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1. EINLEITUNG

1.1. Physiologische und pathologische Regulation dertestinalen Epithelzell-

entwicklung

Das intestinale Epithel stellt eine sehr hochdysahe Zellpopulation dar. Unter physio-
logischen Bedingungen kommt es innerhalb von 48 9@isStunden zu einer vollstdndigen
Erneuerung des Darmepithels (Potten et al., 198R)der Tiefe der Krypten sind unreife,
undifferenzierte Stammzellen mit einer hohen Mikagmzitat lokalisiert. Verschiedene Studien,
welche insbesondere die Eigenschaften der Stanpopeilation innerhalb der intestinalen
Krypten untersuchten, belegen, dass pro Krypte Bopulation ihren Ausgang von einer bis zu
vier Stammzellen nimmt (Bjerknes und Cheng, 198drdGn, 1989; Inoue et al., 1988; Podolsky
et al.,, 1993). Stammzellen zeichnen sich genemaitid eine asymmetrische Zellteilung aus,
wobei eine Tochterzelle die urspringliche Stammazeisetzt, und die andere in den Reifungs-
prozess und die terminale Differenzierung UbergBie. Tochterzellen differenzieren auf ihrer
Wanderung zur Zottenspitze schrittweise zu einem \der verschiedenen Zelltypen des
Darmepithels: Enterocyt, Becherzelle, enteroendekZelle und Paneth-Kornerzelle.

Bei Erreichen der Zottenspitze gehen die hochdiffererten, postmitotischen Zellen schlief3lich
durch Apoptose, einem programmierten, physiologiecBelltod, zugrunde und werden in das
Darmlumen abgeschilfert (Hall et al., 1994; Iwanagal., 1993; Potten et al., 1992; Strater et al.,
1995). Auf diese Weise werden taglich etwa 250 ghejzellen abgesondert (Junqueira und
Carneiro, 1996). Der normale Lebenslauf einer timaken Epithelzelle ist somit durch die
Sequenz Proliferation-Differenzierung-Apoptose vediol der Migration entlang der Krypten-
Zotten-Achse charakterisiert.

Eine regelrechte Morphologie und eine normale Honktdes Darmes werden durch ein
ausgewogenes Gleichgewicht der Zelltypen sowie zédrenméaliigen Zusammensetzung aus
unreifen, proliferierenden Kryptenzellen und hodfedenzierten, absorbierenden Enterocyten
bestimmt (Ruemmele und Seidman, 1998). Es ist daiee exakte Balance zwischen
Proliferation, Enterocytendifferenzierung und —mnaton sowie Zelltod durch Apoptose

notwendig.



UbermaRiger oder beschleunigter Zelluntergang fiilber einen Mangel reifer, absorbierender
Enterocyten zu einer Zottenatrophie mit Krankheitstzen der Malabsorption. Dagegen muindet
eine unkontrollierte Proliferation von Kryptenzellein eine Entwicklung pathologischer

Kryptenhyperplasien. Diese kann zu einer verstarl@ekretion und Diarrhoe fuhren, wie auch
auf lange Sicht das Risiko einer malignen Entarennghen (Cross und Dexter, 1991).

Ein rascher Zellumsatz einerseits durch eine holi@tisthe Aktivitat mit anschlie3ender

Differenzierung der Zellen und andererseits eingtesnischen Elimination durch Apoptose
bewahrt vor einer Anhaufung mutierter, moglicheseeizu malignen Veranderungen der
Darmschleimhaut fuhrenden Zellen (Podolsky et H093). Die permanente Exposition des
Darmepithels mit verschiedenen Mutagenen aus demrmiDaen kann potentiell zur Tumor-

genese beitragen. Somit ist es unabdingbar, dassDdem potente Schutzmechanismen
entwickelt hat. Um ein hinreichend funktionelles e@hgewicht zwischen Proliferation,

Differenzierung und Maturation der Enterocyten sowderen Zelltod durch Apoptose zu

schaffen, muss ein wirksames und sehr engmasadigjegdes Kontrollsystem existieren.

Der streng regulierte Ablauf von Proliferation, 8renzierung und Apoptose entlang der
Krypten-Zotten-Achse kann, wie unter verschiedepathologischen Bedingungen beobachtet
wird, auf unterschiedlichen Ebenen gestort seinctitaer et al., 1996a, b; McCullen et al., 1997;
Moss et al., 1996). Bei Patienten mit chroniscleéndlichen Darmerkrankungen, deren
Pathophysiologie bislang nicht vollstandig bekaistt besteht beispielsweise eine signifikante
Dysregulation des intestinalen Zellumsatzes.

Die beiden bekanntesten Subtypen chronisch-entived! Darmerkrankungen, Morbus Crohn
und Colitis ulcerosa, sind durch eine entzindli€restruktion der Darmschleimhaut charak-
terisiert. Wahrend bei Colitis ulcerosa der Entzimgsprozess kontinuierlich vom Rektum aus
aufsteigend verlauft und auf das Colon beschrélekbty kann bei Morbus Crohn jeder Abschnitt
des Verdauungstraktes, vom Mund bis zum Anus, fietresein. Beide Formen entzindlicher
Darmerkrankungen kdnnen mit zahlreichen extraimakgn Manifestationen an Haut (Erythema
nodosum, Pyoderma gangraenosum), Gelenken und Ai@mmunctivitis, Iritis) einhergehen.
Bei Crohn-Patienten ist bevorzugt die lleoz6kalegidurch den chronisch-granulomattsen
Entztndungsprozess betroffen. Dieser fuhrt ofttarakteristischen und komplikationstrachtigen
Stenosierungen der entsprechenden Darmabschniite. bBi Morbus Crohn vorliegende,

transmural unterschiedlich tiefe Penetration demieand, die u. U. auch zu Komplikationen in



Form von Darmfisteln und —perforationen fuhrt, stdbr Ulzeration lediglich von Mucosa und
Submucosa und somit im Vordergrund stehenden Biatnibei Colitis ulcerosa gegentiber.
Morphologisch fallen eine enorm gesteigerte Anzaidergehender Darmepithelzellen sowie
bedeutende entzindliche Infiltrate der Lamina peogn Form aktivierter Lymphocyten,
Neutrophiler und Monocyten im Gebiet der akutenzBntung auf. Weiterhin sind haufig im
Rahmen chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen Kligpten elongiert, was auf eine
kompensatorische Hyperproliferation hinweist.

Andere Analysen zeigen, dass der Untergang der &athelzellen bei diesen immun-
vermittelten Darmerkrankungen vorzugsweise durclopdpse eingeleitet wird. Wahrend unter
physiologischen Umstanden sich apoptotische Zdieiiglich an der Zottenspitze bzw. der
Kryptenoberflache befinden, werden bei Patientert emtzindlichen Darmerkrankungen
apoptotische Intestinalzellen in grof3er Anzahl argl der Krypten-Zotten-Achse gefunden
(wamoto et al., 1996; Strater et al., 1997). Dsegmthologisch gehaufte Auftreten eines
verfrihten Zelltodes der sich noch in der Diffeiienangsphase befindlichen Enterocyten durch
Apoptose in Verbindung mit einer exzessiven Prddifien der Stammzellen flhrt zu einem
quantitativen Uberwiegen der unreifen Kryptenepzéden. Somit kommt es zu einem
funktionellen Verlust der regelrechten Absorpticmskzitat der Darmmucosa und einer
veranderten Sekretion von Flissigkeit sowie Eldkten (Weaver, 1996). Klinisch manifestiert
sich diese Veranderung beim Patienten in Form vaarrBoe und in Extremféllen auch
Malabsorption, verbunden mit abdominellen Krampfed Schmerzen.

Als dominierender Pathomechanismus wird eine Immgsirejulation diskutiert, welche durch
exogene Faktoren getriggert zu einem chronischd@tammatorischen Prozess im intestinalen
Mikrokompartiment fuhrt (Bouma und Strober, 2003omikleone et al., 2002). Hierbei fallt der
kommensalen Darmflora eine Schlisselrolle zu. Ad&er werden veranderte Erndhrungs-
gewohnheiten oder Hygienebedingungen in der Kindlesne persistierende virale Vaskulitis
nach einer Masern-Infektion und mykobakterielleektionen als hypothetische exogene Trigger
einer Immundysregulation angenommen (Fiocchi, 199%)der Entdeckung der Mutationen im
CARD15/NOD2-Gen bei einer Subgruppe von Crohn-R&die erdffnete sich erstmals ein
direkter molekularer Hinweis auf eine Pradisposititir eine Erkrankung an Morbus Crohn
(Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001).
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1.2.Rolle von Cytokinen und Wachstumsfaktoren bei derRegulation des

Enterocytenwachstums

Der physiologische intestinale Epithelzellumsatzrdwivon einem sehr empfindlichen

Gleichgewicht zwischen wachstumsstimulierenden migibierenden Faktoren wie Hormonen,
Wachstumsfaktoren, Cytokinen, luminalen Nahrstoffad mesenchymalen Strukturen bestimmt
(Ferreti et al., 1996; Podolsky et al., 1993; Ruaterund Seidman, 1998). Im Vordergrund
stehen hier besonders die den Zellumsatz im Dathedpiegulierenden proinflammatorischen
Cytokine.

Als Cytokine wird eine Vielzahl unterschiedlicheorv verschiedenen Zellarten gebildete und
sezernierte Substanzen, die als interzellulare dedin zur Aktivierung von Zellen beitragen,
bezeichnet. Diese heterogene Gruppe multifunktien&lotenstoffe steuert immunologische und
entzindliche Prozesse wie auch multiple Zellfuméio wie Proliferation, Differenzierung und

Apoptose (Mosmann, 1996). Entsprechend ihrer darenden Rolle kdnnen Cytokine, welche
in erster Linie den immunkompetenten Zellen entstam, pro- und antiinflammatorischen

Cytokinen zugeordnet werden. Eine weitere funkiienEinteilung der Cytokine unterscheidet
drei Fraktionen: Cytokine mit Einfluss auf Prold#ion und Differenzierung (Interferone,

Interleukine, Wachstumsfaktoren), Cytokine zur $tang von Zellbewegungen (Chemokine)
und Cytokine mit Kontrollfunktion tber Proliferatiound Apoptose. In der letzteren Gruppe
werden die Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Familie und ttansforming-growth-factor (TGF)-

Familie zusammengefasst.

Im Darm besteht eine enge lokale Beziehung zwischegstinalen Epithelzellen und
ortsstandigen immunkompetenten Zellen der Lamingna und intraepithelialen Lymphocyten.
Diese Zellen bilden zusammen mit den in den Pelagues des lleums ansassigen Zellen das
gut-associated-lymphoid-tissue (GALT). Dieses stetiwohl unter physiologischen wie auch
pathologischen Bedingungen eine wichtige Cytokifigudar. Offensichtlich produzieren und
sezernieren Enterocyten einen betrachtlichen Armder Cytokine selbst (Jung et al.,, 1995;
Suemori et al., 1991). Diese gelangen dann Ubeneantokrinen bzw. parakrinen Mechanismus
zur Wirkung und ermdéglichen ein weitraumiges, kaitronales Kommunikationsnetz zwischen
Epithelzellen und immunkompetenten Zellen. Die ktere Interaktion zwischen benachbarten

Enterocyten sowie von Lymphocyten mit Enterocyt&eriCytokine und Wachstumsfaktoren
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wird als essentielle Grundlage fur ein physiolohesc Gleichgewicht der Enterocytenzahl und

ihrer Funktion angeseheAlgbildung 1; Ruemmele und Seidman, 1998).
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Abbildung 1: physiologische Krypten-Zotten-Architektur: strenge Regulation des
Epithelzellumsatzes durch Prasenz verschiedeneh$uaunsfaktoren und
Cytokine, welche durch intraepitheliale Lymphocytertestinale Epithel-

zellen und T-Zellen der Lamina propria ausgeschiitezden

Als ein fur die Stammzellen spezifischer Wachstwakigfr konnte TGE bestimmt werden. Als
hochpotentes Cytokin, welches in groRen Mengenhddie Darmepithelzellen selbst produziert
wird, induziert er sowohl auf autokrinem als aualf parakrinem Weg die Proliferation des
Darmepithels (Coffey et al., 1986; Koyama und Pskinl 1989; Oliver et al., 1995; Podolsky et
al.,, 1993; Suemori et al., 1991). TG&Mindet an den auf der basalen sowie basolateralen
Enterocytenmembran lokalisierten Rezeptor fur da@degmal-growth-factor (EGF) (Scheving et
al., 1989). Seine strukturelle Homologie zu EGFlétkseine Funktion als physiologischer

Ligand dieses Rezeptortyps und somit auch seineziacende Wirkung auf die Zellproliferation
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(Winkler et al., 1989). Die Expression von T6&mMRNA wird durch den strukturverwandten
EGF bewirkt (Suemori et al., 1991).

Dagegen stellt der ebenso durch Enterocyten predezi GIB einen sehr potenten Inhibitor der
intestinalen Kryptenzellproliferation dar (Barnatal., 1989; Kurokawa et al., 1987; Ruemmele
et al., 1998). Es besteht ein spezifisches Expmessiuster fur TGE entlang der Krypten-
Zotten-Achse, welches von den Kryptenzellen ausgdés zu einer maximalen Konzentration in
Enterocyten der Zottenspitze verstarkt ausfallirg@ed et al., 1989). Dieses Verteilungsmuster
erklart die zunehmend verstarkte Hemmung des Exyerowachstums Uber einen Mechanismus
mit negativer Riuckkoppelung, sobald eine entspmdeZahl reifer Enterocyten den basalen
Schleimhautabschnitt verlasst. T@hduziert in den Kryptenzellen seine eigene Exgmsund
eine Suppression der T@HExpression, was den selbstverstarkenden Effelsedigavachstums-
hemmenden Faktors verdeutlicht. Auch die ExpressoonTGH wird durch EGF stimuliert.
Insgesamt lasst sich durch EGF ein selbstverstdetemproliferativer Effekt Uber TGF
beobachten, der letztendlich durch die simultaneluttion des Gegenspielers TREBF
herunterreguliert wird (Suemori et al., 1991). T83pielt darlber hinaus eine bedeutende Rolle
bei der Restitution des Darmepithels nach Zellsiguindyen. Das Cytokin leitet durch eine
gesteigerte Einwanderung vitaler Zellen aus Regianéderhalb der Verletzung die Erneuerung
des Darmepithels ein (Ciacci et al., 1993). In-vB@obachtungen zeigten, dass die Erholung
innerhalb von Minuten bis Stunden einsetzt. Diegedeutlicht die erstaunliche Reparatur-
kapazitat hinsichtlich des Aufbaus einer intaktgoithelialen Barriere, einer essentiellen
Eigenschaft zur Erhaltung einer regelrechten Ongaifon. Die Geschwindigkeit dieser
Reparaturmechanismen lasst vermuten, dass einpr@#é#ration nicht notwendig ist (Lacy,
1988; Silen, 1987). Wachstumsfaktoren wie BGFEGF, Interleukin-f (IL-13) sowie
verschiedene Fibroblasten-Wachstumsfaktoren bewiekenso eine Gewebeheilung Uber diesen
TGH3-abhangigen Weg (Dignass und Podolsky, 1993; Dgjeaal., 1994).

Eine ausgepragte Abweichung der lokalen Cytokinpktdn bzw. —wirkung, die im Rahmen
immunvermittelter pathologischer Bedingungen etvea Morbus Crohn und Colitis ulcerosa
beobachtet wird, wird fir eine Induktion morphokxdier Verdnderungen der Darmmucosa und
eine resultierende Dysfunktion mitverantwortlichngeeht (Fais et al., 1991; Fiocchi, 1998;
MacDonald et al., 1990; Sartor, 1995). Im Rahmesseli entziindlichen Darmerkrankungen

werden der verstarkte Umsatz der Epithelzellentiwiok und die hohe Apoptoserate durch
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Cytokine, welche lokal aus infiltrierenden Entziindszellen freigesetzt werden, vermittelt
(Abbildung 2; Baumgart et al., 1998; Fiocchi, 1998; Ruemmeld 8aidman, 1998).
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Abbildung 2: pathologische Krypten-Zotten-Architektur im Rahmen chronisch-

entztindlicher Darmerkrankungen: ausgepragte Zottenatrophie und
kompensatorische Kryptenhyperplasie - die abscbte Enterocyten-

oberflache ist zugunsten der unreifen Kryptenetageem verkiimmert

Die physiologische Induktion der Apoptose einerstinalen Epithelzelle bei Erreichen der
Zottenspitze ist weitgehend ungeklart. Faktoren Wi@H3, welche Differenzierungs- und
Reifungsprozesse entscheidend beeinflussen, watdgrotentielle Ausldser fur den ultimativen
Zelltod betrachtet (Kurokawa et al., 1987). Dieargte Apoptose von Epithelzellen aus Magen-
und Colontumor-Zelllinien (VACO-330) nach Stimutati mit TGH unterstitzt diese Hypothese
(Wang et al., 1995; Yanagihara und Tsumuraya, 199 zunehmende T@Konzentration
entlang der Krypten-Zotten-Achse verleitet zu Spatkonen Uber die physiologische Rolle
dieses Cytokins, namlich ob T@EFabgesehen von seinen antiproliferativen Eigensehadie

Apoptose reifer Enterocyten triggert.
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1.3. Mechanismus der Apoptose

Die Apoptose, auch als programmierter Zelltod bemeet, wird als wichtiges physiologisches
Gegenstick der Mitose angesehen (Saikumar et 899)1 Die empfindlich eng regulierte
Balance zwischen beiden Zellvorgdngen garantiegt ldomdostase in Geweben mit hoher
Umsatzrate wie beispielsweise dem Darmepithel. inmuinsystem ist Apoptose einer der
Hauptmechanismen, Uber den potentiell autorealdeleen gezielt entfernt werden (van Parijs
und Abbas, 1998). Die Apoptose kann als ,Selbstpramgiamm® einer Zelle angesehen werden,
welches durch dul3ere Faktoren innerhalb von MinbiersStunden in Gang gesetzt werden kann
(Green, 1998). Die Existenz eines effizienten Kolfdpparates, der eine vorzeitige Auslosung
des Zelltodes verhindert, wird vorausgesetzt.

Die Apoptose wird als Zelltod einzelner Zellen inean Gewebe angesehen und ist das Resultat
eines zelleigenen und energieabhéngigen Selbsinemgsprozesses. Charakterisiert ist diese
Form des Zelltodes durch eine Schrumpfung der elelien, weshalb dieser Zelluntergang auch
Schrumpfnekrose genannt wird. Die Apoptose wird Gagensatz zur klassischen Gewebe-
nekrose nie von einer Entziindung des umgebendereligsabegleitet und spielt sich nie an
groReren Zellverbanden, sondern immer nur an eiernefellen ab. Dieses Phdnomen hat diesem
disseminierten Zellprozess auch seinen Namen eiaget— der Untergang der einzelnen Zellen
im Rahmen der Apoptose (gr.: abfallen) gleicht lbem Abfallen einzelner durrer Blatter von

einem herbstlichen Baum.

Als frihestes morphologisches Merkmal ,verklumptasd Chromatin entlang der infolge
Schrumpfung gefaltelten Kernmembran (KaryopyknosBurch DNA-Spaltung entstehen
Fragmente mit einer Lange von 180 Basenpaaren gamzzahliger Vielfacher: sie ergeben bei
der Elektrophorese die fur eine Apoptose charadtteche DNA-Leiter. Die Zellkontakte |6sen
sich auf, Mikrovilli und Zellauslaufer verschwindeDie Uber lange Zeit intakte Zellmembran
verhindert die Leckage von potentiell entziindungiftnden cytoplasmatischen Enzymen und
Proteinen. Dagegen ist die Nekrose durch Schwelliewy Zellkorpers bis zur Membranruptur
gekennzeichnet, es resultiert dann eine unkorgrtdli Entzindungsreaktion des umgebenden
Gewebes. Bei der Apoptose wird schliel3lich Phosgyiaerin (PS), welches normalerweise in
der inneren Plasmamembranschicht lokalisiert istriggert durch eine spezifische Flippase an

die aulRere Oberflache externalisiert (Fadok etLl@Bp). Dieses lockt Makrophagen an, die diese
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markierten Zellen durch Phagocytose eliminieren.eBslgt au3erdem die Ausstilpung von
Cytoplasmablasen an der Zelloberflache, die sich der Zelle als Apoptosekdrper ablésen
konnen Abbildung 3). Spater wird das Zisternensystem des endoplasthetn Retikulums
erweitert und fragmentiert. Die strukturell noch itgehend intakten Mitochondrien weisen
flockige Verdichtungen auf. Die Apoptosekorper sedie schrumpfnekrotischen Zellen werden
entweder in ein Drisenlumen abgestoRen oder wevdanumliegenden Zellen phagocytiert
(Riede und Schaefer, 1995).

NEKROSE @ APOPTOSE

PS8—~Exposition
auf der
Zelloberflache

@@
r
r\_ _) apoptotische Koérperchen

Abbildung 3: Nekrose versus Apoptose:im Gegensatz zur Nekrose fehlt bei der
Apoptose die reaktive Begleitentzindung mit umlretgr Gewebe-

schadigung

Im Ablauf der Apoptose kann eine Initiationsphasee Effektorphase und eine Exekutionsphase
unterschieden werden. In jeder dieser Phasen erftigy Aktivierung oder Deaktivierung
bestimmter Proteine. Das Uberschreiten bestimnttee der Signalweiterleitung innerhalb der
Zelle macht die Apoptose zu einem irreversiblen géoig. Zumeist liegt diese bis zu einem
gewissen Grad auch zelltypische Stufe in der Efigittase. Die Initiationsphase, auch ,private
pathway“ genannt, gilt, gefolgt von der Effektorpbaals variabelste Phase. Dagegen ist der

Verlauf der Exekutionsphase weitgehend zelltypudalgiy (Kroemer et al., 1997).
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Ein wichtiger Mechanismus bei Einleitung der Apg&tellt die intrazellulare Caspase-Kaskade
dar (Green und Reed, 1998; Nagata, 1997). Sie strifesher eine Gruppe von 14 verschiedenen
Cysteinyl-Aspartasen, einkettige cytoplasmatische Proenzyme, welcherei@ystein-Rest in
ihrem aktiven Zentrum enthalten und Proteine naeh Aminoséure Aspartat schneiden. Die
Enzyme sind nach dem Zeitpunkt ihrer Erstbeschrgjbdurchnummeriert. Die als erste
identifizierte Protease (Caspase-1) ist das InikntelB3-konvertierende Enzym, das Pro-
Interleukin-1B3 in seine aktive Form spaltet (Thornberry und Lazleb1998). Die Mitglieder der
Enzymgruppe werden deswegen auch als ICE (Intari€élgcconverting-enzyme)-ahnliche
Proteasen bezeichnet (Miller et al., 1997). Alls@esen haben eine groRe Ahnlichkeit beziiglich
ihrer Aminosauresequenz, Struktur und SubstratB{@#@z{Cohen, 1997; Salvesen und Dixit,
1997; Villa et al., 1997).

Proapoptotische Stimuli aktivieren schrittweise dpezifischen Caspasen durch proteolytische
Spaltung, die entstehenden Untereinheiten formemuflan Tetramere. Man unterscheidet
Initiatorcaspasen, welche ihre eigene Spaltung fxewikonnen und somit autokatalytisch sowie
als eigenes Substrat fungieren, von EffektorcaspaBée insbesondere nach Stimulation des
Apoptose-auslosenden FAfibfoblastassociated)-Rezeptors aktivierte Procaspase-8 besitet
niedrige Protease-Aktivitdt. Nach Oligomerisieruthgs aktivierten FAS-Rezeptors erfolgt die
Rekrutierung mehrerer Procaspase-8-Molekiile, se ksl eine hohe Konzentration entsteht,
die fur die gegenseitige Spaltung der Molekiile @okend ist. Die Uberexpression der einzeln
nur schwach aktiven Procaspase-8 ist damit ausned;leine Apoptose auszulésen (Hengartner,
1998). Die autokatalytisch aktivierten Caspaseriteapam weiteren Verlauf des apoptotischen
Prozesses die Effektorcaspasen in ihre aktive Fbdiehen einer Effektverstarkung erlaubt eine
derartige mehrstufige Signalkaskade eine engmasdtagtrolle und Regulation der Apoptose.
Die Enzymkaskade bewirkt letztendlich die protesbite Spaltung verschiedener essentieller
Schlusselsubstrate, was den definitiven apoptatis&elltod bewirkt (Thornberry und Lazebnik,
1998).

Eine Schlusselstellung bei der Regulation der Apsptnehmen die Mitochondrien ein. Als
frihes Merkmal der Apoptose, das bei Induktion HUdd/- oder Gammastrahlung sowie durch
Dexamethason bei Thymocyten und Lymphocyten bedbteverden kann (Green und Reed,
1998), wird die Unterbrechung des mitochondrialeansmembranpotentials durch Offnung von

Megaporen eingeordnet (Marchetti et al.,, 1996). ddalird mitochondriales Cytochrom c ins
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Cytoplasma freigesetzt, welches daraufhin durcteréktion mit dem Apoptose-Protease-
aktivierenden Faktor (Apaf)-1, Procaspase-9 (Apait®l ATP einen Komplex ausbildet, der als
Apoptosom bezeichnet wird. Aus diesem geht dievete Caspase-9 als Initiator der Caspase-
Kaskade hervor (Kroemer et al., 1997; Li et al9Z;%ou et al., 1997). Der Elektronencarrier der
Atmungskette Cytochrom c tragt in diesem Zusammeglaaich die Bezeichnung Apaf-2. Nach
der folgenden Freisetzung des Apoptose-induziere@dktors (AlIF) aus dem mitochondrialen
Intermembranraum schlief3t sich seine Translokatioden Nucleus an, was die Kondensation
des Chromatins und schlief3lich den DNA-Abbau etetgiSusin et al., 1999).

Wichtige Regulatoren der Apoptose-Induktion sindsehiedene Proteine der bcl-2-Familie,
wobei pro- und antiapoptotische Mitglieder untereden werden. Sie sind hauptsachlich in der
aulReren Mitochondrienmembran, aber auch in der riemmbran und im endoplasmatischen
Retikulum lokalisiert (Green, 1998). Diese Protelnilelen Heterodimere aus je einem pro- und
einem antiapoptotischen Mitglied aus, wobei eingegseitige Beeinflussung ihrer Funktion
resultiert. Bcl-2 und bcl-xI blockieren als antigpatische Faktoren die Freisetzung von
Cytochrom ¢ und AIF, dagegen sind bax, bak sowlex®avichtige proapoptotische Molekile
(Adams und Cory, 1998). Durch Homodimerisierung dear lonenkanéle ausgebildet, die Gber
eine Leckage der aul3eren Membran eine Funktioresrskung der Mitochondrien verursachen
und aulRerdem die Freisetzung von Cytochrom c urfé &lauben (Antonsson et al., 1997;
Jurgensmeier et al., 1998; Minn et al., 1997; Sdkket al., 1997).

1.4. Apoptose-auslosende Rezeptoren und ihre Liganden

Ein Mechanismus zur schnellen und selektiven Emtiieg von Zellen durch Apoptose verlauft
Uber die Aktivierung von speziellen Zelloberflachezeptoren, die das apoptotische Signal nach
Kontakt mit spezifischen Liganden in das Zellinndeiten. Diese strukturell verwandten
Rezeptoren konnen auf der Oberflache nahezu alepdfzellen nachgewiesen werden und
gehoren zur Familie der Tumor-Nekrose-Faktor (TIREreptoren. Sie sind Typ-lI-Membran-
proteine und neben einer Transmembrandoméne durehzeei- bis sechsfache Wiederholung
einer cysteinreichen Subdoméne im Extrazellularrazimarakterisiert (Ashkenazi und Dikxit,
1998; Nagata, 1997). Die sogenannten Todesrezepfdeath receptors, DR) der TNF-Rezeptor-
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Familie sind durch eine identische intracytoplasscae Todesdomane (death domain, DD) aus
etwa 80 Aminosauren gekennzeichnet. Typische Mertieser Gruppe sind der TNF-Rezeptor
p55-TNF-R1, der FAS-Rezeptor sowie die TRAILNF-related apoptosisinducing ligand)-
Rezeptoren R1-4 (Itoh et al., 1991; Nagata und t@iols1995).

Die spezifischen Liganden fur diese Rezeptoren $ypdll-Transmembranproteine mit einem C-
terminalen Homologiebereich aus etwa 150 Aminoséural werden in die Gruppe der Cytokine
eingeordnet: TNF, Uberwiegend von aktivierten Makagen und lymphoiden Zellen produziert,
bindet an die entsprechenden TNF-Rezeptoren, dechdaktivierte T-Lymphocyten und
naturliche Killerzellen synthetisierte FAS-Liganéagiert mit dem FAS-Rezeptor, und die
TRAIL-Rezeptoren gehen eine Bindung mit dem TNFRed-apoptosis-inducing-ligand
(TRAIL) ein.

Die Bindung des natirlichen Liganden oder einesnegjschen Antikdrpers induziert eine
Trimerisierung der RezeptorstruktureAbbildung 4; Gruss und Dower, 1995, Smith et al.,
1994). Daraufhin wird ein cytoplasmatisches Effektdozw. Adaptermolekil mit einer
korrespondierenden Todesdoméane an die intrazedl D& des Rezeptors angelagert (Hsu et al.,
1995). Ein solches DD-enthaltendes Adapterprotein das FAS-associated-death-domain
(FADD)-Protein (Boldin et al., 1996; Chinnaiyanadt, 1995). Es enthélt eine C-terminale DD
und N-terminal eine death-effector-domain (DED).e$d bindet wiederum an die analoge
Domane einer inaktiven Interleukirg-konvertierenden-Enzym (ICE)-ahnlichen Protease, di
auch FADD-like ICE (FLICE) genannt wird und der @ase-8 entspricht (Alnemri et al., 1996;
Boldin et al., 1996; Muzio et al., 1996; Srinivesut al., 1996). Zusammen mit dem Rezeptor
bildet diese Proteingruppierung einen death-indytsignaling-complex (DISC), in dem
Caspase-8 eine Konformationsanderung erfahrt,hotee Autokatalyse und Freisetzung aus dem
Komplex zur Folge hat (Medema et al.,, 1997). S@hikh wird durch die kaskadenartige
Aktivierung der verschiedenen Caspasen die Spalspegifischer Substrate eingeleitet, die zu
den typischen morphologischen Veranderungen apsgtosterbender Zellen fuhrt (Nicholson
und Thornberry, 1997; Villa et al., 1997).
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Der TNF-Rezeptor p55-TNF-R1 und der FAS-Rezeptotzemu den selben Apoptose-
vermittelnden Signalweg, allerdings ist als zuséties Adaptermolekil das TNF-R1-assoziierte
DD-Protein (TRADD) notwendig, um die Verbindung EADD herzustellen, wahrend der FAS-
Rezeptor direkt mit FADD interagieren karkbbildung 5; Boldin et al., 1996; Chinnaiyan et al.,
1995; Hsu et al., 1995).

™~
Apoptose

Abbildung 5: TNF-Rezeptor versus FAS-Rezeptor:Apoptose-Einleitung durch Akti-

vierung des Todesrezeptors sowie tber mitochored8agnaltransduktion

Die folgendeAbbildung 6 fasst die skizzierten Apoptose-Schritte nochmatammen.
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Abbildung 6: Signalwege der ApoptoseEinleitung der Apoptose Uber Aktivierung des

Todesrezeptors sowie durch mitochondrialen Sigaadtiuktionsweg

Die Induktion von Apoptose Uber Todesrezeptorennkauf verschiedenen Ebenen des
Signalweges moduliert werden. Bereits auf Rezeptore sind Regulationsmechanismen
bekannt. So existieren im TRAIL-System sogenannbeldf- oder Decoy-Rezeptoren mit der
Bezeichnung DcR1 (= TRAIL-R3) und DcR2 (= TRAIL-R4jie keine funktionsfahige DD

besitzen, TRAIL aber mit der gleichen Affinitat wieRAIL-R1 und TRAIL-R2 binden, ohne

jedoch das apoptotische Signal weiterzuleiten (8iclem et al., 1997). Eine Uberexpression von
TRAIL-R3 kann TRAIL-sensitive Zellen vor Apoptosehsitzen, indem der Koder-Rezeptor mit
den funktionellen Todesrezeptoren um den Ligandenklrriert und somit eine Resistenz

gegenuber TRAIL-vermittelter Apoptose erméglicht.
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Die Mitglieder der Todesrezeptor-Familie scheineai leiner Vielzahl von Krankheiten
fehlreguliert zu sein. Beispielsweise findet mani #DS und anderen degenerativen
Erkrankungen eine Uberhthte Rate einer FAS-indiezrieApoptose, dagegen eine verminderte
Apoptoserate bei Tumorerkrankungen, so dass dmaii&rung maligner Zellen verpasst wird.
Interessant fur diese Studie sind nun die physistbg Expression der Rezeptoren bei
Enterocyten sowie der Einfluss inflammatorischediBgungen auf die Rezeptorauspragung und

-funktion.

1.5. Hypothesen und Ziele

Die konkreten Ziele dieser Arbeit sind

- eine morphologische Analyse der physiologischenr&sgon der TNF- Rezeptoren p55
und p75, des FAS-Rezeptors sowie der TRAIL-Rezeptétl, R2, R3 und R4 (Familie
der Todesrezeptoren) einschliellich ihrer spetigacLiganden FAS-Ligand und TRAIL
im intestinalen Epithel. Dabei liegt ein Schwerpuakif dem Expressionsmuster entlang
der Krypten-Zotten-Achse.

- eine quantitative Analyse des Einflusses der plaiminatorischen Cytokine TNFund
IL-13, welche wahrend einer Entzindungsreaktion idéstinalen Mucosa deutlich

erhoht sind, auf die Expression dieser Rezeptoren.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Modelle

2.1.1. Gewebe

Fur diese Studie wurden einerseits normale Dunnoiapsien (n=5) verwendet, die bei
padiatrischen Patienten mit dem Verdacht auf eiaem@rkrankung durch die durchgefiihrte
diagnostische Endoskopie gewonnen wurden. Die Bumtéung ergab bei diesen Kindern einen
makroskopisch vollig unauffalligen Darm mit normraléistologie. Andererseits konnten normale
Dunndarmresektate (n=3: Duodenum, Jejunum) zur inmstochemischen Analyse verwendet
werden.

Das Gewebe wurde umgehend durch Formalin bzw. Ackteert oder in flissigem Stickstoff
tiefgefroren. Zur Analyse der Gewebe mittels Immatdthemie wurden 1 bzw. pm dinne
Schnitte der Proben im Kryostat hergestellt.

2.1.2. HIEC-Zellkultur

Die HIEC (human intestinal epithelial cell)-Zellkut entstammt einer Zelllinie mit Ursprung aus
humanem fetalem lleum. Sie wurde durch J.-F. Beawion der Abteilung fir Anatomie und
Zellbiologie der Universitat Sherbrooke, Kanadas aareifen Kryptenzellen entwickelt (Perrault
und Beaulieu, 1996). Diese nicht-transformiertembnen Zellen sind ein geeignetes Modell zur
Untersuchung von Regulation und Modulation spediies Signalprozesse im Rahmen der
Entwicklung unreifer Kryptenzellen des origindramianen Dinndarmepithels.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Zellkultdaschen (Becton Dickinson, Heidelberg) unter
standardisierten Bedingungen bei 37°C in einertggth Atmosphére mit 5% CEAnteil. Das
Kulturmedium enthielt 5%-iges hitze-inaktivierteddles Kalberserum (FCS) mit Aminosauren-
und Antibiotika-Zusatz (DMEM, Dulbecco’s Modifiedagle Medium).
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2.2.Untersuchungsmethoden

2.2.1. Immunhistochemie

2.2.1.1. Gewebefixierung

Ein wichtiger Aspekt immunhistochemischer Techniksindie Konservierung von Zellen und
Geweben mit Hilfe eines mdglichst reproduzierbakégrfahrens, da die Ergebnisse dieser
Nachweismethoden bedeutend von der Gite des uct¢esuGewebematerials abhangen. Die
morphologischen Strukturen sollten dabei soweit matigylich ihren urspriinglichen Charakter
behalten. Dazu werden Gewebeblocke oder —schniiteFixierungslésungen behandelt, die
einerseits durch Inaktivierung lysosomaler Enzyniee eAutolyse des Gewebes verhindern
sollen. Andererseits wird das Wachstum von Bakteued Pilzen, die ebenfalls Abbauprozesse
verursachen konnen, unterbunden. Zugleich werdelferzaind Gewebe in ihrer Struktur
stabilisiert, damit diese vor mechanischen Verleggn wahrend des Farbeprozesses geschiitzt
sind.

Fixative denaturieren Proteine durch Koagulatiod ahemische Quervernetzung, so dass es zu
Strukturverédnderungen der Proteine und einer Imakting von Enzymen kommt. Die so
entstehenden Komplexe unterscheiden sich von d@reakProteinen sowohl im chemischen als
auch im antigenen Profil, so dass die protektivekWig fir das Gewebe durchaus ein Hindernis
fur die immunhistochemischen Nachweismethoden elgatkann.

Eine zu geringe Fixation erschwert durch die rés@hde schlechte Gewebemorphologie die
korrekte Interpretation. Auf der anderen Seite mifte Uberfixation durch quervernetzende
Fixative wie Aldehyde eine Antigenmaskierung hervdie den Zugang des Antikdrpers
verhindert. Ein weiteres Problem entsteht, wennFdaativ die Struktur des Antigens andert, so
dass es fur den Antikdrper unerkennbar wird. J&griund komplexer das Antigen strukturell
aufgebaut ist, desto schonender muss die erfocterlrixation sein, um seine Maskierung oder
eine Strukturveranderung zu verhindern und es &m @Antikdrper zuganglich zu erhalten.
Optimal ist es daher, das zu untersuchende Prapiasthtlich eines jeden Antigens mehreren
Fixativen Gber unterschiedliche Zeitspannen zurw@den, um die besten Bedingungen fur die

Konservierung dieses speziellen Antigens zu erfahre
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Bei den ersten Versuchsreihen wurde das Dunndarsigewlurch allgemein gebrauchliches
8%iges gepuffertes Formalin konserviert. Aufgrurainer Quervernetzungseigenschaften gilt
diese Chemikalie als ein besonders gutes Fixativkiéine Antigene, zumal Darmgewebe

hinsichtlich einer Autolyse sehr anfallig ist. Beehr guten morphologischen Ergebnissen
konnten allerdings keine zuverladssig positiven Nagke der untersuchten Apoptose-
Rezeptoren, dessen Existenz durch Paralleluntarageim in unserem Labor mittels RT-PCR
sowie Immuno-Western-Blot nachgewiesen wurde, @rteverden. Auch eine Verkirzung der

Fixationszeit bei dem Verdacht einer Antigenmaskigr konnte die Ergebnisse nicht

beeinflussen. Eine weitere Mdglichkeit besteht @x Demaskierung des Antigens durch eine
proteolytische Vorbehandlung oder eine Mikrowelleiméndlung, die aber auch keinen Erfolg
verzeichnen liel3en.

Nach wochenlangen vergeblichen Versuchen wurdeufigere Studie eine andere Strategie
verfolgt: das Biopsiematerial und kleinere Probers éntestinalresektaten wurden in Flussig-
stickstoff schockgefroren. Diese Methode ermdgleine Erhaltung des Gewebes einschliel3lich
der antigenen Strukturen und verhindert die Bilduag Eiskristallen, die ebenso Zellstrukturen
zerstoren kbnnen. Das Gewebe kann so bei -80°C labgere Zeitraume aufbewahrt werden.
Von dem Gewebe wurden dann bei -20°C in einem KagdSefrierschnitte mit einer Dicke von

etwa 1-5um hergestellt. Dieses ist eine etablierte Methadeginerseits die nachteiligen Effekte

einer Fixation zu umgehen, andererseits konnene vi@berflachenantigene wegen ihrer
Zerstorung durch das Fixativ nur in Gefrierschmittekalisiert werden, auch die Identifizierung

intrazellularer Antigene gelingt so zuverlassiger.

Vor der Immunmarkierung wurden die GefrierschnitieAceton-Lésung bei +4°C Uber zehn

Minuten fixiert.

2.2.1.2. Kryostatschnitte

Der Kryostat ist ein Kihlgehduse, in dem ein Rotamikrotom untergebracht ist und eine
Innentemperatur bis — 40°C erreicht werden kanrs Bl&rotom ist so eingerichtet, dass das
gekihlte Messer im Messerhalter feststeht, undadgefrorene Gewebeblock mit Hilfe einer

aulBen am Gefrierschrank angebrachten Kurbel semkgemen das Messer bewegt wird. So
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lassen sich unfixierte Gewebe z. B. im Rahmen a#gm&Ischnittdiagnostik von Operations-
material zligig schonend und unverfalscht schneiden.

Vor dem Einfrieren des Gewebes in flissigem Stafkstrfolgt eine Inkubation mit 2,3 M-
Sucrose. Die Sucrose vermeidet einerseits die Bgdwon intra- sowie extrazellularen Eis-
kristallen, die das Praparat schadigen, und steigedererseits die Plastizitdt, die den
Schneidevorgang optimiert. Nach dem Herstellen Gleirierschnitte wird der belegte Objekt-

trager in eine mit Pufferlosung gefillte Klvettagataucht, um die Sucrose zu herauszuldsen.

2.2.1.3. Immunperoxidase-Farbemethode (Avidin-Bioti-Technik)

Als Immunperoxidase-Farbemethode zur Darstellutiglzeer Antigene wurde fir diese Studie
die Avidin-Biotin-Technik verwendet. Sie nutzt diéhigkeit des Eiweil3glykoproteins Avidin,
vier Molekule des Vitamins Biotin physikalisch zinden.

Bei diesem indirekten Nachweisverfahren wird eikkamugierter Primérantikérper, der gegen
ein bestimmtes Epitop des gesuchten Antigens imeBevgerichtet ist, eingesetzt. Ein zweiter
Antikdrper, der sogenannte Sekundarantikorper, lBxiantikdrper oder auch Link-Antikdrper
genannt, ist gegen das Fc-Fragment des Primargmitsigerichtet. Der Sekundarantikorper ist
biotinyliert, das heil3t er ist an einem Bindungsendt Biotinmolekilen verbunden. Im dritten
Schritt erfolgt die Inkubation mit einem peroxidasejugierten Streptavidin-Biotin-Komplex.
Die freien Stellen des Avidinmolekils erméglichemrah dessen hohe Affinitat zu Biotin die
Bindung an das Biotinmolekil des Sekundarantik@p&urch Einsatz eines entsprechenden
Chromogens macht das Enzym Peroxidase durch dddegeld~arbprodukt das nun im Gewebe
aufgebaute Antigen-Antikorper-Gerist fur die Licikrmskopie sichtbarAbbildung 7).

Um eine unspezifische Hintergrundfarbung durch gatang von Antikérpermolekilen an stark
geladene Kollagen- und Bindegewebselemente deraRxi@pzu unterbinden, wird vor Zugabe
des Primarantikdrpers eine neutrale Proteinloswigetragen. Dieses Eiweil3 lagert sich an die
elektrisch geladenen Stellen und verhindert ausali®Veise eine Adsorption des Primar-
antikorpers, der dann spezifisch an das zu ideignde Antigen binden kann. Meist wird als
Proteinlésung Normalserum derselben Tierspeziewaratet, von der der Briickenantikdrper

stammt. Dieses verhindert wiederum eine falschtpesAnfarbung, bedingt durch die Bindung
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des Sekundarantikdrpers an Komponenten der Proseind. Bei diesen Versuchsreihen wurde
eine zehnmindtige Inkubation mit Schweineserum, mib Tris-Puffer-Losung verdinnt, vor-

genommen.

Avidin Biotin Enzym

2. biotinylierter

Antikorper

Avidin-Biotin-

Peroxidase-Komplex

Abbildung 7: Prinzip der Avidin-Biotin-Methode (Handbuch der Immunperoxidase-

Farbemethoden von Janice A. Bourne)

Im Anschluss daran wurde das Gewebe in verschieadgeedinnungsreihen mit dem Primar-
antikorper versetzt, wobei jeweils Inkubationszeitexd Umgebungstemperatur variiert wurden.
Nach ausreichender Spulung mit Tris-Puffer erfolger Zusatz des spezifischen biotin-
konjugierten Sekundarantikorpers, 1:400 verdunmgy @reil3ig Minuten bei Raumtemperatur.

Vor Einsatz eines Chromogens muss die bereits immeBe vorhandene endogene Peroxidase-
aktivitat irreversibel gehemmt werden, indem eifgidge Wasserstoffperoxidlésung tber einen
Zeitraum von zehn Minuten zugesetzt wird. Soferesdi Aktivitat nicht vor Zugabe des
markierenden Enzyms blockiert wird, ist eine pesitAnfarbung nicht nur auf das spezifische
Antigen, sondern auch auf die im Praparat bereststdhende, vorrangig in Erythrocyten und

Leucocyten vorkommende Peroxidaseaktivitat zurlithkmen.
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Nach sorgfaltiger Spulung mit Tris-Puffer wurde IsgfRlich fir dreil3ig Minuten der peroxidase-
konjugierte Streptavidin-Biotin-Komplex zugesetzt.

Unter mikroskopischer Beobachtung wurde die Anfagbdurch den Zusatz des Chromogens
durchgefuhrt. Bei Immunperoxidase-Verfahren komiatEEnzym Meerrettichperoxidase (HRP,
horse radish peroxidase), die mit dem Substrat @vstsdgfperoxid einen Komplex bildet, zum
Einsatz. Die Reaktion dieses Komplexes mit einegktibnendonor ergibt als Endprodukte ein
Farbmolekll und Wasser. Dabei geht das Enzym underéaus der Reaktion hervor, um mit
einem weiteren Substratmolekll zu reagieren. Sdaitn ein einziges Enzymmolekdl viele
Substratmolekiile zum Produkt umsetzen.

Es gibt eine Vielzahl verschiedener Chromogenealdid=lektronendonor bei der Enzymreaktion
ein Farbprodukt bilden, das an der Stelle des xaligierenden Antigens prazipitiert. Die
folgenden Untersuchungen wurden mit dem elektrggemmdenden Chromogen AEC (3-Amino-
9-ethyl-carbazol) durchgefiihrt, welches ein in Alkb |6sliches rotes Endprodukt bildet.
Deshalb durfen die Praparate nicht dehydriert wengdied sind mit einem wassrigen Eindeck-
medium einzudecken. Des Weiteren stehen als gefiiélue Praparate DAB (3,3-Diamino-
benzidintetrahydrochlorid) mit einem braunen Endpid, 4-Chlor-1-naphthol, das als blaues
Produkt prazipitiert, sowie das Hanker-Yates-Reag@raraphenylendiamindihydrochlorid /
Pyrocatechol), welches ein blau-schwarzes Realgrodsikt hervorbringt, zur Verfigung. Zur
Optimierung der Intensitat des Reaktionsproduktemkn die Chromogen-Konzentrationen und
die Inkubationszeiten mit dem Substrat individaglgepasst werden.

Zum Schluss erfolgte zur Darstellung der Gewebehuwggie die Gegenfarbung mit Mayer’s

Hamatoxylin.

Die groRBere Empfindlichkeit der Immunperoxidasefireken gegentber der im Folgenden
beschriebenen Immunfluoreszenz—Methode liegt arsedie Verstarkungsfaktor der Enzym-
technik. Ein Fluoreszenzmolekil kann nur einenrggn Teil sichtbares Licht abgeben, ein
Peroxidaseenzym kann jedoch viele Farbmolekileynieden. Ein zu lokalisierendes Antigen-
molekdl wird durch die Repréasentation durch jeweitehrere Avidin-Biotin-Peroxidase-
Komplexe und dementsprechend vielen Farbprodukierein Vielfaches verstarkt dargestellt.
Die Menge des prazipitierten Chromogens und darneit lntensitat der Reaktion sind somit

Uberproportional zur Menge des vorhandenen Antigens
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2.2.1.4. Immunfluoreszenz-Markierung

Auch die hier praktizierte Immunfluoreszenz-Markieg der zu identifizierenden Antigene ist
ein indirektes Nachweisverfahren. Ein unkonjugiergpezifischer Priméarantikorper bindet

zunachst an das Antigen im Praparat. Um diese Anlag im Gewebe bzw. auf der

Zelloberflache zu lokalisieren, wird ein spezifisgagen den ersten Antikorper gerichteter, an
einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelter Sekund&@mter eingesetzt. Diese Untersuchungen
wurden mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjutpa Sekundarantikbrpern durchgefuhrt.

Die Antigenexistenz und die fluoreszenzmarkiert&dlisation des Antigens in der Zelle kdnnen
dann einerseits lichtmikroskopisch analysiert ward&ndererseits ist Uber diese Technik auch
eine quantitative Analyse der Antigenprasenz duFdbwcytometrie (FACS-Analyse) von

Einzelzellen moglich.

2.2.2. FACS-Analyse

Die FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell Swytifluoreszenzaktivierte Zellanalyse),
auch Durchfluss- oder Flowcytometrie genannt, efiobg die Isolierung und Zahlung von
Zellen sowie eine Analyse von physikalischen undekaren Eigenschaften von Partikeln in
einem Flussigkeitsstrom. Eine Hauptanwendung besdenin, mit Hilfe von durch einen
Fluoreszenzfarbstoff markierten Proben bestimmtge®Schaften von Zellen oder Zell-
populationen auf Einzelzellebene zu dokumentieEsnist mit diesem Verfahren méglich, die
Expression von Oberflachenmolekiilen und intrazétken Proteinen quantitativ zu bestimmen.
Mittels FACS-Analyse wurden am HIEC-Zellmodell dieduktion und Expression der
Todesrezeptoren FAS-Rezeptor sowie TRAIL-Rezept&Ed quantifiziert.

Grundlage ist die Antigen-Antikdrper-Reaktion zwisa zu untersuchender Zelle und mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markierten Antikorper. Zur Ars@ werden diese Zellen dann als
Einzelzellsuspension wie an einer ,Perlenkette”ctueine Flissigkeitskapillare an einem
geblindelten Laserstrahl geeigneter Wellenlange ewgeleitet. Bei exakter Anregung der
Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch denostoonmatischen Laserstrahl werden diese
auf ein hoheres Energieniveau gehoben. Nach deprpuas fallen die Elektronen unter Abgabe

von Energie in Form von Photonen auf ihr Ursprungsau zurtick. Die emittierte Photonen-
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konzentration, die durch einen Photodetektor ragrstwird, verhalt sich proportional zur Menge
der an die zu bestimmende Zelle gebundenen Antkodgusatzlich werden durch die erzeugte
Lichtbeugung und —streuung Informationen lber dibgf63e und die Binnenstruktur der Zellen
wie die Granularitat des Cytoplasma oder die Gu#seZellkerns gewonneAljbildung 8).

Probenstrom
+
] gefarbte Zellen

¥ % +*
= _
[t Fluoreszenzsignal
0
Laserstrahl = Lichtstrenung
O
-
& Tropfenabriss
=
e e
o L
o @
2 ©
L]
¢ N
Abbildung 8: Prinzip der Flowcytometrie und Zellsartierung

Eine gleichzeitige FACS-Messung mit verschiedenkroreészenzfarbstoffen ist moglich, weil
sich die eingesetzten Farbstoffe zwar bei einerggesamen Wellenldnge anregen lassen, aber
Uber unterschiedliche, fur den jeweiligen Farbstbfirakteristische Emissionsspektren verfligen.
Haufig verwendete Fluorochrome sind Fluoresceihisayanat (FITC) und Phycoerythrin. In
unseren Untersuchungen wurde FITC als Fluoreszdystédf mit einem Absorptionsmaximum

bei 495 nm und einem Emissionsmaximum bei 519 myesietzt.

Im Versuchsverlauf wurden HIEC-Zellen mit dem inmtsgmechenden Zellmedium angesetzten
Primarantikorper inkubiert. Nach mehrfachen Wasch@ogen mit dem Zellmedium erfolgte die
Inkubation mit dem sekundaren Antikdrper. Dabei deur jeweils neben einer Veranderung der

Antikoérperkonzentrationen sowohl die Inkubationszeials auch die auf3eren Bedingungen wie
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Temperatur und Lichteinfluss zur Erzielung optinndtegebnisse in den Versuchsreihen variiert.
Eine Fixierung der Zellen durch den initialen Zasainer 1%igen Formalinldsung erbrachte in
Verbindung mit einer Permeabilisierung der Zellearcth Saponin eine Optimierung der
Versuchsresultate. Nach einer abschlielRenden Wiagahurde die FACS-Analyse durchgefihrt.

Die Prasentation der Messergebnisse erfolgt eiteas Dot-Plot-Diagramm, in dem haufig von
einander unabhdngige Parameter wie z.B. Zellgrod Granularitat in punktformiger
Darstellung eingehen. So ist es mdglich, eine tyeste Zellpopulation nach ihren Eigenschaften
gegenuber anderen Zellen aus dem Serum oder eingenem Zellgemisch zu identifizieren. Im
Streulicht-Dot-Plot werden die Zellen werden natinein Vorwartstreulicht (forward light
scatter, FSC), abhangig von der Zellgréf3e, undmh&eitwartsstreulicht (side scatter, SSC),
stellvertretend fur die Granularitat der Zelle, Diagramm dargestellt. Die Ergebnisse einer
Fluoreszenzmessung lassen sich durch das Schlaisen so identifizierten Zellpopulation
gesondert in einer entsprechenden Graphik abbildedererseits werden die Ergebnisse der
Analyse in Form eines Histogramms bzw. als Kurvealestriert. Hierbei wird beispielsweise
die Zellzahl gegen die Fluoreszenzintensitat avégen. Je starker der Rechts-Shift der
gemessenen Fluoreszenzintensitat gegeniber defliutszenz- bzw. Isotypenprobe ausfallt,
desto haufiger kommt das nachgewiesene Antigenodmr umso starker ist das Antigen

ausgepragt.

2.3. Material

2.3.1. Antikorper

Als Primarantikérper kommen in den Versuchsreihen folgende Praparatdmavendung:

FAS-Antikorper

- mouse-lgG-anti-human-Fas: Pharmingen, Mississabla Canada; fig/ml

FAS-Ligand-Antikorper
- mouse-lgG-anti-human-Fas-Ligand: Pharmingen, Msssiga, ON, Canada; 1x4/ml
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TRAIL-Rezeptor-Antikorper
- goat-anti-TRAIL-R1 (N-19): sc-6824, Santa Cruz Bidtnology, Inc.; 20Qg/ml
- rabbit-anti-TRAIL-R1 (C-terminal): 66901N, Pharmarg 50ug/ml
- goat-anti-TRAIL-R2 (N-19): sc-7192, Santa Cruz Bidinology, Inc.; 20Qg/ml
- rabbit-anti-TRAIL-R2: AB16942, Chemicon Internatadrinc.; 500ug/mil
- goat-anti-TRAIL-R2: AB1687, Chemicon Internatiotat.; 100ug/ml
- goat-anti-TRAIL-R2: 210-73-R100, Alexis Biochemisal 00ug/ml
- goat-anti-TRAIL-R3 (N-19): sc-7193, Santa Cruz Bidtnology, Inc.; 20Qg/ml
- goat-anti-TRAIL-R3: AB1688, Chemicon Internatiotiat.; 100ug/ml
- goat-anti-TRAIL-R3: AF630, R&D Systems Inc.; 10g/ml
- goat-anti-TRAIL-R4 (N-19): sc-7552, Santa Cruz Bidinology, Inc.; 20Qg/ml
- goat-anti-TRAIL-R4: AF633, R&D Systems Inc.; 10g/ml

TRAIL-Antikorper
- rabbit-anti-TRAIL (C-terminal): AB16957, Chemicontérnational Inc.; 1 mg/ml

TNF-Rezeptor-Antikorper
- goat-anti-p55-TNF-RI: AB-225-PB, R&D Systems Int.mg/ml
- goat-anti-p75-TNF-RII: AB-226-PB, R&D Systems Int.mg/ml

TNFa-Antikorper
- mouse-anti- TNE: AB-410-NA, R&D Systems Inc.; 1 mg/ml

Als Sekundarantikorper kommen folgende Praparate zum Einsatz:

- donkey-anti-goat-IgG-FITC: sc-2024, Santa Cruz &bnology, Inc.; 40Qg/ml
- goat-anti-rabbit-IgG-FITC: sc-2012, Santa Cruz Babinology, Inc.; 40Qg/ml
- goat-anti-mouse-IgG-FITC: sc-2010, Santa Cruz Bimelogy, Inc.; 40Qug/ml
- donkey-anti-goat-Cy2: 705/225-147, Dianova/Jackson

- biotinylierter Sekundarantikérper, DAKO CorporatiosA
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2.3.2. Chemikalien

Zellmedium
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Fixative
PFA 8%-PBS
10% phosphatgepuffertes Formalin pH 7,0

Aceton
N2
Pufferlosungen
Tris-Puffer ~ Stammlésung 60,57g Tris (Merck 9382500 ml Aqua dest. + 430 ml 1N-HCI
pH 7,4-7,6
Gebrauchsldsung 100 ml Stammldsung + 900 ml \N%i
PBS phosphor buffered saline (phosphatgepuffeoehKalzl6sung)

0,01M, pH 7,2
1,48 g NaHPO, + 0,43 g KHPO, + 7,2 g NaCl in 1 | Aqua dest. |6sen
CMF-PBS (calcium-magnesium-free PBS)

sonstige Reagenzien

Saponin (nach Jung) zur Permeabilisierung der Zstibran
Grundlésung 0,1% Saponin / PBS als Medium

BSA (bovine serum albumin)

Schweineserum

Antibody Diluent, DAKO Corporation, USA

Blocking Reagenz, DAKO Corporation, USA

ABComplex, DAKO Corporation, USA

AEC-Substrat: K 3464, DAKO Corporation, USA

TX-100 (Triton X-100): H514, Promega CorporatiorGA)

TNFa: Genzyme Corporation

Interleukin-3: R&D Systems Inc.
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2.3.3. Rezepturen

Poly-L-Lysin-Beschichtung der Objekttrager
Poly-L-Lysin-LOsung: 0,5 mg/ml (Aqua dest.)
frisch herstellen / durch 0,4Bn -Filter geben
bei langerer Lagerung mit 0,02% Acid versetzen
Objekttrager (OT) in Aqua dest. 100°C tauchen
OT mit sauberem Baumwolltuch entélen, in 100% Eth#auchen, nochmals trocknen
Vorgang wiederholen
waschen in Aqua dest., in Poly-L-Lysin-Lésung taerghabtropfen lassen
Vorgang wiederholen
Klvetten bei 37°C in Brutschrank lagern

PVP (Poly-Vinyl-Pyrrolidon)-Sucrose

Herstellung von 100 ml 2,3M-Sucrose-L6sung

Zusatz von 20 ml 3% NaHGEL6sung + 20 mg Natriumacid + 10 ml Phosphatpulffésung
(pH 7,4)

Zusatz von 100g PVP-10 (Lot 28H0110, Sigma) in 66/&me Ldsung (Wasserbad)

nach 60 min portionieren

Herstellung des Eindeckmedium flr fluoreszenzmarkige Praparate (Mowiol-Dabco)
5g Mowiol 4.88 (Hoechst), alternativ Elvanol (Duppin 20 ml 2100mM-Tris pH 8,0 lI6sen
16 h rihren
10 ml 100% Glycerin zugeben
16 h ruhren
nicht geléstes Mowiol durch Zentrifugation abtrenne
abgeflllte Proben einfrieren
vor Gebrauch wahlweise Antibleichmittel hinzufligen

- Dabco (1,4-Diazobiyclooctan)

20-50 mg Dabco /ml Mowiol Mikroskopie 1983; 40: 237 / J Immunol Methods 1988; 231

- p-Phenylendiamin
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1 mg p-Phenylendiamin /ml Mowiol, Zugabe von Mertoagphanol bis Lésung wieder
klar, pH-Einstellung auf 8,2 J Immunol Methods 1981; 43: 349-350
- n-Propylgallat

10 mg n-Propylgallat /ml Mowiol science 1982; 217: 1252

2.3.3.1. Immunperoxidase-Markierung (Avidin-Biotin-Technik)

10 min Inkubation mit Schweineserum, 1:5 in TrigfBr-Lésung verdinnt, danach
ablaufen lassen
60 min / Inkubation mit Primarantikorper bei RT i(B&C tber 12h)
(>12h) Verdinnung in Antibody Diluent
anti-TRAIL-R1 1:2/1:5/1:10/1:50/1:100
anti-TRAIL-R2 1:2/1:5/1:10/1:50/ 1:100
anti-TRAIL-R3 1:5/1:10/1:50/1:100
anti-TRAIL-R4 1:5/1:10/1:50/1:100
anti-TRAIL 1:10/1:50/1:100
anti-FAS-R 1:5/1:10/1:50/ 1:100
anti-FAS-Ligand 1:10/1:50/1:100
anti-p55-TNF-R1 1:5/1:10/1:20/1:40/ 1:50:80/ 1:100
anti-p75-TNF-R2 1:5/1:10/1:20/1:40/ 1:5080 / 1:100
anti-TNFo 1:10/1:100
danach spulen mit Tris-Puffer
30 min Inkubation mit spezifischem Sekundéarantikdipei RT
Verdinnung 1:400 mit Antibody Diluent
danach spulen mit Tris-Puffer
10 min Blocking-Reagenz = Perhydrol
danach spulen mit Tris-Puffer
30 min frisch hergestellte ABComplex-Losung awgta
danach spulen mit Tris-Puffer
Anfarbung mit AEC-Substrat unter mikroskopischemkolle

(Ansatz der Substrat-Losung wegen Prazipitaten tielimar vor Gebrauch)
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Gegenfarbung mit Mayer’s Hamalaun

Eindecken mit Aquatex

2.3.3.2. Immunfluoreszenz-Markierung der Gefrierscimitte

2x5 min PBS bei RT

60 min 3% BSA/CMF-PBS bei 37°C

3x5 min 0,1% BSA/CMF-PBS

60 min / Primarantikorper bei (4°C) / 37°C (feueKiammer)

(>12h) Verdinnung in 0,1% BSA/CMF-PBS:
anti-TRAIL-R1 (2:1/1:2/1:5)/1:10/1:100 /AD00
anti-TRAIL-R2 (2:1/1:2/1:5)/1:10/1:10Q71000
anti-TRAIL-R3 1:10/1:100
anti-TRAIL-R4 1:10
anti-TRAIL 1:5/1:10/1:100
anti-FAS-R (2:2/1:5)/1:10/1:100
anti-p55-TNF-R1  (1:2/1:5)/1:10/1:100
anti-p75-TNF-R2  (1:2/1:5)/1:10/1:100

3x5 min 0,1% BSA/CMF-PBS

60 min / Sekundarantikdrper bei (4°C) / 37°C (fgedkammer)

(>12h) Verdinnung in 0,1% BSA/CMF-PBS
anti-goat / rabbit / mouse-FITC 1:50/ 1:200250
anti-goat-Cy2 1:50/ 1:200/ 1:250

3x5 min CMF-PBS
1x Aqua dest.

Eindecken mit Mowiol-Dabco

Inkubation mit Primarantikorper / Sekundarantik@rpgger Nacht (>12h) bei 4°C mit hoheren

Konzentrationen
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2.3.3.3. Immunfluoreszenz-Markierung der HIEC-Zellen

Mikroskopie:
Medium abnehmen
2X mit PBS waschen
45 min Fixierung mit 1% / 4% PFA/PBS bei RT
5x5 min mit PBS waschen
5 min mit 0,2% TX-100/PBS permeabilisieren
5x5 min mit PBS waschen
15-30 min mit 3% BSA/PBS bei 37°C abblocken
3x3 min mit 0,3% BSA/PBS waschen
60 min Inkubation mit Primarantikorper bei 37°@y€thte Kammer)
Verdinnung in 0,3% BSA/PBS:
anti-TRAIL-R1 1:5/1:10
anti-TRAIL-R2 1:5/1:10
anti-TRAIL-R3 1:5/1:10
anti-TRAIL-R4 1:5/1:10
anti-TRAIL 1:10/1:20/1:50
5x5 min mit 0,3% BSA/PBS waschen
60 min Inkubation mit Sekundarantikorper bei 3Tfélichte Kammer)

Verdinnung in 0,3% BSA/PBS:
anti-goat / rabbit-FITC 1:250
3x5 min mit PBS waschen
1x mit Aqua dest. waschen
Eindecken mit Mowiol-Dabco

FACS-Analyse:

Medium (DMEM + 5% FCS) durch Zentrifugation von el trennen
Zellen in 300ul Medium suspendieren

30/60/

90 /120 min Inkubation mit Primarantikérper bdi R37°C

Verdinnung in Zellmedium:
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anti-TRAIL-R1 1:5/1:10
anti-TRAIL-R2 1:5/1:10
anti-TRAIL-R3 1:5/1:10
anti-TRAIL-R4 1:5/1:10
anti-TRAIL 1:10
anti-FAS-R 1:10/ 1:100
anti-p55-TNF-R1 1.5
anti-p75-TNF-R2 1.5
3x waschen
30/ 60 min Inkubation mit Sekundarantikorper R&i/ 4°C
Verdinnung in Zellmedium:
anti-goat / rabbit / mouse-FITC 1:50/1:10020D / 1:250
3x waschen
FACS-Analyse

2.3.4. Gerate

Dewar

Kryostat 2800 Frigocut-E mit Rotationsmikrotom 268@0Reichert-Jung
Leica-Immunfluoreszenz-Mikroskop (Leica, Bernstédeutschland)
FACScan, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
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3. ERGEBNISSE

Zur Analyse der Rezeptoren der TNF-Familie - FASéptor, TRAIL-Rezeptoren 1-4 sowie
p55-bzw. p75-TNF-Rezeptor - wahlten wir eine konmgite ex-vivo-in-vitro-Untersuchung von
normalem Dunndarmgewebe wie auch einer humanemt-tmansformierten intestinalen
Epithelzelllinie (HIEC). Dieses Experimentaldesigmlaubt eine prazise Bestimmung der
Rezeptor-Expression an Enterocywvivo sowie eine morphologische Analyse der Expression
entlang der Krypten-Zotten-Achse. Parallel hierzinen mittels desn-vitro-Modells die
membranare Rezeptor-Expression und deren Modulahiwoh proinflammatorische Cytokine

guantifiziert werden.

3.1. Konstitutive Expression der Todesrezeptoren und iher Liganden unter

physiologischen, nicht-entziindlichen Bedingungen

3.1.1. FAS-Rezeptor und FAS-Ligand

Die Untersuchungen an nicht-entzindlichem Duodenumd Jejunum-Gewebe zeigen eine
intensive Expression des FAS-Rezeptors vor allem kmasolateralen Enterocytenpol. Ein

positives Fluoreszenzsignal kann ebenfalls im Ogpa der Enterocyten beobachtet werden.
Es besteht eine homogene Expression des FAS-Rezeptbder Enterocytenoberflache entlang
der gesamten Krypten-Zotten-Achse mit einer deuglic Rezeptor-Expression sowohl bei

immaturen Kryptenzellen als auch bei differenzideem und maturen Enterocyten an der
Zottenspitze. Ein Gradient in der Dichte der Reaept kann nicht beobachtet werden. Das
Verteilungsmuster der FAS-Rezeptor-Expression &tHnterocyten duodenalen und jejunalen
Ursprungs identisch. Im Vergleich der beiden gete@himmunhistochemischen Untersuchungs-
methoden zeigt sich die Immunfluoreszenz-Markieruwng tiefgefrorenem Gewebe deutlich

sensibler bei der Darstellung des FAS-Rezeptordgialsimmunperoxidase-Markierung an Para-

formaldehyd-fixiertem Gewebd\bbildung 9).
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Abbildung 9:
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immunhistochemischer Nachweis des FAS-Rezeptors

a) indirekte Immunfluoreszenz (Duodenum)
anti-FAS 1:5, FITC-Sekundarantikoérper 1:50
b) indirekte Immunfluoreszenz (Jejunum)
anti-FAS 1:5, FITC-Sekundarantikérper 1:50
C) Immunperoxidase-Methode (Duodenum)

anti-FAS 1:100
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Im Gegensatz zum FAS-Rezeptor wird der FAS-Ligaistitnvon Enterocyten exprimiert. Weder
mittels Immunfluoreszenz- noch durch Immunperoxedikarkierung gelingt der Nachweis einer
FAS-Ligand-Expression bei Enterocyten duodenalesr gdjunaler Herkunft Abbildung 10).
Kontrolluntersuchungen an aktivierten Lymphocytesstitigen, dass die verwendeten Primar-
antikérper zum immunhistochemischen Nachweis deS-Elyanden geeignet sind. Die parallel
durchgefuhrtenn-vitro-Analysen an HIEC bestatigen, dass nicht-transfer@iEnterocyten den
FAS-Liganden nicht bilden, wahrend ein deutlich@soFeszenzsignal fir den FAS-Rezeptor an
der Oberflache nicht fixierter HIEC beobachtet vegrdtann Abbildung 11).

Abbildung 10: immunhistochemisch negativer Nachweis des FAS-Ligaen
Immunperoxidase-Methode (Duodenum), anti-FASahiy 1:50

Abbildung 11: FAS-Rezeptor / Ligand-Expression beHIEC
(indirekte Immunfluoreszenz)
a) anti-FAS 1:10, FITC-Sekundarantikorper 1:50
b) anti-FAS-Ligand 1:10, FITC-Sekundarantikdrper 1:50
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Die membrandre FAS-Rezeptor- bzw. FAS-Ligand-Exgoes durch HIEC kann mittels
Flowcytometrie quantifiziert werden. Bei der dulolstcytometrischen Analyse der hinsichtlich
der FAS-Rezeptor-Expression immunhistochemisch iedén Zellen zeigt die Auswertung im
Histogramm einen deutlichen Rechts-Shift der Flspeazintensitat proportional der Dichte des
FAS-RezeptorsAbbildung 12, linkes Histogramm). Analog zur Voruntersuchung gelingt auch
hier kein Nachweis einer FAS-Ligand-Expressiongeetlicht durch den ausbleibenden Shift der

FluoreszenzintensitaApbildung 12, rechtes Histogramm).

&

13 20
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Abbildung 12: FAS-Rezeptor / Ligand-Expression bei HIEC (FACS-Andyyse)

Histogramm links:  anti-FAS 1:10, FITC-Sekundaradtper 1:50
deutlicher Rechts-Shift der Fluoreszenzintensitdthn FAS-
Rezeptor-Markierung —) gegeniber der Isotypen-
Untersuchung (----) zeigt eine entsprechend hoheht®i des
FAS-Rezeptors an

Histogramm rechts: anti-FAS-Ligand 1:10, FITC-Sed@mantikorper
1:50
fehlender Shift der Fluoreszenzintensitat nach talkion der
Zellen mit FAS-Ligand-Antikérper zeigt fehlende Egpsion

dieses Proteins durch HIEC an
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3.1.2. TRAIL-Rezeptoren 1-4

Die konstitutive Expression deSRAIL-Rezeptors 1 durch Enterocyten kann sowohl im
Gewebe duodenalen als auch jejunalen Ursprungs abbtdi werden, wobei TRAIL-R1
gleichermal3en in Kryptenzellen wie auch in reifartdtocyten exprimiert wird. Die Rezeptor-
Expression ist allerdings relativ schwach ausgeptagl nur mittels der Immunperoxidase-
Farbemethode gelungen. Die analogen Immunfluoresfealysen am untersuchten Gewebe
sind leider nicht erfolgreich ausgefallen. Hingegelaubt derselbe gegen TRAIL-R1 gerichtete
Primarantikdrper ein membranéres Darstellungsmu#terRezeptor-Expression im Zellmodell
mit HIEC durch indirekte Immunfluoreszenakpildungen 13 und 14). Ahnliche Ergebnisse
konnen flirTRAIL-Rezeptor 2 mit dem Unterschied konstatiert werden, dass Hti€sen
Rezeptor-Subtyp deutlich starker exprimieren. TRRIZ ist im Gewebe mit einem diffusen
Verteilungsmuster im Cytoplasma der Enterocytenteisitdes Immunperoxidase-Verfahrens
nachweisbar Abbildungen 15 und 16). Im Gegensatz zu TRAIL-R1 und —R2 willdRAIL-
Rezeptor 3 nicht durch Enterocyten ausgebildet, weder im DRianmgewebe noch bei HIEC
gelingt der Nachweis dieses Rezeptor-Subtydsbi{dungen 17 und 18). Vergleichbar mit dem
Expressionsmuster von TRAIL-R1 zeigt sich ein satives cytoplasmatisches Signal fur
TRAIL-Rezeptor 4 in duodenalen und jejunalen Enterocyten. NativieGIweisen nach
Rezeptormarkierung ein positives membranares Imimorgszenzsignal fur TRAIL-R4 auf
(Abbildungen 19 und 20).
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Abbildung 13: immunhistochemischer TRAIL-R1-Nachweis
Immunperoxidase-Methode (Duodenum)
anti-TRAIL-R1 1:10

b)

Abbildung 14: immuncytochemischer TRAIL-R1-Nachweisdurch indirekte Immun-
fluoreszenz (HIEC)
a) Isotyp-Kontrolle
b) anti-TRAIL-R1 1:10, FITC-Sekundarantikérper 1:250
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Abbildung 15: immunhistochemischer TRAIL-R2-Nachwes
Immunperoxidase-Methode (Duodenum)
anti-TRAIL-R2 1:10

b)

Abbildung 16: immuncytochemischer TRAIL-R2-Nachweis durch indirekke Immun-
fluoreszenz (HIEC)
a) Isotyp-Kontrolle
b) anti-TRAIL-R2 1:10, FITC-Sekundarantikérper 1:250
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Abbildung 17: immunhistochemisch negativer TRAIL-R3-Nachweis

Immunperoxidase-Methode (Duodenum)
anti-TRAIL-R3 1:10

b)

Abbildung 18: immuncytochemisch negativer TRAIL-R3-Nachweis durchindirekte
Immunfluoreszenz (HIEC)
a) Isotyp-Kontrolle
b) anti-TRAIL-R3 1:10, FITC-Sekundarantikérper 1:250
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Abbildung 19: immunhistochemischer TRAIL-R4-Nachweis

Immunperoxidase-Methode (Duodenum)
anti-TRAIL-R4 1:10

b)

Abbildung 20: immuncytochemischer TRAIL-R4-Nachweis durch indirekke Immun-
fluoreszenz (HIEC)
a) Isotyp-Kontrolle
b) anti-TRAIL-R4 1:10, FITC-Sekundarantikdrper 1:250
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3.1.3. TRAIL

Intestinale Epithelzellen zeigen eine konstitutizepression des Liganden TRAIL mit einem
deutlichen cytoplasmatischen Signal, bevorzugtarbdsolateralen Seite. Immunhistochemische
Untersuchungen duodenalen sowie jejunalen Gewegstfitlgen die TRAIL-Expression durch
reife Enterocyten. Ein deutlicher Gradient der TBRA&Klonzentration besteht entlang der
Krypten-Zotten-Achse mit einer starkeren Expressaonder Zottenspitze und nur einem sehr
schwachen Signal in Kryptenzellen. Lamina-proprédiéh hingegen zeigen keine oder nur eine
minimale TRAIL-SignalstarkeAbbildung 21).

b)

Abbildung 21 immunhistochemischer TRAIL-Nachweis(a) undb))
Immunperoxidase-Methode (Duodenum)
anti-TRAIL 1:10
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3.1.4. TNF-Rezeptoren p55-TNF-R1 und p75-TNF-R2

Die immunhistochemischen Untersuchungen von Duadennd Jejunum zeigen eine deutliche
Expression des p55-TNF-Rezeptors durch Enterocyté@hyend fir den verwandten p75-TNF-
Rezeptor kein positives spezifisches Signal vehrait werden kann. Die p55-TNF-Rezeptor-
Expression ist deutlich an der basolateralen Saiterkennen, allerdings kann ebenfalls eine
intensive intracytoplasmatische Markierung beobeiciterden. Im Gegensatz zu denvivo-
Gewebeuntersuchungen zeigen devitro-Analysen an HIEC eine minimale membranare
Expression des p75-TNF-Rezeptors mit einer deutitirkeren Ausbildung des p55-TNF-
Rezeptors. Die membranare Expression beider Reaeeptkann anhand flowcytometrischer
Analysen nicht-fixierter, oberflachenmarkierter KlEuantifiziert werdenAbbildungen 22 und
23).

b)




Abbildung 22:

Abbildung 23:

50

immunhistochemischer TNF-Rezeptor-Nahbweis

a) p55-TNF-Rezeptor-Nachweis
Immunperoxidase-Methode (Duodenum)
anti-p55-TNF-R1 1:40

b) p75-TNF-Rezeptor-Nachweis
Immunperoxidase-Methode (Duodenum)
anti-p75-TNF-R2 1:40

=] P75 TNF-R
isotype
] 055 TNF-R

Coyntz

10
FL1-H

TNF-Rezeptor-Expression bei HIEC (FACS-Analyse)

guantitativer Vergleich der physiologischen Expi@ssintensitat der TNF-Rezeptoren:
der ausgepragtere Rechts-Shift der Fluoreszenzitéerp55-TNF-R1-markierter HIEC

gegeniber p75-TNF-R2-markierter Zellen zeigt dikeré basale Dichte des p55-TNF-
Rezeptors an
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3.2. Expressionsmuster der TRAIL-Rezeptoren nach Stimwation durch pro-

inflammatorische Cytokine

In einem zweiten Schritt wird der Effekt der préamhmatorischen Cytokine TNFund IL-18 auf

die Expression der TRAIL-Rezeptoren 1-4 analysi®ie Zielsetzung besteht darin, erste
Informationen tber den Einfluss eines entzindlicimdéittrates, wie beispielsweise bei Patienten
mit chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen bestéhauf die Expression dieser Rezeptoren

zu erhalten.

3.2.1. Stimulation mit TNFa

3.2.1.1. TRAIL-Rezeptor 1

Flowcytometrische Analysen von HIEC zeigen nach tmmarkierung einen deutlichen Rechts-
Shift der Fluoreszenzintensitat fur die membrartéxpression des TRAIL-Rezeptors 1. Nach
Stimulation mit TNf Gber einen Zeitraum von 24 Stunden kann bei éo@zentration von 0,1
ng/ml eine Erhéhung der TRAIL-R1-Expression um 22%2% gegeniber dem Nullwert
gemessen werden - eine weitere Steigerung durceré@diNFe-Konzentrationen innerhalb eines
24-Stunden-Zeitfensters kann dagegen nicht beodiachierden. Bei Verlangerung der
Einwirkdauer tber weitere 24 Stunden wird die TRMARIL-Expression allerdings deutlich erhdht:
nach einer 48-stindigen Inkubation mit einer gesmglNFe-Dosis (0,1 ng/ml) steigt die
gemessene Expression gegentber dem Nullwert um 2%, bei Konzentrationen von 1,0
ng/ml noch weiter um 37% * 2%, mit hoheren Konzamtnen (10,0 ng/ml oder mehr) wird ein
Plateaueffekt beobachtet und die TRAIL-R1-Exprasamcht weiter erhohtAbbildungen 24
und 25).



TNFa 0,0 ng/ml 0,1 ng/ml 1,0 ng/ml 10,0 ng/ml
Isotyp- 1,58 1,63 1,52 1,68
24 h - Kontrolle (100%)
Inkubation
TRAIL-R1 2,25 2,74 2,57 2,59
(142%) (+22%) (+14%) (+15%)
Isotyp- 1,49 1,54 1,46 1,55
48 h — Kontrolle (100%)
Inkubation
TRAIL-R1 2,52 3,18 3,45 3,07
(169%) (+26%) (+37%) (+22%)
Abbildung 24: Einfluss von TNFu auf die TRAIL-R1-Expression in HIEC

(FACS-Analyse)
Die Messwerte geben gemittelte Maxima der relatiielnoreszenzintensitat nach
Rezeptor-Markierung wieder (die Messreihen erfolgamter identischen Versuchs-

bedingungen).
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10 10 10 10

TRAIL-R1-Expression in HIEC nach Stimulation mit TN Fa
(FACS-Analyse)

a) ( — ) Isotyp ohne TN&-Stimulation
( =) nach Stimulation mit 1,0 ng/ml TNRiber 24h
( =) nach Stimulation mit 10,0 ng/ml TNRiber 24h
b) ( — ) Isotyp ohne TNE&-Stimulation
( = ) TRAIL-R1 ohne TNk-Stimulation
( = ) nach Stimulation mit 0,1 ng/ml TNRiber 48h
( =) nach Stimulation mit 1,0 ng/ml TNRiber 48h
( == ) nach Stimulation mit 10,0 ng/ml TNRiber 48h
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3.2.1.2. TRAIL-Rezeptor 2

FACS-Analysen immunmarkierter HIEC zeigen eine ligh# membrandre Expression des
TRAIL-Rezeptors 2. Nach Stimulation durch TéNEber einen Zeitraum von 24 Stunden kann
bei einer Konzentration von 0,1 ng/ml eine Verstiéwk der TRAIL-R2-Expression um 57% =+
4% gegenuber dem Nullwert gemessen werden. Ein gwsvder Expressionsstarke um 76% +
3% lasst sich bei Stimulation mit 1,0 ng/ml TiNFAnessen, der durch hoéhere TdNF
Konzentrationen innerhalb eines 24-Stunden-Zeitégasicht mehr nennenswert (82% = 2% bei
10,0 ng/ml TNk) gesteigert werden kann. Bei Verlangerung der d#ationsdauer auf 48
Stunden kann die TRAIL-R2-Expression allerdings meeeiter erhoht werden: bei 1,0 ng/ml
TNFa vermehrt sich die gemessene Fluoreszenzintergggntuber dem Nullwert um 92% =+
4%, bei Konzentrationen von 10,0 ng/ml Gber 48 8&mnsogar noch weiter um 108% * 5%.

TNFa 0,0 ng/ml 0,1 ng/ml 1,0 ng/ml 10,0 ng/ml
Isotyp- 1,58 1,63 1,52 1,68
Kontrolle (100%)
Inkubation
TRAIL-R2 6,22 9,78 10,95 11,32
(394%) (+57%) (+76%) (+82%)
Isotyp- 1,49 1,54 1,46 1,55
48 h - Kontrolle (100%)
Inkubation
TRAIL-R2 12,49 17,89 24,04 25,98
(838%) (+43%) (+92%) (+108%)
Abbildung 26: Einfluss von TNFu auf die TRAIL-R2-Expression in HIEC

(FACS-Analyse)

Die Messwerte geben gemittelte Maxima der relatideooreszenzintensitdt nach
Rezeptor-Markierung wieder (die Messreihen erfolgemer identischen Versuchs-

bedingungen).
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Somit lasst sich durch den stimulierenden aNEinfluss eine maximal zweifach gesteigerte
TRAIL-R2-Expression erreichepbildungen 26 und 27).

a)

200

b)

160 200

120

Counts
80

40

Abbildung 27: TRAIL-R2-Expression in HIEC nach Stimulation mit TN Fa
(FACS-Analyse)

a) ( — ) Isotyp ohne TN&-Stimulation

( =) unter Stimulation mit TNé 1,0 ng/ml Gber 24h

( =) unter Stimulation mit TNé& 10,0 ng/ml Gber 24h
b) ( — ) Isotyp ohne TNE&-Stimulation

( = ) TRAIL-R2 ohne TNk-Stimulation

( = ) nach Stimulation mit 0,1 ng/ml TNRiber 48h

( =) nach Stimulation mit 1,0 ng/ml TNRiber 48h

( ) nach Stimulation mit 10,0 ng/ml TNRiber 48h
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3.2.1.3. TRAIL-Rezeptor 3

Unter basalen Bedingungen wird in HIEC keine Exgies des TRAIL-Rezeptors 3 beobachtet.
Auch eine Stimulation mit TN& (maximal 10,0 ng/ml) bis zu einer maximalen Daven 48
Stunden zeigt keine Induktion dieses Rezeptor-Susbfybbildungen 28 und 29).

TNFa 0,0 ng/ml 0,1 ng/ml 1,0 ng/ml 10,0 ng/ml
Isotyp- 1,58 1,63 1,52 1,68
24 h - Kontrolle (=100%)
Inkubation
TRAIL-R3 1,62 1,70 1,73 1,67
(=103%) (+5%) (+7%) (+3%)
Isotyp- 1,49 1,54 1,46 1,55
48 h — Kontrolle (=100%)
Inkubation
TRAIL-R3 1,58 1,64 1,69 1,68
(=106%) (+4%) (+7%) (+6%)
Abbildung 28: Einfluss von TNFu auf die TRAIL-R3-Expression in HIEC

(FACS-Analyse)
Die Messwerte geben gemittelte Maxima der relatiielnoreszenzintensitat nach
Rezeptor-Markierung wieder (die Messreihen erfolgemer identischen Versuchs-

bedingungen).
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Abbildung 29:

TRAIL-R3-Expression in HIEC nach Stimulation mit TN Fa
(FACS-Analyse)

a) ( — ) Isotyp ohne TN&-Stimulation
( =) unter Stimulation mit TNé& 1 ng/ml Uber 24h
( =) unter Stimulation mit TNé& 10 ng/ml Gber 24h
b) ( = ) Isotyp ohne TNé&-Stimulation
( ™ ) TRAIL-R3 ohne TNla-Stimulation
( = ) nach Stimulation mit 0,1 ng/ml TNRiber 48h
( =) nach Stimulation mit 1,0 ng/ml TNRiber 48h
( === ) nach Stimulation mit 10,0 ng/ml TNRiber 48h



3.2.1.4.

Unter basalen Bedingungen wird eine geringe Exmesmtensitat des TRAIL-Rezeptors 4 auf
der Cytoplasmamembran von HIEC beobachtet. NaamuEition mit 0,1 ng/ml TNé& Uber
einen 24-Stunden-Zeitraum zeigt sich eine minin&tleigerung der TRAIL-R4-Expression um
16% = 3% gegenuber nicht-stimulierten HIEC. Mit Bidn TNF-Konzentrationen (1,0 ng/ml)
kann eine maximale Expressionsvermehrung um 20%btedzielt werden. Eine verlangerte
TNFo-Stimulation tGber 48 Stunden zeigt keine noch stbigre Induktion der TRAIL-R4-

TRAIL-Rezeptor 4

ExpressionAbbildungen 30 und 31).

TNFa 0,0 ng/ml 0,1 ng/ml 1,0 ng/mi 10,0 ng/ml
Isotyp- 1,58 1,63 1,52 1,68
24 h - Kontrolle (=100%)
Inkubation
TRAIL-R4 1,77 2,05 2,12 1,98
(=112%) (+16%) (+20%) (+12%)
Isotyp- 1,49 1,54 1,46 1,55
48 h — Kontrolle (=100%)
Inkubation
TRAIL-R4 1,64 1,97 2,01 1,80
(=110%) (+20%) (+22%) (+10%)
Abbildung 30: Einfluss von TNFu auf die TRAIL-R4-Expression in HIEC

(FACS-Analyse)

Die Messwerte geben gemittelte Maxima der relatiiElnoreszenzintensitat nach

Rezeptor-Markierung wieder (die Messreihen erfolgemer identischen Versuchs-

bedingungen).
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Abbildung 31: TRAIL-R4-Expression in HIEC nach Stimulation mit TN Fa
(FACS-Analyse)

a) ( — ) Isotyp ohne TN&-Stimulation
( =) unter Stimulation mit TNé& 1 ng/ml Uber 24h
( =) unter Stimulation mit TNé 10 ng/ml Uber 24h
b) ( = ) Isotyp ohne TNé&-Stimulation
( ™ ) TRAIL-R4 ohne TNIa-Stimulation
( =™ ) nach Stimulation mit 0,1 ng/ml TNRiber 48h
( === ) nach Stimulation mit 1,0 ng/ml TNRiber 48h
( * ) nach Stimulation mit 10,0 ng/ml TNRiber 48h
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Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen dernliciiisu Einfluss des pro-
inflammatorischen Cytokins TNFmit einer selektiven Upregulation der TRAIL-R2-E&psion
und einer minimalen Steigerung der Expressionssiti@nvon TRAIL-R1 und -R4. Im Gegensatz
hierzu kann eine Induktion von TRAIL-R3 - selbsthainem verlangerten Stimulationsintervall

von 48 Stunden — nicht beobachtet werden.

3.2.2. Stimulation mit Interleukin-1 p

Parallel zu den Untersuchungen mit TiNWwird der Effekt des proinflammatorischen Cytokins
Interleukin-3 auf die Expression bzw. Induktion der TRAIL-Rezmph 1-4 in HIEC
flowcytometrisch analysiert. ILfLwird in einer Konzentrationsspanne von 0,001 hsriig/ml
Uber 24 bis maximal 48 Stunden eingesetzt.

Die Versuchsreihen zeigen eine deutliche Upreguiatier TRAIL-Rezeptoren 1, 2 und 4 nach
Stimulation mit IL-B unter Ausschluss einer Induktion von TRAIL-R3. ffekt von IL-13
auf die Expression von TRAIL-R1, -R2 und -R4 ist Wergleich zu TNk sehr viel starker
ausgepragt: bereits minimale Konzentrationen voiifil(0,01 ng/ml) erhdhen die Expression
dieser TRAIL-Rezeptor-Subtypen. Ebenso wie unten @&@nfluss von TNE ist die Steigerbar-
keit der TRAIL-Rezeptor-Expression am intensivstgiglich bei TRAIL-R2 Abbildung 32).



IL-18 0,0 ng/ml 0,001 ng/ml | 0,01 ng/mi 0,1 ng/ml 1,0 ng/ml
Isotyp- 1,62 1,61 1,57 1,69 1,72
Kontrolle (= 100%)
TRAIL-R1 2,35 3,01 3,24 4,14 3,22
(= 145%) (+28%) (+38%) (+76%) (+37%)
TRAIL-R2 6,50 19,76 25,29 28,54 25,81
(=401 %) (+204%) (+289%) (+339%) (+297%)
TRAIL-R3 1,65 1,72 1,75 1,77 1,67
(=102 %) (+4%) (+6%) (+7%) (+1%)
TRAIL-R4 1,91 2,14 2,23 2,64 2,22
(=118%) (+12%) (+17%) (+38%) (+16%)
Abbildung 32: Einfluss von IL-1p auf die Expression der TRAIL-Rezeptoren 1-4 in

HIEC (FACS-Analyse)

Die Messwerte geben gemittelte Maxima der relatideooreszenzintensitdt nach
Rezeptor-Markierung wieder (die Messreihen erfolgemer identischen Versuchs-

bedingungen).
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4. DISKUSSION

Mit Erreichen der Zottenspitze werden reife und Hubiferenzierte Enterocyten durch einen
aktiven und physiologischen, als Apoptose bezeitg@mBrozess eliminiert (Strater et al., 1995).
Die einzelnen molekularen Schritte der Apoptosesktidn im Rahmen des normalen
Lebenslaufes dieser Zellen unter physiologischem avich pathologischen, inflammatorischen
Bedingungen sind noch nicht vollstandig aufgekl&rhe wichtige Rolle bei der Regulation der
Apoptose scheinen die Todesrezeptoren der TNF-RazEpmilie zu spielen. Unklar bleibt
bislang allerdings, ob diese Rezeptoren nur unthgbogischen, inflammatorischen Be-
dingungen eine Bedeutung haben oder auch in disiglbgische Regulation der Apoptose
impliziert sind.

Ein Ziel dieser Forschungsarbeit ist es, das plygiseche Expressionsprofil der Rezeptoren der
TNF-Rezeptor-Familie in Enterocyten zu identifiger AuRerdem wird die Expression der
entsprechenden Liganden, FAS-Ligand und TRAILgtsucht. Die Expression bzw. Induktion
von TNFo hingegen wurde hier nicht analysiert, da diese Boferocyten-Ebene bereits
umfassend behandelt wurde: unter physiologischeinBangen exprimieren weder unreife noch
reife Enterocyten dieses Cytokin, allerdings kbnhehe Konzentrationen dieses Cytokins unter
inflammatorischen Bedingungen in der intestinalemchba gemessen werden. T\Wwird dann
vor allem von aktivierten Lymphocyten und Monocytaber auch von Enterocyten produziert
(Braegger et al., 1992; Breese et al., 1994; Metd., 1991; Murch et al., 1993).

Der morphologische Ansatz der vorliegenden Arbwtdd die Gelegenheit, der physiologischen
Situation im Dinndarmgewebe so nahe wie moglictkka@umen. Die durchgefiihrten Analysen
an humanem, nicht-entztindlichem Dinndarmgewebeesawth an einer nicht-transformierten
Enterocyten-Zelllinie zeigen eine ausgepréagte Esgiom des p55-TNF-Rezeptors durch
Enterocyten duodenalen sowie jejunalen Ursprung®8etonung der basolateralen Zellseite. Die
membranare Expression des p75-TNF-Rezeptors hing&dk bei der quantitativen Analyse
unfixierter, oberflachenmarkierter HIEC mittels Wioytometrie sehr schwach aus und lasst sich
morphologisch in reiferen Enterocyten durch Immstdghemie nicht darstellen. Beide

Rezeptoren werden also durch unreife Enterocytéildge, dartiber hinaus wird der p55-TNF-
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Rezeptor gegenuber dem p75-Rezeptor sehr viel estéekprimiert und besteht auch in
ausdifferenzierten, reifen Enterocyten.

Der andere klassische, bereits ausfuhrlich am Cabountersuchte FAS-Rezeptor liefert analoge
Ergebnisse: humane Enterocyten duodenaler und aglgjunHerkunft exprimieren diesen
Todesrezeptor sehr intensiv an der Zelloberfladwees intracytoplasmatisch mit Betonung der
basolateralen Seite. Dieses kann vergleichbar raih dExpressionsmuster des p55-TNF-
Rezeptors sowohl fur unreife Kryptenzellen am HIE€modell als auch flur differenzierte
Enterocyten mittels Immunhistochemie gezeigt werdBer Nachweis des FAS-Liganden
dagegen gelingt weder qualitativ noch quantitatim BIEC-Zellmodell oder konstitutiv im
Gewebe. So scheint der fir den FAS-Rezeptor spebdi Ligand unter physiologischen
Bedingungen wie TN& dem spezifischen Ligand des p55- bzw. p75-TNFeRe&xs, nicht
direkt in die homdostatische Regulation des imestn Epithelzellumsatzes involviert zu sein,
zumindest wird hierdurch eine autokrine oder pangkApoptose-Induktion unwahrscheinlich.
DarlUber hinaus zeigt die Literatur, dass die eezigAS-Ligand-positiven Zellen im gesunden
Darmepithel die Paneth-Kornerzellen des unteranmikesind (Moller et al., 1996). Die Apoptose
eines Enterocyten Uber Aktivierung des p55-TNF- roff\S-Rezeptors scheint demnach
unabhangig vom Differenzierungsgrad der Zelle alisebn der Présenz der entsprechenden
Liganden abzuhéngen, so dass die Funktion diesaedReen unter inflammatorischen
Bedingungen bedeutsam wird, wenn es zur Infiltratles Gewebes mit TNNFozw. dem FAS-
Liganden kommt. Die alleinige Expression des p79-1R&zeptors in unreifen Enterocyten kann
diesem Rezeptorsubtyp wie im TRAIL-Rezeptor-Systimn Funktion eines Decoy-Rezeptors
geben, also die eines Rezeptors mit der gleichdmitt zu seinem Liganden, aber ohne pro-
apoptotischen Effekt in der Zielzelle. So kann Déierexpression des p75-TNF-Rezeptors die
undifferenzierte Schleimhautzelle vor einer voigem Apoptose geschitzt werden, indem er als
Kdder-Rezeptor mit den funktionellen Todesrezeptan® den Liganden konkurriert.

Das besondere Interesse dieser Studie liegt vemalh der Analyse des TRAIL-/ TRAIL-
Rezeptor-Systems. Unsere Untersuchungen zeigenkemsitutive und konstante Expression
des Cytokins TRAIL in differenzierenden bzw. reifénterocyten mit einem deutlich steigenden
Gradient entlang der Krypten-Zotten-Achse. ImmatDegmepithelzellen hingegen exprimieren
dieses Cytokin nicht, was die hohe Proliferatiotesder Kryptenzellen unterstitzt. Es lasst sich
so Uber eine spezifische Funktion von TRAIL als pj@se-induzierender Ligand im Umfeld

reifer Enterocyten spekulieren. Er hatte somit eipleysiologische Bedeutung flur die
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Regeneration des intestinalen Epithels, indem iileei& Enterocyten durch Apoptose-Induktion
abgeraumt werden, und ein Nachriicken differenzés=emund reifer Epithelzellen ermdéglicht
wird. Des Weiteren kdonnte TRAIL als ein von Lymphtan gebildetes Cytokin als Mediator des
Immunsystems fungieren: die Eliminierung defektefjzierter oder entarteter Zellen durch
Apoptose bei stéandigem lumenseitigen Kontakt mith@genen Mikroorganismen oder
schadlichen Noxen ist fur eine regelrechte Darmtionk und zur Aufrechterhaltung der
physiologischen Schleimhautbarriere notwendig.

Die Expression der TRAIL-Rezeptoren 1, 2 und 4s@wohl in duodenalem als auch jejunalem
Gewebe nachweisbar, wobei diese fur TRAIL-R2 besohdntensiv ausféllt. Ein Gradient
zwischen Krypten- und Zottenenterocyten bestehttnitie Expression der Rezeptoren ist diffus
im Cytoplasma und an der basolateralen Zellobdré&dunarkiert. Eine TRAIL-R3-Expression ist
dagegen uUber die gewahlten Verfahren nicht nachizeweEine elementare Bedeutung fur die
physiologische Apoptose-Induktion von Enterocyt@sitzt hier also der agonistische TRAIL-
Rezeptor 2, dessen verstarkte Aktivierung entlaeg @RAIL-abhangigen Krypten-Zotten-
Gradienten fur den normalen Lebenslauf der Schlaut#elle wie oben abgeleitet seinen Sinn
erhalten konnte. Die mit antagonistischer Funkta® Decoy-Rezeptoren bekannten TRAIL-
Rezeptoren 3 und 4 werden im Vergleich, im Fall ¥&AIL-R3 gar nicht, bei TRAIL-R4 nur
sehr schwach exprimiert, so dass deren Bedeuturginme einer Resistenz gegentuber TRAIL-
vermittelter Apoptose bei Enterocyten zurlckst&atsierend auf diesen Daten kdnnte vermutet
werden, dass der TRAIL-/ TRAIL-Rezeptor-Mechanisrairspotentes System zur Induktion von
Enterocytenapoptose darstellt. Jingste Daten w@tesi{2002) und auch unseres Labors zeigten
aber, dass Enterocyten unter physiologischen Beadign resistent gegeniber TRAIL-
induzierter Apoptose sind.

Neben der Analyse der basalen physiologischen Egyne der TNF-Rezeptor-Familie und deren
korrespondierenden Liganden wird in der vorliegend&rbeit ebenfalls der Effekt pro-
inflammatorischer Mediatoren auf dieses System rantdt. Signifikante Anderungen der
lokalen Cytokinproduktion und —freisetzung im Beheider Darmschleimhaut sind unter
entzindlichen Bedingungen wie Morbus Crohn, Colillserosa oder Coliakie beschrieben
worden (Braegger et al., 1992; Dionne et al., 1998cDonald et al., 1990). Es resultiert unter
diesen entzindlichen Veranderungen eine betrébbtliStorung der Epithelzellentwicklung
entlang der Krypten-Zotten-Achse. Diese manifestséch in einem gesteigerten Epithelzell-

verlust durch Apoptose, verbunden mit einer erhdfliferationsrate immaturer Epithelzellen
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in Form einer Kryptenhyperplasie (MacDonald und ri&ee, 1988). Als morphologische und
funktionelle Konsequenz resultiert eine Atrophie 8ehleimhautzotten, wodurch es zu Zeichen
einer Malabsorption und Diarrhoe kommen kann (Liiehet al., 1996). Das Ungleichgewicht
zwischen pro- und antiinflammatorischen Faktoraelspine Schlusselrolle bei der Pathogenese
chronisch-entzindlicher Darmerkrankungen (Sart@®5). So wurde eine gesteigerte Expression
und Produktion der proinflammatorischen Cytokin®lWFTNFa, IL-1p und IL-6 innerhalb der
intestinalen Schleimhaut im Rahmen von Morbus Craimd Colitis ulcerosa beobachtet
(Braegger et al., 1992; MacDermott, 1998; Reineokeral., 1995). Auch eine Korrelation
zwischen der Starke der ThiFbzw. IL-1B-Expression im entzindlich infiltrierten Gewebe und
der Erkrankungsschwere wurde festgestellt (Bramdizd al., 1997; Dionne et al., 1997; Sartor,
1995). Unter einer Stimulation mit TNFsezernieren intestinale Epithelzellen selbst eine
bedeutende Interleukinmenge, so dass ein Entzisgumeess durch einen positiven Feedback-
Mechanismus noch potenziert werden kann (Jung.,e1295; McGee et al., 1995). Damit |lasst
sich schlussfolgern, dass die Epithelzellen derni3ahleimhaut nicht nur passiv durch
immunkompetente Zellen und deren Mediatoren beessfl werden, sondern auch intensive
Interaktionen zwischen Epithel- und Immunzellen deéntzindungsprozess initieren und
unterhalten (Ruemmele und Seidman, 1998). d MEheint eine zentrale Bedeutung in der
Pathogenese immunvermittelter Darmerkrankungen abem In den letzten Jahren wurden
verschiedene neue Therapiestrategien flr Patiemt#n chronisch-entzindlichen Darm-
erkrankungen entwickelt. Eine sehr erfolgreichewischen fest etablierte Therapieform basiert
auf einer Behandlung mit anti-TNFAntikbrpern (Targan et al., 1997; van Dullemenaét
1995). Die Rolle des FAS-Liganden-/ FAS-Rezeptost&ys in der Pathogenese chronisch-
entzindlicher Darmerkrankungen ist weniger gutlegglund bleibt derzeit noch relativ unklar.
Stréter et al. berichteten, dass bei PatienterCailitis ulcerosa eine Epithelzellschadigung durch
die Interaktion zwischen FAS-Ligand und FAS-Rezepterursacht wird: dabei setzen
cytotoxische T-Lymphocyten hohe Mengen des syrdieeten FAS-Liganden frei, welcher tber
den von den Enterocyten konstitutiv exprimiertenS-HRezeptor die Apoptose der Zielzelle
induziert (Strater et al., 1997). Dartber hinausest das entzindliche Infiltrat Enterocyten Uber
eine FAS-Rezeptor-Upregulation sowie auch eine Degulation antiapoptotischer Molekule
der IAP-Familie weiter zu sensibilisieren (Ruemmeteal., 1999). Somit scheint eine erhdhte
Empfindlichkeit fir eine FAS-System-induzierte Apoge zu bestehen, wenn eine zusatzliche

entzindliche Reaktion im entsprechenden Schleimligiiokompartiment vorliegt.
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Basierend auf diesen Beobachtungen ist es natiiniehessant, zu analysieren, ob das TRAIL-/
TRAIL-Rezeptor-System nicht ebenfalls in die Kofizound Regulation der Enterocyten-
apoptose unter physiologischen bzw. auch pathalbgis Bedingungen involviert ist. Wir
kénnen in der vorliegenden Arbeit deutlich nacheejsdass reife Enterocyten nicht nur die
agonistischen TRAIL-Rezeptoren 1 und 2, sonderrhades Cytokin TRAIL unter physio-
logischen Bedingungen exprimieren. Die Simulatiomee Entziindungsreaktion am Zellmodell
durch den Zusatz von TNFbzw. IL-13 zeigt die vermutete Upregulation der konstitutiv
exprimierten TRAIL-Rezeptoren mit deutlicher Dommzavon TRAIL-R2. Die schon unter
basalen Bedingungen herausragende Expressionsdieses Rezeptorsubtyps lasst sich nach
Stimulation mit TN um nahezu 100% bzw. unter IIB-Einfluss um etwa das Vier- bis
Funffache steigern. Eine Expression von TRAIL-R3silbst nach dieser Provokation nicht zu
verzeichnen.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass die proimflaiorischen Faktoren TNFund IL-13
potentiell die Apoptoserate intestinaler Epithdiel lber eine intensivierte Expression der
Apoptose-induzierenden Todesrezeptoren der TRAIik@ antreiben kdnnten. Hervorstechend
sind hierbei vor allem die Prasenz und das Poledga TRAIL-Rezeptors 2. Die erhohte
Apoptoserate von Enterocyten innerhalb akut entiéméhfiltrierten Darmgewebes kdnnte
somit durch den direkten Effekt von Tind IL-13 am TRAIL-Rezeptor 2 vermittelt sein. Der
TRAIL-Rezeptor 3 spielt nach diesen Untersuchungeder fir den Zellumsatz duodenaler bzw.
jejunaler Enterocyten unter physiologischen Umstandoch im Rahmen eines entzindlichen
Prozesses eine Rolle.

Detaillierte Kenntnisse hinsichtlich der Molekulazamanismen, die die Rezeptor-Upregulation
sowie die Enterocytenapoptose kontrollieren, kamrgetentiell bei der Entwicklung immun-
modulierender Pharmaka zur Behandlung der chrom@stiindlichen Darmerkrankungen
helfen. Momentan existiert aufgrund der ungeklaA¢iopathogenese keine kurative Therapie -
es gibt nur die Mdéglichkeit einer symptomatischeah&ndlungsstrategie mit einem breiten
Spektrum antiinflammatorischer Medikamente. Nebeorti€osteroiden spielen 5-Amino-
salicylsaure (5-ASA) und ihre Derivate eine grofelldR Eine attraktive Option ware die
Beeinflussung der unmittelbaren und ursachlicheéhqagenetischen Faktoren immunvermittelter
Darmerkrankungen in Form potenter antiapoptotisthedikamente. Ein Ansatzpunkt bestiinde
in der Neutralisation bzw. Hemmung der Cytokinwmgudurch spezifische Antikoérper, die

entweder gegen die Mediatoren selbst gerichtet st direkt am Rezeptor wirken. Uber die
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erfolgreiche Remission der Erkrankungsschwere ddesh Einsatz von anti-TNFAnNtikdrpern

bei an Morbus Crohn erkrankten Patienten wurdeitiseberichtet. Au3erdem sind spezifische
Inhibitoren der intrazellularen Mediatoren denkbaie beispielsweise Caspase-Inhibitoren.
Solche Therapieansatze sind aber sicherlich nicgeféhrlich, da es sich hierbei um generelle
Mechanismen handelt, und diese ,biological drugstis im gesamten Korper potent sein
kénnten. Die unerwiinschte Apoptose sollte optimadese gezielt antagonisiert werden kdnnen,
denn sie sorgt als schutzender Mechanismus furpipgiologische Homéostase und schuitzt vor

der Entwicklung von Malignomen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Enterocyten werden im Verlauf ihrer zunehmenderieDehzierung entlang der Krypten-Zotten-
Achse lumenwarts geschoben und als reife, abseruer Schleimhautzellen schliel3lich an der
Zottenspitze nach einem programmierten, physiotbgis Zelltod, der Apoptose, in das
Darmlumen abgeschilfert. Eine exakte Balance udi&m prasenten Entwicklungsstufen der
Enterocyten durch ein ausgewogenes Ausmall der ReqBeoliferation-Differenzierung-
Apoptose ist fir eine funktionelle Darmschleimhassentiell, da eine ausreichende Enterocyten-
zahl mit absorbierender Fahigkeit fur die Organfiork unabdingbar ist, der rasche Austausch
reifer, aber potentiell defekter, infizierter odetarteter Zellen allerdings auch eine Garantie fur
die Funktionalitit des Darms bedeutet. Unter patjisthen Bedingungen einer chronisch-
entzindlichen Darmerkrankung wie Morbus Crohn dgigliitis ulcerosa ist die Morphologie der
Darmschleimhaut in Form einer Zottenatrophie mit é&sbildung von kompensatorischen
Kryptenhyperplasien veréndert. Des Weiteren ersthaine Uberhdhte Fraktion apoptotischer
Zellen an der Oberflache der Darmschleimhaut, $s glan einem Ubereilten Zelltod der noch in
der Differenzierungsphase befindlichen Enterocysrsgegangen wird. Die Induktion der
Apoptose wird unter anderem Uber Aktivierung specifer Rezeptoren aus der TNF-Rezeptor-
Familie durch Bindung des spezifischen Ligandender Enterocytenmembran eingeleitet:
besondere Aufmerksamkeit liegt hier auf den Todep®ren, zu denen die TNF-Rezeptoren,
der FAS-Rezeptor und die TRAIL-Rezeptoren zahlent, inmen spezifischen Liganden FAS-
Ligand und TRAIL. Es lasst sich festhalten, dasteEyten aller Differenzierungsgrade sowohl
den klassischen p55-TNF-Rezeptor als auch in seafiterh Ausmall den FAS-Rezeptor
exprimieren, der FAS-Ligand allerdings analog zu F&Nim intestinalen Gewebe nicht
nachgewiesen werden kann, so dass eine autokrieie padakrine Apoptose-Induktion durch
diesen spezifischen Agonisten ausgeschlossen w&eaen Diese Rezeptoren sind demnach erst
unter inflammatorischen Bedingungen bei Infiltratides Gewebes mit diesen Liganden von
Bedeutung, um Apoptose zu induzieren. Die nur satmwache, auf unreife Kryptenzellen
beschrankte Ausstattung der Enterocyten mit p75-ReEeptoren lasst fur diesen Rezeptor-
subtyp die Funktion eines Kdder-Rezeptors zu, lessen Uberexpression die undifferenzierte

Schleimhautzelle - durch die gleiche Affinitdt dRgzeptors zum spezifischen Ligand ohne
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Effekt in der Zielzelle - vor einer vorzeitigen Apose geschiitzt wird. Der Ligand TRAIL wird
in differenzierenden und reifen Enterocyten miteein ausgepragten Gradient entlang der
Krypten-Zotten-Achse gebildet, so dass die phygislthe Regeneration des intestinalen Epithels
durch dieses Apoptose-induzierende Cytokin unterssparung immaturer Kryptenzellen
eingeleitet werden kann. Im TRAIL-Rezeptor-Systeomahiert der agonistische TRAIL-R2
durch sein ausgepragtes Expressionsprofil, ohne das mit seinem Liganden vergleichbarer
Gradient in der Schleimhaut verzeichnet werden kamhe Apoptoserate ist deshalb abhangig
von der mit der Reife der Zellen wachsenden Konmaénh des Liganden TRAIL. Der weitere
agonistische TRAIL-R1 wird in Enterocyten relatiehgvach exprimiert, ebenso fallt das Profil
fur den antagonistischen Kdder-Rezeptor TRAIL-R4,alRAIL-R3 dagegen kann tUberhaupt
nicht nachgewiesen werden. Aufgrund der Korrelatzovischen der Schwere der chronisch-
entzindlichen Darmerkrankung und dem Expressiodsdea proinflammatorischen Cytokine
TNFa und IL-18 in entzindlich infiltriertem Gewebe wird der Euwdls speziell dieser beiden
Mediatoren auf die Expression der TRAIL-Rezeptoremttels immuncytochemischer
Untersuchungsmethoden analysiert: hier zeigt sighe eUpregulation der Apoptose-
induzierenden Todesrezeptoren der TRAIL-Familiecdudie proinflammatorischen Faktoren
TNFa- und IL-13 mit deutlicher Dominanz von TRAIL-R2, so dass dimidhte Apoptoserate
intestinaler Epithelzellen innerhalb akut-entzlciodin Darmgewebes durch den direkten
Cytokineffekt an TRAIL-R2 vermittelt sein konnte. RAIL-R3 spielt nach diesen
Untersuchungen weder fur den Zellumsatz duodenblex. jejunaler Enterocyten unter
physiologischen noch im Rahmen eines entzindlicReozesses eine Rolle, da dessen
Expression selbst nach Cytokin-Provokation nicht werzeichnen ist. Weiterreichende
Kenntnisse hinsichtlich der die Rezeptor-Upregalatisowie die Enterocytenapoptose
kontrollierenden Molekularmechanismen erdffnen danaukinftig Moglichkeiten  zur
Entwicklung neuer Therapieoptionen fur chroniscteéndliche Darmerkrankungen.
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