige Erkenntnisse der Krankheitsentstehung. Eine
Visualisierung zur Hypothese der Krankheitsentstehung bei CEDs ist in Abbildung 4
dargestellt.

Dysbiosis

Progression

Inflammatory bowel disease
mbalance

Impaired barrier

Abbildung 4: Hypothese zur Entstehung von CEDs

Durch einen Mangel an antimikrobiellen Peptiden kommt es zu einer Dysbalance zwischen dem intestinalen
Mikrobiom und der Darmbarriere. Bakterien durchdringen in der Folge das Darmepithel und rufen eine
Entziindungsreaktion hervor.

Mit freundlicher Genehmigung von (Ostaff et al., 2013)

1.3.1 Morbus Crohn

Mit einer Inzidenz von 0,3- 12,7/ 100.000 Personen pro Jahr und einer Pravalenz von
322 von 100.000 Personen stellt Morbus Crohn ein haufiges Krankheitsbild dar
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(Molodecky et al., 2012). Eine Einteilung erfolgt anhand der Montreal Klassifikation
gemal Manifestationsalter (A), Lokalisation (L) und biologischem Verhalten (B). Die
Lokalisation lasst sich in L1 fur lleumbefall, L2 far Colonbefall, L3 fur lleum und
Colonbefall sowie L4 fur den Befall des oberen Gl-Trakts einteilen (Silverberg et al.,
2005). Das Manifestationsalter variiert individuell stark und lasst vermuten, dass eine
genetische Disposition von Relevanz ist (Koslowski et al., 2012). Zudem unterscheiden
sich die verschiedenen Manifestationslokalisationen der Erkrankung auch auf
molekularer Ebene, was die unterschiedliche Expression von AMPs sowie die
Zusammensetzung des Mikrobioms in Dunn- und Dickdarm implizieren (Darfeuille-
Michaud et al., 2004; Liu et al., 1998; Swidsinski et al., 2005). Bei ausgepragtem,
therapierefraktarem Befall durch eine chronisch entzindliche Darmerkrankung sollte
immer auch die Indikation zur chirurgischen Intervention gepruft werden (S3-Leitlinie
2021 DGVS zu Morbus Crohn und Colitis ulcerosa). Bei rezidivierenden oder
ausgepragten chirurgischen Eingriffen besteht das Risiko fur die Entwicklung des

Krankheitsbildes Kurzdarmsyndrom (siehe hierzu Kapitel 1.4) (Koffeman et al., 2003).
1.3.2 Colitis ulcerosa

Im Gegensatz zum MC manifestiert sich die CU ausschliel3lich im Dickdarm.
Typischerweise geht die CU mit blutig-schleimigen Diarrhoen einher und betrifft die
oberflachlichen Schleimhautschichten. Extraintestinale Symptome treten ebenfalls
auf, allerdings seltener als beim MC. Obwonhl die Atiopathogenese nicht vollstandig
geklart ist, wird ein Zusammenhang zwischen dem nicht intakten Mukus des
Dickdarms und der Erkrankung vermutet. Es konnte eine dunnere Mukusschicht sowie
eine geringere Dichte an Becherzellen bei Patienten mit CU nachgewiesen werden
werden (Strugala et al., 2008).
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Das Kurzdarmsyndrom

Unter einem Kurzdarmsyndrom versteht man die insuffiziente Funktion des
Dunndarmtraktes infolge von Resektion, Darmanomalien oder Untergang von
Resorptionsflache durch bestimmte Erkrankungen. Es ist gekennzeichnet durch eine
unzureichende Aufnahme von Nahrstoffen und Flussigkeit und folglich einer
Abhangigkeit von parenteraler Erndhrung um eine ausreichende Nahrstoff- und
Flussigkeitsversorgung zu gewahrleisten (Jeppesen and Mortensen, 2000; O’Keefe et
al., 2006). Die Ursache dieses Darmversagens liegt in einer zu geringen Anzahl an
Enterozyten, welche im gesunden Darmtrakt die Aufnahme von Nahrstoffen und
Flussigkeit bewerkstelligen. Die Evaluierung der verbliebenen resorptionsfahigen
Darmschleimhaut spielt eine entscheidende Rolle hinsichtlich Therapie und Prognose
des Kurzdarmsyndroms (Koffeman et al., 2003). In der Literatur wird eine
durchschnittliche Dinndarmlange von 400cm im gesunden humanen Organismus
beschrieben (B. Messing et al., 2006). Reduziert sich die Lange auf weniger als 200cm,
so ist ein funktionelles Kurzdarmsyndrom zu erwarten (Buchman, 2006). Hinsichtlich
der Ursachen der Erkrankung muss zwischen angeborenen und erworbenen Faktoren
unterschieden werden. In absteigender Haufigkeit sind dies folgende
Grunderkrankungen im Erwachsenenalter: Mesenterialinfarkt, Morbus Crohn und
Strahlenenteritis. Eine untergeordnete Rolle spielen zudem hochgradige
Abdominaltraumata, Resektionen bei Abdominaltumoren sowie intestinale
Pseudoobstruktion (Koffeman et al., 2003).

Mit einer Pravalenz von 10-34 pro 1.000.000 Menschen handelt es sich um ein
seltenes Krankheitsbild, das allerdings mit einem hohen Leidensdruck und einer
signifikant geringeren Lebensqualitat einhergeht (Howard et al., 1995; Jeppesen et al.,
1999; von Websky et al., 2014).

Trotz wegweisender therapeutischer Fortschritte wahrend der letzten Dekaden in der
Behandlung des Kurzdarmsyndroms sind die Patienten nach wie vor einer hohen
Mortalitat und Morbiditat ausgesetzt. Zudem verursacht die Behandlung hohe
finanzielle Kosten (Dibb et al., 2017; Hofstetter et al., 2013; Howard, 2006; Messing et
al., 1998; Schalamon et al., 2003). Die etablierten Therapiekonzepte beinhalten die
symptomatische Behandlung mit Opiaten, Somatostatin-Analoga und parenteraler
Ernahrung. Ferner gewann die Darmtransplantation seit den 1990er Jahren an
Bedeutung, die allerdings im Hinblick auf die hohe Morbiditat und Mortalitdt nach
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Operation nicht flachendeckend eingesetzt werden kann (Nightingale, 2001; O’Keefe
et al., 1994; Pironi et al., 2016). Seit 2012 ist mit dem Medikament Teduglutid, einem
GLP-2 Analogon, eine weitere Therapieoption zugelassen. In der vorliegenden Arbeit
sollen die Wirkmechanismen von GLP-2 sowie von Teduglutid auf die epitheliale
Homoostase untersucht und eine madgliche therapeutische Indikation fur chronisch

entzundliche Darmerkrankungen eruiert werden.

1.4 Glucagon-like peptide 2

Das Glucagon-like peptide 2 (GLP-2) entsteht als eines von 7 verschiedenen Peptiden
aus dem Vorlaufermolekul Proglukagon, welches wiederum durch das Proglucagon-
Gen codiert wird (Bell et al., 1983; Holst et al., 1994; Tager and Steiner, 1973). GLP-2
besitzt eine Halbwertszeit von 7min (Hartmann et al., 2000). Das Prakusorprotein wird
Uberwiegend in den A-Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas, den
Enteroendokrinen L-Zellen des Darmtrakts sowie den Neuronen von Hypothalamus
und Hirnstamm exprimiert. Es findet eine gewebespezifische, posttranslationale
Modifikation statt. Im Pankreas wird das Vorlaufermolekul Proglukagon durch das
Enzym Prohormon Convertase 2 zu Glucagon und Major Proglucagon Fragment
(MPGF) gespalten. Im Darmtrakt hingegen wird das Prakusorprotein durch die beiden
Enzyme Prohormon Convertase 1 und 3 in die Hormone GLP-1, GLP-2, IP-2, Glicentin
und Oxyntomodulin gespalten (Janssen et al., 2013; Patzelt and Schiltz, 1984). Eine
schematische Darstellung zu den Produkten des Proglukagon-Gens und seinen
posttranslational entstehenden Peptiden findet sich in der nachfolgenden Abbildung 5.
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1 158
Proglucagon

Produkte des Intestinums (Prohormon 1/3- Aktivitdt)
1 69 78 108 126 158
| Glicentin | a1 | P2 GLP- 2
111 122

GRPP Oxyntomodulin
| | |
1 30 33 69

Produkte des Pankreas (Prohormon 2 Aktivitdt)
1 30 33 61 72 158
GRPP Glucagon [Ip-1 | MPGF
64 69

Abbildung 5: Aufbau des Proglukagon-Gens und den daraus posttranslational entstehenden Peptiden
GRPP= Glicentin-related pancreatic polypeptide; IP1=intervening peptide 1; GLP-1= Glucagon-like peptide 1;
IP2= intervening peptide 2; GLP-2= Glucagon-like peptide 2; MPGF= Major Proglucagon Fragment.

Im Darmtrakt posttranslational entstehende Peptide: Glicentin, Oxyntomodulin, GRPP, GLP-1, IP-2, GLP-2.
Im Pankreas posttranslational entstehende Peptide: GRPP, Glucagon, IP-1 und MPGF.

Die Zahlen in der schematischen Darstellung markieren die jeweiligen Aminosaurestellen innerhalb des
Proglukagon Molekilils, die fiir die Modifikation der entstehenden Peptide relevant sind.

Eigenes Werk nach Daten von Drucker et al. 2003, Molecular Endocrinology

Es konnte festgestellt werden, dass die Zerlegung des Vorlaufermolekdls in die
verschiedenen Peptide gewebespezifisch stattfindet. Wahrend im Pankreas die
Hormone Glucagon und MPGF vorherrschen, findet im Dunndarm eine
posttranslationale Modifikation in die Peptide Glicentin, Oxyntomodulin, IP-2 sowie
GLP-1 und GLP-2 statt (Mojsov et al., 1986). Die Sekretion von GLP-2 hangt stark von
der Nahrungsaufnahme ab und wird primar durch langkettige Fettsauren im Dianndarm
induziert (Brubaker and Anini, 2003; Xiao et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass
GLP-2 die Sekretion von Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) aus den Fibroblasten der
Lieberkihn-Krypten sowie von keratinocyte groth factor (KGF) der Myofibroblasten der
Submukosa induziert. Der Signalweg uber Insulin-like growth factor | stellt mutmaflich
den Stimulus fur eine gesteigerte Proliferationsrate in den Lieberkihn-Krypten sowie
eine erhohte Aufnahmekapazitat des Dunndarmepithels nach GLP-2 Sekretion dar

(Dubé et al., 2006; Qrskov et al., 2005). Drucker et al. fanden 1996 neben der
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proliferativen Wirkung von GLP-2 heraus, dass das Hormon einen antiapoptotischen
Effekt auf das Darmepithel ausubt. Zudem zeigen mikroskopische Aufnahmen, dass
es unter GLP-2 zu einer erhohten Mitoserate der Epithelzellen und vergrolRerten
Darmzotten kommt. Es zeigte sich weiterhin, dass diese proliferationsfordernden
Effekte auf den Gastrointestinaltrakt beschrankt sind (Drucker et al., 1996; Tsai et al.,
1997b, 1997a). Erstmalig durch Jeppesen et al. wurde der Einfluss von GLP-2 an
Patienten mit Kurzdarmsyndrom untersucht. Hier zeigte sich eine verbesserte
intestinale Absorption von Nahrstoffen, die sich positiv auf den Erndhrungszustand der
Patienten mit Darmversagen auswirkte (Jeppesen et al., 2001). Des Weiteren steigert
das Peptidhormon den mesenterialen Blutfluss und inhibiert die Motilitat des
Darmtraktes, sodass mehr Zeit zur Verdauung und Aufnahme der Nahrstoffe
vorhanden ist (Amato et al., 2009; Bremholm et al., 2011; Guan et al., 2012, 2006).
Neben diesen intestinotrophen Einflissen wird die Darmbarriere durch GLP-2
verstarkt, indem die Durchlassigkeit des Darmepithels verringert wird. Im Hinblick auf
CEDs, welche mit einer gestorten intestinalen Barrierefunktion und dem Eindringen
von bakteriellen Antigenen einhergehen, stellt dies einen interessanten und
vielversprechenden Aspekt dar (Benjamin et al., 2000).

1.5 Der Glucagon-like peptide 2 Rezeptor (GLP-2R)

Der GLP-2R gehort zur Gruppe der Secretinrezeptoren und ist ein G-Protein
gekoppelter Rezeptor mit 7 Transmembrandomanen. Eine Expression des Rezeptors
konnte bisher nur im Dunndarm, Dickdarm, Magen sowie Gehirn nachgewiesen
werden (Munroe et al., 1999; Yusta et al., 1999). Es wird angenommen, dass der GLP-
2R im GI-Trakt durch Zellen des enterischen Nervensystems sowie Myofibroblasten
exprimiert wird (Cinci et al., 2011; El-Jamal et al., 2014a; Guan et al., 2006; McDonagh
et al, 2007). AuBerdem konnte festgestellt werden, dass der GLP-2R in
Schlusselregionen des Gehirns wie Hypothalamus und Hippocampus ebenfalls
exprimiert wird. Im Hypothalamus wird ein Einfluss auf das Melanocortin-System
postuliert, da eine verlangsamte Magenentleerung bei Aktivierung des Rezeptors
beobachtet werden konnte. (Guan et al., 2012; Tang-Christensen et al., 2000; Wang
and Guan, 2010). Der GLP-2R ist durch eine hohe Selektivitat gegentiber dem Hormon
GLP-2 gekennzeichnet und spricht nur schwach auf strukturrelevante Hormone wie

GLP-1 oder Glucagon an (DaCambra et al., 2000).
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1.5.1 Das GLP-2 Analogon Teduglutid

Im Jahr 2012 wurde das GLP-2 Analogon Teduglutid (Revestive ©/ Gattex©) fur den
europaischen und amerikanischen Markt zugelassen. Es handelt sich hierbei um ein
Peptidhormon, bestehend aus 33 Aminosauren. Im Gegensatz zum korpereigenen
GLP-2 wurde Glycin anstelle von Alanin an der zweiten Position des N-Terminus
ausgetauscht, sodass eine Resistenz gegenuber dem Abbau durch die
Dipeptidyltransferase 4 (DPP4) besteht und damit eine deutlich langere Halbwertszeit
von ca. 2h erreicht wird (Ngrholk et al., 2012; Yazbeck, 2010). Bei Patienten mit
Kurzdarmsyndrom und parenteraler Ernahrung konnte gezeigt werden, dass
Teduglutid die Abhangigkeit von parenteraler Ernahrung signifikant verringerte. Einige
Patienten waren nicht mehr auf die parenterale Ernahrung angewiesen (Jeppesen et
al., 2012, 2011, 2005). Die intestinotrophen Effekte gleichen denen des GLP-2:
Vergroerung der intestinalen Oberflache durch eine gesteigerte Proliferation der
Krypten und Enterozyten, erhdhter mesenterialer Blutfluss sowie Verlangsamung der
intestinalen Motilitat (Bremholm et al., 2009; Hayerup et al., 2013). Die Eliminierung
von GLP-2 sowie von Teduglutid erfolgt hauptsachlich renal (Nave et al., 2013), sodass
die Dosis bei niereninsuffizienten Patienten angepasst werden muss. Die European
Medicines Agency kam zu dem Schluss, dass der ,Nutzen von Teduglutid gegenuber
den Risiken Uberwiegt’. An Risiken und Nebenwirkungen werden vor allem
respiratorische Infekte, Kopfschmerzen, Abdominalschmerzen, Ubelkeit sowie
Stomaschwellung bei Patienten mit Stoma beschrieben. Diese seien aber in der
Mehrzahl der Falle leicht bis maRig aufgetreten. Daruber hinaus darf Teduglutid nicht
bei Patienten mit aktiver Tumorerkrankung oder Tumorerkrankungen des
Intestinaltrakts in den letzten 5 Jahren angewendet werden (European Medicines
Agency, 2017).

Welche Rolle Teduglutid bei langjahriger therapeutischer Anwendung auf die
Karzinogenese verschiedener Tumoren im Gastrointestinaltrakt spielt kann noch nicht
abschliefend beurteilt werden. Auf der einen Seite konnte ein direkt proliferativer
Effekt von GLP-2 auf transformierte Zellen trotz eindeutigem Fehlen des GLP-2R
nachgewiesen werden. Zudem wurde eine geringe Expression von GLP-2R in
Tumorzelllinien nachgewiesen, darunter auch Tumorzellen des Adeno-Karzinoms des

Colons. Auf der anderen Seite zeigten Koehler et al., dass GLP-2R transfizierte Colon-
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Karzinom-Zelllinien keine GLP-2 abhangige Proliferation aufwiesen. Aufierdem konnte
kein Progress der Karzinogenese in Tumortragenden Apc Min/+ Mausen

nachgewiesen werden (Koehler et al., 2005, 2008a).

Um eine sichere und langfristige Anwendung mit Teduglutid gewahrleisten zu konnen,
bedarf es weiterer Studien in Bezug auf mogliche Einflisse auf die Karzinogenese.
Ebenso wird sich zeigen, ob Indikationen beispielweise im Rahmen von CEDs in
absehbarer Zeit in Frage kommen.

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit ist es, einen Beitrag zum besseren Verstandnis

der Wirkweise von Teduglutid in gesundem und krankem Organismus zu liefern.

1.5.2 Die Sucrase-lsomaltase

Hierbei handelt es sich um eine im Burstensaum des Gl-Traktes lokalisierte
Disaccharidase, welche beinahe ausschlieBlich in den Enterozyten des Dunndarms
sowie vereinzelt im Dickdarm vorkommt (Gorvel et al., 1991; Naim et al., 1991, 1988).
Die Hauptfunktion der Sucrase-Isomaltase besteht in der enzymatischen Spaltung von
Saccharose und Starke. Skovbjerg et al. sowie Rana et al. lokalisierten das hochste
Vorkommen der Sucrase-lsomaltase im proximalen Jejunum, gefolgt von weiter
distalen Anteilen des Dinndarms (Rana et al., 2001; Skovbjerg, 1981). Defekte oder
reduzierte Expression der Sucrase-lsomaltase fuhren zu verschiedenen
Krankheitsbildern wie z.B. dem kongenitalen Sucrase-lsomaltase Mangel und gehen
mit Malidigestion und Malabsorption einher (Alfalah et al., 2009; Gericke et al., 2016;
Heymann et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit wird die mRNA-Expression der
Sucrase-lsomaltase im Hinblick auf veranderte Enterozytenproliferation und
Lokalisation untersucht.

1.6 Intestinale Organoide als 3D-Modell

Der Groliteil der angewandten Methoden in der Zellkultur basiert auf 2D-Modellen.
Eine Limitation von 2D-Modellen liegt darin, dass die Zellen nicht im Zellverband
untersucht werden kdnnen und sich daher recht homogen verhalten. Zudem ist keine
raumliche Architektur gegeben und eine Interaktion mit anderen Zelltypen sowie der
extrazellularen Matrix ist nicht gegeben. In 3D-Modellen hingegen ist es mdglich

Zellpolaritat, Zelldifferenzierung sowie ein komplexes Gewebe nachzubilden und somit
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eine Annaherung an die Komplexitat von Organsystemen zu ermdglichen (Bissell et
al., 2002; Pampaloni et al., 2007). Sato et al. entwickelten 2009 ein neuartiges in vitro
Modell zur Kultivierung von Organoiden. Darunter versteht man kinstliche
Minidarme®, welche als 3D-Modell in Zellkultur gehalten werden konnen (Sato et al.,
2009). Dabei werden isolierte Dunndarmkrypten oder Lgr5+ Stammzellen in Matrigel
gegeben. Das Matrigel soll dabei die Extrazellularmatrix darstellen und beinhaltet unter
anderem Strukturelemente wie Kollagen IV, Laminin und Entactin. Das Medium zur
Kultivierung der Organoide beinhaltet dabei Wachstums- und Differenzierungsfaktoren
wie N2, B27, R-Spondin, EGF, Noggin uvm. R-Spondin ist beispielweise ein Wnt3A-
Signalweg-Agonist, welcher ein Ligand fur Lgrd ist. AuRerdem kann R-Spondin auch
an Lgr4 und Lgr6 binden (Carmon et al., 2011; de Lau et al., 2011; Schuijers and
Clevers, 2012). Wahrend Noggin die Differenzierung durch einen Antagonismus des
BMP-Signalweges inhibiert, spielt EGF eine wichtige Rolle in der Differenzierung
intestinaler Stammzellen (Al-Nafussi and Wright, 1982; Biteau and Jasper, 2011;
Groppe et al., 2003; Lim et al., 2000). Sato et al. konnten nachweisen, dass samtliche
Zelltypen des intestinalen Epithels wie Enterozyten, Paneth-Kornerzellen,
Enteroendokrine Zellen, Becherzellen und Stammzellen Bestandteile der Organoide
sind und somit die Funktionalitat der Mukosa erhalten bleibt. Neuerdings konnten auch
Organoide von anderen Organsystemen wie beispielweise Leber, Pankreas und
Magen etabliert werden (Barker et al., 2010; Boj et al., 2015; Huch et al., 2013).
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollen die molekularen Wirkmechanismen von Teduglutid
auf die Homoostase im Dunn- und Dickdarm untersucht werden. Zunachst soll geklart
werden, in welchen Darmbereichen der GLP-2R exprimiert wird und ob es eine
unterschiedliche Verteilung in Dinn- und Dickdarm gibt, um Ruckschlisse auf ein
unterschiedliches therapeutisches Ansprechen zu ziehen. Zudem soll beleuchtet
werden, ob die quantitative Expression des Zielrezeptors bei Patienten mit Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa im Vergleich zu gesundem Gewebe Unterschiede aufweist.

Der direkte Einfluss des GLP-2-Analogons Teduglutid auf die verschiedenen Zelltypen
im Dudnndarm soll mittels muriner Organoide als 3D-Zellkulturmethode genauer

analysiert werden.

Daruber hinaus sollen mdgliche proliferative und apoptotische Effekte auf ausgewahlte
Tumorzellen mit nachgewiesener Expression des GLP-2R in Zellkulturen eruiert

werden.

Das Universitatsklinikum Tubingen behandelt eine groRere Anzahl an Patienten mit
Kurzdarmsyndrom mit dem seit 2012 zugelassenen Medikament Teduglutid. Anhand
von Biopsien dieser Patienten, welche vor und wahrend der Behandlung mit Teduglutid
entnommen wurden, sollen erstmals in vivo Erkenntnisse gesammelt werden, welchen
Einfluss das Medikament auf die epitheliale Homobostase des Dunn- und Dickdarms
ausubt. Zudem sollen mogliche weitere Indikationsstellungen fur die Anwendung des

GLP-2-Analogons anhand der gewonnenen Daten diskutiert werden.
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2 Material und Methodik

2.1 Material

Alle verwendeten Hilfsmittel sowie Verbrauchsmaterialien, die nicht in der Liste

aufgefuhrt sind, gehoren zur Standardlaborausstattung.

2.1.1 Gerate

Gerate

Hersteller

16R Megafuge

Thermo Scientific, USA

Dampfgarer

Braun, Deutschland

Elektronenmikroskop

Olympus, Deutschland

Elektrophorese Power Supply

Peqglab, Deutschland

Geldokumentationssystem

Intras Science Imaging, Deutschland

Heracell vios 160i Brutschrank

Thermo Scientific, USA

LightCycler® 480

Roche, Deutschland

Nanodrop 1000

Peqglab, Deutschland

Plattenreader

Tecan Group, Deutschland

Thermocycler

Eppendorf, Deutschland

Warmeschrank

Witeg, Deutschland

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Multiwell Plate 96, weil3 fir LightCycler®
480

Sarstedt, Deutschland

Zellsieb 70um

Greiner-BioOne, Deutschland
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2.1.3 Chemikalien, Reagenzien, Kits, Enzyme und Antikorper

2.1.3.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien/Reagenzien

Hersteller

100bp DNA Ladder

Invitrogen, USA

1kb Plus DNA Ladder

Invitrogen, USA

Agarose NEEO

Roth, Deutschland

A-83-01

Tocris Bioscience, Deutschland

Ampicillin

Sigma-Aldrich, USA

Advanced DMEM/F12 Medium

Life Technologies, USA

Benzimide H33342 trihydrochloride

Sigma-Aldrich, Deutschland

BSA/albumin Fraktion V

Roth, Deutschland

Bromphenol Blue

Sigma-Aldrich, USA

B27 supplement

Invitrogen, USA

10x Citratpuffer pH 6

Zytomed, Deutschland

CHIR99021

Stemgent, USA

Dampfgarpuffer pH 6/ pH 9

Dako, Danemark

DMEM (hoher Glukosegehalt, HEPES)

Life Technologies, USA

DPBS-Puffer

Life Technologies, USA

EDTA

Roth, Deutschland

Endogene Peroxidase Blockinglésung

Dako, Danemark

Ethanol 99%

VWR, USA

Ethidiumbromid Lésung 0,025 %

Roth, Deutschland

FCS

Biochrom, Deutschland

Fluoreszens Mounting Medium

Dako, Danemark

Gentamicin/ Amphotericin

Life Technologies, USA

Glutamaxx

Life Technologies, USA

Glycerol

VWR, Deutschland
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Hamatoxylin-Losung modifiziert nach Gill Il,
25%

Merck, Deutschland

HEPES Buffer 1M

Invitrogen, Deutschland

Human recombinantes Wnt3A

R&D Systems, Deutschland

Human recombinantes EGF

Sigma-Aldrich, Deutschland

Human (Leu)15-Gastrin-1

Sigma-Aldrich, Deutschland

NatriumPyruvat (100nM)

Life Technologies, USA

Luria Agar

Roth, Deutschland

Luria Broth Agar

Roth, Deutschland

Matrigel Corning, Deutschland
Microclear® Merck, Deutschland
Murine EGF Invitrogen, Deutschland

N-Acetylcystein

Sigma-Aldrich, Deutschland

Neo-Mount®

Merck, Deutschland

N2 supplement

Invitrogen, Deutschland

Nicht essenzielle Aminosauren (100x)

Life Technologies, USA

Nicotinamide

Sigma-Aldrich, Deutschland

Noggin

Peprotech, USA

Penicillin/ Streptomycin

Life Technologies, USA

RPMI-1640 Medium

Merck Milliipore, Deutschland

R-spondin-1 Peprotech, USA

Saccharose Roth, Deutschland
SB202190 Sigma-Aldrich, Deutschland
Sorbitol Fisher Scientific, Deutschland

Sulfortrodamine B

Sigma-Aldrich, Deutschland

TBS Roth, Deutschland
Thiazovivin Stemgent, USA
TRIS Roth, Deutschland

Triton™ X-100

Sigma-Aldrich, USA
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TRIzol

Life Technologies, USA

TrypLE-Express

Life Technologies, USA

Trypsin-EDTA Roth, Deutschland

Tween 20 Merck, Deutschland

Tween 80 Merck, Deutschland

X-Gal Roth, Deutschland

Xylol VWR, Deutschland
Y-27632 Sigma-Aldrich, Deutschland

Zytomed Block Solution

Zytomed, Deutschland

2.1.3.2 Antikorper, Kits und Enzyme

Antikorper, Kits, Enzyme

Hersteller

Anti-GLP-2 (polyclonal,Rabbit)

Sigma-Aldrich, Deutschland

Anti-HDS: Anti-DEFA5

Sigma-Aldrich, Deutschland

Dako Real en Vision

Dako, Danemark

Direct-zol™ RNA Miniprep

Zymo-Research, Deutschland

dNTP Mix, PCR Grade

Qiagen, Deutschland

Eco RI Restriktionsenzym

New England Biolabs, USA

HotStarTaq Mastermix Kit

Qiagen, Deutschland

HotStarTaq DNA Polymerase

Qiagen, Deutschland

iScript™ cDNA Synthesis Kit

Bio-Rad, USA

IgG Alexa Fluor 488 (goat anti mouse)

Jackson/ Dianova, Deutschland

QIAprep Spin Miniprep Kit

Qiagen, Deutschland

QIAquick PCR Purification

Qiagen, Deutschland

Quick-RNA™ Miniprep

Zymo-Research, Deutschland

SybrGreen Masterkit

Roche, Deutschland

Synaptophysin (monoclonal, Mouse)

DCS Diagnostics, Deutschland

Topo® TA Cloning® Kit

Invitrogen, USA
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2.1.4 Medien und Puffer

2.1.4.1 Zellkulturmedien

Medium Komponenten Menge
Wnt3a Medium DMEM 445ml
FCS 50ml
Pen/ Strep 5mi
Zeocin 1,25ul/ml
Caco-2 Medium DMEM 435ml
FCS 50ml
Natrium-Pyruvat 5mi
NEAA 5ml
Pen/ Strep 5mi
HepG2 Medium DMEM 445mi
FCS 50ml
Glutamaxx 5ml
A549, HUCCT1, HeLa Medium DMEM 450ml
FCS 50ml
ENR-Medium Ad-DF*** 14ml
B27 Supplement 400ul
N2 Supplement 200ul
Noggin 4ml
EGF 20ml
n-Acetylcystein (500mM) 50ul
R-Spondin 2mi
RPMI-full-Medium RPMI 500ml
AddR (20x) 29ml
FCS 50ml
AddR (20x) Medium Pen/ Strep 100ml
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3-Mercaptoethanol 100ml

HEPES-Puffer(1M) 100ml
Natrium-Pyruvat 100ml
Glutamaxx 100ml
NEAS 60ml
Asparagin (10mg/ml) 20ml
Kryptenkultivierungsmedium fur Advanced DMEM 485ml
Mausorganoide (Ad-DF***) Glutamaxx 5ml
HEPES Puffer(1M) 5mi
Pen/ Strep 5mi
Chelation Puffer (fir 200ml) DPBS mit

2% Sorbitol
1% Sucrose
1%BSA

1x Gentamycin/ Amphotericin

Wnt3A Supplements fur konditioniertes
Medium

2mM Glutamin
10mM HEPES
100ml Pen/Strep
N2 Supplement
B27 Supplement
1% BSA

human minigut medium (HMM)

Advanced DMEM/F12 mit
2mM Glutamin

10mM HEPES

100U/ml Pen/Strep

N2 Supplement

B27 Supplement

1%BSA

complete human minigut medium (CHMM)

50% HMM, 50% Wnt3A konditioniertes

Medium

1ug/ml RSPO-1
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100ng/ml Noggin

50ng/ml EGF

500uM A-83-01

10pM SB202190

10nM Gastrin-1

10mM Nicotinamid

1mM n-Acetylcystein

2,5uM (1,25ul auf 5ml Medium) CHIR99021
2,5uM (1,25pl auf 5ml Medium)

Thizovivin

Kryptenisolationspuffer

50ml PBS+ 200ul 0.5M EDTA

Spullésung flir Mausorganoide

45ml PBS+5ml FCS

2.1.4.2 Allgemeine Puffer und Losungen

Puffer/ L6sung

Menge/ Herstellung

EDTA-Stammlésung 0,5M pH 8.0

186,19 EDTA in 700ml Wasser l6sen, pH-
Wert einstellen mit ca. 50ml NaOH,
anschlieRend auf 11 Wasser auffiillen und

autoklavieren

LB-Platten 409 Luria-Agar ad 500ml Wasser,
autoklavieren, Zugabe von 0,5ml Ampicillin-
Stammldsung, Platten gief3en

LB-Medium 20g Luria Brothad 500ml Wasser,

autoklavieren, Zugabe von 0,5ml Ampicillin-

Stammldsung

Ladungspuffer flr Agarosegele

40g Saccharose+ 0,25g Bromphenolblau

bzw. Xylencanol ad 50ml Wasser

Ampicillin-Stammlésung

0,05g Ampicillin in 1ml Wasser |6sen=

50mg/ml

1%/ 1,5% Agarosegel

1g /1,5g Agarose NEEO ad 100mI TAE-
Puffer (1x)
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TAE-Puffer (50x) 2429 TRIS+ 57,1ml Eisessig+ 100ml 0,5M
EDTA pH 8.0 ad 1L Wasser

TAE-Puffer (1x) 40ml TAE-Puffer (50x) ad 2L Wasser

TBS-Waschpuffer (10x) 30g TRISBase+2gKCL+5,6g TRIS (Base)+
80g NaCl ad 1L Wasser, mit HCL auf pH

7.4 einstellen

TBS-T Waschpuffer (1x) 100ml 10x TBS-Waschpuffer mit 900ml
Wasser mischen+ 1ml Tween 20

SRB 4g Sulforhodamin B in 1% Essigsaure

10% Trichloressigsaure (TCA) 100g Trichloressigsaure in 1L Wasser

2.1.5 Primersequenzen und Plasmide

Die verwendeten Oligonucleotide wurden von Biomers Deutschland synthetisiert, high
purity salt free (HPSF) aufgereinigt und lyophilisiert geliefert. Sie wurden dann in
Nuklease-freiem Wasser gelost und bei -20°C gelagert. Fur die vorliegende Arbeit
wurden GLP-2, Sucrase-Isomaltase, hGCG und m-GLP-2 neu etabliert. Alle weiteren
fur die durchgefuhrten Genexpressionsmessungen aufgefuhrten Primer und Plasmide
waren in der Arbeitsgruppe bereits vorhanden und wurden zur Verfigung gestellt.

Die mRNA-Sequenzen fur die humanen Gene, die fur die quantitative real-time PCR
Analyse verwendet wurden, entstammen der ,Nucleotide“-Datenbank des National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Nachfolgend sind die mMRNA-Sequenzen
dieser Primer aufgelistet:
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Tabelle 1: Verwendete Primer fiir die qRT-PCR-Analyse von humanen Genen

Gen Sense-Primer (5°-3) Antisense-Primer (3-5‘) | Produktgrofe
(Bp)

B-Actin GCC AAC CGC GAG AAG | CAT CAC GAT GCC AGT | 120
ATG A GGTA

HD5 GCC ATC CTT GCT GCC | AGA TTT CAC ACA CCC | 241
ATTC CGG AGA

HD6 CCT CAC CAT CCT CAC | CCATGA CAG TGC AGG | 266
TGC TGT TC TCC CATA

IL-10 AAG CCT GAC CAC GCT | ATG AAG TGG TTG GGG | 193
TTC TA AAT GA

IL-8 ATG ACT TCC AAG CTG | TCT CAG CCC TCT TCA | 292
GCC GTG GC AAAACT TC

Ki-67 GAG AAG AAC CTC TGC | TTT GCT GCA TTC TGT |73
TCC CCA GCACTG

TNF-a TCT GGC CCA GGC AGT | TCA GCT TGA GGG TTT | 81
CAG ATC GCTACAA

Villin AGC CAG ATC ACT GCT | TGG ACA GGT GTT CCT | 169
GAG GT CCTTC

B-Actin GCC AAC CGC GAG AAG | CAT CAC GAT GCC AGT | 120
ATG A GGTA

GLP-2R ACC TTG GTG GAG TGA | CATTCG GAG TCATCC | 111
AGA GAG TGC CA

Sl (Sucrase- | TCA GAT GGC ACA GGG | GTG CTT GTT AAG GTG | 114

Isomaltase) | TTC TC GTC TGG

hGCG GAG GAA GGC GAG ATT | CCC TGG CGG CAA GAT [ 117
TCC CA TAT CA

Lgr5 TGC TGG CTG GTG TGG | AGA ACC CAC GCT CCA | 159
ATG CG GGG CT

Sox9 AAG CTC TGG AGA CTT | CGT TCT TCACCGACT | 133
CTGAACG TCC TCC
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Tabelle 2: Verwendete Primer fiir die qRT-PCR-Analyse von murinen Genen

Gen Sense-Primer (5°-3) Antisense-Primer (3‘-5°) Produktgrofe
(Bp)
m-B-Actin GCT GAG AGG GAA ATC | CCA GGG AGG AAGAGG | 100
GTGCGTG ATG CGG

m-Lysozym | GCC AAG GTC TAC AAT | CAG TCA GCC AGC TTG | 88
CGTTGT GAG TTG ACA CCACG

m-Crypt-1 TCA AGA GGC TGC AAA | TGG TCT CCA TGT TCA | 93
GGAAGAGAAC GCG ACAGC

m-Crypt-4 | GCT GTG TCT ATC TCC | CGT ATT CCA CAA GTC [ 131

TTT GGA GGC CCA CGA AC
m-Ki67 CCT TTG CTG TCC CCG | GGC TTC TCA TCT GTT | 104
AAG A GCTTCCT
m-Lgr5- GGC TTC TCA TCT GTT | GCA TTG GGG TGA ATG | 160
ex12se/ GCTTCCT ATA GCA

ex14as

m-GLP-2R | CTG TCA GAG ATT TCT | TCA GGA AGC ACT GTT | 131
GCCTCCT GGC TC

2.1.6 Zell-Linien, Mausgewebeproben

2.1.6.1 Herkunft der Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fur die Zytotoxizitatsexperimente folgende Zelllinien
verwendet. Die Herkunft und Bezugsquellen der Zellen wurden in Tabelle 3

zusammengefasst.

1) A-549 Zellen: Diese Zellreihe stammt aus einem Adenokarzinom der Lunge eines
58-jahrigen europiden Amerikaners (Lieber et al.,1976).

2) Caco-2 Zellen: Diese Zellreihe stammt aus einem Adenokarzinom des Colons
eines 72-jahrigen Kaukasiers. Haufig differenzieren sich Caco-2 Zellen spontan zu

Enterozyten. Der TC7-Subklon wurde von der paternalen Zelllinie isoliert und
31



3)

4)

o)

zeichnet sich durch mehr Homogenitat und Proliferation sowie spezifische
Charakteristika hinsichtlich der Sucrase-Isomaltase Expression, Proliferation und
Transportkapazitat aus (Chantret et al., 1994, 1988; Fogh et al., 1977).

HepG2 Zellen: Diese Zellen wurden aus einem hepatozellularen Karzinom isoliert
und stellen ein etabliertes in vitro Modell dar (Knowles et al,1980).

Hela Zellen: Es handelt sich hierbei um humane Epithelzellen eines
Cervixkarzinoms einer afro-amerikanischen Patientin (Scherer et al.,1953). Die
TLR-Expression dieser Zellreihe ist vergleichbar mit der TLR-Expression von
intestinalen Epithelzellen (Nishimura and Naito, 2005).

HuCCT1 Zellen: Dies sind humane Epithelzellen eines Cholangiocellularen-
Carzinoms (CCC), welche in Japan isoliert und in der Riken Zellbank in Japan
etabliert wurden (Miyagiwa et al., 1989).

Tabelle 3: Herkunft der Zelllinien und Bezugsquellenangaben

Name Beschreibung Quelle

A 549 Lungenkarzinomzellen AG Bitzer. Quelle DSMZ

Caco-2 TC7 | Colonkarzinomzellen AG Wehkamp: Quelle: DSMZ

HelLa Cervixkarzinomzellen AG Bitzer: Quelle: MPI Minchen
HepG2 Leberkarzinomzellen AG Bitzer: Quelle DSMZ

HuCCT 1 Leber-Gallengangkarzinomzellen | AG Bitzer Quelle: Riken Zellbank, Japan

Zudem wurden die beiden Proteine Noggin und R-Spondin 1 verwendet, welche 2014

in unserer Arbeitsgruppe durch HEK 293T-Zellen hergestellt wurden. Diese wurden

zur Herstellung des konditionierten Mediums verwendet, welches fur die Kultivierung

von Organoiden bendtigt wurde.

Die Zelllinie wurde von Vanesa Dikistra-Muncan vom Academic Medical Center,

Amsterdam (Hejmans et al.,2013) zur Verfugung gestellt. Das konditionierte Medium

wurde bereits 2014 am Institut fur klinische Pharmakologie in Stuttgart in gro3eren

Mengen hergestellt und bei -20°C gelagert.
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2.1.6.2 Mausgewebe zur Herstellung von Mausorganoiden

Das fur die murine Organoidkultivierung verwendete intestinale Gewebe stammt aus
C57BI/6 Mausen, welche von der Arbeitsgruppe Prof. Zender (Medizinische Kilinik,
UKT) freundlicherweise zur Verfugung gestellt wurden.

Es handelte sich um mannliche Mause im Alter von 8 Wochen.

2.1.7 Patientenkollektive und Patientenprobenmaterial

Die in der vorliegenden Dissertation verwendeten Patientengewebeproben wurden
von der Arbeitsgruppe Prof. Wehkamp zur Verfigung gestellt. Sie wurden im Rahmen
einer Studie seit 2001 am Robert-Bosch-Krankenhaus in Stuttgart und seit August
2015 auch am Universitatsklinikum Tubingen gesammelt und aufgearbeitet. Ein
Ethikvotum der Ethikkommission der Universitat Tubingen lag vor (Nr. 687/2012B01).
Zudem etablierte die Arbeitsgruppe 2015 an der Universitatsklinik Tubingen ein
Kurzdarmpatientenkollektiv, auf welches fur die vorliegende Arbeit ebenfalls
zuruckgegriffen werden konnte. Das bestehende Ethikvotum wurde diesbezuglich
erganzt (Nr. 730/2015B02).

Fur die Kultivierungsversuche humaner Organoide wurden Dunndarmresektate der
Viszeralchirurgie der Universitat Tubingen im Rahmen elektiver Eingriffe gewonnen
und fur die Versuche verwendet. Dies wurde durch das oben genannte Ethikvotum
abgedeckt.  Samtliche  Patienten und  Kontrollpersonen  haben  eine
Einverstandniserklarung unterschrieben und wurden Uber die Durchfuhrung, mogliche
Risiken wahrend der Probenentnahme sowie Uber die wissenschaftliche Verwendung
der Gewebeproben aufgeklart. Die Biopsieentnahme erfolgte wahrend elektiver
endoskopischer Untersuchungen. Bis zur Weiterverarbeitung wurden diese in
flussigem Stickstoff gelagert. Gewebeproben von Morbus Crohn Patienten wurden
gemal} der Lokalisation des intestinalen Befalls anhand der Montreal-Klassifikation in
3 Gruppen eingeteilt: L1 far MC Patienten mit nur lleumbefall, L2 fur MC Patienten mit
nur Colonbefall und L3 fur MC Patienten mit lleum- und Colonbefall.
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2.1.7.1 Das Patientenkollektiv aus lleum- und Colonbiopsien von CED

Patienten und Kontrollprobanden

Tabelle 4: lleum-Biopsien, MC Patienten, Einteilung nach der Montreal-Klassifikation

Diagnose Lokalisation und Inflammationsstatus | Anzahl n
Kontrollen 24
MC-Patienten L1 entzindet 19
MC-Patienten L1 nicht entziindet 10
MC-Patienten L2 nicht entzindet 19
MC-Patienten L3 entzundet 22
MC-Patienten L3 nicht entziindet 7

Tabelle 5: Colon-Biopsien, MC Patienten, Einteilung nach der Montreal-Klassifikation

Diagnose Lokalisation und Inflammationsstatus | Anzahl n
Kontrollen 25
MC-Patienten L1 nicht entziindet 24
MC-Patienten L2 nicht entziindet 4
MC-Patienten L2 entzundet 16
MC-Patienten L3 entzundet 18
MC-Patienten L3 nicht entziindet 14

Tabelle 6: lleum Biopsien, Colitis ulcerosa, Einteilung nach Inflammationsstatus

Diagnose

Lokalisation und Inflammationsstatus

Anzahl n

CU-Patienten

nicht entzindet
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Tabelle 7: Colon Biopsien, Colitis ulcerosa, Einteilung nach Inflammationsstatus

Diagnose Lokalisation und Inflammationsstatus Anzahl n
CU-Patienten entziindet 22
CU-Patienten nicht entziindet 17
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2.1.7.2 Kurzdarmsyndrom-Patientenkollektiv Tubingen, lleum und
Colonbiopsien

Fur die vorliegende Arbeit wurden 14 Gewebeproben von Patienten mit
Kurzdarmsyndrom, die mit Teduglutid behandelt wurden, durch das
Universitatsklinikum Tubingen im Rahmen unserer Studie zur Verfugung gestellt. Je
nach anatomischen Gegebenheiten wurden im Rahmen von endoskopischen
Kontrolluntersuchungen Colon- und/ oder lleum- Biopsien entnommen. Von 7
Patienten wurden sowohl vor als auch wahrend der Teduglutid Behandlung Biopsien
entnommen. Hiervon konnte von allen 7 Patienten lleum Biopsien und von 5 Patienten
Colon Biopsien entnommen werden (dieselben Patienten, von denen auch lleum
Biopsien vor und wahrend Teduglutid Gabe entnommen werden konnten). Die Nicht-
Entnahme von Colon Biopsien bei 2 Patienten erfolgte gemal® Entscheidung des
durchfuhrenden Arztes. Bei 5 der 7 Patienten war Morbus Crohn die Grunderkrankung,
die eine operative Darmresektion nach sich zog und bei 2 der 7 Patienten war eine

operative Darmresektion aufgrund eines Mesenterialinfarkts notwendig.

Die durchschnittliche Einnahmedauer von Teduglutid zwischen dem Zeitpunkt der
ersten Probeentnahme (vor Teduglutid Einnahme) und dem Zeitpunkt der zweiten
Probeentnahme (wahrend Teduglutid Einnahme) betrug 433 Tage (n=7). Die
Einnahmedauer von Teduglutid des jeweiligen Patienten 1-7 bis zur zweiten
Probeentnahme findet sich in nachfolgender Tabelle:

Tabelle 8: Einnahmedauer von Teduglutid bei Patienten mit Koloskopie vor und wahrend der Einnahme

von Teduglutid

Patient Einnahmedauer Teduglutid in Tagen
1 369
2 160
3 390
4 425
5 387
6 767
7 534

35



Tabelle 9: lleum-Biopsien, Kurzdarmpatienten

Therapiezeitpunkt Anzahl n
Vor Teduglutid-Gabe 13
Wahrend Teduglutid-Gabe 8

Tabelle 10: Colon-Biopsien, Kurzdarmpatienten

Therapiezeitpunkt Anzahl n
Vor Teduglutid-Gabe 9
Wahrend Teduglutid-Gabe 6

2.1.8 Software

Programm Hersteller

Geneious 8.1 Biomatter Ltd., New Zealand
GraphPad Prism Version 9.2.0 GraphPad Software Inc, USA
Light Cycler Software release 1.5.0 Roche, Deutschland

XFluor 4 Tecan Group, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Primer Design

Nach intensiver Literaturrecherche wurden fur die vorliegende Arbeit spezifische
Zielgene ausgewahlt, die moglicherweise einem Einfluss durch Teduglutid unterliegen.
Die entsprechenden Sequenzen dieser Zielgene wurden der NCBI-Datenbank
(National Center for Biotechnology Information) entnommen. Mithilfe des
Softwareprogramms Geneious 8.1 wurden anschlieBend spezifische Primer
ausgewahlt. Zur Vermeidung der Amplifikation von genomischer DNA wurden die
Primer so ausgewahlt, dass sie eine Exon-Intron-Grenze Uberspannen. Eine

zusatzliche Kontrolle der ausgewahlten Primer fand mittels Primer Blast in der NCBI-
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Datenbank statt. Die Herstellung der Primer wurde anschliefend von der Firma
Biomers Deutschland durchgefuhrt. Die Sequenzen aller verwendeten Primer finden

sich im Materialteil unter 2.1.5., Tabelle 1 und Tabelle 2.

2.2.1.2 Klonierung von DNA-Fragmenten und Herstellung von Plasmiden

Die Klonierung dient in der Molekularbiologie der Vermehrung von DNA-Fragmenten
sowie der Herstellung von Plasmiden, die in der vorliegenden Arbeit als
ReferenzgroRen fur die absolute Quantifizierung der Genexpressionsmessungen
eingesetzt wurden. Hierzu werden die aufgereinigten PCR-Produkte in ein
ringformiges DNA-Molekul, Plasmid genannt, eingeschleust. Diesen Vorgang nennt
man Ligation. AnschlieRend werden Bakterienzellen mit diesem Plasmid inkubiert,

welche das Ligationsprodukt aufnehmen konnen (Mulhardt, 2013a).

HotStar Taq Thermocycler PCR

Um die DNA-Fragmente der ausgewahlten Zielgene fur  spatere
Genexpressionsmessungen einsetzen zu konnen, wurden diese mittels
konventioneller PCR im Thermocycler amplifiziert. Fur dieses Verfahren wird eine
thermostabile HotStarTaq Polymerase, die zu amplifizierende DNA-Sequenz sowie die
zwei entsprechenden Primer bendtigt (Mulhardt, 2009). Alle weiteren Komponenten
wie dNTPs, MgCl,, Puffer und Wasser waren im HotStar-Taq Masterkit enthalten.

Gemal Herstellerprotokoll zur Aktivierung der HotstarTaq Polymerase wird zunachst
eine 15-minutige Inkubation bei 95°C durchgefuhrt. Anschlielend werden pro Zyklus
drei nacheinander ablaufende Schritte durchlaufen: Zuerst findet bei einer Temperatur
von 94°C die Denaturierung der DNA-Doppelhelix in ihre beiden Einzelstrange statt.
Danach sinkt die Temperatur auf die Annealingstufe von 50- 60°C ab, sodass sich die
Primer an die Einzelstrange anlagern konnen. Der finale Elongationsschritt findet bei
72°C statt. Hierbei wird ein neuer Doppelstrang gebildet, sodass sich die DNA-Menge
je Zyklus in etwa verdoppelt. Insgesamt wird dieser Vorgang 45x wiederholt (Mulhardt,
2013b).
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Tabelle 11: Mastermix fiir die HotStar Tag-PCR

Mastermix fir 1 Probe Menge (in pl)
Nuclease-freies Wasser 9

Q-Solution 5

PCR Buffer 2,5

dNTP 10 mM 1,25

MgCl; 25 mM 1

HotStarTaq DNA Polymerase 0,25

Primer for/ rev. Je 1
cDNA-Template 4

Tabelle 12: PCR-Programm Thermocycler (Eppendorf)

Temperatur Zeit (in Minuten) Reaktionsschritt

95 °C 15 Aktivierung der HotstarTaq Polymerase

94 °C 1 Denaturierung

56°C 1 | 45zyklen |Annealng
72°C TR . Elongaton
72 °C 15 Finale Elongation

4°C o0 Abkuhlung und Ende

Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der Qualitat, Richtigkeit und Effizienz der HotStar Thermocycler-
PCR-Produkte wurde eine Gelelektrophorese durchgefihrt. Hierfir wurde aus
Agarose NEEO und 1xTAE-Puffer ein 1,5%iges Agarosegel hergestellt. Dem Gel
wurden noch 3 Tropfen 0,025% Ethidiumbromidlosung zugegeben, welches sich an
DNA-Fragmente anlagert und unter UV-Licht fluoresziert. Die DNA-Banden konnen
somit detektiert und mit einer Kamera fotographisch dokumentiert werden. Nach
Vorbereitung der Elektrophoresekammern wurden 5pul der amplifizierten PCR-
Produkte mit jeweils 2ul 6-fachem Xylencyanol-Ladungspuffer versetzt. Als DNA-
Langenstandard wurde die DNA-Leiter von Invitrogen (2ul) inklusive Ladungspuffer

mitgefuhrt. Alle Proben wurden fur 1h bei 100V auf die Gelmatrix aufgetragen, wo sie
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aufgrund ihrer negativen Ladung und GrofRe unterschiedlich weit in Richtung Pluspol
wanderten. Durch das Mitfuhren eines Grolienstandards (100bp Leiter), der DNA-
Bruchstlcke im Abstand von 100bp aufwies, konnte so die Grof3en der einzelnen PCR-
Produkte bestimmt werden.

DNA-Aufreinigung

Nach der GroRRenuberprufung der PCR-Produkte im Agarosegel wurden die Proben
mit der starksten Bande mit Hilfe des QIAquick® PCR Purification Kit nach
Herstellerprotokoll aufgereinigt. Dazu wurden 20ul des PCR-Produkts mit 100ul PB
Puffer im Eppendorfgefald gemischt und auf die im Kit enthaltenen Spinsaulen
aufgetragen. Diese enthalten eine Membran, an die die DNA bindet. Nach zwei
Zentrifugations- und Reinigungsschritten mit PE Puffer wurden die PCR-Produkte
anschliefend in 30ul EB Puffer eluiert und konnten anschlielend fur die Klonierung

eingesetzt werden.

Transformation der DNA

Damit das DNA-Fragment mit einem Vektor ligiert werden kann, wird die sog. TA-
Klonierung durchgefiihrt (Milhardt, 2009). Hierfiir wurde der pCR2.1®-TOPO® TA
Vektor aus dem TOPO®-TA Cloning Kit von Invitrogen verwendet. Gemaf Protokoll
wurde das DNA-Fragment in eine spezifische Stelle des Vektors kloniert, wodurch das
LacZ-Gen des Vektors inaktiviert wurde. Daraufhin wurde der Vektor in sog. OneShot®
TOP10 E. coli via Hitzeschock Ubertragen, welche eine Ampicillin-Resistenz
aufweisen. Die Blockade des Lac-Gen ermoglichte die Auswahl jener
Bakterienkolonien, die erfolgreich mit dem DNA-Abschnitt kloniert wurden (Koenen et
al., 1982; Mulhardt, 2009). Dazu wurde der Transformationsansatz auf LB Agarplatten
ausplattiert, welche zusatzlich das Antibiotikum Ampicillin und den Farbstoff X-Gal
enthalten. Zum einen konnten nur jene Bakterien wachsen, die eine Resistenz
gegenuber Ampicillin aufwiesen, zum anderen farbten sich Kolonien mit aktivem LacZ-
Gen blau, was bedeutete, dass diese das Plasmid nicht implementiert hatten. Jene
Kolonien, die weil} blieben, enthielten folglich das Plasmid mit dem gewunschten DNA-
Abschnitt und konnten somit selektiert werden. Diese wurden in ein LB-Medium
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gegeben und uber Nacht im Schattelinkubator bei 37°C inkubiert. Eine solche Auswahl
der Kolonien anhand der Farbe wird auch Blau-Weil3-Selektion genannt.

Durchfuhrung:

Tabelle 13: Ligationsansatz nach Herstellerprotokoll

Bestandteil Volumen in pl
PCR-Produkt 4
Salzlésung | 1
TOPO-Vektor 1

Der Ligationsansatz wurde vorsichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Fur die Transformation wurden anschlie®end 2ul des Ligationsansatzes in
ein Top10-Zelltube Uberfuhrt und fur 30 Minuten auf Eis gestellt. Danach wurde der
Ansatz 30 Sekunden einem Hitzeschock von 42°C ausgesetzt, hierbei erfolgte die
Aufnahme der DNA in das Bakterium. Im Anschluss wurden 250ul raumtemperiertes
S.0.C.-Medium zugegeben und 1h im Warmeschuttler bei 37°C inkubiert. Davon
wurden dann 100pl der Bakteriensuspension zur Selektion auf LB-Agarplatten
ausgestrichen. Diese wurden zuvor mit jeweils 40ul X-Gal Losung fur die Blau-Weil3-
Selektion sowie mit 50ul Ampicillin beimpft. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C
im Brutschrank gelagert. Am Folgetag konnte die Blau-Weil3-Selektion durchgefuhrt
werden. Anschlie3end wurden von den einzelnen Platten jeweils 2-4 weilde Kolonien
mit einer Impfose gepickt und in 5ml ampicillinhaltiges TSB-Medium Uberfiihrt. Uber
Nacht wurden die Falcons bei 37°C bei halbgedffnetem Deckel im Warmeschdattler fur
ca. 16h inkubiert und am nachsten Morgen die bewachsenen Falcons 10 Minuten bei
4000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets konnten fiir die

Praparation der Plasmide eingesetzt werden.

Praparation der Plasmide:

Die Plasmidisolierung erfolgte mittels QIAprep Spin Miniprep Kit von Qiagen nach
Herstellerprotokoll. Die im Kit enthaltenen Spinsaulen sind mit einer Membran
ausgestattet, an welche die DNA binden kann. Nach verschiedenen Wasch- und
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Zentrifugationsschritten wurden die Plasmide mit 30ul Nuklease-freiem Wasser eluiert
und die Konzentration photometrisch im Nanodrop bestimmit.

Restriktionsverdau:

Der Restriktionsverdau mittels Restriktionsenzymen dient der Kontrolle, ob die

Klonierung erfolgreich war.

Die Verdauung erfolgte mit dem Enzym EcoR1-HF®, das aus dem Bakterium E. coli
isoliert wurde. Der Reaktionsansatz wurde durch den Cut Smart-Puffer erganzt und fur
45min bei 37°C inkubiert. Anschliefend erfolgte eine Gelelektrophorese mit dem
Ladungspuffer Xylencyanol auf 1%igem Agarosegel fur 80min bei 100V. Als
GroRenstandard wurde der 1kb plus-Ladder von Invitrogen sowie die 100bp DNA-
Leiter mitgefuhrt.

Nach erfolgtem Restriktionsverdau und Gelelektrophorese wurden die Plasmide zur
Firma GATC nach Konstanz verschickt, die eine Sequenzierung vornahm. Die
ermittelten Sequenzen wurden dann mit Hilfe der Geneious-8.1 Software verglichen
und konnten nach Ubereinstimmung als Referenz fir die quantitativen

Genexpressionsmessungen verwendet werden.

Tabelle 14: Herstellung von 20ul Mastermix fiir den Restriktionsverdau

Bestandteil Volumen
Plasmid-DNA 500ng!
EcoR1-HF® 1l
Cut Smart Puffer 1ul
Nuklease-freies Wasser 18ul

2.2.1.3 RNA-Extraktion aus Gewebeproben

Nach endoskopischer Entnahme der Dunn- und Dickdarmbiopsien wurden diese
unmittelbar in flussigen Stickstoff gegeben und bei -196°C bis zur weiteren
Aufbereitung gelagert. Die hier beschriebene RNA-Extraktion wurde nach der Single-
Step Methode von Chomczynski und Sacchi (1987) durchgefuhrt (Chomczynski and
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Sacchi, 1987). Zur Durchfiihrung wurde das Protokoll aus dem Direct-zol™ RNA

MiniPrep-Kit von Zymo Research Corp. herangezogen.

Die Biopsien wurden mit Hilfe einer gekuhlten Pistille und flissigem Stickstoff im
Eppendorfgefald pulverisiert und mit 500yl Trizol-Reagenz homogenisiert. Dies hat zur
Folge, dass das im Reagenz enthaltene Guanidiniumthiocyanat die RNAasen
inaktiviert sowie DNA und Proteine auflost. Zusatzlich werden durch das Phenol im
Reagenz die RNA-Bestandteile gelost (Farrell, 2017). Nach Zugabe von 500l
100%igem Ethanol wurden die Proben zentrifugiert und uber die im Kit enthaltenen
Zymo-Spin-Saulen nach vorliegendem Herstellerprotokoll in verschiedenen Wasch-
und Zentrifugierschritten aufbereitet. Zuletzt wurde die RNA mit Nuklease-freiem
Wasser eluiert und bei -80°C gelagert.

2.2.1.4 Analytik der RNA

Die Bestimmung der Konzentration der aufgereinigten RNA wurde mit dem
Spektralphotometer NanoDrop 1000 von Peglab durchgefuhrt. Dies erfolgte anhand
der Bestimmung der Absorption von UV-Licht mit einer Wellenlange von 260nm. Dabei
ist die Hohe der Absorption proportional zur Konzentration und Dicke der RNA-Probe
(Strong, 1952). Eine Schlussfolgerung bezuglich der Reinheit der RNA lasst sich
treffen, wenn die Absorptionswerte bei zwei verschiedenen Wellenlangen (260nm und
230nm bzw. 260nm und 280nm) in ein Verhaltnis zueinander gesetzt werden. Eine
zufriedenstellende Reinheit der RNA ist bei Werten von 1,8- 2,2 als gegeben (Mulhardt,
2009).

2.2.1.5 cDNA-Synthese

Die komplementare DNA (cDNA) wird im Rahmen der quantitativen
Genexpressionsmessung mittels qRT-PCR als Template bendtigt. Fur die Synthese
der cDNA wird das Enzym Reverse Transkriptase eingesetzt.

Jeweils 500ng der gemessenen Gesamt-RNA wurden fur die cDNA-Synthese
verwendet. Die cDNA-Synthese wurde mithilfe des iscript-cDNA-SynthesisKit von
BioRAD durchgefuhrt.

Gemal Herstellerprotokoll wurde je Probe ein Mastermix mit einem Gesamtvolumen

von 20ul aus 4yl iscript-Reactionmix, 1ul iscript Reverse Transcriptase, X ul der
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Gesamt-RNA (Volumen von der Konzentration abhangig) und Nuklease-freiem
Wasser hergestellt.

Die Synthese der cDNA fand im Thermocycler wie nachfolgend dargestellt statt:

Tabelle 15: Thermocycler Ablaufschritte

Temperatur Zeit (in Minuten)
25°C 5

42 °C 30

85°C 5

Schliel3lich wurde die cDNA fur 5 Minuten auf Eis abgekuhlt.

Zuletzt wurde jede Probe mit Nuklease-freiem Wasser auf 50ul aufgefullt und bei -
20°C gelagert.

2.2.1.6 Quantitative real-time PCR

Im Anschluss an die cDNA-Synthese wurde die mRNA-Expression der fur die
vorliegende Arbeit relevanten Zielgene in allen angegebenen Patienten- bzw.
Versuchsproben mittels quantitativer real-time PCR im LightCycler 480® von ROCHE
analysiert. Diese Methode ermoglicht eine Quantifizierung der Genexpression auf
RNA-Ebene. Man nutzt hierbei die mathematische Tatsache, dass die Amplifikation
der cDNA in der Zeit zwischen dem ersten und dritten Zyklus exponentiell verlauft
(Mdlhardt, 2009).

Die Quantifizierung erfolgt Uber den fluoreszierenden DNA-Farbstoff SYBR Green |
von Roche, mit dem die PCR-Produkte detektiert werden konnen. Die Fluoreszenz
durch die PCR-Produkte verhalt sich dabei proportional zur Menge der vervielfaltigten
cDNA (Cardullo et al., 1988; Tyagi and Kramer, 1996). Das Erreichen des sog.
,Crossing Point® (Cp-Wert) kennzeichnet jene Zykluszahl, bei der sich die Fluoreszenz
erstmals von der Hintergrundstrahlung abhebt und messbar wird (Milhardt, 2009). Mit
Hilfe der LightCycler-Software wird eine Kalkulation des Cp-Wertes automatisch
durchgefuhrt. Die Hohe des Cp-Wertes korreliert dabei mit der HOhe der
Ausgangskonzentration der zu messenden Proben. Bei jeder
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Genexpressionsmessung wird eine definierte Menge DNA des entsprechenden
Plasmidstandards mitgefuhrt, welche ebenfalls vervielfaltigt wird. Die Herstellung
dieser Verdunnungsreihe erfolgt in Zehnerpotenzen, ausgehend von einer
Plasmidkonzentration von 1ng/pl, welche zuvor photometrisch bei 260nm Wellenlange

bestimmt wurde.

Verbindet man die Cp’s der einzelnen Plasmidstandardverdunnungen, so erhalt man
eine Standardkurve in Abhangigkeit der logarithmischen Konzentration. Vergleicht
man die Menge der PCR-Produkte des Standards mit der Menge der PCR-Produkte
der zu untersuchenden Probe, so kann man eine zuvor unbekannte Konzentration
daraus errechnen. Die weitere Auswertung der Daten erfolgte dann mit dem Prism-
Auswerteprogramm (s. Ergebnisteil).

Fluoreszenz Target

Crossing point (Cp)

Anzahl der Zyklen

Fluoreszenz *
Ergebnis entspricht
Ch. > o — dem absoluten Wert
\ > (Anzahl der Kopien)
Anzahl der Zyklen Log-Konzentration
Standards Standardkurve

Abbildung 6: Absolute Quantifizierung der Genexpression mittels qRT-PCR
Bezieht man den ,Crossing-Point” einer unbekannten Probe auf diejenigen einer Standardkurve mit bekannten
Konzentrationen, so erhalt man einen absoluten Wert fiir die gemessenen Probe (Abbildung zur Verfligung

gestellt durch Roche, Mannheim).
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Tabelle 16: Genspezifische real-time PCR Programme fiir die durchgefiihrten Expressionsanalysen

Zielgen Denaturierung Amplifikation Schmelz-

kurve

Lgr5 (human/ murin) 96°C- 5 min 96°C- 10s 95°C- 1s

Lysozym (murin) 62°C — 5s 60°C- 15s

IL8 (human) 72°C- 10s 95°C- =

R-actin (murin)

Ki67 (human/ murin)

TNF-a (human)

GLP-2R (human/ murin)

Sucrase-Isomaltase

hGCG

Sox9 (human)

B-Actin (human) 95°C — 10min 95°C — 15s 95°C - 1s
60°C — 5s 65°C — 15s
72°C —10s 95°C — =

HD5, HD6 95°C — 5min 95°C — 10s 95°C - 1s
66°C — 5s 65°C — 15s
72°C —10s 95°C — =

IL10 (human) 96°C — 5min 96°C — 10s 95°C - 1s
60°C — 5s 58°C — 15s
72°C —10s 95°C — =

Cryptidin-1 (murin) 97°C — 5min 96°C — 10s 95°C - 1s

Cryptidin-2 (murin) 64°C — 5s 62°C — 15s
72°C —10s 99°C — =

Villin (human) 96°C — 5min 95°C — 10s 95°C - 1s
60°C — 5s 65°C — 15s
72°C —10s 95°C — =

2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Etablierungsversuch von humanen Organoiden als ex vivo Zellmodell

In der vorliegenden Arbeit wurden die molekularen Wirkmechanismen von Teduglutid
Effekt auf die
verschiedenen Zelltypen im Dunndarm sollte vor allem mittels Zellkulturmethoden

auf die HomoOostase

genauer analysiert werden. Da Dunndarmgewebe mit konventionellen Methoden
schwer zu untersuchen ist, sollten unter anderem humane Organoide zum Einsatz
kommen. Es handelt sich hierbei um eine Methode, welche es ermoglicht aus

Dunndarmkrypten ,Minidarme® in Zellkultur zu zuchten und fur einen langeren

im Diunndarm untersucht.
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Zeitraum stabil zu halten. Der Vorteil dieser Zellkulturmethode ist, dass humane
Organoide alle Zellen des humanen Dunndarmepithels abbilden (Date and Sato, 2015;
Sato et al., 2009). Das Ziel war die Erforschung des direkten und langfristigen
Einflusses von Teduglutid auf das Zusammenspiel der intestinalen Zellen (siehe
Kapitel 1.6).

Zur Etablierung der Herstellung von humanen Organoiden wurde das Protokoll von
Mahe et al. (Mahe et al., 2015) verwendet, in welchem erstmals die Anzucht humaner
epithelialer Organoide aus Biopsien und Resektaten beschrieben wurde.

Fir die Anzichtung und Kultivierung der humanen Organoide wurde frisch
entnommenes Darmgewebe aus der Viszeralchirurgie der Universitatsklinik Tubingen
verwendet. Eine entsprechende Aufklarung wurde im Vorfeld durchgeflihrt und der

Versuch war durch das Ethikvotum genehmigt.

Durchfiihrung:

Das Dunndarmgewebe wurde direkt nach Entnahme mehrmals in eiskaltem PBS-
Puffer gewaschen, bis kein triiber Uberstand mehr vorhanden war. AnschlieRend
wurde das Darmresektat wie in Abbildung 7 dargestellt mit Hilfe von Nadeln auf eine
PBS-geflillte und mit Silikon-beschichtete Petrischale gespannt, sodass das Epithel
nach oben gerichtet war.

Abbildung 7: Isolierung von Krypten aus einem Diinndarmresektat
Das Resektat wird nach dem Waschvorgang mit der Epithelseite nach oben in der Silikon-beschichteten
Petrischale aufgespannt.
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Mit Hilfe eines Binokulars wurde dann mit einer Schere und einer Pinzette die Mukosa
von der Submukosa getrennt. Die Submukosa wurde verworfen, die isolierte Mukosa
nochmals mit Nadeln aufgespannt, die Villi mit einer gebogenen Pinzette vorsichtig
abgekratzt und anschlieRend mit eiskaltem Chelations Puffer 4x gewaschen, um die
Villi zu entfernen. Anschliefiend wurde die Mukosa zusammen mit Chelations Puffer
und 2mM EDTA fur 30min bei 4°C geschuttelt. Nach der Inkubationsphase wurde
erneut 4x mit dem Chelations Puffer gewaschen. Daraufhin wurden die Krypten mit
einer gebogenen Pinzette von der Mukosa vorsichtig abgekratzt, in ein neues 50ml-
Falcon-Gefal® uberfuhrt und die Krypten-Suspension uber ein 150um Maschennetz
gefiltert. Die entstandene Krypten-Suspension wurde daraufhin 5 Minuten bei 2000rpm
zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend verworfen. Das gewonnene Pellet wurde
nochmals in 5ml eiskaltem Chelations Puffer resuspendiert und fur 10min bei 2000rpm
zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet vorsichtig mit Matrigel gemischt, wobei
die Suspension beim Mischen zum Erhalt der Viskositat auf Eis gehalten werden
musste. Danach wurden je 30ul der Matrigel-Krypten-Suspension in die vorgewarmten
Wells gegeben und fur 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Festwerden der Matrigel-
Krypten-Suspension konnte diese mit 500yl complete human minigut medium
Uberschichtet werden, welches alle 48h gewechselt werden musste.

Passage und Splitten der Organoide:

Sobald die Krypten nach etwa 7-10 Tagen Auslaufer gebildet hatten, wurden die
entstandenen Organoide gesplittet.

Durchfiihrung:

Das aufgebrauchte Medium wurde vorsichtig abgesaugt und das Matrigel-Organoid-
Gemisch in je 1ml kaltem PBS-Puffer geldst. Dieses wurde zusammen mit 2ml human
minigut medium + 5% FCS fur 5 Minuten bei 200rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 2ml cell dissociation enzyme (TrypLE
Express Enzyme) + 2ul Y-27632 gelost. Die Organoide wurden anschlieend durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren aufgebrochen, um Zellverklumpungen zu
vermeiden. Es erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fur 5 Minuten bei 500rpm.
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Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet mit je 30ul eiskaltem Matrigel pro
auszuplattierendem Well gemischt und in die Wells pipettiert. Nach 20-minutiger
Inkubation bei 37°C wurde das Matrigel mit complete human minigut medium

Uberschichtet.

Abbildung 8: Kultivierung von humanen Organoiden aus Darmresektaten

Oben links: Tag 1 nach Isolierung der Krypten aus einem Diinndarmresektat, 10-fache VergréRerung
Oben rechts: Tag 3 der Organoid-Kultur, 20-fache VergréRRerung

Unten links: Tag 7 der Organoid-Kultur, 40-fache VergrofRerung

Die initial geplanten Stimulationsversuche mit humanen Organoiden konnten nicht
abschlieRend durchgefuhrt werden. Trotz mehrfacher Kultivierung und Passage von
insgesamt vier Gewebepraparaten zeigte sich auch nach Anpassung diverser
Stimulationsfaktoren und Medien kein Erfolg hinsichtlich der Anzucht humaner
Organoide. Daher wurde zeithah mit der Kultivierung von murinen Organoiden
begonnen. Diese Methode war in der Arbeitsgruppe bereits etabliert.
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2.2.2.2 Kultivierung von murinen Organoiden aus frischem Dunndarmgewebe

Die Isolierung der Krypten sowie die Kultivierung von Mausorganoiden erfolgte nach
dem Protokoll von Prof. G. van den Brink aus Amsterdam. Die zur Herstellung
verwendeten murinen Dinndarme stammten von 8 Wochen alten Mausen vom Typ
C56/BL6, welche freundlicherweise von Prof. L. Zender von der Universitat Tubingen

zur Verfugung gestellt wurden.

Durchfiihrung:

Das lleum der fur diesen Versuch getoteten Mause wurde herausprapariert und mit
eiskaltem PBS-Puffer mehrmals gespult. AnschlieBend wurde das lleum in einer
Petrischale der Lange nach aufgeschnitten und die Villi vorsichtig mit Hilfe eines
Deckglases abgelost, sodass die intestinalen Krypten nicht verletzt wurden. Daraufhin
wurde das Gewebe nochmals mit PBS gespdult, in ca. 3mm grof3e Stucke geschnitten
und zusammen mit 10ml eiskaltem PBS-Puffer in einen Falcon gegeben, in welchem
die Suspension mit einer 25ml Stripette gemischt wurde. Nach Absinken der
Gewebestlicke konnte der Uberstand verworfen werden. Dieses Procedere wurde so
oft wiederholt, bis der Uberstand klar war. AnschlieBend wurden 25ml 2mM EDTA/
PBS zugegeben und die Suspension fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Wahrend der
Inkubationszeit wurde das ENR-Medium zur Kultivierung der Mausorganoide
hergestellt und bei 37°C vorgewarmt. Darin sind neben Ad-DF*** Wachstumsfaktoren
wie Noggin, EGF und R-Spondin enthalten. Nach der Inkubation wurde der Uberstand
abpipettiert, in 10ml eiskaltem PBS+ 10% FCS suspendiert und mit der Stripette
mehrmals gemischt. Nach Verwerfen des ersten Uberstandes wurde der vorige Schritt
3x wiederholt mit dem Unterschied, dass der Uberstand nach Durchlaufen eines 70um
Filters in einem frischen Falcon gesammelt und anschlieend bei 800rpm fur 5 Minuten
zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 10ml Ad-
DF*** Medium resuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde das
Pellet auf Eis gestellt. Nun wurde Matrigel vorsichtig auf das Pellet gegeben und
gemischt, wobei die Suspension beim Mischen zum Erhalt der Viskositat auf Eis
gehalten werden musste. Danach wurden je 30ul der Matrigel-Krypten-Suspension in
die vorgewarmten Wells gegeben und fur ca. 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach
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festwerden der Matrigel-Krypten-Suspension wurden pro Well 300yl ENR-Medium
zugegeben, das alle 48h gewechselt werden musste.

Passage und Splitten der Mausorganoide:

Sobald die Krypten nach etwa 7-10 Tagen Auslaufer gebildet hatten, wurden die
entstandenen Organoide gesplittet.

Durchfiihrung:

Das aufgebrauchte Medium aus 3-4 Wells wurde vorsichtig abgesaugt und das
Matrigel-Organoid-Gemisch mit je 1ml kaltem Ad-DF***-Medium gemischt. Die
Organoide wurden daraufhin aufgebrochen, indem die Suspension mittels einer
schmalen Pipette mehrfach vor- und zurtck-pipettiert wurde. AnschlieRend wurde fur
5 Minuten bei 2000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet
mit je 30l eiskaltem Matrigel pro auszuplattierendem Well gemischt und in die Wells
pipettiert. Nach 20-minutiger Inkubation bei 37°C wurde das Matrigel fest und konnte
mit Medium Uberschichtet werden.

Stimulation von murinen Organoiden mit Teduglutid

Mit diesen Versuchen wurde der Einfluss von Teduglutid auf murine Organoide
untersucht, indem diese mit dem GLP-2 Analogon Teduglutid Uber 48h und 72h
stimuliert wurden. Nach RNA-Aufarbeitung und cDNA-Synthese konnten anschlielend
mittels qRT-PCR die Expression bestimmter Markergene einzelner Zelltypen

gemessen werden.

Durchfiihrung:

Die Stimulationsversuche mit Teduglutid konnten nach dem ersten Splitten der
murinen Organoide durchgefuhrt werden. Vor Zugabe des ENR-Mediums wurden
diesem die berechnete Menge Teduglutid bzw. Kontrollreagenz zugegeben. In dem
Versuchsansatz verwendeten wir fur die Stimulation der Organoide 2000nM sowie
250nM Konzentrationen von Teduglutid. Die Stimulationsdauer betrug 48h und 72h.
Wahrend eines Versuchs wurde das Medium sowie die Teduglutid- bzw.
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Kontrollreagenzkonzentration alle 24h gewechselt. Fur die RNA-Isolierung wurden
jeweils Organoide aus maximal 4 Wells gepoolt. Die Durchfihrung erfolgte
entsprechend der Durchfihrung beim Splitten. Das Pellet wurde mit TRIzol
resuspendiert. Zur anschlieRenden RNA-Aufarbeitung wurde das Protokoll aus dem

Direct-zol™ RNA MiniPrep-Kit von Zymo Research Corp. herangezogen (siehe
2.2.1.1).

Die nachfolgende cDNA-Synthese erfolgte mittels iScript™ cDNA synthesis kit von
Bio-RAD wie unter 2.2.1.3 beschrieben.

Abbildung 9: Kultivierung von murinen Organoiden
Links: Tag 2 nach dem Splitten der murinen Organoid-Kultur, 40-fache VergroRerung
Rechts: Tag 5 nach dem Splitten der murinen Organoid-Kultur, 40-fache VergroRerung

2.2.2.3 Zellkultur

Allgemeine Kulturbedingungen

Fir die durchgefihrten Zytotoxizitatsassays wurden die Zelllinien HepG2, HUCCT1,
Caco-2 TC7, A549 und HelLa ausgewahlt. Mit Ausnahme der Caco-2 TC7 Zelllinie
waren alle weiteren Zelllinien bereits in Kultur gehalten und wurden von der AG Prof.
Bitzer vom Universitatsklinikum Tldbingen zur Verfugung gestellt. Die Caco-2 TC7
Zelllinie war durch unsere Arbeitsgruppe bereits in Kultur gehalten.

Samtliche in der Arbeit verwendeten Zelllinien wurden in T75-Zellkulturflaschen bei
37°C, 5% CO. sowie 95% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Bei Erreichen einer
Konfluenz von etwa 70% fand eine etwa 20-fache Verdinnung durch Passage der
Zellkultur statt. Dies wurde durchschnittlich alle 3-4 Tage durchgefihrt. Die
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verschiedenen Zelllinien wurden bis auf die entsprechenden Medien gleichermalien
behandelt und fur maximal 40 Passagen verwendet.

Durchfiihrung der Passage und Kultivierung

Vor der Passage wurden die Medien der einzelnen Zellreihen im Wasserbad bei 37°C
vorgewarmt. AnschlieBend wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die
Zellkulturflasche vorsichtig mit 10ml DPBS gewaschen. Danach wurden 2- 3ml Trypsin
auf die adharenten Zellen gegeben und bei 37°C fur 2-3 Minuten inkubiert, sodass der
Zellrasen sich vom Boden der Zellkulturflasche l6ste. Nach Zugabe von 7ml
Zellkulturmedium wurden die gelosten Zellen mehrmals resuspendiert und in ein 50ml
Falcon Uberfuhrt. AnschlieRend wurde fur 5 Minuten bei 1000rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet mit 5ml Zellkulturmedium resuspendiert.
Mithilfe der Neubauer-Zahlkammer konnte die Zellzahl bestimmt und somit die Zellen
im Verhaltnis 1:10 in die neuen Zellkulturflaschen ausplattiert werden. Fur den SRB-
Zytotoxizitatsassay wurde jeweils eine definierte Anzahl an Zellen verwendet. Zuletzt
wurden die Zellen in den gewunschten Konzentrationen in Wells einer 48-Wellplatte

ausgesat und mit Medium versetzt.
2.2.2.4 SRB-Zytotoxizitatsassay

Zur Bestimmung der Zytotoxizitat von Teduglutid auf die oben genannten Zelllinien
wurde der Sulforhodamin B-Test nach Skehan et al. (Skehan et al.,, 1990)
durchgefuhrt. Der Sulforhodamin B-Test basiert auf der Anfarbbarkeit von Zellen mit
einem fluoreszierenden Farbstoff. Dabei verhalt sich die Konzentration des
aufgenommenen Farbstoffs proportional zur Anzahl der Zellen pro Well. Hierfur
wurden die entsprechenden Zellzahlen wie in Tabelle 20 aufgefuhrt auf 12-Wellplatten
ausplattiert und nach 24h mit den Testsubstanzen Teduglutid, EGF, GLP-2 und dem
Kontrollreagenz behandelt. Die verwendeten Konzentrationen der Testsubstanzen
sind der Tabelle 21 zu entnehmen. Die Inkubation der Zellreihen fand Uber einen
Zeitraum von 48h und 72h statt. Nach der Behandlung wurde das Zellkulturmedium
entfernt, mehrmals mit PBS-Puffer gewaschen und die adharenten Zellen
anschlieBend mit Trichloressigsaure Uber Nacht bei 4°C fixiert. Am nachsten Tag
wurden die fixierten Zellen mehrmals mit Wasser gewaschen und anschliel3end ca. 15
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Minuten mit 0,5% Sulforhodamine B in 1% Essigsaure bei Raumtemperatur gefarbt.
Daraufhin wurde die Well-Platte mit 1%iger Essigsaure gewaschen und schliellich fur
zwei Stunden getrocknet. Der Farbstoff wurde mit 10mM Tris-base (Trisaminomethan)
im basischen pH-Bereich extrahiert und geldst, sodass die anschlieende quantitative
Messung im Tecan-Reader bei einer Wellenlange von 550nm durchgefuhrt werden
konnte.

Tabelle 17: Zelllinien und Zellaussaatmenge fiir den SRB-Test

Zelllinie Zellaussaatmenge pro Well
HepG2 20.000

Caco-2 TC7 10.000

A549 10.000

HUCCT 20.000

Hela 6.000

Tabelle 18: Testsubstanzen und Konzentrationen fiir SRB-Test

Testsubstanz Konzentrationen pro Well in nM/I
Teduglutid 250 1000 2500
EGF 400 800 1600
GLP-2 20

Kontrollreagenz 2000

Tabelle 19: Komponenten des gelieferten Teduglutid fiir die Stimulationsversuche,

Konzentrationen bezogen auf Stockldsung mit 50uM

Bestandteil Konzentration in mmol/l
Teduglutid (Wirkstoff) 0,05
L-Histidin 0,93
Mannitol 3,09
Natriumphosphat monohydrat monobasisch 0,17
Natriumphosphat heptahydrat dibasisch 0,48
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Tabelle 20: Komponenten des Kontrollreagenzes fiir die Stimulationsversuche

Konzentrationen bezogen auf Stocklésung mit 50uM

Bestandteil Konzentration in mmol/l
L-Histidin 0,93
Mannitol 3,09

Natriumphosphat monohydrat monobasisch 0,17

Natriumphosphat heptahydrat dibasisch 0,48

2.2.3 Proteinmethoden

2.2.3.1 Immunhistochemische Einfachfarbung

Zur Lokalisation des GLP-2 Rezeptors im Darmgewebe wurden immunhistochemische
Farbungen durchgefuhrt, wodurch spezifische Zellproteine durch Antikorper sichtbar
gemacht werden konnen (Chen et al., 2010). Hierfur wurden die lleum- und
Colonbiopsien uber Nacht in 4,5%iger Formaldehydlosung fixiert, in Paraffin
eingebettet und schliellich in 3um dicke Scheiben geschnitten. Die anschlieRende
Farbung erfolgte auf Basis der EnVision™-Technik nach dem Protokoll von Dako. Zu
Beginn wurden die Schnitte mittels Neo-Clear vom Paraffin geldst und anschlie3end
mithilfe einer absteigenden Alkoholreihe behandelt. Es folgte eine 30-minutige
Behandlung der Biopsien im Dampfgarer in Target Retrieval Solution bei einem pH von
6 (S1699, 1:10) um die Immunreaktivitat der Biopsien wiederherzustellen.
AnschlieRend wurde mehrmals mit dem TBS-T-Puffer gewaschen, bevor mit Hilfe der
Blocking Solution (S2023) die Inhibierung der endogenen Peroxidase stattfand. Dies
hat zur Folge, dass unspezifische Enzymreaktionen unterbunden werden und keine
artifiziellen Farbungen auftreten (Chen et al., 2010). Der Primarantikorper wurde nun
in einer Verdunnung von 1:5000 zusammen mit Antikorper Diluent auf das Gewebe
gegeben und bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Morgen wurden die Biopsien
nach mehrmaligem Waschen mit dem Sekundarantikorper und dem Komplexsystem
aus Dextran und Peroxidase fur 30 Minuten versetzt. Der Sekundarantikorper ist mit
einer horse reddish peroxidase (HRP) konjugiert, wodurch dieser durch das DAB-
Detektionskit sichtbar gemacht werden kann. Die HRP zersetzt das im DAB-

Detektionskit enthaltene Diaminobenzidin enzymatisch und fuhrt zu einer Farbung am
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Ort des gebundenen Primar- und Sekundarantikdrpers. Schliellich wurden die
Zellkerne fur 30 Sekunden mit Hamatoxylin 1:4 gegengefarbt und die Schnitte in
aufsteigender Alkoholreihe sowie Neo-Clear gewaschen und entwassert. Zur
Validierung der Farbungen wurde parallel eine lleum-Biopsie-Negativkontrolle ohne
Antikorperinkubation sowie eine lleum-Biopsie-Positivkontrolle mit Ki67 und DEFAS
(1:5000) angefertigt.

2.2.3.2 Immunhistochemische Doppelfarbung

Zur Bestimmung des maoglichen Zelltyps, welcher den GLP-2R im GI-Trakt exprimiert,
wurde eine immunhistochemische Doppelfarbung mit freundlicher Unterstutzung vom
Labor Prof. Dr. Cipros durchgefuhrt, in welchem die Methode bereits etabliert war. Zur
Darstellung zweier unterschiedlicher Zellproteine sind zwei entsprechende Antikorper
erforderlich. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Antikorper gegen den GLP-2R von
Sigma Aldrich sowie ein Antikorper gegen Synaptophysin von DCS verwendet.
Letzterer wird in den neuroendokrinen Zellen, unter anderem im Gastrointestinaltrakt,
exprimiert (Kolos et al., 2015; Wiedenmann et al., 1986a) und stellt fur diesen Zelltyp
einen spezifischen Marker dar. Die Biopsien wurden wie unter 2.2.3 beschrieben vom
Paraffin gelost und mit einer absteigenden Alkoholreihe behandelt. Nach einem
Dampfgarschritt fur 5 Minuten in Citratidsung wurden die Schnitte abgekuhlt und
mehrmals mit TBS-T Puffer gewaschen. Die Inhibierung der endogenen Peroxidase
erfolgte mit Zytomed Block Solution fur 5 Minuten, woraufhin der Primarantikorper
GLP-2R zusammen mit Zytomed Diluent mit einer Verdiunnung von 1:5 auf das
Gewebe aufgetragen und Uber Nacht inkubiert wurde. Am nachsten Morgen wurde das
Gewebe nach mehrmaligem Waschen mit dem Sekundarantikdrper Fab-Cy3 mit einer
Verdunnung von 1:100 von Jackson-Dianova fur 60 Minuten versetzt, anschlielend
erneut gewaschen und das Praparat mit Zytomed Block Solution fur 30 Minuten
behandelt. Nun wurde der Primarantikbrper Synaptophysin mit einer Verdinnung von
1:50 aufgetragen und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Wie schon oben beschrieben
erfolgte am nachsten Morgen nach mehrmaligem Waschen die 60-minutige Inkubation
mit dem Sekundarantikorper Alexa 488 mit einer Verdunnung von 1:5. Zuletzt wurden
die Zellkerne fur 10 Minuten mit DAPI (Diamidin-2-phenylindol) gegengefarbt und die
Schnitte dann in Dako Flurescence Mounting Medium S3023 wassrig eingedeckt und

uber Nacht bei 4°C getrocknet.
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2.2.4 Statistische Methoden

Um die gemessenen Unterschiede zwischen den verschiedenen Patientengruppen
ermitteln zu kdnnen wurde die Software GraphPad Prism verwendet. Im ersten Schritt
wurde festgestellt, ob eine GauRsche Normalverteilung vorliegt. Wenn dies der Fall
war, so wurde der unpaired t-test bei Vergleich zweier Gruppen bzw. der one way
ANOVA-Test bei Vergleich von mehr als zwei Gruppen angewendet. Bei nicht
normalverteilten Datensatzen wurde entweder der Mann-Whitney-Test bei Vergleich
zweier Gruppen oder der Kruskal-Wallis-Test bei Vergleich von mehr als zwei Gruppen
eingesetzt. Um die unterschiedlichen Signifikanzwerte darzustellen, wurden folgende
Sternchendarstellungen verwendet: p> 0,05 = ns (nicht signifikant); p< 0,01= *; p<
0,001=**; p< 0,0001=**,

Die statistischen Auswertungen wurden dankenswerterweise von Frau Dr. Sterna vom
Institut fur Klinische Epidemiologie und angewandte Biometrie unter der Leitung von
Prof. Martus Uberpruft und diskutiert.
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3  Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Lokalisation und Quantifizierung von Enzym-,
Rezeptor- und Hormongenen im gesunden und erkrankten humanen

Darmtrakt

In dem vorliegenden Kapitel wurden endoskopisch gewonnene Gewebeproben aus
der Schleimhaut von lleum und Colon mittels quantitativer real-time PCR (qRT-PCR)
auf die Expression von unterschiedlichen Zielgenen untersucht. Die hierfur
verwendeten Gewebeproben stammen aus dem Patientenkollektiv wie unter 2.1.7.1
beschrieben. Zum einen wurde die Genexpression der Sucrase-lsomaltase und zum
anderen die Expression zweier Gene, die fur das Hormon GLP-2 und dessen
Zielrezeptor GLP-2R codieren, untersucht.

Die Sucrase-lsomaltase dient als Enterozytenmarker, welcher in erster Linie im
Burstensaum des Dinndarms sowie vereinzelt im Dickdarm vorkommt, siehe hierzu
Kapitel 1.5.2 (Gorvel et al., 1991). Dabei konnten die Expressionslevel in Biopsien von
Morbus Crohn Patienten, Colitis ulcerosa Patienten sowie gesunden Probanden
miteinander verglichen werden. Die Gruppe der Morbus Crohn Patienten wurde zudem
nach Befallslokalisation (L1= Ileumbefall, L2= Colonbefall, L3= lleum- und
Colonbefall), Entzindungsaktivitat (entzindet wund nicht-entzindet) sowie
Entnahmeort der Biopsien (lleum und Colon) aufgeteilt. Die Gruppe der Colitis
ulcerosa Patienten wurde nach Entzundungsaktivitat (entzundet und nicht-entziindet)
und Entnahmeort der Biopsien (lleum und Colon) aufgeteilt. Die unterschiedlichen
Gruppen wurden in Bezug auf die Expression der untersuchten Gene untereinander
verglichen. Dies soll Erkenntnisse uber die unterschiedlichen Expressionslevel der
untersuchten Gene in Gewebe gesunder Probanden sowie in Gewebe von Patienten
mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen liefern, um Ruckschlisse auf ein
mogliches Ansprechen von Teduglutid bei diesen Patienten gewinnen zu kénnen. Die
Expression der Zielgene ist in 10ng/ul RNA angegeben.

Bei erstmaliger Quantifizierung des GLP-2 Rezeptors im Gastrointestinaltrakt erfolgte
die weiterfuhrende Detektion mittels Immunhistochemie sowie
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Fluoreszenzmikroskopie. Ziel hierbei war es, die Lokalisation und das
Verteilungsmuster des GLP-2R auf Protein- und molekularbiologischer Ebene zu
beweisen. Als zu untersuchendes Gewebe diente endoskopisch gewonnenes Dunn-
und Dickdarmgewebe gesunder Probanden.

3.1.1 Signifikante Unterschiede der Expression von GLP-2R, hGCG und
Sucrase-lsomaltase im Diinn- und Dickdarm gesunder Probanden

In den Abbildungen 10, 11 und 12 sind jeweils die absoluten Kopienanzahlen (oben)
und die auf das Housekeeping Gen R-Actin normierten Transkripte (unten) fur den
GLP-2 Rezeptor (Abb. 10), das humane Proglukagon hGCG als Vorlaufermolekil des
GLP-2 (Abb. 11) und die Sucrase-Isomaltase (Abb. 12) dargestellt. Hierfir wurden
jeweils 23 Biopsien aus dem Dunndarm gesunder Probanden sowie 25 Biopsien aus
dem Dickdarm gesunder Probanden untersucht.

Wie in Abbildung 10 nachfolgend dargestellt zeigten sich sowohl fur die absolute
Kopienanzahl (p=0,0002) als auch die auf R-Actin normierte Expression (p=0,0002)
signifikant erhohte Expressionslevel des GLP-2R im Dickdarm im Vergleich zum
Dunndarm. Die gewonnenen Daten stimmen mit der bisher einzigen in der Literatur
beschriebenen Quantifizierung des GLP-2R in humanem Dunn- und Dickdarmgewebe
uberein (El-Jamal et al., 2014a).

Ab Kapitel 3.1.2.1 wurden die Proben der gesunden Probanden als Kontrollgruppe

verwendet.
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Abbildung 10: Expressionslevel des GLP-2R in lleum und Colon in gesundem Darmgewebe

Dargestellt sind jeweils die absoluten Kopienanzahlen in 10ng RNA (oben) sowie die auf das Housekeeping Gen

R-Actin normierten (unten) Transkriptionslevel des GLP-2R in lleum und Colon, welche mittels qRT-PCR-Analyse

gemessen wurden. Die endoskopisch gewonnenen lleum-Gewebeproben (n=23) und Colon-Gewebeproben

(n=25) stammen von gesunden Probanden. Die Ergebnisse sind als Balkendiagramm mit SEM und Streupunkten

(scatter dot plot) dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (Mann-Whitney-Test;

Unpaired t-test).
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Die Expressionsanalyse des humanen Proglukagons (hGCG), welches durch das
Proglukagon-Gen codiert ist, ergab sowohl fur die absolute Kopienanzahl (p<0,0001)
als auch fur die auf B-Actin normierte Expression des hGCGs (p<0,0001) eine
signifikant erniedrigte Genexpression im Dickdarm im Vergleich zum Dunndarm wie

Abbildung 11 zu entnehmen ist.
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Abbildung 11: Expressionslevel des Proglucagons (hGCG) in lleum und Colon in gesundem Darmgewebe
Dargestellt sind jeweils die absoluten Kopienanzahlen in 10ng RNA (oben) sowie die auf das Housekeeping Gen
R-Actin normierten (unten) Transkriptionslevel von hGCG in lleum und Colon, welche mittels gRT-PCR-Analyse
gemessen wurden. Die endoskopisch gewonnenen lleum-Gewebeproben (n=23) und Colon-Gewebeproben
(n=25) stammen von gesunden Probanden. Die Ergebnisse sind als Balkendiagramm mit SEM und Streupunkten
(scatter dot plot) dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (Mann-Whitney-Test;

Unpaired t-test).
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Hinsichtlich der analysierten Expression der im Buirstensaum vorkommenden
Disaccharidase Sucrase-lsomaltase lie® sich wie bereits in der Literatur
vorbeschrieben eine signifikant erhdohte Expression im Dunndarmtrakt im Vergleich
zum Dickdarmtrakt darstellen (siehe Abb. 12). Dies liel3 sich sowohl in der absoluten
Kopienzahl als auch in der normierten Genexpression nachweisen (jeweils p< 0,0001).
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Abbildung 12: Expressionslevel der Sucrase-lsomaltase (Sl) in lleum und Colon in gesundem
Darmgewebe

Dargestellt sind jeweils die absoluten Kopienanzahlen in 10ng RNA (oben) sowie die auf das Housekeeping Gen
R-Actin normierten (runten) Transkriptionslevel der Sucrase-Isomaltase in lleum und Colon, welche mittels qRT-
PCR-Analyse gemessen wurden. Die endoskopisch gewonnenen lleum-Gewebeproben (n=23) und Colon-
Gewebeproben (n=25) stammen von gesunden Probanden. Die Ergebnisse sind als Balkendiagramm mit SEM
und Streupunkten (scatter dot plot) dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet

(Mann-Whitney-Test; Unpaired t-test).
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3.1.1.1 Immunhistochemischer Nachweis des Verteilungsmusters und der
Lokalisation des GLP-2 Rezeptors innerhalb des Darmepithels

Um die erhohte Expression des GLP-2 Rezeptors im Dickdarm wie in Abbildung 10
dargestellt auch auf Proteinebene nachzuweisen, wurde eine immunhistochemische
Farbung mit Anti-GLP-2 Rezeptor durchgefuhrt. Wie in Abbildung 13 dargestellt,
zeigten sich im lleum nur vereinzelt Zellen im Bereich der Zotten auf mittlerer Hohe fur
den GLP-2R anfarbbar. Im Vergleich hierzu lie3en sich deutlich mehr Zellen im
Dickdarmgewebe mit Anti-GLP-2 Rezeptor anfarben. Die spezifischen Farbungen
konnten vorwiegend im Bereich der basalen Krypten lokalisiert werden. Eine definitive
Aussage hinsichtlich des angefarbten Zelltyps liel3 sich hieraus nicht abschlie3end
treffen. Hiermit konnten die unter 3.1.1 beobachteten Ergebnisse jedoch insgesamt
bestatigt werden.

lleum Colon

Anti-GLP-2 Rezeptor Anti-GLP-2 Rezeptor

Abbildung 13: Mikroskopische Darstellung von lleum- und Colongewebe nach immunhistochemischer
Farbung mit Anti-GLP-2 Rezeptor
In der vorliegenden Abbildung wurde lleum- und Colongewebe von gesunden Probanden mit dem Anti-GLP-2

Rezeptor in einer Verdiinnung von 1:50 bei einem pH von 6 gefarbt.

3.1.1.2 Fluoreszenzmikroskopische Lokalisation des GLP-2 Rezeptors im

Diinn- und Dickdarm

Wie in Abbildung 14 dargestellt, zeigte auch die Immunfluoreszenz mit Anti-GLP-2
Rezeptor ein mit der durchgefuhrten Immunhistochemie (Abbildung 13) vergleichbares

Bild. Eine spezifische Immunfluoreszenz liel3 sich im Bereich der basalen Krypten des
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Colons feststellen, wohingegen im lleum nur vereinzelt Zellen im Bereich der Zotten
anfarbbar waren. Yusta et al. vermuteten die Expression des GLP-2 Rezeptors in den
Enteroendokrinen Zellen des Gastrointestinaltrakts (Yusta et al., 2000). Um dies zu
untersuchen, wurde eine Doppelimmunfluoreszenz von Anti-GLP-2 Rezeptor und Anti-
Synaptophysin durchgefuhrt. Synaptophysin diente hierbei als spezifischer Marker fur
neuroendokrine Zellen (Wiedenmann et al., 1986b). Die Immunfluoreszenzfarbungen
zeigten im Dunn- und Dickdarm keine Ubereinstimmung der neuroendokrinen Zellreihe
(grun) mit jener Zellreihe, die den GLP-2 Rezeptor (rot) exprimierte. Dies konnte auch
nach wiederholter Durchfuhrung der Doppelimmunfluoreszenzfarbungen bestatigen

werden.

lleum Colon

Anti-GLP-2 Rezeptor (rot) Anti-GLP-2 Rezeptor (rot)
Anti-Synaptophysin (grin) Anti-Synaptophysin (grin)

Abbildung 14: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von lleum- und Colongewebe nach
Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-GLP-2 Rezeptor und Anti-Synaptophysin

Die vorliegende Abbildung zeigt die Ergebnisse nach Immunfluoreszenz-Doppelfarbung: Synaptophysin ist in
griin, der GLP-2 Rezeptor in rot dargestellt.

Konzentrationen und pH: Anti-GLP-2 Rezeptor in der Verdinnung 1:10 bei pH 6, Anti-Synaptophysin in der
Verdinnung 1:50 bei pH 6.

3.1.2 Expression von GLP-2R, hGCG und Sucrase-lsomaltase im Gewebe von
Morbus Crohn Patienten

Es folgte eine Analyse mittels qRT-PCR hinsichtlich der Transkriptionslevel und des
Verteilungsmusters von GLP-2R, hGCG und Sl in endoskopisch gewonnenen
Gewebeproben von Morbus Crohn Patienten. Besonderes Augenmerk wurde auf die
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Lokalisation (lleum oder Colon) sowie auf die Entzindungsaktivitat (entzindet vs.
nicht-entzindet) gelegt.

3.1.2.1 Signifikant erhohte Expression von GLP-2R im lleum von Morbus
Crohn Patienten

Abbildung 15a zeigt die absolute Kopienanzahl des GLP-2 Rezeptors in endoskopisch
gewonnenen lleum-Gewebeproben von gesunden Probanden (n=23) im Vergleich zu
endoskopisch gewonnenen lleum-Gewebeproben von Patienten mit Morbus Crohn
(n=56). Die lleum-Gewebeproben von Patienten mit Morbus Crohn wurden zudem
nach ihrem Entzundungsstatus bei Probenentnahme in entzindet (n=40, als +
dargestellt) und nicht entzindet (n=16, als - dargestellt) aufgeteilt. Es zeigte sich, dass
die GLP-2 Rezeptor Expression im lleum von Morbus Crohn Patienten signifikant
gegenuber der GLP-2 Rezeptor Expression im lleum gesunder Probanden erhdht war.
Nach Aufteilen der Morbus Crohn Patienten in entziindet und nicht entzindet (bezieht
sich auf die Entzindungsaktivitat zum Zeitpunkt der Probenentnahme) liel3 sich die
Signifikanz im Kruskal-Wallis-Test unabhangig vom Entzindungsstatus nachweisen.
In Abbildung 15b zeigte sich eine signifikant erniedrigte GLP-2 Rezeptor Expression
im Colon von Morbus Crohn Patienten (n=48) im Vergleich zu Colon-Gewebeproben
gesunder Probanden (n=25). Dies liel} sich auf eine erniedrigte GLP-2 Rezeptor
Expression im Colon bei Patienten mit Entzindungsaktivitat (als + dargestellt, n=34)
zuruckfuhren. Ein Vergleich zwischen der GLP-2 Rezeptor Expression im Colon
gesunder Probanden (n=25) und der GLP-2 Rezeptor Expression im Colon von
Morbus Crohn Patienten ohne Entzindungsaktivitat (als — dargestellt n=14) zeigte
keine signifikanten Unterschiede.

In Abbildung 15c stellte sich eine signifikant erhohte GLP-2 Rezeptor Expression im
lleum von Morbus Crohn Patienten (n= 56) im Vergleich zum Colon von Morbus Crohn
(n=48) Patienten dar. Die erhdhte Expression im lleum im Vergleich zum Colon zeigte
sich auch bei Analyse der Gewebeproben mit Entzindungsaktivitat fur das lleum
(n=40) erhoht, allerdings nicht signifikant (n=0,07). Unter Berucksichtigung der
Abbildung 10 (Kapitel 3.1.1) zeigten Morbus Crohn Patienten - im Gegensatz zu
gesunden Probanden - eine signifikant erhohte GLP-2 Rezeptor Expression im lleum

im Vergleich zum Colon.
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Abbildung 15: Expressionslevel des GLP-2R in lleum und Colon von Morbus Crohn (MC) Patienten

a) lleum-Gewebeproben von Patienten mit MC mit/ohne Entziindungsaktivitat (Kontrolle n= 23, MC L1+L3 n=56,
MC mit Entziindungsaktivitdt n=40, MC ohne Entziindungsaktivitat n=16)

b) Colon-Gewebeproben von Patienten mit MC mit/ohne Entziindungsaktivitat (Kontrolle n=25, MC L2+L3 n=48,
MC mit Entziindungsaktivitdt n= 34, MC ohne Entziindungsaktivitat n= 14)

c) lleum- und Colon- Gewebeproben von Patienten mit MC (lleum L1+ L3 n=56, Colon L2+ L3 n=48, lleum MC
mit Entziindungsaktivitdt n=40, Colon MC mit Entzindungsaktivitat n=34)

Die Ergebnisse sind als Balkendiagramm mit SEM und Streupunkten (scatter dot plot) dargestellt. Statistisch
signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet, nicht signifikante Unterschiede sind mit ns gekennzeichnet
(Kruskal-Wallis-Test).
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3.1.2.2 Patienten mit Morbus Crohn weisen eine erniedrigte hGCG Expression

im lleum auf

Wie in Abbildung 16a dargestellt, zeigte sich in unseren Untersuchungen eine
signifikant erniedrigte Expression von humanem Proglucagon (hGCG) im lleum von
Morbus Crohn Patienten (n=56) im Vergleich zu gesunden Probanden (n=23). Nach
Aufteilen der lleum Gewebeproben von Morbus Crohn Patienten in entzindet (n=40)
vs. nicht-entziindet (n=16) liel sich der signifikante Unterschied auf jene Patienten mit
Morbus Crohn zuruckfuhren, welche einen Entzindungsaktivitat aufwiesen, nicht

jedoch fur Morbus Crohn Patienten ohne Entzindungsaktivitat.

Im Colon von Patienten mit Morbus Crohn (n=48), auch unabhangig von deren
Entzindungszustand, lie3 sich, wie Abbildung 16b aufzeigt, kein Unterschied im
Vergleich zu gesunden Probanden (n=25) feststellen.

Wie Abbildung 16¢c veranschaulicht, stellte sich das Expressionslevel von hGCG im
lleum von Morbus Crohn Patienten (n=56) im Vergleich zum Colon von Patienten mit
Morbus Crohn (n=48) signifikant erhoht dar. Die signifikant erhdhte Expression im
lleum im Vergleich zum Colon zeigte sich auch bei Analyse der Morbus Crohn
Gewebeproben mit Entzindungsaktivitat (n=40 fur MC lleum mit Entzindungsaktivitat
und n=34 fur MC Colon mit Entzindungsaktivitat). Dies entspricht den Beobachtungen
(Abbildung 11 unter 2.1.1) beim Vergleich der Expression von hGCG im lleum und
Colon gesunder Probanden.
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Abbildung 16: Expressionslevel von humanem Proglucagon (hGCG) in lleum und Colon von Morbus
Crohn (MC) Patienten

a) lleum-Gewebeproben von Patienten mit MC mit/ohne Entzindungsaktivitat (Kontrolle n= 23, MC L1+L3 n=56,
MC mit Entziindungsaktivitat n=40, MC ohne Entziindungsaktivitat n=16)

b) Colon-Gewebeproben von Patienten mit MC mit/ohne Entziindungsaktivitat (Kontrolle n=25, MC L2+L3 n=48,
MC mit Entziindungsaktivitdt n= 34, MC ohne Entziindungsaktivitat n= 14)

c¢) lleum- und Colon-Gewebeproben von Patienten mit MC (lleum L1+ L3 n=56, Colon L2+ L3 n=48, lleum MC mit
Entziindungsaktivitat n=40, Colon MC mit Entzlindungsaktivitat n=34)

Die Ergebnisse sind als Balkendiagramm mit SEM und Streupunkten (scatter dot plot) dargestellt. Statistisch
signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet, nicht signifikante Unterschiede sind mit ns gekennzeichnet
(Kruskal-Wallis-Test).
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3.1.2.3 Morbus Crohn Patienten mit Entziindungsaktivitat im lleum zeigen eine

erniedrigte Expression von Sucrase-lsomaltase

In der vorliegenden Abbildung 17a zeigten sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede in der Expression der Sucrase-lsomaltase im lleum bei Patienten mit
Morbus Crohn (n=56) verglichen mit gesunden Probanden (=Kontrolle, n=23). Die
gemessenen Expressionslevel im lleum von Morbus Crohn Patienten mit
EntzUndungsaktivitat (n=40) waren signifikant erhoht im Vergleich zur Gruppe der
Morbus Crohn Patienten ohne Entzindungsaktivitat (n=16).

Im Colon von Morbus Crohn Patienten (n=48) konnte, unabhangig von der
Entzindungsaktivitat im Gewebe des Patienten, kein Unterschied bezuglich der
Expressionslevel der Sucrase-lsomaltase ermittelt werden (siehe Abbildung 17b).

Abbildung 17c belegt das erhdhte Expressionslevel der Sucrase-Isomaltase im lleum
von Morbus Crohn Patienten (n=56) im Vergleich zum Colon von Patienten mit Morbus
Crohn (n=48). Die signifikant erhohte Expression im lleum im Vergleich zum Colon
zeigte sich auch bei Analyse der Gewebeproben mit Entzindungsaktivitat (n=40 far
MC lleum aktive Inflammation und n=34 fir MC Colon aktive Inflammation). Dies
entspricht den Beobachtungen (Abbildung 12 unter 2.1.1) beim Vergleich der
Expression von hGCG im lleum und Colon gesunder Probanden.
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Abbildung 17: Expressionslevel der Sucrase-lsomaltase (Sl) in lleum und Colon von Morbus Crohn (MC)
Patienten

a) lleum-Gewebeproben von Patienten mit MC mit/ohne Entziindungsaktivitat (Kontrolle n= 23, MC L1+L3 n=56
MC mit Entziindungsaktivitat n=40, MC ohne Entziindungsaktivitat n=16)

b) Colon-Gewebeproben von Patienten mit MC mit/ohne Entziindungsaktivitat (Kontrolle n=25, MC L2+L3 n=48,
MC mit Entziindungsaktivitdt n= 34, MC ohne Entziindungsaktivitat n= 14)

c¢) lleum- und Colon-Gewebeproben von Patienten mit MC (lleum L1+ L3 n=56, Colon L2+ L3 n=48, lleum MC mit
Entziindungsaktivitat n=40, Colon MC mit Entzlindungsaktivitat n=34)

Die Ergebnisse sind als Balkendiagramm mit SEM und Streupunkten (scatter dot plot) dargestellt. Statistisch
signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet, nicht signifikante Unterschiede sind mit ns gekennzeichnet
(Kruskal-Wallis-Test).
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3.1.3 Expression von GLP-2R, hGCG und Sucrase-lsomaltase in Patienten mit

Colitis ulcerosa

Um die Einflusse der chronisch entzundlichen Darmerkrankung Colitis ulcerosa auf die
Expression des GLP-2R, des hGCG und der Sucrase-lsomaltase im Colon zu
untersuchen, wurde mittels qRT-PCR die quantitative Bestimmung wie in Abbildung
18 dargestellt vorgenommen. Fur jedes der bestimmten Gentranskripte erfolgte zudem
eine aufgeschlusselte Analyse nach Entzindungsstatus zum Zeitpunkt der
endoskopischen Probenentnahme. Entweder lag bei Probenentnahme ein akut
entzundetes (+) oder ein endoskopisch nicht entzindlich verandertes (-) Colongewebe
vor. Hierbei konnten weder fur GLP-2R (Abbildung 18a), hGCG (Abbildung 18b) noch
fur Sl (Abbildung 18c) signifikante Unterschiede in der Expression der jeweilig
untersuchten Gentranskripte im Vergleich zum Colon gesunder Probanden (n= 25)
festgestellt werden. Tendenziell zeigte sich die GLP-2R Expression in Gewebe von
Colitis ulcerosa Patienten (n=35) im Vergleich zu gesunden Probanden (Kontrolle,
n=25) erhoht, dies war jedoch nicht signifikant (Mittelwert Kontrolle bezogen auf
Kopienanzahl von GLP-2R in 10ng RNA: 50.33 +/-7,4; Mittelwerte Colitis ulcerosa:
73,37 +/- 9,6).
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Abbildung 18: Expressionslevel des GLP-2R, des hGCGs und der Sucrase-Isomaltase (Sl) im Colon von
Colitis ulcerosa (CU) Patienten

Dargestellt sind die gemessenen absoluten Kopienanzahlen (qQRT-PCR-Analyse) von

a) GLP-2 Rezeptor im Colon von CU-Patienten mit/ohne Entziindungsaktivitat (Kontrolle n=25, CU n=35, CU mit
Entziindungsaktivitat n=21, CU ohne Entziindungsaktivitat n=14)

b) hGCG im Colon von CU-Patienten mit/ohne Entziindungsaktivitat (Kontrolle n=25, CU n=38, CU mit
Entziindungsaktivitat n=21, CU ohne Entziindungsaktivitat n=17)

c) Sl im Colon von CU-Patienten mit/ohne Entziindungsaktivitat (Kontrolle n=25, CU n=38, CU mit
Entziindungsaktivitat n=21, CU ohne Entziindungsaktivitat n=17)

Die Ergebnisse sind als Balkendiagramm mit SEM und Streupunkten (scatter dot plot) dargestellt. Statistisch
signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet, nicht signifikante Unterschiede sind mit ns gekennzeichnet
(Kruskal-Wallis-Test).
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3.2 Der Einfluss von Teduglutid auf die Viabilitat von Tumorzellen

Das Glucagon-like peptide 2 Analogon Teduglutid soll im nun vorliegenden Kapitel
mittels SRB-Zytotoxizitatsassay (Kapitel 2.2.2.4) hinsichtlich proliferativer oder
toxischer Effekte auf Tumorzellen untersucht werden. Erste Nachweise fur eine GLP-
2R Expression in Tumorgewebe von gastrointestinalen Stromatumoren und

Rhabdomyosarkomen wurden durch Korner et al. erbracht (Kérner et al., 2012).

Fur die Versuchsdurchfuhrung wurden die Zelllinien HeLa, HUCCT1, Hep G2, Caco-2
und A 549 ausgewahlt (siehe Kapitel 2.1.6.1). Die in Kultur gehaltenen Zelllinien
wurden jeweils mit drei unterschiedlichen Konzentrationen Teduglutid, drei
unterschiedlichen Konzentrationen EGF (epidermal growth factor), dem Hormon GLP-
2 sowie Kontrollreagenz (KR) und Zellkulturmedium (Kontrolle) fur 48h und fur 72h
inkubiert. Das Kontrollreagenz (c= 2000nM/I in Zellkulturmedium, bestehend aus den
Zusatzstoffen L-Histidin, Mannitol, Natriumphosphat monohydrat monobasisch und
Natriumphosphat heptahydrat dibasisch) setzt sich aus den Bestandteilen, in welchen
das Medikament Revestive® (Wirkstoff: Teduglutid) gelost und vom Hersteller geliefert
wird, zusammen, jedoch ohne den Wirkstoff Teduglutid zu beinhalten (Kapitel 2.1.4.1
und 2.2.2.3).

Als Negativkontrolle fur die Versuche diente das Zellkulturmedium der jeweiligen
Zelllinie. Die mittels SRB-Zytotoxizitatsassay photometrisch bestimmten Werte wurden
auf die Negativkontrolle (=Zellkulturmedium) normiert, wobei die Negativkontrolle als
100% Zellviabilitat definiert ist. Die Ergebnisse sind als prozentuale Zu- oder Abnahme
der Zellviabilitat der entsprechenden Zelllinie dargestellt (Fold change).

Vor Versuchsdurchfuhrung wurde mittels qRT-PCR der Gehalt des GLP-2 Rezeptors
in den zur Versuchsdurchfuhrung bestimmten Tumorzelllinien quantifiziert, um die
resultierenden Ergebnisse unter dem Aspekt der GLP-2 Rezeptorexpression

interpretieren zu konnen.
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3.2.1 Quantitativer Nachweis des GLP-2R in Tumorzellen

Wie in Abbildung 19 dargestellt, zeigten sich fur die Epithelzellen des Cervixkarzinoms
(HeLa) die mit Abstand hochste Anzahl an GLP-2R Transkripten in 10ng RNA. Die
GLP-2R Expression in Hela Zellen konnte bereits durch Kohler et al. nachgewiesen
werden (Koehler et al., 2005). Epithelzellen des Cholangiocellularen-Carzinoms
(HuCCT1), Adenokarzinomzellen des Dickdarms (Caco-2) sowie
Adenokarzinomzellen der Lunge (A549) zeigten eine schwache Expression des GLP-
2 Rezeptors.

In der Zelllinie des hepatozellularen Karzinoms (Hep G2) konnten keine Transkripte
des Zielrezeptors nachgewiesen werden. Dennoch wurde die Zelllinie fir weitere
Versuche verwendet, um mdogliche rezeptorunabhangige Effekte von Teduglutid

beurteilen zu konnen.

GLP-2R Expression in Tumorzellen

in vitro Zellkultur
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Abbildung 19: GLP-2R Expression in den Tumorzellen HeLa, HuCCT1, Hep G2, Caco-2 und A549, n=2
Quantitative Bestimmung der absoluten Kopienanzahlen (QRT-PCR-Analyse) des GLP-2R in den Tumorzellen
Hela, HUCCT1, Hep G2, Caco-2 und A549. Die Zelllinien wurden in vitro in Zellkultur gehalten.

3.2.2 Erhohte Zellviabilitat in Tumorzellen nach 72h Inkubation mit Teduglutid

Abbildung 20 veranschaulicht die Ergebnisse des durchgefihrten SRB-
Zytotoxizitatsassays. Chaturvedi et al. hatten bereits nachgewiesen, dass Teduglutid

73



die Caco-2 Epithelzellproliferation steigert (Chaturvedi and Basson, 2013). Die
verwendeten Konzentrationen von Teduglutid wurden anhand der Zusammenfassung
des EPAR fir die Offentlichkeit (European Medicine Agency, 2017) sowie unter
Berucksichtigung der verwendeten Testkonzentrationen durch Chaturvedi et al.
errechnet. Die Konzentration sollte hierbei mindestens jener Konzentration
entsprechen, welche laut Herstellerangaben therapeutisch eingesetzt wird. Schliel3lich
wurden die Zielkonzentrationen von 0,93ug/ml (entspricht 250nM), 3,75ug/mi
(entspricht 1000nM) sowie 9,30pg/ml (entspricht 2500nM) verwendet. Die
therapeutische Konzentration von Teduglutid bei medizinisch verordneter Anwendung
bei Patienten mit Kurzdarmsyndrom liegt bei 1,86pg/ml (entspricht 500nM).

Die Konzentrationen von EGF wurden auf Basis der Versuche durch Chaturvedi et al.
verwendet (Chaturvedi and Basson, 2013). In den Versuchen wurden die
Zielkonzentrationen 25, 50 und 100ng/ml EGF verwendet. GLP-2 wurde in der
Konzentration 78,4ng/ml (entspricht 20nM) nach Koehler et al. eingesetzt, das
Kontrollreagenz (=KR, siehe Kapitel 2.2.2.4, Tabelle 19 und Tabelle 20) wurde in der
Konzentration 2000nM eingesetzt (Koehler et al., 2008b).

In Grafik 20a dargestellt ist die Zellviabilitat der HeLa Zelllinie nach 72-stundiger
Inkubation mit den oben genannten Reagenzien (Anzahl der Versuche: n=3). Eine
signifikante Erhohung der optischen, vitalen Zellmasse im Vergleich zur Kontrolle
zeigte sich fur die Behandlung der Zellen mit 25 und 50ng/ml EGF. Zellen, die mit
Teduglutid behandelt wurden, zeigten tendenziell eine erhohte Viabilitat (+6,6% fur
0,93ug/ml, +11,1% fur 3,75pg/ml und +9,9% fur 9,3pg/ml, samtliche prozentuale
Ergebnisse sind auf Basis der Mittelwerte errechnet, n=3) im Vergleich zur Kontrolle
jedoch ohne statistische Signifikanz. Diese lag fur alle Teduglutid-Konzentrationen
hoher als fur das Kontrollreagenz (+3,4%). Die 72-stundige Behandlung mit GLP-2
fuhrte zu einer statistisch nicht signifikant erhdhten optischen Zellmasse von 9,7% im
Vergleich zur Kontrolle.

Abbildung 20b veranschaulicht die Effekte von KR, Teduglutid, EGF und GLP-2 auf
die HUCCT1 Zelllinie nach 72-stindiger Inkubation (Anzahl der Versuche: n=4). Eine
signifikante Erhohung der Zellviabilitat zeigte sich nach Inkubation mit Teduglutid in
den Konzentrationen 0,93 und 3,75ug/ml sowie mit 25ng/ml EGF. Jedoch mussen die
stark variierenden Messergebnisse wie im scatter dot plot dargestellt mitbeachtet
werden. Tendenziell stellte sich die jeweilige vitale Zellmasse aller mit Teduglutid und
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EGF behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle erhdht dar. Eine geringfugig
erhohte Zellviabilitat von +9,4% lie3 sich auch nach Inkubation mit dem
Kontrollreagenz (KR) erfassen, wohingegen HUCCT1 Zellen nach Behandlung mit
GLP-2 (n=4) eine geringfugige Abnahme der vitalen Zellmasse aufzeigten (-3,9%).

Die Ergebnisse der Hep G2 Zelllinie in Abbildung 20c zeigten im Kruskal-Wallis-Test
keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle (Anzahl der Versuche:
n=4). Nach 72-stundiger Behandlung der Zellen mit Teduglutid (alle drei
Konzentrationen), EGF (alle drei Konzentrationen) sowie GLP-2 manifestierte sich
eine im Durchschnitt erhohte Viabilitat der Zellen im Vergleich zur Kontrolle
(Teduglutid: +66,7%fur 0,93ug/ml, +50,1% fur 3,75ug/ml, +48,0% fur 9,3pg/ml; EGF:
+76,1% fur 25ng/ml, +63,1% fur 50ng/ml, +44,5% fiur 100ng/ml; GLP-2: +9,4%,
samtliche prozentuale Ergebnisse sind auf Basis der Mittelwerte errechnet, n=4). Das
Kontrollreagenz ergab im Mittelwert der gemessenen Daten ein nahezu identisches
Ergebnis zur Kontrolle (-0,79%).

In Abbildung 20d wurde der Einfluss von KR, Teduglutid, EGF und GLP-2 auf das
Proliferationsverhalten der Caco-2 Zelllinie untersucht (Anzahl der Versuche: n=4). Fur
alle drei Teduglutid Konzentrationen und alle drei EGF Konzentrationen zeigte sich
nach 72-stundiger Inkubation eine im Mittelwert (n=4) der analysierten Ergebnisse
erhohte optische Zellmasse (Teduglutid: +6,1% fur 0,93ug/ml, +6,3% fur 3,75ug/ml,
+5,9% fur 9,3ug/ml; EGF: +7,0% fur 25ng/ml, +13,72% fuar 50ng/ml, +7,2% fur
100ng/ml, samtliche prozentuale Ergebnisse sind auf Basis der Mittelwerte errechnet).
Far EGF 50ng/ml war der Effekt statistisch signifikant. Diese Erkenntnisse decken sich
mit den Beobachtungen von Chaturvedi et al, die einen signifikanten Anstieg der
Proliferation von Caco-2 Zellen nach 72-stundiger Behandlung mit 250nM, 500nM und
1000nM Teduglutid sowie mit 50ng/ml EGF beschrieben (Chaturvedi and Basson,
2013). Das Kontrollreagenz zeigte im Mittelwert eine um +1,1% erhohte, GLP-2 eine
im Mittelwert um -5,3% erniedrigte Zellviabilitat im Vergleich zur Negativkontrolle.

Nach 72-stindiger Behandlung der A549 Zelllinie (Anzahl der Versuche der A549
Zelllinie: n=4) mit denen in Abbildung 20e dargestellten Inkubationsreagenzien
prasentierte sich die vitale Zellmasse fur alle drei Konzentrationen Teduglutid, alle drei
Konzentrationen EGF und GLP-2 im Vergleich zur Kontrolle erhoht (Teduglutid: +7,6%
far 0,93pg/ml, +8,3% flur 3,75ug/ml, +8,9% fir 9,3ug/ml; EGF: +3,8% fur 25ng/ml,
+15,1% fur 50ng/ml, +4,0% fur 100ng/ml, GLP-2: +5,2%; samtliche prozentuale
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Ergebnisse sind auf Basis der Mittelwerte errechnet, n=4). Hierbei ergab sich fur EGF
50ng/ml eine statistische Signifikanz. Fur die Behandlung mit KR ergab sich nach

Inkubation eine Abweichung der Mittelwerte von +2,2% im Vergleich zur Kontrolle.

Trotz variierender Messergebnisse in den durchgefuhrten Versuchen innerhalb jeder
Zelllinie und der geringen Versuchsanzahl (n=4 fur HuCCT1, HepG2, Caco-2 und
A549; n=3 fur HelLa) konnte eine deutliche Tendenz der Zunahme der Zellviabilitat
unter Teduglutid wie auch unter EGF beobachtet werden. Die Behandlung der
Zelllinien mit dem Kontrollreagenz nimmt keinen Einfluss auf die Proliferationsrate.
GLP-2 scheint je nach Zelllinie einen geringfugigen, nicht signifikanten Einfluss auf die
Viabilitdt zu nehmen. Koehler et al. behandelten Colonkarzinomzellen (Caco-2, T84,
HT29 und SW480) mit GLP-2 und hielten fest, dass nach 96-stindiger Inkubation keine
Effekte auf die Proliferationsrate nachgewiesen werden konnten (Koehler et al.,
2008a).
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Abbildung 20: Behandlung der Tumorzelllinien mit Teduglutid, EGF und GLP-2

Zellviabilitat im SRB-Zytotoxizitatsassay im Vergleich zur Kontrolle (=Zellmedium) in %. Die Kontrolle ist als 100%
definiert. Die jeweiligen Zelllinien wurden fiir 72h mit Medium (=Kontrolle), Kontrollreagenz (KR), Teduglutid in
unterschiedlichen Konzentrationen (0,93ug/ml, 3,75ug/ml, 9,30ug/ml), EGF in unterschiedlichen Konzentrationen
(25ng/ml, 50ng/ml, 100ng/ml) sowie GLP-2 (78,4ng/ml) inkubiert. Es erfolgte eine quantitative Messung im Tecan-
Reader bei einer Wellenlange von 550nm.

a) Zellviabilitdt von Hela Zellen, n=3, 6.000 Zellen/ 96-Wellplatte bei Aussaat

b) Zellviabilitat von HUCCT1-Zellen, n=4, 20.000 Zellen/96-Wellplatte bei Aussaat

c) Zellviabilitat von Hep G2-Zellen, n=4, 20.000 Zellen/96-Wellplatte bei Aussaat

d) Zellviabilitdt von Caco-2-Zellen, n=4, 10.000 Zellen/96-Wellplatte bei Aussaat

e) Zellviabilitdt von A549-Zellen, n=4, 10.000 Zellen/96-Wellplatte bei Aussaat

Die Ergebnisse der Mittelwerte sind als Balkendiagramm mit SEM und Streupunkten (scatter dot plot) dargestellt.
Statistisch signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet, nicht signifikante Unterschiede erhielten keinen
Querbalken (Kruskal-Wallis-Test).
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3.3 Der Einfluss der Teduglutid-Behandlung auf die epitheliale Homodostase

bei Patienten mit Kurzdarmsyndrom

In den ersten proof of concept-Studien zeigte sich im Dunndarm von Patienten mit
Kurzdarmsyndrom unter Behandlung mit Teduglutid das histomorphologische Bild
vergroRerter Darmzotten, vertiefter Krypten sowie erhohter Mitoseraten (Jeppesen et
al., 2005). Eine Analyse hinsichtlich der Expressionslevel spezifischer intestinaler
Zellmarker wurde nicht durchgefuhrt. Zudem konnte in experimentellen
Mausversuchen ein protektiver Einfluss von Teduglutid auf die intestinalen
Stammzellen nach induzierten Strahlenschaden festgestellt werden (Booth et al.,
2004). Boushey et al. studierten die Effekte von GLP-2 auf unterschiedliche
Proliferationsmarker, Stammzellmarker und Zytokine anhand von Mausen mit
Indomethacin induzierter Enteritis. Sie beobachteten, dass die Induktion von Zytokinen
nach Behandlung mit GLP-2 signifikant reduziert war und die Proliferation der
Kryptenzellen erhoht war (Boushey et al., 1999).

Welche Einflisse das Medikament Teduglutid auf spezifische intestinale Zellmarker in
Patienten mit Kurzdarmsyndrom hat, soll im Folgenden anhand des Patientenkollektivs
analysiert werden. Hieraus sollen neue Erkenntnisse zum Verstandnis der
therapeutischen Wirkung von Teduglutid und moglicher Nebenwirkungen auf
Zellebene gewonnen werden. Die durchschnittliche Einnahmedauer von Teduglutid im
vorliegenden Datensatz betrug 392,57 Tage (n=7, siehe Kapitel 2.1.7.2).

3.3.1 Teduglutid nimmt Einfluss auf die Expression seines Zielrezeptors GLP-
2R und weitere intestinaler Zell- und Transkriptionsfaktoren im Gl-Trakt

bei Patienten mit Kurzdarmsyndrom

Der Einfluss von Teduglutid in Patienten mit Kurzdarmsyndrom konzentrierte sich nach
Zulassung des Medikaments 2012 hauptsachlich auf die klinischen Effekte und
Nebenwirkungen. Eine Auswirkung der Behandlung auf die Expression des
Zielrezeptors GLP-2R ist noch nicht untersucht. In Abbildung 21a zeigt sich im lleum
(n=7) und Colon (n=5) von Kurzdarmpatienten eine Herunterregulierung des GLP-2R
wahrend der Behandlung mit Teduglutid. Das Ergebnis war in der Auswertung fur das

lleumgewebe signifikant (p= 0,03), fur das Colongewebe nicht signifikant.
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Die absoluten Kopienanzahlen des humanen Proglucagons, aus welchem
posttranslational das Hormon GLP-2 im Verhaltnis 1:1 entsteht, sind in Abbildung 21b
dargestellt. Den Ergebnissen ist keine Signifikanz zu entnehmen, jedoch zeigt sich in
der Tendenz eine erhohte Expression von hGCG im lleum und Colon von
Kurzdarmpatienten wahrend der Behandlung mit Teduglutid. Dies lasst die Uberlegung
zu, dass zumindest kein negatives Feedback auf die hGCG Expression wahrend der

Behandlung mit Teduglutid eintritt.

Abbildung 21c zeigt die Expressionsergebnisse der Sucrase-lsomaltase vor und
wahrend der Behandlung mit Teduglutid im Dann- und Dickdarm. Tendenziell weisen
sowohl lleum- als auch Colon-Gewebeproben wahrend der Behandlung mit Teduglutid

ein hoheres Expressionslevel auf. Dies erwies sich als statistisch nicht signifikant.

Um den Einfluss von Teduglutid auf zwei antimikrobielle Peptide, welche von den
Paneth-Kornerzellen exprimiert werden und eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese von CEDs spielen, zu untersuchen, wurden die in Abbildung 21d und
21e dargestellten a-Defensine HDS und HD6 im Kurzdarmpatientenkollektiv
gemessen. Grundsatzlich zeigte sich eine deutlich h6here Expression von HD5 und
HDG im lleum im Vergleich zum Colon, wie dies in der Literatur bereits vorbeschrieben
ist (Elphick and Mahida, 2005). Zudem wurde deutlich, dass HD5 und HD6 in Patienten
mit Kurzdarmsyndrom wahrend einer Therapie mit Teduglutid tendenziell geringer
exprimiert werden. Diese Beobachtung gilt sowohl fur die Expressionsanalyse im lleum
wie auch im Colon, wobei das Ergebnis lediglich fur HD5 im lleumgewebe der
Kurzdarmsyndrom-Patienten signifikant war (p= 0,04; Abbildung 21d). Die Ergebnisse
legen nahe, dass es durch Teduglutid zu einer Herunterregulierung der
antimikrobiellen Peptide HD5 und HD6 kommt. Eine Reduktion antimikrobieller Peptide
ist bereits bei Morbus Crohn und lleumbefall durch die AG Wehkamp beschrieben
worden (Courth et al., 2015a; Wehkamp et al., 2004).

In Abbildung 21f ist die Expression von Sox9 im Kurzdarmpatientenkollektiv

dargestellt. Der Transkriptionsfaktor Sox9 spielt eine wesentliche Rolle in der

Differenzierung von Paneth-Kdrnerzellen. In Mausmodellen konnte gezeigt werden,

dass ohne Sox9 die Ausdifferenzierung von Paneth-Kornerzellen ausblieb, jedoch eine
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erhohte Proliferation anderer intestinaler Kryptenzellen stattfand (Mori-Akiyama et al.,
2007). Die Ergebnisse weisen auf eine reduzierte Expression von Sox9 im lleum und
Colon unter der Therapie mit Teduglutid hin. Die statistische Auswertung (Wilcoxon
matched-pairs signed rank test) zeigt fur Sox9 im Colon wahrend der Behandlung mit

Teduglutid eine signifikant erniedrigte Expression auf.
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Abbildung 21: Der Einfluss von Teduglutid auf den Zielrezeptor GLP-2R, hGCG, Sl, Sox9 sowie den
antimikrobiellen Panethzellfaktoren HD5 und HD6 in lleum und Colon von Kurzdarmpatienten

Die Ergebnisse der qRT-PCR-Analyse von GLP-2R, hGCG, SI, HD5, HD6 und Sox9 sind als Balkendiagramm
(+/- SEM) mit Streupunkten (scatter dot plot) dargestellt. Abgebildet ist die absolute Kopienanzahl von a: GLP-2R,
b: hGCG, c: SI, d: HD5, e: HD6 und f: Sox9 in 10 ng/ul RNA in lleum- und Colongewebe von Kurzdarmpatienten
vor und wahrend der Behandlung mit Teduglutid (n=7 fur lleumgewebe, n=5 fiir Colongewebe). Verglichen wurde
jeweils lleumgewebe vor und wahrend Teduglutid-Behandlung sowie Colongewebe vor und wahrend Teduglutid-
Behandlung. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet, nicht signifikante Unterschiede

erhielten keinen Querbalken (Wilcoxon matched-pairs signed rank test).
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3.3.2 Zytokin-, intestinale Stammzell- und Villinreduktion aber tendenzieller
Proliferationsanstieg im Gl-Trakt bei Patienten mit Kurzdarmsyndrom
unter Teduglutidbehandlung

Interleukin 10 ist ein Immunmodulator im Gl-Trakt, der zu den antiinflammatorischen
Zytokinen zahlt (Ng et al., 2013). Die Versuchsergebnisse in Abbildung 22a zeigten
eine Reduktion der Expression von IL10 im lleum (n=7) und Colon (n=5) von
Kurzdarmpatienten wahrend der Therapie mit Teduglutid. Fur das lleumgewebe war
dies mit p= 0,03 signifikant. Die Anzahl n der Gewebeproben der Kurzdarmpatienten
von lleum und Colon entsprechen jenen des vorherigen Kapitels (3.3.1).

Ahnlich verhalt es sich mit der Expression des Tumornekrosefaktors TNF-a (Abbildung
22b). Auch dieser zeigte ein geringeres Expressionslevel im lleum und Colon wahrend
der Behandlung mit Teduglutid im Vergleich zum Zeitpunkt vor der Behandlung, wobei
die Ergebnisse lediglich fur das Colon signifikant waren (p=0,04). Die Beobachtungen
zur Expression von IL10 und TNF-a decken sich mit den Ergebnissen der Behandlung
von Mausen mit GLP-2 von Boushey et al. (Boushey et al., 1999). TNF-« ist ebenfalls
ein Zytokin, welches an Entzundungsreaktionen beteiligt ist, jedoch auch Einfluss auf
verschiedenste Signalwege wie beispielweise den Wnt-Signalweg nimmt (Koch and
Nusrat, 2012).

In Abbildung 22c ist die Expression von Lgr5 dargestellt. Lgr5 dient als spezifischer
Marker fur die Stammzellen der intestinalen Krypten (Barker et al., 2007). Der
Stammzellmarker zeigte in den vorliegenden Ergebnissen eine tendenzielle
Expressionsabnahme unter der Behandlung mit Teduglutid. Statistisch Iasst sich keine
Signifikanz errechnen, was auch mit der ausgepragten Streuung innerhalb der Gruppe

zusammenhangt.

Abbildung 22d stellt die absoluten Kopienzahlen von Villin, welches spezifisch im
Zytoskelett des Burstensaums vorkommt und als Marker fur die Villushdhe
herangezogen wird, dar (Chantret et al., 1988). Die Auswertung der Studie zeigte
einen Abfall der Expression von Villin sowohl im lleum als auch im Colon wahrend der
Behandlung von Kurzdarmpatienten mit Teduglutid. Fir das lleum zeigte sich ein
statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zum Zeitpunkt vor Einnahme des
Medikaments (p= 0,04). Dieses Ergebnis muss vor dem Hintergrund der Erkenntnisse
von Drucker et al. sowie Blurring et al, die unter dem Einfluss von GLP-2 starke
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intestinotrophe Einflusse wie Mukosawachstum, Zunahme der intestinalen Zellmasse
und Reduktion der Apoptose von Villuszellen postulierten, diskutiert werden (Burrin et
al., 2005; Drucker et al., 1996).

Als allgemeiner Proliferationsmarker, der in der klinischen Routinediagnostik eine
breite Anwendung hat, soll Ki67 Aufschluss uber mdgliche proliferative oder
antiproliferative Effekte von Teduglutid geben. In Abbildung 22e zeigt sich eine
Tendenz zur Zunahme der Ki67 Expression in lleum und Colon unter der Behandlung
mit Teduglutid. Statistisch lasst sich aus den vorliegenden Patientendaten keine
Signifikanz ableiten.
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Abbildung 22: Der Einfluss von Teduglutid auf die Expression von IL10, TNF-a, Lgr5, Villin und Ki67 in
lleum und Colon von Kurzdarmpatienten

Die Ergebnisse der gqRT-PCR-Analyse von IL10, TNF-a, Lgr5, Villin und Ki67 sind als Balkendiagramm (+/- SEM)
mit Streupunkten (scatter dot plot) dargestellt. Abgebildet ist die absolute Kopienanzahl von a: IL10, b: TNF-a, c:
Lgr5, d: Villin und e: Ki67 in 10 ng/ul RNA in lleum- und Colongewebe von Kurzdarmpatienten vor und wahrend
der Behandlung mit Teduglutid (n=7 fir lleumgewebe, n=5 fir Colongewebe). Verglichen wurde jeweils
lleumgewebe vor und wahrend Teduglutid-Behandlung sowie Colongewebe vor und wahrend Teduglutid-
Behandlung. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet, nicht signifikante Unterschiede

erhielten keinen Querbalken (Wilcoxon matched-pairs signed rank test).
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3.4 Die Auswirkungen der Teduglutidbehandlung auf die Genexpression in

Mausorganoiden

In einem weiteren Versuchsaufbau wurde der Einfluss von Teduglutid auf
Mausorganoide untersucht. Der Vorteil dieser Zellkulturmethode liegt in der
Zusammensetzung und Anordnung der intestinalen Zelltypen, wie sie sonst in vivo
vorherrscht. Aul3erdem konnen die Organoide vielfach gesplittet und passagiert
werden, sodass samtliche Versuche dieses Experiments mit dem Gewebe einer
einzigen Maus durchgefuhrt werden konnten. Das gewonnene intestinale Gewebe zur
Kultivierung der murinen Organoide stammte aus C57BI/6 Mausen.

In dem Experiment wurden die Organoide direkt nach dem ,Aufbrechen® in Matrigel
eingebettet. Anschliel3end erfolgte die Inkubation der Organoide mit ENR Medium,
welches mit oder ohne (Negativkontrolle) Teduglutid versetzt wurde. Der Vorteil nach
dem ,Aufbrechen® der murinen Organoide besteht darin, dass der Wirkstoff den
apikalen (luminalen) und basalen Zellpol des intestinalen Epithels erreicht. Im
Vergleich dazu sieht die therapeutische Anwendung eine subkutane Applikation mit
endokriner Wirkung vor (European Medicine Agency, 2017). Alle 24h erfolgte die
erneute Inkubation mit frischem ENR-Medium oder ENR-Medium mit Teduglutid. Nach
48h und 72h wurden jeweils mindestens vier Wells, die die gleichen
Inkubationsmedien erhalten hatten, zusammengefuhrt und anschliefend eine RNA-
Isolation durchgefuhrt.

In Abbildung 23 sind die Ergebnisse des Experiments (n=6 fur die Anzahl an
Versuchsdurchfuhrungen) dargestellt. Fur den murinen GLP-2R (Abb. 23a) zeigte sich
nach 48h und 72h tendenziell eine verringerte Expression unter der Inkubation mit
Teduglutid. Eine Deduktion des mGLP-2R - mit Ausnahme eines Ausreil’ers aus
Versuch 2 - konnte auch im Fold change dargestellt werden. Dies stimmt mit den
Beobachtungen des Kurzdarmpatientenkollektivs (Abb. 21a) uberein.

Das in den Panethzellen des murinen Gl-Trakts gebildete Cryptidin-4 zahlt zu den
wichtigsten a-Defensinen von Mausen (Karlsson et al., 2008). Mit dem Experiment
konnte gezeigt werden, dass die Expression von Cryptidin-4 durch die 48- und 72-
stindige Inkubation mit Teduglutid nicht signifikant beeinflusst wird (Abb. 23b).
Tendenziell zeigten sich die absoluten Kopienanzahlen der Cryptidin-4-cDNA-Proben
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unter der Teduglutidbehandlung regredient, dies konnte im Fold change nach 72h nicht
dargestellt werden. Die einzige statistisch signifikante Veranderung im durchgefuhrten
Versuch liel3 sich fur die Induktion von mLgr5 nach 48h Inkubationszeit mit Teduglutid
zeigen (p= 0,03, Abb. 23c). Die Analyse nach 72h offenbarte dieselbe Tendenz, jedoch
ohne ein signifikantes Ergebnis. Im Kurzdarmpatientenkollektiv (Abb. 22c) lie3en sich
gegenteilige Ergebnisse aufzeigen. Fur den Proliferationsmarker Ki67 (Abb. 23d) Iasst
sich keine klare Aussage bezuglich eines Einflusses von Teduglutid auf die Organoide
ableiten. Es zeigt sich nach 48h eine durchschnittlich 1,16-fache und nach 72h eine
1,35-fache Erhohung der Expression von Ki67. Dies kann zumindest ein Hinweis fur
eine gesteigerte Proliferationsrate in murinen Organoiden gesehen werden. Trotz dem
angewandten 3D-Modell sind die Ergebnisse vorsichtig zu werten. Andere Faktoren
wie Immunzellen und Bakterien spielen eine wesentliche Rolle in der epithelialen
Homoostase und nehmen Einfluss auf die Proliferation intestinaler Zellen und die
Expression antimikrobieller Peptide (Courth et al., 2015a; Pull et al., 2005).
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Abbildung 23: Einfluss von Teduglutid in Mausorganoiden auf die Expression von antimikrobiellen

Peptiden, mGLP-2R und Proliferationsmarker

Nach dem Splitten der Organoide wurden diese in Matrigel und ENR-Medium mit und ohne Teduglutid (2000nM)

fur 48h und 72h inkubiert. Zur weiteren Analyse wurden jeweils mindestens 4 Wells pro Inkubationsmedium
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vereint. n= 6, statistisch signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet, nicht signifikante Unterschiede
erhielten keinen Querbalken (Wilcoxon matched-pairs signed rank test).

Die untersuchten Gentranskripte (22a: mGLP-2R, 22b: mKi67, 22c: mLgr5, 22d: mCryptidin4) wurden als
absolute Kopienanzahlen in 10ng/ul RNA gemessen (links) und anschlielend in eine auf das ENR-Medium
normierte fold change Darstellung Uberfiihrt.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den molekularen Wirkmechanismen des
Medikaments Teduglutid auf die Homodostase des Dunn- und Dickdarms. Die Analyse
der Expression und Lokalisation des Zielrezeptors GLP-2R mittels gRT-PCR,
Immunhistochemie und Immunfluoreszenz soll Aufschluss Uber ein therapeutisches

Ansprechen in unterschiedlichen Darmabschnitten geben.

Erstmals konnte eine deutlich hohere, quantifizierbare Expression des GLP-2
Rezeptors im Colon nachgewiesen werden. Zudem erfolgte die Analyse der
Genexpression des Zielrezeptors GLP-2R und des GLP-2 Vorlaufermolekils hGCG
im GI-Trakt von Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen. Es konnte
dargelegt werden, dass Patienten mit Morbus Crohn eine signifikant erhdhte GLP-2R
Expression im lleum und eine signifikant reduzierte Expression des Rezeptors im
Colon unabhangig vom Entzindungsstatus des Gewebes aufweisen. Zudem zeigte
sich die Expression von GLP-2 in Patienten mit Morbus Crohn erniedrigt. Ein Einfluss
von Colitis ulcerosa auf die genannten Genexpressionen konnte nicht nachgewiesen

werden.

Anschliel3end wurden verschiedene Experimente durchgefuhrt, die neue Erkenntnisse
uber den Einfluss von Teduglutid und seiner direkten Wirkung auf verschiedene
Zelltypen erbrachten. Ein moglicher Zusammenhang der Proliferation von Tumorzellen
unter dem Einfluss von Teduglutid konnte aufgezeigt werden.

Zum Zeitpunkt der Datenerhebung gab es noch keine humanen in vivo Daten zu den
molekularen Wirkmechanismen von Teduglutid im Darmgewebe. Es wurden die
Einflusse der therapeutischen Gabe von Teduglutid in Kurzdarmpatienten studiert und
gezeigt, dass unter anderem eine verringerte Expression antimikrobieller Peptide
hieraus resultiert. Mithilfe von murinen Organoiden wurde eine innovative in vitro
Methode angewandt, die ebenfalls vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich
Zellproliferation und Expression antimikrobieller Peptide in murinen Zellen erbrachte.
Im Folgenden findet die Diskussion der gewonnen Ergebnisse und der angewandten

Methoden statt.
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4.1 Expression und Lokalisation des GLP-2R, des hGCGs und der Sucrase-
Isomaltase im gesunden und erkrankten Gl-Trakt

4.1.1 Der GLP-2 Rezeptor: Lokalisation, Quantifizierung und Expression im
gesunden und erkrankten Gewebe

Der humane GLP-2R wurde 1999 entdeckt und wird zur Secretin-Rezeptorfamilie
gezahlt (Munroe et al., 1999)(Yusta et al., 2000). Das hierfur codierende Gen besteht
aus 13 Exons, wobei zum aktuellen Zeitpunkt keine Splicevarianten nachgewiesen
werden konnten (Markovic and Grammatopoulos, 2009). Bisher ist bekannt, dass der
Rezeptor in Gewebe von Dunndarm, Dickdarm, Magen, Lunge sowie Gehirn
(Hypothalamus) exprimiert wird. Zudem wurde nachgewiesen, dass der GLP-2R in
subepithelialen Myofibroblasten, intraepithelialen Enteroendokrinen Zellen und im
Plexus myententericus, nicht aber im intestinalen Epithel exprimiert wird und seine
héchste Expression im oberen Dinndarm aufzeigt (Guan et al., 2006; Qrskov et al.,
2005; Yusta et al., 2000). Jedoch gibt es zur Lokalisation des GLP-2R in der Literatur
kontroverse Debatten. Die uber den GLP-2R vermittelten Wirkungen lassen sich
insbesondere in Mucosazellen nachweisen, sodass eine indirekte Signalvermittlung
vermutet wird (Yusta et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass
der GLP-2R in humanem Colongewebe im Vergleich zu humanem lleumgewebe eine
mehr als doppelt so hohe Expression aufweist. Eine Bestatigung lieferten die
durchgefuhrte Immunhistochemie und Immunfluoreszenz mit Anti-GLP-2R. Erste
Daten dieser Ergebnisse wurden bereits durch die AG Wehkamp veroffentlicht
(Schoeler et al., 2018). Die Ergebnisse stimmen mit den Analysen von El-Jamal et al.
sowie Tylor-Edwards et al., die eine aufsteigende Rezeptorexpression von Duodenum
uber Jejunum, lleum, Colon bis hin zum Rektum in Mausen und Rindern beobachteten,
Uberein. Zudem konnte die Arbeitsgruppe von El-Jamal et al. anhand von humanem
Darmgewebe (n=5) eine erhdhte Rezeptorexpression im Colon, verglichen mit dem
lleum, feststellen (El-dJamal et al., 2014b; Taylor-Edwards et al., 2010, p.). Jedoch
erfolgte aufgrund der geringen Patientenzahl keine Verallgemeinerung dieser Analyse.
Im Hinblick auf frGhere Erkenntnisse, die unter dem Einfluss von Teduglutid keine
Vertiefung der Krypten im Colon feststellen konnten und den Dunndarm fur die
Hauptlokalisation der Rezeptorexpression ausmachten, ist dies eine wegweisende

Beobachtung. Zudem beschrieben Qdrskov et al. eine sparliche Rezeptorexpression im
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Colon im Vergleich zum lleum (Drucker et al., 1996; Jeppesen et al., 2005; Drskov et
al., 2005). Es ist bekannt, dass die hochste Dichte an Enteroendokrinen L-Zellen,
welche mutmallich den Rezeptor exprimieren, im Colon vorkommen (Yusta et al.,
2000). Dies wurde mit unseren Beobachtungen hinsichtlich der hohen GLP-2R
Expression im Colon ubereinstimmen. Die Kontinuitat des Colons bei Patienten mit
Kurzdarmsyndrom konnte zuklnftig in den Fokus ricken. Neben dem lleum stellt das
Colon damit ein klinisch relevantes Ziel fur Teduglutid dar und konnte eine
Schlusselrolle in der Therapie und dem klinischen Outcome wie beispielweise
Stuhlfrequenz und intestinalem Flussigkeitsverlust einnehmen. In dieser Arbeit konnte
mittels Doppelimmunfluoreszenz mit Synaptophysin kein GLP-2R in den
Enteroendokrinen Zellen des lleums und Colons nachgewiesen werden. Die mit
Synaptophysin gefarbten Enteroendokrinen Zellen zeigten keine Anfarbbarkeit mit
Anti-GLP-2R. In der Immunfluoreszenz und in den immunhistochemischen Farbungen
war der Rezeptor in den basalen Krypten des Colons sowie vereinzelt im luminalen
Bereich des Colonepithels angesiedelt. Fruhere Arbeiten konzentrierten sich auf die
Verteilung und Lokalisation im lleum und konnten zeigen, dass der Rezeptor in den
Krypten in hoherer Anzahl vorkommt als in den Zotten.

Es folgte die Untersuchung der Rezeptorexpression im Hinblick auf eine mogliche
therapeutische Zielstruktur im lleum und Colon von Patienten mit chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen. In den letzten Jahren fand eine breite Diskussion
uber unterschiedliche Defekte der Paneth-Kornerzellen im Zusammenhang mit der
Pathogenese von Morbus Crohn statt. Hauptaugenmerkt lag unter anderem auf der
reduzierten Expression der a-Defensine HD5 und HD6 und der daraus resultierenden
mikrobiellen Dysbalance im Gl-Trakt (Courth et al., 2015a; Ogura et al., 2003b;
Wehkamp et al., 2004).

In dieser Arbeit wurde das Vorhandensein bzw. die veranderte Expression des GLP-
2R in Morbus Crohn Patienten und ferner der Einfluss von Teduglutid auf oben
genannte antimikrobielle Peptide im erkrankten Gewebe untersucht. Korner et al.
konnten mittels Autoradiographie eine Hochregulierung des GLP-2R im lleum und
Colon von Patienten mit MC detektieren (Korner et al., 2012). Erste Untersuchungen
an Mausen mit chemisch induzierter Colitis zeigten hingegen einen Ruckgang der
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GLP-2R Expression um 60% im Vergleich zu gesunden Mausen (El-Jamal et al.,
2014a). Unsere Ergebnisse zeigen stattdessen im Illeum von MC Patienten,
unabhangig vom Entzindungszustand, eine signifikant erhohte Expression des
Rezeptors im Vergleich zu gesundem lleumgewebe. Dies deckt sich mit den
Beobachtungen von Korner et al. (Korner et al., 2012). Kontrar verhalt sich die
Rezeptorexpression im Colon von MC Patienten. Hier konnte eine signifikante
Reduktion der Rezeptorexpression in Patienten mit MC im Vergleich zur Kontrolle
festgestellt werden, wobei die Reduktion der Expression auf jene Patienten mit aktiver
Entzindung zurickzufuhren war. Unsere Daten zur GLP-2R Expression im lleum von
MC Patienten stehen in Kontrast zu Daten von El-Jamal et al., welche eine reduzierte
GLP-2R mRNA Expression im lleum und Colon von MC-Patienten im Vergleich zu den
jeweils gesunden Kontrollen beschrieben (El-Jamal et al., 2014a). Es bedarf vor
diesem Hintergrund weiterer quantitativer Analysen, um die gemessenen Daten zu
bestatigen. Bei deutlich geringerer Probenanzahl (Kontrolle lleum n=5, MC lleum
insgesamt n= 16) in den Analysen durch El-Jamal et al. missen auch diese Daten
kritisch hinterfragt werden. Grundsatzlich gibt es in der Literatur kaum vergleichbare
Ergebnisse. Die durch uns gemessene erhohte GLP-2R Expression im lleum von MC
Patienten kann unter Umstanden einer Therapie mit Teduglutid zugutekommen.
Zudem zeigte sich in Patienten mit Morbus Crohn eine erniedrigte GLP-2
Rezeptorexpression im Colon im Vergleich zum lleum, was nicht dem
Verteilungsmuster des GLP-2 Rezeptors in gesunden Probanden entspricht. Die
erhohte Expression des GLP-2R im lleum von MC Patienten kdnnte auch auf erhdhte
GLP-2 Blutkonzentrationen in Patienten mit MC (Xiao et al., 2000) zurtuckzufuhren
sein, zumal in Ratten gezeigt werden konnte, dass GLP-2 die Hochregulierung seines
eigenen Rezeptors induziert (Liu et al., 2006). Weitere Ergebnisse bleiben abzuwarten.

In Colon-Biopsien von Colitis ulcerosa Patienten konnten in der mRNA-Analyse des
GLP-2R keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Expressionslevel im
Vergleich zu gesunden Probanden festgestellt werden. Tendenziell zeigte sich jedoch
die GLP-2R Expression bei Patienten mit Colitis ulcerosa im Vergleich zu gesunden
Probanden erhoht. Erste quantitative Messungen im Colon von Colitis ulcerosa
Patienten mit wesentlich geringerer Patientenanzahl hatten eine 70%ige Reduktion
des Rezeptors im Vergleich zu gesunden Probanden festgestellt (El-Jamal et al.,
2014b). Da es aktuell keine weiteren vergleichbaren Ergebnisse gibt, werden hierzu
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mehr Studien notwendig sein. Die beschriebene tendenzielle Erhohung der GLP-2R
Expression in Colitis ulcerosa Patienten konnte ein therapeutisches Ansprechen
verbessern. Die Frage, ob die jeweiligen Unterschiede in der Rezeptorexpression eine
Folge oder Ursache der chronischen Entzindung in Patienten mit CEDs sind, kann an

dieser Stelle nicht beantwortet werden.

4.1.2 Das humane Proglucagon im gesunden und erkrankten Magen-Darm-
Trakt

Das humane Proglucagon stellt das Vorlaufermolekul des Glucagon-like peptide 2 dar.
Durch die beiden Enzyme Prohormon Convertase 1 und 3 im GI-Trakt werden neben
Glucagon unter anderem auch die Hormone GLP-1 und GLP-2 abgespalten und
cosekretiert. Im Gl-Trakt wird GLP-2 durch die Enteroendokrinen L-Zellen produziert
und besitzt vielseitige intestinotrophe, antiapoptotische und antiinflammatorische
Effekte (Bell et al., 1983; Drucker, 2003; Janssen et al., 2013; Patzelt and Schiltz,
1984; Sigalet et al., 2007). Der Hauptstimulus fur die Ausschuttung des Hormons stellt,
wie auch fur die weiteren Peptide des Vorlaufermolekils hGCG, die
Nahrungsaufnahme dar, wobei selbst bei Nahrungskarenz eine niedrige Basalrate an
GLP-2 exprimiert wird (Brubaker et al., 1997).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass das humane Proglucagon in signifikant hoherer
Konzentration im lleum im Vergleich zum Colon exprimiert wird. Die Verteilung der
Enteroendokrinen L-Zellen und folglich der Expression von hGCG ist aktuell
Gegenstand  wissenschaftlicher  Diskussionen  (Kuhre et al, 2021).
Immunhistochemische Studien zeigten eine geringere Dichte an Enteroendokrinen L-
Zellen im oberen GI-Trakt, welche in Richtung Rektum zunehmend anstieg (Guedes
et al., 2015; Sjolund et al., 1983; Theodorakis et al., 2006). Allerdings kann mittels
Zelldichtemessung keine Aussage zur absoluten Zellanzahl und zum
Verteilungsmuster im Gl-Trakt getroffen werden, zumal entnommene Proben immer
nur einen winzigen Ausschnitt der Gesamtflache widerspiegeln. Zudem stellt die
Immunhistochemie eine zweidimensionale Methode dar, in welcher dreidimensionale
Aspekte wie beispielweise die insgesamt wesentlich groRere Dunndarmoberflache
durch Mikrovilli nicht erfasst werden. Wewer-Albrechtsen et al. versuchten durch
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Bestimmung der GLP-1 Konzentration in unterschiedlichen Darmabschnitten von
Mausen, Ratten und Schweinen Aufschluss Uber das Verteilungsmuster der
Enteroendokrinen L-Zellen zu gewinnen (Wewer Albrechtsen et al., 2016). Hierbei
zeigte sich im GI-Trakt von Mausen eine von proximal nach distal anteigende GLP-1
Konzentration. Exakt gegenteilige Ergebnisse lieferten die Untersuchungen in Ratten.
Die Limitation dieser Studie besteht in der geringen Gewerbeprobenanzahl und der
geringen untersuchten Flache in Bezug auf die Gesamtoberflache des Darmtraktes.
Nauck konnte zeigen, dass die Konzentration von GLP-1 im Jejunum und lleum um
das Drei- bis Funffache im Vergleich zum Colon und Rektum erh6ht war (Nauck, 1998).
Letztere Studie stimmt mit unseren Beobachtungen zur absoluten Kopienanzahl des
humanen GCGs und der Verteilung im Gl-Trakt Uberein. Jedoch kann hieraus keine
Aussage zur Verteilung von Enteroendokrinen L-Zellen im Magen-Darm-Trakt
getroffen werden. Zudem fuhrten Zhou et al. Expressionsanalysen in Ratten durch
und stellten die hochste Konzentration von GCG im lleum fest (Zhou et al., 2006).
Mittlerweile wurde gezeigt, dass es innerhalb der Enteroendokrinen L-Zellen
Subpopulationen gibt, die jeweils ein unterschiedliches Repertoire an
enteroendokrinen Hormonen produziert. Es mehren sich daher Stimmen, die L-Zellen
in weitere Subpopulationen einzuteilen (Egerod et al., 2012; Kuhre et al., 2021). Die
hier vorliegende quantitative hGCG-Analyse tragt dazu bei, das Expressionsmuster
und den Ort der hochsten hGCG Liberation innerhalb des Gl-Traktes besser
einzuordnen zu konnen. Zudem kann in Zusammenschau mit weiteren Studien ein
besseres Verstandnis bezuglich Lokalisation und hGCG-Expression der

Enteroendokrinen L-Zellreihe geschaffen werden.

Die Analyse der hGCG-mRNA-Expression in Patienten mit Morbus Crohn offenbarte
erniedrigte Kopienanzahlen in Patienten mit aktiver Entzindungsaktivitat bei MC, was
fur eine Herunterregulierung der Expression von hGCG im entzindeten lleumgewebe
spricht. In Colonbiopsien von MC-Patienten konnten keine signifikanten
Expressionsunterschiede festgestellt werden. Ebenso zeigten sich im Colongewebe
von Patienten mit Colitis ulcerosa keine signifikanten Expressionsunterschiede des
Proglucagons. Xiao et al. untersuchten die Blutkonzentration von GLP-2 in Patienten
mit aktivem MC und aktiver CU und konnten zeigen, dass diese fur beide

Patientengruppen gegenuber Kontrollprobanden erhdoht war, zudem wiesen die
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Patienten eine reduzierte Plasmaaktivitat der DPP4 auf (Xiao et al., 2000). Es scheint
eine gewisse Divergenz zwischen der Expression von hGCG und zirkulierendem GLP-
2 im Blut von Patienten mit CEDs zu geben. Die erhdhte Plasmakonzentration von
GLP-2 wird auch durch die reduzierte DPP4 Aktivitat beeinflusst. Bloom und Polak
konnten im Rahmen der Entdeckung des Proglucagons (damalige Bezeichnung:
Enteroglucagon) ein erhohtes Enteroglucagon bei sich regenerierendem Gewebe
nach Verletzung, Entzindung oder Diarrhoe feststellen (Bloom and Polak, 1982). Die
gemessenen reduzierten hGCG-Expressionslevel in akut entzindetem lleumgewebe
konnen demnach Ursache der Entzindungsreaktion und Verletzungen des lleums
sein. Im Rahmen der Erforschung molekularer Mechanismen sowie therapeutischer
Ansatzpunkte in Patienten mit CEDs konnen die vorliegenden Ergebnisse einen

Beitrag leisten.

4.1.3 Die Expression der Sucrase Isomaltase in Patienten mit CED

Die Sucrase-lsomaltase, eine Disaccharidase, ist das am hochsten exprimierte
Transmembranprotein im Blrstensaum des Gl-Traktes und kommt fast ausschlie3lich
in den Enterozyten des Dunndarms sowie vereinzelt im Dickdarm vor (Gorvel et al.,
1991; Naim et al., 1991, 1988). Skovbjerg et al. sowie Rana et al. konnten die hochste
Aktivitat und das hochste Vorkommen der Sucrase-lsomaltase im proximalen
Jejunum, gefolgt von weiter distalen Anteilen des Dunndarms, lokalisieren (Rana et
al., 2001; Skovbjerg, 1981). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die mRNA-Expression der
Sucrase-lsomaltase im Hinblick auf veranderte Enterozytenproliferation und
Lokalisation verwendet. Die Expressionsanalyse innerhalb gesunder Patienten konnte
die signifikant hohere Expression des Burstensaumenzyms im lleum bestatigen.
Verschiedene Defekte oder verminderte Expression der Disaccharidase (primar oder
sekundar) fuhren zu Krankheitsbildern wie dem kongenitalen Sucrase-lsomaltase
Mangel und gehen mit Maldigestion und Malabsorption einher (Alfalah et al., 2009;
Gericke et al., 2016; Heymann et al., 1995). In der durchgefuhrten Expressionsanalyse
zeigte sich im lleum von MC Patienten eine reduzierte SI Expression in Patienten mit
akutem Entzundungsstatus im Vergleich zu Patienten ohne akute Entzindung, was
mit den Ergebnissen von Ziambaras et al. Ubereinstimmt. Dies macht deutlich, dass
die akute Inflammation im Illeum Einfluss auf die Enterozyten und deren

Enzymexpression nimmt. Ziambaras et al. postulierten eine zytokinvermittelte
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Herunterregulierung der Sucrase-lsomaltase durch IL1- und TNF-a in Caco-2 Zellen
(Ziambaras et al., 1996). Studien mit induzierter Colitis in Ratten fuhrten zu einer
signifikanten Abnahme der S| Expression und Aktivitat und gingen mit einer
veranderten intrazellularen Lokalisation einher (Amit-Romach et al., 2006). Neurath et
al. erkannten als Ursache fur die Darmbarrierestorung in Morbus Crohn im
Allgemeinen eine Dysbalance zwischen anti- und proinflammatorischen Zytokinen. So
wurde beispielweise IL8 als Marker fur intestinale Inflammation etabliert (Neurath,
2014). In Zusammenschau der Ergebnisse mit bereits etablierten Modellen zur
Pathogenese von Morbus Crohn ist die Reduktion der Sucrase-lsomaltase im lleum
von Morbus Crohn Patienten mit akuter Inflammation als Folge der Entzindung zu
sehen. Hinweise fur eine Rolle der Sucrase-lsomaltase in der Entstehung von CEDs
gibt es aktuell nicht. Daruber hinaus gehen weitere intestinale Erkrankungen wie z.B.
die glutensensitive Enteropathie mit einem Mangel an Sucrase-lsomaltase einher
(Murray et al., 2001).

4.2 Tumorzellen, Kurzdarmpatienten und Mausorganoide - Welchen Einfluss
nimmt Teduglutid auf die epitheliale Homoostase?

4.2.1 Auswirkungen von Teduglutid auf die Karzinogenese

Zahlreiche Studien haben sich in den letzten Jahren mit dem Einfluss von Teduglutid
auf den GI-Trakt in Kurzdarmpatienten beschaftigt und dabei vielversprechende
Erkenntnisse gewonnen. Gesteigerte Proliferation der Kryptenzellen, Reduktion der
Apoptose des intestinalen Epithels, gesteigerter Blutfluss, verbesserte
Nahrungsaufnahme und gesteigerte intestinale Barrierefunktion - um nur einige der
positiv bewerteten Effekte des Hormons aufzuzahlen (Boushey et al., 1999; Bremholm
et al., 2011, 2009; Brubaker et al., 1997; Cani et al., 2009; Drucker et al., 1996).
Hinsichtlich dieser intestinotrophen Effekte und der Tatsache, dass GLP-2 induzierte
Zellproliferation unter anderem durch Wachstumsfaktor-abhangige Signalwege erfolgt,
stellt sich die Frage, ob Teduglutid ein erhdhtes Risiko in der gastrointestinalen
Tumorentstehung birgt und ob Tumorzellen eine erhdhte Proliferation unter dem
Einfluss des Medikaments aufweisen (drskov et al., 2005). Eine gesteigerte Caco-2
Zellzahl unter der Behandlung mit Teduglutid im Vergleich zu unbehandelten Zellen

wurde durch Chaturvedi et al. nachgewiesen (Chaturvedi and Basson, 2013). Zudem
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vermuteten die Autoren aufgrund der reduzierten Villin-, DPP-4 und SI-Expression eine
Inhibierung der Epithelzelldifferenzierung. Entgegen diesen Beobachtungen konnten
Koehler et al. feststellen, dass in Mausen mit implantierten, GLP-2R exprimierenden
Colonkarzinomen unter der Behandlung mit GLP-2 (2x taglich fur 6 Wochen) kein
Effekt auf das Tumorwachstum erkennbar war. Ebenso zeigten ApcM™*-Mause nach
Behandlung mit GLP-2 fur 7 Wochen zwar ein gesteigertes Wachstum der
physiologischen Darmmukosa, nicht aber der Anzahl oder GroRe von Polypen
(Koehler et al., 2008a). Thulsen et al. behandelten Mause mit 1,5ug Teduglutid
zweimal taglich fur 4 Wochen und stellten eine steigende Anzahl an kleinen und
grofR3en tubularen Adenomen fest (Thulesen et al., 2004).

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Versuche mit Caco-2-, Hela-,
HuCCT1-, HepG2- und A549-Zellen zeigten unter der 72-stindigen Inkubation mit
Teduglutid eine tendenziell erhohte Zellviabilitat, was auf einen Einfluss von Teduglutid
im Vergleich zum Kontrollmedium sowie zum verwendeten Kontrollreagenz hinweist.
Ahnliche bzw. erhéhte proliferative Effekte zeigten sich unter der Behandlung mit EGF,
wie dies durch Chaturvedi et al. postuliert wurde. Den starksten positiven Einfluss auf
die Zellviabilitat zeigte das GLP-2 Analogon Teduglutid auf die HuCCT1-Zellen, gefolgt
von HepG2-Zellen. Diese Entdeckung war Uberraschend, denn der GLP-2R konnte in
HepG2- und HuCCT1-Zellen in unserer mRNA-Expressionsanalyse nicht
nachgewiesen werden. Einen proliferativen Einfluss durch GLP-2 auf Caco-2-, T84,
HT29- und SW480-Zellen ohne Nachweis einer GPL-2R Expression konnte in frlheren
Studien ebenfalls nachgewiesen werden (Jasleen et al., 2002; Masur et al., 2006). Es
ist wahrscheinlich, dass neben der Wirkung uUber den GLP-2R auch andere
Rezeptoren und Signalwege durch das GLP-2 Analogon stimuliert werden oder dass
ein weiterer noch nicht identifizierter GLP-2 Rezeptor im Gl-Trakt vorkommt.

Erste klinische Studien nach Anwendung von Teduglutid zwischen 6 und 30 Monaten
zeigten in Patienten ohne bekannte maligne intestinale Vorerkrankung keinen Anstieg
des Risikos von Neoplasien von Gl-Trakt. Jedoch zeigte sich in einem Fall ein
metastasiertes Adenokarzinom nach 11-monatiger Behandlung mit Teduglutid.
(Armstrong et al., 2020; Ring et al., 2018; Schwartz et al., 2016; Tappenden et al.,
2013).
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In Zusammenschau der Ergebnisse des Zytotoxizitatsassays und der Studien
hinsichtlich des Einflusses von Teduglutid auf ein erhohtes Risiko in der
gastrointestinalen Tumorentstehung, werden weitere Follow-up Studien nach 5 und 10
Jahren der mit dem Medikament behandelten Patienten sowie Tier- und Zellversuche
erforderlich sein. Aktuell 1asst sich kein erhohtes Risiko fur eine Tumorentstehung in
vivo feststellen, auch wenn dies anhand von Tierversuchen kontrovers diskutiert wird.
Trotz allem ist Teduglutid bei Patienten mit bekannten intestinalen
Tumorerkrankungen weiterhin kontraindiziert und eine koloskopische Untersuchung

vor und wahrend der Gabe von Teduglutid mit Entfernung der Poylpen wird angeraten.

Die Limitation der vorliegenden Daten liegt unter anderem in den verwendeten Dosen,
der Dauer der Inkubation, der verwendeten Zelllinien und des Assays selbst. Letzterer
misst die optische Zelldichte als Mal} fur die Viabilitat der Zellen, kann aber keinen
Nachweis zu gesteigerten molekularbiologischen Proliferationsmarkern oder
Signalwegen erbringen. Zudem gibt es in der Literatur wenige vergleichbare
Untersuchungen, die sich mit dem Einfluss des Medikaments auf Tumorzellen
befassen.

4.2.2 Teduglutid in Patienten mit Kurzdarmsyndrom

Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit Teduglutid in Patienten mit
Kurzdarmsyndrom  Einfluss  auf  spezifische  Zytokine  (IL10, TNF-a),
Proliferationsmarker (Ki67), den Zielrezeptor GLP-2R, die Expression des GLP-2
Prakusors Proglucagon, Panethzell-Peptide HD5 und HD6 sowie auf das
Barstensaumepithel (Sl, Villin) nimmt (siehe hierzu die Abbildungen 21 und 22, Kapitel
3.3.1 und 3.3.2). Neben den klinisch und therapeutisch gut untersuchten Effekten stellt
dies eine wesentliche Grundlage fur die Erforschung bisher weitestgehend
unbekannter molekularer Wirkmechanismen dar. He et al. konnten in isolierten
humanen Inselzellverbanden des Pankreas zeigen, dass durch Teduglutid eine
Reduktion proinflammatorischer Zytokine wie beispielweise IL10 und IL1B erfolgt.
Diese fuhrten sie auf eine Wechselwirkung zwischen Enteroendokrinen Zellen und
Makrophagen zuruck (He et al., 2021). Auch in Ratten konnte eine Reduktion der
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Cytokine IL10 und TNF-a durch Teduglutid nachgewiesen werden (Martin et al., 2006;
Sigalet et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals dieser Einfluss auf die
Cytokine IL10 und TNF-a in vivo bestatig werden, was auf einen antiinflammatorischen
Effekt des GLP-2 Analogons hinweist. Tatsache ist, dass Teduglutid die Expression
von inflammatorischen Zytokinen wie Interleukin 10 und TNF-a in Mausen und Ratten
mit induzierter Colitis reduzierte (Alters et al., 2012; Boushey et al., 1999; Drucker et
al., 1999, p. 2). Uber welche Signalwege der antiinflammatorische Einfluss von GLP-2
bzw. Teduglutid zustande kommt, kann zum Zeitpunkt der Datenerhebung nicht
beantwortet werden (Dubé and Brubaker, 2007). Jedoch gibt es diverse Ansatzpunkte,
die einen Zusammenhang des Peptidhormons vasoaktives intestinales Polypeptid
(VIP) als Mediator der antiinflammatorischen Effekte diskutieren. Die gesteigerte VIP
Liberation wird auf PI3K, mTOR oder EKR1/2-abhangige Signalwege zuruckgefuhrt
(de Heuvel et al., 2012; Sigalet et al., 2007). Weitere Schllsselspieler neben dem
vasoaktiven intestinalen Polypetid (VIP) stellen nach aktuellem Forschungsstand die
Insulin-like growth factors (IGF1 und IGF2) sowie das ErbB-Netzwerk dar. Zudem wird
der intestinalen L-Zelle nach aktuellem Forschungsstand eine Schlusselrolle
zugeschrieben (Kuhre et al., 2021), also jener Zelle, die fur die Bildung und Sekretion
des korpereigenen Hormons GLP-2 sowie der weiteren Proglucagon-abhangigen

Hormone verantwortlich ist.

Die vorliegende Arbeit konnte eine tendenziell gesteigerte Proliferationsrate im Colon
und lleum wahrend der Behandlung mit Teduglutid anhand der Ki67-Expression
feststellen. Dies ist unter Berucksichtigung der bereits publizierten intestinotrophen
Eigenschaften von GLP-2 und Teduglutid keine Uberraschung und wurde von Dubé et
al. in Mausen ebenfalls nachgewiesen (Dubé et al., 2006). Die proliferativen Effekte
halten somit auch nach langfristiger Einnahme des GLP-2 Analogons an.
Interessanterweise zeigt die Analyse der Panethzell-Faktoren HD5 und HD6 unter
Behandlung mit Teduglutid tendenziell eine Reduktion der Expression. Gleiches lasst
die Expressionsanalyse des Transkriptionsfaktors Sox9 erkennen. Diese Daten geben
Hinweise fur eine Abnahme der Produktion antimikrobieller Peptide sowie einer
geringeren  Differenzierung von  Paneth-Koérnerzellen. Sox9, ein Ziel-
Transkriptionsfaktor des Wnt-Signalwegs konnte somit einen Hinweis darauf geben,

dass durch die Behandlung mit Teduglutid der Wnt-Signalweg involviert ist. Diese
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Hypothese wird durch Beobachtungen durch Dubé et al. gestutzt, welche einen
indirekten Einfluss von GLP-2 in Mausen Uber die Ausschuttung von IGF-1 aus
perikryptischen Fibroblasten, Aktivierung des IGF-1 Rezeptors und folgend des Wnt-
Signalwegs postulierten (Dubé et al., 2008). Aufgrund der geringen n-Zahl an
Kurzdarmpatienten zum Zeitpunkt der Auswertung mussen hierzu weitere
Studienergebnisse abgewartet werden. Zudem konnen grollere individuelle
Unterschiede innerhalb der behandelten Patienten, z.B. unterschiedliche Genese des
Kurzdarmsyndroms und weitere Vorerkrankungen, zu einer fehlerhaften Analyse
fuhren. Dies qilt fur alle gemessenen Parameter. Der Stammzellmarker und Vertreter
des Wnt-Signalwegs Lgr5 zeigte eine tendenzielle Abnahme der Expression, was fur
einen Einfluss des Medikaments auf die Stammzellnische spricht. In Mausversuchen
konnte der protektive Einfluss einer Vorbehandlung mit GLP-2 bei anschlieRender
Beschadigung des GlI-Trakts durch Bestrahlung in Bezug auf die Stammzellen
nachgewiesen werden (Booth et al., 2004). Weitere in vivo Tierversuche mit Mausen
konnten eine Zunahme der Proliferation innerhalb der Stammzellzone wahrend der
Behandlung mit GLP-2 beobachten (Dubé et al., 2008). Die in der vorliegenden Arbeit
gewonnenen Ergebnisse mussen vor diesem Hintergrund kritisch hinterfragt werden.
Ebenso wie die Hinweise fur eine reduzierte Expression des Burstensaumproteins
Villin unter der Therapie mit Teduglutid. Drucker et al. und Blurring et al. stellten wie
bereits erwahnt starke intestinotrophe Effekte, beispielweise Zunahme der mucosalen
Oberflache oder Reduktion der Apoptose der Viilluszellen unter einer GLP-2
Behandlung fest (Burrin et al., 2005; Drucker et al., 1996). Zudem zeigen Studien von
Markovic et al. in Mausen eine signifikante erhdhte Villinexpression unter Behandlung
mit GLP-2 (Markovic and Brubaker, 2019). Diese offensichtliche Inkongruenz kann
durch die geringe Patientenanzahl und die individuellen Unterschiede innerhalb der
Patienten begrundet sein. Weitere Studienergebnisse fur eine aussagekraftige
Bewertung bleiben abzuwarten.

Die Sucrase-lsomaltase zeigte eine beinahe gleichbleibende Expression vor und
wahrend der Behandlung mit Teduglutid mit minimaler Tendenz zur Zunahme wahrend
der Therapie (Abbildung 21c). Ein 1,6-facher Anstieg der Sucrase |somaltase
Expression konnte durch Kitchen et al. in Ratten nachgewiesen werden (Kitchen et al.,
2000). Die zwar nur geringfigige Zunahme spricht fur eine erhohte Anzahl an
Enterozyten im GlI-Trakt, was wiederum mit einer erhohten Resorptionsrate
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einhergeht. Dies entsprache den bereits postulierten intestinotrophen Effekte von
Teduglutid (Kapitel 1.4). In unseren Untersuchungen zeigte sich zudem ein
signifikanter Abfall des GLP-2R im lleum nach langerfristiger Behandlung mit
Teduglutid. Auch im Colon konnte dieser Effekt - allerdings ohne signifikant zu sein -
beobachtet werden. Estall et al. konnten in Zellkulturversuchen mit GLP-2R-
transfizierten Zellen zeigen, dass eine Desensitivierung des GLP-2R durch eine
anhaltende GLP-2R Stimulation erfolgte.

Trotz der geringen lleum- (n=7) und Colonbiopsien (n=5) ist von einer potenziellen
Downregulation des GLP-2R unter dem Einfluss von Teduglutid auszugehen. Auffallig
erscheint zudem die generell hohere Expression des GLP-2R im lleumgewebe im
Vergleich zum Colongewebe bei Kurzdarmpatienten (Abb. 21a) vor Behandlung mit
Teduglutid im Vergleich zum Verteilungsmuster des GLP-2R in gesunden Probanden
(siehe Abbildung 10). Bei Patienten mit Morbus Crohn konnten in Abbildung 15c
vergleichbare Erkenntnisse gewonnen werden. Dies konnte auf die Tatsache
zuruckzufuhren sein, dass 5 von 7 lleum Gewebeproben von Patienten stammten, die
als Grunderkrankung Morbus Crohn diagnostiziert hatten (siehe Kapitel 2.1.7.2).
Aufgrund der geringen Patientenanzahl und der innerhalb der lleum-Gruppe hohen
Streuung ist eine abschlieBende Beurteilung nicht mdglich und erfordert weitere
Untersuchungen zu den unterschiedlichen Signalwegen, in die der GLP-2R
eingebunden ist.

Hinsichtlich dem Prakusorprotein hGCG (Abb. 21b) zeigt sich eine tendenziell erhdhte
Expression im lleum und Colon von Kurzdarmpatienten unter Behandlung mit
Teduglutid, wobei den vorliegenden Ergebnissen keine Signifikanz zu entnehmen ist.
Dies lasst den Ruckschluss zu, dass die korpereigene GLP-2 Ausschuttung durch die
Zufuhr von Teduglutid nicht beeintrachtigt wird. Dies ware insofern nicht uberraschend,
da die Sekretion von GLP-2 mafgeblich von der Nahrungsaufnahme abhangt und
durch langkettige Fettsauren im Dunndarm induziert wird (Brubaker and Anini, 2003;
Xiao et al., 1999).

Die vorliegende Arbeit gibt erste Einblicke in die komplexen Netzwerke und
Signalwege, welche mit dem GLP-2 Analogon Teduglutid in Verbindung stehen. Die
Ergebnisse leisten trotz der geringen Anzahl an Gewebeproben (lleum n=7, Colon
n=5) einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis von Teduglutid sowie zu ausgewabhlten,

nachgeschalteten Mediatoren. Wir stehen gerade erst am Anfang, was die genaue
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Wirkweise und die komplexen zugrundeliegenden Mechanismen dieses
intestinotrophen Hormons angeht. Entscheidende Limitationen dieser Untersuchung
sind neben der untersuchten n-Zahl auch die Inhomogenitat innerhalb der Patienten
mit Kurzdarmsyndrom hinsichtlich Vorerkrankungen, Gro3e der Resektion des Darms,
Vormedikation und Nuchternheit vor der durchgefuhrten Koloskopie.

4.2.3 Mausorganoide nach Stimulation mit Teduglutid

Organoide sind ,Mini-Darme®, die in Zellkulturen anzichtbar sind. Sie beinhalten alle
Zellen der intestinalen Krypten und konnen daher als 3D-Modell die Stammzellnische
nachbilden. Allerdings gilt zu beachten, dass Einflisse der darunterliegenden
Gewebeschichten sowie umgebenden Immunzellen nicht berlcksichtigt werden
konnen und sich das Immunsystem von Mausen und Menschen - aufgrund
unterschiedlichster Anpassungen uber Millionen von Jahren - unterscheidet (Mestas
and Hughes, 2004). Murine Organoide konnen ein humanes intestinales System nicht
ersetzten, allerdings stellen sie vor dem Hintergrund der oben genannten Unterschiede
eine unverzichtbare Methode fur proof of principal Studien dar.

Ein negativer Feedback-Mechanismus der GLP-2R Expression unter der Behandlung
mit Teduglutid wie unter Kapitel 4.3 bei Patienten mit Kurzdarmsyndrom beschrieben
lasst sich nach 48- und 72-stundiger Stimulation muriner Organoide zwar nicht
darstellen, jedoch zeigt sich in der Tendenz der Ergebnisse eine minimale Deduktion
der Expression (n=6, Abbildung 23a). Vergleichbare Daten hierzu gibt es in der
aktuellen Literatur nicht. Interessanterweise zeigten El-Jamal et al, dass der GLP-2R
im Colon von Mausen deutlich hoher exprimiert wird als im lleum. Dies entspricht den
Ergebnissen unserer Untersuchungen zum Verteilungsmuster des GLP-2R im
humanen Darmtrakt (El-Jamal et al., 2014b). Weitere Studien mit langerer Teduglutid
Stimulationsdauer der Mausorganoide und in vivo Untersuchungen an Mausen mit
differenzierter Betrachtung von lleum und Colon konnten unsere Beobachtungen
untermauern. Einen Einfluss von Teduglutid auf mCryptidin4 und mKi67 konnte weder
in den absoluten Kopienzahlen noch im Fold Change nachgewiesen werden. Die
einzige statistisch signifikante Veranderung zeigte die Induktion von mLgr5 nach 48h
Inkubationszeit mit Teduglutid (p= 0,03, Abb. 23c). Im Kurzdarmpatientenkollektiv
(Abb. 22c) wurde ein gegenteiliger Trend beobachtet. Diese Beobachtung ist aufgrund

oben genannter Limitationen kritisch zu hinterfragen. Wie durch Courth et al.
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dargestellt, spielen insbesondere das intestinale Mikrobiom und die Einflisse des
gesamten Organismus eine wichtige Rolle in der Ausbildung der Stammzellnische.
Zudem konnte sich die Induktion des Stammzellmarkers Lgr5 auf die sich
proliferierenden Mausorganoide zurUckfuhren lassen, zumal sich die kunstlichen
Minidarme und deren Stammzellnische in stetigem Wachstum befinden (Courth et al.,
2015b; Rowland and Brubaker, 2011).

Es konnte gezeigt werden, dass Teduglutid Einfluss auf verschiedene - bis dahin wenig
beachtete - Mediatoren nimmt, welche alle fur sich genommen Teil eines komplexen
und vielschichtigen Netzwerks sind. Gerade im Hinblick auf eine angewandte,
individuelle Medizin und deren Nebenwirkungen werden molekulare Mediatoren im
Rahmen einer medikamentosen Behandlung einen Beitrag leisten kdnnen. Zukunftige
Studien sollten nicht nur neue Anwendungsmoglichkeiten der GLP-2 Analoga
untersuchen, sondern auch ein wesentliches Augenmerk auf die zugrundeliegenden

Mechanismen richten.
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5 Zusammenfassung

Der epithelialen Homoostase im Dunn- und Dickdarm kommt im kranken und
gesunden Gewebe eine entscheidende Bedeutung zu. Insbesondere bei
Erkrankungen wie den chronisch entzundlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa kommt es zu einer Dysbalance des intestinalen Mikrobioms, wodurch
proinflammatorische Prozesse in Gang gesetzt und aufrechterhalten werden. Dies hat
zur Folge, dass Patienten mit CEDs eine 6-fach erhohte Lebenszeitpravalenz fur die
Entwicklung gastrointestinaler Tumorerkrankungen haben. Durch neue therapeutische
Moglichkeiten wie der Behandlung mit dem intestinotrophen GLP-2 Agonist Teduglutid
stehen auch auferhalb der Zulassung fur das Kurzdarmsyndrom neue Ansatze zur
Therapie intestinaler Erkrankungen zur Verfugung. Hierbei ist es wichtig, dass
molekulare Wirkmechanismen und die zugrundeliegenden Einflisse auf das
intestinale Epithel verstanden und auch mogliche unerwunschte Effekte fruhzeitig
detektiert werden.

In einem ersten Schritt konnte mithilfe der gqRT-PCR-Analyse von lleum- und
Colongewebeproben gesunder Probanden dargelegt werden, dass der Zielrezeptor
GLP-2R des Medikaments Teduglutid im Colon deutlich hoher exprimiert wird als im
lleum. Vor dem Hintergrund einer therapeutischen Anwendung kommt damit dem
Colon eine Schlusselrolle zu. Zudem konnte mittels durchgeflhrter
Doppelimmunfluoreszenz mit Synaptophysin kein GLP-2R in den Enteroendokrinen
Zellen des lleums und Colons nachgewiesen werden, wie dies durch einige Autoren
postuliert wurde. Eine erhohte Expression des Rezeptors im Colongewebe konnte

immunhistochemisch bestatigt werden.

Im nachsten Schritt wurde das Verteilungsmuster des GLP-2R in Patienten mit Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa untersucht: So zeigte sich im lleum von Morbus Crohn
Patienten eine signifikant erhohte Rezeptorexpression gegenuber dem Colon, die
unabhangig vom Entzindungsstatus war. Umgekehrt verhielt es sich mit der
Rezeptorexpression im Colon von Morbus Crohn Patienten, wobei dieser Effekt auf
jene Colon-Gewebeproben mit aktiver Inflammation zurtckzufuhren war. Die Analyse
der Colon-Gewebeproben von Colitis ulcerosa Patienten zeigte keine signifikanten
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Unterschiede zur Rezeptorexpression in gesundem Gewebe. Die Frage, ob die
jeweiligen Unterschiede in der Rezeptorexpression eine Folge der chronischen
Entzindung oder Ursache der chronischen Entzindung in Patienten mit CEDs sind,
kann an dieser Stelle noch nicht beantwortet werden. Jedenfalls konnte der GLP-2R
bzw. der GLP-2R exprimierende Zelltyp in Patienten mit Morbus Crohn zunehmend in

den Fokus der zugrundeliegenden Pathogenese rucken.

Ziel dieser Arbeit war es zudem, direkte und indirekte Einflisse des GLP-2 Analogons
Teduglutid anhand von Mediatoren, Enzymen und zellspezifischen Markern genauer
zu analysieren. Dies erfolgte mittels der in vivo Zellkulturmethode muriner Organoide
sowie Gewebeproben von Kurzdarmpatienten. Im lleum von Patienten mit
Kurzdarmsyndrom konnte festgestellt werden, dass unter Therapie mit Teduglutid die
Expression des GLP-2R reduziert war. In Bezug auf die Ergebnisse des GLP-2R kann
der Mechanismus einer negativen Ruckkopplung diskutiert werden. In der Tendenz
(jedoch ohne Signifikanz) lasst sich dieses Ergebnis auch im Colon von
Kurzdarmpatienten sowie in Mausorganoiden darstellen. Des Weiteren konnte eine
Reduktion proinflammatorischer Zytokine (IL-10, TNF-a) unter der Behandlung mit
Teduglutid bei Kurzdarmpatienten beobachtet werden. Dies wirde in Zusammenhang
mit CEDs einen gunstigen Ausgangspunkt darstellen. Allerdings gilt zu beachten, dass
aufgrund der geringen Patientenanzahl in der vorliegenden Arbeit eine
Verallgemeinerung der Ergebnisse nicht moglich ist.

In einem letzten Schritt sollten mogliche proliferative und apoptotische Effekte von
Teduglutid auf ausgewahlte Tumorzellen eruiert werden. Hierbei zeigte sich lediglich
fur die Zelllinie HUCCT1 im SRB-Test eine erhdhte Zellviabilitat im Vergleich zur
Mediumkontrolle. Fur alle weiteren Zelllinien konnte dies nicht nachgewiesen werden.
Insgesamt Iasst sich kein tumorproliferativer Effekt nachweisen, wobei in Zukunft in

vivo Daten hierzu Sicherheit geben mussen.
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