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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die Inzidenz chronisch entzlindlicher Darmerkrankungen ist in den letzten Jahrzehnten
gestiegen.SomitgewinntihreBehandlungimklinischenAlltagzunehmendanBedeutung.Eine
vollstandige Heilung ist trotzintensiver Forschungen bis heute nicht méglich. Diesist unter
anderemdadurchbegriindet,dassdieAtiologieundPathogenesedieserErkrankungenbisher
nur unvollstandig verstanden sind.
IntestinalenEpithelzellenwirdimRahmenderKrankheitsentstehung,nebenmultiplenweiteren
Faktoren, eine bedeutsame Rolle zugeschrieben. Sie bilden nicht nur eine Barriere, sondern
besitzenauchdieFahigkeitAntigenezuprasentieren.EineVoraussetzungdazuistdieExpression
diverser Antigenrezeptoren.
DerMannoserezeptoristeinOberflichenmolekiil,dessenBildungbereitsfiirzahlreicheandere
immunkompetenteZellenbeschriebenwurde.EristeinerderentscheidendenMediatorenzur
Direktionierung von Antigenen in differente Verarbeitungswege.
EineMannoserezeptorexpressiondurchintestinaleEpithelzellenerscheintdenkbar.lmRahmen
derimmunologischenKompetenzdieserZellen,kbnntedabeieineRelevanzdesMannosere-
zeptorsinderGenesechronischentziindlicherDarmerkrankungenvermutetwerden.Beide
HypothesenwerdenindieserArbeitthematisiert.DazusollenimFolgendenzunachstwichtige

Grundlagen der Anatomie und Immunologie des Darms erlautert werden.

1.1 Aufbau und Funktion der Darmwand

1.1.1  Aufbau der Darmwand
DasLumendesDarmswirddurchdieSchleimhaut(Tunicamukosa/Mukosa)begrenzt.Siedient
in erster Linie als Diffusionsbarriere und weist eine Dreiteilung auf.

Die oberste Zellschicht der Mukosa ist ein einschichtiges Zylinderepithel, welches von den
Enterozytengebildetwird.Siewerdenalsintestinale Epithelzellen (intestinal epithelial cells,
IECs) bezeichnet. Ihnen sitzen Mikrovilli als kleine Fortsatze an der zum Lumen gewandten
Seite (apikal) auf und bilden einen Birstensaum.

Darunter befindet sich eine Bindegewebsschicht (Lamina propria, LP), welche Blut- und
Lymphgefal3e, Nervenfasern sowie eineVielzahl vonimmunogenen Zellen enthilt. Sie liegt
einerdiinnen Muskelschicht(Laminamuscularis mucosae) auf, dieaus glatten Muskelzellen
besteht und eine Eigenbeweglichkeit der Schleimhaut ermdglicht.

ImDinndarmbildetdieMukosazusammenmitderLPfingerformigeFortsatze,welcheZotten
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(Villiintestinales) genanntwerden.Zwischenihnen befinden sich Einsenkungen, die bis hin
zurLaminamuscularismucosaereichen.SieheillenKrypten(Glandulaeintestinales,Lieberk-
uhn-Krypten) und sind Ort der Zellerneuerung.
DiedarunterliegendebindegewebigeSubmukosa(Telasubmucosa)fiihrtgrof3ereBlut-und
LymphgefaBesowieeinNervengeflecht(Plexussubmukosus,Meissner-Plexus) firdieVersorgung
der Mukosa.

DieMuskelschicht(Tunicamuscularis) bestehtauseinerinnerenRing-undeinerdauf3erenLangs-
muskelschichtglatterMuskelzellen,welchedieDarmbewegung(Segmentierungs-undPendel-
bewegungen)undPeristaltikermdglichen.ZwischendiesenbeidenSchichtenliegteinweiteres
Nervengeflecht der sogenannte Plexus myentericus (Auerbach-Plexus).
DieSerosa(Tunicaserosa)mitderdarunterliegendenSubserosa(Telasubserosa)bildetdieduere
BegrenzungintraperitonealgelegenerDarmabschnitte(46).DurchanatomischeVeranderungen

von oral nach aboral kann der Intestinaltraktin verschiedene Abschnitte unterteilt werden.

Lymphfollikel
AL Epithelzellen

Krypte

Lamina propria

Lamina muscularis mucosae

Tela submucosa

Ringmuskelschicht

Langsmuskelschicht

Tela subserosa

O

Tunica serosa

Abb.1: schematische Darstellung der Colonwand (verandert nach Schiinke (76))

1.1.2  Anatomische Segmentierung des Darms
DerDarmwirdindieAbschnitteDuodenum,Jejunum,lleum,ColonundRektumuntergliedert.
Diese Unterteilung erfolgt auf Grund regionaler Unterschiede.

Im Diinndarm (Jejunum und lleum), dessen Aufgabe die enzymatische Aufspaltung und
Resorption der Nahrungsbestandteile ist, sorgen Ringfalten, Zotten und Mikrovilli fiir eine
extreme OberflachenvergroBerung.

DieRingfalten (Plicaecirculares) werdenvon Mukosa und Submukosagebildet,ragen biszu
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einemZentimeterkonstantinsLumenhineinundsindhalbkreisformig.Vonoralnachaboral
werden die Ringfalten flacher und weniger, bis sie schlieB8lich im terminalen lleum nahezu
ganzlich fehlen.

Der Dickdarm (Colon und Rektum) erfiillt vor allem die Aufgabe der Resorption von Wasser
und Salzen sowie dieder Schleimproduktion (Muzin). Zwischen den IECs der Mukosa liegen
BecherzellenzurMuzinbildung.SiefindensichbereitsimDiinndarm,jedochnimmtihreZahl
nach aboral hin stetig zu.
AuchinderDickdarmwandgibtesSchleimhautfalten(Plicaesemilunares),diesesindallerdings
nichtwieimDiinndarmkonstant,sondernkdnnenbeiperistaltischenBewegungenverstreichen.
DieMukosaimDickdarmbildetkeineZotten,sondernnurbesonderstiefeunddichtaneinander
stehendeKrypten(46).DieanatomischeGliederungdesintestinaltraktsistfunktionellrelevant.
Dieszeigtsichsowohlaufmakroskopischerundmikroskopischeralsauchaufultramikroskopi-

scher Ebene. Besonders wichtig fiir die Darmfunktion ist dabei das Epithel der Mukosa.

1.1.3 Epitheliale Integritat
DasintestinaleEpithelbildeteinefunktionelleBarriere,derenZusammenhaltundPermeabilitat
furdie Aufrechterhaltungdesimmunologischen Gleichgewichtsentscheidendist.Diestark
polarisierten,absorptivenlECsbildenmit80%diegrof3teZellpopulation.DerZellzusammen-
haltderl[ECswirddurchdreiHauptkontaktegewahrleistet:Verschlusskontakte(Tightjunctions,
TJs), Adhdarenzkontakte (Adherens junction, AJ) und Desmosomen.

DieTJs liegen apikal und verbinden zwei Zellen giirtelférmig miteinander (28). Dieser Ver-
schlusskontaktdichtetdenlInterzellularspaltab.DiegebildeteBarriereermoglichtdieKontrolle
desDurchflussesvonWasser,Lipiden,ElektrolytenundPeptiden.NurMolekiile,welchekleiner
als500Daltonsind, kénnendurchdieTJsdiffundieren.DabeizeigensieVeranderungenihrer
Durchlassigkeitentlangdes Darms.Im ColonweisenTJseine hohere Permeabilitataufalsim
Jejunum (55).

Dieweitervom Lumen entfernt (basolateral) gelegenen AJsverankern Nachbarzellen.Basal
gelegene Desmosomen verbinden die IECs mit der LP (46, 55).
DasEpithelbesitztnebenderBarrierefunktionauchimmunologischeKompetenz.ImFolgenden

solljedochzundchstaufden Aufbau desintestinalen Immunsystemseingegangenwerden.
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1.1.4 Das Darm-assoziierte Immunsystem
DasDarm-assoziiertelmmunsystem(gut-associatedlymphoidtissue, GALT)enthalt50%der
Lymphozytenpopulationeines Organismusundstelltdamiteinenbetrachtlichen Anteilam
gesamten Immunsystem dar (28). Zum GALT zahlen mesenterische Lymphknoten (mLK),
Peyer-Plaques(PPs),isolierteLymphfollikelsowieinderMukosadiffusverteilteMakrophagen,
Lymphozyten und Plasmazellen. Auch die Verteilung der lymphatischen Strukturen weist
segmentale Differenzen auf (s. Kapitel 4.4.1).

Peyer-Plaques sind makroskopisch sichtbare Ansammlungen von Lymphfollikeln aus
B-Lymphozyten mit dazwischen liegenden T-Zellregionen. Sie reichen von der LP bis in die
SubmukosadesDinndarms,gehdrenzudensekundarenlymphatischenOrganenundsindu.a.
wichtigflrdieToleranzinduktion(s.Kapitel 1.3.1) (68).Direkt iberden LymphfollikeInfinden
sichzahlreichedendritische Zellen (DCs), Makrophagen,T-und B-Zellenindersogenannten
Domregion.Darlberistdasfollikelassoziierte Epithellokalisiert,welchesspezifischnebenlECs
auch microfold-Zellen (M-Zellen) enthalt (58).

M-Zellen sind spezialisierte IECs, welche partikuldre, hohermolekulare Antigene in groR3er
Menge transzytieren und an Antigen-prasentierende Zellen (APZ) der PPs weitergeben (56,
63).NachdemeinAntigendieepithelialeBarrieretiberwundenhat, kanneinelmmunantwort

generiert werden.

1.2 Immunantwort des Darms

DaslmmunsystemldsstsichineinenangeborenenundeinenerworbenenTeiluntergliedern.
Zellen des angeborenen (innaten) Immunsystems (DCs, Makrophagen und Monozyten)
UbernehmendieersteunspezifischeAbwehrgegenKrankheitserreger.Zusatzlichaktivierensie
Zellendeserworbenen(adaptiven)Immunsystems(B-undT-Lymphozyten)zurGenerierung
einerspezifischenAbwehrreaktion.DiesebeinhaltetdieBildungvonAntigen-neutralisieren-
denlmmunglobulinen(Antikérpern)unddieBildungeinesimmunologischenGedachtnisses.
DieKommunikationderZellenangeborenerunderworbenerAbwehrerfolgtentwederiiber
direkte Interaktion oderindirekt via Zytokin- und Chemokinsekretion (45). Der erste Schritt

zur Initiation einer Immunantwort ist die Aufnahme des Antigens.
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1.2.1  Mdglichkeiten der Antigenaufnahme

EinAntigenisteine Struktur,welchedasImmunsystemalsfremderkenntunddaraufhineine
Abwehrreaktiongeneriert.DermenschlicheDarmisteinerenormenVielzahlsolcherAntigene
ausgesetzt.SiestammenentwederausderNahrungodersindz.B.bakteriellenUrsprungs.Sowohl
Proteine,SaccharidealsauchLipidebesitzendabeiantigenesPotential (45).Siepassierendie
mukosale Barriere transzellular oder parazellular.

Kleine, |6sliche Nahrungsantigene diffundieren tiber Poren in denTJs (parazellularer Weg).
GroBereKomplexewerdenentwederunverandertoderverandertundgebundendurchdas
Epithelgeschleust(transzellularerWeg).lhrelnternalisierungerfolgtviaPinozytoseoderrezep-
torvermittelterEndozytose.M-ZellenundIECsnehmenrezeptorvermitteltvorallembakterielle
Antigeneauf(68).EineweitereMoglichkeitderBarrieretiberwindungistdiedirekte Aufnahme
durch Zellen der angeborenen Immunitat.

Makrophagen (CX3CR1*) sowie CD103* (aE Integrin) DCs sind in der Lage, eine Art Antenne
direkt durch das Epithel zu flihren, um das Darmlumen kontinuierlich nach Antigenen
abzusuchen. Die Integritat der Epithelbarriere wird dabei nicht verletzt (55, 68). Nach der

UberwindungderEpithelbarrierekénnendieAntigenedurchweitereZellenregistriertwerden.

1.2.2 Registrierung der Antigene
NachderEpithelpassagewerdendieAntigenezunachstdurchAPZderangeborenenimmunitat
registriertundviaPhagozytose,Pinozytose(fluidphase)oderrezeptorvermittelterEndozytose
aufgenommen.DazuexprimierensiediverseRezeptorenzurAntigenerkennung(79).Nachder
Antigeninternalisierung wandern die APZ in Lymphfollikel und mLK.
AufgenommeneProteinantigenewerdeninderZelledurchProteolysezuPeptidenzerlegtund
anPeptidrezeptoren (MHC-Molekile) gebunden (s.Kapitel 1.2.4).DiesenVerarbeitungsvor-
gangnenntmanProzessierung.ErermdglichtdieanschlieBendeDarbietungderAntigenefir

Zellen der erworbenen Immunitat (45).

1.2.3 Haupthistokompatibilitatskomplex

Der Haupthistokompatibilitatskomplex (Major Histocompatibility Complex, MHC), auch
Humanes Leukozyten Antigen (HLA) genannt, beschreibt einen fiir Membranproteine
codierenden, polymorphenGenkomplexaufChromosom6.DieseMembranproteinebilden
dieGrundlagefiirdieUnterscheidungderT-Zellenzwischenkorperfremdenundkérpereigenen
Antigenen.

Es werden zwei Klassen des MHC-Komplexes unterschieden (MHC | und MHC Il). Wahrend
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MHCI-ProteinevonallenkernhaltigenZellenexprimiertwerden,findetmanMHCII-Molekiile
aufklassischen APZ(DCs,MakrophagenundB-Lymphozyten) undnichtklassischen APZ wie
IECs.

MHCldientderPrasentationendogenerAntigene,wiebeispielsweise Antigenevirusinfizierter
Zellen. Exogene Antigene werden Uber die Kopplung an MHC lI-Molekiile prasentiert.
DietiberMHC-MolekiileprasentiertenAntigenebestehenaus9-30Aminosaurenundkénnen
vom T-Zell-Rezeptor (TCR) registriert werden. MHC I-gebundene Antigene werden hierbei
CD8*T-Zellendargeboten,wahrendMHCII-komplexierteAntigeneCD4*T-Zellenprasentiert
werden.
DieBindungvonKohlehydrat-undLipidantigenenerfolgthingegenanCD1-Molekiile.Diese
werden ebenfalls von APZ exprimiert und von T-Zellen erkannt (45).

Die Antigenbeladung von MHCI-und lI-Molekiilen erfolgt auf unterschiedlichen Prozessie-

rungswegen.

1.24 Antigenprozessierung durch klassische Antigen-prasentierende Zellen

Klassische APZinternalisierenexogeneAntigeneviaPhagozytoseoderEndozytose.Nachihrer
AufnahmeindieZellewerdendie AntigeneinEndosomentransferiert(45).Endosomenbilden
eine heterogene Population von Zellkompartimenten, die in ihrer Gesamtheit auch,MHC
[l-enriched compartments”(MIICs) genanntwerden. Auf Grund ultrastrukturellerMerkmale
wirdzwischenelektronendichten(electron-densebody,EDB), multilamelldaren(multilamellar
body, MLB) und multivesikuldren (multivesicular body, MVB) Kérperchen differenziert. Sie
unterscheiden sich durch ihren Sauregehalt und ihre Expression von MHC-Molekdlen, pro-
teolytischenEnzymensowiespezifischenMarkernwiebeispielsweisedasLysosomen-assoziierte
Membranprotein (LAMP).EDBund MLB zahlenzu denreifen Lysosomen, wahrend MVB den
spaten Endosomen zugeordnet werden (24, 84).
NachseinemTransferineinEndosomkanndas AntigenanschlieBendaufunterschiedlichen
Wegen verarbeitet werden.
ImendozytotischenTransportwegwerdenexogeneAntigeneinLysosomendurchdieenthalten
Proteasen zu Peptiden fragmentiert. Nach der Fusion mit Vesikeln mit membranstandig
gebundenen MHCII-Molekiilen werden MHCII-Peptid-Komplexe gebildet. Diese gelangen
UberintermediarvesikeloderdirekteFusionderMIICsmitderZellmembranandieOberflache
(37, 48). Ein alternativer Weg der Direktionierung MHC ll-gebundener Peptide zur
ZelloberflacheistdieexozytotischeFreisetzungausMlICsliberkleineVesikel,welcheExosomen

genannt werden (21, 22).
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Endogene Antigene werdenim Gegensatzzu exogenen Antigenen im Cytosol mit Hilfe des
Proteasomsdegradiert.UberspezialisierteTransporter(TransporterassoziiertmitAntigenprasen-
tation, TAP) gelangen sie in das endoplasmatische Retikulum wo sie an MHC |- Molekdle
gebundenwerden.UberVesikeldesGolgi-ApparatesfolgtderTransferderMHCI-Peptid-Kom-
plexe zur Zelloberflache (s. Abb. 2).

Obwohl lange Zeit davon ausgegangen wurde, dass MHC I-Molekiile ausschlieBlich der
Prasentation endogener Antigene dienen, konnte gezeigt werden, dass auch eine MHC |-
gebundeneDarbietungexogenerAntigenemaglichist(,crosspresentation”).Dieseflihrtzueiner
Stimulation CD8* zytotoxischer T-Zellen (19).
EswerdenwiederumzweiProzessierungswege unterschieden,indenenexogene Antigene
MHC I-gekoppelt werden.
EndozytierteAntigenewerden,wiebeidemklassischenendozytotischenTransportweg,nach
ihrerproteolytischenDegradationzuPeptideninMIlICsanMHClgekoppelt.Aufgenommene
Antigene konnenaberauch zuerstinfriihe Endosomen (early endosoms, EEs) verpackt und
vondortinsZytosolentlassenwerden,wosiewieendogene AntigenedurchdasProteasomzu
Peptidengespaltenwerden.DerRiicktransportderAntigenpeptidemittelsdesTAP-Transpor-
tersinEEsermdglichtdieraumlicheTrennungzurendogenen Antigenprozessierung.Inden
EEs werden siean MHC I gebunden und von dortzur Zelloberflache transferiert (19, 14). Die

Direktionierung zur Oberflache ermoglicht die Antigenprasentation fiir B-und T-Zellen.
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Abb.2: vereinfachte Darstellung der Antigenprozessierung (verandert nach Loffler (45))
AProzessierungundMHCII-gebundeneDarbietungexogenerAntigene(klassischerendozytotischerTransportweg)
B Prozessierung und MHC I-gebundene Darbietung endogener Antigene
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1.2.5 Aktivierung von B- und T-Zellen
EineAntigenregistrierungdurchnaiveT-undB-ZelleninPPs,Lymphfollikelnund mLKinitiiert
ihre Aktivierung zur klonalen Expansion und Differenzierung.
B-ZellendifferenzierenzuantigenspezifischenPlasmazellen.Dieseproduzierenimmunglobuline,
welche ihr spezifisches Antigen aufspiiren, binden und somit unschadlich machen.
T-Zellen lassen sich in unterschiedliche effektorische CD4* (Th1-, Th2- und Th17-Zellen)
und CD8* Subtypen (T ) einteilen. CD4* T-Helferzellen (Th1-Zellen) sezernieren nach ihrer
Aktivierung u.a. TNF-a (Tumornekrosefaktor-alpha) und IFN-y (Interferon-gamma). IFN-y
undTNF-abesitzen pleiotrope Effekte.IFN-y dient beispielsweise der Abwehrintrazelluldrer
Bakterien und Viren und erhoht die Permeabilitat der Epithelbarriere (45). TNF-a regt u.a.
Makrophagen an und stimuliert die IgG-Produktion der B-Zellen.
CD4*Th2-Zellenaktivierenv.a.Mastzellen,eosinophileGranulozytenunddielgE-Produktion
zurAbwehrvonWurmparasiten.Sieproduzierenu.a.dieproinflammatorischenlinterleukine
IL-4, IL-5 und IL-13. CD4* Th17-Zellen sezernieren u.a. die ebenfalls proinflammatorisch
wirksamen Interleukine IL-6, IL-17, IL-21, IL-22, sowie TNF-a. Durch die von Th17-Zellen
produzierten Chemokine wird die Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten und die
mukosale Abwehrreaktion mit Sekretion von antimikrobiellen Peptiden verstarkt (9).
CD8" Effektorzellen erkennen u.a. enterozytenspezifische Antigene und kdnnen auch im
Rahmender, crosspresentation”aktiviertwerden.SiereagierenmiteinerintensivenSekretion
von TNF-a und IFN-y und besitzen zytolytische Aktivitat (93).

Die Registrierung eines Antigens setzt also eine ganze Vielzahl von Mechanismen in Gang,
deren Ziel die Generierung einer adaquaten Abwehrreaktion ist.

Allerdings kann die Internalisierung der Antigene nicht nur in Immunitat sondern auchin
Toleranzmiinden.FirdieAufrechterhaltungderDarmhomoostaseistdazueineUnterscheidung

zwischen schadlich und harmlosen Antigenen vonndten.

1.3 Balance zwischen Homodostase und Immunabwehr

Der Darm als wesentliches Organ der Immunabwehr ist taglich einer immensen Menge
korperfremder Antigene ausgesetzt.

Schon wahrend der Geburt wird der Darm durch eine Vielzahl von Bakterien besiedelt (74).
DieseapathogenenMikroorganismenhelfendemKorperbeiderZersetzungvonNahrungs-
bestandteilenund produzierenunteranderemVitaminK.Man nenntsieinihrer Gesamtheit
deshalbkommensaleFlora.DieZahlderMikroorganismenproGrammDarmsteigtentlangdes

Gastrointestinaltrakts auf bis zu 10'? an.
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NebendenkommensalenBakterienbesitzenauchProteineausderNahrungantigenesPotential,
von denen taglich etwa 100g aufgenommen werden.

Gleichzeitiggelangenzudem pathogene Erregerin den Darm, die durch das Immunsystem
erkannt und unschadlich gemacht werden mussen.
DieMukosa,alsobersteSchichtdesDarms,unterliegtstandigerAntigenkonfrontation.Eineihrer
wichtigstenAufgabenistdieDiskriminationzwischenschadlichenundharmlosenAntigenen
aus Nahrung und kommensaler Flora sowie die Einleitung einer effektiven Immunantwort

gegen erstere (68).

1.3.1  Diskrimination zwischen pathogen und apathogen
DiePrasentationeinesAntigensmiindetinToleranzoderImmunitat.WiedieMukosaallerdings
zwischenharmlosenAntigenenundschadlichenpathogenenKeimenunterscheidet, konnte
bisheutenichtabschlieendgeklartwerden.Das Abwehrsystemwird durchdie habituellim
Darmvorhandenen Antigenedauerhaftstimuliert.Umeine tibermafligeImmunreaktion zu
verhindern,wirddurchIECsundImmunzellenunterphysiologischenBedingungeneinanti-
inflammatorischesMilieugeschaffen.DerInteraktionzwischenDCsundIlECswirddabeieine
Schlisselrolle zugeschrieben (63, 93).
IntestinaleEpithelzellensindinderLagetolerogeneCD103*DCszuinduzieren, kbnnenaber
ebenso immunogene DCs aktivieren (28).

Durch die Fahigkeit zur Registrierung von Virulenzfaktoren nehmen IECs eine wichtige
PositionzurDiskriminierungzwischenschadlichenundharmlosen Antigenenein.Virulenz-
faktorensind Oberflachenstrukturen pathogenerKeimewieToxine, Adharenzfaktorenoder
Hamolysine, die kommensalen Bakterien fehlen.Werden diese durch Oberflachenrezepto-
ren der IECs erkannt, produzieren sie proinflammatorische Zytokine und Chemokine zur
Initiation einer effektiven Immunantwort (s. Kapitel 1.5.1). Menge, Aufnahmeart sowie die
DauerderAntigenkonfrontation beeinflussen dabei, nebenzahlreichen weiteren Faktoren,
das Geschehen (63,79, 93). Beispielsweise flihrte ein iber lange Zeit andauernder Kontakt
von I[ECs einer Zellkultur mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS), einer Oberflachenstruk-
turderZellmembran gramnegativerBakterien,inden Experimentenvon Otteetal.,zu einer
vermindertenlmmunantwort.HingegenkonntebeikurzerinkubationszeiteineAbwehrreaktion
ausgelost werden (67).

Ob eine tolerogene oder immunogene Antwort des Abwehrsystems generiert wird, ist
schlussendlichmultifaktoriellbegriindet.DabeiistnichtzuletztderEinflussvonMakrophagen,

Mastzellen,DCundbesonderslECsalsnichtklassische APZvonwesentlicherBedeutung(79).
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EineunverhaltnismalligeReaktiondesImmunsystemsaufharmlose AntigenemiindetinNah-
rungsmittelallergien und chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa
undMorbusCrohn(68).DaheristdieToleranzentwicklunggegeniiberdiesen Antigenenvon

zentraler Bedeutung.

1.3.2 Intestinale Toleranzentwicklung
ToleranzisteinZustandderAkzeptanzkorperfremder,apathogenerAntigene(68).Sieistkein
passiverVorgang des Nichterkennens, sondern eine aktive Reaktion des Immunsystemsim
Darm. Die Entwicklung derToleranz erfordert die Kollaboration von IECs, DCs und T-Zellen,
derenZielu.a.die Generierung sogenannterregulatorischerT-Zellen (Treg) ist(28,71). DieTreg
verhinderndurchlokaleundsystemischeEffekteeineUberreaktionaufharmlose Antigeneund
spielen somit eine wichtige Rolle fiir die Aufrechterhaltung der intestinalen Homdoostase.
Es wird zwischen zentraler und peripherer Toleranz unterschieden.
DielnduktionderzentralenToleranzerfolgtimThymussowieimKnochenmark.Dortwerden
T-bzw.B-Zellengebildet,welcheverschiedensteAntigenebindenkénnen.Lymphozytenmit
derFahigkeitzurBindungvonEigenantigenenwerdenerkanntundausdemZellpooleliminiert
(negativeSelektion).EinTeildieserT-ZellenexprimiertdenTranskriptionsfaktorforkheadbox
P3(Foxp3).DieserTeilentgehtdernegativenSelektionundwirdzustabilen,natirlichenregu-
latorischen T-Zellen (nTreg).

Dasowohldie Elimination als auch die Differenzierung zu nT., dieBindungdesTCRsansein
AntigenimThymuserfordert,istdie zentraleToleranzbildung ungeeignet,umaufharmlose
AntigeneimDarmzureagieren.FolglichmissenMechanismenfireineperiphereToleranzin-
duktionexistieren.IntensiveForschungendervergangenenzweilahrzehnteermdéglicheneine
genauere Beschreibung des Ablaufs der peripheren Toleranzentwicklung.

Diedistinkten Wege der Antigenaufnahme wurden bereits unter Kapitel 1.2.1 beschrieben.
HateinAntigendieenterozytareBarrieretiberwunden,wirdesanunterdemEpithelliegende,
tolerogeneCD103*DCsweitergegeben.SiewandernmitHilfeihresChemokinrezeptorsCCR7
in mLK und stimulieren dort antigenspezifische naive CD4* T-Zellen. Diese differenzieren
u.a. TGF-B (Transforming Growth Factor-beta) abhangig zu Foxp3* T auch induzierte
regulatorische T-Zellen (iT.,) genannt. Die iT__sorgen flr eine lang andauernde Toleranz
undkonnenunterdem Einfluss von Entziindungsmediatoren wiederzuinflammatorischen
T-Helferzellen werden.

Nach ihrer Riickkehr in die LP erfolgt eine IL-10 abhangige Proliferation der Foxp3* T

reg’

Es existieren Hinweise darauf, dass die Menge der aufgenommenen Antigene die Zahl der



EINLEITUNG

generierten Foxp3+Treg beeinflusst (68).

Durch die Produktion antiinflammatorischer Zytokine wie TGF-B und IL-10, die Inhibition
effektorischerT-Zellen undihreInitiationderFoxp3+Tregsind DCseinelementarerBestandteil
derToleranzentwicklungsmechanismen (28, 71). IECs sind ebenfalls in der Lage TGF-3 und
IL-10 zu sezernieren. Sie tragen somit zur Bildung der 15 bei.Folglichwird auchihnen eine
wichtige Rolle bei der Entstehung der Antigentoleranz zugeschrieben (93). Durch DCs und
IECs werden CD4* und CD8* T induziert.

CD4+Treg inhibieren die GbermaBige Effektorantwort von CD4*Th1-, Th2- und Th17-Zellen.
DielnhibitionerfolgtdirektzellkontaktabhangigoderindirektamehestenviaZytokinsekretion.
D8 T, hemmen die Proliferation von CD4* sowie auch CD8*T_. Uber diese zahlenmaRBig
geringerePopulationexistierenbisherwenigeDaten.Allerdingsgiltalsgesichert,dassdieBalance
zwischen CD4* und CD8* T g und T ein entscheidender Faktor fiir das immunologische
GleichgewichtdesDarmsist(56,93).EineDysbalancedieserZellpopulationenistcharakteris-

tisch fir chronisch entziindliche Darmerkrankungen.

1.4  Pathologie des Darms - chronisch entziindliche Darmerkrankungen

1.4.1 Epidemiologie, Klinik und Therapie

Unter dem Begriff der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) werden zwei
Formen zusammengefasst Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU). Sie beschreiben
eineandauernde,unspezifischelnflammationdesintestinaltrakts,derenGenesebisheutenicht
vollstandig geklart ist.

Es existieren zahlreiche Theorien zu ihrer Entstehung. Dennoch muss davon ausgegangen
werden, dass nicht nur eine Ursache die Erkrankung des Darms bedingt.Vielmehr resultiert
die Entstehung der CED aus einem komplexen Zusammenspiel von Umwelteinfliissen und
genetischen sowie immunologischen und mikrobiellen Faktoren.
AnfangdeszwanzigstenJahrhundertswurdendieerstenFallebeschrieben,dieinihremErschei-
nungsbilddemMorbusCrohnahnelten.BenanntwurdedieKrankheitnachdemamerikanischen
ArztBurillBernhardCrohn,welcher1932zueinemPhanomennamenslleitisregionalisheute
lleitisterminalis publizierte (79).Seitheristdie ZahlderErkrankungenstetsangestiegen.Die
hochstePravalenzwirdfiirwestlichelndustrielanderbeschriebenundliegtbeietwa200Fallen
pro 100 000 Einwohnern (18).
MCundCUbesitzeneinenahnlichenSymptomkomplex,unterscheidensichaberhinsichtlich

ihrerHistologie, VerteilungsmusterderEntziindung sowie KomplikationenderErkrankung.
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Beiden gemeinsam sind Symptome wie Diarrhéen und abdominale Schmerzen.

Die Entziindung des MC kann den gesamten Gastrointestinaltrakt vom Mund bis zum Anus
befallenundisthistologischdurcheinensegmentalenundtransmuralenBefallderDarmwand
gekennzeichnet.MakroskopischzeigtsichdielnflammationdurchaphtdselLasionenundtiefe
Ulzerationen.Strikturenbzw.StenosensowieFistelnund AbszessekdnnendenKrankheitsver-
lauf verkomplizieren.

Die CU hingegen zeichnet sich durch eine kontinuierliche, auf die Mukosa und Submukosa
begrenzteEntziindungdesDickdarmsaus.SiebeginntamAnusundweitetsichinwenigenFallen
auchaufdasterminalelleumaus.MakroskopischfindetsicheineerythematdseVeranderungder
SchleimhautmitgranularemCharakter.GroRe,flachenhafteUlzerationenkénnenentstehen.
DiegefiirchtetsteKomplikationistdastoxische Megacolonmit GefahrderPerforation.Beide
ErkrankungenweiseneinerhohtesRisikofiirdie EntwicklungeinesColonkarzinomsaufund
kdnnen sich auch extraintestinal manifestieren. Typisch sind z.B. Beteiligungen der Augen,
Haut oder Gelenke (28, 75, 70).

Zur medikamentosen Therapie der Erkrankungen stehen Aminosalicylate wie Mesalazin,
Steroideundimmunsupressivaz.B.Azathioprin,Methotrexat,CyclosporinoderTacrolimuszur
Verfligung.Sogenannte Biologicals wie der monoklonale TNF-a-Antikorper Infliximab sind
neuereMedikamentemitimmunmodulatorischerWirksamkeit,diezueinerVerbesserungder
Therapie beitragen konnten.

Diekomplette ProktokolektomiekannbeiCUalskurativeTherapieeingesetzt werden.Diese
Entfernung des gesamten Dickdarms steht bei MC durch den diskontinuierlichen Befall von
Dinn und Dickdarm nicht als kurativer Ansatz zur Verfligung.

CED-Patienten besitzen hinsichtlich ihrer Lebenserwartung keine wesentlich schlechtere
PrognoseimVergleichzurNormalbevoélkerung(70).AllerdingsbedeutenhaufigeRezidiveund
diestarkbelastendenSymptomeeineerheblicheEinschrankungderLebensqualitat. Obwohl
diemedikamentésenundoperativenTherapieoptionenindenletztenJahrzehntenwesemtlich
verbessertwerdenkonnten,istbisheutekeinekompletteHeilungmdglich.AusdiesemGrund

ist die Pathogenese der CED Gegenstand intensiver Forschungen.

1.4.2 Pathogenese der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Die Genese von MC und CU ist, wie erwahnt, multifaktoriell bedingt. Zusammengefasst
konnenalleVeranderungeninderintestinalenHomdostase,dieeineStorungderEpithelbarri-
erebewirken,zueinemToleranzverlustfiihren.EineUberreaktiondesiImmunsystemsaufNah-

rungsantigeneundkommensaleBakterien,welcheeinechronischelnflammationauslost,istdie
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Folge.Abbildung3veranschaulichtdieKomplexitatdesFaktorenzusammenspiels,indessen
ZentrumdielECsstehen.Umweltfaktoren,genetischeVeranlagungundVeranderungender
kommensalenFlorafiihrenzueinerErhohungderBarrierepermeabilitat.Diesbeglinstigtdie
bakteriellePenetration,waszueinerDysregulationdesImmunsystemsfiihrt.Dielnterruption
derImmunzellkommunikationtragtimSinneeinesCirculusvitiosuszueinerweiterenPerme-

abilitatserhohung bei.
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Abb.3: Schaubild des Faktorenzusammenspiels in der Pathogenese der CED (nach Kaser (36))

AlsdasErkrankungsrisikobeeinflussendeUmweltfaktorenwurdenbishervorallemeinhoher
Hygienestandard, Rauchen und die geographische Lage beschrieben (18). Auch eine Reihe
genetischerDeterminantenerhéhendasRisikoderKrankheitsentstehung.EinBeispielistdie
MutationdesNOD-2/CARD15-GensdurchdieeineUberbesiedlungdesDarmsmitpathogenen
undkommensalenBakteriensowieeineStérungderBarriereintegritatundToleranzinduktion
resultiert.Zahlreicheweitere GenmutationenwurdeninZusammenhangmitdemRisikozur
CED-Entstehung beschrieben (28, 32, 40, 64). Diverse Veranderungen in der Sekretion von

StoffendermukosalenAbwehrsowieunterschiedlichsterZytokineundandererSignalmolekaile,
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die das intestinale Immunsystem beeinflussen, konnten bisher identifiziert werden.

DieErlauterungalldieserForschungsansatzewirdeandieserStelleallerdingszuweitfiihren.
DadielECsinihrerFunktionalsAPZeinwichtigerBestandteildieserkomplexenPathogenese
sind,beschrankeichmichimFolgendenaufihreRolleinderintestinalenGleichgewichtserhal-

tung und Krankheitsentstehung.

1.5 Besondere Funktion der Epithelzellen in der Pathogenese chronisch
entziindlicher Darmerkrankungen

DasEpithelderDarmschleimhautbildeteinephysiologischeBarrieregegentiiberKrankheits-
erregern.DurchdieSekretionvonMuzinen,EnzymenundDefensinensowiederAusbildung
einerGlycokalixwirddieseBarriereverstarkt.SoschaffendielECseinedynamischeOberflache,
welche die Anlagerung potentiell schadlicher Substanzen erschwert (28, 93).

ForschungenderletztenJahrzehntekonntenzeigen,dasslECsnichtnureineeinfacheGrenzflache
bilden,sonderniiberdieSekretionvonSignalmolekilenundihreFahigkeitzuAntigenprasenta-
tionauchinderLagesind,aktivindasimmungescheheneinzugreifen.Siesinddamitwichtige
PartnerfiirdieToleranzinduktionsowiedieEinleitungeinereffektivenlmmunantwortgegen

Pathogene (s. Kapitel 1.3.1 und 1.3.2).

1.5.1 Sekretorische Funktion der Enterozyten

DurchihreFahigkeitzurSekretionunterschiedlicherSignalstoffe,nehmenlECswesentlichen
EinflussaufdieFunktionandererimmunogenerZellen,insbesonderederT-Zellenund DCs(s.
Kapitel1.3.1)SieproduzierenzweiverschiedeneArtenvonChemokinen,induzierbare,proin-
flammatorischeundkonstitutive,homoostaseforderneChemokine.DanebenbildenlECseine
VielzahlvonentziindungshemmendenundentziindungsférderndenZytokinen. TGF-Bbesitzt
antiinflammatorischeWirksamkeitundhemmtbeispielsweisedieExpressionvonMHCIllund
costimulatorischenMolektilenaufDCs.Weiterhinistes,zusammenmitdemebenfallsvonlECs
gebildeten IL-10, wichtig fir die Toleranzinduktion (s. Kapitel 1.3.2) (93). IECs sezernieren
im Rahmen ihrer innaten immunologischen Funktion zahlreiche weitere Signalstoffe. Auf
derenErlauterungsollinErmangelungderRelevanzfiirdieaktuelleFragestellungdieserArbeit
allerdings nicht weitereingegangenwerden.Eineihrerwichtigsten FunktionenimRahmen
ihrerimmunologischenKompetenzist,nebenderSekretionvonSignalmolekilen,dieFahigkeit

zur Antigenprasentation.
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1.5.2 Intestinale Epithelzellen als Antigen-prasentierende Zellen

DurchihreLokalisationsindIECsdenimDarmlumenvorhandenenAntigenendirektausgesetzt.
Wimanetal.konnten bereits 1978 die MHCII-Expressionder|ECsimTiermodell nachweisen,
wodurch sich erste Hinweise aufihre Immunkompetenzergaben (95). Eine Hochregulation
ihrer MHC-Expression unter inflammatorischen Bedingungen konnte gezeigt werden (52).
Der Nachweis der Expression costimulatorischer Molekiile wie z.B. CD1d, CD80, CD86 oder
gp180biszumEndeder90erJahrebescheinigtedenlECsdieErfiillungallerVoraussetzungen
fureine effektiveT-Zell-Interaktion (29).Weitere Forschungenergaben,dassIECsinderLage
sindAntigeneliberverschiedeneRezeptorenzuregistrierenundaufzunehmen.DieAntigen-
prozessierungund-prasentationdurchlECskonntenachvollzogenundihreFunktionalsnicht

klassische APZ weitgehend charakterisiert werden (12).

1.5.3 Antigenprozessierung und —prasentation durch Intestinale Epithelzellen
IntestinaleEpithelzellenkdnnenexogeneAntigeneapikalviarezeptorunabhangigerPinozytose
oderviarezeptorgesteuerterEndozytoseaufnehmen.DieserVorganglauftallerdingslangsamer
abalsbeiklassischenAPZundkannunterinflammatorischenBedingungenauchbasolateral
erfolgen (12, 28).

NachderInternalisierungwerdenunbearbeitete AntigenezurProzessierunginfriiheapikale
oderbasale Endosomen transferiert.Von dort kdnnen sie zwei Wege nehmen. Entweder sie
werdenrecyceltundzurentsprechendenOberflachetransportiertoderdemendozytotischen
WegzurProzessierungzugefiihrt(s.Kapitel 1.2.4)(28).Bliningetal.konntenzeigen,dassden
IECs dafiir mit EDBs, MLBs und MVBs die gleiche Prozessierungsmaschinerie zur Verfligung
steht, wie klassischen APZ.

Mit Hilfe des Modellantigens Ovalbumin (OVA) konnte der MHC ll-assoziierte Antigen-
verarbeitungsweginlECsnachvollzogenundmitderProzessierungunterinflammatorischen
BedingungenderCEDverglichenwerden.DabeierwiesensichdiespatendosomalenMVBsals
diezentralenMIICs.NachderproteolytischenVerarbeitungdesantigenen Materialsund der
MHCII-KopplungindiesenKompartimenten,folgtderTransportzurbasolateralenOberflache.
Dort werden MHC IlI- gebundene Peptide aus den MVBs Uber direkte Membranfusion
freigegebenundadditionalinterzelluldriiberExosomenfreigesetzt.AnschlieBendkanndasMHC
[I-gekoppelte Antigen CD4*T-Zellenund DCs prasentiert werden. DieserVorgang geschieht
unabhangigvomDarmabschnittundwirdauchdurchdasproinflammatorische Milieueiner
Entziindung nicht beeinflusst (11, 28, 33).

Die Antigenprasentation kann direktan der Zelloberflache der IECs Giber die Interaktion mit
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basolaterallokalisiertenT-Zellenerfolgenoderindirektiiberdie SezernierungvonExosomen
gesteuert werden (89, 90).

MHC-Peptidkomplex-beladeneExosomenkdnnenwiederumvonklassischenAPZinternalisiert
werden,welchedie Antigenprasentationibernehmen.Die Antigendarbietungbleibtsomit
nichtaufeinemembrannahelnteraktionbegrenztsondernerhaltZugangzursystemischen
ZirkulationunderhéhtdamitdenimmunologischenEinflussderIECs(12).MHC-gekoppelte
AntigeneauflECskonnendurchT-Zellenerkanntwerden.EineBedeutungdiesesSachverhalts

fur die Entstehung bzw. Aufrechterhaltung der CED kann vermutet werden.

1.5.4 Bedeutung intestinaler Epithelzellen in der Pathogenese chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen

I[ECsbesitzendieFahigkeitzurAktivierungregulatorischersowieeffektorischerCD4*undCD8*
T-Zellen.UnterphysiologischenBedingungenstimulieren IECsCD8+Treguberdielnteraktion
miteinemKomplexdercostimulatorischenMolekiileCD1dundgp180.Ebensoférdernsiedie
Proliferationvon CD4+Tregsowieeffektorischen CD4*T-Zellen(69,93).InvitroVersuchedurch
Cruickshanketal.zeigten,dassIECssogarfahigsindbereitsgeprimteCD4*T _zusupprimieren
und dadurch vermutlich in der Lage sind, eine Inflammation lokal zu begrenzen (20).
ImgesundenDarmbestehteinGleichgewichtdieserCD4*und CD8*T-Zell-Populationen, zu
dessen AufrechterhaltungdielECsalsnichtklassische APZin wesentlichem Mal3e beitragen
(93).BeiCEDistdiesesGleichgewichtgestortunddurcheineerhohteEffektorT-Zell-Antwort
gekennzeichnet.

Beim MC zeigt sich eine typische Verschiebung zur Seite der Effektor CD4* Th1-Zellen mit
gesteigerter Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IFN-y und TNF-a sowie IL-12,
IL-21,1L-22 und IL-26 (9, 61). Ein weiteres Charakteristikum des MC ist die gesteigerte Zahl
derCD4*Th17-Zellenund diedamitverbundenelL-17 Produktion.Bisherist die Rolle dieser
T-Zell-Population und ihres Interleukins in der Genese der Darmerkrankungen allerdings
weitestgehend ungeklart.

Die Verteilung der Immunzellpopulationen bei der CU ist weniger eindeutig. Als typische
Merkmale konnten eine grof3ere Population von CD1-reaktiven Natural-Killer-Zellen
(NK-Zellen) sowie eine erhohte Produktion von CD4* Th2-Zytokinen IL-4, IL-5 und IL-13
beobachtet werden (79, 93).

Uber die Rolle CD8* T-Zellen existieren in diesem Zusammenhang weniger Daten. Brimnes
etal.konnteneinenenterozytarenExpressionsdefektdesCD1d/gp180-KomplexesinPatien-

tengewebeidentifizieren.DerDefektfiihrtezueinermangelndenStimulationregulatorischer
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CD8*T-Zellen und leistete somit vermutlich seinen Beitrag zum Toleranzverlust und damit
zur Krankheitsentstehung (10, 93). Forschungen von Bisping et al. zeigten eine Aktivierung
zytotoxischer CD8" Effektor-T-Zellen durch IECs bei aktiver Entziindung bei CED (s. Kapitel
4.1.2) (4). Diese Interaktion setzt eine MHC I-gekoppelte Antigendarbietung voraus. In der
,Cross presentation”werden exogene Antigene MHC |- gebunden prasentiert. Blining et al.
fandenMHCI-MolekileinallenKompartimentendesendozytotischenTransportwegesund
konntendieKolokalisationexogenerAntigeneundMHClaufderbasolateralenZelloberflache
vonlECsundinExosomenzeigen(12).DieseErkenntnislasstdieSchlussfolgerungzu,dasslECs
zumindeststrukturelldasArmamentariumfireinesolcheFormderAntigenprasentation(,cross
presentation”)besitzen.SieflihrtzuderAnnahme,dassdie proinflammatorischeKompetenz
derlECsdurch CD8" Effektor-Stimulationin CED méglicherweisein einergesteigerten, cross
presentation” begriindet sein kdnnte.

Die Antigenprasentation durch IECs spielt also besonders im Hinblick auf ihre Relevanz fiir
dielnduktionundKontrolleregulatorischerundeffektorischerT-ZelleneinezentraleRollefir
den Erhalt der intestinalen Homdostase (s. Kapitel 1.3.1 und 1.3.2). An der Genese von CED
sindsiedurchihre Partizipationan der GiberschieBendenT .- Antwort ma3geblich beteiligt.
AllerdingsbleibendiegenauenMechanismenhierzubisheuteinvielenPunktenunverstanden.
EswardeshalbZieldieserArbeit,dieUrsachenderaberrantenStimulationCD8*-zytotoxischer
T .genauerzubeleuchten.WarumesimRahmendieserintentionplausibelerschien,dieMan-

noserezeptor-Expression durch IECs zu untersuchen, soll im Folgenden erlautert werden.

1.6 Der Mannoserezeptor

1.6.1 Zuordnung und Verteilung
ZurMannoserezeptorfamiliegehdrenvierRezeptoren,derDendriticcellreceptor(DEC-205,
CD205), Endo 180, (CD280), M-typ Phospholipase A, Rezeptor (PLA,R) und der Mannose-
rezeptor (MR, CD206).

Der MR gehort zu den C-Typ Lectinrezeptoren und ist ein membranstandiger Rezeptor mit
endozytotischer Funktion.Erwurdeerstmals 1978 von Stahlet.alerwahnt(72,80).Zunachst
galteralsmakrophagenspezifischerRezeptor,konntespateraberauchaufeinerReiheweiterer
Zellenidentifiziertwerden(94).DazuzahlendiversePopulationenvonDCssowiespezialisierte
ZellenverschiedensterOrgane,wieretinalePigmentepithelzellen,ZellenderglattenMuskulatur
derTrachea, Mesangiumzellen der Niere sowie mikrovaskulare Endothelzellen vonz.B. Milz,

Leber,GehirnoderHaut.Seine Expressiondurchintestinale Epithelzellenwurdebishernoch
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nicht beschrieben, ist aber auf Grund seines ubiquitaren Vorkommens durchaus denkbar.
HinsichtlichdesExpressionsmustersdesMRsinmenschlichem Gewebeexistierenbisherauf
Grund fehlender Antikorper wenige Daten. Hingegen ist seine Verteilung in Mausgewebe

detailliert erforscht (15, 24, 43, 50).

1.6.2 Aufbau und Liganden

DerMRistein 180kDaProteinundbesitzteinenvierteiligen Aufbau.Einemkurzenintrazellular
gelegenenTeilschliel3tsichdertransmembranareAbschnittan.Dieseristan8C-TypLectin-like
Domanen (CTLDs) gebunden, auf die eine Fibronectin Typ Il Doméane (FNII) folgt. Den
letzten Abschnitt bildet die N-terminale cysteinreiche Domane (CysR).

Die dreidimensionale Struktur des MRs existiert in einer linearen und einer gebogenen
Konformation,inderdie CysRzurlickgefaltetistund mitden CTLDsin der Mitteinteragieren
kann.

Neben anderen Umgebungseinfliissen ist die Konformationsanderung pH-abhangig und
bestimmt Gber die Ligandenselektivitat und Oligomerisierung des Rezeptors (44).

Die strukturelle Gliederung gewahrleistet eine funktionelle Unterteilung der einzelnen
Abschnitte.DieCysRbindetsulfatierteOligosaccharidewiesiez.B.aufHypophysenhormonen
vorkommen.DieFNllIregistriertKollagen,wahrenddiealleinfunktionelle CTLD4 kalziumab-
hangigGlycoproteinemitn-terminalerFucose,N-AcetylglucosaminoderMannosebindet(8).
Der MR vermittelt die Aufnahme von Bakterien, Viren, Pilzen und Protozoen mit derartigen
oberflachlichenGlycoproteinenundsorgtu.a.flirdieClearancevonKollagenundProkollagen
aberauch B-Glucoronidase, t-PA und lysosomalen Hydrolasen, welche unter inflammatori-
schen Bedingungen vermehrtvorkommen (8, 15,43,51). Damit Gibernimmt er gleichzeitig
homdostatischeundimmunogeneAufgaben.DieEffektivitatseinerBindungwirddabeidurch
die Glykosylierung der Liganden sowie die des Rezeptors selbst moduliert (50).

Seine Liganden werden Clathrin-abhangig internalisiert und folglich in friihe endosomale
Kompartimentetransferiert.DurchdasleichtsaureMilieuderEEswerdenRezeptorundLigand
vermutlichvoneinandergetrennt,derMRzuriickzurPlasmamembrantransferiertundsomit
recycelt. Der Ligand kann dann seinem weiteren Prozessierungsweg zugefiihrt werden.
EinederbedeutendstenFunktionendesMRsistdieRegistrierungundIinternalisierungloslicher
Antigene.Dazu gehoéren z.B.Nahrungsantigene wie OVA, welche durch die MR-vermittelte

Aufnahme fiir die ,cross presentation” zuganglich werden (s. Kapitel 4.1.3) (15,42, 73)..
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1.6.3 Bedeutung des Mannoserezeptors fir die ,cross presentation”

Die,cross presentation” beschreibt den Vorgang der MHC I-Komplexierung mit exogenen
Antigenen,welcheanschlieBend CD8*T-Zellen prasentiertwerden kdnnen (s.Kapitel 1.2.4).
Die Fahigkeit zur ,cross presentation” konnte bisher fiir klassische APZ gezeigt werden.
Einer ihrer Rezeptoren zur Antigeninternalisierung ist der MR (s. Kapitel 1.6.1), welcher die
Aufnahmel6slicherAntigenefiireine,crosspresentation”vermittelt.IndenForschungsarbeiten
vonBurgdorfet.alwurdedemMReineessentielleRolleflirdie,cross presentation”durchDCs
undMakrophagenzugeschrieben(13).Eswurdegezeigt,dassausschlielichMR-endozytierte
Antigene sowohlin DCs als auch in Makrophagen der,cross presentation” zuganglich sind.
Versuche mit MR-defizienten Makrophagen und DCs ergaben, dass diese Zellen zwarin der
Lage sind OVAaufzunehmen,jedoch keine,cross presentation”initiieren konnen. Die, cross
presentation”“exogener AntigenescheintdaherMR-abhangigundsomitdie MR-Expression

eine mogliche Voraussetzung zur Aktivierung CD8* zytotoxischer T-Zellen zu sein (13,15).

1.7  Fragestellungen
IntestinaleEpithelzellentragendurchihreFunktionalsnichtklassische APZmal3geblichzum
Erhalt der intestinalen Homdostase bei. Im Rahmen der CED besitzen sie proinflammat-
orische Kompetenz durch die Stimulation von Effektor-T-Zellen. Die Mechanismen, die zu
dieser Gibermafigen Aktivierung proinflammatorischer CD4* und CD8* Zellen flihren, sind
weitestgehend ungeklart. Ein Weg der Stimulation CD8*T-Zellen ist die MHC |- gebundene
PrasentationexogenerAntigene(,crosspresentation”)durchklassische APZ.DieTheorie,dass
dieMR-ExpressionmdglicherweiseeineGrundbedingungfiirdie,crosspresentation“darstellt,
fuhrtezuunsererHypothese.DemnachwareeineMR-spezifische AntigenaufnahmedurchlIECs
undeineanschlieBende MHCI-gekoppelteCD8*-T-Stimulationdenkbar,welchezurAufrecht-
erhaltung der Inflammation der CED beitragen kdnnte.
AufdieserGrundlageergebensichflirmeineForschungsarbeitnunfolgendeFragestellungen:
«  Wird der Mannoserezeptor von intestinalen Epithelzellen exprimiert?
Und -im Falle der Erfiillung dieser elementaren Voraussetzung- weiterhin:
+ BestehenUnterschiedeimVerteilungsmusterdesMannoserezeptorsszwischendeneinzelnen
Darmabschnitten?
+  WirdderMannoserezeptorkonstitutivauchohneAntigenstimulationderkommensalenFlora
gebildet?

«  KommtesimentziindetenDarmzueinerModulationderMannoserezeptor-Expression?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere

In den Versuchen kamen Tiere dreier verschiedener Genfamilien, C57 (129SvEV und BL/6),
BALB/c und NMRI, zum Einsatz. Die C57BL/6- und BALB/c-Tiere wurden von der Firma
Charles River bezogen. Die C57/129SvEV Mause erhielten wir von Ph. D. George Kollias aus
dem Alexander Fleming Institut in Athen, wahrend die NMRI-Mause von Dr. Werner Niklas
ausdem DKFZ Heidelberg zurVerfligung gestellt wurden.In denVersuchen wurde Gewebe
vonTierenineinemausgewogenenVerhaltnismannlicherundweiblicherMauseeingesetzt.
DieDurchfiihrungallerTierversucheerfolgtenachdemgeltendenTierschutzgesetzund mit
Genehmigung der Universitat zu Liibeck. Die Tierversuchsantragsnummern lauten: cDSS-
C57BL/6-Tiere und gesunde Kontrollen: TVA V312-72241.122-4, BALB/c-Tiere: 82-7/09,
NMRI kolonisiert und keimfrei: TVA 93-10/10, TNFAARE/WT-Mause und gesunde
Kontrollen: TVA 23/p/04. Dabei wurden von mir selbst keine Tierversuche durchgefiihrt,

sondern lediglich Gewebe von vorhergehenden, inhaltlich ahnlichen Projekten genutzt.

2.1.1  C57/129SvEv- und C57BL/6-Mause

Die C57/129SvEv- und C57BL/6-Mause wurden spezifisch pathogenfrei (SPF) unter Stan-
dardbedingungengehalten.SielebteninStandardkafigenaustransparentemPolycarbonat,
welche in klimatisierten Raumen standen. Die Einstreu der Kafige aus staubfreiem Weich-
holzgranulatwurdeeinmalwochentlicherneuert.EinzwolfstiindigerWechselvonHell-Dun-
kel-PhasensimuliertedenTag-NachtrhythmusderMause(Dunkelphase 18-6Uhr).Wasserund
Standardfutter in Form von Pellets erhielten sie ad libitum.

Nach der Lieferung nach Liibeck lebten sie, bis zu ihrer Verwendung im Alter von 10-12
Wochen, unter gleichen Bedingungen in der Gemeinsamen Tierhaltung der Universitat zu
Libeck (GTH).

Tiere dieser Genfamilien wurden in den Versuchen als gesunde Kontrollen verwendet. Sie
zeigtenbeiderFutteraufnahme,Stuhlgang,BewegungoderVerhaltenkeinerleiklinische Auffal-

ligkeiten, die auf eine Entzlindung hindeuteten.

2.1.2 BALB/c-Mause
Die verwendeten Mduse der BALB/c-Linie wurden ebenfalls unter den in Kapitel 2.1.1
beschriebenenStandardbedingungenSPFgehaltenundwarenklinischgesund.Auchsiewurden

im Alter von 10-12 Wochen getétet.
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2.1.3 Kolonisierte und keimfreie NMRI-Mduse

Die NMRI-Mause mit konventioneller Kolonisation wurden unter den in Kapitel 2.1.1
beschriebenenStandardbedingungenjedochnichtSPFgehaltenundzeigtenkeineKrankheits-
zeichen.DiekeimfreienMauselebtendagegenunterkeimfreienBedingungen.Siestammten
aus dem DKFZ in Heidelberg.

Dortwurdensiein Uberdruckisolatoren gehalten,deren Zu-und Abluftfiltration (iber 3 bzw.
2LagenFilterwatte(FiltermediumderFilterklasseE11miteinemmittlerenAbscheidegradvon
96,7 %) erfolgte.

Kafige,Einstreu,Futter, TrinkflaschenundWasserwurdenvordemEinschleusentiiberspezielle
Transfermanschetten in bestimmten Programmen autoklaviert.

Das Autoklavieren der Einstreu erfolgte bei 134°Cflir 60 min, wahrend Futter, Trinkflaschen
undKafigeinVersorgungszylindernflir30minbei124°Cautoklaviertwurden.Wasserwurdein
Flaschen mit einem speziellen Fliissigkeitsprogramm bei 124°C fiir 60 min autoklaviert.
Die Sterilisation aller Oberflachenin derTransfermanschette (inklusive derWasserflaschen)
erfolgte durch Abreiben mit 4% Wofasteril und anschlieBendem Einsprithen mit Wofasteril
(4%) mit einer Einwirkungszeit von 30 min.
In3monatlichenAbstandenwurdenjeweils2MauseaufKeimfreiheituntersucht.Dieserfolgte
durch eine mikroskopische Untersuchungvon Blinddarminhaltim Nativpraparatund einer
Gramfarbung eines Ausstriches.

Fir die kulturelle Untersuchung auf Keimfreiheit wurde Blinddarminhalt in Standard
1-Bouillon,Sabouraud-BouillonundinThioglycollat-Bouillonverbrachtsowiezusatzlichauf
Blutagar ausgestrichen und fiir 10 Tage bei 37°C bebriitet.

Die Uberfiihrung der keimfreien Mause nach Liibeck erfolgte ebenfalls in sterilen Kéfigen,
wahrenddiekolonisiertenTierein Standardkafigentransferiertwurden.Die Gewebegewin-
nungwurdeunmittelbarnachihrerAnkunftdurcheinenKollegendereigenenArbeitsgruppe

durchgefiihrt. Die Tiere waren zu diesem Zeitpunkt 8-12 Wochen alt.

2.1.4 Induktion einer lleitis im Mausmodell - TNFAARE/WT-Mause

Die heterozygoten TNFAARE/WT-Mduse wurden auf dem Hintergrund der C57/129SvEv-
MauseimAlexanderFleminglnstitutinAthengeneriert.DortlebtensieunterSPFBedingungen
(siehe Kapitel 2.1.1).

Die DNA dieser Tiere ist durch die Deletion von AU (Adenosin-Urazil)-reichen Elementen
(ARE) der Tumornekrosefaktor-mRNA (TNF-mRNA) gekennzeichnet. Dadurch wird bei

diesen Mausen eine Diinndarmentziindung (lleitis), als Folge einer TNF-Uberexpression,
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initiiert.DerTumornekrosefaktorhatzahlreiche FunktioneninimmunologischenProzessen.
Erist ein Zytokin, welches vor allem von Monozyten und Makrophagen gebildet wird. TNF
aktiviert Zellen, regt sie zur Proliferation oder auch Apoptose an und tragt maf3geblich zur
EntstehungvonautoimmunenEntziindungenwiechronischentziindlichenDarmerkrankun-
gen oder rheumatoider Arthritis bei.
IneinemgesundenOrganismushemmendieAREdesMausgenomsdieTNF-Biosynthesevon
hamatopoetischenZellenwieMonozyten,MakrophagenundT-ZellensowievonStromazellen
wiebeispielsweiseFibroblasten,indemsiedieTNF-mRNAdestabilisierenunddieTranslation
unterdriicken.

Die gezielte Deletion der ARE flihrt durch die fehlende Inhibition der TNF-Biosynthese zu
einerUberproduktionvonTNFindengenanntenZellen.InFolgedessen,entwickelndieTiere
schwere Entziindungen im Bereich des Diinndarms und der Gelenke.
Diehistopathologischen Krankheitszeichen stimmen mitden beiMenschen beobachteten
Veranderungen bei MC und rheumatoider Arthritis Gberein.
DieTiereleidenunterDurchfall, GewichtsverlustundarthritischenBeschwerdenwieGelenk-
schwellungen und Deformitaten.

Im terminalen lleum und vereinzelt auch im proximalen Colon ist nach 8 Wochen eine
histologische Entziindung sichtbar. Diese zeigt sich durch Infiltration der Mukosa und
SubmukosadurchEntziindungszellenwieMakrophagen,Lymphozyten,Plasmazellensowie
vereinzelteneutrophileLeukozyten.WeiterhinisteinevergroBerte AnzahlanLymphfollikeln
und eineVerbreiterung und Abflachung der Diinndarmzotten zu verzeichnen.Im weiteren
VerlaufkommteszueinertransmuralenEntziindung,vollstandigerZottenatrophiesowieder
Bildung weniger nicht-verkdasender Granulome.

Im Bereich der Gelenke sind histologisch nach 6-8 Wochen entziindliche Infiltrate und eine
HyperplasiederSynovialmembranzuerkennen.SpaterkommtdieBildungvonPannusgewebe,
ein fibrotischer Gewebsumbau und auch Knorpel- und Knochendestruktion dazu.
EntziindungsmanifestationensindbeihomozygotenMausenschonTagenachderGeburtzu
beobachten und so schwer, dass diese Tiere schon nach 5-12 Wochen versterben (39). Aus
diesemGrundwurdenfirdieVersucheheterozygoteMauseverwendet.Diesezeigtenbeiihrer
Lieferung klinische Symptome der Darm- und Gelenkentziindung in Form von Durchféllen
ohne Blutbeimengungen, reduziertem Gewicht, symmetrischen Gelenkschwellungen der
Vorder-undHinterpfotenunddamitverbundeneBewegungseinschrankungen.DieTétungder

Tiere und die Gewebeentnahme erfolgte im Alter von 12 Wochen.



MATERIAL UND METHODEN

2.1.5 Induktion einer Colitis im Mausmodell - cDSS-C57BL/6-Mause

Dextran Sodium Sulfat (DSS) ist ein Natriumsalz, welches eine direkte zytotoxische Wirkung
auflECsundintraepitheliale Lymphozyten entfaltet und somit die Epithelbarriere schadigt.
Es stort die Interaktion zwischen Lymphozyten und IECs und greift damitin den Ablauf der
normalen Immunabwehr des Darms ein. Lymphozyten werden zur Proliferation angeregt,
Zytokine ausgeschuttet und neurophile Granulozyten wandern in das Gewebe ein (62).
InFolgedieserEntziindungsreaktionderDarmmukosaleidendieTiereunterDurchfallen,Ge-
wichtsverlustundrektalenBlutungen.Dabeientsprichtdasklinische BilddiesesModellsder
chronischen Colitis bei der CU (65).
FurdieUntersuchungenamentziindetenDickdarmwurdebeiC57BL/6-Mauseneinechronische
Colitisinduziert. Die Haltung der Tiere erfolgte wie unter Kapitel 2.1.1 beschrieben. Zur Co-
litisinduktion erhielten die Mause abwechselndflinfTagelang 2% DSS Giber das Trinkwasser
undfiinfTagelangnormalesTrinkwasseradlibitum.DiesePhasenfolgtendreimalaufeinander.
Nachinsgesamt30TagenwurdedieEntziindungsaktivitatderTieremittels,Modified Disease
ActivityIndex“eingeschatzt(s.Kapitel2.2).EserfolgteeineEndoskopiezurmakroskopischen
Dokumentation der Darmerkrankung. Diese zeigte Schwellungen der Mukosa, Hyperamie
derDarmschleimhautsowiedisseminierteUlzerationenundFissuren,passendzumtypischen
klinischen Bild der CED.
AnschlieBendwurdendieTierezurGewebegewinnunggetotetwieunterKapitel2.3beschrieben.
DasGewebedieserMauseerhieltenwirvondervonDr.ChristianSinageleiteten Arbeitsgruppe
~MolekulareGastroenterologie”derMedizinischenKlinik 1derUniversitatzuLlubeck.DieFor-
schungsgruppeschatztevorderTotungderTieredenmodified Disease ActivityIndex(mDAI)

ein und stellte uns diese Daten zur Verfligung.
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2.2 Bestimmung des Modified Disease Activity Index
Der mDAl ist ein klinischer Score zur Beurteilung der Colitisaktivitat bei Mausen (78). Er
beinhaltetdieEinschatzungdesGewichtsverlustsinProzentsowiedieUntersuchungaufokkultes

Blutim Stuhl(mitHilfeeinesHamocculttest) bzw.makroskopischsichtbaresBlut(s.Tabelle 1).

Tabelle 1: modified Disease Activity Index (mDAI)

Gewichtsverlust in % Blut im Stuhl Punkte
<5% negativ 0
5-10% 1
10-15% positiv 2
15-20% 3
>20% makroskopisch sichtbar 4

2.3 Gewebegewinnung

Zur Gewinnung des Darmgewebeswurden die Mdause mit einerintraperitonealen Injektion
vonKetamin(100mg/kgKorpergewicht)undXylazin(16mg/kgKorpergewicht)betaubtund
durch zervikale Dislokation getotet.
AnschlieBenderfolgtedieEntnahmedesDarms.DazuwurdendieTiereaufdemRiickenliegend
mit Nadeln an einer Korkplatte befestigt und das Fell mit 70 %igem Ethanol desinfiziert. Mit
einemY-KragenschnittwurdedieHautdesBauchesunterZuhilfenahmeeinesSkalpellseréffnet
und das Peritoneum durchtrennt. Nach Entnahme des gesamten Darms von Duodenum
bis Rektum erfolgte eine Splilung des Gewebes mit eisgekihlter PBS (phosphatgepufferter
Salzlésung). Zuletzt wurde esin 3 mm lange Stilicke geschnitten und in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Zeitspanne zwischen Organentnahme und Einfrieren des Gewebes
betrugfiirjedesTierwenigeralsfiinfMinuten.DieLagerungerfolgtebiszurVerwendungder
Proben fiir die Immunfluoreszenzfarbung nativ bei -80 °C in Cryo Tubes. Die Tétung und
GewebeentnahmewurdevoneinemKollegenausdereigenenArbeitsgruppedurchgefiihrt.
Fur die HE-Farbung wurde das Gewebe in Einbettkapseln in einer 4 %igem Formalinldsung
fixiert und bei Raumtemperatur gelagert.
FirdieUntersuchungderMR-ExpressioninverschiedenenDarmsegmentenwurde Gewebe

von je 2-6 unterschiedlichen Mausen je Lokalisation genutzt (s. Tabelle 2).
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Tabelle 2: verwendete Darmabschnitte der unterschiedlichen Stamme

Stamm Darmabschnitt Anzahl der Tiere

C57/129SvEv und BL/6 Duodenum

Jejunum

lleum

Colon
BALB/c Duodenum

Jejunum

n=
6
5
6
5
5
5
lleum 5
Colon 5
5
5
5
2
5
5
3
5

NMRI kolonisiert Jejunum

lleum

Colon

NMRI keimfrei Jejunum

lleum

Colon
TNFAARE/WT lleum
cDSS C57BL/6 Colon

2.4  Paraffineinbettung

Fir die Paraffineinbettung wurde das zuvor in 4 % Formalin fixierte Gewebe mindestens
2hunterflieBendemLeitungswassergespuiltunddanachineineraufsteigendenAlkoholreihe
(3x70 %, 80 %, 90 %, 3x 100 % Isopropanol je 24 h) dehydriert. AnschlieBend erfolgte eine
BehandlungdesGewebesmiteinem 1:1Paraffin/Isopropanol-Gemischund3x100%Paraffin

bei 55-65 % fir je 24 h sowie das Einblocken des Gewebes in Paraffin.

2.5 Anfertigung von Gewebeschnitten mittels Mikrotom

Fir die HE-Farbung des Gewebes wurden von den in Paraffin gebetteten Gewebsblécken
4,5 umdicke Schnitte mit Hilfe eines Mikrotoms (Firma Leica) angefertigt. Dazu lagerten sie
zuvormindestens2hbei-20°CundwurdennachdemSchneidevorgangineinemKaltwasserbad
(20°C) aufgefangen. Nach einem HeilBwasserbad (45°C) konnten sie anschlieBend glatt auf

einen Objekttrager gezogen werden, wo sie liber Nacht bei 37 °C bis 45 °C trockneten.

2.6 Anfertigung von Gewebeschnitten mittels Kryostat

DieAnfertigungimmunhistochemischerMarkierungenundspatereAuswertungamLaserscan-
mikroskoperfordertedieHerstellungvon 10umdickenGewebeschnitten.Diesewurdenmit
einemKryostatCM30505hergestellt,eineMethodik,welcheAntigenstrukturenguterhaltund

somitauchflirimmunhistochemischeFarbungenidealgeeignetist(6).DasbendtigteGewebe
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wurde bei-80°Cnativaufbewahrt und bei-20°Cgeschnitten. Dazu wurde es mit Hilfe eines
GefriermediumsaufeinenspeziellenTrager,einen Metallstift mitrunderPlatte,aufgebracht.
NachdemEinspannenundAusrichtenerfolgteanschlieBenddasTrimmendesBlocks,umeine
glatteOberflachezuerhalten.NachEinstellungderSchnittdickewurdederGewebeblockdann
inT0umdickeScheibengeschnitten.JeweilsdreiScheibchenwurdenaufeinenObjekttrager
aufgebrachtundmitHilfeeinesPinselsglattgezogen.InderDunkelfeldmikroskopieerfolgteeine
KontrolledesAnschnittesundeventuelleineNachjustierungamGerat.AnschlieBendkonnten

dieSchnittebeiRaumtemperaturetwa24hgetrocknetunddannbei-20°Caufbewahrtwerden.

2.7 Gewebefarbung mit Himalaun und Erythrosin

Umdie Entziindung derTNFAARE-und C57 BL/6 cDSS-Tiere histologisch zu dokumentieren
und sie mit gesunden Kontrollen vergleichen zu kdnnen, erfolgte eine HE-Farbung der
Gewebeschnitte. DieseMethodeermdglichteinebessereUnterscheidungdereinzelnenGewebs-
strukturen.SokonnteneingewanderteEntziindungszellenundGewebedestruktioneninden
untersuchten Praparaten identifiziert werden.
DieSchnittewurdendazuzuerstviermalfinfMinutenmitXylolgespult,welchesalsLosemittel
fur Paraffin dient. Danach wurden sie in einer absteigenden Alkoholreihe (2x 100 %, 96 %,
90 %, 80 %, 2x 70 % Isopropanol je 2 min) weiter entparaffiniert, mit destilliertem Wasser
gespllt (2x 2 min) und anschlieBend in Hamalaun gebadet (6 min). Dieser Stoff bindet an
basophiles Chromatin undfarbtdeshalbvorallem Zellkerne blau. Das Blauen erfolgte, nach
einer weiteren Spulung mit destilliertem Wasser, durch Spuilen in Leitungswasser (10 min).
AnschlieBendwurdendieSchnitteinErythrosin,welchesmiteinemTropfenEisessigversetzt
wurde,gebadet(30s).DieserFarbstoffbindetazidophileZellbestandteile,alsovornehmlichdas
ZytoplasmamitdenenthaltenenProteinenundfarbtsierosa.Wiederholtes kurzesWaschen
mitdestilliertemWasserentfernteliberschiissigeFarbreste,sodassdieFarbungendannineiner
aufsteigenden Alkoholreihe (2x 70 %, 80 %, 90 %, 96 %, 2x 100 % Isopropanol) fixiert und
differenziert werden konnten.

AbschlieBenderfolgte eine Splilung mit Xylol (4x 5 min).Die SchnittewurdenzuletztinEnte-
lan-EinbettmediumeingedecktundmitDeckglaschenversehen.lhreAuswertungerfolgteam
Zeiss 2 plus Axioskop. Bilder zur Dokumentation wurden mit Hilfe der Computersoftware

Olympus CellSense erstellt.
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2.8 Histologische Begutachtung des Gewebes

Um den Grad der Entziindung des Gewebes der C57 BL/6 cDSS-Tiere beurteilen und
dokumentierenzukénnen,wurdenachderBetrachtungunterdemMikroskopderhistologische
Index zur Entziindungsaktivitdt erhoben. Es erfolgte hierbei eine Punktevergabe von 0-3
PunktenfiirdenStrukturverlustunddielnfiltrationderGewebsschichtendurchEntziindungs-
zellensowieeineanschlieBende AdditiondieserPunkte(78).Tabelle3zeigtdiePunktevergabe

fur die einzelnen Kriterien des Histologischen Index.

Tabelle 3: Histologischer Index

Infiltration durch Entziindungszellen ~ Gewebeschaden Punkte

kaum Infiltrat normale Morphologie 0

Infiltration der Lamina propria lymphoepitheliale Lasion 1

bis in die Submukosa reichend oberflachliche Erosion oderfokale | 2
Ulzeration

transmural ausgedehnterMukosaschaden,Be- | 3
teiligung tieferer Wandschichten

2.9 Immunhistochemische Farbung

Die Darstellung der untersuchten Proteine, dem MR und MHC Il, erfolgte mittels Immun-
fluoreszenzmarkierung.DiesisteineMethodebeiderdasVorhandenseinunddieLokalisation
vonzuuntersuchendenProteinenmitHilfevonfluoreszierendenAntikorpernbestimmtwerden
konnen. Es wurden primare und sekundare Antikorper verwendet (s. Tabelle 4 und 5). Die
primarenAntikorperbindendiezuuntersuchendenOberflachenantigenedesGewebes(MRund
MHCII). Die Lokalisation dieser Antigene kann dann mit Hilfe des sekundaren Antikorpers
sichtbargemachtwerden.Dersekundare Antikodrperrichtetsichspezies-spezifischgegenden
Fc-Teildesprimaren Antikorpers.EristaneinFluorochrom, einenfloureszierenden Farbstoff,
gebunden,welcherinFluoreszenzmikroskopendurch AnregungbestimmterWellenlangen

visualisiert werden kann.

Tabelle 4: verwendete Primarantikorper

Bezeichnung Isotyp  Klonalitat ~ Wirt Reaktivitdit Verdliinnung Hersteller
anti-Mannose-Re- |IgG2a | CD206 Ratte Maus 1:100 AbD Serotec (Oxford,
zeptor CTyp 1 monoklonal Grof Britannien)
anti-MHC I IgG1 CD311 Ratte Maus 1:100 Gift from
monoklonal D. Kaiserlian, Institut
Pasteur de Lyon (94)
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Tabelle 5: verwendete Sekundarantikorper

Bezeichnung Isotyp  Klonalitdat ~ Wirt Reaktivitdit ~ Verdlinnung  Hersteller

Alexa Fluor 488* [e]€] monoklonal | Ziege Ratte 1:400 Invitrogen(Eugene,
(H+L) Oregon, USA)

Alexa Fluor 555* I9G monoklonal | Ziege Ratte 1:400 Invitrogen(Eugene,
(H+L) Oregon, USA)

*Umdie Antikorperstabilitat beieiner Lagerungin-20°Czu erhalten, wurden die sekundaren Antikorper 1:2in
Glycerinvorverdiinnt.DieVerdiinnungauf1:400bzw. 1:200erfolgteunterderVerwendungvon3%Normalserum
der Maus. Das Serum enthalt Blockierungsproteine, die mit dem Antikorper um hydrophobe Bindungsstellen
v.a.inEpithelien, Bindegewebe undLipiden konkurrieren. Somitwerden unspezifische Antikdrperbindungen
verringert und unerwiinschte Hintergrundfarbungen reduziert (6).

InVorbereitungderFarbungwurdendieObjekttragermitdembei-20°Cgefrorenen Gewebe
aufgetaut,miteinemFettstiftumrandetundbeschriftet. AnschlieBendwurdendieSchnittezur
Fixierung bei-20°Cin ein Aceton-Methanol-Gemisch (1:1) getaucht (10-15 min). Methanol
fixiertdurchKoagulation,ohneQuervernetzungenauszubildenundsorgtsomitfiireinenguten
Erhalt sowohl der Zellmorphologie als auch der Antigene. Zudem bleibt das Gewebe unter
ErhaltderimmunreaktivenDeterminantengutzuganglichfiirAntikorper.EinNachteildieser
FixierungsmethodeistallerdingsdieschlechteGewebedurchdringungdesAcetons.DerFixie-
rungseffektistsomitunvollstandig,wasdasGewebebeihdufigeremSpuleninPufferbadernfiir
MembranverlustundKernaufldsunganfalligermacht.DurchdasvorherigeLufttrockenender
GewebeschnittelibereinenlangerenZeitraumunddieentwasserndeWirkungdesAlkohols
wird dieser Artefaktbildung entgegengewirkt (6).

NachderFixierungwurden die Objekttragerin PBS gewaschen (3x3 min) undanschlieBend
mitdemprimarenAntikorperbeschichtet.DieObjekttragerwurdendanachineinerfeuchten
Kammer bei Raumtemperatur inkubiert (ca. 60 min). Die Aufbewahrung in der Kammer
verhinderte das Austrocknen der Schnitte wahrend der Inkubationszeit.
ImAnschlussandielnkubationfolgtedieEntfernungderungebundenenRestedesprimaren
Antikorpers durch Waschen in PBS (3x 3 min).
DernachsteSchrittwardasBeschichtenderSchnittemitdemsekundaren Antikorperunddie
erneutelnkubationbeiRaumtemperaturinderabgedunkelten Feuchtkammer (ca.60 min).
NachdemAuswaschen(3x3min)derungebundenenRiickstandedessekundarenAntikorpers
mit PBS wurden die Objekttrager in eine Glaskiivette mit 200 ml Hochstfarbstoff getaucht
(mind. 30 min). Das Hochstreagenz bindet an die DNA der Zellkerne. Es wurde in einer
Verdiinnung von 1:10000 verwendet.

Ungebundener Farbstoff wurde anschlielend wiederum mit PBS abgewaschen (3x 5 min).
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ZurBetrachtungunterdemFluoreszenzmikroskopoderLaserscanmikroskop(LSM)wurdendie
ObjekttragermitMovioleingedeckt.DanachmusstendieObjekttragerbeiRaumtemperatur
trocken. Die Betrachtung am Fluoreszenzmikroskop war unmittelbar moglich. Fir die

Auswertung am LSM sollte die Trocknung tiber Nacht erfolgen.

2.10 Fluoreszenzmikroskopie
DieFluoreszenzmikroskopieistdasVerfahren,welcheszurVisualisierungderGewebemarkie-
rung diente. Sie wurde am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss 2 plus Axioskop) durchgefiihrtund
isteineFormderAuflichtmikroskopie, beiderderfluoreszierende Farbstoffdurch Lichteines
Wellenlangenbereichs angeregt wird.
LichtdesultraviolettenBereichsunddesgesamtensichtbarenSpektrumswird mitHilfeeiner
Quecksilberdampf-Kurzbogenleuchte HBO 103 erzeugt und auf das Objekt geleitet. Dabei
werdenExzitationsfilterzwischengeschaltet,umnurdenerforderlichenWellenlangenbereichzu
erhalten, welcher fiir die Anregung (Exzitation) des jeweiligen Farbstoffes bendtigt wird.
DasFluorochromdesSekundarantikérpersemittiertnachderAnregungLichteinesanderen
Wellenlangenbereichs.
UmdasgewiinschteFluoreszenzlichtderEmissionzuisolieren,werdensogenannteSperrfilter
verwendet, sodass am Ende nur eine Farbe sichtbar ist (57).

In den Experimenten wurde fiir die Markierung der untersuchten Proteine mit den Sekun-
darantikorpern Alexa Fluor 488 und Alex Fluor 555 gearbeitet. Die Exzitations- und Emissi-
onsmaximaihrerFluorochromeliegenbei495nmund519nmbzw.550nmund565nm.Dabei
erscheint Alexa Fluor488 griinund Alexa Fluor 555 rot.Weiterhin wurde der Hochstfarbstoff
furdieKernfarbungverwendet.SeineExzitations-undEmissionsmaximaliegenbei352nmund
461nm. Er erscheint daher blau.
UmeinenUberblickiiberdieQualititdesAnschnittesdesGewebesunddenAnteilanHinter-
grundfarbungzuerhalten,wurdezuerstdieNegativkontrolleinder10erVergroBerungbetrachtet.
Hintergrundfarbungen, sind unspezifische Markierungen des Gewebes, welche mdglichst
minimalseinsollten,dasiedie AuswertungdesErgebnissesverfalschen.DieAnfertigungeiner
Negativkontrolle,dieanstelledesprimaren AntikdrpersnurmitPBSinkubiertwurde,erfolgte
fur jeden gefarbten Gewebeschnitt.

Firdie UbersichtsbetrachtungwurdederBlaulichtfilterverwendet. Dieser Filtererméglicht
dieBetrachtungdermitdemHdochstreagenzangefarbtenZellkernesowieeineBegutachtung
derDickeundAusrichtungdesAnschnittes.AnschlieBenderfolgtederWechseldesFilterstiber

die DrehungdesReflektorrevolvers zur Einstellung der Griin-oder Rotlichtfilterjenachdem,



MATERIAL UND METHODEN

welcher Sekundarantikorper (Alexa Fluor 488 oder Alexa Fluor 555) benutzt wurde.

Nach der Betrachtung der Negativkontrollen wurden die Schnitte mit den spezifischen
Markierungenzentriertund ebenfallszuerstin der 10er UbersichtvergréBerung betrachtet.
Zunachst erfolgte auch in diesem Schritt die Betrachtung der Hochstfarbung. Daraufhin
wurde die Auswertung der spezifischen Farbung des MRs sowie die der MHC lI-Markierung
vorgenommen. Hierbei war aul3er der 10er- auch die 20er- und 40er-Vergrof3erung mit
Immersionsolhilfreich,umdiegenauereLokalisationdermarkiertenProteinezubestimmen.
Alle Ergebnisse wurden parallel dazu auf Auswertungsbdgen tabellarisch festgehalten.
BeurteiltwurdendabeidieQualitatderNegativkontrollen,dieQualitatdesSchnittesunddas
Vorhandensein einer Markierung innerhalb der verschiedenen Schichten der Darmwand.
Nach der Betrachtung unter dem Fluoreszenzmikroskop erfolgte die Auswahl qualitativ
hochwertigerSchnitte,dieflrdieweiterebildlicheDokumentationamLSMverwendetwerden

sollten.

2.11 Konfokale Laserscanmikroskopie

Die Laserscanmikroskopie diente der weiterflihrenden Auswertung sowie bildlichen
Dokumentationeinerspezifischen,zellgebundenenMarkierungundermdéglichtesomitdie
Visualisierung der Ergebnisse fiir den auBenstehenden Betrachter.

Hierbei wurde mitdem Zeiss LSM 510 meta und dem dazugehdrigen Computerprogramm
LSM meta510 gearbeitet.

Beider konfokalen Laserscanmikroskopie wird das ObjektimVergleich zur unter Punkt 2.10
beschriebenenFluoreszenzmikroskopiedurchLaserbestrahlt.DieserfolgtnichtanallenStellen
desObjektesgleichzeitigsondernpunktformig.DerfokussierteLaserrastertdasObjektdabei
stellenweiseab.DieFluoreszenzjedereinzelnbestrahltenObjektstellewirdebensopunktformig
detektiertundanschlieBendimComputerwiederzueinemvollstandigenBildzusammengefiigt.
EinVorteildieserMethodeistdabei,dassdieentstehendenoptischerSchnittbilderbesonders
kontrastreichsind.EntscheidendhierfiiristderEinsatzeinersogenanntenLochblende(Pinhole).
Diese lasst nur Licht des Objektpunktes hindurch, der gerade fokussiert und damit scharf
abgebildetwird.LichtausanderenunscharfenEbenenbereichenwirdblockiert.DerBeobach-
tungspunktinderMittederLochblendeundderBeleuchtungspunktdesObjektsstehendabei
gleichzeitig im Fokus. Dies wird auch als ,konfokal” bezeichnet (57, 58).

Fir den Scanvorgang der ausgewdhlten Praparate erfolgte der Einsatz verschiedener
Anregungslaser.DerEnterpriseUV-LaserwurdefiirdenHochstfarbstoff,derArgonlaserfiirdie

FarbungmitAlexaFluor488verwendet.FirdieAnregungderMarkierungmitAlexaFluor555
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wurde der Helium-Neon-Laser benétigt.

Nach dem Einstellen der Laser erfolgte die Konfiguration der Mikroskopeinstellungen und
dieFestlegungderFarbkanale(blau,griin/rot,weil3).Beiden Aufnahmenwurdezusatzlichein
sogenannter DIC-Kanal (differentieller Interferenzkontrast-Kanal) verwendet. Dieser Kanal
diente der plastischen Wiedergabe transparenter Praparatedetails und wurde im Bild weil3
dargestellt.
VorBeginndesScanvorgangswurdeeineausreichendmarkierteStelleimSchnittaufgesucht,die
dasErgebnisderFarbunggutabbildete.Dieserfolgteinder20er-VergroBerungimBlaukanal
und je nachdem, welcher Sekundarfarbstoff verwendet wurde, im Rot- oder Griinkanal.
Nach der groben Positionierung des Schnittes wurde ein Bild im Fast-Scan-Modus erstellt.
Dadurch war zu erkennen, welchen Bildausschnitt der Computer scannt und wie scharf
dieserist.GegebenenfallserfolgtewahrenddiesesVorgangseinemanuelle Nachjustierung.
AnschlieBendwurdeimSingle-Scan-Modusgearbeitet.Bilderin 10erund20er-VergréBerung
wurdenerstellt.DabeierfolgteeineviermaligeAufnahmejedesabgerastertenObjektbereichs.
DieSoftwareerrechnetedarauseinen Mittelwertfiirdie Bilderstellung.Diesermdglichtedie
BerechnungeinesBildesmitbesondershoherQualitat,welchesausdreilibereinandergelegten
Wellenldngenbesteht.UberdieAnpassungderLaser-undDetektorintensititinderComputer-
software konnte die Bildqualitat optimal eingestellt werden.

Zuletzt wurde das fertige Bild liber Kontrastveranderungen im Programm bearbeitet und
abgespeichert.

Die genaue Bedienung des Gerates sowie die vorzunehmenden Einstellungen sind dem
Handbuch zu entnehmen. (Operating Manual LSM 510 meta Laser Scanning Microscopes

from Carl Zeiss)



ERGEBNISSE

3 ERGEBNISSE

3.1  Mannoserezeptormarkierungen an Dinn- und Dickdarmgewebe
gesunder Mause

3.1.1 Antikorpertest und Konzentrationsbestimmung flir den Mannoserezeptor-
Antikorper

DieUntersuchungderExpressiondesMRsingesundemundentziindetemGewebesolltemittels
Immunfluoreszenzmarkierungerfolgen.DazubedurfteesderVerwendungeinespassenden
Antikorpers.

Die aktuelle Literatur zu diesem Thema wurde daraufhin studiert und auf die erfolgreiche
VerwendungeinessolchenAntikorpersinimmunfluoreszenzmarkierungendurchsucht.Inden
VersuchenvonHassanetal.wurdeeinelmmunfluoreszenzmarkierungmitdemmonoklonalen
IgG2aCD206anti-Mannose CTyp 1Ratte-anti-Maus-AntikorperanLeber-und Milz-Gewebe
von C57BL/6-Mausen beschrieben. Die Bilder der Immunfluoreszenzfarbungen dieser For-
schungsgruppeverdeutlichteneinespezifischeMarkierung(27).Daraufhinerfolgteeineeigene
Testung dieses Antikorpers, an Gewebeschnitten des lleums von C57/129SvEv-Mausen. So
konnteseineFunktionsfahigkeitineinemDarmsegmenteinerStandardmaus,welcheseinen
typischenManifestationsortdesMCdarstellt,bestimmtwerden.Einelsotypkontrollewurde
durchgefiihrt.IndieserKontrollewurdeeinlmmunglobulindergleichenKlasseundSubklasse
verwendet.SokonntedasAusmaliderunspezifischenFarbungdeszutestendenAntikorpers
eingeschatzt werden.

Es folgte eine Titration des Antikorpers fir den MR, mit dem Ziel, die hochstmogliche
Verdiinnung zu bestimmen, bei welcher eine deutliche, spezifische Markierung ohne Hin-
tergrundsignal zu verzeichnenist.Das Hintergrundsignalisteine unspezifische Markierung
anderer,vomMRdifferenterStrukturen.Die AntikorpertestunginverschiedenenKonzentrati-
onen(1:10;1:25;1:100; 1:400; 1:800) bei einer IgG-Konzentration von 1,0 mg/ml) ergab eine
eindeutige,zellgebundene,spezifischeMarkierungmitgeringstmaoglicherHintergrundfarbung
inderVerdiinnung 1:100 (s. Abb.3 A).Eine Isotypkontrolle miteinem IgG2a Ratte-anti-Maus
Antikorper wurde in gleicher Konzentration durchgefiihrt. Sie zeigte ebenfalls kein Hinter-
grundsignal(s.Abb.3B).AusdiesemGrunderfolgtedieEntscheidungfiirdieVerwendungdes
monoklonalenlgG2aCD206Ratte-anti-Maus-Antikdrpersinunseren Experimentenineiner
Verdiinnung von 1:100 bei einer IgG-Konzentration von 1,0 mg/ml.
DieSekundarantikorperAlexaFluor488undAlexaFluor555wurdenebenfallsinverschiedenen

Konzentrationen (1:200; 1:400; 1:800) an lleumgewebe von C57/129SvEv-Mausen getestet.
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DieserVorgangergabeinespezifischeundzellgebundeneMarkierungausreichenderIntensitat
mitfehlendem Hintergrundsignal beieinerKonzentration von 1:400fiirden Alexa Fluor 488
undbei1:200flirdenAlexaFluor555.NegativkontrollenderbeidenFarbstoffe, beidenendas
GewebenurmitPBSanstelledesPrimarantikorpersbehandeltwurde,zeigtenkeineunspezifische

Farbung (s. Abb.3 Q).

Antikorpertest MR - C57/129SvEv-lleumgewebe

Abb.4: Antikorpertest fur den IgG2a anti-CD206-Antikorper an lleumgewebe von C57/129SvEv — Mdusen
Verdiinnung 1:100 fiir den Primar- und 1:400 fiir den Sekundéarantikérper A Zellkerne (blau), spezifische
Markierung des MR (grtin); B Die IgG2a-Isotypkontrolle zeigte keine unspezifische Markierung

C Negativkontrolle mit PBS ohne unspezifische Markierung

3.1.2 Fehlende Expression des Mannoserezeptors im Darmepithel gesunder
C57/129SvEv-Mause

DasersteZielderExperimentebeinhaltetedenNachweiseinerExpressiondesMRssowiedie
EruierungseinerLokalisationimgesunden, kolonisiertenDarmadulterMause(8-12Wochen).
Dazuwurde Darmgewebe der C57/129SvEv-Mause (und spater C57BL/6) verwendet,daan
diesemGewebeimRahmenderAntikorpertestung(sieheKapitel 3.1.1) bereitsimlleumeine
spezifische Markierung zu verzeichnen war.
AnflinfbissechsunterschiedlichenTierenwurdendieDarmabschnitteDuodenum,Jejunum,
lleum und Colon hinsichtlich ihrer MR-Expression untersucht (s. 2.3 Tabelle 2).
DielImmunfluoreszenzfarbung fiirden MR wies im Epithel von Duodenum, Jejunum, lleum
und Colon keine Fluoreszenz auf.
SieergabhingegeneinepositiveMarkierungvonZellenderLPinjedemdieserDarmabschnitte.
EbensowarinZellenderSubmukosaundSubserosaeinespezifischeFarbungsichtbar(s.Abb.4
A-D).Muskel- (und Serosazellen) zeigten keine Markierungen. Innerhalb der Muskelschicht
waren jedoch vereinzelte Zellen mit Fluoreszenz erkennbar.
DieNegativkontrollenfiirjedengefarbtenSchnittwiesendurchgehendkeinerleiMarkierungen

auf (nicht dargestellt).
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MR-Markierung - gesunde C57/129SvEv-Mause

Abb.5: Immunfluoreszenzmarkierung des MRs an Darmgewebe von gesunden C57/129SvEv-Mausen

A Duodenum, B Jejunum, C lleum, D Colon
DieZellkernewurdenmitdemHochstfarbstoff(blau)dargestellt.ImEpithel(undderSerosa)konntekeineFarbung
nachgewiesenwerden.DieLokalisationdesMRzeigtesichdurchseinespezifischeMarkierung(griin)indenZellen
der LP, Submukosa und Subserosa.Innerhalb der Muskelschicht waren vereinzelt markierte Zellen erkennbar.
LP (Lamina propria), LU (Lumen)

3.1.3 Fehlende Expression des Mannoserezeptors im Darmepithel gesunder
BALB/c-Mause

ImnachstenSchrittgalteszuverifizieren,dassdiefehlende MR-ExpressiondesEpithelsnicht
aufdengenetischenHintergrundderC57/129SvEv-Mausezuriickzufiihrenist.Deshalbwurden
Duodenum, Jejunum, lleum und Colon von jeweils flinf Tieren eines anderen genetischen
Stammes (BALB/c) hinsichtlich ihrer MR-Expression untersucht.

DieFluoreszenzfarbungdeso.g.Darmgewebes zeigte dabeidquivalente Ergebnisse zu den
C57/129SvEv-MausenmitfehlenderEpithelmarkierungundpositiverMarkierungvonZellen
der LP, Submukosa und Subserosa (s. Abb. 5 A-D). In der Muskelschicht zeigten sich erneut
vereinzelteZellfarbungen.DieNegativkontrollenwiesenauchhierkeineunspezifischeFarbung

auf (nicht dargestellt).



ERGEBNISSE

MR-Markierung - gesunde BALB/c-Mause

Abb.6: Immunfluoreszenzmarkierung der MHC Il-Komplexe an Gewebe von BALB/c-Mausen

A Duodenum, B Jejunum, C lleum, D Colon

Die Zellkerne wurden mit dem Hochstfarbstoff (blau) dargestellt. Im Epithel war auch hier keine Farbung
nachweisbar. Die Lokalisation des MRs zeigte sich durch seine spezifische Markierung (rot) von Zellen der LP,
SubmukosaundSubserosaundvereinzeltinderMuskelschicht.DieErgebnissestimmtenmitdenenderlmmun-
fluoreszenzmarkierung an Darmgewebe der C57/129SvEv-M&use Uberein.

LP (Lamina propria), LU (Lumen)

DiebisherdurchgefiihrtenImmunfluoreszenzfarbungendesMRsergabenunabhangigvon
der Lokalisation im Darm und vom genetischen Hintergrund keine Epithelmarkierungen.
GleichzeitigwarenspezifischeFarbungeninnerhalbandererSchichtenderDarmwanderuierbar.
Um eine mangelnde epitheliale Stimulation durch Mikrobiota als Ursache fiir die fehlende

MR-Expression auszuschliel3en, erfolgte die Markierung der MHC II-Komplexe.

3.2  MHCII- Markierungen an Dunn- und Dickdarmgewebe gesunder
Mause

3.2.1 Antikorpertest und Konzentrationsbestimmung fiir den MHC lI-Antikdrper
DieMarkierungderMHCII-MolekiileerfolgtezurVerifizierungdesStimulationszustandesdes
Epithels im gesunden und entziindeten Gewebe.
UnterphysiologischenBedingungenwerdenlECsdurchkommensaleBakterienstimuliert.Sie

exprimieren daraufhin MHCII-Molekiile. Unterinflammatorischen Bedingungen kommtes
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zueinerHochregulationder MHCII-Expression (52).Fiirdie erforderliche Markierungwurde
der monoklonale IgG1 CD311 anti-MHC Il Ratte-anti-Maus-Antikorper ausgewahlt. Er kam
inFluoreszenzfarbungenvonVidaletal.zumEinsatzundfandbereitserfolgreichVerwendung
invorangegangenenVersuchenderForschungsgruppevonBiiningetal.(91).Eserfolgteeine
AustestungverschiedenerAntikérperkonzentrationen(1:25;1:100;1:400).DainderLiteratur
zahlreicheDatenhinsichtlichderMHCII-ExpressionimlleumderMausexistieren,wurdendie
TestsanGewebeschnittendiesesDarmsegmentseinergenetischenStandardmaus(C57/129S-
vEv-Mausen)durchgefiihrt.Gewahltwurde,wiebereitsbeiderAntikorpertestungfiirden MR,
diehochstmoglicheVerdiinnung,beiwelchereinedeutliche,spezifischeMarkierungohneHin-
tergrundsignal zuverzeichnenwar. Dies entsprach einerVerdiinnungvon 1:100 (s. Abb.6 A).
AuchhierwurdeeinelsotypkontrollemiteinemlgG1Ratte-anti-Maus-Antikorperingleicher
Verdiinnung durchgefiihrt, welche keine unspezifische Farbung zeigte (s. Abb.6 B).

DieSekundarantikorperwurdenwieunterKapitel3.1.1beschriebengetestet,mitdemErgebnis,
dassauch fiirdie MHCII-Farbung eine Festlegung auf eine Konzentration von 1:400 flir den
AlexaFluor488undvon 1:200flrdenAlexaFluor555erfolgte.DieNegativkontrollenzeigten

wiederum keine unspezifische Markierung (s. Abb.6 C).

Antikorpertest MHC Il - C57/129SvEv-lleumgewebe

Abb.7: Antikorpertest fir den IgG1 anti-MHC lI-Antikoérper an lleumgewebe von C57/129SvEv-Mausen
Verdiinnung 1:100 fir den Primar- und 1:400 fir den Sekundarantikorper A Zellkerne (blau), spezifische
Markierung des MHCII(grilin); B Dielsotypkontrolle zeigte keine unspezifische Markierung CNegativkontrolle
ohne unspezifische Markierungen

3.2.2 MHCII-Expression im Darmgewebe gesunder C57/129SvEv-Mause

DieExpressionderMHCII-KomplexezeigtesichdurchpositiveMarkierungendesEpithelsvon
Duodenum,Jejunum,lleumundColon.DasExpressionsmusterdereinzelnenDarmsegmente
unterschiedsichdabei.ImDuodenumstelltesichdasEpithelderZottenbasissowiederKrypten

ohne Markierung dar, wahrend Jejunum und lleum in diesen Bereichen markierte IECs
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aufwiesen.Im Colonzeigtensich nurvereinzelt gefarbte Abschnitte vornehmlich des Ober-
flachenepithels (s. Abb.7 A-D). Die MHC II-Farbung der IECs erschien supranukledr sowie
basolateral mit granuldarem Charakter.

WeiterhinergabensichpositiveMarkierungenvonZellenderLPsowieSubmukosaundSubserosa
inallenLokalisationen.Innerhalb derMuskelschichtwieseneinzelne Zellen Fluoreszenzauf.
Die Muskelzellen bliebendabeiunmarkiert. Negativkontrollender MHCII-Farbung zeigten

durchgehend keine unspezifischen Markierungen (nicht dargestellt).

MHC II-Markierung — gesunde C57/129SvEv-Mause

2 ; S s .
Abb.8: Immunfluoreszenzmarkierung der MHC II-Komplexe an Gewebe von C57/129SvEv-Mausen

A Duodenum, B Jejunum, C lleum, D Colon

Die Lokalisation der MHC IlI-Komplexe (griin) kam in Epithelzellen aller Darmetagen zur Darstellung. Das
EpithelderZottenspitzenwiesFarbungeninDuodenum,Jejunumundlleumsauf.ImJejunumundlleumwaren
zusatzlich auch die Zottenbasis- und Krypten-IECs markiert. Im Colon zeigten sich nur vereinzelte Abschnitte
mit Markierungen der MHC Il-komplexe im Oberflachenepithel. Die IEC-Farbungen erschienen granular,
supranukledr und basolateral. Markierungen aller anderen Schichten der Darmwand waren eruierbar.

LP (Lamina propria), LU (Lumen), * kennzeichnet die Krypten

3.2.3 MHCII- Expression im Darmgewebe gesunder BALB/c-Mause

Eine MHC II-Markierung erschien auch bei den BALB/c-Mausen in IECs des Duodenums,
Jejunums, lleums und Colons. Im Duodenum und Jejunum dominierten Farbungen im
BereichderZottenspitzen,wahrendsieimlleumzudemanderZottenbasisundindenKrypten

nachweisbar waren. Im Colon beschrankte sich die IEC-Markierung v.a. auf das Oberfla-
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chenepithel.Siestellte sich, wie bereits beiden C57/129SvEv-Mausen, inallen Darmetagen,
supranuklear sowie basolateral granular dar.
LP.Submukosa,SubserosaundvereinzeltauchdieMuskularisenthieltenfluoreszenzmarkierte
Zellen (s. Abb.8 A-D).

Die Negativkontrollen dieser Farbung ergaben keine unspezifischen Markierungen (nicht

dargestellt).

MHC [I-Markierung - gesunde BALB/c-Mause

Abb.9: Immunfluoreszenzmarkierung der MHC Il-Komplexe an Gewebe von BALB/c-Mausen

A Duodenum, B Jejunum, C lleum, D Colon

MHC ll-Komplexe (rot) konnten in allen Darmsegmenten dargestellt werden. Die Markierung zeigte sich in
ZottenspitzenvonlECsdesDuodenumsundJejunums.ImlleumwarenzudemZottenbasis-undKryptenepithel-
zellen gefarbt, wahrend das Colonepithel nur vereinzelte lumennahe Markierungen aufwies.
Fluoreszenzfarbungenvon Zellen der LP, Submukosa, Muskularis und Subserosa bzw. Serosa waren eruierbar.
LP (Lamina propria), LU (Lumen), * kennzeichnet die Krypten

Nach der erfolgreichen MHC lI-Markierung aller Darmsegmente der eingesetzten, SPF
gehaltenen C57- und BALB/c-Mause sollten weitere mogliche Ursachen fir die fehlende
MR-Markierungausgeschlossenwerden.DazuwurdezunachstderEinflussderGewebekolo-

nisierung Uberpruft.
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3.3  Einfluss der Gewebekolonisierung auf die Mannoserezeptor- und
MHC ll-Expression

Bisher wurde Darmgewebe zweier genetischer Stamme untersucht. Dabei konnten keine
Markierungen im Epithel festgestellt werden. Beide genetische Linien wurden unter SPF
Bedingungen gehalten und stammten aus unterschiedlichen Tierstallen. Ihre Darmflora
unterscheidet sich von der konventionell kolonisierter Tiere.
Um den Einfluss der Kolonisierung des Darms mit physiologischen Darmbakterien auf die
MR-Expression zu untersuchen, wurden in den folgenden Experimenten NMRI-Mause
eingesetzt. Wir erhielten dazu, durch die Koopertation mit dem DKFZ in Heidelberg, die
Maoglichkeit, keimfreie mit kolonisierten NMRI-Mausen direkt zu vergleichen.
MikrobiotastimuliereneineregelhafteRezeptorexpressiondurchAPZ.Daherkonntegepriift
werden,obdieMR-exprimierendenZellendenMRkonstitutivbildenoderoberméglicherweise
erst durch die bakterielle Stimulation exprimiert wird.
EswurdenJejunum,lleumundColonflinfverschiedenerkolonisierterNMRI-Maduseuntersucht
undmitkeimfreienTierendiesesStammesinunterschiedlicherFallzahlproDarmabschnitt(s.
2.3 Tabelle 2) verglichen.
Die keimfrei gehaltenen NMRI-Mause wiesen keine Markierung des Epithels auf. Eine
spezifische MarkierungdesMRszeigtesichdquivalentzudenbishergenanntenErgebnissen
der C57-und BALB/c-Mause. Es stellte sich eine Farbung von Zellen der LP, Submukosa und
Subserosa mit vereinzelt markierten Zellen der Muskelschicht dar (s. Abb.9 A-C).
AuchbeidenkonventionellkolonisiertenTierenlie3 sich keine Epithelmarkierung eruieren.
Wie bei den Tieren der Stamme C57/129SvEv- bzw. BL/6 und BALB/c zeigte sich hingegen
eineAnfarbungvonZellenderLP,SubmukosaundSubserosasowievereinzelteMarkierungvon
ZellenderMuskelschicht(welchenichtdenMuskelzellenentsprechen),inallenSegmenten(s.
Abb.10 A-C).
NegativkontrollenbeiderEinfachmarkierungenzeigtenkeineunspezifische Farbung (nicht

dargestellt).
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MR-Markierung - keimfreie NMRI-Mause

Abb.10: Immunfluoreszenzmarkierung des MRs an Gewebe von keimfreien NMRI-Mausen

A Jejunum, B lleum, C Colon

Die Zellkerne wurden mit dem Hochstfarbstoff (blau) dargestellt. Das Epithel enthielt durchgehend keine
Markierungen.Eine Anfarbung des MRs (rot) zeigte sichin der LP, Submukosa und Subserosa in jedem der drei
Darmabschnitte. Vereinzelt lieBen sich Markierungen von Zellen innerhalb der Muskelschicht ausmachen.
LP (Lamina propria), LU (Lumen)

MR-Markierung - kolonisierte NMRI-Mause

Abb.11: Immunfluoreszenzmarkierung des MRs an Gewebe von kolonisierten NMRI-Mdusen

A Jejunum, B lleum, C Colon

Die Zellkerne wurden mit dem Hochstfarbstoff (blau) dargestellt. Das Epithel wies keine Farbung auf. Die
MR-Expression zeigte sich durch eine spezifische Zellmarkierung (rot) in den Schichten LP, Submukosa und
Subserosa sowie vereinzelt in der Muskelschicht.

LP (Lamina propria), LU (Lumen)

Zur Kontrolle des Stimulationszustandes des Epithels wurde auch fiir das Gewebe der
NMRI-Mduse eine MHC II-Farbung durchgefiihrt. Diese ergab eine fehlende Epithelmar-
kierung der keimfreien NMRI-Mause in allen Abschnitten. Zellen der LP, Submukosa und
SubserosavonJejunum, lleumund Colonwiesen jedoch Markierungenauf(s.Abb.11Aund

B, Colon nicht dargestellt).
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MHC lI-Markierung- keimfreie NMRI-Mause

Abb.12: Immunfluoreszenzmarkierung der MHC II-Komplexe an Gewebe von keimfreien NMRI-Mausen

A Jejunum, B lleum

Eine Epithelmarkierung der MHC II-Komplexe war in keinem der Darmabschnitte nachweisbar. In der LP,
Submukosa,SubserosaundSerosadesJejunumsundlleumskonnteeineMHCII-Expressiondurch Anfarbungder
Komplexe (rot) dargestellt werden.

LP (Lamina propria), LU (Lumen)

MHC lI-Markierung - kolonisierte NMRI-Mause

Abb.13: Immunfluoreszenzmarkierung der MHC lI-Komplexe an Gewebe von kolonisierten NMRI-

Mausen
A Jejunum, B lleum, C Colon
Die MHCII-Expression (rot) zeigte sichin Zellen aller Schichten der Darmwand. Dabei erschien die Epithelmar-
kierungdeslleumsinZottenundKrypten.DasJejunumwiesvereinzelteEpithelfarbungenderZottenauf,welche
sich im Colon etwas haufiger zeigten.
LP (Lamina propria), LU (Lumen), * kennzeichnet die Krypten

Die MHCII-Bildung derkolonisierten NMRI-Mause zeigte sichwieindenzuvoruntersuchten
DarmgewebeprobenderC57-und BALB/c-Tieredurch positive Markierungenin Zellenaller
EtagendesDarms.ImJejunumwarenlECsderZottenspitzeundimlleumIECsderZottenspitze,
-basis sowie derKrypten markiert.Im ColonlieBen sich Farbungen des Oberflachenepithels
erkennen. Zellen der LP, Submukosa sowie Subserosa wiesen MHC lI-Markierungen auf. (s.
Abb.12 A-C).DieNegativkontrollender MHCII-Farbungen sowohlderkolonisiertenalsauch

derkeimfreienNMRI-MauseergabenkeinerleiunspezifischeMarkierungen(nichtdargestellt).
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DiebisherdurchgefiihrtenExperimenteangesundemDiinn-undDickdarmgewebeadulter
MausedreierunterschiedlicherGenfamilienlieBenimmunhistochemischunabhangigvomKo-
lonisierungszustanddesGewebeskeineMR-ExpressiondurchlECserkennen.Eswdredenkbar,
dasssichdieMR-ExpressionunterproinflammatorischerStimulationdifferentzudenbisherigen
Ergebnissendarstellt.ZurUberpriifungdieserHypotheseerfolgtedie Durchfiihrungweiterer

Versuche an entziindetem Diinn- sowie Dickdarmgewebe.

34 Mannoserezeptor und MHC lI-Expression in Diinn- und
Dickdarmgewebe entziindeter Mause

Die Hauptmanifestationsorte der CED sind das lleum beim MC und das Colon bei der CU.
Kennzeichnend fiir beide Erkrankungen ist eine GbermaBige Aktivierung CD4* und CD8*
T ~Zellen. Eine gesteigerte Sekretion von Entziindungsmediatoren, wobei u.a. TNF-o.und
IFN-y dominieren, ist die Folge.

Ob es durch proinflammatorische Stimuli zu einer Hochregulation der MR-Bildung und in
diesemZugeauchzueinerExpressiondurchlECskommt,wurdebishernochnichtbeschrieben.
Umdieseruierenzukdnnen,wurdenfiinfverschiedeneTierezweierModelleuntersucht,umsie
mit den gesunden Kontrollen zu vergleichen.

DieTNFAARE/WT-Mause mit Ausbildung einerterminalen lleitis dienten der Untersuchung
des Diinndarms, die C57BL/6-cDSS-Mause mit Ausbildung einer Colitis wurden zur

Untersuchung des Dickdarms ausgewahlt.

3.4.1 Klinische Zeichen der Entziindung der TNFAARE/WT-Mduse

DieTNFAARE/WT-MausezeigtenDurchfalle, GewichtsverlusteundGelenkschwellungender
Vorder-undHinterpfotensowiedamitverbundeneBewegungseinschrankungenalsklinische,
makroskopischeZeichenderEntziindung.NachihrerTétungwurdendiegewonnenenDinn-
darmgewebeschnittemitHamalaun-Eosin-Farbungbehandelt,umdiehistologischenZeichen

der Entziindung zu dokumentieren.

3.4.2 Histologische Zeichen der Entztindung im Diinndarmgewebe der
TNFAARE/WT-Mause

Bei der Betrachtung der Schnitte unter dem Mikroskop war eine Infiltration der Mukosa,
SubmukosaundetiefererWandschichtendurchEntziindungszellenwieMakrophagen,neutrophile
Granulozyten,LymphozytenundPlasmazellensichtbar.Hinzukameinevergro3erteAnzahlan
Lymphfollikeln sowie eine Ballonierung undVerplumpung der Diinndarmzotten (s. Abb. 8).

Zudem waren wenige, nicht-verkasende Granulome erkennbar.
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HE-Farbung lleum gesund und entziindet

oA W iz
Abb.14: HE-Farbung von lleumgewebe gesunder Kontrollen und entlindeter TNFAARE/WT-Mduse
A gesund, B entziindet
ImGegensatzzumgesundenDiinndarmstellensichdieZottendesentziindetenGewebesverbreitertundabgeflacht
dar. Zahlreiche Entziindungszellen finden sich in allen Wandschichten.

Nach der makroskopischen sowie mikroskopischen Uberpriifung der Entziindung im
Dinndarmgewebe wurde die MR-Markierung durchgefiihrt. Zusatzlich erfolgte die MHCII-

Farbung,derenErgebnisseweitereHinweiseaufeinestatthafteInflammationliefernsollten.

3.4.3 Mannoserezeptor und MHC lI-Expression im Dinndarmgewebe der
TNFAARE/WT-Méause

Proinflammatorische Stimuli in entziindetem Gewebe kdnnten mdglicherweise die
MR-Expression durch IECs positiv beeinflussen.
DielmmunfluoreszenzfarbungdesMRsdesentziindetenlleumgewebeszeigtejedochebenso
keine Markierungder IECs, wie es schonim Gewebe der gesunden Mause der Fall war.Durch
die Markierung von Zellen der LP sowie Submukosa, Muskularis und Subserosa stellte sich
die MR-Expressionin diesen Gewebsschichten dquivalentzuden Farbungen desgesunden
lleumgewebes dar (s. Abb. 9 A).

Die MHC lI-Markierung war dagegen im Epithel und auch in den anderen Wandschichten
positiv (s. Abb. 9 B). Sie erschien durch Farbungen der IECs in den Zotten und Krypten in
vornehmlichsupranukledrerundbasolateralerLokalisationmitgranularemCharakter.Zudem
waren Zellmarkierungen der LP, Submukosa, Subserosa eruierbar.

Die Negativkontrollen lieBen keine unspezifische Farbung erkennen (nicht dargestellt).



ERGEBNISSE

MR- und MHC lI-Markierung - TNFAARE/WT-Mause

(R~ o
Abb.15: Immunfluoreszenzmarkierung des MRs und der MHC ll-Komplexe an lleumgewebe von entziin-
deten TNFAARE/WT-Mdusen
A Das Epithel blieb unmarkiert. Eine MR-Expression zeigte sich durch Farbungen (griin) im Bereich der LP,
Submukosa, Muskelschicht (vereinzelte Zellen) und Subserosa.
B Eine MHC lI-Expression erschien durch Markierungen (griin) innerhalb aller Darmwandschichten. IECs der
Zotten und Krypten waren v.a. supranuklear sowie basolateral granular gefarbt.
Die Zellkerne wurden mit dem Hochstfarbstoff (blau) dargestellt
LP (Lamina propria), LU (Lumen), * kennzeichnet die Krypten

DiebisherbeobachtetefehlendeepithelialeExpressiondesMRsstelltesichauchinentziindetem
Dinndarmgewebe unverandert dar. Dieser Sachverhalt sollte im Folgenden zusatzlich fiir

entzlindetes Dickdarmgewebe (iberpriift werden.

3.44 Klinische und histologische Zeichen der Entziindung im Dickdarmgewebe der
C57BL/6-cDSS Mause

Neben der klinischen Begutachtung derTiere wurde ihre Krankheitsaktivitat zusatzlich mit
Hilfe des,modified Disease Activity Index” (mDAI) eingeschatzt (s. Tabelle 6). (Zur Erhebung
des mDAI s. Kapitel 2.2)

Tabelle 6: modified Disease Activity Index am 30. Lebenstag

Tier mDAI Tag 30
cDSS28 2
cDSS29 2
cDSS36 4
cDSS37 8
cDSS39 7

DasGewebewurdezudemhistologischuntersucht.EinhistologischerindexderColitiswurde
angefertigt (s. Tabelle 7).
Die Begutachtung der angefertigten HE-Schnitte von Biopsien des distalen Colons lief3

ZeichenderEntziindunginFormeinerInfiltrationmitEntziindungszellenwieMakrophagen,
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LymphozytenundPlasmazellenerkennen.ZudemerschienenBereichemitEpithelverlustund
Ulzerationen.
In der folgenden Abbildung (Abb.10) sind die genannten Veranderungen im Vergleich zu

gesundem Gewebe dargestellt.

HE-Farbung Colon gesund und entziindet

= At e - PR L D e OF SR

Abb.16: HE-Farbung von Colongewebe gesunder Kontrollen und entiindeter C57BL/6-cDSS-Mause

A gesund B, C und D entziindet

Das Gewebe der C57BL/6-cDSS-Mause zeigt eine deutliche Infiltration durch Entziindungszellen z.T. unter
EinbeziehungdertieferenWandschichten(MuskularisundSubserosa) (D) mitAufweitungderLP.Zudemfinden

sich erosive Veranderungen des Epithelverbandes.

DieErhebungdeshistologischenIndexderDickdarmentziindungistinTabelle 7 dargestellt

(zur Erhebung des histologischen Index s. Kapitel 2.8).

Tabelle 7: Histologischer Index der C57BL/6-cDSS Tiere

Tier Punkte Infiltration durch Entziindungszellen Punkte Gewebeschaden Gesamtpunktzahl
cDSS28 |2 1 3
cDSS29 |2 1 3
cDSS36 |2 2 4
c¢DSS37 |1 0 1
cDSS39 |2 0 2
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NachderErhebungderDatenhinsichtlichdesEntziindungszustandesimDickdarmgewebe
konntedieMR-Markierungerfolgen.Dieebenfallsdurchgefiihrte MHCII-Farbungdienteder

weiteren Verifizierung der inflammatorischen Stimulation des Gewebes.

3.4.5 Mannoserezeptor- und MHC II-Expression im Dickdarm der C57BL/6-cDSS-
Mause

DielmmunfluoreszenzfarbungdesDickdarmgewebesderC57BL/6-cDSS-Tiereergaberneut
keineMarkierungdesEpithelsfirdenMR,wahrendZellenderLP,Submukosa,Muskelschicht
undSubserosaeineFarbungzeigten(s.Abb.11A).DasErgebniserschiensomitanalogzudem
der gesunden C57-Mause.

Die MHC lI-Markierung zeigte eine Farbung von Zellen aller Schichten bis auf die Serosa
(s. Abb. 11 B). So waren Markierungen der IECs v.a. im Oberflaichenepithel aber auch im
Kryptenbereich nachweisbar. Ebenso fanden sich Zellfarbungen der LP, Submukosa sowie

Subserosa. Negativkontrollen blieben ohne unspezifische Markierung (nicht dargestellt)

MR- und MHC lI-Markierung - C57BL/6-cDSS-Mause

Abb.17: Immunfluoreszenzmarkierung des MRs und der MHC lI-Komplexe an Colongewebe von
entziindeten C57BL/6-cDSS-Mausen

ADasEpithelzeigtenkeineMarkierung.Eine MR-Expressionwurdedurch Farbungen(rot)vonZellenimBereich

der LP, Submukosa, vereinzelt in der Muskularis und Subserosa erfasst.

B Eine MHC II-Expression wurde durch Markierungen (rot) innerhalb aller Wandschichten bis auf die Serosa

dargestellt.DasEpithelzeigtev.a.indenlumennahenBereichenAnfarbungen.ZumTeilwarenzudemMarkierungen

von Krypten-lECs erkennbar. Zellen der LP, Submukosa, vereinzelte Zellen innerhalb der Muskularis sowie der

Subserosa konnten gefarbt werden. Die Zellkerne wurden mit dem Hochstfarbstoff (blau) dargestellt.

LP (Lamina propria), LU (Lumen)

Zusammengefasst war keine MR-Expression durch IECs eruierbar. Dieser Sachverhalt stellte
sichunabhangigvonLokalisation,genetischemHintergrundsowieGewebekolonisierungdar

und konnte auch durch den Einfluss einer Inflammation nicht verandert werden.
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4  DISKUSSION

ChronischentziindlicheDarmerkrankungen,MorbusCrohnundColitisulcerosa,weiseneine
charakteristischeEpithelbarrierestorungmiterhéhterbakteriellerPenetrationauf.Diesefiihrt
zueinemgesteigertenAntigenangebotundmiindetineinemToleranzverlustmitinterruption
desintestinalenGleichgewichts.TypischdafiristeineliberschieBendeAktivierungCD4*und
CD8" effektorischen T-Zellen.

In ihrer Funktion als nicht klassische APZ nehmen IECs dabei, unter anderem uUber die
StimulationvonregulatorischenundeffektorischenT-Zellen,EinflussaufdieHomoostasedes
Darms. Durch die Aktivierung von T-Effektor-Zellen leisten sie ihren Beitrag zur Entstehung

bzw. Aufrechterhaltung der CED.

4.1  Hintergrund der Hypothesengenerierung

4.1.1 Gesteigerte Zahl CD8* T-Zellen bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
Die Storung der intestinalen Homo&ostase wird neben anderen Veranderungen durch eine
gesteigerte Zahl effektorischer T-Zellen charakterisiert. Naive CD8* T-Zellen (zytotoxische
T-Zellen)sindunterphysiologischenBedingungennurinkleinerZahlvorhanden.Erstdurchdie
Antigenerkennung tiberihrenTCRwerden siezurklonalen Expansion stimuliert (72).Indem
siezytolytischeGranulamitz.B.Perforinund Granzymenentleeren,welchedie Apoptoseder
Zielzelleninitiieren,nehmensieihrezytotoxische Funktion auf.Uberdie SekretionvonIFN-y
konnensieMakrophagenaktivierenunddieAbtotungintrazellularerBakterienbewirken,ohne
die Zelle selbst zu zerstoren (45).
EinegesteigerteZahlzytotoxischerCD8*T-Zellen (sowie CD4*-Zellen)inDarmgewebebiop-
sien (terminaleslleum und Colon) von CED-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen
konntedurchMiilleretal.nachgewiesenwerden.Diesgelangdurchdieln-situ-Hybridisierung
undFACS-AnalysevonisoliertenhumanenLymphozytenderLP(LaminapropriaLymphozyten,
LPL)sowieepithelstandigerLymphozyten(intraepithelialeLymphozyten,IEL).ErhohtemRNA
Level von Granzym A und Perforin lieBen sich auf CD4* und CD8* T-Zellen zuriickfihren.
DieseZellenerschienenimGewebederCED-Patienten(inbeidenDarmsegmenten)nachim-
munhistochemischerFarbunginhoherZahlimlumennahenTeilderKrypten (IEL)undderLP
(LPL) (59).

Diegezeigte AktivierungderCD8*T_ tragtu.a.UberdenToleranzverlustzueiner Aufrechter-
haltungderEntziindungbei.DerToleranzverluststelltesichindenExperimentenvonChung

etal.durcheineaktivierteZytolyseinmurinemGewebedar.SiewurdedurchOVA-spezifische
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CD8*T-Zellen nach oraler OVA-Gabe, in Verbindung mit der Injektion eines CD40-stimulie-
renden Antikorpers, initiiert. Das Modellantigen OVA wird durch APZ (DCs, Makrophagen)
mittels,crosspresentation”CD8*T-Zellendargeboten.Dieorale ApplikationdiesesAntigens
bewirktdabeinormalerweiseeineToleranzinduktion,welcheindiesenExperimentendurchdie
CD40-Stimulation ausblieb (17).

Die Bedeutung CD8* zytotoxischerT-Zellen fiir die Entstehung entziindlicher Darmerkran-
kungenkonntedurchForschungenderArbeitsgruppevonNanceyetal.ebenfallsunterstrichen
werden.SiezeigtenineineminvivoMausmodell,dassantigenspezifischezytotoxischeT-Zellen
in der Lage sind eine rezidivierende Colitis zu induzieren (61).

AufGrundlagedieserDaten, kanndavonausgegangenwerden,dassCD8*effektorischeT-Zellen
eine wichtige Rolle in der Entstehung bzw. Aufrechterhaltung von CED einnehmen.

Die in der oben angefiihrten Arbeit von Miiller et al. gefundene, epithelnahe Lokalisation
der CD8* T . legt einen Einfluss der IECs auf diese T-Zell-Populationen nahe (35, 59). Eine
Maoglichkeit dieser Einflussnahme bestande in der IEC-vermittelten Stimulation von CD8*

T-Zellen via,cross presentation”,

4.1.2 (CD8*T-Zell-Stimulation durch Intestinale Epithelzellen

Die Hypothese der Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen durch IECs konnte durch den
Nachweis einer Interaktion dieser Zellen in anderen Forschungsarbeiten gestiitzt werden.
Die in vitro Experimente von Arosa et al. zeigten eine Interaktion zwischen IECs und CD8*
zytotoxischenT-ZelleninderZellkultur.Dielnkubation CD8* periphererT-Lymphozyten mit
exvivogewonnenenhumanenlECsinitiiertenebeneinergesteigertenT-Zell-Zahlaucheine
Veranderung des Phanotyps dieser Zellen von CD28* zu CD28" (2).
Bispingetal.konntenmitHilfeeineshumanenZellkulturmodellsundFACS-Analysenachweisen,
dassCD8*T-ZellendurchlECsstimuliertwerden.Dazuwurdenexvivogewonnene,periphere
T-LymphozytenausdemBlutvonCED-Patienten(sowiegesundenSpendern)sowohImitIECs
derCaco2-ZelliniealsauchmitdirektisoliertenlECsinkubiert.DieseEpithelzellenwurdenaus
entziindetembzw.gesundemHumangewebederColonkryptengewonnen.Nachderlnkubation
mit den IECs lieB sich ein signifikanter Anstieg der IFN-y-Produktion von CD8* T-Zellen der
CED-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen zeigen.

Der in vitro Nachweis diesr Interaktion zwischen IECs und CD8* T-Zellen mit proinflam-
matorischer Wirkung konnte sowohl fiir MCals auch fiir CU ohne signifikante Unterschiede
erbrachtwerden.ImGegensatzdazuzeigtenperiphereT-LymphozytengesunderKontrollen

keinen Sekretionsanstieg von IFN-y durch die epitheliale Stimulation.
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Der Einsatz eines murinen MHC I-Antikorpers lieferte einen wichtigen Hinweis darauf, dass
dieT-Zell-Stimulation durch IECs auf einer direkten MHC I-abhangigen Zell-Zell-Interaktion
beruhen konnte. Nach der MHC I-Blockade in der Zellkultur war ein Ausbleiben der, in den
vorherigenExperimentenbeobachtetenSteigerungderlFN-y-Produktionzuverzeichnen(4).
DieseDatenstiitzendieHypothese,dasseffektorischeCD8*LymphozytendurchlECsaktiviert
werdenkonnen.DieHinweiseaufeine MHCI-Beteiligungandieserinteraktion,lassendenkbar
erscheinen, dass die Stimulation der T-Zellen durch IECs via,cross presentation” erfolgen

konnte.

4.1.3 (CD8*T-Zell- Stimulation via,cross presentation”

Die ,cross presentation” ist der Vorgang bei dem exogene Antigene MHC I-gekoppelt
zytotoxischen CD8*T-Zellen prasentiert werden. Die Fahigkeit zur,cross presentation” wird
bisher v.a. DCs und Makrophagen als klassische APZ zugesprochen (72).

Furdiese ArtderPrasentationmissenaufgenommene Antigeneeinemvonzweimaoglichen
Prozessierungswegenzugefiihrtwerden(s.Kapitel1.2.4).Dazuverbleibensienachihrerinter-
nalisierung entweder im EE oder verlassen es zur weiteren Verarbeitung.
LetztgenannterWegkonntedurchForschungsarbeitenvonBurgdorfetal.anmurinenDCsund
KnochenmarksmakrophagenmitHilfe desModellantigens OVAindenvergangenenJahren
genauernachvollzogenwerden.DurchdenEinsatzverschiedenerFluoreszenzmarkerfiirfriihe
(Rab5und earlyendosomal antigen 1,EEA1) und spate Endosomen bzw. Lysosomen (Rab7,
LAMP-1)konntegezeigtwerden,dassschonderMechanismusderAntigenaufnahmedenPro-
zessierungswegdeterminiert.DerMRistdabeiderentscheidendeMediator,welcherdasAntigen
einemfriihenendosomalenKompartimentzufiihrt,dasssichvondenLysosomendesendozyto-
tischenWegesunterscheidet.DamitermdglichterdenEintrittindenVerarbeitungswegfiirdie
,Cross presentation” (s. Abb. 18) (13, 14).

In Versuchen mit DCs MR-defizienter C57/BL6-Mduse erwies sich der MR dabei als
unverzichtbarfiirdie,crosspresentation”loslicher Antigene(z.B.OVA), wahrendfirdie,cross
presentation” zellassoziierter Antigene weitere Mechanismen existieren miissen (15).
Wie anfangs beschrieben konnte nachgewiesen werden, dass auch IECs die erforderlichen
strukturellen Gegebenheiten fiir diese Art der Prozessierung besitzen (s. Kapitel 1.5.4).Eine
gesteigerte CD8* T-Zell-Aktivierung durch IECs bei CED konnte demnach méglicherweise

durch eine vermehrte ,cross presentation” dieser Zellen begriindet sein.
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Abb.18: Vereinfachte Darstellung verschiedener Wege der Antigenprasentation

links:  klassischer endozytotischer Transportweg (vgl. Abb 2 Kapitel 1.2.4) zur MHC II- gebundenen CD4*
T-Zell-Aktivierung

rechts: MR-vermittelte Antigenaufnahme und Zufiihrung des Antigens fiir die MHC |- gekoppelte CD8*
T-Zell-Stimulation (,crosspresentation”)

4.1.4 Potentielle,cross presentation” durch Intestinale Epithelzellen

Die Aktivierung zytotoxischer CD8* Zellen bedarf dreier Signale: der Bindung des anti-
genspezifischen TCRs an sein MHC |-gebundenes Antigen, der Interaktion costimulato-
rischer Molektile wie CD86 mit ihrem Liganden und der Sekretion proinflammatorischer
Zytokine. (38). Gewdhnliche Zellen des Gewebsverbandes sind allerdings nicht in der
Lage diese drei Signale zu generieren. Ihnen fehlen costimulatorische Molekdile (19). Aus
diesem Grund sind sie darauf angewiesen, dass APZ ihr zu prasentierendes Antigen inter-
nalisieren und fir die T-Zell-Aktivierung darbieten.

IECs als nicht klassische APZ sind in der Lage, alle drei dieser Signale zu generieren. Die
Expression costimulatorischer Molekiile, die Fahigkeit zur Sekretion proinflammatorischer
Zytokine sowie die Moglichkeit Antigene wie z.B. OVA zu prozessieren und potentiell auch
MHC I-gekoppelt darzubieten, konnte fiir IECs nachgewiesen werden (s. Kapitel 1.5.4). Ein
denkbarerWeg der CD8*T-Zell-Aktivierung ware daher die,cross presentation” durch IECs.
DemMRwurdeeinezentraleRollefiirdie,crosspresentation”loslicherAntigenezugesprochen.
DieserSachverhaltlasstdieVermutungzu,dassauchlECsmdglicherweisediesenRezeptorzur

spezifischen Antigenaufnahme exprimieren kdnnten.
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4.1.5 Expression costimulatorischer Molekiile durch Intestinale Epithelzellen

Fur die Antigenprasentation durch IECs zur T-Zell-Aktivierung bedarf es neben Rezeptoren
und costimulatorischen Signalen auch Molekilen zur Antigendarbietung. Zu den bereits
nachgewiesenen gehdren u.a. klassische MHC Molekiile der HLA Klasse | (z.B. HLA-E) und
-Il sowie die nicht klassischen MHC Proteine MR1, CD1d, MICA und MICB. Bisher bekannte
costimulatorische Molekule auf IECs sind u.a. CD58, CD80, CD86, und CD40 (29, 77).
DiebetrachtlicheZahldiverserOberflachenmolekiileermdglichteinevielfaltigeKommunikation
der [ECs mit Zellen der innaten (z.B. NK-Zellen tiber HLA-E) sowie der adaptiven Immunitat
(z.B.yoT-ZelleniberMICA/B).Sowohlstimulatorischealsauchregulatorische Mechanismen
der Immunantwort konnen folglich resultieren (69, 77).
EinTeildieserMolekiilewirdkonstitutivgebildetundunterinflammatorischenBedingungen
hochreguliert. Ein klassisches Beispiel hierfir ist die Bildung von MHC I- und lI-Molekdlen,
welcheimgesamtenlintestinaltraktkonstitutiv,iberwiegendanderbasolateralenMembran
derIECs, exprimiertundim Zuge der CED (bei gleichbleibender Lokalisation) hochreguliert
werden (s. Kapitel 4.7.) (29, 52).

Dasnichtklassische MHC-ProteinMICA (MHClIpolypeptid-relatedsequenceA)wirdebenfalls
konstitutivdurchlECsexprimiert.Allezetal.gelanges,dieHochregulationvon MICAbeiCED
zuzeigen.SieuntersuchtenausmakroskopischentziindetenDarmgewebebiopsienisoliertelECs
durchflusszytometrisch und verglichen sie mit gesunden Kontrollen (1).

Eine konstitutive Expression und Hochregulation von CD86 in Colonepithelzellen von
CU-PatientenkonntedurchNakazawaetal.gezeigtwerden.DabeierwiessichIFN-yininvitro
Versuchen als Induktor der CD86-Expression durch Colonepithelzellen (60).
AndereMolekilewerdendagegennichtgrundlegendexprimiert.lhreBildungwirderstdurchden
EinflussproinflammatorischerZytokineinitiiert.EinBeispielistdasOberflachenproteinCD40
welchesauchaufklassischenAPZundu.a.aufEndothelzellenzufindenist.Seineenterozytare
ExpressionwurdedurchBorcherdingetal.untersucht.DieForschungsgruppekonntedurch
immunhistochemischeFarbungenanGewebeeinesumfangreichenCED-Patientenkollektivs
nachweisen,dassdie CD40-ExpressiondurchlECsscheinbarstrengaufentziindete Mukosa-
abschnitte bei MC und CU beschrankt ist (7). Durch den Einsatz der proinflammatorischen
Zytokine IFN-y und TNF-a.gelang es eine Hochregulation des costimulatorischen CD40 auf
verschiedenen Epithelzelllinien zu initiieren.

Das CD40-Protein bindet seinen Liganden CD40L. Dieser findet sich neben CD4* T-Zellen
auch auf CD8* zytotoxischen T-Zellen. Die CD40/CD40L-Bindung bewirkt die Sekretion
verschiedener Zytokine durch die IECs darunter IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 sowie TNF-a und
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fuhrt zu einer Hochregulation weiterer costimulatorischer Molekiile z.B. CD80/86 sowie
der MHC-Komplexe. Interessanterweise tragt das Signal der CD40/CD40L-Interaktion zur
Stimulation von CD8* zytotoxischen T-Zellen (und CD4* Th-Zellen) bei (7, 17, 88). Diverse
ExperimentemittransgenenMausmodellenundmitCD40L-AntikdrpernkonntendemCD40/
CD40L-SystemeinewichtigeRolleinderPathogenesederexperimentellenColitisattestieren
(17, 25). Die Expression von CD40 durch IECs sowie CD40L durch zytotoxische T-Zellen
und die wichtige Rolle des CD40/CD40L-Interaktion in der Inflammation stiitzen unsere
Hypothese.DiebestehendenDatenlieferneinenweiterenHinweisaufdielnteraktionzwischen
IECs und CD8*T-Zellen sowie ihre besondere Funktion im Entziindungsgeschehen. Dabei
konntederMRalsVoraussetzungfiirdie,crosspresentation“andieserinteraktionentscheidend

beteiligt sein.

4.1.6 Konstitutive und regulierte Rezeptorexpression durch Intestinale Epithelzellen
BisherbekannteRezeptoren,dieden|ECszur AntigenerkennungzurVerfligungstehen,sind
u.a. TLRs, NOD-like-Rezeptoren, polymerische Ig-Rezeptoren, CD23 Fc Rezeptor, DEC-205
und Gangliosid M1 (29, 55). Ein Teil dieser Rezeptoren wird durch inflammatorische Stimuli
vermehrt exprimiert. Dazu gehéren z.B. der TLR-3 und der CD23 Fc Rezeptor.

DerTLR-3 dient der Detektion viraler Doppelstrang RNA und kommt besonders haufig auf
IECs des menschlichen Diinn- und Dickdarms vor. Flr diesen Rezeptor konnte mit Hilfe der
ImmunhistochemieeinekonstitutiveExpressionsowie Hochregulationunterinflammatori-
schen Bedingungen der CED gezeigt werden (66).

Auch der CD23 Fc Rezeptor, welcher IgE registriert, wird von IECs gebildet. In Biopsien von
CED-Patienten konnteeineHochregulationdieses Rezeptorsdurchimmunhistochemische
Farbungenverzeichnetwerden(34).EbensogelangesanderenForschungsgruppen,dievermehrte
ExpressiondiverserOberflaichenproteinederlECsunterproinflammatorischenBedingungen
zuverifizieren.Dazugehorenz.B.derTransferrinrezeptorunddasMRP1 (multidrugresistan-
ce-associated-protein1).InbeidenArbeitsgruppenwurdeeineHochregulationderuntersuchten
Proteineu.a.durchFluoreszenzmarkierungenanHumangewebevonCED-Patientenbeobachtet
(5,26).
Wieobenbeschrieben,besitzenlECseineganzeReihevonRezeptoren,derenExpressiondurch
den Einfluss proinflammatorischer Mediatoren, welche auch bei CED vermehrt sezerniert
werden,reguliertwird.DerMRkonnteeinweiteresOberflaichenproteinauflECssein,welches
einersolchenRegulationunterliegt.SeineExpressionundHochregulationdurchMakrophagen

und DCs unter entziindlichen Bedingungen konnte bereits gezeigt werden.
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4.2  Regulierte Mannoserezeptorexpression durch klassische Antigen-
prasentierende Zellen

4.2.1 Mannoserezeptorexpression durch Makrophagen unter inflammatorischer
Stimulation

IntestinaleEpithelzellenstimulierenT _unterentziindlichenBedingungenderCED potenter
als im gesunden Zustand. Die mogliche Expression des MRs durch IECs konnte damit in
Zusammenhang stehen. Unter der Voraussetzung einer MR-Expression hielten wir es fir
moglich,dassderRezeptorentwederkonstitutivgebildetundunterentziindlichenBedingungen
hochreguliert wird oder proinflammatorische Stimuli der CED seine Expression initiieren.
ZurMR-ExpressionandererZellenunterdemEinflussvonEntziindungsmediatorenexistieren
bisher wenige Daten. Einige Arbeiten zeigen, dass die MR-Synthese in Makrophagen durch
IFN-y und LPS gehemmt wird, wahrend sie durch IL-4 und IL-13, gesteigert werden kann.
Paradoxerweisewurdeebenfallseinegesteigerte MR-BildungdurchMakrophagenstimulati-
onmitantiinflammatorischwirksamenlIL-10beobachtet.EbensoscheinenGlukokortikoide,
welche auf Grund ihrer entziindungshemmenden Wirkung auch in der CED-Therapie zum
Einsatz kommen, die MR-Expression positiv zu beeinflussen (51, 86).

Einegesteigerte KonzentrationderInterleukineIL-4 undIL-13 welcheauch beiCU vermehrt
vorkommen,warauchinunseremMausmodellzuerwarten(BliningunveréffentlichteDaten).
Stein etal.untersuchtenineineminvitro Modell den Einfluss des IL-4 auf die MR-Expression
isolierter,murinerPeritonealmakrophagen(82).Martinez-Pomaresetal.arbeitetenebenfallsmit
diesen Zellen in der Durchflusszytometrie und Western Blot (s. Kapitel 2.9 und 4.2) (51). In
beidenArbeitsgruppenfiihrtedieStimulationderMakrophagendurchliL-4zueinererhohten
MR-Expression.Doyleetal.erforschtendenEinflussvonmurinemIL-13aufPeritonealmakro-
phagen.IndenExperimentenderForschungsgruppezeigtesicheinegesteigerte MHCII-und
MR-Expression durch Makrophagen (22).

Nicht nur fiir Makrophagen, sondern auch fiir MR-exprimierende DCs konnte bis dato ein

Einfluss proinflammatorischer Mediatoren gezeigt werden.

4.2.2 Mannoserezeptorexpression durch dendritische Zellen unter inflammatorischer
Stimulation

AndereForschungsgruppenliefertenHinweiseaufeinenZusammenhangzwischenlnflammation
und MR-Expression, indem sie MR* DC-Subpopulationen nachwiesen, deren Zahl unter
entzlindlicher Stimulation anstieg bzw.derenVorkommen aufentziindliche Erkrankungen

beschrankt war.Wollenberg et al. fanden einen MR* DC-Subtyp in entziindlich veranderter
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HautbeiatopischerDermatitisundPsoriasis,welcheringesunderHautnichtnachweisbarwar
(96).

Mc Kenzie et al. registrierten eine erhohte Anzahl einer MR-exprimierenden murinen
DC-Population in peripheren LK unter dem Einfluss des TLR-Agonisten Flagellin (54). Die
Arbeitsgruppe konnte durch die s.c. Immunisierung von Mausen mit einem spezifischen
MR-Liganden zeigen, dass eine Antigenaufnahme lber den MR zu einer gesteigerten
Immunantwortfiihrt, wenn daslmmunsystem mitbakteriellen Oberflachenstrukturen (z.B.
Flagellin) stimuliertwird.MitHilfe der DurchflusszytometriegelangesderForschungsgrup-
pe neben der MR-Expression auch MHC II, CD40, CD86 und CD11c (ein DC-Markerpro-
tein) auf der Oberflache dieser DCs nachzuweisen. Die Coexpression von MHC Il, CD86 und
CD40durchdiesenDC-Subtypalsklassische APZisteineParallelezumExpressionsmusterder
OberflachenmolektleauflECs(unterinflammatorischerStimulation)alsnichtklassische APZ.
DieserSachverhaltlieferteinweiteresIndizflireinemoglicherweisekonstitutiveundregulierte
oder durch entziindliche Mediatoren initiierte MR-Expression durch IECs.
UnterderVoraussetzung der MR-Expression wadre es hypothetisch moglich, dass durch IECs
internalisierteluminaleAntigenedemProzessierungswegfiirdie,crosspresentation“zugefiihrt
werden konnten. Eine subsequente MHC I|-vermittelte Antigenprasentation mit CD40
Kostimulationfiirdie AktivierungvonzytotoxischenCD8*T-Zellenwiredenkbar.Uberdiesen
MechanismuskoénntenlECseinenentscheidendenBeitragzurEntziindungsaufrechterhaltung
in CED leisten. Die Ergebnisse unserer Experimente weisen jedoch darauf hin, dass der MR

durch IECs nicht exprimiert wird.

4.3 Fehlende Epithelmarkierung des Mannoserezeptors in Darmgewebe
gesunder Mause

InunserenExperimentenmitdersehrumfangreichenAnzahlvoninsgesamt82betrachteten
MausendreierunterschiedlichergenetischerStammekonntedieMR-Expressiondurchimmun-
histochemische Farbungenwederim DinndarmnochimDickdarmnachgewiesenwerden.
Dieser Sachverhalt stellte sich auch unter dem Einfluss der Entziindung unverandert dar.
Die ersten Versuche der Immunfluoreszenzmarkierung des MRs dienten der Evaluierung
einesgeeignetenAntikorpers.InderLiteraturfandsichdieBeschreibungeinererfolgreichen
Verwendung des MR5D3 monoklonalen IgG2a anti-Mannose Ratte-anti-Maus-Antikor-
per. Dieser Antikorper wurde vom Hersteller (AbD Serotec) fiir die Immunhistochemie an
gefrorenemGewebe,dieDurchflusszytometrieunddasVerfahrenderlmmunprazipitationals

funktionierend eingestuft. Gewebe und Zellen von C57BL/6- und BALB/c-Mdusen kamen
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dabeizumEinsatz(27).InExperimentendurch Martinez-Pomaresetal.wurdeerebenfallsfiir
dieVerwendungbeimWesternBlotbeschrieben(51).AuchindenImmunfluoreszenzfarbungen
von Mc Kenzie et al. wurde der gleiche Klon erfolgreich eingesetzt (s. Kapitel 4.2.2) (54).
DereingesetzteMR5D3-KlongiltalsAntikorper,welcherdieBindungvonCarbohydratstruktu-
rendurchdenMRnichtbehindert.DurchdenGebrauchindiversenexperimentellenVerfahren
unddieVerwendungvonMausenmitunterschiedlichemgenetischenHintergrund,erschien
dieserAntikorperalsgeeignetfiirdieGenerierungvaliderErgebnisseinunserenExperimenten.
DerEinsatzdesmonoklonalenlgG2aCD206-Antikorperserfolgtezunachstan Gewebeeiner
gesunden Maus mitIECsim physiologischen Zustand. Dazu wurdeiinitial ein lleumpraparat
verwendet, da diese Lokalisation ein typischer Manifestationsort des MCist und eine hohe
Expressionsdichte von MHC Il sowie costimulatorischen Molekiilen auf IECs durch die Mik-
robiotakolonisation aufweist.
DasverwendetePraparateinesC57/129SvEv-TiereswiesdabeiallerdingsauchbeihohenAnti-
korperkonzentrationenkeineEpithelmarkierungdesMRsauf.Hingegenzeigtensicheindeutig
spezifische Markierungen von Zellen in der LP, Submukosa und Subserosa sowie vereinzelt
von Zellen innerhalb der Muskularis. Zur Bestatigung dieses Ergebnisses wurden 5 weitere
lleumpraparateverschiedenermannlicherundweiblicherC57/129SvEv-bzw.BL/6-Tieremit
gleichem Resultat gefarbt.
DiegleichzeitigdurchgefiihrteKernfarbungunddieAuswertungderErgebnissemitHilfeder
KonfokalmikroskopielieBendieSchlussfolgerungzu,dassdieerhaltene,spezifischeMarkierung
sicher zellgebunden war.
AusdiesenGriindenwurdeangenommen,dassderverwendeteAntikorperindereingesetzten
VerdiinnungfirdieweitereVerwendunginallenfolgendenExperimentengeeignetwar,umdie

intestinale MR-Expression zu eruieren.

44 Mannoserezeptorbildung durch intestinale Zellen

Der MRwird sowohlvon humanen alsauch von murinen Makrophagen und DCs exprimiert
(50).Die vorhandenen Daten hinsichtlich der MR-Expression intestinaler Subpopulationen
dieser Zellen sind rar. Die zellspezifische Farbung innerhalb der LP, Submukosa, Muskularis
sowie Subserosa ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf diese Zellen zurtickzufiihren. Sowohl
Makrophagen als auch DCs sind typischer Weise in der LP lokalisiert und finden sich haufig
auch in der Submukosa und Subserosa.
Linehanetal.beschriebendieMR-ExpressionmitHilfevonimmunhistochemischenFarbungen

undIn-situ-HybridisierungmiteinempolyklonalenMR-AntikorperdesHasen,anGewebevon
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BALB/c und C57-129SvEV Mausen. Ihnen gelang der MR Nachweis u.a. auf reifen murinen
Makrophagenvon Lunge, Leber, Peritoneum, Milz, LKundThymus sowiein lymphatischem
EndothelderLK(43).Unveroffentlichte Datendieser Gruppesollenaucheine MR-Expression
imDarmergebenhaben,wobeindhereAngabenhinsichtlichderMR-bildendenZellenfehlten.
Takahashi et al. wiesen den MR in einem in vivo Mausmodell in lymphatischen
EndothelzellendesDinndarmsnach.DieForschungsgruppeuntersuchtedieMR-Expression
verschiedenerGewebevonC57/BL6undBALB/cMausenmittelsimmunfluoreszenzmarkierun-
gen.DieDinndarmbiopsienwurdenmiteinemRatten-AntiserumgegenMR-Antikdrpersowie
einemAntikdrpergegendasmakrophagenspezifische AntigenF4/80gefarbt.DieBilderderim-
munfluoreszenzintestinalerVillidhnelndenenunsererFarbungenderDinndarmsegmente.Sie
zeigenpositiveMarkierungenimZentrumderVilli, welchedieForschungsgruppeaufMR-ex-
primierendeMakrophagensowielymphatischeEndothelzellenzuriickfiihrt.DielECsstanden
nichtim FokusderBetrachtungen.Esfindensichdaherkeine AngabenzuMarkierungender
IECs (85).
Dielymphatischen Endothelzellen kamen somit als weitere Populationin Frage, welche die
positiven Markierungen in dem von uns verwendeten Gewebe bedingen konnten.
Eine MR-Expression durch mikrovaskulare Endothelzellen der o.g. Wandschichten ware
ebenfalls denkbar, da seine Bildung auch fir GefaBendothelzellen diverser anderer
Organe wie Gehirn, Leber oder Milz beschrieben wurde.
Unsere Experimente zeigten durchgehend keine Markierung der Muskelzellen der Tunica
muscularis. Da eine MR-Expression fiir tracheale glatte Muskelzellen beschrieben wurde,
wadre eine MR-Bildung theoretisch auch fiirintestinale glatte Muskulatur denkbar gewesen
(50).Unsere Markierungen sprechenallerdings daftir,dass der MR nicht durch Muskelzellen
desDarmsexprimiertwird.Vereinzelte Markierungeninnerhalb derMuskelschichtkdnnten
moglicherweise auf Endothelzellen zuriickgefiihrt werden.
UnsereErgebnisseliefernerstmaligHinweisedarauf,dassderMRauchvonintestinalenSubpo-
pulationenvonMakrophagenundDCsgebildetwird.EinegenauereCharakterisierungdurch
denEinsatzvonspezifischenZellmarkerninderMehrfachmarkierungfandimRahmendieser
Arbeitbishernichtstatt.DieimmunhistochemischenFarbungendientendemprimarenZieldie
MR-ExpressiondurchEpithelzellenzuuntersuchenundbeschranktensichdaherzunachstauf
Einfachmarkierungen.
ZusammenfassendpasstdieVerteilungderFluoreszenzfarbunginnerhalbderGewebeschich-
teninsgesamtgutzuden bisherinderLiteratur beschriebenen MR-exprimierenden Zellen.

SpezifischeundzellgebundeneMarkierungenzeigtensichinderLP,Submukosa,Muskularisund
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Subserosa.KeinerleiMarkierungenwarendagegenimEpitheleruierbar.Dievorbeschriebene
VerwendungdesMR5D3-AntikorpersindhnlichenExperimentenunddiefehlendeMarkierung
indenNegativ-undlsotypkontrollensprechendabeiflirdieSpezifitatderFarbungenundsomit
fur die Validitat des Ergebnisses. Die MR-Expression durch IECs in gesundem lleumgewebe
einerC57/129SvEv-Mauslasstsichdurchdenverwendeten Antikorper,mitdemeingesetzten
KlonunddergewahltenVerdlinnunginderlmmunfluoreszenzmarkierungnichtnachweisen.
Ausdiesem Grundistdavonauszugehen,dassder MRdurchIECsdeslleumsentweder nicht
exprimiertwirdoderseineKonzentrationfiireineDetektionmittelsimmunfluoreszenzfarbung
zugeringist.DifferenteErgebnisseflirandere DarmabschnittewarendurchdieKompariemen-

tierung des Darms denkbar gewesen.

4.5 Kompartiementierung des Darms

DieerstenFarbungenergabenzunachstkeinerleiMarkierungendesEpithelseinergesunden
C57/129SvEV-Mausimlleum.Aufeineanatomischebzw.morphologischeSegmentierungdes
DarmswurdebereitsinderEinleitung(s.Kapitel1.1.2)eingegangen.Auchseineimmunologische
KompartimentierungistaufverschiedenstenEbenenevident.AufGrundderhomoostatischen
sowieimmunogenenFunktiondesMRs, hieltenwirdaherUnterschiededesMR-Expressions-
musterszwischendenverschiedenenDarmabschnittenflirwahrscheinlich.EinigeEbenender

immunologischenSegmentierungdesintestinumssollenimFolgendendargestelltwerden.

4.5.1 Verteilung der Strukturen des intestinalen Immunsystems

Im Gegensatzzurbakteriellen Besiedlung stehtdieVerteilungimmunologischer Strukturen
entlang des Intestinaltrakts. Die zum GALT gehérenden PPs sind im Dinndarm zahlreich
vorhanden, wahrend sie im Colon fehlen. T-Zellen sind im Colon ebenfalls zahlenmalig
wesentlichgeringervertretenalsinJejunum undlleum.Exokrine Paneth-Zellen, welcheam
Kryptengrundlokalisiertsind,produzierenStoffederunspezifischenAbwehrz.B.antimikrobiell
wirkendelysozymeunda-Defensine.lhre Anzahlsteigtentlangdeslleums.ImColonsindsie,
wenn Uberhaupt vorhanden, nur im proximalen Teil vereinzelt zu finden.
DieVerteilungimmunologischerStrukturenweisteineinverseKorrelationmitderbakteriellen
BesiedlungdesDarmsauf.Siestehtdabeiim ZusammenhangmitderAufrechterhaltungder

Toleranz gegentiber diesen Mikrobiota (55).
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4.5.2 Differente Mikrobiotakolonisation
DerDichteundZusammensetzungderbakteriellenBesiedlungdesDarmswirdeinezentrale
Rollefirdie Entwicklung desintestinalen Immunsystems zugesprochen (s. Kapitel 4.6). Die
genauen Mechanismen hierzu sind allerdings noch unvollstandig erklart.
AlsgesichertgiltdieBeobachtung,dasssichdiebakterielleFloradereinzelnenDarmsegmente
sowohlqualitativalsauchquantitativunterscheidet.Eswirdpostuliert,dassdieBesiedelungs-
dichtekommensalerMikroorganismenvonDinndarmzumDickdarmhinansteigt.DieZahlder
Mikroorganismenimlleumbeispielsweisewirdaufetwa10°ml'geschatztundsteigtbisaufca.
10 ml" imColonan.Diegeringere Zahlim DuodenumundJejunumist u.a.aufden Einfluss
der Magensaure sowie der Pankreasenzyme und des Motilitatsverhaltens zurtickzufiihren.
Eswirdvermutet,dassdieDichtesowieZusammensetzungderMikrobiotatiberdieQuantitat
derExpressionvonRezeptorensowieMHC-ProteinenundcostimulatorischenMolekiilenauf

immunogenen Zellen entscheidet (55).

4.5.3 Unterschiedliche Verteilung von Rezeptoren und anderen
Oberflachenmolekilen auf Epithelzellen verschiedener Darmsegmente

IntestinaleEpithelzellenderverschiedenenDarmsegmentenweiseneinedifferenteExpression
von Antigen-registrierenden Rezeptoren (z.B. TLR), costimulatorischen Molekilen sowie
Proteinen zur Antigendarbietung (z.B. MHC II) auf. Wahrend beispielsweise TLR-3 durch
I[ECs im gesamten Intestinaltrakt in hoher Zahl exprimiert wird, finden sich TLR-2 und TLR-4
eher im Diinndarm. Der TLR-5 wird zumeist von IECs des Colon gebildet (55).

MHC II-Oberflachenproteine auf gesunden IECs dominieren im lleum. Dort sind sie auf
Zottenspitze, -basis und Kryptenepithel lokalisiert. Im Duodenum und Jejunum sind sie
zahlenmaBig geringervertreten undimmunhistochemischv.a.an deroberen Zottenspitze
nachweisbar. [ECs des Colon exprimieren gering MHCII. (53, 82) Im Gegensatz dazu bilden
Oberflachen-IECs des Colons eine Reihe von nichtklassischen MHC Molekulen (CD1d,
MICA/B und HLA-E) in hoherer Zahl als IECs des Diinndarms aus (77). Die aufgefiihrten
DatenzurdistinktenProteinexpressionunterschiedlicherDarmabschnittelieferneinenweiteren
HinweiszurMoglichkeiteinerdifferentenMR-ExpressioninAbhangigkeitvonderLokalisation.
Wiebereitsbeschrieben(s.Kapitel4.1.5und4.1.6),werdenauchdieo.g.Oberflaichenmolekiile
durch den Einfluss von Mediatoren moduliert. Die Zytokinfreisetzung z.B. von IFN-y durch
immunogeneZellenwirdauchimgesundenZustandvonderkommensalenFloramoduliert.
Zusammenfassendtragtdieunterschiedliche MikrobiotakolonisationentlangdesDarmszu

einerdifferentenVerteilung vonimmunologischen Strukturen bzw. Zellen bei.Ebenso wird
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ihreExpressionvonOberflaichenmolekiilensowiedieSekretionvonSignal-und Abwehrstoffen
durchdiebakterielleBesiedlungbeeinflusst.DurchdieselnteraktionderkommensalenFlora
mit dem intestinalen Immunsystem weist der Darm nicht nur anatomisch, sondern auch
immunologischeinedeutlicheKompartimentierungauf.Diesspiegeltsichauchinderunter-
schiedlichensegmentalenManifestationdesMCundderCUsowiedercharakteristischenZy-
tokinverteilungen dieser Erkrankungen (s. Kapitel 1.5.4).

Die scheinbar fehlende MR-Expression der IECs des lleums konnte mit der Segmentierung
des Darms in Zusammenhang stehen. Eine differente MR-Bildung der IECs in anderen
LokalisationenwarinZusammenschaumitdeno.g.Datendenkbar.AusdiesemGrundwurden

Immunfluoreszenzfarbungen weiterer Darmabschnitte durchgefiihrt.

4.6 Lokalisation des Mannoserezeptors in anderen Darmabschnitten

4.6.1 Fehlende Mannoserezeptorexpression durch Epithelzellen weiterer
Darmabschnitte

Zur Eruierung der MR-Bildung durch IECs anderer Segmente wurden folglich jeweils
mindestens5PraparateausDuodenum,JejunumundColoninphysiologischem Zustandan
zunachst einem genetischen Stamm (C57/129SvEv) getestet.

Jedoch war weiterhin in keinem der gefarbten Abschnitte eine MR-Expression durch IECs
erkennbar.HingegenzeigtesichinallenTeileneinesaubere,zellgebundene Markierungvon
ZellenderLPsowieSubmukosa,MuskularisundSubserosa.DienegativelEC-Markierung, bei
positivenFarbungeninnerhalbderanderengenanntenWandschichteninallenDarmsegmenten,
deutet darauf hin, dass die fehlende MR-Expression der IECs von ihrer Lokalisationim Darm
unabhangigist.Vonder Spezifitatund Eindeutigkeit der Markierungist durch die zusatzlich
durchgefihrteKernfarbungunddie AuswertungamKonfokalmikrosokopauszugehen.Dazu
passendstelltensichauchdieNegativ-undlsotypkontrollendar,welchekeineunspezifischen
Farbungenerkennenliel3en.DieValiditatdesErgebnissesdarfsomitangenommenwerden.
ImnachstenSchrittsollteausgeschlossenwerden,dassdiefehlende MR-ExpressiondurchlECs
durch die Genetik der eingesetzten C57/129SvEv- bzw. BL/6-Mause begriindet ist. Daher

erfolgtenweitereVersuche, beidenenDarmgewebevonBALB/c-Mausenverwendetwurde.
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4.7 MannoserezeptorexpressioninAbhangigkeitdesgenetischenStammes
Dieunterschiedlichegenetische AbstammungverschiedenerMausekannUrsachedifferenter
Ergebnisse innerhalb eines Experiments sein. So zeigen die in vivo Daten von Wende et al.
beispielsweise,dassfiirBALB/c-Mause ein Beitrag des Komplementrezeptors C3azur Coliti-
sentstehung angenommen werden kann, wahrend dies fiir C57BL/6 nicht gilt (92).
Obwohlsichinder Literatur keinerlei Hinweise auf eine MR-Expression in Abhangigkeit des
genetischen Stammesergaben, galtes, diesen Faktorals mogliche Ursache fiir diefehlende
epitheliale Markierung in C57-Mdusen auszuschlieBen. Aus diesem Grund wurden auch
Duodenum,Jejunum,lleumundColonvonje5-6verschiedenenBALB/c-Madusenuntersucht.
Dabei ergaben sich keine Hinweise auf Veranderungen des MR-Verteilungsmusters in
Abhangigkeit vom genetischen Hintergrund. Die Markierungen zeigten sich dquivalent fiir
C57/129SvEv- bzw. BL/6- und BALB/c-Mause im gesunden Zustand mit Farbungen von
ZellenderLP,Submukosa,MuskularisundSubserosainallenDarmsegmentenderuntersuchten
Stamme. Eine Epithelmarkierung war weiterhin nicht zu verzeichnen.
DiedquivalentenErgebnissederimmunfluoreszenzfarbunginDarmgewebenunterschiedli-
cherC57-undBALB/c-Mause,sprechendaherfiireinevomgenetischenStammunabhdngige
ExpressiondesMRs.DergenetischeHintergrundliefertsomitkeineErklarungfiirdiescheinbar
fehlende MR-Bildung durch IECs.

Sowohldie C57-alsauch die BALB/c-Mause wurden unter SPF Bedingungen gehalten.Eine
mangelndeStimulationderlECsdurchDarmbakterienkamedaheralsweiteremdoglicheUrsache
fur eine fehlende MR-Expression in Betracht. Die MHC II-Bildung durch IECs korreliert mit
der physiologischen Stimulation der IECs durch die kommensale Flora. Eine Immunfluores-
zenzmarkierungderMHCII-MolekilekanndaherHinweiseaufden Stimulationszustanddes

Epithels liefern.

4.8 Einsatz der MHC lI-Markierung

Der Einfluss der konstitutiven Entziindung durch die physiologische Kolonisierung mit
kommensalen Bakterien ist essentiell fur die Funktion der IECs als APZ (s.u.). Durch die
spezifisch-pathogenfreieHaltungderbishereingesetztenTierekonnte eineunzureichende
physiologischeStimulationdurchkommensaleBakterieneinFehlenderMR-Bildungbedingen.
Die bakterielle Besiedlung des Darms ist u.a. Grundlage fir die MHC lI-Expression der IECs,
welcheeineVoraussetzungfirdieT-Zell-Stimulationdarstellt. Murineneonatale IECs zeigen
keine MHC lI-Expression. Erst nach einigen Tagen lassen sich MHC [I-Molekiile auf IECs

nachweisen. Die MHC II-Bildung wird hauptsachlich durch IFN-y induziert und aufrechter-
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halten, dessen Sekretion durch die bakterielle Kolonisation getriggert wird (53, 82). Die un-
terschiedliche Verteilung der MHCII-Expression, welche sich nachihrerInitiationinnerhalb
derverschiedenenDarmabschnittezeigt, lieferteinenweiterenHinweisfiirdieBedeutungder
kommensalen Flora fur die IEC-Funktion (31).

InunserenVersuchensollteeineunzureichendeStimulationdurchdiephysiologischeDarmflora
alsUrsachefirdiefehlendeMR-Markierungausgeschlossenwerden.AusdiesemGrunderfolgte
dieDurchfiihrungderMHCII-Markierung.DazuwurdedasinallenvorhergehendenFarbungen
verwendeteDarmgewebevonadulten(8-12Wochen)Mauseneingesetzt.IndiesemAlteristim
Regelfall das maximale Level der physiologischen MHC-Expression auf IECs erreicht (31).
DiepositivenFarbungenderMHCII-KomplexeindenverwendetenPraparatengesunderTiere,

wiesen auf eine regelrechte Stimulation der IECs hin.

4.8.1 Positive MHC II-Markierungen in allen verwendeten Praparaten
EinepositiveMHCII-MarkierungdesGewebesderbisherverwendetenC57-undBALB/c-Mause
warinallenDarmetagenzuverzeichnenundliefertedquivalenteErgebnissefiirbeidegenetische
Stamme.

Im Duodenum ergaben sich vornehmlich Farbungen der IECs im Bereich des oberen
Zottenepithels,diezudenKryptenhindeutlichabnahmenundandieserLokalisationfehlten.
Im Jejunum und lleum konnten eindeutige MHC II-Markierungen in Zottenspitze sowie
Zottenbasis und Krypten beobachtet werden, wobei im Ileum deutlich mehr Krypten
MHC II* IECs enthielten. Das Colon wies nur vereinzelte Markierungen v.a. in kleinen
Bereichen des Oberflachenepithels mit ausgereiften IECs auf.
MarkierungeninderLPundSubmukosa,welchevermutlichaufdiedortlokalisiertenMonozyten
bzw. Makrophagen, DCs und B-Lymphozyten zurtickgehen, waren erkennbar.
DieMuskelzellenwarenvondenFluoreszenzmarkierungendurchwegausgespart.Einefehlende
MHCII-ExpressionderZellenindiesemBereichwurdeschonvonanderenAutorenbeschrieben
und diente als gleichzeitige Kontrolle einer sauberen Markierung.
DieErgebnissederMHCII-MarkierungdeckensichgutmitdervorhandenenLiteratur,welche
fur diese Spezies und Menschen dhnliche Expressionsmuster angibt (31, 53, 82).
SielieferneinenHinweisdafir,dassdasverwendeteDarmgewebederSPF-gehaltenenMause,
einerphysiologischenStimulationunterlag.DiesistalsUrsachefirdiefehlende MR-Expression
derlECsdaherunwahrscheinlich.Moglicherweise beeinflussen jedoch andere Faktoren die
MR-Expression, welche bei SPF-gehaltenenTierenfehlen.Folglich sollte die MR-Bildung der

IECs zusatzlich bei konventionell kolonisierten NMRI-Mausen untersucht werden.
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4.9 Einfluss der intestinalen Mikrobiotakolonisation auf die
Mannoserezeptorexpression

DieBesiedlungdesDarmsdurchdiekommensaleFloraistfiirdieintestinaleHomoostaseund
immunologischeKompetenzvonimmenserBedeutung.Sieistdaher Gegenstand aktueller
Forschungen,derenErkenntnissesichinkontinuierlichemFlussbefindenundzumTeilgro3e
Differenzen aufweisen.
ZumgegenwartigenZeitpunktwirdangenommen,dassdermenschlicheDarmdurchmindestens
1000verschiedeneBakterienspeziesbesiedeltist. Diemeistendavonsindgram-negativund
anaerob.BacterioidesundFirmicutesreprasentiereneinenGroB3teilderGesamtheit.Weitere
dominanteSpeziessindu.a.Enterobacterium,Latcobacillus,Clostridium,Eubacterium,Bifidob-
acterium,Veillonella,Ruminococcus,Fusobacterium,PeptococcusundPeptostreptococcus(49,87).
DieMengeundArtderZusammensetzungderkommensalenFloraisteinwichtigesKriterium
furdieAufrechterhaltungdesintestinalenGleichgewichts.VeranderungenderZusammenset-
zung erhohen das Risiko fir atopische Erkrankungen wie z.B. Neurodermitis oder Rhinitis
allergicaundsindimZusammenhangmitderHygienehypotheseauchfiirdie Dispositionzu
CED beschrieben worden (49).
Physiologische Mikrobiota unterstiitzen nicht nur die Verdauung, indem sie zugefiihrte
Polysaccharidezersetzen,sietragenauchzurEntwicklungdesintestinaltraktesbei,indemsie
die Epithel-undT-Zell-Entwicklung sowie Angiogenese stimulieren. Durchihre Konkurrenz
mitpathogenenErregernumNahrstoffesindsieinderLage,derenVermehrungzuinhibieren.
GleichzeitigfordernsietiberdieAktivierungvonDCsundepithelialenTLReineImmunantwort
gegen diese Erreger und tragen so zum Schutz vor Infektionen bei (30).
Ebensowichtigsindsiefiirdieregelhafte Reifungdesimmunsystems.Siebeeinflussendie B-
und T-Zell-Entwicklung sowie -funktion und generieren Stimuli die u.a. fiir eine regelhafte
Rezeptorexpressionessentiellsind.EinBeispieldafiiristdieTriggerungder|FN-y-Freisetzung
immunogener Zellen zur Initiation der MHC II-Expression (s. Kapitel 4.4.3). In diesem Zuge
kommt den physiologischen Darmbakterien moglicherweise auch eine Bedeutung fiir die

MR-Bildung zu.
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4.9.1 Fehlende Mannoserezeptorbildung im Epithel konventionell kolonisierter Mause
Durch den Vergleich von keimfreien mit kolonisierten Mausen kann heute der Einfluss der
KolonisationaufdieEntwicklungdesimmunsystemsgenaueruntersuchtwerden.Durchunseren
Einsatzvonkeimfreiensowiekolonisierten NMRI-Mausenwurde eingenetischesModellaus
demselbenHausuntersucht.DerEinflussfaktordifferenterHaltungeninverschiedenTierstallen
wurde somitausgeschlossenundeskonnteerstmalsdie Bedeutung derKolonisationfiirdie
intestinale MR-Expression eruiert werden.

Initial sollte derVersuch den Einfluss der Mikrobiota auf die MR-Expression der [ECs genauer
beleuchten.NachdenvorangegangenenErgebnissenwarjedochweiterhinkeineMR-Markierung
desEpithelskeimfreierMausenzuerwarten.Interessanterschiendennoch,dieMR-Expression
der extraepithelialen Zellen zu untersuchen.
DasGewebederkeimfreienNMRI-MauselieBindenFarbungendasgleicheExpressionsmuster
desMRserkennen,womitgleichzeitigeinweiterergenetischerStammuntersuchtwurde.Auch
hierwarenlECsungefarbt,jedochZellenderLP,SubmukosaundSubserosamarkiert.DerFakt,
dasseinepositiveMR-Markierungzuverzeichnenwar,sprichtfiireinekonstitutiveundMikro-
biota-unabhangige Expression des MRs durch diese Zellen.

Eine fehlende MHC lI-Markierung der keimfreien IECs in Jejunum, lleum und Colon bei
positiven Farbungen von Zellen der LP, Submukosa und Subserosa stellte ein Indiz fiir die
tatsachliche Keimfreiheit des Gewebes dar. Diese wurde ebenfalls durch die in Heidelberg
durchgefiihrte mikroskopische Kontrolle des Blinddarminhaltsim Nativpraparat und einer
GramfarbungiberpriftunddurchdieUntersuchungdesBlinddarminhaltsineinerBakterien-
kultur in Bouillon und Blutagar gewahrleistet.

Die Immunfluoreszenzmarkierung der kolonisierten NMRI-Mause zeigte die auch in den
anderengenetischenStammengeseheneVerteilungdesMRsinallen Abschnitten.Auchbei
diesenTieren konnte immunhistochemisch kein Nachweis einer MR-Expression im Epithel
erbrachtwerden.MarkierungeninZellenvonLP,SubmukosaundSubserosawarenerkennbar.
DieFarbunginnerhalbdieserSchichtensowohlinkeimfreiemalsauchkolonisiertemGewebe
ist,wiebereitszuvorerlautert,vermutlichaufdiedorttypischerweiselokalisiertenMakrophagen,
DCs und lymphatischen Endothelzellen zuriickzufiihren (s. Kapitel 4.3).

Die gleichzeitig durchgefiihrte MHC II-Farbung mit positiven Markierungen der IECs in
Jejunum,lleumundColonsprachfiirdenphysiologischenStimulationszustandderTiere mit
regelhafter epithelialer MHC lI-Expression.
ZusammengefasstzeigtendielECskonventionellkolonisiertersowiekeimfreierNMRI-Mause

zeigtenkeine MarkierungbeipositivenFarbungenderLP,SubmukosaundSubserosa.Daher
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scheint auch die unterschiedliche Haltung der eingesetzten Tiere (C57, BALB/c und NMRI)
sowiederenKolonisationszustandnichtursachlichfireinefehlendeMR-ExpressiondurchlECs
zu sein.

Der MRwird unter physiologischen Bedingungen vermutlich nicht durch IECs gebildet. Der
EinflussvonMediatorenaufdieMR-ExpressionandererZellenwurdezuvorbereitsbeschrieben.

Eswardaherdenkbar,dassderMRunterentziindlichenBedingungendurchlECsgebildetwird.

4.10 Einsatz verschiedener Entziindungsmodelle
DievorangegangenDatenaufBasisderlImmunfluoreszenzdeutendaraufhin,dassderMRvon
IECs der Maus nicht konstitutiv exprimiert wird.
UnterEntziindungsbedingungenwiebeiMCundCUwerdenproinflammatorischeZytokine
durchimmunogeneZellenvermehrtausgeschuttet,welcheauchdielECsinihrerFunktionals
APZstimulieren.DieFolgeisteineHochregulationdiverserOberflichenmolekiileauflECs.Im
Zuge dessen ware auch eine Hochregulation des MRs plausibel.
DasichdieZytokinprofilevonMCundCUtrotzvorhandenerGemeinsamkeitenunterscheiden,
wurdeninunsererArbeitzweiverschiedeneEntziindungsmodelleuntersucht(s.Kapitel 1.5.4).
DurchdieVerwendungderMause mitTNF-lleitisund cDSS-Colitiskonntenunterschiedliche

Zytokinmuster sowie beide Hauptmanifestationsorte der CED abgebildet werden.

4.10.1 Entziindungsstatus im terminalen lleum und Colon

FurdieUntersuchungderMR-ExpressionimDarmunterentziindlichenBedingungenderCED
galt es primar, den Entziindungsstatus im Gewebe der TNFAARE/WT- und C57BL/6-cDSS-
Mausezuvalidieren.DazuwurdendieTierezunachstklinischbegutachtet.InbeidenModellen
zeigtensietypischeSymptomederErkrankungeninFormvonDurchfallenundGewichtsver-
lust. Zudem wiesen die TNFAARE/WT-Tiere des lleitis-Modells typische Schwellungen der
GelenkeanVorder-sowieHinterpfotensowiedamitverbundeneBewegungseinschrankungen
auf.Diese Zeichen sprechen fiir eine Arthritis als haufige extraintestinale Manifestation der
CED undgebenzusatzlicheklinische Hinweise auf eine statthafte lleitis. Beiden Mdusen des
Colitis-ModellskonntenzusatzlichDarmblutungen,welcheauchbeiCUcharakteristischsind,
beobachtetwerden.SiestelleneinklinischesindizflirdieentziindlichveranderteDarmschleim-
hautdesdistalenColonsdar,wasindendurchgefiihrtenEndoskopienbestatigtwerdenkonnte.
DerflirdieC57BL/6-cDSS-MauseerhobenemDAlfasstdieColitis-SymptomeDarmblutungen
und Gewichtsverlustzusammen. Er zeigte somit ebenfalls eine erh6hte Krankheitsaktivitat.

Passend zu den makroskopischen Zeichen der Inflammation lieBen sich auch histologisch
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sowohlimlleitis-alsauchimColitismodelleindeutige,entziindlicheVeranderungendarstellen.
DieseerschieneninFormvonnfiltrationendurch Entziindungszellen.Eine Abflachungund
VerplumpungderlleumzottensowiederEpithelverlustmitUlzerationenimColonzeigtensich
alsmorphologischeKorrelatederinflammation.DieVeranderungendesColonsbegriindeten
dabei die erh6hte Punktzahl im erhoben histologischen Index der Colitis (11).

Die MHC lI-Farbung zeigte Epithelmarkierungen des lleums an Zottenspitze, Zottenbasis
undindenKrypten.ImColonkonntenFarbungendesOberflichenepithelsderKryptensowie
teilweiseauchanderKryptenbasisgegeniiberdengesundenKontrollenvermehrtregistriert
werden. Insgesamt deutet die Markierung daher auf eine Hochregulation der MHC II-
Expression im terminalen lleum und Colon hin.
Zusammengenommensprechenallemakroskopischen,mikroskopischensowieimmunhis-
tochemischenZeichenfiireineeindeutigstatthafte,derCEDentsprechendenInflammation
im verwendeten Dinn- und Dickdarmgewebe. Von einer folglich verstarkten Stimulation
der IECs durch kommensale Bakterien sowie dem Einfluss proinflammatorischer Zytokine
istdaherauszugehen. DieVoraussetzung fiir eine Hochregulation der MR-Expression unter

entzlindlichem Einfluss ware somit gegeben.

4.10.2 Einfluss der Inflammation auf die Mannoserezeptorexpression

Unter den entziindlichen Bedingungen der CED wird eine Reihe von Zytokinen vermehrt
ausgeschttet.SiesindfiireineKommunikationzwischenimmunogenenundnicht-immunoge-
nenZellenvonenormerBedeutungunddaherGegenstandaktuellerForschungenhinsichtlich
Pathogenese und Therapiemdglichkeiten der CED.

In unseren Experimenten konnte eine statthafte Inflammation im verwendeten Gewebe
angenommen werden. Dieser Fakt macht es wahrscheinlich, dass das Gewebe somit auch
dem Einfluss proinflammmatorischer Zytokine, darunter auch IL-4 und IL-13 als bekannte
Aktivatoren der MR-Expression, unterlag. Unveroffentlichte Daten der Forschungsgruppe
konnten dies flir die TNFAARE/WT-Tiere bereits bestatigen.

Trotz allem zeigten die Immunfluoreszenzmarkierungen in beiden Modellen keine
MR-Expressionder|ECs.EinezellgebundeneMR-Markierungwarhingegenwiezuvorauchim
gesundenGewebeinZellenderLP,SubmukosaundSubserosaeruierbar.Diedurchgefiihrten
NegativkontrollenlieBenkeineunspezifischenMarkierungenerkennenundsprachensomitfiir
die Spezifitat der Expression des MRs durch die genannten Zellen.
InunserenVersuchenwurdenzweiEntziindungsmodelleeingesetzt,welchesowohlMCalsauch

CUabbildeten.EinestatthafteInflammationwurdemittelsverschiedenerKriteriengesichert.



DISKUSSION

Trotz der Erflillung der erforderlichen Voraussetzungen fiir eine potentielle MR-Expression
durchlECskonnteselbigeunterentziindlichenBedingungenmittelsimmunfluoreszenzfarbun-
genwederimDiunndarmnochimDickdarmnachgewiesenwerden.DieEntziindungscheint

folglich nicht entscheidend fiir eine MR-Expression der IECs.

411 Schlussfolgerung
DurchunsereArbeitergabensich,entgegenderanfanglichaufgestelltenHypothese keinerlei
HinweiseflireineMR-ExpressiondurchlECs.UmdieValiditatdesErgebnisseszugewahrleisten,
wurdenmaglicheFehlerquellenimRahmenunsererVersucheausgeschlossen.EinFunktionieren
desAntikorperswurdesichergestellt,verschiedenelLokalisationenuntersucht,unterschiedliche
genetischeStammeverwendet,eineregelrechteStimulationdesEpithelsliberpriift, Gewebe
von SPF-gehaltenen sowie konventionell kolonisierten Tieren eingesetzt und der Einfluss
derEntziindungeruiert.Einfalsch negatives Ergebnis ware trotzdessen moglich.Sokoénnte
beispielsweisederMRinzugeringerKonzentrationfiireinenimmunhistochemischenNachweis
vorliegenoderdasepithelialeEpitopmaskiertunddamitdie Antikdrperbindungunmaoglich
sein.

Unsere Versuche liefern in vivo Daten der Maus fiir eine sehr gro8en Fallzahl von Tieren
dreier unterschiedlicher genetischer Stamme. Trotz einer eindeutigen, spezifischen sowie
zellgebundenenMarkierungextraepithelialerZellenfehltederNachweisdesMRsinjedemder
4untersuchtenDarmabschnitteunabhangigvonderKolonisierungundvomEntziindungs-
statusdesDarmgewebes.Einekonstitutive, Mikrobiota-unabhangigeRezeptorexpressionext-
raepithelialer Zellen konnte hingegen erstmalig gezeigt werden.

Demnach ergibt sich die Hypothese, dass der MR von IECs des Darms nicht exprimiert wird
unddieser Rezeptorfolglich keine funktionelle Relevanzfiir die Antigenprasentation durch
IECs besitzt.

Auf Grund der sowohl qualitativ als auch quantitativ eingeschrankten Aussagekraft der Im-
munfluoreszenzhinsichtlichderMR-ExpressionbedarfesdabeieinerUberpriifungderAussage
mittels weiterer Nachweismethoden.

Dazu waren Experimente mitisolierten Zellen n6tig, deren Untersuchungen in Anbetracht
desUmfangesnichtSchwerpunktderArbeitwaren.DieMethodederImmunfluoreszenzldsst
demnachkeineabschlieBendeAussageliberdastatsachlicheExpressionsverhaltenderlECszu

und dient damit der Hypothesengenerierung.
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5 AUSBLICK

ZukiinftigeExperimentekdnntensichaufdreiSchwerpunktekonzentrieren.Zunachstsollten
die,indieserArbeitgewonnenenErkenntnisse,technischvalidiertwerden.Dazukénntenz.B.
aus Mausen ex-vivo isolierte IECs mittels FACS, Western Blot und PCR hinsichtlich ihrer
MR-Expression auch auf Protein- und RNA-Ebene untersucht werden. Wichtig ist zudem
die Untersuchung von humanen IECs, da sich das Repertoire ihrer Oberflachenrezeptoren
moglicherweise von dem muriner IECs unterscheidet.

Weiterhingilteszuklaren, iberwelcheanderenMechanismendie proinflammatorischePra-
sentationskompetenz der IECs bedingt wird. Dazu kamen z.B. weitere Rezeptoren oder co-
stimulatorische Molekiile in Betracht. Der DEC-205 konnte dahingehend beispielsweise
untersucht werden. Er ist ein Rezeptor der MR-Familie. Auf DCs dient er der Direktionie-
rungvonAntigeneninMIICs,welcheliberdiesenAufnahmewegeffektiverprasentiertwerden
kdnnen(49).UnveroffentlichteDatendereigenenForschungsgruppezeigeneineExpression
des DEC-205 durch IECs sowie seine Kolokalistaion mit MHC II- und MHC I-Molekdlen in
MVBs der IECs. Ein Zusammenhang mit der gesteigerten CD8* T-Zell-Stimulation der CED
ware daher denkbar.

Auch das costimulatorische Molekiil CD40 beispielsweise konnte mal3geblich an der CD8*
T-Zell-Stimulation durch IECs beteiligt sein. Seine Expression durch IECs und Bedeutung fiir
dielnflammationkonntebereitsgezeigtwerden.Die Funktionvon CD40flirdie Antigenpra-
sentation und Interaktion von IECs mit T sollte daher genauer beleuchtet werden.
EinweitererFokuskdnnteaufdieRolleextraepithelialerZellenindiesemZusammenhanggelegt
werden.ZunachstsolltendazudieMR-exprimierendenZellenderanderenDarmschichtenmittels
Mehrfachmarkierungenidentifiziertwerden.Eswareu.a.denkbar,dassIECsvornehmlichdie
Antigenprozessierung Gibernehmen, wahrend DCsdie eigentlichen APZflirdie CD8*T_-Sti-
mulationsind.Siekdnntendieverarbeiteten AntigeneausExosomenderlECsoderaberauch
ausapoptotischenlECsaufnehmenundprasentierenunddariiberzueinerT-Zell-Aktivierung
fuhren.

In jedem Fall sollten weitere Untersuchungen folgen, welche ihren Beitrag zum besseren
VerstandnisdesGesamtzusammenhangszwischenderproinflammatorischenKompetenzder
IECsundderEntwicklungeinerBarrierestorunginnerhalbderPathogenesevonMorbusCrohn

und Colitis ulcerosa liefern.



ZUSAMMENFASSUNG

6 ZUSAMMENFASSUNG

DerPathogenesechronischentziindlicherDarmerkrankungenliegteinmultifaktoriellerEnt-
stehungsmechanismus zugrunde. Dieser fiihrt zu einem Toleranzverlust gegeniber nicht
pathogenen Antigenenund miindetineinerinflammation.Dieu.a.gesteigerte Stimulation
CD8* zytotoxischer T-Zellen durch intestinale Epithelzellen ist dabei charakteristisch. Eine
vermehrte,crosspresentation”durchintestinaleEpithelzellenalsnichtklassische Antigen-pra-
sentierendeZellen,kdnnteursachlichdafiirsein.DerMannoserezeptorerwiessichalsessentiell
furdie,crosspresentation“durcheinigeklassischeAntigen-prasentierendeZellen.Zielsetzung
der Arbeit war daher die Untersuchung seiner Expression durch intestinale Epithelzellen.
InunserenExperimentenwurdenlmmunfluoreszenzfarbungendesMannoserezeptorsundder
MHCII-MolekiilemitspezifischenAntikorperndurchgefiihrt. Darmgewebevoninsgesamt82
Mausen dreier unterschiedlicher Genfamilien (C57/129SvEv bzw. BL/6, BALB/c und NMRI)
inverschiedenenLokalisationen(Duodenum,Jejunum,lleumundColon)wurdeverwendet.
DurchdieGegeniberstellungvonkeimfreienmitkonventionellkolonisiertenNMRI-Mausen
konntederEinflussderDarmkolonisierungaufdieMannoserezeptor-Expressioneruiertwerden.
Es erfolgtezudem einVergleich von TNFAARE/WT-Mausen mit terminaler Ileitis bzw. cDSS-
C57BL/6-MausenmitchronischerColitisundgesundenKontrollen,umdenStellenwerteiner,
fur chronisch entziindliche Darmerkrankungen spezifischen Entziindung, zu untersuchen.
Fir intestinale Epithelzellen lief3 sich immunhistochemisch keine Mannoserezeptor-Mar-
kierungdarstellen.DiesesErgebniserschienaquivalentinjedem Darmsegment,inallendrei
verwendetengenetischenStammen,injedemKolonisierungszustandsowohlfiirgesundeals
auchfirentziindeteMause.Eindeutige,zellgebundeneMarkierungendesMannoserezeptors
zeigtensichinderLaminapropria,Submukosa,MuskularissowieSubserosaundsindvermutlich
aufdortlokalisierteMakrophagenunddendritischeZellenzurlickzufiihren.MHCII-Komplexe
konnten in allen Schichten der Darmwand markiert werden.

UnsereinvivoDatenliefernfolglichHinweisedarauf,dassderMannoserezeptorunabhangig
vonderLokalisation,demgenetischenHintergrundsowiedesEntziindungszustandestrotz
ausreichenderepithelialerStimulationdurchdiemikrobielleFlora,vonintestinalenEpithelzellen
nichtexprimiertwird.EinekonstitutiveBildungdurchMakrophagenunddendritischeZellen
andererSchichtendarfvermutetwerden.EineweitereValidierungderErgebnissemittelsanderer
Nachweismethodenwaresinnvoll.Zusatzlich solltediefunktionelle Relevanzderfehlenden

Mannoserezeptor-Expression fiir die ,cross-presentation” eruiert werden.
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AJ
APZ
CED
Ccu
DC
EDB
EE
GALT
HLA
IEC
IFN-y
LAMP
LP
LPS
LSM
MC
mDAI
MHC
MIIC
MLB
mLK
MR
MVB
NK-Zellen
OVA
PBS
PP
SPF
TAP
TCR
Teff
TGF-B
T)
TNF-a
-

reg

Adherens junction

Antigen-prasentierende Zellen

Chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
Colitis ulcerosa

Dendritische Zelle (dendritic cell)
Elektronendiches Korperchen (electron-dense body)
frihes Endosom (early endosom)
Gut-associated lymphoid tissue

Humanes Leukozyten Antigen

Intestinale Epithelzelle (intestinal epithelial cell)
Interferon-gamma

Lysosomen-assoziiertes Membranprotein
Lamina propria

Lipopolysaccharid

Laserscanmikroskop

Morbus Crohn

modified Disease Activity Index

Major Histocompatibility Complex

+,MHC ll-enriched compartment”
Multilamellares Korperchen (multilamellar body)
mesenterische Lymphknoten
Mannoserezeptor

Multivesikulares Korperchen (multivesicular body)
Natural-Killer-Zellen

Ovalbumin

phosphatgepufferter Salzlosung

Peyer-Plaque

spezifisch-pathogenfrei

Transporter assoziiert mit Antigenprasentation
T-Zell-Rezeptor

Effektor T-Zelle

Transforming Growth Factor-beta

Tight junction

Tumornekrosefaktor-alpha

Regulator T-Zelle
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Tabelle 8: Materialien der Immunfluoreszenzfarbung

Material Hersteller

Glaskolben 2|

Objektrager mit Gewebe Menzel, Braunschweig, Deutschland
Fettstift Dako Cytomation, Glostrup, Danemark
Objekttragerhalterung

Glasklvetten 2

Pinzette Bochem, Weilburg, Deutschland
Zellstoff Igefa, Ahrensfelde, Deutschland
EppendorfgefaBe Sarstedt AG, Nirmbrecht, Deutschland

EppendorfgefaBstander

Rudi Mller Medizintchnik, Berlin, Deutschland

Pipetten

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen

Sarstedt AG, Nurmbrecht, Deutschland

Feuchte Kammer

Stoppuhr Oregon Scientific, Rom, Italien
Glasstab
Deckglaschen 24x50mm Menzel, Braunschweig, Deutschland

Tabelle 9: Reagenzien der Immunfluoreszenzfarbung

Reagenz

Hersteller

PBS-Waschpuffer**

destilliertes Wasser

NaCl AppliChem, Darmstadt, Deutschland
NaH2PO4 x 2H20 Merck, Darmstadt, Deutschland
Na2HPO4 x 2H20 Merck, Darmstadt, Deutschland

Aceton/Methanol-Fixierung

Merck, Darmstadt, Deutschland

Antikorper Isotypkontrolle

IgG2a Ratte-anti-Maus

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

IgG1 Ratte-anti-Maus

eBioscience, Aachen, Deutschland

primdre Antikorper

AbD Serotec, Oxford, Grof3 Britannien

sekundare Antikorper

Invitrogen, Eugene, Oregon,USA

3% Normalserum der Maus

DakoCytomation, Glostrup, Danemark

Hoechst-Farbstoff

Camprex, Wiesbaden, Deutschland

Moviol

Polysciences, Warrington, GroR Britannien

**ZurHerstellungeinerfiinffachkonzentriertenStammlosungdesPBSwurden90gNatriumchlorid(NaCl),3,085g
Natriumhydrogenphosphat(NaH2PO4)und 14,24gDinatriumhydrogenphosphat(Na2HPO4)in 1800mIAqua
dest.gelost. AnschlieBend wurde der pH-WertderLésung mit 1N Natronlaugeauf7,4 eingestelltund mit Aqua
dest.auf2000mlaufgefiillt.BeiderimmunhistochemischenFarbungwurdeine 1:5verdiinnteLosungdesPuffers

verwendet.
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Tabelle 10: Material und Reagenzien anderer Methoden

Material

Hersteller

Dextran Sodium Sulfat (DSS)

TdB Consultancy, Uppsala, Schweden

Hamoccult Test

Beckmann Coulter, Krefeld-Fischeln, Deutschland

Skalpell

Feather Industries, Toronto, Kanada

Einbettkapseln

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Formaldehyd Roth, Karlsruhe, Deutschland
Isopropanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Xylol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Cryo Tubes Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Gefriermedium

Tissue Tec, Miles, Elkhart, USA

Kryostatmesser Feather Industries, Toronto, Kanada
Hamalaun Merck, Darmstadt, Deutschland
Erythrosin Merck, Darmstadt, Deutschland

Eukitt-Einbettmedium

Kindler GmbH, Freiburg, Dutschland

Entelan-Einbettmedium

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Immersionsol

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Tabelle 11: verwendete Gerate

Gerat

Hersteller

Koloskop Aida-Vet ™ Videoendoskopie

Storz, Tuttlingen, Deutschland

Kryostat CM30505

Leica, Nussloch, Deutschland

Auflichtmikroskop Laborlux 11

Leitz, Wetzlar, Deutschland

Serienschnittmikrotom, Jung Autocut 2055

Leica, Nussloch, Deutschland

Wasserbad

Medizin-und Labortechnik GmbH, Schnakenberg,
Deutschland

Fluoreszenzmikroskop Zeiss 2 plus Axioskop

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Laserscanmikroskop LSM 510 meta

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
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