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1 Einleitung

Mykobakterielle Infektionen spielen weltweit eine bedeutende Rolle. Nach Einschatzung
der Weltgesundheitsorganisation (WHO) ist bereits ein Drittel der Weltbevélkerung mit
dem Tuberkulose-Erreger infiziert, wobei jedes Jahr rund 2 Millionen Todesfélle infolge
von Tuberkulose (TB) verzeichnet werden. Die WHO rechnet bis zum Jahre 2020
weltweit mit einer Milliarde Neuinfektionen, 150 Millionen Neuerkrankungen und in der
Folge mit bis zu 36 Millionen Todesfallen (1).

Morbus Crohn (Crohn’s disease CD) und Colitis ulcerosa (Ulcerative colitis UC) sind
chronisch entzindliche Erkrankungen des Verdauungstraktes. Bei der Erkrankung
entstehende L&sionen treten in der Regel im terminalen lleum und proximalen Kolon auf.
Seit der Veroffentlichung von Thomas Kennedy Dalziel im Jahre 1913 wird wegen der
klinischen Ahnlichkeiten der Zusammenhang zwischen CD und Mycobacterium avium
supspecies paratuberculosis (MAP) stark diskutiert (2). Die Abbildung 1 nach Chacon et

al. zeigt die mogliche Ubertragung von MAP vom Tier zum Menschen (3).
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Matrix-Metalloproteinasen (MMP) sind zinkbindende Endopeptidasen und gehéren zu
der Familie der proteolytischen Enzyme. Durch ihr hohes proteolytisches Potential
spielen die MMPs eine wichtige Rolle bei einer Vielzahl von physiologischen und
pathologischen Prozessen, wie z. B. bei der Wundheilung, Mukosadestruktion, der
Inflammations-assoziierten Karzinogenese und der mukosalen Barrierefunktion sowie
der Metastasierung und bei entzindlichen Darmerkrankungen (inflammatory bowel
diseases IBD). In gesundem Gewebe wird dieses proteolytische Potential der MMPs zur
Regulierung der Homoostase der extrazellularen Matrix durch korpereigene MMP-
Inhibitoren, den Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPSs), streng reguliert. Diese
Balance ist wichtig, da eine Stérung mit verschiedenen Pathologien, wie z. B. einer
Fibrose und bdsartigen Tumoren, einhergehen kann.

MMPs spielen vermutlich auch wahrend der Infektion mit pathogenen Mykobakterien,
einschlieBlich MAP, eine Rolle. Seit der Erstbeschreibung von klinischen Ahnlichkeiten
zwischen CD und Paratuberkulose bei Rindern im Jahr 1913 wird vermutet, dass MAP
einen Erreger fur CD darstellen konnte. Seitdem konnte in einer Reihe von Studien
haufiger MAP in CD-Patienten nachgewiesen werden als in den Kontrollgruppen.
Dennoch ist nach wie vor umstritten, ob MAP einen atiologischen Faktor fiir CD oder

eher eine sekundéare Infektion in entziindeter Darmschleimhaut darstellt.

1.1. Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis

1.1.1 Gattung Mycobacterium

Der Genus Mycobacterium gehort als einziger Vertreter zur Gattung der Familie
Mycobacteriaceae in der Ordnung Actinomyzeten (Actinomycetales). Derzeit sind mehr
als 100 Spezies bekannt. Die meisten der Uber 50 Arten der Gattung Mycobacterium
sind nicht pathogen. Einige wenige Spezies, wie Mycobacterium tuberculosis (MTB),
Mycobacterium leprae, Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium avium avium (MAA)
sowie Mycobacterium avium paratuberculosis (MAP), die Erreger der Tuberkulose,
Lepra, Geflugeltuberkulose und Paratuberkulose, sind pathogen. Pathogene
Mykobakterien sind typische, fakultativ intrazellulare, eher langsam wachsende
Bakterien (4-6).

Der Mycobacterium avium Komplex (MAC) umfasst Mycobacterium avium intrazellulare,
Mycobacterium avium avium (MAA), Mycobacterium avium paratuberculosis,
Mycobacterium avium hominissuis und Mycobacterium avium silvaticum, welche in der
Umwelt relativ weit verbreitete Mykobakterien darstellen (7). Mycobacterium

intrazellulare und MAA sind Verursacher von Mykobakteriosen bei immunsupprimierten
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Menschen (8), wobei MAA einer der wichtigsten opportunistischen Infektionserreger bei
HIV-Patienten (9) sowie der Erreger der Geflugeltuberkulose ist (10). Ein weiterer
relevanter Krankheitserreger ist MAP als Verursacher der Paratuberkulose bei
Wiederkauern (11).

Allgemein sind Mykobakterien aerobe, unbewegliche, leicht gekrimmte, schlanke
Stabchen. Sie besitzen eine Lénge von 3-5 uym und eine Breite von ca. 0,3 um.
Mykobakterien sind grampositive Bakterien mit einer extrem hohen Saurefestigkeit
(12,13).

Mykobakterielle Zellwand

Die mykobakterielle Zellwand besteht hauptsachlich aus kovalent an Murein
gebundenen Mykolsduren und Peptidoglykanen. Sie besteht aus mehreren
Lipidkomponenten und aus verzweigten Arabinogalaktanketten (Abb.2). Das lipophile
Gerlst ist aufgebaut aus Phosphatidylinositolmannosid (PIM), Lipoarabinomannan
(LAM) und seinem biosynthetischen Vorlaufermolekil Lipomannan (LM). Diese
Lipidkomponenten sind Uber einen nicht-kovalenten Phosphatidyl-Myoinositol-Anker in
der Membran an der Mureinbasalstruktur verankert, speziell an den aus Arabinogalactan
bestehenden Peptidoglykanen. Die Zellwand der Mykobakterien hat eine wachsartige
Oberflache und bildet die Grundlage fur das diagnostische Merkmal der Saurefestigkeit.
Dieser Zellwandaufbau macht die Zelle extrem widerstandsfahig und ermdglicht somit
das Uberleben in nicht aktivierten Makrophagen. Diese Komponenten spielen eine
bedeutende Rolle in der Physiologie der Bakterien und bei den Veréanderungen wahrend
einer Infektion (14-17). Aufgrund der Struktur der mykobakteriellen Zellwand sind die
Bakterien undurchlassig fir viele Molekile und somit multiresistent. Nur hydrophile
Komponenten kdnnen die Zellwand durch Porine Gberwinden (18).
Die Peptidoglykane der mykobakteriellen Zellwand sind vermutlich fur die Modulation der
Immunantwort der infizierten Makrophagen von entscheidender Bedeutung (20,21).
Untersuchungen konnten LAM als zentralen Liganden bei der Interaktion mit
Makrophagen und dendritischen Zellen identifizieren. LAM stellt méglicherweise einen
wichtigen Modulator der Immunantwort im Verlauf einer Infektion dar (22). Das heutige
Verstandnis Uber den Aufbau der mykobakteriellen Zellwand beruht hauptsachlich auf
der Forschung tuber MTB.
Durch die typische Struktur der mykobakteriellen Zellwand kdnnen Mykobakterien
mikroskopisch durch die Ziehl-Neelsen-Farbung oder das Acid-fast-Staining dargestellt
werden. Die Ziehl-Neelsen-Farbung dient dem Nachweis ,saurefester Bakterien bzw.
Stdbchen. Das Prinzip beruht darauf, dass bei diesen Bakterien wachsartige
Mykolséauren in der Zellwand die Farbung unterbinden, indem sie das Eindringen des
3



hydrophilen Farbstoffs verhindern. Bei der Ziehl-Neelsen-Féarbung wird durch Hitze das
Eindringen des Carbolfuchsin (Phenolfuchsin) in die Lipidhille ermdglicht und das
Herauslosen des Farbstoffes verhindert (23,24). Hierdurch wird ein mikroskopischer
Nachweis von Nestern des Erregers ermoglicht, was vor allem bei Tieren mit klinischer
Symptomatik zu beobachten ist, da hier eine ausreichend hohe Sensitivitat des

Verfahrens durch hohe Bakterienanzahlen zu erwarten ist (25,26).
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Abbildung 2: Autbau der mykobakteriellen Zellwand
(modifiziert nach Nguyen et al. (19))

1.1.2 Mykobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP)

MAP gehéren zum MAC, bestehend aus nicht tuberkulésen Mykobakterien, die ein
breites Spektrum von Krankheiten bei Menschen und Tieren verursachen kénnen
(27,28). Mitglieder dieser Gruppe sind Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium
lepraemurium, Mycobacterium avium avium (MAA), Mycobacterium avium subsp.
hominissuis, Mycobacterium avium subsp. silvaticum und Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) (29).

MAP sind 3 um lange Bakterien. MAP ist unter den kultivierbaren Spezies mit einer

Generationszeit von uber 24h unter optimalen Bedingungen die am langsamsten
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wachsende Spezies. MAP kdnnen in der freien Natur nur in einem Wirt innerhalb von
Makrophagen wachsen und kénnen Uber einen langen Zeitraum in der Umwelt
Uberleben (30,31). Normalerweise bilden MAP 1-2 mm grol3e Kolonien oder rau
pigmentierte Kolonien (32). Die genetische Differenzierung von MAP erfolgt Uber den
Nachweis von Insertionselementen (IS). Dabei wird mit Hilfe der PCR-Methode das
Insertionselement 1S900 bei gleichzeitiger Abwesenheit von 1S901 und 1S902 detektiert,
wobei damit allerdings keine Aussage Uber die Vermehrungsféahigkeit der Erreger
getroffen werden, sondern nur das Vorhandensein von MAP-DNA im untersuchten
Probenmaterial nachgewiesen werden kann. Falsch positive Ergebnisse sind somit
moglich (33-37). Turenne et al. schlagen eine weitere subspeziesspezifische
Differenzierungsmoglichkeit fur diagnostische Zwecke Uber die Sequenzierung des
hsp65 (heat shock protein) vor (38).

1.1.3 John’s disease - Paratuberkulose

MAP ist hauptsachlich fur Wiederkauer infektibs und scheint der Erreger der
Paratuberkulose - einer chronischen granulomatdésen Entziindung des Darms bei
Wiederkauern wie Kuhen, Primaten und vielen anderen Arten - zu sein, bekannt als
Johnesche Krankheit oder Paratuberkulose (11,39). Diese Krankheit wurde 1894
erstmals von dem deutschen Wissenschaftler Johne und dem Gastdoktoranden
Frothingham (Massachusetts) beschrieben (40,41). Die Tiere werden haufig bereits als
Jungtiere auf fakal-oralem Weg, durch kontaminierte Milch oder die Nahrungsaufnahme
auf kontaminierten Flachen mit MAP infiziert (41). MAP ist somit in der Lage, chronische
Darmentziindungen in vielen Spezies, moglicherweise auch in Primaten, zu induzieren
(3,42). Der Darm von infizierten Tieren wird zunachst mit MAP besiedelt. Diese Tiere
zeigen Uber einen Zeitraum von zwei bis finf Jahren keine klinischen Symptome (30).
Die spat auftretenden Symptome dieser Krankheit sind im allgemeinen Durchfall,
reduzierte Milchproduktion, Gewichtsverlust und schlief3lich kommt es zum Tod (6).

Der lange Infektionsverlauf bei infizierten Tieren wird in drei Stadien unterteilt:
praklinisches Stadium, praklinische Exkretionsphase und klinische Phase. Die erste
préaklinische Phase zeichnet sich durch eine ausgepragte zellvermittelte Immunantwort
aus, wobei nicht unbedingt Krankheitssymptome zu beobachten oder Bakterien im Kot
nachweisbar sind. Eine humorale Immunantwort besteht zu diesem Zeitpunkt noch nicht.
Dem folgt die praklinische Exkretionsphase, bei der die Anzahl der Mykobakterien in der
Darmmukosa und im Lumen des Darms stark ansteigt und somit die Erreger auch im Kot

nachweisbar werden. Nun ist auch eine ausgeprdgte humorale Immunantwort zu
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verzeichnen (43). Die dritte klinische Phase ist von unstillbaren wassrigen Durchfallen
und einer sich daraus ergebenden Abmagerung gekennzeichnet. Dies hat eine
Reduktion der Milchleistung bei Rindern, diffuse Odeme, Anamie und Infertilitat zur
Folge. Wahrend der Infektion kommt es innerhalb der Darmmukosa zur intrazellularen
Proliferation der Bakterien in infizierten Makrophagen. Dies fiuhrt schlieBlich zum
Absterben der Wirtszelle und zur Freisetzung der Mykobakterien. Die freigesetzten
Mykobakterien werden wiederum von anderen Makrophagen phagozytiert oder Gber den
Kot ausgeschieden und kdnnen ganze Herden infizieren. Die Tiere werden dann in der
Regel geschlachtet oder sterben an den Folgen der therapieresistenten Durchfélle
(3,11,44-46).

1.1.4 Pathologie und Immunologie

Immunsystem

Die Interaktionen zwischen pathogenen Mikroorganismen und dem Wirt stellen ein
komplexes Geschehen dar. Im Allgemeinen kann das Immunsystem zwischen
korpereigenen und koérperfremden Substanzen unterscheiden. Das Immunsystem hat
die Fahigkeit, eingedrungene Mikroorganismen zu erkennen und zu eliminieren. Um sich
gegen eine Infektion mit pathogenen Bakterien zu wehren, stehen dem Korper zwei
miteinander kommunizierende Immunsysteme zur Verfligung: die angeborene Immunitat
und die erworbene Immunitat (47). Die erworbene Immunitat 16st eine spezifische
Immunantwort Uber die Bildung von B- und T-Zellen aus, wobei eine Produktion von
antigenspezifischen Antikdrpern zur Erkennung von koérperfremden Peptidantigenen
erfolgt. Die angeborene Immunitat ist in der Lage, ohne Verzbégerung mit seinen
Ressourcen direkt auf eine Infektion mit pathogenen Mikroorganismen zu reagieren
(48,49). Makrophagen haben ihre wesentliche Funktion in der Phagozytose sowie
Antigenprasentation und  werden aufgrund der  Expression  spezifischer
Oberflachenmolekiile charakterisiert. Verschiedene Rezeptoren vermitteln eine

Antigenerkennung und aktivieren z. B. Phagosome, um Pathogene zu degradieren (50).

Aktivierung von Makrophagen

Die heutigen Erkenntnisse dieser gegenseitigen Wechselwirkungen bei MAP basieren
hauptsachlich auf der Paratuberkulose-Forschung bei Rindern. Der Erreger MAP gelangt
nach Aufnahme Uber M-Zellen (Mikrofalten-Zellen) des Epithels im Bereich der
Peyerschen Plaques in den Darm oder wird tUber Enterozyten eingeschleust. Die Erreger

werden von sub- und intraepithelialen Makrophagen aufgenommen (Abb.3) (48,49,51).



Wenn Mykobakterien den menschlichen Korper infizieren, reagiert das korpereigene
System mdglicherweise nicht direkt, da Mykobakterien sich versteckt in Makrophagen
einnisten. Die wesentliche Funktion der Makrophagen ist es, Fremdkdrper bzw.
Bakterien aufzunehmen und diese zu zerstéren. Die Makrophagen sind zwar in der

Lage, Mykobakterien aufzunehmen, kénnen diese aber nicht immer eliminieren (52-55).
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Abbildung 3: Mykobakterielles Eindringen in die Darmwand
(modifiziert nach Immunopaedia (56))

Sobald Krankheitserreger die Epithelbarriere Uberwinden, werden sie von Phagozyten
erkannt und es kommt zur Sekretion von inflammatorischen Mediatoren und Zytokinen.
Die Antigenprasentation erfolgt durch major histocompatibility complex (MHC), und
gleichzeitig werden Oberflachenmolekile exprimiert, die die Aktivierung und die klonale
Proliferation der zum jeweiligen Antigen passenden naiven CD4*-T-Lymphozyten
bewirken, die wiederum B-Lymphozyten, CD8*-T-Lymphozyten und weitere

Makrophagen aktivieren (50).

Erkennung grampositiver Mykobakterien durch PAMPs (pathogen
associated molecular patterns)

Im folgenden Abschnitt wird der Einfluss von mykobakteriellen Antigenen als
Modulatoren auf Makrophagen beschrieben. Bei der angeborenen Immunitéat ist es
wichtig, dass nicht jedes mdgliche Antigen als ,fremd“ eingestuft wird, sondern nur
bestimmte Strukturen erkannt werden. Dies erfolgt dadurch, dass Makrophagen uber

bakterielle PAMPs aktiviert werden, wozu Lipopolysaccharide (LPS), Flagellin,
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Peptidoglykane, Lipoteichonsduren, Mannane, Glykane, doppelstrangige RNA und
bakterielle DNA gehoren, die ausschliel3lich von Mikroorganismen gebildet werden
(50,57). Die Zellwand der grampositiven Mykobakterien ist lipidreich und enthalt viel
Mykolsaure und Mykoside, welche als Virulenzfaktoren eingestuft werden, da sie stark
immunmodulatorisch und antiinflammatorisch wirken (58).

PAMPs werden Uber Toll-like-receptors (TLRs) von Makrophagen erkannt, was zur
Sekretion biologisch aktiver Mediatoren, wie proinflammatorischer Zytokine, fihrt. TLRs
gehdren zu den PRRs (,pattern-recognition receptors®) und sind Rezeptoren, die bei der
unspezifischen Erkennung von Pathogenen und damit bei der Immunitat eine zentrale
Rolle spielen (vgl. Abschnitt 1.3) (59).

Immunabwehr infizierter Makrophagen

Durch die Erkennung von PAMPs Uber TLRs und Effektormolekile bilden sich Cluster
von infizierten und nicht infizierten Makrophagen, die miteinander interagieren, um ein
Granulom zu bilden. Das klinische Erscheinungsbild mykobakterieller Infektionen ist
durch die Granulombildung gepragt. Wahrend der Infektion kommt es innerhalb der
Darmmukosa zur kontinuierlichen intrazellularen Proliferation des Erregers im infizierten
Makrophagen. Bisher ist wenig Uber die an der Regulation der Granulombildung
beteiligten Zytokine und Chemokine bekannt. Einige Studien konnten die Bedeutung des
Zytokins TNF-a fir die Bildung der Granulome durch die Regulation der
Chemokinsynthese anderer Immunzellen zeigen (48,52-55,60).

Beim Eintritt in die Makrophagen andern Mykobakterien die Phagosome, so dass eine
Fusion zum Phagolysosom verhindert wird und dadurch die Bakterien vor
Abwehrmechanismen des Wirtsorganismus geschitzt sind (Abb.4) (61,62). Die
Bakterien kdénnen somit Uberleben und proliferieren innerhalb der Phagosomen der
Makrophagen. Der Aufbau der Zellwand bietet zusatzlich einen gewissen Schutz vor
dem feindlichen Phagosomenmilieu (63).

Da die Erreger-Wirt-Interaktion wahrend einer MAP-Infektion hauptséchlich innerhalb der
Makrophagen stattfindet, ist die proinflammatorische und zytotoxische Immunantwort
essenziell fur die Kontrolle der Infektion. Infizierte Makrophagen kdnnten als Shuttle fur
MAP im Wirt fungieren (64,65). Im Dunn- und Dickdarm und sogar in der Leber kdnnen

Granulome aus Makrophagen und Lymphozyten bei einer MAP-Infektion auftreten (66).



Phagozytose

Mycobakterium

N
Zellmembran % /

Phagosom
N\

Zytoplasma
yiop Lysosom

N

Fusion

Abbildung 4: Phagozytose bei Mykobakterien
(modifiziert nach Immunopaedia (56))

Zellvermittelte Immunabwehr

Die erste Reaktion des Organismus auf den Erreger ist eine starke zellvermittelte und
auf den Darm begrenzte Immunabwehr. Diese wird vor allem durch CD4*-Zellen, aber
auch durch zytotoxische CD8" T-Zellen und ydT-Zellen vermittelt. Die Makrophagen, die
die MAP erfolgreich abtéten konnten, wandern vermutlich in die Lymphknoten. Dort
aktivieren diese Uber die Antigen-Prasentation T-Lymphozyten und es kommt zu einer
Proliferation spezifischer zytotoxischer CD8* T-Zellen und CD4* T-Helfer-Zellen. Diese
proliferieren daraufhin und gelangen Uber die Blutbahn an den Ort der MAP-Infektion
(12,67,68).

In der Regel vergrofRern sich granulomatdse Lasionen unter dem Einfluss von CD4* T-
Zellen durch die Produktion von Interferon gamma (IFN-y) und die Rekrutierung von
anderen Zelltypen, wie Lymphozyten, Makrophagen und Fibroblasten (46,69-74).
Verschiedene T-Zell-Untergruppen konnten in den verschiedenen Stadien der Krankheit
im lleum von Schafen mit natdrlicher Paratuberkulose beobachtet werden. Im lleum von
infizierten Schafen lag der Anteil der CD4* T-Zellen héher als in normalem Gewebe. Im
Gegensatz dazu war die Anzahl der CD8" T-Zellen verringert (75). In nattrlich und
experimentell infizierten Ochsen, die sich in einem frihen Stadium der Krankheit
befanden, waren die CD8" T-Zellen erhoht und CD4* T-Zell-Aktivitat verringert, wobei in
einem spéateren Stadium der Erkrankung die CD4" T-Zellen préavalent waren (68,76).

Aus der Tuberkuloseforschung ist bekannt, dass die Kontrolle der Infektion vor allem von
CD4* T-Lymphozyten abhangig ist. Untersuchungen haben gezeigt, dass die von ihnen

synthetisierten Mediatoren IFN-y und IL-2 die Aktivierung der Makrophagen aus dem
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Blutstrom induzieren und somit die Infektion kontrollieren (46,77). Ob dieser Effekt auch
bei MAP-infizierten Makrophagen eintritt, ist bislang nicht geklart. Fir die Elimination von
MAP mussen die Makrophagen aktiviert werden; diese wiederum benétigen zur
Aktivierung das koordinierte Zusammenspiel von IFN-y, Thl-Zellen sowie von IL-1, IL-6
und TNF-a (64). Diverse Studien untersuchten die Rolle dieser Zytokine in der
Pathogenese der Paratuberkulose und konnten Hinweise darauf geben, dass MAP eine
verstarkte Expression der Zytokine IL-1B, IL-6 und TNF-a hervorruft (54,65,78,79). Somit
sind eine Reihe unterschiedlicher Zytokine an der Kontrolle mykobakterieller Infektionen
beteiligt. Zum besseren Verstandnis werden die in dieser Arbeit betrachteten Zytokine
kurz ndher erlautert.

Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) ist ein potentes proinflammatorisches Zytokin,

welches im mukosalen Darmgewebe bei mehreren Autoimmunerkrankungen,
einschlieB3lich rheumatoider Arthritis und CD, erhoht ist. Dartiber hinaus ist TNF-a
gegenuber pathogenen Mykobakterien ein vielseitig wirkender Faktor der Immunantwort.
In vitro-Studien haben eine erhdhte Expression von TNF-a in mukosalen Zellkulturen
von MAP-positiven CD-Patienten, sowie eine erhdhte T-Zell-Proliferation von peripheren
mononuklearen Zellen dieser Patienten identifiziert (80,81). Durch MTB Infektionen wird
die TNF-a-Sekretion in den Makrophagen induziert, wobei in TNF-a-defizienten Mausen
eine MTB Infektion zum raschen Tod der Tiere fuhrt (82). Des Weiteren ist bekannt,
dass die Regulation von TNF-a mit der Bildung von Granulomen in mykobakteriell
infizierten Individuen korreliert. Studien haben gezeigt, dass durch die Inaktivierung von
TNF das Granulom in Paratuberkulose erkrankten Tieren nicht weiter stabilisiert wird
und dies eine Verschlechterung der Erkrankung zur Folge hat (6,79,83).

Interleukin alpha/beta (IL-1a/B) wiederum ist essentiell fur eine klonale Expansion der T-

Zellen (79). IL-1 ist in MTB-infizierten Makrophagen fir die akute Phase verantwortlich,
bei der z. B. Fieber und Kachexie auftreten. AufRerdem wird IL-1 eine
immunsupprimierende Wirkung wahrend der MTB Infektion zugeschrieben (55,74). In
dieser Arbeit wird anhand der vorangehenden Arbeiten das Augenmerk in der IL-1-
Gruppe auf IL-1B gelegt. IL-1B wird bei proteolytischen Prozessen aktiviert; auch wurde
eine erhdhte Produktion von IL-18, TNF-a und IL-6 in der Schleimhaut mikroskopisch
normaler CD-Patienten beobachtet, wobei IL-6 hier einen wichtigen Faktor fur die

Inflammation und die T-Zelldifferenzierung darstellt (84,85).

Zusammenfassend ist zu unterstreichen, dass Makrophagen die erste Abwehr gegen
eine Infektion mit MAP bilden, aber auch die Hauptzielzellen im Wirt darstellen. Durch
noch nicht genau geklarte molekulare Mechanismen gelingt es MAP, die infizierten
Makrophagen in einem inaktiven Zustand zu halten. Viele unterschiedliche und

manchmal widersprichliche Ergebnisse tber die Immunantwort des Wirtes gegen MAP
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wurden veroffentlicht. Tatsache ist, dass bis heute nur wenige Daten zur Verfligung
stehen, die zuverlassige Aussagen erlauben. Ein konkreter Zusammenhang zwischen
MAP-Infektion und chronischer Darmentziindung beim Menschen mit CD konnte in
einigen Studien nachgewiesen werden, wahrend andere Untersuchungen eine solche

Beziehung nicht bestatigen konnten (86-92).

1.1.5 Tiermodelle zur Infektion von MAP

Der nattrliche Weg der Infektion von MAP bei Wiederkauern ist fakal-oral (41). Dennoch
wurden im experimentellen Setting viele Versuche mit MAP-Infektion in verschiedenen
Tiermodellen und mit verschiedenen Infektionsarten durchgefiihrt. Entsprechend der
aktuellen Literaturarbeiten werden experimentelle Infektionen bei Schafen, Rindern,
Hirschen,  Ziegen, Pferden, Schweinen, Kaninchen, Ratten, @ Hamstern,
Meerschweinchen, Hiuhnern und Mausen durchgefihrt. Die Infektion mit MAP wurde
dabei subkutan, intratonsillar, intraintestinal, intragastrisch, intrauterin, intratracheal,
intraperitoneal (i.p.), intravends (i.v.) und oral durchgefuihrt. Unterschiedliche
Mycobacterium avium-Stamme wurden fur unterschiedliche Tiermodelle genutzt. Relativ
oft wurde der vom Rind isolierte K10-Stamm verwendet (93,94). Des Weiteren
unterschieden sich die Infektionsdosis und die Anzahl der Applikationen. Die
Beobachtungszeit der Experimente reichte bis zu mehreren Jahren, aber auch kiirzere
Zeitpunkte wurden als Endpunkte eingesetzt. Besonders bei Mausen wurde eine
unterschiedliche Anfalligkeit von verschiedenen Stammen bei der Infektion mit MAP
beobachtet.

In einer fur die vorliegende Dissertation richtungsweisenden Arbeit wurde ein Vergleich
der i.p. Infektion in Mausen mit 1x10° CFU (colony forming unit; Lebenszellzahl von
Mikroorganismen) des MAP-Stammes ATCC 19698 in C57BI/6 (Inzucht-Mausstamm
abgeleitet vom C57BL-Stamm) und C3H/HeN-Mausen (von C3H-Elternstamm
stammende Labormaus-Inzuchtlinie) durchgefiihrt. Es wird hier bereits darauf
hingewiesen, dass C57BI/6-Mause anfalliger fur MAP sind als C3H/HeN-Mause. Es liegt
die Vermutung nahe, dass unterschiedliche T-Zell-Untergruppen eine Rolle bei der
ungleichen Anfalligkeit dieser beiden Maus-Stamme spielen kénnten (95). Um den
adaptiven Transfer von MAP bei nude/SCID-Mausen (SCID = severe combined
immunodeficiency; schwerer kombinierter Immundefekt) zu testen, wurden Milzzellen
von nicht-infizierten BALB/c (im Labor geziichtete Albino-Maus) Mausen 2 Wochen nach
Infektion mit 1x10° CFU eines MAP-Rinder-Isolats i.p. inokuliert. Der Infektionsverlauf
wurde bis 12 Wochen nach der Infektion beobachtet. Die Autoren beschreiben, dass der

adaptive Transfer auf nude/SCID-Mause zu einer erhéhten Resistenz gegen MAP flhrt.
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Obwohl dieses adaptive Transfer-Modell geeignet zu sein scheint, um die MAP-Infektion
zu induzieren, wurde auch gezeigt, dass dieser Transfer allein bereits zu einer erhéhten
Entzindung des Darms fuihren kann (96,97). Des Weiteren wurde der Wirkung von CD4*
CD45RB"" T-Zellen (naive T-Zellen) eine Bedeutung zugeschrieben. Diese T-Zell-
Population konnte bei Ubertragung in immundefiziente Mause eine Colitis verursachen.
Dieser Effekt wurde durch die gleichzeitige Ubertragung von CD4* CD45RB"" T-Zellen
(aktivierte Gedachtnis-T-Zellen) gehemmt (98).

CD45RB ist ein Mitglied der Protein-Tyrosin-Phosphatase-Familie, wird von Leukozyten
exprimiert und ist bekannt als wesentlicher Regulator der T-Lymphozyten (99). Der
adaptive Transfer von CD4*CD45RB" T-Zellen (naive T-Zellen) von gesunden Wildtyp-
Mausen in immunkomprimierte (lymphopenic) Mause fuhrte 5 bis 8 Wochen nach der T-
Zell-Rekonstitution zur Colitis und Dinndarmentziindung. Dieses Modell ist fir die
Untersuchung der Beteiligung von spezifischen T-Zellen an der Fehlregulation der T-
Lymphozyten von Bedeutung (96). Eine Co-Injektion von CD4*CD45RB" T-Zellen
(aktivierte Gedachtnis-T-Zellen) konnte die Entwicklung einer Colitis unterdriicken (100).
Unterschiede in den Tiermodellen, MAP-Stammen, Inokulationsdosen und Zeitplanen
haben die Untersuchungsergebnisse beeinflusst. Keines der beschriebenen Modelle
konnte bisher als Gold-Standard-Modell fur eine naturliche MAP-Infektion und
Pathologie betrachtet werden (93,94,98).

Speziell fir unsere Untersuchungen zur i.p. Infektion mit MAP wahlten wir
immungeschwachte Mause. Diesen sogenannten Rag2”’-Mausen fehlen die
,Rekombination aktivierenden Gene“ (Rag2™’), die notwendig fur die Umlagerung der
Gensegmente sind, welche die T- und B-Zell-Rezeptoren bilden. Als Folge fehlen
derartigen Mausen die Zellen des adaptiven Immunsystems, und sie sind stark
immungeschwécht (101). In der vorliegenden Arbeit zur Rekonstitution verschiedener T-
Zell-Subpopulationen wurde fir die MAP-Infektion die i.p. Injektion gewahlt, da derzeit
noch kein in vivo Maus-Modell mit einer mukosalen Translokation beschrieben wurde.
Infizierte Mause wurden hierfir mit verschiedenen T-Zell-Subpolulationen rekonstituiert;
anschliel3end wurde das Darmgewebe auf Anzeichen von Immunaktivierung untersucht,
wie die Bildung von Granulomen oder die Hochregulation der MMPs, TIMPs, Toll-like-

Rezeptoren und proinflammatorischen Zytokine.
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1.2 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

1.2.1 Morbus Crohn und Colitis ulcerosa

Chronisch entzindliche Darmerkrankungen (CED) sind durch wiederkehrende und teils
anhaltende kontinuierliche Krankheitsschibe gekennzeichnet. Zu den haufigsten CED
gehdren Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, die unspezifische chronische entzindliche
Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes darstellen. Beide Erkrankungen weisen
ahnliche Symptome auf: Bauchschmerzen, haufige z. T. blutige Durchfédlle sowie bei
langer anhaltenden Schiben Gewichtsverlust und Schwache. CD und UC gehéren zur
Gruppe der Inflammatory Bowel Diseases (IBD) und werden als inflammatorische
Veranderungen des Gastrointestinaltraktes zusammengefasst (102).

Morbus Crohn st eine chronische transmurale Entzindung, die durch eine
Wechselwirkung zwischen Darminhalt und Immunsystem entsteht (102). Histologisch
entstehen bei CD L&sionen, bei der es zu einer Infiltration von Entziindungszellen im
Darm kommt, was zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und somit zu
einer verstarkten Immunantwort fihrt (103). Charakteristisch treten Epithelzellgranulome
und mehrkernige Riesenzellen, sowie Hyperplasien der Lymphknoten und Fisteln auf
(Abb.5). Makroskopisch ist eine Verdickung der Darmwand, Einengung des Lumens
sowie Stenosebildung zu beobachten. Darliber hinaus ist eine knotige
.pflastersteinartige” Mukosa zu erkennen, welche durch ulzerierte Mukosa und verdickte
Submukosa entsteht. Die Ulzerationen konnen sich auf die Submukosa und die
Muscularis ausdehnen, die dann als Fisteln und Fissuren zu sehen sind. CD kann im
gesamten Verdauungstrakt auftreten, wobei eine vermehrte Lokalisation im terminalen
lleum und Kolon verzeichnet wird. Prinzipiell kann jeder Abschnitt des Magen-Darm-
Trakts betroffen sein, wie auch bei der Paratuberkulose beim Rind beschrieben (3). Die
Symptome der CD sind allgemeines Unwohlisein, chronischer Gewichtsverlust,
Bauchschmerzen und Durchfall (103,104).

Colitis ulcerosa ist eine Erkrankung, die auf die Darmschleimhaut des Kolon (Mukosa
und Submucosa) begrenzt ist. Es kommt zu einer Infiltration mit Lymphozyten und
Plasmazellen, die wiederum zu Kryptenabszessen und Kryptenatrophie fihrt. Bei
langjahrigen Verlaufen und wiederholten Entzindungsprozessen kann es zu einer
submukdsen Fibrose kommen (105). Makroskopisch ist der Verlust der Haustrierung zu
beobachten, wodurch eine glatte ,fahrradschlauchartige® Struktur der Kolonwand
entsteht. In den meisten Krankheitsfallen beginnt die UC distal im Rektum und breitet

sich kontinuierlich nach proximal zum Kolon aus. Oft beginnt die Krankheit schleichend,
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und die Patienten haben bei Diagnosestellung bereits Uber Jahre Symptome. Auch hier
ist die genaue Atiologie bis heute unklar. Bei schweren Verlaufen der Krankheit sind
mehr als 20 Stiuhle pro Tag mdglich, oft verbunden mit krampfartigen
Abdominalschmerzen, Gewichtsabnahme, rektalen Blutungen ohne Stuhl, schleimigen
Durchfallen sowie mit Inkontinenzproblemen (103,105,106,106). Die Untersuchung
mittels Endoskopie stellt bei der UC das beste diagnostische Mittel dar. Endoskopisch

findet man fur die Erkrankung typische Schleimhautver&nderungen mit verminderter

Gefaldzeichnung und Ulzerationen (Abb.5).

¥ -
Abbildung 5: Entziindliche Darmerkrankungen
A) Normale Darmschleimhaut. B) Colitis ulcerosa (Endoskopie): starke Entziindung der 6dematés
veranderten Kolonmukosa mit Verlust der Haustrierung. genehmigt von (107) C) Endoskopisches
Bild von Morbus Crohn im Diinndarm (108)

Atiologie und Pathogenese

Die genaue Grundlage der Pathogenese der CED-Erkrankungen ist noch unklar. Es
werden verschiedene auslésende Faktoren diskutiert. Atiologisch wird bei UC und CD
eine multifaktorielle Pathogenese mit Beteiligung von genetischen, mikrobiologischen
und immunologischen Faktoren angenommen (81,103,105,109,110).

Die Bedeutung der genetischen Disposition wurde durch Zwillings-Studien bestatigt. In
mehreren Untersuchungen konnte demonstriert werden, dass die Wahrscheinlichkeit an
CD und UC zu erkranken bei homozygoten Zwillingen deutlich héher (ca. 50%) ist als
bei heterozygoten Zwillingen (ca. 5%) (111). Aus diesem Grund wird von einigen
Autoren die Existenz von gemeinsamen Genen (z.B. NOD2/CARD15 siehe nachstes
Kapitel) angenommen, die im Falle von Mutationen zur phanotypischen Auspragung bei
UC oder CD fuhren (112).

Es wird vermutet, dass eine unkontrollierte und zu starke Immunantwort des
Darmepithels auf das bakterielle Darmmilieu fir die Entstehung der chronischen
Entziindungsveranderungen der Darmschleimhaut eine wichtige Rolle spielt (113). Bei

dieser Reaktion des Immunsystems auf mikrobielle Antigene sind Toll-like-Rezeptoren
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wesentlich (TLR; Abschnitt 1.4). TLR sind fur die Aufrechterhaltung der intestinalen
Epithelzellbarriere verantwortlich (59,114).

1.2.2 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen und MAP

Bislang gibt es keine Uberzeugende Erklarung fur die Pathogenese der CD. Sowohl
verschiedene Umweltfaktoren als auch pathogene oder nicht pathogene Mikroben,
Lebensstil, Hygienefaktoren, Ernahrung und Stress werden als Grinde fir die
Entstehung von CD diskutiert (115-120). Es ist bekannt, dass MAP der Erreger der
Paratuberkulose bei Tieren ist, und es wird kontrovers diskutiert, ob auch ein
Zusammenhang zwischen MAP und der CD-Erkrankung des Menschen bestehen
konnte (3,121). Daher wird die Rolle von MAP als Zoonose Erreger in den letzten Jahren
verstarkt untersucht.

CD verlauft in Schiiben und der gesamte Gastrointestinaltrakt kann betroffen sein. Die
Erkrankung beruht auf einer UberméfRigen mukosalen Immunantwort bei genetisch
pradisponierten Personen gegentber mikrobiellen Antigenen von Darmmikroben
(122,123). Seit 1913 wird — erstmals durch Dalziel — die Beschreibung der klinischen
Ahnlichkeiten zwischen CD und Paratuberkulose (John’s disease) des Rindes diskutiert
(124,125). Chiodini konnte 1984 MAP-ahnliche Organismen bei 2 von 11 CD-Patienten,
jedoch bei keinem der weiteren 6 untersuchten Patienten mit anderen IBD nachweisen.
Bis 1989 gab es vereinzelt Nachweise von MAP bei CD-Patienten, jedoch konnten diese
Studien wegen ihres unterschiedlichen Studiendesigns nicht miteinander verglichen
werden (126). Francois et al. konnten homologe Gensequenzen von 4 MAP-Isolaten aus
Probenmaterial von CD-Patienten und 8 von 11 MAP-Isolaten aus Probenmaterial von
Tieren feststellen (127). Daraufhin wurde die Hypothese aufgestellt, dass MAP einen
Erreger in CD darstellen kénnte. Seitdem haben eine Reihe von Studien einen
haufigeren Nachweis von MAP-DNA bei Patienten mit CD als in der Kontrollgruppe ohne
CD beobachten kdnnen (86,128-130).

Rosenfeld und Bressler haben die Grinde fur und gegen einen kausalen
Zusammenhang zwischen MAP und CD zusammengestellt. lhnen zufolge spricht fur
einen Kausalzusammenhang die Tatsache, dass es makroskopische und
mikroskopische Ahnlichkeiten zwischen CD und Paratuberkulose bei Rindern gibt. Es
konnte auch MAP in Milch und im Wasser nachgewiesen werden, denn MAP-Bakterien
kénnen konventionelle Pasteurisierungsverfahren tberleben (131). Des Weiteren konnte
MAP in Gewebe und Blut von Patienten mit CD haufiger nachgewiesen werden als bei
Personen ohne CD. Auch genetische Faktoren, wie die Genmutationen NOD2/CARD15,

sind nachgewiesen préadispositionierend fir CD. Durch diese Mutationen kommt es zu
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einer defekten Immunantwort auf bakterielle Infektionen und dann mdoglicherweise zu
einer ineffektiven Bekampfung intrazellularer MAP. Gegen einen kausalen
Zusammenhang hingegen spricht nach Rosenfeld und Bressler, dass Menschen mit
Kontakt zu MAP-infizierten Tieren keine erhohte Pravalenz fir eine MAP-Infektion
besitzen. Ebenfalls konnte in einigen Studien MAP gelegentlich auch bei Personen ohne
CD nachgewiesen werden. AuRerdem gebe es bislang noch keine Beweise dafir, dass
MAP-haltige Nahrung CD hervorruft (131). In der Studie von Saleh et al. wurden
Blutproben von 28 CD-Patienten untersucht, wobei bei 16 dieser Patienten ein PCR-
und/oder kulturell positiver Nachweis von MAP gelungen ist (132). Weitere
Untersuchungen richteten sich auf die Antikorpertiter gegen MAP von Tierarzten und
Landwirten, die mit den Titern durchschnittlicher Blutspender verglichen wurden. Es
konnte ein wesentlich hoherer Titer bei den Tierarzten und Landwirten festgestellt
werden. Im Rahmen dieser Studie wurden 11-12 % der Tierarzte und Landwirte, jedoch
lediglich 3,3 % der Blutspender als serologisch positiv getestet (133). Bislang wiesen in
vitro Studien einen erhdhten TNF-a-Spiegel in mukosalen Kulturen von MAP-positiven
CD-Patienten auf. Eine erhohte T-Zell-Proliferation nach einer MAP-Inkubation von
peripheren mononukledren Zellen aus Patienten mit CD wurde als Patho-Mechanismus
und zellulare Antwort beschrieben (80,81).

Dennoch stellt sich nach wie vor die Frage, ob MAP einen atiologischen / kausalen
Faktor fir CD oder eher einen sekundéaren Keim in bereits entziindeter Darmschleimhaut
darstellt (86,134,135).

1.3 Toll-like-Rezeptoren

Das Immunsystem erkennt das Eindringen von pathogenen Liganden oder anderen
Fremdmaterialien, wobei man zwischen einer angeborenen, nicht-adaptiven und einer
erworbenen, adaptiven Immunantwort unterscheidet. Beim angeborenen Immunsystem
werden von Rezeptoren konservierte molekulare Strukturen, die als ,pathogen-
associated molecular patterns® (PAMPs) bezeichnet werden, erkannt. Diese erlauben
die Unterscheidung zwischen korpereigenen und pathogenen Merkmalen. Zu den
pathogenen Merkmalen gehéren Zellwandbestandteile und  Strukturen von
Mikroorganismen wie z. B. Lipopolysaccharide (LPS) von gramnegativen Bakterien,
Lipoteichonséure von grampositiven Bakterien oder auch bakterielle DNA (136,137). Bei
der Erkennung dieser pathogenen Bestandteile spielen die Toll-like-Rezeptoren (TLR)
eine wichtige Rolle, wobei sie Abwehrzellen aktivieren konnen, die dann eine

Entziindungsreaktion hervorrufen. TLRs sind eine Familie von Proteinen, die die
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Fahigkeit haben, mikrobielle Strukturen zu erkennen, und die eine wichtige Rolle in der
angeborenen Immunantwort gegen Infektionserreger spielen (138).

Beim Menschen wurden bisher 11 Mitglieder der TLR-Familie identifiziert. Sie werden
von verschiedenen Zellarten des Immunsystems, aber auch von anderen Zellen
exprimiert und befinden sich entweder an der Zelloberflache oder im Zytoplasma (139).
TLR-2 und TLR-4 kommt eine Schlisselrolle in der Erkennung von Bakterien zu. TLR-2
erkennt Lipoproteine und Peptidoglykane von grampositiven Bakterien und TLR-4 die
Lipopolysaccharide der gramnegativen Bakterienzellwand. TLR-6 interagiert funktionell
mit TLR-2, um eine zellulare Erkennung von bakteriellen Diacyl-Lipoproteinen zu
vermitteln. TLR-5 erkennt das Hauptprotein Flagellin der bakteriellen Gei3eln. TLR-3, -7,
-8 und -9 werden im Zytoplasma exprimiert und erkennen virale RNA, bzw. bakterielle
DNA (139,140).

Uber TLRs und durch intrazellulare Mechanismen wird NFkB (nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells) oder JNK (c-JUN N-terminal kinase) gebildet. Die
Bindung von spezifischen Liganden an ihren Rezeptoren kann zur Freisetzung von
Zytokinen und stimulatorischen Molekulen und zur Veréanderung der Expression von
Oberflachenmolekiilen fuhren (59).

Die Abbildung 6 veranschaulicht die Toll-like-Rezeptor vermittelte Signaltransduktion am
Beispiel von TLR-9. Die Stimulation des TLR fuhrt Uber viele Zwischenschritte zur
Expression von inflammatorischen Zytokinen, TNF-a, TNF-B sowie verschiedener
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) (141). In einer Vielzahl von entziindlichen
Erkrankungen wurde die Regulation der MMPs durch TLRs beeinflusst (85). Es gibt
erste Hinweise, dass MMPs wahrend der Infektion mit pathogenen Mykobakterien wie
z.B. MAP hochreguliert sind, und dass eine mykobakterielle Infektion zu entziindlichen
Veranderungen im Gewebe fuhrt (142). In ruhenden Zellen ist TLR-9 auf der Membran
des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert. Durch Verschmelzen mit der
Plasmamembran und anschlieBender Endozytose gelangt der Rezeptor in lysosomale
Zellkompartimente (141).

TLRs spielen somit eine wichtige Rolle bei der Erkennung von verschiedenen
Pathogenen, einschliel3lich MAP (114,143,144). Agonisten von TLR, wie LPS oder LAM,
I6sen im Makrophagen eine konservierte Signalkaskade aus. Diese Strukturen mit
hochst konserviertem Aufbau kommen in einem sehr grof3en Spektrum von
Mikroorganismen vor. Mykobakterien und mykobakterielle Bestandteile aktivieren
Makrophagen und dendritische Zellen Uber TLR; insbesondere TLR-2 in Verbindung mit
TLR-1, TLR-6 und TLR-4 wurden als wesentliche Rezeptoren bei der Anerkennung von
mykobakteriellen Antigenen identifiziert (145-147). Wie die genaue Signalvermittlung

initiiert wird, ist gegenwartig noch unklar. Im Gegensatz zu anderen Mykobakterien
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wurden fir die MAP induzierte Signalvermittiung noch kaum Untersuchungen
durchgefuhrt.

Bakterielle

CpG DNA
TLR-6  TLR-2 TLR-4 TLR-5

d 4/, 4§

Zellkern

Zytokine

—> Interferon a+B

PP ST

Abbildung 6: NFkB -Signalweg am Beispiel von TLR-9.

(modifiziert nach (140,144,148) Bakterielle CpG-DNA gelangen durch Endozytose in den
intrazellularen Raum und werden endosomal von TLR-9 erkannt. Eine Signalkaskade fiihrt zur
Aktivierung von MyD88, IRAK, TRAF6 und IkB. Es erfolgt eine Translokation von NFkB in den
Nukleus, wodurch die Expression proinflammatorischer Zytokine induziert wird.
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1.4 Matrix-Metalloproteinasen

Aufgrund der in dieser Arbeit dargestellten zentralen Bedeutung der Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs), wird im Folgenden die Rolle von MMPs in der Modulation
durch mykobakterielle Infektionen eingegangen.

MMPs gehoren zur Familie der zinkabhangigen, endogenen Proteasen mit der Fahigkeit,
verschiedene Komponenten der extrazellularen Matrix (EZM) abzubauen. Die EZM ist
der Anteil des Gewebes, der zwischen den Zellen liegt. Sie setzt sich im Wesentlichen
aus Kollagenen, Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen zusammen. Kollagen ist ein
extrazellulares Protein, das dem Gewebe Zugfestigkeit verleint und fast 90 % der
organischen Matrix ausmacht. Der Abbau der EZM-Molekile wird durch MMPs
vermittelt. Alle Kdrperzellen kénnen MMPs in unterschiedlicher Menge produzieren. Die
humanen MMPs sind eine Familie von mindestens 26 zinkabhangigen Endopeptidasen.
Entsprechend ihrer unterschiedlichen Substratspezifititen werden die einzelnen

Mitglieder der MMP-Familie in sechs Gruppen eingeteilt (149):

Tabelle 1: Gruppeneinteilung der MMPs

a) Kollagenasen - MMP-1, MMP-8, MMP-13

(Typ I-Kollagenasen)

b) Gelatinasen > MMP-2, MMP-9
(Typ IV-Kollagenasen)

C) Stromelysine -> MMP-3, MMP-10, MMP-11

d) membranstandige MMPs (MT) 2> MMP-14, MMP-15, MMP-16,
MMP-17, MMP-24, MMP-25

e) Matrilysine - MMP-7, MMP-26

f) nicht klassifizierbare MMPs -> MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-

21, MMP-23, MMP-27, MMP-28

Funktion

MMPs stellen aufgrund ihres hohen proteolytischen Potenzials die wesentlichen
Regulatoren der EZM dar, welche nahezu alle Proteinbestandteile der EZM direkt
spalten kdnnen und immunologische Funktionen der EZM kontrollieren (150,150,151).
Die proteolytische Aktivitat der MMPs wird durch spezifische Gewebe-Inhibitoren von
Metalloproteinasen (sogenannte Tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMPs) durch
nicht kovalente Bindung der aktiven Form gesteuert (152,153). Durch den Abbau der

EZM nehmen die MMPs am “Remodelling” der Organe teil, indem sie die extrazellularen
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Molekile spalten, so dass andere Zellen einwandern kénnen. Besonders wichtig ist dies
fur die Entwicklung und Regeneration der Gewebe, aber auch fir die Migration von
inflammatorischen Zellen im Rahmen der Immunreaktion (154-156).

MMPs kommt eine groRe Bedeutung bei einer Vielzahl von physiologischen und
pathologischen Prozessen zu. Eine Uberexpression von MMPs fiihrt zu einem
Ungleichgewicht zwischen der Aktivitdat der MMPs und TIMPs. MMPs werden wegen
ihres Auftretens in den verschiedensten Geweben als Schlisselenzyme in
physiologischen Prozessen wie z. B. bei der Wundheilung, der Mukosadestruktion, der
Inflammations-assoziierten Karzinogenese und der mukosalen Barrierefunktion sowie
der Metastasierung von Tumoren und der Mukosadestruktion bei entzindlichen
Darmerkrankungen gesehen. Die Bedeutung ist in den meisten Prozessen auf eine
Umstrukturierung der EZM zurlckzufiihren. Das regulierte Gleichgewicht von Auf- und
Abbau der EZM ist in pathologischen Prozessen gestort, so dass es zu einer gestorten
Degradierung der EZM kommt. Im gesunden Gewebe sind die meisten MMPs nur in
geringen Mengen nachweisbar (157,158). Viele MMPs werden als inaktive Vorstufen
sezerniert. Nach der Sekretion werden MMPs durch ihre spezifischen Inhibitoren, die
TIMPs, gehemmt. TIMPs binden an unterschiedlichen Stellen im jeweiligen MMP-
Molekiil (159). Tabelle 2 stellt eine Ubersicht tUber die verschiedenen MMPs, ihre

Substrate und die exprimierenden Zellen dar.
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Tabelle 2: Ubersicht der humanen Matrix-Metalloproteinasen.
modifiziert nach (160,161)

MMPs Herkémmlicher Name Substrat Produzierende Zellen
MMP-1 Interstitielle Kollagene I, II, IlI, VII, VIII, X, Gelatine, Aggrecan, Myelinbase-Protein, proTNF-a, MMP-2, MMP-  Tumorzellen (Mamma, Kolon,
Kollagenase 1 9, IL-1B, L-Selektin, Casein, al-Antitrypsin, Ovostatin. Prostata), Fibroblasten,
Entziindungszellen
MMP-2 Gelatinase A Kollagene I, IV, V, VII, X, XI, XIV, Gelatine, Elastin, Laminin, Fibronektin, Aggrecan, Myelinbase- Tumorzellen (Mamma, Kolon, Lunge,
Protein, B Amyloid, proTNF-a, MMP-9, MMP-13 Prostata, Pankreas, Ovarien),
Fibroblasten, Endothel
MMP-3 Stromelysin-1 Kollagene II, IV, IX, XI, X, Gelatine, Perlecan, Fibronektin, Laminin, Elastin, Ovostatin, Tumorzellen (Mamma, Kolon, Lunge,
Myelinbase-Protein, proTNF-, pro-MMP-1, pro-MMP-7, pro-MMP-8, pro-MMP-9, pro-MMP-13  Pankreas), Fibroblasten, Endothel
MMP-7 Matrilysin 1 Kollagene IV, X, Gelatine, Aggrecan, Fibronektin, Laminin, Elastin, Defensin, Proteoglykan, Tumorzellen (Mamma, Kolon, Lunge,
PUMP-1 Plasminogen, Myelinbase-Protein, proTNF-a, pro-MMP-1, pro-MMP-2, pro-MMP-9, Prostata), Fibroblasten, Endothel
MMP/TIMP-1-Kpl.
MMP-8 Neutrophile Kollagene I, II, IlI, V, VII, VIII, X, Gelatine, Aggrecan, Fibronektin, a2-Antiplasmin Tumorzellen (Mamma)
Kollagenase 2
MMP-9 Gelatinase B Kollagene IV, V, VII, X, XIV, Gelatine, Elastin, Aggrecan, Versican, Nidogen, Proteoglykan-Link- Tumorzellen (Mamma, Kolon, Lunge,
Protein, Fibronektin, Myelinbase-Protein, proTNF-a,a 1-Proteinase-Inhibitor Pankreas, Ovar), Endothel, Epithel-
&Entziindungszellen
MMP-10 Stromelysin 2 Kollagene, IlI, 1V, V, Gelatine, Laminin, Aggrecan, Elastin, Fibronektin, pro-MMP-1, pro-MMP-8 Fibroblasten
MMP-11 Stromelysin 3 al-Proteinase-Inhibitor, al-Antitrypsin, Laminin Tumorzellen (Mamma, Kolon,
Lunge),Fibroblasten
MMP-12 Metalloelastase Kollagen IV, Gelatine, Fibronektin, Elastin, Insulin (B-Kette), Laminin, proTNF-a, Myelinbase- Epitheliale Hauttumoren
Makrophagenelastase Protein
MMP-13 Kollagenase 3 Kollagene |, 11, lll, IV, Gelatine, Aggrecan, pro-MMP-9, pro-MMP-13 Tumorzellen (Mamma)
Endothelzellen
MMP-14 Membran-Type 1 -MMP  Kollagene |, II, Ill, Gelatine, Aggrecan, Fibrin, Fibronektin, Laminin, Nidogen, Tumorzellen (Mamma, Lunge,
proTNF-a, pro-MMP-2, pro-MMP-13 Pankreas, Ovar)
MMP-15 Membran-Type 2 -MMP Kollagene I, II, Ill, Gelatine, Aggrecan, Fibronektin, Laminin, Nidogen, pro-MMP-2, pro-MMP-13
MMP-16 Membran-Type 3 -MMP Kollagene I, Ill, Gelatine, Aggrecan, Kasein, Fibronektin, Laminin, pro-MMP-2, pro-MMP-13
MMP-17 Membran-Type 4 -MMP  Gelatin, Fibrin, Fibronektin
MMP-19 RASI-1 Kollagene I, IV, Gelatin, Aggrecan, Kasein, Fibronektin, Laminin, Nidogen Plazenta, Lunge
MMP-20 Enamelysin Aggrecan, Amelogenin Odontogene Tumoren
MMP-21 al-Antitrypsin
MMP-23 CA-MMP Gelatine Ovarien, Testis, Prostata
MMP-24 Membran-Type 5 -MMP  Gelatine, Fibronektin, Dermatin-Sulfat, pro-MMP-2, pro-MMP-13
MMP-25 Leukolysin Kollagen IV, Gelatine, Fibrin, Fibronektin, pro-MMP-2 Tumorzellen (Kolon, Astrozy-,
Membran-Type 6 -MMP Glioblastome)
MMP-26 Matrilysin 2 Endometase  Kollagen IV, Gelatine, Kasein, Fibrogen, Fibronektin, B1-Proteinase-Inhibitor Uterus, Plazenta
MMP-28 Epilysin Kasein Lunge, Gehirn, Darm, Muskel, Niere,

Tumorgewebe
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Domanenstruktur der Matrix-Metalloproteinasen

MMPs bestehen aus mehreren Doménen, dem Signalpeptid, dem aminoterminalen
Propeptid und der katalytischen Doméane mit der hochkonservierten zink-bindenden
Region. Je nach Substratspezifitat und Vorkommen von Hamopexin-ahnlicher und
Fibronektin-ahnlicher Transmembran-Doméne lassen sich die einzelnen Proteasen
den Kollagenase-, Gelatinase-, Stromelysin- und membranstindigen Subfamilien
zuordnen (Abb.7). Alle MMPs werden als Pra-Proenzyme intrazellular synthetisiert und
anschliel3end als inaktive Proenzyme in den extrazellularen Raum sezerniert. Fur den
Aufbau und die Funktion der MMPs ist das Zusammenspiel der einzelnen Domanen
von grof3er Bedeutung (162).

Das Signalpeptid, bestehend aus 17-20 hydrophoben Aminoséuren, dient der
Sekretion der MMPs in das endoplasmatische Retikulum, um anschlieRend in den
extrazellularen Raum sezerniert zu werden. Das Signalpeptid fehlt bei MMP-17, MMP-
21 und -22 und MMP-23 (151,163). An das Signalpeptid bindet ein Propeptid, welches
aus ca. 80 Aminosauren mit einem hydrophoben Rest am N-terminalen Ende besteht.
Am C-terminalen Ende bindet ein Cysteinrest an das Zink-lon der katalytischen
Domaéane. Dieses kann das aktive Zentrum blockieren, wodurch dann die MMPs in ihrer
inaktiven Form vorliegen. Die Aktivierung des MMPs findet durch die proteolytische
Abspaltung des Propeptids statt (151,164,165). Auf das Propeptid folgt die
katalytische Domane, welche aus ca. 170 Aminosauren besteht und die fir die
katalytische Aktivitdt essentielle Metallionen, Calcium-lonen und katalytische Zink-
Atome enthalt. Durch Histidinreste und einen Cysteinrest kommt die Bindung des
katalytischen Zink-Atoms am C-terminalen Ende zustande (150,151). Die Hinge-
Region setzt sich je nach MMP aus 2 bis 75 Aminosaureresten zusammen und ist
wichtig fur die Substratspezifitat. Die Hinge Region kann Substrate entweder selbst
binden oder die Bindung an eine andere Doméane unterstitzen. MMP-7 und MMP-26
besitzen keine Hinge Region, da diesen Proteasen die Hamopexin-ahnliche Domane
fehlt (151,166).

Bei fast allen MMPs schlief3t sich an das C-terminale Ende der katalytischen Doméne
eine Hamopexin-ahnliche Domé&ne an. Die HAmopexin-ahnliche Doméne besteht aus
etwa 200 Aminosauren und 4 gleich aufgebauten Abschnitten. Die H&mopexin-
ahnliche Domaéane spielt eine funktionelle Rolle bei der Substratbindung sowie der
Interaktion mit spezifischen Inhibitoren. Des Weiteren vermittelt diese Doméane die
Bindung der TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) an das aktive Zentrum und
ist daher an der Regulation der MMPs beteiligt (168,169). Zwischen den MMPs gibt es
noch Unterschiede in Bezug auf die Fibronektin-ahnliche Doméane und die

Transmembran-Domane. Die Gelatinasen A und B (MMP-2 und MMP-9) tragen im
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Gegensatz zu anderen MMPs innerhalb ihrer katalytischen Domane die dreifache

Wiederholung einer 58 Aminosaure starken Fibronektin-ahnlichen Sequenz. Dieser

Sequenzabschnitt ist flr die Substratspezifitat der Gelatinasen verantwortlich (170).

MMP-7, MMP-26

MMP-1,-3, -8, 10,11, @ ' '
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MMP-2
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Abbildung 7: Doméanenstruktur der Matrix-Metalloproteinasen.

(modifiziert nach Hemmann et al. (167))

1.4.1 Regulation der Matrix-Metalloproteinasen

Praktisch alle MMPs werden als Proenzyme in den extrazellularen Raum sezerniert

und anschlieBend aktiviert. Durch die Fahigkeit der MMPs, nahezu alle Komponenten

der EZM abbauen zu kdnnen, ist es notig, dass ihre Regulation sehr strikt verlauft. Die

Konzentration und Aktivitat der MMPs konnen durch verschiedene Mechanismen wie

Transkription, posttranslationale Aktivierung und Inaktivierung Uber TIMPs beeinflusst

bzw. reguliert werden. Die Kontrolle der MMP-Expression nach der Sekretion in die

EZM erfolgt Uber Wachstumsfaktoren, Hormone, Zytokine sowie TIMPs.

Bei der Transkription wirken die Transkriptionsfaktoren und die Promotor-Region

zusammen. Die Regulation der Transkription von MMPs erfolgt durch Zytokine,
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Wachstumsfaktoren und Hormone, die auf Genebene agieren. Jedoch reagieren nicht
alle MMPs gleich auf denselben Anreiz, wobei die Regulation abhangig von der
jeweiligen MMP und vom Zelltyp ist (150,171).

Die Faktoren, die die Aktivierung der MMPs beeinflussen, sind vor allem Zytokine, wie
TNF-a und Interleukine, inflammatorische Zellen, Wachstumsfaktoren, oxidativer
Stress, Hormone und andere (154,172). Die Aktivierung der MMPs aus inaktiven
Vorstufen erfolgt proteolytisch oder nicht-proteolytisch. Die proteolytische Aktivierung
ist durch extrazellulare nicht-MMP-Proteine, extrazellulare andere MMPs oder
intrazellulare Aktivierung des Furin moglich. Proteolytisch wirken Gewebe- oder
Plasmaendopeptidasen auf MMPs. Weiterhin sind auch Thermolysin, Chymotrypsin
und Trypsin in der Lage, MMPs proteolytisch zu aktivieren (165,173-175). MMPs
kénnen sich auch selbst aktivieren. MT-MMPs wie MMP-14 kénnen Pro-MMP-2, Pro-
MMP-9 und Pro-MMP-13 sowie MMP-7 und Pro-MMP-3 aktivieren (154,165,172).

Die Inaktivierung der MMPs erfolgt durch kdrpereigene spezifische ,tissue inhibitors of
metalloproteinases® (TIMPs), die zur Familie der Kollagenase-Inhibitoren gezahlt
werden. Die Abbildung 8 veranschaulicht die Aktivierung und Wirkung von MMPs.

Es existieren 4 Typen von gewebespezifischen TIMPs (TIMP-1, -2, -3, -4), die von
vielen Zellen, wie Muskelzellen und Makrophagen, abgegeben werden kénnen und die
Uber direkte Korrelation die Aktivitat der MMPs kontrollieren. TIMP-1, TIMP-2 sowie
TIMP-4 bilden dabei l6sliche Proteine, TIMP-3 dagegen ist mit der EZM assoziiert. Die
TIMPs bestehen aus zwei Domanen, die durch Disulfidbriicken ihre Stabilitat erhalten
(153). Diese Doméanen binden an die Zinkregion sowie die Hamopexindomane der
MMPs. Fir das tissue remodeling der EZM ist das Zusammenspiel von MMPs und
TIMPs entscheidend (153,171). Ein Ungleichgewicht in der MMP-TIMP-Homoostase
fuhrt zu einer verstarkten Degradierung der EZM. Andererseits kann ein hoher Spiegel
an TIMPs zu einer Anhaufung der EZM fihren. Wahrend TIMP-1 und TIMP-3 eine
hohe Affinitat fur MMP-9 haben, bindet TIMP-2 hauptsachlich an MMP-2 (153,157).
TIMP-1 wird u.a. von Fibroblasten, Monozyten, Makrophagen, Chondrozyten,
Hepatozyten und hepatischen Sternzellen synthetisiert (176).
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Abbildung 8: Aktivierung und Wirkung von Matrix-Metalloproteinasen.
(modifiziert nach (177)). MMPs werden durch das Plasminogen/Plasmin-System oder durch
die Zelloberflachen-gebundene MT1-MMP aktiviert. Zudem aktivieren sich einzelne MMPs
gegenseitig. Resultat der gesteigerten MMP-Aktivitét ist die Degradation der EZM. Eine
Inhibierung der MMP-AKktivitét erfolgt durch die natirlichen Inhibitoren der MMPs, die TIMPs.

1.4.2 Matrix-Metalloproteinasen und entztundliche Darmerkrankungen

Die Beteiligung von MMPs an der Entstehung von entzindlichen Darmerkrankungen ist
erst in den letzten Jahren intensiver untersucht worden. Die genaue Pathogenese der
entziindlichen Darmerkrankungen ist bis heute noch nicht hinreichend geklart. Bei
chronisch  entziindlichen  Veranderungen der  Darmschleimhaut  werden
Entzindungszellen in das Darmepithel eingeschleust. Die epitheliale Zellproliferation
ist verandert und die verschiedenen Bestandteile der EZM werden vermehrt abgebaut,
wobei MMPs eine wichtige Rolle spielen. Die Degradation von Kollagenen und
Proteinen in der EZM ist der Ausgangspunkt fir die Leukozyten- und
Makrophagenmigration, die Angiogenese und die Wundheilung (178).

Mehrere Studien konnten eine erhdhte Expression verschiedener MMPs in entziindeter
Darmschleimhaut im Vergleich zur normalen Darmschleimhaut nachweisen (179). Von
Lampe et al. zeigten, dass die Expression von MMP-1, MMP-2 und MMP-3 mit dem
histologischen Grad der Entziindung korreliert und somit die Hohe der MMP-
Expression direkt mit der Entziindungsaktivitat zusammenhangt (180). Eine erhdhte
Expression der MMPs kann moglicherweise zu einer chronischen Entziindung in der
Darmschleimhaut fuhren. Bei CED und in verschiedenen Tiermodellen der Colitis
konnte eine vermehrte Expression von MMPs wie MMP-1, -2, -3, -8, -9, -12, -14,
gezeigt werden (179-183).
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Analysen von Kirkegaard et al. Uber die Expression und Lokalisation von MMPs bei CD
haben belegt, dass MMP-9 von Granulozyten exprimiert wird; auch konnte die
Arbeitsgruppe MMP-9 in Gewebe mit akuten Entziindungszustanden nachweisen. Das
Gewebe ohne Entzindungszeichen wies keine vermehrte MMP-9 Expression auf
(184).

Nach Baugh et al. ist die Aktivitat von MMP-1, -2, -3 und -9 in entzindlicher Mukosa
von Patienten mit UC gegeniber gesunder Mukosa deutlich gesteigert. In
immunhistochemischen Untersuchungen wurde MMP-9 als die am starksten erhohte
Proteinase in CED identifiziert, die ihren zellularen Ursprung in neutrophilen
Granulozyten hat (182).

In verschiedenen CED-Tiermodellen wie der DSS-(dextran sodium sulfate), der TNBS-
(Trinitrobenzolsulfonat-) oder der T-Zell-Transfer-induzierten Colitis konnte eine
konstante Expressionssteigerung von MMP-3 und MMP-9 beobachtet werden
(179,185). Der medikamentdse Einsatz der MMP-Inhibitoren bewirkte im murinen CED-
Tiermodell einen abgeschwéachten Verlauf der Erkrankung und zeigte allgemein eine
Verminderung der Entziindungsaktivitat (186,187). Diese MMP-Inhibitoren haben
vermutlich auch eine onkologische Bedeutung, da sie in tierexperimentellen
Untersuchungen die Tumorprogression beeinflussen konnten (188-190). MMP-
Inhibitoren weisen somit prinzipiell ein groRes prognostisches und therapeutisches
Potential bei der Krebstherapie auf. Untersuchungen zur Expression, Aktivierung und
Regulation von MMPs und ihren Inhibitoren kénnten daher neue therapeutische Wege
erdffnen. Es sind bereits natlrliche sowie synthetische MMP-Inhibitoren isoliert und
entwickelt worden (191-193). Zu den synthetischen MMP-Inhibitoren, die die MMPs
inaktivieren und somit die ECM Degradierung verhindern koénnen, gehoren
beispielsweise: Marimastat, das die klinische Phase Il erreicht hat (191-193) und
Batimastat, ein Breitspektrum-MMP-Inhibitor, der in der Therapie maligner
Pleuraergiisse zu einer deutlichen Besserung der Dyspnoe gefuihrt hat (194). Ein
anderer Mechanismus, bei dem MMPs wirken, ist die Hemmung des Tumorwachstums
durch Induktion einer Apoptose in malignen Zellen (195,196).

Eine Reihe von MMPs sind auch in gesundem Darm vorhanden, da sie im Rahmen
von physiologischen Abwehrmechanismen in der Darmschleimhaut erhéht exprimiert
werden, wie beispielsweise MMP-2 und MMP-7. Die Kollagenasen MMP-1, MMP-8 und
MMP-13 sind in der gesunden Darmschleimhaut fast nicht nachweisbar, aber bei CED
deutlich hochreguliert (197).

Es gibt Hinweise darauf, dass MMPs wéahrend der Infektion mit pathogenen
Mykobakterien, einschlie3lich MAP, hochreguliert werden (142,198). MMPs regulieren

eine Vielzahl von Nicht-Matrix-Substraten wie Chemokine, Zytokine und
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Wachstumsfaktoren (151,154). Sie kénnen Entziindungen durch direkte proteolytische
Prozessierung von entziindlichen Zytokinen entweder stimulieren oder aufrechterhalten
(155). Daraus ist ersichtlich, dass die Bedeutung der MMPs fir die Pathogenese der
CED sehr komplex und vielschichtig ist.

1.4.3 Untersuchte Matrix-Metalloproteinasen

MMP-2 (Gelatinase A)
MMP-2 ist eine Typ IV-Kollagenase. Der strukturelle Aufbau der MMP-2 ist &hnlich dem

der MMP-9. Diese beiden Gelatinasen sind in vielen Aspekten ahnlich, haben aber
unterschiedliche Substratspezifitaten. MMP-2 wird physiologisch in den Fibroblasten
gebildet und ist in viele physiologische Prozesse, wie Proliferation, Adhasion und
Migration involviert. AuRBerdem ist MMP-2 verstarkt an der proteolytischen Spaltung der
EZM wahrend der Tumorinvasion beteiligt und wird vor allem von den tumornahen
Stromazellen gebildet. Dies konnte anhand mehrerer Studien belegt werden, die die
vermehrte Expression in Zelllinien, bei inflammatorischen Reaktionen und bei

kolorektalen Karzinom im Vergleich zum normalen Darmgewebe zeigen (161,199).

MMP-7 (Matrilysin)

MMP-7 zeichnet sich durch ein Fehlen der Hamopexin-Doméane aus. MMP-7 ist in der

Lage, Kollagene, Elastin, Proteoglykane, Laminin, Fibronectin und Casein zu
degradieren (199,200). Beim Vorliegen einer CED ist die Expression von MMP-7
deutlich erhdht, was zur Annahme filhrt, dass MMP-7 fir die Wundheilung von
Bedeutung ist und dabei die Entziindungsaktivitat widerspiegelt (201,202).
Adenomatdse Kolonpolypen, UC und CD wiesen eine vermehrte Expression von MMP-
7 und MMP-13 auf (203,204). In Tierversuchen konnte die Expression von MMP-7

durch den Kontakt mit Bakterien stimuliert werden (205).

MMP-9 (Gelatinase B)
Wie die MMP-2 (Gelatinase A) ist MMP-9 ebenfalls eine Typ IV-Kollagenase und an

der Degradation der EZM wahrend der Tumorinvasion beteiligt sowie in eine Vielzahl
von physiologischen und pathologischen Prozessen involviert. MMP-9  wird
physiologisch in den neutrophilen Granulozyten und Makrophagen gebildet, aber auch
in Tumorzellen bzw. Karzinomzellen vermehrt exprimiert. MMP-9 wird durch
verschiedene Entziindungszellen in neutrophilen und eosinophilen Granulozyten,
Lymphozyten, Mastzellen und Makrophagen stark exprimiert. Es scheint die
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subendotheliale Basalmembran wéahrend des Ubertritts der Entziindungszellen vom
Gefallsystem ins umliegende Gewebe zu degradieren. Die durch MMP-9 initiierte
Degradation der EZM ist entscheidend bei der Ausbreitung von malignen Tumoren
(149,161,162,206).

MMP-13 (Kollagenase 3)

MMP-13 (Kollagenase 3) wird, wie auch MMP-7, Uberwiegend von den Tumorzellen

selbst gebildet. Die wichtigste Funktion liegt in der Spaltung der Kollagene |, 1l und IlI.
Im gesunden Organismus wird MMP-13 generell sehr wenig exprimiert. Physiologisch
wird MMP-13 bei Remodelierungsprozessen im Knochenmark gebildet. MMP-13 ist wie
auch MMP-1 und MMP-8 an vielen Entziindungsprozessen beteiligt (199,203,207,208).
Rath et al. konnten eine signifikante Expressionssteigerung von MMP-7 und MMP-13
in entzlndlich veranderter Darmschleimhaut von CD- und UC-Patienten zeigen
(203,204).

MMP-14 (MT1-MMP)

MMP-14 ist eine membranstandige Matrix-Metalloproteinase, welche Uber Aktivierung
von MMP-2 die Bestandteile der EZM abbauen kann. Alle MT-MMPs konnten bei
Tumorzellen nachgewiesen werden, wobei MMP-14 eine besonders hohe Expression

aufwies. MT1-MMPs gelten als Aktivatoren der Gelatinasen und sind an der
Degradation von Laminin, Vitronektin, Fibronektin und Proteoglykanen beteiligt
(209,210).
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2 Zielsetzung

Mykobakterien spielen mdglicherweise eine Rolle in der Pathogenese von Morbus
Crohn. Da ein Einfluss von Mycobacterium avium paratuberculosis (MAP) auf CD
kontrovers diskutiert wird, wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von MAP auf
den Darm von MAP-infizierten Mausen untersucht. In MAP-infizierten Mausen wurde
insbesondere die Modulation der Genregulation von MMPs und TLRs analysiert.

Um die Wirkung von MAP-Bakterien auf die Darm-Histologie zu beurteilen, wurden
Mé&use oral oder i.p. mit MAP infiziert. Nach unserer Hypothese kdonnte MAP in der
Lage sein, die Expression von MMPs, TLRs und proinflammatorischen Zytokinen in
vivo zu beeinflussen. Der Einfluss einer MAP-Infektion auf die chronische Entziindung
sollte Uber die kolonale Expression von MMPs, TLR-2, TLR-6, II-1B3, und TNF-a in
Mé&ausen nach MAP-Infektion analysiert werden. Innerhalb dieser Studie wurde speziell
untersucht, ob eine orale MAP-Exposition die Expression verschiedener Gene im
Kolon von BALB/c-Mausen in vivo induzieren kann.

In einem 2. Versuchsteil wurden immunkomprimierte Rag2”’-Mause i.p. mit MAP
infiziert und erhielten zur Induktion einer Colitis eine Rekonstitution mit verschiedenen
T-Zellen. Ziel war die Analyse der T-Zell-abhangigen Modulation von MMPs und TLRs.
Durch unsere Experimente wurde eine Situation imitiert, die der Pathogenese von CD
und Paratuberkulose sehr &hnlich ist. Durch T-Zell-Rekonstitution der MAP-infizierten
immungeschwachten Rag2’-Mause sollte weiterhin die Beteiligung von T-Zellen an
einer MAP-Infektion untersucht und ein potentielles Tiermodell zur Untersuchung von

MAP bei Darmentziindungen erstellt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Gewebeproben

A) Orale MAP-Exposition in BALB/c-Méausen
BALB/c-Mause (3-4 Wochen alt) wurden von der Charles River WIGA GmbH (Sulzfeld,
Deutschland) bereitgestellt und unter SPF-Bedingungen in der Tierhaltung des Instituts
fur Mikrobiologie, Veterinarmedizinische Universitat Hannover in Standard-Kunststoff-
Kafigen mit freiem Zugang zu Wasser und Standard-Mausefutter beherbergt. Alle
Untersuchungen wurden gemafl dem deutschen Tierschutzgesetz und unter dem
genehmigten Tierversuchsantrag mit dem Aktenzeichen 07/1335 durchgefiihrt
(Niedersachsisches Landesamt fir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit,
Oldenburg).
Die Darmflora bei jungen Mausen erfahrt wéhrend der Entwicklung signifikante
Veranderungen, indem ein Ubergang von einer Escherichia coli-reichen Mikroflora zu
einer Clostridiales/Bacteroidales-reichen Flora von der Stillzeit bis zum Abstillen erfolgt
(211-213). Die Méause wurden aus diesem Grund zu zwei verschiedenen Zeitpunkten
wahrend der Stillzeit und nach der Abstillperiode mit MAP infiziert. Die Mause wurden
nach dem Zufallsprinzip den folgenden drei Gruppen zugeordnet:
Die erste Gruppe (A) mit 11 Mausen erhielt 108 Colony-forming units (CFU) MAP
jeweils am Tag drei, vier und fiinf nach der Geburt. Daftir wurde der MAP-Stamm DSM
44135 (214) verwendet, der von der Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ) in  Braunschweig stammte. Der Stamm weist ein
mycobactinabhéngiges Wachstum auf und wurde vom nationalen Referenzzentrum fir
Mykobakterien (Institut flir experimentelle Biologie und Medizin, Forschungsinstitut
Borstel) durch Sequenzanalyse des 16S rRNA-Gens als MAP identifiziert.
Die zweite Gruppe (B) mit 7 Mausen erhielt jeweils 1028 CFU MAP am Tag 21, 22 und
23. Fur die MAP-Aufnahme wurden die kultivierten Bakterien dreimal mit
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS; 150 mM NacCl, 1,5 mM KH2PO4, 9 mM Na,HPO,
und 2,5 mM KCI, pH 7,2) gewaschen und 108 CFU MAP in 100 ml PBS lber orale
Sondenfitterung zugefuhrt. Alle Mause wurden 65 Tage nach der ersten MAP-
Aufnahme (jeweils am Tag 68 und 86 nach der Geburt), wie von Heinzmann et al.
beschrieben (215), getttet. Zehn BALB/c-Mause ohne MAP-Aufnahme wurden

getrennt untergebracht und dienten als Kontrollgruppe. Abbildung 9 veranschaulicht
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das experimentelle Protokoll. Das Kolon der Mause wurde in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80°C gelagert.

ﬂd- d 5 d EE weeks

—_— d3
A: birth —r T__)
d3 Gruppe T T

10® CFU MAP/d

death
_— d21 d22 d23 d86
B: birth — weeks )
d21 Gruppe T T T T
10% CFU MAP/d death

Abbildung 9: Ubersicht Gber das experimentelle Protokoll (oral MAP).

Modifiziert nach (216). Die MAP-Aufnahme wurde durch zwei verschiedene orale
Behandlungen (A und B) durchgeftuihrt. (A) Early Exposition: 11 Mause wurden taglich mit 108
CFU MAP via Sondenfitterung an Tag drei, vier und finf nach der Geburt behandelt. Die Tiere
wurden 65 Tage spater (68 Tage nach der Geburt) getdtet. (B) Late Exposition: 7 Mause
wurden taglich mit 108 CFU MAP am Tag 21, 22 und 23 nach der Geburt behandelt und 65
Tage spater getétet (Tag 86 nach der Geburt). 10 nicht-MAP-behandelte Mause wurden als
Kontrolle verwendet.

B) MAP in T-Zell-rekonstituierten C57BL/6 Rag2’- Mausen

Die untersuchten Gewebeproben stammen aus der Kooperation mit dem Helmholtz-
Zentrum fur Infektionsforschung, Molekulare Immunologie, Braunschweig, AG Siegfried
Weiss. Die Gewebeproben stammen von Rag2”-Mausen, die mit unterschiedlichen T-
Zellen rekonstituiert und mit MAP infiziert und im Zeitraum von Mai 2010 bis Dezember
2010 vom Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung geliefert wurden. Bei den
Geweben handelt es sich um Dickdarm- und Diunndarm-Abschnitte der jeweiligen
Mause-Gruppen.

Alle Gewebeproben wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren
Bearbeitung bei -80°C gelagert. Die folgenden Angaben (personliche Mitteilung) tUber
die Behandlung der Tiere, adoptiver Transfer und Rekonstitutionen wurden von Imke
Bargen, Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung, Molekulare Immunologie,
Braunschweig, AG Siegfried Weiss bereitgestellt (217). Im Labor der AG wurden

desweiteren auch Tierversuche durchgefuhrt.

Bakterienkultur

Der MAP Stamm 6783 (DSM44135) wurde an der Tierarztlichen Hochschule Hannover

(TiHo) kultiviert. Die Bakterien wurden mehrere Monate bei 37°C in befeuchteter
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Atmosphéare in 20 ml Watson-Reid-Medium (5 g/l L-Asparagin; 10 g/l Glukose; 2 g/l
Diammonium Citrat; 75 mg/l Ferric Ammonium Citrat; 2 g/l NaCl; 2 g/l KH2PO.; 1 g/l
MgSO4 x 7 H20; 10 mg/l ZnSO4 x 7 H20; 2 mg/l CaCl, x H.0; 63 ml/l Glycerol; 4 g/l
Sodium Pyruvat; 2 mg/l Mycobactin J) kultiviert. Fur die Infektions-Experimente wurden
die Bakterien innerhalb von 14 Tagen in Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM)
am Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung (HZI) verwendet. Unmittelbar vor der
Infektion wurden die Bakterien abzentrifugiert und mit PBS gewaschen. Um einzelne
Bakterien zu erhalten, wurden sie 15 Min. mit 3 mm Glasperlen gemischt. Die optische
Dichte wurde bei 600 nm gemessen. Eine ODsoo von 0,1 entspricht 10° MAP / ml (218).

Tiere

C57BL/6 Rag2”-Mause wurden in der Tierhaltung des Helmholtz-Zentrums fir
Infektionsforschung (HZI) gezichtet und unter definierten Pathogen-freien
Bedingungen gehalten. Wildtyp (WT) C57BL/6 Méause wurden von Janvier (Frankreich)
erworben. Alle Tierversuche wurden am HZl an erwachsenen mannlichen und
weiblichen Mausen im Alter von 8 bis 12 Wochen durchgefiihrt. Die intraperitoneale
(i.p.) Infektion wurde mit 108 MAP in 200 ul PBS durchgefiihrt. Kontrollmausen wurde
immer jeweils die gleiche Menge PBS inokuliert. Die Mauspflege und die
experimentellen Verfahren wurden im Rahmen der Genehmigung der lokalen
Behorden, dem Niedersadchsisches Landesamt fir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (LAVES), durchgefihrt (Genehmigungs-Nummer: 33.11.42502-
04-090/08).

Adoptive Transfer-Experimente und Cellsorting

Zwei Gruppen mit jeweils 4 Mausen wurden i.p. mit MAP beimpft. Zusatzlich wurden
zur Kontrolle 2 Gruppen mit 4 Mausen jeweils i.p. mit PBS beimpft. Nach 4 Wochen
wurden eine Gruppe infizierter Mause und eine nicht infizierte Gruppe durch adoptiven
Transfer rekonstituiert. Die Milz aus naiven C57BL/6-Wildtyp-Mausen wurde flr eine
partielle Rekonstitution von C57BL/6 Rag2’ verwendet. Die Empfanger- und Spender-
Méause hatten das gleiche Geschlecht. Die folgenden Schritte wurden bei 4°C
durchgefiuhrt. Die Milz wurde auf Eis mit IMDM (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland)
erganzt mit 10% hitzeinaktiviertem FCS und 0,25 mM B-Mercaptoethanol gespult. Die
Zellsuspension wurde durch eine 50 pm Nylonfilter-Membran (Partec CellTrics 04-
0042-2317) filtriert. Zusatzlich wurden die Zellen 7 Min. bei 1000 rpm (209 x Q)
zentrifugiert. Das Pellet wurde 2 Min. in ACK-Lysebuffer (0,15M NH4CIl, 10mM KHCOg3,
0,2mM NaEDTA in ddH»0) lysiert um die roten Blutkérperchen zu entfernen. Die
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Reaktion wurde durch Zugabe von Medium gestoppt. Nach der Zentrifugation bei 1000
rpm (209 x g) fur 7 Min. wurde das Pellet in PBS mit 25 pl/ml magnetic B cell removal
beads (Invitrogen Dynabeads Mouse pan B (B220) 114.41D 4x108 beads/ml)
resuspendiert. Die Suspension wurde durch Rotieren fir 30 Min. inkubiert.

Um die B Zellen zu entfernen wurde die Suspension fir 3 Min. mit einem Magneten
(Invitrogen Dynal MPC-50 Magnetic Particle Concentrator 120.24) behandelt. Die
restlichen Zellen wurden fur 7 Min. bei 1000 rpm (209 x g) zentrifugiert. Das Pellet
wurde 7 Min. mit 500 pl 1:500 verdiinnten Maus-Serum (Biowest S2160-020) inkubiert,
um den Fc receptor zu blocken. Die Losung wurde bis zu 14 ml mit PBS aufgefllt und
fur 7 Min. bei 1000 rpm (209 x g) zentrifugiert. Das Pellet wurde in 3 ml PBS und
FcBlock (rat anti mouse CD16/CD32 BD Pharmingen #5531422.4G2 0,01 pg/ml)
geldst und fur 7 Min. auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden 1:1 mit Antikdrper-Losung
gemischt und fur 15 Min. im Dunkeln inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen wurde die
Losung bis 14 ml mit PBS aufgefullt und 7 Min. bei 1000 rpm (209 x g) zentrifugiert. Die
Zellen wurden durch einen 30 pm Nylonfilter (Partec CellTrics 04-0042-2316) filtriert.
Unmittelbar vor dem Sorting wurden die Zellen mit Pl (Sigma P4170, 0,5 pg/ml) oder
DAPI (Sigma 9564, 10ug/ml) fur die Lebend/Tod Abgrenzung inkubiert. Abhangig von
dem Experiment wurden die folgenden Zellpopulationen mittels FACSAriall cell sorter
(Becton Dickinson, NJ, USA) sortiert. Fir diese Daten wurde die FACSDiva (Becton
Dickinson) Software genutzt, um folgende Populationen zu sortieren:
CD3*CD19CD11c’ CD4*CD45RB"Yint (CD4*CD45RB" T cells),

CD3*CD19CD11c’ CD4*CD45RB"9" (CD4*CD45RB" T cells),

CD3*CD19CD11cCD8* (CD8* T cells).

Fur die Rekonstitutions-Experimente wurden folgende Antikorper verwendet:
Hamster anti-Maus CD3e 145-2C11 PE (BD Pharmingen 20 ug / ml),

Ratte anti-Maus-CD19 1D3 APC (BD Pharmingen 2 pg / ml),

Hamster anti-Maus CD11c N418 PECy7 (eBioscience 6,7 pg / ml),

Ratte anti-Maus-CD4 RM4-5 APCeFlour780 (eBioscience 10 ug / ml),

Ratte anti-Maus FITC CD45RB 16A (BD Pharmingen 1,7 ug / ml),

Ratte anti-Maus CD8a 53-6,7 PacificBlue (eBioscience 10 ug / ml).

Nach dem Sorting wurden die Zellen ausgezahlt und die Zellzahl auf 2 x 10° Zellenin
150 pl PBS eingestellt und i.v. injiziert. Das Korpergewicht der Mause wurde
regelmafig dberwacht. 4 Wochen nach dem adaptiven Transfer wurden die Mause

getoétet und die Organe wurden fir die weitere Analyse entnommen.
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Speziell fur unsere Untersuchungen wurden das Kolon (Mitte) und der Dinndarm
(Endstuick) fur weitere Untersuchungen verwendet. Abbildung 10 veranschaulicht das
experimentelle Protokoll. Rag2’- CD4*CD45RB"" und Rag2’~ CD4*CD45RB" sowie
Rag2’- CD8* Mause Gruppen wurden durch diese Experimente gebildet, die jeweils

folgende Untergruppen aufwiesen:

RAG2" (Kontrolle mit PBS behandelt)

MAP infiziert

Rekonstituiert (CD4*CD45RB", CD4*CD45RB", CD8")
MAP infiziert und rekonstituiert

PObdPE

8-12 Woachen
alte Mause

4 8 weeks a
1 1

death

i.p.
infection T-cell Reconstitution

Abbildung 10: Ubersicht tiber das experimentelle Protokoll (i.p. MAP).

C57BL/6 Rag2”- Mause wurden i.p. mit 108 MAP infiziert. Die Rekonstitution erfolgte i.v mit den
jeweiligen T-Zellen (2 x 108 Zellen)- Nicht-MAP behandelte Mause wurden als Kontrolle
verwendet.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 RNA Isoliation

Materialien und Lésungen
RNeasy Mini Kit ® von Qiagen (Hilden, Katalog nr. 74106)
TRIzol®Reagenz, Invitrogen, Karlsruhe
[a] Zentrifuge Mikro 200R von Hettich, 78532 Tuttlingen
[b] Pufferlésung: Bestehend aus Buffer RLT (Quiagen) und Mercaptoethanol
(Carl
Roth GmbH, 76185 Karlsruhe) im Verhaltnis 1 ml RLT und 10 | -ME
[c] Homogenizer: Ultra Turrax T8, lka-Werke, D-79219 Staufen
[d] Micro Tubes 2ml, PP, REF 72.694.005, Sarstedt, Nimbrecht
[e] Bulk Beads, 1,4 mm Zirconium oxide beads, Katolog Nr. 03961-1-103,
Precellys24, France
[h] TURBO DNA-free™ Kit, AM 1907; Applied Biosystems
Chloroform, Isopropylalkohol, Ethanol 75 %

TRIzol®Reagenz

Das Gewebe der BALB/c-Mause mit einer oralen MAP-Exposition wurde mittels
TRIzol®Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) isoliert, entsprechend dem
Protokoll des Herstellers. Das Darmgewebe wurde in flissigem Stickstoff gemorsert
und in 1,5 ml ReaktionsgefaRe uberfihrt. AnschlieBend wurde den Proben 0,2 ml
Chloroform/ml Trizol zugesetzt und wiederum 2 bis 3 Min. bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben fur 15 Min. bei 12.000 g (2-8°C)
zentrifugiert [a] (siehe Angaben in Materialien und Ldsungen). Es entstanden 3
Phasen, unten eine rote Phenol-Chloroform-Phase, eine mittlere Interphase, eine
obere farblose wassrige Phase, die die RNA enthielt. Diese wassrige Phase wurde in
sterile Eppendorf-Tubes uberfiihrt. Daraufhin wurden die Proben mit Isopropylalkohol
(0,5 ml Isopropylalkohol/Iml Trizol) versetzt und 10 Min. bei RT inkubiert sowie erneut
10 Min. bei 12.000 g (2-8°C) zentrifugiert. Der Uberstand der Proben wurde komplett
verworfen und das entstandene Zellpellet mit 75%igem Ethanol (1 ml Ethanol/ml Trizol)
gewaschen. Nach der letzten Zentrifugation bei 12.000 g (2-8°C) fur 5 Min. konnte der
Uberstand erneut abpipettiert werden, ohne das Pellet zu beschadigen bzw.
abzusaugen. AnschlieBend wurden die Proben 15 bis 20 Min. unter sterilen
Bedingungen getrocknet. Nach Zugabe von 30 pl RNase freiem Wasser (Qiagen) zu
den trockenen Zellpellets, wurden diese dann 10 Min. bei 55-60°C inkubiert. Die RNA-

Proben wurden bei -80°C gelagert.
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RNeasy Mini Kit
Fur die RNA Isolierung wurde das Gewebe der C57BL/6 Rag2”-Mausen mit Hilfe des

RNeasy Mini Kit® von Qiagen nach Herstellerangaben mit den Ldsungen des Kits
(sofern Firma nicht anders angegeben) behandelt. Mit dieser Methode kann die RNA,
die aus jeweils mehr als 200 Basen besteht, an die RNeasy®-Membran gebunden und
isoliert werden. Es kommt zu einer Anreicherung von mRNA, da die meisten anderen
RNA-Molekile, wie zum Beispiel rRNA und tRNA, weniger Nukleotide besitzen und
nicht gebunden werden. Die bei —80°C gelagerten Darmproben wurden in 600 pl einer
Pufferlosung (RLT/Mercaptoethanol-Gemisch [b]) gegeben und in einem 1,5 ml
Eppendorf-Tube mechanisch mittels Ultra Turrax [c] oder in Micro Tubes [d] mit Hilfe
von Bulk Beads von Precellys 24 [e] homogenisiert. Die Pufferldsung inaktiviert mit
Hilfe von Guanidin-lsothiocyanat die in den Biopsien enthaltenen RNasen. Der
Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und in ein neues Eppendorf-GefaR tiberfiihrt.
AnschlieRend wurde das Lysat ggf. in den Schredder der Firma Qiagen gegeben und
fir 3 Min. bei 14.000 rpm und RT zentrifugiert [a]. Der Schredder wurde verworfen.
Danach wurden 600 pl 70% Ethanol auf das Lysat gegeben und gemischt. Dadurch
erreichte man die Ausféallung der Nukleinsauren. Die Mischung wurde auf die RNeasy
Spin Column®/Saule aufgetragen und fur 15 sec. bei 10.000 rpm zentrifugiert. Die in
der Probe enthaltende RNA war anschlieBend an die Membran der Spin Column
gebunden. Das Zentrifugat wurde verworfen und 700 pul RW1 Buffer (Qiagen) wurden
auf die RNeasy Spin Column® pipettiert und 15 sec. bei 10.000 rpm zentrifugiert. Es
folgten zwei Waschschritte mit jeweils 500 ul des Ethanol-Waschpuffer (RPE). Danach
wurde fur 2 Min. bei 10.000 rpm zentrifugiert. Nach AbgieRen des Zentrifugates
erfolgte eine 1 minitige Trockenzentrifugation. Bei dem trockenzentrifugierten Spin
Colum wurde das Auffanggefal® verworfen und die Saulen in sterile verschlielbare 1,5
ml ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Zum Schluss wurde die RNA mit 30pl RNase-freiem
Wasser nach 5 minltiger Wartezeit bei 10.000 rpm 1 Min. eluiert. Die so gewonnene
RNA wurde bei -80°C gelagert. Abbildung 11 zeigt schematisch die einzelnen Schritte
der RNA-Isolierung.
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Mononukleare Zellen werden in Gemsich aus
RLT-Puffer und R-Nmecaptoethanol lysiert

@ Zelllysat wird aus die QIA-Shredder-Saule
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Zugabe von Ethanol zur homogenisierten
Probe zur Verbesserung der Bindungs-
vorraussetzungen an Membran

Durch Zentrifugieren
Total RNA  bindet die Total RNA an

die Membran

Auftragen des Lysat-Ethanol-Gemisches
auf die Rneasy Mini Column

Waschen der Membran und DNA-Verdau zur
Entfernung von Kontaminationen

Eluieren der Total RNA

@ Auffangen des Eluats und Einfrieren bei — mit Rnase-freiem Wasser
80°C

Abbildung 11: Prinzip der RNA-Isolation.
Modifiziert nach Handbuch aus RNeasy Mini Kit ® von Qiagen (Hilden, Katalog nr. 74106).

DNA-Verdau

Um eventuellen Verunreinigungen der RNA-Probe durch unspezifische genomische
DNA entgegenzuwirken, welche dann spater die Ergebnisse der PCR beeinflussen
kénnen, wurde ein optionaler DNA-Verdau nach der RNA-Isolierung mit Hilfe des
TURBO DNA-free™ Kit [h] durchgefiihrt. Hierbei wird die kontaminierende DNA aus
RNA-Praparationen entfernt. TURBO DNase ist eine ausgereifte Version von Wildtyp-
DNase | mit 350% groRerer katalytischer Effizienz. TURBO DNase weist eine deutlich
hohere Affinitdt zu DNA als herkdmmliche DNase auf. Die genaue Vorgehensweise ist
dem Handbuch von Turbo DNase free Kit, AM 1907; Applied Biosystems zu

entnehmen.
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Fur die Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA wurden je 1 ul der Proben mit
Hilfe von NANO-Drop (ND 1000 Spectrophotometer, Fa. Thermo Scientific) bei 260 nm
gemessen. Fur die Reinheitshestimmung erfolgte die Messung nochmals bei 280 nm,
um so Verunreinigungen durch Proteine zu erfassen. Der Quotient Absorption bei
260/Absorption bei 280 (0OD260/0D280) gibt den Reinheitsgrad an. Der Wert sollte
zwischen 1,6 — 2,1 liegen.

Daraufhin wurden die RNA-Proben entweder bei -80°C gelagert oder zur cDNA-
Synthese genutzt. Die Konzentration der Gesamt-RNA errechnet sich wie folgt:

Crna = (A2e0— Aww) *40 * V

Crna = RNA-Konzentration in pg/mi

Azs0 = Absorption der Probe bei 260 nm

ALw = Absorption des Leewertes Probe bei 260 nm
40 = Multiplikationsfaktor

V = Verdlunnungsfaktor

3.2.2 Synthese komplementarer DNA

Materialien und Lésungen
[a] iScript cDNA Synthesis Kit, Bio Rad Laboratories, CA

[b] MMLV Reverse Transkriptase, Thermo, Thermo Fisher Scientific, Bonn

[c] Thermocycler T3, Biometra, Goéttingen

Die Synthese der cDNA ist eine Voraussetzung fur die Durchfihrung der PCR. Bei der
cDNA-Synthese wird die mRNA aus der Gesamt-RNA selektiv in komplementare DNA
umschrieben. Die cDNA ist eine komplementdre DNA und entspricht als Kopie der
MRNA der DNA, die die gesuchte mRNA kodiert.

Die RNA wurde mit Reverse Transkriptase behandelt, die die einzelstrangigen RNA in
doppelstrangige DNA umschreibt. Desoxythymidin-Oligonucleotide werden zu der
MRNA gegeben, die mit den Poly (A)-Schwéanzen hybridisieren und dann als Primer
fur die Reverse Transcriptase wirken. Die RNA-Menge jeder Probe wird mithilfe der
Werte aus der Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA (Umrechnung auf 1 pg) in
einem Gesamt-Volumen von 15 pl RNase freiem-Wasser geldst.

Fur die Umschreibung von mRNA in cDNA wurde von jeder Probe 1 ug mRNA
bendtigt. Die entsprechende Menge in pl wurde in 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen

Uberfihrt und diese mit destilliertem H>O aufgefiillt. Die Synthese von cDNA erfolgte
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Uber Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV) Reverse Transkriptase [b] nach dem
Protokoll des Herstellers oder mit Hilfe des iScript cDNA Synthesis Kit [a]. Der
Reaktionsmix der jeweiligen Firmen wurde wie in Tabelle 3 zu sehen hergestellt und
die Umschreibung der RNA in cDNA erfolgte im Thermocycler [c] entsprechend den in
der Tabelle beschriebenen Programmen. Die auf diese Weise neu synthetisierten
cDNA-Proben wurden bis zur RT-PCR bei -20°C gelagert.

Tabelle 3: Herstellung des Reaktionsmix fur die Synthese der cDNA und Programm fur
den Thermocycler (eigene Darstellung)

iScript cDNA Synthesis Kit [a] MMILV Reverse Transkriptase [b]

5x iScript reaction mix Sfach Reaktions-Puffer (mit Mg 2*) 4 pul

iScript reverse transcriptase Primer-Mix (5x diluted oligo-dT) 1l
Nuclease-free water Random Hexamers (80 ng/pl) 1ul
RNA template dNTPs, 10 mM, 1ul
( 1 pg total RNA) Nuclease-free water x pl
Total volumen RNA template (1 pg total RNA) X ul

Total volumen 20 ul

Programm Programm

iScript cDNA Synthesis Kit MMLV Reverse Transkriptase

42°C 20 min

95°C 3 min

Bei— 20 °C wegfrieren

39



3.2.3 Realtime-Detektion-PCR

Materialien und Lésungen
[a] Platinum SYBR Green gPCR Super Mix, Invitrogen, Kat. Nr.: 11733-038
[b] Multiplex quantitative PCR- System MX 3000P, Stratagene, Kat.Nr.: 401401
[c] MXpro, Corbett Research, Australien

Primer: Fa. Qiagen, Hilden

Primer: Eurofins MWG Operon, Ebersberg
PCR Strips, Thermo Scientific, Kat. Nr.: 3418
Pipettenspitzen, Fa. Sarstedt
Reaktionsgefalie, Fa. Sarstedt

RNase-freie Pipettenspitzen mit Filter, Fa. Greiner, Bio-One, Essen

Die Polymerase-Kettenreaktion (englisch: Polymerase Chain Reaction, PCR) dient der
Amplifizierung eines spezifischen DNA-Abschnittes, d.h. ein genau definierter Teil
eines DNA-Strangs wird vervielfaltigt. Mit dieser Technik kann man die Genexpression
selbst kleinster Genmengen auf RNA-Ebene genau bestimmen. Die Vervielfaltigung
wird durch Zugabe des Enzyms DNA-Polymerase ermdglicht. Die DNA-Polymerase
bindet sich spezifisch an einen DNA-Einzelstrang und synthetisiert mit Hilfe von
Primern einen komplementéren Strang. Sense oder Antisense Primer wurden mit einer
Endkonzentration von 6 puM (Fa. Qiagen, Hilden und Eurofins MWG Operon,
Ebersberg) genutzt. In mehreren Zyklen werden diese Doppelstrédnge durch Erhitzen
wieder getrennt und neue Komplementéarstrdnge synthetisiert. Die Entstehung der
doppelstrangigen DNA wird durch unspezifische Einlagerung der
Fluoreszensfarbstoffes SYBR Green [a] verfolgt, indem das Fluoreszenssignal immer
am Ende der 72°C-Phase bei der Wellenlange 521 nm gemessen wird. SYBR lagert
sich in die fertig synthetisierten doppelstrangigen DNA-Molekile ein und sendet von
dort aus Fluoreszenzsignale aus. Durch die Messung der Fluoreszenz wéahrend der
Reaktion erhdlt man am Ende eine exponentielle Kurve, welche die Menge an
amplifizierter DNA darstellt. Die Intensitdt der Fluoreszenz ist proportional zur
gebildeten Menge an doppelstrangiger DNA. In jedem Zyklus verdoppelt sich die
Anzahl der in den Templates enthaltenen DNA-Kopien und es erfolgt bis zur
Sattigungsgrenze ein exponentieller Anstieg.

Fir die SYBR Green PCR wurden 0,5pl der synthetisierten cDNA mit 12ul des
Mastermixes vorsichtig in einem PCR-Gefal3 vermischt. Der Mastermix bestand aus

folgenden Komponenten:
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Tabelle 4: Mastermix fir PCR

Mastermix Volumen pl

SYBR GREEN/RoX 6,3

Primer (Qiagen) oder 1,25

Primer (Eurofins MWG Operon) ROVAFNIWAS
dd H,0O 4,45

Fur die PCR wurde folgendes Programm im "Multiplex quantitative PCR-System MX
3000P" [b] von Stratagene durchgefihrt:
1. Denaturierung bei ca. 95°C fur 10 Min.
(Zerstorung unerwiinschter Enzyme und Aktivierung der Tag-Polymerase)
2. Denaturierung bei ca. 95°C fur 30 sec.
(Auftrennung des Doppelstrangs)
3. Primer-Hybridisierung bei spezifischer Annealing-Temperatur (30 sec. 57°C)
4. Polymerisation bei 72°C fur 30 Min. (Elongation durch Polymerase, Synthese)

Tabelle 5: Programmablauf der Real-time PCR

Dauer

10 Min.

10 sec.
30 sec.
Annealing

10 sec.
Elongation

1 Min.
30 sec.
30 sec.

Temp.

Um sicherzugehen, dass wirklich nur die gewinschten Gensequenzen und keine

unspezifischen DNA Sequenzen wahrend der PCR amplifiziert wurden, wurde am
Ende eine Dissoziationskurve (Schmelzkurve) erstellt, die auf dem grundlegenden
Prinzip  beruht, dass unterschiedliche = Gensequenzen  unterschiedliche
Schmelztemperaturen haben. Dadurch konnte uUberpruft werden, ob andere
unerwiinschte Nebenprodukte das Endergebnis verféalschen. Diese Nebenprodukte
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haben andere Schmelzpunkte, als die zu untersuchende DNA. Es entstehen dadurch
zusatzliche Peaks in der Dissoziationskurve. Der Punkt mit der hdochsten Steigung in
der Amplifikationskurve wird als Treshold-Wert (CT Wert) bezeichnet. Er bezeichnet
den Zyklus, bei dem sich das Fluoreszenzsignal am deutlichsten von der
Hintergrundfluoreszenz unterscheidet. Dabei ist der Treshold umso gréR3er, je kleiner
die anfangs vorhandene cDNA-Menge war. Alle Analysen wurden doppelt durchgefiihrt
(Doppelmessungen), um kleine Pipettierfehler auszugleichen. AnschlieRend wurde der
Mittelwert der Ergebnisse gebildet.

Fur jeden Versuch wurde das Housekeeping-Gen r18S (durch laborinterne
Vorversuche) bestimmt und spéter bei der Auswertung als Vergleichsprobe genutzt, da
es unabhangig vom physiologischen Status der Gewebe ist und eine konstante
Expression aufweist. Zur Sicherung der Qualitat der PCR wurde eine Non Template
Control (NTC, Reaktionsansatz ohne cDNA) pro Lauf verwendet. Aus der Differenz der
Treshold-Werte zwischen dem zu messenden Gen und dem Housekeeping-Gen ergibt
sich eine Quantifizierung der Genexpression. Die Eigenschaften wie Primersequenzen
und die Annealing-Temperaturen der Mauseprimer fur die PCR sind in Tabelle 3
dargestellt. Unter Verwendung des Programms MXpro [c] wurden die CT Werte (cycle
threshold) ermittelt und die Amplifikationskurven bewertet. PCR-Produkte wurden auf
2%-igen  Agarosegelen getrennt und durch Ethidiumbromid-Farbung das

Erscheinungsbild eines einzelnen Produktes von korrekten MolekUlgré3e bestatigen.

Die relative mMRNA-Konzentration wurde mittels der AACt-Methode berechnet
(219,220):

AACt = Ct r18s — Ct Zeilgen
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Tabelle 6: Verwendete Primer, Sequenzen und Annealingtemperaturen

Primer Nukleotidsequenz 5"->3° Annealing-

temperatur

(R SVAS Qiagen Cat. QT01036875 57°C

ri8Ss forward 5°- gaa taa tgg aat agg accgcg g -3° 57°C
reverse 5°- gga act acg acg gta tct gat ¢ -3°

MMP-2 Qiagen Cat. QT00116116 57°C
MMP-2 forward 5°- gga tac ccattt gatggcaag g -3° 60°C
- reverse 5'- gaa gcc ata ctt gcc atc ctt ¢ -3”

MMP-7 Qiagen Cat. QT00110012 57°C
MMP-7 forward 5°- gct ctc aga atg tgg agt atg c- 3° 57°C
- reverse 5°- cag aga gtg gcc aaa ttc atg g - 3°

MMP-9 Qiagen Cat. QT00108815 57°C

MMP-9 forward 5°- gtg ttc ccg ttc atc ttt gag g -3” 57°C
- reverse 5°- gaa acc cca ctt ctt gtc agt g -3

Qiagen Cat. QT00111104 57°C
VWIEREEES forward 5°- cag ttt ctt tat ggt cca ggc g -3° 57°C
- reverse 5°- cat cca cat ggt tgg gaa gtt ¢ -3°

Qiagen Cat. QT00996282 57°C
TIMP-1 forward 5°- gct aaa ttc atg ggt tcc cca g -3° 57°C
- reverse 5°- gag aaa gct ctt tgc tgagca g -3

TIMP-2 Qiagen Cat. QT00138558 57°C
TNF-a Qiagen Cat. QT00104006 57°C
IL1-B Qiagen Cat. QT01048355 57°C
TLR-1 Qiagen Cat. QT00099617 57°C
TLR-2 Qiagen Cat. QT00129752 57°C

TLR-3 Qiagen Cat. QT00122983 57°C

TLR-6 Qiagen Cat. QT01078658 57°C

TLR-9 Qiagen Cat. QT01748901 57°C



3.2.4 Zymographie

Die Zymographie ist sehr gut zum qualitativen Nachweis der aktiven Enzyme geeignet.
Proteolytische  Aktivitat von MMPs wurde wunter der Verwendung einer
Gelatinezymographie untersucht, wie bereits beschrieben (221,222). Die Zymographie
basiert auf einer Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE), dabei werden die
durch das Gel wandernden Proteine mit negativ geladenem Natriumdodecylsulfat
(SDS) beladen und dann ihrer Grof3e nach aufgetrennt. Das Zymographie-Gel enthalt
zusatzlich Gelatine, so dass uber Nacht inkubierte Gelatinasen in den Proben das
Substrat enzymatisch abbauen konnen. Durch die abgebaute Gelatine bilden sich in
dem ansonsten blau gefarbten Gelatinegel helle Banden, die die Aktivitat der
Gelatinasen beschreiben.

1 mg/ml Gelatine wurde in einem 7,5%igen PAGE-Gel polymerisiert. Zur
Polymerisation wurden Ammoniumpersulfat (APS) und Tetramethylathylendiamin
(TEMED) hinzugefligt. Dabei war daran zu denken, dass TEMED und APS als
Katalysatoren die Reaktion in Gang setzen und nach deren Zugabe nur wenig Zeit
blieb, bevor das Gel fest wurde (ca. 20 Min.). Das Gel wurde in den Giel3stand
gegeben und mit 1 cm Isobutanol tberschichtet. AnschlieBend konnte das Sammelgel
(Herstellung des Sammelgels: 4 ml H,O mit 635 ul Acrylamid, 313 ul 2 M Tris/HCI pH
6.8, 25 ul SDS (20 %), 40 ul APS (20%) und 5 yl TEMED) darauf gegeben werden und
ein Kamm zur Bildung der gewiinschten Taschenanzahl (Aufnahme der Proben) wurde
vorsichtig in das Gel eingesetzt. Nach 20 Min. war das Sammelgel fest und das Gel
wurde in das Elektrophoresegerat eingespannt. Das Gel wurde in der Elektrophorese-
Kammer mit Laufpuffer Uberschichtet. 10 pg Protein aus Gewebelysaten jeder Gruppe
wurde auf das Gel geladen.

In der Elektrophoresekammer wurde eine Spannung von 25-30 mA fir ca. 2 h
angelegt und die Proteine jedes Lysats trennten sich nach ihrem Molekulargewicht auf.
Zur ldentifikation der Proteine lief ein Marker mit Proteinen von genau definiertem
Molekulargewicht mit. Nach der Elektrophorese wurde SDS zweimal mit TRIS
gepufferte Waschlosung (pH 7,5), welches 1% Triton-X10 enthalt, fur 15 Min.
gewaschen. Die Auftrennung der Proteine fand bei einer Temperatur von 4°C statt, bei
der die MMPs inaktiv sind. Nach der Proteintrennung wurde das Gel Uber Nacht bei
einer Temperatur von 37°C inkubiert, bei der die Enzyme aktiv werden. Im aktiven
Zustand spalteten dadurch die MMPs die Gelatine, die im Gel enthalten sind. Nach
Inkubation Uber Nacht in 50 mM Tris (pH 7,5) mit 150 mM NaCl und 5 mM CacCl,,

wurde das Gel mit Coomassie Brilliant Blue Farbelosung (1% in 50% Methanol, 20%
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Essigsaure, 30% Wasser) angefarbt und durch 3-6 Waschschritten mit kochendem
Wasser entfarbt.

Aus dem Vorhandensein einer Bande konnte man qualitativ den Schluss ziehen, dass
MMPs an dieser Stelle vorhanden sind und aus der Breite und der Intensitat der Bande
kann man semiquantitativ auf die Menge an MMPs schlieBen (je breiter und je
intensiver entfarbt die Bande, desto gréRer ist die Menge an MMPs). Die ldentifikation
der MMPs konnte anhand des Zymographiemarkers und des GroRRenstandards
durchgefihrt werden.

3.3 Histologische und Immunhistologische Farbungen

Materialien und L6sungen

[a] Tissue-tek, Sakura-Firetek, Zoeterwoude, Niederlande

[b] Kryotom CM 1850 UV, Leica, Wetzlar

[c] Super Frost Ultraplus Objekttrager, R. Langenbrinck

[d] M.O.M Block, Vector Lab, PK-4600

[e] 5% goat/horse Serum, Eugen, OR, USA

[f] Blockier Mix: Bestehend aus 5 % BSA, 0,1 % Coldfish Gelatine, 0,1 % Triton X-
100 und 0,05 % Tween geldst in PBS (1x) mit pH 7,4

[g] DAPI: 1 pl Stockldsung (1uM) + 10 ml PBS (x1)

PBS (10x): 80 g NaCl, 2 g KCI, 11,5 g Na;HPO, (di-Natriumhydrogenphosphat) x 2
H.O und 2,45 g KH2PO4 in 950 ml aqua dest. gelést und auf
Gesamtvolumen 1000 ml mit aqua dest. aufgefillt + Spatelspitze
Thimersosal

PBS (1x): 100 ml PBS (10x) in 900 ml aqua dest. geldst; pH-Wert 7,4

Waschldsung: PBS (1x) mit 0,05 % Tween

Dako Fluoreszenz-Medium: Fluorescent Mounting Medium, S3023; Dako

Gerate
Laborwaage, Faust, Klettgau
pH-Meter, Metrohm, Zofingen, Schweiz
Fluoreszenz-Mikroskop Leitz DMRB, Leica
Aceton, Firma Merck, Darmstadt
Methanol, Apotheke der JLU Giel3en, Giel3en

Tween 20, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
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Fur die immunhistochemische Untersuchung wurden Proben ausgewahlt, die eine
besonders differenzierte Regulation der Zielgene (PCR) in gesundem und krankem
Gewebe gezeigt haben. Die ausgewahlten Proben wurden in Tissue-tek [a] bei -80°C
eingefroren und Uber Nacht in -20°C gelagert. AnschlieRend wurden die gefrorenen
Proben am Kryotom [b] in 3 um dicke Schnitte geschnitten und auf einen Objekttrager
[c] gegeben. AnschlieRend wurden diese bei -20°C gelagert. Als Kontrolle wurden
gereinigte unspezifische Isotyp-lgG der gleichen wie fir die Farbungen verwendeten
Spezies verwendet.

Immunhistologische Farbungen von MAP wurden gegen das Epitop MAP 1775
gerichtet, welches ausschlielich in den Membranen von in die Schleimhaut
eingewanderten MAP gefunden wurde (223). Fir die Farbungen wurde ein
synthetisches MAP 1775 Gen eingesetzt (Mr. Gene GmbH, Regensburg,
Deutschland). Das Gen wurde in den Expressionsvektor pGEX-1LambdaT (GE
Healthcare, Freiburg, Deutschland) Kkloniert. Das rekombinante GST-Fusionsprotein
wurde durch SDS-PAGE und anschlieRend durch Elektroelution, wie von Meens et al.
(224) beschrieben, gereinigt. Das synthetische MAP 1775 Gen wurde mit freundlicher
Unterstitzung von G-F. Gerlach und den Kollegen, Hannover, vollstandig aufbereitet
zur Verflgung gestellt (224).

Dieses Antigen wurde verwendet, um die Antikérper in Kaninchen zu erhdéhen (Seglab,
Gottingen, Deutschland). Das daraus resultierende Serum wurde direkt fiir die
Immunfluoreszenz in einer Verdinnung von 1:500 verwendet (Rabbit anti MAP 1175).
Die immunhistochemischen Farbungen wurden ebenso fir verschiedene MMPs und
TLRs durchgefiihrt. Die Co-Farbungen wurden mit T-Lymphozyten (CD45, CD3, CD8)
und spezifischen Marken fir Makrophagen (F4/80) und DAPI-Kernfarbung (4,6-
Diamidino-2-phenylindol-Dihydrochlorid, Sigma Aldrich, Minchen) entsprechend der
folgenden Arbeitsschritte durchgefihrt:

1. Die Gefrierschnitte wurden 2 Min. in einer -20C° kalten Lésung aus Aceton und
Methanol (Verhaltnis 1+1) fixiert.

2. Die fixierten Kryoschnitte wurden 3x2 Min. in PBS (1x) plus 0,05% Tween
gewaschen. Dazu wurden die Objekttrager in eine Kilvette gegeben und die
Waschldsung nach jeweils 2 Min. ersetzt.

3. Auf die Objekttrager wurden jeweils 30-50 pl Blockier-Lésung gegeben und bei
Raumtemperatur fur 30 Min. dunkel gelagert. Spezifisch fir Mausgewebe wurde
ein Blockier Mix [f] und noch ein zuséatzlicher M.O.M Block [d] (mouse on mouse)

mit ,Goat a mouse FAB" Fragmenten durchgeftihrt.
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10.

Die Objekttrager wurden nach dem Blockiervorgang vorsichtig auf Papiertiichern
dekantiert und 3x2 Min. in PBS (1x) plus 0,05% Tween gewaschen, sowie um die
Schnitte herum abgetupft.

Die jeweils zu untersuchenden Erst-Antikbrper wurden dazu pipettiert. Fur die
Kontrollen wurden die jeweiligen IgGs im Verhaltnis 1:11000 in 1x PBS geldst und
als negative Kontrolle verwendet. 40 ul der jeweiligen Losung (Verdinnungen in
Tab. 4) wurden auf die Objekttrager pipettiert und danach tber Nacht bei 4° C in
der feuchten Kammer inkubiert.

Im nachsten Schritt wurde der Alexa Sekundéarantikdrper Alexa (488/568) zur
Farbung aufgetragen. Dieser wurde im Verhdltnis 1:1000 mit 5% goat/horse
Serum [e] in PBS angesetzt und 40 ul pro Schnitt dazu pipettiert und 20 Min. in der
feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert.

Nachdem die Objekttrager dreimal 2 Min. in der Waschldsung gewaschen und um
den Schnitt herum abgetupft wurden, konnte der zweite Antikorper fur die zweite
Farbung (gegen Lymphozyten bzw. Endothelien oder MAP) aufgetragen werden.
40 ul der jeweiligen Losung (Antikorper & IgGs) wurden auf die Objekttrager
pipettiert. Die Objekttrager wurden dann Uber Nacht bei 4°C in der feuchten
Kammer inkubiert.

Nach Beendigung der Inkubation wurden die Objekttrager vorsichtig abgeklopft
und 3x2 Min. in der Waschlésung gereinigt. Danach wurde mit dem Alexa
(488/568) der zweite Antikdrper zur Farbung der Antikdrper aufgetragen. Es
erfolgte erneut eine 20 mindtige Inkubation bei RT in der feuchten Kammer.

Die Objekttrager wurden 3x2 Min. in die Waschlésung gegeben und danach
vorsichtig mit Papiertiichern um den Schnitt herum getrocknet. Danach erfolgte die
Farbung der Zellkerne mittels DAPI [g]. Dazu wurde jeweils 30-50 pl DAPI-L6sung
auf die Kryoschnitte gegeben und 3 Min. inkubiert. AbschlieBend wurden die
Objekttrager wieder 3 x 2 Min. gewaschen.

Die Objekttrager wurden nun grundlich und vorsichtig um die fertig gefarbten
Kryoschnitte herum abgetrocknet. Es wurde zigig jeweils ein Tropfen Dako
Fluoreszenz-Medium aufgetropft und das Objektglas aufgelegt. Die jetzt fertigen

Praparate konnten im Dunkeln getrocknet und gelagert werden.
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Tabelle 7: Ubersicht tber die bei den Farbungen verwendete Antikérper und
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3.4 Statistische Auswertung

Die Daten der PCR wurden mit Hilfe von Microsoft Office Excel (Version 2003)
tbersichtlich als Liste dargestellt und mit dem Statistikprogramm SPSS (Version 19,
SPSS Inc., Chicago, IL) ausgewertet. Die Ergebnisse wurden fiir eine Analyse mittels
Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung geprift und durch Histogramme
dargestellt.
Ob sich die MAP-infizierten Gruppen signifikant von den Kontrollgruppen bzw. ob sie
sich untereinander hinsichtlich des Expressionsverhaltens unterschiedlicher Proteine
unterscheiden, wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests flr nicht-parametrische
Gruppen berechnet. Bei dem Mann-Whitney-Test werden zwei gleichwertige, nicht
normalverteilte Stichproben verglichen. Der Test eignet sich in diesem Fall als
verteilungsunabhangiger Test zum Vergleich der Mediane beider Stichproben.

Die Nullhypothese HO lautet: ,Die Proben unterscheiden sich nicht.”

Die Alternativhypothese H1 lautet: ,Die Proben unterscheiden sich.*
Dieser Test war geeignet, da die Werte in den Subgruppen nicht sicher normalverteilt
waren und teilweise nur sehr kleine Stichproben vorlagen. Die relative Genexpression
der MMPs wurde als AACt, auf das Housekeeping-Gen und die probeninterne
Referenzprobe normiert, angegeben (220).
Die Ergebnisse wurden in p-Werte umgerechnet. Hierbei handelt es sich um die
Irrtumswahrscheinlichkeit, mit der man gerade noch die Nullhypothese widerlegen
kann. Fir die Signifikanzgrenze wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p<0,05)
gewabhlt, die mittels dem Statistikprogramm SPSS (Version 19, SPSS Inc., Chicago, IL)
errechnet wurden. Somit wird von einem statistisch signifikanten Gruppenunterschied
gesprochen, wenn rechnerisch das Signifikanzniveau von a=0,05 unterschritten wird.
Die signifikanten Unterschiede wurden in den Diagrammen mit Sternchen [*]

gekennzeichnet.
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4 Ergebnisse und Auswertung

4.1 Orale MAP-Exposition in BALB/c-Mausen

4.1.1 MAP und die Induktion der Zytokin-Genexpression

Induktion proinflammatorischer Zytokine IL-18 und TNF-a durch MAP

In der dieser Arbeit zugrundeliegenden Studie wurde die transkriptionelle Expression
proinflammatorischer Zytokine mittels Real-Time-PCR bestimmt. Dafir wurde das
Kolon von (A) 11 Mausen mit friher MAP-Exposition, (B) 7 Mausen mit spater MAP-
Exposition und (C) 10 BALB/c-Mausen ohne MAP-Exposition als Kontrollgruppe
verwendet.

Das Kologewebe dieser BALB/c-Mause wurde nach der Entnahme in flissigem
Stickstoff eingefroren und fir die weiteren Versuche bei -80°C gelagert. Wir wéhlten fur
die transkriptionelle Expression proinflammatorischer Zytokine, wie IL-13, IL-6 und
TNF-aq, die laut Literatur in der Pathogenese der Paratuberkulose und bei der Kontrolle
mykobakterieller Infektionen eine wichtige Rolle spielen (54,65,78,79). Die
transkriptionelle  Expressions-Bestimmung dieser proinflammatorischen Zytokine
mittels Real-Time PCR lieferten folgende Ergebnisse:

Wie Abbildung 12 darstellt, lag die Expression von IL-1B im Kolon von frih (d3 = 3
Tage) oral MAP-infizierten Mausen 21-fach (p= 0,001) héher als bei spater Exposition
(d21 = 21 Tage), bei der die Expression 4,3-fach (p= 0,008) gegeniiber den Kontrollen
erhoht war. Die Ergebnisse der TNF-a Expression unterschieden sich signifikant
hinsichtlich einer frilhen und einer spaten Exposition. Die im frihen Alter MAP-
exponierten Tiere zeigten eine 30-fach signifikant (p<0,001) héhere transkriptionelle

Expression als die spat MAP-exponierten Gruppen (2-fach, p= 0,011).
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Abbildung 12: Expression von IL-1f und TNF-a nach MAP-Exposition

IL-18 und TNF-a wurden durch eine frihe MAP Gabe (Exposition nach 3d) induziert, IL-
hingegen war bei spater MAP-Exposition (Exposition nach 21d) leicht induziert. Ein signifikanter
Anstieg zwischen TNF-a nach friher und spater MAP-Exposition wurde beobachtet. Die Mause
aller Gruppen wurden voneinander getrennt analysiert (Kontrolle: n = 10, fruhe MAP-Exposition:
n = 11, spate MAP-Exposition: n = 7). Die Ergebnisse werden als Mittelwert + SEM dargestellt.
Die Signifikanz (p< 0,05) wurde mit * markiert. (d3 = 3 Tage; d21 = 21 Tage)

4.1.2 Quantifizierung der MMP Genexpression durch RT-PCR

Expression von MMPs im Kolon von BALB/c-Mausen mit MAP-Exposition

Eine erhdhte Expression verschiedener MMPs in entziindeter Darmschleimhaut im
Vergleich zur normalen Darmschleimhaut wurde in der Literatur beschrieben (179) .
Eine erhdhte Expression der MMPs kann mdoglicherweise zu einer chronischen
Entzindung in der Darmschleimhaut fihren. Bei CED und in verschiedenen
Tiermodellen der Colitis konnte eine vermehrte Expression von MMPs wie MMP-1, -2, -
3, -8, -9, -12, -14 beobachtet werden (179-183). Speziell in unseren Untersuchungen
wurde die Expression bestimmter MMPs (MMP-2, -9, -7, -13, TIMP-1) aufgrund
vorheriger Untersuchungen und Literaturrecherchen in Bezug auf MAP ausgewahlt und
im Darm von Mausen mit friher und spater MAP-Exposition sowie aus nicht-
behandelten Kontrollen mittels RT-PCR quantifiziert.

Die Kolon-Gewebeproben von Mausen, die sehr frih und eher spat MAP ausgesetzt

waren, zeigten eine hohere Expression von MMP-2 (4,1-fach, p= 0,024 und 4,1-fachen,
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p= 0,011, jeweils) und TIMP-1 (2,1-fache, p= 0,049 und 2,9-fach, p= 0,011) im
Vergleich zu den Kontrolltieren. MMP-9 war lediglich nach einer friihen Exposition mit
MAP 5,7-fach (p= 0,014) signifikant hochreguliert, wahrend MMP-13 2,6-fach (p=
0,008) und MMP-14 3,8-fach (p= 0,005) nur nach einer spateren Exposition signifikant
erhoht waren (Abb.13). Das Expressionslevel der MMPs und des TIMP-1 war -

unabhéangig von friiher oder spater MAP-Exposition - nahezu gleich stark erhoht.
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Abbildung 13: Expression von MMPs und TIMP-1 nach friher und spéater MAP-
Exposition

MMP-2 und TIMP-1 waren signifikant erhéht im Kolon von Mausen mit einer MAP-Exposition im
Vergleich zu Kontroll-Mausen. Die MMP-9 Expression war signifikant erhéht in Mausen mit
einer frihen Exposition mit MAP, aber nicht signifikant bei Mausen mit einer spaten MAP-
Exposition. Die Expression von MMP-7 blieb unverandert nach MAP-Exposition. Bei der
Genexpression von MMP-13 und MMP-14 war ein Anstieg nach spater MAP-Exposition zu
beobachten. Die Mause aller Gruppen wurden voneinander getrennt analysiert (Kontrolle: n =
10, fruhe MAP-Exposition: n = 11, spate MAP-Exposition: n = 7). Die Ergebnisse wurden als
Mittelwert + SEM dargestellt. Die Signifikanz (p < 0,05) wurde mit * markiert. (d3 = 3 Tage; d21
=21 Tage)

Die Regulation der Transkription von MMPs erfolgt durch Zytokine, Wachstumsfaktoren
und Hormone, die auf Genebene agieren. Jedoch reagieren nicht alle MMPs gleich auf
denselben Reiz, weshalb die Regulation von der jeweiligen MMP abh&ngig ist
(150,171). Unsere Untersuchungen konnten aufzeigen, dass die transkriptionelle 1L-1[3-
Expression positiv mit der MMP-2- (r= 0,466, p= 0,038), MMP-9- (r= 0,513, p= 0,020),
MMP-14- (r= 0,553, p= 0,011), TIMP-1- (r= 0,505, p= 0,023), TLR-2- (r= 0,672, p=
0,002) und TLR-6-Expression (r= 0,630, p= 0,004) korreliert. Die Expression von TNF-
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a hingegen korrelierte nur mit der TLR-2- (r= 0,754, p < 0,001) und TLR-6-Expression
(r= 0,621, p= 0,004). Basierend auf Korrelationskoeffizienten > 0,6 ergab sowohl IL-1
als auch TNF-a eine relevante Korrelation mit der TLR-2 und TLR-6 Expression.

Da vorherige Untersuchungen darauf hindeuten, dass MMP-2 und MMP-9 von
besonderer Relevanz fur die Pathogenese von mykobakteriellen Infektionen sind
(142,225,226), wurde die Proteinaktivitat dieser Gelatinasen mittels Zymographie
analysiert (Abb.14). Analog zur transkriptionellen Regulation waren sowohl die MMP-2
als auch die MMP-9-Aktivitat in MAP-infizierten M&usen im Vergleich zu der
Kontrollgruppe erhoht. Die héchste Gelatinaseaktivitdt konnte bei Mausen mit MAP-
Exposition an Tag 3 nach der Geburt beobachtet werden.
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Abbildung 14: Gelatine Zymographie zur Darstellung der MMP-9 Aktivitat

Die Gelatine-Zymographie aus murinem Darmgewebe weiste eine erhohte MMP-9-Aktivitat bei
Gabe von MAP direkt nach der Geburt (d3 MAP) auf (Banden 4-6). Schwarzer Pfeil: proMMP-9
110 kDa, grauer Pfeil: 100 kDa aktive MMP-9. Abgesehen von MMP-9 wurde auch MMP-2
durch eine MAP-Exposition induziert: MMP-2 72 kDa (gestrichelter Pfeil). Die gleiche Menge an
Gewebelysaten wurde von jeder Gruppe gepoolt und drei Mal fur jede Gruppe geladen. (d3 =3
Tage; d21 = 21 Tage)
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4.1.3 Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren durch orale Exposition mit MAP

MAP-Exposition verstarkt die transkriptionelle Expression von TLR-2 und
TLR-6 im Dickdarm von BALB/c-Mausen

TLR-2 und TLR-6 spielen eine wesentliche Rolle bei der angeborenen Immunantwort
gegen Mykobakterien (34,114,140,227-229), weshalb die Expression speziell dieser
TLRs in MAP ausgesetzten M&usen und Kontrollen mittels RT-PCR quantifiziert wurde.
Abbildung 15 zeigt, dass sowohl TLR-2 (23-fach, p= 0,001) als auch TLR-6 (8,0-fach,
p= 0,036) eine erhthte Gen-Expression bei Mausen, die am Tag 3 MAP ausgesetzt
wurden, aufweisen. Die Expression von TLR-2 wurde auch bei Mausen durch die orale
Gabe von MAP am Tag 21 9,5-fach (p= 0,005) signifikant gesteigert. Das
Expressionslevel von TLR-6 hingegen war bei einer spaten Exposition mit MAP

unverandert im Vergleich zu den Kontrolltieren.
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Abbildung 15: Genexpression von TLRs nach MAP-Exposition

Die TLR-2 Expression auf mRNA Ebene wurde durch frihe und spate Exposition mit MAP
hochreguliert, wohingegen eine erhdhte TLR-6 Expression nur bei einer frihen MAP-Exposition
im Vergleich zu den Kontrollen zu beobachten ist. Die Mause aller Gruppen wurden
voneinander getrennt analysiert (Kontrolle: n = 10, frihe MAP-Exposition: n = 11, spate MAP-
Exposition: n = 7). Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + SEM dargestellt. Die Signifikanz (p<
0,05) wurde mit * markiert. (d3 = 3 Tage; d21 = 21 Tage)
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Durch die Immunhistologie konnte eine verstarkte TLR-2-Expression auf der luminalen
Seite der Enterozyten im Kolon festgestellt werden. Hinsichtlich der TLR-2-
Transkription ergab sich eine positive Korrelation mit dem mRNA-Spiegel von MMP-2
(r= 0,383, p= 0,049), MMP-9 (r= 0,404, p= 0,037), MMP-14 (r= 0,393, p= 0,043) und
TIMP-1 (r= 0,403, p= 0,037), wahrend die TLR-6-Expression mit TIMP-1 (r= 0,394, p=
0,042) korreliert. Betrachtet man jedoch nur Korrelationskoeffizienten tiber 0,6 (d.h. r?>
0,36), war keine tberzeugende Korrelation zwischen MMPs und TLRs zu beobachten
(Abb.16).

Tabelle 8 zeigt zusammengefasst in einer Ubersicht alle zu dem Versuch gemessenen
n-fachen Expressionssteigerungen.

B Korrelation mit TLR-6

B Korrelation mit TLR-2

Abbildung 16: Balkengrafik der Korrelationskoeffizienten

TLR-2-Transkription ergab eine positive Korrelation mit MMP-2 (p= 0,049), MMP-9 (p= 0,037),
MMP-14 (p= 0,043) und TIMP-1 (p= 0,037), wahrend TLR-6 nur mit TIMP-1 (p= 0,042)
korreliert.

Tabelle 8: Ubersicht zur Genexpression der Zytokine und MMPs nach MAP-
Exposition.

Die Signifikanzen wurden immer im Vergleich zur Kontrollgruppe berechnet. p= Signifikanzen, g
= keine Signifikanz (n-fach erhéht)

MMP- MMP- MMP-

Frihe
MAP- 30-fach, 21fach. 4.1 5,7- 2,1-
SCESNl p<0,001 P~ fach, @ fach, @ @ fach,
' 0,001 p=0,024 p=0,014 p=0,049
4,3- 4,1- 2,6- 3,8-
Exposition 2—:fgcohl,l fach, fach, @ @ fach, fach, Zfofgﬂ
; P=0.0 p-0,008 p=0,011 p=0,008 p=0,005 PO

d21

55



4.1.4 Histologische und immunhistologische Ergebnisse

Histopathologische Beurteilung von murinem Kolon in BALB/c-Méausen
mit MAP-Exposition und Kontrollgruppen

In folgenden Untersuchungen konnte eine immunhistochemische MAP-Kolonisierung
zusatzlich durch die Ziehl-Neelsen-Farbung bestétigt werden. Die Ziehl Nielsen
Farbung ist in der Lage Mykobakterien im murinen Kolon bei oral MAP ausgesetzten
Tieren (Abb.17) zu detektieren.

Die Lokalisation von MAP und Spharoplasten in CD45" Leukozyten-Aggregaten bei
frih oral mit MAP infizierten Mausen (Abb.18)  wurde mittels
Immunfluoreszenzfarbungen dargestellt. Wie Abbildung 19 zeigt, konnte dies nicht in
Kontrolimausen beobachtet werden. Klinische Befunde wie Anderungen des
Korpergewichts, blutiger Durchfall oder andere histologische Veranderungen, die
charakteristisch fir eine IBD sind, z. B. Granulome, Ulzerationen oder architektonische
Verédnderungen an den Krypten in Mausen mit einer MAP-Exposition, wurden nicht
beobachtet.

Abbildung 17: Ziehl-Neelsen-Farbung

Ziehl-Neelsen-Farbung im murinem Kolon von MAP infizierten Tieren. Kolonbiopsie bei friher
MAP-Exposition. Original VergréRerung x1000, griine Pfeile zeigen Ziel-Neelsen gefarbte
Mykobakterien. Maf3stab 10 pm.
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MAP(griin)/CD45(rot)

Abbildung 18: Immunfluoreszenzfarbungen von MAP/CD45 im Kolon mit MAP-
Exposition

(A-B) Co-Immunfluoreszenzfarbungen von MAP (Grun) und PAN-Leukozyten-Marker CD45
(rot). Grune Pfeile stellen Kolonien von MAP-Bakterien, in Sphéaroplasten-Form, in Leukozyten
dar. Gelbe Pfeile zeigen Artefakte. (B) reprasentiert eine VergroBerung aus (A) wie
gekennzeichnet. Original-VergréRerung x200 (A) und x1000 (B), Malstabs-Balken 100 mm
(x200) und 20 mm (x1000), Blau-Féarbung in allen Proben: DAPI.
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MAP(griin)/CD45(rot)

Abbildung 19: Immunfluoreszenzfarbungen von MAP/CD45 im murinen Kolon
(Kontrolle)

(A-B) Co-lImmunfluoreszenzfarbungen von MAP (Griin) und PAN-Leukozyten-Marker CD45
(rot). Gelbe Pfeile zeigen Artefakte. (B) ist eine VergroRerung aus (A), wie gekennzeichnet.
Original-VergroRRerung x200 (C) und x1000 (D), Maf3stabs-Balken 100 mm (x200) und 20 mm
(x1000), Blau-Farbung in allen Proben: DAPI.
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Immunhistologischer Nachweis von CD45*-Leukozyten und MMP-9-
Expression im murinen Kolon von BALB/c-M&ausen

Um den zellularen Ursprung der verstarkten MMP-9-Expression aus der gqRT-PCR und
der Zymographie zu bestimmen, wurden immunhistochemische Untersuchungen
durchgefihrt. In dieser Arbeit wurden CD45*-Leukozyten als eine wichtige zellulare
Quelle der erhbhten MMP-9 Expression in MAP-infizierten Mausen identifiziert, was die
Abbildungen 20 und 21 veranschaulichen. Darlber hinaus fiuhrte das Z&ahlen der
absoluten Zahl der CD45'/MMP-9*-Zellen zu der Erkenntnis, dass wéhrend der
Stillperiode die mit MAP infizierten Mause eine signifikant hdhere Anzahl von
CD45*/MMP-9*-Zellen in der Lamina propria der Mukosa hatten, als nicht-infizierte
Kontrollen (Abb.22).

Zelluldre Lokalisation von MMP-9 und TLR-2 nach oraler MAP Gabe im

murinen Kolon von BALB/c-Mausen

Die RT-PCR-Ergebnisse lieferten einen signifikanten Anstieg der TLR-2-Expression
sowohl bei friher als auch bei spater MAP-Exposition, der auch mittels
Immunhistochemie bestatigt werden konnte. Co-Immunfluoreszenzfarbungen zeigten
eine verstarkte MMP-9-Expression in bereits wahrend der Stillperiode MAP
ausgesetzten Tieren. Des Weiteren lassen die Farbungen auf eine enge Beziehung
zwischen luminaler TLR-2-Expression in Enterozyten und Clustern von MMP-9-
exprimierenden Leukozyten in der Lamina propria der Mukosa schlieen (Abb.20 und
21). Interessanterweise konnten mukosale Lyphozyten-Aggregate in der unmittelbaren
N&he der MMP-9-exprimierenden Cluster nachgewiesen werden (Abb.21 B).
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Kontrolle

Abbildung 20: Zellulare Lokalisation von MMP-9 in MAP-exponierten Mausen
(A) und (B) Co-Immunfluoreszenzfarbung fur PAN-Leukozyten-Marker CD45 (griin) und MMP-9

(rot). Rote Pfeile zeigen MMP-9-exprimierende Leukozyten. Original-Vergrof3erung x1000,
Malstab 25 um, Blau-Farbung: DAPI. (d3 = 3 Tage)
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Kontrolle

Abbildung 21: Zellulare Lokalisation von TLR-2 in MAP-exponierten Mausen.

(A) und (B) Co-Immunfluoreszenzfarbung fur TLR-2 (griin) und MMP-9 (rot). Gruner Pfeil:
verstarkte apikale TLR-2-Expression in Kolon-Enterozyten, roter Pfeil: Cluster von MMP-9-
exprimierenden Zellen neben einem mukosalen Lymphozyten Aggregat (*). Original-
VergréRerung x1000, Maf3stab 25 um, Blau-Farbung: DAPI. (d3 = 3 Tage)
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Abbildung 22: CD45+/MMP-9+ Zellzahl im Dickdarm.

Die Anzahl der CD45*/MMP-9* Zellen im Dickdarm von MAP-exponierten Mausen und
Kontrollen. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + SD dargestellt. Die Signifikanz (p < 0,05)
wurde mit * markiert. (d3 = 3 Tage; d21 = 21 Tage)

4.2 Intraperitoneale MAP-Infektion in T-Zell-rekonstituierten
BL/6-Mausen

4.2.1 Zytokin-Genexpression nach intraperitonealer MAP-Infektion

Entziindungsreaktion nach MAP-Infektion und CD4*CD45RB'/nt T-Zell-
Rekonstitution

Fur die transkriptionelle Expression wahlten wir proinflammatorische Zytokine, wie IL-
18 und TNF-a, die laut der Literatur in der Pathogenese der Paratuberkulose und bei
der Kontrolle mykobakterieller Infektionen eine wichtige Rolle spielen (54,65,78,79).
Eine erhéhte Poduktion von IL-1 und TNF-a wurde in der Schleimhaut mikroskopisch
normaler CD-Patienten beobachtet (84,85).

In Ubereinstimmung mit unserer Hypothese war die Genexpression von TNF-a in MAP-
infizierten und CD4*CD45RB' " rekonstituierten Rag2’-Mausen 4,9-fach (p= 0,049)
signifikant erhoht, aber nicht in Mausen mit einer MAP-Infektion ohne gleichzeitige T-
Zell-Rekonstitution oder solchen, die nur mit CD4*CD45RB“" rekonstituiert wurden.
Die IL-1B3-Genexpression war ebenfalls tendenziell erhoht, erreichte aber nicht das
Niveau der statistischen Signifikanz (Abb.23). Die Zytokin-Genexpression zeigte weder
in CD4*CD45RB" rekonstituierten und gleichzeitig MAP-infizierten Mausen noch nach

einer Rekonstitution mit CD8* T Zellen signifikanten Verdnderungen.
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Nachdem ein Anstieg der proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1B8 in
Gegenwart von MAP und CD4*CD45RB"" T-Zellen zu beobachten war, wurde das
Augenmerk auf jene Faktoren gelegt, die fiir die Aufrechterhaltung der Entzindung und
die Gewebezerstorung verantwortlich waren, also auf die MMP-Spiegel sowie ihre
inhibitorischen Regulatoren, die TIMPs (152,157).

OTNFa
5 | HlL1beta

x-fold mRNA

Ctrl Inf Rec Inf&Rec

Abbildung 23: TNF-a- und IL-1B-Expression.

Die Mause wurden i.p. mit 108 CFU MAP infiziert und nach 4 Wochen mit CD4*CD45RBI/int T-
Zellen rekonstituiert. Rekonstituierte und MAP-infizierte Mause wurden mit nur rekonstituierten
Mausen verglichen. Keine Unterschiede beziglich der Expression wurden in Proben ohne T-
Zell-Rekonstitution gefunden (Daten nicht gezeigt). Ctrl = Rag2/-Mause mit PBS behandelt; Inf
= Rag2’-Mause i.p. mit MAP infiziert; Rec = Rag2-Mause mit CD4*CD45RB%int rekonstituiert;
Inf&Rec = Rag2’-Mause i.p. mit MAP infiziert und mit CD4*CD45RBint rekonstituiert. n = 4.
Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + SEM dargestellt. Die Signifikanz (p < 0,05) wurde mit
*markiert.
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4.2.2 Einfluss einer MAP-Infektion auf die MMP-Genexpression

Effekt einer MAP-Infektion auf die Expression von MMPs in murinem
Kolon

Die Genexpression von MMPs wurde mittels gRT-PCR in Rag2”-Mausen nach einer
Rekonstitution mit verschiedenen T-Zellen gemessen. Bei den Messungen wurde 18S
rRNA als Housekeeping-Gen genutzt. Eine erhdhte Expression der MMPs koénnte laut
Literatur zu einer chronischen Entziindung in der Darmschleimhaut fuhren. Speziell fur
unsere Untersuchungen wurde die Expression folgender Gene im Kolon gemessen:
MMP-2, -7, -9, -13, und -14, TIMP-1 und TIMP-2. Ein signifikant erhéhtes
Expressionslevel wurde bei MMP-9 (4-fach, p= 0,043), MMP-13 (4,5-fach, p= 0,021)
und TIMP-1 (3-fach, p= 0,021) nach 56 Tagen MAP-Infektion und CD4*CD45RB"/
Rekonstitution im Vergleich zu den nur CD4*CD45RB"-rekonstituierten, nicht MAP-
infizierten Rag2”-Mausen beobachtet (Abb.24 A).

Im Darm von MAP-infizierten Rag2”-Mausen mit einer CD4*CD45RB" Rekonstitution
wurde eine erhdhte Expression von MMP-9 (2,4-fach, p= 0,021) und TIMP-1 (4,2-fach,
p= 0,021) im Vergleich zu nicht infizierten T-Zell-rekonstituierten Rag2’-Mausen
(Abb.24 B) festgestellt. Ahnlich wie bei den Ergebnissen fiir TNF-a blieben diese
Marker in ihrer Expression in Rag2”-Mause, die nur mit MAP infiziert oder nur mit T-
Zellen rekonstituiert wurden, unverandert. Auch hier zeigte eine Rekonstitution mit
CD8* T-Zellen keinen Effekt auf die MMP- und TIMP-Expression.
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Abbildung 24: MMP-Genexpression.

A) Die Mause wurden i.p. mit MAP infiziert und nach 4 Wochen mit CD4*CD45RB'"*int T-Zellen
rekonstituiert. B) Die Mause wurden i.p. mit MAP infiziert und nach 4 Wochen mit
CD4+CD45RB" T-Zellen rekonstituiert. Rekonstituierte und MAP-infizierte Mause wurden mit
nur rekonstituierten verglichen. Keine Unterschiede beziiglich der Expression in Proben ohne T-
Zell-Rekonstitution (Daten nicht gezeigt). Ctrl = Rag2”-Méause mit PBS behandelt; Inf = Rag2-
Mause i.p. mit MAP infiziert; Rec = Rag2/-Mause rekonstituiert; Inf&Rec = Rag2--Mause i.p.
mit MAP infiziert und rekonstituiert. n = 4. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + SEM
dargestellt. Die Signifikanz (p < 0,05) wurde mit * markiert.
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4.2.3 Toll-like-Rezeptor-Genexpression bei MAP-Infektion

Transkriptionelle Expression von TLR nach MAP-Infektion und T-Zell-
Rekonstitution

TLRs spielen eine wichtige Rolle bei der Erkennung von MAP und sind an der
Einleitung der Immunantwort durch eine bakterielle Infektion beteiligt. Aus diesem
Grund wurde die Expression von TLRs, die bei der Erkennung von mykobakteriellen
Komponenten beteiligt sind, quantifiziert. Im Einklang mit seiner prominenten Rolle fur
die Erkennung von MAP (216,230,231), konnte eine 2,2-fach (p= 0,043) signifikant
erhohte Expression von TLR-6 im Kolon von CD4*CD45RB"™ rekonstituierten und
gleichzeitig MAP-infizierten Mausen im Vergleich zu rekonstituierten Mausen ohne
MAP-Infektion oder nur MAP-infizierten Mausen (Abb. 25) beobachtet werden. Ebenso
zeigten TLR-2, -3 und -9 tendenziell hbhere Expressionen in Mausen mit einer MAP-
Infektion und CD4*CD45RB'"t  Rekonstitution, die aber nicht das Niveau der
statistischen Signifikanz erreichten.
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Abbildung 25: TLR Expression mittels RT-PCR.

Die Mause wurden i.p. mit 108 CFU MAP infiziert und nach 4 Wochen mit CD4*CD45RB|nt T-
Zellen rekonstituiert. Rekonstituierte und MAP-infizierte Mause wurden mit nur rekonstituierten
Mausen verglichen. Keine Unterschiede beziglich der Expression wurden in Proben ohne T-
Zell-Rekonstitution gefunden (Daten nicht gezeigt). Ctrl = Rag2’-Mause mit PBS behandelt; Inf
= Rag2’-Mause i.p. mit MAP infiziert; Rec = Rag-2/-Mause mit CD4*CD45RB'"/"t rekonstituiert;
Inf&Rec = Rag2’-Mause i.p. mit MAP infiziert und mit CD4*CD45RB""t rekonstituiert. n = 4.
Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + SEM dargestellt. Die Signifikanz (p < 0,05) wurde mit *
markiert.
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Die Genexpressionen von TLRs in kombinierter CD4*CD45RB" Rekonstitution und
MAP-Infektion oder CD8* Rekonstitution und MAP-Infektion wiesen keine signifikanten
Veréanderungen auf.

Tabelle 9 zeigt in einer Ubersicht alle zu dem Versuch gemessenen n-fachen

Expressionssteigerungen.

Tabelle 9: Ubersicht zur Genexpression der Zytokine und MMPs nach
intraperitonealer MAP-Infektion.

Die aufgezeigten Signifikanzen wurden im Vergleich zu nur rekonstituierten Tieren berechnet.
p=Signifikanzen, g = keine Signifikanz

IL- MMP- TIMP

Lo

:5) Inf& 4,9-fach, g 4-fach, 4 5-fach, g 3-fach, g
E Rec p=0,049 p=0,043 p=0,021 p=0,021

o

i
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4.2.4 Immunhistologische Ergebnisse

Immunhistochemie von MAP infizierten, CD4 *CD45RB!%/ntrekonstituierten

Rag2’-Mausen

In der aktuellen Studie wurden MAP im Kolon von MAP-infizierten Rag2’-Mausen
durch Immunfluoreszenzfarbungen mittels eines polyklonalen Antiserums gegen das
Protein MAP 1775 (Abb. 26) identifiziert. Trotz einer i.p. Infektion konnten MAP als
Stabchen vereinzelt auch im Dickdarmgewebe aller 4 MAP-infizierten Mausen (mit
CD4*CD45RB" M Rekonstitution) beobachtet werden.

Hinweise aus der Literatur deuten darauf hin, dass es wahrend der Infektion innerhalb
der Darmmukosa zur intrazellularen Proliferation der Bakterien in infizierten
Makrophagen kommt (3,11,44-46).
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Interessanterweise zeigten Immunfluoreszenzfarbungen in Abbildung 27 intrazellulare
Cluster von MAP, umgeben von Aggregaten aus CD45*-Leukozyten. Die Infiltration
von CD45*-Leukozyten in  MAP-infizierten und CD4*CD45RBM T-Zellen
rekonstituierten Mausen wird nochmals vergréf3ert in Abbildung 28 und 29 dargestellt.
Eine Immunfluoreszenzfarbung mit F4/80 (grin) und MMP-9 (rot) zeigt eine
Akkumulation von Makrophagen neben MMP-9-positiven Zellen (Abb. 27). Ferner
konnten Zellen, die MMP-9 exprimieren, in der Nahe oder direkt an Clustern von MAP
(Abb. 30) nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse wurden ebenfalls bei MAP-infizierten Rag2”-Mausen mit einer
CD4*CD45RB" T-Zell-Rekonstitution beobachtet: MAP in CD45*-Leukozyten und
MMP-9 exprimierenden Zellen in unmittelbarer Nahe von Clustern der MAP (Abb. 31).
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Inf&Rec

Abbildung 26: Immunhistochemische Lokalisation von MAP in Krypten des
Darms

Von murinem Kolongewebe MAP-infizierter und CD4*CD45RB'!int T-Zellen rekonstituierter
Mause. Proben wurden mit polyklonalem Antiserum gegen MAP 1775 (grun) gefarbt. Deutlich
zu erkennen ist die Erhaltung der Kryptenarchitektur des Darms. Blaufarbungen: DAPI

Inf&Rec

Abbildung 27: Zelluléare Lokalisation von F4/80 und MMP-9.
Von murinen Kolon MAP-infizierter und CD4+*CD45RB"int T-Zellen rekonstituierter Mause.

Proben wurden mit dem Makrophagen Marker F4/80 (griin) und MMP-9 (rot) gefarbt. Der weil3e
Pfeil zeigt auf eine MMP-9 exprimierende Zelle. VergréRerungen ca. x1000. Blaufarbungen:

DAPI
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MAP(griin)/CD45(rot)
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Abbildung 28: Immunohistochemische Darstellung von CD45 und MAP im
murinen Kolon.

Murines Kolongewebe MAP-infizierter und CD4*CD45RB'nt T-Zellen rekonstituierter Mause
und nicht infizierter, nur rekonstituierter Mause als Kontrolle. Proben wurden mit MAP (grin)
und Leukozyten (CDA45: rot) gefarbt. Griine Pfeile zeigen Kolonien von MAP im Epithelium, rote
Pfeile weisen auf Leukozyten, héchstwahrscheinlich Makrophagen, hin. VergréRerungen x200
und x1000, Maf3stab= 100 um. Blaufarbungen: DAPI
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MAP(griin)/CD45(rot)
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Inf&Rec

Abbildung 29: Immunohistochemische Darstellung von MAP- und CD45-positiver

Zellen.
(A-B) Kolon MAP-infizierter und CD4*CD45RBnt T-Zellen-rekonstituierter Mause. Proben

wurden mit MAP (griin) und Leukozyten (CDA45: rot) gefarbt. Griine Pfeile zeigen Kolonien von
MAP und rote Pfeile weisen auf Leukozyten. VergroRerungen x1000. Blauféarbungen: DAPI
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MAP(griin)/MMP-9(rot)
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Abbildung 30: Lokalisation von intrazellularer MAP-Kolonien und MMP-9-
positiven Zellen.

Von murinen Kolon MAP-infizierter und CD4*CD45RB!*/" T-Zellen-rekonstituierter Mause und
nicht infizierter, nur rekonstituierter Mause als Kontrolle. Proben wurden mit MAP (griin) und
MMP-9 (rot) gefarbt. Grine Pfeile deuten auf Kolonien intrazellularer MAP. Rote Pfeile zeigen
MMP-9-exprimierende Leukozyten. In rekonstituierten und nicht MAP-infizierten Tieren konnten
keine MAP-Cluster beobachtet werden; sie wiesen histologisch eine normale Kolonmukosa auf.
VergréRerungen x200 und x1000, Mal3stab= 100 um. Blaufarbungen: DAPI
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MAP (griin)/MMP-9 (rot)

MAP (griin)/CD45 (rot)

Abbildung 31: Immunhistologische Darstellung von MAP und MMP-9- sowie
CD45 positiven Zellen.

Von murinem Kolon MAP-infizierter und CD4*CD45RB" T-Zellen rekonstituierter Mause

(A) Proben wurden mit MAP (griin) und MMP-9 (rot) gefarbt. Griine Pfeile deuten auf Kolonien
intrazellularer MAP. Rote Pfeile zeigen MMP-9-exprimierende Leukozyten. (B) Proben wurden
mit MAP (grin) und CD45 (rot) gefarbt. In rekonstituierten und nicht MAP-infizierten Tieren
konnten keine MAP-Cluster beobachtet werden; diese Tiere wiesen histologisch eine normale
Kolonmukosa auf. Vergréerungen x1000. Blaufarbungen: DAPI
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5. Diskussion

5.1 Bedeutung der MAP-Infektion fur Mensch und Tier

Aufgrund der &hnlichen Pathologien zwischen CD beim Menschen und
Paratuberkulose bei Wiederk&uern stand MAP schon sehr lange als Zoonose-Erreger
der CD in Verdacht. Allerdings konnten epidemiologische und klinische Studien bislang
noch keine eindeutigen Hinweise auf eine Kausalitat zwischen MAP und der
Pathogenese der CD liefern (6). Obwohl Meta-Analysen einen Zusammenhang
zwischen MAP-Infektion und CD bestéatigen konnten (86,128), bleibt die pathogene
Bedeutung von MAP unklar. Epidemiologische Daten sprechen gegen MAP als
alleinigen Erreger der CD, da Menschen, die im Bereich der Viehzucht arbeiten und oft
MAP-Erregern ausgesetzt sind, wie z. B. Bauern und die Bevélkerung in landlichen
Gebieten, keine erhthten Raten von CD aufweisen (232). Der Zusammenhang
zwischen MAP und CD konnte einerseits dadurch erklart werden, dass MAP in der Tat
ein wichtiger Faktor bei der Ursache der CD ist. Andererseits ware es aber auch
moglich, dass die Anwesenheit von MAP bei Patienten mit CD nicht auf die Atiologie
der CD wirkt, sondern lediglich eine Folge der Immundysregulation ist und erst
entsteht, wenn bereits eine Entziindung vorhanden ist (sekundare Besiedlung). Derzeit
ist keine wirksame anti-MAP-Behandlung bekannt, die die Symptome bei CD deutlich
verbessern wirde. AuRerdem ist es zur Zeit nicht mdglich, MAP ganzlich aus der
Umwelt und unserer Lebensmittelversorgung zu eliminieren. Selbst wenn dies mdglich
ware, gabe es keine Uberzeugenden Beweise daflir, dass sich dies auf die Pravalenz
von CD auswirken wirde (131).

In unseren Untersuchungen wies eine i.p. Infektion mit MAP in immunkomprimierten
Mausen keine signifikanten Expressionsauffalligkeiten in Bezug auf proinflammtorische
Zytokine, MMPs und TLRs auf (Abb. 22, 23, 24). Diese Ergebnisse unterstreichen die
Theorie, dass MAP nicht die alleinige Ursache fir eine chronisch entziindliche
Darmerkrankung ist. Dies deutet darauf hin, dass MAP isoliert keine Darmentziindung
ausldsen kann und somit nicht die direkt Ursache einer Darmentziindung ist. Dennoch
ist dadurch ein Zusammenhang von MAP und CD nicht auszuschliel3en. Denn sowohl
unsere Untersuchungen als auch andere lassen vermuten, dass MAP eine
entziindungsverstarkende Auswirkung bei bereits vorhandener Colitis hat (233).
Unsere Ergebnisse zeigen desweiteren, dass MAP in immunsupprimierten und
CD4'CD45RB" ™ T-Zell-rekonstituierten Mausen zu einer proinflammatorischen
Reaktion fuhrt und untermauern somit die Rolle bei der Entzindung oder beim

Forcieren einer Entziindung.
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Die meisten Untersuchungen in Bezug auf CD konzentrieren sich mehr auf die
Verbesserung des Krankheitsverlaufs als auf die Aufklarung des Zusammenhangs
zwischen MAP und CD. Meist wird der Haufigkeit oder der Schwere von
mykobakteriellen Erkrankungen kaum Bedeutung geschenkt, obwohl diese wichtige
Faktoren fur die Aufklarung des Zusammenhangs darstellen. Diese Tatsachen kdnnten
unter Berucksichtigung und verstarkter Assoziation mit der Haufigkeit und Schwere von
mykobakteriellen Erkrankungen gute Ansatze fur weitere Untersuchungen zur Klarung
des Zusammenhangs zwischen MAP und CD liefern. Folglich werden
Forschungsarbeiten mit geeigneten in vivo-Modellen benétigt, um die mégliche Rolle
von MAP fir die Pathogenese des CD zu untersuchen. Die vorliegenden Ergebnisse
konnen einen Beitrag dazu leisten, indem sie weitere Untersuchungen an dem von uns

etablierten und charakterisierten Tiermodell ermdglichen.

5.2 Problematik des addquaten Tiermodells fur die MAP-
Infektion

Geographische Variationen in der MAP-Exposition, grofl3e technische Schwierigkeiten
der Kultivierung von MAP aus primaren Gewebeproben und unterschiedliche Verlaufe
des komplexen Krankheitsbildes erschweren die Aufklarung der Bedeutung von MAP
bei CD. Die Etablierung von Tiermodellen und die Verwendung von definierten,
genetisch homogenen Versuchstiergruppen kann tiefere Einblicke in grundlegende
Fragen der mukosalen Entziindung bieten, indem klar definierte Hypothesen
anschlieend beim Menschen untersucht werden. Leider konnte bislang kein
eindeutiges Tiermodell fir experimentelle Ansatze zur Prifung der Assoziation von
MAP mit CD etabliert werden (34,64,234). Dies koénnte ein Grund daflir sein, weshalb
der potenzielle Einfluss von MAP in der Pathogenese der CD immer noch unklar ist.
Trotzdem wird der Zusammenhang zwischen MAP und CD kontrovers diskutiert.
Bisher konnte mittels PCR-Assay eine verbesserte Diagnostik fur die MAP-Infektion
erreicht werden (34,234). Mehrere Studien konnten allerdings keine Kausalitat
zwischen CD und der Detektion von MAP-DNA herstellen (88,235,236). Im
Allgemeinen ist ein Vergleich zwischen den einzelnen, bislang durchgefihrten Studien
aufgrund der Heterogenitat der untersuchten Proben schwer darzustellen, da die
Analysen entweder an frischen (88,237) oder eingebetteten Gewebeproben (235) oder
gewebeunabhangig mit Blut (234,236) durchgefuhrt wurden. Dartber hinaus wurden

fur viele verschiedene Studien unterschiedliche Probenmaterialen und Methoden fir
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die Infektion, Kultivierung oder den Nachweis von MAP eingesetzt, wie MAP-DNA
(34,88,234-236), MAP-Kultur (88,236), eine Kombination aus MAP-DNA und -Kultur
(88,236), spezifische Antikorper gegen MAP-Epitope (234) und Immunhistochemie
(235). Diese divergierenden Ansédtze erschweren die Vergleichbarkeit der
Untersuchungen untereinander und somit auch eine eindeutige Aussage Uber den
Zusammenhang von MAP und CD.

Obwohl Nagetiere und insbesondere Mause keine natirlichen Wirte von MAP
darstellen, sind spezifische Mausmodelle fiir eine MAP-Infektion entwickelt worden. Als
Infektionsmodell fur MAP werden wegen der Verfligbarkeit tblicherweise Mause von
verschiedenen Inzuchtstimmen sowie normale und immunkomprimierte Mause
verwendet - auch weil der Zugang zu genedefizienten und transgenen Ma&ausen
einfacher ist als zu grolReren Saugern (94,238,239). Derzeit sind immernoch keine
optimalen MAP-Infektions-Mausmodelle vorhanden. Es sind weitere verbesserte
experimentelle murine Modelle nétig, um die spezifischen Parameter einer MAP-
Infektion zu etablieren und die die Beteiligung von MAP in CD klaren zu kénnen.

Die Arbeit hat das Ziel verfolgt, ein Tiermodell zu entwickeln, dass die Erforschung der
Pathogenese der Paratuberkulose (ggf. auch des CD) deutlich verbessert und die
Aufklarung dieser Pathogenese zugrunde liegenden Mechanismen ermdglicht. Eine
MAP-Infektion bei Wiederkduern findet verstarkt postnatal durch féakal-orale
Ubertragung statt; diese frilhe MAP-Infektion bildet eine Ubergangsperiode der
Immunsuppression, was offensichtlich in spateren Jahren zur klinischen Erkrankung
fuhrt. Basierend auf diesen Uberlegungen wurden 2 Ansétze verfolgt: die orale
Exposition mit MAP und eine i.p. Injektion von MAP. Fir die i.p. Infektion wurde
immunkomprimierten Rag2”-Mausen, denen B- und T-Zellen fehlten, MAP i.p. injiziert
und durch eine Komplementierung mit definierten Lymphozyten-Subpopulationen eine
MAP-Infektion ermdglicht. Wahrend CD45RB" T-Zellen in immundefizienten Mausen
zu einer mukosalen Entzindung fuhren, wurde dieses Ph&nomen bei einer
Ubertragung von CD45RB"“™ T-Zellen nicht beobachtet (240). Der Ansatz der
intraperitonealen MAP-Infektion in T-Zell-rekonstituierten BL/6-M&ausen erlaubt die
Identifizierung der zellularen Immunfunktion, die fur die MAP-induzierte Entzindung
verantwortlich ist. Obwohl die Art und Weise der Infektion nicht dem physiologischen
Infektionsweg von MAP entspricht, wurde in unserer Untersuchung eine konsequente
chronische Infektion beobachtet. In diesem Zusammenhang wird oft der Einwand
gebracht, dass im Gegensatz zu einer i.p. Injektion eine orale Infektion von adulten
Mausen mit MAP keine verlassliche Infektion sicherstelle und daher nicht geeignet sei,
die MAP-Wirt-Interaktion zu untersuchen (241). Unsere Studie mit oraler Exposition

von MAP konnte jedoch zeigen, dass eine kontrollierte orale MAP-Exposition von
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Mausen auch zu einer Darmpathologie und zu Entzindungen fihren kann. Diese
Erkenntnis bildet eine gute Grundlage fur weitere Untersuchungen, nicht zuletzt weil
der natirliche Infektionsweg bei Tieren fakal-oral erfolgt (41). Eine orale Infektion mit
MAP kdnnte somit auch bei Menschen moglich sein, z.B. durch den Konsum von Milch
oder den Verzehr von Fleisch infizierter Tiere. Bereits Untersuchungen aus dem Jahr
1998 konnten den Nachweis von MAP in pasteurisierter Milch liefern und somit das
Uberleben von MAP nach Pasteurisierungs- und Fermentationsprozessen belegen
(242-246). Aus diesem Grund wird immer wieder MAP-kontaminierte Milch als
mogliche Infektionsquelle diskutiert. Die Europadische Kommission hat MAP als
potenziellen Zoonoseerreger eingestuft. Bedauerlicherweise gibt es derzeit kein
Versuchstier-Modell, in dem die Eigenschaft von MAP untersucht werden kann, da
immunkompetente Tiere nach oraler Infektion nicht oder nur systemisch erkranken
(242,247).

Unsere Experimente haben erste Ansatze fur ein geeignetes Tiermodell zur
Assoziation von MAP und Darmentziindungen geliefert. Durch eine i.p. Infektion konnte
eine systemische Ausbreitung von MAP, eine Infektion im Lebergewebe und
signifikante Infektions-induzierte immunologische Veranderungen im Dickdarm
dargelegt werden. Dies veranschaulicht den potenziellen Wert sowohl der oralen als

auch der i.p. Infektion fur die Analyse der MAP-induzierte Entziindung.
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5.3 Diskussion zu den angewandten Tiermodellen

5.3.1 Orale MAP-Exposition in BALB/c Mausen

Im Rahmen dieser Studie wurde untersucht, ob eine kontrollierte orale MAP-Exposition
von Mausen zu einer Darmpathologie und zu Entziindungen fuhren kann. Als Ergebnis
kann festgehalten werden, dass eine orale MAP-Exposition durchaus als Infektionsweg

in Frage kommen kann.

Entziindungsinduzierte Expression von Matrix-Metalloproteinasen in oral

MAP-infiziertem Darmgewebe

Neben einer erhdhten TNF-a Sekretion und T-Zell-Proliferation als zellulare Antworten
(80,81) gibt es erste Hinweise darauf, dass pathogene Mykobakterien auch eine
Wirkung auf die extrazellulare Matrix haben und somit zur Induktion der Expression
von MMPs fahig sind. In der Tat konnten in vitro- und in vivo-Studien an Rindern und
Mausen zeigen, dass MMPs entziindliche Gewebeveranderungen und Zerstérungen
durch Mykobakterien vermitteln (65,142). Des Weiteren sind MMPs wichtige Proteasen
bei der Pathogenese von entziindlichen Darmerkrankungen, bei denen Zytokine
ausgeschuttet werden, die wiederum eine Gewebeschadigung mit MMP-Expression
hervorrufen. Aufgrund dieser vorangegangenen Erkenntnisse wurde fur die
vorliegenden Untersuchungen folgende Hypothese aufgestellt: Eine intestinale MAP-
Infektion kann zu einer erhdhten Expression von MMPs in murinem Darm fiihren.
Basierend auf frilheren Ergebnissen und Verdffentlichungen unserer Arbeitsgruppe
(203,248) wurden MMPs und TIMP-1 quantifiziert, welche eine wesentliche Bedeutung
bei CD haben und eine pathogene Relevanz in Bezug auf Mykobakterien aufweisen.
Die erhobenen Daten zeigen, dass eine orale Exposition mit MAP in der Lage ist, eine
erhohte Genexpression von MMP-2, MMP-9, MMP-13, MMP-14 und TIMP-1 (Abb. 13)
im Kolon zu induzieren. Dieses Ergebnis bestétigt Aussagen friherer Studien, die
MMP-9 eine besondere Bedeutung bei mykobakterieller Infektion zuschreiben
(225,226). Als Antwort auf den Tuberkuloseerreger Mykobakterium bovis oder
Mycobacterium tuberculosis erhdéhen peritoneale Makrophagen stark die MMP-9-
Expression in einer dosisabhangigen Weise, wahrend MMP-2, obwohl diese auch
erhéht waren, durchweg eine geringere Aktivitdt als MMP-9 zeigte (142). In anderen
Untersuchungen konnten infiltrierte Makrophagen als mogliche Hauptquellen fir MMP-
8, -9 und -10 bei IBD und einem Maus-Modell von Colitis dargestellt werden (249,250).
In der bronchoalveolaren Lavage-Flissigkeit (Spulflissigkeit) von Patienten mit

Tuberkulose konnten erhdhte Werte von MMP-9 beobachtet werden. Auch durch Hitze
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abgetotete Mycobacterium tuberculosis sowie mykobakterielle Zellwandkomponente
sind in der Lage, MMP-9-mRNA in einer myelomonocytischen Zelllinie zu induzieren
(251). In Bezug auf MAP konnte gezeigt werden, dass in PBMCs (Peripheral Blood
Mononuclear Cells) von Rindern, die mit JD infiziert waren, MMP-9 und deren
wichtigster lokaler Inhibitor TIMP-1 nach Stimulation mit MAP hochreguliert waren
(252,253).

Zusammen mit diesen Daten deuten vorliegende Beobachtungen einer erhdhten
kolonalen MMP-2- und MMP-9-mRNA-Expression (Abb. 13) und Protein-Aktivitat in
vivo durch eine frihe MAP-Exposition (Abb. 14) auf eine wesentliche Rolle von MMP-2
und MMP-9 bei der Vermittlung von mykobakterieller Pathogenitat hin.

Fir den zellularen Ort der erhohten MMP-9-Expression (immunhistologische
Farbungen) konnten CD45" Zellen als eine wichtige Quelle von MMP-9 in oral mit
MAP-infizierten Mausen identifiziert werden (Abb. 20). Dartiber hinaus konnten Cluster
von Zellen, die MMP-9 exprimieren, in unmittelbarer Nachbarschaft zu intramukosalen
Lymphozyten-Aggregaten beobachtet werden. Diese mukosale Ansammlung von
Leukozyten und die MMP-9 Expression bilden vermutlich den ersten Teil einer
Wirtsantwort auf MAP. Der Organismus reagiert offenbar auf eine MAP-Infektion,
indem Leukozyten vermehrt rekrutiert werden und MMP-9 aus der EZM exprimiert wird.
MMP-9 ist insofern am Prozess der MAP-Infektion beteiligt, als ein durch MMP-9
initiierter Abbau der EZM im Darm stattfindet. Durch diese infektibse Veranderung im
Darm kommt es zur Entziindung und zur Infiltration von Entziindungszellen. Diese
inflammatorischen  Zytokine und die Aktivierung von Leukozyten vermitteln
anscheinend Gewebeschaden und verursachen somit die Zerstérung der Darmwand,
was wiederum zu der typisch haufigen Darmentleerung fihrt (wie bei CD zu
beobachten).

Diese Vermutungen werden durch die Literaturdaten gestutzt, da MMP-9 von
Granulozyten exprimiert wird und in Gewebe mit akuten Entziindungszusténden
nachgewiesen werden konnte. Gewebe ohne Entziindungszeichen wies keine
vermehrte MMP-9-Expression auf (184). Desweiteren waren MMP-1, -2, -3 und -9 in
entzundlicher Mukosa von Patienten mit UC gegenuber gesunder Mukosa deutlich
gesteigert. In immunhistochemischen Untersuchungen wurde MMP-9 als die am
starksten erhohte Proteinase in CED identifiziert (182). Mehrere Studien konnten
belegen, dass die HOhe der mukosalen MMP-Expression direkt mit der
Krankheitsaktivitdt bei CED-Patienten korreliert (179,180,182).
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Toll-like-Rezeptoren und die Rolle der Immunantwort gegen MAP

Toll-like-Rezeptoren (TLR) sind Proteine, die eine wichtige Rolle im angeborenen
Immunsystem spielen. Diese einzelnen, membranstandigen, nicht-katalytischen
Rezeptoren erkennen strukturell konservierte Molekiile, die aus Mikroben stammen.
Durch diese Erkennung von MAP Uber TLRs werden Kaskaden aktiviert, die mit einer
verstarkten Expression von Zytokinen einhergehen. Vor allem fir TLR-2 und TLR-6
konnte gezeigt werden, dass sie fir die angeborene Immunantwort gegen
Mykobakterien bedeutsam sind (114,146,227,228,230,231,254-256). Die
Quantifizierung der Expression von TLR-2 und TLR-6 in oral MAP-exponierten Mausen
und Kontrollen hat belegt, dass beide TLRs in Mausen mit friiher MAP-Exposition
hochreguliert waren (Abb. 15). Die Immunhistologie bestétigte das Vorhandensein von
TLR-2 auf der luminalen Seite der Enterozyten im Kolon, was dahingehend interpretiert
werden kann, dass TLR-2 einen grof3en Teil der angeborenen Immunantwort gegen
MAP bildet. Unsere Beobachtung einer gleichzeitigen Hochregulation von
proinflammatorischen Zytokinen und Mitgliedern der TLR-Familie deutet auf eine
kausale Beziehung hin und unterstreicht die Annahme, dass TLRs fahig sind, die
Produktion von Zytokinen und die zelluldre Aktivierung als Antwort auf Mikroben zu
vermitteln (257).

Die Beobachtungen einer verstarkten MMP-9-Expression in unmittelbarer Nahe der
apikalen TLR-2-Expression in Enterozyten (Abb. 21) legen nahe, dass die TLR-2
induzierte MMP-Expression ein Bestandteil der Wirtsverteidigung gegen MAP ist. Dies
unterstitzt, dass die Immunantwort auf MAP Uber TLR eingeleitet wird und
anschlie3end zur Expression von Zytokinen fihrt. Diese Zytokine sind dann vermutlich
in der Lage, die Darmwand zu zerstoren/destruieren und Leukozyten zu rekrutieren.
Der Umbau der EZM und die Infiltration von Entziindungszellen sowie die damit
verbundene Mukosadestruktion sind somit anzunehmen. Allerdings sind diese
Assoziationen hypothetisch, und es sind weitere Studien notwendig, um sie zu
verifizieren. Die Verwendung von TLR-2 depletierten Mausen (TLR-2-Knockout-Mause)
ware eine Mdoglichkeit, um einen Kausalzusammenhang zwischen MAP, TLR-2 und
MMPs zu belegen. Aufgrund des definierten Rahmens des Projektes und der zeitlichen
Begrenzung konnte das aufgefiihrte Mausmodell nicht in unsere Experimente

miteinbezogen werden.
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Immunhistologischer Nachweis der Darmpathologie bei oraler MAP-

Infektion
Um die Darmpathologie und die Auswirkungen einer Entziindung darzustellen, wurden
immunbhistologische Untersuchungen durchgefiihrt. Eine Besiedlung von MAP konnte
mittels Immunfluoreszenz und Ziehl-Neelsen-Farbung im murinen Darmgewebe
bestatigt werden. Da eine lange Zeitspanne gewahlt wurde (65 Tage nach der ersten
Exposition), um eine erfolgreiche Kolonisierung von MAP zu gewahrleisten, kann
ausgeschlossen werden, dass MAP nur voribergehend den Darm der Mause besiedelt
haben. Obwohl eine orale MAP-Exposition generell nicht zu einer makroskopischen
Pathologie fuhrte, konnten in MAP-exponierten Mausen Aggregate von CD45*
Leukozyten in unmittelbarer Umgebung von MAP und ihren Spharoplasten in der
Lamina propria der Mukosa nachgewiesen werden. Diese Ansammlung von CD45*
Leukozyten in MAP-infizierten Mausen gilt als mikroskopisches Merkmal fir eine
Infektion.
AbschlieBend geben unsere Ergebnisse Hinweise darauf, dass eine orale MAP-
Exposition eine mukosale Expression von mehreren Mitgliedern der MMP-Familie zur
Folge hat. Obwohl eine orale MAP-Exposition allein nicht zu einer makroskopischen
Darmentziindung filhrte, machen die beobachteten intramukdésen Leukozyten-
Aggregate zusammen mit der erhohten TLR-2-, TLR-6-, IL-1B-, TNF-a-, MMP-2- und
MMP-9-Expression in MAP-exponierten Mausen vermutlich einen Teil der komplexen
und noch ungenauen Immunantwort gegen MAP aus. Chambers et al. (258) zeigten in
ihren Untersuchungen, dass eine Infektion mit Mycobacterium tuberculosis in
monozystischen Zellen ebensfalls zu einer erhéhten Expression von MMPs (MMP-9)
und zu einer TLR-vermittelten zellularen Immunreaktion fuhrt. Allgemein spielen fur
Entziindungen durch Bakterien wahrscheinlich sowohl TLRs als auch MMPs eine
Rolle. Kaneko et al. und Aoyama et al. beschreiben, dass parodontale Bakterien
(Porphyromonas gingivalis) TLRs, insbesondere TLR-2, induzieren und die
Entwichklung einer Herzfibrose beschleunigen. Infizierte Wildtyp Mause zeigten dabei
auch ein erhbhtes MMP Muster (259,260).
Es ist klar, dass MAP ein sehr erfolgreicher intrazellularer Erreger ist und spezielle
Mechanismen entwickelt hat, um im Wirt zu Gberleben. Bestehende experimentelle und
aus natirlicher Infektion (JD) abgeleitete Daten beziiglich der Immunreaktionen zeigen
deutlich ein komplexes, aber dennoch unterschiedliches Muster. Die durch TLR
eingeleitete Immunantwort, die Modulation der unterschiedlichen T-Zellpopulationen in
MAP-infizierten Geweben und die genauen Mechanismen bei dem Fortschreiten der
Entzindung durch MAP sowie die genomische Variationen von MAP mussen dennoch
weiter untersucht werden (261).
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5.3.2 Intraperitoneale MAP-Infektion in T-Zell-rekonstituierten BL/6-
Mausen

Rolle von CD4* T-Zellen und proinflammatorischen Zytokinen bei der

MAP-induzierten Pathologie

Allgemein ist die erste Reaktion des Organismus auf einen Erreger eine starke
zellvermittelte Immunabwehr, die vor allem durch CD4* T-Zellen, aber auch durch
zytotoxische CD8" T-Zellen vermittelt wird (12,67,68). Bei im frihen Stadium
erkrankten Rindern, die auf natirlichem Wege oder experimentell mit MAP infiziert
wurden, konnte ein erhohter Anteil an CD8* T-Zellen und eine verminderte CD4* T-
Zell-Aktivitat beobachtet werden. Zu einem spateren Stadium der Erkrankung jedoch
wurden vermehrt CD4* T-Zellen festgestellt (76). Generell wirken CD4* und CD8* T-
Lymphozyten durch die Synthese der Zytokine TNF-a und IFN-y kontrollierend auf
mykobakteriell infizierte Makrophagen (262). Interessanterweise wurde in der
vorliegenden Untersuchung ein hoQherer Prozentsatz an CD4* T-Zellen bei
rekonstituierten und MAP-infizierten Mausen beobachtet, als bei den Kontrollen.
Moglicherweise fiihrt eine MAP-Infektion zur Aktivierung von solchen CD4* T-Zellen
(Figur 1 in (240)). Zusatzliche Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Dr. Weiss,
Braunschweig, konnten zeigen, dass eine systemische Entziindung, Granulombildung
in der Leber und die intestinale Expression von TNF-a mit CD4" T-Zell-Populationen in
einem Wirkzusammenhang stehen, wéhrend CD8* T-Zellen keine MAP-vermittelte
Pathologie induzieren (personliche Mitteilung). MAP ist bekannterweise fahig, die
Bildung von Granulomen in der Leber zu induzieren. Im Detail wurden keine
Granulome in Rag2”-Kontroll-Mausen oder nicht rekonstituierten Rag2’-Mausen mit
einer MAP-Infektion beobachtet (Figur S1 in (240)). Diese Ergebnisse belegen, dass
eine  MAP-Infektion in immunsupprimierten Mausen die Voraussetzung fir die
Entwicklung von T-Zell-vermittelter Granulombildung (wie bei CD4*CD45RB™n T-
Zellen) oder ein stark fordernder Faktor in diesem Prozess (wie bei CD4*CD45RB"
Rekonstitution) ist. Die Anwesenheit von einigen wenigen lebensfahigen MAP wurde
mittels Ausplattieren von Leber-Homogenisaten oder alternativ mittels PCR von der AG
Dr. Weiss aus Braunschweig bestatigt.

Diese Befunde zeigen die kritische Rolle des adaptiven Immunsystems (und
insbesondere die kritische Rolle von CD4* T-Zellen) und die Wirkung auf die Bildung
von Granulomen. Es wurden keine Granulome in Mausen gefunden, die mit CD8* T-
Zellen rekonstituiert wurden. Dies bestétigt, dass CD8* T-Zellen nicht an der
Granulombildung  beteiligt sind  (263,264). Uberraschenderweise  wurden

Lebergranulome in 1 von 4 MAP-infizierten und mit CD4*CD45RB" rekonstituierten
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Mausen gefunden, aber nicht in nicht-infizierten Kontrollmausen. Im Gegensatz dazu
wurden Granulome im Lebergewebe von Mausen mit der Rekonstitution von
CD4*CD45RB" T-Zellen auch in Abwesenheit von MAP-Infektion beobachtet. In MAP-
infizierten Tieren mit einer CD4*CD45RB" Rekonstitution wurden jedoch in allen 4
Mausen mehrere und deutlich gréRere Granulome gefunden als bei Mausen, die nur
eine CD4*CD45RB" Rekonstitution ohne MAP-Infektion erhalten haben (Figur 4 in
(240).

Zusammenfassend kann festgehalten werden: Die durch CD4*CD45RB"™ T-Zell
vermittelte Bildung von Granulomen wurde ausschlie3lich in MAP-infizierten M&ausen
nachgewiesen, wahrend die Ubertragung von CD4*CD45RB" T-Zellen auch in
Abwesenheit einer MAP-Infektion die Bildung von Granulomen induzierte. Dies
verdeutlicht nochmals, wie bereits berichtet (66), das stark entziindliche Potenzial
dieser Zellpopulation. Dennoch waren in Mausen mit einer MAP-Infektion und einer
Rekonstitution durch CD4*CD45RB" T-Zellen die Granulome deutlich in Zahl und
GroRRe erhoht. Es liegt die Annahme nahe, dass eine MAP-Infektion das Potenzial von
verschiedenen T-Zell-Subpopulationen  erhdéht, um  Entziindungszellen wie
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten in Richtung einer Infektion zu lenken.
Somit belegt diese Studie, dass eine i.p. Infektion zu einer systemischen Ausbreitung
von MAP, einer Infektion des Lebergewebes und zu Infektions-induzierten
immunologischen Veranderungen im Darm fuhrt.

CD4*CD45RB" T-Zellen weisen per se proinflammatorische Eigenschaften auf und
sind dafur bekannt, Colitis bei immunsupprimierten Mausen zu induzieren vermutlich
aufgrund der Abwesenheit von regulatorischen T-Zellen (96,97). Basierend auf dieser
Tatsache konzentrierten sich die vorliegenden Analysen auf die Wirkung von
CD4*CD45RB' " T-Zellen und auf die Frage, ob diese durch die Wechselwirkung mit
MAP in entziindliche T-Zellen umgewandelt wurden. Die Ergebnisse lassen vermuten,
dass in Anwesenheit von MAP CD4'CD45RB"™ T-Zellen im Stande sind, selbst
Entziindungsfaktoren zu produzieren oder andere Zellen zur Produktion zu stimulieren,
und sie damit in einen proinflammatorischen Phanotyp umgewandelt werden kdénnen.
Mehrere Marker fir Entzindung, Geweberegeneration und die Erkennung von MAP
wurden fur die Fragestellung quantifiziert.

Die Expressionsanalysen von TNF-a und IL-13 als starke und potente
proinflammatorische Zytokine in den durchgefuhrten Mausexperimenten ermdglichten
es, die Auswirkungen der kombinierten MAP-Infektion und Rekonstitution mit
CD4*CD45RB"" T-Zellen und der beiden Komponenten (MAP und CD4*CD45RB'"
T-Zellen) allein in Bezug auf die Expression der Zytokine zu analysieren. Mit diesem

Ansatz konnte gezeigt werden, dass eine MAP-Infektion und anschlielRende
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Rekonstitution mit CD4*CD45RB"™ T-Zellen zu einer starken Induktion von TNF-a (IL-
1B nur tendenziell) fuhrt (Abb. 22). Allerdings wurden diese Erhdéhungen nicht in
Mausen mit einer alleinigen MAP-Infektion oder einer alleinigen CD4*CD45RB!" T-
Zell Rekonstitution beobachtet. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Vermutung, dass
MAP die rekonstituierten CD4*CD45RB"™M T-Zellen wahrscheinlich in einen
proinflammatorischen Phanotyp umwandelt.

Unsere Schlussfolgerungen stehen auch im Einklang mit der Literatur: Erhdhte TNF-a-
Spiegel wurden bei mehreren Erkrankungen mit Autoimmun-Komponenten beobachtet,
einschlie3lich rheumatoider Arthritis und CD und vor allem in Zusammenhang mit
MAP-Infektionen sowie in in vitro-Studien, die eine Hochregulation von TNF-a in
mukosalen Zellkulturen aus MAP-positiven CD-Patienten aufwiesen (80,81,233,265-
268). Dies steht auch im Zusammenhang mit der Granulomabildung, denn Zytokine
und Immunzellen, insbesondere T-Zellen sind fur die Granulomformation erforderlich
(269,270). TNF-a tragt somit zur allgemeinen Pathogenese einer entzindlichen
Erkrankung durch eine verstarkte Aktivierung einer Entziindung, vermehrte

Zellproliferation und die Anderung der Permeabilitat des Epithels bei (271).

Bedeutung von Matrix-Metalloproteinen bei mykobakterieller i.p. Infektion

Wir haben das Augenmerk auch auf jene Faktoren gerichtet, die fur die
Aufrechterhaltung der Entzindung und Gewebezerstérung verantwortlich sind
(152,157), um damit die Systematik einer MAP-Infektion in Bezug auf eine zellulare
Darmentziindung zu verdeutlichen. Aufgrund von friheren Ergebnissen unserer
Arbeitsgruppe (203,248) wurden MMPs und TIMP-1 quantifiziert, die wichtige Enzyme
der Gewebezerstorung bei CED darstellen sowie eine pathogene Bedeutung wahrend
einer mykobakteriellen Infektion haben (142). Frihere Studien haben MMP-9 als
Schlusselenzym wahrend einer mykobakteriellen Infektion identifiziert (225,226).
Unsere Ergebnisse belegen die wichtige Rolle von MMP-9 bei der Vermittlung von
mykobakterieller Pathogenitat (216). Abgesehen von MMP-9 konnte ebenfalls eine
Induktion von MMP-13 und MMP-14 in MAP-infizierten und T-Zellen rekonstituierten
Mausen ermittelt werden (Abb. 24). Dies untermauert unsere Hypothese, dass beide -
MAP und CD4*CD45RB"" T-Zellen - mdglicherweise in einer Wechselwirkung stehen
und diese entscheidend fir die Einleitung und Aufrechterhaltung von Entziindungen
durch die Hochregulation von MMPs in unserem Modell ist. Dennoch konnte keine
Gewebezerstdrung durch histologische Untersuchungen beobachtet werden, weshalb
die Rolle der induzierten Expression von MMPs im Zusammenspiel mit
CD4*CD45RB'" T-Zellen noch klarungsbeduirftig ist.
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Erkennung von MAP durch Toll-like-Rezeptoren

Bei der Einleitung einer angeborenen Immunantwort gegen Infektionserreger spielen
TLRs eine Schlusselrolle. Die Erkennung von Erregern erfolgt durch PAMP in der
frihen Phase der Abwehrreaktion und die TLRs aktivieren daraufhin eine intrazellulare
Kaskade, wodurch die Expression von Entziindungsgenen induziert wird. Diese
Entziindungsparameter bilden den Antrieb des Immunsystems, um eindringende
Pathogene zu beseitigen (272). Unseren Ergebnissen zufolge spielt dabei TLR-6 eine
wichtige Rolle, obwohl es nicht viele Informationen dariber gibt, konnten einige
Studien aufzeigen, dass dieser Rezeptor eine Bedeutung bei der Erkennung von
Pathogenen und der Immunantwort hat (273,274). Besonders fiur TLR-2 und TLR-6
konnte aufgezeigt werden, dass sie eine wichtige Rolle bei der angeborenen
Immunantwort gegen mykobakterielle Infektionen spielen (114,146,228,275). TLR-2
steht in Verbindung mit TLR-6 und erkennt bakterielle diacylierte Lipopeptide und
Peptidoglycan von grampositiven Bakterien und initiiert die Makrophagen-Antwort auf
diese Liganden (227,231,276,277). Des Weiteren sind TLR-2/TLR-6-Heterodimere an
der Erkennung von mykobakteriellen Antigenen beteiligt (146,254). Beide, TLR-2 und
TLR-6, waren in den Darmen von Schafen mit JD hochreguliert (228,256). TLR-2 und
TLR-6 wirken anscheinend zusammen, um Makrophagen durch Erkennung von
Peptidoglycan grampositiver Bakterien zu aktivieren (227).

In Ubereinstimmung mit diesen Daten iber die Rolle der TLR-6 fiir die Erkennung von
MAP wurde in unserer Studie eine signifikant erhéhte Expression von TLR-6 sowie
eine starke Induktion von TNF-a (IL-18 tendentiell) nach einer MAP-Infektion in
CD4*CD45RB'" T-Zellen rekonstituierten Rag2”-Mausen (Abb.23) beobachtet. Nach
Marinho et al. (278) wird TLR-6 fur die Aktivierung von MAPK und NF-kB in BMDCs
und die weitere Produktion von proinflammatorischen Zytokinen benétigt und ist somit
fur die volle Resistenz gegen M. avium Infektionen erforderlich (279). Speziell Th-1
Zytokine sind fur die Resistenz von M. avium Infektionen ndétig (280,281). Erste Studien
an Menschen konnten im Zusammenhang mit Mykobakterien zeigen, dass TLR-6
Polymorphismen mit niedrigerer IL-6-Produktion, NF-kB-Signal-Aktivierung und in
bestimmten Bevolkerungsgruppen mit einem erhdhten Risiko an Tuberkulose (TB) zu
erkranken, einhergeht (282,283).

Unsere Beobachtung einer gleichzeitigen Hochregulation von proinflammatorischen
Zytokinen und TLR-6 deutet auf eine kausale Beziehung hin und unterstreicht die
Vorstellung, dass TLRs fahig sind, die Produktion von Zytokinen und die zellulare
Aktivierung als Antwort auf Mikroben zu vermitteln (257). Die Gesamtheit dieser
Signale (Ausschuittung pro inflammatorischer Zytokine und TLR) zeigt das Vorkommen

pathogener Strukturen an oder deutet mittels der Expression von Stressproteinen auf
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pathologische Veradnderungen innerhalb des Korpers hin und generiert ein
sogenanntes ,Danger-Signal“ (284,285). Somit ist auch die Produktion von Zytokinen
wichtig fur die Aktivierung von Immunzellen und fur die Kontrolle der Infektion. Diese
Erkenntnisse verdeutlichen besonders die Relevanz von TLR-6 bei der Erkennung von

MAP im Zusammenhang mit der durch MAP hervorgerufenen Entziindung im Darm.

Immunhistologischer Nachweis der Darmpathologie bei i.p. MAP-Infektion

Mykobakterien infizieren bekannterweise den Wirt; sie ,verstecken sich®, indem sie sich
in Makrophagen einnisten und es zu einer intrazellularen Proliferation der Bakterien
innerhalb der infizierten Makrophagen kommt. Somit findet die Erreger-Wirt-Interaktion
wahrend einer MAP-Infektion hauptséchlich innerhalb der Makrophagen statt, die
proinflammatorische und zytotoxische Immunantwort ist dabei essenziell fur die
Kontrolle der Infektion (3,46,53,64,65). In diesem Zusammenhang konnten in den
Immunfluoreszenzfarbungen mittels polyklonalem Antiserum MAP im murinen Kolon
MAP-infizierten und CD4*CD45RB"" T-Zellen-rekonstituierten Mausen identifiziert
werden (Abb. 26). Weitere Immunfluoreszenzfarbungen zeigten intrazellulare Cluster
von MAP, umgeben von Aggregaten aus CD45*-Leukozyten (Abb. 27). Diese
Beobachtungen verdeutlichen nochmals, dass sich MAP in Makrophagen einnisten und
die Produktion von Zytokinen antreiben kann. Die Infiltration von CD45* Leukozyten in
MAP-infizierten und CD4*CD45RB"™M T-Zellen rekonstituierten Mausen wird somit
durch diese Farbungen bestatigt. Eine spezifische Farbung mittels F4/80
(Makrophagen Antikorper) und MMP-9 wies eine Makrophagen Akkumulation neben
MMP-9-positiven Zellen nach und untermauert nochmals die Bedeutung von MMP-9 in
der mykobakteriellen Infektion des Darms (Abb. 27). MMP-9 wird in den neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen gebildet und wird durch verschiedene
Entziindungszellen in neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, Lymphozyten,
Mastzellen und Makrophagen stark exprimiert. Dies ist entscheidend bei der
Ausbreitung von malignen Tumoren und Entziindungsprozessen (149,161,162,206).

Unsere Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass es in MAP-infizierten und
CD4*CD45RB"" T-Zellen rekonstituierten Mausen zu einer Entziindung sowie zu
einem durch MMP-9 initierten Umbau der EZM und damit verbundener
Mukosadestruktion kommt. Mehrere Studien konnten belegen, dass die Hohe der
mukosalen MMP-Expression direkt mit der Krankheitsaktivitdt bei CED-Patienten
korreliert (179,180,182). Dies legt nahe, dass MMPs wéhrend der Infektion mit
pathogenen MAP hochreguliert werden, wie auch in der Literatur bereits angenommen

(142,198). MMPs regulieren eine Vielzahl von Nicht-Matrix-Substraten wie Chemokine,
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Zytokine und Wachstumsfaktoren (151,154). Sie kénnen Entziindungen durch direkte
proteolytische Prozessierung von entzindlichen Zytokinen entweder stimulieren oder
aufrechterhalten (155).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass durch die T-Zellen Rekonstitution der MAP-
infizierten immunkomprimierten Rag2’-Mause erstmals gezeigt wurde, dass die MAP-
induzierte systemische Entziindung vor allem durch CD4*CD45RB" T-Zellen forciert
wird. Dabei sind CD4*CD45RB"" T-Zellen unter dem Einfluss von MAP wahrend einer
enterischen Entzundung der Darmschleimhaut in der Lage, sich in Effektorzellen
umzuwandeln. Des Weiteren sind beide, MAP und T-Zellen, fir die Induktion einer
Entziindung und der Gewebepathologie erforderlich.

Die vorliegenden Untersuchungen konnten darlegen, dass die Induktion von TNF-a
und gewebeabbauenden Proteasen (MMPs und TIMPsS) nur bei gleichzeitiger
Gegenwart von MAP und CD4'CD45RB"“™M T-Zellen vorlag, nicht aber unter
Anwesenheit nur eines der beiden Faktoren. Diese Ergebnisse verdeutlichen daher,
dass MAP nach seiner Erkennung im Organismus in der Lage ist, eine Immunantwort
im Korper einzuleiten, die eine proinflammatorische und gewebezerstérende
Umgebung herbeifiihrt, die wiederum spéater zu einer MMP-9 initiierte Degeneration der
EZM flhren kann (286,287). Auch eine Schadigung der Schleimhaut selbst kann MAP
helfen im Dickdarmgewebe zu Uberleben, z. B. bei bestehender Entzlindung. Die
Anwesenheit von MAP oder MAP-infizierten Makrophagen koénnte die
Heilungsprozesse beeintrachtigen und es Darmbakterien ermdglichen, in das
Darmgewebe einzudringen (233).

MAP konnte durch Immunhistochemie und PCR nicht durchgehend im Kolongewebe
nachgewiesen werden. Somit kann, selbst in Abwesenheit von einer hohen
Keimbelastung, eine MAP-Infektion die Verlagerung von CD4" T-Zellen zu einer
Entzindung vorantreiben und die Bildung von Granulomen in Lebergewebe
herbeifihren (240).

AbschlieRend konnte durch unsere Untersuchungen ein Infektionsmodell etabliert
werden, welches die immunhistochemische Analyse der MAP-induzierten Stimulation
und der proinflammatorischen Aktivitdt von CD4* T-Zellen ermdéglicht. Nach einer
systemischen Infektion konnten signifikante Anzeichen einer Infektion, namlich
Granulombildung in der Leber und Entziindungsreaktionen im Dickdarm, beobachtet
werden. Zusatzlich konnten lebensfahige MAP aus entziindetem Gewebe kultiviert
sowie das MAP-induzierte entziindliche Potenzial von T-Zell-Subpopulationen
ausgewertet werden. Alle Zeichen einer Inflammation, wie eine Erhéhung des

Milzgewichts und Granulombildung in der Leber, konnten mit CD4*T-Zellen in
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Verbindung gebracht werden (240). Unsere Arbeit zeigt Mechanismen auf, mit denen
MAP entziindliche Reaktionen in Abhangigkeit von der T-Zell-Aktivitat induziert. Diese
Experimente tragen letztlich zu einem besseren Verstandnis der Rolle von MAP in
chronisch-entziindlichen Erkrankungen bei und bieten die Grundlage fur weitere

Untersuchungen.

5.4 Limitationen der Tiermodelle

In der vorliegenden Arbeit wurden die Untersuchungen an murinem Darmgewebe
durchgefuhrt. Die mikroskopische Entziindung war lediglich auf das Kolon begrenzt,
und trotz des Vorhandenseins von inflammatorischen Zellen und inflammatorischen
Effektormolekillen konnten keine histologischen Veranderungen beobachtet werden.
Als methodische Limitation konnte hierfir der Beobachtungszeitraum genannt werden.
Eventuell war namlich der Beobachtungszeitraum nach der T-Zell-Rekonstitution nicht
lange genug, was die beschrankte mikroskopische Entziindung im Dickdarm trotz der
Anwesenheit von Entziindungszellen erklaren wirde. Des Weiteren ware es denkbar,
dass ein weiterer "Hit", wie die genetische Pradisposition, flir das Auftreten einer
ausgepragten makroskopischen Colitis notwendig ist, und dass MAP durch die
Induktion von Zytokinen einen potenten Ausldser fur Colitis bildet. Zuklnftige weitere
Untersuchungen dieses Themas sind daher erforderlich. Die hier vorgestellten
Ergebnisse liefern ein geeignetes Tiermodell dafiir.

Zur weiteren Evaluation konnten TNFa-Knockout-Mause einsetzen werden, um die
Hauptzytokin-Komponente auszuschalten. An diesen Tieren wirde die anschlielende
orale und/oder i.p. MAP-Infektion durchflihrbar sein, um den Stellenwert von TNF-a flr
die MAP-Infektion herauszuarbeiten. Weiterhin kénnte man den Ansatz mit
heterozygoten und Wildtyp-Mausen wiederholen, um die genetische Pradisposition zu
analysieren.

Diese Gedanken der genetischen Pradisposition beruhen auf epidemiologischen Daten
und gehen von einer Dysregulation der Immunantwort in der menschlichen
Darmschleimhaut mit genetischer Disposition aus (288). Mehrere Aspekte der
epidemiologischen Forschung von Morbus Crohn stitzen diese Theorie, dass die
Genetik einen starken Einfluss auf die Pathogenese der Erkrankung hat. In
Zwillingsstudien wurden erhdhte Konkordanzraten bei monozygoten (eineiigen)
Zwillingen (35-58 %) im Vergleich zu dizygoten (zweieiigen) Zwillingen (3-7 %)
festgestellt (289-292). Diese Konkordanzraten bei eineiigen und zweieiigen Zwillingen
liefern weitere Hinweise fur die Bedeutung der genetischen Faktoren (293). Die

Konkordanzraten fiir Morbus Crohn betrugen 36 % fir eineiige und 4 % fir zweieiige
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Zwillingspaare (entsprechend fir CU 16 % und 4 %) (291,292,294,295). Noch héhere
Konkordanzraten bei Zwillingspaaren mit Morbus Crohn sind beschrieben mit 44 % fir
eineiige  Zwillingspaare und 3,8 % fir zweieiige Zwillingspaare (296).
Zusammenfassend kann man sagen, dass genetische Faktoren in der Atiologie der
CED eine bedeutende Rolle spielen. Allerdings sind genetische Veranderungen sicher
nicht der einzige Faktor. Das Zusammenspiel aus genetischen und
immunregulatorischen Faktoren sowie Umwelteinflissen wird zwar vermutet, die
genaue Atiologie bleibt jedoch weitgehend unklar. Ein Ansatz (mit unseren
Versuchsgrundlagen) mit heterozygoten und Wildtyp-Mausen im Zusammenhang mit
entziindlichen Darmerkrankungen und MAP konnte dazu dienen, die genetische

Pradisposition in diesem Zusammenhang zu analysieren.
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6. Zusammenfassung

Aufgrund der pathologischen Ahnlichkeiten zwischen Morbus Crohn beim Menschen
und Paratuberkulose bei Wiederkduern wird Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) schon sehr lange als Zoonose-Erreger betrachtet.
Epidemiologische und klinische Studien konnten bislang allerdings keine eindeutigen
Hinweise auf einen kausalen Zusammenhang zwischen MAP und der Pathogenese
des Morbus Crohn liefern. Bei der Erkennung pathogener Bestandteile spielen die Toll-
Like-Rezeptoren eine wichtige Rolle, da sie Abwehrzellen aktivieren kdnnen, die dann
wiederum eine Entzindungsreaktion hervorrufen.

Bei einer Vielzahl inflammatorischer Erkrankungen wurde die Regulation von Matrix-
Metalloproteinasen durch Toll-like-Rezeptoren nachgewiesen. Matrix-
Metalloproteinasen gehéren zu einer Familie membrangebundener, zinkabhangiger,
Endopeptidasen mit der Fahigkeit, verschiedene Komponenten der extrazellularen
Matrix abzubauen. Sie sind an der Mukosadestruktion, der Inflammations-assoziierten
Karzinogenese und der mukosalen Barrierefunktion sowie der Metastasierung beteiligt.
Das Ziel dieser Arbeit war die Erforschung der durch MAP stimulierten Expression von
Matrix-Metalloproteinasen sowie Toll-like-Rezeptoren in jungen BALB/c-Mausen mit
oraler MAP-Exposition und intraperitonealer MAP-Exposition im Rag2”-Maus Modell.
Eine Rekonstitutions-induzierte Colitis sollte des Weiteren die besondere Betrachtung
der Beteiligung von T-Zellen ermdglichen.

Die Ergebnisse aus den Versuchen mit oraler MAP-Exposition geben Hinweise darauf,
dass eine orale MAP-Exposition zu einer mukosalen Expression mehrerer Matrix-
Metalloproteinasen (MMP-2, -7, -9, -13, -14) sowie TIMP-1 und -2 fihrt. Obwohl eine
orale Exposition mit MAP nicht zu makroskopischer Darmentziindung fiihrte, stellen die
beobachteten intramukdsen Leukozyten-Aggregate zusammen mit der erhdhten TLR-
2-, TLR-6-, IL-1B-, TNF-a-, MMP-2- und MMP-9-Expression in MAP-exponierten
Méausen vermutlich einen Teil der Immunantwort gegen MAP dar.

Um die Wirkung von MAP in einem gesicherten Infektionsmodell zu beobachten, wurde
ein Rag2’-Maus-Modell der Rekonstitutions-induzierten Colitis gewéahlt und die MAP-
stimulierte Expression von TLRs und MMPs analysiert.

Unsere Versuche zeigten, dass beides, MAP und T-Zellen, fur die Induktion einer
Entzindung und die Gewebepathologie erforderlich sind. Die Induktion von TNF-q,
TLR-6 und MMP-9, -13, -14 sowie TIMP-1 wurde nur in Gegenwart von MAP und
CD4*CD45RB"" T-Zellen beobachtet, nicht unter Einzeleinwirkung. Dies fiihrte zu der

Annahme, dass MAP nach seiner Identifikation durch den Organismus in der Lage ist,
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eine Immunantwort mit proinflammatorischen und gewebezerstérenden Mechanismen,
die im weiteren Verlauf wiederum zu einer manifestierten Entziindung flihren kénnen.
In beiden MAP-Infektionsmodellen konnten mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbungen
MAP-Kolonien lokalisiert und MMP-9 exprimierende Zellen identifiziert werden. Durch
diese Untersuchungen wurde ein Infektionsmodell etabliert, das die Analyse der MAP-
induzierten Stimulation und der proinflammatorischen Aktivitdit von CD4*-T-Zellen
ermaoglicht. Nach einer intraperitonealen Infektion wurden signifikante Anzeichen einer
Infektion, Granulombildung in der Leber und Entziindungsreaktionen im Dickdarm
beobachtet. Zusatzlich konnten lebensfahige MAP aus entziindetem Gewebe kultiviert
werden. Alle Anzeichen einer Inflammation, wie eine Erhéhung des Milzgewichts und
Granulombildung in der Leber, konnten mit CD4*-T-Zellen in Verbindung gebracht
werden. Unabhangig von den experimentell unterschiedlichen MAP-Infektionswegen,
kann MAP als "krankheitsférdernde" Einflussgrof3e betrachtet werden, die bei
bestehender Entziindung einen verstarkenden Faktor darstellt.

Unsere Arbeit zeigt neue Mechanismen auf, mit denen MAP entziindliche Reaktionen
in Abhangigkeit von T-Zell-Aktivitat induziert. Dies fuhrt zu einem besseren Verstandnis
der Bedeutung von MAP in chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen und bietet die

Grundlage fur weitere MAP-Analysen im Tiermodell.
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7. Summary

Based on the pathological similarities between CD in humans and Johne's disease in
ruminants MAP has been proposed as a zoonosis since a very long time. However
epidemiological and clinical studies have not provided clear evidence of a causal
relationship between MAP and the pathogenesis of CD so far. In the recognition of
pathogenic components and pathogens, including Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP), the Toll-like receptors play an important role, as they can

activate immune cells, which then cause an inflammation.

In a variety of inflammatory disease the regulation of the matrix metalloproteinases
(MMPs) has been demonstrated by TLRs. MMPs belong to a family zinc-dependent,
endogenous proteases with the ability to degrade various components of the
extracellular matrix (ECM). MMPs are involved in mukosal destruction, inflammation

associated carcinogenesis and mucosal barrier function, as well as in metastasis.

The aim of this study was the analysis of MAP infection-stimulated expression of MMPs
and TLRs in infant BALB/c mice with an oral MAP exposure or Rag2’ mice model of
reconstitution-induced colitis with additional attention to the participation of T- cells.

The results from the experiments with the MAP oral exposure provide evidence that
oral exposure of MAP performs a mucosal expression of several members of the MMP
family. Although only an oral MAP exposure does not lead to macroscopic intestinal
inflammation observed intramucosal leukocyte aggregates, together with the increased
TLR-2, TLR-6, IL-1B , TNF-a , MMP-2 and MMP-9 activity in MAP exposed mice can
probably represent a part of the immune response against MAP.

To observe the effect of MAP in another infection method and to elucidate the MAP
infection-stimulated expression of TLRs and MMPs in a Rag2’” mice model of
reconstitution-induced colitis is chosen. This experimental set-up makes clear that both
MAP bacteria and T-cells are required for the induction of inflammation and tissue
pathology. The induction of TNF-a, TLR-6, and tissue degrading proteases (MMP- 9, -
13, -14, TIMP-1) are enhanced only in the simultaneous presence of MAP and
CD4*CD45RB! " T cells, but not under conditions where only one of the factors is
present. This led to the assumption that MAP is able to initiate an immune response
that induces a pro-inflammatory and tissue-destructive environment, which might lead
to a later manifest inflammation. In both models we were able to identifiy MAP colonies

and MMP-9-expressing cells in immunofluorescence stainings.
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These studies show infection models, which enable the analysis of the MAP-induced
stimulation and pro-inflammatory activity of CD4* T cells. According to a systemic
infection, significant signs of infection, granuloma formation in the liver and
inflammation in the large intestine were observed. In addition, viable MAP bacteria
could be cultured from inflamed tissue as well as the MAP-induced inflammatory
potential of T-cell subpopulations are evaluated. All signs of inflammation, such as an
increase in spleen weight and granuloma formation in the liver, could be associated
with CD4" T cells (225).

Our work shows new mechanisms where MAP induced inflammatory reactions subject
to T -cell activity, which ultimately offers a better understanding of the role of MAP in
chronic inflammatory diseases and facilitates further investigations of MAP in animal

models.
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