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1. EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Fisteln sind ein haufig auftretendes und klinisch schwerwiegendes Problem bei
Patienten mit Morbus Crohn. Sie bedeuten fur die Betroffenen eine deutliche
Einschrankung der Lebensqualitdt. Doch trotz der Haufigkeit ihres Auftretens
mangelt es noch an effektiven Therapiemoéglichkeiten. Daher st die
wissenschaftliche Untersuchung der Pathophysiologie der Fistelentstehung dringend

angezeigt.

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob und inwieweit die epithelial-
mesenchymale Transformation (EMT) eine Rolle bei der Entstehung von Fisteln bei

Patienten mit Morbus Crohn spielt.

1.1 Aufbau der Darmwand

Um die folgenden Abschnitte besser verstehen zu konnen, wird hier kurz auf den
Aufbau der Darmwand eingegangen.

Die Darmwand lasst sich in vier Schichten unterteilen, namlich die Mukosa, die
Submukosa, die Muskularis propria und die Serosa (Abb. 1-1).

Die Mukosa, die die oberste Schicht darstellt, gliedert sich wiederum in drei
Subschichten: Eine einschichtige, auf einer Basalmembran fixierte Epithelschicht
begrenzt das Darmlumen; darunter liegt die Lamina propria, die aus lockerem
retikularen Bindegewebe, zahlreichen Kapillaren, Lymphgefallen, Lymphozyten,
Makrophagen, Fibroblasten, Plasmazellen und Eosinophilen besteht. Die unterste
Subschicht bildet die Muscularis mucosae, die etwa funf Zellen dick ist und der
Mukosa durch ihre glatten Muskelzellen Konturveranderungen erlaubt.

Die Submukosa ist ein loses Maschenwerk aus dinnen Kollagenfibrillen, das die
Mukosa mit der Muskularis propria verbindet. Sie ist reich an Blutgefalten und
Lymphbahnen.

Die Muskularis propria besteht aus einer inneren Ring- und einer &aufleren
Langsmuskulatur mit jeweils dicht gepackten glatten Muskelzellen, die von dinnen
Kollagenfibrillen umgeben sind. Diese Fibrillen verbinden sich zu Kollagenfasern und

bilden intramuskulare Septen aus.
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Von der Bauchhohle wird die Darmwand durch die Serosa abgegrenzt, die aus
flachem bis kubischem Epithel (Mesothel) besteht.

Kollagen ist das im Darm vorherrschende Bindegewebsprotein, welches von
mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten und glatten Muskelzellen produziert wird.

Laut Analysen Uberwiegen im intestinalen Muskel die Kollagentypen | und Ill. [1]

Krypten Epithelzellschicht ™

Lamina propria
p Mukosa
Lymphknoten

Lamina muscularis mucosae

Submukosa

Zirkulare Muskelschicht

Longitudinale Muskelschicht

Serosa

— T —— i S —— —— — . S— T —— S — —

Abb. 1-1: Schematischer Aufbau der Darmwand (in Anlehnung an: [2])

1.2 Morbus Crohn

Der Morbus Crohn ist eine chronisch entziindliche Darmerkrankung. Seine Atiologie
und Pathogenese sind bislang noch nicht eindeutig geklart. Die Inzidenz von Morbus
Crohn liegt in den westlichen Industriestaaten bei etwa 2 bis 6 pro 100.000, die
Pravalenz bei 30 bis 50 pro 100.000. [3] Manner und Frauen erkranken ungefahr
gleich haufig, das Alter bei der Erstmanifestation liegt meist zwischen dem 15. und

35. Lebensjahr.
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1.2.1 Atiologie und Pathogenese

Im Verstandnis der Pathogenese des Morbus Crohn konnten in den letzten Jahren
groRe Fortschritte erzielt werden. Aktuell wird die Erkrankungsursache im
Zusammenspiel von genetischer Pradisposition und Umweltfaktoren gesehen. [4]

Die Bedeutung der Genetik wird vor allem an Zwillingsstudien und dem gehauften
familiaren Vorkommen von Morbus Crohn deutlich. So liegt die Pravalenz bei
Verwandten ersten Grades 10,3-mal hoher als in der Durchschnittsbevolkerung [5],
2 - 14% der Betroffenen berichten Uber eine positive Familienanamnese.
Zwillingsstudien ergaben bei monozygoten Zwillingen eine Konkordanz von 42% bis
58%, bei dizygoten jedoch keinen signifikanten Unterschied zu normalen

Geschwistern. [4-6]

Durch genetische Kopplungsanalysen ist es in den letzten Jahren gelungen,
Risikoregionen auf den Chromosomen 1, 3, 5, 6, 7, 12, 14, 16 und 19 zu
identifizieren. [4] Eine besonders wichtige Rolle kbénnte nach neueren
Untersuchungen das CARD15-Gen (friher NOD2, Abb. 1-2) spielen, in dem bei
Morbus Crohn-Patienten drei Mutationen gefunden wurden, die in signifikantem
Zusammenhang mit der Erkrankung stehen. [7] In einer Studie konnte gezeigt
werden, dass bis zu 50% der Erkrankten einen Defekt im CARD15-Gen besitzen. [8]
Heterozygote Trager einer solchen Veranderung haben dabei ein 2 - 6fach,
homozygote ein 20 - 40fach erhdhtes Risiko flir Morbus Crohn. [4,9,10] AulRerdem
konnte beobachtet werden, dass ein solcher Gendefekt vermehrt zu einem Befall des
lleum, zu Stenosen und insgesamt einem mehr penetrierenden Krankheitstyp fuhrt.
[8,10-12]

CARD15-GEN

29 124

1 127 220 273 577 744 1020
CARDs NBD LRR

GARDs: Caspase-recruitment domains
NBD: Nucleotide-binding domain
LRR: Leucine-rich repeats

Abb. 1-2: Genetische Struktur des auf Chromosom 16 liegenden CARD15-Gens. Fur die Erkennung
der bakteriellen Lipopolysaccharide ist die LRR-Domane verantwortlich. 93% der Mutationen liegen im
distalen Drittel des Gens (in Anlehnung an: [4])
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Es wird angenommen, dass das auf Chromosom 16 liegende CARD15-Gen fur ein
intrazellulares Rezeptorprotein codiert, welches mit infektidsen bakteriellen
Lipopolysacchariden interagieren kann und vor allem in Monozyten, Makrophagen
und im lleum in Paneth-Zellen exprimiert wird. Dort kann es Apoptose induzieren und
Signalwege des Transkriptionsfaktors NF-kB aktivieren, welcher insbesondere bei
Enzundungsvorgangen eine wichtige Rolle spielt. [8,13,14]

Bei Mutationen zeigte sich eine verminderte Aktivierung von NF-kB als Antwort auf
bakterielle Antigene. Dies konnte darauf hindeuten, dass primar nicht eine
Uberreagibilitdt sondern eher eine zu geringe Antwort des Immunsystems das
eigentliche Problem ist. [15]

Brant et al. konnten jedoch aufzeigen, dass CARD15-Mutationen nicht in signifikanter
Weise mit einer positiven Familienanamnese in Beziehung stehen, was darauf
hinweist, dass noch andere genetische Risikofaktoren und familiare Umweltfaktoren

eine Rolle spielen mussen. [16]

Die Beteiligung von Bakterien bei der Entstehung von Morbus Crohn und eine
fehlerhafte Kommunikation mit dem Immunsystem gelten mittlerweile als gesichert.
[17,18] Diskutiert wird unter anderem das kirzlich in einigen Studien in
Gewebeproben nachgewiesene Mykobakterium avium subsp. paratuberculosis.
[19,20] Da es der Verursacher der bei Tieren vorkommenden Paratuberkulose ist,
die groRe Ahnlichkeit mit Morbus Crohn besitzt, wurde es schon friiher verdachtigt.
Es gibt jedoch ebenfalls Untersuchungen, die sehr klar gegen eine pathologisch

relevante Rolle dieses Bakteriums sprechen. [21]

Der Konsum von Tabak steht in signifikantem Zusammenhang mit Morbus Crohn. So
liegt die Pravalenz von aktiven Rauchern, die an der chronisch entzindlichen
Erkrankung leiden, deutlich Uber der in der Durchschnittsbevolkerung. Besonders
deutlich ist dies bei Patienten mit einem Erkrankungsalter von 40 Jahren oder alter
zu sehen. [4,16,22,23]

Weitere Faktoren, die mit der Entstehung von Morbus Crohn in Zusammenhang
gebracht wurden, ohne dass sie bestatigt werden konnten, sind orale Kontrazeption,
Maserninfektionen, Ernahrung [18], Mikropartikel [24] und eine evtl. Schutzfunktion
durch das Stillen mit Muttermilch [23]. Psychische Risikofaktoren als Ursache

konnten nicht nachgewiesen werden. [25]



1. EINLEITUNG 5

1.2.2 Symptomatik und Therapie

Beim Morbus Crohn handelt es sich um eine chronische, transmurale Entzindung,
die den gesamten Gastrointestinaltrakt befallen kann. Charakteristisch ist ein
diskontinuierlicher Befall der Schleimhaut. Befallen sein kdnnen samtliche Abschnitte
des Verdauungstrakts vom Mund bis zum Enddarm, bevorzugt jedoch das terminale
lleum und das Kolon (Abb. 1-3). Es findet sich beim Morbus Crohn ein komplexes
Krankheitsbild, das durch verschiedene intestinale Komplikationen (Fisteln,
Abszesse, Stenosen des Darmlumens mit Gefahr der lleusentwicklung) und
extraintestinale Manifestationen (Arthralgien, Arthritiden, Erythema nodosum,
Iridozyklitis) gekennzeichnet ist. Eine Heilung gelingt weder medikamentds noch
chirurgisch. Die Therapie zielt vielmehr unspezifisch auf eine Reduktion des
Entziindungsgeschehens ab, um die Symptome zu lindern und die Anzahl akuter

Schube zu verringern. [26]

Morbus Crohn - Befallsmuster

Osophagus,
Magen,
Duodenum
3-5%

Dinndarm
und nur Dinndarm
Dickdarm 25-30%

45%

nur Dickdarm
30%
o Anorektale Erkrankungen
Beteiligung (Analfisteln, Analfissuren,
des Rektums Abszesse)
11-20% 30-40%

Abb. 1-3: Morbus Crohn — Befallsmuster (Quelle: www.hdm-stuttgart.de)
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1.3 Fisteln als klinisches Problem beim Morbus Crohn

1.3.1 Allgemeines zu Fisteln beim Morbus Crohn

Neben Stenosen stellen vor allem Fisteln ein haufiges und kompliziertes Problem bei
Patienten mit Morbus Crohn dar. In der Literatur wird Uber eine Inzidenz von 17% bis
50% berichtet. [27-30] Populationsbasierte epidemiologische Studien bestatigen
diese Zahlen. [31,32] Eine amerikanische Untersuchung zeigte, dass die kumulative
Inzidenz fur Fisteln nach 10 Jahren bei 33% und nach 20 Jahren bei 50% liegt. [33]
Bei Patienten mit einem starken Entzindungsbefall im Kolon, insbesondere mit
Beteiligung des Rektums, kann ein vermehrtes Auftreten perianaler Fisteln
beobachtet werden. Dieser Typus ist mit 54% der Fistelmanifestationen am
haufigsten, 23% der Patienten bekommen ihn im Verlauf der Erkrankung. In 10% der
Falle sind perianale Fisteln das initiale Symptom eines Morbus Crohn, wobei sie dem
eigentlichen intestinalen Auftreten der Erkrankung um mehrere Jahre vorangehen
konnen. [34-36]

24% aller Fisteln haben einen entero-enterischen Verlauf (Abb. 1-4). Sie verbinden
zwei Darmsegmente untereinander und sind oft schwer zu diagnostizieren. Weitere
Arten von Fisteln kdonnen eine Verbindung zwischen dem Darm und anderen
Organen, wie z. B. der Blase (entero-vesikal), der Bauchwand (entero-kutan) oder

der Vagina (entero-vaginal) herstellen. [37-39]

Bauchwand
entero-cutane
Fistel

RTINS

=

entero-vesikale Fistel

entero-enterale Fistel

A)
Abb. 1-4: A) zeigt mogliche Fistellokalisationen bei Morbus Crohn (Quelle: ,Praxis der chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen - Eine Fibel fur den Hausarzt®, 2001, S. 17, Reinshagen M.)

B) zeigt eine endoskopische Aufnahme einer Fistel bei Morbus Crohn (von Prof. Dr. Dr. G. Rogler zur

Verfligung gestellt)
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Fisteln bedeuten fir betroffene Patienten eine deutliche Einschrankung der
Lebensqualitat und gravierende soziale Probleme. Grinde hierflir sind unter
anderem Schmerzen, rezidivierende Harnwegsinfektionen und
FlUssigkeitsabsonderungen aus dem Fistelsystem (Bauchwand, Perianalregion,
Vagina). Entero-enterische Fisteln kénnen Ursache einer Malabsorption sein. [40]

Perianale Fisteln sind haufig mit der Formation von Abszessen assoziiert. [28]

1.3.2 Therapiemoglichkeiten und Heilungschancen der Fisteln

Obwohl Fisteln eine haufige Komplikation beim Morbus Crohn darstellen, gibt es
nach wie vor keine effektiven Therapiemdglichkeiten. So haben trotz Therapie 34%
aller Patienten rezidivierend Fisteln, bei nur einem Drittel ist ein dauerhafter
Fistelverschluss mdglich. [32] 82% der persistierenden Fisteln mussen deshalb
frGher oder spater chirurgisch behandelt werden — verbunden mit einer erhdhten
Komplikationsrate und Wundheilungsstorungen. [33] Aber auch eine chirurgische
Exzision hat sich nicht als erfolgreich erwiesen. [41-43] Faden-Drainagen (Seton-
Drainagen) scheinen wirksamer zu sein, doch auch hier ist eine komplette Heilung
selten. [44,45]

Eine haufig durchgeflihrte konservative Behandlung erfolgt mit dem TNFa-Antikérper
Infliximab und fuhrt bei 55% der Patienten zum Verschluss der Fistel (im Vergleich zu

13% bei Placebo), dies jedoch nur fir einen Zeitraum von drei Monaten. [36,46]

1.3.3 Pathogenese der Fistelentstehung beim Morbus Crohn

Die Pathogenese der Fistelentstehung ist immer noch ungeklart. Es wird jedoch
angenommen, dass sich Fisteln aus einer lokalen Entzindungsreaktion entwickeln.
[36,37] Dafur sprechen Erfolge durch die aktuell angewendete medikamentdse
Therapie, die auf einer Behandlung mit Antibiotika (Metronidazol, Ciprofloxacin) oder
Immunsuppressiva (wie Azathioprin, Cyclosporin A, Tacrolimus oder Infliximab)
beruht. [28,34,36,40,46-48] Dies deutet auf eine Rolle von Bakterien und
Entzindungsmediatoren bei der Fistelentstehung hin. Dabei ist aber noch unklar,
warum bei einzelnen Patienten an bestimmten Lokalisationen diese Faktoren uber
die reine Entziindung hinaus zu einer Fistelung fihren kénnen. Die Vermutung, dass

noch weitere, bisher unbekannte Faktoren zur Fistelentstehung beitragen, liegt
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jedoch nahe, da diese antibakterielle und anti-inflammatorische Therapie nur in 20 -
30% zu einem permanenten Fistelverschluss fuhrt. Gedacht werden muss auch an
einen evtl. vorhandenen, erhdhten Druck im Darmlumen, der eine Rolle spielen
konnte. Dafur wirde die haufige Assoziation von Stenosen und Fisteln sprechen.
[49,50]

1.3.4 Histologische Charakterisierung von Fisteln beim Morbus Crohn

In einer detaillierten histologischen Untersuchung durch unsere Arbeitsgruppe
konnten neue Erkenntnisse Uber die Struktur und den zellularen Aufbau von Fisteln
bei Morbus Crohn-Patienten gewonnen werden: [51]

Es zeigte sich, dass alle Fisteln eine zentrale Fissur besalden, die durch die Lamina
propria und die Muscularis mucosae tief in das unterliegende Gewebe reichte. Alle
Fisteln wurden von einem Granulationsgewebe mit Histiozyten und einem dichten
Netzwerk von Kapillaren begrenzt. 27,4% der Fisteln (im Gegensatz zu 31% der
Fisteln bei Patienten ohne chronisch entzindliche Darmerkrankung) zeigten ein
.Fistelepithel® mit als solchen erkennbaren Epithelzellen, bei denen Tight junctions
und eine Basalmembran zu sehen waren.

Die ,nicht epithelialisierten Morbus Crohn-Fisteln, die mehr als 2/3 ausmachten,
waren von einer dinnen Schicht Myofibroblasten-ahnlicher Zellen mit Gap junctions
ausgekleidet. Diese formten an einigen Stellen eine neue Basalmembran.
Morphologisch konnte in einigen Fallen auch eine Zone abgegrenzt werden, in denen
das normale Epithel in diese ,Fibroblasten“-Schicht Gberzugehen schien.
Entscheidende Unterschiede zwischen Morbus Crohn- und Nicht-Morbus Crohn-
Fisteln zeigten sich immunhistochemisch in Bezug auf die zellulare Komposition im
Randbereich der FisteIn. Diese Unterschiede waren unabhangig von
Fistellokalisation und Tiefe der Infiltration. So fanden sich bei Morbus Crohn-Fisteln
in der inneren Fistelwand viele CD45R0 positive T-Lymphozyten, dann ein Band von
CD68 positiven Makrophagen und schlieBlich im auf3eren Bereich ein dichtes,
zellreiches Infiltrat von CD20 positiven B-Lymphozyten.

Bei Fisteln von Patienten, die keine chronisch entzundliche Darmerkrankung hatten,
zeigte sich innen eine starke Infiltration durch CD68 positive Makrophagen und in
den aulleren 2/3 der Fistelwand eine Infiltration mit CD45R0 positiven

T-Lymphozyten. Es fanden sich nur wenige CD20 positive B-Lymphozyten.
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1.4 Epithelial-Mesenchymale Transformation (EMT)

1.4.1 Bedeutung und Vorkommen der EMT

Die epithelial-mesenchymale Transformation (EMT) ist ein fundamentaler Prozess
bei der Morphogenese multizellularer Organismen. Schon fur die frihesten
Entwicklungsschritte, wie zum Beispiel die Bildung des Mesoderms im Verlauf der
Gastrulation oder bei der Neurulation, ist sie unabdingbar. Auch wahrend der
Entstehung der Herzklappen, des Muskel- und Skelettsystems, der meisten
kraniofaziellen Strukturen und bei vielen weiteren Entwicklungsprozessen spielt sie
eine wichtige Rolle. [52-54]

Der ,umgekehrte“ Vorgang, namlich eine mesenchymal-epitheliale Transformation
(MET) ist ebenfalls moglich und tritt wahrend der Somitogenese, der
Nierenentwicklung und der Bildung des Coeloms (der sekundaren Leibeshdhle) auf.
[59]

Die EMT, die als erstes von Entwicklungsbiologen in den friihen 80er Jahren des 20.
Jahrhunderts erkannt wurde, wird aktuell vor allem im Zusammenhang mit der
Progression und Metastasierung von Karzinomen, bei Wundheilungsstérungen und
bei Erkrankungen, die durch fibrosierende Vorgange gekennzeichnet sind, diskutiert.
[56-58]

Besonders ihre Beteiligung bei der Nierenfibrose ist zurzeit ein Schwerpunkt
verschiedener Forschungsgruppen. [59] Die Gruppe um Masayuki lwano konnte zum
Beispiel in einem Tiermodell zeigen, dass Uuber ein Drittel der interstitiellen
Fibroblasten in der Niere, den Hauptmediatoren einer renalen Fibrose, im Zuge einer
EMT aus tubularem Epithel entstanden sind. [60] Auch bei der idiopathischen
pulmonalen Fibrose scheint EMT beteiligt zu sein [61,62] und eine Rolle bei der
Leberzirrhose wird diskutiert. [63]

In den letzten Jahren wiesen Daten zudem auf einen Zusammenhang von EMT bei
Entzindung und Progression von malignen Prozessen hin: Huber et al., sowie Bates
et al. zeigten, dass der pro-entzindliche Transkriptionsfaktor NF-kB fur die Induktion
und Unterhaltung von EMT in Brustkarzinom- bzw. Kolonkarzinomzellen essentiell
ist. [64,65] Beim aggressiven Kolonkarzinom wird die EMT mittlerweile sogar als

prognostischer Indikator angesehen. [66]
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Aktuelle Daten sprechen flr das Vorliegen einer EMT auch bei weiteren malignen
Prozessen, wie z. B. dem Magenkrebs oder dem Prostatakarzinom. [67,68]
Zu einer Beteiligung der EMT bei den Wundheilungsstérungen des Morbus Crohn

existieren bis jetzt keine Daten.

1.4.2 Charakterisierung und Ablauf der EMT

Die EMT stellt einen Vorgang dar, bei dem sich desaggregierte Epithelverbande mit
einer erhohten Beweglichkeit neu formieren (siehe Abb. 1-5). Epithel in dieser
Ubergangsphase verliert seine Polaritat, seine Zonulae adhaerentes, Tight junctions,
Desmosomen und Zytokeratin-Filamente, rearrangiert seine F-Aktin-Stressfasern
und bildet Filopodien oder Lamellipodien aus. [69] Das Ergebnis dieses Vorgangs
sind mesenchymale Zellen, die keine Basallamina besitzen und nur fokale Kontakte
untereinander ausbilden. Diese Zellen zeigen in Kultur eine spindelférmige,
Fibroblasten-ahnliche Morphologie, exprimieren mesenchymale Proteine und sind
stark beweglich, was in vivo jedoch nicht immer der Fall sein muss. [55] Solche
phanotypischen Veranderungen erfordern eine molekulare Re-Programmierung der

Epithelzellen.

apical surface

lateral
membrane

basal membrane « tight junctions

desmosomes

EMT ‘ - gap junctions

Abb. 1-5: Die EMT induziert bedeutende Veranderungen der Zellmorphologie und der Zellkontakte.
Die schematische Zeichnung verdeutlicht den Verlust der interzelluldren Verbindungen und die
Veranderung der Zellform im Laufe der EMT. (in Anlehnung an: [53])
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Es wurden verschiedene auslosende Faktoren einer EMT in unterschiedlichen
Geweben beschrieben. Voraussetzung scheint haufig eine Auflésung der
Basalmembran durch Metalloproteinasen oder andere Matrix-degradierende Enzyme
zu sein. [59,70,71] Untersuchungen zeigten, dass die lokale Expression von
Transforming growth factor beta (TGF-B), Epidermal growth factor (EGF), Insulin-like
growth factor Il (IGF IlI) oder Fibroblast growth factor-2 (FGF-2) eine EMT Uber die
Bindung an Zelloberflachenrezeptoren und anschlieRende Aktivierung spezifischer
Kinasen initieren oder unterstitzen kann. [72-74] Der TGF-B-Effekt wird dabei
typischerweise entweder Uber eine Smad-abhangige Regulation der Transkription
oder alternativ, z. B. Uber den p38-MAP-Kinase-, den RhoA- oder andere

Signalwege vermittelt. [75]

Wnt IGF-II TGFp BMP-7 EGF/FGF/HGF
i i '
J '
Fz/Dvl IGFR ALKS ALK3/6 EGFR/FGFR/c-MET

s I
. _ / GEF/NETI /J . SH2-SH3
| Ubiguination | .

Smad-dependent 4{/\ Grb2/Cpl, Domsin Proteins — Sre

: pathways e £
e as /
L S / -1 \

APC f“‘-"““““ Axin @ Rh?:Rn“ s —b—-,._ PI3K/AKL Disruption of
QGAP)
.AP()/ I 4 lh: E-Cadherin
Ii-(“tterl.lll Apoptosis Complex
m_ Raf/MAPK '“""""
(INK/p3S/E Rm
NF- u; (,m\ B
APC :p-c"aleninmun
p-cnlenin
o ur—
- «—— [ EMT Proteome
EMT Adherence Tlghi Cell Actin Integrin Reversible
Phenotypes:| Junction Junction Movement  Rearrangement  Attachment Scatter

Abb. 1-6: Die epitheliale Plastizitat kann zu klassischer EMT (Verlust der Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Verankerung, Aktin-Rearrangement, Zuwachs an Zellmobilitdt) fihren. EMT wird reguliert durch
Liganden-induzierbare Kinase-Rezeptoren auf der Zelloberflache, die wiederum GTPasen, Smads,
PI3Kinase, MAP-Kinasen, und die Verfugbarkeit von B-Catenin zur Koaktivierung von LEF im Zellkern
modulieren. Dies fihrt zu spezifischen Modifikationen der Transkription und zu spezifischen
Transkriptionsfaktoren (Snail, SIP1, Ets, und FTS-BP/CarG box binding factor). Jedes spezifische
Epithel weist nur einige dieser Signalwege auf. Fur das intestinale Epithel sind diese Wege bisher
unzureichend untersucht (in Anlehnung an: [69]).
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Allgemein werden bei der EMT nach Bindung eines Liganden an die entsprechenden
Rezeptoren zunachst Tyrosin-Kinasen, sowie spater verschiedene Signalwege, wie
zum Beispiel GTPasen der Ras-Superfamilie, Rho, Rac oder c-Src aktiviert. [53,76]
Dies fuhrt zur Aktivierung des sog. EMT-Transkriptosoms. [77] Ausdruck dieser
Vorgange ist haufig ein voribergehender Anstieg der Expression von (-Catenin und
Lymphoid enhancer factor (LEF), die dann in den Zellkern transportiert werden,
sowie eine Suppression der E-Cadherin-Expression. [69,78] Gerade letzteres ist
wahrscheinlich eines der Hauptereignisse bei der EMT, da E-Cadherin fur die
Aufrechterhaltung eines epithelialen Phanotyps aufierst wichtig zu sein scheint. [78]
Die EMT geht zudem mit der Aktivierung spezifischer Transkriptionsfaktoren einher,
zu denen unter anderem die Zinkfinger-Proteine der Snail-Superfamilie (Snail, Slug
und Scratch) zahlen. [69]

Tabelle 1-1 gibt eine Anzahl bisher identifizierter Faktoren wieder, die bei der EMT
induziert, supprimiert bzw. transloziert werden. In Abbildung 1-6 sind verschiedene

Signalwege aufgezeichnet, die bei der EMT eine Rolle spielen.

Tabelle 1-1: Proteine, die durch oder wahrend der EMT in Epithelzellen induziert oder supprimiert
werden, deren Aktivitat gesteigert wird oder die im Kern akkumulieren. Funktionelle in vitro Marker. (in
Anlehnung an [69,79])

Induziert wahrend EMT Supprimiert durch EMT Funktionelle in vitro Marker
Snail1 (Snail) E-Cadherin Verstarkte Migration
Snail2 (Slug) -Catenin Verstarkte Invasion
Scratch Desmoplakin Verstarkte Zerstreuung
SIP1 Muc-1 (Scattering)

E47 Z0-1 Widerstand gegen Anoikis
Ets Syndecan-1

FTS binding protein Zytokeratine

FSP1 Okkludin

TGF-B8

Kollagen Typ-I, Typ-lll

MMP-2, -3, -9

a-SMA Aktivitdtssteigerung Akkumulation im Kern
Fibronectin ILK B-Catenin

FGF-1, -2, -8 GSK-3B3 Smad-2/3

PAI-1 Rho NF-kB

Vimentin Snail1 (Snail)

Integrin aVp6 Snail2 (Slug)

Twist Twist
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1.4.3 EMT bei Karzinomen und Fibrose

Auf dem Gebiet der Onkogenese wird die Bedeutung der EMT und der dabei
ablaufenden Vorgange in besonderem Ausmal} deutlich. Denn zum einen gibt es
Nachweise, dass viele EMT-Regulatoren die Bildung von Tumoren und deren
Metastasierung steigern konnen. [56] Zum anderen werden EMT-Marker meist nur
an den AufRengrenzen eines Tumors, nicht jedoch in seiner Zentralregion gefunden.
[79] Zusammengenommen verdeutlichen beide Punkte, dass die EMT mit der
Tumorentwicklung in Beziehung steht und Einfluss auf die Invasivitat und
Aggressivitat eines solchen besitzt. [79]

Aktuell nimmt man an, dass Tumorzellen, die weder invasive noch metastasierende
Eigenschaften besitzen, im Zuge einer EMT Fahigkeiten erlangen, die ihnen
erlauben, sowohl umgebendes Gewebe zu infiltrieren, als auch in entfernte Organe
zu metastasieren. [79] Im Verlauf einer solchen Umbildung verlieren die Zellen ihre
epithelialen Merkmale, wahrend sie gleichzeitig mesenchymale Eigenschaften
ausbilden. Dieser Vorgang geht nicht abrupt sondern kontinuierlich vonstatten, so
dass ,metastabile” Zwischenstadien entstehen, in denen die Zellen Marker beider
Phanotypen aufweisen (siehe Abb. 1-7). [79]

STe~
o]e]e]o) ~—

Epitheliale Zellen ,Metastabiles“ Zwischenstadium Mesenchymale Zellen
Adhaerens Junctions Restliches E-Cadherin Keine Junctions
Tight Junctions Zellgruppen-Bildung Focale Adhaesionen
Desmosomen Membran-Erweiterung ECM-Ablagerungen
Apiko-basale Polaritit Polaritit? Anoikis-Resistent
Ortsstindig Bewegungen in der Fliche? Motil und Invasiv
Zytokeratine Zytokeratine und Vimentin Front-back-Polaritit
E-Cadherin Nukleiires p-Catenin Vimentin/SMA

Abb. 1-7: ,,Metastabiles” Zwischenstadium von Zellen im Verlauf der EMT

Studien konnten einen hybriden Zelltyp identifizieren, der sowohl epitheliale als auch mesenchymale
Charakterziige besitzt. Die Zellen in diesem ,metastabilen® Zwischenstadium werden hier in
Beziehung zu ihrem epithelialen und mesenchymalen Gegenstiick beschrieben. (in Anlehnung an:
[79])
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Man stellt sich die Entstehung von Metastasen nun so vor, dass die im invasiven
Aulenbezirk des Primartumors ablaufende EMT undifferenzierte, mesenchymale
Zellen hervorbringt. Diese kdnnen sich an anderen Stellen des Korpers durch MET
wieder in differenzierte Epithelzellen mit hoher Wachstumsrate umwandeln und so
Metastasen bilden (siehe Abb. 1-8). [80] Fur diese Hypothese spricht, dass
Sekundartumoren eine ahnliche Histologie wie der jeweilige Primartumor aufweisen.
[81] Der Nachweis von Stammzell-Markern in den durch EMT entstandenen Zellen
unterstreicht deren Potenz bei der Metastasierung. [79,80,82] Zudem konnten
Brabletz et al. zeigen, dass Metastasen von Kolonkarzinomen erneut E-Cadherin
exprimieren und zuvor im Kern lokalisiertes -Catenin wieder ins Zytosol transloziert

wird. Diese Beobachtung spricht fur das Vorliegen einer MET. [83]

Primartumor Metastasen

Zentralregion Invasiver AuBenbezirk Zentralregion Invasiver AuBenbezirk

—_— Dy —> 000

— DHa=° +

EMT MET EMT
Differenziert Undifferenziert Differenziert Undifferenziert
Epithelial “‘mesenchymal’ Epithelial “‘mesenchymal”
Wachstum Verbreitung Wachstum Verbreitung
Adhéasion Adhésion

Abb. 1-8: Zelleigenschaften und Stattfinden der EMT und MET im Verlauf der Metastasierung
Dynamische Veranderungen des Phanotyps der Tumorzellen durch voriibergehende EMTs und METs
fuhren zu einem permanenten Wechsel zwischen Tumorwachstum und Verbreitung von Tumorzellen.
In der Zentralregion von Primartumor und Metastasen zeigen sich jeweils differenzierte, epitheliale
Zellen, die an der invasiven Front ihre Polaritat verlieren und einen ,mesenchymalen Phanotyp
annehmen. (in Anlehnung an: [80])
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Fibrosierende Organveranderungen bilden eine weitere Gruppe von Erkrankungen,
bei denen die Rolle der EMT immer deutlicher in den Vordergrund ruckt. Ein
Uberschuss an Kollagen und anderen Matrixkomponenten, sowie eine Akkumulation
von Fibroblasten fuhren an Orten chronischer Entzindung zu Narbenbildung und
fortschreitender Gewebezerstérung. [84]

Die bei diesen Vorgangen beteiligten Fibroblasten stammen zu einem grofen Teil
aus dem Knochenmark. Jedoch hat sich gezeigt, dass sie auch durch EMT
entstehen kdnnen. Bei der Nierenfibrose z. B. machen letztere Uber ein Drittel aus.
[60,69,85] Untersuchungen ergaben, dass verletzte Epithelien in diesem Organ
entweder im Tubulus zugrunde gehen oder sich in Fibroblasten umwandeln konnen.
[84]

Weitere Experimente, welche die Bedeutung der EMT bei fibrosierenden
Erkrankungen verdeutlichen, wurden mit BMP7 durchgefuhrt. BMP7 besitzt
antagonistische Wirkung in Bezug auf TGF-3, welches einen bedeutenden Induktor
der EMT darstellt. [86,87] Es wurde berichtet, dass BMP7, neben seinem
migrationshemmenden Effekt auf Fibroblasten, fibrosierende Erkrankungen in vitro

und in vivo verhindern kann. [86,88]
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1.5 Hypothese, Arbeitsziele

Wahrend am Ursprung von Fisteln darmlumenwarts ein typisches Zylinderepithel
aufzufinden ist, werden Fisteln bei Morbus Crohn-Patienten zumeist von
mesenchymal imponierenden Zellen ausgekleidet, die aber in der Lage sind, eine Art
Basalmembran zu bilden (siehe Kapitel 1.3.4). Bisher wurde vielfach angenommen,
dass es sich hier um Fibroblasten handelt, die in den Bereich einer Ulzeration mit
dem Ziel der Wundheilung einwandern, um einen Defekt zu verschliellen und bei
Storungen der epithelialen Wundheilung eine Art ,Ersatzepithel”, das seinen
Ursprung in der Lamina propria oder in der Muscularis mucosae hat, bilden. Diese

Hypothese ist jedoch bisher praktisch nicht belegt.

In dieser Arbeit sollte nun eine andere Hypothese uUberprift werden: Da
Ubergangszonen von Zylinderepithel zu mesenchymal imponierenden Zellen ohne
klaren Bruch oder ohne eine klare Grenze zwischen den Zelltypen zu finden sind,
besteht die Annahme, dass die Iluminale Fistelauskleidung durch epithelial-
mesenchymale Transformation entsteht und dass dieser Prozess auch eine zentrale
Rolle bei der Fistelentstehung spielt, da er den Epithelzellen durch eine
.pseudomaligne“ Mobilitdt die Fahigkeit verleiht, in tiefere Schichten der Darmwand
vorzudringen. Um diese Hypothese zu untersuchen, sollte folgender Arbeitsplan

ausgefihrt werden:

1. Mit Hilfe von Immunhistochemien sollten an Fisteln von Morbus Crohn-Patienten
die Zellen dieser Ubergangszone charakterisiert werden. Dazu sollte die
Expression bestimmter Intermediarfilamente detektiert werden, die entweder nur
in Epithelzellen (Zytokeratin 8 und Zytokeratin 20) oder nur in Mesenchymzellen

(Vimentin) vorkommen.

2. In einem nachsten Schritt sollte bei den Fisteln immunhistochemisch die
Expression von Proteinen untersucht werden, die im Verlauf einer epithelial-
mesenchymalen Transformation entweder supprimiert (E-Cadherin, B-Catenin)
oder induziert (Integrin 6, TGF-B1, TGF-32) werden.
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3. Um Myofibroblasten aus den Fistelgangen noch genauer untersuchen zu kénnen,
sollten sie isoliert und in Kultur gebracht werden. Zum Vergleich sollte dies
ebenfalls mit Myofibroblasten aus Stenosen von Morbus Crohn-Patienten und mit
Myofibroblasten aus rein entzundlich veranderten Darmabschnitten von Morbus
Crohn-Patienten geschehen. Die Zellen sollten dann lysiert werden und durch
Western-Blot-Analysen ein Nachweis von EMT-assoziierten Proteinen in diesen
Fibroblastenzelllysaten erfolgen. Untersucht werden sollten folgende Proteine:
a-SMA, Vimentin, TGF-B1, TGF-p2, E-Cadherin und Zytokeratin 8

4. Um das Ergebnis des Zytokeratin 8-Western Blots noch weiter zu verifizieren,
sollte noch eine Immunozytochemie durchgefuhrt werden: Mit Hilfe von
spezifischen Antikorpern sollte dieses Protein in einer Kultur von Myofibroblasten

aus dem Fistellumen eines Morbus Crohn-Patienten angefarbt werden.
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2 MATERIALIEN UND GERATE

2.1 Chemikalien und Reagenziensatze (Kits)

2.1.1 Immunhistochemie

AK-Verdunnungsmedium
Amplifikationskit
Antigen-Retrieval Solution
APK Wash 10x Solution
Detektionskit View™ DAB
Ethanol

Glycergel

Hamatoxylin Gegenfarbung
Liquid Coverslip™ (low)
NaOH

Natriumcitrat

Protease |

Tris

Xylol

Zitronensauremonohydrat

Antikorper: siehe Methodenteil

2.1.2 Zellkultur

Amphotericin
Ciprobay® 200
Deoxyribonuclease
DMEM, 4,5 g/l Glucose

DMSO
EDTA
FCS

Ventana Medical Systems, Tucson/USA
Ventana Medical Systems, Tucson/USA
R&D Systems, Wiesbaden

Ventana Medical Systems, Tucson/USA
Ventana Medical Systems, Tucson/USA
Merck, Darmstadt

Dako Diagnostika GmbH, Hamburg
Ventana Medical Systems, Tucson/USA
Ventana Medical Systems, Tucson/USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Ventana Medical Systems, Tucson/USA
Merck, Darmstadt

Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn

Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Bayer, Leverkusen

Roche Diagnostigs GmbH, Mannheim
PAA Laboratories GmbH,
Linz/Osterreich

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

PAN Biotech, Aidenbach
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Gentamycin

HBSS

Hyaluronidase

Kollagenase

MEM-Vitamine
Natriumpyruvat
Nichtessentielle Aminosauren
PBS mit Ca®* und Mg?*

PBS ohne Ca?* und Mg®*

Penicillin/Streptomycin-Mischung

Trypsin ohne EDTA

2.1.3 Western Blotting

Acrylamid-Mix

APS

BCA-LGsung

Bromphenolblau

BSA

Butanol

Complete Mini Tabletten

Kupfer (IlI) Sulfat Pentahydrat,

4% Ldsung

Desoxycholsaure

ECL-Plus™ Western Blotting Detection Kit
EDTA

Glycerin

Magermilchpulver

Natriumchlorid

Precision Plus Protein™ (Marker)
Rainbow-Marker

Re-Blot Plus Western Blot Recycling Kit
SDS

Biochrom, Berlin

Invitrogen Coporation, Carlsbad/USA
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Invitrogen Coporation, Carlsbad/USA
Invitrogen Coporation, Carlsbad/USA
PAA Laboratories GmbH,
Linz/Osterreich

Biochrom, Berlin

Protogel, Hull/GB

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt

Boehringer, Mannheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Boehringer, Mannheim

Amersham, Buckinghamshire/GB
Merck, Darmstadt

Biorad, Minchen

Glucksklee, Frankfurt a. M.

Merck, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories, Hercules/USA

Amersham, Buckinghamshire/GB

Chemicon International, Temecula/USA

Fluka, Neu-Ulm
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TEMED

Tris
Tris-HCI
Triton-X 100
Tween 20

B-Mercaptoethanol

Primarantikorper: sieche Methodenteil

Sekundérantikdrper:
Kaninchen anti-Maus IgG-HRP

Positivkontrollen:

E-Cadherin: Primarzellkultur (PE 447 Q)
TGF-B1: Human TGF-p1

TGF-B2: Recombinant Human TGF-32

2.1.4 Immunozytochemie

Aceton

Eindeckelmedium (wasserloslich)
FCS

Natriumchlorid

PBS ohne Ca?* und Mg®*
Salzsaure

Tris

Universal DAKO-APAAP-Kit

Primarantikorper: sieche Methodenteil

Isotypkontrolle: siehe Methodenteil

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Primare humane Kolonepithelzellen
R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden

Merck, Darmstadt

Dako Diagnostika GmbH, Hamburg
PAN Biotech, Aidenbach

Merck, Darmstadt

Invitrogen Coporation, Carlsbad/USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Dako Diagnostika GmbH, Hamburg
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2.2 Sonstige Verbrauchsmaterialien

96-Well-Mikrotiterplatten
Absaugpipetten

Cell-Scraper

Chamber-slides, 2 well
Deckglaser 24 x 60 mm
Einmal-Pipetten, steril
Einmal-Skalpell

Fettstift

Gel (1,0mm)-Kassette
Gel-Kéamme, 10 well

Hyperfilm ECL™

Kanulen

Kapillarspritzen
Milliporeeinsatze
Nitrozellulosemembran
Pasteurpipetten

Petrischalen

Pinzetten

Pipettenspitzen
Reaktionsgefalle (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml)
Reaktionsgefale (15 ml, 50 ml)
Super-Frost® Plus (Objekttrager)
Whatman-Filterpapier
Zellkulturflaschen 25 cm?

Zellkulturflaschen 75 cm?

Greiner Labortechnik, Solingen
VWR, Darmstadt

Corning Incorporated, Corning/USA
Brand, Wertheim

Laborcenter, Nurnberg

Corning Incorporated, Corning/USA
pfm, Koln

Dako Diagnostika GmbH, Hamburg
Novex, San Diego/USA

Novex, San Diego/USA

Amersham Life Science, Braunschweig
Becton-Dickinson, San Jose/USA
Biozym, Hessisch Oldendorf
Millipore Corporation, Bedford/USA
Novex, San Diego/USA

Brand, Wertheim

Falcon, Heidelberg

Labor Schubert & Weil}, Iphofen
Sarstedt, Nimbrecht

Eppendorf, Hamburg

Falcon, Heidelberg

Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig
Whatman, Maidstone/GB

Falcon, Heidelberg

Corning Incorporated, Corning/USA
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2.3 Laborausstattung, Gerate

Analysewaage, sartorius analytic A120S Sartorius, Gottingen

Autoclav sanoclav Wolf, Geislingen
Brutschranke Heraeus, Hanau

Curix 60 (Entwicklermaschine) AGFA, Leverkusen

Digitale Bildverarbeitungsanlage Visitron Systems, Minchen
Durchlichtmikroskop Leica, Wetzlar

Eismaschine Ziegra, Isernhagen
Electrophoresis Power Supply Amersham, Buckinghamshire/GB
ELISA-Reader MWG Biotech, Denkendorf
Filmkassette Olympus, Stuttgart
Laborwaage Sartorius, Gottingen

Lamin Air Sterilbank Heraeus, Hanau

Liquitherm FV, Heizbad Labora Mannheim, Mannheim
Magnetrihrer Heidolph, Kehlheim
Mikroskop Olympus, Stuttgart

Mikrotom Mikrom GmbH, Walldorf
Mikrowelle Panasonic, Hamburg
Millipore Wasserfiltrationsanlage Millipore, Eschhorn

NexES®, Immunhistochemie-Farbeautomat Ventana Medical Systems, Tucson/USA

ph-Meter Beckmann, Munchen

Pipetboy acu Tecnomara, Ruhberg

Pipetten Eppendorf, Hamburg

Schuttelapparat peqlab, Erlangen

Thermomixer Eppendorf, Hamburg

Trockenschrank Heraeus, Hanau

Vortex-Mixer Heidolph, Kehlheim

XCell [I™ Mini-Cell Modul Novex Elektrophoresis GmbH, Frankfurt
Zentrifuge, Biofuge 15R Heraeus, Hanau

Zentrifuge, Biofuge fresco Heraeus, Hanau

Zentrifuge, Megafuge 1,0R Heraeus, Hanau
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2.4 Nahrmedien, Puffer, Gele und Losungen

2.4.1 Nahrmedien

Zellkulturmedium fiir priméare Fibroblasten

500 ml  Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose 4,5 g/
50 ml  Fotales Kalberserum (FCS)

5,0 ml MEM-Vitamine, 100x

5,0 ml  Nichtessentielle Aminosauren (NEA), 100x

5,0 ml  Penicillin/Streptomycin, 10 mg/ml

2,0ml  Ciprofloxacin, 2 mg/mi

500 yI  Gentamycin, 50 mg/ml

500 pI Amphotericin B, 1 mg/ml

2.4.2 Allgemeine Puffer

Citratpuffer pH 6.0

2,1g Zitronensauremonohydrat 0,1 M
ad 1,01 Aqua bidest.
Einstellen des pH-Wertes mit NaOH auf 6,0

Citratpuffer pH 7,3
Lésung A

2,1g Zitronensdauremonohydrat 0,1 M
ad 100 ml  Aqua bidest.

Lésung B

29,41 g Natriumcitrat
ad 1,01 Aqua bidest.

Citratpuffer pH 7,3

1,0ml  Lésung A
49 ml  Loésung B
ad 0,51 Aqua bidest., pH Uberprufen

TBS-Puffer (1x)

20ml  Tris0,5M, pH 8
20ml  NaCl5M
ad 1,01 Aqua bidest.
Einstellen des pH-Wertes mit 1 M HCl auf 7,6
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2.4.3 Protein-Isolierung

RIPA-Puffer (2x)

50ml Tris1M
3,0ml NaCl5M
1,0 g Desoxicholsaure
1,0 ml  Triton X100
500 yI  SDS (10%)
ad 50 ml  Aqua bidest.

RIPA-Lysepuffer

1,0 ml  Ripa-Puffer 2x
1,0 ml Aqua bidest.
300 yl  Proteaseinhibitor (1 Tablette Complete Mini in 1,5 ml Aqua bidest.)

2.4.4 Western-Blotting

Tris-Trenngelpuffer

90,8g Tris1,5M, pH 8,8
ad 500 ml  Aqua bidest.

Tris-Sammelgelpuffer

30g Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8
ad 500 ml  Aqua bidest.
Einstellen des pH-Wertes mit 1 M HCI auf 6,8

SDS (10%)

10 g Natriumdodecylsulfat
ad 100 ml  Aqua bidest.

Ammoniumpersulfat (10%)

100 mg Ammoniumpersulfat
ad 1,0 ml  Aqua bidest.

Laemmli-Probenpuffer (2x)

25ml  Tris 0,5 M, pH 6,8
20 ml  Glycerin
40ml  SDS (10%)
(2,0 ml  B-Mercaptoethanol, wenn erwlnscht)
2mg Bromphenolblau
ad 100 ml  Aqua bidest.




2. MATERIAL

25

SDS-Polyacrylamid-Trenngele (6% — 15%)

6% 10% 12% 15%
5,3 ml 4,0 ml 3,3ml 2,3 ml
2,0ml 3,3ml 4,0 ml 5,0 ml
2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml
100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
8,0 pl 4,0 ul 4,0 ul 4,0 pl
SDS-Polyacrylamid-Sammelgel
3,4ml Aqua bidest.
830 ul  Acrylamid-Mix (30%)
630yl Tris1 M, pH 6,8
50 ul  SDS (10%)
50 yl  Ammoniumpersulfat (10%)
50ul TEMED
Tris-Glycin-Laufpuffer (10x)
29g Tris Base
144 g Glycerin
10g SDS

ad 1,01 Aqua bidest.

Transfer-Puffer (10x)

60g Tris Base

290 g

Glycerin

ad 1,61 Aqua bidest.

Wasch-Puffer

(TBST)

40ml Tris0,5M, pH 6,8
40ml NaCl5M
2,0ml  Tween

ad 2,01 Aqua bidest.

Aqua bidest.
Acrylamid-Mix (30%)

Tris 1,5 M, pH 8,8

SDS (10%)
Ammoniumpersulfat (10%)
TEMED
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3 METHODEN

3.1 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ermdglicht den Nachweis und die Lokalisation bestimmter
zellularer Oberflachenmarker oder intrazellularer Proteine in Geweben und Zellen mit
Hilfe von spezifischen Antikdrpern. Allen immunhistochemischen Methoden liegt die
Fahigkeit immunreaktiver Antikorper zugrunde, zugehorige Antigene zu erkennen
und daran mit einer hohen Affinitat zu binden. Die Antigen-Antikérper-Bindung kann
hierbei durch verschiedene direkte oder indirekte Markierungsverfahren sichtbar

gemacht werden.

%
1 !

A A A

SCHRITT 1  SCHRITT 2 SCHRITT 3

Abb. 3-1: Die drei Schritte der LSAB®-Methode bestehen aus Priméarantikérper (Schritt 1),
biotinyliertem Brickenantikérper (Schritt 2) und Enzym-markiertem Streptavidin (Schritt 3) (in
Anlehnung an: Boenisch T.(Hrsg.), ,Handbuch: Immunchemische Farbemethoden*, 2003, S. 39)

Far die immunhistochemische Untersuchung der Fistelschnitte (Tabelle 3-1 und 3-2)
wurde die LSAB® (Labelled StreptAvidin-Biotin)-Methode (Abb. 3-1) ausgewahlt, die
im Vergleich zur herkémmlichen ABC (Avidin-Biotin Complex)-Methode eine vier- bis
achtmal hohere Sensitivitat aufweist. [89] Bei beiden Verfahren bindet ein
biotinylierter Sekundarantikdrper an den Antigen-spezifischen Primarantikorper. Der
entscheidende Unterschied liegt im dritten Schritt, in dem bei der LSAB®-Methode
statt einem Avidin-Biotin-Enzymkomplex enzymmarkiertes Streptavidin eingesetzt

wird. Beide Wege schliel3en mit einer Substrat-Chromogenlésung ab.
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Tabelle 3-1: Aufzdhlung und Charakterisierung der in den Versuchen verwendeten Darm-Fisteln

Nummer Alter Geschlecht Diagnose Entnahmestelle
02/10430-A8 46 weiblich M. Crohn Dinndarm
02/18818-18 67 weiblich M. Crohn Dinndarm
02/23964-8 17 mannlich M. Crohn Linkes Kolon
03/11115-8 24 mannlich M. Crohn Terminales lleum
03/14644-15 37 mannlich M. Crohn Terminales lleum
03/15381-3 23 weiblich M. Crohn Coecum
03/17290-3 20 mannlich M. Crohn Sigma
03/17290-4 20 mannlich M. Crohn Sigma
03/2364-4 48 weiblich M. Crohn Kolon

03/984-A9 42 weiblich M. Crohn lleum
04/14031-9 24 mannlich M. Crohn Dinndarm
04/14073-11 40 mannlich M. Crohn lleum
04/26491-12 37 weiblich M. Crohn Rektum
04/3897-A9 27 weiblich M. Crohn lleum

Tabelle 3-2: Aufzahlung und Charakterisierung der in den Versuchen verwendeten Fisteln mit
Plattenepithelanteilen

Nummer Alter Geschlecht Diagnose Entnahmestelle
03/14054-1 71 mannlich M. Crohn Analfistel
04/10771-13 39 weiblich M. Crohn Anorektaler Ubergang
04/27409-1 24 weiblich M. Crohn Analfistel

3.1.1 Paraffinschnitte

Fir den immunhistochemischen Nachweis der gewebespezifischen Antigene wurden
Praparate mit 2 bis 4 um Schichtdicke am Mikrotom geschnitten und auf Super-Frost
Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte wurden anschlieend flr 30 Minuten bei 72°C
im Trockenschrank inkubiert, dann in absteigender Reihenfolge von Xylol, 100%,

95%, 80% bis zu 70% Ethanol entparaffiniert und gut mit Aqua dest. gesplilt.
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3.1.2 Demaskierung

Zur Demaskierung der Schnitte, also der ,Verbesserung® der Immunreaktivitat der
formalinfixierten Gewebeantigene, wurde je nach zu detektierendem Antigen eine

geeignete Vorbehandlung durchgefuhrt (Tabelle 3-3):

e Entweder wurden die Objekttrager in mit Puffer gefillten Plastik-Klvetten in
der Mikrowelle bei 250 Watt gekocht, danach abgekuhlt und gut mit Aqua
dest. gespult, oder

e die Objekttrager wurden in mit Puffer geflllten Plastik-Kivetten im Wasserbad
inkubiert und anschlieend gut mit Aqua dest. gespuilt, oder

e die Objekttrager wurden fir 8 Minuten mit Protease inkubiert.

Nach der Demaskierung wurden die Schnitte mit Tris-Puffer gewaschen.

Tabelle 3-3: Verwendete Antikorper, Verdinnungen und Demaskierungsmethoden der jeweiligen
Immunhistochemien

Antikorper (Firma, Bestellnummer),
Host (Klon), eingesetzte Verdiinnung

Demaskierungsmethode,
verwendeter Demaskierungspuffer

40 min. bei 90°C im Wasserbad,
Citratpuffer pH 6,0

B-Catenin (St. Cruz, SC-7963)
Maus (E-5), monoklonal, 1:50

E-Cadherin (St. Cruz, SC-8426)
Maus (G-10), monoklonal, 1:75

32 min. kochen in der Mikrowelle,
Citratpuffer pH 6,0

TGF-B1 (Acris, DM1047)
Maus (TB21), monoklonal 1:200

30 min. kochen in der Mikrowelle,
Citratpuffer pH 7,3

TGF-B2 (St. Cruz, SC-90) 32 min. kochen in der Mikrowelle,

Kaninchen (V), polyklonal, 1:30

Antigen-Retrieval-Solution der Fa. R&D

Zytokeratin 8 (Dako, M0631)
Maus (358H11), monoklonal, 1:50

24 min. kochen in der Mikrowelle,
Citratpuffer pH 7,3

Zytokeratin 20 (Progen, 61026)
Maus (ITKS20.8), monoklonal 1:10

24 min. kochen in der Mikrowelle,
Citratpuffer pH 7,3

Vimentin (Ventana, 760-2512)
Maus (3B4), monoklonal, 1:50

8 min. Inkubation mit Protease
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3.1.3 Farbeablauf nach iView-Protokoll

Die Farbungen nach der LSAB®-Methode wurden unter Benutzung des
automatisierten Immunhistochemie-Systems NexES® der Firma Ventana mit deren
NView™ DAB Paraffin-Detektionskit durchgefuhrt. Zwischen jedem Schritt wurden die
Schnitte mit 41,0°C warmem Tris-Puffer gewaschen und anschlieend mit Ol (Liquid
Coverslip™) beschichtet, um ein Austrocknen zu verhindern. Die Vorgange wurden,

soweit nicht anders erwahnt, bei einer Temperatur von 37,0°C durchgeflhrt.

Als erstes wurde fur vier Minuten View-Inhibitor, eine dreiprozentige Wasserstoff-
Peroxid-Losung, aufgetragen, um evtl. vohandene, endogene Peroxidasen zu
neutralisieren. Anschlielend wurden die Schnitte fir 32 Minuten mit jeweils 100 pl
des in AK-Verdunnungsmedium verdinnten Primarantikdrpers inkubiert. Als
Negativkontrolle dienten Schnitte ohne diesen. Im nachsten Schritt folgte der in
Phosphatpuffer geldste, gegen den Primarantikdrper gerichtete, biotinmarkierte
Sekundarantikérper (affinity purified goat-anti-mouse IgG und IgM bzw. goat-anti-
rabbit IgG), der fur acht Minuten dort belassen wurde. Fur die gleiche Zeitdauer
konnte dann das View-SA-HRP-Reagens einwirken, welches mit
Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiertes Streptavidin beinhaltet. Zur Farbbildung
wurde anschliefend eine Peroxidase-Substratiosung aus Niew-DAB (3-3'-
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid) und NView-H30, (0,04% - 0,08%
Wasserstoffperoxid) benutzt, welche die Schnitte fur acht Minuten bedeckte.
Zusammen mit dem Niew-Copper-Reagens, einer Kupfersulfatldosung, die fur vier
Minuten zur Farbverstarkung aufgetragenen wurde, ergab sich so eine
dunkelbraune, lichtmikroskopisch sichtbare Farbung. Um die mikroskopische
Beurteilung zu erleichtern, wurden die Gewebeschnitte fir vier Minuten mit
Hamatoxylinldosung gegengefarbt, welche die Zellkerne blau markierte. Zur
Entfernung des Beschichtungsols von den Objekttragern, wurden diese dann in eine
Klvette mit spulmittelhaltigem Wasser gesteckt und anschlieend 10 - 15 Minuten in
normalem Leitungswasser gewassert. Letztendlich sind die Schnitte wieder Gber eine
Alkoholreihe, diesmal in aufsteigender Reihenfolge, bis zum Xylol gefiihrt worden um

dann mit Glyceringelatine und einem Deckglas versiegelt zu werden.
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3.1.4 Auswertung, statistische Analyse

Die immunhistochemisch gefarbten Fistelschnitte wurden lichtmikroskopisch
beurteilt. Um eine systematische Auswertung durchfuhren zu kénnen, wurde die
Starke der Farbung jeweils der Kategorie ,nicht vorhanden® (= 1), ,schwach
vorhanden“ (= 2) oder ,stark vorhanden“ (= 3) zugeordnet. Diese nun auf
Ordinalskala-Niveau vorliegenden Daten wurden dann grafisch in Diagramme
aufgetragen (Microsoft® Exel) und mit Hilfe inres Medians verglichen. Unterschiede
wurden mittels eines Mann-Whitney-U-Tests auf ihre Signifikanz hin untersucht

(verwendete Software: SigmaStat®, Access Softek Inc., San. Rafael/USA).

3.2 Zellkultur

3.2.1 Isolation und Kultur von primaren humanen intestinalen Fibroblasten

Alle Versuche in dieser Arbeit wurden mit primaren intestinalen Myofibroblasten-
Kulturen von Morbus Crohn-Patienten durchgeflihrt (Abb. 3-2). Daflr wurden
Myofibroblasten aus stenosierten Darmarealen, Myofibroblasten aus Fisteln und
Myofibroblasten aus rein entzindlich veranderten Abschnitten des Darms isoliert.
Alle verwendeten Kulturen sind in Tabelle 3-4 aufgelistet. Die Isolation der

intestinalen Myofibroblasten erfolgte tiber einen Kollagenaseverdau:

Sechs Darmstucke (je ca. 1 mm? grof3) wurden in 10 ml Hank's Balanced Salt
Solution (HBSS) mit 40 ul 0,5 M EDTA (Ethylendiamin—Tetraacetat) flir 20 min bei
37°C geschiittelt. Die Epithelzellen wurden in diesem Schritt abgeldst. Der Uberstand
mit den Epithelzellen wurde verworfen. Zum weiteren enzymatischen Aufschluss
wurden je drei Darmstlicke mit 250 pul Kollagenase | (4 mg/ml), 30 ul
Desoxyribonuklease (10 mg/ml) und 20 ul Hyaluronidase (100 mg/ml) mit 700 ul PBS
mit Ca* und Mg®* 30 min bei 37°C stark geschiittelt. Der Uberstand wurde verworfen
und der Kollagenaseverdau durch die Zugabe von FCS-haltigem Medium
abgestoppt. Die Zellen wurden durch wiederholte Zentrifugation (Biofuge pico, 5 min
mit 3500 rpm bei Raumtemperatur) und Resuspension weiter vereinzelt, zweimal mit
Fibroblasten—Medium gewaschen und in eine sterile 25 cm? Zellkulturflasche

uberfuhrt. Die Kulturen wurden Uber Nacht in einer Atmosphare von 37°C, 10% CO,



3. METHODEN

31

und 95% relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Wahrend dieser Zeit adharierten die

Fibroblasten.

Abb. 3-2: Humane primare intestinale Morbus Crohn-Myofibroblasten (800fach vergrof3ert)

Tabelle 3-4: Aufzdhlung und Charakterisierung der in den Versuchen verwendeten intestinalen

Myofibroblasten

Nummer
62
63
67
68
72
124
141
149
152
153
204

Alter
28
28
32
32
26
36
50
40
46
44
17

Geschlecht
mannlich
mannlich
weiblich
weiblich
weiblich
weiblich
weiblich
mannlich
weiblich
weiblich
weiblich

Diagnose

Morbus Crohn
Morbus Crohn
Morbus Crohn
Morbus Crohn
Morbus Crohn
Morbus Crohn
Morbus Crohn
Morbus Crohn
Morbus Crohn
Morbus Crohn
Morbus Crohn

Entnahmestelle
Kolon ascendens
Sigma
Terminales lleum
Kolon transversum
Rectum

Coecum
Terminales lleum
Kolon ascendens
Rectum

Rectum

Sigma

Verdanderung
Stenose
Entziindung
Stenose
Entziindung
Fistel
Entziindung
Fistel

Fistel

Fistel

Fistel
Stenose
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3.2.2 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren der Zellen wurde ein spezielles Medium, bestehend aus DMEM mit
20% FCS und 10% DMSO verwendet. Die Zellen wurden abtrypsiniert, zentrifugiert
und in diesem Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in spezielle
Einfrierrdhrchen gefullt und Uber Nacht bei -80°C in einem Einfrierbehalter
eingefroren, der ein Abkuhlen der Zellen um 1°C pro Minute gewahrleistet. Zur

Langzeitlagerung wurden die Zellen in einen Flussigstickstofftank Gberfuhrt.

3.2.3 Auftauen von Zellen

Das Auftauen der Zellen erfolgte durch kurzzeitige Warmebehandlung des
Einfrierrohrchens (37°C, 2 min). AnschlieRend wurden die Zellen sofort in
vorgewarmtes Zellkulturmedium dberfihrt und einmal abzentrifugiert, um das bei
Raumtemperatur als Zellgift wirkende DMSO zu entfernen. Die Zellen wurden in
frischem, 37°C warmem Zellkulturmedium aufgenommen und in Kulturflaschen
uberfuhrt.

3.2.4 Kultur von intestinalen Fibroblasten

Die Fibroblasten aus den Darmbiopsien wurden in 75 cm?-Zellkulturflaschen mit
Fibroblastenmedium bei 37°C, 10% CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert.
Sobald die Zellen dicht genug gewachsen waren, wurde zur Teilung das Medium
abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Es folgte eine 10-mindtige
Inkubation mit 0,5 ml Trypsin bei 37°C. AnschlieRend wurden die Zellen mit 2,5 ml
Medium vom Boden abgespult, in ein 15 ml Tube uUberfihrt und 5 Minuten bei 1200
U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in Medium
resuspendiert, auf neue Zellkulturflaschen im Verhaltnis 1:3 bis 1:5 aufgeteilt und
erneut im Brutschrank bebritet. Sollte es der letzte Teilungsschritt vor der
Proteinisolation sein, so wurden die Zellen statt auf neue Zellkulturflaschen auf
Petrischalen verteilt. FUr die Western-Blots und Immunozytochemien wurden Zellen

der Generationen 3 — 8 verwendet.
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3.3 Western Blotting

Mit Hilfe des sogenannten Western Blotting ist es mdglich, Proteine aufzutrennen
und anschlieBend zu identifizieren. Die Proteine werden dazu zuerst in einer SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach ihrer MolekulgroRe aufgetrennt.
Dabei formen sie einen Komplex mit SDS (Natriumdodecylsulfat), welches an die
hydrophoben Bereiche des Proteins bindet und auf diesem Weg dessen eigentliche
Ladung durch negative Ladungen maskiert und es durch Zerstdérung der nicht-
kovalenten Wechselwirkungen entfaltet. Desweiteren werden intramolekulare
Schwefelbrickenbindungen durch Zugabe von B-Mercaptoethanol gelost und somit
zugleich Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur der Proteine zerstért. Die
Aminosaureketten liegen anschlieRend gestreckt und mit SDS beladen vor. Das
Polyacrylamid des Gels ist netzartig miteinander verbunden, wobei Maschen des
Gels wie ein Sieb wirken, durch das die Proteine hindurchgleiten kdnnen. Dabei
wandern groRe Proteine langsamer als kleine. Nach der elektrophoretischen
Auftrennung werden die Proteine auf eine immoblilisierende Nitrozellulosemembran
geblottet, mit spezifischen Antikorpern markiert und mittels Chemilumineszenz
sichtbar gemacht (Abb. 3-3).

L/- hv
Q‘ o =428 nm
Y
T4
© LHO+N
o
N o

Chemilumineszenz Reaktion

Sekundarer Antikérper
mit gekoppetem HRP

Abb. 3-3: Schema der Immundetektion: Der primare Antikorper bindet an sein Antigen, welches auf
einer Membran fixiert ist. An diesen wiederum bindet der sekundare Antikorper, der z. B. mit dem
Enzym HRP gekoppelt ist. Dieses HRP katalysiert die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte
Form, dessen Chemilumineszenz detektiert werden kann. (in Anlehnung an: Wikipedia, ,Western
Blot®, 2006)
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3.3.1 Zytosolpraparation

Die adharenten Zellen in den Petrischalen wurden zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen, um Reste des im Medium enthaltenen FCS zu entfernen und
anschlielend in 400 - 500 pl RIPA-Lysepuffer resuspendiert. Nach 10 min Inkubation
auf Eis erfolgte eine zusatzliche mechanische Lyse der Zellen durch Abschaben vom
Boden der Kulturflasche mit einem sogenannten cell-scraper. Das erhaltene
gesamtzytosolische Lysat wurde fur 5 min bei 14.000 U/min bei 4°C zentrifugiert und
der die zytosolischen Proteine enthaltende, klare Uberstand in ein neues,

vorgekuhltes Eppendorf-Reaktionsgefal} Gberfihrt.

3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen in den Proben wurde ein BCA
(bicinchoninic acid)-Test verwendet. Bei diesem wird in wassriger alkalischer Losung
Cu®** zu Cu' reduziert, welches mit zwei BCA-Molekiilen einen farbigen Komplex
bildet. Mit einem ELISA-Reader kann dann die Absorption bei 540 nm gemessen

werden.

Es wurden je 10 ul der Fibroblastenzell-Lysate in eine 96-Well-Platte in
Doppelbestimmung aufgetragen. Zum Vergleich wurden BCA-Proteinstandards
bekannter Konzentrationen mitpipettiert. Anschlief3end wurde das
Entwicklungsreagenz, bestehend aus 50 Teilen BSA-Lésung und einem Anteil
Kupfer-lI-Sulfat-Lésung zugegeben, leicht geschuttelt und fur 30 min bei 37°C und
10% CO; inkubiert. Mit Hilfe der Standardkonzentrationen konnte eine Eichgerade
erstellt werden, aus welcher der Proteingehalt der jeweiligen Lysate abgelesen

wurde.

3.3.3 Vorbereitung der Proben

30 - 50 pg isoliertes Gesamtprotein wurden bei Verwendung von 2x Laemmli-
Probenpuffer (je 20 pl) mit H,O auf ein Volumen von maximal 20 ul eingestellt, bei
Verwendung von 6x Laemmli-Probenpuffer (je 6,7 ul) auf ein Volumen von 33,3 pl.

Die aquivalenten Proteinmengen wurden anschliel3end bei 95°C fur 5 min denaturiert
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und nach Kkurzer Zentrifugation in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

eingesetzt.

3.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fir die Auftrennung der denaturierten Proteine mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese wurde das XCell II™ Mini-Cell Modul (Novex-Kammer) der Firma
Invitrogen BV/Novex verwendet. Hierfur wurden Einmal-Gelkassetten benutzt, in die
ein fur den Auftrennungsbereich geeignetes SDS-Polyacrylamid-Gel (6% - 15%) mit
einem pH-Wert von 8,8 gegossen wurde. Das Trenngel wurde mit einem 5%igen
Sammelgel mit einem pH-Wert von 6,8 Uberschichtet und der Probenkamm
luftblasenfrei eingesetzt. Nach der Polymerisation wurde der Probenkamm vorsichtig
entfernt und die restliche Sammelgel-Losung mit Aqua bidest. abgesplilt. Die fertigen
Gele wurden in die Novex-Kammer eingesetzt und diese anschlieRend mit Laufpuffer
(1x) befullt.

In die Geltaschen gefullte Proben liel¥ man bei 120 V (17,5 mA pro Gel) durch das
Sammelgel und anschliellend das Trenngel wandern. Die Laufzeit betrug ca. zwei
Stunden, bis die Laufmittelfront das untere Ende des Gels erreicht hat. Ein
sogenannter ,Marker‘ wurde stets als GroRenstandard fur die zu detektierenden

Proteine im SDS-Polyacrylamid-Gel mitgefahren.

3.3.5 Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran (Blotten)

Der Proteintransfer von den SDS-Polyacrylamidgelen auf Nitrozellulosemembranen
erfolgte ebenfalls mit dem XCell 1I™ Mini-Cell Blot-Modul mittels Tank-Blotting-
Technik. Hierfur wurde eine Sandwich-Anordnung aus Schwammen, Whatman-
Filterpapieren, dem Polyacrylamid-Gel und der Nitrozellulosemembran (Porengrolle
0,45 um) hergestellt. Das Polyacrylamid-Gel wurde nach dem Aufbrechen aus der
Einmal-Gelkassette entnommen, mit einem Skalpell das Sammelgel abgeschnitten
und auf die Grolle des Whatman-Filterpapiers zurechtgeschnitten. Auf die
Kathodenseite des Blot-Moduls wurden zwei mit Transferpuffer getrankte
Schwamme gelegt. Darauf folgte eine Anordnung aus einer Lage Whatman-

Filterpapier, dem Polyacrylamid-Gel, der Membran, einer weiteren Lage Whatman-
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Filterpapier und zwei weiteren in Transferpuffer getrankten Schwammen (Abb. 3-4).
Beim Aufbau wurde darauf geachtet, dass sich zwischen den einzelnen Schichten
keine Luftblasen befanden, da sonst nur ein unvollstandiger Transfer zu beobachten
gewesen ware. Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte bei 300 V und
220 mA fur die Dauer von 1,5 Stunden.

Kathodenseite

| .
Schwamme

————————————————————————————— Whatman-Filterpapier
Folvacrdamid-Gel | bap

Mitrozellulosemembran

----------------------------- Whatman-Filterpapier
Schwamme

Anodenseite

Abb. 3-4: Schema: Sandwichaufbau beim Blotten, bestehend aus zwei Schwammen, Whatman-
Filterpapier, Polyacrylamid-Gel, Nitrozellulosemembran, Whatman-Filterpapier, zwei Schwammen
(von der Kathodenseite zu Anodenseite)

3.3.6 Immundetektion der Proteine

Zur Immundetektion der Proteine wurde die Nitrozellulosemembran uber Nacht bei
4°C oder alternativ 1 h bei RT in Blockierldsung (5%iger Magermilchlésung oder
5%ige BSA-Losung in Waschpuffer) geschwenkt. Dies fuhrte zu einer Absattigung
freier Bindungsstellen auf der Membran und auf diese Weise zu einer Reduktion

unspezifischer Antigen-Antikérper-Reaktionen.

Nachdem die Membran kurz in Waschpuffer gewaschen wurde, erfolgte eine
mindestens einstindige Inkubation bei RT unter leichtem Schutteln mit dem in
Blockierlésung verdinnten Primarantikdrper. Die Membran wurde daraufhin fir 6 x
10 min in Waschpuffer kraftig geschuttelt. Der gegen den Primarantikorper
gerichtete, in Blockierlosung verdinnte Sekundarantikorper (HRP-gekoppelt) wurde
dann fur weitere 60 min unter leichtem Schitteln bei RT auf die
Nitrozellulosemembran gegeben. Vor der Entwicklung mit dem ECL-Plus™ Western

Blotting Detection Kit wurde die Membran flir 6 x 10 min in Waschpuffer kraftig
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geschuttelt, um eventuell noch anhaftende, nicht gebundene Antikdrper restlos zu
entfernen. Die noch mit Detektionslésung befeuchtete Membran wurde in
Klarsichtfolie verpackt und mit der Proteinseite nach oben in eine
Rontgenfilmkassette eingelegt. Im nachsten Schritt wurde bei Rotlicht in der
Dunkelkammer ein Hyperfilm ECL™ fir 10 Sekunden bis 45 Minuten aufgelegt, um
je nach Intensitat der Fluoreszenz ein gut belichtetes Bild zu erhalten. Anschliel3end

wurde der Hyperfilm entwickelt.

Tabelle 3-5: Verwendete Antikdrper, eingesetzte Verdunnungen, Art des SDS-Trenngels

Antikorper
(Firma, Bestellnummer)

Host (Klon), Art der Antikorpers,
eingesetzte Verdiinnung, Trenngel

Human Smooth Muscle Actin
(Dako, M0851)

Maus (1A4), monoklonal
1:100, 12% SDS-Trenngel

Vimentin
(USBiological, V2122-05)

Maus (1.BB.828), monoklonal
1:500, 12% SDS-Trenngel

E-Cadherin
(Calbiochem, 205601)

Maus (HECD-1), monoklonal
1:500, 6% SDS-Trenngel

TGF-p1
(Acris, DM1047)

Maus (TB21), monoklonal
1:3000, 12% SDS-Trenngel

TGF-B2
(R&D, MAB612)

Maus (8607), monoklonal
1:250, 12% SDS-Trenngel

Zytokeratin 8
(Chemicon International, MAB3414)

Maus (4.1.18), monoklonal
1:1000, 10% SDS-Trenngel

B-Aktin (zur Ladungskontrolle)
(Chemicon International, MAB1501)

Maus (C4), monoklonal
1:20000, Trenngel je nach Antikorper

3.3.7 Stripping der Nitrozellulosemembran

Nach erfolgter Immundetektion des Zielproteins auf der Nitrozellulosemembran
konnte diese fur weitere Antikdrperinkubationen verwendet werden. Hierflr wurden
durch ein sogenanntes ,Stripping“ der Membran die gebundenen Antikdrper durch
eine 20-minutige Inkubation mit einem speziellen Western Blot Recycling Kit entfernt.

Anschlieltend wurde die Membran zwei Mal 10 Minuten in Waschpuffer geschwenkt.
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3.4 Immunozytochemische Farbung

3.4.1 Aussaat der Zellen auf 2-well-chamber-slides

Verwendet wurde ein Objekttrager, auf dem durch einen mit Silikon befestigten
Aufsatz zwei wells erzeugt wurden (Labtek® chamber slides). In jedes well wurden

intestinale Myofibroblasten, suspendiert in Zellkultur-Medium, einpipettiert.

3.4.2 Fixierung der Zellen

Zur immunhistochemischen Analyse wurden Aufsatz und Silikondichtung der
chamber-slides entfernt und die Objekttrager mit PBS gespult. Anschliel3end wurden
sie fir 5 min in eiskaltes Aceton (-20°C) gestellt, um die Zellen zu fixieren. Danach
wurde anhaftendes Aceton abgeschittelt und die Objekttrager wurden 5 min in ein
TBS-Pufferbad gestellt. Nach diesem Arbeitsschritt konnten die Objekttrager fur ca.

eine Woche bei -20°C ohne Puffer aufbewahrt werden.

3.4.3 Farbeverfahren mit dem Universal-DAKO-APAAP-Kit

Bei der Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase (APAAP)-Technik wird
ein loslicher Immunkomplex verwendet, der aus alkalischer Phosphatase des
Kalberdarms und einem gegen diese gerichteten, monoklonalen Antikorper der Maus
besteht. Die APAAP-Enzymreaktion wird mit den Chromogenen Fast Red TR-
Chromogen und Naphtholsubstrat durchgefuhrt, die vorhandene Antigene leuchtend
rot anfarben (Abb. 3-5).
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| Alkalische
Ph Osphata§e_ 4. Schntt: Chromogenes

) Substrat
3. Schritt: APAAP-Komplex
(Maus-AKD) Y

1. Schntt: Primarantikorper
(Maus)

2. Schntt: Briuckenantikorper
(Kaninchen)

Abb. 3-5: Schematische Darstellung der APAAP-Reaktion (in Anlehnung an: Burmester G.-R. und
Pezzutto A., ,Taschenatlas der Immunologie®, 1998, S. 77)

Die Objekttrager mit den fixierten Myofibroblasten wurden in TBS rehydriert und
anschlieBend zum Blockieren unspezifischer Antigen-Bindungsstellen fir eine
Stunde in einer 10% FCS/TBS-Lésung inkubiert. Danach wurde Uberschissige
Feuchtigkeit von den Objekttragern abgeschittelt und das Test-Areal zur
Charakterisierung der Myofibroblasten eine Stunde mit folgendem Primarantikérper

und Isotypkontrolle in einer Nasskammer inkubiert, jeweils gelést in 10% FCS/TBS-

Losung:

Primarantikorper, eingesetzte Konzentration Isotyp

Mouse Anti-Cytokeratin 8 Monoclonal Antibody Maus IgG1
(Chemicon MAB3414, Kion 4.1.18), (DAKO X0931)
10 pg/mi 10 pg/ml

Anschlieltend wurden die Objekttrager dreimal 5 min im TBS-Pufferbad geschwenkt
und der Bruckenantikdrper auf das Testareal aufgetropft. Nach einstindiger
Inkubation in einer Nasskammer sind die Objekttrager wiederum dreimal 5 min im
Pufferbad bewegt worden. Die Uberschissige Flussigkeit wurde abgeschiuttelt und
die APAAP-Komplex-Lésung auf das Testareal aufgetropft. Nach 30-minUtiger
Inkubation wurden die Objekttrager wieder dreimal 5 Minuten im TBS-Pufferbad
geschwenkt. SchlieRBlich wurde noch die Substratldsung zugegeben, 20 bis 40
Minuten inkubiert und letztendlich die Reaktion in TBS abgestoppt. Zum Schluss
wurden die Objekttrager noch eingedeckelt und 24 h zur Aushartung des

Einschlussmediums nicht bewegt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Immunhistochemische Untersuchungen von Fisteln

bei Morbus Crohn-Patienten

Bei Uber zwei Drittel der Fisteln von Morbus Crohn-Patienten wurde in histologischen
Voruntersuchungen ein Ubergangsbereich vom Zylinderepithel des Darms bzw.
Plattenepithel der Perianalregion zu einer dunnen, Myofibroblasten-ahnlichen Schicht
gefunden. Dieser Bereich und seine Entstehung wurden jedoch noch nie genauer
untersucht. Aus diesem Grund sollte dieses ,Ubergangsepithel* nun
immunhistochemisch charakterisiert werden, insbesondere mit dem Blick auf das

Vorliegen einer epithelial-mesenchymalen Transformation.

Dazu wurden 14 Fisteln mit solch einer Ubergangszone vom ,normalen“ Darmepithel
zur Fibroblasten-ahnlichen Zellschicht untersucht (Tabelle 3-1). Die Fisteln stammten
von 13 Morbus Crohn-Patienten mit einem durchschnittlichen Alter von 34,8 Jahren
(17 — 67 Jahre). Sieben Patienten waren weiblich, sechs mannlich. Die Fisteln
wurden operativ aus dem Dunn-, Dick- oder Mastdarm entfernt und dann in Paraffin

gebettet.

4.1.1 Die Zellen der Ubergangszone enthalten die epithelialen Intermediir-

filamente Zytokeratin 8 und Zytokeratin 20

Als erstes wurden die Fistelschnitte auf die Expression der epithelialen
Intermediarfilamente Zytokeratin 8 und Zytokeratin 20 untersucht. Wie erwartet
zeigte sich im ,normalen® Epithel des Darms eine starke Farbung. Auch in der
Ubergangszone zu den Fibroblasten-ahnlichen Zellen war eine starke Expression der
Zytokeratine zu erkennen. In den durchgefuhrten Negativkontrollen war keine
Farbung detektierbar (Abb. 4-1; Abb. 4-2 und 4-3: jeweils A-E).
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Abb. 4-1: Grafische Auswertung der Zytokeratin 8- und Zytokeratin 20-immunhistochemie

Bei beiden Immunhistochemien zeigte sich eine starke Farbung der Zytokeratine sowohl im
,hormalen® Epithel als auch im Ubergangsbereich zu den flachen, mesenchymal imponierenden
Zellen.

(Y- Achse: 0: keine Farbung, 1: schwache Farbung, 2: starke Farbung; rote Linie: Median)
Mann-Whitney-U-Test: In beiden Fallen kein signifikanter Unterschied (p=0,98 und p=0,28)
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Abb. 4-2: Nachweis von Zytokeratin 8
A-E: Sowohl die ,,normalen* Epithelzellen
(schwarze Pfeile), als auch die Zellen der
Ubergangszone (rote  Pfeile) zu den
Fibroblasten-dhnlichen Zellen enthielten in
starkem Maf3e Zytokeratin 8.

F: Die Zellen in der Ubergangszone der
perianalen Fisteln exprimierten teilweise
Zytokeratin 8.

G: Negativkontrolle
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Abb. 4-3: Nachweis von Zytokeratin 20
A-E: Zytokeratin 20 war sowohl in den
»hormalen* Epithelzellen (schwarze Pfeile)
als auch in der Ubergangszone (rote Pfeile)
zu den flachen, mesenchymalen Zellen der
Fisteln stark exprimiert.

F: In den Fisteln aus der Perianalregion war
kein Zytokeratin 20 nachweisbar.

G: Negativkontrolle
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4.1.2 In den Zellen der Ubergangszone ist keine Expression des

mesenchymalen Intermediarfilaments Vimentin detektierbar

In einer weiteren immunhistochemischen Untersuchung wurde die Expression des
Intermediarfilaments Vimentin untersucht, welches flr mesenchymale Zellen
charakteristisch ist. Der verwendete Antikdrper lieferte eine starke, auf den ersten
Blick teilweise unspezifisch imponierende Farbung. Die ,normalen® Darmepithelien
zeigten sich jedoch erwartungsgemaly in allen Schnitten ungefarbt. Lediglich
vereinzelte, das Epithel durchdringende Lymphozyten zeigten hier eine Farbung. Bei
den flachen Zellen der Ubergangszone konnte keine Vimentin-Expression detektiert
werden. (Abb. 4-4; Abb. 4-5: A-E)

Vimentin - Immunhistochemie

Stéarke der Farbung

0 0000000000000~ 000NNNNNNG—

"normales Epithel" Ubergangszone

Abb. 4-4: Grafische Auswertung der Vimentin-immunhistochemie

Sowohl im ,normalen” Epithel als auch im Ubergangsbereich zu den Fibroblasten-ahnlichen Zellen
konnte kein Vimentin nachgewiesen werden.

(Y- Achse: 0: keine Farbung, 1: schwache Farbung, 2: starke Farbung; rote Linie: Median)
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Abb. 4-5: Nachweis von Vimentin

A-E: Weder im normalen Epithel (schwarze
Pfeile), noch in der Ubergangszone (rote
Pfeile) zu den Fibroblasten-dhnlichen Zellen
konnte Vimentin nachgewiesen werden.

(Die braun gefirbten Punkte in den
Epithelien sind Lymphozyten.)

F: Ebenso =zeigte sich auch in der

U_'bergangszone aus Fisteln mit
Plattenepithelanteilen ~ keine ~ Vimentin-
Expression.

G: Negativkontrolle
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4.1.3 Im Ubergangsbereich nimmt die Expression von E-Cadherin und

pB-Catenin ab und ist meist nur noch fragmentiert vorhanden

Ein Rickgang der Expression von E-Cadherin ist ein definierendes Charakteristikum
einer EMT. Ebenso ist der Rickgang der p-Catenin-Expression und eine
Translokation desselben in den Nucleus ein haufig verwendeter und aussagekraftiger
molekularer Marker fur das Vorliegen einer EMT. [69,79] Aus diesem Grund wurden

in den Fistelschnitten auch diese Proteine untersucht.

Im ,normalen“ Darmepithel und bis in die Anfangsbereiche der Ubergangszone
konnte zellwandsténdig eine starke E-Cadherin- und p-Catenin-Expression
festgestellt werden. Diese nahm im Verlauf der Ubergangszone signifikant ab (Mann-
Whitney-U-Test: E-Cadherin p=0,003, B-Catenin p=0,001) und war an dem Ende,
das mit der Fibroblasten-ahnlichen Zellschicht in Verbindung steht, nur noch
schwach zu erkennen (Abb. 4-6; Abb. 4-7 und 4-8: jeweils A-E). AuRerdem wurde die
Farbung in Richtung dieser mesenchymal imponierenden Zellen bei vielen Fisteln
deutlich fragmentiert, namlich beim E-Cadherin in 64,3% der Falle und beim
p-Catenin in 50%. Eine Translokation von p-Catenin in den Kern war nicht
beobachtbar.
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Abb. 4-6: Grafische Auswertung der E-Cadherin- und pB-Catenin-Immunhistochemie

Im ,normalen” Epithel wurde eine sehr starke E-Cadherin- und eine sehr starke B-Catenin-Expression
gefunden. Im Ubergangsbereich nahm die Expression der beiden Proteine deutlich ab und war meist
nur noch schwach und fragmentiert detektierbar.

(Y- Achse: 0: keine Farbung, 1: schwache Farbung, 2: starke Farbung; rote Linie: Median)
Mann-Whitney-U-Test: Beim E-Cadherin lag ein signifikanter Unterschied vor (p=0,003), beim
B-Catenin ebenfalls (p=0,001)
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Abb. 4-7 : Nachweis von E-Cadherin

A-E: E-Cadherin war in der Ubergangszone
(rote Pfeile) zu den Fibroblasten-dhnlichen
Zellen deutlich schwicher exprimiert als im
»hormalen® Darmepithel (schwarze Pfeile).
Im Bereich der Ubergangszone war die
Féarbung meist fragmentiert (siehe z. B. D).

F: Bei den Fisteln aus der Perianalregion war
in der Ubergangszone meist keine
E-Cadherin Expression mehr erkennbar.

G: Negativkontrolle




4. ERGEBNISSE

Abb. 4-8: Nachweis von f-Catenin

A-E:  Wihrend in den ,normalen
Epithelzellen (schwarze Pfeile) in hohem
Mafle B-Catenin Membran-assoziiert
gefunden werden konnte, so war in der
Ubergangszone (rote Pfeile) zu den flachen,
mesenchymal imponierenden Zellen deutlich
weniger B-Catenin detektierbar. Die Farbung
war meist fragmentiert.

F: Das gleiche war bei den perianalen Fisteln
zu beobachten.

G: Negativkontrolle

3
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4.1.4 Im Ubergangsbereich ist eine sehr starke Integrin B6-Expression zu

finden

Prof. Bates et al. konnten zeigen, dass die Expression von Integrin aVf6 in
Kolonkarzinom-Zellen mit der Aggressivitat der Metastasierung und dem Ausmal der
EMT Kkorreliert. Wahrend der EMT findet eine transkriptionelle Aktivierung der
Integrin-p6 Untereinheit statt, so dass dieses Protein ein guter Marker fur das
Vorliegen einer solchen Transformation ist. [90]

Da fur Integrin 6 bis jetzt kein kommerzieller Antikorper zur Verfigung steht, sind

diese Farbungen in Kooperation mit Professor Bates durchgeflihrt worden.

Es wurden vier Fisteln immunhistochemisch untersucht und bei allen konnte im
,normalen“ Epithel keine Farbung detektiert werden. In den Ubergangszonen zeigte
sich jedoch eine starke Expression des Integrin B6, besonders an den Enden, die
direkt an die Fibroblasten-ahnliche Zellschicht angrenzten. (Abb. 4-10: A-E) Der
Unterschied war signifikant (Mann-Whitney-U-Test: p=0,029).

Integrin 86 - Immunhistochemie

2 - — 00

Starke der Farbung

0 ——

"normales Epithel" Ubergangszone

Abb. 4-9: Grafische Auswertung der Integrin B6-Immunhistochemie

Im ,normalen“ Epithel konnte kein Integrin B6 nachgewiesen werden, wahrend in der Ubergangszone
eine starke Farbung zu detektieren war.

(Y- Achse: 0: keine Farbung, 1: schwache Farbung, 2: starke Farbung; rote Linie: Median)
Mann-Whitney-U-Test: Der Unterschied war signifikant (p=0,029)
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Abb. 4-10: Nachweis von Integrin 6

A-F: Wihrend in ,,normalen” Epithelzellen
und weitgehend unverdnderten Krypten nur
wenig Expression detektierbar war (schwarze
Pfeile), nahm die Expression an der
Ubergangszone (rote  Pfeile) zu den
Fibroblasten-dhnlichen Zellen deutlich zu.

G: Negativkontrolle
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4.1.5 Im Ubergangsbereich zeigt sich eine signifikante TGF-p1-Expression und

eine Zunahme der TGF-B2-Expression

In vitro- und in vivo-Untersuchungen sprechen fur eine wichtige Rolle des TGF-§ als
Induktor der EMT. [91] Zellen, in denen eine EMT durch TGF-$ induziert wird,
entwickeln meist eine autokrine TGF-B-Signalschleife, die den mesenchymalen
Phanotyp stabilisiert. [92] Je nach Gewebe, kdnnen alle drei Isoformen des TGF-$
involviert sein. Die erhdhte Expression der Proteine ist typisch fur eine EMT. [69]

An den Fistelschnitten wurden zwei Isoformen des TGF- untersucht, namlich
TGF-$1 und TGF-p2.

Mit dem monoklonalen Antikorper gegen TGF-B1 zeigte sich im ,normalen®
Darmepithel keine Farbung, wahrend in der Ubergangszone zu der flachen,
mesenchymal imponierenden Zellschicht eine schwache Farbung zu detektieren war
(Abb. 4-11; Abb. 4-12: A-E). Der Unterschied war statistisch signifikant (Mann-
Whitney-U-Test: p=0,021).

Die TGF-B2-Immunhistochemien zeigten eine schwache Expression des Proteins im
,normalen® Epithel des Darms. Im Ubergangsbereich von diesem Epithel zu den
Fibroblasten-ahnlichen Zellen lie sich bei der Mehrheit der Fisteln eine starke
Expression feststellen (Abb. 4-11; Abb. 4-13: A-E). Statistisch kam es zwar zu einer
Verlagerung des Medians von 1 nach 2, also von schwacher zu starker Farbung,
allerdings war der Unterschied laut einer Berechnung mit dem Mann-Whitney-U-Test
nicht signifikant (p=0,447).
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Abb. 4-11: Grafische Auswertung der TGF-$1 und TGF-B2-Immunhistochemie

Im ,normalen® Epithel konnte kein TGF-B1 nachgewiesen werden, eine Farbung des TGF-$2 war
schwach vorhanden. In der Ubergangszone zeigte sich im Gegensatz dazu eine schwache
TGF-B1-Expression und eine starke TGF-p2-Expression.

(Y- Achse: 0: keine Farbung, 1: schwache Farbung, 2: starke Farbung; rote Linie: Median)
Mann-Whitney-U-Test: Beim TGF-B1 lag ein signifikanter Unterschied vor (p=0,021), beim
TGF-B2 nicht (p=0,447).
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Abb. 4-12: Nachweis von TGF-p1

A-D: Im ,normalen* Epithel (schwarze Pfeile) konnte meist keine TGF-B1 Expression
detektiert werden, im Ubergangsepithel (rote Pfeile) zu den flachen, mesenchymal
imponierenden Zellen war dagegen bei den meisten Fisteln eine schwache bis starke
Expression zu erkennen.

E: Die gleiche Beobachtung konnte in der Ubergangszone der perianalen Fisteln gemacht
werden.

F: Negativkontrolle
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4.1.6 Immunhistochemien an Analfisteln zeigen tendenziell die gleichen

Ergebnisse wie bei den Darmfisteln

Neben den oben untersuchten 14 Fisteln konnten bei weiteren drei Fisteln von
Morbus Crohn-Patienten die gleichen Proteine untersucht werden (Tabelle 3-2).
Diese drei stammten jedoch aus dem perianalen Bereich und besalien somit eine
Ubergangszone von Plattenepithel zu der flachen, mesenchymal imponierenden
Zellschicht. Da Plattenepithel, insbesondere bei den Intermediarfilamenten, eine
andere Proteinexpression besitzt, wurden diese Fisteln getrennt ausgewertet. Auf
Grund der geringen Anzahl wurden keine statistischen Berechnungen durchgefiihrt,

sondern diese Farbungen sollten nur als kleiner Vergleich dienen.

Die Intermediarfilamente Zytokeratin 8 und Zytokeratin 20 werden im verhornenden
Plattenepithel nicht exprimiert und sind in den Immunhistochemien auch nicht
detektiert worden. Die anderen Farbungen stimmten tendenzmalig mit den
Ergebnissen bei den 14 Darmfisteln Uberein (Abb. 4-14):

e Vimentin war weder im Plattenepithel noch in der Ubergangszone anzufarben.
(Abb. 4-5: F)

e Beim E-Cadherin war ein Rickgang der Expression von ,schwach® zu ,nicht
vorhanden® festzustellen. (Abb. 4-7: F)

e Die Farbung auf B-Catenin zeigte einen Rilckgang von ,stark® im
Plattenepithel zu ,schwach“ in der Ubergangszone. In letzterer war in allen
drei Fisteln (100%) eine fragmentierte Farbung zu sehen. (Abb. 4-8: F)

e Mit Antikdrpern auf Integrin-B6 konnte nur eine Fistel gefarbt werden. Bei
dieser zeigte sich im Plattenepithel keine Farbung und in der Ubergangszone
eine schwache Farbung.

e Bei den TGF-1- und TGF-B2-Immunhistochemien war die gleiche
Verlagerung des Medians wie bei den 14 Darmfisteln zu beobachten
(TGF-B1: ,nicht vorhanden® - ,schwach®, TGF-B2: ,schwach® - ,stark®).
(Abb. 4-12: E; Abb. 4-13: F)
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Abb. 4-14: Grafische Auswertung der Inmunhistochemien an Fisteln mit Plattenepithelanteilen
Tendenziell ergaben sich bei allen untersuchten Proteinen die gleichen Expressionsunterschiede wie

bei den 14 Darmfisteln.
(Y- Achse: 0: keine Farbung, 1: schwache Farbung, 2: starke Farbung; rote Linie: Median)
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4.2 Myofibroblasten-Analysen durch Western Blots

Bei der Mehrzahl der Fisteln von Morbus Crohn-Patienten wurden in
Voruntersuchungen Myofibroblasten-ahnliche Zellen entdeckt (siehe Kapitel 1.3.4).
Um diese genauer charakterisieren zu kdonnen, wurden mit Hilfe eines speziellen
Protokolls (siehe Kapitel 3.2.1) aus mehreren Fisteln von Morbus Crohn-Patienten
solche Zellen isoliert. Ebenfalls isoliert wurden Myofibroblasten aus stenosierten und
Myofibroblasten aus rein entziindlich veranderten Darmabschnitten von Morbus
Crohn-Patienten (Tabelle 3-4).

Diese Zellen wurden anschliel3end in Kultur gebracht und ihr Gesamtlysat nach
durchgefuhrter Lyse mit Hilfe von Western Blots untersucht. Das Ziel dieser Analysen
bestand darin, die Myofibroblasten-ahnlichen Zellen aus den Fisteln anhand ihrer
Proteinexpression zu charakterisieren und eventuell vorhandene Unterschiede zu
anderen Myofibroblasten, die aus Stenosen oder reinen Entziindungsgebieten isoliert

worden sind, festzustellen.

4.2.1 Die Myofibroblasten-dahnlichen Zellen aus den Fisteln von Morbus Crohn-

Patienten enthalten Vimentin und a-Smooth-muscle-Actin

Als erstes wurden zytosolische Gesamtproteinlysate von jeweils drei verschiedenen
Fibroblastenkulturen aus den unterschiedlichen Bereichen mittels SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran
erfolgte eine Detektion mit verschiedenen Antikorpern (Abb. 4-15):

e Bei dem monoklonalen Antikdrper gegen a-SMA zeigten sich bei allen neun
Fibroblastenlysaten etwa gleichstarke immunreaktive Banden bei 42 kDa, was
der GroR3e fur a-SMA entspricht.

e Bei dem monoklonalen Antikérper gegen Vimentin zeigten sich ebenfalls bei
allen neun Fibroblastenlysaten immunreaktive Banden in ungefahr gleicher
Starke. Die Prazipitation lag bei 57 kDa, was der GroRe fur Vimentin

entspricht.
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Abb. 4-15: Western Blot-Analysen: Vimentin, a-Smooth-muscle-Actin

Western Blot mit monoklonalen Antikérpern an zytosolischem Gesamtprotein aus Myofibroblasten von
Fisteln, Stenosen und Entziindungen. Beladung eines 12%igen SDS-Polyacrylamidgels mit 30 pg
Protein pro Spur. Es wurden immunreaktive Banden detektiert. Die 42 kDa-Bande entspricht a-SMA,
die 57 kDa-Bande Vimentin und die 42 kDa-Bande 3-Aktin (Ladungskontrolle).

4.2.2 Kein E-Cadherin-Nachweis in den Myofibroblastenlysaten

Weiterhin wurde ein Western Blot zur Detektion von E-Cadherin durchgefihrt. Es
wurden jeweils zwei Myofibroblastenkulturen aus den unterschiedlichen Bereichen
untersucht. Dabei ergab sich nur bei der Positivkontrolle auf Hohe von 135 kDa, was
E-Cadherin entspricht, eine starke immunreaktive Bande, bei den Lysaten aus

Myofibroblastenkulturen dagegen keine (Abb. 4-16).

N
EiCadkerin | B
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E _ . & 135 kDa

Abb. 4-16: Western Blot-Analysen: E-Cadherin

Western Blot mit monoklonalem Antikérper an zytosolischem Gesamtprotein aus Myofibroblasten von
Fisteln, Stenosen und Kontrollen. Beladung eines 6%igen SDS-Polyacrylamidgels mit 50 ug Protein
pro Spur. Es wurde eine immunreaktive Bande bei der Positivkontrolle detektiert. Die 135 kDa-Bande
entspricht E-Cadherin. Positivkontrolle mit E-Cadherin-haltigem Zelllysat.
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4.2.3 Schwache Banden beim TGF-f1-Nachweis im Lysat von

Myofibroblasten-ahnlichen Zellen aus Morbus Crohn-Fisteln

In einem TGF-B1-Western Blot wurden vier Proben aus Fisteln mit jeweils zwei
Stenose- und Entziindungs-Proben verglichen. Bei 25 kDa, charakteristisch fur die
verschiedenen Isoformen des TGF-B, =zeigten sich bei Benutzung eines
monoklonalen TGF-B1-Antikdrpers nur bei den vier Fistel-Proben immunreaktive
Banden. Zwei der Banden waren starker ausgepragt, die Positivkontrolle mit

rekombinantem Protein eindeutig detektierbar (Abb. 4-17).

e NENEEEEEE - o

B-Aktin
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< 42 kDa

Abb. 4-17: Western Blot-Analysen: TGF-$1

Western Blot mit monoklonalen Antikérpern an zytosolischem Gesamtprotein aus Myofibroblasten von
Fisteln, Stenosen und Entzindungen. Beladung eines 12%igen SDS-Polyacrylamidgels mit 50 pg
Protein pro Spur. Es wurden immunreaktive Banden detektiert. Die 25 kDa-Bande entspricht TGF-31,
die 42 kDa-Bande 3-Aktin (Ladungskontrolle). Positivkontrolle mit 150 ng rekombinantem TGF-31.
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424 Menge an TGF-f2 in den Myofibroblastenlysaten liegt unter der

Nachweisgrenze

In einem TGF-B2-Western Blot mit jeweils drei Lysaten aus den unterschiedlichen
Bereichen, konnte bei 25 kDa kein Nachweis dieses Proteins erbracht werden (Abb.
4-18). Um die Empfindlichkeit dieses Antikorpers festzustellen, wurde eine
Positivkontrollreine mitgefihrt. Hier zeigten sich erst ab einer Menge von 25 ng des

rekombinanten Proteins immunreaktive Banden.
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Abb. 4-18: Western Blot-Analysen: TGF-f2

Western Blot mit monoklonalen Antikérpern an zytosolischem Gesamtprotein aus Myofibroblasten von
Fisteln, Stenosen und Entziindungen. Beladung eines 12%igen SDS-Polyacrylamidgels mit 50 ug
Protein pro Spur. Es wurden nur in der Positivkontrollreihe und in der B-Aktin-Ladungskontrolle
immunreaktive Banden detektiert. Die 25 kDa-Bande entspricht TGF-p2, die 42 kDa-Bande [3-Aktin
(Ladungskontrolle). Positivkontrollreihe mit 1 ng, 5 ng, 25 ng, 50 ng und 66,6 ng rekombinantem
TGF-B2.
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4.2.5 Zytokeratin 8 in Myofibroblasten aus Morbus Crohn-Fisteln nachweisbar

Um Hinweise auf eine epitheliale Genese der Myofibroblasten zu bekommen, wurde

noch ein Western Blot mit dem Ziel Zytokeratin 8 nachzuweisen durchgefuhrt. Hier

konnten bei drei der funf eingesetzten Fistel-Proben deutliche Banden detektiert

werden (Abb. 4-19). Bei den restlichen Proben ergaben sich nur schwache

immunreaktive Banden. Die Lage auf einer Héhe von 52,5 kDa war jeweils flr

Zytokeratin 8 charakteristisch.
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Abb. 4-19: Western Blot-Analysen: Zytokeratin 8

Western Blot mit monoklonalen Antikérpern an zytosolischem Gesamtprotein aus Myofibroblasten von

Fisteln, Stenosen und Entziindungen. Beladung eines 10%igen SDS-Polyacrylamidgels mit 50 ug
Protein pro Spur. Es wurden immunreaktive Banden detektiert. Die 52,5 kDa-Bande entspricht
Zytokeratin 8, die 42 kDa-Bande (-Aktin (Ladungskontrolle).
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4.2.6 Zytokeratin 8-Nachweis in Myofibroblasten-dhnlichen Zellen auch durch

Immunozytochemie

Der Nachweis von Zytokeratin 8 im Gesamtlysat der Myofibroblasten-ahnlichen
Zellen aus Fisteln konnte mittels einer Immunozytochemie validiert werden. Dafur
wurden die Zellen auf Labtek® chamber-slides kultiviert und anschlieRend mit einer
APAAP-Methode gefarbt. Es wurde ein monoklonaler Antikérper gegen Zytokeratin 8
verwendet. Dabei ergab sich in der lichtmikroskopischen Beurteilung bei einem
Grolteil der Zellen eine deutlich rote Farbung (Abb. 4-20).

5%
S

Abb. 4-20: Inmunozytochemie mit Antikérpern gegen Zytokeratin 8

A-C: Die Zytokeratin 8-Immunozytochemie zeigte eine deutliche Expression dieses Proteins bei einem
Grolteil der Myofibroblasten-ahnlichen Zellen, die aus der Fistel eines Morbus Crohn-Patienten
isoliert worden sind

D: Negativkontrolle, niedrige VergréRerung
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5 DISKUSSION

Eine EMT, die Umwandlung von Epithelzellen zu Zellen mit einem Myofibroblasten-
ahnlichen, mesenchymalen Phanotyp, tritt wahrend der frihen embryonalen
Entwicklung, bei fibromatdésen Vorgangen und wahrend der Progression von
Tumoren in ein metastasierendes Stadium auf. [93,94]

Nun lie3 eine vorangegangene Untersuchung von Bataille et al. die Hypothese
aufkeimen, dass auch bei der Entstehung von Fisteln bei Patienten mit Morbus
Crohn eine EMT mitbeteiligt sein konnte. [51] In dieser Voruntersuchung wurden
solche Fisteln morphologisch charakterisiert. Dabei zeigte sich
elektronenmikroskopisch, dass in der uberwiegenden Anzahl der Falle die Fisteln
von einer dinnen Schicht Myofibroblasten-ahnlicher Zellen ausgekleidet waren. Das
,hormale“ Darmepithel schien in diese Schicht Gberzugehen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, weitere Anzeichen oder Widerspruche zur
Stutzung oder Ablehnung dieser Hypothese zu finden. Dazu wurde zuerst diese
Ubergangszone auf Marker einer EMT untersucht und dann, in einem folgenden
Schritt solche Myofibroblasten-ahnlichen Zellen genauer analysiert.

Zur Verflgung standen 14 Fisteln von Morbus Crohn-Patienten, die eine
Ubergangszone von ,normalem® Darmepithel hin zu dieser Myofibroblasten-
ahnlichen Zellschicht aufwiesen. Diese wurde, jeweils im Vergleich zum ,normalen®
Darmepithel, immunhistochemisch untersucht. Es zeigte sich eine Expression von
Zytokeratin 8 und Zytokeratin 20, jedoch noch keine von Vimentin. Die Intensitat der
Farbung auf E-Cadherin und B-Catenin nahm signifikant ab; Integrin 6, TGF-31 und
TGF-B2 konnten starker angefarbt werden, bzw. zeigten Uberhaupt erst eine
Expression. Drei Fisteln aus dem Analbereich, also mit Ubergang vom Plattenepithel,
lieferten Ergebnisse mit vergleichbarer Tendenz.

Durch Western Blot-Analysen wurden anschlieBend Myofibroblasten-ahnliche Zellen
aus den Fisteln genauer untersucht. Diese Zellen, die laut der aufgestellten
Hypothese aus Epithelzellen entstanden sein sollen, wurden mit Myofibroblasten aus
Stenosen und mit solchen aus entziindeten Darmabschnitten, jeweils von Morbus
Crohn-Patienten, verglichen. Alle exprimierten Vimentin und a-SMA, jedoch kein
E-Cadherin. TGF-1 konnte in schwachem Ausmall nur bei den Fistel-
Myofibroblasten gefunden werden, TGF-B2 war nirgends nachweisbar. Ein grof3er

Unterschied bestand in der Expression von Zytokeratin 8, welches in drei der funf
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Fistel-Myofibroblastenkulturen in starkerem Ausmal} detektiert werden konnte, sonst

aber nur schwach nachweisbar war.

5.1 Zytokeratin 8 und Zytokeratin 20

In einer ersten immunhistochemischen Untersuchung der Fisteln wurde die
Expression von Zytokeratin 8 und Zytokeratin 20 untersucht.

Die Proteine der Zytokeratin-Familie bilden die Intermediarfilamente, welche den
Grundbaustein des Zytoskeletts von Epithelzellen darstellen. Solche Keratinfilamente
setzen sich jeweils heterodimer aus mindestens einem (saueren) Typ |- und einem
(neutralen/basischen) Typ II-Keratin zusammen. Aktuell sind 20 verschiedene
Polypeptide identifiziert, die dieser Gruppe angehdren. Ihre Expression korreliert eng
mit verschiedenen Epithelien und erlaubt somit eine Klassifikation von Epithelzellen
in mehrere Untergruppen. [95,96]

Zytokeratin 20 findet sich reichlich vor allem in Merkel-Zellen, im Urothel und im
Kolon, jedoch auch in der intestinalen Mukosa anderer Darmabschnitte. Bevorzugt
zeigt sich eine Expression in den differenzierten Enterozyten und Becherzellen der
Mikrovilli. [95,97] Zytokeratin 8 ist Bestandteil der meisten sekretorischen und
parenchymatdsen Zellen in einschichtigen Epithelien. [96]

Bei der EMT finden auf molekularer Ebene gravierende Veranderungen statt. Diese
sind Ausdruck der Umwandlung von Epithelzellen in Zellen mit mesenchymalen
Eigenschaften. Da dies nicht plotzlich, sondern in einem linearen Ubergang
geschieht, entstehen wahrend der EMT Zellen, die sowohl mesenchymale als auch
epitheliale Merkmale aufweisen. [79] Der in vielen Untersuchungen gefundene
Ruckgang der Zytokeratin-Expression verdeutlicht hier den Abbau letztgenannter.
[98-101]

In der Ubergangszone der Fisteln wurde eine deutliche Farbung der beiden
Zytokeratine detektiert. Dies zeigt eine Abstammung von Epithelzellen an. [102]
Etwas unerwartet war allerdings, dass die Intensitat der Farbung genauso hoch war
wie im ,normalen“ Darmepithel. Dies konnte im Widerspruch zum Vorliegen einer
EMT stehen oder, was wahrscheinlicher ist, auf die mangelnde Sensitivitat der
verwendeten Methode bei nur geringen Expressionsunterschieden, v. a. wegen der

groben Intervalle bei der Bewertung, zurtickzufuhren sein.
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Die Untersuchungen von Willis und Kollegen, die an kultivierten Alveolarepithelzellen
durch TGF-B1 eine EMT induziert haben, unterstitzen dies. [103] Mit Hilfe von
Western Blots fanden sie im Vergleich zu unbehandelten Zellen eine Reduktion der
Zytokeratin-Expression auf 29%; bei den weiteren epithelialen Markern war sie
deutlich starker ausgepragt (AQP5: 10%, ZO-1: 6%). Da diese Messungen zu einem
sehr spaten Zeitpunkt der EMT durchgefuhrt worden sind und dies aul3erdem ein in
vitro-Experiment mit starker Induktion der EMT war, lasst dies in vivo auf eine
geringere Abnahme, mit deutlicher Auspragung erst im Abschlussstadium der
Transformation, also evtl. sogar auRerhalb der bewerteten Ubergangszone, im
Bereich der Myofibroblasten-ahnlichen Zellschicht, schlieRen. Ahnliches zeigte sich
auch bei Forino et al. [104]: In einem Zellkulturexperiment waren die Zellen immer
noch Zytokeratin-positiv, obwohl der epitheliale Marker E-Cadherin schon nicht mehr
nachweisbar war.

Zusammengefasst ist festzustellen, dass mit den Zytokeratin-lmmunhistochemien
eine epitheliale Abstammung der Zellen in der Ubergangszone bewiesen wurde. Eine
evtl. vorhandene, nur geringe Reduktion hatte mit der verwendeten Methode und
Bewertung kaum nachgewiesen werden konnen. AufRerdem scheint ein Rickgang
der Zytokeratine ein spater Marker der EMT zu sein, weswegen er im untersuchten

Bereich wahrscheinlich noch nicht ausgepragt detektierbar ware.

5.2 Vimentin

Zur Detektion mesenchymaler Merkmale wurde die Expression von Vimentin
untersucht. Dieses Protein gehort ebenfalls zur Gruppe der Intermediarfilamente. Es
besitzt einen homopolymeren Aufbau und ist im Gegensatz zu den Zytokeratinen
charakteristisch fur viele mesenchymale Zellen. [96,105]

In den durchgefiihrten Vimentin-Immunhistochemien konnte auf den ersten Blick eine
sehr kraftige Farbung in fast allen Bereichen der Schnitte detektiert werden. Da auch
eine groldere Anzahl von Zellen in den Epithelien markiert wurde, sind Zweifel an der
Spezifitdt des verwendeten Antikdrpers berechtigt.

Gegen eine solche Annahme spricht jedoch, dass sich samtliche ,normalen®
Darmepithelien Vimentin-negativ zeigten. Aulerdem konnten die in diesem Bereich
lokalisierten, gefarbten Zellen als Lymphozyten identifiziert werden. Diese sind

spezifisch Vimentin-positiv, so dass auch hier keine unspezifischen Markierungen
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vorlagen. Zweifel an der Qualitat des Antikdrpers scheinen demnach unbegrindet zu
sein.

In der Ubergangszone der Fisteln konnte ebenso wie im ,normalen“ Darmepithel kein
Vimentin detektiert werden. Dieses Ergebnis war etwas unerwartet, da im Verlauf
einer EMT, wie in vielen Untersuchungen bestatigt, eine de novo Expression dieses
mesenchymalen Markers stattfindet. [98,100,103]

So zeigte sich z. B. an der invasiven Front dsophagealer Adenokarzinome ein
Anstieg der Vimentin-Expression. [98] Allerdings ist es fraglich, ob dieses Ergebnis,
das wie in mehreren ahnlichen Studien an aggressiven Karzinomen gewonnen
wurde, direkt auf die deutlich benigneren Vorgange bei der Fistelentstehung
ubertragbar ist. Zum anderen war in den dort bewerteten Zellen kaum mehr
zellwandstandiges E-Cadherin zu finden, wahrend in den Zellen der Fisteln noch
eine schwache Farbung dieses Proteins zu detektieren war.

Dieser Umstand kann den Widerspruch der Ergebnisse gut erklaren, wenn man die
Experimente von Reichmann et al. miteinbezieht. [106] Diese Arbeitsgruppe fand
durch Untersuchungen an Ep-FosER-Zellen, dass bei der dort induzierten EMT die
Bildung der mRNA des Vimentins zwar ein frihzeitiges Ereignis darstellt, das Protein
selbst jedoch erst nach volligem E-Cadherin-Verlust zu detektieren ist.

Die noch nicht vorhandene Expression von Vimentin in der Ubergangszone
widerspricht also nicht dem Vorliegen einer EMT. Vielmehr ist dieses Protein in

Anlehnung an die Untersuchungen von Reichmann et al. erst spat zu finden. [106]

53 E-Cadherin

In einer weiteren Immunhistochemie zeigte sich eine signifikante Reduktion
(p=0,003) des zellwandstandig angefarbten E-Cadherins mit ausgepragter
Fragmentierung der Farbung in der Ubergangszone der Fisteln.

Epitheliales (E)-Cadherin ist ein Transmembranprotein, das die Hauptkomponente
der Zonulae adhaerentes in polar aufgebauten Epithelien bildet. Seine extrazellulare
Doméane vermittelt homophile, Calcium-abhangige Interaktionen zwischen
Epithelzellen, seine intrazellulare Domane interagiert Uber einen Komplex aus
Ankerproteinen, wie [(-Catenin, a-Catenin und p120 mit dem Aktin-Zytoskelett. [107-
109]
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E-Cadherin ist fur die Integritat von Epithelien funktionell notwendig [110] und wird in
allen epithelialen Geweben, nicht jedoch in Mesenchymzellen exprimiert. [111]
Neben der Stabilisierung der zellularen Adhasion besitzt es einen hemmenden
Einfluss auf die Migration von Zellen. [112] Antikdrper gegen dieses Protein kdnnen
Zellkontakte unterbrechen und einen mesenchymalen Phanotyp induzieren. [56,113]

Bei der Progression der meisten Karzinome wird ein Verlust der E-Cadherin-
Expression beobachtet [111], der mit dem Grad der Dedifferenzierung und der
Aggressivitat des Tumors in Korrelation steht. [114] In vielen Fallen konnte dies mit
dem Vorliegen einer EMT in Verbindung gebracht werden. [56,58] E-Cadherin wird
teilweise sogar als Invasions-Suppressor-Gen bezeichnet. [111,115]

Auch der in den Fisteln beobachtete, signifikante Rickgang der ausschlie3lich
zellwandstandigen E-Cadherin-Expression lasst sich als Zeichen einer EMT
interpretieren. Eine Herabregulierung dieses Proteins stellt bei solch einer
Transformation den gemeinsamen Endpunkt mehrerer Signalwege dar und gilt als
eines der wichtigsten, charakteristischen Schllsselereignisse. [52,55,79,115]

So konnten z. B. Miettinen und Kollegen an Epithelzellen der Madusemamma zeigen,
dass nach Induktion einer EMT mit TGF-B ein deutlicher Rickgang der E-Cadherin-
Expression stattfindet. [116] Cano et al. fanden heraus, dass der Transkriptionsfaktor
Snail die EMT ebenfalls Uber eine Reduktion der E-Cadherin-Expression kontrolliert.
[115] Weitere Untersuchungen bestatigen eine Herabregulierung dieses Proteins als
aussagekraftigen und viel verwendeten Marker. [112,117]

Die Fragmentierung der Farbung, welche in 64,3% der Fisteln gefunden wurde, zeigt
dass der Abbau des E-Cadherins und damit der Zonulae adhaerentes an manchen
Stellen schon komplett vollzogen worden ist. In den frthen Phasen der EMT
geschieht dies hauptsachlich durch posttranslationale Vorgange (Ubiquitierung,
Endozytose, lysosomale Degradierung), im spateren Verlauf dann Uber die
Transkription. [107]

Der Ruckgang der E-Cadherin-Expression, sowie die Fragmentierung der Farbung

sprechen also eindeutig fur das Vorliegen einer EMT.
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5.4 B-Catenin

Anschliellend wurde [(-Catenin untersucht. Dabei zeigte sich eine signifikant
schwéchere Farbung dieses Protein in der Ubergangszone (p=0,001), die in der
Halfte der Falle fragmentiert war. Wie auch im ,normalen“ Darmepithel war die
Expression nur zellwandstandig zu detektieren.

Diese Ergebnisse konnen auf die urspringlich entdeckte Funktion des -Catenin als
intrazellulares Ankerprotein zurtckgefuhrt werden, durch das die Cadherine indirekt
mit dem Aktinzytoskelett verbunden werden. [118] Es bindet dabei an die
zytoplasmatische Domane des E-Cadherins und ist flr eine effiziente Zell/Zell-
Adhasion und eine Aufrechterhaltung des epithelialen Phanotyps unentbehrlich.
[109,111] Der Ruckgang der zellwandstandigen Farbung und die Fragmentierung
derselben verdeutlichen also, wie oben bereits beim E-Cadherin erlautert, ebenfalls
die Auflésung der Zonulae adhaerentes.

Gleiche Beobachtungen wurden auch in mehreren Untersuchungen anderer
Forschergruppen gemacht. Allerdings ergab sich bei diesen nicht nur eine Abnahme
des zellwandstandigen B-Catenins, sondern zudem eine Umverteilung des Proteins
in Zytoplasma und Kern. [73,77,119,120]

Diese Translokation ist ein wichtiges Merkmal der EMT. [112,121] Sie findet sich
unter anderem an der invasiven Front von kolorektalen Karzinomen [83,119] oder
wahrend der Gastrulation beim Seeigel. [122] Sie drlckt die Funktion des B-Catenin
als Signalmolekul im Wnt-Signalweg aus. Diese Funktion kann nur ungebundenes
B-Catenin ausuben, dessen Konzentration im Zytoplasma primar durch einen
Abbaukomplex aus der Glykogen-Synthase-Kinase-33, dem Tumorsuppressorprotein
APC und dem Protein Axin reguliert wird. [105,123] Auch die Cadherine besitzen in
ihrer Funktion als Bindungspartner des B-Catenin grof’en Einfluss auf die freie
Menge dieses Signalmolekils. [124,125]

Insgesamt reichen schon relativ kleine Mengen an freiem B-Catenin fur einen Effekt
aus. [126] Nach einer Translokation in den Kern bilden sie einen
Genregulatorkomplex mit Mitgliedern der TCF/LEF-Familie und ersetzen dabei das
Korepressorprotein Groucho. Dies fuhrt zur Aktivierung der Transkription von
Zielgenen des Wnt-Signalwegs. [105,119]

Dass eine solche Akkumulation von B-Catenin in Kern und Zytosol nicht detektiert
werden konnte, liegt mitunter daran, dass der verwendete Antikorper hierfir nicht

ausreichend geeignet ist. [127] Zum anderen liefern Erkenntnisse von Eger et al.
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eine weitere Erklarung. [128] Diese Gruppe untersuchte die Translokation von
B-Catenin bei einer c-Fos-induzierten EMT. Sie konnte nachweisen, dass E-Cadherin
der vorherrschende Interaktionsparter des [-Catenins ist und dass mit dessen
Reduktion auch die Gesamtmenge an B-Catenin auf 10-30% zuruckgeht. Eine
grélkere, ungebundene Menge dieses Proteins zeigte sich erst in den
mesenchymalen Zellen, also zu einem Zeitpunkt, als fast kein E-Cadherin mehr
detektiert werden konnte. Ubertragen auf die Fisteln erklart dies die B-Catenin-
Reduktion und die fehlende nukleare Translokation auf Grund noch des noch
schwach exprimierten E-Cadherins.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass der Verlust der B-Catenin-Expression ein
Anzeichen fur das Vorliegen einer EMT ist. Eine evtl. nukledre Translokation ware
auf Grund des ungeeigneten Antikdrpers nicht detektierbar. Diese wirde sich wegen
der noch vorhandenen schwachen E-Cadherin-Expression aufierdem wahrscheinlich
nicht mehr in der Ubergangszone, sondern auRerhalb im Bereich der

Myofibroblasten-ahnlichen Zellen zeigen.

5.5 Integrin 36

In einem weiteren Schritt wurde die Expression von Integrin 6 untersucht. Die
Integrine bilden eine Familie heterodimerer Oberflachenrezeptoren, die auf den
meisten Zellen exprimiert werden und dort Interaktionen zwischen Zellen
untereinander und Zellen mit der extrazellularen Matrix ermoglichen. Sie bestehen
aus jeweils einer a- und einer B-Untereinheit, die in nicht kovalenter Weise
verbunden sind. Integrine stellen einen Hauptmechanismus dar, Uber den
extrazelluldre Matrix auf intrazellulare Signalwege Einfluss nehmen kann. [129]
AuBerdem sind sie mitbeteiligt an vielen Prozessen der Zellen, wie Adhasion,
Proliferation, Migration und Differenzierung. [130]

Integrin aV6 ist ein Mitglied dieser Familie, das nur bei Epithelzellen zu finden ist;
die B6-Untereinheit assoziiert ausschliel3lich mit der aV-Untereinheit. [129] Es wird in
hohem Malde nur wahrend der fetalen Entwicklung exprimiert, in ausdifferenzierten
reifen Epithelien jedoch kaum mehr gefunden. Dies stimmt mit dem Ergebnis der
Immunhistochemien bei den Fisteln Uberein, wo im ,normalen“ Darmepithel kein
Integrin B6 gefunden wurde. Inflammation, Karzinogenese und Wundheilung kénnen

aber zu einer Re-Expression des Proteins fuhren. [129,131,132] Insbesondere bei
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chronischen Wunden und solchen mit erschwerter Heilung wurde eine Beteiligung
nachgewiesen. [132,133] In Studien, bei denen Plattenepithelkarzinome der
Mundhoéhle untersucht wurden, zeigte sich in fast allen Proben eine Expression der
Integrin B6-Untereinheit, in vielen Fallen besonders stark an den infiltrierend
wachsenden Randern. [131,134] Der genaue Mechanismus, der zu einer Integrin
aVB6-Expression fuhrt, ist bis jetzt noch nicht geklart. [129]

In der Ubergangszone der Fisteln zeigte sich eine starke und signifikante (p=0,029)
Re-Expression des Integrin 6. Dies ist ein deutliches Anzeichen flr das Vorliegen
einer EMT, was durch Untersuchungen von Bates et al. bewiesen werden konnte.
[135] Diese Forschergruppe konnte zeigen, dass die Re-Expression von Integrin
aVB6 in Kolonkarzinom-Zellen mit der Aggressivitat der Metastasierung und dem
Ausmal der EMT korreliert. Ein wichtiger Faktor hierfur ist die Fahigkeit von Integrin
aVB6 das latency-associated peptide (LAP) von TGF-B1 [136] und TGF-B3 [137] zu
binden und somit eine Aktivierung dieser, bei der EMT wichtigen Zytokine
herbeizufiihren. [138-140] AuRBerdem induziert es in den EMT-Zellen einen
autokrinen TGF-B-Signalkreis zur Aufrechterhaltung der Transformation. [135]
Weitere Beobachtungen zeigen, dass Integrin aV6 die Migration und Invasion von
Zellen Uber die Bindung von Proteinen der extrazellularen Matrix (Fibronektin,
Tenascin und Vitronectin) fordert [129] und die vermehrte Sekretion von
proteolytischen Enzymen verursacht. [130] Der bei Plattenepithelkarzinomen
beobachtbare Wechsel von aV5 auf aVp6 schitzt die Zellen vor einer Apoptose in
Form einer Anoikis. [141]

Die Expression von Integrin aVB6 in der Ubergangszone der Fisteln ist somit ein

deutlich ausgepragtes Zeichen fur das Vorliegen einer EMT.

5.6 TGF-B1 und TGF-B2

Die Immunhistochemie auf TGF-B1 zeigte, dass dieses im ,normalen“ Darmepithel
nicht exprimiert wird, wahrend in der Ubergangszone eine signifikante (p=0,021) de
novo Expression zu detektieren war. Die Starke der TGF-B2-Farbung erhdhte sich im
Ubergangsbereich von schwach auf stark, jedoch nicht signifikant (p=0,447).

Die Familie der transforming growth factors (TGF)- besteht beim Menschen aus drei
sehr ahnlichen Peptid-Isoformen, namlich TGF-1, TGF-f2 und TGF-f3.
[140,142,143] Diese pluripotenten Faktoren konnen selbst im gleichen Zelltyp
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vielfaltige Vorgange verursachen. In Epithelzellen kénnen sie sowohl eine Apoptose,
wie auch eine EMT induzieren, wobei ein Zusammenhang mit dem Stadium im
Zellzyklus vermutet wird. [144] Wegen ihrer wachstumshemmenden Funktion kdnnen
sie als Tumor-Suppressor bezeichnet werden. [145] Sie spielen zum einen eine
wichtige Rolle wahrend der Embryogenese [143], zum anderen sind sie wichtige
Modulatoren einer Immunantwort. Sie werden dabei auch von Nicht-Immunzellen
produziert. [146] Insbesondere bei Entzindungen und Uber aktivierte
Mesenchymzellen induzieren sie die Synthese extrazellularer Matrix und fordern die
Zellproliferation und —migration. [142,147] In vitro konnte TGF-31 die Permeabilitat
von Epithelien erhdhen. [148]

Wie viele andere leistungsfahige Zytokine werden sie in inaktiver Form sezerniert,
um eine unkontrollierte Aktivierung ihrer Rezeptoren zu verhindern. Aktiviert werden
konnen sie Uber verschiedene Mechanismen, unter anderem durch die Aktivitat von
Proteasen oder durch Integrin aVp6. [140,148,149]

Die Molekile der TGF-B-Familie zahlen zu den Schlisselregulatoren und wichtigsten
Induktoren der EMT [145], wobei insbesondere TGF-B1 als der hauptsachliche
Faktor identifiziert worden ist. [56,150] Allerdings ergaben Untersuchungen, dass in
verschiedenen Organen und teilweise sogar wahrend unterschiedlicher Zeitpunkte
der EMT unterschiedliche TGF-B-Isoformen beteiligt sein kénnen. [142,143] Aus
diesem Grund wurden bei den Fisteln gleich zwei der Isoformen untersucht.

Beim TGF-B2 zeigte sich hierbei eine starke Expression in der Ubergangszone, was
sicherlich fir eine Beteiligung dieses Zytokins im Verlauf der Fistelentstehung
sprechen kann. Allerdings war dieser Unterschied im Vergleich zum ,normalen®
Darmepithel nicht signifikant, so dass der Grund flr diese Hochregulation auch in der
starkeren Entzindungsreaktion im Fistelbereich gesehen werden konnte. Dies ist
aber wegen der nahezu ausschlielllich ,epithelbegrenzten® Lokalisation
unwahrscheinlich.

Beim TGF-B1 wurde in der Ubergangszone eine signifikante de novo Expression
detektiert, was ein deutliches Anzeichen fur das Vorliegen einer EMT darstellt.
Hierflr spricht zum einen, dass dieses Zytokin durch Integrin aV36 aktiviert werden
kann, welches in diesem Bereich eine starke Expression aufweist und in
Zusammenhang mit dem Vorliegen einer EMT steht. [66,135] Zum anderen wurde
die Fahigkeit des TGF-B1 eine EMT zu induzieren in vielen Experimenten bestatigt.
[99,100,103,151,152] Zum Beispiel zeigten Rees et al. mit Hilfe
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immunhistochemischer Marker das Vorliegen einer EMT bei 0Osophagealen
Adenokarzinomen und wiesen eine Assoziation mit einer TGF-B1-Expression an der
invasiven Front nach. [98] Oder Compton et al. konnten zeigen, dass TGF-1 und
TGF-B2 an Herz-Explantaten einen Verlust epithelialer und die Expression
mesenchymaler Merkmale induzieren. [101]

Das detektierte TGF-1 und in geringerem MalRe auch das TGF-B2 unterstitzen

demnach die Hypothese einer EMT bei der Fistelentstehung.

5.7 Untersuchung der vermutlich durch EMT entstandenen Zellen

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Myofibroblasten-ahnliche Zellen aus Fisteln von
Morbus Crohn-Patienten isoliert und in Kultur gebracht. Laut Hypothese sind diese
Zellen durch eine EMT entstanden. Sie wurden im Vergleich mit Myofibroblasten aus
Stenosen und solchen aus Entzindungen mit Hilfe von Western Blots untersucht.
Alle Experimente wurden mit Myofibroblasten der mindestens dritten Generation
durchgefuhrt, um eventuelle Fehlergebnisse durch verunreinigte Populationen zu
vermeiden. Myofibroblasten-Populationen in diesem Stadium sind annahernd frei von

Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und Epithelzellen. [153]

Phénotypische Marker:

Zuerst wurde die Expression epithelialer und mesenchymaler Marker untersucht.
Vimentin und a-SMA Ubernahmen die Aufgabe der zuletzt genannten. a-SMA ist
genauso wie Vimentin ein Bestandteil des Zytoskeletts vieler mesenchymaler Zellen.
Unter den verschiedenen phanotypischen Markern flir Myofibroblasten stellt es den
zuverlassigsten dar [154], denn diese Zellen zeichnen sich durch a-SMA-positive
Stressfasern aus, die parallel zu ihrer langen Achse verlaufen. [155]

Alle Zelllysate zeigten in den Western Blot-Analysen mit Antikorpern gegen diese
Proteine stark immunreaktive Banden. Dies ist ein deutliches Zeichen ihrer
mesenchymalen, myofibroblastischen Eigenschaften. [105,156,157]

Als epitheliale Marker dienten E-Cadherin und Zytokeratin 8. Ersteres war in keiner
der Proben nachweisbar. Dies kann auf den Verlust des epithelialen Phanotyps
bezogen werden und spricht somit fir eine EMT. [52,55,79,115]

Beim Zytokeratin 8 zeigten drei der funf getesteten Fistel-Proben starke

immunreaktive Banden. Der Nachweis dieses Intermediarfilaments in den
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Myofibroblasten-ahnlichen Zellen der Fisteln konnte immunozytochemisch bestatigt
werden. Da Zytokeratin 8 ein epitheliales Intermediarfilament darstellt, dirfte es in
Myofibroblasten, also mesenchymalen Zellen, nicht vorkommen. [96] Dies zeigt sich
auch bei den Proben aus Stenosen und Entzindungen, die nur minimale,
wahrscheinlich auf geringgradige Verunreinigungen zurtckzufihrende,
immunreaktive Banden aufwiesen. Die starke Expression des Zytokeratin 8 in den
Myofibroblasten-ahnlichen Zellen der Fisteln ist als ein Zeichen der epithelialen
Abstammung im Sinne einer EMT zu interpretieren. [102]

Laut diesen Ergebnissen kann man die Myofibroblasten-ahnlichen Zellen als
Mesenchymzellen bezeichnen, wobei die teilweise vorhandene Expression von
Zytokeratin 8 auf eine epitheliale Genese schliellen lasst. Dies untermauert das

Vorliegen einer EMT.

TGF-B1 und TGF-B2:
Anschlielend wurde noch die Expression des TGF-B1 und des TGF-2 untersucht.

Erstgenanntes konnte nur in den Lysaten der Myofibroblasten-ahnlichen Zellen aus
den Fisteln detektiert werden. Diesem Zytokin wird, wie bereits erlautert, eine
herausragende Rolle bei der Induzierung der EMT zugeschrieben. [56,145,150]
Aulerdem ergaben Experimente anderer Arbeitsgruppen, dass Post-EMT-Zellen
eine autonome TGF-B-Produktion aufrechterhalten. [135]

TGF-B2 war in keiner der Proben detektierbar, was zum einen daran liegen kénnte,
dass die Proteinmenge unterhalb der Nachweisschwelle des Antikorpers von 25 ng
lag. Zum anderen kann es aber auch darauf hinweisen, dass TGF-32 entweder bei
der Fistel-EMT insgesamt oder in diesem Stadium der EMT keine Bedeutung hat.
[142,143]

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die gefundene Expression von TGF-f1 ein
weiteres Anzeichen fir das Vorliegen einer EMT ist und TGF-2 wahrend diesem

Vorgang scheinbar eine untergeordnete Rolle spielt.
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5.8 Schlussfolgerung und Ausblick

Abbildung 5-1 zeigt graphisch die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse in einer
Ubersicht. Zusammenfassend kann damit festgestellt werden, dass alles auf eine
Mitbeteiligung der EMT bei der Entstehung von Fisteln bei Patienten mit Morbus
Crohn deutet. Diese Aussage kann getroffen werden, da nicht nur keine der
durchgefuhrten Untersuchungen gegen einen solchen Vorgang spricht, sondern
vielmehr die in der Ubergangszone der Fisteln gefundene de novo-Expression von
Integrin aVB6 und TGF-B1 und die gleichzeitige Reduktion von zellwandstandigem
E-Cadherin und B-Catenin eindeutige Argumente flr eine EMT sind. Auch das
gleichzeitige Auftreten von mesenchymalen und epithelialen Markern in den
Myofibroblasten-ahnlichen Zellen ist ein charakteristisches Zeichen fur deren Genese
durch eine EMT.

Trotz allem sollte dieser Nachweis der EMT einen Anlass fur weitere
Untersuchungen darstellen. Zum einen ware die genaue Kenntnis der Induktoren
einer solchen Transformation und von Faktoren, die deren Ablauf verstarken,
hilfreich. Dies wirde héchstwahrscheinlich neue und gezieltere Angriffspunkte fur
zukunftige medikamentdse Therapien der Fisteln liefern. An Epithelzellen der Niere
konnte z. B. bereits gezeigt werden, dass BMP7 eine durch TGF-B1 induzierte EMT
wieder umkehren kann. [86,158] Auch ein noch besseres Verstandnis der
ablaufenden Signalwege kann einen Beitrag zu diesem Ziel liefern. Hierbei waren
EMT-Studien an in vitro Modellen mit immortalisierten Zelllinien des Darms ein
geeigneter Weg. So koénnte man vielleicht bald das haufige und Klinisch
schwerwiegende Problem der Fisteln als Komplikation des Morbus Crohn besser in

den Griff bekommen.
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5.9 Ergebnisse der Arbeit in schematischer Ubersicht

- . . Myofibroblasten-iihnliche
»hormales” Darmepithel Ubergangszone Zellen
Epitheliale Marker Epitheliale Marker Epitheliale Marker
Zytokeratin 8 ++ Zytokeratin 8 =+ Zytokeratin § -
Zytokeratin 20 ++ Zytokeratin 20 ++ E-Cadherin o
E-Cadherin it E-Cadherin v
Mesenchymale Marker
Mesenchymale Marker Mesenchymale Marker w-SMA ++
Vimentin o Vimentin 0 Vimentin ++
Sonstige Marker Sonstige Marker Sonstige Marker
p-Catenin <= p-Catenin v TGE-p1
TGF-p2 & Integrin avp6 A4 TGE-p2 0
TGF-p1 A
TGF-p2 A
F O S rESF=XCS) = oD >

A J

EMT

Abb. 5-1: Die Ergebnisse der Arbeit in schematischer Ubersicht

Bild: Das ,normale“ Darmepithel geht in den Fisteln in Myofibroblasten-ahnliche Zellen (ber, von
denen angenommen wird, dass sie durch eine EMT entstanden sind. Dazwischen befindet sich eine
Ubergangszone, deren Zellen bereits flacher und mesenchymaler imponieren und die einen Verlust
ihrer Zellkontakte (rote Striche) aufweisen.

.Normales" Darmepithel: Starke der Proteinexpression (Immunhistochemie)

++: starke Expression; +: schwache Expression; o: keine Expression

TGF-B1 und Integrin aVB6 wurden nicht angegeben; sie waren nicht exprimiert.

Ubergangszone: Expression bzw. Expressionsunterschied der Proteine im Vergleich zum ,normalen®
Darmepithel (Immunhistochemie)

11: starker Unterschied; 1 oder |: schwacher Unterschied; ++: starke Expression; o: keine Expression
Die Unterschiede waren bis auf TGF-32 signifikant.

Myofibroblasten-ahnliche Zellen: Starke der Proteinexpression (Western Blot)

++: starke Expression; +: schwache Expression; o: keine Expression
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Viele an Morbus Crohn leidende Patienten bekommen im Verlauf ihrer Erkrankung
Fisteln. Diese stellen flr die Betroffenen eine erhebliche Einschrankung der
Lebensqualitat dar. Die bei der Entstehung einer solchen Komplikation ablaufenden
Vorgange sind zum jetzigen Zeitpunkt nur unzureichend bekannt.

Morphologisch zeigt sich bei der Uberwiegenden Anzahl der Fisteln eine Auskleidung
durch Myofibroblasten-ahnliche Zellen. Zudem lasst sich eine Ubergangszone vom
,nhormalen“ Epithel z. B. des Darms in diese luminale Schicht abgrenzen.
Veranderungen dieser Art sind charakteristisch fur die epithelial-mesenchymale
Transformation (EMT). Bei solch einem Vorgang, der insbesondere bei der
Progression von Karzinomen und bei fibrosierenden Krankheitsbildern stattfindet,
entstehen aus Epithelverbanden deutlich beweglichere, mesenchymal imponierende
Zellen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Beteiligung einer EMT bei der

Entstehung von Fisteln bei Morbus Crohn-Patienten untersucht.

Dazu wurden 14 Fisteln aus Resektaten des Darms und drei aus dem perianalen
Bereich immunhistochemisch untersucht. Dabei zeigten sich in der genannten
Ubergangszone im Vergleich zum ,normalen Epithel keine Veranderungen bei den
Intermediarfilamenten Zytokeratin 8, Zytokeratin 20 und Vimentin. Es konnte jedoch
ein signifikanter Ruckgang von E-Cadherin und B-Catenin und eine signifikante de
novo Expression von Integrin 6 und TGF-B1 nachgewiesen werden. Auch TGF-32
war starker zu detektieren.

Weiter wurden Myofibroblasten-ahnliche Zellen aus den Fisteln isoliert und in Kultur
gebracht. Die Expression verschiedener Proteine dieser Zellen, die laut aufgestellter
Hypothese durch EMT entstanden sind, wurde mit Hilfe von Western Blots analysiert.
Die Zellen enthielten a-SMA und Vimentin, jedoch kein E-Cadherin und kein TGF-p2.
Im Vergleich zu Myofibroblasten aus entzindeten und stenosierten Darmarealen
zeigten sie eine Expression von TGF-B1 und deutlich immunreaktive Banden flr

Zytokeratin 8. Letzteres konnte immunozytochemisch bestatigt werden.

Die Ergebnisse aus den immunhistochemischen Untersuchungen sind
charakteristisch fur das Vorliegen einer EMT. Insbesondere der Rickgang von

E-Cadherin und B-Catenin, sowie die de novo Expression von Integrin 36 und
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TGF-B1 weisen auf einen solchen Vorgang hin. Gleiches gilt flr die Western Blot-
Analysen, bei denen vor allem der gleichzeitige Nachweis von epithelialen
(Zytokeratin 8) und mesenchymalen (a-SMA, Vimentin) Markern ein EMT-

Charakteristikum darstellt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die in dieser Arbeit gewonnenen
Ergebnisse fur das Vorliegen einer EMT bei der Entstehung von Fisteln bei Morbus
Crohn-Patienten sprechen. Dies bietet einen Ansatzpunkt fir weitere
Untersuchungen und auf Dauer vielleicht auch flr neue Strategien in der Therapie

dieser bisher nur unzureichend behandelbaren Komplikation.
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