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KAPITEL 1. EINLEITUNG 1

Kapitel 1

Einleitung

Der humane Organismus ist permanent sowohl extern als auch intern einer groBen
Zahl von Mikroorganismen ausgesetzt. Neben der mikrobiellen Besiedelung der Haut, der
Mundhéhle, der Atemwege, des Urogenitaltrakts und des Magens stellt der Darm mit seinen
komplexen Nahrstoff- und Umweltbedingungen ein optimales Milieu fir eine groBe und
vielféltige Population von Mikroorganismen dar. Im gesunden Organismus steht der Darm
mit einer Gesamtoberflache, die zwei Tennisplatzen entspricht, mit dem luminalen Faces mit
einer Bakteriendichte von bis zu 10" Bakterien pro Gramm in einem physiologischen
Gleichgewicht [1-3], welches sowohl metabolische als auch (immun)regulatorische
Funktionen erflllt. Eine Stérung dieses Gleichgewichts bildet neben genetischen Faktoren
und Umweltfaktoren die Basis fur die Entstehung chronisch entzindlicher Darmer-
krankungen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der bakteriellen Flora und invasiver
Keime auf das AusmaB der chronischen Darmentzindung untersucht und mégliche

Signalwege der bakterienvermittelten Entziindungsantwort aufgedecki.

1.1 Der humane Darm

1.1.1 Aufbau und Funktion

Die gastrointestinale Mukosa stellt mit einer Oberflache von 400 m? die groBte
Kontaktflache des Kérpers mit der AuBenwelt dar [4]. Uber diese Oberflache, die 200 mal
groBer ist als die der Haut, muss der Darm permanent die Passage potentiell toxischer Stoffe
und pathogener Mikroorganismen in den Wirt verhindern, aber die Aufnahme von

Nahrstoffen aus dem intestinalen Lumen in die Mukosa und die systemische Zirkulation
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erlauben. Diese diffizilen Aufgaben spiegeln sich im Aufbau der Darmwand wider. Die Wand
des Dinndarms und Dickdarms ist bis auf geringe Unterschiede aus vier konzentrischen
Schichten aufgebaut (Abb. 1.1):

Krypten Epithelzellschicht

Lamina Propria
> Mukosa
Lymphknoten

Lamina muscularis mucosae J

Submukosa

Zirkulédre Muskelschicht

Longitudinale Muskelschicht

Serosa

Abb. 1.1: Schematischer Aufbau der Darmwand (adaptiert nach [5])

Das Darmlumen ist von einer spezialisierten Schleimhaut, der Mukosa, umgeben.
Diese wird luminal von einer Schicht aus schleimbedeckten Epithelzellen begrenzt, welche
die unregelmaBigen Gewebserhebungen, die Zotten, und die zwischen den Zotten liegenden
Gewebseinsenkungen, die Krypten, auskleiden. Durch die durch Gewebserhebungen und —
einsenkungen erzielte OberflachenvergréBerung wird eine mdéglichst effiziente Verdauung
und Absorption von Nahrstoffen im Dinndarm sowie eine optimale Regulation des Wasser-
und Elektrolythaushalts im Dickdarm sichergestellt. Das Gewebe unter der Epithelzellschicht,
die Lamina propria, wird von LymphgefaBen, BlutgefdBen und Nervenbahnen durchzogen.
Im Bindegewebe der Lamina propria befinden sich hauptsachlich Fibroblasten, Lymphozyten
und Makrophagen. Die vorherrschenden Strukturproteine im Darm sind Kollagene, welche
von Fibroblasten und glatten Muskelzellen produziert werden. Die Lamina propria wird durch
die Muscularis mucosae von der Submukosa getrennt. Die Muscularis mucosae ist eine etwa
finfreihige Schicht aus glatten Muskelzellen, die fur die Darmmotilitdt von besonderer
Bedeutung ist. Die Submukosa verbindet durch ihre lose Maschenwerkstruktur aus diinnen
Kollagenfibrillen die Mukosa mit der Muscularis propria und ist von Blutgefassen und
Lymphbahnen durchzogen. Unterhalb der Submukosa schlieBt sich eine Schicht aus
Ringmuskulatur und Langsmuskulatur an. Die Darmwand wird durch die Serosa begrenzt,
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die beim Dinndarm durch das Mesenterium an der hinteren Bauchwand befestigt ist

(Mesenterialwurzel).

1.1.2 Die Kolonmukosa

Die dreischichtige Mukosa ist flr die meisten physiologischen Funktionen des Darms
verantwortlich. Die Mukosa des Dickdarms (Kolonmukosa) wird von einer einschichtigen
Epithelzellschicht bedeckt. Die Zellen dieses Oberflachenepithels sind von einer protektiven
Schleimschicht aus muzinésen Glykoproteinen, Phospholipiden und Lipidmediatoren
Uberzogen und auf einer vom Stroma abgegrenzten Basalmembran fixiert. Sie kleiden das
gesamte Darmlumen samt der Gewebseinsenkungen — der Krypten — aus (Abb. 1.1). Jede
Krypte besteht aus etwa 250 Epithelzellen, wobei die tatsédchliche Anzahl von der
anatomischen Lage der Krypte abhangt [6]. Das Querschnittrelief der Kolonmukosa ist relativ
flach und besitzt nur halomondférmig ausgebildete Falten und Ausbuchtungen. Die
Kolonmukosa ist durch eine exklusive Kryptenarchitektur, eine weitgehend parallele
Anordnung der Krypten, ein becherzellreiches Epithel und ein leukozytenarmes Stroma
gekennzeichnet. Das Oberflachenepithel besitzt einen Blrstensaum, der allerdings weit
weniger ausgepragt ist als im Dinndarm. Die Lange der Krypten nimmt von oral nach aboral
hin zu [7].

1.2 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa stellen die klinisch-histologisch definierten
Hauptformen chronisch entziindlicher Darmerkrankungen (CED) dar [8;9]. Seit ihrer ersten
Beschreibung vor etwa 75 Jahren konnte die Atiologie beider CEDs trotz zahlreicher Studien
bis heute nicht abschlieBend geklart werden. Epidemiologischen Untersuchungen zufolge
liegt die jahrliche Neuerkrankungsrate des Morbus Crohn (MC) bei 2 — 4 und der Colitis
ulcerosa (CU) bei 3 — 9 Personen pro 100.000 Einwohner. Der Altersgipfel der Krankheits-
manifestation befindet sich zwischen dem 15. und 30. Lebensjahr, wobei es zwischen dem
60. und 80. Lebensjahr zu einem zweiten Anstieg der Neuerkrankungsrate kommt. Bei einer
Pravalenz in Deutschland von 250-500/100.000 Einwohner leiden derzeit ca. 300.000
Bundesbirger an einer CED [10;11]. MC und CU unterscheiden sich durch eine Vielzahl
klinischer und pathophysiologischer Veranderungen, auf die im Folgenden genauer
eingegangen werden soll.
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1.2.1 Morbus Crohn

Beim MC kann sich die Entziindung Uber den gesamten Gastrointestinaltrakt von oral
bis anal manifestieren. Die h&dufigste Lokalisation befindet sich im Dinn- und Dickdarm (Abb.
1.2). Ein typisches Merkmal des MC ist die transmurale Entziindung der Darmwand, wobei
im Gegensatz zur CU alle Wandschichten betroffen sein kénnen. Charakteristisch bei MC ist
weiterhin der segmentale Befall des Darms, die sogenannten diskontinuierlichen ,Skip-
Lesions®, mit abwechselnd gesunden und erkrankien Darmabschnitten. Die klinische
Symptomatik ist sehr vielféltig und reicht von krampfartigen Bauchschmerzen bis zu
rezidivierenden Diarrhéen mit bis zu 15 Stuhlgéngen pro Tag, Fieber und Gewichtsverlust.
Krankheitskomplizierend kénnen extraintestinale Manifestationen wie Arthralgien, Erythema
nodosum, Uveitis oder lIritis sowie Fistel- und Stenosenbildung auftreten, die haufig ein
operatives Eingreifen erfordern, welches die Rezidivgefahr und Prognose allerdings nicht
verbessert. Der Krankheitsverlauf ist chronisch schubweise. Eine Heilung der Erkrankung ist
bisher nicht mdéglich; Therapie-Optionen zielen vorwiegend auf Immunsuppression und

Remissionserhaltung ab.
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Abb. 1.2: Lokalisation des Morbus Crohn (Quelle: www.hdm-stuttgart.de).

1.2.2 Colitis ulcerosa

Bei der CU betrifft die Entziindung nur die Dickdarmmukosa, weshalb die Erkrankung
auch als ,mukosale Colitis“ bezeichnet wird. Die Entziindung beginnt dabei immer im
Rektum. Sie kann auf das Rektum beschrénkt bleiben, sich als klinisch linksseitige Colitis

manifestieren oder sich kontinuierlich proximal Gber das gesamte Kolon ausbreiten (Abb.



KAPITEL 1. EINLEITUNG 5

1.3). Die klinische Symptomatik korreliert bei der CU mit dem AusmaB der
Entziindungsausbreitung. Die Erkrankung verldauft schubweise. CU-Patienten zeigen in
Abhéangingkeit von Aktivitdt und Ausdehnung des Krankheitsgeschehens blutig-schleimige
Diarrhéen mit einer Frequenz von bis zu 40 Stuhlgédngen/Tag, Fieber, Dehydratation und
Gewichtsverlust. Extraintestinale Manifestationen der Erkrankung kénnen ebenso wie beim
MC auftreten. Eine lebensbedrohliche Komplikation stellt das toxische Megakolon dar. Nach
mehr als 10jahrigem Verlauf steigt das Risiko, ein Kolonkarzinom zu entwickeln. Durch
Koloproktektomie kann bei Versagen einer immunsuppressiven medikamentésen Therapie

eine Heilung erzielt werden.

linke Flexur

e

AN

Mastdarm

Sigma

N

Diinndarm

Abb. 1.3: Lokalisation der Colitis ulcerosa (Quelle: www.dccv.de).

1.2.3 Einflisse und Ursachen chronisch entziindlicher Darmerkrankungen

Die Atiologie der CED MC und CU ist bis heute nicht vollstandig geklart. Am ehesten
sind beide Erkrankungen Folge eines multifaktoriellen Geschehens, da bisher keine
Einzelursache nachgewiesen werden konnte. Wichtige Einflussparameter sind dabei
Reaktionen auf Umwelteinflisse, Stérungen des Darmmilieus, eine Dysregulation intestinaler
Immunreaktionen, sowie genetische Pradispositionen. Zusatzlich unterhalten Mechanismen,
die eine bakterielle Invasion der Darmschleimhaut und Darmwand ermdglichen, die CED.
Eine rein infektidse Ursache, welche wiederholt in den letzten Jahren vermutet wurde,
konnte bis heute nicht bestatigt werden und erscheint aufgrund der Heterogenitéat beider
Erkrankungen auch unwahrscheinlich. Auch der psychosomatische Ansatz bietet allein keine
kausale Erklarung.
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Epidemiologie Die héchste Inzidenz der CED wird in Nordamerika und (Nord-) Europa
beobachtet, wahrend in Sidamerika, Asien und Afrika wesentlich weniger Falle vorkommen
(allerdings mit steigender Tendenz) [12]. Zusétzlich zu den geografischen werden auch
ethnische Unterschiede beobachtet: In den USA sind Kaukasier deutlich haufiger betroffen
als Afro-Amerikaner, letztere wiederum haufiger als Asiaten [13;14].

Genetik Aus familigren Untersuchungen konnte als gréBter Risikofaktor sowohl
fur MC als auch CU eine positive Familienanamnese identifiziert werden [15-18]. MC-
Patienten haben in 2,2-16,2% der Falle einen Verwandten ersten Grades, der ebenfalls an
MC leidet, das Risiko fur Geschwister von MC-Patienten liegt sogar noch héher. CU-
Patienten haben in 5,7-15,5% der Falle einen an CU erkrankten Verwandten ersten Grades.
Die Ubereinstimmung in Krankheitstyp, Krankheitsmuster und Prasenz extraintestinaler
Manifestationen betragt 80%, 64% und 70% [19]. Konkordanzstudien an Zwillingen belegen
ein 15- bis 35-fach erhdhtes Risiko flir monozygote Geschwister von MC-Patienten (im
Vergleich zur Normalbevélkerung) an MC zu erkranken [20;21]. Durch genomweite
Untersuchungen ist es gelungen, zahlreiche Suszeptibilititsregionen auf verschiedenen
Chromosomen zu lokalisieren [22-25]. Der bisher Uberzeugendste Nachweis einer
Assoziation mit CED wurde durch die Lokalisation des flir NOD2 codierenden CARD15 Gens
auf Chromosom 16 erbracht [26-28]. Neueren Untersuchungen zu Folge kénnten Mutationen
im NOD2/CARD15 Gen eine wichtige atiopathogenetische Rolle bei MC spielen [29;30].
Kirzlich wurden weitere MC-assoziierte Gene identifiziert — OCTN (organic cation
transporter) und DLG5 (Drosophila melanogaster discs large homologoue 5 gene), deren
Mutationen in einer gestérten epithelialen Permeabilitat resultieren [23;24], sowie ATG16L-1
(autophagy-related 16-like 1 gene), IL-23R und PPARYy (peroxisome proliferator-activated
receptor y) [31-33], deren Mutationen zu einer fehlerhaften Immunabwehr gegen
Darmbakterien fuhren.

Umwelt Umwelteinfllisse wie Erndhrungsgewohnheiten [34;35], Infektionen und
Rauchen scheinen ebenfalls an der Entstehung von CED beteiligt zu sein [21;36;37]. Bei MC
stellt Rauchen einen grossen Risikofaktor flr einen aggressiven Krankheitsverlauf und das
postoperative Rezidiv dar. Interessanterweise zeigte dagegen das Rauchen bei CU in
mehreren Studien einen protektiven Effekt auf die Krankheitsmanifestation [21]. Durch das
zunehmende Migrationsverhalten und die steigende Neuerkrankungsrate in den bisher
gering pravalenten Gebieten wird vermutet, dass auch soziodkonomische Faktoren
(Gesundheitswesen, Industrialisierung, sanitare und hygienische Verhaltnisse) einen Beitrag
zur Atiologie der CED leisten [38;39].



KAPITEL 1. EINLEITUNG 7

1.3 Die intestinale Barriere

Das intestinale Epithel stellt eine hochselektive Barriere dar, welche die Passage
verschiedener Substanzen, wie z.B. H*-lonen, chemotaktischer Peptide, potentiell antigen
wirkender Proteine sowie von Bakterienbestandteilen und -produkten in den Wirt verhindert,
aber die digestiv-resorptive Nahrungsassimilation erlaubt. Die Permeabilitéat der Barriere wird
dabei von extrinsischen (mukosale Schleimschicht) und intrinsischen Komponenten
(epitheliale Zell-Zell-Kontakte) erflllt. Schleimhautschadigungen kénnen, ebenso wie primére
Stérungen der Epithelzellen oder der aus Muzinen gebildeten Schleimschicht, zu einem
unphysiologischen Einstrom von Antigenen in die Darmwand fuhren und eine Entziindung
auslésen oder verstarken. Entzindliche Prozesse werden hierbei durch engen Kontakt
zwischen Epithelschicht und den Immunzellen des darmassoziierten lymphatischen
Gewebes, welches das gr6Bte Immunorgan des Menschen darstellt, begtnstigt [40].

1.3.1 Das intestinale Inmunsystem

Die Komplexitat der immunologischen und immunregulatorischen Aufgaben wird im
Darm von einer Vielzahl spezialisierter Kompartimente Gbernommen, welche man in drei
funktionelle Bereiche gliedern kann: (1) organisierte lymphatische Gewebe (subepitheliale
lymphatische Follikel, Peyer‘'sche Plaques, mesenteriale Lymphknoten, Appendix); (2) freie
lymphatische Zellen der Lamina propria und (3) intraepitheliale Lymphozyten. Die besondere
Aufgabe des Darm-assoziierten Immunsystems (gut-associated lymphoid tissue, GALT)
besteht im Aufbau einer effektiven Immunantwort mit dem Ziel der Neutralisation oder
Eliminierung schéadlicher Antigene (Immunitat; 1.3.1.1) und gleichzeitig Verhinderung
schéadlicher Effekte auf kérpereigene Gewebe durch eine immuntolerante Antwort (Toleranz;

1.3.1.2) auf harmlose Antigene (Nahrungsmittel, kommensale Darmflora).

1.3.1.1 Immunhomdostase im gesunden Darm

Ort der intestinalen Immunantwort ist die Lamina propria, in die gereifte B- und T-
Zellen nach Induktion durch ein Antigen in den Peyer’schen Plaques (PP) wandern [41]. Zu
Beginn einer Immunantwort werden luminale Antigene am ,induktiven Ort“ endozytotisch
uber Microfold (,M*) Zellen sowie nicht-professionelle und professionelle Antigen-
prasentierende Zellen (APC) transepithelial aufgenommen.
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Nicht-professionelle APCs, wie intestinale Epithelzellen, kénnen mit naiven T-Zellen
(ThO) Uber major histocompatibility complex (MHC)-Il Rezeptoren interagieren und in
Abwesenheit von Entziindungen kostimulatorische Signale produzieren [42]. Dadurch wird in
mukosalen T-Zellen Anergie induziert [43]. Professionelle APCs, wie Dendritische Zellen
(DC), exprimieren ein vielfaltiges Spektrum an pattern recognition receptors (PRRs) sowie
nach Antigenaufnahme kostimulatorische Molekile. Sie kontrollieren einerseits die
Differenzierung naiver T-Zellen in Effektor-T-Zellen (Th1, Th2, Th17) und regulatorische T-
Zellen (Tr, Th3), die im Rahmen einer adaptiven Immunantwort zur Bekdmpfung von
Pathogenen essentiell sind. Andererseits wird die angeborene Immunantwort u.a. mit der
Aktivierung natdrlicher Killer (NK)-Zellen unterstitzt. Ein Teil der aktivierten T-Lymphozyten,
welche das Integrin a4p7 exprimieren, tritt dann Uber die mesenterialen Lymphknoten in die
Zirkulation ein und kann von dort selektiv durch Bindung an mukosale Adressine in die
Lamina propria, den ,Effektorort®, rezirkulieren. Dieses darmspezifische Homing wird durch
die Expression des a4B7 Liganden MADCAM-1 durch Darmendothelzellen und epitheliale
Chemokinproduktion vermittelt. Lamina propria T-Zellen (LPT) unterscheiden sich von
peripheren, zirkulierenden T-Zellen durch ein distinktes, stark limitiertes Muster an
Oberflachenmolekiilen [44-46].

Aktivierte mukosale B-Zellen differenzieren zu Plasmazellen und sezernieren
Immunglobulin (Ig)A [47;48]. Im Gegensatz zu nicht-mukosaassoziierten B-Zellen, die
vorwiegend IgG und IgM sezernieren, produzieren die Plasmazellen der Lamina propria fast
ausschlieBlich neutralisierendes IgA, welches Uber Transzytose ins Darmlumen gelangt. IgA
Antikérper fuhren nicht zu gewebedestruktiven Erscheinungen — ein autoprotektiver Effekt
des menschlichen Darms zum Schutz der mukosalen Schleimhaut. In der Lamina propria
befinden sich auBerdem sekundare Effektorzellen, wie Granulozyten, Mastzellen, NK-Zellen,
NK-T-Zellen und Makrophagen sowie intrazelluldre blockierende Mechanismen, welche die
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und chemotaktischer Faktoren verhindern.

In Abwesenheit von Entzindungen und Anwesenheit von kommensalen Bakterien
besteht ein Gleichgewicht zwischen effektorischen und regulatorischen Immunsub-
populationen (Abb. 1.4). Zellulare Kontakte und Signale sind hierfiir gleichermaBen wichtig.
Antigene der Nahrungsmittel und der intestinalen Mikroflora fihren somit automatisch zur

Anwesenheit spezifischer, immunkompetenter Zellen in der gastrointestinalen Schleimhaut.
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Abb. 1.4: Das Darm-assoziierte Inmunsystem

Das Darmepithel, welches das Darm-assoziierte Immunsystem apikal begrenzt, enthélt M-Zellen und
Antigenprédsentierende Zellen, die permanent Darmbakterien und Antigene aus dem Darmlumen aufnehmen.
Intestinale Epithelzellen interagieren mit naiven T-Zellen (Th0) (ber MHC-II Rezeptoren und produzieren in
Abwesenheit von Entziindungen kostimulatorische Signale. Dendritische Zellen kontrollieren die Differenzierung
naiver T-Zellen in effektorische Th1, Th2 bzw. Th17 Subpopulationen sowie in die regulatorischen T-Zellen Tr und
Th3. Mukosale Plasmazellen produzieren und sezernieren transluminal IgA. (modifiziert nach Pharmazeutische
Zeitung, 05/2005, www.pharmazeutische-zeitung.de).

1.3.1.2 Orale Toleranz

Die physiologische Antwort des Immunsystems auf oral aufgenommene
Nahrungsmittelantigene und die kommensale Darmflora ist das Fehlen einer spezifischen
peripheren Immunantwort, welches als orale Toleranz bezeichnet wird [49;50]. Die orale
Toleranz wird durch ein komplexes Zusammenspiel immunregulatorischer Mechanismen
vermittelt; die wichtigsten sind die klonale Deletion antigenspezifischer T-Zellen, die Anergie
durch das Fehlen kostimulatorischer Molekile und die Prasenz regulatorischer T-Zellen, wie
z.B. Tr1- oder Th3-Zellen (Abb. 1.4). Das Immunsystem des Darms zeigt beim gesunden

Menschen also einen relativ niedrigen Aktivierungszustand.
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In einer Reihe von Tiermodellen wurde die orale Gabe von Antigenen als
Therapieansatz fir chronische Entzindungen untersucht. In Modellen der rheumatoiden
Arthritis [51], der multiplen Sklerose [52], des Diabetes mellitus [51] und der Colitis [53]
konnten dadurch der Krankheitsausbruch verhindert bzw. die Erkrankungsaktivitat deutlich
reduziert werden [50]. Diese Ergebnisse haben dazu geflhrt, dass die orale Antigengabe als
Therapieansatz derzeit auch in klinischen Studien getestet wird [51].

1.3.2 Zellulare Integritat und epithelialer Zusammenhalt: Die Zell-Zell-Kontakte

Neben der apikal aufgelagerten Schleimschicht und der basolateralen Zellmembran
spielen auch die benachbarte Epithelzellen verbindenden Zell-Zell-Kontakte eine wichtige
Rolle fur die Barrierefunktion des intestinalen Epithels. Die Zell-Zell-Kontakte werden in
Abhangigkeit vom Zelltyp von unterschiedlichen Adh&sionsproteinen vermittelt. Zwischen
benachbarten Epithelzellen und Endothelzellen bilden sich Tight Junctions (TJ) aus, die u.a.
fir die Aufrechterhaltung der epithelialen Barriere und Polaritdt von entscheidender
Bedeutung sind. Direkt unterhalb der TJ befinden sich die Adherens Junctions (AJ), Uber die
der interzellulare Kontakt durch Assoziation von Cadherinen zustande kommt (Abb. 1.5).

Adherens Junctons
(Zonula adherens)

Occludin

— Actin

Claudin-1

E-Gadherin

.....
.,

filaments

basal —»

Abb. 1.5: Schematischer Aufbau von Tight Junctions und Adherens Junctions

(A) Komponenten der Zell-Zell-Kontakt-vermittelnden Tight und Adherens Junctions [modifiziert nach
http//www.nastech.com/nastech/junctions_biology]. (B) Wechselwirkungen struktureller Proteine an Cadherin-
abhdngigen adherens junctions [Quelle:http://en.wikipedia.org/wiki/Cadherin].
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1.3.2.1 Proteine der Tight Junctions

Die integralen transmembranaren Bestandteile der TJ umfassen drei Gruppen von
Proteinen — Occludin, Claudine und Junctional Adhesion Molecules (JAM) — welche mit einer
Vielzahl assoziierter Zonula occludens-Proteine interagieren.

Occludin

Das Transmembranprotein Occludin (lat. occludere — verschlieBen) wurde 1993 erstmals als
TJ-assoziiertes Protein in Epithelien und Endothelien beschrieben [54]. Mit einem
Molekulargewicht von 65 kDa besitzt es vier transmembrandse Segmente, die zwei
extrazellulare Schleifen bilden. Durch alternatives SpleiBen entstehen multiple mRNA
Varianten [55;56]. Die extrazellularen Schleifen beinhalten insgesamt nur neun geladene
Aminosduren. Schleifen benachbarter Zellen sind demnach Uber energetisch glnstige
hydrophobe Kontakte im parazelluléaren ionenreichen Milieu verknlpft. Der hohe Glyzin- und
Tyrosingehalt der Schleifen ist wahrscheinlich fir die hohe Flexibilitat und dichte Schichtung
der Schleifen verantwortlich. Diese molekulare Anatomie bildet méglicherweise die
Vorrausetzungen flir eine reiBverschlussartige Verzahnung der extrazellularen Schleifen
benachbarter Zellen, um den Parazellularraum zu versiegeln.

Die genaue Funktion von Occludin in der parazellularen Abdichtung ist bis heute nicht
hinreichend geklart. Die Transfektion von Occludin in Zellen, die kein endogenes Occludin
exprimierten, flhrte zur Ausbildung von TJ-férmigen Strukturen und lieferte den Beweis
daflr, dass Occludin als funktionelle Komponente der TJ an der Barrierefunktion beteiligt ist
[54;57]. Occludin-defiziente embryonale Stammzellen waren hingegen unféhig, sich zu
polarisierten epithelialen Zellen zu entwickeln und funktionelle TJ auszubilden [58]. Auch die
Uberexpression mutierter Occludin-Varianten fiihrte zur Verdnderung der Barrierefunktion
der TJ [57;59;60].

Claudine

Die zentralen strukturellen Bestandteile der TJ bilden die Claudine (lat. claudere —
schlieBen), eine Familie von bisher 24 beschriebenen kleinen Transmembranproteinen mit
einem Molekulargewicht von 20 bis 27 kDa. Claudine durchspannen die Zellmembran mittels
vier Transmembrandoménen, wodurch wiederum zwei extrazellulare Schleifen entstehen.
Wahrend der Ausbildung von TJ-Strangen interagieren Claudine gegeniberliegender
Zellmembranen sowohl homophil (Claudin-1/Claudin-1) als auch heterophil (Claudin-

1/Claudin-3) [61]. Claudine werden gewebsspezifisch exprimiert und sind als zentrale
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Komponenten der TJ vermutlich fir die Dichtigkeit und spezifische lonenselektivitat der
Epithelien und Endothelien verantwortlich.

Durch knockout-Studien an Mausen wurde gezeigt, dass Claudin-1 entscheidend an
der Aufrechterhaltung der Barrierefunktion beteiligt ist. Claudin-1 defiziente Mause zeigten
schwere Schadigungen der epithelialen Barriere und verstarben postnatal innerhalb weniger
Stunden aufgrund massiver Dehydrierung Uber die Haut [62]. Claudin-2 bildet parazellulare
Poren und Kandle, die selektiv flr kleine Kationen sind [63]. Claudin-4 ist flr die

transzellulare Na*-Permeabilitéat verantwortlich [64].

Zonula occludens-Proteine

Als primare Adaptoren verbinden die Zonula occludens (ZO)-Proteine Uber spezifische PDZ
(Post synaptic density95_SAP90/Disc large/ZO-1) -Domanen Occludin, Claudine und JAM
mit dem Actin-Cytoskelett und anderen TJ-assoziierten Proteinen [65-70]. Das wichtigste
Z0O-Protein ist hierbei ZO-1, welches auBerdem eine wichtige Rolle im Rahmen der
Zellzyklusregulation spielt. Durch Promotorregulationen beeinflusst ZO-1 die parazellulare
Permeabilitét und epitheliale Differenzierung/Zellteilung [71].

1.3.2.2 Proteine der Adherens Junctions

Die Proteinfamilie der Cadherine besteht aus single-pass-Transmembran-Glykoproteinen,
die eine Ca®-abhéngige Zell-Zell-Adhasion vermitteln. Zu den klassischen Cadherinen
gehdéren E-Cadherin (in Epithelzellen), N-Cadherin (in Endothel-, Neuronal- und
Muskelzellen) und P-Cadherin (in Zellen der Plazenta). Die durch die Cadherine vermittelte
Zelladhasion kann zwischen homotypischen Zellen (z.B. Uber E-Cadherin der Intestinalen
Epithelzellen (IEZ)) oder heterotypischen Zellen (z.B. die Bindung von Melanomzellen an
Fibroblasten durch N-Cadherin) erfolgen [72;73]. Um die Stabilitat der Zell-Zell-Interaktion zu
verstarken, sind die intrazellularen Doméanen der Cadherine Uber Ankerproteine — unter

anderem a-, B- und y-Catenin — mit dem Actin-Zytoskelett verbunden.
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1.4 Die intestinale Mikroflora — Freund und Feind

Die bakteriellen Bewohner des Gastrointestinaltrakts bilden ein enormes, komplexes
Okosystem aus aeroben und anaeroben Mikroorganismen. Die Flora des Dickdarms stellt
dabei mit bis zu 10" colony forming units/ml und (ber 400 Bakterienspezies die héchste
Bakteriendichte im Verdauungstrakt dar [74]. Viele Bakterien leben im Lumen und nutzen
Verdauungsprodukte als Nahrstoffe. Fakultativ aerobe Bakterien wie Escherichia coli (E.coli)
sind im Dickdarm nur untergeordnet prasent und dienen vor allem dem Sauerstoffverbrauch,
wodurch ein strikt anaerobes Milieu entsteht. Pradominierende Vertreter der Kolonmikroflora
sind vor allem aggressive obligat anaerobe Bakterien der Spezies Bacteroides, Eubacterium
und Enterococcus [74] sowie die kommensalen Bakterienspezies Lactobacillus und
Bifidobakterium [3] (Abb. 1.6). Im gesunden Darm herrscht ein Gleichgewicht zwischen
aggressiven und protektiven Bakterienspezies.

Osophagus

bakterielle Vertreter i Organ

Magen

Zwolffingerdarm (Duodenum)

Enterkokken

Lactobazillen Leerdarm (Jejunum) Diinndarm

Enterobakterien
Enterococcus faecalis
Bacteroides
Bifidobakterium
Eubacterium
Peptococcus
Clostridien
Lactobazillen
Streptococcus
Staphylococcus

Krummdarm (lleum)

Dickdarm (Kolon) Dickdarm

Anus

Abb. 1.6: Mikrobielle Besiedelung des humanen Magen-Darm-Trakts (modifiziert nach [75]).

Exogene Faktoren wie Alter, Erndhrung, Infektionen und Medikamente kénnen die
Zusammensetzung der intestinalen Mikroflora beeinflussen. Auch endogene Faktoren sind
an der Regulation der intestinalen Flora beteiligt. Durch die Produktion organischer Sauren
(Buttersaure, Essigsaure) oder chemisch modifizierter Gallensduren aus dem

Steroidstoffwechsel schaffen Darmbakterien beispielsweise lokal ein unglnstiges Milieu fir
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pathogene Keime [76]. Neben der Sekretion von Muzinen durch epitheliale Becherzellen
dienen auch die Darmmotilitdt sowie der aktive intraluminale Chloridtransport durch IEZ der
Pravention bakterieller Adhasion. Kommensale Bakterien sind an der Regulation der
intestinalen Immunhomd&ostase und epithelialer Zellfunktionen beteiligt. Protektive Effekte
konnten z.B. fir Lactobacillus rhamnosus, welcher die Zytokinproduktion Lipopolysaccharid
(LPS)-aktivierter Makrophagen inhibierte [77] oder Lactobacillus acidophilus, der
enteroinvasive Barrieredefekte verhinderte [78] nachgewiesen werden.

Allen Bakterien gemeinsam ist eine Peptidoglykan (PDG)- haltige Zellwand. Der
PDG-Anteil betragt in grampositiven Bakterien bis zu 90% der Zellwand, die Zellwand
gramnegativer Bakterien besteht nur zu 25% aus PDG. PDG ist nur in Bakterien enthalten
und wird extrazellular von Immunzellen Gber den Toll-like-Rezeptor 2, sowie intrazellular als
Spaltprodukt Uber NOD-Proteine erkannt (1.5.2.1.2). Gramnegative Bakterien erzeugen
Lipopolysaccharide, die man aufgrund ihrer zellgebundenen Lokalisation auch als
Endotoxine bezeichnet. Eine fehlregulierte bakterielle Zusammensetzung oder gar Invasion
des Darms kann somit zu toxischen und/oder pathologischen Veranderungen fuhren.

Eine besondere Bedeutung in der Abwehr potentieller Pathogene kommt den
Defensinen zu, welche sowohl in Vertebraten als auch Invertebraten synthetisiert werden.
Defensine sind kleine, Cystein-reiche, kationische Peptide, die aktiv gegen Bakterien, Pilze
und Viren (mit Virushadlle) wirken. Die meisten Defensine wirken durch Penetration der
mikrobiellen Zellmembran aufgrund ihrer elektrischen Ladung und der Bildung von Poren,
wodurch es zur mikrobiellen Zelllyse kommt. In S&ugern existieren drei (bekannte) Defensin-
Formen: a-, B- und 6-Defensine. a-Defensine werden primér in Neutrophilen, Makrophagen
und Paneth-Zellen des Darms exprimiert. B-Defensine sind am weitesten verbreitet und
werden von Leukozyten und Epithelzellen in zahlreichen Geweben (Mandeln, Haut, Cornea,
Nieren, Osophagus, Respirationstrakt) exprimiert. Die 6-Defensine sind eher selten und
wurden bisher nur in Leukozyten von Rhesusaffen nachgewiesen. Es wird vermutet, dass
eine gestérte Defensin-Produktion zu Erkrankungen beitragen kann. So wurde
nachgewiesen, dass eine Defensin-Imbalance zu Akne fahrt [79] und eine Reduktion der
ilealen Defensinproduktion an der Pradisposition des MC beteiligt ist [80;81].

1.5 CED - eine genetisch determinierte Dysregulation des GALT

Zahlreiche Tiermodelle und Studien haben in den letzten Jahren den Fokus auf die
mikrobielle Darmflora als essentielle Komponente der Pathogenese von CED gelenkt. So
konnten als fundamentale Basis der CED ein oder mehrere genetisch determinierte Defekte

identifiziert werden konnten, die zu einer Uberreaktion des GALT auf die normale mukosale
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Mikroflora fuhren [42]. Diese Defekte werden durch Verdnderungen in der epithelialen
Darmbarriere unterstitzt, welche den Kontakt des mukosalen Immunsystems mit

mikrobiellen Komponenten zuséatzlich verstéarken [42;82].

Zum Dbesseren Verstédndnis der immunologischen Vorgange bei der dysregulierten
Immunantwort des GALT wird zun&chst auf die zellularen und sensorischen Komponenten
des intestinalen Immunsystems eingegangen, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht
wurden und im Anschluss die Immunregulation bei CED beschrieben.

1.5.1 Die zellularen Komponenten des intestinalen Imnmunsystems

Neben intraepithelialen Lymphozyten und Lamina propria Lymphozyten spielen |[EZ
und intestinale Makrophagen (IMAC) eine Rolle im Netzwerk des GALT.

Das intestinale Epithel ist durch einen hohen Zellumsatz mit nahezu komplettem
Austausch der IEZ-Population innerhalb von 24 bis 96 Stunden gekennzeichnet [83]. Das
proliferative IEZ-Kompartiment ist innerhalb der Krypten lokalisiert und raumlich von einem
funktionellen IEZ-Kompartiment getrennt, das zum Teil aus hochdifferenzierten Epithelzellen
im intestinalen Villusbereich besteht. IEZ des funktionellen Kompartiments migrieren in
Richtung Villusspitze und durchlaufen dabei eine zunehmende Differenzierung und
Spezialisierung. Unter physiologischen Bedingungen besteht ein Gleichgewicht zwischen der
Neubildung von IEZ und dem Verlust von Zellen durch mechanische Abschilferung und
Apoptose. Eine Zerstérung der epithelialen Barriere, welche im Zusammenhang mit CED
diskutiert wird, bewirkt ein gesteigertes Eindringen schadlicher luminaler Bestandteile und
fihrt zur Aktivierung des GALT [84]. Sekundar kann der epitheliale Transport und damit
wiederum die Barrierefunktion beeinflusst werden.

Die intestinale Makrophagenpopulation im Darm von CED-Patienten zeigt ein
atypisches Muster an Oberflachenrezeptoren. Im gesunden Darm exprimieren IMAC weder
den LPS/LPS-Bindeprotein (LBP)-Rezeptor CD14 [85;86], Toll-like Rezeptor (TLR) 2 und 4
[87] noch den Fcy Il Rezeptor [88]. CD11b ist auf <5% der IMAC nachweisbar [89]. Die
entziindungsassoziierte IMAC-Population in der Mukosa von CED-Patienten zeigt eine
deutliche Expression des LPS-Rezeptors [85] sowie des Fcy Il Rezeptors [86;88]. Die T-
Zell-kostimulatorischen Molekile CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2), welche auf IMAC aus
gesunder Mukosa nicht nachweisbar sind, konnten auf der entzindungsassoziierten IMAC-
Population lokalisiert werden [90]. Des weiteren wurde in IMAC aus entziindetem Gewebe
eine erhéhte NADPH-Oxidaseaktivitat (Oxidativer Burst) nachgewiesen [91]. In der Mukosa
von CED-Patienten koexistieren somit zwei verschiedene Makrophagenpopulationen, von

denen eine einen erhdhten Aktivierungszustand aufweist.
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1.5.2 Die sensorischen Komponenten des intestinalen Inmunsystems

Die Erkennung und Abwehr eingedrungener Krankheitserreger durch das
angeborene Immunsystem spielt fir das Uberleben vielzelliger Organismen eine
entscheidende Rolle. Pflanzen und Tiere bedienen sich hierbei spezifischer Rezeptoren
(PRRs), welche molekulare Muster von Pathogenen (pathogen-associated molecular
patterns, PAMPs) erkennen kdnnen. Hierzu zdhlen z.B. bakterielle Zellwandbestandteile
(LPS, PDG, Lipoproteine) oder Nukleinsduren. Neben der bekannten Antwort auf
extrazellulare PAMPs, z.B durch TLRs [92;93] oder membranstéandige R-Proteine in Pflanzen
[94] wurde die Existenz intrazellularer Mechanismen zur Erkennung eingedrungener
Bakterien vermutet [95]. Die Identifizierung der zytosolischen Proteine NOD1 und NOD2, die
aufgrund ihrer speziellen Struktur diese Aufgaben erfillen kénnten, bestatigte die Hypothese
[96;97].

Die Familie der intrazellularen NOD-Proteine, welche auch unter dem Namen
CATERPILLER (CARD, transcription enhancer, R(purine)-binding, pyrin, lots of leucin rich
repeats) bekannt ist [98], umfasst 30 beschriebene Mitglieder. Die korrespondierenden Gene
sind auf acht Chromosomen mit einer Haufung auf den Chromosomen 11, 16 und 19 verteilt
[99;100]. Allen NOD-Proteinen gemeinsam ist neben ihrer Struktur die Fahigkeit, durch
Oligomerisierung und Rekrutierung nachgeschalteter Signalproteine Effektorkaskaden
auszuldésen (Abb. 1.7). Flankiert von einer aminoterminalen Effektorbindedoméane (EBD),
z.B. CARD (caspase recruitment domain) oder PYD (pyrin domain) und einer
carboxyterminalen Ligandenerkennungsdomane (ligand recognition domain, LRD), z.B. LRR
(leucin rich repeats), liegt die zentrale nukleotidbindende Oligomerisierungsdoméne (NOD).
Die LRRs weisen strukturelle Homologien zu den R-Genen der Pflanzen auf, welche dort
eine Resistenz gegen spezifische Pathogene vermitteln. Die Erkennung intrazellularer
Pathogene durch R-Proteine flhrten in der betroffenen Pflanzenzelle zur Einleitung einer
Form des programmierten Zelltods (,Hypersensitivitdtsreaktion®) und somit Uber das
Absterben der ,infizierten® Zellen zur Einddmmung der Infektion [94]. Die aminoterminale
Region der NOD enthalt einen P-Loop, welcher auch in ATP/GTPasen gefunden wurde,
sowie eine Mg?**-Bindestelle, die als nukleotidbindendes ARC-Motiv (NB-ARC) definiert
werden konnte [101]. Das NB-ARC Motiv vermittelt die Nukleotidbindung und ist fir die
nachgeschaltete Selbstoligomierisierungskaskade verantwortlich. Die Funktionsweise der
NOD-Proteine wurde durch Studien an APAF1, dem ersten identifizierten Vertreter dieser
Familie, aufgeklart [102]. Die C-terminale LRD von APAF1 besteht aus zahlreichen WD40
repeats (WDRs), welche Cytochrom c¢ binden kénnen, das im Verlauf der Apoptose aus
Mitochondrien freigesetzt wird. Die Bindung von Cytochrom c fiihrt zur Oligomerisierung von

APAF1-Molekilen und zur Rekrutierung und Autoaktivierung von pro-Caspase-9 [103;104].
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Dieser Multiproteinkomplex wird als ,Apoptosom* bezeichnet und &hnelt den ,Inflammasom®-
Komplexen Nalp1 (NACHT-, LRR-, and PYD-containing protein 1) [105] und Nalp3 [106] mit
ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD), Caspase-5 und/oder
Caspase-1. Die Bildung des “Nalp3-Inflammasoms” flihrt zur Aktivierung von Caspase-1 und
zur Prozessierung von pro-IL13 [105].

EBD LRD
APAF1
NOD1, IPAF
NOD2
Cryopyrin/NALP3
NAIP (BIR(BIR(BIR)

(DC)-CIITA &)
NOD3, NODS, NOD26 T w0 [ wms ]
@ o [ wms ]

R-Protein (95 A. thaliana)

—

R-Protein (49 A. thaliana)
CED-4 (C. elegans)
NOD8

DEFCAP

rﬁl
g
;

RRS1 (A. thaliana)

Abb. 1.7: Die NOD-Proteinfamilie

Schematische Darstellung der Doménen der NOD-Proteinfamilie. Die zentrale nukleotidbindende
Oligomerisierungsdomdne (NOD) wird aminoterminal von variablen Effektorbindedomédnen (EBD) und
carboxyterminal von Ligandenerkennungsdoménen (LRD) flankiert. Die Zahl der LRRs (leucin-rich repeats) sowie
der TIRs (Toll/IL-1-Rezeptordomédnen) kann zwischen den einzelnen NOD-Proteinen variieren. X - unbekannte
EBDs; a/c — a-Helix/coiled-coil-reich; AD — Aktivierungsdoméne; APAF1 — Apoptose-Protease aktivierender
Faktor 1; BIR — Baculovirus-inhibitor of apoptosis-repeats; CARD — caspase recruitment domain; CIITA — MHC-II
Transaktivator; DT — DEFCAP/TUCAN ausgedehnte Homologiedoméne; IPAF — ICE-Protease aktivierender
Faktor; NAIP — neuronales Apoptose-inhibierendes Protein; PYD — Pyrindomédne, WDRs — WD40 repeats.
(modifiziert nach [99])
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1.5.2.1 NOD2/CARD15

Das auf Chromosom 16 lokalisierte NOD2/CARD15-Gen besteht aus 12 Exons und
kodiert fir ein 1040 Aminoséauren langes Protein mit einer Molekularmasse von 116 kDa. Die
zentrale NOD wird aminoterminal von 2 CARDs und carboxyterminal von 10 LRRs flankiert
(Abb. 1.8).

178 467 108 1816 84 84 84 84 84 84 84 73 bp
1 2 3 4 5 678 9101112 DNA
1 26 123126 219 27 576 742 1021 1040 AS
N CARD|CARD NOD LRR Cc Protein

Abb. 1.8: Genkarte und Proteinstruktur von NOD2/CARD15

Das NOD2/CARD15-Gen besteht aus 12 Exons mit insgesamt 3120 Basenpaaren (bp) und codiert fiir ein 1040
Aminoséuren (AS) langes Protein mit einer Molekularmasse von 116 kDa. Die zentrale NOD wird aminoterminal
(N) von zwei CARD-Doménen und carboxyterminal (C) von 10 LRRs flankiert.

1.5.2.1.1 Expression von NOD2/CARD15

NOD2/CARD15 wird zytosolisch hauptsachlich von APCs und Epithelzellen
exprimiert. Interessanterweise exprimieren die meisten IEZ zwar NOD2/CARD15, auf
Proteinebene wurde jedoch kein oder nur sehr wenig NOD2/CARD15 Protein nachgewiesen.
Die Expression scheint dabei vor allem auf die Paneth-Zellen beschrankt zu sein [107-109].
Deren a-Defensin-Produktion (1.4) hangt ebenfalls von der NOD2/CARD15-Aktivierung ab
[107;109]. Die Expression von NOD2/CARD15 wird durch proinflammatorische Zytokine
reguliert. In Epithelzellen ist die basale Expression gering und kann durch Tumor-Nekrose-
Faktor (TNF) und IFN-y induziert werden [110]. Die TNF-vermittelte Entziindungsantwort
fuhrt zur Aktivierung von Nuclear factor-kappaB (NF-kB). Durch die Bindung von NF-kB an
adaquate Bindestellen im NOD2/CARD15-Promotor kann sich die NOD2/CARD15-
Expression somit selbst hochregulieren. Des weiteren scheinen die Typ I-Interferon-

vermittelten Signalwege an der NOD2/CARD15-Expression beteiligt zu sein [111].
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1.5.2.1.2 NOD2/CARD15-vermittelte Signalwege

Die strukturellen Homologien der LRRs von NOD2/CARD15 zu den pflanzlichen R-
Proteinen, welche die Erkennung intrazellularer Pathogene vermitteln, sowie dessen
Synthese im Zytosol implizieren, dass die Liganden dieses Proteins mikrobielle
Komponenten sein kdnnen [99]. Obwohl initial LPS als Ligand identifiziert wurde [30], zeigen
neuere Studien, dass die Derivate der bakteriellen Zellwandkomponente PDG y-D-Glutamyl-
meso-Diaminopimelinsgure (iE-DAP) [112;113] und Muramyldipeptid (MDP) [112;113] an
NOD2/CARD15 binden. NOD2/CARD15 fungiert somit als intrazelluldrer Sensor
grampositiver und gramnegativer Bakterien.

Die Aktivierung des NOD2/CARD15-vermittelten Signalweges erfolgt durch den
Kontakt der LRRs des NOD2/CARDD15 Proteins mit dem Liganden MDP, welcher
vermutlich durch den Verdau von Bakterien in Phagolysosomen durch APCs [114] oder
durch den apikalen Peptidiransporter PEPT1 in Epithelzellen [115] das Zytosol erreicht. Die
Interaktion der LRR-Doméanen des NOD2/CARD15 Proteins mit dem Liganden erfolgt
vermutlich nicht durch direkte Bindung, sondern Gber Ko-Faktoren, wodurch eine komplexe
Konformationsanderung induziert wird [116-118] (Abb. 1.9). Als Schutz vor unkontrollierter
Selbstaktivierung interagieren in Abwesenheit der Liganden die LRRs wahrscheinlich mit der

eigenen NOD-Doméane [119].

NOD Protein

lt ) ) @ L|ganden
Effektor-Protein
/ EBD

, & Rezeptor-Binde-Doméne

Abb. 1.9: Aktivierung der NOD-Proteine durch Oligomerisierung

Signalwirkung

Die Erkennung exogener oder endogener Liganden durch die Ligandenerkennungsdoméne (LRD) der NOD-
Proteine fiihrt zur Konformationsdnderung und Selbstoligomerisierung ber NOD. Dadurch werden nachfolgende
Effektormolekdile (iber die Effektorbindedoméne (EBD) der NOD-Proteine rekrutiert. (modifiziert nach [99])
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Die NOD2/CARD15-vermittelte Aktivierung von NF-kB

Der direkt NOD2/CARD15-vermittelte Signalweg endet in der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB. Dieser evolutiondr konservierte Signalweg spielt eine
essentielle Rolle in der Regulation diverser Gene, die mit der Entwicklung angeborener und
adaptiver Reaktionen zur Erkennung und immunologischer Kontrolle pathogener
Organismen assoziiert sind. Weiterhin reguliert NF-kB zellulare Prozesse, die fir eine
koordinierte Immunreaktion essentiell sind, wie Aufrechterhaltung der Homdostase,
Entziindungsreaktionen, Zellproliferation und -differenzierung, Uberleben und Zelltod [120].
Eine Dysregulation des NF-kB-Signalweges ist mit pathologischen Stérungen - von
Hautentziindung, &hnlich der Incontinentia pigmenti, Gber Diabetes mellitus bis hin zu Krebs
- assoziiert [121]. NF-kB wird im Organismus ubiquitar exprimiert und ist als inaktiver
zytosolischer Proteinkomplex an Inhibitorproteine der inhibitor of NFkB (IkB)-Klasse
gebunden. Die IkB-Proteine maskieren die nukledre Lokalisationssequenz und die DNA-
Bindungsdoméane des NF-kB-Komplexes und sind so maBgeblich an der negativen
Regulation des Signalgeschehens beteiligt [122-124]. Zu den unterschiedlichen Aktivatoren
des NF-kB-Signalweges gehdéren neben Zytokinen wie TNF und IL-18 hauptséchlich
allgemeine Stressfaktoren (Pathogenbefall durch Bakterien und Viren, UV-Strahlung,
oxidativer Stress und Chemikalien) [120;125] Die Aktivierung des NF-kB-Signalpfads hat
differentielle Auswirkungen. Einerseits induziert NF-kB eine Vielzahl proinflammatorischer
Gene, welche eine Rolle bei der Regulation der angeborenen und der adaptiven
Immunantwort spielen [120;125], z.B. die Kontrolle der Expression unterschiedlicher
Immunmodulatoren (Interleukine wie IL-2, IL-6, IL-8, GM-CSF, Chemokine) und ihrer
Rezeptoren, wichtiger Enzyme (iNOS, MMP-9) oder Zelloberflachen-Adhasionsmolekile (E-
Selektine) [126]. Andererseits fungiert die Expression anti-apoptotischer Gene tber NF-kB
als molekularer Gegenspieler des physiologischen Zelltods, da die Aktivierung des NF-kB
Signalweges die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose inhibieren kann [127]. Wichtige
Mitglieder NF-kB-abhangiger anti-apoptotischer Proteine sind FLIP,, TRAF1 oder Vertreter
der Bcl2-Genfamilie [128-131].

Im klassischen Weg der NF-kB-Aktivierung erfolgt die Rekrutierung nachgeschalteter
Signalproteine durch die homophile CARD/CARD-Interaktion mit RICK (recruitment receptor-
interacting serine/threonin-kinase). Die Aktivierung von RICK flhrt zur Polyubiquitinierung
des Inhibitors der NF-kB(IkB)-Kinase-y (IKK-y, NEMO). Die RICK-IKK-y Interaktion induziert
die Phosphorylierung von IKK-B und IkB mit nachfolgender Freisetzung von NF-kB und
Translokation seiner transkriptionellen Komponente in den Nukleus (Abb. 1.10A).

Die NOD2/CARD15-vermittelte NF-kB-Aktivierung erfolgt bereits durch starke

transiente Uberexpression ohne zusétzlichen Stimulus [132]. Mutationsanalysen zeigten,
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dass beide CARDs flr die homophile Interaktion mit der CARD-Doméane von RICK/RIP2
notwendig sind und dass die komplette Deletion der LRR zu einer deutlichen Verstarkung
der konstitutiven NF-kB-Aktivierung fiihrt [120;132]. In RICK/RIP2"-Zellen konnte nur nach
Rekonstitution der Zellen mit RICK/RIP2-Expressionsplasmiden tber NOD2/CARD15 NF-kB
aktiviert werden [133]. Eine direkte pro-apoptotische Rolle von NOD2/CARD15, wie sie z.B.
fir NOD1 Uber RICK/RIP2 nachgewiesen wurde, konnte nicht gezeigt werden [120].

NOD2/CARD15 und Toll-like-Rezeptoren

NOD2/CARD15 kann regulierend in TLR-vermittelte Signalwege eingreifen [134].
Eine Interaktion von NOD2/CARD15 wurde z.B. mit TLR2 nachgewiesen [134]. Die
Stimulierung von TLR2 durch PDG vermittelt Gber MyD88 die Aktivierung von NF-kB (Abb.
1.10 A). Durch in vivo Studien konnte nachgewiesen werden, dass die PDG-vermittelte
Aktivierung von TLR2 durch die MDP-vermittelte NOD2/CARD15-Aktivierung negativ
reguliert wird und dass in Abwesenheit von NOD2/CARD15 diese Negativregulation
aufgehoben ist [134]. Die Blockade des TLR2-vermittelten Signalweges durch
NOD2/CARD15 fihrt somit zu einer reduzierten NF-kB-Aktivierung und verminderten IL-12-
Produktion. In einer Studie an einer murinen NOD2/CARD15 knockin-Mutante, welche der
humanen NOD2/CARD15 SNP13 Variante entspricht, konnte im experimentellen
Colitismodell durch bakterielle Stimulierung (MDP und/oder LPS) ebenfalls eine Verstarkung
der intestinalen Entzindung aufgrund UbermaBiger IL-1p Sekretion beobachtet werden [135].
TLR2 kann ebenfalls direkt RICK aktivieren, wodurch es zu einer NOD2/CARD15-
unabhé&ngigen Aktivierung von NF-kB kommt [133].

Ein potentieller Einfluss von NOD2/CARD15 auf den TLR4-Signalweg wird vermutet,
jedoch scheint es sich hierbei nicht um einen dominant herabregulierenden Effekt zu
handeln, wie er fir TLR2 beschrieben ist. Die Aktivierung des extrazellularen TLR4 durch
den Liganden LPS fUhrt nicht nur zur MyD88-vermittelten Aktivierung von NF-kB, sondern
auch zu einer gesteigerten Expression von NOD2/CARD15, wobei NOD2/CARD15
wiederum die Expression von MyD88 induziert (Abb. 1.10 B). Es wird auBerdem vermutet,
dass NOD2/CARD15 eine gesteigerte IKKy-Aktivierung Uber einen unabhangig positiven
Effekt durch RICK vermittelt (Abb. 1.10 B).
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Abb. 1.10: Der NOD2/CARD15 Signalweg und seine Interaktionen mit TLR2 und TLR4

(A) Peptidoglykan (PDG) aktiviert sowohl extrazelluldr den Toll-like Rezeptor 2 (TLR2) sowie zytosolisch lber die
Generierung von Muramyldipeptid (MDP) NOD2/CARD15. Die Stimulierung von TLR2 durch PDG vermittelt die
Assoziation mit MyD88 (myeoloid differentiation primary-response protein 88) iber TIR (Toll/ IL-1 receptor
domain) und Rekrutierung von IRAK4 (interleukin-1 receptor-associated kinase 4) und IRAK1. TRAF6 (tumor-
necrosis-factor-receptor-associated factor 6) bindet IRAK1 um anschlieBend einen Komplex mit TAK1
(transforming-growth-factor-3-activated kinase 1), TAB1 (TAK1-Bindeprotein) und TAB2 zu bilden. Diese
Komplexbildung mindet im IKK-vermittelten Weg der NF-xB Aktivierung. TLR2 vermittelt auBerdem die
Aktivierung von RICK (receptor-interacting serin/threonine kinase). Die gleichzeitige Aktivierung von
NOD2/CARD15 durch MDP fiihrt zur Aktivierung von RICK durch NOD2/CARD15 und Herabregulation des TLR2-
Signalweges. (B) LPS aktiviert den Ko-Rezeptor-Komplex von TLR4 und MD2 und initiiert die MyD88-abhéngigen
und -unabhéngigen Signalwege. Der MyD88-abhéngige Signalweg dhnelt dem in (A) beschriebenen Weg; im
MyD88-unabhéngigen Signalweg sind TRIF (Toll-/IL-1R-domain-containing adaptor protein inducing interferon-)
und TRAM (TRIF-related adaptor molecule) involviert und fiihren zur Aktivierung von IRF3 (IFN-regulatory factor
3) sowie zur Typl-IFN Produktion. Aktivierter TLR4 fiihrt zur gesteigerten Expression von NOD2/CARD15 (+) und
dies wiederum zur Induktion von MyD88 (+). Der gepunktete Pfeil indiziert einen hypothetischen Signalpfad.

TIR: Toll/IL-1R; TIRAP: TIR-domain-containing adaptor protein. (modifiziert nach [93;136]).
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1.5.2.1.3 Morbus Crohn und Mutationen in NOD2/CARD15

Aufgrund der Lokalisation von CARD15 in der minimalen Kopplungsregion von /BD 1
auf Chromosom 16 (16q12) [30] wurde vermutet, dass NOD2-Mutationen mit CED assoziiert
sein kénnten. Durch genetische Studien an groBen Kohorten von MC-Patienten konnte im
Jahr 2001 gezeigt werden, dass 10-15% der Patienten homozygote Mutationen in CARD15
aufwiesen [29;30]. Diese Mutationen resultieren in den Aminosaure-Austauschen Arg702Trp,
Gly908Arg und Leu1007fsinsCys (fsinsCys beschreibt eine Leserasterverschiebung durch
Insertion eines Cystein-Restes und resultiert in einem verfrihten Stop-Codon und einem
trunkierten Protein), welche als single nucleotide polymorphism (SNP) 8, SNP12 und SNP13
bezeichnet werden. Ein heterozygotes Vorliegen eines mutierten Allels steigert das Risiko an
MC zu erkranken um das 2- bis 4-fache; Homozygotie bzw. verbundene Heterozygotie flhrt
zu einem 20-bis 40-fach erhéhten Risiko [29;30;137]. Alle Mutationen betreffen die LRR-
Doméne und somit die Ligandenerkennungsfunktion des Proteins. Die Auswirkungen der
Mutationen werden kontrovers diskutiert. So zeigen alle drei SNPs priméar eine verminderte
Induzierbarkeit von NF-kB nach Stimulierung mit Bakterienwandbestandteilen [99;138]. Die
Starke des Funktionsverlustes korreliert dabei mit der individuellen Mutation und dem
Erkrankungsrisiko [138]. Der Verlust der Erkennung bakterieller Bestandteile fihrt sekundar
tber einen NOD2/CARD15-unabhéangigen Weg zu einer verstarkten NF-kB-Aktivierung und
Entzindungsreaktion im intestinalen Gewebe. Mdglicherweise fuhrt der veranderte
NOD2/CARD15-Signalweg zu einer fehlerhaften Induktion kostimulatorischer Signale fur T-
Zellen und somit zur Entwicklung entzindlicher Erkrankungen [120], wobei der genaue
pathophysiologische Mechanismus dieser Signalpfade bisher nur spekulativ erértert wurde.
Aminoséauresubstitutionen innerhalb der kodierenden Region der NOD-Domé&ne von
NOD2/CARD15 (Arg334Trp, Arg334GIn, Leu469Phe) konnten mit der dominant vererbbaren
Krankheit Blau-Syndrom assoziiert werden [139;140]. Die resultierenden modifizierten
Proteinvarianten induzieren interessanterweise eine gesteigerte basale NF-kB-Aktivierung im
Vergleich zum Wildtyp [112]. Die Beteiligung von NOD2/CARD15 an der Pathogenese
unterschiedlicher mukokutaner Entziindungssyndrome deutet auf eine besondere Rolle
dieses Proteins in der Regulation der angeborenen Immunabwehr epithelialer Grenzflachen
hin [120].
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1.5.2.2 CIAS1/PYPAF1/Nalp3

Ein weiterer Vertreter der CATERPILLER-Genfamilie ist CIAS1 (Synonyme:
PYPAF1/Nalp3), welches im Folgenden als Nalp3 bezeichnet wird. Nalp3 &hnelt strukturell
NOD2/CARD15 - die zentrale NOD-Domé&ne wird carboxyterminal von LRRs und
aminoterminal von einer PYD flankiert. Durch Two-Hybrid-Analysen konnte eine homophile
Interaktion der PYD-Domane von Nalp3 mit der PYD-Doméne von ASC beschrieben werden.
Ko-Expressionsversuche zeigten eine signifikante NF-kB-Aktivierung, welche Uber die
alleinige Nalp3-Expression nicht erfolgte [120;141]. In einer anderen Studie konnte der
synergistische Effekt von Nalp3 und ASC zusétzlich fur die Aktivierung von pro-Caspase-1
nachgewiesen werden [142]. Nalp3 alleine reduziert allerdings die Aktivierung von NF-kB
und pro-Caspase-1. Dieser Effekt scheint unabhangig von PYD (ber die NOD- und LRR-
Region vermittelt zu werden [143;144].

Mutationen im Nalp3-Gen sind z.B. mit den heterogenen Krankheiten Familiare
Kélteurtikaria und dem  Muckle-Wells-Syndrom, die sich durch rezidivierende
Entzindungsanfalle mit Arthritis, Fieber und Nesselausschlag auszeichnen, assoziiert [145].
Bisher wurden 27 missense-Mutationen beschrieben, die alle in den zentralen NACHT-
Exons liegen und zum Teil Analogien zu den Blau-Syndrom-assoziierten Mutationen
aufweisen [120;146]. Nalp3 ist Bestandteil des sogenannten ,Nalp3-Inflammasoms®, einem
Multiproteinkomplex aus ASC, Caspase-1, CARDINAL/CARDS8 und Nalp3 [106]. Die Bildung
dieses Komplexes induziert die Aktivierung von pro-IL13 durch Caspase-1 und Sekretion von
reifem IL-1B. Kirzlich wurde gezeigt, dass Nalp3-Variationen spontan proinflammatorische
Reaktionen auslésen kénnen, welche aus einer gesteigerten Assoziation von Nalp3 mit ASC
und einer erhdéhten IL-18 Synthese resultiert [106]. Die genaue Funktion des Wildtyp-
Proteins ist jedoch noch weitgehend unklar.

1.5.3 Die CED-assoziierte Entziindung - ein multifaktorielles Geschehen

Mutationen in den fir NOD2/CARD15, DLG5, OCTN, ATG16L-1, IL-23R und PPARy
codierenden Genen sind mit der Entwicklung von MC assoziiert [23;24;32;147]. Zahlreiche
Befunde deuten darauf hin, dass MC primar Folge einer Hyperreaktion auf kommensale
Keime in der normalen mukosalen Mikroflora ist und nicht Antwort auf ein spezifisches
Pathogen [148]. Uberzeugende Beweise dieser Hypothese lieferten in vivo Studien an
Mausmodellen mukosaler Entzindung. Mause, die unter keimfreien Bedingungen gehalten
wurden, entwickelten keine Darmentziindung, wohl aber wenn sie unter spezifisch

pathogenfreien Bedingungen gehalten wurden [149]. Der Organismus ist lebenslang
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Antigenen ausgesetzt, die mit seiner normalen mukosalen Mikroflora assoziiert sind. Hierbei
sind einige Antigene haufiger involviert als andere [150]. Im gesunden Darm besteht die
physiologische Antwort des Immunsystems auf oral aufgenommene Nahrungsmittelantigene
und die kommensale Darmflora im Fehlen einer spezifischen peripheren Immunantwort
(orale Toleranz; 1.3.1.2). Im Krankheitsbild MC ist diese Toleranz gestért und es kommt zu
einer atolerogenen Antwort auf mikrobielle und Nahrungsmittelantigene, welche in einer
hyperreaktiven, NF-kB-vermittelten  IL-12-/IL23-produzierenden  T-Helferzell-1  (Th1)
Immunantwort resultiert (Abb. 1.11) [148]. Durch mikrobielle Stimuli kommt es bei MC
zusétzlich zur Veranderung autoprotektiver Schutzmechanismen des Darmepithels. Die
Produktion und Sekretion von a-Defensinen durch Paneth-Zellen (1.4) hangt namlich
ebenfalls von der NOD2/CARD15-Aktivierung ab, so dass es im Darmepithel von MC-
Patienten zu einer reduzierten Sekretion dieser antimikrobiellen Peptide kommt (Abb. 1.11)
[107;109].

In welcher Art und Weise die kommensale Darmflora und das Immunsystem des
Darms kommunizieren und interagieren wird noch immer kontrovers diskutiert. Die MC-
assoziierte Darmentzindung kénnte (i) durch eine anormale starke Effektorzellantwort,
welche den Toleranzmechanismus ausschaltet, ausgelést werden, oder (ii) durch einen
primaren Defekt in der Toleranzvermittlung, welcher sekunddr zu einer normalen
Effektorzellantwort fihrt [136]. Die orale Toleranz wird unter anderem durch regulatorische T-
Zellen vermittelt [149;151]. Fehlfunktionen dieser Zellen kénnten somit Ursache der
Erkrankung sein, worauf zahlreiche Studien an CED-Modellen hindeuten [149;151]. Die
Erkenntnis, dass Mutationen im NOD2/CARD15-Gen ein starkes Risiko an MC zu erkranken,
darstellen, lasst vermuten, dass das angeborene Immunsystem eine wichtige Rolle in der

Pathogenese der Erkrankung spielt.
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Abb. 1.11: Die mukosale Immunantwort im gesunden Darm und bei MC-Patienten mit NOD2/CARD15
Defekten

(A) Die Zellwandkomponente kommensaler Bakterien - Peptidoglykan (PDG) — wird auf der Oberfldche
Dendritischer Zellen (DC) durch den Toll-like Rezeptor 2 (TLR2) erkannt. Die Bindung von PDG an TLR2 fihrt zur
Aktivierung von NF-kB, der Schliisselkomponente fiir die Differenzierung IFN-y und IL-17 produzierender Zellen.
Diese proinflammatorischen Zytokine scheinen fiir die MC-assoziierte Darmentziindung verantwortlich zu sein.
PDG wird ebenso intrazelluldr in den Endosomen abgebaut, das resultierende Spaltprodukt ist Muramyldipeptid
(MDP), welches von NOD2/CARD15 erkannt wird. Die Bindung von MDP an NOD2/CARD15 fiihrt zu dessen
Aktivierung und initiiert einen Mechanismus, durch den die PDG-vermittelte NF-kB Aktivierung inhibiert wird, was
wiederum eine Herabregulation der TLR-induzierten Zytokinproduktion zur Folge hat. (B) In MC-Patienten mit
NOD2/CARD15 Mutationen ist die NOD2/CARD15 Modulation gestért, wodurch es zu einer gesteigerten
Produktion proinflammatorischer Zytokine kommt. Kooperativ mit der Reaktion von T-Zellen auf mukosale
Antigene fuhrt dies zu Entziindungen, Rekrutierung weiterer Immunzellen und final zur chronisch entziindlichen
Darmerkrankung. Zusétzlich ist die NOD2/CARD15-abhédngige Produktion der antimikrobiellen a-Defensine durch
Paneth-Zellen an der Kryptenbasis des terminalen lleums in MC-Patienten mit NODZ2/CARD15-Defekten
reduziert. Dadurch kommt es méglicherweise zu einer erh6hten bakteriellen Dichte in den Krypten, wodurch das
mukosale Immunsystem zusétzlich stimuliert wird. (modifiziert nach [152])
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Neben immunologischen Prozessen scheinen aber auch metabolische Komponenten
an der Pathophysiologie der CED beteiligt zu sein. Im normalen Zellstoffwechsel spielen z.B.
Proteinasen eine wichtige Rolle bei der intrazellularen Proteindegradation. Proteolyse ist fur
normale physiologische Funktionen des Kérpers, wie Angiogenese oder Knochenumbau,
aber auch fur die Aktivierung zahlreicher Propeptide (Hormone, Zytokine) essentiell [153].
Eine unkontrollierte Synthese und/oder Sekretion dieser Enzyme fihrt zum massiven
Proteinabbau, wodurch es zu Gewebeschadigungen und zur Ausbreitung von Entziindungen
kommen kann. Bei zahlreichen destruktiven Erkrankungen, wie auch bei MC, wurde eine
erhéhte Sekretion proteolytischer Enzyme festgestellt [154-156]. Auch wahrend der
Krebsmetastasierung kommt es zur verstéarkten Freisetzung von Proteasen [153]. Neben
Matrix-Metalloproteinasen und  Serinproteinasen sind vor allem Vertreter der
Cathepsinfamilie an malignen Erkrankungen der Brust [156], der Prostata [157], der Blase
[158], der Lunge [159] und des Gastrointestinaltrakts [160;161] beteiligt. Die proteolytische
Aktivitat verschiedener Cathepsine spielt ebenso eine wichtige Rolle im Krankheitsbild der
rheumatoiden Arthritis und Osteoporose [162;163]. So wiesen Patienten mit rheumatoider
Arthritis sowie MC-Patienten erhdhte Plasmakonzentrationen der Leukozytenelastase
[164;165] auf. Ebenso wurde eine erhdhte Expression von matrixdegradierenden Matrix-
Metalloproteinasen (MMP), vor allem von MMP-1, MMP-3, MMP-7 und MMP-13 bei CED
nachgewiesen [166-168]. Weiterhin wurde eine verstarkie Kollagenase- sowie Tryptase-
Aktivitat bei CED festgestellt [169].

In Kombination mit Immunmediatoren kénnten somit auch zellulare Proteinasen eine

bedeutende Rolle in der Darmentziindung und Schleimhautschadigung bei CED spielen.

1.6 Zellulare Proteinasen

Proteinasen sind proteolytische Enzyme, welche die Hydrolyse von Amidbindungen
katalysieren. Dieser irreversible Mechanismus dient zahlreichen intrazellularen Prozessen,
wie Koagulation, Verdau, Reifung von Zytokinen und Prohormonen, Apoptose oder der
Degradation intrazellularer Proteine. Proteinasen ,erkennen® und binden kurze
Teilsequenzen ihres Substrats und hydrolysieren relativ spezifisch Bindungen zwischen
bestimmten Aminosaureresten. Nach ihrem Angriffspunkt im Substratmolekil unterscheidet
man Serin-, Cystein-, Aspartat- und Metalloproteinasen.

Cathepsine sind lysosomale Hydrolasen, welche Proteine in den Lysosomen
degradieren. Sie werden am rauen Endoplasmatischen Retikulum als inaktive Vorstufen
synthetisiert und Uber einen Mannose-6-Phosphat-vermittelten Sortierungsprozess in die

Lysosomen transportiert. Die Aktivierung der Cathepsine erfolgt bei saurem pH-Wert
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autokatalytisch durch Abspaltung des Signalmolekils. Die Lysosomendichte und somit die
Menge an proteolytischen Enzymen variiert in den verschiedenen Geweben und Zelltypen
und ist besonders hoch in Leber, Milz, Niere und Makrophagen.

Die in dieser Arbeit untersuchten Cathepsine B (CTSB) und L (CTSL) gehéren zur
Familie der Cystein-Proteinasen, Cathepsin D (CTSD) ist eine Aspartat-Proteinase. Die
Bedeutung dieser drei Cathepsine an der Pathogenese zahlreicher degenerativer, maligner
und entzindlicher Erkrankungen soll im Folgenden kurz dargestellt werden.

1.6.1 Die Cysteinproteinasen Cathepsin B und Cathepsin L

Lange Zeit wurde der terminale Proteinabbau als einzige Aufgabe der Cystein-
Proteinasen innerhalb der Zelle postuliert [170]. Erst die |dentifizierung weiterer Mitglieder
dieser Enzymklasse und Studien an Cathepsin-defizienten Mausen zeigte die groBe
Bedeutung der Cystein-Proteinasen in zahlreichen (patho)physiologischen Prozessen.
Wahrend CTSB- bzw. CTSL-defiziente Mause nur leichte phanotypische Veranderungen
zeigen, flhrte eine simultane Defizienz postnatal innerhalb von 2 bis 4 Wochen aufgrund
massiver Atrophien im Gehirn zum Tod der Tiere [171].

Die proteolytischen und degradativen Eigenschaften der lysosomalen
Cysteinproteinasen spielen in zahlreichen degenerativen und chronisch entzindlichen
Erkrankungen, wie Osteoporose, Krebsmetastasierung, rheumatoider Arthritis und
infektidsen Erkrankungen eine bedeutende Rolle [154-156]. CTSL wird beispielsweise von
Tumorzellen sezerniert und ermdglicht durch Degradation von Membrankomponenten die
Tumorinvasion und -metastasierung [172]. Durch die Fahigkeit zum Abbau von Kollagenase-
und Elastase ist CTSL auch in pathologische Vorgénge bei Artheriosklerose und dem
Lungenemphysem involviert [173]. CTSL ist weiterhin an der Degradation der invarianten
Kette in der MHC-II-vermittelten Antigenprasentation beteiligt [174].

Zahlreiche Tumorerkrankungen sind mit einer erhéhten CTSB-Expression assoziiert,
z.B. Tumore des Gastrointestinaltraktes, des (")sophagus, der Harnblase oder Prostata sowie
maligne Melanome [157;158;175]. Seit einigen Jahren wird deshalb CTSB als prognostischer
Marker fir Prostatakarzinome in der Klinik eingesetzt und der weitere Einsatz fur

gastrointestinale Tumore und Harnblasenkarzinome diskutiert.
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1.6.2 Die Aspartat-Proteinase Cathepsin D

Die Aspartat-Proteinase CTSD erfillt in der Zelle physiologische, aber auch
degenerative Funktionen. Durch die Sekretion des Proteins kann CTSD seine destruktive
Wirkung sowohl intrazelluldr als auch extrazelluldr durch den Verdau extrazellulérer
Matrixproteine entfalten [176;177]. Eine erhdhte Expression wurde z.B. in der Wundheilung
und Psoriasis beschrieben. CTSD ist ebenfalls in zahlreichen Tumoren (kolorektales
Karzinom, Magenkarzinom, Brustkrebs) verstarkt nachweisbar und fungiert als
prognostischer Indikator bei Brustkrebs [177;178]. Die degradierenden Eigenschaften dieser
Proteinase zeigten sich auch im Tiermodell. CTSD-defiziente M&use sterben postnatal an
Tag 26 aufgrund massiver intestinaler Nekrose, Thromboembolie und Lymphopenie [179].

In IMAC von MC-Patienten wurde eine Induktion der CTSD Synthese nachgewiesen,
wahrend in IMAC gesunder Kontrollen kein CTSD detektiert werden konnte [180].
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1.7 Zielsetzungen dieser Arbeit

Trotz der mittlerweile Gber sieben Jahrzehnte zurlickliegenden Erstbeschreibung des
MC und der weltweiten Forschung an CED stehen Wissenschaftler noch immer vor einer
Vielzahl ungeklarter Fragen. Ein Meilenstein der CED-Forschung war die Identifizierung des
Suszeptibilitaitsgens NOD2/CARD15 und der Polymorphismen SNP8, SNP12 und SNP13,
welche in die Genotyp-Phanotyp-Korrelation bei MC-Patienten involviert sind. Die
Auswirkungen dieser Mutationen auf die sensorischen und regulatorischen Funktionen des
Proteins wurden und werden kontrovers diskutiert. Auch der Einfluss der bakteriellen und
insbesondere der kommensalen Darmflora, in Kooperation mit einem mdglicherweise
fehlregulierten intestinalen Immunsystem, auf die chronische Entziindung ist bisher nicht
eindeutig geklart. Einstimmig indiziert das Krankheitsbild MC ein multifaktorielles Ereignis,
dessen primare Ursache nicht bekannt ist.

Im Fokus dieser Arbeit sollte die Untersuchung der potentiellen bakteriellen
Translokation in das intestinale Gewebe im Krankheitsbild MC stehen. Dabei sollte analysiert
werden, ob der NOD2/CARD15-Genotyp einen Einfluss auf die Invasion bakterieller Keime
hat und welche Auswirkungen der bakterielle Stimulus auf die Regulation der Entziindung

sowie intrazellulare Prozesse hat.

(1) Zunachst sollte die bakterielle Translokation aus dem Darmlumen in die intestinale
Mukosa im Krankheitsbild MC in Patienten mit und ohne NOD2/CARD15 Mutationen

untersucht werden.

(2) Daraufhin sollte ein potentieller Weg der bakteriellen Invasion durch Uberwindung der
epithelialen Zell-Zell-Kontakte analysiert werden. Hierfir sollte besonders die
moglicherweise  veranderte  Synthese prominenter  Zell-Zell-Kontaktproteine
untersucht werden, um Aussagen Uber die Funktionalitdt der intestinalen Barriere

treffen zu kébnnen.

(3) Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit sollte die Untersuchung des Einflusses der
bakteriellen Translokation auf die Regulation des bakteriellen Sensorproteins
NOD2/CARD15 und die intestinale Entzindung im Krankheitsbild MC sein. Hierfur
sollte zunadchst die Aktivitdt des NOD2/CARD15 Promotors in Anwesenheit eines
bakteriellen Stimulus (MDP) untersucht werden. Der NOD2/CARD15-vermittelte

Signalweg resultiert in der Aktivierung von NF-kB, wodurch die Synthese
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proinflammatorischer Immunmediatoren induziert wird. Es sollte deshalb der Einfluss
des NOD2/CARD15 Genotyps auf die NF-kB Aktivierung im Krankheitsbild MC
untersucht werden. Weiterhin sollte analysiert werden, ob die in Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe nachgewiesene erhdéhte NADPH-Oxidase-Aktivitdt bei MC mit dem
Genotyp der Patienten assoziiert ist [91].

Ein weiterer Vertreter der NOD-Proteinfamilie ist Nalp3, ein Mitglied des
sInflammasom®“-Multiproteinkomplexes.  Nalp3 bindet aufgrund struktureller
Homologien zu NOD2/CARD15 ebenfalls bakterielle Zellwandbestandteile und
fungiert somit ebenfalls als intrazellulares bakterielles Sensorprotein. Es sollte daher
untersucht werden, ob die bakterielle Translokation im Krankheitsbild MC einen
Einfluss auf die Regulation von Nalp3 und des Inflammasom-Signalweges hat und

welche Zelltypen priméar daran beteiligt sind.

Inwieweit die bakterielle Translokation auf andere entzindungsférdernde und
gewebedegradierende Prozesse Einfluss nimmt, ist nicht bekannt. In Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die lysosomale Proteinase CTSD im
Krankheitsbild MC induziert wird [180]. Cathepsine spielen neben der finalen
Proteindegradation im normalen Zellstoffwechsel eine groBe Rolle bei zahlreichen
destruktiven und malignen Erkrankungen. Es sollte deshalb untersucht werden, ob
diese proteolytischen Enzyme am massiven Gewebeabbau in der intestinalen
Mukosa von MC-Patienten beteiligt sind und ob die Modulation ihrer Aktivitat einen
Therapieansatz fur CED darstellen kénnte. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die im
Zusammenhang mit anderen pathophysiologischen Vorgangen am besten
charakterisierten Cathepsine B, L und D untersucht werden.
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Kapitel 2

Material
2.1 Zellkultur
Accutase PAA Laboratories GmbH, Colbe

B-Mercaptoethanol (B-ME)

Sigma-Adrich Chemie, Steinsheim

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) 4,5 g/l Glukose

PAA Laboratories GmbH, Linz,

Osterreich

Fotales Kéalberserum (FKS)

Pan Biotech, Aidenbach

FuGene 6 Transfektionsreagenz

Roche Diagnostics, Mannheim

Natriumpyruvat

PAA Laboratories GmbH, Linz,
Osterreich

nicht-essentielle Aminosauren (NEASs)

Biochrom, Berlin

Muramyldipeptid

InvivoGen, Toulouse, Frankreich

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)

ohne Calcium und Magnesium

Biochrom, Berlin

Penicillin/Streptomycin (P/S)

Gibco BRL Life Technologies,

Eggenstein

RPMI-1640

PAA Laboratories GmbH, Linz,
Osterreich

Trypsin ohne EDTA

Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein
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2.2

2.3

2.4

Isolierung humaner Lamina propria mononukledrer Zellen

(LPMNZ)

DNase

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

DTT (Dithiothreitol)

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

EDTA (Ethylendiamin-Tetraacetat)

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Ficoll-Paque®

Pharmacia, Freiburg

HBSS

Biochrom, Berlin

Hyaluronidase

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Kollagenase

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Penicillin/Streptomycin (P/S)

Gibco BRL Life Technologies,

Eggenstein

RPMI-1640 Kulturmedium

Biochrom, Berlin

Trypanblau

Biochrom, Berlin

Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

anti-human IL-8 monoklonaler

Antikérper

Biozol, Eching

anti-IL-8 biotinylierter Antikdrper

Biozol, Eching

Schwefelsdure

Fluka Chemika, Buchs, Schweiz

Streptavidin-Horseradish-Peroxidase

Amersham Pharmacia Biosciences,
Freiburg

3,3, 5,5 -Tetramethyl-Benzidin Liquid
Substrate System (TMB)

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Proteinbestimmung

Bicinchoninic Acid Solution (BCA)

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Cu®* (copper (ll) sulfat pentahydrate
solution)

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
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2.5 Durchflusszytometrie (FACS)

2.6

2.7

Triton-X

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Durchflusszytometer Coulter®
EPICS® X - MCL"

Coulter, Immunotech, Krefeld

Megafuge 1.0 R

Heraeus Sepatech, Osterode

Polystyrol R6hrchen

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg

Tragerflissigkeit Isoton®Il

Coulter, Immunotech, Krefeld

in vivo Experimente

Dextran Sodium Sulfat (DSS)

MP Biomedicals, Irvine, CA, USA

L-trans-Epoxysuccinyl-lle-Pro-OH
Propylamid (CA-074)

Bachem, Weil am Rhein

Pepstatin A

Chemicon, Hampshire, UK

Z-Phe-Tyr-Aldehyd

Bachem, Weil am Rhein

Verbrauchsmaterialien

Deckgléaser 24 x 60 mm

Roth, Karlsruhe

Faramount Aqueous Mounting Medium

Dako, Hamburg

Fettstift

Dako, Hamburg

Hyperfim™ ECL

Amersham Life Science, Braunschweig

LS Separationssaule

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Mounting Medium mit DAPI

Linaris, Wertheim

Multiwell-Platten (6-; 96 well)

Cell Scraper, Costar, Krackeler
Scientific, Albany, NY, USA

0,5 ml PCR Tubes

Biozym, hess. Oldendorf

Petrischalen

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg
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Pipettenspitzen

Sarstedt, Nirnbrecht

ReaktionsgefaBe (1,0 ml; 1,5 ml)

Eppendorf, Hamburg

ReaktionsgefaBe (15 ml; 50 ml)

Eppendorf, Hamburg

Superfrost Plus® Objekttrager

Menzel-Gléaser, Braunschweig

Tissue Tek

Sakura Finetek, Zoeterwoude,

Niederlande

Zellkulturflaschen 75 cm?2

Costar, Cambridge, USA

2.8 Gerate

Analysenwaage, sartorius analytic
A120 S

Sartorius, Géttingen

Biofuge15 Zentrifuge

Heraeus Sepatech, Hanau

Brutschrank Heraeus 6000

Sepatech, Osterode

Durchlichtmikroskop

E. Leitz, Wetzlar

Elektrophoreseapparatur

Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein

ELISA Reader

MWG Biotech, Denkendorf

Kryostat CM 3050S

Leica, Bensheim

Luminex® 100™

Upstate, Charlottesville, VA, USA

Megafuge Zentrifuge

Heraeus Sepatech, Hanau

Microm HM 400

Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, MI,
USA

Mikroskop Axiovert 200M

Zeiss, Gottingen

Mikroskop Leitz DM RBE

Leica, Bensheim

Millipore Wasser-Filtrationsanlage

Millipore, Eschhorn

Neubauer-Zahlkammer

Brand, Wertheim

pH-Meter wiss. Tech. Werkst., Weilheim
Pipetten Eppendorf, Hamburg
Skalpell PMF, Kéln

Sterilbank LaminAir HSB 2472 S

Sepatech , Osterode

SuperMACS™ Separator

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
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Thermocycler TRISTAR

Biometra, Géttingen

Tischzentrifuge

Eppendorf, Hamburg

Top-Count Microplate Scintillation

Counter

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

Waage sartorius excellence E1200 S

Sartorius, Géttingen

X-Cell SureLockMini-Cell & I1"Blot
Module

Invitrogen, Karlsruhe

2.9 Fertigkombinationen von Biochemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Fertigkombinationen von Biochemikalien (,Kits*) sind mit

deren Bezugsquellen in folgender Tabelle zusammengefasst. Kits, die Oligonukleotide

enthalten, sind mit Buchstaben gekennzeichnet. Die jeweiligen Oligonukleotide sind unter

2.10 zusammengefasst:

Caspase-1 Fluorometric Assay

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

Cathepsin D Assay Kit

Sigma, Steinheim

Dynabeads® mRNA DIRECT Kit

Dynal®, Hamburg

Fast-Link™ Ligation Kit

Epicentre®, Madison, WI, USA

Gene Checker™ Kit (A)

Invitrogen, Karlsruhe

HotStartTag® Master Mix Kit

Qiagen, Hilden

Human GAPDH Mix (20 x) (B)

Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA

Human IL-8 ELISA

Biozol, Eching

Innozyme™ Cathepsin B Activity Kit

Calbiochem, San Diego, CA, USA

Innozyme™ Cathepsin L Activity Kit

Calbiochem, San Diego, CA, USA

Micro Beads (MACS Beads)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Reverse Transcription System

Promega, Mannheim

Tagman® Universal Master Mix

Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA

TOPO” TA Cloning® Kit (B)

Invitrogen BV, Groningen, Niederlande
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2.10 Oligonukleotide

2.10.1 Oligonukleotide fur qualitative PCR

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide aus Fertigkombinationen von
Biochemikalien sind in folgender Tabelle zusammengefasst. Die jeweiligen Kits sind unter
2.9 aufgefihrt:

GAPDH for 5 TTA GCA CCC CTG GCC AAG G 3’
GAPDH rev 5 CTT ACT CCT TGG AGG CCATG 3

5B Actin for 5 GCT CAC CAT GGATGA TGA TAT CGC 3
5B Actin rev 5 GGA GGA GCAATGATCTTGATCTTC 3
3B Actin for 5 GAA GAT CAA GAT CATTGC TCC TCC &
3'B Actin rev 5 CTG GTC TCA AGT CAG TGT ACAGG &
6K Clathrin for 5 GAC AGT GCC ATC ATG AATCC 3’

6K Clathrin rev 5 TTT GTG CTT CTG GAG GAAAGAA T
2K Clathrin for 5 GCT CAC ATG GGAATG TTCAC 3

2K Clathrin rev S ATGTTGTCAAAGTTGTCATAAG T

Selbst konstruierte Primer sind in folgender Tabelle zusammengefasst. Alle Oligonukleotide
wurden von der Firma T1B MOLBIOL (Berlin) bezogen.

Cathepsin B for 5 TCG GAT GAG CTG GTCAACTATG 3
Cathepsin B rev 5 TCC AAG CTT CAG CAG GAT AG 3
Cathepsin L for 5 GAC AGG GAC TGG AAGAGAG 3
Cathepsin L rev 5 GTTTCCCTTCCCTGTATTC?Z®

Nalp 3 for 5 AGG CGG ATGTGT CTGCTTTC 3
Nalp 3 rev 5 GAT GCT GGAGCGTTT CACAC 3
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2.10.2 Oligonukleotide fur Real-Time PCR

Cathepsin B for

5 TCA ACT ATG TCA ACA AAC GGAATACC 3

Cathepsin B rev

5 CAA GTA GCT CAT GTCCAC GTT GTA &

Cathepsin B probe

5-FAM-TGG CAG GCC GGG CAC AAC TT-TAMRA-3’

Cathepsin L for

5 TAG AGG CAC AGT GGA CCAAGT G 3

Cathepsin L rev

5 ACT GCT CTC CTC CAT CCT TCT TC 3

Cathepsin L probe

5’-FAM-AGG CGA TGC ACA ACA GAT TAT ACG GCA-
TAMRA-3’

Nalp 3 for 5 TGC CCC GACCCAAACCYT
Nalp 3 rev 5-CGT CCATGA GGAAGAGGATTC T-3

5-FAM-ACC CAT CCA CAA GAT CGT GAG AAA ACC C-
Nalp 3 probe

TAMRA-3’

2.10.3 Oligonukleotide fir Promoterklonierung

Bei den unterstrichenen Sequenzabschnitten handelt es sich um die zur Klonierung

bendtigten und an die Primer angehangten Restriktionsschnittstellen.

Nod2_pr_for

5 GCACGC GTT GGG AGT TGC TTA GCG GAG 3’

Nod2_pr_rev

5 GCAAGC TTT CTA CCAACC CCACCTTC3

2.10.4 Sonden fiir die Fluoreszente in situ Hybridisierung (FISH)

Die in dieser Arbeit verwendeten Sonden fir die Fluoreszente in situ Hybridisierung (FISH)
wurden von der Firma T1B MOLBIOL (Berlin) bezogen.

(EUB 338) Cy3

Universal Bacteria Antisense, 16S rRNA

5 GCT GCC TCC CGT AGG AGT 3’

(EUB 338) Cy3

Universal Bacteria Nonsense 16S rRNA

5 CCT CCC ATC CGG TAG AAC 3
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2.11 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten kommerziell erhaltlichen Antikérper und Seren sind in

folgender Tabelle unter Angabe des Konjugats, des Spenderorganismus, des Klons und des

Herstellers zusammengefasst:

mk — monoklonaler Antikdrper

pk — polyklonaler Antikérper

Antikérper Konjugat |Spender Klon Hersteller
Chemicon,
anti-Actin, mk ohne Maus IgG; C4 .
Hampshire, UK
anti-p-Catenin ohne Maus IgG, 7D11 Biomol, Hamburg
anti-Cathepsin _
ohne Kaninchen Ig - Serotec, Oxford, UK
B, pk
anti-Cathepsin
ohne Maus 1gG; N135 Serotec, Oxford, UK
L, mk
anti-Claudin-1, ) Zymed, South San
ohne Kaninchen Ig - .
pk Francisco, CA, USA
anti-Claudin-1,
" ohne Kaninchen Ig - Acris, Hiddenhausen
p
anti-Claudin-2, ) Zymed, South San
ohne Kaninchen Ig - .
pk Francisco, CA, USA
anti-Claudin-2,
" ohne Kaninchen Ig - Acris, Hiddenhausen
p
anti-Claudin-4, Zymed, South San
ohne Maus 1gG; 3E2C1 .
mk Francisco, CA, USA
anti-Claudin-4,
" ohne Kaninchen Ig - Acris, Hiddenhausen
p
) . Miltenyi, Bergisch
anti-CD33, mk | MicroBeads | Maus IgG; P67.6
Gladbach
anti-CD68, mk FITC Maus 1gGi« KP1 Dako, Glostrup, DK
anti-E-Cadherin, ) Cell Signaling/NEB,
ohne Kaninchen -
pk Frankfurt M.
) Cayman, Tallin,
anti EP2, mk ohne Kaninchen -
Estland
anti-fluoresceine PerkinElmer, Boston,
HRP Schaf -
NEF 720, pk MA,USA
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Antikorper Konjugat |Spender Klon Hersteller
anti-Gram
Negative ohne Maus 1gGo, B40/23 Acris, Hiddenhausen
Endotoxin, mk
anti-mouse IgG, | PE Ziege keine Angabe | Caltag, Hamburg
_ Abcam, Cambridge,
anti-1L-18, pk ohne Kaninchen -
UK
_ Alexa Fluor® Molecular Probes,
anti-mouse IgG Ziege -
488 Eugene, OR, USA
Alexa Fluor® | _ Molecular Probes,
anti-mouse IgG Ziege -
546 Eugene, OR, USA
Jackson
anti-mouse 1gG o ) .
Biotin Ziege keine Angabe | ImmunoResearch,
(H+L), mk
West Grove, PA, USA
) Abcam, Cambridge,
anti-Nalp3, mk | ohne Maus IgG; Nalpy3-a UK
anti-NF-kappaB . Chemicon,
ohne Maus IgGs keine Angabe .
(p65), mk Hampshire, UK
anti-Occludin, BD, San Diego, CA,
ohne Maus IgG; 19
mk USA
anti-Occludin, Zymed, South San
FITC Maus IgGi OC-3F10 .
mk Francisco, CA, USA
anti-rabbit, 1gG o ) . o
Biotin Ziege keine Angabe | Acris, Hiddenhausen
(H+L)
_ , Alexa Fluor® | _ Molecular Probes,
anti-rabbit 1IgG Ziege -
488 Eugene, OR, USA
_ _ Alexa Fluor® | _ Molecular Probes,
anti-rabbit 1IgG Ziege -
546 Eugene, OR, USA
BD, San Diego, CA,
anti-ZO-1, mk ohne Maus IgG; 1
USA
goat 1gG; PE Ziege keine Angabe | Caltag, Hamburg
mouse 19Giy, . . o
« ohne Maus keine Angabe | Sigma, Steinheim
m
mouse IgG . .
FITC Schaf - Acris, Hiddenhausen
(H+L), pk
mouse 1gGs, ) . .
ohne Maus keine Angabe | Acris, Hiddenhausen

mk
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Antikorper Konjugat |Spender Klon Hersteller
rabbit
Immunglobulin | ohne Kaninchen keine Angabe | Dako, Hamburg
Fraction
Ziegenserum ohne Ziege keine Angabe | Dako, Hamburg
Kaninchen

ohne Kaninchen keine Angabe |Dako, Hamburg
Serum

2.12 Nahrmedien und Antibiotika

Die in dieser Arbeit verwendeten Medien fir die Bakterienkultur sind in folgender Tabelle

aufgefihrt:

LB, (Luria broth) Bacto Trypton (Difco, Detroit, USA) 10 g
Hefeextrakt (Difco) 59
NaCl 59
H.0 ad 11
mit 1 N NaOH pH 7,2 einstellen
fur LB,-Platten:
Agar (Difco) zugeben, autoklavieren 12¢g

Ampicillin 100 pg/ml

2.13 Puffer und Losungen

Lésungen und Medien fir die Makrophagenisolierung und Zellkultur:

PBS (10 x) NaCl 809
KCl 29
Na,HPO4x 7 H,O 21649
KH,PO, 29

H,O, pH 7,2 einstellen ad 11
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MACS Puffer EDTA 0,5 M; pH 8,0 0,5 ml
BSA Stufe IV oder V 0,25¢g
PBS ad 50 ml
sterilfiltrieren und entgasen

Makrophagenmedium | RPMI-1640 Medium 500 ml
FKS 50 ml
Penicillin/Streptomycin 5ml

HT-29 Medium DMEM (1 g/l Glukose) 500 ml
FKS 50 ml
NEAs 5ml
Natriumpyruvat 5ml
Penicillin/Streptomycin 5ml

Lésungen und Zubehér fiir die Aqarose-Gelelektrophorese (DNA-Auftrennung):

TAE (50 x) Tris/Acetat pH 8,0 oM
EDTA pH 8,0 50 mM

Ladepuffer Glycerin 5,47 ml
Bromphenolblau 25 mg
Xylencyanol 25 mg
EDTA (0,5 M) 2ml
H-0 ad 10 ml

DNA-Agarosegel Agarose 1 —2% (W/v)
geldst in TAE (1 x)

Ethidiumbromid-

Ethidiumbromid in H,O 0,04%
I6sung
E-Gel® 0,8% oder 1,2% | Invitrogen, Karlsruhe
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Losungen und Zubehor fiir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

und Western Blot (WB):

NuPAGE® Sample Reducing Agent (10 x) Invitrogen
NuPAGE® Antioxidant Invitrogen
NuPAGE® 4-12% Bis-Tris Gel imm x 10 well Invitrogen
NuPAGE® LDS Sample Buffer (4 x) Invitrogen
NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer (20 x) Invitrogen
Novex® 4-12% Tris-Glycin-Gel Tmm x 10 well Invitrogen
Novex® Tris-Glycin SDS Sample Buffer (2 x) Invitrogen
Novex® Tris-Glycin SDS Running Buffer (10 x) Invitrogen
Novex® Tris-Glycin Transfer Buffer (25 x) Invitrogen
NuPAGE® Transfer Buffer (20 x) Invitrogen
Sonstige Puffer:
Waschpuffer fir WB 5 M NaCl 20 ml
0,5 M Tris pH 6,8 20 mi
TWEEN 20 1 ml
H,O ad 1|
Blockierlosung fiir Waschpuffer 20 ml
wWB Magermilchpulver 5¢
BSA 29
Prahybridisierungs- 0,9 M NaCl 500 ml
I6sung / Waschpuffer | 20 mM Tris-HCI pH 7,4 50 ml
far FISH 0,01% SDS 5 ml
Hybridisierungs- 0,9 M NaCl 500 ml
I6sung fiir FISH 20 mM Tris-HCI pH 7,4 50 ml
0,05% SDS 5 ml
5 ng/ml Sonde (2.10.4) 5ml
DAPI DAPI 2mg
SDS 100 mg
Puffer (0,05 M EDTA; 0,7 M Natrium- 100 ml
Actetat; pH 7,4)
Puffer A (MPO) Hexadecyltrimethylammoniumbromid 0,549
0,05 M Phosphatpuffer 100 ml
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Puffer B (MPO) 0,05 M Phosphatpuffer 60 ml
Dianisidine 0,01 ¢
H.0, 1l

Phosphatpuffer 1 M KH,PO,

(MPO) 1 M K;HPO,
pH 6,0 einstellen

2.14 Reagenzien zur Messung der H,O.-Produktion

Die in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien zur Messung der H,O,-Produktion

durch IMAC sind im Folgenden aufgefihrt:

Dimethylformamid (DMF)
(Sigma-Aldrich Chemie)

(BD, Heidelberg)

Dihydrorhodamin 123 (DHR)

Stammlésung: 1,1 mM DHR in DMF

(Sigma-Aldrich Chemie)

Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA)

Stammlésung: 1 mM PMA in DMF

2.15 GroBenstandards

Die GrdBen der Nukleinsaurefragmente wurden mit den GrdBenstandards

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
St. Leon-Rot) bestimmt.

Die Molekulargewichte der
(Invitrogen, Karlsruhe) definiert.

Plus und GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (MBI Fermentas,

Proteine wurden mit dem Proteinstandard SeeBlue® Plus2
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2.16 Vektoren und Organismus

Der in dieser Arbeit verwendete Plasmidvektor pGL3-Basic (4818 bp) wurde von der Firma

Promega (Mannheim) bezogen.

Synthetic poly(A)
signal / transcriptional
pause site

(for hackground
reduction)

Kpnl 5
Sacl 11
ML 15
Mhal 21
Smal 28
pGL3-Basic #hol 32
Vector Balll 136
(4818bp) Hindlll |53
Mool 86
2010 | zall
2004 | BamHl Marl 121

SV40 late
polyiA) signal

ifor fluc+ reporter)
Hpal 1902 ¥bal 1742

Abb. 2.1: Vektorkarte pGL3-Basic

Vektorkarte des pGL3-Basic Vektors (Promega,Mannheim). luc+ (Firefly Luciferase Gen), Amp’ (B-Lactamase
Gen), f1 ori (origin of replication), ori (origin of replication in E.coli). Die Pfeile innerhalb des luc+ und des Amp’
Gens zeigen die Transkriptionsrichtung an. Der Pfeil in f1 ori beschreibt die Richtung der DNA
Einzelstrangsynthese.

Der fur die Stimulationsversuche verwendete Plasmidvektor pcDNAS3.1 inklusive der
modifizierten Vektoren pcDNA3.1_NOD2/CARD15 sowie pcDNA3.1_SNP13 wurden
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Prof. S. Schreiber (Universitatsklinikum Kiel) zur

Verfligung gestellt.
Die in dieser Arbeit verwendeten kompetenten Zellen (TOP 10) stammten aus dem TOPO®
XL-PCR Cloning Kit (Invitrogen, Groningen, Niederlande) und hatten folgenden Genotyp:

F° mcrA A(mrr-hsdRMS-mcBC) ©80/acZAM15 AlacX74 recA1 deoR
araD139 A(ara-leu)7697 gall gaK rpsL (Str”) endA1 nupG
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Kapitel 3

Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Gewinnung und Kultivierung priméarer humaner Zellen

In dieser Arbeit wurden differenzierungsspezifische und entziindungsinduzierte
Proteine intestinaler Makrophagen identifiziert und funktionell charakterisiert. Voraussetzung
fir die Durchfihrung der phéanotypischen und funktionellen Untersuchungen war die
Isolierung der dazu erforderlichen reinen Zellpopulationen von primdren humanen

Makrophagen der Lamina propria aus Darmresektaten (3.1.1.1).

3.1.11 Isolierung humaner Lamina propria mononuklearer Zellen aus Resektaten

Humane Lamina propria mononukledre Zellen (LPMNZ) wurden aus chirurgischen
Darmresektaten nach einem modifizierten Protokoll von Bull [181] gewonnen. Anschlie3end
wurden aus den LPMNZ mittels magnetischer Zellsortierung (3.1.1.2) Makrophagen isoliert.
Die Isolierung der LPMNZ beinhaltete das biochemische Ablésen der Epithelzellen vom
Resektat, den enzymatischen Aufschluss der Lamina propria und das physikalische
Abtrennen der nicht mononuklearen Zellen.

Die 4 - 16 cm? groBen Darmresektate wurden mit 10 ml PBS von Stuhlresten befreit.
Zur Abtrennung von Schleim und Muzinen wurde die Lamina propria in 1mM Dithiothreitol
(DTT, Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen) in 10 ml PBS fiir 15 min bei 37 °C geschittelt
(Abb. 3.1). Die Ruckstande wurden mechanisch entfernt und die Inkubation wiederholt. Zur

Abtrennung von Epithelzellen und Krypten wurde die Lamina propriain 2 mM EDTA in 10 ml
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Hank’s buffered salt solution (HBSS, Biochrom, Berlin) stark gevortext. Dieser Schritt wurde

mehrmals wiederholt.

Resektat

_>
Abtrennung von Abtrennung der mechanische
Schleim und Muzinen Epithelzellen und Krypten Zerkleinerung der
mit DTT in PBS in2 mM EDTA in HBSS Lamina propria
Interphase mit
mononukleéren
Zellen
vortexen
— —
nicht mononukleére
/ mononukledre Zellen
< Zellen N
Verdau mit Kollagenase, Ficoll-Paque® Waschen mit PBS
DNase | und Zentrifugation

Hyaluronidase in PBS

Abb. 3.1: Isolierung humaner Lamina propria mononukleérer Zellen (LPMNZ)

Darstellung der Isolierung humaner LPMNZ aus Darmresektaten. Nach der Abtrennung von Schleim,
Epithelzellen und Krypten wurde die Lamina propria mechanisch zerkleinert und verdaut. Mononukledre Zellen
wurden (iber Ficoll-Paque® abgetrennt und mit PBS gewaschen.

Zum enzymatischen Aufschluss wurde die verbleibendé Lamina propria, die nun
keine Epithelzellen und Krypten mehr enthielt, mechanisch zerkleinert und mit 1 mg/ml
Kollagenase Typ | (= 336 U/ml, Sigma-Aldrich), 0,3 mg/ml Desoxyribonuklease (DNase |,
Boehringer, Mannheim) und 0,2 mg/ml Hyaluronidase (Sigma-Aldrich) in geeigneter Menge
PBS fir 1 h bei 37 °C unter starkem Schitteln inkubiert. Nach ausgiebigem Vortexen wurden
herausgel6ste Zellen durch ein Sieb (70 um) abgetrennt und in PBS gewaschen.

Mononukledre Zellen (Makrophagen, Lymphozyten) wurden Uber Ficoll-Paque®
(Pharmacia, Freiburg) Zentrifugation von nicht mononukledren Zellen (Granulozyten,
Erythrozyten, Thrombozyten) abgetrennt. Hierfir wurde das Zellgemisch in 15 ml
Makrophagenmedium (2.13) aufgenommen, Uber 15 ml Ficoll geschichtet und 20 min bei
700 g und 4 °C zentrifugiert. Die mononukledren Zellen der Interphase wurden mit PBS
gewaschen und mit Hilfe magnetischer Zellsortierung (3.1.1.2) Makrophagen isoliert.
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3.1.1.2 Isolierung intestinaler Makrophagen mittels magnetischer Zellsortierung

Die Isolierung intestinaler Makrophagen aus LPMNZ erfolgte mit Hilfe immuno-
magnetischer MicroBeads (Miltenyi Biotec), die an anti-CD33 Antikdrpern gekoppelt sind.

Die LPMNZ wurden zur Blockierung unspezifischer Antikérperbindestellen in 200 ul
MACS Puffer (2.13) aufgenommen und mit 400 ng/ml Maus IgG Antikérper (Sigma) 20 min
bei 4 °C inkubiert. Nach einem kurzen Waschschritt wurden die Zellen fir weitere 15 min mit
den anti-CD33 gekoppelten MicroBeads bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend
erneut gewaschen und in 1 ml MACS Puffer aufgenommen. Fir die folgende Isolierung
wurde eine LS Separationssaule (Miltenyi Biotec) mit MACS Puffer gespiilt, mit einer 24
gauge Kanile versehen, in das magnetische Feld des SuperMACS Magneten (Miltenyi
Biotec) gebracht und mit den Zellen beladen (Abb. 3.2). Nach einem Waschschritt mit 1 ml
MACS-Puffer wurde die Separationssaule aus dem Magnetfeld entfernt und die Zellen mit
einer Spritze eluiert. Zur Steigerung der Reinheit wurde das Eluat erneut im Magnetfeld auf
eine Separationssaule aufgetragen und gewaschen. Die Elution der reinen Makrophagen
erfolgte schlieBlich auBerhalb des Magnetfeldes mit 4 ml MACS Puffer.

magnetisch mit anti-CD33
MACS MicroBeads markiert

markierte Makrophagen
verbleiben auf der MACS
LS Separationssaule,
wahrend unmarkierte
Zellen die Saule passieren

t

!
i
g

o é) Makrophagen werden

C

0

Entfernung der Saule aus
dem Super MACS™
Separator und Elution der
positiv selektionierten
Zellfraktion (Makrophagen)

([ Jo—H

Abb. 3.2: Magnetische Zellsortierung

Darstellung der magnetischen Zellsortierung mit Hilfe von MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) in
Anlehnung an das Herstellerprotokoll. Mit anti-CD33 Antikérpern markierte LPMNZ werden auf eine LS
Separationssdule geladen und in das Feld des Super MACS™ Separators gebracht. Markierte Zellen
(Makrophagen) werden angereichert und eluiert.
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3.1.1.3 Isolierung von Monozyten aus Blut

Monozyten wurden von Mitarbeitern der Abteilung Hamatologie und Onkologie des
Universitatsklinikums Regensburg isoliert und freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Die
Isolierung der Monozyten beinhaltete die Leukapherese [182], die
Dichtegradientenzentrifugation [183] und die Gegenstromzentrifugation [184].

3.1.14 Herstellung von multizellularen Sphéroiden (MZS)

MZS wurden nach dem Verfahren der liquid overlay Kultur hergestellt [185]. Zunachst
wurden in die bendtigten Vertiefungen einer 96-well Mikrotiterplatte jeweils 50 pl 1%ige
Agarose pipettiert. Nach dem Aushérten der Agarose wurden je 4x10° HT-29 Zellen in 200 pl
Medium in die beschichteten Vertiefungen eingebracht. Die Zellen wurden bei 37 °C und
10% CO, flir sieben Tage inkubiert. In dieser Zeit bildeten sich aus den Zellen drei-
dimensionale kugelige Sphéaroide aus, zu denen nun Blutmonozyten zugegeben wurden.

Nach zweimaligem Waschen mit Medium (ohne FKS) wurden je 100 pl Medium und
4x10° frisch elutriierte Monozyten in 100 pl Medium zu jedem Sphéroid pipettiert und diese
flr 24 h, drei und sieben Tage bei 37 °C und 10% CO, inkubiert. Nach der Ernte wurden die
Spharoide in TissueTek eingebettet und bei -80 °C gelagert.

3.1.2 Zelllinien

HEK293T

HEK293 ist eine seit Ende der 1970er Jahre bestehende humane Zelllinie, die als
Transformationsprodukt einer humanen embryonalen Nierenzelle (Human Embryonic
Kidney) mit DNA-Teilen des humanen Adenovirus 5 geschaffen wurde. Hierbei wurden 4,5
kb des viralen Genoms in das Erbgut der Nierenzelle eingebracht. Eine Variante der HEK293
Zellen sind die HEK293T-Zellen, die zusatzlich das SV40 large T-Antigen besitzen, welches
die DNA-Replikation von episomalen Plasmiden mit dem SV40 origin of replication
ermaoglicht.

Die Zelllinie wurde in 75 cm? Zellkulturflaschen mit DMEM (high Glucose) Medium bei
37°C und 10% CO; kultiviert. Bei Erreichen von Konfluenz wurden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden 2 ml Accutase (PAA Laboratories GmbH, Cdélbe) zum

Ablésen der Zellen vom Flaschenboden zugegeben, welche nach 3 min Einwirkzeit wieder



KAPITEL 3. METHODEN 50

abgesaugt wurde. Die Zellen wurden vom Boden abgeklopft und abgespdlt, in 10 ml DMEM
Medium aufgenommen und im Verhéltnis 1:10 auf neue Zellkulturflaschen verteilt.

HT-29

Die humane Kolonkarzinomzelllinie HT-29 stammt initial aus dem Primartumor einer 44-
jahrigen Frau. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 75 cm? Zellkulturflaschen mit HT-29
Medium (2.13) bei 37 °C und 10% CO.. Waren die Zellen konfluent gewachsen, wurden sie
einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde 0,5% Trypsin in PBS zugegeben, das nach
10 minGtiger Einwirkzeit wieder abgesaugt wurde. Die Zellen wurden vom Boden abgeklopft
und abgespult, in 10 ml Medium aufgenommen und im Verhaltnis 1:10 auf neue

Zellkulturflaschen verteilt.

3.2 RNA-Isolierung

3.2.1 polyA mRNA-Isolierung

Die Isolierung von polyA mRNA erfolgte mit dem Dynabeads® mRNA DIRECT Kit
(Dynal®, Hamburg). Aus magnetisch sortierten Zellen (Makrophagen, 3.1.1.2) wurde mit
Dynabeads® (magnetische Beads an einem (dT),s Oligonukleotid) polyA mRNA isoliert (Abb.
3.3).

Magnetsortierte Makrophagen (3.1.1.2) wurden zunachst mit 1 ml Lyse-/Binde-Puffer
lysiert. Um die Viskositat des Lysats zu reduzieren, wurden die Zellen durch eine 21 gauge
Kanule gedriickt. 250 ul Dynabeads Oligo (dT).s wurden mit Lyse-/Binde-Puffer gewaschen
und mit dem Zelllysat vereint. Die Hybridisierung der Dynabeads Oligo (dT).s an den polyA
Schwanz der mRNA erfolgte unter moderatem Schitteln fir 3 bis 5 min bei RT. Zur
Abtrennung der mRNA wurde das Lysat fiir 2 min im MPC® (magnetic particle concentrator)
inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen, die mRNA zweimal mit 1 ml Waschpuffer mit LiDS
und einmal mit 1 ml Waschpuffer gewaschen. Zum Abschmelzen der Dynabeads Oligo (dT)2s
wurde die mRNA in 10 ul Elutionslésung aufgenommen, fir 2 min bei 65 °C inkubiert und in
den MPC® berfiithrt. Der Uberstand mit der eluierten mRNA wurde abgenommen und bei

-80 °C gelagert.
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Aufbrechen der Zellen im
lysis/binding buffer und
Homogenisierung

Hybridisierung der mRNA ol B
mit Dynabeads Oligo (dT),; :ﬁ RRAAAAAAA A mANA

|

™,
B —JTTITTTTTTTT
AAAAAAAAAAA-MRNA

mRNA Isolation durch
magnetische Separation

Waschen im Dynal MPC® l

G TTTTTTTTTTT

Aufschmelzen des Doppel-
stranges, Elution der mRNA im
Dynal MPC®

AAAAAAAAAAA-MRNA

Abb. 3.3: polyA mRNA-Isolierung

Darstellung der polyA mRNA-Isolierung mit Hilfe von Dynabeads® (Dynaf@ ) in Anlehnung an das
Herstellerprotokoll.

3.2.2 Gesamt-RNA-Isolierung

Die lIsolierung von Gesamt-RNA aus Zelllysat erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden) nach dem Spin-Protokoll.

Zunachst wurden die Zellen (< 5x10°) in je 350 pl RLT-Puffer (mit B-Mercaptoethanol)
aufgenommen und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren lysiert. Das Zelllysat konnte so
bis zur eigentlichen RNA-Isolierung bei -80°C gelagert werden.

Um die RNA zu isolieren, wurde das Lysat aufgetaut, zur Homogenisierung mehrmals
durch eine Spritzenkanile aufgezogen und mit 350 ul 70%igem Ethanol gemischt. Das Lysat
wurde nun auf eine RNeasy Mini Saule Ubertragen und bei 8000 g fir 15 s zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen. AnschlieBend wurde die Saule einmal mit 700 pl Puffer RW1
und ein zweites Mal mit 500 pul RPE-Puffer durch jeweils 15 s Zentrifugation bei 8000 g
gewaschen. Nachdem nochmals 500 pl RPE-Puffer auf die Sadule gegeben wurden, erfolgte
eine 2 minutige Zentrifugation bei 8000 g, um die Membran zu trocknen. Die RNA wurde mit
30 pl RNase freiem Wasser bei 8000 g Zentrifugation in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefan
(Eppendorf, Hamburg) eluiert.
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3.3 Gelelektrophorese

3.3.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA Fragmenten erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese.
Hierflr wurden kommerziell erhéltliche Agarosegele der Firma Invitrogen (Karlsruhe) nach
den Angaben des Herstellers mit dem entsprechenden Laufmodul (E-Gel™ Power Base,
Invitrogen) verwendet. Die Detektion der DNA Fragmente erfolgte durch Betrachtung des

Gels unter UV-Licht bei einer Wellenlange von 312 nm.

3.3.2 DNA-Isolierung aus Agarosegel

Die im Agarosegel aufgetrennten DNA-Fragmente wurde mit Hilfe des QlAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach dem Spin Protokoll aus dem Gel eluiert.

Zur lIsolierung wurde der die gewlnschte Bande enthaltene Bereich mit einem
Skalpell ausgeschnitten und in ein 1,5 ml ReaktionsgefaB3 (Eppendorf, Hamburg) Uberflhrt.
Das Gelstlick wurde gewogen, mit 3 Volumen Buffer QG versetzt und zum Schmelzen fir 10
min bei 50 °C inkubiert. AnschlieBend wurde 1 Volumen Isopropanol zugegeben, gemischt
und die Probe auf eine QlAquick Saule tUberflhrt. Nach einem Zentrifugationsschritt und zwei
weiteren Waschschritten mit 0,5 ml Puffer QG und Puffer PE wurde die DNA mit 30 pl HO

eluiert.

3.3.3 Diskontinuierliche Protein-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970)

Far die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurden 4-12% Bis-Tris-Gele
und 4-12% Tris-Glycin-Gele der Firma Invitrogen verwendet.

Die aufzutragenden Proben (das Probenvolumen betrug 40 pl) wurden bei
Verwendung von 4-12% Bis-Tris-Gelen mit 6x Probenpuffer (Invitrogen) bzw. bei
Verwendung von 4-12% Tris-Glycin-Gelen mit 2x Lammli-Proben-Puffer (Invitrogen)
gemischt und 10 min bei 94 °C aufgekocht. Nach anschlieBendem Abklhlen wurden die
Proben auf das Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 200 V fir etwa 1 h (X-
Cell Sure Lock™ Mini Cell, Invitrogen).
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3.4 DNA-Klonierung

Mit Methoden der Molekularbiologie wurde ein DNA-Fragment in einen Plasmid-
Vektor eingebracht. Zur Vervielféaltigung wurden Bakterien (TOP10; 2.15) mit dem Plasmid
transformiert. Die Plasmid-DNA wurde anschlieBend aus den Bakterienkulturen isoliert (3.5).
Um das Luziferase Reporter Plasmid, welcher das gewiinschte NOD2/CARD15
Promotorkonstrukt enthielt, zu klonieren, musste zunachst die Promotorsequenz aus
humaner DNA mit Hilfe der unter 2.10.3 aufgefUhrten Primer amplifiziert werden. Die Primer
wurden mit den fir die Klonierung benétigten Restriktionsschnittstellen (ACG CGT fur Mlul,
AAC GTT far Hindlll) versehen. Folgende Reaktionsbedingungen wurden zur Amplifikation

verwendet:

PCR-Ansatz PCR-Programm

Primer for (5 pM) 3l 2 min 94 °C

Primer rev (5 puM) 3l

10 x Puffer fir KOD Hot Start DNA Pol 5ul 14 s 94 °C

dNTPs (Endkonzentration 0,2 mM) 5ul 30s 58 °C 34 x
MgSO, (Endkonzentration 1 mM) 2 ul 2 min 72 °C

DNA (50 ng) 1l

KOD Polymerase (1 U/ul, Novagen) 1ul 4 min 72 °C

H.O 30 ul 0 4 °C

Ein Aliquot des erhaltenen Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Produkts wurde zur Kontrolle
des Amplifikationserfolges auf ein 1,2%iges Agarosegel aufgetragen. AnschlieBend wurde
der gesamte PCR-Ansatz auf ein praparatives 1%iges Agarosegel aufgetragen und die DNA
aus dem Gel eluiert (3.3.2).

Um das NOD2/CARD15 Promotorfragment in den Zielvektor klonieren zu kénnen
wurden sowohl der Vektor (pGL3-Basic) als auch das Insert (NOD2/CARD15
Promotorfragment (pr)) mit den Restriktionsendonukleasen Mlul und Hindlll (MBI Fermentas,
St. Leon-Rot) und dem entsprechenden Puffer R (MBI Fermentas) 3 h bei 37 °C verdaut. Um
eine Religation des Vektors zu verhindern, wurden die 5-Phosphatreste durch Behandlung
mit shrimp alkaline phosphatase (SAP) (MBI Fermentas) dephosphoryliert. Der Ansatz wurde
fir 30 min bei 37 °C inkubiert und die Dephosphorylierung durch 15mindtige Inkubation bei
65 °C abgestoppt.
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SAP-Behandlung

DNA

10 x Puffer fir SAP
SAP (2 U/ug)

H,O

Thg
5ul
1ul

14 pl

Die Ligation des Zielvektors mit dem Insert erfolgte mit Hilfe des Fast-Link™ Ligation

Kits (Epicentre®, Madison, WI, USA) nach der Anleitung des Herstellers. AnschlieBend wurde

der Ligationsansatz fir 2 x 20 min in Wasser dialysiert und elektrokompetente TOP710

Bakterien wurden transformiert.

Die kompetenten TOP10 Zellen (2.15) wurden auf Eis aufgetaut und mit 2 pl des

Ligationsansatzes versetzt. Die Transformation erfolgte in speziellen Klvetten bei 2,5 kV, 25

pF und 200-500 Q. Die transformierten Bakterien wurden sofort fir 2 min auf Eis Uberflhrt

und anschlieBend in 250 ul vorgewarmtem SOC-Medium fir 1 h bei 37 °C geschiittelt. 10 pl

und 80 pl der Bakteriensuspension wurden auf LB,q, Platten ausplattiert und UN bei 37 °C

inkubiert. Am n&chsten Tag wurden die resistenten (transformierten) Klone in je 5 ml LBgnp-
Medium angeimpft und flr 14-16 h bei 37 °C geschuttelt. Die modifizierte Vektor-DNA wurde
anschlieBend aus der Bakterienkultur isoliert (3.5) und durch Sequenzierung (3.8) analysiert.
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A

synthetic poly(A) signal Mlul (16)

f1 origin

7

NOD2/CARD15 pr

B lactamase gene (Amp r)

pGL3-Basic_NOD2 pr

6522 bp <
HindIII (1758)

luc+
SV40 late poly(A) signal

1561 tcaagag
1621 adgtaagcagt
1681 catcaccata
1741 tgatatggag
1801 agccaagaag
1861 aaatgcccca
1921 gctgagggct
1981 ggggaactag
2041 acaagggggc
2101 agtgtcaaga
2161 ggggatttga
2221 ggagggtggg
2281 gggcttcccc
2341 aaagcatttg
2401 gtgtccaggc
2461 ccctctcttt
2521 atggtgtctt
2581 acagatttcg
2641 ttaaggacaa
2701 taaactgaag
2761 ttcctgagct
2821 atgagacagg
2881 ctctgctctg
2941 aggacagagc
3001 cccaacgtca
3061 gtgtgcaagg
3121 tccccaataa
3181 gaattcggga
3241 tcctttggga

tttggttttg
tgggaaaagt
taactggtat
aagagaaggg
acagaaagag
aagaggaagg
gaggattgag
agggaatggg
ctgctgtaaa
gagtgcttta
tctcttaggg
gggcttggcece
tcctctectg
ctcttggccce
tcaggcctgg
cagcaaggaa
tgaagttgta
cctgaagagg
ttttaggaaa
caggagaaac
ggttagtgag
acaatgcctg
aggtttctgg
tccgagtcac
ctagctgggg
gaggggcccce

tgcttgtgga
taagggcgga
ttaaagccac
gtctaaccat
tgaaaatcag
agggaacaaa
caatgggagg
aggggatggg
gggagcagat
cttttacaat
agagaacagt
ccagcagaga
tctgcaaggg
cagagaaacc
gcctgggttt
gtgatccttt
gtaactgaag
ggaagcccga
cagataatga
tgaagctaga
aacagcacta
ctcagagaca
aagaaggcca
gtggcttggg
tgtgtatggc
tacttacttg
tgagggtcat

aaggtggggt

aaggtggggt

ggttggagtt
aagagcaggt
tgagtgctgg
agagttgggg
tatgaccaat
tcactggtga
aggacttggg
aaatgggatt
ggagaattag
gttagggagg
ctcaggacac
gtcagtgggc
gggctggctg
cagggagggc
ctctacatgg
tagagatcaa
ccaggtaata
gtgaatattt
cataatgatt
aggccaggtt
gggcctgget
gggcagaggt
cgggcctccc
tcacacgtag
tggcctgtcce
J

Jd
tagtagagsfets
tggtagacag

cccattaggce
gaaaataaaa
gggctcatct
ggcccccagt
tgtcctggag
gcccctggceca
cagtttcact
gacagcagta
ggagccaaat
agtgcattgt
gagaatgcag
ttgggaagtt
tgagatttca
tggtctcagg
ccacgtgggt
gcctcacctt
aaggcaatgc
aaggagtaag
tttctctcte
aacttcccaa
ctcctcccceca
gaattggccc
gtggtgatgt
cttcctggtg
gccaggctgce
cctcgtgaat
atJd

acaadadg
caactctggc

Abb. 3.4: Vektorkarte des modifizierten pGL3-Basic Luziferase-Reporter Vektors

atcaatgatg
ctttgggcat
agggatggag
gttaggaacc
gaaatgaaga
gagcaagcag
ggagctggat
caggcaacag
gaagaagggg
gcactggtgg
gatagctggg
gagcttccct
gcacttaagc
aaggaaggag
cgccccttga
ggggaggaca
agatagactg
aggaaggatg
tttcccaatt
gctggtgagce
gatgtttaag
tcaggattct
agctgctggg
tccacagaag
cctaggcttg
gtgtctcatg

1501 adktcoaagct tctaggacott togaagctc atgaactgaa [defeleflejdideiieidut-TefelofefYe
gtttgagctg

(A) modifizierte Vektorkarte des pGL3-Basic Luziferase Reporter Vektors (2.14), mit dem in die multiple cloning
site (ber Miul/Hindlll klonierten NOD2/CARD15 Promotorkonstrukt (NOD2/CARD15 pr). (B) Sequenz des
inserierten NOD2/CARD15 pr. Die Pfeile zeigen die Klonierungsprimer (2.10.3), der griin markierte Bereich zeigt
die Bindestelle flir NF-kB.
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3.5 Reinigung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien (3.4) wurde mit Hilfe des QlAprep Spin
Miniprep Kits (Qiagen) isoliert. Die Bakterien (5 ml UN-Kultur) wurden in 250 pl Puffer P1
aufgenommen und mit 250 pl Puffer P2 lysiert. Nach Zugabe von 350 pl
Neutralisierungspuffer N3 wurden die Zelltrimmer abzentrifugiert, die Plasmid-DNA auf das
Filtersdulchen Gbertragen und zentrifugiert. Die an der Matrix verbleibende Plasmid-DNA
wurde zweimal mit Puffer PE gewaschen, getrocknet und mit 50 pl H,O eluiert. Die Plasmid-

DNA wurde zur Kontrolle sequenziert (3.8).

3.6 Reverse Transkription - PCR (RT-PCR)

Zum Nachweis spezifischer mRNA in intestinalen Makrophagen wurde nach der
mRNA-Isolierung aus den Zellen (3.2.1) eine RT-PCR durchgefthrt. Hierfir wurde die mRNA
mit dem Reverse Transcription System von Promega zunachst in cDNA umgeschrieben. Pro

Probe wurden 9,5 pl der erhaltenen mRNA revers transkribiert.

PCR-Ansatz

RNA 9,5 ul
MgCls 4l
10 x Puffer 2ul
dNTPs 2 ul
RNase Inhibitor 0,5 ul
Reverse Transkriptase 1l
Oligo(dTs) 1l

Die mRNA wurde zun&chst separat fir 10 min bei 70 °C inkubiert. Nachdem die anderen
Komponenten zugegeben wurden, erfolgte eine 15 mindtige Inkubation bei 42 °C, gefolgt
von einer 5 mintigen Inkubation bei 95 °C.

Die erhaltene cDNA wurde auf ihre Integritat mit Hilfe des Gene Checker™ Kits
(Invitrogen) untersucht. Es wurden dabei finf Komponenten von drei Haushaltsgenen
herangezogen: B-Actin 5’, B-Actin 3’, Clathrin 2K, Clathrin 6K und GAPDH.
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PCR-Ansatz PCR-Programm
HotStartTaq® Master Mix Kit (Qiagen) 10 15 min 95 °C
Primer for (5 uM) 2ul
Primer rev (5uM) 2ul 30s 95 °C
cDNA 1 pl 30s 55 °«C 34 x
H,O 5l 1 min 72 °C
10 min 72 °C
o0 4 °C

Der gesamte PCR-Ansatz wurde zur Kontrolle auf ein 1,2%iges Agarosegel aufgetragen und

unter UV-Licht ausgewertet. Die Gr6Ben der einzelnen Haushaltsgene betrugen:

5’ B-Actin
3’ B-Actin
Clathrin 2K
Clathrin 6K
GAPDH

Zum Nachweis der cDNA von CTSB und CTSL wurden folgende PCRs durchgefihrt:

1000 bp

720 bp
550 bp
570 bp
540 bp

PCR-Ansatz

HotStartTaq® Master Mix Kit (Qiagen)
Primer for (5 pM)

Primer rev (5 puM)

cDNA

H,O

10
2 ul
2l
1 ul
5l

PCR-Programm

15 min

30s
30s
30s

10 min

o0

94 °C

94 C
54 °C
72 °C

72 °C
4 °C

34 x
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Zum Nachweis der cDNA von Nalp3 wurde folgende PCR durchgefihrt:
PCR-Ansatz PCR-Programm
HotStartTaq® Master Mix Kit (Qiagen) 10 15 min 94 °C
Primer for (5 pM) 2ul
Primer rev (5 uM) 2ul 30s 94 °C
cDNA Tl 30s 55 °C 34 x
H,O 5ul 1 min 72 °C
10 min 72 °C
%0 4 °C

Die PCR-Ansétze wurden zur Kontrolle auf ein 1,2%iges Agarose-Gel aufgetragen und unter

UV-Licht ausgewertet. Die GrdBen der amplifizierten DNA-Stiicke betrugen:

CTSB 399 bp
CTSL 390 bp
Nalp3 815 bp

3.7 Real-Time PCR (Tagman®)

3.7.1 Prinzip

Die zu untersuchenden DNA-Fragmente (CTSB, CTSL und Nalp3) wurden mittels

spezifischer Primer (2.10.2) amplifiziert. Innerhalb der Primer lag der Bindebereich einer

genspezifischen Sonde, die an ihrem 5 Ende kovalent an einen Reporter-Farbstoff
gebunden war: Fir CTSB, CTSL und Nalp3 war das 6-FAM, fir das Haushaltsgen Gen
GAPDH handelte es sich um VIC. Am 3’ Ende der Sonde war der Quencher-Farbstoff
TAMRA kovalent gebunden. Die Primer wurden mit Hilfe der Primer Express 1.5 Software
(PE Applied Biosystems, Forster City, CA, USA) definiert und durch die Firma MWG Biotech
(Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Die Primer fir GAPDH sowie der Tagman-Mastermix

wurden von der Firma PE Applied Biosystems bezogen.

Eine Reaktion wurde in einem Volumen von 20 pl durchgefihrt:
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PCR-Ansatz PCR-Programm

Tagman-Mastermix 10 pl 2 min 50 °C

Primer for (18 pM) 1ul 10 min 95 «C

Primer rev (18 uM) 1ul

Sonde (5 uM) 1l 15s 95 «C

cDNA (50 ng) x 1 min 52 °C } 44 x
GAPDH-Mastermix (20 x) 1ul

H,O X i

Die Anséatze wurden als Triplettbestimmungen in einer 384-well Mikrotiterplatte
(Abgene, Epsom, UK) mit dem ABI PRISM 7700 Sequence Detection System (PE-Applied
Biosystems) gemessen.

Das Prinzip des Tagman® ist Folgendes (Abb. 3.4): Die beiden Primer und die
dazwischenliegende Sonde binden spezifisch an DNA. Die Fluoreszenz des am 5’ Ende der
Sonde kovalent gebundenen Reporter-Farbstoffes wird durch die rdumliche Néhe zum 3’
kovalent gebundenen Quencher unterdrickt. Durch die 5’-Exonukleaseaktivitdt der DNA-
Polymerase wird die Sonde abgebaut und dadurch der Quencher rdumlich vom Reporter
getrennt, wodurch die Unterdriickung der Fluoreszenz aufgehoben ist. Diese Zunahme des
freien Farbstoffes wird gemessen. Mittels spezieller Software kann so auf die relative Menge
der in der Probe vorhandenen cDNA zuriickgerechnet werden.

A: kein Signal Tagman-Sonde
R " m Quencher
Primer epor er_O *
_< Taq ’
S~ Zielstrang-DNA

B: Signal

Fluoreszenz

\Taq .

Abb. 3.4: Das Tagman®-Prinzip

Durch die 5-Exonuklease-Aktivitidt der DNA-Polymerase wird der Quencher rdumlich vom Farbstoff getrennt, die
Fluoreszenz des Reporters wird messbar und zeigt die Zielstrangsynthese in der PCR an.



KAPITEL 3. METHODEN 60

3.7.2 Datenanalyse

Die wahrend der 45 Zyklen frei werdende Menge des Reporter-Farbstoffes wurde
mittels der Sequence Detector Software SDS 2.2 (PE Applied Biosystems) gemessen. In der
exponentiellen Phase der Kurve wurde ein Detektionsschwellenwert fir die Fluoreszenz
ermittelt und daraus die Zykluszahl (ct) errechnet. Die ct-Werte des Haushaltsgens Gens
GAPDH wurden von den ct-Werten des zu untersuchenden Gens subtrahiert und gemittelt:

dCT = ct (Gen) - ct (GAPDH)

Der Mittelwert der Kontrollprobe(n) wurde als 1 definiert. Auf diesen Wert wurden alle zu
untersuchenden Proben relativiert. Durch Potenzierung (Potenz [2;-relativer Wert]) konnte so
die Startkopienzahl des Gens in Bezug auf GAPDH verschiedener Patienten direkt

miteinander verglichen werden.

3.8 Sequenzierung

Modifizierte Vektoren und amplifizierte DNA-Fragmente wurden durch Sequenzierung
analysiert. Alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Sequenzierungen wurden von der Firma
Geneart AG (Regensburg) ausgefihrt.

Die erhaltene Basenfolge wurde mit den Sequenzen bekannter Klone
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/index.html, Nucleotide Sequence Bank des Entrez Browsers
des National Institute of Health (NIH, Bethesda, Maryland, USA) verglichen.

3.9 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erméglicht eine mehrparametrische Analyse von Zellen.
Durch Detektion des Streulichtverhaltens und der Fluoreszenz von Einzelzellen, die Uber
spezifische = Rezeptoren oder Proteine  (membranstandig  oder intrazellular)
fluoreszenzmarkiert wurden, kénnen physikalische Eigenschaften der Zellen erfasst werden.
Dabei kénnen sehr groBe Zellzahlen innerhalb kurzer Zeit (bis zu 1000 Zellen/s) analysiert
werden.

Beim verwendeten Durchflusszytometer Coulter® EPICS® XL-MCL™ (Coulter,

Immunotech, Krefeld) werden die Zellen in einer Suspension vorgelegt. In einem
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Flussigkeitsstrom werden die einzelnen Zellen durch eine Messkuvette geschleust, auf die
ein Laserstrahl mit einer Anregungswellenldnge von 488 nm (Argonlaser) trifft. Gestreutes
Licht und Fluoreszenz werden zu Photomultipliern (PMT) geleitet und detektiert. Abb. 3.5

zeigt den schematischen Aufbau des optischen Systems des Durchflusszytometers Coulter®

EPICS® XL-MCL".

o

Zellsuspension 1
Sensor
FL3 - PerCP, Cy5
Analyse
5 o y
FL2 PE
[ mmme
k'Q FL1 FITC
A——) )
(]
°
Laser
|||]|:|I >
488 nm %

Abb. 3.5: Durchflusszytometer Coulter® EPICS®XL-MCL ™

Schematische Darstellung des optischen Systems des Durchflusszytometers Coulter® EPICS®XL-MCL™ in
Anlehnung an das Herstellerprotokoll (Immunotech, Krefeld).

Samtliche Auswertungen der Messungen wurden mit der Software Win.MDI-2.6 (J.
Trotter) durchgefihrt.

In dieser Arbeit erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse der magnetisch
isolierten Makrophagen, um deren Reinheit zu bestimmen. Zunachst erfolgte ein
Blockierschritt mit Ziegenserum (1:500 verdinnt) fir 30 min auf Eis. Die Makrophagen
wurden anschlieBend auf zwei 1,5 ml ReaktionsgefaBe aufgeteilt. Die Markierung der Zellen
erfolgte durch 15 miniltige Inkubation auf Eis mit einem Antikérper, der gegen den CD33-
MicroBead Antikérper gerichtet war (Ziege anti-Maus 1gG4-PE, Caltag). Die Inkubation von
Makrophagen mit dem Isotyp-Antikérper Ziege 1gG;-PE (Caltag) diente dem Ausschluss
unspezifischer Farbereaktionen. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen in PBS

resuspendiert und gemessen.
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3.10 Quantitative Proteinanalyse

3.10.1 BCA-Test

Der BCA (bicinchoninic acid) -Test ist eine Methode zur photometrischen Bestimmung von
Proteinkonzentrationen. In wéssriger alkalischer Lésung wird Cu®* durch Protein zu Cu'*
reduziert, welches einen farbigen Komplex mit jeweils zwei Molekilen BCA (Sigma-Aldrich
Chemie, Deisenhofen) bildet.

Hierfir wurden 10 pl Gesamtproteinldsung mit 200 pl BCA : Cu®* (50 : 1) Mischung
fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Entstandene Farbkomplexe wurden anschlieBend mit einem
Absorptionspektrometer (ELISA-Reader, Emax precision microplate reader, Molecular
Devices Corp.) bei einer Wellenldnge von 562 nm vermessen.

Absolute Werte fur den Proteingehalt wurden durch Messung einer
Konzentrationsreihe einer BSA-Standardlésung erstellt. Durch Auftragung der Absorption
gegen den Proteingehalt der Verdinnungsreihe erhielt man eine Eichgerade, aus welcher

der Gesamtproteingehalt der Probe ermittelt werden konnte.

3.10.2 Zytokin-ELISA

Zur Quantifizierung von Zytokinen in Zellkulturiberstdnden wurden Zytokin-ELISAs
durchgefihrt. Die verwendeten Mikrotiterplatten wurden nach den Angaben des Herstellers
mit dem jeweiligen primaren Antikdrper beschichtet. Zunachst wurden in die bendtigten
Vertiefungen einer beschichteten 96-well Mikrotiterplatte 50 pl der Probe in Duplikaten
vorgelegt. Die Platte wurde fur 2 h bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 50 pl der biotinylierten
Antikérper Reagenz pro Vertiefung erfolgte eine weitere Inkubation fir 1 h bei RT. Die Platte
wurde anschlieBend dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Zu jeder Probe wurden 100 pl
Streptavidin-HRP-L6sung pipettiert und die Platte wurde fir 30 min bei RT inkubiert. Nach
erneutem dreimaligen Waschen wurden 100 pl der TMB-Substrat-Lédsung zugegeben und
die Platte fir weitere 30 min bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde mit 100 ul 0,5 M HCI
abgestoppt. Entstandene Farbkomplexe wurden mit einem Absorptionsspektrometer (ELISA-
Reader, Emax) bei 450 nm vermessen. Samtliche Auswertungen der Messungen wurden mit

der Software Softmax for Windows (Version 2.35) durchgeflhrt.



KAPITEL 3. METHODEN 63

3.10.3 Western Blot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen (3.3.3) wurden die Proteine
aus dem Polyacrylamidgel auf eine Tragermembran transferiert. Hierzu wurde die
Gelkassette nach der Elektrophorese aus der Gelkammer entfernt und geéffnet. Das
Sammelgel wurde entfernt und das Trenngel in 1 x Transferpuffer mit 10% Methanol gelegt.
Zwei Filterpapiere (Whatman) und eine Nitrocellulosemembran (Invitrogen) wurden ebenfalls
in 1 x Transferpuffer mit 10% Methanol eingeweicht. Der Zusatz von Methanol diente hierbei
der Erhéhung der Bindungseffizienz der Proteine an die Nitrocellulosemembran.

Der eigentliche Transfer wurde in dem X-Cell SureLock I1™ Blot Modul (Invitrogen)
durchgefihrt. Auf die Anode der Blotting-Apparatur wurden zwei mit Transferpuffer getréankte
Schwamme und auf diese wiederum ein getranktes Filterpapier gelegt. Danach folgten
Nitrocellulosemembran, Gel, wiederum ein Filterpapier und zwei getrankte Schwamme. Uber
das so entstandene Sandwich wurde die Kathode der Blotting-Apparatur angebracht.

Nach Beenden des Blottings wurde die Membran aus dem Sandwich entfernt und zur
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen UN bei 4 °C oder fir 1 h bei RT in 5% Milch-
pulver mit 3% BSA (in Waschpuffer) inkubiert.

Der priméare Antikérper (2.11) zur Detektion der verschiedenen Zielproteine wurde in

folgenden Konzentrationen/Verdinnungen (verdinnt in Blockierlésung) eingesetzt:

Primar-Antikorper Konzentration / Verdiinnung
mouse anti-Actin 1:3000
mouse anti-B-Catenin 5 pg/mi
rabbit anti-Claudin-1 2 pg/mi
rabbit anti-Claudin-2 2 pg/mi
mouse anti-Claudin-4 2 pg/mi
rabbit anti-E-Cadherin 1:1000
rabbit anti-1L-8 1:500
mouse anti-NF-«kB 10 pg/ml
mouse anti-Occludin 1:250
mouse anti-ZO-1 1:250

Die Inkubation erfolgte unter leichtem Schwenken UN bei 4 °C oder 1 h bei RT. Nach
dreimaligem Waschen (2.13) wurde der entsprechende HRP-gekoppelte Sekundar-
Antikérper (2.13) zugegeben und 1 h auf der Membran unter leichtem Schwenken inkubiert.
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Die Konzentrationen der Sekundar-Antikérper (verdinnt in Blockierlésung) waren Folgende:

Sekundar-Antikorper Verdiinnung
goat anti-rabbit IgG-HRP 1:8000
goat anti-mouse IgG-HRP 1:3000

Nach 3 Waschschritten erfolgte die Detektion des Zielproteins durch chemilumineszente
Proteindetektion (3.10.5).

Um nachzuweisen, dass die unterschiedliche Intensitat der Banden nicht aus einer
ungleichmaBigen Proteinbeladung resultierte, wurde die Nitrocellulosemembran bei jedem
Western Blot zusatzlich auf das Haushaltsgen B-Actin untersucht. Der B-Actin Antikdérper
wurde 1:5000 in Blockierlésung (5% Milchpulver mit 3% BSA in Waschpuffer) verdinnt und 1
h bei RT auf der Nitrocellulosemembran inkubiert. AnschlieBend wurde wie oben

beschrieben weiter verfahren.

3.10.5 Proteindetektion durch Chemilumineszenz

Zur chemilumineszenten Proteindetektion wurde das ECL Plus Western blotting
detection system (Amersham Life Science, Braunschweig) verwendet.

Zunachst wurden Substanz A (Ethanol) und Substanz B (Dioxan) des ECL Plus Western
blotting detection system im Verhaltnis 40:1 in einem Endvolumen von 4 ml pro Membran
gemischt. Nach Abtropfen des Uberschissigen Waschpuffers wurde die Nitro-
cellulosemembran 5 min im ECL-Detektionsgemisch inkubiert und dabei leicht bewegt. Die
Nitrocellulosemembran wurde anschlieBend aus der ECL Lésung entfernt und die
Uberschussige Flissigkeit auf einem Papiertuch abgestreift. Die Nitrocellulosemembran
wurde nun in die Réntgenkassette zwischen zwei Klarsichtfolien gelegt. Im Dunkelraum
wurde bei Rotlicht ein Hyperfilm™ (Amersham Life Science) aufgelegt, wobei sich die
Expositionsdauer nach der Signalintensitat richtete. Der Film wurde schlieBlich im
Entwicklungsautomaten entwickelt.

Nach erfolgter Immundetektion des Zielproteins konnte die Nitrocellulosemembran fir
weitere Antikdrperinkubationen verwendet werden. Hierfir wurde der an die Membran
gebundene Antikdrper, der gegen das erste Zielprotein gerichtet war, entfernt (Stripping). Die
Membran wurde hierzu 5 —10 min in einer milden Stripping-Lésung des Western Blot
Recycling Kits (Chemicon) inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran kurz in Waschpuffer
geschwenkt und in 5% Milchpulver mit 3% BSA (in Waschpuffer) blockiert. AnschlieBend
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konnte wie oben beschrieben ein zweites Protein auf der Membran durch

Antikérperinkubationen nachgewiesen werden.

3.11 Immunhistochemische und immunfluoreszente Farbungen

Zum Nachweis zahlreicher Oberflachenmarker und intrazellularer Proteine wurden
DlUnnschnitte intestinaler Mukosa von Patienten mit und ohne chronisch entzindliche

Darmerkrankungen angefertigt und immunhistochemisch bzw. immunfluoreszent geféarbt.

3.11.1 Immunhistochemische Einzelfarbungen

Das Immunoperoxidase-System ABC-Elite der Firma Vector (Burlingame, USA)
wurde als Standardmethode fur die Immunhistochemie auf Darmgewebe verwendet.

Fdr den immunhistochemischen Nachweis gewebespezifischer Antigene wurden 5
um dicke Schnitte der in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten gesamten
Darmschleimhaut im Microtom (Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, MI, USA) angefertigt
und auf Superfrost Plus® Objekttrager (Menzel-Glaser, Braunschweig) (berfiihrt. Im
Anschluss wurden die Objekttrager zum Abschmelzen 1 h bei 70 °C im Brutschrank
getrocknet. Nach Entfernung des restlichen Paraffins durch 2 x 5 minitige Inkubation der
Schnitte in Xylol folgte die Rehydrierung in einer absteigenden Ethanolreihe (99%, 95%, 70%
Ethanol und PBS pH 7,4; jeweils 2 min).

Zur Demaskierung wurden die Schnitte anschlieBend fiir 30 min in target retrieval
solution (pH 6,0; Dako, Hamburg) bei 95 °C in der Mikrowelle aufgekocht. Die Aktivitat
endogener Peroxidasen der Zellen im Gewebeschnitt wurde durch 30 mindtige Inkubation
der Schnitte in 0,3% H>O, gehemmt. Nach 3 Waschschritten in 1 x PBS, der Blockierung
unspezifischer Bindestellen durch 30 minutige Inkubation in 1% BSA/PBS und erneutem
Waschen in 1 x PBS erfolgte die eigentliche Farbung.

Zur ldentifizierung hinsichtlich des gewinschten Zielproteins positiver Zellen in
humaner intestinaler Mukosa wurden die Gewebeschnitte mit einem spezifischen Primar-
Antikérper 1 h in der feuchten Kammer inkubiert. Die jeweiligen Verdinnungen der
Antikérper sind in nachfolgender Tabelle aufgefiihrt und erfolgten in 1% BSA/PBS. Jeder
Schnitt wurde mit 100 pl Antikérperlésung Uberdeckt.

Isotypkontrollen, welche jeweils in der selben Endkonzentration eingesetzt wurden
und aus dem selben Organismus stammten wie der gewebespezifische Primar-Antikérper,

dienten dem Ausschluss unspezifischer Farbereaktionen. Nach dreimaligem 10 mindtigen
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Waschen in 1 x PBS wurden die Gewebeschnitte fir 30 min in der feuchten Kammer mit
dem jeweiligen biotinylierten Sekundar-Antikérper, der gegen den gewebespezifischen
Primar-Antikérper gerichtet war, inkubiert.

Nach drei weiteren 10 mindtigen Waschschritten in 1 x PBS wurden die
Gewebeschnitte mit je 100 pl der vorbereiteten Streptavidin-Peroxidase-Lésung (Vectastain
ABC Elite Standard System (Vector Laboratories)) flir weitere 30 min inkubiert. AnschlieBend
folgten wiederum drei Waschschritte in 1 x PBS. Die eigentliche Farbereaktion erfolgte durch
Inkubation der Gewebeschnitte mit je 100 ul Peroxidase-Substratldsung (Vector® NovaRed™
(Linaris)) unter visueller (mikroskopischer) Kontrolle. Die Farbereaktion wurde nach
Erreichen der gewiinschten Farbintensitat positiv gefarbter Zellen durch Uberfiihrung der
Gewebeschnitte in 1 x PBS abgestoppt. Zur Konservierung wurden die gefarbten Gewebe-
schnitte anschlieBend mit Faramount Aqueous Mounting Medium (Dako) mit einem Deckglas

eingedeckt.

3.11.2 Immunhistochemische und immunfluoreszente Doppelfarbungen

Um den Zelltyp zu identifizieren, welcher das entsprechende Zielprotein tragt, wurden
immunhistochemische und immunfluoreszente Doppelfarbungen auf das zu untersuchende
Protein und ein charakteristisches Zelltyp-spezifisches Markerprotein durchgefihrt. Als
charakteristischer Marker flr humane intestinale Makrophagen diente hierbei CD68,
Epithelzellen wurden durch Farbung des Oberflachenproteins EP2 lokalisiert.

Nicht fluoreszente Doppelfarbung

Die Farbung des zu untersuchenden Zielproteins erfolgte analog der in 3.11.1
beschriebenen Einzelfarbung. Im Anschluss an die Farbereaktion wurden die Schnitte zur
Blockierung verbleibender Peroxidasen erneut fir 30 min in 0,3% H,O./PBS inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen in 1 x PBS wurden die Schnitte mit dem makrophagenspezifischen
Primar-Antikérper Maus anti-human CD68/FITC (Endkonzentration 7 ug/ml, KP1, DAKO) 1 h
in der feuchten Kammer inkubiert. Als Isotypkontrolle diente ein Maus-IgGi« Antikdrper,
welcher in der selben Konzentration eingesetzt wurde. Nach 3 Waschschritten in 1 x PBS
erfolgte die Inkubation mit dem spezifischen Antifluorescein-HRP-konjugierten Sekundar-
Antikdrper sheep anti-mouse (1:25, NEF710, NEN®, Boston, MA, USA) far 30 min in der
feuchten Kammer. Dieser Sekundar-Antikérper erkennt spezifisch das FITC des Primar-
Antikérpers. Unspezifische Farbungen wurden wiederum durch Inkubation mit dem Isotyp-
Antikdrper Maus IgG; ausgeschlossen. Nach dreimaligem Waschen wurden die Schnitte fir
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8 min in 0,01% Benzidin Dihydrochlorid (BDHC, Sigma GmbH, Steinheim) mit 0,03%
Natriumprusside (Sigma GmbH, Steinheim) vorinkubiert. Danach wurden die Schnitte in das
Reaktionsmedium (0,01% Benzidin Dihydrochlorid, 0,03% Natriumprusside, 0,005% H.O.)
Uberfihrt und die Bildung des blauen, granuldren Reaktionsprodukts durch visuelle Kontrolle
unter dem Mikroskop beobachtet und durch Uberfiihrung der Schnitte in Wasser abgestoppt.

Zur semiquantitativen Analyse roter, blauer und doppelt gefarbter Zellen wurden
jeweils 4 Gesichtsfelder im Mikroskop bei 200-facher bis 400-facher VergréBerung evaluiert.

Fluoreszente Doppelfarbung

Immunfluoreszente Farbungen wurden zur Detektion B-Catenin-, CTSB-, E-Cadherin,
Nalp3-, Occludin- und ZO-1-positiver Zellen in humaner intestinaler Mukosa durchgefihrt.

Nach Inkubation des Gewebes mit dem spezifischen Primar-Antikérper bzw. dem
entsprechenden Isotyp-Antikérper (3.11.1) wurden die Schnitte dreimal jeweils 10 min in 1 x
PBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem jeweiligen in nachfolgender
Tabelle aufgefihrten Fluorochrom-konjugierten Sekundar-Antikérper fir 30 min in der
feuchten Kammer. Fir die Zelltyp-spezifische Farbung wurden die Schnitte ein zweites Mal
zur Blockierung verbleibender Peroxidasen fir 30 min in 0,3% H.O./PBS inkubiert. Nach drei
Waschschritten in 1 x PBS wurden die Schnitte entweder zur Identifizierung von Makro-
phagen mit dem spezifischen mouse anti-human CD68 Primér-Antikérper oder zur Detektion
von Epithelzellen mit dem spezifischen rabbit anti-human EP2 Primar-Antikérper far 1 h in
der feuchten Kammer inkubiert. Nach drei Waschschritten erfolgte eine 30 minutige
Inkubation mit den entsprechenden Sekundar-Antikérpern (siehe nachfolgende Tabelle).
Nach erneutem dreimaligen Waschen in 1 x PBS wurden die Nuklei durch Versiegelung der
Objekttrager mit dem DAPI-haltigen Eindeckmedium (Vectashield®, H-1200, Vector
Laboratories) gefarbt. Immunfluoreszent einzeln und doppelt geférbte Zellen wurden
mikroskopisch evaluiert.



KAPITEL 3. METHODEN

68

Primar- Konz. Sekundar-Antikorper Konz.
Antikérper | [pg/mli] [ng/ml]
bzw. bzw.
Verd. Verd.
anti-B-Catenin 5 Alexa Fluor® 546 goat- anti rabbit IgG 7
anti- 1 for IF: anti-FITC HRP Konjugat| 1:100
CD68_FITC NEF720
anti-Claudin-1 2 Alexa Fluor® 546 goat- anti rabbit IgG 7
anti-Claudin-2 2 Alexa Fluor” 546 goat- anti rabbit IgG 7
anti-Claudin-4 2 Alexa Fluor” 546 goat- anti rabbit IgG 7
anti-CTSB 5 Alexa Fluor” 488 goat- anti rabbit IgG 7
anti-CTSL 7 Biotin_anti-mouse IgG 2,4
anti-Endotoxin 1:100 Biotin_anti-mouse IgG 2,4
anti-EP2 33 Alexa Fluor” 546 goat- anti rabbit IgG 7
anti-Nalp3 10 Biotin_anti-mouse IgG 2,4
anti-Nalp3 10 fiir IF: Alexa Fluor® 546 goat- anti 7
mouse IgG bzw. Alexa Fluor® 488
goat- anti mouse 1gG
anti-NF-«kB Biotin_goat-anti mouse IgG, 24
anti-Occludin Alexa Fluor® 546 goat- anti rabbit IgG 7
anti-ZO-1 1 Alexa Fluor® 546 goat- anti rabbit IgG 7

3.11.3 HE-Farbung

Zur histologischen und pathologischen Beurteilung des in dieser Arbeit verwendeten
Gewebes wurden 5 um dicke Schnitte zunachst in einer analog der immunhistochemischen
Farbung vorausgehenden Xylol-Ethanolreihe rehydriert. AnschlieBend wurden die Schnitte
fir 10 min in Hamatoxylin-Lésung (Merck, Darmstadt) inkubiert, jeweils 3 min in warmem und
kaltem Wasser geblaut, 1 min in Eosin (Sigma-Aldrich) inkubiert und in einer aufsteigenden
Ethanolreihe dehydriert. Danach wurden die Schnitte mit Entellan® (Merck) eingedeckt und

einem Pathologen zur Beurteilung Gbergeben.
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3.12 Fluoreszente In Situ Hybridisierung

Zur Untersuchung der Bindungseffizienz der spezifischen 16S rRNA Sonden
(GeneDetect, Bradenton, FL, USA) wurde die Fluoreszente In Situ Hybridisierung (FISH)
zunachst auf Bakteriensuspensionen etabliert. Hierfiir wurden E. Coli UN-Kulturen mit dem
Zytospin auf Objekttrager gespottet. Nach 60 min Fixierung in 4% Paraformaldehyd wurden
die Bakterien in einer absteigenden Ethanolreihe (100%, 90%, 70%, 50% EtOH) rehydriert.
AnschlieBend wurde die auf 46 °C vorgewarmte Prahybridisierungslosung (2.13) auf die
fixierten Bakterien pipettiert und fiir 30 min bei konstanten 46 °C inkubiert. Die Objekttrager
wurden nun fur 3 h in einer feuchten Kammer® bei einer konstanten (!) Temperatur von 46
°C mit der die Sonde enthaltenen Hybridisierungslésung inkubiert. Im Anschluss wurden die
Objekttrager fir 15 min in auf 48 °C vorgewarmtem Waschpuffer (2.13) gewaschen (bei 48
°C). Nach einem kurzen Waschschritt in H,O wurden die Objekttrager luftgetrocknet, die
Bakterien mit DAPI gegengefarbt und mit Fluorescent Mounting Medium (Dako) eingedeckt.

Die mikroskopische Lokalisation der gefarbten Bakterien erfolgte mit dem
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M (Zeiss, Géttingen) durch Betrachtung eines definierten
Stapels an Schnittebenen.

Die Lokalisation intraepithelialer und -mukosaler Bakterien erfolgte analog auf
Paraffinschnitten intestinaler Mukosa von Kontroll- und CED-Patienten, wobei die Schnitte

nach der Rehydrierung zusatzlich fir 30 min bei 50 °C getrocknet wurden.

3.13 Transiente Transfektion und Stimulierung von HEK293T Zellen

Alle in diese Arbeit eingeschlossenen Transfektionsexperimente wurden mit der
Liposomenmethode durchgefihrt.

In jede Vertiefung einer 6-well Mikrotiterplatte wurden 1x10° HEK293T-Zellen in 2 ml
DMEM high Glucose (mit 10% FKS, 1% Natriumpyruvat, 1% NEAs) pipettiert und UN im
Brutschrank bei 37 °C und 10% CO. inkubiert, so dass sie 24 h spater eine Konfluenz von
60% bis 80% erreichten.

In ein 1,5 ml Eppendorfgefa wurden 97 pl serumfreies Medium vorgelegt und
vorsichtig mit 3 ul FuGene 6 Transfektionsreagenz (Roche Diagnostics, Mannheim) versetzt.
Nach 5 min Inkubation bei RT wurde 1 ug DNA entsprechend den Herstellerangaben
zugegeben. Nach vorsichtigem Mischen erfolgte eine weitere 15 min Inkubation bei RT.
AnschlieBend wurde die FuGene 6/DNA Lésung tropfenweise auf die ausgesaten Zellen

verteilt.
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Als Positivkontrolle zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz wurden Zellen eines
wells analog mit einem enhanced green fluorescent protein (EGFP) kodierenden Vektor
(PEGFP, BD Biosciences, San Diego, CA, USA) transfiziert.

Die Stimulierung der HEK293T-Zellen mit dem bakteriellen Zellwandbestandteil
Muramyldipeptid (MDP) (Invivogen, Toulouse, F) erfolgte am néchsten Tag fir weitere 24 h
mit 0, 100, 500, 1000 bzw. 2000 ng/ml MDP. Die Zelliberstande und Zelllysate wurden

anschlieBend fur weitere Analysen verwendet.

3.14 Luziferase Assay

Der Einfluss der Stimulierung von HEK293T-Zellen mit dem bakteriellen
Zellwandbestandteil MDP auf die Aktivierung des NOD2/CARD15 Promotors wurde mit Hilfe
des Luziferase Reporter Vektors pGL3-Basic (Promega, Mannheim) untersucht (2.14), in den
der funktionell essentielle Teil des NOD2/CARD15 Promotors (NOD2/CARD15 pr) kloniert
wurde. Dieser Reporter Vektor stellt eine Basis fir die quantitative Analyse von Faktoren dar,
welche potentiell die Expression verschiedener Sdugergene regulieren.

In die bendtigten Vertiefungen einer 96-well Mikrotiterplatte wurden 30 000 HEK293T-
Zellen in 100 pl DMEM high Glucose (mit 10% FKS, 1% Natriumpyruvat, 1% NEASs) pipettiert
und UN im Brutschrank bei 37 °C und 10% CO, inkubiert, so dass sie 24 h spater eine
Konfluenz von 60% bis 80% erreichten. Die Transfektion mit dem pGL3-
Basic_ NOD2/CARD15 pr Vektor erfolgte laut Herstellerprotokoll fir das 96-well Format. Die
Stimulierung der Zellen mit MDP wurde analog wie unter 3.13 beschrieben durchgefihrt. Die
Bestimmung der Luziferase-Aktivitat erfolgte unter Verwendung des SteadyLite-HTS-
Systems (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA).

3.15 Bestimmung der Cathepsin-Aktivitat im murinen Kolongewebe

Die basale Aktivitdt der Cathepsine B, D und L wurde in Gesamtproteinlysaten
murinen Kolongewebes aus gesunden, unbehandelten Balb/c-Mausen bestimmt. Hierflr
wurden die unter 2.9 aufgefihrten Aktivitdts-Kits nach den Vorgaben des Herstellers
verwendet.

Das Prinzip dieser fluorometrischen Aktivitdtsbestimmung liegt in der Messung der
Spaltung eines spezifischen, fluorogenen Peptidsubstrates durch das zu untersuchende

Enzym in An- und Abwesenheit eines spezifischen Inhibitors. Die Menge des frei werdenden
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Spaltproduktes, welche direkt mit der Enzymaktivitat korreliert, wird durch Quantifizierung der

Fluoreszenz (in relative fluorescence units, RFU) bestimmt.

3.16 Hemmung von CTSB, CTSD und CTSL in vivo

Um den Einfluss der Cathepsine B, D und L auf die Pathogenese chronisch
entzindlicher Darmerkrankungen in vivo zu untersuchen, wurden spezifische Inhibitoren im
akuten Dextran Sodium Sulfat (DSS)-Colitis-Modell der Maus eingesetzt. Folgender

Versuchsplan wurde verwendet:

Inhibitor(en)

/ / V4 V4 4
V4 / ¢ V4 ('/ a/ Vz /

pSs pss pss GRS pss pss pss H,0 H,0
J) ] u| u| Al n ol d) d

| | | | | | | | | |

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Tag

_I_

3.16.1 Tiermodell

Fir die Tierversuche wurden 4-6 Wochen alte weibliche Balb/c-Mause (Charles River
Laboratories, Wilmington, MA, USA) mit einem Ausgangsgewicht zwischen 20 und 25 g
verwendet. Die Tiere hatten exklusive des Induktionszeitraumes der experimentellen Colitis
Futter und Wasser ad libidum. Die Studien wurden durch die lokale Ethikkommission
genehmigt.

Zur Induktion einer akuten DSS-Colitis wurde den Mausen Uber einen Zeitraum von 7
Tagen 2,5% DSS im Trinkwasser verabreicht. Die Kontrollgruppe erhielt normales

Trinkwasser.
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3.16.2 Cathepsin-Hemmung in vivo

Die Inhibitoren wurden in sterilem PBS mit 5% DMSO aufgeldst und verdiinnt und bis
zur Verwendung bei —20°C gelagert.

Die gemeinsame Blockierung von CTSB und CTSL erfolgte durch gleichzeitige
tagliche intraperitoneale Applikation von 5 mg/kg Kérpergewicht L-trans-Epoxysuccinyl-lle-
Pro-OH Propylamid (CA-074, Bachem, Weil am Rhein; CTSB Inhibitor) und 5 mg/kg
Kérpergewicht Z-Phe-Tyr-Aldehyd (Bachem) in einem Injektionsvolumen von 200 pl
beginnend an Tag 3 nach Colitis-Induktion Uber einen Zeitraum von 7 Tagen.

Die Einzelhemmung von CTSB und CTSL erfolgte analog durch Einzelapplikation der
Inhibitoren in getrennten Gruppen.

Die Blockierung von CTSD erfolgte durch intraperitoneale Injektion von 10 mg/kg und
100 mg/kg Kdrpergewicht Pepstatin A (Chemicon) analog zu o.g. Applikationsschema. Den
Kontrollgruppen wurde jeweils PBS mit 5% DMSO verabreicht. Jede Gruppe bestand aus 5
Mausen. Die Mause wurden taglich gewogen und auf Vitalitdt und Stuhl beurteilt.

An Tag 10 wurden die Tiere getoétet, der Dickdarm entnommen und flr histologische

und funktionelle Untersuchungen préapariert.

3.16.3 Histologischer Score

Zur Beurteilung des histologischen Scores als MaB fur den Entzindungsgrad wurde 1
cm des distalen Drittels des Kolons jeder Maus entfernt und verblindet bewertet [186]. Jeder
histologische Score reprasentiert den Mittelwert zweier Gewebeschnitte und setzt sich wie

folgt zusammen:

Epithel: (E) 0: normale Morphologie, 1: Verlust einzelner Becherzellen, 2: Verlust von
Becherzellen in groBen Arealen, 3: Verlust von Krypten, 4: Verlust von Krypten
in groBen Arealen

Infiltration: (I) O: kein Infiltrat, 1: geringe Infiltration um die Kryptenbasis, 2: Infiltrat reicht
bis an die L. muscularis mucosae, 3: extensive Infiltration bis zur L. muscularis
mucosae und Verdickung der Mukosa mit zahlreichen Odemen, 4: Infiltration

der Submukosa

Der Gesamtscore ergibt sich aus der Summe des Epithel- und des Infiltrationsscores.
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3.16.4 Bestimmung der Myeloperoxidase-Aktivitat

1 cm stuhlfreies Dickdarmgewebe wurde in 1 ml Myeloperoxidase (MPO)-Puffer A bis
zur Bestimmung der MPO-Aktivitat bei —20°C aufbewahrt.

Nach dem Auftauen der Proben wurden diese durch Ultraschallbehandlung
homogenisiert und 3 Einfrier-/Auftauzyklen (flissiger Stickstoff/40°C Warmeblock)
unterzogen. AnschlieBend wurden die beschallten Proben 2 min zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und fir die MPO-Bestimmung verwendet. Je 20 pl Probe wurde in Duplikaten
in je eine Vertiefung einer 96-well Mikrotiterplatte pipettiert und mit je 280 pl MPO-Puffer B
versetzt. Nach einer 20 min Inkubation bei RT wurden die Extinktionen bei 460 nm
gemessen. Die MPO-Aktivitat der einzelnen Proben wurde durch Ermittlung des Quotienten
aus dem Mittelwert der gemessenen Extinktionen und dem Gesamtproteingehalt [mg/ml] der

Probe berechnet.

3.17 Messung der ROS-Produktion durch IMAC mit Dihydro-
rhodamin 123

Neutrophile Granulozyten und andere phagozytierende Zellen kdnnen im Rahmen
der Abwehr bakterieller Keime hochreaktive Sauerstoffspezies (ROS) produzieren. Die
Synthese und Freisetzung von ROS wird als ,Oxidativer Burst® bezeichnet. Fir die
Produktion von Superoxidanionen ist eine membranstandige Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotidphosphat ~ (NADPH)-Oxidase  verantwortlich  [187], welche folgende
energiefreisetzende Redoxreaktion katalysiert:

2 NADPH + 4 O, — (2 NADP*) + 4 Oy + 2 H'

Das Superoxidanion O ist instabil. Aus ihm entsteht in einer durch Superoxid-Dismutase
katalysierten Reaktion H,O,. Dieses H,O, kann entweder spontan oder katalytisch in H,O
und O, umgesetzt werden oder als Oxidans in Peroxidase-abhangigen Reaktionen dienen
[188]:

402_°+4 H+—>202+2 H202—>302+2 HQO

Die Messung der ROS-Produktion wurde verwendet, um die Aktivitdt der NADPH-
Oxidase zu bestimmen. Der Test weist intrazellulare ROS durch Oxidation des nicht

fluoreszenten Indikators Dihydrorhodamin 123 (BD, Heidelberg) zu grin fluoreszierendem
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Rhodamin 123 nach. Die ROS-Menge in einer Zelle ist ein MaB fur die Aktivitat der NADPH-
Oxidase.

Der Test beinhaltet die Farbung von IMAC aus der LPMNZ-Population (3.1.1.1), die
Stimulierung der Zellen mit Phorbol-12-Myristat 13-Acetat (PMA, Sigma) und die Farbung mit
Dihydrorhodamin 123. In unstimulierten IMAC ist die NADPH-Oxidase inaktiv. Die
Stimulierung mit PMA bewirkt die Translokation zytosolischer Faktoren des NADPH-
Oxidase-Komplexes zur Zellmembran und Aktivierung des Enzymkomplexes. Zur Messung
der Grunfluoreszenz wurden die Zellen in der Durchflusszytometrie (3.9) eingesetzt.

Fir den Test wurden 2 x 10° LPMNZ (3.1.1.1) in ein 1,5 ml ReaktionsgefaB lberfiihrt.
Die LMPNZ wurden in 50 pl FKS-haltigem (10%) Medium aufgenommen und mit 2 pl AB
Serum 15 min bei 4°C inkubiert. Zur Markierung der Makrophagen in der LMPNZ-Population
wurden die Zellen einmal gewaschen und anschlieBend mit PC5 konjugiertem anti-CD33
Antikdrper (Coulter, Immunotech, Krefeld) erneut flir 15 min bei 4°C inkubiert. Die Zellen
wurden nochmals gewaschen und in 1 ml auf 37°C vorgewarmtes HBSS Uberfuhrt. Der
Ansatz wurde mit 10 pl Dihydrorhodamin 123 (Stammlésung 1,1 mM) und optional mit 10 ml
PMA (Stammlésung 1 mM) vermischt und fiir 15 min bei 37 °C inkubiert. Zum Abstoppen der
Reaktion wurden die Proben auf Eis GdberfGhrt und umgehend in der

durchflusszytometrischen Analyse eingesetzt.

3.18 Statistische Auswertung

Alle Messwerte sind als Mittelwerte (+ Standardabweichung oder standard error of the
mean) dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des SigmaPlot Student t-
Test und der univariaten Varianzanalyse mit Hilfe des SPSS Programms fir Windows 12.0.
Unterschiede wurden als signifikant definiert, wenn p<0,05.
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Isolierung humaner intestinaler Makrophagen

Im Intestinum ausdifferenzierte Makrophagen besitzen einen spezifischen Phanotyp,
der in dieser Form bisher nur in der Leber und der Lunge beschrieben wurde [189;190]. Die
typischen Oberflachenantigene der Monozyten werden auf IMAC nicht gefunden (1.5.1).
Studien zur Funktion und zum Phanotyp der IMAC wurden in unserer Arbeitsgruppe zwar
durchgefihrt [87;91;180], trotzdem konnten nicht alle wichtigen Zusammenhénge eindeutig
geklart werden.

Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, zellulare und immunologische Vorgéange in IMAC
im Krankheitsbild CED zu untersuchen. Die selektive Isolierung von IMAC Uber CD33 als
geeigneten Oberflachenmarker wurde in der Arbeitsgruppe bereits vor einiger Zeit etabliert
[86]. Dennoch sollte der Isolationsprozess nachvollzogen und die Reinheit der isolierten
Makrophagen durchflusszytometrisch kontrolliert werden, da fir die Expressionsanalysen in

dieser Arbeit mMRNA aus reinen Makrophagenpopulationen benétigt wurden.

Nach zwei Isolationsschritten zeigte die Fluoreszenzemission von PE-markierten
CD33-positiven Zellen eine Anreicherung von Makrophagen auf 95% der intakten Zellen
(Abb. 4.1 A). Eine unspezifische Farbung wurde durch die Isotypkontrolle ausgeschlossen
(Abb. 4.1 B).
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Abb. 4.1: Isolierung humaner intestinaler Makrophagen

Aufreinigung intestinaler Makrophagen durch anti-CD33 MicroBeads. (A) Seitwdrtsstreulicht (SS)- und R-
Phycoerythrin (PE)-Charakteristika der CD33 positiven Zellen. Nach zwei Isolationsschritten betrug die Reinheit
95%. (B). Die Isotypkontrolle zeigte keine unspezifische Farbung.

4.2 Bakterielle Translokation und Wege der Uberwindung der
epithelialen Barriere im Krankheitsbild Morbus Crohn

4.2.1 Nachweis und Lokalisation bakterieller Translokation im intestinalen Gewebe

MC und CU als chronisch immunvermittelte Erkrankungen des Intestinaltrakts stellen
ein komplexes Krankheitsbild dar, dessen Atiologie noch immer nicht geklart ist. Neben
polygenetischen Ursachen (u.a. NOD2/CARD15 Polymorphismen) und Umweltfaktoren
(Rauchen, Erndhrung) scheint die intestinale Mikroflora eine essentielle Rolle in der
Pathogenese der CED zu spielen [191;192]. Es ist weiterhin unklar, ob endogene intestinale
Bakterien und/oder spezifische bakterielle Pathogene direkt oder indirekt in die Initiation oder
Perpetuation der CED involviert sind. Ein mdglicher Weg der direkten bakterienvermittelten
Entziindungsreaktion bei CED kénnte die Uberwindung der mukosalen Barriere durch aktive
Translokation von Bakterien in die Lamina Propria sein, wodurch es zur ungehinderten
Aufnahme von Antigenen und proinflammatorischen Molekilen wie luminalen Bakterien und
ihren Produkten kommt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollie deshalb zunachst untersucht werden, ob es im

Intestinaltrakt von MC-Patienten zu einer gesteigerten bakteriellen Translokation kommt.



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 77

4.2.1.1 Der intestinale Mukus von MC-Patienten zeigt eine starke bakterielle
Besiedelung

Zunéachst sollte mittels Fluoreszenter In Situ Hybridisierung (FISH) die intestinale
Mikroflora im Mukus und ggf. translozierte Bakterien im epithelialen Darmgewebe von MC-
Patienten und Kontrollpatienten lokalisiert und quantifiziert werden. Hierfir wurde eine
universelle Fluorochrom-gekoppelte DNA-Sonde (EUB 338-Cy3) verwendet, welche mit
einer konservierten Region der 16S rRNA aller Bakterienspezies hybridisiert. Zur
Lokalisation und Spezifitdtskontrolle wurden die Zellkerne der Darmzellen mit DAPI
gegengefarbt (Abb. 4.2).

Abb. 4.2: Bakterielle Besiedelung des intestinalen Mukus

Detektion von Bakterien im Mukus der intestinalen Mukosa eines Kontrollpatienten (A) und eines MC-Patienten
(B) durch FISH unter Verwendung der universellen antisense EUB 338-Sonde. Der Mukus des entziindeten
Darmgewebes des MC-Patienten zeigte eine starke bakterielle Besiedelung (B), im Kontrolldarm waren keine
Bakterien detektierbar (A). Reprdsentative Paraffinschnitte von jeweils 3 Patienten. VergréBerung 630 x.

Der die Darmwand eines MC-Patienten auskleidende Mukus zeigte eine starke
bakterielle Besiedelung mit zahlreichen Akkumulationen und bis eng an die Krypten
heranreichenden Bakterienherden (Abb. 4.2 B, EUB 338). Doppelt gefarbte Zellen bewiesen,
dass es sich tatsachlich um Bakterien handelte (Abb. 4.2 B, Uberlagerung). Im Mukus von
Kontrollpatienten konnten keine Bakterien detektiert werden (Abb. 4.2 A, EUB 338).
Intramukosal und intraepithelial konnten mit dieser Methode weder im Darmgewebe von MC-
Patienten noch von Kontrollpatienten translozierte Bakterien nachgewiesen werden. Auch

Variationen sowohl in der Methodik als auch in der Aufbereitung des Darmgewebes flhrten



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 78

zu keiner Steigerung der Sensitivitdt und positivem Nachweis bakterieller Translokation.
Falsch-positive Signale wurden durch analoge Hybridisierung mit der nonsense EUB 338-
Sonde ausgeschlossen, die zu keiner positiven Farbung fihrte (Daten nicht gezeigt).

4.2.1.2 MC-Patienten zeigen im Gegensatz zu Kontrollpatienten eine starke
NOD2/CARD15-Genotyp-spezifische Akkumulation bakteriellen Endotoxins

Durch FISH konnten zwar adhdrente Bakterien im Darm von MC-Patienten
nachgewiesen werden, jedoch keine transepitheliale Invasion (4.2.1.1). Um trotzdem
Aufschluss Uber eine mdgliche Einwanderung von Bakterien aus dem Darmlumen in das
submukosale Gewebe im Krankheitsbild MC zu erhalten, wurde immunhistochemisch
bakterielles Endotoxin im intestinalen Gewebe von MC- und Kontrollpatienten lokalisiert.
Endotoxine stammen aus der &uBeren Zellmembran gramnegativer Bakterien, der
Bakterienspezies, die den Grossteil der fakalen Mikroflora bestimmen. Aufgrund der durch
die NOD2/CARD15 Mutationen vermittelten Fehlregulation der Synthese antimikrobieller a-
Defensine (1.4) und dem potentiellen Verlust der bakteriellen Sensorfunktion (1.5.2.1.3)
sollte der Grad der Endotoxin-Akkumulation mit dem jeweiligen Genotyp des Patienten
korreliert werden.

Auf Paraffinschnitten intestinalen Gewebes wurde bakterielles Endotoxin zunéchst
mit einem spezifischen Antikérper gegen Endotoxine einer groBen Bandbreite gramnegativer
Bakterien detektiert. Aufgrund der starken Farbung groBflachiger Areale konnte keine
Auszdhlung positiv gefarbter Zellen durchgefihrt werden. Deshalb erfolgte die
semiquantitative Auswertung rein visuell durch mikroskopische Betrachtung des ganzen

Schnittes und Aufnahme entsprechender Ausschnitte.
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Abb. 4.3: Inmunhistochemischer Nachweis bakteriellen Endotoxins in intestinalem Gewebe

Immunhistochemische Detektion bakteriellen Endotoxins in humaner intestinaler Mukosa von Kontrollpatienten
und MC-Patienten. (A) Kontrollpatient ohne Polymorphismus, (B) Kontrollpatient SNP8, (C) Kontrollpatient
SNP13, (D) MC-Patient ohne Polymorphismus, (E) MC-Patient SNP8, (F) MC-Patient SNP12, (G) MC-Patient
SNP13, (H) Isotypkontrolle. Die angegebenen SNPs lagen jeweils heterozygot vor und beziehen sich auf das
NOD2/CARD15 Gen. Paraffinschnitte. VergréBerung 200 x. Diese Abbildung ist reprdsentativ fiir insgesamt 12
Kontrollpatienten und 18 MC-Patienten.

Im intestinalen Gewebe von Kontrollpatienten, die entweder das NOD2/CARD15
Wildtyp-Gen trugen (Abb. 4.3 A) oder eine mutierte Variante (Abb. 4.3 B,C) konnte keine
spezifische Endotoxin-Farbung detektiert werden. Patienten mit MC zeigten eine deutliche
Anreicherung bakteriellen Endotoxins. Die Verteilung positiv gefarbter Zellen entsprach der
Translokationsroute — stark gefarbte Areale wurden vorwiegend am Mukosasaum als

primaren Eintrittsort invasiver Bakterien lokalisiert (Abb. 4.3 D,F) sowie in Arealen massiver
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Gewebeschadigung (Abb. 4.3 E) und nahmen in Richtung der submukosalen Bereiche ab. In
Abb. 4.3 F war erneut die starke bakterielle Besiedelung des Mukus im Darmgewebe von
MC-Patienten durch intensive Farbung dieses Bereichs ersichtlich. Hinsichtlich des
NOD2/CARD15 Genotyps waren in der Gruppe der MC-Patienten deutliche Unterschiede
erkennbar: Patienten mit dem Wildtyp-Gen zeigten nur eine maBige Endotoxin-Anreicherung
in den Randarealen der Mukosa (Abb. 4.3 D), bei Patienten mit heterozygot vorliegendem
SNP8 im NOD2/CARD15 Gen wurden starke Endotoxin-Akkumulationen detektiert, die sich
basolateral bis weit unter die Kryptenbasis erstreckten (Abb. 4.3 E). MC-Patienten mit
heterozygotem SNP12 zeigten ein ahnliches Endotoxin-Niveau wie Patienten mit der Wildtyp
Form des NOD2/CARD15 Gens mit vorwiegender Lokalisation im mukosalen Randbereich
(Abb. 4.3 F). Bei Patienten mit heterozygotem SNP13 im NOD2/CARD15 Gen wurde
ebenfalls eine starke Endotoxin-Anreicherung beobachtet, die sich &hnlich dem
Verteilungsmuster bei Patienten mit SNP8 vom Randbereich bis in Areale um die Krypten
erstreckte (Abb. 4.3 G). Unspezifische Farbeergebnisse wurden durch die Isotypfarbung

ausgeschlossen (Abb. 4.3 H).

Die Daten zeigen, dass es im Krankheitsbild MC zu einer starken bakteriellen Besiedelung
des intestinalen Mukus und Translokation der adhédsiven Bakterien oder von
Bakterienbestandteilen in das mukosale und submukosale Gewebe kommt. Die
Invasionsstarke scheint durch den NOD2/CARD15 Genotyp des Patienten beeinflusst zu
werden — Patienten mit heterozygot vorliegendem SNP8 bzw. SNP13 im NOD2/CARD15
Gen zeigten eine starkere Anreicherung bakteriellen Endotoxins als Trager des
NOD2/CARD15 Wildtyp Gens bzw. der SNP12 Variante. In Kontrollpatienten konnten weder
eine bakterielle Besiedelung des Mukus noch bakterielles Endotoxin intramukosal

nachgewiesen werden.

4.2.2 Paraepitheliale Uberwindung der physikalischen Barriere durch Modifikationen
der Zell-Zell-Kontakte

Die starke bakterielle Besiedelung des Mukus und die Invasion einzelner Bakterien
bis zur luminalen Seite der Mukosa im Darm von MC-Patienten lieB vermuten, dass der
primare Eintritt der Bakterien durch Uberwindung der Zell-Zell-Kontakte erfolgt. Um zu
Uberprifen, ob die Zell-Zell-Kontakte im Darmepithel von MC-Patienten verandert sind,
wurde zunéchst elektronenmikroskopisch die Morphologie der Tight Junctions begutachtet

und anschlieBend durch immunfluoreszente Farbung die Proteinsynthese einiger funktionell
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essentieller Tight Junction Proteine (Claudin-1, Claudin-2, Claudin-4, Occludin und ZO-1)
sowie der Adherens Junction Proteine B-Catenin und E-Cadherin untersucht.

4.2.2.1 Epitheliale Zell-Zell-Kontakte sind im Krankheitsbild MC morphologisch
unverandert

Die elektronenmikroskopische Untersuchung des epithelialen Interzellularraums
zeigte keine morphologischen Verédnderungen des Schlussleistenkomplexes bestehend aus
Zonula occludens, Zonula adhaerens und Macula adhaerens. Auch der Mikrovillisaum auf
der apikalen Seite des Epithels zeigte keine morphologischen Auffélligkeiten (Abb. 4.4).

Abb. 4.4: Morphologie der epithelialen Zell-Zell-Kontakte im Krankheitsbild MC

Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Zell-Zell-Kontakte zwischen zwei Epithelzellen im Darmgewebe eines
MC-Patienten. Zo: Zonula occludens (Tight Junction), Za: Zonula adhaerens (Adherens Junction), Ma: Macula
adhaerens (Desmosomen). Die Aufnahmen wurden in Zusammenarbeit mit der elektronenmikroskopischen
Abteilung des Universitétsklinikums Regensburg (Prof. Schréder) erstellt. VergréBerung 20.000 x.

4.2.22 Die Menge funktionell essentieller Zell-Zell-Kontaktproteine ist im
Darmepithel von MC-Patienten verandert

Die Funktionalitdt der interzellularen Kontakte wird durch ein komplexes
Zusammenwirken zahlreicher integraler Membranproteine bestimmt, die abdichtende
Funktionen (Claudin-1, Claudin-4), porenbildende Funktionen (Claudin-2), adhasive
Funktionen (ZO-1), verbindende Funktionen (B-Catenin, E-Cadherin) oder noch unbekannte
Funktionen (Occludin) besitzen. Eine intakte Morphologie der Zell-Zell-Kontakte bedeutet
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deshalb nicht unbedingt eine funktionierende epitheliale Barriere. Um potentielle
Mengenunterschiede dieser Proteine im Krankheitsbild MC zu untersuchen, wurden
immunfluoreszente Farbungen mit spezifischen Antikérpern gegen die jeweiligen Zielproteine
durchgefihrt und die Ergebnisse durch Western Blot-Analysen bestatigt.

Die immunfluoreszente Lokalisation der Tight Junction (TJ) Proteine Claudin-1, -2
und -4 sowie Occludin und ZO-1 zeigte deutliche Unterschiede im intestinalen Gewebe von
MC-Patienten im Vergleich zu Kontrollen. Im entziindungsassoziierten Darmgewebe wurden
mehr Claudin-1 und -2, sowie Occludin und ZO-1 gefunden (Abb. 4.5 A, MC) als im nicht
entziindeten Kontrolldarm (Abb. 4.5 A, KO). Die Akkumulation von Claudin-1 und Claudin-2
konnte vorwiegend im Kryptenepithel und im die Krypten umgebenden Gewebe lokalisiert
werden, ZO-1 und Occludin waren im gesamten entziindeten Mukosagewebe angereichert.
Claudin-4 wurde im intestinalen Gewebe von MC-Patienten und Kontrollpatienten in
gleichem MaBe nachgewiesen (Abb. 4.5 A).

Die immunfluoreszente Detektion der Adherens Junction (AJ) Proteine B-Catenin und
E-Cadherin zeigte ebenfalls deutliche Unterschiede im Krankheitsbild MC im Vergleich zum
gesunden Darm. Beide Proteine waren im intestinalen Gewebe von MC-Patienten im
Vergleich zu Kontrollen stark vermindert nachweisbar (Abb. 4.5 B). Die Akkumulation der AJ
Proteine war im gesunden Darm ebenfalls vorwiegend auf das Kryptenepithel beschrankt.
Unspezifische Farbereaktionen wurden durch Isotypkontrollen ausgeschlossen (Abb. 4.5 C,

exemplarisch fir jeweils einen Isotyp-Antikérper aus der Maus bzw. dem Kaninchen gezeigt).
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Abb. 4.5: Immunfluoreszente Lokalisation der Zell-Zell-Kontaktproteine im intestinalen Gewebe

Immunfluoreszente Detektion der (A) TJ-Proteine Claudin-1, -2, -4, Occludin und ZO-1 sowie der (B) AJ-Proteine
B-Catenin und E-Cadherin im intestinalen Gewebe von Kontrollpatienten (KO) und MC-Patienten (MC). (C)
Isotypkontrollen. VergréBerung 200 x. Paraffinschnitte. Diese Abbildung ist reprdsentativ fiir 12 Kontrollpatienten
und 12 MC-Patienten.

Um die immunhistochemisch nachgewiesenen Unterschiede der Zell-Zell-
Kontaktproteine semiquantitativ zu belegen, wurden Western Blot-Analysen mit Zelllysaten
von intestinalem ,Gesamtgewebe“ (Gesamtproteinlysat) und isolierten Epithelzellen (IEZ-
Proteinlysat) von MC-Patienten und Kontrollen durchgefihrt (siehe 3.10.4). In den
entzindungsassoziierten Proben (MC) wurden sowohl in IEZ-Lysaten als auch in den
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Gesamtzelllysaten die TJ-Proteine Claudin-1, -2, Occludin und ZO-1 vermehrt im Vergleich
zu den Kontrollproben ohne Entzindung (KO) nachgewiesen. Claudin-4 war unveréndert
(Abb. 4.6). ZO-1 konnte in IEZ-Lysaten mittels Western Blot nicht nachgewiesen werden,
deshalb ist hier nur dessen Detektion in Gesamtzelllysat gezeigt. Da TJs und AJs vor allem
im Epithel eine hochselektive Barrierefunktion erflllen, hatte ZO-1 als Bindeglied zwischen
dem Actin-Zytoskelett und anderen TJ-Proteinen auch in IEZ nachweisbar sein missen.
Maoglicherweise wurden aber durch die Isolierung der IEZ, welche ein mechanisches Ablésen
(mehrmaliges kraftiges Schutteln) der Epithelzellkrypten von der darunter liegenden
extrazellularen Matrix beinhaltet, neben Zell-Matrix-Kontakien auch ZO-1-vermittelte Zell-
Zell-Kontakte zerstért. ZO-1 kénnte so durch das weitere Reinigungsprozedere der IEZ-
Isolierung herausgewaschen worden sein. Die AJ-Proteine B-Catenin und E-Cadherin waren
in den Proben von MC-Patienten im Vergleich zu den Proben von KO-Patienten sowohl in
IEZ-Lysaten als auch in Gesamtzelllysaten reduziert (Abb. 4.6). Die gleichméaBige Beladung
der einzelnen Gelspuren wurde durch Detektion des Haushaltsproteins B-Actin Gberpruft

(Abb. 4.6, jeweils untere Spuren).

Claudin-4 Occludin B-Catenin |[E-Cadherin
KO MC KO MC KO MC KO MC
: ._HI. - @ ||-—

Gesamtproteinlysat

Claudin-1 Claudin-2 Claudin- Occludin B-Catenin E-Cadherin Z0-1
KO MC KO MC KO MC KO MC KO MC KO MC KO MC
g
g D |- —

Abb. 4.6: Proteinchemischer Nachweis der Zell-Zell-Kontaktproteine

IEZ-Proteinlysat

Claudin-1
KO MC

Claudin-2
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Nachweis von Zell-Zell-Kontaktproteinen in Zelllysaten aus intestinalem Gesamtgewebe (Gesamtprotein) und
isolierten intestinalen Epithelzellen (IEZ) von Kontrollpatienten und MC-Patienten. Die obere Bande zeigt das
jeweils angegebene Protein, die untere Bande zeigt die Ladungskontrolle B-Actin. In den
entziindungsassoziierten Proben (MC) konnten sowohl in den IEZ, als auch in den Gesamtzelllysaten vermehrt
die TJ-Proteine Claudin-1, -2, Occludin und ZO-1 im Vergleich zu den Kontrollproben ohne Entziindung (KO)
nachgewiesen werden. Claudin-4 zeigte zwischen KO und MC sowohl in IEZ als auch in den Gesamtzelllysaten
keine Unterschiede. Die AJ-Proteine B-Catenin und E-Cadherin waren in den Lysaten von MC-Patienten im
Vergleich zu den KO-Patienten vermindert. ZO-1 konnte in den IEZ-Lysaten durch Western Blot nicht
nachgewiesen werden. Diese Abbildung ist reprdsentativ fiir 3 KO- und 3 MC-Patienten.
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Wie in Tabelle 4.1 zusammengefasst, zeigten die Analysen zum Nachweis der Zell-
Zell-Kontaktproteine Unterschiede im Krankheitsbild MC. Die TJ-Proteine waren exklusive
Claudin-4 in den entziindungsassoziierten Zelllysaten verstarkt nachweisbar, die AJ-Proteine
wurden dagegen reduziert gefunden.

IHC Western Blot

Protein Gesamtgewebe IEZ Gesamtprotein

KO vs. MC KO vs. MC KO vs. MC
Claudin-1
Claudin-2
Claudin-4 unverandert
Occludin
B-Catenin reduziert reduziert reduziert
E-Cadherin reduziert reduziert leicht reduziert

Tab. 4.1: Nachweis der Zell-Zell-Kontaktproteine im Krankheitsbild MC

Nachweis der Zell-Zell-Kontaktproteine Claudin-1, -2, -4, Occludin, ZO-1, B-Catenin und E-Cadherin im Darm von
Kontrollpatienten (KO) im Vergleich zu MC-Patienten (MC).

IHC — immunhistochemischer Proteinnachweis in intestinalem Gesamtgewebe, Western Blot — Proteinnachweis
in isolierten intestinalen Epithelzellen (IEZ) und Gesamtgewebe (Gesamtprotein). ZO-1 Protein konnte in IEZ-
Lysaten durch Western Blot nicht nachgewiesen werden.

Die Untersuchung der Zell-Zell-Kontakte ergab keine Veranderungen in deren Morphologie,
jedoch deutliche Unterschiede im Gehalt ihrer funktionellen Proteine, die vor allem in die
Abdichtung und den Zusammenhalt der epithelialen Barriere involviert sind. Eine gestérte
Funktionalitat der Zell-Zell-Kontakte kénnte also die parazelluldre Invasion luminaler
Bakterien ermdglichen.
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4.3 Einfluss bakterieller Translokation auf die Regulation des
intrazellularen MDP-Sensorproteins NOD2/CARD15 und die
intestinale Entziindung im Krankheitsbild Morbus Crohn

Die Erkennung und Abwehr eingedrungener Krankheitserreger durch das
angeborene Immunsystem spielt fir das Uberleben vielzelliger Organismen eine
entscheidende Rolle. Neben extrazellularen PRRs verfligen Zellen auch dber intrazellulare
Sensorproteine zur Erkennung mikrobieller Pathogene. Mit der ldentifizierung der NOD-
Proteinfamilie (1.5.2) wurden diese zytosolischen Rezeptoren erstmals beschrieben.
Aufgrund ihrer spezifischen Struktur erkennen und binden diese Proteine bakterielle
Zellwandbestandteile (LPS, MDP, PDG) und fuhren zur Aktivierung proinflammatorischer
Signalwege (1.5.2.1.2).

Im folgenden Teil der Arbeit sollte deshalb der Einfluss der bakteriellen Translokation
auf die Regulation des MDP-Sensorproteins NOD2/CARD15 und die Aktivierung des NF-kB-
Signalweges in vitro und in humanem Gewebematerial im Krankheitsbild MC untersucht

werden.

4.3.1 MDP induziert die Aktivierung des NOD2/CARD15 Promotors in vitro

Die Bindung der bakteriellen Zellwandkomponente MDP an die LRR-Domane von
NOD2/CARD15 induziert Uber die Aktivierung des NF-kB Signalweges eine Vielzahl
proinflammatorischer Gene, die eine Rolle bei der Modulation der angeborenen und
adaptiven Immunantwort spielen. Daten zur Untersuchung der NOD2/CARD15-vermittelten
Aktivierung von NF-kB zeigten, dass (i) bereits eine starke transiente Uberexpression von
NOD2/CARD15 ohne bakteriellen Stimulus zur NF-kB-Aktivierung fuhrt und dass (ii) in
Zellen, die aufgrund moderater NOD2/CARD15 Expression keine NF-kB-Aktivierung
aufwiesen, durch einen bakteriellen Stimulus NF-kB Aktivitadt induziert werden konnte
[99;132;138].

Es sollte deshalb zunachst untersucht werden, ob bakterielle Translokation (simuliert
durch MDP Stimulierung) zur Aktivierung des NOD2/CARD15 Promotors fuhrt. Hierflr wurde
der funktionell essentielle Teil des NOD2/CARD15 Promotors (NOD2/CARD15 pr) in das
Reporterplasmid pGL3-Basic kloniert (3.4). AnschlieBend wurden HEK293T Zellen mit dem
Reportervektor  transient transfiziert. Nach  Stimulierung mit  unterschiedlichen
Konzentrationen MDP wurde die relative Synthese des Reporters firefly Luziferase

fluorometrisch bestimmt.
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Zellen, die mit dem pGL3-Basic_ NOD2/CARD15 pr Reporterplasmid transfiziert
wurden, zeigten eine signifikante dosisabhdngige Aktivierung des dem Promotor
nachgeschalteten firefly Luziferase-Gens als Antwort auf MDP-Stimulierung. Die hdchste
Luziferaseaktivitat (4774 + 320 RLU) wurde bei einer Stimulierungsdosis von 500 ng/ml MDP
erreicht (Abb. 4.7). Zellen, die mit dem leeren pGL3 Kontrollvektor (pGL3-Basic) transfiziert
wurden, zeigten, ebenso wie nicht transfizierte Zellen (nicht transfiziert), unabhangig von der
MDP-Dosis keine Induktion der Luziferaseaktivitat (Abb. 4.7).

Die Daten zeigen, dass die bakterielle Zellwandkomponente MDP in vitro zur Aktivierung des
NOD2/CARD15 Promotors flhrt.

6000 -

1 nicht transfiziert *
[ pGL3-Basic *
5000 - | I pGL3-Basic_
NOD2/CARD15 pr
3 4000
c,
=§
'S 3000 A *
x
<
S 2000
o
Q
5 1000 -
4
0 - —_ u— | — —
T T T T
0 100 500 1000

MDP Konzentration [ng/mi]

Abb. 4.7: Aktivierung des NOD2/CARD15 Promotors in vitro

Fluorometrische Bestimmung der Aktivierung des NOD2/CARD15 Promotors mittels Luziferase-Reporter-Assay.
HEK293T Zellen wurden transient mit dem pGL3-Basic_ NOD2/CARD15 pr Reporterplasmid transfiziert und mit
ansteigenden Konzentrationen MDP stimuliert. Als Kontrolle dienten nicht transfizierte Zellen bzw. mit dem leeren
Kontrollvektor pGL3-Basic transfizierte Zellen. Der NOD2/CARD15 Promotor wurde durch den bakteriellen
Stimulus MDP induziert und fiihrte zur Aktivierung des nachgeschalteten firefly Luziferase-Gens. RLU—- real light
units. * p<0,007 (Student t-Test). n=3.

4.3.2 MDP induziert die NOD2/CARD15 Genotyp-spezifische Aktivierung des NF-kB
Signalweges in vitro

Wie initial beschrieben (1.5.2.1.3) besteht fir Patienten mit Mutationen im
NOD2/CARD15 Gen ein erhdhtes Risiko, an MC zu erkranken. Es ist weiterhin bekannt,
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dass die Reaktion auf bakterielle Komponenten in den MC assoziierten NOD2/CARD15
Varianten SNP8, SNP12 und SNP13 gestort ist [99;100;138].

Aufgrund kontroverser Daten hinsichtlich des Einflusses der NOD2/CARD15
Polymorphismen auf die Funktionalitdt des Proteins [99;135;193;194] sollte zuné&chst
untersucht werden, inwieweit ein veranderter NOD2/CARD15-Signalweg die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB im oben beschriebenen in vitro-Modell beeinflusst. HEK293T
Zellen exprimieren kein NOD2/CARD15 und besitzen somit keinen intrazelluldren Sensor flr
MDP [195]. Die Zellen wurden daher transient mit den Expressionsvektoren (i) pcDNA3.1
(Kontrollvektor), (i) pcDNA3.1_NOD2/CARD15 (Vektor mit dem Wildtyp (WT)
NOD2/CARD15 Gen) bzw. (iii) pcDNA3.1_SNP13 (Vektor mit der SNP13 Mutation im
NOD2/CARD15 Gen) transfiziert. AnschlieBend wurden die transfizierten Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen MDP stimuliert. Als MaB der NF-kB-Aktivierung wurde die
IL-8-Konzentration in den Zelliberstdnden nach 24 h bestimmt. Die optimale DNA-Menge fur
die Transfektion, die Konzentrationen des Stimulanz sowie die Stimulierungsdauer wurden in

der Arbeitsgruppe von Christoph Zeitler im Rahmen seiner Dissertation bestimmt [196].

pcDNA NOD2/CARD15 SNP13
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Abb. 4.8: IL-8 Synthese MDP-stimulierter HEK293T-Zellen

IL-8-Produktion MDP-stimulierter HEK293T Zellen, die mit pcDNA3.1 (Kontrollvektor), pcDNA3.1_NODZ2/CARD15
(WT Gen) bzw. pcDNA3.1_SNP13 (mutiertes Gen) transfiziert wurden. Die Uberexpression beider Genvarianten
resultierte in einer gesteigerten IL-8-Synthese. Die Expression des WT Gens flihrte zu einer signifikanten
Induktion der IL-8-Sekretion durch Stimulierung mit 100 ng/ml MDP. In Zellen, die die mutierte Form exprimierten,
konnte dagegen keine Induktion der IL-8-Sekretion beobachtet werden. Signifikanzen: basale Sekretion bezogen
auf * pcDNA3.1 unstimuliert (p<0,05) bzw. ¥ pcDN3.1_NOD2/CARD15 unstimuliert (p<0,005); (Student t-Test).
Diese Abbildung ist reprdsentativ fir drei unabhdngige Experimente.
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Zellen, die mit dem Kontrollvektor transfiziert wurden zeigten durch MDP Stimulierung
keine Veranderung zur basalen IL-8-Sekretionsrate (Abb. 4.8, pcDNA3.1). In Zellen, die mit
dem NOD2/CARD15 WT Expressionsplasmid transfiziert wurden, konnte durch die alleinige
Uberexpression des Gens bereits eine signifikant gesteigerte 1L-8-Sekretion festgestellt
werden (Abb. 4.8, NOD2/CARD15, *p<0,05). Durch Stimulierung der Zellen mit ansteigenden
Konzentrationen MDP konnte bei einer Dosis von 100 ng/ml MDP eine signifikante Induktion
der IL-8-Synthese nachgewiesen werden, die einer 1,7-fach erhdhten Sekretionsrate
gegenilber den unstimulierten Zellen entsprach (°p<0,005). Héhere Konzentrationen des
Stimulanz flhrten zu einer anndhernd der basalen Sekretionsrate entsprechenden IL-8-
Produktion. Ebenso wie in Zellen, die die WT Variante des NOD2/CARD15 Gens
exprimierten, konnte in Zellen, die mit der SNP13-Variante des NOD2/CARD15 Gens
transfiziert wurden, durch alleinige Uberexpression des Gens eine erhdhte IL-8-Sekretion
nachgewiesen werden (Abb. 4.8, SNP13, *p<0,05). Im Gegensatz zum WT konnte jedoch

die Sekretion des Zytokins konnte durch Stimulierung mit MDP nicht gesteigert werden.

Die Daten zeigen, dass die Uberexpression von NOD2/CARD15 bereits ohne bakteriellen
Stimulus in vitro zur Aktivierung des NF-kB Signalweges fihrt. Durch maBige bakterielle
Stimulierung kommt es in Zellen, die das NOD2/CARD15 WT-Gen exprimieren, zu einer
Induktion der NF-kB-Aktivierung; die Expression der trunkierten Proteinvariante (SNP13)
fihrt hingegen zum Verlust der Induzierbarkeit.

4.3.3 Im intestinalen Gewebe von MC-Patienten kommt es zur NOD2/CARD15
Genotyp-assoziierten Aktivierung von NF-kB

Um zu untersuchen, inwieweit der NOD2/CARD15 Genotyp des Patienten im
Krankheitsbild MC einen Einfluss auf die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB hat,
sollte nun dessen Induktion in humanem intestinalen Gewebe von MC-Patienten und
Kontrollpatienten betrachtet werden. Im Fokus standen dabei die drei mit dem Krankheitsbild
assoziierten Polymorphismen SNP8, SNP12 und SNP13 des NOD2/CARD15 Gens. Alle
untersuchten Patienten der Mutationsgruppe (MUT) waren Trager einer heterozygoten
Mutation.

Die aktive Form des NF-kB Proteins wurde (i) durch Western Blot-Analyse in
Gesamtzelllysaten intestinalen Gewebes und (ii) immunhistochemisch in Paraffinschnitten
intestinalen Gewebes mit einem monoklonalen Antikérper, der spezifisch die aktivierte

Untereinheit p65 des NF-kB Proteins bindet, nachgewiesen.
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KO MC

NF-kappaB(p65)

B-Actin

Abb. 4.9: Proteinchemischer Nachweis von NF-kB(p65) in intestinalem Gewebe

Nachweis von aktiviertem NF-kB(p65) in Zelllysaten intestinalen Gewebes eines Kontrollpatienten (KO) und eines
MC-Patienten (MC). B-Actin = Ladungskontrolle. Im Zelllysat des MC-Patienten konnte deutlich mehr aktives NF-
kB Protein nachgewiesen werden als im Kontrolllysat. Diese Abbildung ist reprdsentativ fir 5 KO- und 5 MC-
Patienten.

Durch Western Blot-Analysen konnte in Zelllysaten, die aus entzindeten
Gewebearealen von MC-Patienten gewonnen wurden, eine deutlich héhere NF-kB-
Aktivierung nachgewiesen werden als in den Kontrolllysaten (Abb. 4.9). Densitometrische
Analysen der Bandenintensitaten (Differenz aus NF-kB(p65) und B-Actin) bestétigten den
Unterschied mit 341,4 NET DLU (average net density light units/mm?) fir die NF-kB(p65)-
Bande des MC-Patienten vs. —45,8 NET DLU fir die des Kontrolllysats.

Die Kontrollen zeigten erwartungsgemafl ebenfalls eine geringfligige NF-kB-
Aktivierung, da diese Proben von Patienten mit intestinalen Tumorerkrankungen gewonnen
wurden.

Die immunhistochemische Untersuchung der NF-kB-Aktivierung wurde wiederum
Genotyp-spezifisch durchgefihrt. Der Nachweis von aktiviertem NF-kB in intestinalem
Gewebe von Kontrollpatienten ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen Tragern des
NOD2/CARD15 WT Gens mit 2,2 4,9 positiv gefarbten Zellen/3 Gesichtsfelder (GF) und
Tragern der mutierten Varianten des NOD2/CARD15 Gens mit 3,6 + 6,3 positiv gefarbten
Zellen/3 GF (Abb. 4.10 A, KO WT und KO MUT). Im Gewebe von MC-Patienten war die
Anzahl der p65-positiv gefarbten Zellen mit 4,9 £ 5,5 vergleichbar mit den KO-Gruppen (Abb.
4.10 A, MC WT). MC-Patienten mit NOD2/CARD15 Mutationen zeigten dagegen mit 40,1 +
42,6 NF-kB(p65)-positiven Zellen/3 GF eine signifikante Induktion der NF-kB-Aktivierung im
Vergleich zu MC-Patienten mit WT NOD2/CARD15 (Abb. 4.10 A, MC MUT, p<0,05).
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Abb. 4.10: NOD2/CARD15 Genotyp-assoziierte Untersuchung der NF-kB-Aktivierung in intestinalem
Gewebe

(A) Immunhistochemischer Nachweis und semiquantitative Erfassung NF-«kB(p65) positiver Zellen in intestinalem
Gewebe von KO- und MC-Patienten mit NOD2/CARD15 WT bzw. NOD2/CARD15 MUT Genotyp. NF-kB(p65)
positive Zellen/3 GF wurden ausgezéhit. (B) Reprdsentative Gewebeausschnitte: (a) KO NOD2/CARD15 WT, (b)
KO NODZ2/CARD15 SNPS8, (c) MC NOD2/CARD15 WT, (d) MC NOD2/CARD15 SNP8, (e) MC NOD2/CARD15
SNP12, (f) MC NOD2/CARD15 SNP13, (g) Doppelfarbung NF-kB(p65) (rot) und IMAC (CD68, blau), (h) einzelner
IMAC, (i) Isotypkontrolle Einzelfdrbungen mit Substitution des Primdrantikérpers, (k) Isotypkontrolle
Doppelfdrbungen mit Substitution des Primérantikérpers. *p<0,05; **p<0,01. VergréBerung: (a-g, i, k) 200 x; (h)
1000 x. Diese Abbildung ist reprdsentativ fiir =2 3 Patienten pro Kollektiv.
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Die Auftrennung des Kollektivs der MC-Patienten mit Mutationen im NOD2/CARD15
Gen nach ihrer SNP-Variation zeigte, dass bei Patienten mit SNP8 (81,4 + 38,3 positiv
gefarbte Zellen/3 GF) bzw. SNP12 (34,0 £ 10,8 positiv gefarbte Zellen/3 GF) eine signifikant
héhere NF-kB-Aktivierung stattfindet als bei MC-Patienten ohne Polymorphismus (Abb. 4.10
A, p<0,05). Im Gewebe von MC-Patienten mit SNP13 konnte mit 2,0 + 3,5 positiv geféarbten
Zellen/3 GF eine mit dem WT vergleichbare NF-kB-Aktivierung beobachtet werden (Abb.
410 A).

Abbildung 4.10 B zeigt reprasentative Aufnahmen der immunhistochemischen
Lokalisation und semiquantitativen Erfassung (4.10 A) NF-kB(p65)-positiver Zellen in
intestinalem Gewebe von Kontroll- und MC-Patienten mit NOD2/CARD15 WT und
NOD2/CARD15 MUT Genotyp. Im Kollektiv der Kontrollpatienten mit NOD2/CARD15
Mutationen konnten unabhéngig vom Polymorphismus im NOD2/CARD15 Gen keine NF-
KB(p65)-positiven Zellen nachgewiesen werden, es ist deshalb nur exemplarisch das
Gewebe eines Patienten mit SNP8 gezeigt (Abb. 4.10 B (b)). Doppelfarbungen mit dem
spezifischen NF-kB(p65)-Antikdrper und einem gegen den Makrophagenmarker CD68
gerichteten Antikérper zeigten eine Ko-Lokalisation der NF-kB(p65)-positiven Zellen (rot) mit
Makrophagen (blau) im intestinalen Gewebe (Abb. 4.10 B (g)). Unspezifische

Farbereaktionen wurden durch Isotypkontrollen ausgeschlossen (4.10 B (i, k)).

4.3.4 Die Aktivitat der NADPH-Oxidase ist in IMAC bei MC erhoht

Aufgrund der gezeigten differentiellen NOD2/CARD15 Genotyp-assoziierten
Entziindungsantwort (4.3.3) sollte der Oxidative Burst wiederum mit dem NOD2/CARD15
Genotyp der Patientenkollektive korreliert werden.

ROS werden in Zellen durch metabolische Prozesse gebildet und induzieren
vielfaltige oxidative Schaden an verschiedenen Zellstrukturen, die in hohen pathologischen
Konzentrationen das antioxidative Schutzsystem der Zelle tberfordern. ROS wirken zudem
bakterizid und spielen auch bei Entzindungsreaktionen eine Rolle, da z.B. aktivierte
Leukozyten im sog. ,Oxidativen Burst® verschiedene ROS (¢O,, H,O,, HOCI, NO-)
produzieren. Bei Patienten mit CED wurde eine erhdhte ROS-Produktion nachgewiesen, die
mit infiltrierenden Entzindungszellen (Makrophagen, Neutrophilen) assoziiert wird und auch
fur die mukosalen Gewebeschadigungen verantwortlich ist [187;197-199].

Es sollte deshalb die ROS-Produktion durch Messung der NADPH-Oxidase-Aktivitat
in LPMNZ von MC-Patienten und Kontrollpatienten untersucht werden. Die NADPH-Oxidase-
Aktivitdt wurde mittels FACS-Analyse durch Messung der Oxidation von Dihydrorhodamin
123 zu Rhodamin 123 bestimmt (3.17).
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Abb. 4.11: NADPH-Oxidase Aktivitét (Oxidativer Burst) in IMAC

Oxidativer Burst in IMAC aus der Mukosa von Kontrollpatienten (KO) und MC-Patienten (MC). Die Ordinate
indiziert den Stimulierungsquotienten aus der Rhodamin 123-Fluoreszenz von Phorbol 12-Myristat 13-Acetat-
stimulierten IMAC und unstimulierten IMAC. Die horizontalen Linien bezeichnen den jeweiligen Mittelwert der
Patientenkollektive. WT - NOD2/CARD15 Wildtyp, MUT - NOD2/CARD15 Polymorphismus (SNP8, 12 oder 13).
MC SNP8 und MC SNP12 zeigen das Gesamtkollektiv MC MUT aufgeschlisselt nach den jeweiligen SNPs. In
IMAC aus der Mukosa von MC-Patienten konnte ein signifikant erhdhter Oxidativer Burst im Vergleich zu nicht
entziindungsassoziierten IMAC nachgewiesen werden (p=0,005). Bei Patienten mit SNP8 im NOD2/CARD15
Gen zeigte sich eine zusétzliche signifikante Erhéhung der ROS-Synthese (p=0,014).

IMAC aus der Mukosa von MC-Patienten zeigten mit einem Oxidativen Burst von 3,0
+ 2,0 eine signifikant erhéhte Bildung reaktiver Sauerstoffmetabolite im Vergleich zu
Kontrollpatienten mit einem durchschnittlichen Oxidativen Burst von 1,7 £ 1,0 (Abb. 4.11,
p=0,005). Der NOD2/CARD15 Genotyp der Patientenkollektive (KO WT vs. KO MUT bzw.
MC WT vs. MC MUT) zeigte keine Assoziation mit der Fahigkeit zur Bildung reaktiver
Sauerstoffmetabolite, lediglich im Kollektiv von Patienten mit MC und NOD2/CARD15 SNP8
Polymorphismus konnte eine signifikante Steigerung des Oxidativen Burst im Vergleich zu
KO WT, aber nicht zu MC WT, nachgewiesen werden (Abb. 4.11, MC SNP8, p=0,014).

Zusammenfassend zeigen diese Daten im Krankheitsbild MC eine gesteigerte NF-kB-
Aktivierung, die mit dem NOD2/CARD15 Genotyp der Patienten assoziiert ist. Desweiteren
konnte eine Induktion der ROS-Synthese durch eine gesteigerte NADPH-Oxidase Aktivitat
(Oxidativer Burst) nachgewiesen werden, die nicht mit den NOD2/CARD15 Polymorphismen

zu korrelieren scheint.



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 95

4.4 Einfluss bakterieller Translokation auf die Regulation von
Nalp3 und die Aktivierung des Nalp3-Inflammasoms

Die strukturelle Homologie von NOD2/CARD15 mit Nalp3, einem weiteren Vertreter
der CATERPILLER Genfamilie, sowie dessen Beteiligung an der Pathogenese zahlreicher
entzundlicher Erkrankungen (1.5.2.2) fUhrte zu der Frage, ob Nalp3 auch eine Rolle in der
intestinalen Entziindung bei MC spielen kdnnte. Ebenso wie TLRs enthalt Nalp3, die
Schliisselkomponente des Nalp3-Inflammasoms, LRRs. LRRs dienen der Erkennung
bakterieller Komponenten. Die Bildung und Aktivierung des Inflammasoms, einer
zytosolischen Multiprotein-Plattform, ist ein essentieller Prozess in der angeborenen
Immunabwehr. Die Aktivierung des Inflammasom-Komplexes fuhrt Gber die Aktivierung von
Vorlaufern proinflammatorischer Caspasen zur Spaltung von pro-IL-18 in IL-18, dessen
Sekretion in einer potenten Immunantwort endet.

Im folgenden Teil der Arbeit sollte untersucht werden (i) inwieweit im Krankheitsbild
MC Nalp3 und die nachgeschaltete Kaskade Uber das Inflammasom reguliert sind und (ii)
welche Rolle IMAC und IEZ bei der Induktion der Immunantwort im intestinalen Gewebe

spielen.

4.41 Im intestinalen Gewebe von MC-Patienten kommt es zur Induktion von Nalp3

IEZ stellen lokal die erste Abwehr gegen eine groBe Zahl potentiell gefahrlicher,
luminaler Bakterien dar. Die epithelialen und bakteriellen Wechselwirkungen sind unter
normalen Bedingungen tolerogen, bei CED-Patienten ist diese Toleranzvermittlung jedoch
gestort, wodurch es zu einer chronischen Entziindung des Darms kommt, welche durch die
Invasion von Bakterien in das mukosale und submukosale Gewebe zusatzlich verstarkt wird
([148;200], 4.2). Aufgrund der gestdrten Toleranzvermittiung bei MC wurde eine mdgliche
differentielle Regulation des MDP Sensorproteins Nalp3 an der primaren Invasionszone

luminaler Bakterien vermutet.
4411 Nalp3 ist im intestinalen Gewebe bei MC erh6ht
Zunachst sollite immunhistochemisch untersucht werden, ob das intrazellulare

Sensorprotein Nalp3 im Darm von MC-Patienten im Vergleich zu Kontrollpatienten

differentiell vorhanden ist.



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 96

Im histologisch nicht entziindeten intestinalen Gewebe von Kontrollpatienten konnte
nur sehr wenig bis gar kein Nalp3 Protein detektiert werden (Abb. 4.12 A), wohingegen das
intestinale Gewebe von MC-Patienten deutlich Nalp3 mit vorwiegend (sub)epithelialer und
kryptennaher Lokalisation und Akkumulation zeigte (Abb. 4.12 B und C). Durch Substitution
des primaren Nalp3 Antikérpers durch einen entsprechenden Isotyp konnte keine spezifische
Farbung detektiert werden (Abb. 4.12 D).
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Abb. 4.12: Nalp3 im intestinalen Gewebe

Immunhistochemische Lokalisation von Nalp3 in intestinalem Gewebe eines (A) Kontrollpatienten und (B, C)
eines MC-Patienten. (D) Isotypkontrolle. VergréBerung 200 x. Diese Férbungen sind reprédsentativ fir 3 KO- und
3 MC-Patienten.

44.1.2 IEZ im gesunden Darm sind Nalp3-negativ

Die Lokalisation zahlreicher Nalp3-positiv gefarbter Zellen lie3 vermuten, dass es sich
hierbei unter anderem auch um IEZ handeln kdénnte. Zur Identifizierung Nalp3-
synthetisierender |EZ wurden immunfluoreszente Doppelfarbungen durchgefihrt; als
Epithelzellmarker diente das Oberflachenprotein EP2. Die immunfluoreszente Lokalisation
zeigte wiederum mehr Nalp3 im Gewebe von MC-Patienten (Abb. 4.13, griin). Durch
Detektion von IEZ in einem zweiten Farbeschritt und anschlieBender Uberlagerung der
mikroskopischen Einzelaufnahmen konnten im Gewebe von KO-Patienten keine doppelt
gefarbten Zellen lokalisiert werden (Abb. 4.13, KO). Im entziindeten Darm von MC-Patienten
dagegen wurden zahlreiche Nalp3-positive IEZ nachgewiesen (Abb. 4.13, MC). Die Spezifitat

der Farbungen wurde durch drei Isotypkontrollen mit Substitution des primaren Nalp3-
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Antikdrpers, des anti-EP2 Antikérpers oder beider Antikdrper durch entsprechende

Isotypantikérper sichergestellt (Daten nicht gezeigt).

Nalp3 EP2 Uberlagerung

KO

Abb. 4.13: Identifizierung Nalp3-positiver IEZ

Immunfluoreszente Detektion von Nalp3 (griin) im intestinalen Gewebe eines Kontrollpatienten (KO) und eines
MC-Patienten (MC). In einem zweiten Farbeschritt wurden (iber EP2 IEZ lokalisiert (rot). Die Zellkerne wurden mit
DAPI geférbt. Die Ko-Lokalisation von Nalp3 und EP2 (orange, Uberlagerung) zeigte an, dass es sich hierbei um
Nalp3-positive IEZ handelte. VergréBerung 200 x. Diese Férbungen sind représentativ flir 8 KO- Patienten und 6
MC-Patienten.

Um zu untersuchen, ob es neben dem differentiellen Nalp3-Nachweis im
Krankheitsbild MC auch zu Veranderungen der Nalp3 Genexpression kommt, wurden PCR-
Analysen durchgefihrt. Hierfir wurden |EZ aus Resektaten von MC-Patienten und
Kontrollpatienten gewonnen, die RNA isoliert und revers transkribiert. Die cDNA wurde

anschlieBend fur qualitative Expressionsanalysen verwendet.

Abb. 4.14: Nachweis von Nalp3-mRNA in IEZ

Nachweis von Nalp3-mRNA in |IEZ eines Kontrollpatienten (KO) und eines MC-Patienten (MC). Als
Positivkontrolle (+) diente Monozyten cDNA. In IEZ aus nicht entziindeter Mukosa (KO) konnte keine Nalp3
mRNA nachgewiesen werden, die entziindungsassoziierten IEZ (MC) wiesen deutlich Nalp3 mRNA auf. Dieses
Experiment ist reprdsentativ flir 6 KO-Patienten und 7 MC-Patienten.
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In IEZ aus der Mukosa von Kontrollpatienten (KO) konnte keine Nalp3-mRNA
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu zeigten entziindungsassoziierte |IEZ aus dem
Darm von MC-Patienten (MC) einen hohen Nalp3-mRNA Gehalt, welcher der Positivkontrolle
entsprach (Abb. 4.14).

Diese Untersuchungen zeigen, dass in IEZ und im epithelialen Darmgewebe von MC-
Patienten verstarkt Nalp3-mRNA und -Protein nachgewiesen werden kdnnen, welche im
gesunden Darm vollstandig fehlen.

4413 In entziindungsassoziierten IMAC sind sowohl Nalp3-mRNA als auch Nalp3-

Protein verstarkt nachweisbar

Makrophagen als mikrobizide und entzindungsregulierende Zellen sind flar die
zellvermittelte Immunitat von zentraler Bedeutung. Aufgrund der moderaten Nalp3-Prasenz
in KO und dem Fehlen in IEZ sowie der subepithelialen Lokalisation sollte nun untersucht
werden, ob es sich bei den Nalp3-Produzenten um IMAC handelte. Zunachst wurden mittels
immunfluoreszenter  Doppelfarbungen unter Verwendung des charakteristischen
Makrophagenmarkers CD68 Nalp3-positive IMAC in der Mukosa von MC-Patienten und
Kontrollen identifiziert.

In der entziindeten Mukosa von MC-Patienten konnten deutliche Mengen an Nalp3
nachgewiesen werden (Abb. 4.15, MC), wahrend die Nalp3-Level im KO-Gewebe reduziert
waren (Abb. 4.15, KO). Durch immunfluoreszente Doppelfaroungen wurden sowohl im
Gewebe von MC-Patienten als auch im Kontroligewebe IMAC als Nalp3 produzierende
Zellen identifiziert (Abb. 4.15, Uberlagerung). Doppelt positiv gefarbte Zellen waren
vorwiegend um die Krypten lokalisiert und Gberwogen im entziindeten Gewebe deutlich.

Durch PCR-Analysen wurde untersucht, ob es bei MC auch zu Veranderungen im
Nalp3-mRNA-Gehalt kommt. Hierfir wurden IMAC aus Resektaten von MC-Patienten und
Kontrollpatienten gewonnen, die mRNA isoliert und revers transkribiert. Die cDNA wurde
anschlieBend fir quantitative Expressionsanalysen verwendet (3.7). IMAC aus entzlindeter
Mukosa von MC-Patienten zeigten eine signifikant erhéhte Nalp3 mRNA-Menge im Vergleich
zu nicht entziindungsassoziierten IMAC (Abb. 4.16, p=0,04).

Analog zu den Daten aus entzindungsassoziierten |IEZ zeigen diese Ergebnisse
einen im Vergleich zur Kontrolle verstarkten Nachweis von Nalp3-mRNA und —Protein in

IMAC im entziindeten intestinalen Gewebe bei MC.
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Nalp3 CD68 Uberlagerung

KO

MC

Abb. 4.15: Identifizierung Nalp3 positiver IMAC

Immunfluoreszente Detektion von Nalp3 (rot) im intestinalen Gewebe eines Kontrollpatienten (KO) und eines MC-
Patienten (MC). In einem zweiten Farbeschritt wurden (ber CD68 IMAC lokalisiert (griin). Die Zellkerne wurden
mit DAPI gefirbt. Die Ko-Lokalisation von Nalp3 und CD68 (orange, Uberlagerung) zeigte an, dass es sich
hierbei um Nalp3 positive IMAC handelte. VergréBerung 200 x. Diese Farbungen sind reprdsentativ fir 7 KO-
Patienten und 7 MC-Patienten.

p=0,04

Startkonzentration relativ zur Kontrolle

KO MC

Abb. 4.16: Nalp3 mRNA-Nachweis in IMAC

Quantitative Analyse ( Tagman®) der Nalp3 mRNA in IMAC aus der Mukosa von Kontrollpatienten (KO) und MC-
Patienten (MC). Jede Box setzt sich aus den Mittelwerten der dreifachen mRNA Quantifizierung jedes Patienten
zusammen. Entziindungsassoziierte IMAC zeigten signifikant erhdhte mRNA-Level verglichen mit IMAC aus nicht
entziindeter Mukosa (p=0,04). Diese Abbildung beinhaltet 10 KO- und 4 MC-Patienten.
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4.4.2 Im entzindungsassoziierten intestinalen Gewebe kommt es zur Aktivierung des
Nalp3 Inflammasoms

Wie initial beschrieben (4.4) gehért Nalp3 zu den Schlisselmolekilen des Nalp3-
Inflammasoms. Aufgrund der bekannten Aktivierung des Nalp3-Inflammasoms durch MDP
und der gezeigten Regulation von Nalp3 bei MC sollte untersucht werden, ob Nalp3 einen
Einfluss auf die Initiation der Inflammasom-vermittelten Entziindungsantwort hat. Hierfr
wurde zunachst die Aktivitdt von Caspase-1 in Zelllysaten intestinaler Mukosa von MC-
Patienten und KO-Patienten bestimmt. Nach Zugabe eines spezifischen Fluorochrom-
konjugierten Substrats zum Zelllysat kommt es bei enzymatischer Aktivitat zur Spaltung des
Substrats mit Freisetzung des fluoreszenten Reportermolekiils, dessen Emission
fluorometrisch detektiert werden kann. Die Fluoreszenzintensitat ist somit direkt proportional
zur enzymatischen Aktivitat der Caspase-1.

In der entziindeten Mukosa von MC-Patienten wurde mit 10654 + 3840 RFU eine 4-
fach hdhere Caspase-1 Aktivitdt nachgewiesen als im Kontrollgewebe mit 2586 + 2395 RFU
(Abb. 4.17, p<0,01).
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Abb. 4.17: Caspase-1-Aktivitét in der intestinalen Mukosa

Caspase-1-Aktivitdt in der intestinalen Mukosa von Kontrollpatienten (KO) und MC-Patienten (MC). In
entziindungsassoziierter Mukosa von MC-Patienten konnte eine signifikant héhere Caspase-1-Aktivitét
nachgewiesen werden als im mukosalen Kontrollgewebe (KO) (p<0,01). RFU — Relative Fluorescence Units.
Diese Abbildung beinhaltet 5 KO und 3 MC Patienten.
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Aktive Caspase-1 Uberfihrt pro-IL-18 durch Abspaltung des Propeptids in seine reife Form,
welche daraufhin sezerniert wird. Im Folgenden sollte untersucht werden, inwieweit die
differentielle Caspase-1-Aktivitat die Prozessierung von IL-18 beeinflusst. Hierfir wurden
Zelllysate intestinaler Mukosa von Kontrollpatienten und MC-Patienten mittels Western Blot
unter Verwendung eines Antikdrpers, der spezifisch sowohl pro-IL-18 als auch reifes IL-18
detektiert, untersucht.

KO

{— pro-IL-18
& IL-18

B-Actin

{— pro-IL-18
. |[<= IL-18

B-Actin

Abb. 4.18: Proteinchemischer Nachweis von pro-IL-18 und IL-18

Detektion von pro-IL-18 und IL-18 in Zelllysaten intestinalen Gewebes von 5 Kontrollpatienten (KO, 1-5) und 5
MC-Patienten (MC, 1-5). Pro-IL-18 wurde sowohl! in Kontrolllysaten als auch in Zelllysaten von MC-Patienten
nachgewiesen. Reifes IL-18 konnte nur in den entziindungsassoziierten Proben (MC) detektiert werden.

B-Actin = Ladungskontrolle.

In den Zelllysaten von Kontrollpatienten (KO) und von MC-Patienten (MC) wurde die IL-18
Proform detektiert (Abb. 4.18). Reifes IL-18 und somit IL-18 Prozessierung konnte
ausschlieBlich in den entzindungsassoziierten Proben der MC-Patienten nachgewiesen
werden (Abb. 4.18, MC). Die Kontrolllysate zeigten keine IL-18 spezifische Bande (Abb.
4.18, KO).
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Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dass es im Krankheitsbild MC zur
Aktivierung des Nalp3-Inflammasoms kommt, die eine Aktivierung von Caspase-1 sowie
Prozessierung von IL-18 zur Folge hat.

4.4.3 Nalp3 im dreidimensionalen multizellularen Spharoidmodell

Um den differentiellen Nachweis von Nalp3 in IMAC von MC-Patienten zu bestatigen,
sollte Nalp3 in multizellularen Sphéaroiden (MZS) untersucht werden. Dieses Modell imitiert
die Differenzierung humaner Blutmonozyten in die reaktive Makrophagenpopulation, welche
in der Mukosa von MC-Patienten gefunden wurde [201]. MZS wurden wie in 3.1.1.4
beschrieben generiert und nach 1, 3 und 7 Tagen Ko-Kultur mit Blutmonozyten auf Nalp3
Protein untersucht. Hierfir wurden 3 um dicke Schnitte der MZS verwendet.

Die immunhistochemische Analyse der Ad5_monocyte chemoattractant protein 1
(MCP1)-transfizierten HT-29 MZS, die 1 Tag co-kultiviert wurden, wiesen nur einzelne Nalp3
positive Zellen in der duBeren Peripherie des MZS auf (Abb. 4.19 A). Nach 3 Tagen Ko-
Kultur konnten Nalp3 positive Zellen entsprechend der Migrationsrichtung einwandernder
Blutmonozyten/Makrophagen detektiert werden (Abb. 4.19 B). An Tag 7 wurde im gesamten
MZS Nalp3 lokalisiert (Abb. 4.19 C). In den mit dem Kontrollvektor Ad5 transfizierten MZS
konnte unabhangig von der Inkubationszeit mit Blutmonozyten kein Nalp3 nachgewiesen
werden (Abb. 4.19 D, exemplarisch ist hier d3 gezeigt). Durch Isotypkontrollen wurden
unspezifische Farbungen ausgeschlossen (Abb. 4.19 E, F).
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Abb. 4.19: Nachweis von Nalp3 im dreidimensionalen MZS Modell

Immunhistochemische Detektion von Nalp3 in HT-29 Sphéroiden nach 1d, 3d und 7d Ko-Kultur mit
Blutmonozyten. (A) nach 1d waren nur wenige bis gar keine Nalp3-positiven Zellen detektierbar, (B) nach 3d
waren Nalp3 positive Zellen entlang der Migrationsroute einwandernder Monozyten/Makrophagen nachweisbar,
(C) nach 7d wurden groBe Mengen an Nalp3 im gesamten Sphéroid detektiert, (D) Negativkontrolle (Ad5 (leerer
Vektor)), (E) Isotypkontrolle Ad5_MCP1 transfizierte HT-29 Zellen, (F) Isotypkontrolle Ad5 transfizierte HT-29
Zellen. VergréBerungen 100 x (A, B, C, E); 200 x (D, F). Diese Abbildung ist reprdsentativ fir drei unabhdngige
Experimente.

Im Hinblick auf die immunhistochemischen Analysen im humanen intestinalen
Gewebe (4.4.1; Abb. 4.12 und 4.13) und um zu beweisen, dass diese migrierenden, Nalp3-
positiven Zellen IMAC sind, wurden immunfluoreszente Doppelfarbungen durchgefihrt. In
den Ad5 MCP1 transfizierten HT-29 MZS wurden nach 1, 3 und 7 Tagen Ko-Kultur mit
Blutmonozyten Nalp3-Protein und in einem zweiten Farbeschritt IMAC (ber ihren

Oberflachenmarker CD68 immunfluoreszent markiert.
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Nach 1 Tag Ko-Kultur mit Blutmonozyten wurde nur eine geringe Nalp3-Farbung in
den MZS beobachtet (Abb. 4.20 oben, rot), eingewanderte Monozyten/Makrophagen
konnten nicht lokalisiert werden (Abb. 4.20 oben, griin). Nach zwei weiteren Tagen Ko-Kultur
stieg die Zahl Nalp3-positiver Zellen in der Peripherie der MZS an (Abb. 4.20, Mitte, rot).
Durch Uberlagerung der mikroskopischen Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass es sich
bei diesen migrierenden Zellen um Monozyten oder differenzierte Makrophagen handelte,
die der beschriebenen Migrationsroute folgten [201] (Abb. 4.20 Mitte, Uberlagerung). Nach 7
Tagen Ko-Kultur zeigte sich eine massive Invasion Nalp3-produzierender IMAC im gesamten
MZS (Abb. 4.20 unten).

Diese Daten zeigen, dass es im MZS-Modell zu einem differenzierungsspezifischen Anstieg

der Nalp3-Menge kommt.

CD68 Uberlagerung

Abb. 4.20: Identifizierung Nalp3 positiver Zellen im MZS Modell

Immunfluoreszente Detektion Nalp3 (rot)-positiver IMAC (CD68, griin) in Ad5_MCP1 transfizierten HT-29 MZS
nach 1d (oben), 3d (Mitte) und 7d (unten) Ko-Kultur mit Blutmonozyten. Die Zellkerne wurden mit DAPI geférbt.
VergréBerungen 100 x (d1) und 200 x (d3; d7) . Diese Abbildung ist reprdsentativ fir drei unabhdngige
Experimente.

Zusammenfassend zeigt dieser Teil der Arbeit, dass es im Krankheitsbild MC zur Adharenz
und Translokation von luminalen Bakterien in das intestinale Gewebe sowie zur Modifikation
der epithelialen Zell-Zell Kontakte kommt. Durch intrazelluldre bakterielle Stimulierung
kommt es im Krankheitsbild MC durch die Aktivierung des NOD2/CARD15 Promotors, die
Aktivierung von NF-kB und des Nalp3-Inflammasoms zu multiplen NOD2/CARD15- Genotyp-
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spezifischen Entziindungsreaktionen, die sich in einer gesteigerten Synthese

proinflammatorischer Zytokine widerspiegeln.

4.5 Die lysosomalen Proteinasen Cathepsin B, Cathepsin D und
Cathepsin L in der Pathogenese der CED

Inwieweit die bakterielle Translokation auf andere entzindungsférdernde und
gewebedegradierende Prozesse Einfluss nimmt, ist nicht bekannt. In Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe konnte durch die Technik der Subtraktiven Hybridisierung u.a. die lysosomale
Proteinase Cathepsin D als differentiell exprimiertes Gen in der entzlindungsassoziierten
IMAC-Population bei CED identifiziert werden [180]. Cathepsine spielen neben der finalen
Proteindegradation im normalen Zellstoffwechsel eine immer gréBere Rolle in zahlreichen
destruktiven und malignen Erkrankungen, wie Osteoporose, Krebsmetastasierung oder
rheumatoider Arthritis [154-156]. Es sollte deshalb untersucht werden, ob diese
proteolytischen Enzyme am massiven Gewebeabbau in der intestinalen Mukosa von MC-
Patienten beteiligt sein kdnnten und ob die Modulation ihrer Aktivitat einen Therapieansatz
fir CED darstellen kdénnte. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die im Zusammenhang mit
anderen pathophysiologischen Vorgangen am besten charakterisierten Cathepsine B, L und
D untersucht.

4.5.1 Die bakterielle Zellwandkomponente MDP induziert CTSB und CTSL in vitro

Um zu untersuchen, ob die Expression der Cathepsine B und L durch die gesteigerte
bakterielle Translokation in die intestinale Mukosa bei CED beeinflusst werden kann, wurden
in vitro Stimulierungsversuche mit dem bakteriellen Zellwandbestandteil MDP durchgefihrt
und der CTSB und CTSL RNA-Gehalt quantitativ analysiert.

Wie initial beschrieben exprimieren HEK293T-Zellen kein NOD2/CARD15 und
besitzen somit keinen intrazellularen Sensor fir MDP [195]. Sie wurden deshalb zunachst
mit dem Expressionsplasmid pcDNA3.1_NOD2/CARD15, welches fiir das humane
NOD2/CARD15 Gen codiert, bzw. als Negativkontrolle mit dem ,leeren® pcDNA3.1-Vektor
transient transfiziert. AnschlieBend erfolgte eine Stimulierung mit ansteigenden
Konzentrationen MDP (0 - 1000 ng/ml). Nach 24 h wurden die Zellen lysiert, die Gesamt-
RNA isoliert und mittels RT-PCR in DNA transkribiert. Die quantitative Analyse der CTSB-
und CTSL RNA-Menge erfolgte durch Tagman® PCR.
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Abb. 4.21: CTSB und CTSL Expression in HEK293T Zellen

Quantitative Analyse ( Taqman®) von CTSB (A) und CTSL (B) RNA in HEK293T-Zellen. Die Zellen wurden mit
dem NOD2/CARD15 Expressionsplasmid NOD2_pcDNA3.1 (grau) bzw. dem Kontrollvektor pcDNA3.1 (weiss)
transient transfiziert und mit ansteigenden Konzentrationen MDP stimuliert. Die MDP-Stimulierung resultierte in
einer signifikanten Steigerung der CTSB und CTSL RNA-Menge. Der héchste RNA-Gehalt wurde jeweils bei
einer Stimulierungsdosis von 500 ng/ml MDP erreicht.* p<0,05 (in Bezug auf pcDNA unstimuliert, Student t-Test).
Diese Abbildung ist reprdsentativ fiir drei unabhdngige Experimente.
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Die dosisabhangige Stimulierung von HEK293T-Zellen mit MDP flihrte in vitro zur
signifikanten Steigerung von sowohl CTSB (Abb. 4.21 A) als auch CTSL (Abb. 4.21 B) RNA,
wobei die Menge an CTSL RNA bis zu 10-fach héher war als die CTSB RNA-Menge. Die
héchste Rate wurde jeweils bei einer Stimulierungsdosis von 500 ng/ml MDP erreicht. Zellen,
die mit dem Kontrollvektor pcDNAS.1 transfiziert wurden, zeigten hingegen keine Erhéhung
des RNA-Gehaltes beider Cathepsine als Antwort auf MDP-Stimulierung (Abb. 4.21).

Die Daten zeigen, dass MDP als potentieller Stimulus bei bakterieller Translokation zur
Steigerung der CTSB und CTSL RNA-Menge flhrt.

4.5.2 Der CTSB- und CTSL-mRNA-Gehalt ist in humanen entziindungsassoziierten
IMAC erhoht

Aufgrund der Identifizierung von CTSD als differentiell exprimiertes Gen bei MC [180]
und der Induktion der Expression von CTSB und CTSL als Antwort auf einen bakteriellen
Stimulus wurde die mRNA-Menge von CTSB und CTSL in humanen IMAC, die aus der
intestinalen Mukosa von Kontrollpatienten und CED-Patienten mit CU bzw. MC isoliert
wurden, mittels RT-PCR untersucht. Die Quantifizierung der mRNA erfolgte durch Tagman®
PCR. Die Integritdt der cDNA wurde mit dem Gene Checker Kit (iberpriift (Abb. 4.22 A,
reprasentativ ist hier nur GAPDH gezeigt).

Im Gegensatz zu CTSD, dessen Expression nur in entzlindungsassoziierten IMAC
nachgewiesen werden konnte [180], wurden CTSB- und CTSL mRNA sowohl in IMAC aus
Kontrollen als auch CED-Patienten detektiert (Abb. 4.22 A).

Zur Quantifizierung der mRNA wurden Real-time PCR-Analysen durchgefihrt. Hierfir
wurde die mRNA von drei KO und funf Patienten mit MC oder CU untersucht. Die CTSL
mRNA war in Patienten mit CED im Vergleich zu gesunden Kontrollpatienten 10-fach erhéht
(Abb. 4.22 B, p<0,05). Ebenso konnte tendenziell mehr CTSB mRNA bei CED-Patienten im
Vergleich zu Kontrollpatienten beobachtet werden (Abb. 4.22 B). Dieser Unterschied war
aufgrund der hohen Variabilitat der CTSB mRNA in entziindungsassoziierten Makrophagen

nicht signifikant.

Zusammen mit den Vordaten zur CTSD-Expression zeigen diese Ergebnisse erhéhte
CTSB und CTSL mRNA-Mengen in IMAC bei der pathologischen mukosalen Entziindung.
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Abb. 4.22: CTSB und CTSL mRNA-Gehalt in IMAC

(A) CTSB und CTSL mRNA-Gehalt in CD33 positiven IMAC eines Kontrollpatienten (KO), eines Patienten mit CU
und eines Patienten mit MC. Positivkontrolle (+): Gelextraktion eines CTSB bzw. CTSL DNA Fragments,
Negativkontrolle (-): ohne DNA. Sowohl CTSB als auch CTSL konnte in KO-Patienten und CED-Patienten
nachgewiesen werden. Dieses Experiment wurde dreifach mit jeweils verschiedenen Patientenproben wiederholt.
(B) Quantitative Analyse ( Taqman®) der CTSB und CTSL mRNA-Menge in IMAC von Kontroll- (KO) und CED-
Patienten. Jede Box setzt sich aus den Mittelwerten der dreifachen mRNA Quantifizierung jedes Patienten
zusammen. Sowohl CTSB als auch CTSL wurde in IMAC von Kontrollpatienten und CED-Patienten exprimiert.
Signifikant héhere CTSL mRNA-Level wurden bei CED nachgewiesen (p<0,05). Daneben wurde ein Trend zu
erhéhtem CTSB mRNA-Gehalt bei CED beobachtet.
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4.5.3 CTSB und CTSL Protein sind in humanen entziindungsassoziierten IMAC

verstarkt nachweisbar

Um festzustellen, ob die Mengenunterschiede in der CTSB und CTSL mRNA bei
CED auch auf Proteinebene nachweisbar sind, wurde humanes Kolongewebe mit und ohne
intestinale Entziindung immunhistochemisch auf CTSB- und CTSL Protein in IMAC
untersucht.

Hierfir wurden 5 um dicke Gewebeschnitte in Paraffin eingebetteter Darm-Resektate,
die von Kontrollpatienten (n=13) und CED-Patienten (MC: n=12, CU: n=4) stammten,
verwendet.

CTSB Protein wurde in histologisch nicht entzindetem Kolongewebe von
Kontrollpatienten (Abb. 4.23, KO) und verstarkt in entzindetem Kolongewebe von Patienten
mit CU (Abb. 4.23, CU) und MC (Abb. 4.23, MC) detektiert. Um den CTSB-produzierenden
Zelltyp zu identifizieren, wurden immunfluoreszente Doppelfarbungen durchgefthrt. In
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass CTSD in IMAC exprimiert wurde
[180]. Die Verteilung und Akkumulation CTSB-positiver Zellen in Arealen groBer
Gewebeschadigung (Abb. 4.23) lieB vermuten, dass es sich hierbei ebenfalls um IMAC
handelte. Die Doppelféarbungen zur Lokalisation von CTSB Protein in IMAC (CD68) zeigten
sowohl in nicht entziindetem Kontrollgewebe (Abb. 4.23, Uberlagerung), als auch in
entziindetem Gewebe von Patienten mit CU (Abb. 4.23, Uberlagerung) und MC (Abb. 4.23,
Uberlagerung) eine Ko-Lokalisation. Unspezifische Farbereaktionen wurden durch drei
Isotypfarbungen mit Substitution des Primar-Antikérpers, des Sekundar-Antikérpers bzw.
beiden ausgeschlossen (Daten nicht gezeigt).
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Uberlagerung

Abb. 4.23: Inmunfluoreszente Detektion CTSB-positiver IMAC

Immunfluoreszente Detektion CTSB-positiver Zellen in humaner intestinaler Mukosa von Kontrollpatienten (KO)
und CED-Patienten (CU: Colitis ulcerosa, MC: Morbus Crohn). In Paraffin eingebettetes Kolongewebe wurde
fluoreszent einzeln und doppelt auf CTSB (griin), Makrophagen-spezifisches CD68 (rot) und mit DAPI (blau)
geférbt. CTSB-enthaltende IMAC waren in der Mukosa eines KO-Patienten, eines CU-Patienten und eines MC-
Patienten nachweisbar. Doppelt gefdrbte Zellen sind durch weiBe Pfeile markiert. VergréBerung: 400 x. Diese
Abbildung ist reprdsentativ fir 13 KO-Patienten und 16 CED-Patienten (MC: n=12, CU: n=4).

CTSL wurde ebenfalls sowohl in intestinalem Gewebe von Patienten mit histologisch
nicht entziindeter Mukosa (Abb. 4.24 A, B), als auch in entziindeter Mukosa von CU-
Patienten (Abb. 4.24 C, D) und MC-Patienten (Abb. 4.24 E) detektiert. CTSL-positive Zellen
waren subepithelial akkumuliert und vorwiegend in der Nahe der Krypten lokalisiert. In den
Isotypkontrollen wurde keine spezifische Farbung festgestellt (Abb. 4.24 F). Die Anzahl
CTSL-positiver Zellen war in CED-Patienten in Arealen mukosaler Ulzerationen und
Akkumulationsherden mononuklearer Zellen erhéht (Abb. 4.24 C, E). Immunhistochemische
Doppelfarbungen zeigten auch fir CTSL eine Ko-Lokalisation mit CD68-positiven IMAC -
sowohl in nicht entzindetem mukosalen Gewebe als auch in der Mukosa von CED
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Patienten. Es waren auBBerdem einige wenige CTSL-negative IMAC detektierbar (Abb. 4.24
C-E). Unspezifische Farbereaktionen wurden durch Isotypfarbungen ausgeschlossen:
ausschlieBlich CTSL positive Zellen wurden detektiert, wenn der anti-CD68 Antikérper durch
seinen Isotyp ersetzt wurde; wurden beide Primar-Antikdrper ersetzt wurde weder CTSL
noch CD68 Protein immunhistochemisch angeférbt; durch Substitution des anti-CTSL

Antikérpers mit seiner Isotypkontrolle wurde nur die blaue CD68-Immunfarbung detektiert
(Abb. 4.24 G)
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Abb. 4.24: Inmunhistochemische Detektion CTSL-positiver IMAC

Immunhistochemische Detektion CTSL-enthaltender Zellen in humaner intestinaler Mukosa. CTSL-positive Zellen
wurden mit Vector® NovaRED® (rotbraun) und der Makrophagenmarker CD68 mit BDHC (blau) visualisiert. (A)
Einzeln gefédrbte CTSL-positive Zellen (rotbraun) in der Mukosa eines KO-Patienten. Die Zellen wurden mit HE
gegengefarbt. (B-E) CTSL (rotbraun) konnte mit IMAC (blau) in der Mukosa eines KO-Patienten (B), eines CU-
Patienten (C, D) und eines MC-Patienten (E) ko-lokalisiert werden. Die schwarzen Pfeile zeigen doppelt geférbte
Zellen. CTSL-positive IMAC waren in Arealen starker Entziindung und Gewebeschdden akkumuliert (C, E). (F)
Isotypkontrolle (KO-Gewebe). (G) Einzeln gefdrbte IMAC (blau; blaue Pfeile) in der Mukosa eines KO-Patienten.
Mit dem CTSL Isotyp Kontroll-Antikérper im ersten Férbeschritt wurde keine Fadrbung detektiert. VergréBerung
200x (A, B, C, F) und 400x (D, E, G). Diese Abbildung ist reprdsentativ fiir 13 KO-Patienten und 16 CED-
Patienten (MC: n=12, CU: n=4).
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Die immunhistochemische Detektion von CTSB- und CTSL Protein in IMAC aus der Mukosa
von KO- und CED-Patienten korrelierte mit den mRNA-Daten, welche eine Erhéhung in
IMAC von CED-Patienten zeigten.

Zusammenfassend zeigen diese Daten eine Erhéhung der Mengen von mRNA und Protein
der lysosomalen Protease CTSL sowie einen tendentiellen Anstieg von CTSB bei CED.

4.5.4 Die Hemmung der Cathepsin-Aktivitat resultiert in einer verminderten
Entziindungsreaktion im murinen DSS-Colitis-Modell in vivo

Aufgrund der gezeigten Steigerung des CTSB- und CTSL RNA-Gehalts durch den
bakteriellen Stimulus MDP, der Erhéhung der mRNA- und Proteinmenge in
entziindungsassoziierten IMAC und der in Vorarbeiten gezeigten induzierten CTSD-
Expression bei MC [180] sollte nun der Einfluss einer selektiven Hemmung der untersuchten
Cathepsine analysiert werden. Hierzu sollte die in Balb/c-Mausen induzierte Dextran-
Sodium-Sulfat (DSS)-Modell-Colitis dienen.

4.5.4.1 Die Cathepsine B, D und L sind im murinen Kolon aktiv

Um die basale biologische Aktivitat der in den Expressionsanalysen untersuchten
Cathepsine im murinen Kolon sicherzustellen und somit eine effiziente Hemmung dieser
Enzyme zu garantieren, wurden zundchst die basalen Aktivitdten von CTSB, CTSL und
CTSD in murinem Kolongewebe bestimmt. Hierfir wurden aus jeweils drei gesunden,
unbehandelten Balb/c-M&usen die Kolons prapariert, in PBS Uberflhrt und im Gesamtlysat
sofort die Cathepsin-Aktivitdten bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass alle drei

untersuchten Cathepsine im murinen Kolon biologisch aktiv waren (Abb. 4.25).
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Abb. 4.25: Biologische Aktivitdten von CTSB, CTSL und CTSD im murinen Kolon

Basale biologische Aktivitdten von CTSB, CTSL und CTSD im Kolon gesunder, unbehandelter Balb/c-Méuse
(n=3). CTSB, CTSL und CTSD waren im murinen Kolon biologisch aktiv. Die Positiv-/Negativkontrollen waren
Komponenten der Aktivitdts-Assays. Die unterschiedlichen Einheiten der angegebenen Aktivitdten fir CTSB und
CTSL (Fluoreszenzeinheiten) bzw. CTSD (Units/ml) resultieren aus den jeweiligen Messprinzipien der
kommerziellen Assays.

4.5.4.2 Die Hemmung von CTSD reduziert Colitis-typische Symptome

Aufgrund der bekannten Induktion der CTSD-Expression bei CED [180] sollte
zunéchst der Einfluss der CTSD-Hemmung auf die Vitalitat der Tiere und das AusmaB der
Entzindung untersucht werden. Als Modell einer induzierten Darmentzindung sollte hierbei
die akute Dextran Sodium Sulfat (DSS)-Colitis dienen. Die Vorteile dieser chemisch
induzierten Modell-Colitis liegen in ihrer Schnelligkeit, Effektivitat und Reproduzierbarkeit
[202]. Durch orale DSS-Gabe Uber eine Woche kann eine akute Colitis induziert werden, die
sich histologisch durch multiple Erosionen, Ulzerationen, den Verlust von Krypten und
Makrophagen- bzw. Lymphozyteninfiltrationen auszeichnet. DSS wirkt hierbei toxisch auf das

mukosale Epithel (verstarkie Apoptose von Epithelzellen) und wird von Makrophagen
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phagozytiert. Durch den daraus resultierenden epithelialen Barriereverlust kommt es zum
Kontakt zwischen luminalen Antigenen und den Lymphozyten der Lamina Propria, welche
dadurch zusatzlich zur Sekretion proinflammatorischer Zytokine stimuliert werden.

Als spezifischer und hochselektiver Inhibitor fir CTSD wurde Pepstatin A verwendet
[203]. Den Tieren, welchen eine akute DSS-Colitis induziert werden sollte, wurde 7 Tage
lang 2,5% DSS-haltiges Trinkwasser gegeben. Die Kontrolltiere erhielten normales
Trinkwasser ohne Zuséatze. Sowohl Tiere mit induzierter Colitis, als auch Tiere ohne Colitis
wurden ab Tag 3 fir weitere 6 Tage mit dem spezifischen CTSD-Inhibitor Pepstatin A durch
intraperitoneale Applikation behandelt. Der Tiere wurden taglich gewogen und der
Gewichtsverlauf dokumentiert. An Tag 10 wurden die Tiere getétet, die Kolons prapariert und
fir  histologische und funktionelle Untersuchungen aufbereitet. Die optimale
Inhibitorkonzentration wurde Publikationen entnommen [203] und auf das Mausgewicht
berechnet. Mause, die mit einer héheren Dosis Pepstatin A (100 mg/kg Kdrpergewicht)
behandelt wurden, wiesen deutliche visuell erkennbare Anreicherungen des Inhibitors im
Abdominalraum auf (Daten nicht gezeigt), so dass sich die applizierte Menge von 10 mg/kg

Kdrpergewicht als optimale und effektive Konzentration erwies.

4.5.4.2.1 Symptomatik, Gewichtsverlauf und Kolonlange

Colitis-typische Symptome wie entziindeter Anus und blutige Diarrhée traten am
starksten in der unbehandelten Colitis-Gruppe (DSS/PBS) auf, in der alle Mause (100%)
betroffen waren, wahrend in der mit Pepstatin A-behandelten Gruppe (DSS/Pep) nur 40%
der Mause diese Symptome in abgeschwéachter Form zeigten (Daten nicht gezeigt). Die
CTSD-Hemmung resultierte in allen untersuchten Parametern in einer deutlichen Reduktion
der induzierten Darmentzindung.

Die Kontrolltiere, denen normales Trinkwasser ohne DSS verabreicht wurde, zeigten
keinen signifikanten Gewichtsverlust tber die Dauer des Experiments (Abb. 4.26, H,O/PBS;
H.O/Pep). PBS-behandelte Kontrolltiere mit Colitis (DSS/PBS) verloren 17,1% ihres initialen
Gewichts, wahrend sich das Ausgangsgewicht Pepstatin A-behandelter Tiere um nur 9,3%
reduzierte (DSS/Pep) (Abb. 4.26, p<0,001).

Im Verlauf der Modell-Colitis kommt es typischerweise zu einer deutlichen Reduktion
der Kolonlange. Die Kolonlangen der PBS-behandelten Colitismause (DSS/PBS) waren mit
9,6 £ 1,1 cm signifikant niedriger als die der Pepstatin A behandelten Colitismause
(DSS/Pep), die 11,0 £ 1,3 cm lange Kolons aufwiesen (Abb. 4.27, p<0,05). Mause ohne
Colitis zeigten eine normale Kolonlange mit durchschnittlich 12,5 + 1,3 cm in der H.O/Pep
Gruppe und 12,7 £ 0,9 cm in der H,O/PBS Gruppe (Abb. 4.27).
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Abb. 4.26: Gewichtsverlauf

Gewichtsverlauf Pepstatin A (Pep)-behandelter Mduse und PBS-behandelter Kontrolimduse mit (DSS) und ohne
(H=0) Modell-Colitis. Die Gewichte sind aufgrund unverhéltnisméBiger Verschiebungen der Gewichtskurven ab
Tag 8 durch den Tod bzw. vorzeitige Tétung von 4 Mé&usen nur fir die ersten 7 Tage des Experiments
angegeben. Der Pfeil zeigt die erste Applikation des CTSD-Inhibitors Pep A. Die Datenpunkte sind als Mittelwerte
jeder Gruppe (n=>5) * standard error of the mean angegeben. Der Gewichtsverlauf der DSS/PBS Gruppe zeigte
signifikante Unterschiede sowohl zur DSS/Pep Gruppe (univariate Varianzanalyse, p<0,001) als auch zur
H-O/Pep Gruppe (univariate Varianzanalyse, p<0,006).
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Abb. 4.27: Kolonldngen

Kolonlédngen Pepstatin A (Pep)-behandelter Mduse (Dreiecke) und PBS-behandelter Mduse (Kreise) mit (DSS)
und ohne (H20) experimentelle Colitis. Die horizontalen Linien geben die Mittelwerte der einzelnen Gruppen an.
Mit Ausnahme der DSS/PBS Gruppe, die aus 4 Tieren bestand, setzten sich alle Gruppen aus 5 Mé&usen
zusammen.
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4.5.4.2.2 Histologie

Als MaB fir den Entziindungsgrad wurde ein individueller histologischer Score (HS)
verblindet von einer unabhangigen Person ermittelt. Es wurden hierbei sowohl der
Epithelschaden, als auch das entzindliche Infiltrat begutachtet. Fir beide Parameter wurde
an drei unterschiedlichen Stellen HE-geféarbter Gewebeschnitte ein Score von 0 (kein
Schaden, kein Infiltrat) bis 4 (starker Schaden, starke Infiltration) vergeben, so dass sich 6
Einzelwerte ergaben, deren Mittelwert den Gesamtscore bildete. Die HS der einzelnen
Gruppen sind in Abb. 4.28 A dargestellt.

Der HS von 3,6 £ 0,5 in der DSS/PBS Gruppe lag signifikant héher als der HS in der
Inhibitor-behandelten Vergleichsgruppe (DSS/Pep) (Abb. 4.28 A, p<0,03). Erwartungsgeman
entwickelten Mause ohne DSS-Supplement keine Darmentziindung, was sich in den
niedrigen HS widerspiegelte (H.O/PBS: 0,6 + 0,9; H,O/Pep: 0,4 £ 0,4). In Abbildung 4.28 B
sind reprasentative Ausschnitte der Histologie fiir jede Gruppe gezeigt. In Pepstatin A-
behandelten Mausen mit Colitis waren verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe
bemerkenswerte Reduktionen in Mukosadicke, Lymphknotenschwellung und entzindlichem
Infiltrat feststellbar (Abb. 4.28 B (b)). Im Gewebe der Mause ohne DSS-Behandlung
(H-O/PBS; H,O/Pep) wurden keine histologischen Besonderheiten festgestellt (Abb. 4.28 B

(a, c)).
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Abb. 4.28: Histologie

(A) Histologisches AusmafB der DSS-induzierten Colitis in Mdusen mit und ohne Pepstatin A (Pep)- Behandlung.
Die horizontalen Linien zeigen die jeweiligen Mittelwerte pro Gruppe an. Colitismduse mit Inhibitorbehandlung
(DSS/Pep) wiesen ein signifikant geringeres Entziindungsausmaf auf als Colitism&use ohne Inhibitorbehandlung
(DSS/PBS) (p<0,03). Miuse ohne DSS-Applikation entwickelten erwartungsgemdB keine Entziindung. Die
Vergabe des histologischen Scores erfolgte verblindet durch eine unabhdngige Person. (B) Exemplarische
Darstellung eines typischen Ausschnittes der Histologie fiir jede Gruppe. (a) H-O/PBS, (b) DSS/PBS, (c)
H>O/Pep, (d) DSS/Pep. VergréBerung 100 x.
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4.5.4.2.3 Die Hemmung von CTSD hat keinen Einfluss auf die MPO-Aktivitat

Im Rahmen der Immunabwehr gegen eindringende Bakterien spielt die
Myeloperoxidase (MPQO), ein Enzym, das vor allem in neutrophilen Granulozyten vorkommt,
eine wichtige Rolle. MPO katalysiert die Oxidation von Chloridionen mit Hilfe von

Wasserstoffperoxid:
H202 +ClI'> HQO + OCI

Die Hypochloridionen oxidieren Membranlipide von Bakterien und lysieren auf diese
Weise die bakterielle Zellwand. Im Zuge von Infektionen und Entzindungen ist die Aktivitat
der MPO erhéht, um eine starkere Abwehr gegen invasive Pathogene zu ermdglichen.
Aufgrund der in dieser Arbeit nachgewiesenen erhdhten bakteriellen Translokationsrate im
Zusammenhang mit CED (4.2) sollte nun die MPO-Aktivitdt im murinen Kolon bestimmt

werden.
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Abb. 4.29: MPO-Aktivitét

MPO-Aktivitdt im Kolon PBS- und Pepstatin A-behandelter Mduse mit und ohne experimentelle Colitis. Méduse
ohne Colitis (H2O/PBS, H-O/Pep) zeigten erwartungsgemdB eine geringe MPO-Aktivitét. Colitismduse sowoh!
ohne (DSS/PBS), als auch mit Pepstatin A-Behandlung (DSS/Pep) wiesen signifikant gesteigerte MPO-Aktivitdten
im Vergleich zur H-O/PBS Gruppe auf. Die Pepstatin A-Behandlung hatte im DSS-Modell keinen Einfluss auf die
Aktivitdt der MPO. * p<0,05

Mause ohne Colitis (H,O/PBS, H,O/Pep) zeigten erwartungsgemaB eine geringe
MPO-Aktivitat, die sich zwischen den beiden Gruppen statistisch nicht unterschied. Sowohl
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unbehandelte Mause mit Colitis (DSS/PBS) als auch Pepstatin A-behandelte Colitismause
(DSS/Pep) wiesen eine signifikante Steigerung der MPO-Aktivitat im Vergleich zur H,O/PBS
Gruppe auf (p<0,05). Die Pepstatin A-Behandlung zeigte hierbei keinen Einfluss auf die
Aktivitat der MPO.

4543 Die Blockierung von CTSB/CTSL reduziert Colitis-assoziierte Symptome

Aufbauend auf die in vivo Experimente zur Inhibition von CTSD sollte nun der Effekt
der simultanen CTSB- und CTSL-Hemmung untersucht werden. Um vergleichbare Aussagen
Uber die Effizienz der Blockierung im Hinblick auf ihre therapeutische Wirkung treffen zu
kébnnen, wurde analog das akute murine DSS-Colitis-Modell verwendet. Das
Applikationsschema entsprach dem der unter 4.5.4.2 beschriebenen CTSD-Hemmung.

Die in dieser Arbeit verwendeten spezifischen Inhibitoren fiir CTSB und CTSL sowie
die jeweilige optimale Applikationsdosis wurde Publikationen entnommen: als spezifischer
CTSB-Inhibitor diente L-trans-Epoxysuccinyl-lle-Pro-OH Propylamid (CA-074) [155], die
Aktivitdt von CTSL wurde spezifisch durch Z-Phe-Tyr-Aldehyd blockiert [204-206]. Die
gleichzeitige Hemmung von CTSB und CTSL wurde durch simultane Injektion beider
Inhibitoren erreicht.

Die Tiere wurden taglich gewogen und der Gewichtsverlauf dokumentiert. An Tag 10
wurden die Tiere getétet, die Kolons prapariert und far histologische und funktionelle
Untersuchungen aufbereitet.

Die simultane Applikation der Inhibitoren reduzierte die Schwere der induzierten

Colitis in allen untersuchten Parametern.

4.5.4.3.1 Symptomatik, Gewichtsverlauf und Kolonlénge

Colitis-assoziierte Symptome wie entziindeter Anus und blutige Diarrhée waren in
allen Mausen ohne Inhibitorenbehandlung stark ausgepragt (100%), wahrend in der
behandelten Gruppe 80% der Tiere symptomfrei blieben. Der Gewichtsverlust Gber die
Dauer des Experiments betrug in unbehandelten Colitistieren (DSS/PBS) 25% vs. 6% in der
Inhibitoren-behandelten Gruppe (DSS/Inhibitoren) (Abb. 4.31, p<0,01).

Die mit der experimentellen Colitis einhergehende Verklrzung des Kolons spiegelte
sich in der unbehandelten Colitis-Gruppe (DSS/PBS) mit einer durchschnittlichen Kolonlange
von 9,1 £ 1,2 cm signifikant stérker wider als in der behandelten Gruppe (DSS/Inhibitoren),
die eine Kolonlange von 10,6 £ 0,8 cm aufwies (Abb. 4.32, p< 0,05).
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Abb. 4.30: Gewichtsverlauf

Gewichtsverlauf PBS-behandelter und CTSB/CTSL-Inhibitoren-behandelter Mduse mit experimenteller Colitis.
Die simultane CTSB/CTSL-Hemmung erfolgte durch gleichzeitige, tdgliche Applikation von CA-074 und Z-Phe-
Tyr-Aldehyd (ber 7 Tage. Der Pfeil indiziert die erste Inhibitorgabe. Inhibitoren-behandelte Mduse (weiBe Kreise)
zeigten einen signifikant geringeren Gewichtsverlust als PBS-behandelte Kontrolltiere (schwarze Kreise)
(univariate Varianzanalyse, p<0,01). Die einzelnen Datenpunkte zeigen die jeweiligen Mittelwerte pro Gruppe
(n=5) * standard error of the mean.

12
p<0,05
11 8
00
—_ °
£
S, 10- b
(0]
(@]
c
ﬂ
= 0
9 g/ —
S $
8 -
°
7
DSS/PBS DSS/Inhibitoren

Abb. 4.31: Kolonldngen

Kolonldngen PBS-behandelter und CTSB/CTSL-Inhibitor-behandelter Mduse. Die horizontale Linie beschreibt
den Mittelwert der jeweiligen Gruppe.
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4.5.4.3.2 Histologie

Der HS als MaB des Entziindungsgrades betrug in unbehandelten Tieren 3,5 £ 0,5
(DSS/PBS) und wurde durch Behandlung mit den Inhibitoren signifikant auf einen HS von 1,8
*+ 1,3 reduziert (Abb. 4.33 A, p<0,03). Das Kolongewebe unbehandelter Tiere wies eine
starke Entzindung mit einer massiv zerstérten Mukosa, Ulzerationen, groBen Lymphfollikeln,
einer verdickten Submukosa und starker Infiltration auf (Abb. 4.33 B (a)), wéhrend in den
behandelten Tieren nur leichte Entziindungszeichen festgestellt werden konnten (Abb. 4.33
B (b)).
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Abb. 4.32: Histologie

(A) Histologischer Score (HS) PBS-behandelter und CTSB/CTSL Inhibitoren-behandelter Mdause mit
experimenteller Colitis. Inhibitoren-behandelte Mduse (weiBe Kreise) zeigten einen signifikant geringeren HS als
die Kontrollmduse (schwarze Kreise), deren hoher HS einer starken Entziindung entsprach (p<0,03). Die
horizontalen Linien entsprechen den Mittelwerten der jeweiligen Gruppe (n=5). (B) Exemplarische Ausschnitte
murinen Kolongewebes der DSS/PBS Gruppe (a) und der DSS/Inhibitoren Gruppe (b). Im Kolon der PBS
behandelten Gruppe zeigten sich entsprechend dem HS starke Entziindungszeichen wie Mukosaverdickung,
groBe Lymphfollikel und Influx von Entziindungszellen. VergréBerung 100 x; m — intestinale Mukosa, f -
Lymphfollikel
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Aufgrund der Beobachtung, dass ausschlieBlich eine simultane, homozygote CTSB/CTSL-
Defizienz letal ist [171] und aufbauend auf die hier gezeigten Daten zur simultanen
CTSB/CTSL-Inhibition konnte karzlich in unserer Arbeitsgruppe durch Einzelblockierungs-
experimente gezeigt werden, dass nur das Zusammenwirken beider Inhibitoren einen
therapeutischen Effekt auf das AusmaB der induzierten Darmentzindung im DSS-Colitis-
Modell hat. Sowohl die Einzelhemmung von CTSB als auch von CTSL resultierte in keiner
Verbesserung der entzindungsassoziierten Parameter und Symptome (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die Cathepsine B, L und D eine destruktive
Rolle in der intestinalen Entzindung spielen. Durch Blockierung deren Aktivitdten konnte ein
therapeutischer Effekt hinsichtlich des AusmaBes der Darmentziindung im murinen DSS-

Colitis-Modell erzielt werden.
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Kapitel 5

Diskussion

Ausgangsfragestellung

Die Identifizierung des ersten MC-assoziierten Suszeptibilitatsgens NOD2/CARD15,
einem Vertreter der zytosolischen NOD-Proteinfamilie, sowie seine strukturelle und
funktionelle Aufklarung im Jahre 2001 lenkten den Fokus der CED-Forschung immer starker
auf die intestinale Mikroflora [30]. Im selben Jahr entstanden erste Hypothesen, dass NOD-
Proteine Uber ihre den TLRs homologen LRR-Domé&nen bakterielle Komponenten
detektieren und NF-kB induzieren kénnen [116]. Kurz darauf wurde MDP, eine konservierte
Struktur des bakteriellen Zellwandbestandteils PDG sowohl grampositiver als auch
gramnegativer Bakterien [207], als Ligand fur NOD2/CARD15 identifiziert [99;113]. Um die
Invasion von Bakterien und vor allem pathogener Erreger aus dem Lumen in das
Darmgewebe zu verhindern, verfligt der gesunde Organismus Uber zahlreiche lokale
Schutzmechanismen (Mukusproduktion, Synthese antimikrobieller Peptide, intraluminale
IgA-Sekretion, Darmmotilitat), die die Adharenz von Bakterien verhindern sollen [208;209].
Im Krankheitsbild MC sind diese protektiven Faktoren insoweit verandert, dass es zu einer
Fehlregulation der intestinalen Barriere und Invasion von Bakterien kommt. Welche Routen
und Mechanismen Bakterien nutzen, um die hochselektive Darmbarriere zu Uberwinden, ist
bis heute nicht eindeutig geklart.

Im Rahmen dieser Dissertation sollte untersucht werden, ob (i) die transepitheliale
Passage von Bakterien mit dem NOD2/CARD15-Genotyp der Patienten assoziiert ist, (ii)
veranderte Zell-Zell-Kontakte einen potentiellen Weg der Barriereliberwindung darstellen und
(iii) welche Konsequenz die intrazellulare bakterielle Stimulierung fir die Aktivierung
NOD2/CARD15- und Nalp3-vermittelter proinflammatorischer Signalpfade sowie fir
gewebedestruktive Prozesse (am Beispiel der proteolytischen Cathepsinfamilie und

Synthese reaktiver Sauerstoffmetabolite) im Krankheitsbild MC hat.
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5.1 Isolierung humaner intestinaler Makrophagen

Die Charakterisierung humaner IMAC und insbesondere die Untersuchung
verschiedener Gene erforderte primar ein hochreines Zellisolat. Durch die in unserer
Arbeitsgruppe etablierte Anreicherung humaner IMAC Uber ihren Oberflachenmarker CD33
[86] wurde mit einer Reinheit der Zellpopulation von 95% die Spezifitat des Isolates fir

nachfolgende Versuche sichergestellt.

5.2 Bakterielle Translokation und Wege der Uberwindung der
epithelialen Barriere im Krankheitsbild Morbus Crohn

Zu Beginn dieser Arbeit konzentrierten sich zahlreiche Studien und Publikationen auf
die Untersuchung der fékalen Mikroflora. Dadurch konnten zwar Veranderungen in der
Zusammensetzung der Darmflora bei MC-Patienten aufgedeckt werden [3;74;210], jedoch
keine Aussagen Uber die Adharenz oder potentielle Translokation luminaler Bakterien
getroffen werden. Methoden, die Mukosa-assoziierte Bakterien direkt detektieren kénnen,
waren und sind aufgrund unzureichender Spezifitdt und fehlender Quantifizierungs-
moglichkeiten limitiert und experimentell schwierig [211;212]. Ein Uberzeugender direkter
Nachweis translozierter Bakterien ist bisher nur Swidsinski et al. gelungen, die im Darm von

MC-Patienten Bakterien innerhalb der Epithelzellen nachwiesen [213].

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels FISH gezeigt werden, dass der intestinale
Mukus im Darm von MC-Patienten eine starke bakterielle Besiedelung aufweist, wahrend im
Mukus von Kontrollpatienten keine adharenten Bakterien detektiert wurden. Diese Daten
werden durch Publikationen anderer Arbeitsgruppen gestitzt [214;215]. Die erste
physikalische Schutzschicht gegeniuber dem Darmlumen stellt der den gesamten
Gastrointestinaltrakt auskleidende Mukus, bestehend aus Glykoproteinen und Muzinen, dar.
Die Muzinschicht im Darm von MC-Patienten weist eine Vielzahl biochemischer
Veranderungen auf, wodurch die viskoelastischen Eigenschaften des Mukus sowie
Interaktionen mit Mikroorganismen, Elektrolyten, Defensinen und Nahrungsmittel-
bestandteilen beeinflusst werden. Dies resultiert in einer reduzierten Funktionalitdt der
supramukosalen Barriere [216]. Einige Vertreter der luminalen Flora sezernieren Enzyme,
welche Muzin-Oligosaccharide komplett degradieren kénnen [216]. Durch die

biochemischen, funktionellen und metabolischen Veranderungen der mukosalen
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Schutzschicht bei MC wird so der Kontakt des Epithels mit der veranderten (vermehrt
aggressiven und reduziert protektiven [210]) bakteriellen Mikroflora verstarkt.

Da mittels FISH intraepithelial/-mukosal keine Bakterien lokalisiert werden konnten,
wurden bakterielle Produkte im intestinalen Gewebe durch den immunhistochemischen
Nachweis bakteriellen Endotoxins detektiert. Die Akkumulation bakteriellen Endotoxins im
intestinalen Gewebe von MC-Patienten wies NOD2/CARD15 Genotyp-spezifische
Unterschiede auf — Patienten mit heterozygot vorliegendem SNP8 bzw. SNP13 im
NOD2/CARD15 Gen zeigten starkere Endotoxin-Anreicherungen als Trager des WT-Gens
bzw. der SNP12 Variante.

NOD2/CARD15, als Sensor des bakteriellen Zellwandbestandteils MDP, vermittelt die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB. Wie in zahlreichen in vitro und ex vivo
Untersuchungen gezeigt werden konnte, filhren MC-assoziierte Mutationen zum Verlust der
MDP-Erkennung [99;193;194]. Aufgrund der intrazellularen Lokalisation des NOD2/CARD15
Proteins sowie der Heterozygotie aller Mutationen der in dieser Arbeit eingeschlossenen
Patienten besteht vermutlich keine direkte Assoziation zwischen dem NOD2/CARD15
Genotyp der Patienten und der Starke der bakteriellen Translokation. Jedoch kénnte eine
hohe intrazellulare Konzentration bakterieller Stimuli sekundar zu einer gesteigerten
Entziindungsreaktion fahren. Die Expression des in epithelialen Entzindungsreaktionen
essentiellen Zytokins TNF wird in IEZ bei pathologischen Prozessen, so auch bei MC,
induziert. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass intestinale Epithelzelllinien
(HT-29, SW620, SW948) nach Stimulation durch TNF eine gesteigerte NOD2/CARD15-
Proteinsynthese aufweisen [217]. Wie auch im Verlauf dieser Arbeit nachgewiesen wurde,
kdnnen durch alleinige Uberexpression von NOD2/CARD15 HEK293T-Zellen fiir bakterielle
Stimuli  sensitiviert werden, was in einer gesteigerten Produktion und Sekretion des
Chemokins IL-8, resultiert (4.3.2; [29;110;120]).

Eine gesteigerte Translokationsrate kdnnte somit Ober die Induktion der
NOD2/CARD15-Proteinsynthese zu einer verstarkten Immunreaktion auf nicht pathogene
und pathogene Bakterien flhren.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass im Darm von MC-Patienten Bakterien die
epitheliale Barriere Uberwinden, stellte sich die Frage, welche potentiellen Translokations-
wege hierfir benutzt werden. Die epitheliale parazellulare Permeabilitdt sowie die
Barrierefunktion werden durch Zell-Zell-Kontakt-vermittelnde TJds und AJs reguliert [218]. Bei
CED wurde eine durch proinflammatorische Zytokine verursachte starke Durchlassig-
keitszunahme der TJs festgestellt, wobei bis heute nicht bekannt ist, welche(s) Protein(e) fur
die Bildung der abdichtenden Barriere bzw. flr die Entstehung von Lecks in erster Linie

verantwortlich ist/sind [219].
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Zell-Zell-Kontakte im Darm
von MC-Patienten morphologisch unveréndert sind, es jedoch zu deutlichen
Mengenunterschieden der TJ/AJ-assoziierten Proteine kommt. Die TJ-Proteine Claudin-1, -2,
Occludin und ZO-1 waren im entziindungsassoziierten Gewebe starker nachweisbar als im
Kontrollgewebe; Claudin-4 war unverandert und die die Zell-Zell-Adhasion vermittelnden AJ-
Proteine E-Cadherin und B-Catenin [72;73] waren im entzindungsassoziierten Gewebe
deutlich reduziert.

Claudin-1 und Claudin-2 erflllen innerhalb der TJ abdichtende Funktionen — eine
essentiell wichtige Voraussetzung flr die epitheliale Barrierefunktion. Daher waren beide
Proteine hauptséchlich im Epithel nachweisbar. Eine Verdnderung im Expressions- und
Synthesemuster schadigt daher priméar die intestinale Barriere. Eine verstarkie Expression
von Claudin-1 wurde u.a. bei kolorektalen Tumoren festgestellt [220]. Dies kdénnte den
deutlichen Nachweis von Claudin-1 in den Kontrollproben erklaren, da diese Proben im
Rahmen von Operationen kolorektaler Tumore aus mehr oder weniger tumornahem Gewebe
gewonnen wurden. Die detektierte Menge an Claudin-1 in den entziindungsassoziierten
Proben von MC-Patienten war sogar noch héher als in tumornahem Gewebe. Die gezeigte
deutliche Induktion von Claudin-2, dessen vermehrte Expression in der Bildung durchlassiger
Poren resultiert [63;221], fihrt somit zu einer reduzierten Dichtigkeit der Zell-Zell-Kontakte.
Durch die Fahigkeit beider Claudine zur Rekrutierung und Aktivierung des Vorlauferproteins
der Matrixmetalloproteinase (MMP)-2 [222;223] sowie die Aktivierung von pro-MMP-9 durch
eine verstarkte Claudin-1 Expression [220] kénnten die bei MC erhéhten Mengen zudem zur
verstarkten Proteolyse extrazellularer Matrixproteine fihren, wodurch es zu Gewebeumbau
und —schadigung kommen kann. Claudin-4 ist fir die transzelluldare Na*-Permeabilitat
verantwortlich und besitzt keine abdichtende Funktion, ein Mengenunterschied im Gewebe
hatte also keinen Einfluss auf die Barriereerhaltung [64]. Occludin ist in allen Epithelien
lokalisiert, seine Funktion ist bisher nicht geklart — ein Fehlen bereits in der
Embryonalentwicklung ist fir die Ausbildung der TJ-Barriere nicht von Bedeutung, so dass
Occludin selbst vermutlich keine Rolle bei der Erhaltung der Barriere spielt [58;224]. Es gibt
jedoch zahlreiche Befunde, die darauf hinweisen, dass Occludin eine wichtige Rolle
innerhalb der TJ erfilllt. Die Uberexpression mutierter Occludinformen filhrt zu einer
reduzierten Barrierefunktion der TJs [57;59;60]. Ferner flhrt die Zugabe von synthetischen
Peptiden, welche in ihrer Aminosauresequenz den extrazellularen Schleifen von Occludin
entsprechen, in epithelialen Zellen zum Verschwinden der TJ und zur Hemmung der
Zelladhasion [225-227]. Der in dieser Arbeit gezeigte verstarkte Nachweis von Occludin in
intestinalem Gewebe von MC-Patienten kénnte demzufolge ebenfalls an einer reduzierten
Dichtigkeit der Zell-Zell-Kontakte beteiligt sein. ZO-1 fungiert als Verbindung zwischen den

Actin-Filamenten und den eigentlichen TJ-Proteinen [228]. Durch Promotorregulationen
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beeinflusst ZO-1 die parazelluldare Permeabilitit — ZO-1 und ein interagierender
Transkriptionsfaktor (ZONAB) regulieren z.B. die Expression von ErbB2, einem wichtigen
Zellzyklusregulator fur die epitheliale Differenzierung und Morphogenese [71]. Ein verstarkter
Z0-1 Gehalt im Gewebe koénnte die ,Kommunikation® zwischen Nukleus und TJ
beeinflussen, so dass es zu Veranderungen in der epithelialen Differenzierung und
Zellteilung kommt.

Ein reduziertes Vorliegen der die Zell-Zell-Adhasion vermittelnden AJ-Proteine -
Catenin und E-Cadherin férdert zusatzlich die paraepitheliale Passage potentieller Noxen.

Diese Daten zeigen, dass Veranderungen in der Proteinzusammensetzung der Zell-
Zell-Kontaktpunkte im Krankheitsbild MC, die zu gestdrten Barrierefunktion und zum Verlust
von Zell-Zell-Kontakten flhren, einen optimalen Weg flr luminale Bakterien darstellen, die

paraepitheliale Barriere zu passieren.

5.3 Einfluss bakterieller Translokation auf die Regulation des
intrazellularen Sensorproteins NOD2/CARD15 und die
intestinale Entziindung im Krankheitsbild Morbus Crohn

5.3.1 MDP induziert die Aktivierung des NOD2/CARD15 Promotors sowie des NF-kB

Signalweges in vitro

Das intestinale Epithel als primare Barriere gegen luminale Keime vermittelt
einerseits Toleranz gegentber der kommensalen Flora [229], andererseits mlUssen |IEZ aber
potentiell gefahrliche Pathogene erkennen, so dass geeignete Immunreaktionen in der
subepithelial gelegenen Lamina Propria eingeleitet werden kdénnen [229]. Die zugrunde
liegenden Mechanismen der |IEZ-Toleranz versus Intoleranz gegen luminale bakterielle
Liganden werden wahrscheinlich durch TLRs und andere PRRs des angeborenen
Immunsystems, wie Vertretern der intrazelluldren NOD-Proteine vermittelt [229].
NOD2/CARD15 wird hauptsachlich in Phagozyten und Epithelzellen exprimiert [194] und
induziert die Aktivierung von NF-kB [132]. Eine Vielzahl der Gene, die in IEZ nach
bakterieller Invasion aktiviert werden, sind NF-kB-Zielgene (z.B. IL-8) [120;122]. Daher galt
es, mit Fokus auf den NOD2/CARD15 Genotyp der Patienten zu klaren, welchen Einfluss ein
verstarkter intrazellularer bakterieller Stimulus auf die Aktivierung des proinflammatorischen
NF-kB Signalweges hat.
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Es konnte gezeigt werden, dass der bakterielle Zellwandbestandteil MDP in vitro
dosisabhéangig den NOD2/CARD15 Promotor aktiviert. Intrazellulare bakterielle Stimulierung
resultiert folglich in einer gesteigerten NOD2/CARD15-Expression. In in vitro
Untersuchungen  wurde nachgewiesen, dass die Synthese und  Sekretion
proinflammatorischer Zytokine in IEZ als Antwort auf Stimulierung mit TNF bzw. LPS erhéht
ist [230] und humane Kolonepithelzelllinien (T84, HT-29, Caco-2) nach Infektion mit
pathogenen Bakterien verstarkt proinflammatorische Zytokine exprimieren [231].
Proinflammatorische Zytokine (z.B. TNF, IFN-y) kénnen die niedrige basale Expression von
NOD2/CARD15 in Epithelzellen und die Aktivierung von NF-kB steigern [110]. Durch die
Bindung von NF-kB an adaquate Bindestellen im NOD2/CARD15 Promotor kann sich die
NOD2/CARD15 Expression somit selbst hochregulieren (= autokrine Signalverstarkung). NF-
kKB fungiert demzufolge als zentraler Regulator in der Aktivierung der epithelialen zellularen
Immunreaktion nach bakterieller Infektion [120;232;233] und kbénnte mit einer starken

Expression von NOD2/CARD15 in IEZ, welche durch MDP induziert wird, assoziiert sein.

Das NOD2/CARD15-Gen ist in der kaukasischen Population bei etwa 50% der MC-
Patienten und 20% gesunder Menschen mutiert [234]. Welche Konsequenz diese
Mutationen fir die intestinale Entziindungsreaktion haben, wurde und wird kontrovers
diskutiert. Es galt daher zu untersuchen, ob die MC-assoziierte(n) Mutation(en) in einer
gesteigerten oder reduzierten NF-kB-Aktivierung resultieren. Zahlreiche in vitro und ex vivo
Untersuchungen bestétigten, dass MC-assoziierte Mutationen zum Verlust der MDP-
Erkennung fuhren [99;193;194]. Ferner konnte nachgewiesen werden, dass NOD2/CARD15
in Paneth-Zellen (einer Zellpopulation in intestinalen Krypten, die groBe Mengen
antimikrobieller Peptide synthetisiert) exprimiert wird und in vitro die Sekretion von humanem
B-Defensin-2 verstarkt. Zusammenfassend unterstitzen diese Daten das ,/oss of function*-
Szenario, welches einen Defekt der NOD2/CARD15 Varianten in der Aktivierung von
Abwehrmechanismen vermutet, der in einer erhdhten Bakterienlast und folglich mukosalen
Entziindung resultiert [235]. Unterstitzt wird die ,/oss of function“ Hypothese durch Studien,
die zeigten, dass NOD2/CARD15 WT die TLR2-vermittelte Entziindungsantwort limitiert,
wahrend den mutierten NOD2/CARD15 Varianten diese Fahigkeit fehlt, was in einer
verstarkten NF-kB-Aktivierung und IL-12 Expression resultiert [235]. Trotzdem gibt es bis
heute keinen Beweis, dass die Antwort auf MDP den MC-Phanotyp bestimmt. Die ,/loss-of-
function* Theorie wurde aber gleichzeitig durch eine Studie widerlegt in denen Mause, die
die SNP13 homologe Mutation trugen, eine tbermaBige IL-1B-Produktion zeigten und somit
eine ,gain-of-function* nachwiesen [135].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von
NOD2/CARD15, sowohl des WT-Gens als auch der mutierten SNP13-Variante (trunkiertes
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Protein), bereits ohne bakteriellen Stimulus in vitro zur Aktivierung des NF-kB Signalweges
fihrt. Durch MDP-Stimulierung wurde in Zellen, die das NOD2/CARD15 WT-Gen
exprimierten, eine signifikante Steigerung der IL-8 Sekretion beobachtet, wahrend die
Expression des trunkierten Proteins sowie des Kontrollvektors zum Verlust der
Induzierbarkeit fuhrten. Diese Daten korrelieren mit Hugot et al., die 2001 in einer &hnlichen
Studie zeigten, dass die Uberexpression des NOD2/CARD15 WT-Gens sowie des
trunkierten Proteins nach Stimulierung mit LPS zur IL-8 Sekretion fuhrte [29]. Die
NOD2/CARD15-assoziierte Mutation SNP13 ist, wie auch SNP8 und SNP12, in der LRR-
Doméne des Gens lokalisiert und betrifft somit die Region, welche fur die Erkennung
bakterieller Komponenten essentiell ist. Die in dieser Arbeit gezeigte fehlende Fahigkeit,
durch bakterielle Stimulierung NF-kB induzieren zu kénnen, verstéarkt die ,loss of function*
Theorie NOD2/CARD15-assoziierter Mutation(en).

Die in diesem Teil der Arbeit gezeigten Daten zeigen starke Parallelen zur Regulation
extrazellularer PAMP-Rezeptoren, den TLRs, in IEZ [120]. Wie fir TLR4 beschrieben [236]
weist auch NOD2/CARD15 in unstimulierten IEZ nur eine geringe Basalexpression auf,
welche durch proinflammatorische Zytokine gesteigert werden kann [237]. Im Rahmen von
Entzindungsreaktionen werden IEZ somit flr bakterielle Produkte sensitiviert und geeignete
Immunreaktionen induziert. Analog exprimieren |IEZ kein MD-2, ein fur die TLR4-vermittelte
LPS-Erkennung essentielles Ko-Rezeptormolekil [120]. AuBerdem zeigen sie keine
Reaktion auf reines LPS. Exprimierten IEZ aber transient MD-2 und TLR4, konnte die
Fahigkeit, LPS zu erkennen, wiederhergestellt werden [120;238]. AuBerdem wurde eine
positive Regulation der Expression von MD-2 Gber IFN-y und von TLR4 zusétzlich Gber TNF
in IEZ beschrieben [120;237]. Auch die Expression von NOD2/CARD15 in IEZ kann durch
TNF und IFN-y gesteigert werden [120]. Die negative Regulation der Expression bakterieller
Sensorproteine kénnte einen Mechanismus der |EZ darstellen, der sie vor einer
fehlregulierten Immunabwehr gegen kommensale Bakterien schiitzt.

Aufgrund der gezeigten Induktion von NOD2/CARD15 (WT) durch bakterielle
Stimulierung kdénnte dieses Sensorprotein zusatzlich zu seiner Aktivatorfunktion auch

Regulatorfunktionen erftillen.

5.3.2 Im intestinalen Gewebe von MC-Patienten kommt es zur NOD2/CARD15
Genotyp-spezifischen Aktivierung von NF-kB

Nachdem in vitro gezeigt wurde, dass MDP NOD2/CARD15 Genotyp-spezifisch die
Aktivierung von NF-kB induziert, sollte geklart werden, ob diese Daten in intestinalem

Gewebe reproduziert werden kénnen. Im Darmgewebe von MC-Patienten konnte NF-«kB
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Aktivitat nachgewiesen werden. Bei Vorliegen von Mutationen ist diese verandert. Die
ebenfalls detektierte (obgleich vs. MC geringere) NF-kB Aktivitdt in den Kontrollproben,
welche im Rahmen von Operationen kolorektaler Tumorerkrankungen gewonnen wurden,
resultiert aus der mehr oder weniger tumornahen Herkunft des Probengewebes, welches
womdglich ebenfalls eine geringe Entzindung aufwies. Heterozygote Tréager der
NOD2/CARD15 Varianten SNP8 bzw. SNP12 zeigten eine im Vergleich zu Patienten mit
NOD2/CARD15 WT bzw. heterozygotem SNP13 hdhere NF-kB Aktivitdt. Diese Daten
stimmen mit den in vitro Untersuchungen Uberein.

NF-kB spielt aber nicht nur eine Rolle in Entziindungsreaktionen, sondern fungiert
auch als wichtiger Regulator der epithelialen Integritédt und intestinalen Immunhomdostase
[127]. In vivo Studien zeigten, dass die |IEZ-spezifische Hemmung von NF-kB durch die
Defizienz von NEMO spontan eine schwere, chronische, intestinale Entzindung verursacht,
welche Apoptose von Kolonepithelzellen, eine verminderte Expression antimikrobieller
Peptide und Translokation von Bakterien in die Mukosa bedingt [127]. Die in den
Kontrollproben detektierte geringe NF-kB Aktivitat stellt somit eine immunologische
Notwendigkeit des intestinalen Gewebes dar, die Homdostase aufrecht zu erhalten. Die
Daten der MC-assoziierten Proben wirden aber den postulierten Funktionsverlust der
Ligandenerkennung durch NOD2/CARD15 Mutationen negieren. Wie kann es beispielsweise
im Darm von Patienten mit NOD2/CARD15 SNP12, die nur eine geringe Anreicherung von
Endotoxin im intestinalen Gewebe zeigten, zu einer starken NF-kB Aktivierung kommen und
kontrér im Gewebe von Patienten, die nur eine geringfigige NF-kB Aktivitat aufweisen, der
starkste Endotoxingehalt nachgewiesen werden? Diese Differenzen kdnnten aus dem
heterozygoten Vorliegen der Mutationen sowie der hohen Variabilitat der Daten aufgrund der
geringen Patientenzahlen resultieren. Die wahrscheinlichste Erklarung ist aber die potentielle
Existenz eines NOD2/CARD15-unabhangigen Signalweges, welcher diese starke
Entzindungsreaktion induziert. Die meisten Autoren vermuten einen primaren Defekt in der
angeborenen Immunitat, welcher die Proliferation von Bakterien induziert und sekundér eine
durch das adaptive Immunsystem  gesteuerte, NOD2/CARD15-unabhéangige
Entziindungsreaktion tber Effektor-T-Zellen im Wirtsgewebe induziert [194]. Andere Studien
zeigten, dass NOD2/CARD15 TLR2-vermittelte proinflammatorische Effekte limitiert [134]
bzw. MC von einer reduzierten Produktion antiinflammatorischer Zytokine (IL-10, TGF-B)
resultiert [239]. Durch defekte MDP-Erkennung ist die Negativregulation des TLR2
Signalpfades aufgehoben und es kommt zur NOD2/CARD15 unabhéngigen Aktivierung von
NF-kB.

Auch die Sekretion von Chemokinen und Defensinen durch IEZ ist durch fehlerhafte
NOD2/CARD15-Expression reduziert. In der vorliegenden Arbeit zeigten HEK293T-Zellen,

die die SNP13-Variante exprimierten, aufgrund fehlender MDP-Erkennung nach Stimulierung
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eine deutlich verminderte Sekretion des Chemokins IL-8. Dadurch kénnte es zu einer
defizienten Aktivierung angeborener Immunreaktionen kommen, wodurch translozierte
Bakterien verstarkt im Darmgewebe proliferieren kénnten und es letztendlich zu einer
dauerhaften Stimulierung durch bakterielle Antigene kommen kénnte [80;110;120]. Im
intestinalen Epithel von MC-Patienten konnte neben einer gesteigerten NOD2/CARD15-
Expression [110] auch eine verstarkte TLR4-Expression nachgewiesen werden [236]. Somit
kénnte sowohl ein verdndertes TLR-Signaling, als auch die gesteigerte Synthese des
intrazellularen Sensorproteins NOD2/CARD15 an der Pathogenese des MC beteiligt sein.

In vivo Studien bestatigten, dass eine fehlende Interaktion zwischen MDP und
mutiertem NOD2/CARD15 zum Verlust der kontrollierten Antwort auf bakterielle Infektionen
fuhrt: NOD2/CARD15-defizienten Mausen fehlt die NOD2/CARD15-vermittelte Immunabwehr
durch die Erkennung bakteriellen MDPs des intrazellularen Bakteriums Listeria
monocytogenes, weshalb diese Mause eine gesteigerte Anfalligkeit fur bakterielle Infektionen
zeigten [120;240]. Zusétzlich wiesen diese Mause eine reduzierte Expression antimikrobieller
Peptide (Cryptdine) auf [120].

Trotz vieler z.T. kontroverser Studien und Hypothesen scheint NOD2/CARD15 eine
Schlisselrolle in der Immunabwehr des Darms gegen bakterielle Infektionen zu spielen und
Mutationen eine Préadisposition fir MC durch eine defekte Regulation immunologischer

Reaktionen auf kommensale und/oder pathogene Bakterien zu férdern [120].

Die gesteigerte NADPH-Oxidase Aktivitat, die in dieser Arbeit in humanen IMAC aus
der Mukosa von Patienten mit MC gefunden wurde, stimmt mit dem Befund Uberein, dass in
intestinalem Gewebe von MC-Patienten vs. Kontrollpatienten deutlich mehr aktiviertes NF-kB
nachgewiesen wurde. Interessanterweise zeigten MC-Patienten, die Trager der
NOD2/CARD15 SNP8 Variante waren, sowohl die hdchste NADPH-Oxidase Aktivitat als
auch die hochste NF-kB Aktivitat. Die NOD2/CARD15 Genotyp-spezifische Aktivierung von
NF-kB scheint somit u.a. direkt durch die Menge an synthetisierten ROS induziert und
reguliert zu sein. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde die NADPH-Oxidase, ein
Leitenzym des oxidativen Burst, als differentiell exprimiertes Gen bei MC identifiziert [91]. Die
membranassoziierte NADPH-Oxidase produziert Superoxide und andere reaktive
Sauerstoffverbindungen. Diese Intermediate sind verantwortlich fir mikrobizide und
entzliindliche Aktivitdten von Phagozyten [187;198]. Die Bildung toxischer Sauerstoffderivate
durch Phagozyten kann in vielen Fallen zur Gewebezerstérung fihren. Dies kann die
Ursache fur Infektionen, Arthritis und andere chronische Entziindungen sein [241], sowie zu
Mutationen und Karzinogenese beitragen [242;243]. Der Enzymkomplex, welcher fir die
Bildung von Superoxiden verantwortlich ist, formt ein kleines transmembranares

Elektronentransportsystem. Dieses System bewirkt die Oxidation von NADPH auf der
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zytoplasmatischen Seite und die Bildung von Superoxiden auf der MembranauBenseite. Die
NADPH-Oxidase ist in ruhenden Zellen inaktiv und kann durch Stimulierung, z.B. mit PMA,
aktiviert werden. Die intestinale Mukosa besitzt eine relativ geringe Menge antioxidativ
wirkender Schutzenzyme [244]. Wé&hrend der intestinalen Entziindung ist der Darm aber
durch die Produktion von ROS einem starken oxidativen Stress ausgesetzt. In Studien
konnte gezeigt werden, dass Antioxidantien die Darmentziindung bei CED reduzieren
kénnen und eine antioxidantienreiche Erndhrung einen therapeutischen Nutzen hat
[245;246]. Auch im Tiermodell konnte die Wirkung von ROS durch Antioxidantien gesenkt
werden [247;248]. Es wurde gezeigt, dass Superoxidradikale auch zellulare Signalwege
beeinflussen kdnnen. Dabei kénnen auch Transkriptionsfaktoren wie AP-2, zellulédre
Signalkaskaden und das NF-kB Signalsystem aktiviert werden [249]. NF-kB scheint
demnach ein redoxsensitiver Transkriptionsfaktor zu sein, der durch den Einfluss von
Oxidantien aktiviert wird. Verschiedene Studien konnten nachweisen, dass Oxidantien wie
H.O, oder Superoxidradikale auch das Zytoskelett zerstéren und die intestinale Permeabilitat
erhéhen [250;251]. Parallel konnte auch im Pflanzenreich gezeigt werden, dass die Synthese
mikrobizider ROS eine friihe Antwort auf Infektionen mit Pathogenen darstellt und diese
durch LPS induziert wird [252;253]. Bakterielle Translokation kann somit eine
unphysiologische ROS-Produktion induzieren, wodurch final nicht nur das Bakterium selbst,
sondern auch eigene zellulare Strukturen geschadigt werden. Sekundar fihrt die
UbermaBige ROS-Synthese Uber die Erhéhung der intestinalen Permeabilitdt zu einer
Verstarkung der bakteriellen Translokation.

Die in diesem Teil der Arbeit gezeigten Daten unterstitzen die Hypothese, dass ROS
wahrend aktiver Entziindungsphasen fir zweierlei verantwortlich sein kénnen: die direkt
davon abhangige Verletzung der intestinalen Mukosa sowie das Auslésen von zellularen
Signalkaskaden mit Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie AP-2 und NF-kB.

5.4 Einfluss bakterieller Translokation auf die Regulation von
Nalp3 und die Aktivierung des Nalp3-Inflammasoms

Die Erkennung hoch konservierter mikrobieller Strukturen, den sog. PAMPs, durch PRRs
spielt in der Initiierung potenter Immunantworten gegen Pathogene eine wichtige Rolle.
Neben membranassoziierten Rezeptoren (TLRs, C-Typ Lektin-Rezeptoren, Scavenger
Rezeptoren) und extrazellularen Rezeptoren (Komplement, Pentraxine, Kollektine) verflgt
die Zelle auch Uber zytoplasmatische Sensoren fiir mikrobielle Bestandteile [254]. W&hrend
RNA-bindende Proteine wie die double-stranded RNA-activated protein kinase (PKR),
retinoic acid-inducible protein 1 (RIG-1) und melanoma differentiation-associated gene 5
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(MDAS5) der Erkennung viraler Infektionen dienen, vermitteln die NOD-ahnlichen Rezeptoren
(NLRs), zu denen auch NOD2/CARD15 und die Nalp-Proteine gehdren, antibakterielle
Abwehrreaktionen [254]. Obwohl in zahlreichen Studien die Funktion der Nalp-Proteine
mittels  biochemischer und genetischer Analysen untersucht wurden, fehlen
bemerkenswerterweise bis heute Daten zur zelltyp- und gewebespezifischen Expression
dieser Proteine [255]. Aufgrund der in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen bakteriellen
Translokation und NOD2/CARD15-Genotyp-spezifischen Entziindungsantwort bei MC sollte
das Verhalten eines weiteren intrazellularen Sensors bakterieller Produkte — Nalp3 -
untersucht werden.

Im Hinblick auf die bekannte Expressionsregulation des MDP-Sensorproteins
NOD2/CARD15 durch proinflammatorische Zytokine [110] sowie Induktion durch NF-kB [111]
wurde zunachst die Nalp3-Menge im intestinalen Gewebe von MC-Patienten vs.
Kontrollpatienten verglichen. Im intestinalen Gewebe von MC-Patienten wurden deutliche
Mengen Nalp3 nachgewiesen, wahrend das Kontrollgewebe nahezu kein Nalp3 enthielt. Die
positive Farbung konzentrierte sich dabei auf kryptennahe und epitheliale Bereiche. Daher
galt es als nachstes, den Nalp3-produzierenden Zelltyp zu identifizieren. Aufgrund der
Verteilung der Nalp3-positiven Zellen im Gewebe wurde vermutet, dass es sich um IEZ
und/oder IMAC handeln kénnte. Immunhistochemische Doppelfarbungen bestétigten diese
Vermutung, analog zeigten sich deutliche Unterschiede im entzindungsassoziierten Gewebe
vs. Kontrollgewebe. Die Untersuchungen zeigten, dass in IEZ und im epithelialen
Darmgewebe von MC-Patienten verstarkt Nalp3-mRNA und -Protein nachgewiesen werden
konnte, wahrend im gesunden Darm keine Nalp3-mRNA und nur wenig Nalp3-Protein
detektiert werden konnten. In IMAC dagegen wurde sowohl in Kontrollen, als auch in den
entzindungsassoziierten Proben Nalp3-mRNA und —Protein detektiert, wobei die mRNA-
und Proteinmenge bei MC deutlich erhéht war.

Nalp3 enthalt, wie alle NBS-LRR Proteine, anstelle der fir die NOD-Proteine
charakteristischen aminoterminalen CARD-Domane eine PYD-Doméne. Uber ausschlieBlich
homophile PYD-PYD Interaktionen [256;257] bindet Nalp3 an das Adapterprotein ASC,
welches sowohl eine aminoterminale PYD-Doméne als auch eine carboxyterminale CARD-
Domane enthalt. ASC bindet Uber seine CARD-Doméane Caspase-1. Dieser 700 kDa groBe
Multiproteinkomplex — das Nalp3 Inflammasom — ist fir die Aktivierung von Caspase-1 mit
nachfolgender Prozessierung und Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL-18 und IL-
18 verantwortlich. Neben dem Nalp3-Inflammasom bilden auch Nalp1, Nalp2 und IPAF
ahnliche Multiproteinkomplexe, die sich vor allem durch die rekrutierten Effektorcaspasen
unterscheiden [255]. Die Aggregation und Aktivitat des Nalp3 Inflammasoms unterliegt einer

strengen Regulierung, auf die im spéateren Verlauf der Diskussion nédher eingegangen wird.
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Nalp3 zeigt eine starke Gewebespezifitat in hauptsachlich nicht-keratinen Epithelien
in Oropharynx, Osophagus und dem weiblichen Reproduktionstrakt sowie der Urothelschicht
der Harnblase [255]. Nalp3 mRNA wurde weiterhin in peripheren Blutleukozyten, z.T in
Neutrophilen (nach Stimulierung), und in geringem MaBe auch im Auge und der Haut
detektiert [145;258]. Die Uberlappenden Expressionsprofile von Nalp3 und seinem
Adapterprotein  ASC, welches vorwiegend in Epithelzellen und peripheren
blutmononuklearen Zellen nachgewiesen wurde [255] lassen vermuten, dass das Nalp3
Inflammasom eine kritische Rolle in der primaren Abwehrreaktion gegen invasive Pathogene
und mdgliche Allergene spielt. Der in dieser Arbeit erstmals erbrachte Nachweis von Nalp3
im entzindungsassoziierten intestinalen Epithel und seine Ko-Lokalisation mit IEZ und IMAC
zeigt die Bedeutung intrazellularer bakterieller Sensoren fur die Pathogenese der
chronischen Darmentziindung. Das intestinale Epithel erflllt als primare Barriere gegen
luminale Antigene eine duale Funktion - einerseits muss es eine effektive Immunantwort
gegen Pathogene mit dem Ziel der Neutralisierung und Eliminierung schadlicher Antigene
induzieren, gleichzeitig aber durch eine immuntolerante Antwort auf harmlose Antigene der
kommensalen Flora und Nahrungsmittel schadliche Effekte auf koérpereigene Gewebe
verhindern. Im gesunden Darm besteht ein Gleichgewicht zwischen Immunitat und Toleranz.
Die geringe Aktivitdt der IEZ im gesunden Darm spiegelt sich im Vorhandensein von
Oberflachenrezeptoren wieder. IEZ exprimieren konstitutiv kein CD14, exprimieren aber
TLRS. TLR5-, TLR2- und TLR4-mRNA waren in normalen primaren Darmepithelzellen kaum
nachweisbar [236]. Spekuliert wird, dass eine Induktion insbesondere von TLR4 in IEZ bei
CED eine Hyperreagibilitdt auf Komponenten luminaler Darmbakterien zur Folge hat
[236;259]. Die in dieser Arbeit detektierten Unterschiede der Nalp3-Menge im intestinalen
Gewebe von Kontrollpatienten und MC-Patienten sowie die gezeigte Induktion von
NOD2/CARD15 durch bakterielle Stimulierung zeigen, dass auch intrazellulare Sensoren
bakterieller Produkte durch Stimulierung induziert werden. IEZ kénnten durch die Induktion
von Rezeptoren flr extra- und intrazellulare Pathogene/Pathogenbestandteile hypersen-
sibilisiert werden, wodurch ihre immuntolerante Funktion aufgehoben wird und es zu einer
unkontrollierten Entziindungsantwort auf alle luminalen Antigene, sowohl pathogene als auch
nicht pathogene, kommt. Zusammen mit der bei MC nachgewiesenen fehlenden Fahigkeit,
die Immunreaktionen kontrolliert beenden zu kdénnen [260], nimmt die Entziindung einen
chronischen Verlauf. IEZ fiele in diesem Falle eine immunologische Starter- und
Schllsselrolle zu.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass IEZ durch Stimulierung mit
invasiven Bakterien, Parasiten oder bakteriellen Zellwandpolymeren ein charakteristisches
Repertoire chemotaktischer Peptide, Adhasionsmolekile, MHC-Klasse II-Molekilen und

proinflammatorischen Zytokinen exprimieren [231;261;262]. Die Expression dieser Molekule
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ist sowohl temporar als auch in der Abfolge reguliert, wodurch zuerst Neutrophile, gefolgt von
Monozyten und T-Lymphozyten aus der Zirkulation auswandern. Konsequenz der
Effektorzellmigration zur verletzten/infizierten Mukosa ist die Phagozytose invasiver
Pathogene (z.B. durch IMAC), die Expression proinflammatorischer Entzindungsmediatoren
sowie die weitere Translokation Iluminaler Bakterien [192]. Eine durch bakterielle
Translokation  hervorgerufene  Hypersensibilisierung von IEZ  durch  Induktion
membranassoziierter und zytosolischer Sensorproteine in Kooperation mit einer
fehlregulierten (dauerhaften) Entzindungsantwort kénnten somit die Ursache der
chronischen Darmentzindung bei MC darstellen.

Aufgrund des deutlich starkeren Nachweises von Nalp3-mRNA und Nalp3 Protein in
entziindungsassoziierten Proben und im Gewebe von MC-Patienten sollte die potentielle
Aktivierung des Nalp3 Inflammasoms untersucht werden. In diesem Teil der Arbeit konnte
gezeigt werden, dass es bei MC zur Aktivierung des Nalp3-Inflammasoms kommt. Welche
natirlichen Stimuli zur Aggregation und Aktivierung des Nalp3 Inflammasoms fihren, ist
bisher nur unzureichend bekannt. Studien zeigten eine essentielle Rolle fir Nalp3 und sein
Adapterprotein ASC in der Vermittlung der Caspase-1-Aktivierung als Antwort auf
verschiedene bakterielle Liganden, Nukleinsduren und antivirale Komponenten wie
Imidazoquinolin [263]. Weiterhin wurde eine potente Caspase-1-Aktivierung ATP-stimulierter
Makrophagen als Antwort auf LPS, Endotoxin, MDP, Lipoteichonsaure, Lipoprotein und
doppelstrangige RNA gefunden [264-266]. Kiirzlich wurden auch die endogenen Gicht- und
Pseudogicht-auslésenden Harnsdurekristalle Mononatrium-Urat und Calcium-Pyrophosphat-
Dihydrat als Nalp3-Liganden identifiziert [267]. Das Inflammasom fungiert somit als erste
Abwehr gegen Zellstress [267;268]. Signale des Zellstress-aktivierten Inflammasoms kénnen
mit Signalen von TLRs und anderen PRRs, die durch endogene oder exogene Liganden
aktiviert werden, kooperieren und Entziindungsantworten regulieren [269].

Caspase-1 wird als inaktive 45 kDa Proform synthetisiert und autokatalytisch nach
einem adaquaten Stimulus prozessiert. Dieser Stimulus wird wahrscheinlich im Zuge der
Aggregation des Nalp3 Inflammasoms durch homophile CARD-CARD Interaktionen
zwischen ASC und Caspase-1 vermittelt, wodurch Konformationsédnderungen induziert
werden, die zur autokatalytischen Aktivierung fuhren [270]. Die in der vorliegenden Arbeit
gezeigte gesteigerte Aktivitat von Caspase-1 im Darm von MC-Patienten zusammen mit dem
deutlich starkeren Nachweis von Nalp3 im entzindeten Darmgewebe sowie in
entztiindungsassoziierten IEZ und IMAC indizieren die Zusammenlagerung und Aktivierung
des Nalp3 Inflammasoms bei MC. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass sowohl im Darm
von MC-Patienten als auch in Kontrollen konstitutiv die 24 kDa groBe IL-18-Proform

synthetisiert wird. Reifes IL-18 wurde nur in den intestinalen Proteinlysaten von MC-
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Patienten  detektiert. Diese  Daten  unterstitzen den  vorab  diskutierten
entzindungsassoziierten Nachweis und die Aktivierung von Caspase-1. In verschiedenen
Studien konnte gezeigt werden, dass die Menge an IL-18 mRNA in IEZ aus dem lleum und
Kolon sowie in LPMNZ erhéht ist [271;272]. Auch im Serum von MC-Patienten wurden
deutlich héhere Konzentrationen IL-18 detektiert als in Kontrollen, wobei die Serumlevel mit
der Krankheitsaktivitat korrelierten [273]. Diese Korrelation konnte bei den in diese Arbeit
eingeschlossenen MC-Patienten nicht bestétigt werden. In zahlreichen Studien an
experimentellen Colitismodellen hat sich auBerdem die IL-18 Blockierung als therapeutisch
wirkungsvoll gezeigt [274-278]. Mononukleare Zellen der Lamina Propria produzieren als
Antwort auf Bakterien/bakterielle Produkte nach Aktivierung von NF-kB IL-12, welches in Ko-
Stimulation mit IL-18 eine Th1-Differenzierung naiver T-Zellen bewirkt [259]. IL-12 macht
daneben durch Induktion des IL-18 Rezeptors die T-Zellen empfanglich fir die Stimulation
mit IL-18. Zusatzlich scheinen IL-12 und IL-18 mehrere Transkriptionsfaktoren zu aktivieren,
unter anderem NF-kB, wodurch synergistisch die Promotorregion der proinflammatorischen
Zytokine IFN-y, TNF und IL-2 aktiviert wird [259]. Neben der Ausschittung von konsekutiv
gewebedestruktiven MMPs kommt es dadurch zur erneuten Aktivierung von IMAC und
Sekretion von IL-1, IL-6, IL-8 und TNF, wodurch die Darmentziindung durch Produktion von
Akut-Phase-Proteinen, Chemotaxis und Aktivierung neutrophiler Granulozyten sowie IMAC
unterstitzt bzw. unterhalten wird [259]. Die durch T-Zellen kontrollierte Beendigung des
Entziindungsprozesses scheint bei MC gestort zu sein, was in einem chronischen Verlauf
der Darmentzindung resultiert [260].

Die Aktivierung und Prozessierung von IL-13 und IL-18 bendtigt zwei verschiedene
Signale [279]. Das erste Signal wird durch TLR-Aktivierung vermittelt und fihrt zur Synthese
von pro-IL-1B und anderen Proteine, die fir das Inflammasom bendétigt werden, wobei
Makrophagen und DCs ASC und Caspase-1 konstitutiv exprimieren [106;280]. Auch pro-IL-
18 wird konstitutiv exprimiert, wie der Nachweis der IL-18 Proform sowohl in
entziindungsassoziierten als auch Kontrollproben belegte. Die Aktivierung der Caspase-1
durch intrazellulare Pathogene wie Salmonella, Shigella, Legionella und Francisella benétigt
kein zusatzliches TLR Priming, jedoch kann dieses die Caspase-1 Prozessierung verstarken
[281]. Die anhand der vorliegenden Daten postulierte bakterielle Translokation bei MC
kdénnte somit durch exogene und endogene bakterielle Stimuli (MDP, PDG, LPS, Flagellin)
die Caspase-1-Aktivitdt und Sekretion proinflammatorischer Zytokine erhéhen. Das zweite
Signal scheint von der Aktivierung purinerger Rezeptoren des P2X; Subtyps auf der
Zelloberflache vermittelt zu werden, deren primarer Ligand ATP ist [282]. Endothelzellen,
Epithelzellen, = Makrophagen und T-Zellen sezernieren unter verschiedenen

Stressbedingungen ATP in den Perizellularraum [283]. Die Notwendigkeit eines zweiten
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Signals fiir die Zytokinprozessierung kénnte eine Art Schutzmechanismus darstellen,
welcher sicherstellt, dass die Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine nur in
Anwesenheit von ,Gefahr* stattfindet. Die P2X; Rezeptor-Aktivierung durch ATP induziert
einen Kaliumefflux und Calciuminflux, welcher die Calcium(un)abhangige Phospholipase A,
aktiviert. Calcium-unabhangige Phospholipase A, stimuliert die Ko-Lokalisation von
Caspase-1 und pro-IL-1B in sekretorischen Lysosomen, wodurch wiederum die Aktivierung
der Caspase-1 und IL-1B Prozessierung geférdert wird [284;285]. Interessanterweise wird
durch die Bindung von ATP an P2X; auch die intrazelluldare ROS-Synthese induziert [286].
Diese Ergebnisse unterstitzen die in dieser Arbeit ebenfalls gezeigte Induktion der NADPH-
Oxidase-Aktivitat bei MC.

Um den differentiellen Nachweis von Nalp3 in IMAC von MC-Patienten zu bestatigen,
sollte Nalp3 in MZS untersucht werden. Dieses Modell imitiert die Differenzierung humaner
Blutmonozyten in die reaktive Makrophagenpopulation, welche in der Mukosa von MC-
Patienten gefunden wurde [201]. MZS wurden nach 1, 3 und 7 Tagen Ko-Kultur mit
Blutmonozyten auf Nalp3 Protein untersucht. Die Daten zeigten, dass Blutmonozyten
gesunder Spender basal nur einen geringen Nalp3 Gehalt aufweisen. Im Zuge der
Differenzierung zu reaktiven, CED-charakteristischen IMAC konnte ein deutlicher Anstieg in
der Nalp3 Menge nachgewiesen werden.

Monozyten und IMAC unterscheiden sich durch ein distinktes Muster an Antigenen
auf der Zelloberflache. Neben dem  klassischen® Monozyten-Oberflachenantigen CD14
exprimieren Monozyten auch den Fcy Ill-Rezeptor (CD16), den Rezeptor fir die
Komplementkomponente C3b (CD11b) sowie die T-Zell ko-stimulatorischen Molekule CD80
und CD86. IMAC dagegen exprimieren weder CD14 noch CD16, ebenso findet man nur
geringe Mengen CD11b und keine T-Zell ko-stimulatorischen Molekile [85;88;90].
Maoglicherweise sind mit dieser Differenzierung spezifische Funktionen flr das intestinale
Immunsystem verbunden. Die Expression von Oberflachenmolekilen entscheidet z.B.
dartber, wie reaktionsfdhig IMAC sein kdnnen und in welchem AusmalB sie eine T-
Zellantwort induzieren kénnen. In der Mukosa von MC-Patienten konnte neben diesen
anergen IMAC eine zweite reaktive IMAC-Population identifiziert werden, welche eine
erhdhte CD14 Expression sowie Expression des Fcy llI-Rezeptors und der T-Zell ko-
stimulatorischen Molekile CD80 und CD86 aufweist [88;90]. Neben dem veranderten
Antigenmuster  zeigt die reaktive IMAC-Population auch Veranderungen im
Aktivierungszustand — wahrend der intestinalen Entziindung zeigte sich eine Aktivierung von
NF-kB sowie der NADPH-Oxidase und CTSD [86;91;180].

Ein Anstieg intrazellularer Rezeptormolekile, wie Nalp3, wirde dem erhéhten

Aktivierungszustand der CED-assoziierten IMAC-Population entsprechen. Erhdhte
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intrazellulare Nalp3 Level in entzindungsassoziierten IMAC kdnnen, wie in dieser Arbeit
gezeigt, zur Aktivierung der Caspase-1 und Prozessierung/Sekretion von IL-18 und IL-18
fihren, deren Effektorwirkungen wiederum die intestinale Entzindung férdern. Die zusétzlich
fehlerhafte, kontrollierte Terminierung proinflammatorischer Entziindungsreaktionen bei CED

[260] resultiert in einer chronischen Darmentziindung.

5.5 Weitere NOD2/CARD15-abhangige Folgen der Aktivierung mit
Einfluss auf die Entziindung

In diesem Teil der Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass die bakterielle
Zellwandkomponente MDP in vitro auch proteolytische Enzyme (CTSB und CTSL) induziert.
In den vorangegangenen Kapiteln wurde gezeigt, dass bakterielle Produkte zur Induktion
einer proinflammatorischen Entziindungsantwort bei MC flihren. Inwieweit die bakterielle
Translokation auf andere entzindungsférdernde und gewebedegradierende Prozesse
Einfluss nimmt, war bisher nicht bekannt. Aufgrund der in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
identifizierten lysosomalen Proteinase CTSD als differentiell exprimiertes Gen bei CED [180]
sowie zahlreicher Publikationen zur Beteiligung von Cathepsinen an verschiedenen
destruktiven und malignen Erkrankungen [154-159] sollte eine potentielle Mitwirkung dieser
Proteine am Beispiel der am besten charakterisierten Cathepsine B, L und D in der
Gewebezerstérung bei MC untersucht werden.

Neben dem Nachweis der Induktion von CTSB und CTSL durch MDP konnten auch
deutliche Mengenunterschiede festgestellt werden - die gemessene CTSL RNA-Menge war
bis zu 10fach héher als die CTSB RNA-Menge. Die héchsten RNA-Mengen beider
Cathepsine wurden bei einer Stimulierungsdosis von 500 ng/ml erreicht — der selben Dosis
fir die maximale Aktivierung des NOD2/CARD15 Promotors. Die Unterschiede im RNA-
Gehalt erklaren mdéglicherweise die relativ geringe Aktivitdt von CTSB im Vergleich zu
anderen Cathepsinen [287]. Interessanterweise wird die Expression von CTSB und CTSL
auch durch Zytokine reguliert. In Lungenepithelzellen konnte beispielsweise die CTSL-
Expression und -Proteinsynthese durch IL-6 signifikant gesteigert werden [288], Tumorzellen
zeigten durch IL-8 Stimulierung eine erhéhte Sekretion von CTSB [289]. Bakterielle
Translokation bzw. intrazellulare Stimulierung durch bakterielle Produkte kénnte somit Uber
die Aktivierung des NOD2/CARD15-vermittelten NF-kB-Signalpfades und die Synthese
proinflammatorischer Zytokine zur Induktion der Cathepsinexpression im Darm von MC-

Patienten fuhren.
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Lange Zeit wurde der terminale Proteinabbau als einzige Aufgabe der Cystein-
Proteinasen innerhalb der Zelle postuliert [170]. Erst die Identifizierung weiterer Mitglieder
dieser Enzymklasse und Studien an Cathepsin-defizienten Mausen zeigten die groBe
Bedeutung der Cystein-Proteinasen in zahlreichen degenerativen und chronisch
entzindlichen Erkrankungen, wie Osteoporose, Krebsmetastasierung, rheumatoider Arthritis
und infektiésen Erkrankungen [154-156;290]. Die in dieser Arbeit nachgewiesene Induktion
der Cathepsinexpression durch bakterielle Stimulierung lieB eine potentielle Beteiligung
dieser Proteinfamilie an der Zerstérung der Mukosa bei CED vermuten. So konnte eine
Erhéhung des CTSL mRNA-Gehaltes sowie eine tendenzielle Erhéhung von CTSB mRNA in
IMAC wahrend der intestinalen Entziindung im Krankheitsbild CED nachgewiesen werden,
welche sich durch immunfluoreszente Doppelfarbung mit dem Makrophagenmarker CD68 in
humanem intestinalen Gewebe auch auf Proteinebene bestatigte.

Die lysosomalen Cysteinproteinasen CTSB und CTSL sind neben der Degradierung
extra- und intrazellularer Proteine auch an der Antigenprasentierung beteiligt, wo sie in
Kooperation mit CTSD und CTSH die Proteolyse antigener Peptide vermitteln, welche tber
MHC-Klasse Il Molekiile T-Zellen prasentiert werden [291;292]. CTSB und CTSL kénnen
sezerniert werden, wodurch sie ihre proteolytischen Eigenschaften auch extrazellular z.B.
durch Degradierung extrazellularer Matrixproteine wie Laminin und Kollagen [293;294], den
Abbau von Zell-Adhasionsproteinen (E-Cadherin) [295] sowie der Aktivierung von
Proenzymen wie dem pro-Urokinase-Plasminogen-Aktivator [296;297] entfalten kdnnen.
CTSB fungiert weiterhin als Aktivator anderer Proteinasen, welche wiederum degradierende
Prozesse vermitteln kénnen [298]. In IFN-y-behandelten Makrophagen und LPS-aktivierten
DCs konnte gezeigt werden, dass die extrazellulare Akkumulation von CTSL durch
proinflammatorische Stimuli induziert wird [299]. Da auch in dieser Arbeit CTSB und CTSL
mit IMAC ko-lokalisiert wurden und deren Expression durch MDP induziert werden konnte,
kénnten die durch bakterielle Bestandteile stimulierten Makrophagen somit Proteinasen
mobilisieren und dadurch am pathophysiologischen Umbau der extrazelluldaren Matrix
mitwirken. Ein im Darm von MC-Patienten nachgewiesener gesteigerter intrazellularer
Cathepsingehalt kénnte die degradierenden Effekte zuséatzlich erhéhen. In diesem
Zusammenhang wurde auch gezeigt, dass CTSB- und CTSL-exprimierende CD68-positive
humane mononukleare Zellen eine wichtige Rolle bei Patienten mit rheumatoider Arthritis
spielen, wo sie in groBem MaBe an der Gelenkszerstérung und Knochenerosion beteiligt
sind [300]. Der Umbau extrazellularer Matrix durch Proteasen wie dem humanen Alveolar-
Makrophagen-CTSL spielt ebenso eine Rolle bei Lungenemphysemen [301]. Wahrend
chronischer Lungenentzindungen konnte weiterhin eine massiv erhdhte Aktivitat der

Cathepsine L, B, H und S in Alveolar-Makrophagen festgestellt werden [302].
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Diese Studien zeigen zusammen mit der in dieser Arbeit festgestellten Induktion von
CTSB und CTSL in der CED-assoziierten Darmentzindung die pathophysiologische Rolle
beider Cathepsine in der chronischen Darmentziindung.

Folglich stellte sich die Frage, ob eine selektive Hemmung der Cathepsin-Aktivitaten
im experimentellen Colitismodell eine verminderte Entzindungsreaktion bewirken kann. In
diesem Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass (i) die Cathepsine B, D und L im murinen
Kolon aktiv sind und (ii) durch Hemmung ihrer Aktivitaten in der DSS-induzierten Modell-
Colitis eine deutliche Verbesserung der Erkrankung erzielt werden konnte.

Die akute DSS-Colitis fuhrt durch toxische Effekte zu einer schnellen Entziindung und
Zerstorung der Mukosa [303]. Aufgrund der in Vorarbeiten gezeigten Induktion
gewebedegradierender Enzyme im Allgemeinen und speziell eine Erhéhung von CTSD in
IMAC von MC-Patienten [91;180] wurde neben der pathophysiologischen Relevanz der
Hemmung von CTSB und CTSL auch CTSD untersucht. Die Hemmung von CTSD mit dem
spezifischen Inhibitor Pepstatin A resultierte in einer deutlichen Verbesserung der
intestinalen  Entzindung in den inhibitorbehandelten Mausen im Vergleich zu
Kontrollmausen, wie ein reduzierter Gewichtsverlust, eine geringere Kolonverkirzung und
ein  geringerer histologischer  Entzindungsgrad belegten. Die  Aktivitat der
gewebedegradierenden MPO wurde durch die Inhibitorbehandlung nicht beeinflusst.
GleichermaBen zeigte auch die simultane Hemmung von CTSB und CTSL mit den
Inhibitoren CA-074 und Z-Phe-Tyr-Aldehyd eine geringere Entziindungsmanifestation.

Die Bedeutung der Cathepsine B, D und L auBerhalb des metabolischen
Proteinabbaus zeigte sich durch Studien an knockout-Mausen. Wahrend CTSB- bzw. CTSL-
defiziente Mause nur leichte phanotypische Veranderungen zeigen, fihrte eine simultane
Defizienz postnatal innerhalb von 2 bis 4 Wochen aufgrund massiver Atrophien im Gehirn
zum Tod der Tiere [171]. Daher wurde eine kombinierte Effektorwirkung beider Cathepsine
vermutet und in diesem Teil der Arbeit eine simultane Hemmung durchgefthrt. CTSD-
defiziente Mause sterben postnatal an Tag 26 aufgrund massiver intestinaler Nekrose,
Thromboembolie und Lymphopenie [179].

Um die Effektivitdt der Cathepsin-Hemmung zu garantieren, wurden zunachst die
basalen Aktivitidten von CTSB, CTSD und CTSL im murinen Kolon bestimmt. Dabei zeigte
sich, dass alle drei Cathepsine Enzymaktivitat zeigen und CTSB, kontrdr zum humanen
Darm, im murinen Kolon etwa doppelt so aktiv ist wie CTSL. In Tumorzellen konnte die
Expression verschiedener Transkriptvarianten von CTSB und CTSL nachgewiesen werden,

welche aufgrund der Nutzung alternativer Promotoren [304;305] und alternativem SpleiBen
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entstehen [306;307]. Hohe Mengen eines kurzen CTSB-Transkripts, welches die effektivste
Translation zeigten, waren fiir dessen Uberexpression in Tumoren der Brust, des Kolons, der
Prostata und Melanomen verantwortlich [304;305;308;309]. Auch die kirzeste CTSL-
Transkriptvariante bedingte in  malignen Zellen die CTSL-Uberexpression [310].
Maoglicherweise existieren auch im murinen Darm verschiedene Transkriptvarianten, deren
Translation in einem unterschiedlichen Proteingehalt resultiert, der die Basalaktivitaten
bedingen kénnte. Aufgrund des ausschlieBlichen Nachweises der full length Transkripte in
humanen IMAC und HEK293T-Zelllysaten wurden diese Unterschiede dort nicht detektiert.

Doch wie kénnen Cathepsine in die Pathophysiologie der CED involviert sein?
Aufgrund ihrer proteolytischen Aktivitdt gegenlber extra- und intrazellularen Proteinen
kénnten sezerniertes CTSB und CTSL, ebenso wie (durch Makrophagenschadigung oder
Apoptose) freigesetztes CTSD Komponenten der extrazellularen Matrix zerstéren, wodurch
es zur Gewebedestruktion, mukosalen Schadigungen, Barrieredefekten und bakterieller
Invasion kommen kann. CTSD vermittelt interessanterweise auch Apoptose, wobei der
genaue Mechanismus bisher nicht geklart ist [311]. Vermutlich wird durch oxidativen Stress
die Translokation aus den Lysosomen in das Zytosol initiiert, wo CTSD Caspasen aktiviert
[8311]. Auch in dieser Arbeit wurde ein erhdhter oxidativer Burst bei MC nachgewiesen,
welcher méglicherweise zur Steigerung der CTSD-Aktivitat beitragen kdnnte. In gesunden
Individuen ist die proteolytische Aktivitat der Cathepsine auf die kontrollierte Proteolyse in
zelluldren und metabolischen Prozessen beschrankt. Aufgrund der in dieser Arbeit gezeigten
Steigerung der CTSB- und CTSL RNA-Mengen durch bakterielle Stimulierung sowie durch
proinflammatorische Zytokine [288;289] kénnte bei CED-Patienten die Cathepsin-vermittelte
Proteolyse durch bakterielle Invasion zusatzlich geférdert werden, wodurch es zur massiven
Gewebedestruktion und Entzindung kommt.

Die Daten zeigen nicht nur, dass Cathepsine eine wichtige Rolle in der
Pathophysiologie der CED spielen, sondern darlber hinaus auch einen neuen
Therapieansatz darstellen kénnen. Therapeutische Strategien zielen heute meist auf eine
Reduktion der Entziindung durch selektive Hemmung von T-Zellen oder Makrophagen. Die
Hemmung der Cathepsinaktivitdt zeigt ein alternatives Konzept zur Pravention der
mukosalen Gewebszerstérung. Die in dieser Arbeit verwendeten Cathepsininhibitoren
kénnen die Zellmembran nicht passieren und verbleiben im Extrazellularraum.
Cathepsininhibitoren wiirden somit einen idealen Therapieansatz liefern: die intrazellulare,
essentiell wichtige Cathepsin-Aktivitat (vor allem fir Makrophagenfunktionen) wiirde erhalten
bleiben, wahrend die extrazellulare Cathepsin-Aktivitat selektiv durch Inhibitorbehandlung

gehemmt wirde.
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5.6 Pathogenetisches Modell

Die Kenntnisse zur Atiopathogenese des MC gleichen auch heute, 75 Jahre nach

seiner Erstbeschreibung, noch immer einem Puzzlespiel. Trotz zahlreicher und

vielversprechender Ansatze, sowohl genetischer, als auch epidemiologischer und

mikrobiologischer Natur, ist die wirkliche Ursache fur die Entstehung dieser chronischen
Darmentzindung nicht abschlieBend geklart. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern ein

weiteres  Puzzleteil, welches folgende Modellvorstellung der MC-assoziierten

Darmentzindung postulieren lasst:
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Abb. 5.1: Pathogenetisches Modell des Morbus Crohn

Adhédrente luminale Keime passieren (ber verdnderte Zell-Zell-Kontakte die epitheliale Barriere (D). Durch den
Verdau phagozytierter Bakterien in Endosomen wird aus der bakteriellen Zellwandkomponente PDG MDP
generiert. MDP induziert durch den Kontakt mit der NOD2/CARD15-LRR-Doméne die Aktivierung von NF-kB,
wodurch die Expression proinflammatorischer Gene (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8) und Rekrutierung von Immunzellen
ausgelést werden (®). Durch Bindung von NF-kB an den NOD2/CARD15-Promotor kann die NOD2/CARD15
Expression zusétzlich gesteigert werden. Weiterhin kann NOD2/CARD15 regulierend in TLR2- und TLR4-
vermittelte Signalwege eingreifen (®; Erkldrung siehe Text). Als Ligand fir Nalp3 induziert MDP zudem die
Aggregation des Nalp3 Inflammasoms, dessen Induktion in der Aktivierung von Caspase-1 und Prozessierung
der proinflammatorischen Zytokine IL-18 und IL-18 resultiert (®). Durch Zellstress und Apoptose freigesetztes
ATP kann durch Aktivierung der Calcium-unabhéngigen Phospholipase Az (iPAz) ebenfalls Caspase-1 induzieren
und die Prozessierung und Sekretion von IL-18 und IL-18 férdern (®). Die Synthese und Freisetzung reaktiver
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Sauerstoffmetabolite (ROS), welche bei Akkumulation Gewebe- und Barrieredestruktiv wirken, wird ebenfalls
durch iPA; induziert (®). Neben einer durch die NOD2/CARD15-Aktivitdt regulierten, reduzierten Synthese
antimikrobieller a-Defensine durch Paneth-Zellen (@) spielen auch die durch MDP und proinflammatorische
Zytokine induzierten Cathepsine B, D und L (®) eine Rolle bei der Manifestation der intestinalen Entziindung im
Krankheitsbild MC.

® Die durch die luminale Flora veranderte und zerstérte Schleimhautbarriere
erlaubt eine starke Adhé&sion luminaler Keime, welche durch metabolische Prozesse ein
optimales Milieu fiir die weitere Besiedelung durch Bakterien schaffen (4.2.1). Uber
veranderte Zell-Zell-Kontakte kdnnen diese adharenten Bakterien die epitheliale Barriere
Uberwinden (4.2.2). Bakterielle Zellwandbestandteile wie LPS, Endotoxin und PDG kénnen
dadurch vielfaltige Signalwege induzieren, die alle in einer proinflammatorischen
Immunreaktion resultieren.

@ Die Aktivierung des NOD2/CARD15-vermittelten Signalweges erfolgt durch den
Kontakt der LRRs des NOD2/CARD15 Proteins mit dem Liganden MDP, welcher vermutlich
durch den Verdau von Bakterien in Phagolysosomen durch APCs das Zytosol erreicht.
Aktiviertes NF-kB induziert schlieBlich eine Vielzahl proinflammatorischer Gene, welche eine
Rolle bei der Regulation der angeborenen und der adaptiven Immunantwort spielen, z.B. die
Kontrolle der Expression unterschiedlicher Immunmodulatoren wie der proinflammatorischen
Zytokine IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 und TNF. Dadurch werden z.B Neutrophile rekrutiert und
Entzlindungsreaktionen ausgeldst. Umgekehrt kann sich durch Bindung von NF-kB an
adaquate Bindestellen im NOD2/CARD15-Promotor die NOD2/CARD15 Expression selbst
hochregulieren. (4.3.1; 4.3.2; 4.3.3)

® NOD2/CARD15 kann regulierend in TLR2- und TLR4-vermittelte Signalwege
eingreifen. Der bakterielle Zellwandbestandteil PDG vermittelt Gber TLR2 die Aktivierung von
NF-kB. Dieser Signalpfad kann durch die MDP-vermittelte NOD2/CARD15-Aktivierung
negativ reguliert werden, wodurch eine reduzierte NF-kB-Aktivierung erfolgt. In Abwesenheit
von NOD2/CARD15 ist diese Negativregulation aufgehoben. TLR2 kann auch
NOD2/CARD15-unabhangig, durch direkte Aktivierung von RICK, NF-kB aktivieren. Die
Aktivierung von TLR4 durch den Liganden LPS fihrt nicht nur zur Aktivierung von NF-kB,
sondern auch zu einer gesteigerten Expression von NOD2/CARD15, wobei NOD2/CARD15
wiederum die Expression von MyD88 und gesteigerte IKKy-Aktivierung CUber einen
unabhéangig positiven Effekt durch RICK induzieren kann.

@ Als weiterer ,Rezeptor* fir MDP wurde auch intrazelluldres Nalp3 identifiziert,
deren Interaktion die Aggregation des Nalp3 Inflammasoms induziert (4.4). Diese Bindung
resultiert in der Aktivierung der Caspase-1 und Prozessierung der proinflammatorischen
Zytokine IL-1B und IL-18, die daraufhin sezerniert werden (4.4.2). Die gemeinsame
Interaktion von IL-18 und IL-12 fUhrt zur Th1-vermittelten Differenzierung naiver T-Zellen.
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Durch die Sekretion proinflammatorischer Zytokine werden weitere Immunzellen rekrutiert,
gewebedegradierende MMPs aktiviert und somit die Entzindungsreaktion und
Gewebszerstdrung geférdert und unterhalten.

® Extrazelluldares ATP, welches von Zellen bei zellularem Stress oder Apoptose
freigesetzt wird, kann an den membranstandigen P2X;-Rezeptor binden. Diese Interaktion
resultiert in der Aktivierung der Calcium-unabhangigen Phospholipase A, (iPLAy). iPLA;
stimuliert die Ko-Lokalisation von Caspase-1 und pro-IL-1B in sekretorischen Lysosomen,
wodurch wiederum die Aktivierung der Caspase-1 und IL-1B Prozessierung geférdert wird.

® Neben bakterieller Stimulierung (LPS) férdert auch die Bindung von ATP an
P2X; die intrazellulare ROS-Synthese. Eine unkontrollierte Akkumulation von ROS fuhrt zu
Gewebsdestruktion und Entziindungsreaktionen und kann die bakterielle Translokation
zusatzlich férdern. (4.3.4)

@ Die Produktion und Sekretion von a-Defensinen durch Paneth-Zellen hangt
ebenfalls von der NOD2/CARD15-Aktivierung ab, so dass es im Darmepithel von MC-
Patienten zu einer reduzierten Sekretion dieser antimikrobiellen Peptide kommt.

Nicht zuletzt flihrt auch die Synthese proteolytischer Enzyme der
Cathepsinfamilie, deren  Synthese durch  bakterielle  Produkte  (MDP) und
proinflammatorische Zytokine signifikant gesteigert werden kann, zum unkontrollierten Abbau
extrazellularer Matrixkomponenten, wie Kollagen, Laminin oder Elastin und tragt somit zur

massiven Zerstérung des mukosalen Gewebes im Darm von MC-Patienten bei. (4.5)

Zusammenfassend zeigt diese Modellvorstellung, dass Bakterien und/oder bakterielle
Produkte durch Uberwindung der intestinalen Barriere im Darm von CED-Patienten ein
Netzwerk multipler Signalmolekile und proinflammatorischer Entziindungsreaktionen
induzieren, deren zentraler Mediator der Transkriptionsfaktor NF-kB zu sein scheint.
Zusatzlich tragt eine fehlregulierte Terminierung von Immunreaktionen sowie Reduktion
autoprotektiver Schutzmechanismen wie die zerstérte Mukusschicht oder reduzierte
Synthese antimikrobieller Substanzen zum chronischen Verlauf der intestinalen Entziindung
bei MC bei.
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Kapitel 6

Zusammenfassung

Der humane Darm steht dem Iluminalen F&ces mit nur einer einlagigen
Epithelzellschicht gegenlber. Das intestinale Epithel muss daher eine hochselektive
Barrierefunktion erflllen, die einerseits die Passage potentiell toxischer und pathogener
Substanzen in den Wirt verhindert, andererseits aber die digestiv-resorptive
Nahrungsassimilation erlaubt. Schleimhautschadigungen kénnen, ebenso wie primére
Stérungen der Epithelzellen, zu einem unphysiologischen Antigeneinstrom in die Darmwand
fihren. Die unmittelbare Erkennung und Abwehr von Pathogenen durch das angeborene
Immunsystem spielt fiir das Uberleben vielzelliger Organismen eine wichtige Rolle. Der
Organismus bedient sich hierbei spezifischer Rezeptoren (PRRs), welche molekulare Muster
verschiedener Pathogene (PAMPs), wie LPS und MDP, erkennen. Die NOD-Proteinfamilie
stellt intrazellulare Sensoren bakterieller PAMPs dar, deren Vertreter NOD2/CARD15 als
Suszeptibilitdtsgen fir Morbus Crohn (MC), einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung,
identifiziert wurde. Der direkt NOD2/CARD15-vermittelte Signalpfad endet in der Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NF-kB, welcher unter anderem die Expression eines Netzwerks
proinflammatorischer Zytokine induzieren kann. Die Atiopathogenese des MC ist bis heute
nicht vollstandig geklart. Neben genetischen und 6ékologischen Faktoren scheint vor allem
die luminale Flora einen groBen Beitrag zur Entstehung der chronischen Darmentziindung
beizutragen. Ziel dieser Arbeit war es daher, die Bedeutung des ,Crohn-Gens*
NOD2/CARD15 fir die bakterielle Translokation in das intestinale Gewebe bei Morbus Crohn
zu untersuchen.

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Translokation von luminalen Bakterien
und/oder bakteriellen Produkten in das (sub)epitheliale Gewebe eine Vielzahl intrazellularer
Signalwege induziert, welche in ihrer Kooperation die Darmentziindung und Gewebs-
zerstérung férdern und aufrechterhalten kénnen. Der NOD2/CARD15 Genotyp der Patienten
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scheint dabei vor allem fir die durch den zentralen Mediator NF-kB vermittelten

Immunreaktionen eine wichtige Rolle zu spielen.

Die Charakterisierung humaner IMAC und Untersuchung verschiedener Gene
erforderte primér ein hochreines Zellisolat, welches durch die in der Arbeitsgruppe etablierte
Isolierung Uber den Makrophagenmarker CD33 erhalten wurde.

Im gesunden Darm besteht die physiologische Antwort des Immunsystems auf oral
aufgenommene Nahrungsmittelantigene und die kommensale Darmflora im Fehlen einer
spezifischen peripheren Immunantwort (orale Toleranz). Im Krankheitsbild MC ist diese
Toleranz gestért und es kommt zu einer atolerogenen Antwort auf mikrobielle und
Nahrungsmittelantigene, welche in einer hyperreaktiven, NF-kB-vermittelten Immunantwort
resultiert. Die in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen zum Einfluss der bakteriellen
Translokation auf die Regulation der intrazellularen Sensorproteine NOD2/CARD15 und
Nalp3 sowie die intestinale Entzindung bei MC zeigten, dass (i) die bakterielle
Zellwandkomponente MDP den NOD2/CARD15 Promotor sowie die NOD2/CARD15
Genotyp-spezifische Aktivierung des NF-kB Signalweges in vitro induziert, (i) es im
intestinalen Gewebe von MC-Patienten zu einer NOD2/CARD15 Genotyp-spezifischen
Aktivierung von NF-kB kommt und es in IEZ und IMAC von MC-Patienten zur Erh6hung von
Nalp3-mRNA und -Protein kommt. Nalp3 bildet zusammen mit ASC, Caspase-1 und Cardinal
einen Proteinkomplex, das Nalp3 Inflammasom, welches eine molekulare Plattform fur die
Aktivierung der proinflammatorischen Caspase-1 darstellt. Die durch Aktivierung des Nalp3
Inflammasoms induzierte Prozessierung der pro-Caspase-1 sowie Reifung von IL-18 konnte
nachgewiesen werden. Die differentiellen Unterschiede im Nalp3-Gehalt der IMAC konnten
im multizellularen Spharoidmodell, welches die Differenzierung von Blutmonozyten zur
reaktiven IMAC-Population bei MC imitiert, bestatigt werden. Es wurde weiterhin gezeigt,
dass die UbermaBige bakterielle Stimulierung in IMAC bei MC in einer Fehlregulation
gewebezerstérender Enzyme resultiert: die Aktivitdt der NADPH-Oxidase und somit
Produktion reaktiver Sauerstoffmetabolite war in IMAC bei MC erhéht und der CTSB- und
CTSL-mRNA-Gehalt konnte in vitro durch Stimulierung mit MDP signifikant gesteigert
werden. Eine erhdhte Menge CTSB- und CTSL-mRNA und -Protein wurde auch in IMAC und
im Gewebe von MC-Patienten detektiert. Durch Hemmung der Enzymaktivitaten von CTSD
und CTSB/CTSL konnte im Modell der experimentellen DSS-Colitis in vivo ein neuer
Therapieansatz fur CED generiert werden.

Durch mikrobielle Stimuli kommt es bei MC zusatzlich zur Veranderung
autoprotektiver Schutzmechanismen des Darmepithels. Nachdem gezeigt werden konnte,
dass der intestinale Mukus von MC-Patienten eine starke bakterielle Adharenz aufweist,

wurde untersucht, ob diese auch zur Translokation in das intestinale Gewebe filhren kann.
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Die Akkumulation bakteriellen Endotoxins im intestinalen Gewebe von MC-Patienten wies
ebenfalls NOD2/CARD15 Genotyp-spezifische Unterschiede auf. Als mdégliche
Translokationsroute wurden in ihrer Proteinzusammensetzung verénderte Zell-Zell-Kontakte

aufgedeckt.

Zusammenfassend zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit, dass im Krankheitsbild
Morbus Crohn eine Translokation luminaler Bakterien und/oder bakterieller Produkte durch
Uberwindung der epithelialen Zell-Zell-Kontakte stattfindet. Intrazelluldre bakterielle
Stimulierung induziert ein Netzwerk multipler Signalmolekile und proinflammatorischer

Entzindungsreaktionen, deren zentraler Mediator NF-kB zu sein scheint.
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Kapitel 7

Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Morbus Crohn die
UbermaBige Translokation Iluminaler Bakterien und/oder bakterieller Produkte durch
Uberwindung der epithelialen Zell-Zell-Kontakte ein Netzwerk multipler Signalmolekiile und
Entziindungspfade induziert, deren zentraler Mediator NF-kB zu sein scheint.

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels FISH die starke Adharenz von Bakterien im
intestinalen Mukus nachgewiesen, jedoch gelang die Detektion direkt Mukosa-assoziierter
Bakterien dadurch nicht. Bisher ist aufgrund experimenteller Schwierigkeiten und
unzureichender Spezifitdt nur wenigen Arbeitsgruppen der Uberzeugende Nachweis
intramukosaler Bakterien gelungen. Ein groBes Ziel nachfolgender Experimente ist daher die
Optimierung der FISH-Methodik durch weitere Modulation der Gewebeaufbereitung, -
fixierung und immunhistochemischen Farbung. Die Amplifikation konservierter,
speziestypischer, bakterieller Sequenzen mittels PCR stellt eine sensitive Alternative zum
Nachweis translozierter Bakterien dar, welche final Aufschluss Uber die Zusammensetzung
der intramukosalen Flora in Assoziation mit dem NOD2/CARD15 Genotyp der MC-Patienten

sowie die Translokationshaufigkeit geben kann.

Der Nachweis einer verédnderten Menge verschiedener Proteine in epithelialen Zell-
Zell-Kontakten zeigte eine potentielle Translokationsroute flr luminale Bakterien auf. In
nachfolgenden Versuchen soll untersucht werden, ob Bakterien auch transzellular die
epitheliale Barriere Uberwinden kdénnen. Eine funktionelle Untersuchung der die
transzellulare Permeabilitdt kontrollierenden Kanéle und Membranpumpen kann diese
Hypothese erértern.
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Die durch MDP induzierten NOD2/CARD15- und Nalp3-vermittelten proinflam-
matorischen Entziindungsantworten werfen die Frage auf, ob die Effektorwirkung dieser
intrazellularen PRRs auch durch andere bakterielle Komponenten induziert werden kann.
Aufgrund der direkten Negativregulatorfunktion von NOD2/CARD15 auf den TLR2-
vermittelten Signalweg sowie die indirekte Interaktion mit dem TLR4-Signalpfad soll in
Folgeexperimenten analog die Rolle des TLR5-Liganden Flagellin untersucht werden. In
diesem Zusammenhang soll die intrazelluldare Wirkung von Flagellin in vitro und analog zu
den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten in intestinalem Gewebe von MC-Patienten
untersucht werden. Des weiteren wére interessant zu analysieren, ob die Effektorwirkung

bakterieller Komponenten mit bestimmten Spezies assoziiert werden kann.

Nicht zuletzt wurde in dieser Arbeit ein neuer Therapieansatz fir CED durch
Hemmung der Enzymaktivitadten der Cathepsine B, L und D in der akuten experimentellen
Colitis entwickelt. In aufbauenden Experimenten der Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt
werden, dass die Einzelhemmung von Cathepsin B und Cathepsin L keinen protektiven
Effekt auf das Ausmaf der Darmentzindung vermittelt. In Folgeversuchen soll zunachst die
Frage geklart werden, ob der in dieser Arbeit entwickelte Therapieansatz auch im
chronischen Verlauf der experimentellen Colitis einen positiven Einfluss auf das
EntziindungsausmaB hat. Weiterhin soll analysiert werden, ob eine gleichzeitige Hemmung
aller drei untersuchten Cathepsine eine Steigerung des Therapieerfolges erzielen kann. Final
kann die Untersuchung der Konsequenz einer praventiven Cathepsin-Hemmung die
destruktive Rolle dieser Proteasen in der intestinalen Entziindung beleuchten.
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