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Zusammenfassung

Mitglieder der IL-6 Zytokinfamilie signalisieren (ber die signaltransduzierende
Rezeptoruntereinheit  gp130, wobei insbesondere IL-6 an Entzindungs- und
Regenerationsprozessen sowie der Tumorentstehung in der Leber und dem Darm beteiligt ist.
Hierbei ist es jedoch schwierig, einem einzelnen Zelltypen einen biologischen Beitrag

zuzuordnen.

Um die Auswirkungen einzelner Zelltypen bei der Leber- und Darmentziindung sowie der
Tumorbildung zu analysieren, generierten wir Mause mit einer Cre-induzierbaren
Expressionskasette, welche fir ein konstitutiv aktives gp130 kodiert (R26"%**%). Diese Mause
kreuzten wir mit Cre-Treibern fir Hepatozyten (Alb-CreERT?) und intestinale Epithelzellen
(Vil-CreERT?).

Alb-CreERT?:ROSALPLOLIPI0 \14se zeigen eine zellautonome gpl30 Aktivierung in
Hepatozyten und eine Induktion der Akut-Phase-Reaktion. Das hepatische myeloide
Kompartiment ist in M&ausen mit Lgpl30-Expression in Hepatozyten verdndert. Trotz
langanhaltender Aktivierung von gpl30 findet keine Induktion von Lebertumoren bei
gealterten Méusen mit Lgp130 Aktivierung in Hepatozyten statt. Als Folge der anhaltenden
Hochregulierung von Akut-Phase-Proteinen leiden gealterte Mause mit Hepatozyten-
spezifischem gpl130-Signalweg an Amyloidose. Die konstitutive gpl30 Aktivierung in
Hepatozyten  hat  keinen  Einfluss auf die  Morphologie des  Darms.
Alb-CreERT?::ROSAPIOLIPI0  \syse  zeigen bei einer DSS-Kolitis eine geringere
Epithelschadigung trotz vermehrtem Gewichtsverlust. Méuse mit Lgpl30-Expression in

Hepatozyten zeigen eine vermehrte Tumorbildung nach einer AOM/DSS-Kaolitis.

Vil-CreERT?::ROSAPILIPI0 Mayse mit Lgpl30 Expression in intestinalen Epithelzellen
weisen nach zellautonomer gp130 Aktivierung eine leicht veranderte Darmmorphologie auf.
Bei einer DSS-Kolitis zeigen Vil-CreERT?:ROSAPBULPI0 Mayse einen geringeren
Schweregrad der epithelialen Schadigungen trotz vermehrtem Gewichtsverlust. Die
konstitutive gp130 Aktivierung in intestinalen Epithelzellen fiihrt nach einer AOM/DSS-

Kolitis zur vermehrten Tumorbildung.

Zusammenfassend weisen unsere Ergebnisse auf eine zentrale Rolle von gpl30 bei der
Aktivierung des angeborenen Immunsystems und der Akut-Phase-Reaktion hin und zeigen

eine pro-tumorigene Rolle bei Kolitis-assoziiertem Darmkrebs.



Abstract

Members of the IL-6 type cytokine family signal via the signal transducing receptor subunit
gp130. In particular IL-6 is involved in inflammation, regeneration and tumorigenesis in the
liver and intestine. However, it is difficult to delineate the biological contribution of a single

cell type.

To analyze the effects of single cell types in liver and intestinal inflammation and tumor
formation, we generated mice with a Cre-inducible expression cassette encoding a
constitutively active gp130 (R26“%"%%). We breed these mice with Cre-drivers for hepatocytes
(Alb-CreERT?) and intestinal epithelial cells (Vil-CreERT?).

Alb-CreERT?:ROSAPIULIPI0 mice show cell-autonomous gpl30 activation in hepatocytes
and induction of the acute phase response. The hepatic myeloid compartment is altered in
mice with gp130 signalling in hepatocytes. Despite prolonged activation of gp130, there is no
induction of liver tumors in aged mice with Lgp130 activation in hepatocytes. Resulting from
persistent up-regulation of acute-phase-proteins, aged mice with hepatocytic gp130 signaling
suffer from amyloidosis. Constitutive gp130 activation in hepatocytes does not affect gut
morphology. Alb-CreERTZ:ROSAPRULIPIO mice show reduced severity of epithelial
damage in DSS colitis despite increased weight loss. Mice expressing Lgp130 in hepatocytes

show increased tumor formation after AOM/DSS colitis.

Vil-CreERT?::ROSAPIULIPI0 mice with Lgpl30 expression in intestinal epithelial cells
exhibit slightly altered intestinal morphology after cell-autonomous gp130 activation. In DSS
colitis, Vil-CreERT?::ROSAP3ULPI0 mice show a lower severity of epithelial damage
despite increased weight loss. Constitutive gp130 activation in intestinal epithelial cells leads

to increased tumor formation after AOM/DSS colitis.

In conclusion, our results point out the central role of gpl30 in activation of the innate
immune system and acute-phase response and identify a pro-tumorigenic role in colitis-

associated colorectal cancer.
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1 Einleitung
1.1 Interleukin 6 Zytokinfamilie

Zytokine sind interzelluldare Mediatoren und spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation
von Apoptose, Differenzierung und Proliferation von Zellen [1].

Die Interleukin-6 Zytokinfamilie umfasst Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 11 (IL-11), ciliary
neurotrophic factor (CNTF), leukemia inhibitory factor (LIF), oncostatin M (OSM),
cardiotrophin-1 (CT-1), cardiotrophin-like cytokine (CLC) und Interleukin 27 (IL-27) [2].
Hierbei ist die Verwendung von mindestens einem Molekil der signaltransduzierenden
Rezeptoruntereinheit Glykoprotein 130 (gp130) in jeweiligen Signalkomplex charakteristisch
fur die Zytokinfamilie (Abb. 1.1) [3, 4].

IL-27

IL-6R IL-11R CNTFR

Abb. 1.1: Rezeptorkomplexbildung der Interleukin 6 Zytokinfamilie. Alle Mitglieder der
IL-6 Zytokinfamilie rekrutieren die Rezeptoruntereinheit gp130. Hierbei wird entweder eine
Homodimerisierung zweier gp130-Molekule oder eine Heterodimerisierung von gp130 mit
dem LIFR, OSMR oder WSX-1 induziert. IL-6: Interleukin-6, IL-11: Interleukin-11, LIF:
leukaemia inhibitory factor, CT-1: cardiotrophin-1, CNTF: ciliary neutrophic factor, OSM:
oncostatin M, CLC: cardiotrophin-like cytokine, LIFR: leukaemia inhibitory factor receptor.

IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin, welches sowohl pro- als auch anti-inflammatorische
Eigenschaften aufweist. Es ist ein glykosyliertes Protein [3], besteht aus 184 Aminoséuren [5]
und hat eine Masse von 26 kDa [6]. IL-6 ist ein Zytokin mit einem vier Helixbiindel, dessen

Orientierung einer typischen Up-Up-Down-Down Topologie folgt [7].

Historisch wurde das Zytokin IL-6 aufgrund seiner Bedeutung fiir die B-Zell Differenzierung
und Proliferation, sowie fir die Immunglobulin (lIg-) Produktion durch Plasmazellen
ursprunglich als Differenzierungsfaktor fir B Zellen (B-cell stimulating factor, BSF)

beschrieben [8-10]. IL-6 stimuliert die Hamatopoese [11], zum Beispiel die Differenzierung
1



zu Makrophagen [12] und Megakaryozyten [13]. Ebenso ist IL-6 ein unabhéngiger Regulator
der Granulopoese [14]. Auch bei der Regulation des Metabolismus wird IL-6 eine wichtige
Rolle zugeschrieben [15, 16]. So stimuliert IL-6 die Glukoseverwertung, die Lipolyse und den
oxidativen Stoffwechsel [17, 18].

IL-6 reguliert die Proliferation, Differenzierung und Aktivierung von T Zellen [19]. T-Zellen
werden in naive CD4" T-Helfer-Zellen und CD8" zytotoxische T-Zellen unterschieden. CD4"
T-Helferzellen unterteilen sich weiter in Tyl- und Ty2-Zellen, Tyl7-Zellen und in die
regulatorischen T-Zellen. Fir die Ty1-Zellen ist eine hohe Interferon (IFN)-y, Tumor necrosis
factor (TNF) a und IL-2 Produktion charakteristisch, wohingegen Ty2-Zellen IL-4, IL-5, IL-9
und IL-13 induzieren [20]. IL-6 hat eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung von
Tul7-Zellen. So induziert IL-6 zusammen mit dem transformierenden Wachstumsfaktor
(TGF) 3 durch Aktivierung von signal transducer and activator of transcription (STAT) 3 die
Expression des Transkriptionsfaktors RAR-related orphan receptor gamma (RORYt), der die
Differenzierung naiver CD4" T-Zellen in 1L-17 sekretierende Ty17-Zellen induziert [21-23].
In Abwesenheit von TGFR induziert eine Kombination von IL-6 mit IL-18 und IL-23 einen
pathogenen Tyl7-Phénotyp [24, 25]. Daruber hinaus induziert Serum Amyloid A (SAA)
Proteine in Kombination mit IL-6 ebenfalls einen pathogenen Tyl17-Phanotyp unabhéngig
vom TGEFp [26].

Das Zytokin IL-6 wird als Reaktion auf akute Infektionen, Gewebsschédigung und in
Autoimmun- und Tumorerkrankungen exprimiert. Hierbei kann der IL-6 Serumspiegel in
Extremfallen von einem basalen Spiegel von 1-5 pg/ml bis zu mehreren pug/ml ansteigen [27,
28]. Wahrend der Akutphase induziert IL-6 die Expression der Akut-Phase-Proteine in
Hepatozyten (s. Abschnitt 1.5.2) [29, 30]. IL-6 ist an der Pathogenese inflammatorischer
Krankheiten beteiligt, wie zum Beispiel der rheumatoiden Arthritis [27, 31], juvenilen
Arthritis [32], Morbus Castleman [33] und chronisch entzlindliche Darmerkrankungen
(inflammatory bowel disease IBD) [34]. Daruber hinaus kann eine unausgeglichene IL-6
Signalgebung entziindungs-getriebene Karzinogenese fordern [35], was zu Leberkrebs [36,
37], Bauchspeicheldriisenkrebs [38] und Darmkrebs [39-41] fuhrt.

IL-6-defiziente Mé&use sind lebensféhig und weisen keine makroskopischen Anomalien auf.
Jedoch zeigen diese Tiere eine beeintrachtigte Akut-Phase-Reaktion, eine verminderte T - und
B - Zellreaktion sowie eine gestorte Immunglobulinproduktion nach Virusinfektionen.
Zusétzlich zeigen IL-6-defiziente Mduse einen Mangel an neutrophiler Proliferation, was zu
einer fehlenden Beseitigung der Listerien bei einer Infektion flihrt [42, 43].



IL-6 fordert in der Leber die Geweberegeneration nach Verletzungen. IL-6 Knockout Mause
zeigten eine beeintrachtigte Leberregeneration nach einer Hepatektomie, was sich in
Lebernekrose und —versagen &uRerte [44, 45]. Dabei wiesen IL-6 Knockout Mé&use
Anomalien in der G1-Phase des Zellzyklus auf, was zu einer verminderte Expression von mit
dem Zellzyklus assoziierten Genen und Transkriptionsfaktoren wie Aktivator-Protein-1 (AP-
1), c-Myc und Cyclin D1 fuhrte. Des Weiteren war die DNA-Synthese in Hepatozyten dieser
Méuse abgeschwacht [44]. Daruber hinaus konnten hohe IL-6 Serumspiegel in Patienten mit
verschiedenen Lebererkrankungen wie akute und virale Hepatitis [46], alkoholische
Leberzirrhose [47] und primare bililare Leberzirrhose [48] assoziiert werden. Gleichzeitig
kann eine deregulierte 1L-6 Signalubertragung zu unkontrollierter Proliferation und
hepatozellularen Adenomen fuhren [49-51], was ebenso in doppelt transgenen IL-6/sIL-6
Méusen bei anhaltender Aktivierung des IL-6 Trans-Signalings gezeigt werden konnte [52].
Die IL-6 Trans-Signallbertragung ermdglicht durch proteolytische Abspaltung des
membranstédndigen IL-6Ra die Bildung eines Komplexes aus einer lslichen Form des IL-6R
und IL-6. Dieser Komplex kann wiederum an gp130 auf Zellen binden, die den IL-6R nicht
exprimieren (s. Abschnitt 1.3) [28]. Auch aktivierende gp130-Mutanten in Menschen konnten

bereits mit gutartigen Lebertumoren in Verbindung gebracht werde [50].

IL-6 ist ein Schlisselzytokin, welches bei Darmentziindungen sowohl proinflammatorische,
als auch regenerationsférdernde Eigenschaften aufweist [53, 54]. So wurde ein erhohter IL-6
Serumspiegel bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (inflammatory
bowel disease IBD) in den intestinalen Schleimhduten gefunden [55, 56], jedoch ist eine
Korrelation von IL-6 Serumspiegel und Krankheitsschwere ambivalent [55, 57]. IL-6 tragt zu
einem verstarkten Uberleben von T-Zellen und Apoptoseresistenz in der Lamina propria an
entziindeten Stellen bei IBD bei [34, 58]. STAT3 wird eine wesentliche Rolle bei der
Epithelproliferation und —regeneration zugeschrieben [59, 60]. Mit Hilfe der Dextran-Sodium-
Sulfat (DSS)-Kolitis kdnnen chronisch entzindliche Darmerkrankungen im Mausmodell
untersucht werden. Zur Induktion einer Dinn- und Dickdarmentziindung wird den Mé&usen
DSS lber das Trinkwasser verabreicht, welches die naturliche Integritat des Darmepithels
zerstort. Wildtyp-Mduse zeigten in der DSS-induzierten Kolitis eine deutlich stérkere
Krankheitsaktivitat und Darmentzindung [61] bei deutlich erhéhtem IL-6 Serumspiegel und

gesteigerter Granulozyteninfiltration [62].

Studien zeigten bereits eine funktionale Rolle der IL-6 Trans-Signaliibertragung bei DSS-
behandelten Mausen und IBD-Patienten. Morbus Crohn Patienten mit chronischen



Darmerkrankungen wiesen eine erhdhte Resistenz mukosaler T-Zellen gegen Apoptose auf.
Diese T-Zellen produzieren IL-6, besitzen selber jedoch keinen membrangebundenen IL-6R.
Daher sind sie auf die IL-6 Trans-Signaliibertragung und die Freisetzung von IL-6R
angewiesen, welcher hdchstwahrscheinlich  von Makrophagen und infiltrierenden
Neutrophilen freigesetzt wird. Olamkicept (sgp130Fc) ist ein therapeutischer Ansatz fur
chronisch entzundliche Darmerkrankungen, das die IL-6-Trans-Signallibertragung blockiert.
Das Classic Signaling uber den membranstandigen IL-6Ro wird jedoch nicht beeinflusst (s.
Abschnitt 1.3). Hierbei wird der IL-6/sIL-6R-Komplex kompetitiv gehemmt, wobei
Olamkicept weder mit IL-6 noch mit IL-6R interagiert [63]. Das Fusionsprotein besteht aus
zwei vollstandigen extrazellularen Domanen von gpl30, die durch Fusion mit der
kristallisierbaren Fragmentregion (Fc-Region) vom menschlichen Immunglobulin (Ig) G1
dimerisiert wurden. Eine spezifische Neutralisierung von sIL-6R in vivo durch sgpl30Fc
fiihrte zur Induktion der Apoptose. Dies deutet darauf hin, dass sIL-6R die Apoptose in den
Schleimh&uten verhindert [34, 64].

Olamkicept konnte bereits im DSS-Kolitis Mausmodell die Kolitisaktivitat unterdriicken und
Apoptose von T-Zellen induzieren [34]. Auch Phase-2a-Studien an Patienten konnten zeigen,
dass die Trans-Signal-Hemmung durch Olamkicept vom Mausmodell auf den Patienten
ubertragen werden kann. So konnte eine klinische Wirksamkeit anhand vollstandiger
Remission in Form eines vollstandigen und schnellen Riickgangs der klinischen Symptome,
der Entziindungsmarker und der endoskopischen Aktivitat bei 19 % der Patienten (3/16),
sowie klinisch signifikantes Ansprechen bei 44 % der Patienten (7/16) aufgezeigt werden.
Dartiber hinaus zeigte sich eine klinische Wirksamkeit anhand Transkriptionsverdnderungen
in der entzlindeten Schleimhaut, eine Herunterregulierung der Gene fur die neutrophile
Degranulation und einen Riickgang der Phosphorylierung von STAT3 aufgezeigt werden. Die
weitere Wirksamkeit wird derzeit in multizentrischen, randomisierten, prospektiven,
placebokontrollierten Phase-2-Studie bei Patienten mit mittelschwerer bis schwerer aktiver
Colitis ulcerosa untersucht (NCT03235752) [65].



1.2 Glykoprotein gp130 kDa

Glykoprotein 130 kDa (gp130) ist ein transmembranes Typ | Protein, welches zur Typ-1-

Zytokinrezeptoren-Gruppe gehort und ubiquitar exprimiert wird [66].

Die extrazellulare Domane von gp130 besteht aus einer Immunglobulin-&hnlichen Doméne
D1, gefolgt von einem Zytokin Bindungsmodul (cytokine binding module CBM), die die
Doménen D2 und D3 enthalt. Diese zwei Domanen beinhalten vier konservierte Cysteinreste
und das WSXWS Motiv (Tryptophan-Serin-X-Tryptophan-Serin) (Trp-Ser-Glu-Trp-Ser) [66,
67]. In der membranproximalen Region befinden sich die Fibronektin-Typ-3 Doméanen (D4,
D5 und D6), gefolgt von der Transmembran (TM) und der intrazellularen Doméne (ICD),
welche mit einer Janus Kinase (JAK) assoziiert ist [68-70]. Die extrazellulare Domane D1,
sowie die Doménen D2 und D3 des Zytokin Bindungsmoduls sind an der Bindung von IL-6
beteiligt. Die Fibronektin-Typ-3 Doméanen D4 bis D6 sind dagegen an der Signalubertragung
zum zytoplasmatischen Teil beteiligt (Abb. 1.2) [71, 72].

Ig ahnliche Domane -[

Zytokinbinde-
Domane

Fibronektin
Typ-1ll Doméane

Transmembran-
domane

—

intrazellulare
Doméane

Abb. 1.2: Struktureller Aufbau von gp130. Die extrazellulare Domane von gp130 besteht
aus einer Immunglobulin (lIg) &hnlichen Domaéne, einem Zytokinbindemodul und drei
Fibronektin Typ-111 Domanen, gefolgt von der Transmembrandomane und der Intrazellularen
Domane, welche mit Janus-Kinasen assoziiert ist.



1.3 IL-6 Signaltransduktion

Zur Initiierung der SignallUbertragung wird IL-6 vom IL-6 Rezeptor o (IL-6Ra) rekrutiert.
Dieser besitzt selber keine Maoglichkeit zur intrazelluldren Signalweitergabe. Dieser
niedrigaffine Komplex bindet im Anschluss an ein Homodimer von transmembranen gp130,
was zu einem hochaffinen Hexamer und signaltbertragenden Komplex fuhrt [66, 73, 74]. Die
IL-6 induzierte Signaltransduktion wird durch die Bildung des Rezeptorkomplexes ausgelost.
Durch die Bindung von gp130 an konstitutiv mit gp130 assoziierten Kinasen (Januskinase 1
(JAK1) und Tyrosinkinase 2 (Tyk2)) wird gpl130 an Tyrosinresten phosphoryliert. Die
phosphorylierten Tyrosinreste dienen nachfolgend als Bindestelle fur Proteine mit Src-
homology 2 Doménen (SH2) [75], welche einen Ausgangspunkt fir Faktoren der
Signaltransduktionkaskade wie z.B STAT bilden. Sie assoziieren mit den Rezeptoren und

werden phosphoryliert.

Nachfolgend dissoziieren STATs vom Rezeptor und homodimerisieren oder
heterodimerisieren mit einem weiteren phosphorylierten STAT. Im Anschluss translozieren
sie in den Kern, wo sie an die DNA binden und als Transkriptionsfaktor wirken [76].
Stromabwarts von gpl130 wird hauptsachlich STAT3 aktiviert [77], wobei an gpl130
Homodimere ebenfalls STAT1 und STATS3 rekrutiert werden [78, 79]. Das Homodimer aus
STAT3-STAT3 induziert die Genexpression STAT3-responsiver Gene [76, 77].

SH2-haltige Protein-Tyrosin-Phosphatase (SHP2), welches aufgrund der SH2-Doméne eine
hohe Affinitat zu phosphorylierten Tyrosinresten aufweist, und Growth factor receptor-bound
protein 2 (Grb2) dienen als Adaptorproteine und binden son of sevenless (SOS), ein Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktor. Dieser aktiviert das membrangebundene kleine G-Protein Ras
und initiiert die Ras-Raf- Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPKinase)-Kaskade. Die Ras-
Raf-MAPK-Kaskade fiihrt zur Aktivierung der Serin- und Threonin-Kinasen Extracellular
signal-regulated kinases (Erk) 1/2, welche aktivierend auf Transkriptionsfaktoren wirken [80,
81]. Die IL-6 Signalkaskade flhrt dartiber hinaus zur Aktivierung des Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K) / AKT-Modul [82], das direkt oder durch ein aktives Ras induziert wird [83].
Die Aktivierung von phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) flhrt zur Produktion des second
messenger  phosphatidylinositol (3, 4, 5)-triphosphate  (PIP3) aus dem  Substrat
phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate (PIP,). PIP3 rekrutiert nachfolgend eine Untergruppe
von Signalproteinen an die Membran, darunter die Serin- und Threonin-Kinase 3'-
phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1) und Proteinkinase B (AKT). Die Bindung mit
PIP3 fuhrt zu einer Konformationsveranderung in AKT, wodurch Phosphorylierungsstellen
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fir verschiedene Kinasen freigelegt werden (Abb. 1.3). Die PI3K/AKT-Kaskade fiihrt zur
Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren und von anti-apoptotischen Proteinen der
BCL-2 Familie [84, 85]. Phosphoryliertes Akt kann sowohl im Zytosol, als auch im Zellkern
wirken [86, 87].

STATS3 ist in der Lage die Expression von Suppressor of Cytokin Signaling 3 (SOCS3)
hochzuregulieren. Hierbei hemmt SOCS3 die katalystische Aktivitdt von Janus-Kinasen,
indem SOCS3 mit Hilfe der SOCS3-KIR-Doméane den Tyrosin-phosphorylierten IL-6R in
einer SH2-abhangigen und gleichzeitig JAK2 in einer phospho-unabhangigen Weise bindet
[88]. Dies fuhrt zu einer negativen Riickkopplungsschleife und somit zur Herabregulierung
der gp130-Signale (Abb. 1.3) [89-92].

Akut Phase Proteine

Zytokine

Abb. 1.3: Der IL-6 Signalweg. Bildung des Rezeptorkomplexes induziert JAK-Aktivierung
und Phopsphorylierung von gpl30 an Tyrosinresten. Bindung von SHP2 fihrt zur
Aktivierung der PI3K/AKT-, MAPK- und JAK-STAT-Signalwege. ERK1/2 und AKT
phosphorylieren Zielproteine, Effektorproteine und Transkriptionsfaktoren. Das gebildete und
phosphorylierte Homodimer aus STAT3-STAT3 wandert in den Zellkern und wirkt als
Transkriptionsfaktor.




Gp130 wird ubiquitar exprimiert [66], wohingegen das membrangebundene IL-6Ro von
Hepatozyten, Neutrophilen, Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten sowie
verschiedenen Epithelzellen exprimiert wird [70]. Aufgrund der limitierten Expression des
IL-6Ra  ist die Bildung von Signalkomplexen zur klassischen IL-6-induzierten
Signaltransduktion nur fir spezifische Zellen relevant. Durch proteolytische Abspaltung des
membranstdndigen IL-6Ra  durch extrazellulire Proteasen der a disintegrin and
metalloproteinase (ADAM)- Familie nahe der Zellmembran kann ein l6sliches IL-6Ra
(sIL-6Ra) erzeugt werden [10, 93].

Dieser IL-6/IL6Ro. — Komplex kann ebenfalls an gpl130 binden und die intrazelluléare
Signaltransduktion initiieren. Dieser Signalweg wird als ,,IL-6 Trans-Signaling* bezeichnet

und erweitert so das Spektrum IL-6 responsiver Zellen [94].

1.4  Lgpl30

In friheren Arbeiten unseres Labors wurde eine modifizierte konstitutiv aktive und
ligandenunabhéangige gp130-Variante entwickelt. Hierbei wurde der extrazellulare Anteil der
gp130-Domane durch einen basischen Leuzin-Zipper des humanen c-Jun Proteins ersetzt [95].
Diese Regionen des chimaren Proteins interagieren miteinander, welches zu einer
Dimerisierung fuhrt. Lgp130 Homodimere werden darliber hinaus durch intermolekulare
Disulfidbriicken weiter stabilisiert [96, 97]. Zusatzlich wurde eine FLAG-Sequenz C-terminal
des Signalpeptids eingefuhrt. Die Transmembrandoméne, als auch der zytoplasmatische
Schwanz von gp130 wurde nicht modifiziert. Dieses Konstrukt wird ,,Lgp130* bezeichnet
und hat eine L&nge von 343 Aminosduren und eine Masse von 46 kDa (Abb. 1.4) [98].
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung von gp130 und Lgp130. (A) gpl30-WT Rezeptor.
Signalaktivierung nach Bindung mit IL-6/sIL-6R. (B) Lgp130 mit FLAG-tag (Flag), dem
Leucin-Zipper (LZ) und der stabilisierenden Disulfidbriucke (S-S). Modifiziert nach [98].

Um den biologischen Effekt von IL-6 einem einzelnen Zelltyp wie Hepatozyten oder
Darmepithelzellen zuzuordnen, wurde ein Mausmodell mit Hepatozyten spezifischer Lgp130
Aktivierung und ein weiteres Mausmodel mit Darmepithelzellen spezifischer Lgp130
Aktivierung generiert. Hierbei wurde eine Lgp130 Expressionskasette, bestehend aus einem
CAG Promotor, gefolgt von einer Westphal Stop Kasette, welche von loxP-Seiten flankiert
ist, Lgp130 cDNA, einem 2A-Peptid und ein ZsGreen-Reporter, konstruiert. Das 2A-Peptid
ist ein virales Strukturmotiv, welches aus viralen Oligopeptiden besteht und der Spaltung der
Lgp130 cDNA und des ZsGreen-Reporters wahrend der Translation dient (Abb. 1.5) [99,
100].

Stor 1Y e o0 > I, B-

Abb. 1.5: Expressionskasette von Lgpl130. Die Lgpl30 Expressionskasette besteht aus
einem CAG Promotor, gefolgt von einer Cre-Westphal Stop Kasette, der Lgpl30 cDNA,
einem 2A-Peptid und einem ZsGreen-Reporter. Schwarze Dreiecke kennzeichnen die LoxP-
Stellen.



Zur Generierung der R26%9*3° Maus wurde die Lgp130 Expressionskasette in den ROSA26
Lokus durch homologe Rekombination eingefugt. Dieser Lokus wird vorzugsweise zur
Erzeugung von Knock-in Mauslinien verwendet, da das Einfiigen von Genen in diesen Lokus

keine unerwiinschten Nebenwirkungen verursacht [101].

Transgene Alb-CreERT? Mause exprimieren ein Cre-Ostrogenrezeptor Fusionsprotein unter
Kontrolle eines Albumin Promotors. Hierbei wurde das CreERT? in den endogenen Alb-
Locus inseriert. Die mutierte Form der Ligandenbindungsdoméane des menschlichen
Ostrogenrezeptors ist an eine Cre-Rekombinase fusioniert, welche spezifisch durch
Tamoxifen, aber nicht durch Ostradiol aktiviert werden kann. CreERT? weist im Gegensatz zu
CreERT, welches eine Punktmutation der menschlichen  Ostrogenrezeptor-
Ligandenbindungsdomane aufweist, drei Punktmutationen (C400V/M453A/L544A) auf und
ist nachweislich sensitiver gegentiber Tamoxifen als CreERT [102]. Das Fusionsprotein ist
inaktiv, da es sich im Zytoplasma befindet und erst nach Bindung von Tamoxifen in den
Zellkern transloziert [103]. Alb-CreERT? Mause zeigen keinen Phanotyp und leiden an

keinen gesundheitlichen Beschwerden.

Vil-CreERT? Méuse exprimieren das CreERT? Fusionsprotein unter Kontrolle eines Villin
Promotors in Zotten und Kryptenepithelzellen des Diinn-und Dickdarms [104, 105]. Vil-
CreERT? Mause zeigen keinen Phanotypen und leiden an keinen gesundheitlichen

Beschwerden.

Zur Generierung von Alb-CreERT?:ROSAMPIULIPL0 nd v/jl- CreERT?::ROSAIPL30/LEP1S0
Mausen wurden R26“9*% mit Alb-CreERT? bzw. Vil-CreERT? Mausen verpaart.
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15 Die Leber
1.5.1 Zellulare Struktur und Funktion

Die Leber ist das zentrale Stoffwechselorgan, welches eine Vielzahl von Funktionen austibt.
Hierzu gehdren unter anderem die Produktion der Gallenflissigkeit, Entgiftungsfunktionen,
der Stoffwechsel von Nahrungsbestandteilen und die Regulierung des Glukosespiegels durch
Glykogenspeicherung und Gluconeogenese. Darliber hinaus tragt es zur Bluthomdostase

durch Sekretion von Serumproteinen und Gerinnungsfaktoren bei [106].

Die kleinste anatomische Einheit der Leber, das sogenannte Leberlappchen, besteht aus dem
Portalfeld, dem Leberparenchym und der Zentralvene. Dort, wo drei Leberldppchen
aneinander grenzen, entsteht das Periportalfeld mit der Glisson-Trias, die den Ductus biliferi
interlobulars, einer Verzweigung des Gallenganges, die Arteria interlobularis, einem Ast der
Acrteria hepatica propria und die Vena interlobularis, einem Ast der Pfortader, enthalt. Das
Portalfeld besteht aus dem Gallengang, der Leberarterie und der Pfortader. Die Leberarterie
liefert sauerstoffreiches Blut und die Pfortader liefert nahrstoffreiches Blut aus dem Magen-
Darm-Trakt, dem Pankreas und der Milz in die Leber. Das néhrstoff- und sauerstoffreiche
Blut flieBt zusammen in die Zentralvene der Leber, wobei die basolaterale Membran von
Hepatozyten zu den Lebersinusoiden gerichtet ist und das Leberparenchym bildet. Die apikale
Membran der Hepatozyten bildet Gallenkandlchen, durch welche Gallenflissigkeit in die
Gallengénge flieRt. Wahrend die Gallengédnge von bilidren Epithelzellen (Cholangiozyten)
ausgekleidet werden, sind Lebervorlauferzellen (LPCs) am Ubergang von Gallenkanilchen

und Gallengéngen, auch Heringkanale genannt, anséssig (Abb. 1.6) [107].

Die Leber besteht aus verschiedenen Zelltypen. Hierbei stellen Hepatozyten mit fast 80% den
hauptséachlichen Zelltyp dar und formen das Leberparenchymgewebe [108]. Cholangiozyten,
auch Gallengangsepithelzellen genannt, kleiden die Gallengénge aus. Dartiber hinaus besteht
die Leber zu etwa 10% aus hepatischen Sternzellen, welche sich im ,,Disse Raum* befinden,
einer Licke zwischen sinusoidalen Endothelzellen und Hepatozyten [109]. Hepatische
Sternzellen dienen als Fettspeicher, werden als Antigen-prasentierende Zellen angesehen und
produzieren nach ,,Aktivierung* Extrazelluldrmatrix und tragen so zur Regeneration, aber
auch Fibrotisierung bei [110, 111]. Ein weiterer Leberzelltyp sind die gewebsresidenten
Kupffer-Zellen, bei denen es sich um gewebsresidente Makrophagen mesenchymalen
Ursprungs handelt [112, 113]. Rekrutierte Makrophagen, welche aus h&matopoetischen
Stammzellen stammen und sich aus zirkulierenden myeloischen Vorlduferzellen aus dem

Knochenmark differenzieren, kdnnen ebenfalls einen Kupffer-Zellphénotyp annehmen [114].
11



Kupffer-Zellen tragen durch ihre Zytokinproduktion zur Regulation von Immunreaktionen bei
und phagozytieren Bakterien und Viren (Abb. 1.6) [115-117]. Hepatische parenchymale
Leberzellen konnen einen Einfluss auf verschiedene immunologische Reaktionen durch
Sekretion von Chemokinen, Zytokinen und Akut-Phase-Proteinen in der Leber haben
(s. Abschnitt 1.5.2).

Gallengang

Cholangiozyt Kupffer Zelle

Lebervorlauferzellen

Pfortader

Sinusoid

Portalfeld

...........

Endothelzelle
Hepatozyt Disse Raum

Leberarterie Sternzelle

Abb. 1.6: Schematische Darstellung des Leberaufbaus. Die Leber besteht aus den 5
Leberzelltypen Hepatozyten, Endothelzellen, Sternzellen, Kupfferzellen, Cholangiozyten. Die
duale Blutversorgung aus Pfortader (sauerstoffarmes Blut) und Leberarterie (sauerstoffreiches
Blut) vereinigt sich beim Eintritt in das Leberlappchen und tritt an der Zentralvene aus.
Modifiziert nach [118].

Die Leber ist funktionell mit dem Gastrointestinaltrakt verbunden, da das vendse Blut aus
dem Darm in die hepatische Blutversorgung gelangt. Hierdurch ist die Leber kontinuierlich
mit Antigen aus der Nahrung und Molekiilen aus der Mikroflora des Darms konfrontiert, was
Entzindungspotentiale darstellt, aber auch das spezielle tolerogene Immunmilieu der Leber
erklart [119].

12



1.5.2 Akut-Phase-Reaktion

Die Akut-Phase-Reaktion ist eine evolutiondr konservierte systemische Erstreaktion auf
lokale und systemische Stérungen wie Infektionen, Gewebeschéden, Tumorwachstum und

immunologische Stérungen [120, 121].

Innerhalb weniger Stunden nach einer Infektion veréndert sich das Muster der Proteinsynthese
in der Leber, wobei insbesondere das IL-6/gp130 Signalmodul fir die Produktion und
Sekretion der Akut-Phase-Proteine entscheidend ist [1, 122, 123]. Dies fuhrt zu einem Anstieg
von positiven Akut-Phase-Proteinen wie C-reaktives Protein (CRP), Serum Amyloid Al
(SAA1L), Serum Amyloid A2 (SAA2), Serum Amyloid P (Apcs) und Haptoglobin (Hpt). Die
hepatische RNA-Hochregulierung dieser Akut-Phase-Proteine ist mit einer Abnahme der
Synthese negativer Akut-Phase-Proteine wie Albumin verbunden [1, 30, 124], was fir die
Synthese an Aminosauren, welche fir die Produktion positiver Akut-Phase-Proteine zur
Verfligung stehen, erhoht [123, 125].

Die Akut-Phase-Reaktion ist von den Transkriptionsfaktoren STAT3 und Nuclear factor kB
(NF-xB) abhéangig. In Mausen konnte gezeigt werden, dass eine hepatozytenspezifische
Deletion beider Transkriptionsfaktoren die Bildung von Akut-Phase-Proteinen aufhebt [126].
Sowohl der IL-1 Signalweg, als auch der TNF-Signalweg aktivieren die NF-xB Familie von
Transkriptionsfaktoren. Hierbei wird die Aktivierung von NF-xB durch zytokinabhéngige
Phosphorylierung und anschlieBenden Abbau des inhibitorischen Proteins nuclear factor of
kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor (IxB) erreicht [127]. IL-1pB
Knockout Mause zeigten in Studien eine beeintrachtigte Akut-Phase-Reaktion bei induzierten
lokalen Entziindungen und Gewebeschadigungen [128]. Aktivierte myeloide Zellen kdénnen
inflammatorische Zytokine wie IL-1 und TNFa freisetzen, was zu einer erhdhten Produktion
und Sekretion von IL-6 von anderen Zellen wie Endothelzellen, Fibroblasten und myeloiden
Zellen, und zu einer positiven Rickkopplungsschleife fuhrt [129]. Méause mit einer Interferon-
induzierten STAT3 Deletion in der Leber und im Knochenmark zeigten ebenfalls eine
reduzierte Induktion von Akut-Phase-Proteinen [130]. Bei IL-6 Knockout Mé&usen konnte
ebenfalls eine Notwendigkeit des IL-6/gp130 Signalweges und des Transkriptionsfaktors
STAT3 fur die Induktion von Akut-Phase-Proteinen aufgezeigt werden [43, 44]. Ebenso
konnte beim Menschen eine Beeintrachtigung der Sekretion der Akut-Phase-Proteine durch
Mutationen mit resultierendem Funktionsverlust (Loss-of-function Mutation) in gp130 [131]
bzw. IL-6Ra [132] nachgewiesen werden.
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Das Akut-Phase SAA-Protein kann als Reaktion auf Gewebeschdden in Extremfallen
innerhalb von 24-48 h um ein 1000-faches bis zu einer Konzentration tiber 1mg/ml ansteigen
[133, 134]. SAA gehort zur Familie von Apolipoproteinen, welche nach der Synthese an
Lipoproteine mit hoher Dichte (High-Density Lipoprotein HDL) binden [133]. Hierbei bilden
die beiden SAA Isoformen SAA1 und SAA2 das ,,Akut-Phase SAA* (im Folgenden als Akut-
Phase SAA-Protein oder SAA bezeichnet) und werden in der Leber synthetisiert, wahrend die
ausschlieflich in Mé&usen vorkommende Isoform SAA3 an extrahepatischen Stellen
exprimiert wird [133, 135, 136]. SAA4 wird Konstitutiv exprimiert und reagiert nur
geringfugig auf inflammatorische Stimuli [137, 138]. Die Akut-Phase SAA-Proteine
signalisieren uber die Bindung und Aktivierung von Zelloberflachenrezeptoren wie die Toll-
like-Rezeptoren (TLR)-2 und -4 [139, 140], den Formylpeptidrezeptor 1 (FPRL1) [141, 142],
den Klasse-B-Scavenger-Rezeptor CD36 [140, 143] und den ATP-Rezeptor Purinergic
Receptor P2X 7 [144]. Als Akut-Phase-Protein beeinflusst SAA den Cholesterinstoffwechsel
wahrend der Entzundungsreaktion [145, 146]. SAA flhrt darlber hinaus zur Adhésion und
Chemotaxis von phagozytotischen Zellen und Lymphozyten sowie zur Rekrutierung von

Monozyten und polymorphonuklearen Zellen (PMN) an Entziindungsstellen [147, 148].

Patienten mit chronischen Entziindungskrankheiten wie der rheumatoiden Arthritis mit stetig
erhohten SAA-Blutplasmakonzentrationen weisen im Verlauf ihrer Krankheit ein erhohtes
Risiko flr die Entwicklung einer Amyloid A (AA) Amyloidose auf [149, 150]. SAA ist eine
Hauptkomponente von Amyloidfibrillen. Menschliche und murine Amyloidfibrillen sind
fadenformige Polypeptidaggregate mit einer Kreuz-g-Struktur [151] und bestehen aus dem C-
terminal verkiirzten SAA1-Protein. Dieses entsteht durch die proteolytische Spaltung von
SAA durch Matrix-Metalloproteasen (MMP) [152, 153]. Amyloidfibrillen stehen im
menschlichen Kdérper im Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen,
systemischer Amyloidose, Typ-ll-Diabetes und ,normaler Alterung [154, 155]. Bei der
reaktiven systemischen (AA)-Amyloidose gelangt das Fibrillenvorlauferprotein (SAA) nach
der Synthese in das Blutplasma. Dies kann zu massiven Ablagerungen von Amyloidfibrillen
in Milz, Leber und Nieren fuhren [135, 150, 156]. Die Hauptursache fir die Schwéchung des
Patienten bei AA-Amyloidose ist das von der Niere niedergelegene Nierenamyloid. Die
Nieren sind eines der am hdufigsten betroffenen Organsysteme der AA-Amyloidose.
Nierenamyloidose kann zu einer Nierenerkrankung im Endstadium und progressivem

Nierenversagen mit manchmal toédlichem Ausgang fihrt [157].

14



1.6 Der Gastrointestinaltrakt
1.6.1 Aufbau

Der Gastrointestinaltrakt besteht aus der Speiseréhre, dem Magen, dem Dinndarm und dem
Dickdarm, wobei die Hauptaufgabe in der Verdauung und Absorption von zugefiihrter
Nahrung liegt. Nach der ersten enzymatischen Aufspaltung und Homogenisierung der
Nahrungsbestandteile im Magen wandert der Nahrungsbrei weiter in den Dinndarm, wo er

durchmischt und die Nahrung absorbiert wird.

Der Dickdarm, welcher fir die Elektrolyt- und Wasserrtickresorption verantwortlich ist, wird
in drei Abschnitte gegliedert: das Caecum (Blinddarm) mit dem Appendix vermiformis
(Wurmfortsatz), der Colon (Grimmdarm) und das Rektum (Mastdarm). Der Dickdarm weist
den gleichen Darmschichtenaufbau wie der Dinndarm auf, jedoch besitzt er keine Zotten.

Dartiiber hinaus sind die Krypten im Dickdarm flacher und weniger dicht als im Dunndarm.

Die Darmwand des Colons besteht von auf3en zum Lumen hin aus der Serosa, der Muskularis,
Submukosa und Darmschleimhaut (Mukosa) aufgebaut. Der &ullere Teil des Dickdarms ist
von Serosa, einer subserésen Bindegewebs- und Fettschicht, umschlossen. Die duf3ere Schicht
der Serosa besteht aus einem einschichtigen Plattenepithel (Mesothel). Die Serosa ist eine
Verschiebeschicht, wobei die Mesothelzellen einen feinen Flussigkeitsfilm sezernieren und so
zur Gleitfahigkeit der verschiedenen Serosablétter gegeneinander beitragen. Unter dem
Mesothel liegt die Bindegewebsschicht, welche aus Nervenfasern, Blut- und Lymphgeféalien
besteht. Die Muskularis besteht aus dem inneren Ringmuskel und der &uReren
Langsmuskelschicht, der fir die Muskelkontraktion (Darmperistaltik) und der damit
verbundenen Beforderung des Verdauungsinhaltes verantwortlich ist. Diese beiden
Muskelschichten sind von Serosa umgeben. Die Darmschleimhaut (Mukosa) besteht aus den
drei Abschnitten Muscularis mucosae, Lamina propria und dem Darmepithel und befindet
sich innenliegend von der Submukosa. Hierbei trennt die Muscularis mucosae die Mukosa
von der Submukosa. Die Lamina propria besteht aus Bindegewebe und beinhaltet zahlreiche
Immunzellen. Das Darmepithel bildet eine einzellige intestinale Epithelschicht, welche als

Barriere zwischen innerem Darmlumen und Lamina propria fungiert (Abb. 1.7) [158].
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Abb. 1.7: Der Colonquerschnitt. Das Colon besteht von aufRen nach innen aus der Serosa,
der Muscularis, der Submucosa und der Mucosa. Die Muscularis teilt sich auf in die &uRRere
Langsmuskelschicht und die innere Ringmuskelschicht. Die Mucosa besteht von auen nach
innen aus der Lamina propria, der Lamina muscularis mucosae und der Lamina epithelialis.

Der Diinndarm gliedert sich in die drei Abschnitte Duodenum (Zwolffingerdarm), Jejunum
(Leerdarm) und lleum (Krummdarm). Die Hauptaufgabe des Dinndarms ist die Absorption
von Nahrstoffen. Hierfur bildet die Darmschleimhaut (Mukosa) Schleimhautfalten, auch
Kerckringsche  Falten genannt, zur OberflachenvergroRerung und effizienteren
Néhrstoffaufnahme. Zur weiteren OberflachenvergroRerung weisen die Kerckringsche Falten
auf ihrer Oberflache Zotten auf. Diese besteht aus einschichtigen intestinalen Epithelzellen,
wobei die Invagination der Darmschleimhaut Krypten genannt werden. Die Krypte enthélt die
untere Stammzellzone und das obere Transit-Amplifikations-Kompartiment (TA), welche fir
die Differenzierung intestinaler Epithelzellen entlang der Krypten-Villus-Einheit
verantwortlich sind. Die intestinale Darmepithelschicht besteht aus den ausdifferenzierten
Enterozyten, Becherzellen, Paneth-Zellen und intestinalen epithelialen Stammzellen [158].
Die Kryptenbasis beinhaltet sdulenférmige Stammzellen (crypt base columnar cells) und
Stammzellen der Position +4. Sdulenférmige Stammzellen sind stark proliferativ und
exprimieren die Markerproteine Leucin rich motif G--protein coupled receptor-5 (Lgr5) und
achaete scute-like 2 (Ascl2) [158-160]. Stammzellen der Position +4 befinden sich vier Zellen
oberhalb des Kryptenbodens und sind negativ fur Lgr5 und Ascl2. Sie werden als ruhende

Stammzellen bezeichnet und sind nur wenig proliferativ [161].
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Neben den intestinalen epithelialen Stammzellen, welche durch ihre standige Neubildung zum
Erhalt der intestinalen Epithelschicht beitragen, befinden sich Paneth-Zellen im Kryptenboden
[162]. Die Paneth-Zellen sezernieren zur Immunabwehr Lysozyme und anti-mikrobielle
Peptide [163]. Sie konnen unter pathologischen Bedingungen ebenso zu intestinalen
Stammzellen differenzieren. Intestinale epitheliale Stammzellen sind in Paneth-Zellen
eingebettet, wodurch die Paneth-Zellen die intestinale Stammzellnische bilden. Darlber
hinaus kénnen Paneth-Zellen aber auch die Stammzellproliferation durch Absonderung von
Hormonen oder Stoffwechselzwischenprodukten regulieren. Paneth-Zellen produzieren
hierbei sekretierende Proteine wie z.B. Epidermal Growth Factor (EGF), Wingless-type
(Wnt)-3a und die Notch-Liganden Delta-like canonical Notch ligand 1 (DLL1) und 4 [164,
165]. Lgr5" Stammzellen teilen sich taglich und differenzieren zu neuen Darmepithelzellen
des TA-Kompartiments. Die Zellen des TA-Kompartiments teilen sich hingegen viermal
taglich [158]. Wahrend der Differenzierung bewegen sich Enterozyten und Becherzellen an
das apikale Kryptenende, lésen sich von der extrazellularen Matrix und werden in das
Darmlumen abgestollen (Anoikis) [166]. Zur OberflachenvergroRerung und verbesserten
Resorption der Néhrstoffe besitzen Enterozyten fadenférmige Ausstilpungen der
Zellmembran (Mikrovilli) an der luminalen Seite. Becherzellen sezernieren verschiedene
Muzine. Muzine, insbesondere Muzin 2, bilden einen intestinalen Schleimfilm, der das
Epithel wie eine Schutzschicht bedeckt. Muzin 2 ist ein Glykoprotein und bildet eine
Barriereschicht zwischen Darmepithel und Darmflora. Dadurch wird verhindert, dass der
saure Magenbrei und Bicarbonate das Epithel zerstéren (Abb. 1.8) [167].
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Abb. 1.8: Struktur und zellulare Zusammensetzung der Krypte. Die Krypte wird in die
untere Stammzellzone und das obere TA Kompartiment aufgeteilt. Die Kryptenbasis besteht
aus Lgr5" intestinalen epithelialen Stammzellen, die mit Paneth-Zellen durchsetzt sind.
Paneth-Zellen sezernieren EGF, Wnt3a, DLL1 und DLL4. +4 Stammzellen kénnen nach
Verletzungen das Stammzellkompartiment wiederherstellen. Das TA Kompartiment besteht
aus ausdifferenzierten Enterozyten und Becherzellen. Erreichen die Zellen das Kryptenende,
losen sie sich von der extrazellularen Matrix (ECM) und werden in das Darmlumen
abgestol3en, wo sie durch Anoikis absterben.

Die Integritat der Barriereschicht zwischen Darmepithel und Darmflora stellt einen wichtigen
Teil der Immunhomdostase dar. Ein Verlust oder eine Beschédigung dieser Barriereschicht
kann das Eindringen von Pathobionten und unverdauten Nahrungspartikeln begunstigen
[168], welches zu Entziindungsreaktionen fiihren kann [169].

Die Expression von Akut-Phase-Proteinen wie den SAA-Isoformen kann neben Hepatozyten
in der Leber auch in anderen Zellen in extrahepatischen Bereichen des Darms durch Bakterien
oder inflammatorische Zytokine wie IL-6 und IL-1p induziert werden [133]. So fiihrte eine
Besiedlung mit segmented filamentous bacterium (SFB) in keimfreien Mdausen (germ-free
mice) zu einer Induktion epithelspezifischer Gene der Akut-Phase-Reaktion wie den drei
SAA-Isoformen im terminalen lleum [170]. Darlber hinaus zeigten M&usen mit STAT3
Deletion in intestinalen Epithelzellen signifikant reduzierte Transkripte der Akut-Phase-
Proteine Saal und Saa2 [59].
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1.6.2 Chronisch entztindliche Darmerkrankungen

Chronisch entzlndliche Darmerkrankungen (inflammatory bowel disease IBD), werden durch
permanente und rezidivierende Entziindungen im Gastrointestinaltrakt charakterisiert [171].
Zu den zwei hé&ufigsten entziindlichen Darmerkrankungen gehoren Colitis ulcerosa
(Ulcerative colitis, UC) und Morbus Crohn (Crohn’s disease, CD). Hierbei begrenzt sich die
Entzindung im intestinalen Schleimhautgewebe bei der UC auf den Dickdarm, wahrend bei
der CD alle Abschnitte des Gastrointestinaltraktes betroffen sein kdnnen, auch extra-
intestinal. Die CD ist durch ein diskontinuierliches Befallsmuster gekennzeichnet. Neben
entziindeten Bereichen konnen hierbei auch vollstandig intakte Darmabschnitte auftreten
[172, 173].

Epidemiologische Studien zeigen, dass die Inzidenz beider Erkrankungen in den letzten
Jahrzehnten angestiegen ist [174]. Hierbei entwickeln insbesondere Menschen in
Industriestaaten wie Nordamerika und Nordeuropa eine IBD. Dies liegt an der héheren
Pravalenz von Risikofaktoren wie einer Zucker- und fetthaltige Erndhrungsweise und
erhdhtem Stress. Gleichzeitig kann auch die hdufige Einnahme von Medikamenten die
Entwicklung einer IBD begunstigen [172, 173]. Als weitere Risikofaktoren fir IBD werden
genetische Faktoren [175] und eine gestorte Interaktion der physiologischen Darmflora [172]
aufgefuhrt. Die Darmmukosa stellt aufgrund ihres Abwehrmechanismus von kommensaler
und pathogener Bakterien eine wichtige physikalische Barriereschicht im Darm dar. Daher
sind Barrieredefekte der Darmmukosa, welche auf genetische Mutationen zuriickzufiihren
sein kdnnen, weitere Risikofaktoren fir die Entstehung von IBD dar [176, 177].

Diarrho, blutiger Stuhl, starker Appetitverlust, Gewichtsverlust, Fieber und teilweise ebenso
Unterleibsschmerzen stellen typische Symptome beider Erkrankungen dar [178]. Die
wiederkehrende Entziindung kann die Bildung von Aphten und Fisteln beglnstigen und auch
extraintestinale Begleiterkrankungen wie Osteoporose, Psoriasis, Morbus Bechterew und
Cholelithiasis begunstigen [179]. Histopathologisch zeigen Patienten mit UC charakteristische
Storungen der Kryptenarchitektur, Infiltrationen von Lymphozyten in die Lamina propria,
sowie eine Erosion der Darmschleimhaut [180], wahrend Patienten mit CD diskontinuierliche
Storungen der Kryptenarchitektur sowie Lymphozyten- und Plasmazellinfiltrate aufweisen
[181].

Die Pathophysiologie von IBD wird durch einen Uberschuss an proinflammatorischen
Zytokinen wie 1L-6, IL-17, IL-22 und IL-23 charakterisiert, welches zu einer Dysregulation

von angeborenen und adaptiven Immunsystem fuhrt [182, 183]. In IBD-Patienten wurde eine
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erhohte Induktion von IL-23 durch Makrophagen, dendritische Zellen (DC) und Granulozyten
nachgewiesen. 1L-23 vermittelt die Aktivierung und Zytokinproduktion anderer Immunzellen
wie T-Lymphozyten, als auch angeborener lymphoider Zellen (ILCs), was zur Induktion
sekundarer entzindungsfordernder Zytokine wie IL-17 und IL-22 fihrt [184-186]. IL-17A,
IL-22 und IL-23 aktivieren nachfolgend NF-xB und den JAK-STAT-Signalweg und kénnen

zur Aktivierung der Akut-Phase-Reaktion flhren.

1.6.3 Darmkrebs

Darmkrebs (colorectal cancer CRC) st eine der hé&ufigsten diagnostizierten
Tumorerkrankungen und ist eine der Hauptursachen fir krebsbedingten Tod bei Mé&nnern und
Frauen. In Industriestaaten entwickeln mehr als 4% der Bevolkerung im Laufe ihres Lebens
CRC [187]. Dies liegt an der hoheren Pravalenz von Risikofaktoren wie dem hohen Konsum
von Kohlenhydraten, fettreichen Speisen [188] und dem Tabakkonsum [189], als auch an dem
hoheren Durchschnittsalter der westlichen Bevdlkerung. So werden 70 % der Patienten mit
CRC in einem Alter von 50-80 Jahren diagnostiziert [190]. Weitere Risikofaktoren stellen
Diabetes [191] und entziindliche Darmerkrankungen dar. So haben Patienten mit chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen ein erhohtes Risiko an Kolitis-assoziiertem Krebs (colitis-
associated cancer CAC) zu erkranken [39-41].

Verschiedene Studien konnten Mutationen wie z. B. Mutationen im adenomattsen Polyposis
coli-Gen (APC) [192] und im p53-Gen [193] mit dem kolorektalen Karzinom in Verbindung
bringen. Der Verlust des Tumorsuppressorgens APC fuhrt zu einer Aktivierung und
Dysregulation des Wnt-p-Catenin-Signalweges. APC bindet nukledres p-Catenin und
exportiert es ins Zytoplasma, wo es durch einen Komplex verschiedener Proteine
phosphoryliert wird [194]. Das phosphorylierte B-Catenin wird ubiquitiniert und proteasomal
abgebaut [195]. Eine Mutation im APC-Gen verhindert den Abbau von (-Catenin. In Folge
dessen steigt der PB-Catenin-Spiegel im Zytoplasma und im Zellkern, was zu einer
dysregulierten Expression von Wnt-Zielgenen wie c-myc [196] und Cyclin D1 [197] fuhrt
[198]. Hierdurch findet eine verstarkte Proliferation von Darmepithelzellen, eine verzgerte
Migration entlang der Krypten-Villus Einheit und eine verminderte Zelldifferenzierung statt
[199, 200]. Daruber hinaus fihrt der Verlust des Tumorsuppressors APC zu einer Storung bei
der Chromosomen-Segregation [201, 202]. Da das APC-Gen eine entscheidende Rolle fir die

Chromosomenstabilitat spielt, fihrt dessen Funktionsverlust zu einer Instabilitdt auf
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chromosomaler Ebene. Dies kann zu einem Verlust oder Zugewinn von
Chromosomenmaterial fuhren, u. a. eine Aneuploidie oder Polypoidie von Zellen zur Folge
haben und die Tumorigenese ausldsen [203].

Das Tumorsuppressorprotein p53 wird als Reaktion auf verschiedene Stresssignale wie DNA-
Schéden, oxidativer Stress und hyperproliferative Signale aktiviert. Dies flhrt zu einer
Akkumulation des p53-Proteins in den Zellen. Das aktivierte p53-Protein bindet an
spezifische DNA-Sequenzen in seinen Zielgenen und reguliert deren Expression [204].
Hierdurch werden zellulare Reaktionen wie Apoptose, Zellzyklusarrest, zelluldre Seneszens,
DNA-Reparatur, Angiogenese und die antioxidative Abwehr reguliert [205-207]. Mutationen
im Tumorsupressorprotein p53 treten meistens in der DNA-Bindungsdomane auf, was die
Transkriptionsaktivitdt von p53 beeintrachtigt. Dies fuhrt zu einer Dysregulation des
Zellzyklus und der Apoptose [205].

Ein wichtiger Aspekt bei der Tumorentwicklung und —wachstum von entziindungs-
assoziiertem Darmkrebs stellen Immunzellen und pro-inflammatorische Zytokine dar, welche
das Wachstum und das Uberleben bosartiger Zellen begiinstigen [208]. Der NF-xB-
Signalweg und der STAT3-Signalweg stellen wichtige Komponenten bei der Regulierung der
Zytokinsekretion und der intrinsischen Aktivierung verschiedener Zelltypen wahrend der
Tumorentwicklung dar. Hierbei fordern die Zytokine IL-1p, IL-6, 1L-17, IL-22, 1L-23 und
TNFa die Tumorentstehung und das Fortschreiten von entziindungs-assoziiertem Darmkrebs
[209]. Die NF-xB-Aktivierung in Makrophagen fihrt zur Sekretion von IL-1p, IL-6 und
TNFa, was wiederum die NF-xkB- und STAT3-Signaliibertragung in Darmepithelzellen
wéhrend der Kkolitisassoziierten Karzinogenese aktiviert [210, 211]. Dies hat eine
proliferationsfordernde Wirkung und ein hoheres Uberleben maligner Zellen zur Folge [212].
Dariiber hinaus zeigten Studien, dass die STAT3-Aktivierung in Makrophagen zu einer
Expression von IL-23 fuhrt. Dies hemmt die Expression von IL-12p35 in Tumor-assoziierten
dendritischen Zellen und induziert die Transkription des FoxP3-Gens in regulatorischen T-
Zellen. Als Folge dessen wird das immunsuppressive IL-10 sekretiert [213]. Neben
Makrophagen kann IL-23 ebenso von dendritischen Zellen und Granulozyten induziert
werden. Dies hat eine Aktivierung von anderen Immunzellen wie T-Lymphozyten, als auch
angeborenen lymphoiden Zellen (ILCs) und eine Zytokinproduktion von IL-17 und IL-22 zur
Folge [184, 185]. IL-17 wird ebenso in einer STAT3-abhéngigen Weise von T-Zellen
exprimiert und moduliert die IL-6 Signallbertragung, was zu einer STAT3-Aktivierung in
Tumorzellen fuhrt [214].
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Im Mausmodell mit Kolitis-assoziierter Karzinogenese, wo eine zelltypspezifische Deletion
von kB kinase (IKK) B die NF-xB-Aktivierung in myeloischen Zellen hemmte, konnte eine
verringerte Proliferation von pramalignen intestinalen epithelialen Zellen aufgezeigt werden
[210]. Ebenso wiesen Mause mit spezifischer Ablation von STAT3 in Darmepithelzellen eine
verringerte Tumorbildung und verringertes Tumorwachstum bei Kolitis-assoziiertem
Darmkrebs auf [54].

Bei verschiedenen Studien wurde eine erhéhte Expression von IL-6 bei Patienten mit
Darmkrebs sowohl im Serum als auch im Tumorgewebe festgestellt [215, 216]. Neben der
proliferationsfordernden Wirkung von IL-6 konnte ebenso eine erhohte Apoptoseresistenz in
Darmepithelzellen bei Darmkrebspatienten nachgewiesen werden [217]. Das Azoxymethan
(AOM)/ Dextran-Sodium-Sulfat (DSS)-Kolitis-Mausmodell, welches ein Kolitis-assoziiertem
Darmkrebs-Modell in Verbindung mit einer chronisch entzundlichen Darmerkrankungen
darstellt und durch DNA-Schaden in intestinalen Epithelzellen ausgeldst wird, ermoglicht die
Analyse von Darmkrebs in Mdusen [218, 219]. Im AOM/DSS-Kolitis-Mausmodell zeigten
Méuse IL-6 abhéngiges Wachstum von Darmtumoren. Hierbei wurde das Tumorwachstum
durch IL-6 Trans-Signaling Uber die I6sliche Form des IL-6Ra in Darmepithelzellen gesteuert
und nicht durch den membrangebundenen IL-6R vermittelt [220]. IL-6 Trans-Signaling
induziert hierbei die Aktivierung von STAT3 und die Produktion der anti-apoptotischer
Faktoren B-cell lymphoma-extra large (bcl-xI) und B-cell lymphoma 2 (bcl-2) in T-Zellen,
was Kolitis-assoziierte Kolonkarzinome begunstigen [85, 220]. IL-6 abhéngige STAT3
Aktivierung in Tumorzellen in vivo hat daruber hinaus eine wichtige Rolle bei der
Proliferation und Hemmung der Apoptose [54]. Mause, welche eine erhdohte Aktivierung des
JAK/STAT-Signalweges durch spezifische STAT3 Hyperaktivierung in intestinalen
Epithelzellen aufweisen, zeigten ebenso eine erhdhte Pradisposition fir Darmkrebs, wobei ein
Defekt des IL-6/STAT3-Signalweges zu einer Beeintrachtigung der Darmentzindung im
Darmkrebs-Modell fuhrte [221, 222].

22



2 Fragestellung

Das Zytokin IL-6 ist an verschiedenen Entzlindungs- und Regenerationsprozessen beteiligt
und signalisiert Uber die signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit gpl30. Da viele
Zelltypen auf IL-6 reagieren, ist es schwer einem einzelnen Zelltypen einen spezifischen

biologischen Beitrag zuzuordnen.

Daher wollen wir die Auswirkungen von Hepatozyten- und intestinalen Epithelzellen-
spezifischer gp130 Aktivierung auf die Leber- und Darmentziindung, sowie die Tumorbildung
untersuchen. Zu diesem Zweck analysieren wir zunachst M&use mit Hepatoyzten-spezifischer
und konstitutiv aktiver gp130 Aktivierung. Um kurzweilige und Langzeitauswirkungen zu
untersuchen, werden wir die Lebern und umgebenen Organe zu verschiedenen Zeitpunkten

untersuchen.

Mit Hilfe einer induzierten DSS-Kolitis werden wir die Auswirkungen von Hepatozyten-
spezifischer gp130 Aktivierung auf die Darmentziindung untersuchen um Aufschluss tUber das
Zusammenspiel von Leber und Darm zu erhalten. Schlie3lich wollen wir die Auswirkungen
von Lgpl30 Expression in Hepatozyten auf die Tumorentstehung im AOM/DSS-Kaolitis
Modell analysieren.

Im weiteren Verlauf werden wir Mduse mit intestinalen Epithelzellen-spezifischer gp130
Aktivierung untersuchen. Hierbei soll analysiert werden, ob eine gp130 Aktivierung in
intestinalen Epithelzellen direkten Einfluss auf die Darmmorphologie hat. Um die Effekte von
zellautonomer gp130 Aktivierung auf die Darmentzindung und strukturelle Veranderungen
zu analysieren, wird eine induzierte DSS-Kaolitis durchgefiihrt. Um zu untersuchen, welche
Rolle eine gp130 Aktivierung in intestinalen Epithelzellen bei der Tumorbildung bei Kolitis-
assoziiertem Darmkrebs hat, wurde ein AOM/DSS-Kaolitis Modell durchgeftihrt.

Histologische Analysen der Leber und des Darms sollen hierbei zeigen, ob es zu strukturellen
Verénderungen und Tumorinduktionen kommt. Neben histologischen Untersuchungen sollen
hierbei molekularbiologische, zellbiologische und biochemische Methoden verwendet

werden.
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3 Material & Methoden

3.1 Material

Sofern nicht anders angegeben wurden alle Materialien von Carl Roth (Karlsruhe), Sigma-
Aldrich (Steinheim) oder AppliChem (Darmstadt) bezogen.

3.1.1 Chemikalien
Tab. 3.1 Chemikalien

Material

Hersteller (Best. Nr.)

Antibody Diluent Reagent Solution

Thermo Scientific (003218)

Azoxymethan (AOM)

Sigma-Aldrich (A5486)

Dako Protein Block Serum-Free

Agilent (X090930-2)

Dextran-Sodium-Sulfat (DSS)

MP Biomedicals (9011-18-1)

Dulbecco’s Modified Eagles’s medium

Thermo Scientific (31966047)

FCS

PAN Biotech (P30-3033)

Histokitt 11 Carl Roth (T160.1)
NucleoZOL Macherey-Nagel (740404.200)
OCT TissueTek Compund Plano GmbH (R1180)

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific (26616)

PBS ohne CaCl,/MgCl,

Thermo Scientific (14190169)

PEI

Polysciences (23966-100)

Tamoxifen

Sigma-Aldrich (T5648)

Trypsin-EDTA solution 0,25 %

Thermo Scientific (25200056)

3.1.2 Primer

Tab. 3.2 Primer fir genomische DNA
Target Primer (5°-3) Primer (5°-3°) Erwartete

Bandengrofe
Alb- ATCATTTCTTTGTTTTCAGG (WT) GGAACCCAAACTGATGACCA 229 bp (WT)
CreERT? | TTAAACAAGCAAAACCAAAT (TG) 444 bp (TG)
Lgp130 | TGTCGCAAATTAACTGTGAATC (TG) | AAAGTCGCTCTGAGTTGTTATC WT 570 bp
GATATGAAGTACTGGGCTCTT (WT) | (TG+WT) TG 380 bp

Vil- CGAGTGATGAGGTTCGCAAG TGAGTGAACGAACCTGGTCG TG 390 bp
CreERT?
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Tab. 3.3 Primer fir quantitative Real-Time PCR unter Verwendung des Roche

Universal Probe Library (UPL) Systems

Target | Primer (5°-3") Primer (5°-3") UPL
Alb AGTGTTGTGCAGAGGCTGAC TTCTCCTTCACACCATCAAGC 27
Apcs CAAGGCGGCAGAGTTCAC GGAGAGGATTTTTATTTGGCAGA | 50
C3 ACAGGAGCCAGTGGACATCT TGTGCCCCTCCTTATCTGAG 20
CXCL1 | AGACTCCCAGCCACACTCCAA TGACAGCGCAGCTCATTG 52
Fabpl CCATGACTGGGGAAAAAGTC GCCTTTGAAAGTTGTCACCAT 11
Hpt GGCAAGAGAGGTCCACGAT CCACAGCAAAAAGCTGACC 15
IL17ra | TGTGTTGCATGTTGAGTGGA GGACGGACAGCTCTGCAC 89
Lgpl30 | CAAAGATGACGATGATAAAGAATTG | GCTCCGAGTTCTGAGCTTTC 19
Prg4 GAAAATACTTCCCGTCTGCTTG TCTCCCTGCACAGCTTGATA 38
Saal CCAGGATGAAGCTACTCACCA TAGGCTCGCCACATGTCC 32
Saa2 TTCATTTATTGGGGAGGCTTT GCCAGCTTCCTTCATGTCAG 19
SerpAl | CTTGGCTCCCATTGCTTAAA CATGAGATGGAGGGAGTCATTT |73
Tubla | CTGGAACCCACGGTCATC GTGGCCACGAGCATAGTTATT 88
ZsGreen | ATCTGCAACGCCGACATC CTTGGACTCGTGGTACATGC 25

3.1.3 Antikorper

Tab. 3.4 Primare Antikoérper fur Immuno-Blotting

Antigen Host Verdlinnung Hersteller (Best. Nr.)
p-AKT Kaninchen 1:1.000 Cell Signaling (4060)
AKT Kaninchen 1:1.000 Cell Signaling (4691)
R-Actin Maus 1:10.000 Sigma-Aldrich (A1978)
PERK1/2 Kaninchen 1:1.000 Cell signaling (4370)
ERK1/2 Kaninchen 1:1.000 Cell signaling (4695)
pSTAT1 Kaninchen 1:1.000 Cell Signaling (9167)
STAT1 Kaninchen 1:1.000 Cell Signaling (9175)
pSTAT3 Kaninchen 1:1.000 Cell Signaling (9145)
STAT3 Maus 1:2.000 Cell Signaling (9139)
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Tab. 3.5 Primare Antikorper fur Immunfluoreszenz von Cryoschnitten

Antigen Host Verdinnung | Fixierung Hersteller (Best. Nr.)
CD11b Ratte 1:200 Aceton-Methanol BioLegend (101201)
CD11b Kaninchen 1:200 Aceton-Methanol Novus Bio (NB-110-
89474SS)
CD31 Ratte 1:50 Aceton-Methanol BD Bioscience
CLEC4F Ziege 1:250 Aceton-Methanol R&D Systems (AF2784)
CD11c Hamster 1:200 Aceton-Methanol eBioscience/Thermo
Fisher Scientific (11-
0114)
E-Cadherin | Kaninchen 1:200 Aceton-Methanol Cell Signaling (3195)
EpCam Ratte 1:200 Aceton-Methanol eBioscience (14579181)
Gr-1 Ratte 1:200 Aceton-Methanol BD Bioscience (550274)
Ki-67 Kaninchen 1:400 Aceton-Methanol Cell Signaling (12202)
Nephrin Meerschweinchen | 1:50 Aceton-Methanol Origene (BP5030)
SAA1/2 Ziege 1:80 Aceton-Methanol R&D Systems (AF2948)
p-STAT3 Kaninchen 1:100 PFA Cell Signaling (9145)
ZsGreen Kaninchen 1:100 Aceton-Methanol Takara/Clontech
(632474)
Tab. 3.6 Sekundare Antikorper
Target Konjugat Verdinnung Hersteller
Hamster AlexaFluor® 594 1:200 Life Technologies (A21113)
Kaninchen AlexaFluor® 488 1:200 Life Technologies (A21206)
Meerschweinchen | AlexaFluor® 594 1:200 Life Technologies (A11076)
Ratte AlexaFluor® 488 1:200 Life Technologies (A21208)
Ratte AlexaFluor® 594 1:200 Life Technologies (A21209)
Ziege AlexaFluor® 594 1:200 Life Technologies (A11055)
Maus Meerrettichperoxidase 1:10.000 Thermo Scientific (31432)
Kaninchen Meerrettichperoxidase 1:10.000 Danova (111-035-144)
Kaninchen Meerrettichperoxidase 1:10.000 Dako (K4003)
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3.1.4 Mauslinien

Tab. 3.7 Mauslinien

Mauslinie Bezeichnung Herkunft

AIb™(Cre/ERT?) | Alb- Daniel Metzger, Institut de Génétique et de
2.. Lgn130/Lgp130 | Biologie Moléculaire et Cellulaire, Illkirch,

Mtz CreERT"::ROSA Erankreich

Tg(Vill- Vil- Sylvie Robine, Institut Curie, Paris

Cre/ERT?)23Syr | CreERT?:ROSA!oP130/LgpP130

R261gp130 R26-0P1307Lop130 Thomas Wunderlich, MPI, Kéln

3.2 Methoden
3.2.1 Tierversuche
3.2.1.1 Haltung

Die Méuse wurden unter spezifischen pathogenfreien Bedingungen in einem 12-stiindigen
Lichtzyklus gehalten. Die Raumtemperatur lag stabil bei 22°C. Die Méuse wurden ad libitum
mit Standard-Laborfutter (Sniff V1534-000, Soest, Germany) gefuttert. Alle Tiere wurden
nach den deutschen und européischen Tierverordnungen behandelt (V242-7224.121-33).

3.2.1.2 Zucht

Méuse wurden in einem Alter von mindestens 8 Wochen zur Zucht eingesetzt. Wahrend
dieser Zeit erhielten sie ein Spezialfutter (Sniff V1124-000, Soest, Germany). Die
Nachkommen wurden in einem Alter von 3 Wochen nach der Geburt von der Mutter
abgesetzt. Alle verwendeten Mduse in dieser Studie wurden 6-10 Generationen mit M&usen
mit einem C57BL/6N Hintergrund gekreuzt.

3.2.1.3 Genotypisierung

Zur Genotypisierung wurden Ohrstanzen und Schwanzbiopsien von 3 Wochen alten Mé&usen
verwendet. Zur Vermeidung von Blutungen, Entziindungen und Kreuzkontaminationen wurde
ein Sterilisator mit heiRen Perlen und Scheren verwendet. Die Schwanzbiopsien wurden Gber
Nacht in 0,5mL DNA Isolationspuffer Puffer bei 55°C und 1.000 U/min verdaut. Das
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verdaute Material wurde 5 min lang bei 13.000 U/min pelletiert. Im Anschluss wurde der
Uberstand in ein frisches Reaktionsgefal tberfilhrt und mit 170 pL gesattigter NaCl-Losung
gemischt. Nachdem die Proben 20 min bei 13.000 U/min zentrifugiert wurden, wurde der
Uberstand erneut in ein neues ReaktionsgefaR tberfilhrt und zur DNA-Fallung mit 1 mL
100%igem Ethanol gemischt. Im Anschluss wurde die Probe 5 min lang bei 13.000 U/min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 0,5 mL 70%igem Ethanol
fir 5 min bei 13.000 U/min gewaschen, der Uberstand verworfen und das Pellet bei
Raumtemperatur 15 min lang getrocknet. Nachdem das Pellet in 100 pL TE-Puffer
resuspendiert und bei 50°C flir 5-20 min vollstdndig aufgeldst wurde, konnte die DNA

entweder bei -20°C gelagert oder direkt fur die Genotypisierung von PCRs verwendet

werden.
570 bp
|
fw
— A\
ROSA26-WT Lokus
:rev
fw pCAGS
N
CAG Too130 ROSA26-Lokus mit
9P inserierter Lgp130-Kasette
—
rev
380 bp

Abb. 3.1: Primerbindung an ROSA26-WT-Lokus und ROSA26-Lokus mit inserierter
Lgp130-Kasette. Nicht getargeter ROSA26-WT-Lokus, an dem forward (fw) und Revers
(rev) Primer binden (oben). ROSAZ26-Lokus mit inserierter Lgpl30-Kassette mit
gemeinsamen WT fw-Primer und rev-Primer, welcher im CAGS Promoter des Lgpl130
Konstruktes bindet (unten).

DNA Isolationspuffer 100 mM Tris-HCI pH 8,5

200 mM NaCl

5mM EDTA

0,2% SDS

0,3 mg/mL  Proteinase K (direkt vor Benutzung dazugeben)
TE-Puffer 100 mM Tris-HCI pH 7,5

10 mM EDTA
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PCR Mix Vil-CreERT?::ROSA-9P130/L0p130
1,0 uL DNA
3,0 pL 10x DreamTaq"™buffer
3,0 uL dNTPs (2 mM)
1,5 uL 5" Primer (10 pM)
1,5 puL 3" Primer (10 uM)
0,2 uL DreamTaq™ Polymerase

30 uL ddH,0

Tab. 3.8 Konditionen fir Vil-CreERT?::ROSAMPLULIPIO popR

Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung | 95°C 2 1
Denaturierung 95°C 30 30
Annealing 56°C 30
Elongation 72°C 30
Finale Elongation 72°C 10 1
Lagerung 4°C o0 1




PCR Mix Alb-CreERT?::ROSA9P130/Lgp130

1,0 L DNA
3,0 pL 10x DreamTaq"™buffer
3,0 uL dNTPs (2 mM)

1,5 uL 5" Primer (10 pM)

1,5 puL 3" Primer (10 uM)

0,2 uL DreamTaq™ Polymerase

30 uL ddH,0

Tab. 3.9 Konditionen fir Alb-CreERT?::ROSAMPLVLIPI0 pop

Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung | 95°C 5 1
Denaturierung 95°C 20 30
Annealing 56°C 15
Elongation 72°C 20
Finale Elongation 72°C 10 1
Lagerung 4°C o0 1

PCR Mix R26-9P130/L9130

1,0 uL DNA

3,0 puL 10x DreamTaq Vbuffer
3,0 UL dNTPs (2 mM)

1,5 uL 5" Primer (10 uM)

1,5 puL 3" Primer (10 uM)

0,2 uL DreamTaq™ Polymerase

30 uL ddH,0
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Tab. 3.10 Konditionen fiir R26-9°*309130 pcR

Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung | 95°C 3 1
Denaturierung 95°C 30 40
Annealing 56°C 30
Elongation 72°C 30
Finale Elongation 72°C 10 1
Lagerung 4°C 00 1

3.2.1.4 DSS-Kolitis Mausmodell

Zur Untersuchung einer akuten entzlndlichen Darmerkrankung wurde das etablierte DSS-

(Dextran-Sodium-Sulfat) Mausmodell verwendet [223].

Die Mause wurden in einem Alter von 8-10 Wochen an vier aufeinanderfolgenden Tagen zur
Aktivierung des CreERT? Fusionsprotein i.p. mit Tamoxifen injiziert. Nach 7 Tagen bekamen
die Méuse 5 Tage 2 % (w/v) DSS gel6st in Trinkwasser ad libitum, gefolgt von 5 Tagen
normalen Trinkwasser. Wéhrend dieser Dauer wurden die Mause taglich kontrolliert und
gewogen. Der Kot der Méuse wurde nach dem DSS-Zyklus mit dem Guajak-basierten
Haemoccult®-Test von Beckman Coulter (USA) auf okkultes Blut kontrolliert. Die
Experimente  wurden mit der Referenznummer V242-7224.121-33 bei  der

Genehmigungsbehdrde genehmigt.

3.2.1.5 AOM/DSS-Kolitis Mausmodell

Zur Untersuchung der Entwicklung von Kolitis-assoziiertem Darmkrebs in Verbindung mit
einer chronisch entzindlichen Darmerkrankungen wurde das etablierte Azoxymethan
(AOM)/DSS-Kolitis Mausmodell verwendet [218, 219].

Hierbei wurden Mause im Alter von 8-12 Wochen an vier aufeinanderfolgenden Tagen
Tamoxifen i.p. injiziert. Zur Induktion der Tumorbildung wurde den M&usen 7 Tage nach der
letzten Tamoxifen-Injektion einmalig 10mg/Kg Korpergewicht AOM i.p. injiziert, um DNA-
Schéden in Darmepithelzellen zu induzieren. Gleichzeitig bekamen die Mduse fiir jeweils 7
Tage 1% (w/v) DSS in Trinkwasser gelost ad libitum, gefolgt von 14 Tagen normalem

Trinkwasser zur Férderung der chronischen Entziindung im Dickdarm. Dieser Zyklus wurde
31



insgesamt dreimal durchgefihrt. In den ersten 14 Tagen des Zyklus wurden die Mause téglich
kontrolliert und gewogen, im Anschluss einmal wdchentlich, da ein Gewichtsverlust von
mehr als 25 % ein definiertes Abbruchkriterium darstellte. Zusétzlich wurde der Kot der
Méuse nach jedem DSS-Zyklus mit dem Guajak-basierten Haemoccult®-Test von Beckman
Coulter (USA) auf okkultes Blut kontrolliert. Die Experimente wurden mit der

Referenznummer V242-7224.121-33 bei der Genehmigungsbehorde genehmigt.

3.2.1.6 Organ —und Blutentnahme

Die Méause wurden gemal den Tierschutzrichtlinien durch zervikale Dislokation getdtet. Der
Brustkorb wurde gedffnet und Blut aus dem Herzen entnommen. Dieses wurde in
Mikroréhrchen mit Lithium-Heparin (25 1. E. Heparin/mL Blut) dberfiihrt und bei
Raumtemperatur fiir 10 min bei 2.000 g zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Plasma in
frische ReaktionsgeféalRe tberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Nach
der Perfusion mit eiskaltem PBS wurde die Leber entnommen, gewogen und flr die weitere
Verwendung aufbereitet. Der Dinndarm und der Dickdarm wurden entfernt und mit eiskaltem
PBS durchgespilt um Kot Reste zu entfernen. Anschliefend wurden die Dérme in

Langsrichtung gedffnet.

3.2.1.7 Histologie

Zur histologischen Analyse ist es notwendig die Darmmorphologie und Krypten- bzw.
Villusarchitektur unbeschadet zu lassen. Hierzu wurde der Darm schonend seziert und in einer
Petrischale mit eiskaltem PBS auf Eis gelagert. Im ndchsten Schritt wurden der Magen vom
Duodenum, sowie das lleum vom Z&kum getrennt um den gesamten Dunndarm zu erhalten.
Im Anschluss wurde der Ubergang vom Zakum und Dickdarm getrennt um den gesamten
Dickdarm zu erhalten. Zur Entfernung von Verdauungsenzymen und Fakalien wurden sowohl
der Dunn- als auch der Dickdarm mit eiskaltem PBS gesplt. AnschlieRend wurden Pankreas,
Mesenterium, Fett und BlutgefaRe von der Darmoberflache entfernt und der Dinn- und
Dickdarm in Langsrichtung gedffnet. Zur makroskopischen Analyse wurden die D&rme mit
einem Nikon AZ100 Mikroskop aufgenommen und mit der NIS-Elements D 4.12.01 Software
analysiert. Im Anschluss wurde der gereinigte Darm mit Hilfe einer Pinzette von cranial zu

caudal zu einer ,,Swiss roll* aufgerollt [224].
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3.2.1.8 Immunhistochemie

Nachdem der Diunndarm und der Dickdarm in eine Einbettkasette gelegt wurden, folgte tber
Nacht eine Fixierung in einer Carnoy-L&sung bei 4°C. Im Anschluss wurden die Gewebe
durch die aufsteigende Alkoholreihe und einer Xylol-Inkubation wie unten aufgefuhrt
dehydriert.

Carnoy-Ldsung 300 mL EtOH
150 mL Chloroform
50 mL Essigséaure
Dehydration 60 min 70 % Ethanol
30 min 96 % Ethanol |
60 min 96 % Ethanol 11
90 min 100 % Ethanol |

120 min 100 % Ethanol Il

90 min Xylol |

90 min Xylol 11
30 min Paraffin |
u. N. Paraffin 11
30 min Paraffin I

Die Gewebe wurden in Paraffin eingebettet, in 10 um dicke Schnitte geschnitten und bei RT
gelagert.
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3.2.1.9 Histologische Farbungen

Die Gewebeschnitte wurden nach Standardverfahren mit Hamatoxylin-Eosin (HE) oder
Periocidic Acid-Schiff (PAS) gefarbt. Hierfir mussten die Gewebeschnitte zunéchst

entparaffiniert und rehydriert werden (s. unten).

Rehydrierung 5 min Xylol 111
5 min Xylol 11
5 min Xylol |
5 min 100 % Ethanol 11
5 min 100 % Ethanol |
5 min 96 % Ethanol 11
5 min 96 % Ethanol I
5 min 70 % Ethanol 11
5 min 70 % Ethanol |
5 min 30 % Ethanol
5 min ddH,0O

Bei der Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung wird Hamatoxylin als basischer Farbstoff
verwendet, welcher S&urestrukturen wie DNA im Zellkern oder RNA in Ribosomen violett
anfarbt, wahrend Eosion als saurer Farbstoff acidophile Strukturen wie basische Proteine im
Zytoplasma rosa farbt. Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung wurden die
Gewebeschnitte 10 min in handelstibliche Hdmatoxylin-Lésung nach Mayer inkubiert und
anschlieBend fur 10 min mit ddH,O gewaschen. Im Anschluss erfolgte fir 2 min die
Inkubation in handelstbliche Eosin-Lésung. Nach mehrmaligem Waschen mit ddH,0,
aufsteigender Alkoholreine und Xylol-Inkubation wurden die Gewebeschnitte mittels

Histokitt 11 versiegelt.

Bei der Periocidic Acid-Schiff (PAS)-Farbung werden Kohlenhydrat-Makromolekiile magenta
angefarbt. Im Darm sind diese &quivalent zu Becherzellen, welche Mucin produzieren. Nach
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der Entparaffinierung und Rehydrierung wurden die Gewebeschnitte 15 min in 0,5%iger
Perjodséaure oxidiert und anschliefend mit ddH,O gewaschen. Im Anschluss wurden die
Gewebeschnitte fir 15 min in handelstblichem Schiff-Reagenz inkubiert und anschlief’end
mit ddH,O gewaschen. Danach folgte die Gegenfarbung fir 10 min mit handelslblicher
Hématoxylin-Farbelésung nach Mayer. Nach mehrmaligem Waschen mit ddH,0,
aufsteigender Alkoholreihe und Xylol-Inkubation wurden die Gewebeschnitte mittels
Histokitt 11 versiegelt.

Die Gewebeschnitte wurden mit einem Hamamatsu NanoZoomer Digital Slide Scanner
aufgenommen und Kryptenlangen und Becherzellen auf dem gesamten Schnitt wurden mit

Hamamatsu NDP.view 2 Image viewing Software (Version 2.9.29) quantifiziert.

3.2.1.10 Gewebe-Kryokonservierung

Die Leber wurde mit eiskaltem PBS perfundiert und im Anschluss in der Mitte einer Tissue-
Tek® Cryomold® (Sakura, Deutschland) platziert. Danach wurde das Gewebe mit Tissue-
Tek® O. C. T. TM (Sakura, Deutschland) umgeben und das Tissue-Tek® Cryomold®
(Sakura, Deutschland) mit dem umschlossenen Lebergewebe zum Einfrieren auf Trockeneis

gestellt. Der Gewebeblock wurde im Anschluss bei -80°C gelagert.

Der Dinndarm und der Dickdarm wurden vom proximalen Ende mit eiskaltem PBS gespult
und in La&ngsrichtung gedffnet. Die Darme wurden zu einer ,,Swiss role® in nassem
Kimwipe™ aufgerollt und danach fiir 3 Stunden in 4% PFA bei 4°C fixiert. Nach Entfernung
der KimWipeTNI wurde die ,,Swiss role iiber Nacht in 30 % Succrose in 1 x PBS transferiert.
Am néchsten Tag wurde der Darm auf einer Glasplatte ausgebreitet und TissueTek®
O.C.T.™ (Sakura, Deutschland) auf der Gewebsoberfliche hinzugefiigt, um
Kristallisierungen von Wasser zu verhindern. Im Anschluss wurde der Darm wieder zu einer
,Swiss roll“ [224] aufgerollt und in der Mitte einer Tissue-Tek® Cryomold® (Sakura,
Deutschland) platziert und mit Tissue-Tek® O. C. T. TM (Sakura, Deutschland) umgeben. Im
Anschluss wurde die Tissue-Tek® Cryomold® (Sakura, Deutschland) auf Trockeneis gestellt

und das Gewebe somit eingefroren. Die Gewebebldcke wurden bei — 80°C gelagert.
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3.2.1.11 Immunfluoreszenz

Mit Hilfe des Kryostaten CM 3050S (Leica Mirkosystems, Nussloch, Deutschland) wurden 8
pum dicke Leberschnitte angefertigt und bei -80°C gelagert. Die Schnitte wurden in Aceton-
Methanol (v/v) fir 2 min fixiert und anschlieBend dreimal fir 5 min mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Gewebe mit einem Wachsstift (Dako, Deutschland) umkreist, mit
Protein Block, Serum-Free (Dako, Deutschland) blockiert und tber Nacht bei 4°C mit 90 pl
des Primérantikdrpers in einer Feuchtkammer inkubiert. Am folgenden Tag wurden die
Schnitte dreimal fir 5 min mit PBS gewaschen und im Anschluss fur 30 min mit dem
Fluoreszenz-gekoppelten sekundaren Antikorper bei RT inkubiert. Die Schnitte wurden
nochmals dreimal fir 5 min mit PBS gewaschen und im Anschluss mit DAPI, geldst in
Mowiol-Dabco, versiegelt. Gewebeschnitte wurden mit dem Konfokalmikroskop ZEISS LSM
810 aufgenommen. Ki67*-Zellen auf dem gesamten Schnitt wurden mittels ImageJ (Version
1.53) quantifiziert. SAAZ2-positive Farbungen wurden mit Color Threshold als

Schwellenwertfarbe markiert und mittels area quantification in ImageJ quantifiziert.

Mowiol-DABCO-DAPI-Lésung 3,25 M Mowiol
3,24 M Glycerol
6,0 mL ddH,0
60% 0,2 M Tris-Cl-Lésung (pH 8,5)

223 mM DABCO

1:1.000 DAPI (Img/mL)

3.2.1.12 Immunfluoreszenz nach TSA

Far die Immunfluoreszenz-Farbung von pSTAT3 wurde das tyramide signal amplification
(TSA) System verwendet (TSA™ Plus Cyanine 3 System, PerkinElmer, Massachusetts, USA
NEL744001KT). Hierbei wird durch enzymgekoppelte Signalverstarkung eine bis zu 100-
fach erhohte Sensitivitdt im Gegensatz zu Standardnachweismethoden erreicht [225].
Lebergewebe wurde wie in 3.2.1.10 prapariert. Die Schnitte wurden fiir 15 min bei RT in
einer 3%-igen Paraformaldehyd-L6sung in PBS inkubiert und anschlieRend fir 5 min in
eisgekihltem Methanol (-20°C) inkubiert. Im Anschluss wurden die Schnitte zweimal fur
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5 min in TBS gewaschen, zur Blockierung der endogenen Peroxidase fiir 10 min bei RT in
3% H,0, in Methanol inkubiert und zweimal fur 5 min mit TBS gewaschen. AnschlieRend
wurden die Gewebe mit einem Wachsstift (Dako, Deutschland) umkreist, mit Protein Block,
Serum-Free (Dako, Deutschland) blockiert und Gber Nacht bei 4°C mit 90 pl des pSTAT3-
Antikdrpers in einer Feuchtkammer inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Schnitte dreimal
fur 5 min mit TBS gewaschen und im Anschluss fir 30 min mit dem sekundéren Antikorper
Envision-HRP-Polymer anti-Kaninchen inkubiert. Nachdem die Schnitte nochmals dreimal
fir 5 min mit TBS gewaschen wurden, wurden sie mit 50 pl TSA-Losung fur 5 min bei RT
inkubiert und im Anschluss fir 5 min mit TBS gewaschen. Dieser Schritt wurde zweimal
durchgefiihrt. Danach wurden die Schnitte mit DAPI, gelost in Mowiol-Dabco, versiegelt.
Gewebeschnitte wurden mit dem Konfokalmikroskop ZEISS LSM 810 aufgenommen.

TBS 137 mM NaCl
2,68 mM KCI
2,48 mM Tris

pH 7,4 einstellen

3.2.1.13 RNA Isolation

Die Gesamt-RNA wurde aus 25 mg Leber- bzw. Dinn- oder Dickdarmproben unter der
Verwendung von NucleoZOL (Macherey-Nagel, 740404.200) isoliert. NucleoZOL bietet eine
Einphasenextraktion, was die Kontamination minimiert. Es besteht aus Phenol und Guanidin-
Isothiocyanat und lysiert und homogenisiert das Gewebe. Zur Isolation der Gesamt-RNA
wurden je 1 mL NucleoZOL und vier bis sechs 1,4 mm Zirconium Beads (OPS Diagnostics,
Lebanon,USA) dem Gewebe hinzugefligt und mittels Cryolys Precellys 24
Gewebehomogenisator (Bertin, Montigny-le-Bretonneux, Frankreich) bei 4°C und 5.400 rpm
fur zwei Mal 30 Sekunden lysiert. Die homogenisierte Probe wurde im Anschluss fur 5 min
bei RT inkubiert. Nach einer Zugabe von 200 puL Chloroform wurde die Probe fiir 15 s
geschuttelt, danach fir 2 min bei RT inkubiert und anschlieBend fir 15 min bei 4°C bei
12.000 rpm zentrifugiert. Es bildeten sich drei Phasen, wobei sich die isolierte RNA in der
oberen wissrigen Phase befand. Diese wurde in ein ,,Non-Stick RNase-free Microfuge Tubes*

(Ambion, AM12450) transferiert und 500 puL Isopropanol je Probe hinzugefiigt. Im Anschluss
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wurden die Proben dreimal invertiert und tber Nacht bei -20°C inkubiert. Am néchsten Tag
wurden die Proben fur 10 min bei 4°C und 12.000 rpm zentrifugiert und die entstandenen
Uberstande entfernt. Das RNA-Pellet wurde mit 1 mL 75%-igem Ethanol gewaschen und
anschlieBend bei 7.500 rpm und fir 5 min bei 4°C zentrifugiert. Nach Entfernung des
Ethanols wurde das RNA-Pellet in 400 uL. DEPC-behandeltes ddH20O geldst und fir 10 min
bei 60°C inkubiert. ,,MaXtract High Density““-Reaktionsgefale (Qiagen, 129046) wurden fur
1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, um das darin enthaltene Gel zu pelletieren. Im Anschluss
wurden jeweils 200 uL Phenol und 200 uL. Chloroform zur gelésten RNA hinzugegeben, fur
5 s resuspendiert und in die ,,MaXtract High Density“-ReaktionsgefaRe berfihrt. Diese
wurden fiir 2 min bei 13.000 rpm bei 4°C zentrifugiert und die obere wassrige Phase, welche
die RNA enthielt, wurde in ein neues ,,Non-Stick RNase-free Microfuge Tube* transferiert.
Der Probe wurde erneut Phenol und Chloroform hinzugefiigt und in einem neuen ,,MaXtract
High Density“-ReaktionsgefaRe zentrifugiert. Nachdem die obere wassrige Phase erneut in
ein neues ,,Non-Stick RNase-free Microfuge Tube* transferiert wurde, wurden 40 uL 3 M
Natriumacetat und 352 pL Isopropanol hinzugefiigt, die Proben fiir 5 min resuspendiert und
uber Nacht bei -20°C gelagert. Am ndchsten Tag wurden die Proben bei 13.000 rpm fir 20
min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand im Anschluss entfernt. Das RNA-Pellet wiirde
mit 100 mL eiskaltem 75%-iger Ethanol gewaschen und fir 5 min bei 9.500 rpm bei 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut entfernt, das Pellet nochmals gewaschen und der
Uberstand erneut entfernt. Das RNA-Pellet wurde im Anschluss fiir 5-10 min bei RT an der
Luft getrocknet. AnschlieBend wurden 100 pL DEPC-behandeltes ddH,O hinzugeflgt, bei
60°C fiir 5 min inkubiert und resuspendiert. Im Anschluss wurde die RNA-Konzentrationen
mittels NanoDrop-1000 (Thermo Scientific, Sankt Leon-Rot, Deutschland) ermittelt. Die
entstandene RNA wurde bei -20°C gelagert oder direkt in cDNA transkribiert.
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3.2.1.14 cDNA Synthese

Die isolierte RNA wurde mittels RevertAid™ Reverse Transcriptase (Life Technologies,

Darmstadt, Deutschland) zu cDNA transkribiert.

cDNA PCR Mix 1,0 pg RNA
2,0 uL oligo(dT)1g primer
3,0 uL 10x Reaktionspuffer
2,0 uL dNTPs (10 mM)
1,0 uL RevertAid™ Reverse Transcriptase

DEPC-behandeltes H,O ad 20 puL

Der cDNA PCR Mix wurde fir 60 min bei 42°C und im Anschluss fir 10 min bei 70°C
inkubiert. Die entstandene cDNA wurde im Folgenden flr die quantitative Real-Time PCR

verwendet oder bei -20°C gelagert.

3.2.1.15 Quantitative Real-Time PCR

Die cDNA wurde mit Hilfe eines Roche Light Cycler 480 Il analysiert. Hierbei wurden

Primer und die dazugehérigen UPL Proben aus Tab. 3.3 verwendet.

3.2.2  Proteinbiochemische Methoden
3.2.2.1 Proteinlysate

Murines Lebergewebe sowie Darmgewebe wurden mit Hilfe von Keramikkigelchen in 10 pL
RIPA Puffer pro mg Gewebe mechanisch in einem Homogenisator bei 550 rpm fiir 3 min bei
4°C zerstort (Precellys ® mit Cryolys-Kuhlmodul, Peglab, Erlangen, Deutschland). Zelldebris
wurden im Anschluss fiir 10 min bei 4°C und 13.000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand
in ein frisches Reaktionsgefal Gberfiihrt. Proteinlysate wurden kurzzeitig bei -20°C und

langfristig bei -80°C gelagert.
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RIPA Puffer 50 mM Tris

150 mM NaCl

0,1% SDS
0,3% Natriumdesoxycholat
1% Triton X-100
Frisch dazugeben 1 mM PMSF
1 mM NaV

1,46 uM Pepstatin A
1,54 uM Aportinin

2,1 uM Leupeptin

5x Laemmli Puffer 250 mM Tris-HCI pH 6.8

10 % SDS
50 % Glycerine
5% B-Mercapthoethanol

3.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Proteinlysaten von kultivierten Zellen oder
murinen Geweben wurde die BCA-Methode verwendet. Die Proteinkonzentrationen wurden
mittels PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) nach

Herstelleranweisungen analysiert.
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3.2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinexpression wurde mittels Immunoblot-Analyse untersucht. Hierzu wurden
zunachst die Lysate mit 5x Laemmli-Puffer versetzt und 5 min bei 95°C denaturiert. Im
Anschluss wurden 100 pg Protein mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Hierzu wurde ein 10% Bis-Tris
Trenngel vorbereitet und nach erfolgter Polymerisation mit einem Sammelgel (berlagert.
Zusétzlich wurde hierbei ein Kamm mit 10-15 Taschen in das Sammelgel eingelassen. Das
Gel wurde im Folgenden in die Elektrophorese Kammer eingefligt und die Kammer mit
Laufpuffer aufgefillt. Nach Entfernen des Kamms wurden die denaturierten Proben, sowie
5uL PageRuler™ Prestained Plus Protein Marker in die Taschen geladen. Die
Gelelektrophorese wurde im Anschluss bei 100V fiir 90-120 min durchgefiihrt.

Trenngel 10 % Acrylamide

350 mM bis-Tris pH6.5

0,1% SDS

0,1 % APS

0,06 % TEMED
Sammelgel 4% Acrylamide

350 mM bis-Tris pH6.5

0,1% SDS

0,1 % APS

0,06 % TEMED
Laufpuffer 250 mM MOPS

250 mM Tris

5mM EDTA
0,5% SDS
5mM Sodium bisulfite
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3.2.2.4 Immuno-Blotting

Nach der Proteinseparation durch SDS-PAGE wurden die Proteine auf eine
Polyvinylidenfluorid Membran (PVDF) Ubertragen. Hierzu wurde das Trenngel auf einem
Schwamm und 3 Whatmann-Papieren platziert. Im Folgenden wurde eine PVDF Membran
zur Aktivierung fir 2 min mit Methanol bedeckt, im Anschluss kurz in Transferpuffer
inkubiert und nachfolgend auf das Gel gelegt. Dies wurde mit 3 weiteren Whatmann-Papieren
und einem Schwamm (berdeckt. Nachfolgend wurde der zusammengesetzte Immuno-Blot
zusammen mit einer Eispackung in die Blotting Kammer gestellt und der Proteintransfer flr
90 min bei 100 V durchgefiihrt. Im Anschluss wurde die Membran fur 1 h bei RT in 5 % BSA
in PBS-T blockiert und im Anschluss tber Nacht im priméren Antikorper (Tab. 3.4) bei 4°C

inkubiert.

Priméarantikorperverdinnung in PBS-T

5% BSA
0,02 % Natriumazid
5mM EDTA

Am nachfolgenden Tag wurde die Membran dreimal fir 5 min in PBS-T gewaschen, um nicht
spezifisch gebundene Antikdrper wegzuwaschen. Im Anschluss wurde die Membran mit
sekundarem HRP-gekoppelten Antikorper verdiinnt in einer 5 % BSA-PBS-T Losung fiir 1 h
inkubiert und nachfolgend nochmals dreimal mit PBS-T und einmal mit ddH,O gewaschen.
Zur Signalerkennung wurde SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate oder
SuperSignal™ West Pico Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific, Darmstadt,
Germany) nach Herstelleranweisungen verwendet. Die Aufnahmen wurden im Dunkeln mit
dem Intas Chemocam Imager ECL (Intas, Hamburg, Germany) mit einer individuellen

Belichtungszeit von 0,5 bis 5 min aufgenommen.
Transfer Puffer 25 mM Tris
200 mM Glycine

20 % Methanol
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PBS-T 136 mM NaCl
2,68 mM KCI
10 mM Na,HPO
1,76 mM KH2PO4
pH 7,4 einstellen

0,05 % Tween-20 hinzufugen

3.2.2.5 Strippen des Immuno-Blots

Beim Strippen des Immuno-Blots wurde der Primar- und Sekundarantikfrper von der
Membran entfernt, sodass mehrere Antikorper analysiert werden konnten. Zum Strippen des
Immuno-Blots wurde die Membran zweimal fur 15 min in Stripping Puffer bei RT inkubiert.
Danach wurde die Membran zweimal fir 10 min bei RT in PBS und im Anschluss zweimal
fiir 5 min in PBS-T gewaschen. Nachfolgend wurde die Membranen in 5 % BSA in PBS-T fur
1 h bei RT blockiert und im Anschluss mit einem primaren Antikorper ber Nacht bei 4°C

erneut inkubiert.

Stripping Puffer 200 mM Glycine
3,47 mM SDS
1% Tween-20

pH 2,2 einstellen

3.2.2.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

ELISAs zur Detektion von SAAl (#MSAAQ00, R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland) und CXCL1 (#DY453, R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland in

murinen Plasmaproben wurden nach Herstelleranweisungen durchgefihrt.
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3.2.2.7 Multiplex-Assay

Zur Detektion der murinen Zytokine IL-13 (#740157), IL-6 (#740159), IL-10 (#740158), IL-
17A (#740161) und IL-23 (#740151) im Serum und Darm wurde das LEGENDplex™ Mouse
Inflammation  Panel von BioLegend (San Diego, Kalifornien, USA) nach
Herstelleranweisungen durchgefiihrt. Das Darmgewebe wurden wie in 3.2.2.1 beschrieben
lysiert.

3.2.3 Statistik

Die Daten in allen Graphen wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM)
angegeben. Normalverteilung wurde mit Hilfe des Shapiro-Wilk Normalitats-Test ermittelt.
Beim Vergleich von zwei Gruppen mit Normalverteilung und gleichen Varianzen wurde der
Student’s t-test durchgefiihrt. Bei nicht normalverteilten Gruppen wurde der Mann-Whitney-
U Test angewendet. Mehr als zwei Gruppen wurden bei Normalverteilung und gleichen
Varianzen mit einem ANOVA-Test und anschlielendem Tukey Post-hoc-Test verglichen.
Nichtnormalverteilte Gruppen und Gruppen mit Normalverteilung, welche jedoch
unterschiedlichen Varianzen aufwiesen, wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test verglichen. Die
Ergebnisse wurden mit GraphPad PRISM 7 (GraphPad software, Inc., Kalifornien, USA)
ausgewertet. Hierbei wurde ein p < 0,05 als statistisch signifikant angesehen (p < 0,05 *, p <
0,01 **,p <0,001 ***),
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4 Ergebnisse

Verschiedene hepatische Zelltypen wie Hepatozyten, Cholangiozyten, hepatische Sternzellen,
Kupffer-Zellen und Endothelzellen exprimieren den membrangebundenen IL-6Ra und
kénnen daher direkt auf IL-6 ansprechen [226, 227]. Es ist daher schwer, den biologischen
Effekt von IL-6 einem einzelnen Zelltyp zuzuordnen. Aus diesem Grund wurde in unserem
Labor eine konstitutiv aktive Variante von gpl30 zur ligandenunabhéngigen gp130-
Aktivierung erzeugt. Diese kann mittels Expressionskasette Cre-abhdngig in selektierten
Zelltypen induziert werden. Somit ist die Analyse zelltyp-spezifischer gp130 Signale moglich
[98]. Mit Hilfe dieser konnten wir Signaltbertragungen in ausgewéhlten Zelltypen der Leber
und dem Darm aktivieren, um die Auswirkungen zellautonomer- und zelltypspezifischer
gpl130 Signallibertragungen bei der Leber- und Darmentziindung und Tumorbildung zu

analysieren.

4.1  Zellautonome gp130 Aktivierung in Hepatozyten im Mausmodell

Zur Analyse zellautonomer Lgpl30 Expression in Hepatozyten induzierten wir
Alb-CreERT?:ROSA-PB3LPIR0 Nayse im Alter von 6 Wochen an vier aufeinander
folgenden Tagen mit Tamoxifen (TAM) oder Ethanol/Ol und analysierten diese nach 2, 3 ,4
oder 60 Wochen (Abb. 4.1A). Zum Ausschluss von unspezifischen Effekten von Tamoxifen
wurden Cre-negative Kontrollméuse in die Analysen eingeschlossen, welche ebenfalls mit
Tamoxifen injiziert wurden. Die Tamoxifen-induzierten Mause zeigten ein signifikant
erhdhtes Transkriptionsniveau von Igp130 in der Gesamtleber-RNA (Abb. 4.1B), wohingegen
dies in den Kontrollgruppen fehlte. Immunfluoreszenz-Analysen zeigten eine Hepatozyten-
spezifische Farbung und homogene Expression des ZsGreen Reporterkonstrukts (Abb. 4.1C).
Lgp130 Expression in Hepatozyten fihrte zu einer erhéhten STAT3 Phosphorylierung, die in
Schnitten von Kontrolltieren nicht zu detektieren war (Abb. 4.1D). Diese konnte ebenso im
Immunoblot nachgewiesen werden. Interessanterweise beobachteten wir eine reduzierte
ERK1/2 Phosphorylierung nach Lgpl30-Expression. Dieser Befund deckt sich mit
Beobachtungen, dass aktivierende Patienten-assoziierte gp130-Mutationen ebenfalls zu einer
Reduktion der ERK1/2-Phosphorylierung fiihrten [50]. Darlber hinaus konnte keine STAT1-
oder AKT-Phosphorylierung nach Lgpl130-Expression nachgewiesen werden (Abb. 4.1E).
Obwohl die Expression von Socs3 in den Tamoxifen-induzierten M&usen signifikant
hochreguliert war (Abb. 4.1F), was zu einer negativen Rickkopplung fuhrt, scheint dies keine

Abschwachung des Lgp130-induzierten Signalweges hervorzurufen. Zusammengefasst stellen

45



Alb-CreERT?::ROSA-PULIPI0 Nayse ein geeignetes Modell zur Analyse zellautonomer-

und zelltypspezifischer Aktvierung von gp130 in Hepatozyten dar.
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Abb. 4.1: Zellautonome gp130 Aktivierung in Hepatozyten. (A) Versuchsdurchfiihrung fur
B-F. (B) gRT-PCR der Gesamtleber-RNA zeigte erhohte Igp130-Expression bei Lgpl30-
Aktivierung. (C) Représentative Immunfluoreszenz-Farbungen zeigten eine ZsGreen
Expression in Hepatozyten. (D) Repréasentative Immunfluoreszenz Farbungen wiesen Zelltyp-
spezifische STAT3 Phosphorylierung in Hepatozyten auf. (E) Reprasentativer Immunublot
zeigt erhohte STAT3 Phosphorylierung jedoch reduzierte ERK1/2 Phosphorylierung in Leber
von Tamoxifen-induzierten Mausen. Abgebildet ist ein reprasentativer Immunoblot und die
Quantifizierung von 3 Mausen / Gruppe. (F) Starke Expression von Socs3 in M&dusen mit
Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Expression. MaRstabsbalken zeigen 100 um (C) und 25 pm
(D). Daten sind Mittelwerte £ SEM. n = 5-7 Mause / Gruppe (B). n = 3 unabhéngige
Experimente (E). n = 7 Mause / Gruppe. **** p<0,0001, *** p <0,001. Mann-Whitney-U
Test (B). Kruskal-Wallis Test (E). Student’s t-Test (F).
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4.2  Hepatozyten-spezifische gp130/STAT3 Aktivierung ist ausreichend zur Induktion
der Akut-Phase-Reaktion

Zur spezifischen Analyse der Lgpl30 Expression in Hepatozyten isolierten wir in
Kooperation mit Antonella Carambia (UKE) primére Hepatozyten aus Tamoxifen-induzierten
Méusen und Kontrollmédusen und analysierten diese nach 48 h. Zusatzlich wurden Kontroll-
Hepatozyten 24 h nach Isolation mit IL-6 stimuliert und nach 24 h Stimulation analysiert
(Abb. 4.2A). Die isolierten Hepatozyten von Tamoxifen-induzierten Mausen wiesen keine
morphologischen Veranderungen auf, zeigten jedoch eine Hepatozyten-spezifische
Expression des ZsGreen Reporter-Konstrukts (Abb. 4.2B). Primére Hepatozyten von
Tamoxifen-induzierten M&usen wiesen ein signifikant erhdhtes Transkriptsniveau von Igp130
auf (Abb. 4.2C). Transkriptom Analysen von RNA aus isolierten Lgp130-exprimierenden
primédren Hepatozyten, IL-6 stimulierten primaren Hepatozyten und Kontrollhepatozyten
ergaben eine erhohte Expression der Akut-Phase-Gene Saal, Saa2, Serum Amyloid P (Apcs)
und Complement C3 (C3), jedoch nicht von Hpt (Daten nicht gezeigt) nach
hepatozytenspezifischer gp130 Aktivierung und IL-6 Stimulation. Analysen mittels gPCR
zeigten eine signifikante Induktion von Saal, Saa2 in priméren Hepatozyten aus Tamoxifen-
induzierten Maé&usen im Vergleich zu IL-6 stimulierten priméren Hepatozyten und
Kontrollhepatozyten. Serum Amyloid P (Apcs) war sowohl in primédren Lgpl30-
exprimierenden Hepatozyten, als auch in IL-6 stimulierten primédren Hepatozyten signifikant
hochreguliert. Zusatzlich waren Gene, welche hauptsdchlich an der Aktivierung der
angeborenen Immunantwort beteiligt sind wie Complement C3 (C3), Proteoglycan 4 (Prg4),
IL-17 Rezeptoruntereinheit A (IL-/7Ra) und C-X-C motif chemokine 1 (CXCL1) in isolierten
Lgp130-exprimierenden priméren Hepatozyten signifikant hochreguliert. Dies konnte jedoch
nicht fur IL-6 stimulierte priméare Hepatozyten aufgezeigt werden. Lediglich eine
Hochregulierung von CXCL1 konnte nachgewiesen werden, wobei dieses in IL-6 stimulierten
priméren Hepatozyten starker induziert war, als in Lgpl30-exprimierenden priméren
Hepatozyten (Abb. 4.2D). Gene wie Albumin, Serpin Family A Member 1 (SerpinAl) und
Fatty Acid-Binding Protein 1 (Fabpl) waren in isolierten Lgp130-exprimierenden primaren
Hepatozyten signifikant herabreguliert, wobei diese Herabregulierung signifikant stérker war
als in IL-6 stimulierten primaren Hepatozyten (Abb. 4.2E). Im Uberstand von Lgp-130
exprimierenden Hepatozyten konnte eine signifikant erhOhte Proteinmenge an SAAL/2
nachgewiesen werden, wohingegen dies bei IL-6 stimulierten primdren Hepatozyten die
Proteinmenge von SAA1/2 unverandert war. CXCL1 im Uberstand war sowohl bei Lgp130-

exprimierenden, als auch bei IL-6 stimulierten Hepatozyten unveréndert. Die Konzentration
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von CXCL1 war jedoch so niedrig, dass dies nicht auf eine Induktion schlieRRen l&sst (Abb.

4.2F).
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Abb. 4.2: Zellautonome Genregulation nach gpl30 Aktivierung in Hepatozyten.
(A) Versuchsdurchfuhrung fur B-F (B) Fluoreszenz- und Hellfeldmikroskopie zeigten
erfolgreiche Expression der ZsGreen-Expressionskasette, jedoch keine morphologischen
Verénderungen in Lgp130 exprimierenden Hepatozyten. (C) qRT-PCR bestatigte eine erhdhte
Lgp130 Expression in primaren Hepatozyten. (D) qRT-PCR zeigte eine erhohte Expression
der angegebenen Gene der Akutphase und der angeborenen Immunantwort in Lgpl30-
exprimierenden Hepatozyten. (E) Die angegebenen Gene wurden herunterreguliert in
Lgp130-exprimierten Hepatozyten. (F) ELISA zeigte eine Erhdhung von SAAL1/2 im
Uberstand von Lgp130 induzierten primaren Hepytozyten, jedoch nicht durch IL-6
Stimulation. CXCL1 war nicht erhéht im Uberstand. Daten sind Mittelwerte + SEM. n=4
unabhéngige Experimente (B-F). * p <0,05, *** p <0,001, **** p <0,0001. Einseitige
ANOVA mit Tukey's post hoc Test (C-F).
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Akut-Phase-Proteine werden bei lokalen und systemischen Stérungen wie Infektionen,
Gewebeschéden, Traumata, Tumorwachstum und immunologischen Stérungen in der Leber
produziert und sekretiert. Vorherige Studien zeigten, dass Hepatozyten fur die Synthese von

Akut-Phase-Proteinen verantwortlich sind [121].

Mause mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression zeigten signifikante erhohte
Transkriptwerte in Total-RNA aus der Leber von Saal, Saa2, Hpt und Apcs (Abb. 4.3A), was
auf eine Induktion von Akut-Phase-Genen durch hepatozytischen gp130 Signalwegen
hinweist. Aufgrund der starken Regulierung der Akut-Phase-Proteine SAALl und SAA2
wurden diese im Nachfolgenden genauer analysiert. In der Immunfluoreszenz zeigte sich eine
signifikant erhdhte Expression und gleichmé&Rige Verteilung von SAAL/2 uber das gesamte
Leberparenchym bei Lgp130 exprimierenden Mausen (Abb. 4.3B). Dies korrelierte direkt mit
der gleichmaRigen Verteilung und Expression des ZsGreen-Reporterkonstrukts (vgl. Abb.
4.1C). Darliber hinaus zeigte sich auch ein signifikant erhéhter SAA1/2-Plasmaspiegel (Abb.
4.3C) bei diesen Mdausen. Da SAA durch den Blutkreislauf in periphere Organe gelangen
kann, analysierten wir ebenfalls den Colon von Lgpl30-exprimerenden Maéusen und
Kontrollmausen. Dieser wies ebenfalls eine signifikant erhthte SAA1/2-Proteinmenge im
Colon auf (Abb. 4.3D). Daraufhin untersuchten wir Transkripte von Saal, Saa2 und Hpt im
Colon, um auszuschliel3en, dass es durch lokale Expression von intestinalen Epithelzellen dort
hingelangt war [228, 229]. Es zeigten sich keine Saal und Saa2 Transkripte im Colon (Abb.
4.3E). Dies lasst darauf schlielen, dass SAA durch den Blutkreislauf in periphere Organe wie
den Colon gelangt und sich dort ablagert.
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Abb. 4.3: gp130/STAT3 Signalweg induziert Akut-Phase Gen Expression. (A) gRT-PCR
fir Saal, Saa2, Hpt und Apcs in Gesamtleber-RNA zeigte eine Hochregulierung der Akut-
Phase-Gene bei Mausen mit Hepatozyten-spezifischer Expression von Lgpl30. (B)
Quantitative Immunfluoreszenz zeigten eine signifikant erhdhte Expression von SAA1/2 in
Hepatozyten in Ma&usen mit Hepatozyten-spezifischer Lgpl30 Expression. (C) ELISA
Analyse zeigte erhdhte SAA1/2 Plasmawerte bei Mausen mit Lgpl30 Expression in
Hepatozyten. (D) Reprasentative Immunfluoreszenz zeigten signifikante SAAL/2-
Ablagerungen im Colon. (E) qRT-PCR Analyse zeigte keine transkriptionelle
Hochregulierung von Akut-Phase Genen Saal, Saa2 und Hpt im Colon von M&usen mit
Hepatozyten-spezifischer Lgpl30 Expression. Als Positivkontrolle diente Gesamtleber
MRNA von Lgp130-exprimierten Mé&usen. MaRstabsbalken zeigen 100 um (B) und 25 pm
(D). Fir die Quantifizierungen wurden mindestens 5 nicht Uberlappende Bilder pro Maus
analysiert. Daten sind Mittelwert £ SEM. n=7 Mé&use / Gruppe (A). n= 3 Mause / Gruppe (B,
E). n=7 Mause /Gruppe (C-D). *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001, ****p <0,0001. Student’s
t-test (A, C, D). Mann-Whitney-U Test (A). Mann-Whitney-U Test (B). Einseitige ANOVA
mit Dunn’s post hoc Test (E).
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4.3  Rekrutierung von myeloiden Zellen durch Hepatozyten-spezifische gp130
Aktivierung

Gene-Ontology (GO)-Analyse der am starksten regulierten Gene in Total-RNA der Leber
ergab eine Anreicherung von Genen des Lipidstoffwechsel und Scavenger-Rezeptoren bei
Mé&usen mit Hepatozyten-spezifischer gp130 Aktivierung im Gegensatz zu Kontrollmausen
(Daten nicht gezeigt). Transkriptom- und Proteomanalysen von Lebergewebe und peripherem
Blutplasma von Lgp130-exprimierenden Mausen und Kontrollmédusen zeigte in Méausen mit
Hepatozyten-spezifischer gp130 Aktivierung eine Hochregulation im Bereich der akuten
Entzindung, der Zytokinreaktion und bei Prozessen des Immunsystems. Unter den 50 am
starksten regulierten Genen waren Gene die fur die APPs Serum-Amyloid Al und 2 (SAAL,
SAA2), Serum-Amyloid P (Apcs), aber auch fir das C-X-C-Motiv-Chemokin 1 (Cxcll) und
die mit dem adaptiven Immunsystem verbundene IL-17-Rezeptor-Untereinheit A (IL17Ra)
kodieren (Daten nicht gezeigt). Analysen von isolierten primédren Hepatozyten von Lgp130-
exprimierenden Ma&usen zeigten ebenfalls eine Erhohung von Genen der angeborenen
Immunantwort (vgl. Abb. 4.2). Wir stellten die Hypothese auf, dass parakrine Signale wie
SAAL1/2 oder auch CXCL1 das myeloide Kompartiment innerhalb der Leber veréndern
kdnnten. CXCL1 ist ein Zytokin, welches aus der Familie der CXC-Chemokine stammt und
der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in entziindete Gewebe dient [230]. Wir
bestimmten CXCL1-Plasmaspiegel mittels ELISA und konnten sowohl nach 2, 4 und 60
Wochen nach Lgp130-Induktion einen signifikant erhéhten Plasmaspiegel von CXCL1
nachweisen bei Lgp130-exprimierenden Mausen (Abb. 4.4A). Daruber hinaus wiesen diese
Mause signifikant erhdhte Zellanzahlen von Grl*-Granulozyten, CLEC4F'-Kupffer-Zellen
(KCs) und CD11b*-infiltrierenden myeloide Zellen (iMCs) in der Leber auf (Abb. 4.4B).
Erhohte CXCL1-Plasmaspiegel und erhéhte Zellanzahlen von Granulozyten, Kupffer-Zellen
und infiltrierenden myeloide Zellen lassen auf eine verstarkte periphere Mobilisierung und
Infiltration in die Leber durch die gp130-Signaliibertragung in Hepatozyten schlielen. Da
CXCL1 in Gesamt-RNA erhoht war, jedoch nicht in der RNA isolierter priméarer
Hepatozyten, legt dieser Faktor den Schluss nah, dass CXCL1 von nicht-parenchymalen
Zellen gebildet wird. Diese wurden vermutlich durch hepatozytére gp130-induzierte parakrine
Faktoren aktiviert.
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Abb. 4.4: Rekrutierung von myeloiden Zellen durch Hepatozyten-spezifische gp130
Aktivierung. (A) Analyse mittels ELISA zeigte erhdhte CXCL1-Plasmaspiegel in Mdusen
mit Hepatozyten-spezifischer Expression von Lgp130. (B) Représentative Immunfluoreszenz
zeigte erhohte Anzahl von CLECA4F" Kupffer Zellen (KCs) und Grl® neutrophile
Granulozyten in der Leber von Méausen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Expression.
Malstabsbalken zeigen 25 pm. Fur die Quantifizierung wurden mindestens 5 nicht
uberlappende Bilder pro Maus analysiert. Daten sind Mittelwerte + SEM. n = 3-4 Mause/
Gruppe (B). n = 4 Mause / Gruppe. *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001, ****p <0,0001.
Einseitige ANOVA mit Tukey’s post hoc Test (A). Mann-Whitney U Test (B).
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4.4  Systemische Amyloidose als Folge langanhaltender Hepatozyten-spezifischer

Lgp130 Aktivierung

Konstitutiv aktives gpl30 ist mit hepatozellularen Adenomen assoziiert, welche durch
inflammatorische Infiltrate und erhohte Akut-Phase-Proteine gekennzeichnet sind [50].
Doppelt transgene Mause, die IL-6 und sIL-6R koexprimieren, zeigten einen Anstieg der
extramedullaren hamatopoetischen Vorlauferzellen in Leber und Milz [231]. Ebenso konnte
in IL-6 defizienten Mausen eine beeintrachtigte Hepatozytenproliferation und
Leberregeneration nachgewiesen werden [44]. Daher analysierten wir M&use 60 Wochen nach
Lgp130-Induktion. Interessanterweise beobachteten wir eine nach wie vor homogene
Expression des ZsGreen Reporter-Konstrukts (Abb. 4.5A), was darauf schlieBen liel3, dass
auch 60 Wochen nach Induktion die Lgp-130 Expression stabil war. Die Méause zeigten
dariiber hinaus keine makroskopischen Anzeichen fiir eine Tumorbildung (Abb. 4.5B) und
keine morphologische Verénderung der parenchymalen Leberzellen in H/E-gefarbten
Leberschnitten (Abb. 4.5C).

A B Cc
~TAM TTAM ~TAM + TAM

- - ‘

Q

o

2] I [}
P S “ '
_ T e | LS s
ey Alb-CreERT2: ROSA26°13016p130 Alb-CroERT 2 ROSA26L e 20LarT0
(@)

&

Alb-CreERT2::ROSA261-9p130/Lgp130

Abb. 4.5: Keine Induktion von Lebertumoren bei anhaltender Hepatozyten-spezifischer
Lgpl130 Aktivierung. (A) Expression von Lgpl30 in Hepatozyten war anhaltend
hochreguliert und gleichmaRig Uber das gesamte Leberparenchym verteilt. (B-C) Anhaltende
Lgp130 Aktivierung fuhrt zu keiner Verénderung des Leberparenchyms oder Induktion von
Lebertumoren. Malstabsbalken zeigen 100um (A). n= 3 Méause / Gruppe (A-C).

Patienten mit langanhaltender Erh6hung von Akut-Phase-Proteinen, insbesondere der Akut-
Phase-Proteine SAA1 und SAA2, wiesen im Verlauf ihrer Krankheit ein erhéhtes Risiko fur
die Entwicklung einer AA Amyloidose auf [150].

Daher analysierten wir M&use mit anhaltender Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Aktivierung
60 Wochen nach Induktion.  Analysen  mittels  Immunfluoreszenz  zeigten
Amyloidablagerungen und signifikant erhthte Expression von SAA2 im Colon (Abb. 4.6A)
bei gealterten M&usen mit Hepatozyten-spezifischer Lgpl30-Expression. Daruber hinaus
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konnten wir ebenfalls signifikant erhohte Ablagerungen von SAA2 in der Niere (Abb. 4.6B)
und der Milz (Abb. 4.6C) in Tamoxifen-induzierten Ma&usen beobachten. Patienten mit
langanhaltender Erhthung von Akut-Phase-Proteinen, insbesondere der Akut-Phase-Proteine
SAAL und SAA2, wiesen im Verlauf ihrer Krankheit ein erhéhtes Risiko fiir die Entwicklung
einer AA Amyloidose auf
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Abb. 4.6: Anhaltende Hepatozyten-spezifische Lgpl130 Aktivierung fuhrt zu einer
systemischen Amyloidose. (A) Représentative Immunfluoreszenz zeigte signifikante SAA2
Ablagerungen im Colon, (B) in Niere und (C) Milz von alten Madusen mit Hepatozyten-
spezifischer Lgp130 Aktivierung. Malstabsbalken zeigen 100 pm (A). Malstabsbalken
zeigen 25 um (B, C). Fur die Quantifizierungen wurden mindestens 5 nicht Uberlappende
Bilder pro Maus analysiert. Daten sind Mittelwerte + SEM. n = 3 Méause / Gruppe (A-C). **p
<0.01, ***p <0.001. Student’s t-Test (A, C). Mann-Whitney-U Test (B).
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Nachdem bei jungen Madusen eine verstarkte periphere Mobilisierung und Infiltration von
myeloiden Zellen in die Leber durch die Hepatozyten-spezifische Lgp130 Aktivierung
nachgewiesen werden konnte, analysierten wir dies auch in Mdusen mit anhaltender Lgp130-
Expression. In der Leber von alten Mausen konnten wir, ahnlich wie bei jungen Mé&usen (vgl.
Abb. 4.4B), eine signifikant erhohte Anzahl von CD11b" Zellen und eine leichte Erhéhung
von Gr1*Zellen aufzeigen (Abb. 4.7A). Auch im Dickdarm von alten Mausen konnte eine

erhohte Infiltration von CD11b* Zellen bei Tamoxifen-induzierten Mausen im Vergleich zu
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Kontrollmdusen nachgewiesen werden (Abb. 4.7B). Dies zeigt, dass eine hepatozytdre gp130-

Aktivierung zu einer Entziindung in entfernten Organen fiihren kann.
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Abb. 4.7: Erhoéhte Anzahl von myeloiden Zellen bei gealterten Mausen mit Hepatozyten-
spezifischer Lgpl30-Aktivierung. (A) Reprédsentative Immunfluoreszenz zeigte erhohte
Anzahl von myeloiden Zellen bei gealterten Mausen mit Lgp130-Expression in Hepaozyten.
MaRstabsbalken zeigt 25 um. (B) Die Anzahl von mukosalen CD11" myeloiden Zellen im
Colon zeigte sich in der Immunfluoreszenz bei gealterten Méusen Hepatozyten-spezifischer
Lgp130 Aktivierung erhoht. Malstabsbalken zeigt 50 um. Fir die Quantifizierungen wurden
mindestens 5 nicht tberlappende Bilder pro Maus analysiert. Daten sind Mittelwerte + SEM.
n = 3 Mause / Gruppe. *p <0.05, Student’s t-Test (A, B).

4.5 Keine morphologische Verdnderung im Colon durch Lgpl30 Aktivierung in
Hepatozyten

Wir konnten bereits zeigen, dass SAA1/2-Ablagerungen im Colon durch erh6hte SAA1/2
Plasmaspiegel hervorgerufen werden kénnen. Deshalb untersuchten wir nachfolgend, ob dies
zu Auswirkungen und morphologischen Verdnderungen im Colon von Mausen mit
Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Aktivierung fiihrte. Der Colon von Mdusen mit Lgp130-
Expression in Hepatozyten und Kontrollmdusen wies 3 Wochen nach Induktion weder
morphologische Veranderungen (Abb. 4.8A), noch Veréanderungen der Colonléange auf (Abb.
4.8B). In H/E-gefarbten Colonschnitten konnten wir keine Veranderungen der Kryptenlange
zwischen Kontrolltieren und Tieren mit Hepatozyten-spezifischer Lgpl30-Expression
feststellen (Abb. 4.8C). Mit Hilfe der periodic acid—Schiff reaction (PAS) Farbungen werden
Polysaccharide, in diesem Fall Muzine, in den Becherzellen magentafarben geféarbt [232]. Es
konnte keine Veranderung der Becherzellenanzahl in PAS-Farbungen von Colonkrypten

(Abb. 4.8D) bei Mausen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression im Vergleich zu
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den Kontrollmdusen aufgezeigt werden. Da Becherzellen fir die Kontrolle der Penetration der
Darmbarriere durch kommensale und pathogene Bakterien unerlésslich sind, lieR die
unverdnderte Becherzellenanzahl auf eine aufrechte intestinale Homdostase bei Lgpl130-
exprimierenden Mausen schlielen. Die Proliferationsrate im Darm wurde mittels Ki67
Immunfluoreszenz analysiert, wobei Ki67*-Zellen gleichmiBig lber die gesamte Krypte
verteilt waren. Hierbei war jedoch kein Unterschied zwischen Mausen mit Lgp130 Expression
in Hepatozyten und Kontrollmausen in der Anzahl der Ki67"-Zellen und somit in der
Proliferationsrate vorhanden (Abb. 4.8E). SAA Ablagerungen und geringe Entziindungen im
Colon haben somit keinen Einfluss auf die morphologischen Strukturen im Darm und die

Integritat der Barriereschicht zwischen Darmepithel und Darmflora.
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Abb. 4.8: Keine morphologische Veranderungen im Colon durch Lgp130 Aktivierung
in Hepatozyten. (A) Représentative Bilder von Colons nach Lgpl30 Aktivierung in
Hepatozyten. (B) Mause mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Aktivierung weisen keine
verdnderte Colonldnge auf. (C-D) Repréasentative Histochemie zeigte unverénderte
Kryptenldnge und Anzahl von Becherzellen im Colon von Mé&usen mit Hepatozyten-
spezifischer Lgpl30 Aktivierung. (E) Repréasentative Immunfluoreszenz zeigte keine
Veranderung von Ki67" Zellen in Mausen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Aktivierung.
Malistabsbalken zeigen 250 um (C, D) und 100 um (E). Fir die Quantifizierungen wurden
mindestens 5 nicht Uberlappende Bilder pro Maus analysiert. Daten sind Mittelwerte £ SEM.
n = 5-6 Mause / Gruppe. Mann-Whitney-U Test (B, E). Student’s t-Test (C, D).
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SAA-Proteine kdnnen in Kombination mit IL-6 einen pathogenen Tyl17-Phénotyp in naiven
CD4+ T-Zellen induzieren, unabhéngig von TGFp [26]. M&use mit Hepatozyten-spezifischer
Lgp130-Expression wiesen ein sich am Detektionslimit befindenen, sehr geringen IL-17
Zytokinspiegel in Colon-Proteinlysaten auf. Dieses war im Vergleich zu Kontrolltieren
unverandert. Lgp130-induzierte Méuse wiesen leicht erhohte 1L-1R Zytokinspiegel in Colon-
Proteinlysaten auf, wahrend IL-6 und IL-23 Zytokinspiegel bei M&usen mit Lgpl130-
Expression signifikant hochreguliert waren im Vergleich zu Kontrolltieren (Abb. 4.9). Dies
lasst auf eine vermehrte Induktion von IL-23 in Zellen des Colons, vermutlich durch

ILCs/DCs durch zellautonome gp130-Aktivierung in Hepatozyten schlieRRen.
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Abb. 4.9: Hepatozyten-spezifische gp130-Aktivierung fuhrt zu erhéhten IL-6 und IL-23
Spiegeln im Colon. Multiplex ELISA zeigte signifikant erhohte IL-6 und IL-23 Spiegel in
Colonlysaten von Mausen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Aktivierung, jedoch keine
veranderte 1L-17 Konzentration. Daten sind Mittelwerte + SEM. n = 5-7 M&use / Gruppe. *p
<0,05, **p <0,01. Student’s t-Test, Kolmogorov-Smirnov Test, Mann-Whitney-U Test.

4.6  Lgpl30 Aktivierung in Hepatozyten fuhrt zu geringerem Schweregrad bei einer
DSS-Kaolitis

Um den Einfluss Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression auf entziindliche Vorgange im
Darm, insbesondere des Colons zu bestimmen, exponierten wir
Alb-CreERT?::ROSAMPBOLPI0 Mayse  mit  DSS, welches zur  Storung  der
Darmepithelbarriere und zur Induktion einer Kolitis fuhrt [223, 233, 234]. Hierzu wurden
Alb-CreERT?:ROSA-P13ULPL30 \14se an vier aufeinander folgenden Tagen mit Tamoxifen
oder Ethanol/Ol injiziert und erhielten zur Induktion einer akuten Kolitis nach einer
Karenzzeit von 7 Tagen 2 % DSS (ber das Trinkwasser (Abb. 4.10A).
Alb-CreERT?:ROSAP1OLPI0 N4 se zeigten einen signifikant erhohten Gewichtsverlust

zwischen Tag 4 und 6 im Vergleich zu Kontrollméusen, wobei sich beide Gruppen an Tag 9
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wieder auf das gleiche Gewichtsniveau erholten (Abb. 4.10B). Die Kolonlange stellt bei einer
akuten DSS-induzierten Kolitis einen wichtigen Parameter zur Bestimmung des
Entzundungsgrades dar. Das Epithel wird durch die auftretenden Entziindungen zerstort, was
im Verlauf der Wundheilung zu einer Ausschiittung von Fibrin und somit zu einer
Verkirzung des Colon fiihrt [235]. Im Vergleich zu Mausen ohne DSS wiesen sowohl
Tamoxifen-injizierte Mause als auch Kontrollméuse nach Induktion einer DSS-Kolitis eine
signifikant verkirzte Colonldnge auf (Daten nicht gezeigt). Es konnte jedoch kein
Unterschied zwischen den Lgpl30-exprimierenden und den Kontrollmdusen beobachtet
werden (Abb. 4.10C). Die Proliferation von Epithelzellen und die damit verbundene
Verlangerung der Krypten (Hyperplasie) werden als Merkmal verstarkter Regeneration und
zur Bestimmung des Schweregrades der Entzlindung bei Dlnn-und Dickdarmentzindungen
herangezogen [168]. DSS-induzierte Entziindungen filhren zu einer Stérung der intestinalen
Barrierefunktion, was eine Infiltration von Immunzellen in die Lamina propria zur Folge
haben kann [236]. Histologische Analysen von H/E gefarbten Colonkrypten zeigten eine
verringerte Hyperplasie von Mausen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression im
Vergleich zu Kontrollmausen. Dariber hinaus wiesen beide Gruppen groRflachige Infiltrate
von Immunzellen auf (Abb. 4.10D). Becherzellen stellen einen wichtigen Bestandteil der
intestinalen angeborenen Immunitat dar. Der Verlust von Becherzellen kann daher zur
Bestimmung des Schweregrades der Darmentziindung herangezogen werden. Der Verlust der
Barriereschicht zwischen Darmepithel und Darmflora kann das Eindringen von Pathobionten
und unverdauten Nahrungspartikeln beglnstigen [168]. Kontrollmduse wiesen bei der
Analyse von mit PAS gefarbten Colonkrypten einen signifikant starkeren Becherzellenverlust
auf als Lgp130 exprimierende Mduse (Abb. 4.10E). Um die Auswirkungen Hepatozyten-
spezifischer Lgpl130-Expression in intestinalen Epithelzellen auf die Darmregeneration zu
untersuchen, wurden Ki67 Immunfluoreszenz-Farbungen analysiert. Tamoxifen-injizierte
Alb-CreERT?:ROSA-P1ULOPL0 \jayse zeigten gleiche Mengen von proliferierenden Zellen
wie die Kontrollméuse, welche sich gleichméalig uber die gesamte Krypte verteilten (Abb.
4.10F). Trotz eines erhohten Gewichtsverlusts zeigten Mause mit einer Hepatozyten-
spezifischen Lgp130-Expression eine geringere histologisch aktive Entziindung bei der DSS-

Kaolitis als Kontrollmause.
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Abb. 4.10: Alb-CreERT2::ROSAPBLIPIN0 N ayse zeigen geringeren Schweregrad bei
DSS-Kaolitis trotz vermehrtem Gewichtsverlust. (A) Experimentelle Versuchsdurchfiihrung
der DSS-Kolitis. (B) Prozentuales Korpergewicht von Kontroll- und Lgp130 induzierten
Méusen Uber einen Zeitraum von 10 Tagen. Tamoxifen-induzierte Mause zeigten ein
signifikant reduziertes Korpergewicht zwischen Tag 4-6. (C) Mause mit Hepatozyten-
spezifischer Lgp130 Aktivierung wiesen keine veranderte Colonlange nach einer DSS-Kolitis
auf im Vergleich zu Kontrolltieren. (D) Lgp130-Expression in Hepatozyten fihrt nicht zu
einer veranderten Colonlange wahrend einer DSS-induzierten Kolitis. (E) Anzahl an
Becherzellen unter entzlndlichen Bedingungen ist erhéht in Mé&usen mit Hepatozyten-
spezifischer Lgp130-Expression. (F) Keine verdnderte Anzahl von Ki67+ Zellen nach einer
DSS-Kolitis bei Tamoxifen-induzierten Ma&usen im Vergleich zu Kontrolltieren.
Malistabsbalken zeigen 250 um (D, E). Malistabsbalken zeigen 100 um (F). Fir die
Quantifizierung wurden mindestens 5 nicht tberlappende Bilder pro Maus analysiert. Daten
sind Mittelwerte £ SEM. n = 5-6 Mé&use / Gruppe (A-E). n = 2-3 Méuse / Gruppe (F). *p
<0,05, **p <0,01. Student’s t-Test (C, D, E).
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Die Akut-Phase-Proteine SAA1 und SAA2 werden als Reaktion auf lokale und systemische
Gewebeschadigungen und Stérungen induziert, wobei es in der Leber synthetisiert und tber
den Blutkreislauf in periphere Organe transportiert wird [133, 135, 136]. Studien zeigten
bereits, dass erhohte SAA-Werte mit einer histologisch aktiven Entziindung [237] und der
klinischen Aktivitat verbunden sind [238]. Sowohl Mause mit Hepatozyten-spezifischer
Lgp130-Expression, als auch Kontrollmduse wiesen nach einer DSS-induzierten Kolitis
SAA1/2-Ablagerungen im Darm auf (Abb. 4.11A), wobei kein Unterschied von Saal und
Saa2 Transkripten festzustellen war (Abb. 4.11B). Allerdings zeigten Lgp130-exprimierende
Méuse einen signifikant erhohten SAA1/2-Plasmaspiegel (Abb. 4.11C). Dies spricht dafr,
dass durch die Kolitis bei beiden Mausgruppen im Colon lokal SAA induziert wird. Mduse
mit Hepatozyten-spezifischer Lgpl30-Expression wiesen jedoch im Gegensatz zu
Kontrollmdusen wahrend der akuten Entziindung eine vergleichsweise schnelle SAAL/2

Erhohung des Plasmaspiegels auf.
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Abb. 4.11: Erhohte SAA1/2 Serumspiegel fuhren nicht zu einer akut vermehrten
SAAL1/2 Ablagerungen im Colon. (A) Reprasentative Immunofluoreszenz zeigte keine
vermehrten SAA1/2 Ablagerungen im Colon nach einer DSS-Kolitis bei Mdausen mit
Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Aktivierung. Fur die Quantifizierung wurden mindestens 5
nicht Uberlappende Bilder pro Maus analysiert. (B) Keine transkriptionelle Erhéhung der
Expression von Saal oder Saa2 im Colon von Tamoxifen-induzierten Mausen. (C) ELISA
Analyse zeigte eine Erhéhung von SAAL1/2 im Plasma von Mausen mit Hepatozyten-
spezifischer Lgp130 Aktivierung nach einer DSS-Kolitis. Mafstabsbalken zeigen 100 um
(A). Daten sind Mittelwerte £ SEM. n = 5-6 Mé&use / Gruppe (A, C). n = 4-6 Mause / Gruppe
(B). ***p <0.001. Mann-Whitney-U Test (A). Student’s t-Test, Mann-Whitney U Test (B).
Student’s t-Test (C).
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Im Gegensatz zu Mausen, welche keine DSS-Kolitis durchlaufen haben (vgl. Abb. 4.9),
wurde der Unterschied der Zytokinspiegel in Colon-Proteinlysaten in der akuten Entziindung
aufgehoben (Abb. 4.12A). Demnach konnte SAA, welches in der akuten Entziindung
wahrscheinlich lokal produziert wird, die Sekretion inflammatorischer Zytokine wie IL-6 oder

IL-23 in Immunzellen der Lamina propria induzieren.
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Abb. 4.12: Verminderte Zytokinexpression im Colon von Mausen nach DSS-Kaolitis.
Multiplex-Analyse zeigte unverénderte Expression von IL-18, IL-6 und IL-23, jedoch eine
leichte Expressionsreduktion von IL-17 von Mdusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130
nach einer DSS-Kaolitis. Daten sind Mittelwerte £+ SEM. n = 5-6 Mduse / Gruppe. Student’s t-
Test, Kolmogorov-Smirnov Test.

4.7  Vermehrte Tumorinduktion nach einer AOM/DSS-Kolitis durch Hepatozyten-
spezifische Lgp130 Aktivierung

Analysen humaner kolorektaler Karzinom-Proben zeigten bereits, dass IL-6 bei Patienten
sowohl im Serum als auch im Tumorgewebe signifikant hochreguliert ist [215, 216]. Zudem
werden erhohte SAA-Werte bei Darmkrebs mit einem fortgeschrittenen Krankheitsverlauf
und einer schlechteren Uberlebensrate assoziiert [239-242]. Deshalb stellten wir die
Hypothese auf, dass Alb-CreERT?::ROSAPHULIPL0 N14yse mit systemischer Erhéhung von
Akut-Phase-Proteinen eine verstarkte Tumorinduktion oder -progression haben und anfalliger
fir experimentell induzierte Tumorigenese sein konnten. Um die physiologische Rolle von
Hepatozyten-spezifischer Lgpl30-Expression bei Kolitis-assoziiertem Darmkrebs zu
untersuchen, exponierten wir Alb-CreERTZ::ROSAPLILII0 Mayse einem AOM/DSS-
Kolitis Krebsmodell. Hierzu wurden Alb-CreERT?:ROSAPEOLPI0 Nayse an  vier
aufeinander folgenden Tagen mit Tamoxifen oder Ethanol/Ol injiziert. Nach einer Karenzzeit
von 7 Tagen erhielten die Mduse eine Injektion von 10 mg/KG Kdorpergewicht AOM, welches
DNA-Schéaden in intestinalen Epithelzellen auslést und zusammen mit drei Zyklen 1 % DSS
uber das Trinkwasser zur Induktion eines Kolitis-assoziierten kolorektalen Karzinoms fiihrte
(Abb. 4.13A). Méuse mit Hepatozyten-spezifischer Lgpl130-Expression zeigten ahnlich wie
bei der akuten DSS-Kolitis (vgl. Abb. 4.10) einen signifikant erhohten Gewichtsverlust
zwischen den Tagen 7 und 14, den Tagen 21 und 28, den Tagen 42 und 49, sowie eine
signifikant schlechtere Gewichtserholung nach Beendigung der DSS-Zyklen (Abb. 4.13B).
100 Tage nach AOM-Injektion zeigten sich makroskopisch sichtbare Tumore bei Mé&usen
beider Gruppen (Abb. 4.13C). Es konnte keine Verdnderung beziliglich der Colonlédnge
zwischen den Lgp130- exprimierenden und den Kontrollmdusen beobachtet werden.
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Allerdings wiesen Mause mit Hepatozyten-spezifischer Lgpl30-Expression eine erhohte
Tumorlast auf (Abb. 4.13E). Eine konstitutive Aktivierung von gp130 in Hepatozyten nimmt
somit eine wesentliche Rolle bei der Tumorinduktion bei der entziindungserweiterten

Karzinogenese ein.
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Abb. 4.13: Vermehrte Tumorinduktion bei Alb-CreERT?::ROSAPIILIPL0 Maysen
nach einer AOM/DSS-Kaolitis. (A) Versuchsaufbau der AOM/DSS-Kolitis. (B) Prozentuelles
Kdrpergewicht von Kontroll- und Lgp130 induzierten Mé&usen (ber einen Zeitraum von 100
Tagen. Tamoxifen-induzierte Mause zeigten ein signifikant reduziertes Kdrpergewicht.
(C) Reprasentative Bilder von entfernten Colons von AOM/DSS behandelten Mausen.
(D) Mause mit Hepatozyten-spezifischer Lgpl30 Aktivierung zeigten  unveranderte
Colonlange. (E) Erhéhte Tumoranzahl im Colon von Tamoxifen-induzierten Mdusen. Daten
sind Mittelwerte £ SEM. n = 8-9 Mause / Gruppe (B). n = 4-9 Mause / Gruppe (D-E). *p
<0,05, **p <0,01. Student’s t-Test (B, D). Mann-Whitney-U Test (B, E).

Neben der Tumorinduktion stellen auch histologische Analysen eine Einstufung des
Schweregrades der AOM/DSS-Kolitis dar [243]. Hierbei zeigten H/E geférbte
Kolonkryptaabschnitte tumorfreier Bereiche eine signifikante Hyperplasie bei den
Kontrollmdusen im Vergleich zu M&usen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression

(Abb. 4.14A). In PAS gefarbten Colonkrypten wiesen Lgp130- exprimierende Mdause im
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Vergleich zu Kontrollméusen einen signifikant stirkeren Becherzellenverlust auf (Abb.
4.14B), was auf eine gestorte Differenzierung intestinaler Epithelzellen zurtickzufuhren sein
konnte. Wir konnten keine signifikanten Unterschiede in der Proliferationsrate in
tumorfreiem, noch in tumorhaltigem Colongewebe bei beiden Gruppen finden (Abb. 4.14C).
Die erhdhte Tumorlast der Alb-CreERTZ:ROSAMPHULIPI0 Mayse Jasst sich somit nicht auf
Unterschiede in der Proliferation zurtickfiihren, wobei aufgrund von Entzundung eine
vermehrte Schadigung der Barriereschicht zwischen Darmepithel und Darmflora in M&usen

mit Lgp130-Expression in Hepatozyten vorliegt.
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Abb. 4.14: Verringerte Hyperplasie bei Lgpl30 induzierten Mausen nach einer
AOM/DSS-Kaolitis. (A) Repréasentative histochemische Féarbungen zeigen verringerte
Kryptenlange bei Mé&usen mit Hepatozyten-spezifischer Lgpl30 Aktivierung nach einer
AOM/DSS-Kaolitis. (B) Signifikant verringerte Anzahl von Becherzellen nach einer
AOM/DSS-Kolitis bei Mé&usen mit Hepatozyten-spezifischer Lgpl30 Aktivierung in
représentativen histochemischen Farbungen. (C) Représentative Immunofluoreszenz zeigt
keinen Unterschied in der Anzahl von Ki67+ Zellen im Tumor- und Nicht-Turmorgewebe des
Colons nach einer AOM/DSS-Kolitis bei Kontroll- und Lgp130 induzierten Méausen.
Malistabsbalken zeigen 250 um (A, B) und 100 um (C). Fir die Quantifizierungen wurden
mindestens 5 nicht tberlappende Bilder pro Maus analysiert. Daten sind Mittelwerte + SEM.
n =4 Mause / Gruppe (A, B). *p <0,05, **p <0,01. Student’s t-Test (A, B, C).
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Bei Mausen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression konnten nach Induktion eines
Kolitis-assoziiertem kolorektalen Karzinoms signifikant mehr SAA-Ablagerungen in Nicht-
Tumorregionen mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen werden als bei Kontrollméuse (Abb.
4.15A), wobei wir keine Unterschiede in der lokalen Saal oder Saa2 Transkription messen
konnten (Abb. 4.15B). Allerdings konnte ein signifikant erhohter SAA1/2-Plasmaspiegel
nachgewiesen werden (Abb. 4.15C). Bei akuter Schadigung wird SAA lokal hochreguliert,
wahrend sich bei einer chronischen Situation und nach Regeneration das periphere SAA im

Darm ablagert.
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Abb. 4.15: Erhéhte SAA1/2 Serumspiegel und vermehrte Ablagerungen im Colon nach
einer AOM/DSS-Kaolitis. (A) Reprasentative Immunfluoreszenz zeigte signifikant vermehrte
SAAL/2 Ablagerungen im Colon nach einer AOM/DSS-Kolitis bei Mausen mit Hepatozyten-
spezifischer Lgpl30 Aktivierung. Fur die Quantifizierungen wurden mindestens 5 nicht
Uberlappende Bilder pro Maus analysiert. (B) ELISA Analyse zeigte eine signifikante
Erhéhung von SAAL/2 im Plasma von Mausen mit Lgp130 Aktivierung in Hepatozyten nach
einer AOM/DSS-Kolitis. (C) gRT-PCR =zeigte keine transkriptionelle Erhohung der
Expression von Saal oder Saa2 im Colon von Tamoxifen-induzierten Mausen.
MaRstabsbalken zeigen 100 um (A). Daten sind Mittelwerte £ SEM. n = 3-5 Mé&use / Gruppe
(A). n = 4-8 Mduse / Gruppe (B, C). **p <0,01. Mann-Whitney-U Test (A, C). Student’s t-
Test (B).

Die vermehrte Differenzierung naiver T-Zellen zu Tyl17-Zellen ist ein Kennzeichen fir ein
frihes Stadium des kolorektalen Karzinoms und wirkt sich negativ auf die Prognose von
Patienten aus [244, 245]. Nach Induktion eines Kolitis-assoziiertem kolorektalen Karzinoms
konnte bei Mdusen mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression signifikant erhohte IL-
1 und IL-23 Konzentrationen im Darm nachgewiesen werden. Darlber hinaus konnte eine
leichte Konzentrationserhohung von IL-6 und IL-17 aufgezeigt werden (Abb. 4.16). Da
jedoch sowohl die IL-6, als auch die IL-17 Konzentration im Darm am Detektionslimit

detektiert wurde, sollten diese Ergebnisse nicht Uberinterpretiert werden.
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Abb. 4.16: Signifikant erhéhte IL-18 und IL-23 Spiegel im Colon nach einer AOM/DSS-
Kolitis. Multiplex Analysen zeigen signifikant erhohte IL-13 und IL-23 Spiegel in Colon
Lysaten von Mausen mit Hepatozyten-spezifischer Lgpl30 Aktivierung nach einer
AOM/DSS-Kaolitis. IL-6 und IL-17 Spiegel sind leicht erhoht. Daten sind Mittelwerte £ SEM.
n = 4-8 Mause / Gruppe. *p <0,05, **p <0,01. Student’s t-Test, Mann-Whitney-U Test,
Welch’s t-Test.

4.8 Lgpl30 Aktivierung in intestinalen Epithelzellen fuhrt zu leicht veranderter
Darmmorphologie

Um den Effekt einer lokalen SAA-Erhohung auf Entzlindungsprozesse im Darm zu
analysieren und den Unterschied zu einer systemischen Entzlindungsreaktion und der
Erhéhung von  Akut-Phase-Proteinen  zu  untersuchen, generierten  wir das
Vil-CreERT?::ROSAPIULII0  Naysmodell mit  zellautonomer  Lgp130-Expression in

intestinalen Epithelzellen.

Zur Analyse zellautonomer Lgp130-Expression in intestinalen Epithelzellen induzierten wir
Vil-CreERT?::ROSAPIULIPI0 N14use an vier aufeinander folgenden Tagen mit TAM oder
Ethanol/Ol und analysierten diese nach 3 Wochen (Abb. 4.17A). Lgp130 exprimierende
Méuse zeigten einen makroskopisch unauffalligen Darm auf (Abb. 4.17B), wiesen jedoch
signifikant erhdhte Expression von Igp130 in der total RNA aus dem Colon (Abb. 4.17D),
wohingegen dies in den Kontrollgruppen fehlte. Bei unveranderter Colonlange (Abb. 4.17C)
zeigten histologische Analysen von H/E gefarbten Colonkrypten eine leicht aber signifikant
erhdhte Kryptenlange bei Méausen mit zelltyp-spezifischer Lgp130-Expression in intestinalen
Epithelzellen im Vergleich zu Kontrollmdusen auf (Abb. 4.17E). Dariiber hinaus konnte eine
leichte, aber signifikant erhohte Anzahl an Becherzellen in PAS geféarbten Colonkrypten
beobachtet werden (Abb. 4.17F). Das Vil-CreERT?:ROSAMPRULPI0 Naysmodell stellt
daher ein geeignetes Modell zur Analyse konstitutiv aktiver IL-6 Signalgebung in intestinalen

Epithelzellen und den Auswirkungen lokaler Entziindungsreaktionen im Darm dar.
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Abb. 4.17: Vil-CreERTZ%:ROSANPRULIPI0  Mause zeigen nach Induktion leicht
veranderte Darmmorphologie. (A) Experimenteller Aufbau. (B) Représentative Bilder von
Colons nach Lgp130 Aktivierung in Darmepithelzellen. (C) gRT-PCR der Colon-RNA zeigte
erhdhte Lgpl30-Expression bei synthetischer Lgpl30-Aktivierung. (D) Mause mit
Darmepithelzellen-spezifischer Lgp130 Aktivierung weisen keine veranderte Colonléange auf.
(E) Reprasentative Histochemie zeigte signifikant verlangerte Kryptenldange und (F)
signifikant erhohte Anzahl von Becherzellen im Colon von Mausen mit Darmepithel-
spezifischer Lgpl130 Aktivierung. Fur die Quantifizierungen wurden mindestens 5 nicht
uberlappende Bilder pro Maus analysiert. Mal3stabsbalken zeigen 250 um (E, F). Daten sind
Mittelwerte + SEM. n = 4-5 Mause / Gruppe (B). n = 7-8 Mause / Gruppe (C, D, E). **p
<0,01. Student’s t-Test (C-F).

Im Gegensatz zu Analysen der Alb-CreERTZ:ROSAMPRULPI0 NMayse (vgl. Abb. 4.3E)
konnten wir bei Vil-CreERT?:ROSAMPHULIPL0 \14ysen eine signifikante transkriptionelle
Hochregulation der Akut-Phase-Proteine Saal und erhohte Saa2 im Colon nachweisen (Abb.
4.18), was darauf schlieBen lasst, dass eine alleinige Lgp130 Expression in intestinalen
Epithelzellen zur Induktion der Akut-Phase-Proteine SAAL und SAA2 ausreichend ist.
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Abb. 4.18: Lgp130 Expression in intestinalen Epithelzellen fihrt zu erhéhten Saal und
Saa2 Transkripten im Colon. gqRT-PCR Analyse zeigte eine erhohte Expression von Saal
und Saa2 im Colon von Mausen mit Darmepithelzellen-spezifischer Lgp130. Daten sind
Mittelwerte £ SEM. n = 3-5 Mduse / Gruppe. *p <0,05. Mann-Whitney-U-Test.

49 Lgpl30 Aktivierung in intestinalen Epithelzellen fuhrt zu geringerem
Schweregrad bei einer DSS-Kaolitis

Zur Analyse lokaler Erhéhung von SAA Proteinen im Darm und dessen Auswirkung auf eine
Kolitis, exponierten wir Vil-CreERTZ%:ROSAMPIL130 Mayse mit Lgp130 Expression in
intestinalen Epithelzellen einer DSS-Kolitis. Nachdem Vil-CreERT?:ROSAPL30/Lop1s0
Méuse mit Tamoxifen oder Ethanol/Ol an vier aufeinander folgenden Tagen i. p. injiziert
wurden, erhielten die Mause zur Induktion einer akuten DSS-Kolitis nach einer Karenzzeit
von 7 Tagen 2 % DSS (ber das Trinkwasser (Abb. 4.19A). Tamoxifen-induzierte Mduse mit
Lgp130-Expression in intestinalen Epithelzellen zeigten einen signifikant erhohten
Gewichtsverlust zwischen Tag 2 und 9 im Gegensatz zu Kontrollméusen. Sie regenerierten
sich auch nach Beendigung des DSS-Zyklus nicht wieder auf das Gewichtsniveau der
Kontrolltiere (Abb. 4.19B). Sowohl Tamoxifen-induzierte Mduse, als auch Kontrollméuse
zeigten nach Induktion einer DSS-Kaolitis im Vergleich zu Mausen, welche keine DSS-Kolitis
durchlaufen hatten, eine signifikant verkirzte Colonldnge (Daten nicht gezeigt). Hierbei
konnten wir bei M&usen mit Lgpl30-Expression in intestinalen Epithelzellen jedoch eine
signifikant verlangerte Colonldnge nach Induktion einer DSS-Kolitis im Vergleich zu
Kontrolltiere beobachten (Abb. 4.19C). Tamoxifen-induzierte Mé&use und Kontrolltiere
zeigten keine Unterschiede der Kryptenldange bei H/E gefarbten Colonkrypten. Beide
Mausgruppen wiesen jedoch gro3flachige Immun-Follikel auf (Abb. 4.19D). Dariiber hinaus
konnte kein Unterschied in der Anzahl von Becherzellen festgestellt werden (Abb. 4.19E).
Trotz vermehrter Gewichtsreduktion weisen Vil-CreERT?::ROSA-PLOLII0 Mayse eine
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ahnliche Darmmorphologie wie Kontrolltiere auf, wobei die verlangerte Colonlénge auf einen

verminderten Entzindungsgrad im Darm schlie3en lasst.
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Abb. 4.19: Vil-CreERT?:ROSAMPBILIPI0 Mayse zeigen geringeren Schweregrad bei
DSS-Kaolitis trotz vermehrtem Gewichtsverlust. (A) Experimentelle Versuchsdurchfiihrung
der DSS-Kolitis. (B) Prozentuales Korpergewicht von Kontroll- und Lgpl30 induzierten
Mausen Uber einen Zeitraum von 10 Tagen. Tamoxifen-induzierte M&use zeigten ein
signifikant reduziertes Korpergewicht. (C) Méuse mit Darmepithelzellen-spezifischer Lgp130
Aktivierung zeigten verladngerte Colonlange nach Induktion einer DSS-Kolitis. (D)
Unverdnderte Kryptenlange bei Madausen mit Darmepithelzellen-spezifischer Lgpl130
Aktivierung nach einer DSS-Kaolitis. (E) Unverénderte Anzahl von Becherzellen nach einer
DSS-Kolitis bei Tamoxifen induzierten Mausen. Fur die Quantifizierung wurden mindestens
5 nicht Uberlappende Bilder pro Maus analysiert. MaRstabsbalken zeigen 250 um (E, D).
Daten sind Mittelwerte £+ SEM. n = 13 Mause / Gruppe (B). n = 6-7 Mé&use / Gruppe (C). n =
5 Méuse / Gruppe (D, E). **p <0,01. Mann-Whitney-U Test (B). Student’s t-Test (B-E).
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In Studien mit UC-Patienten konnten erhéhte SAA-Werte mit einer erhohten histologischen
Entziindung und verstarkter klinischer Aktivitat korreliert werden [237, 238]. M&use mit
Lgp130-Expression in intestinalen Epithelzellen zeigten nach der Induktion einer DSS-Kaolitis
mehr SAAL/2-Ablagerungen in der Immunfluoreszenz im Darm als Kontrollméuse (Abb.
4.20A). Saal und Saa2 Transkription war signifikant erhoht bei Lgp130-exprimierenden
Méusen (Abb. 4.20B). Dies l&sst darauf schliel}en, dass eine lokale Erhéhung der Akut-Phase-
Proteine SAA zur vermehrten Ablagerung im Colon ausreichend ist.
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Abb. 4.20: Vermehrte  SAAL1/2  Ablagerungen im  Colon bei Vil-
CreERT?::ROSANPBOLOPIN  Maysen  nach  DSS-Kolitis.  (A)  Représentative
Immunfluoreszenz zeigte vermehrte SAA1/2 im Colon nach einer DSS-Kaolitis bei Mausen
mit Darmepithelzellen-spezifischer Lgp130 Aktivierung. (B) Transkriptionelle Erhéhung der
Expression von Saal oder Saa2 im Colon von Tamoxifen-induzierten Méausen. Fur die
Quantifizierung wurden mindestens 5 nicht Uberlappende Bilder pro Maus analysiert.
Malstabsbalken zeigen 100 um (A). Daten sind Mittelwerte £+ SEM. n = 5 Méuse / Gruppe
(A). n =5-6 Mduse / Gruppe (B). **p <0,01. Student’s t-Test (A). Mann-Whitney-U-Test (B).

410 Vermehrte Tumorinduktion nach einer AOM/DSS-Kolitis durch Lgp130

Aktivierung in intestinalen Epithelzellen

Um zu untersuchen, ob gpl30-Aktivierung in intestinalen Epithelzellen und die damit
assoziierte lokale Erhéhung an SAA-Proteinen eine Tumorbildung im Colon begunstigt,
exponierten  wir  Vil-CreERT%:ROSAMPBULPI0  Nayse  einer  AOM/DSS-Kaolitis.
Vil-CreERTZ:ROSAPIOLPL30 \1ayse erhielten zundchst an vier aufeinander folgenden
Tagen Injektionen mit Tamoxifen oder Ethanol/O. Zur Induktion einer AOM/DSS-Kolitis
erhielten die M&use nach einer Karenzzeit von 7 Tagen eine Injektion von 10 mg/Kg
Kdrpergewicht AOM. Dies 16st DNA-Schdden in intestinalen Epithelzellen aus. Es folgten 3
Zyklen mit 1 % DSS uber das Trinkwasser (Abb. 4.21A). Hierbei konnten wir bei Tamoxifen-
induzierten Mé&use mit Lgpl30-Expression in intestinalen Epithelzellen, &hnlich wie bei
Alb-CreERT?:ROSA-P1OLPL0 \1ayse  (vgl. Abb. 4.13B) einen signifikant erhéhten

Gewichtsverlust zwischen Tag 42 und 50, sowie eine signifikant schlechtere Erholung nach
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Beendigung der DSS-Zyklen beobachten (Abb. 4.21B). Sowohl bei Lgp130-exprimierenden
Mausen, als auch bei Kontrollmdusen zeigten sich 100 Tage nach AOM-Injektion
makroskopisch sichtbare Tumore (Abb. 4.21C). Es konnte keine Veranderung der Colonléange
zwischen Mausen mit Lgp130-Expression und Kontroliméusen nachgewiesen werden (Abb.
4.21D). Bei Lgp130-induzierten Mausen konnte jedoch eine hohere Anzahl an Tumoren im
Vergleich zu Kontrollmdusen dokumentiert werden (Abb. 4.21E). Dies lasst darauf schlielRen,
dass die zellautonome und konstitutive gp130 Aktivierung in intestinalen Epithelzellen eine

wesentliche Rolle bei der Tumorinduktion bei der entziindungs-assoziierten Karzinogenese

einnimmt.
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Abb. 4.21: Vermehrte Tumorinduktion bei Vil-CreERT?::ROSAMPBYLIPI0 Maysen
nach einer AOM/DSS-Kaolitis. (A) Versuchsdurchfihrung der AOM/DSS-Kolitis. (B)
Prozentuelles Koérpergewicht von Kontroll- und Lgp130 induzierten M&usen uber einen
Zeitraum von 100 Tagen. Tamoxifen-induzierte Mduse zeigen ein signifikant reduziertes
Korpergewicht. (C) Reprasentative Bilder von Colons von AOM/DSS-behandelten Mé&usen.
(D) Méuse mit Darmepithelzellen-spezifischer Lgp130 Aktivierung haben keine verénderte
Colonlénge. (E) Erhohte Tumoranzahl im Colon von Tamoxifen-induzierten M&usen. Daten
sind Mittelwerte + SEM. n = 10 Mé&use / Gruppe (B). n = 5-7 Méuse / Gruppe (D, E). *p
<0,05. Mann-Whitney-U-Test (A). Student’s t-Test mit Welch's Correction (D). Student’s t-
Test (E).
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Im Gegensatz zu den Alb-CreERT?:ROSAMPIOLIPI0  Maysen mit  systemischer
Entziindungsreaktion zeigten Vil-CreERTZ%:ROSAMPI0L130  Mayse in  histologischen
Analysen eine signifikante Hyperplasie (Abb. 4.22A). Die relative Anzahl an Becherzellen
war in Lgp130-exprimierenden Mausen reduziert (Abb. 4.22B). Dies deutete darauf hin, dass
die Darmbarriere und die intestinale Homdoostase als Folge abgeschwacht sind und zur

vermehrten Penetration der Darmbakterien fihren.
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Abb. 4.22: Leichte Hyperplasie in Mausen mit intestinaler Lgp130-Expression in einem
chemische-induzierten Colon-Karzinom-Modell. (A) Reprasentative histochemische
Farbungen zeigten Hyperplasie bei Mausen mit Darmepithelzellen-spezifischer Lgpl130
Aktivierung nach einer AOM/DSS-Kaolitis. (B) Représentative Bilder zeigen verringerte
Anzahl von Becherzellen nach einer AOM/DSS-Kolitis bei Mausen mit Lgp130-Expression
in Darmepithelzellen. Fiir die Quantifizierung wurden mindestens 5 nicht tiberlappende Bilder
pro Maus analysiert. Malstabsbalken zeigen 250 um (A, B). Daten sind Mittelwerte £ SEM.
n =5-7 Mause / Gruppe (A, B). *p <0,05. Mann-Whitney-U Test (A). Student’s t-Test (B).
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Wie bereits bei unbehandelten Vil-CreERT?:ROSAMPIOLIPL0 \14yse zeigten Mause mit
intestinaler Lgp130-Expression eine signifikante Erhdhung an Saal-Transkripten, wéhrend
Saa2-Transkripte nur leicht erhoht waren (Abb. 4.23A). Daruber hinaus zeigte sich allerdings
kein Unterschied im SAA1/2-Plasmaspiegel zwischen Lgp130-exprimierenden Méusen und
Kontrollmausen (Abb. 4.23A).
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Abb. 4.23: Lgp130 Expression in Darmepithelzellen fuhrt zu signifikant erhohten Saal
und leicht erhdéhten Saa2 Expression nach einer AOM/DSS-Kaolitis. gRT-PCR zeigte
erhdhte Expression von Saal oder Saa2 im Colon von Tamoxifen-induzierten Mausen. Daten
sind Mittelwerte £ SEM. n = 5-6 Méuse / Gruppe. **p <0,01. Mann-Whitney-U Test.
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5 Diskussion

Mitglieder der IL-6 Zytokinfamilie signalisieren Uber die signaltransduzierende
Rezeptoruntereinheit gp130, wobei sie dabei an verschiedenen Prozessen in der Leber und
dem Darm beteiligt sind [66, 93]. Verschiedene hepatische Zelltypen kdnnen dabei direkt auf
IL-6 ansprechen, womit es schwierig ist einem einzelnen Zelltypen einen biologischen
Beitrag z.B. zur Induktion der Akut-Phase-Proteine zuzuschreiben. Dariiber hinaus sind auch
die Auswirkungen der Akut-Phase-Proteine bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
und entzindungsbedingten Darmtumoren weitestgehend unbekannt. Deshalb haben wir in
unserem Labor neuartige Mausmodelle generiert, die uns eine zelltypspezifische Aktivierung
von gpl30 erlauben und uns eine Analyse von Leber- und Darmentziindung und
Tumorbildung bei zellautonomer- und zelltypspezifischer Aktivierung von gpl130 [98] in

Hepatozyten und intestinalen Epithelzellen ermdglicht.

5.1 Konstitutiv aktive gp130 Aktivierung in Hepatozyten als Modell fir sterile Infektion

und systemische Entziindungen

Wabhrend einer chronisch entziindlichen Erkrankung ist IL-6 systemisch erhéht. Dies fuhrt zu
einer Aktivierung verschiedener hepatischer Zelltypen und einer persistenten Erhéhung der
Akut-Phase-Proteine. Zur Analyse des biologischen Beitrags von Hepatozyten zur Induktion
der Akut-Phase-Proteine, wurde das Alb-CreERTZ:ROSAMPHULPI0  Maysmodell mit
modifizierter konstitutiv aktiver und ligandenunabhéngiger gp130-Variante ,Lgpl130°
verwendet [98]. Alb-CreERT?::ROSA-PUL9P130 Mayse zeigten Expression von Lgp130 tiber
das Leberparenchym verteilt und das Vorhandensein des Reporterkonstrukts ZsGreen
(Abb. 4.1C). Trotz der Hochregulierung von SOCS3 (Abb. 4.1F) fand eine stabile
Aktivierung des JAK/STAT Signalweges statt (Abb. 4.1D-E). Somit scheint eine SOCS3
Aktivierung nicht ausreichend zur Hemmung der katalytischen Aktivitat der JAKs zu sein.
Alb-CreERT?:ROSA-P1OLPL0 Njayse stellen daher ein geeignetes Modell zur Analyse

zellautonomer- und zelltypspezifischer Aktvierung von gp130 in Hepatozyten dar.

Die Akut-Phase-Reaktion stellt eine systemische Erstreaktion auf lokale und systemische
Schéadigungen dar [120, 121], wobei insbesondere das IL-6/gp130 Signalmodul in
Hepatozyten flr die Produktion der Akut-Phase-Proteine in der Leber verantwortlich ist
[121]. Die zellautonome Lgpl30 Aktivierung in primdren Hepatozyten fiihrte zu einer

Aktivierung von Akut-Phase-Proteinen, aber auch von Proteinen der angeborenen
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Immunabwehr wie z.B. den Komplementkomponenten C3, das Fettsaurebindungsprotein
Fatty acid binding protein (Fabp) 1 und das Proteoglykan Proteoglycan 4 (Prg4) (Abb. 4.2D-
E).

Das Akut-Phase-Protein Alpha-1-antitrypsin (SerpinAl), ein Inhibitor der von Neutrophilen
stammenden Serinproteasen wie neutrophile Elastase und der Proteinase-3 [246], gehort zu
den positiven Akut-Phase-Proteinen und ist in der Akut-Phase-Reaktion erhoht. Die
Aktivierung von Akut-Phase-Proteinen spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulierung
von Entzindungsreaktionen und der angeborenen Immunantwort.
Alb-CreERT%:ROSAMPL3LPI0 N4 50 zeigten als Folge der Lgpl30 Aktivierung in
Hepatozyten eine vermehrte Infiltration von neutrophilen Granulozyten in die Leber von
jungen (Abb. 4.4B) und alten Méausen (Abb. 4.7B). Den Akut-Phase-Proteinen SAA und
CXCL1 konnte bereits eine Schlusselrolle bei der Rekrutierung und Mobilisierung von
myeloiden Zellen nachgewiesen werden [247]. Alb-CreERT?:ROSAP13L0PL30 Maysen mit
Hepatozyten-spezifischer Lgp130 Aktivierung wiesen erhthte CXCL1-Expression in der
Leber auf (Abb. 4.4A). Dies steht im Einklang mit friheren Erkenntnissen, wonach die
Induktion der hepatischen CXCL1-Expression und die Mobilisierung von CD11* und Gr1*
myeloiden Zellen wunter septischen Bedingungen bei Mausen mit hepatozytédrem
gp130-Mangel abgeschwacht ist [247]. Wir konnten jedoch keine CXCL1-Expression in
isolierten Lgp130-exprimierenden Hepatozyten aufzeigen (Abb. 4.2F). Dies deutet darauf hin,
dass parakrine Faktoren, welche von Lgp130-induzierten Hepatozyten sezerniert werden, die
CXCL1-Expression in anderen Leberzelltypen induzieren. SAA-Proteine signalisieren uber
die TLR2 und -4 [139, 140]. Studien zeigten, dass sowohl TLR2-, als auch TLR4-Aktivierung
auf Sternzellen die Expression von CXCL1 in Sternzellen und die Rekrutierung myeloider
Zellen induzieren [248-250]. Dies lasst ein SAA-vermitteltes Zusammenspiel zwischen

Hepatozyten und Sternzellen vermuten.

Die Mobilisierung und Infiltration von neutrophilen Granulozyten ist eine friihe Reaktion auf
Gewebeschéden, systemische Entziindungen und Bakterien. Nach der Freisetzung aus dem
Knochenmark zirkulieren Neutrophile in den Blutgefédlien, bevor sie in periphere Gewebe
extravasieren [251]. Sie wandern zu Entziindungsprozessen, indem sie Chemokin-Gradienten
folgen [252] und setzen dort zahlreiche pro- und anti-inflammatorische Zytokine wie z.B. IL-
6 und IL-10, CXC- und CC-Chemokine und angiogene Faktoren frei [253]. Neutrophile
Granulozyten kdnnen jedoch auch degranulieren und setzen dabei Substanzen wie Proteasen

und antimikrobielle Proteine frei [254, 255]. Diese kdnnen auch gesundes Gewebe schédigen.
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SerpinAl begrenzt die durch aktivierte neutrophile Granulozyten und ihr Enzym Elastase
verursachten Schaden und die Schadigung des Gewebes durch Proteasen am Ort der
Entziindung [256, 257]. Primére Hepatozyten von Alb-CreERT?::ROSAMPIULIPI0 \aysen
zeigten jedoch eine signifikante Herabregulierung von SerpinAl in isolierten Hepatozyten mit
Lgp130-Expression (Abb. 4.2E). Auch im Gesamtleberprotein, sowie bei Gesamtleber-
Transkriptomdaten  zeigten ~Alb-CreERT?::ROSAPOLP10 Mayse eine  signifikante
Reduktion wvon SerpinAl (Daten nicht gezeigt). Patienten mit der Erbkrankheit
»SerpinAl-Mangel“ zeigten bei Entziindungen einen schweren Gewebezerfall, welcher zu
Lungen- und Lebererkrankungen und in schweren Féallen zur Leberzirrhose fuhren kann [258,
259]. Trotz der signifikanten Herabregulierung zeigten sowohl junge, als auch gealterte
Mause weder morphologische Veranderungen noch Schadigungen in der Leber (Abb. 4.1C
und Abb. 4.5A-C). Eine Herabregulierung des SerpinAl-Spiegels um ca. 40% scheint somit
keine physiologischen Auswirkungen bei einer Lgp130 Aktivierung in Hepatozyten zu haben,
was sich in Folge einer Infektion jedoch &ndern konnte. Darlber hinaus scheint der
verringerte SerpinAl-Spiegel ausreichend zu sein, die durch neutrophile Granulozyten
verursachten Schadigungen des Gewebes zu begrenzen, obwohl die Anzahl der Neutrophilen
signifikant erhéht waren. Die hepatisch erhéhte Transkription der Akut-Phase-Proteine ist mit
einer Abnahme der Synthese negativer Akut-Phase-Proteine wie Albumin verbunden (Abb.
4.2E) [1, 30, 124], was die Aminosduren, welche fur die Synthese positiver Akut-Phase-
Proteine zur Verfligung stehen, erhéht [123, 125].

In primaren Hepatozyten von Alb-CreERT?::ROSAPIULIPI0  Naysen konnte eine
signifikante Hochregulierung des Komplementkomponenten C3 gezeigt werden (Abb. 4.2D).
Das Komplementsystem ist eine biochemische Kaskade von mehr als 35 Proteinen und spielt
eine wichtige Rolle bei der angeborenen Immunabwehr gegen verschiedene Krankheitserreger
durch Zytolyse, Chemotaxis und Opsonisierung. Dartiber hinaus kann das Komplementsystem
die Aktivierung von Mastzellen beeinflussen [260]. Der Komplementkomponent C3 hat
neben seinen opsonierenden Eigenschaften auch eine wichtige Rolle bei der
Initialisierungsphase der Leberregeneration und Leberzellproliferation spielt [261]. Er ist
hierbei an der friihen Wachstumsreaktion regenerierender Hepatozyten beteiligt, indem er die
Aktivierung von Priming-Signalen wie STAT3 und NF-xB vermittelt. Diese stellen
wesentliche Faktoren fiir die Einleitung der Regenerationsreaktion dar [262]. Die Zytokine
werden dabei hauptséachlich von nahe gelegenen Lebermakrophagen produziert, die durch
Komplement-Effektorproteine aktiviert werden [263]. Komplementmangel bei Mausen

konnte bereits mit einer Beeintradchtigung der Leberregeneration in Verbindung gebracht
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werden [264], wobei insbesondere C3-defiziente Méause eine deutlich verringerte DNA-
Bindungsaktivitat der Transkriptionsfaktoren NF-xB und STATS3 in Leberkernextrakten und
eine verminderte Wachstumsreaktion regenerierender Hepatozyten zeigten [261]. Dies l&sst
vermuten, dass Alb-CreERT?:ROSAMPIOLIPL0 Mayse eine verbesserte Leberregeneration

und Hepatozytenregeneration aufweisen als Kontrolltiere.

Neben den Akut-Phase-Proteinen sezernierten primare Hepatozyten mit gp130-Aktivierung
auch eine Vielzahl von Proteinen, welche eine wichtige Rolle bei der angeborenen
Immunabwehr spielen wie z.B. das Fettsdurebindungsprotein Fabpl und das Proteoglykan
Prg4. Das Fettsdurebindungsprotein Fatty acid binding protein (Fabp) 1, welches eine
wichtige Rolle bei dem intrazelluléaren Transport von langkettigen Fettsduren hat und bei der
Lipoprotein-vermittelten Cholesterinaufnahme in Hepatozyten beteiligt ist [265], war sowohl
in primaren Hepatozyten von Alb-CreERT?:ROSAMPLULPLE0 N aysen (Abb. 4.2E), als auch
in Gesamtleber Transkriptom- und Proteomanalysen herunterreguliert (Daten nicht gezeigt).
Bei diesen Méausen beobachteten wir zudem einen erhéhten Plasmaspiegel von Lipoproteinen
niedriger Dichte (LDL), wahrend die Plasmaspiegel von Lipoproteinen hoher Dichte (HDL),
Triglyceriden und Cholesterin unverandert waren (Daten nicht gezeigt). Das Korper- und
Lebergewicht der Lgpl130-induzierten Mduse verénderte sich trotz der Verdnderungen im
Lipidstoffwechsel und im Fettstoffwechsel nicht gegentiber den Kontrolltieren (Daten nicht
gezeigt). Mdgliche organismische Auswirkung des verdnderten Lipid- und Fettstoffwechsels

konnten in weitergehenden Studien analysiert werden.

Eine Verdnderung des Lipid- und Fettstoffwechsels bei Krebserkrankungen wird als
Tumorkachexie bezeichnet. Die Tumorkachexie ist ein multifaktorielles Syndrom mit
fortschreitendendem Verlust von Skelettmuskulatur, Fettgewebe und einem Gewichtsverlust
von > 5% bis 10% in einem Zeitraum von 3-6 Monaten [266, 267]. Hierbei sind vor allem ein
gesteigerter Proteinkatabolismus, negative Protein- und Lipidbilanzen sowie eine systemische
Entziindung wichtige Komponenten [268, 269]. Insbesondere IL-6 konnte eine Relevanz bei
der Entwicklung von Kachexie, dem Verlust von Fettgewebe bei Krebspatienten [270] und
der direkten Stimulierung der Lipolyse in Verbindung gebracht werden [271]. Die gesteigerte
Lipolyse wurde bereits als Hauptursache fir den WVerlust von Fettgewebe bei
Tumorerkrankungen beschrieben [272-275]. IL-6 verursacht hierbei Uber die Aktivierung von
Adenosin-Monophosphat-Kinase (AMPK) die Mobilisierung von Fettgewebe, welches
nachfolgend das Enzym Adipozyten-Triglyzerid-Lipase (ATGL) aktiviert [276-278]. Dieses

ist fur den Abbau von Lipiden verantwortlich, was auf einen direkten Einfluss von IL-6 auf
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Adipozyten schlieBen lasst [279]. Das etablierte Colon-26-Karzinom (C26) Kachexie-
Mausmodell, bei dem Méusen ektopisch ein C-26 Kolonkarzinom implantiert wurde, fiihrte
zu hohen systemischen I1L-6 Spiegeln. In Folge einer Hemmung der IL-6 Signallbertragungen
wurde die Entwicklung von Schliisselparametern der Kachexie wie Muskel- und Fettschwund,

sowie Hypoglykamie bei tumortragenden Méusen deutlich unterdrtickt [280, 281].

Das Proteoglykan Proteoglycan 4 (Prg4) oder auch Megakaryozyten-stimulierender Faktor,
welches eine wichtige Rolle bei der zellularen Aufnahme von Lipiden aus dem Blutkreislauf
[282, 283] und der Beseitigung von Lipoproteinresten in der Leber spielt [284, 285], war in
primaren Hepatozyten von Alb-CreERT%:ROSA-PRULPI0 N4y isen signifikant hochreguliert
(Abb. 4.2D). Prg4 signalisiert direkt als Ligand tber die TLR2 und -4 und interagiert mit
CD44 auf synovialen Fibroblasten, welche die Produktion einer Reihe entziindungsférdernder
Mediatoren unterdriicken und die Fibroblastenproliferation verringert [286-288]. Prg4 ist
zudem, ebenso wie IL-6, ein potenter Stimulator der Megakaryopoese [13, 289], was auf eine
vermehrte Megakaryozytenpoese und —differenzierung bei Alb-CreERT?::ROSAP130/Lgp130
Méusen hindeuten koénnte. Zur Analyse der Megakaryozyten-Reifung im Knochenmark
konnte in weiterfihrenden Studien die Anzahl an Thrombozyten im Blut von

Alb-CreERT%:ROSA-PLLIPIZ0 N sy sen quantifiziert werden.

Insgesamt deuten die Ergebnisse auf eine robuste Aktivierung der Akut-Phase-Reaktion und
der angeborenen Immunantwort bei zellautonomer Lgpl30 Aktivierung in primaren
Hepatozyten in Abwesenheit von bakteriellen Infektionen oder Leberschadigungen hin.
Alb-CreERT?::ROSA-P13ULP130 Njayse stellen daher ein geeignetes Modell zur Analyse der
Auswirkung von Akut-Phase-Proteinen auf patho-biologische Prozesse bei zellautonomer

Aktvierung von gp130 in Hepatozyten dar.

Auch in der Gesamtleber und im Serum fiihrte die Lgp130 Aktivierung in Hepatozyten zu
einer Hochregulation von Saal und Saa2 (Abb. 4.3A-C). Hierbei zeigte sich, dass die SAA-
Konzentration im Alb-CreERT?::ROSA-POLP130 pMaysmodell hoher ist als in transgenen
SAA-Mausen [290, 291], aber mit SAA-Spiegeln in Méusen mit bakterieller Infektion

vergleichbar waren [227].

Die Akut-Phase SAA-Proteine interagieren mit einer Vielzahl von Rezeptoren. Hauptséachlich
signalisiert SAA (ber den N-formyl peptide receptor 2 (FPR2)-Rezeptor [292], TLR2 und -4
[139, 140], sowie den scavenger receptor class B type | (SR-BI) und CD36 [143, 293]. Aber
auch weitere Rezeptoren wie der ATP-Rezeptor P2X7 [144] oder auch der receptor for

advanced glycation endproducts (RAGE) [294] wurden in Studien als Rezeptor fir SAA
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nachgewiesen. Die SAA-Rezeptoren werden von einem breiten Spektrum von Zelltypen
hamatopoetischen und nicht-hd&matopoetischen Ursprungs exprimiert, was die Komplexitat
der biologischen Wirkung von SAA verdeutlicht [136]. Durch die Aktivierung von FPR2
aufgrund der Stimulation mit SAA wird der Transkriptionsfaktor NF-xB aktiviert und das
pro-inflammatorische Zytokin IL-8 (menschliches Analog zum Chemokin CXCL1 in der
Maus) von Neutrophilen sekretiert. Daruber hinaus werden die mitogen-aktivierten
Proteinkinasen ERK und p38 aktiviert [248]. Die Stimulation von FPR2 durch SAA fihrt zu
einer verlangerten Lebensdauer von Neutrophilen, indem SAA die konstitutive Apoptose
verzogert [295]. Neben FPR2 signalisiert SAA (ber die TLR2 und -4 [139, 140], wobei eine
Studie das TLR2/1 Heterodimer als den bevorzugten Rezeptor fur SAA identifizierte [139].
Die Stimulation der TLR2 und -4 durch SAA fuhrt zu einer myeloid differentiation primary
response protein MyD88 (MyD88)-abhangigen Signalibertragung, einschliellich der
Phosphorylierung von ERK und p38 MAP-Kinasen. Daruber hinaus fuhrt sie zu einer
Transkriptionsaktivierung, die eine Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-
1B zur Folge hat [139]. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen zeigten Studien eine MyD88
anhangige TLR2 vermittelte CXCL1-Produktion in Hepatozyten und hepatischen Sternzellen,
wobei CXCL1 die Infiltration von Neutrophilen in die Leber forderte [249]. Dartiber hinaus
konnte ein Beitrag der Aktivierung von TLR2 zur SAA-induzierten Expression von M2-
Makrophagenmarkern und der Makrophagen Efferozytose nachgewiesen werden [296]. Dies
stimmt mit unseren Ergebnissen Uberein, wonach wir bei Mausen mit Lgp130 Expression in
Hepatozyten und einer signifikanten SAA-Induktion eine IL-10 sezernierende M2-
Makrophagenpopulation im Gegensatz zu Kontrollméusen aufzeigen konnten (Daten nicht
gezeigt). Dies lasst auf eine TLR2-SAA vermittelte Induktion von M2-Makrophagen
schlieRen. Zusatzlich konnten wir bei Méausen mit Lgp130 Aktivierung in Hepatozyten auch
eine IL-6 sezernierende Makrophagenpopulation beobachten. Bei Kontrolltieren konnte
hingegen nur eine einzige Kupffer-Zell-Population nachgewiesen werden, welche weder 1L-6
noch IL-10 produzierte (Daten nicht gezeigt). Studien zeigten bereits, dass pro-
inflammatorische myeloide Zellen in der Leber bei Abwesenheit von Gewebeschéden einen
restaurativen Phanotyp einnehmen [297]. Diese Makrophagenpopulation stammt aus
rekrutierten Lymphozyten-Antigen-6-Komplex, Locus C (Ly6C)+ Monozyten. Die
Hauptaufgabe von restaurativen Makrophagen besteht in der Beseitigung von Leberschaden
und Fibrose. Sie stellen die maRgebliche Matrix-Metallopeptidase (MMP)-exprimierende
Untergruppe dar, wobei MMPs in Folge von Leberschdden hochreguliert und pro-

inflammatorische Zytokine und Chemokine herunterreguliert werden. Gleichzeitig findet eine
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verstarkte Expression von Genen mit entzindungshemmenden und anti-fibrotischen
Wirkungen statt [297, 298]. Dies lasst darauf schlieBen, dass in  Alb-
CreERTZ:ROSAMPILIPI0 \14,sen als Folge der Lgp130 Aktivierung in Hepatozyten und
der  hohen  Konzentrationen  von  Akut-Phase-Proteinen  zwei  verschiedene

Makrophagenpopulationen aktiviert werden bzw. sich so entwickeln.

Neben einer erhohten Anzahl von Granulozyten und CD11b’- infiltrierenden myeloiden
Zellen (Abb. 4.4B) konnte eine signifikant gesteigerte Anzahl an CLEC4F" Kupffer-Zellen in
der Leber von Alb-CreERTZ:ROSAMPLOLIPL0 Maysen beobachtet werden (Abb. 4.4B). Die
chemotaktische Aktivitat von Phagozyten konnte in vitro bereits mit rekombinanten humanen
SAA und isolierten Blutneutrophilen nachgewiesen werden [147]. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass die Migration dieser Zellen durch die Aktivierung von SAA uber den FPR2-
Rezeptor auf Neutrophilen und Phagozyten vermittelt wird [141, 299]. Dies lasst darauf
schlielen, dass die zellautonome gp130 Aktivierung in Hepatozyten und die Sekretion von
Akut-Phase-Proteinen zu einer erhohten Proliferation und verstarkten Kupffer-Zell-
Phagozytose flhrt, welche tber eine SAA-FPR2-Achse vermittelt wird.

SR-BI und CD36 interagieren ebenfalls mit SAA [143, 293]. Die funktionelle Folge dieser
Interaktion ist der Ausstrom von Cholesterin aus peripheren Geweben [145]. SR-BI/CLA-1
transduzieren bei Bindung an SAA Signale, welche zu einer ERK- und p38 MAP-Kinasen
Phosphorylierung fiihren [147]. Der ATP-Rezeptor P2X7 wurde in Studien ebenfalls als
SAA-Rezeptor identifiziert. Der P2X7-Rezeptor ist hierbei sowohl fir die NLRP3-
Inflammasom Aktivierung verantwortlich [144], als auch an der anti-apoptotischen Wirkung
von Neutrophilen beteiligt [300]. Der RAGE-Rezeptor ist ein Transmembran-
Multiligandenrezeptor der Immunglobulin-Superfamilie [294]. Die RAGE-Signallbertragung
ist an der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB beteiligt und induziert pro-
inflammatorische Zytokine [301].

Die Leber wird durch Hepatozytenproliferation standig erneuert [302]. Auch 60 Wochen nach
Induktion konnte in unserem Mausmodell eine Hepatozyten-spezifische Lgp130 Aktivierung
nachgewiesen werden (Abb. 4.5A). Studien konnten in Mdusen bereits zeigen, dass wahrend
der homdostatischen Erneuerung neue Hepatozyten durch die Replikation bereits vorhandener
Hepatozyten entstehen [303, 304], sodass auch in diesen Zellen die Rekombination der
Lgp130-Expressionskasette stattfindet.
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Aktivierende gpl130-Mutanten durch somatische In-Frame Deletionen wurden in Menschen
mit entziindlichen hepatozellularen Adenomen in Verbindung gebracht werden [50]. Daruber
hinaus konnte gp130 in Mausen mit Hepatozyten-spezifischen gp130 Knockout als Treiber
der HCC-Progression identifiziert werden [305]. In Mé&usen mit Lgp130-Expression in B-
Zellen konnten B-Zell-Lymphome und Plasmozytome aufgezeigt werden [306]. Allerdings
konnten wir bei unseren Mdusen mit anhaltender LGP130-Expression in Hepatozyten keine
Anzeichen von Tumorbildung nachweisen (Abb. 4.5B-C). Bei entziindlichen hepatozelluldren
Adenomen (inflammatory hepatocellular adenomas, IHCA) zeigte sich bei etwa 60 % der
IHCA Patienten in-Frame-Deletionen in gp130, wobei die Deletionen in der IL-6
Bindungsstelle in Domane 2 lagen. Dies hatte eine Aktivierung von STAT3 in Abwesenheit
des Liganden zur Folge. Obwonhl der Anteil der Patienten mit gp130 Mutationen in der Studie
mit IHCA-Patienten sehr gering war, waren die gpl130-Mutationen in diesen Fallen von
zusitzlichen aktivierenden Mutationen im p-Catenin-Signalweg begleitet, was auf eine
kooperative Wirkung dieser Signalwege fur die maligne Transformation hindeutet. Gp130-
mutierte IHCA ohne B-Catenin-Mutation lieRen keine maligne Transformation erkennen [50].
Dies lasst darauf schlieen, dass eine alleinige zellautonome konstitutiv aktive gpl30-
Aktivierung in Hepatozyten nicht zur Induktion von Lebertumoren ausreicht und eventuell

sogar verhindert.

Patienten mit einer anhaltenden chronischen Erhéhung des Akut-Phase-Proteins SAA, weisen
ein erhohtes Risiko auf, eine Amyloidose zu entwickeln [150]. Bei der AA-Amyloidose
fihren extrazelluldare Ablagerungen des l6slichen Akut-Phase Proteins in Form von
unldslichen Amyloidfibrillen zu Organschaden. In unserem Mausmodell mit anhaltender
Lgp130-Expression in Hepatozyten konnten wir zeigen, dass eine anhaltende Erhéhung von
SAAL und 2 Amyloidablagerungen in peripheren Organen wie Darm, Niere und Milz zur
Folge hat (Abb. 4.6A-C). Interessanterweise war hierbei auch die Anzahl myeloider Zellen in
der Darmschleimhaut erhoht (Abb. 4.7B), was auf eine geringgradige Entzindung der
peripheren Organe durch SAA Ablagerungen schlieBen l&sst. Obwohl Studien aufzeigten,
dass chronisch erhohte SAA-Serumspiegel eine Voraussetzung zur Induktion einer
Amyloidose sind, scheint eine alleinige SAA-Erhdhung nicht ausreichend zu sein. So
entwickelten auch bei langjédhrigen und schweren entzindlichen rheumatischen Krankheiten
nicht mehr als 10-30% der Patienten eine Amyloidose [307, 308], was neben erhdhten SAA-
Serumspiegeln auf weitere Faktoren zur Pathogenese schliel3en lasst. In unserem Mausmodell
mit Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Expression ist eine alleinige Erhdhung des Akut-Phase-

Proteins zur Induktion von Amyloidablagerungen allerdings ausreichend, wobei eine lokale
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entzlindliche Mikroumgebung durch die SAA-Produktion zur Induktion einer Amyloidose
beitragen konnte (Abb. 5.1) [309]. Weiterfuhrende Studien mittels Elektronenmikroskopie des
Gewebes konnten dartber Aufschluss geben, ob es sich bei den Amyloidablagerungen

tatsachlich um Fibrillen handelt.
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Abb. 5.1: Konstitutiv aktive gp130 Aktivierung in Hepatozyten l6st Aktivierung der
Akut-Phase-Reaktion und der robusten angeborenen Immunantwort aus. Lgpl30 in
Hepatozyten fihrt zur Erh6hung von Akut-Phase-Proteinen, insbesondere SAAL/2.
Langanhaltende erhdhte SAA-Konzentration fuhrt zur AA Amyloidose. Rekrutierung von
Granulozyten durch parakrine Signale wie SAA1/2 und CXCL1. HP = Hepatozyt, SZ =
Sternzelle, EZ = Endothelzelle, GZ = Granulozyt.

Junge Alb-CreERT?:ROSA-P13ULOPI0 Maysen zeigten trotz SAA-Ablagerungen im Darm
(Abb. 4.3D) eine unveranderte Darmmorphologie, eine unverdnderte physiologische
Differenzierung von sekretorischen Zellen wie Becherzellen und eine gleichbleibende Anzahl
proliferativ aktiver Zellen, gemessen an der Ki67-Présenz (Abb. 4.8A-E). Dies deutet darauf
hin, dass eine alleinige konstitutive Aktivierung durch Lgpl30 in Hepatozyten trotz
signifikanter Amyloidablagerungen und inflammatorischen myeloiden Zellen keinen Einfluss

innerhalb der Krypten-Darm-Einheit hat.

Alb-CreERT?:ROSA-P1OLPL0  Mayse  zeigten signifikant erhohte IL-6 und 1L-23
Zytokinspiegel in Colonlysaten (Abb. 4.9A). Das Zytokin IL-6 wurde bereits als T-Zell-

Aktivierungsfaktor beschrieben. Es reguliert die Differenzierung spezifischer CD4™ T-Zell-
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Untergruppen und das Uberleben von T-Zellen durch die Aufrechterhaltung von anti-
apoptotischen Faktoren [19, 34, 310]. IL-6 wurde bereits mit der Pathologie der
Darmentzindungen in Verbindung gebracht. So flhrte eine Blockade des IL-6 Trans-
Signalings bei Maéusen zu einer T-Zell-Apoptose im Dickdarm. Dies hatte eine
Krankheitslinderung zur Folge, da eine erhéhte T-Zell Resistenz gegen Apoptose fordernd auf
den Krankheitsverlauf von Morbus Crohn wirken kann [34, 311]. Bei der Differenzierung von
Tw17-Zellen spielt IL-6 eine entscheidende Rolle. Zusammen mit TGFp induziert IL-6 die
Differenzierung naiver CD4" T-Zellen in IL-17 sekretierende Tn17-Zellen [21, 23, 170].
Aktuelle Studien zeigten, dass SAA-Proteine in Kombination mit IL-6 die Differenzierung
von naiven T-Zellen zu pathogenen IL-17 produzierenden Ty17-Zellen unabhdngig von TGFp
induzieren konnen. Zusétzlich konnte bei induzierbaren SAA1-Knock-in-Mausen eine erhohte
Anzahl von RORyt+ Tyl7-Zellen in den Lymphknoten gefunden werden [26], wobei erhdhte
IL-6 und IL-23 Produktion durch dendritische Zellen in der Lamina propria ebenfalls zur
Differenzierung pathogener Ty17-Zellen fuhren kdnnen [26, 170]. So zeigten Studien, dass
die Entwicklung von Tnl7-Zellen in IL-23R-defizienten Mausen in einer friihen Phase
unterdriickt wird [312]. IL-23 hat hierbei eine stabilisierende Eigenschaft bei Ty17-Zellen.
Die Expression des IL-23R und IL-17 wird durch die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
STAT3 und RORYt durch IL-23 erhéht. Somit kommt es zu einem positiven feed-forward
loop und zur Stabilisierung der Ty17-Zellen [313, 314]. In Colonlysaten von Kontrolltieren
und Alb-CreERT?:ROSAMPIULIPIN \1aysen konnten jedoch nur sehr geringe IL-17
Zytokinspiegel nachgewiesen werden (Abb. 4.9A), was entweder auf die limitierende
Detektionsmethode oder auf das Nichtvorhandensein von IL-17 zurlickzufiihren sein wird.
Hier konnten zukiinftige Studien helfen, mittels Isolation von primdren Zellen der Lamina
propria von Alb-CreERTZ:ROSAPLOLIPIR \14sen und einer anschlieRenden Analyse per
Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting FACS) sensitivere Zytokinspiegel

von IL-17 messen.

Das Zytokin IL-23 hat neben der Differenzierung von Tyl7-Zellen auch eine wichtige Rolle
bei der Immunitat gegen Krankheitserreger und der Autoimmunitat. IL-23 wird u.a. von
aktivierten pro-inflammatorischen Typl-Makrophagen produziert, welche durch extra- und
intrazelluldre Pathogene aktiviert werden [315]. In vitro Studien zeigten, dass SAA, welcher
als endogener Ligand wirkt, die Sekretion von IL-23 durch die humane Monozyten-Zelllinie
THP-1 und periphere Blutmonozyten stimuliert [316]. Darlber hinaus wird IL-23 von
polarisierten Tyl-Zellen, Endothelzellen und aktivierten dendritischen Zellen, die aus

peripheren Blutmonozyten stammen gebildet und sezerniert [317]. Dendritische Zellen
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exprimieren auf ihrer Oberflache verschiedene TLR. Die Stimulation des TLR2 fiihrt zu einer
erhohten Synthese der a-Untereinheit von 1L-23, des p19-Gens [318]. Die Co-Expression von
p19 mit der B-Untereinheit von IL-12, p40, ergibt das funktionelle Zytokin IL-23. P19 wird
jedoch nicht oder nur sehr schwach von murinen und humanen Zellen sezerniert, wobei in
293T-Zellen gezeigt werden konnte, dass bei einer Co-Expression von pl9 und p40 eine
erhdhte Sekretion von pl9 stattfindet [317]. Die erhohte Synthese von p19 flhrt somit zu
einer gesteigerten Sekretion von 1L-23 [318-320]. IL-23 kann die Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-1pB, IL-6 und TNF-o aus myeloiden Zellen auslsen [321],
was die Sekretion zusatzlicher pro-inflammatorischer Mediatoren durch endotheliale und
epitheliale Zellen stimuliert [322]. Die erhohte 1L-23 Zytokinkonzentration in Colonlysaten
bei Alb-CreERT?::ROSA-POLIPI0 Naysen lassen die Auslésung einer weiteren pro-
inflammatorischen Kaskade im Darm vermuten, die, wenn sie (ber einen langeren Zeitraum
unkontrolliert aufrechterhalten wird, eine Triebkraft fiir die Pathogenese von chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen sein kann. Dies wirde mit unseren Ergebnissen
ubereinstimmen, wonach wir erhéhte IL-1@ Spiegel in Colonlysaten von Maé&usen mit

Hepatozyten-spezifischer Lgp130-Aktivierung nachweisen konnten (Abb. 4.9).

5.2 Konstitutiv aktive gp130 Aktivierung in intestinalen Epithelzellen als Modell fur
lokale SAA Erhéhung im Darm

Um den Einfluss zellautonomer Aktivierung von gpl30 in intestinalen Epithelzellen zu
analysieren, wurde das Vil-CreERT%:ROSAMPBYLPI0  Naysmodell verwendet. Nach
Tamoxifen-Induktion exprimierten Vil-CreERT?:ROSALIPIOLIPL0 N14yse konstitutiv aktives
gp130 in intestinalen Epithelzellen (Abb. 4.17D). Die Colonlange von Mausen mit Lgp130
Expression in intestinalen Epithelzellen war unverandert und die D&rme makroskopisch
unauffallig  (Abb. 4.17B-C).  Darliber  hinaus  zeigten = Tamoxifen-induzierte
Vil-CreERT?::ROSAPIULIPI0 Mayse eine signifikant gesteigerte Hyperplasie (Abb. 4.17E).
Dies stimmt mit Analysen Uberein, wonach der Transkriptionsfaktor STAT3 fir die
Proliferation und Differenzierung in intestinalen Epithelzellen relevant ist. Studien zeigten
bereits, dass die Aktivierung von STAT3 in intestinalen Epithelzellen eine wichtige Rolle bei
der Aufrechterhaltung und Verbesserung der epithelialen Barrierefunktion im Darmepithel
zugesprochen werden kann, indem sie Tight-Junction-Proteine moduliert [323]. Dies stimmt
mit unseren Ergebnissen Uberein, wonach Mause mit Lgp130 Expression eine signifikant

gesteigerte Anzahl von Becherzellen aufwiesen (Abb. 4.17F). Becherzellen sezernieren
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Muzine, insbesondere das Muzin 2, die das primére Strukturelement der intestinalen
Barriereschicht zwischen Darmepithel und Darmflora darstellt [324]. Die Kkonstitutive
Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges flihrt somit zu einer vermehrten Regeneration und

Proliferation von intestinalen Epithelzellen und einer damit verbundenen Hyperplasie.

Im Gegensatz zu Alb-CreERTZ%:ROSAMPHULIPI0 Naysen, welche keine transkriptionelle
Hochregulierung der Akut-Phase-Gene Saal und Saa2 im Colon aufwiesen (Abb. 4.3E),
konnten wir bei Vil-CreERT?:ROSAMPRILIPI0 nayse eine signifikant erhohte SAA
Expressionen im Darm beobachten (Abb. 4.18A). Dies lasst auf eine lokale SAA-Produktion
von intestinalen Epithelzellen in Folge der zellautonomen Aktivierung von gp130 schlieBen,
wahrend Alb-CreERTZ%:ROSAMPLPI0 Maysen eine systemische Hochregulierung von
SAA zeigten. Vil-CreERT?::ROSAPIULIPI0 Mayse stellen ein geeignetes Modell zur
Analyse zellautonomer- und zelltypspezifischer Aktvierung von gpl30 in intestinalen
Epithelzellen bei lokaler SAA-Erhohung im Darm dar (Abb. 5.2).

5AA1/2T Intestinale BarriereT

HyperplasieT

IEZ

Abb. 5.2: Konstitutiv aktive gp130 Aktivierung in intestinalen Epithelzellen fuhrt zu
lokalen Entziindungsreaktionen im Darm. Lgp130 in intestinalen Epithelzellen fihrt zur
Erhéhung des Akut-Phase-Proteins SAA1/2 und Hyperplasie von intestinalen Epithelzellen.
Die intestinale Barriere wird gestérkt, was zu einer verringerten Infiltration von Immunzellen
fuhrt. Lgp130 in intestinalen Epithelzellen flhrt zu einer lokalen Erhéhung des Akut-Phase-
Proteins SAAL/2 im Darm. IEZ = intestinale Epithelzelle.
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5.3 Konstitutiv aktive gp130 Aktivierung in Hepatozyten und intestinalen Epithelzellen
hat eine schiitzende Wirkung auf das Darmepithel bei einer DSS-Kolitis

Chronisch Entziindliche Darmerkrankungen (Inflammatory bowel disease, IBD) sind durch
permanente und lokale Entziindungen im Gastrointestinaltrakt gekennzeichnet, wobei erhohte
Konzentrationen an IL-6 im Serum bei Patienten detektiert werden kénnen [62, 325, 326].
Das Zytokin IL-6 weist sowohl pro-inflammatorische, als auch regenerative Eigenschaften bei
Darmentzindungen auf [54, 61]. So konnte IL-6 bereits eine regenerative Wirkung in
intestinalen Epithelzellen durch erhéhte Proliferation und verringerte Apoptose nachgewiesen
werden. Dartber hinaus konnte STAT3 eine wesentliche Rolle bei der Epithelproliferation
und —regeneration zugeschrieben werden [59, 60]. In Darmlysaten von DSS-behandelten Alb-
CreERT?:ROSAMPIULIPI0 \15ysen mit Hepatozyten-spezifischer Lgpl30-Expression war
IL-6 nachweisbar, jedoch ohne signifikanten Unterschied zu Kontrollmdusen (Abb. 4.12A).
IL-6 Knockout Mé&use zeigten bei einer DSS-induzierten Kolitis eine erhohte Infiltration von
Immunzellen, einen stérkeren Verlust der Kryptenstruktur und einen signifikant schlechteren
Krankheitsverlauf [54], wohingegen Mause mit einer STAT3-aktivierenden Mutation im
Kolitisversuch geschiitzt waren [327]. Studien zeigten, dass IL-Knockout Mé&use einen
deutlich geringeren Gewichtsverlust nach einer DSS-Kolitis aufwiesen [54]. Dies korreliert
mit unseren Ergebnissen, wonach wir einen signifikant erhthten Gewichtsverlust sowohl bei
Alb-CreERT?;:ROSANPIOLIPI0  Maysen  (Abb.  4.10B), als auch  bei Vil
CreERT?::ROSAMPLULIPI0 Maysen (Abb. 4.19B) beobachten konnten.

Lgp130-Expression in Hepatozyten und in intestinalen Epithelzellen hatte nur einen geringen
Effekt auf die intestinale Entzindung und die Kolitis. So konnten wir bei
Alb-CreERT?::ROSAPOLIPI0  Nausen auRer einem verringerten Becherzellenverlust
lediglich mildere Entzlindungsreaktionen wie signifikant verringerte Hyperplasie und eine
unveranderte Colonldnge im Vergleich zu Kontrolltieren beobachten (Abb. 4.10C-D). Im
Vergleich hierzu zeigten Vil-CreERTZ:ROSANPEULPI0 Mayse keine morphologischen
Veranderungen, wobei die Colonlédnge sogar im Vergleich zu Kontrolltieren weniger stark
verringert war (Abb. 4.19C-E). Erhohte STAT3-Signallibertragungen in Folge zellautonomer
gp130 Aktivierung in Hepatozyten und intestinalen Epithelzellen kann somit das AusmaR der
Epithelschaddigung und Entzindungen der Kolitis begrenzen [235], wobei die alleinige

Aktivitat nicht zur Heilung ausreichend ist.

Alb-CreERT?::ROSA-POLIPI0  Nayse  regenerierten  sich im  Gegensatz zu  den
Vil-CreERT?::ROSALMPBILPIN Maysen nach DSS-Gabe auf das Gewichtsniveau der
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Kontrolltiere (Abb. 4.10B und Abb. 4.19B). Die verbesserte Regeneration der
Alb-CreERT%:ROSAMPL3LPI0 \1ase JieR sich jedoch nicht auf vermehrte Proliferation
intestinaler Epithelzellen zurlckfihren (Abb. 4.10F). Die fehlende Gewichtszunahme der
Vil-CreERT?::ROSA-PIULIPI0 Nayse lasst auf eine Malabsorption von Nahrstoffen
schlielen. Die Malabsorption steht im engen Zusammenhang mit Schleimhautverdnderungen
im Darm, wie z.B. einem gestorten Epitheltransport oder dem Verlust der
Darmepithelintegritat [328]. Wir konnten jedoch bei Tamoxifen-induzierten Mausen keine
Verénderungen bezlglich eines Becherzellenverlustes, eines damit einhergehenden Verlustes
der Dickdarmepithelintegritét, sowie eine Zerstérung der Mukosa beobachten (Abb. 4.19E).
Studien zeigten, dass insbesondere das Ileum bei Patienten mit chronischen
Darmentzundungen und ausgepragten Entzindungsherden eine wichtige Rolle bei der
Verringerung einer funktionsgerechten Nahrstoffresorption spielt [329]. Der gestorte
lonentransport  fihrt zu Elektrolyt- und Flissigkeitsmangel, wobei spezifische
Resorptionsstorungen bei Patienten mit chronischen Darmentziindungen auftreten konnen.
Hierbei kann eine gestorte Gallenséureriickresorption aus dem entero-hepatischen Kreislauf
zu hohen Konzentrationen von Gallensdure im Dickdarm fiihren. Nicht resorbierte
Gallenséure stimuliert die Wasser- und Elektrolytsekretion des Dickdarms [330, 331]. Bei
bakterieller Uberwucherung des Diinndarms dekonjugieren die tiberschiissigen Bakterien die
Gallensalze, was nicht konjugierte Gallensalze zur Folge hat. Diese sind nicht in der Lage
Mizellen zu bilden, welche die Fettauflosung fiir die Absorption unterstiitzen [332, 333]. Dies
fiihrt zu einer Malabsorption von Fett und fettléslichen Vitaminen wie Vitamin A, D, E und
K [334]. Die bakterielle Uberwucherung des Dinndarms, welche ein Kennzeichen von
Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ist, kann dartiber hinaus ebenso zu
einer erhdhten Durchldssigkeit des Darms und verringerten Verdauung und Absorption
fiihren. Die produzierten osmotisch aktiven Metaboliten kénnen dabei zu Unwohlsein und
Durchfall beitragen [335,  336]. Die  fehlende  Gewichtszunahme  der
Vil-CreERT?:ROSA-P13ULOPL0 \1ase konnte in weiterfihrenden Studien mittels PAS-
Farbungen des Dinndarms weiteren Aufschluss Uber Schleimhautveranderungen bringen.
Insbesondere waére hier ein eventueller Unterschied der Darmintegritat im Gegensatz zu den
Alb-CreERT?::ROSAMPBULIPI0 Naysen interessant. Auch eine  Untersuchung  der
Bakterienlast des Dinndarms konnte weiteren Aufschluss Uber die fehlende
Gewichtszunahme der Vil-CreERT?:ROSAPEOLPL0 \ayse liefern. Dariiber hinaus konnte

dies Aufschluss dariiber geben, ob die bakterielle Uberwucherung bei den
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Alb-CreERT?::ROSA-PULP130 Maysen trotz des regenerierten Gewichtsniveaus ebenso

vorhanden ist.

Studien zeigten, dass erhohte SAA-Werte im peripheren Blut von IBD Patienten mit einer
histologisch aktiven Entziindung des Darms verbunden ist [240-242]. Zusétzlich wiesen
Morbus-Crohn Patienten eine erhohte intestinale Expression von SAA1/2 in Darmbiopsien auf
[72]. Alb-CreERTZ:ROSAMPLOLIPIN \14yse zeigten nach einer DSS-Kolitis signifikant
erhdhte SAA-Serumkonzentration, wahrend auf transkriptioneller Ebene im Darm Kkein
Unterschied in der Saal und Saa2 Expression ersichtlich war (Abb. 4.11A-C). Vil-
CreERTZ:ROSAMPILIRI30 N1 150 wiesen hingegen signifikant erhdhte Transkripte der Akut-
Phase-Proteine SAAL und SAA2 im Colon auf (Abb. 4.20A-B). Dies lasst darauf schliel3en,
dass Alb-CreERT?::ROSAMPLULIPI0 payse [ediglich systemisch SAA bilden und dies nur
langsam zu SAA-Ablagerungen im Darm fiihrt. Hierbei scheint eine extrahepatische SAA-
Produktion von intestinalen Epithelzellen nicht stattzufinden. Die Lgp130-Aktivierung scheint
bei der Kolitis trotz einer erhthten SAA-Induktion nur einen geringen Effekt zu haben.
Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit Analysen, wonach Mause, denen eine funktionelle
SAAL/2 Expression fehlte, anfalliger flr eine DSS-Kolitis waren [337].

Chronische Darmentziindungen sind durch die Zerstérung des Darmepithels und der
Verlagerung von Bakterien in den portalen Kreislauf gekennzeichnet. Die intestinal-
epitheliale SAA-Produktion und Sekretion spielt hierbei eine wichtige Rolle bei der
Reduktion der bakteriellen Belastung translozierter Bakterien des Darms. Um die Ausbreitung
translozierter Bakterien einzuddmmen wird SAA in groRen Mengen ausgeschuttet [337]. Dies
lasst darauf schlieRen, dass lokales und systemisches SAA als ein Abwehrmechanismus gegen
Darmbakterien wirkt und somit eine schitzende Wirkung auf das Darmgewebe zur Folge hat.
Erhdhte SAA-Expressionen haben somit einen leicht schutzenden Effekte auf das
Darmepithel bei Alb-CreERT?:ROSA-9P130/Lgp130 Mausen und
Vil-CreERT?::ROSAPYLIPI0 \14usen bei einer DSS-Kaolitis hat (Abb. 5.3).
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Abb. 5.3: Konstitutiv aktive gp130 Aktivierung wirkt schiitzend auf das Darmepithel bei
einer DSS-Kaolitis. (A) Lgp130 in Hepatozyten fuhrt zur Verringerung von Hyperplasie und
wirkt schiitzend auf die intestinale Barriereschicht was zu einer geringeren Infiltration von
Immunzellen fihrt. Die erhohte SAAL/2 Expression wirkt schitzend auf das Epithel bei einer
DSS-Kaolitis. (B) Lgp130 Aktivierung in intestinalen Epithelzellen hat eine erhohte
Expression von SAAL/2 zur Folge und wirkt schiitzend auf das Epithel bei einer DSS-Kaolitis
HP = Hepatozyt, EZ = Endothelzelle, IEZ = intestinale Epithelzelle.

Keimfreie Mause, welche mit einer Untergruppe von Darmmikroben, segmentierten
filamentosen Bakterien (SFB), besiedelt wurden, zeigten als Folge der Besiedlung eine
Hochregulation von SAA1 und SAA2-Genexpressionen in intestinalen Epithelzellen, sowie
eine Induktion von Ty17-Zellen. Rekombinantes SAA1 verstarkte dabei deutlich die in vitro-
Differenzierung naiver CD4" T-Zellen in Ty17-Zellen [229]. Im Gegensatz zu den nicht-

pathogenen Tyl17-Zellen, welche durch IL-6 und TGFp induziert werden, kann SAA ein
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pathogenes pro-inflammatorisches Ty17 Zell-Differenzierungsprogramm induzieren. Hierbei
wirkt SAA zusammen mit IL-6, jedoch unabhingig von TGFp, direkt auf die T-Zellen [26].
Wahrend der chronischen Darmentziindung findet eine massive Infiltration von Ty17-Zellen
in den entzlindeten Darm statt [338]. Unter pathologischen Bedingungen sezernieren Tyl7-
Zellen pro-inflammatorische Mediatoren wie IL-17A, IL-17F, 1L-21 und IL-22, die das
Fortschreiten und die Prognose der chronischen Darmentziindung verschlimmern [339, 340].
So konnte bereits bei Patienten mit chronischen Darmentziindungen RNA-Transkripte von IL-
17A und IL-17F in der entzlindeten Darmschleimhaut nachgewiesen werden [341, 342]. Unter
physiologischen Bedingungen regulieren mukosale Tyl7-Zellen die Integritdt der
Darmschleimhautbarriere. Bei Barriereschadigungen durch Verletzungen und Infektionen
induziert IL-17 die Neutrophilenrekrutierung durch Sekretion von granulopoetischen Faktoren
wie granulocyte / macrophage-colony-stimulating factor (GM-CSF) und verschiedenen
Chemokinen durch Epithelzellen. Darlber hinaus regen sie Epithelzellen zur Produktion
antimikrobieller Peptide an [343]. Die massive Infiltration von Ty17-Zellen wéhrend der
Darmentzundung geht typischerweise mit einer Dysfunktion der epithelialen Barriere des
Darms einher. Darlber hinaus induziert IL-17A die Rekrutierung von Neutrophilen und
fordert die lokale Produktion anderer pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-o und IL-6
[344]. Trotz der pathogenen Rolle von Tyl7-Zellen bei chronischen Darmentziindungen
konnten verschiedene Studien ebenso eine gewebeschitzende Wirkung von Ty17-Zellen bei
experimenteller Kolitis nachweisen. Die Neutralisierung von IL-17A durch eine
Antikdrperbehandlung oder durch genetische Ablation fuhrte in diesen Studien zu einer
verstarkten Darmentziindung [345, 346]. Hierbei zeigte sich eine durch IL-17A erleichterte
Bildung von Tight Junctions, indem es die Expression von Claudinen in Darmepithelzellen
induziert. Gleichzeitig fand eine Stimulation der Muzinproduktion statt, wodurch die
Barrierefunktion der Darmschleimhaut erhoht wurde [347]. Im Gegensatz zu den
gewebeschiitzenden Eigenschaften von IL-17A wurde gezeigt, dass IL-17F-defiziente Mduse
mildere DSS-induzierte Kolitissymptome entwickeln als Wildtyp-Mé&use [346]. Dies deutet
insgesamt auf eine ambivalente Rolle von Tyl7-Zellen bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen hin. Weiterflihrende Untersuchungen in Form von
Immunphénotypisierung von Lamina propria T-Zellen mittels Durchflusszytometrie
(Fluorescence Aktivated Cell Sorting FACS) wirden hierbei weiteren Aufschluss geben.
Gleichzeitig stellt dies eine sensitivere Methode zur Analyse der Tyl7-Induktion dar und
konnte spezifischere Ergebnisse zur Tyl7-Induktion durch lokale und systemische SAA-

Erh6éhung liefern.
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Im Vergleich zu Mausen. welche keine DSS-Kolitis durchlaufen haben, waren die
Veradnderungen in der Zytokinzusammensetzung in  Colonlysaten von  Alb-
CreERT?:ROSAMPHULIPI0 Npaysen nach einer DSS-Kolitis aufgehoben (Abb. 4.12A). Dies
lasst vermuten, dass die Sekretion von pro-inflammatorischen4 Zytokinen wie IL-6 und IL-23
wéhrend der akuten Entzlindung in Immunzellen der Lamina propria induziert wird. Das
Zytokin IL-23 ist in der entziindeten Darmschleimhaut von Patienten mit chronischen
Darmentzundungen erhoht und stammt tiberwiegend von Makrophagen, dendritischen Zellen
und gewebsinfiltrierenden Neutrophilen [348, 349]. Neben der Regulation von Ty17-Zellen
tragt 1L-23 zur mikrobiellen Abwehr von intrazellularen Bakterien bei. Hierbei wird die
Sekretion von IL-23 durch Makrophagen der Lamina propria als Reaktion auf kommensale
Bakterien, welche insbesondere bei Patienten mit chronischen Darmentzundungen im
Vergleich zu Kontrollpatienten erhéht sind, hochreguliert [350, 351]. Hierbei konnte eine
positive Korrelation zwischen IL-23 mRNA Spiegeln und makroskopischen Lésionen im
Darm von Patienten mit chronischen Darmentziindungen aufgezeigt werden [352, 353]. Die
pathogene Rolle von IL-23 konnte bereits im Mausversuch aufgezeigt werden. So waren
Méuse mit einer Deletion des IL-23R vor einer DSS-induzierten Kolitis geschutzt. Dieser
Befund ging mit verringerten L&sionen der Darmschleimhaut, einer verringerten Aktivierung
angeborener lymphatischer Zellen, einer verminderten Produktion von pro-inflammatorischen
Zytokinen und einer geringeren Infiltration von Granulozyten und Monozyten in die Lamina
propria einher [354, 355].
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5.4 Pro-tumorigene Rolle von konstitutiv aktivem gp130 in Hepatozyten und intestinalen

Epithelzellen bei Kolitis-assoziiertem Darmkrebs

Chronische Entziindungen im Darm flhren zu einer erhéhten Prédisposition fir die
Entwicklung von entzlindungsassoziiertem Darmkrebs [39-41]. So konnten die Zytokine der
IL-6 Familie als fehlendes Glied zwischen der Entziindung und Darmkrebs aufgezeigt werden
[356]. Studien konnten IL-6 bereits eine Beteiligung am Tumorwachstum und -(iberleben bei
Kolitis-assoziiertem Darmkrebs, sowie eine STAT3-abhéngige pro-tumorigene Rolle
nachweisen  [357]. So konnte eine regulatorische =~ Komponente  zwischen
entziindungsassoziiertem Zytokin in der Mikroumgebung und tumorerzeugender Expansion

von Krebszellen aufgezeigt werden [221, 358].

Die konstitutiv aktive Lgp130-Expression in Hepatozyten von
Alb-CreERT?:ROSAMPRULIPI0 aysen filhrte zu einer erhdhten IL-6 Konzentration in
Colonlysaten nach der AOM/DSS-Kolitis (Abb. 4.16A), zu einem erhdhten Gewichtsverlust,
sowie zu einer schlechteren Regeneration (Abb. 4.13B). Dies stimmt mit Studien Uberein,
wonach sich IL-6 bei verschiedenen Tumorentitdten wie auch bei Dickdarmkrebs als ein
Pradikator fir den Gewichtsverlust erwiesen hat [270]. Zudem beobachteten wir bei
Alb-CreERT?:ROSAMPLULIPI0 Njaysen eine erhohte systemische Expressionen der Akut-
Phase-Proteine SAAL und SAA2 sowohl im Serum, als auch SAA1/2 Ablagerungen im Darm
(Abb. 4.15A-C), wahrend bei Vil-CreERT?::ROSAMPHULIPI0 \15ysen eine lokale SAAL und
SAA2-Induktion im Darm stattfand (Abb. 4.23A). SAA1/2-Doppelknockout Mé&use zeigten in
Studien eine signifikant geringere Tumorlast im Colon, sowie eine abgeschwéchte Kolitis-
Aktivitat [359]. Dies stimmt mit unseren Beobachtungen iberein, da sowohl eine systemische
SAAL/2-Erhéhung bei Alb-CreERT?::ROSAPULIPI0 Mayse, als auch eine lokale SAAL/2-
Erhéhung bei Vil-CreERT?::ROSA-PRULIPI0 \sysen eine gesteigerte Tumorinduktion bei
einer AOM/DSS-Kaolitis zur Folge hatte (Abb. 4.13C+E und Abb. 4.21C+E). Dies war jedoch
nicht auf eine gesteigerte Tumorproliferation zurtickzufiihren (Abb. 4.14C). Die Tumorlast in
beiden Mausmodellen korreliert mit einer SAA-Erh6hung. Dies lasst auf eine Assoziation von
SAA mit der intestinalen Tumorentstehung, einem fortgeschrittenem Krankheitsverlauf und
verschlechterten Uberlebensrate in Patienten schlieBen [239]. Da die Tumorlast in beiden
Mausmodellen jedoch vergleichbar war, scheint der Unterschied zwischen einer lokalen und
systemischen SAA-Erh6éhung nicht ausschlaggebend zu sein, bzw. die SAA Levels lokal im

Darm ausschlaggebend fir die Tumorentwicklung sind.
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SAA wird als mdogliches Bindeglied zwischen chronischen Entziindungen und
Tumorentstehung angesehen, wobei erhdhte SAA-Spiegel zur Tumorinitiierung beitragen und
die Tumorentwicklung beschleunigen kann [146]. Hierbei nimmt SAA gebunden an HDL bei
der Tumorpathogenese die Rolle als Adhé&sionsprotein der extrazellularen Matrix (ECM) ein
[360], indem es Bindestellen fur die ECM-Komponenten Laminin [361] und Heparin [362]
enthalt. SAA kann somit Uber die Adhdsionsmotive mit der ECM interagieren und die
Affinitat verschiedener Zelltypen zur ECM beeinflussen [363, 364]. Die ECM st ein
hochgradig organisiertes Netzwerk aus Proteinen, Glykoproteinen, Hyaluronan und
Proteoglykanen. Diese bilden ein molekulares Gerst, das den Zellen mechanische Festigkeit,
Elastizitdt und Bindungsstellen bietet. Gleichzeitig steuert die ECM die Diffusion und
Migration von Zellen. Der Abbau und Veranderungen in der Zusammensetzung der ECM
haben einen grof3en Einfluss auf die Entstehung und Entwicklung von Tumoren [360]. Hierbei
stellt der Abbau der ECM durch MMPs eine der Hauptursachen fiir eine Verédnderung der
ECM dar. MMPs gehoren zur Familie von zinkabh&ngigen Endopeptidasen und kénnen neben
dem ECM-Abbau auch Wachstumsfaktoren, Zytokine und zelloberflachenassoziierte
Adhésions- und Signalrezeptoren beeinflussen [365]. Studien zeigten bereits einen
Zusammenhang zwischen der Expression von SAA und MMPs, so kann SAA die Produktion
von MMPs anregen und die Tumorinvasion Uber die ECM beeinflussen [360]. Dies lasst
darauf schlieBen, dass das Vorhandensein von lokalen und systemischen SAA in unseren
Mausmodellen die Tumorentstehung und -initiierung, jedoch nicht die Tumorproliferation

fordert.

Neben der Tumorinitiation kann die Aktivierung des Akut-Phase-Proteins SAA die
Immuniberwachung kanzerogener Zellen beeintrachtigen [366]. Die Immunaktivierung bei
Krebs ist von dendritischen Zellen abhangig, welche Tumorantigene prasentieren, um
tumorreaktive CD8" T-Zellen zu aktivieren [367, 368]. Da dendritische Zellen ein wichtiges
Bindeglied zwischen dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem sind, ist die
Regulierung der Differenzierung von grofRer Bedeutung [369, 370]. Hierbei zeigte sich, dass
SAA die Differenzierung von dendritischen Zellen hemmt, indem es die GM-CSF Rezeptor-
Expression, welche notwendig zur Differenzierung von dendritischen Zellen ist, durch die
Aktivierung von TLR2 und FPR2 verringert [371]. Zusétzlich zeigten Studien, dass IL-6 die
Bildung von dendritischen Zellen stort und die Differenzierung unreifer myeloider Zellen weg
von dendritischen Zellen und hin zu Makrophagen lenkt [12]. SAA kann somit die
Produktivitat der Krebs-Immuniberwachung beeintrachtigen und die anti-Tumorimmunitét

hemmen, indem es die Differenzierung von dendritischen Zellen hemmt. Zukinftige Studien
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konnten mittels FACS- und mRNA-Level Analysen von GM-CSFR [371] die Hypothese
bestatigen, ob das vermehrte SAA in unseren Mausmodellen tatsachlich zu einer reduzierten

und gehemmten Differenzierung von dendritischen Zellen fuhrt.

Alb-CreERT%:ROSAMPL3LIPI0 N4 150 zeigten eine gesteigerte IL-23 Zytokinkonzentration
in Colonlysaten (Abb. 4.16). IL-23 konnte bereits mit einem breiten Spektrum von
Krebsarten, einschliellich Kolitis-assoziiertem Darmkrebs in Verbindung gebracht werden
[372]. Studien zeigten, dass die IL-23-Signalgebung bei Entzindungen eine foérdernde
Wirkung auf die Tumorentstehung und das Tumorwachstum hat. Dartiber hinaus ubt IL-23
durch Unterdriickung der Tumorinfiltration von CD8" T-Zellen eine unterstitzende Wirkung
auf die Tumorentwicklung aus [314, 373]. 1L-23 wird hauptséchlich von tumorassoziierten
myeloiden Zellen wie aktivierten Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen
produziert. Diese werden durch mikrobielle Produkte und Damage-associated molecular
patterns (DAMPs) aktiviert, welche in den Tumor, jedoch nicht in das umliegende Gewebe
eindringen [314, 317, 374]. Dies lasst auf eine tumorférdernde Rolle des IL-23 bei
Alb-CreERT?:ROSALPIOLIPI0 \15ysen schlieBen (Abb. 5.4). Weiterfuhrende Studien
konnten dartiber Aufschluss geben, welches die hauptséchlichen IL-23 produzierenden Zellen

in unseren Mausmodellen darstellen.
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Abb. 5.4: Konstitutiv aktive gp130 Aktivierung fuhrt zur vermehrten Tumorinduktion.
(A) Lgp130 in Hepatozyten fiihrt zur vermehrten Produktion von SAA1/2 und
proinflammatorischen Zytokine von intestinalen Epithelzellen. Die intestinale Barriere wird
gestort und es findet eine erhohte Infiltration von Immunzellen statt. Lgp130 in Hepatozyten
fiihrt zu einer vermehrten Tumorentwicklung. (B) Lgp130 in intestinalen Epithelzellen flhrt
zur Hyperplasie von intestinalen Epithelzellen und SAA1/2 Produktion durch intestinale
Epithelzellen. Die intestinale Barriere wird gestérkt, was zu einer verringerten Infiltration von
Immunzellen fuhrt. Aktivierung von Lgp130 in intestinalen Epithelzellen hat eine vermehrte
Tumorentwicklung zur Folge. HP = Hepatozyt, EZ = Endothelzelle, IEZ = intestinale
Epithelzelle, TZ = Tumorzellen.

saa1/27
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Unsere Studien konnten zum ersten Mal zeigen, dass eine alleinige gp130-Aktivierung in
Hepatozyten zur Induktion der Akut-Phase-Proteine und der angeborenen Immunantwort
ausreicht. Wir konnten zeigen, dass eine zellautonome gp130 Aktivierung in Hepatozyten zur
Aktivierung von Akut-Phase-Proteinen, Mobilisierung und Rekrutierung von myeloiden
Zellen und einer robusten Aktivierung der angeborenen Immunantwort fuhrt. Wir konnten
nachweisen, dass eine alleinige Erhohung des Akut-Phase-Proteins SAA ausreichend fir die
Induktion einer AA-Amyloidose ist. Wir konnten zeigen, dass eine zellautonome gpl130
Aktivierung in intestinalen Epithelzellen zu einer lokalen Erhéhung von SAA-Proteinen im
Darm fuhrt. Sowohl eine systemische SAA Erhéhung bei Alb-CreERTZ:ROSAPL0/Lop130
Mausen, als auch eine lokale SAA Erhéhung bei Vil-CreERT?:ROSAMPIOLIPI0 \aysen
hatten nur geringe Auswirkungen auf eine akute DSS-Kolitis. Wohingegen die lokale bzw.
systemische SAA-Erhoéhung eine pro-tumorigene Rolle bei der Tumorinitiierung beim
Kolitis-assoziiertem Darmkrebs hatte. Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass
SAA bei Patienten mit chronisch entzlindlichen Darmerkrankungen als therapeutisches Ziel
dienen konnte, um die chronischen Entziindungen und das damit verbundene Risiko der

Entwicklung von Kaolitis-assoziiertem Darmkrebs zu verringern.
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