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1 Einleitung

1.1 Aufbau des menschlichen Darms

Der menschliche Darm stellt mit einer Oberfliche von ca. 300 m? die groBte
Kontaktflache des Korpers dar. Die Oberflache der Darmschleimhaut ist damit etwa
50-mal gréBer als die der Haut und erfillt zwei gegensatzliche Funktionen, die sich
auch im Aufbau der Darmwand widerspiegeln: Zum einen ist sie flir die Resorption
von Nahrstoffen verantwortlich, zum anderen muss sie sich und den ganzen
Organismus vor einer permanenten Exposition mit Verdauungsenzymen,
Nahrungsantigenen, pathogenen Keimen und Bakterien sowie vor deren Eindringen
aus dem Darmlumen in die Mukosa und die Zirkulation schiitzen.

Die Darmwand besteht aus Schleimhaut oder Mukosa (Epithel, Lamina Propria,
Lamina Muscularis Mucosae), Submukosa, Muscularis Propria und Serosa. Zum
Darmlumen wird die Mukosa durch die Epithelzellschicht begrenzt, die auf einer
Basalmembran fixiert ist. Den gréBten Teil der Mukosa stellt die Lamina Propria dar,
welche aus Lymphozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Kapillaren und extrazellularer
Matrix besteht. An die Lamina Propria schlieBt sich als letzte Schicht der Mukosa, die
Lamina Muscularis Mucosae an, auf die dann die Submukosa folgt. Die Lamina
Muscularis Mucosae ist eine etwa 5-Zellen-dicke Schicht von glatten Muskelzellen und
spielt bei der Darmmotilitdt eine wesentliche Rolle. Die Submukosa besteht aus
einem losen Maschenwerk von diinnen Kollagenfibrillen, die die Mukosa mit der
Muscularis Propria verbindet und BlutgefaBe und Lymphbahnen zur Muscularis flihrt
(Abbildung 1.1). Die Darmwand wird durch die Serosa begrenzt, die beim Dinndarm
durch das Mesenterium an der hinteren Bauchwand befestigt ist (Mesenterialwurzel).
Die vorherrschenden Bindegewebsproteine im Darm sind Kollagene, die von
mesenchymalen Zellen wie glatten Muskelzellen und Fibroblasten produziert werden.
Sie werden von mesenchymalen Zellen wie glatten Muskelzellen und Fibroblasten

produziert. Dabei handelt es sich vor allem um Kollagen des Typs I und III (1).
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Krypten Epithelzellschicht

Lamina propria
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Kolonmukosa. Erklarungen siehe Text.

1.2 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Zu den chronisch verlaufenden entzlindlichen Darmerkrankungen (CED) zdhlen der
Morbus Crohn (MC) und die Colitis ulcerosa (CU), an denen insbesondere junge
Menschen zwischen dem 20. und dem 40. Lebensjahr erkranken. Allerdings gibt es
zwischen dem 60. und 80. Lebensjahr einen weiteren Anstieg der
Neuerkrankungsrate. Frauen sind dabei fast dreimal haufiger betroffen als Manner
(2, 3). Bei einer Pravalenz in Deutschland von 250-500/100.000 Einwohnern leiden
derzeit ca. 300.000 Bundesbiirger an CED.

Es konnten regionale Unterschiede gezeigt werden. Die hdchste Inzidenz an CED
wird in Nord- Amerika und Europa beobachtet. In Silid-Amerika, Asien und Afrika
kommen hingegen wesentlich weniger Falle vor, jedoch mit steigender Tendenz.
Zudem werden neben den geographischen auch ethnische Unterschiede verzeichnet.
In den USA sind Kaukasier deutlich haufiger betroffen als Afroamerikaner, letztere
wiederum haufiger als Asiaten.

Die Atiologie der CED ist bisher noch nicht vollsténdig verstanden. Es spielen viele
Faktoren bei der Erkrankung eine Rolle. Es wird deswegen bei CED von einer
komplexen Erkrankung gesprochen. Beide Erkrankungen gehen mit einem Verlust

der Mukosa-Integritat, verminderter Resorptionsleistung und verstarkter Sekretion
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bzw. Exkretion von Flissigkeit einher. Unterschiede zwischen MC und CU bestehen
hinsichtlich makroskopischen und histologischen Erscheinungsbildes sowie im
Verteilungsmuster. Wahrend eine CU Erkrankung auf das Kolon beschrankt bleibt,
kann beim MC der gesamte Gastrointestinaltrakt vom Mund bis zum Anus betroffen
(Abbildung 1.2).

Morbus Crohn Colitis ulcerosa

Speiserahre
Magan
Ewalffingerdarm

nur
Dinindarm

Dunndarm
uryd
Dicwdarm

nur
Dickdarm

Enddarmrkrankung

:;ﬂlllﬂﬂﬂﬂ mif FissurenFistein
Erdidarrs AbSEoas0n

Abbildung 1.2: Lokalisation der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen Morbus
Crohn und Colitis Ulcerosa. Quelle: www.kompetenznetz-ced.de

Charakteristisch flir den MC ist, dass nur einzelne Darmsegmente krankhaft
verandert sind und zwischen ihnen gesunde Abschnitte liegen. Besonders haufig sind
der letzte Abschnitt des Diinndarms (terminales Ileum), die Ubergangsregion vom
Dinndarm in den Dickdarm (Ileozdkalregion) und das Kolon verandert. Das
Zusammenspiel von mikrobieller Darmflora und intestinalem Immunsystem sowie
Ernahrungsgewohnheiten stellen bei der Entstehung von CED einen wichtigen Faktor
dar (4-6). Im Gastrointestinaltrakt finden Immunreaktionen auf pathogene
Substanzen statt, wahrend gleichzeitig Antigene aus der Nahrung sowie
physiologische Bakterienflora toleriert werden. Beim gesunden Menschen wird durch
den standigen Kontakt der Lamina propria mit Antigenen eine milde, genau regulierte
chronische Entziindung aufrechterhalten. Kommt es zu einer Permeabilitatsstdrung

des Darmepithels, gerat die Regulation aus dem Gleichgewicht. Vor dem Hintergrund
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einer genetischen Disposition und unter Einfluss exogener Faktoren kann dieses
Ungleichgewicht in eine CED minden. Rauchen ist ebenfalls ein wichtiger
Risikofaktor fir einen aggressiven Krankheitsverlauf und das Rezidiv bei MC. Bei
einer CU-Erkrankung hat das Rauchen in mehreren Studien hingegen einen
protektiven Effekt auf die Krankheitsmanifestation gezeigt (5).

Andere Befunde deuten bei beiden Erkrankungen auf eine besondere Rolle von
genetischen und auch immunologischen Faktoren. So gilt eine positive
Familienanamnese als Risikofaktor bei MC. Aus familidaren Untersuchungen und
Konkordanzstudien an Zwillingen kann auf eine genetische Pradisposition fur MC
geschlossen werden. Monozygote Geschwister haben bei Erkrankung ihres Zwillings
ein 15-35-fach erhdhtes Risiko an MC zu erkranken als die Durchschnittsbevédlkerung
(6, 7). Durch Kopplungsanalysen konnten unter anderem Risikoregionen auf den
Chromosomen 12 und 16, sowie weitere potentielle Regionen auf den Chromosomen
3, 7 und 11 im Zusammenhang mit einer MC Erkrankung identifiziert werden. So
treten bei MC-Patienten gehauft Varianten (single nucleotide polymorphisms (SNP))
von NOD2/CARD15 auf dem Chromosom 16 auf (8, 9). Das NOD2/CARD15 Protein
erkennt zytoplasmatisch Bestandteile der Bakterienwand, die Muramyldipeptide
(MDP) und interagiert mit der Kinase RICK/RIP2 (RIP-like interacting caspase-like
apoptosis-regulatory protein kinase/receptor interacting protein2). Diese bindet den
IKK-Komplex 1 (8), der flir die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«kB Uber die
Phosphorylierung und Degradierung des endogenen NF-kB-Inhibitors IkB-a
verantwortlich ist (10). Es konnte nachgewiesen werden, dass eine heterozygote
Mutation zu einem doppelten bis vierfachen Risiko flihrt, einen MC zu entwickeln.
Homozygote bzw. mehrere compound heterozygote NOD2-Mutationen steigern das
Risiko um das 20 - 40-fache (11, 12). Die Annahme einer Barrierestérung im
Intestinum konnte bei Patienten mit MC durch das vermehrte Auffinden von
intrazellularen Bakterien in intestinalen Epithelzellen und in tieferen Schichten der
Mukosa bestatigt werden (12). Bei Patienten kann diese erhéhte Permeabilitdt schon
lange vor dem Auftreten der ersten Krankheitssymptome nachgewiesen werden (12-
15). Interessanterweise lassen sich diese Beobachtungen nicht nur auf eine
mukosale Entziindungsaktivitat zuriickfiihren, sondern sind auch mit einer
genetischen Pradisposition verbunden, da Verwandte von CED-Patienten eine hdhere

intestinale Permeabilitdt im Vergleich zur Normalbevélkerung aufweisen (4, 15).
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Bedingt durch die entziindlichen Veranderungen und deren Folgen an der Darmwand
kommt es beim MC zu verschiedenen Symptomen wie Malabsorption, krampfartigen
Schmerzen, Diarrhden und Gewichtsverlust. Abszesse, Fisteln und Fissuren kdnnen
als perianale Veranderungen erscheinen. Des Weiteren kdnnen Stenosen, Strikturen
sowie Perforationen mit darauffolgender Peritonitis auftreten. Bei einer CU-
Erkrankung sind die Hauptsymptome blutig-schleimige Diarrhéen, rektale Blutungen,
Ulzerationen und Tenesmen. Es kdnnen ebenfalls Perforationen mit anschlieBender
Peritonitis aber auch toxisches Megakolon bis hin zum haufig multifokalen, spat
diagnostizierbarem Kolonkarzinom entstehen.

Bei beiden Erkrankungen sind jedoch auch Manifestationen auBerhalb des Darmes,
so genannte extraintestinale Veranderungen, moglich. Diese kénnen sich z.B. in Form
von Gelenksentziindungen (Arthritis), Anamie sowie in Entziindungen der Augen, der

Haut, der Gallenwege und der Leber (primar sklerosierende Cholangitis) auBern.

1.3 Das Mosaik-Modell und Lipid Rafts in der Plasmamembran

1972 entwickelten Singer und Nicholson das klassische Mosaik-Modell der
Zellmembran (16). Nach diesem Modell ist die Doppellipidschicht eine
zweidimensionale Ldsung gerichteter Lipide und globuldrer Proteine. Lipide und
integrale Membranproteine kénnen lateral ungehindert in die Lipidmatrix diffundieren
(laterale Diffusion), sofern dies nicht durch spezifische Wechselwirkungen
unterbunden wird. Lipide, also Phospho- und Glykolipide, kénnen neben der lateralen
Diffusion noch eine transversale Diffusion, den so genannten Fljpflop ausflihren,
welcher aber viel langsamer ablauft. Eine dritte Klasse der Lipide, das Cholesterin, in
groBen Mengen am Membranaufbau beteiligt, erhoht die Viskositat der Membran.
Zusatzlich kann die Fluiditdt durch Variation der Doppelbindungszahl und Lange der
Fettsdurereste reguliert werden. HOhere Temperaturen, kurze Fettsaurereste und
viele Doppelbindungen erhéhen ebenfalls den Grad der FlieBféhigkeit (16).

1988 wurde von Kai Simons das Modell Gberarbeitet und es entstand das Modell der
Lipid Rafts (17, 18). Es gibt in der Plasmamembran bestimmte Bereiche, in denen
sich spezielle Lipide in héherer Konzentration anlagern als in der Gbrigen Membran.

Lipid Rafts ordnen sich als fllissigkristalline Phase an. Das Beobachten der Lipid Rafts


http://de.wikipedia.org/wiki/Doppellipidschicht
http://de.wikipedia.org/wiki/Lipide
http://de.wikipedia.org/wiki/Protein
http://de.wikipedia.org/wiki/Diffusion
http://de.wikipedia.org/wiki/Flipflop_%28Zellbiologie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Cholesterin
http://de.wikipedia.org/wiki/Viskosit%C3%A4t
http://de.wikipedia.org/wiki/Fetts%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Fl%C3%BCssigkristall
http://de.wikipedia.org/wiki/Phase
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ist aufgrund ihrer geringen GroBe im Lichtmikroskop schwierig, jedoch mittels der
Fluoreszenzmikroskopie mdglich. Benutzt werden z.B. Farbstoffe, wie Laurdan oder
kopfmarkierte Farbstoffe wie Texas Red, die sich zwischen den Domanen aufgrund

ihrer GréBe bevorzugt in der ungeordneten Phase einlagern (Abb. 1.3).

Kanalprotein Extrazellularraum Kohlenhydratkette
Hydrophile Képfe

et e -
AR A /...
| _ .t i

Cholesterin Integrales Protein

Oberflachenprotein
Glycolipid

Zytoskelettfilamente Alpha-Helix Hydrophobe Anteile
Gytoplasma

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Zellmembran. Erkldrung im Text.

Peripheres Protein

Lipid Rafts sind Mikrodomanen der Plasmamembran, die reich an Sphingolipiden und
Cholesterin sind (17, 19, 20). Die biologische Membran besteht aus drei
verschiedenen Lipiden: den  Sphingolipiden, Cholesterin und den
Glycophospholipiden.

Charakteristisch fur Sphingolipid- und Cholesterinreiche Domdanen sind deren
Unldslichkeit in nichtionischen Detergenzien bei niedrigen Temperaturen. Aus diesem
Grund werden sie auch als detergent-insensitive-glycosphingolipid-enriched
microdomains (DIGs) bezeichnet (20). Die Lipid Rafts enthalten ansassige
Glycophosphophatidylinositol-verankerte (GPI-anchored) Proteine; doppelt acylierte
Proteine wie z.B. Tyrosin-Kinasen der Src-Familie, G-alpha Untereinheiten der
heterotrimeren G Proteine und endotheliale WNitric Oxid Synthase (eNOS);
Cholesterin-gekoppelt und Palmitat-verankerte Proteine wie Hedgehog (21) und
transmembrane Proteine (22).

Cholesterin stabilisiert die Lipid Rafts dadurch, dass es die Licken zwischen den

langen und massigen Glycerolsphingolipiden auffillt. Durch pharmakologische
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Extraktion des Cholesterins beispielsweise mit Methyl-B-cyclodextrin oder durch das
Antibiotikum Filipin kdnnen die Lipid Rafts zerstort werden. Die starke Interaktion
und die hohe Konzentration von den Sphingolipiden und Cholesterin in der
Plasmamembran flihren zur Bildung von Mikrodomanen (20). Diese Mikrodomanen
sind reich an Ceramid und beeinflussen die Signaltransduktion, u.a. weil sie die
Eigenschaften besitzen, Rezeptormolekiile zu rekrutieren (23). Vielfaltige Stimuli
fihren zu einer Freisetzung von Ceramid wie CD95 (24-29), CD28 (30), TNF (31-33),
CD40 (34), DR5 (35), CD5 (36), LFA-1 (37), FcyRII (38), CD20 (39), der interleukin-1
(IL-1) Rezeptor (40), der platelet-activating factor (PAF) (41), Infektionen mit
Pseudomonas aeruginosa (42), Staphylococcus aureus (43), Neisseria gonorrhoeae
(44), Sindbis virus (45), Rhinovirus (46); oder die Behandlung mit Gammastrahlung
(47, 48), UV-Licht (49, 50), Doxorubicin (51), Cisplatin (52), Resveratrol (53),
Thalidomid (54) und Entwicklungsprozesse.

Einige Pathogene bendtigen Sphingolipide und Cholesterin, um eine Saugetierzelle zu
infizieren (55). Das Aerolysintoxin (56), das Choleratoxin (57) und Shigatoxin (58)
dringen Uber Lipid Rafts in die Saugetierzelle ein. Lipid Rafts sind auch bei

Erkrankungen durch Prione, Alzheimer und Krebs involviert (59).

1.4 Sphingolipide und Phospholipide

Sphingolipide und Phospholipide sind wichtige Bestandteile der Zellmembran und

gehoren zur Verbindungsklasse der polaren Membranlipide.

Phospholipide sind phosphorhaltige, amphiphile Lipide. Sie setzen sich aus einem
hydrophilen Kopf und zwei hydrophoben Kohlenwasserstoffschwanzen zusammen.
Phospholipide bilden in Wasser eine Lipiddoppelschicht, das sogenannte Liposom. Die
haufigsten in einer Zellmembran auftretenden Phospholipide sind Phosphatidylcholin
(auch Lecithin; PC), Lysophosphatidylcholin (LPC), Phosphatidylethanolamin (auch
Kephalin; PE), Phosphatidylserin und Sphingomyelin (Tabelle 1.1). Phospholipide
gliedern sich aufgrund ihres chemischen Aufbaus in zwei Gruppen, die

Phosphoglyceride und die Sphingolipide (60).
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Sphingolipide leiten sich im Gegensatz zu den Phospholipiden vom Sphingosin ab. Sie
setzen sich in Sdugetierzellen chemisch aus dem langkettigen Aminoalkohol
Sphingosin, einer polaren Kopfgruppe und einer Acylgruppe, wie eine Fettsaure, die
Uber eine Amid-Bindung mit dem C2-Atom des Sphingosins verbunden ist,
zusammen. Das Sphingosinriickgrat ist Uber einen Phosphatrest durch eine
Esterbindung mit einer geladenen Gruppe wie Serin, Ethanolamin oder Cholin
verbunden. Handelt es sich bei der Kopfgruppe um einen oder mehrere Zucker,
erfolgt die Bindung ohne einen Phosphatrest direkt am Spingosin-Rlickgrat mittels
einer glykosidischen Bindung. Sphingolipide kommen vermehrt in Nervengewebe vor
und spielen somit eine wichtige Rolle bei der Signallbertragung. Die Entdeckung der
Hemmung von Proteinkinase C (PKC) durch Sphingosin flihrte zu der Erkenntnis,
dass Sphingolipide als second messenger fungieren (61).

Es gibt drei Haupttypen von Sphingolipiden: Ceramide und die daraus abgeleiteten
Sphingomyeline und Glycosphingolipide. Ceramide sind die einfachste Gruppe der
Sphingolipide, ihr Rest wird nur durch ein Wasserstoffatom gebildet. Sie sind nur ein

Sphingosinmolekiil, das durch eine Amidbindung an eine Fettsaure gebunden ist.

1.4.1 Bioaktive Lipide und deren Einfluss auf die

Entziindungsreaktion

Lipide kdnnen als Signalmolekile wirken, die die Eigenschaft haben, eine
physiologische Reaktion auszulésen. Ein Ungleichgewicht des Lipidmetabolismus
fuhrt zu einer Krankheitsprogession u.a. bei chronischen Entziindungsreaktionen, bei
Autoimmunkrankheiten, Allergien, Krebs, Arteriosklerose, Hypertonie,
Herzhypertrophie, stoffwechsel- und degenerativen Krankheiten (62). Viele der
Lipidsignale, deren modifizierende Enzyme und nachgeschaltete Ziele regulieren

verschiedene Krankheiten.
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Name Polare funktionelle Gruppe
hosphatidylchol o
Phosphatidylcholin
Cholin #¢ oH
HO
Phosphatidylethanolamin
Ethanolamin MH;
5]
Phosphatidylserin HO OH
Serin NH;

OH
OH

Phosphatidylinositol

OH
Inosit ©H OH

HaC . ;?Hﬁ

Mo

Sphingocholine )
Cholin  HiC

Monosaccharide
Glykolipide
Oligosaccharide

Tabelle 1.1: Die verschiedenen Phospholipide und deren polare Gruppen.

Bioaktive Lipide wie z. B. Eicosanoide (63), Phosphoinositide, Sphingolipide und
Fettsduren kontrollieren wichtige zelluldre Prozesse wie Zellproliferation, Apoptose,
Stoffwechselprozesse und Migration.

Sphingolipide wie Ceramid, Ceramid-1-Phosphat und Sphingosin-1-Phosphat (S1P)
spielen eine entscheidende Rolle bei der Entziindungsregulation. Diese beinhalten die
Aktivierung von pro-inflammatorischen Transkriptionsfaktoren in verschiedenen
Zelltypen und die Induktion der Cyclooxygenase-2 (COX-2), der Hauptproduzent des
pro-inflammatorischen Prostaglandins (64, 65). Jedes Sphingolipid wird anders
aktiviert. Der Anstieg von Ceramid fiihrt in der Plasmamembran zu Ceramid-reichen
Domanen, welche Signalkomplexe anreichern. S1P agiert mittels G-Protein
gekoppelten S1P Rezeptoren (66).

Aus diesem Grund koénnten Lipide zusammen mit den assoziierten Enzymen und
Rezeptoren als Medikamente fir die Behandlung von Entziindungsreaktionen

eingesetzt werden.
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1.4.2 Phosphatidylcholin und Lysophosphatidylcholin
Phosphatidylcholin (PC) oder auch Lecithin und Lysophosphatidylcholin (LPC) sind mit

einem Anteil von ca. 90 % die groBte Gruppe der Phospholipide in der
Plasmamembran (67-69). PC ist verantwortlich flr die Herstellung einer protektiven
hydrophoben Oberflache und spielt eine groBe Rolle bei der mukosalen Abwehr. Eine
fehlerhafte PC-Schicht wirkt negativ auf die Entwicklung von Entziindung und
Ulzeration (70). Dieser Effekt wurde auch bei Menschen mit viraler Immundefizienz
und Heliobacter pylori Infektion gezeigt. Die Pathogenese mit H. pylori zeigt sich in
der Schadigung der Phospholipid Barriere und flihrt zu einer erhéhten Phospholipase
Aktivitat (71-74). In Mucusproben des Dickdarms bei Patienten mit CU konnte
gezeigt werden, dass die PC und LPC Konzentrationen im Vergleich zu gesunden
Kontrollen oder Patienten mit MC signifikant reduziert vorliegt (75). In intestinalen
Perfusionsstudien bei der Ratte wurde auBerdem gezeigt, dass PC nur im Jejunum
und Ileum und nur geringfligig im Kolon sezerniert wird (76). Die Autoren vermuten,
dass es durch den geringen Anteil von PC im Mucus, zu einer chronisch
inflammatorischen Funktionsstérung des Kolons kommt (75). In der intestinalen
Epithelzelllinie Caco-2 Zellen wurde deutlich, dass PC auch eine anti-inflammtorische
Wirkung besitzt (77). Bei LPC zeigt sich eine regulatorische Antwort auf die
Entziindungszellen in der Mukosa und es fihrt zu einer Reduzierung der Entziindung.
Fir LPC konnte auBerdem gezeigt werden, dass es in humanen Monozyten die
Produktion von IL-1B induziert (78). Diese Daten lassen erkennen, dass die
Konzentrationen von PC und LPC im Kolon flr die Verminderung der

Entztindungsreaktion von Bedeutung ist.

1.5 Struktur und Biosynthese von Ceramid

Ceramid besteht aus Sphingosin, einem Cjg-Aminoalkohol, der durch eine
Amidbindung an eine Fettsaure gebunden ist. Dieser Fettsaurerest besitzt zwischen
16-24 Kohlenwasserstoffatomen (79) (Abbildung 1.4)
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Abbildung 1.4: Chemische Formel von Ceramid. Nach Kolesnick et a/., 2000

Die Freisetzung von Ceramid und damit die Erhdéhung der zelluldren
Ceramidkonzentration kann auf drei verschiedenen Wegen erfolgen:

Durch die Hydrolyse von Sphingomyelin mittels Sphingomyelinasen, die de novo-
Synthese oder der Synthese von Glykosphingolipiden (80).

Die de novo Synthese beginnt mit der Kondensation von L-Serin und Palmitoyl-
Coenzym A zu 3-Dehydrosphinganin. Dieser Schritt wird durch die Serin-Palmitoyl-
Transferase katalysiert. Die 3-Dehydrosphinganin-Reduktase katalysiert nachfolgende
Reaktion zu D-eryirho-Sphinganin. Die langkettige Fettsaure wird mittels der
Sphinganin-Acyltransferase (Ceramid-Synthase) auf die Aminogruppe transferiert,
wodurch D-erythro-Dihydroceramid entsteht (81). Zuletzt fiigt eine Desaturase eine
trans 4,5-Doppelbindung ein, so dass Ceramid entsteht. Limitierender Faktor flir die
Neusynthese sind die Vorkommen von Serin und Palmitinsdure und die
Enzymaktivititen aller beteiligten Enzyme. Die Ceramidbildung findet im
endoplasmatischen Retikulum statt (82), anschlieBend werden Glycosphingolipide
und Phosphosphingolipide im Golgi-Apparat gebildet (83). Nachfolgend gelangen die
Sphingolipide mittels Membranvesikel an die Zelloberflache.

Der zweite Weg lauft Uber die Hydrolyse des membranintegrierten Sphingomyelins
durch Sphingomyelinasen ab (84) und wird im Kapitel 1.6 naher erlautert.

Der dritte Weg, der Salvage Weg, lauft Uber die Ceramid abbauenden Enzyme
Sphingomyelin-Synthase, Glycosylceramid- bzw. Galactosylceramid Synthase,

Ceramidase oder Ceramid-Kinase im Endo-Lysosom ab (85, 86) (Abbildung 1.5).

1.5.1 Ceramid-vermittelte Signalwege

Es sind bis zum heutigen Zeitpunkt verschiedene Targetproteine von Ceramid
bekannt (Abbildung 1.6). Im Folgenden werden die wichtigsten Signalwege naher

beschrieben.
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Abbildung 1.5: Sphingolipidmetabolismus. (1) Die De novo Synthese von Ceramid im
endoplasmatischen Retikulum. Ceramid wird danach zum Golgi Apparat transportiert mittels
vesikuldren Transport oder Ceramid Transfer Protein (CERT). (2) Sphingomyelinweg. Die Hydrolyse
des Sphingomyelin durch die saure Sphingomyelinase an der Plasmamembran oder im Endolysosom.
(3) Der Salvage Weg. Nahere Erklarungen im Text.

SPT: Serin-Palmitoyltransferase; CerS: (dihydro)Ceramid-Synthase; DES: Dihydroceramid Desaturase;
CERT: Ceramid Transferprotein; SMS: Sphingomyelin-Synthase; GCS: Glucosylceramid-Synthase;
aSMase: saure Sphingomyelinase; S-SMase: sekretorische Sphingomyelinase; L-SMase: lysosomale
Sphingomyelinase; Gcase: Glucosylceramidase; aCDase: saure Ceramidase; nCDase: neutrale
Ceramidase; SphK: Sphingosin-Kinase. Nach Jenkins et al., 2009 (86)

Inducers | UV radiation Heat stress Growth factors (PDGF, IGF, VEGF)
Chemotherapy UV radiation Cytokines (TNF, IL-1)
Death receptors Chemotherapy Hypoxia
Death receptors Fc receptor
oxLDL immune complexes
SPT
Ceramide
synthase
A 4
Sphingomyelin £ K Sphingosine
(30,000) I-phosphate (1)
Targets CAPPs (PP1, PP2A) 1 ‘
PKH SIP receptors
Cathepsin D YPK Intracellular targets
Biology Senescence Apoptosis Proliferation
Differentiation Cell-cycle arrest Mitogenesis
Apoptosis Inflammation
Cell-cycle arrest Migration
Angiogenesis
Protection from
apoptosis

Abbildung 1.6: Uberblick iiber die Rolle der Sphingolipide. Das Schema zeigt die Beteiligung
der bioaktiven Lipide Ceramid, Sphingosin und Sphingosin-1-Phosphat (S1P) in der zellbiologischen
Reaktion. Nahere Erklarungen im Text.

CAPP: Ceramid-aktivierende Ser—Thr Phosphatase; IGF: Insulin-like Wachstumsfaktor; IL-1:
Interleukin-1; oxLDL: oxidized low-density lipoprotein;, PDGF; platelet-derived growth factor; PKC,
Proteinkinase C; PKH: PKB Homologon; TNF: fumour necrosis factor; VEGF: vaskuldrer Endothel
Wachstumsfaktor; YPK: yeast protein kinase. Nach Hannun und Obeid, 2008 (87)
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Die Ceramid-aktivierte Protein-Phosphatase (CAPP) wird nur spezifisch durch Ceramid
stimuliert und gehdrt zur Familie der Serin/Threonin Protein-Phosphatase 2A (88).

Sie ist in die apoptotische Antwort der Zelle und in die Hemmung des Zellwachstums
involviert. Die Proliferationshemmung erfolgt Gber die Suppression des Onkogens
c-myc (89). Die CAPP dephosphoryliert das Retinoblastom-Genprodukt fihrt zu einer
Inaktiveriung des Onkogens c-myc und somit zur Zellwachstumshemmung (90).

Die Ceramid-aktivierte Protein Kinase (CAPK) ist ein 97kDa groBes,
membrangebundenes Protein (91) und gehdért zur Familie der Prolin-gerichteten
Serin/Threonin-Kinasen  (92). Sie wird durch TNF, IL-1B, bakterielle
Sphingomyelinasen und Ceramid-Analoga aktiviert (93) und ist der Kinase-
Suppressor von Ras (80). CAPK leitet dann den Signalweg weiter, der zur
Proliferation und Entziindung flhrt. Der TNF Rezeptor besitzt eine neutral SMase
activating domain (NSD), welche an das Protein FAN koppelt, welches wiederum an
die neutrale SMase bindet. Dadurch wird Ceramid durch die Sphingomyelin Hydrolyse
aktiviert und nachfolgend fuhrt dies zu einer CAPK-Stimulation (94). CAPK aktiviert
Raf-1, welches die mitogen activated protein kinases (MAPK) stimuliert und
nachfolgend Phospholipase A, aktiviert (95). Die Phospholipase A, fihrt zur
Freisetzung der Arachidonsdure aus Phosphatidylcholin wodurch es zur
Entziindungsreaktion kommt (96, 97).

Die Proteinkinase C-Isoformen (PKC) a, & und € werden durch Ceramid inaktiviert,
indem sie von der Plasmamembran in das Zytosol transloziert werden (98). Diese
Inaktivierung ist flr die Apoptose-Induktion durch Ceramid wichtig, ohne die es zu
einer Blockierung der Apoptose kommt (99). Die Isoform PKC C wird durch Ceramid
zur  Autophosphorylierung  angeregt und fuhrt zur  Aktivierung des
Transkriptionfaktors NF-kB (100).

Die Phospholipase D (PLD) ist fur den intrazelluldaren Vesikeltransport wichtig (101).
Der Vesikeltransport wird durch die Hemmung der PLD Uber Ceramid unterbunden
(102, 103). Die Ceramid-induzierte Apoptose geht mit einer niedrigen PLD-Aktivitat
einher (104).

Die Stress-aktivierte Proteinkinase (SAPK) oder auch jun nuclear kinase (INK),
gehdren zur MAPK Superfamilie und werden fiir die stress-vermittelte Apoptose
bendtigt. Die Apoptose kann durch ionisierende Strahlung oder Hitzeschockproteinen

eingeleitet werden, welche unter Umgehung der TNF I oder Fas-Rezeptoren direkt
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die SMasen aktiviert (105). Des Weiteren fiihrt die Stimulation der SAPK zu einer
Aktivierung von NF-kB, sowie AP-1 und der daraus resultierenden Einleitung der
Apoptose (103).

1.5.2 Ceramid und die Bedeutung fiir chronisch entziindliche

Darmerkrankungen

Bei der Pathogenese von CED besteht eine gestdrte Immunantwort mit konsekutivem
Epithelzellverlust. Viele pro-inflammatorische Zytokine und Rezeptoren wie TNF,
CD95, IL-1B oder PAF sind an der Entziindungsreaktion beteiligt. Fur die
Epithelzellapoptose spielen Rezeptoren, wie der TNF-Rezeptor, eine groBe Rolle (106,
107) und eine Stimulation der instestinalen Epithelzellen durch TNF oder CD95 fiihrt
zu einer Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-8 (108).

Viele der bei CED relevanten Signalmolekiile bewirken eine Aktivierung von
Sphingomyelinasen (SMasen). Neben Rezeptoren der TNF-Familie induzieren
mitunter inflammatorische Mediatoren wie IL-1 (109, 110), INF-y (111) oder PAF
(112) eine Aktivierung der ASM. IL-1 fihrt zu einer vermehrten Ceramidbildung,
ohne jedoch Apoptose zu induzieren (109, 110). Exogene SMasen bewirken
auBerdem eine Permeabilitatserhdhung, wie es auch im entziindeten Darm der Fall
ist (113).

1.6 Aktivierung des Sphingomyelinase-Signalweges

Die Hydrolyse des membrangebundenen Sphingomyelins durch Sphingomyelinasen
(SMasen) spielt wegen seiner Schnelligkeit und leichten Regulierbarkeit die groéBte
Bedeutung bei der Regulation des zelluldren Ceramidspiegels (114). Die Enzymfamilie
ist aufgrund des Phospholipase-C-ahnlichen Hydrolysemechanismus’ eines einzigen
Substrates, des Sphingomyelins, funktionell definiert (115). Bis heute konnten sechs
verschiedene Arten von SMasen in Sdugersystemen charakterisiert werden (116).
Diese unterscheiden sich nicht nur durch ihr pH-Optimum und ihre Kofaktoren,
sondern auch durch die Lokalisation, Aktivierungsmechanismen und Beteiligung an

verschiedenen zelluldren Prozessen (Abbildung 1.6):
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Die lysosomale Zn?*-unabhéngige saure SMase (pH 4,5-5) ist in fast allen Geweben
prasent. Eine genetische ASM-defizienz ist bei der Niemann-Pick “schen Erkrankung
Typ A und B bekannt (117-120).

Die im Serum sezernierte Zn®*-abhéngige saure SMase (pH 4,5-5) (121).

Die zytosolische Mg?*-unabhingige neutrale SMase, die ihr Optimum bei pH 7,4
erreicht (122).

Die Plasmamembran gebundene Mg**-abhingige SMase (123) und die alkalische
SMase (pH 9) (124).

Die bakterielle Sphingomyelinase-Phospholipase C kann in zwei verschiedene
Gruppen eingeteilt werden. Das sogenannte a-Toxin von Clostridium perfringens
(125) und das Produkt des p/c Gens von Listera monocytogenes (126). Beide kénnen
Phosphatidylcholin und Sphingomyelin, als auch andere Glycerophospholipide als
Substrat benutzen (127, 128). Beide Enzyme sind strukturell zu der Phospholipase C
von Bacillus cereus zugeordnet.

Bei der Hydrolyse von Sphingomyelin durch die verschiedenen SMasen entsteht
Phosphorylcholin und Ceramid. Das geladene Phosphorylcholin wird in das wassrige
Milieu entlassen und das freigesetzte Ceramid bleibt innerhalb der Zellmembran. Dort
wirkt es als second messenger bei zelluldren Prozessen wie Differenzierung,
Proliferation, Apoptose oder Inflammation.

Die Hydrolyse von Sphingomyelin durch die SMasen kann auf verschiedenen Wegen
erfolgen. Ein Ausldser ist zellularer Stress, der durch UV-Strahlung, Oxidantien,
Zytostatika, radioaktive Strahlung oder Hitzeschock induziert werden kann (23), ein
anderer ist die rezeptorvermittelte Stimulation. Zu den extrazelluldaren Stimulanzien
zahlt man u.a. INF-y, TNF, IL-1, CD95, CD40 oder der PAF Rezeptor (23). Weitere
Stimulanzien wurden in Kapitel 1.3 ndher erldutert. Diese Ausléser bewirken dann

eine transiente oder permanente Erhéhung des endogenen Ceramidspiegels.

1.6.1 Saure Sphingomyelinase

In dieser Arbeit wurde insbesondere die saure Sphingomyelinase (ASM) und ihr
Einfluss auf inflammatorische Reaktionen durch Ceramidbildung naher untersucht.
Die ASM flihrt zu einer Hydrolyse von Sphingomyelin zu Phosphorylcholin und

Ceramid.
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Abbildung 1.7: Sphingomyelindegradation durch die ASM: Sphingomyelin wird durch die ASM,
eine Phosphodiesterase, zu Ceramid und Phosphorylcholin hydrolisiert. Nach Smith und Schuchman
2008 (129).

Verschiedene Rezeptoren wie der TNF- (130) und IL-1 Rezeptor aktivieren die ASM
(24, 28) und das entstehende Ceramid flhrt u.a. zu einer Verdrangung von
Cholesterin aus den Lipid Rafts (131). Durch die Tendenz der Ceramidmolekiile zur
Selbstaggregation kommt es zu einer Verschmelzung der Lipid Rafts zu Ceramid-
reichen Membranplattformen (132). Diese Plattformen weisen eine hohe Dichte von
Rezeptoren mit deren Effektormolekilen auf und erlauben somit eine effiziente
Oligomerisierung der Rezeptoren. Eine ASM-Defizienz oder die Extraktion von
Cholesterin aus Lipid Rafts fiihrt zu einer ineffizienten Signalweiterleitung (132).

Die ASM wird mit der Ceramid-vermittelten Apoptose in Verbindung gebracht (32).
Dies wird durch verschiedene genetische Modelle belegt. Patienten mit Niemann-
Pick “scher Erkrankung leiden an genetischer Defizienz der ASM (120). Diese reichern
bevorzugt im Gehirn, Leber und Milz Sphingomyelin an. Die Lymphoblasten der
Patienten weisen eine defekte apoptotische Antwort auf. Nach Gamma-Bestrahlung
zeigen die Lymphoblasten im Gegensatz zu den Kontrollzellen keine Ceramid-
Erhohung und somit auch keine Apoptose. Transgene ASM knock-out Mause haben
im Gegensatz zu Wildtyp-Mausen eine verminderte Apoptoserate nach Induktion
durch  UV-Strahlung, ionisierende Strahlung, Hitzeschock und reaktive
Sauerstoffradikale (reactive oxygen species (ROS)) (48). Glykosyliertes Ceramid in
Form von komplexen Gangliosiden wird in den Lysosomen durch spezifische saure
Hydrolasen und anschlieBend durch Cerebrosidasen zu Ceramid abgebaut.

Glycosphingolipide erreichen durch Endozytose die lysosomale Membran und werden
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in das Lysosol abgeschniirt. In diesen Lysosolen findet die Degradation von Ceramid
durch die ASM statt (133). Dieser Mechanismus ist flir die Signaltransduktion nur in
geringem MaBe von Bedeutung. Jedoch fiihrt eine Stdérung der Degradation zu
Glycosphingolipidosen wie beispielsweise die Tay-Sachs-Krankheit oder der
Krabbe "schen Erkrankung. Bei diesen Erkrankungen ist der lysosomale Abbau der

Glycosphingolipide gestort (134).

1.7 Matrix Metalloproteinasen

Die Matrix Metalloproteinasen (MMPs), auch Matrixine genannt, sind zinkabhdngige
Endopeptidasen. Sie werden als Prapro-Enzyme synthetisiert und mit wenigen
Ausnahmen als inaktive Pro-MMP sezerniert. Die MMPs spielen fur den Auf- und
Abbau der extrazelluldren Matrix (EZM) eine entscheidende Rolle. Sie sind unter
anderem an der Entwicklung, Morphogenese, Gewebereparatur und dem
Gewebeumbau beteiligt (135). Unkontrollierter Umbau der EZM flihrt zu
pathologischen Prozessen wie z. B. rheumatoide Arthritis, Lungenemphysem,
Atherosklerose, Ulzerationen, Fibrosierung, Tumorwachstum, Invasion und

Metastasierung (136).

Primar als inaktive Proenzyme sezerniert, missen die Molekile zunachst einer
proteolytischen Spaltung unterzogen werden. Dadurch kommt es zur Bildung der
aktiven MMP, welche von der Verfligbarkeit eines Zink-Kations abhdngt. Dieses Zink-

Kation ist an der inaktiven Form Uber einen Cysteinrest gebunden.

Bis heute sind im Menschen 28 verschiedene MMPs identifiziert worden und diese
besitzen 24 verschiedene MMP Gene, wobei das MMP-23 als Duplikat vorliegt. Die
Expression ist transkriptionell kontrolliert durch inflammatorische Zytokine,
Wachstumsfaktoren, Hormone, Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktionen (137). Des
Weiteren ist die Aktivierung der MMPs durch deren endogene Inhibitoren, den tissue
inhibitors of metalloproteinases TIMPs und a,-Makroglobulin, reguliert. Die TIMPs
sind endogene Inhibitoren der MMPs und das Gleichgewicht zwischen beiden in der
Zelle ist eine wichtige Komponente fiir den EZM Umbau (135). Wenn das

Gleichgewicht in der Zelle gestort ist, kommt es zu pathologischen Prozessen.
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Anhand ihrer Substratspezifitdt und strukturellen Homologie kann man die MMPs in
funf verschiedene Subgruppen einordnen, die Kollagenasen (MMP-1, -8, -13 und -
18), Gelatinasen (MMP-2 und -9), Stromelysine (MMP-3, -7, -10 und -11),
Elastasen (MMP-12) und andere (MMP-19, -20, -23, -26, -27 und 28) (138). Diese
Klassifikation orientiert sich an den klassischen Substraten der MMPs. Nach neueren
Erkenntnissen werden die nachfolgenden MMPs in neue Gruppen eingeteilt. Die
MMPs MMP-7 und -26 zahlen zur Gruppe der Matrilysine und MMP-14, -15, -16 und -
24 zu den Membran-Typ MMPs (Abbildung 1.8).

s P | MMP-1, -3, -8,-10, -12, -13,-19, -20, -22

) e MMP-7, -26

i aa— | MMP-2

. — MMP-9
e MMP-11, -21, -28
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Vv Furin cleavage site

Abbildung 1.8: Domadnenstrukturen der verschiedenen MMPs. Alle MMPs haben eine dhnliche
Domanenstruktur mit einer Pro- und einer Pradoméne. Viele MMPs besitzen auBerdem eine additionale
Domane wie die Hdmopexin Region. Nach Lemaitre and D’Armiento, 2006 (139).

Die biologische Aktivitdt der MMPs ist einer genauen Kontrolle unterworfen, die auf
mehreren Ebenen stattfindet: Die Modulation der Transkription, Beeinflussung der
mRNA-Stabilitdt, Aktivierung der Proteinvorstufen und Inhibition durch spezifische
und unspezifische Inhibitoren. Diese Steuerung ist bei Zellarten, Geweben und MMPs

unterschiedlich.
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1.7.1 Matrix Metalloproteinase-1

Matrix Metalloproteinase 1 (MMP-1), auch interstitielle Kollagenase genannt, ist in
der Lage, fibrilldres Kollagen der Typen I, II, III und V u.a. spezifisch zu spalten.
Humane Fibroblasten Kollagenase (MMP-1) war die erste interstitielle Kollagenase,
die aufgereinigt wurde und ist dementsprechend der Prototyp aller interstitielle
Kollagenasen (140, 141). MMP-1 ist wie MMP-8, -13 und MMP-14 in der Lage,
fibrilldares Kollagen an deren Tripel-Helix Struktur zu degradieren (142). MMP-1 spielt
eine entscheidende Rolle bei der physiologischen Remodellierung der EZM. In den
letzten Jahren hat sich gezeigt, dass MMP-1 nicht nur die EZM reguliert, sondern
auch Oberflachenmolekiile und nicht-matrix Substrate wie z.B. IL-1B (143), /nsulin-
growth factor binding protein (IGFBP)-3 (144), fibroblast growth factor (FGF) (145),
L-Selectin (146), TNF (143) und stromal cell-derived factor-1 (147) spaltet. Wegen
dieser Vielfaltigkeit der Substrate ist MMP-1 ein multifunktionales Molekdl. Bei der
Regulation des insulin-growth factor (IGF) degradiert MMP-1 die IGFBPs und dadurch
kdnnen diese an den IGF binden (142). MMP-1 wird durch Zelltypen des Stitz- und
Bindegewebes, Makrophagen, Fibroblasten, Hepatozyten und verschiedene
Tumortypen exprimert und ist in der Umgebung starker EZM-Remodellierung
lokalisiert (137). MMP-1 spielt bei physiologischen Prozessen wie der Entwicklung,

Gewebe-Morphogenese und Wundheilung eine entscheidende Rolle.

Abbildung 1.9: Molekiilstruktur von MMP-1. Das katalytische Zentrum (100-260) ist oben. Die
Hamopexin Domane (276-466) ist unten. Das Calcium-Atom ist Rot und das Zink-Atom Blau
dargestellt. Ein spezieller Metalloproteinase Inhibitor ist an der aktiven Seite dargestellt, welches in
gelben Ballen dargestellt ist. His218, His222 und His228 sind griin dargestellt und an diese Histidine
bindet das Zink. Nach Pardo und Selman, 2004 (142).
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MMP-1 ist bei einigen humanen Krankheiten wie Krebs, rheumatoider Arthritis,
Lungenemphysemen und Fibrose von Bedeutung und kénnte je nach Krankheit durch
Inhibition (z.B. Arthritis) oder Stimulation (z.B. Fibrose) zu einem therapeutischen
Mittel werden (137, 142).

1.7.2 Matrix Metalloproteinasen und chronisch entziindliche

Darmerkrankungen

Frihere Studien haben gezeigt, dass ein Ungleichgewicht zwischen MMPs and TIMPs
bei intestinalen Entziindungen und Gewebe-Degradation eine Rolle spielen. Bei CED
scheinen die MMPs an der Entstehung von Ulzerationen und Fisteln beteiligt zu sein
(142, 148-150). MMP-3 spielt eine wesentliche Rolle bei der Fistelentstehung bei
Patienten mit Morbus Crohn (151). Bei diesen Patienten ist MMP-3 in den
Fibroblasten und langen mononuklearen Zellen in der intestinalen Fistel
hochreguliert. MMP-1, -9 und TIMP-1 sind bei entziindeten Zellen und in Fibroblasten
vermehrt exprimiert, sowie in vaskuldren, glatten Muskelzellen und in entziindeten
Ulzerations-Regionen (Abbildung 1.10).

Studien haben gezeigt, dass verschiedene MMP Inhibitoren die Gewebeschadigung
und die Entzlindung im Kolitis-Tiermodell signifikant reduzieren (152-155). Medina et
al. haben gezeigt, dass der synthetische MMP Inhibitor CGS-27023-A das Ausmal
und den Schweregrad der Epithel-Schadigung verringert und die zelleigene mukosale
Reparatur im DSS-Kolitis Modell bei Ratten nicht beeinflusst (153). In Histologien
konnte man erkennen, dass es zu einer geringeren Infiltration der inflammatorischen
Zellen, vor allem von Neutrophilen, kommt und eine niedrigere Mukosaschadigung zu
beobachten ist, wenn MMPs inhibiert worden sind (156).

Bei Patienten mit Colitis ulcerosa konnte gezeigt werden, dass MMP-1 vermehrt auf
mRNA-Ebene in der zerstdrten Mukosa des Kolons zu finden ist (157). Dies flihrt
wiederum bei diesen Patienten zu Ulzerationen. Arihiro et al. haben gezeigt, dass
MMP-1 bei den ersten Schritten der Ulzeration eine Rolle spielt (158).

Diese Daten verweisen auf Mdglichkeiten, CED Patienten mit MMP-Inhibitoren zu

behandeln.
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Abbildung 1.10: Zusammenfassung der verschiedenen Zelltypen, die MMPs und TIMPs im
Darm produzieren. Luminale Viren, Bakterien oder Toxine kdnnen u.a. eine immunologische
Antwort ausldésen und verschiedene Zellen, wie z.B. Makrophagen, Fibroblasten und Leukozyten
schiitten dann Zytokine wie IL-1B und TNF aus. Inflammatorische Reaktionen I6sen ein
Ungleichgewicht zwischen den MMPs und TIMPs aus und es kommt zur Zerstorung der extrazellularen
Matrix. Nach Medina et a/,, 2003 (159).

1.7.3 Die Bedeutung der MMPs fiir Invasion und Metastasierung

MMPs besitzen die Fahigkeit, Adhasionsmolekiile wie E-Cadherin und CD44 von der
Zelloberflache zu entfernen, wodurch das invasive Verhalten steigert wird. Die MMP
Inhibition flihrt zur Blockierung der Metastasierung. Der Effekt von MMPs auf die
Invasion und Metastasierung geht auf verschiedene Mechanismen zurick:

Die Degradation der Matrixbarriere, die Proteolyse von Zell-Matrix-
Adhasionsmolekiilen oder die Freisetzung migrationsstimulierender Matrixfragmente
oder inflammatorischen Zytokinen.

Die MMPs sind am Prozess der Tumordissemination beteiligt, da die Expression von
MMPs mit dem Tumorstadium korreliert (160). MMP-1 ist in fast allen Stadien von
Krebs umfangreich hochreguliert und es besteht eine negative Korrelation zwischen
der Expression und dem Uberleben (161). In diesem Zusammenhang kénnten MMPs
als Ziel fir therapeutische Strategien dienen, indem die Enzymaktivitat oder deren
Synthese blockiert wird. (142).
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1.7.4 Transkriptionelle Regulierung der MMP-Genexpression

Viele Zytokine und Wachstumsfaktoren beeinflussen die Expression der MMPs (162-
167). Eine stimulierende Wirkung auf MMP-1, -2, -9 und -13 besitzen die Zytokine
IL-1B (168, 169) und TNF (169, 170). Fir MMP-2, -9 und -13 ist jedoch die
Induzierbarkeit stark zelltypabhangig. In einigen Zelltypen kommt es zur Steigerung
der mRNA-Synthese oder m-RNA-Stabilisierung, in anderen Zellen flihrt die
Stimulation entweder zur Sekretionssteigerung bei gleich bleibendem mRNA-Spiegel,
oder es kommt zu keiner Veranderung (135, 137).

Auf MMP-Proteinebene steuern regulatorische Elemente in der Promotorregion die
Aktivitat der Transkription. An die regulatorischen Gensequenzen binden spezifische
Transkriptionsfaktoren und beeinflussen so die Expression. Der wichtigste
Transkriptionsfaktor gehért zur Familie der AP-1 Transkriptionsfaktoren, welches an
das AP-1-Element bindet. Dieses Element ist in der Promotorregion vieler MMPs
vorhanden und steigert die Transkriptionsrate (171, 172).

Die DNA-Bindungseigenschaften und das Aktivierungspotential der
Transkriptionsfaktoren werden durch den Phosphorylierungsgrad bestimmt, die durch
die mitogen-aktivierte Protein Kinasen (MAPK) reguliert werden.

Man unterscheidet drei verschiedene MAPK-Signalkaskaden:

Der extracellular-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) Signalweg, der durch eine Anzahl
verschiedener Mitogene und Phorbolester aktiviert wird. Im Gegensatz dazu werden
die Januskinase (INK)/ stress-activated protein kinase (SAPK) und p38MAPK durch
Stress und inflammatorische Zytokine induziert. Alle drei Signalwege kommunizieren
untereinander und teilen sich einige Effektorproteine. Alle drei Signalkaskaden sind
an der MMP Regulation beteiligt (173-175).
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2 Arbeitsziel

Lipid Rafts und deren assoziierte Signalmolekile besitzen wichtige Funktionen bei der
Signaltransduktion und wirken als Botenstoffe fiir die intrazelluldre
Signaliibertragung. Besonders Ceramid als primarer Metabolit des Sphingomyelins
gilt dabei als hochreaktives, modulierendes Molekiil. Ceramid spielt als intrazellularer
Lipidmediator (second messenger) eine entscheidende Rolle bei einer Vielzahl von
zelluldren Prozessen wie der Zelldifferenzierung, der Proliferation, der Apoptose und
der Freisetzung inflammatorischer Zytokine (132).

Lipid-basierte Didten oder pharmakologische Beeinflussung des Lipidmetabolismus
stellen potenzielle therapeutische Prinzipien bei chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen dar. Aus diesem Grund flhrten wir eine systematische
Bestimmung der bioaktiven Lipide bei muriner Kolitis durch und untersuchten die
Auswirkungen des second messengers Ceramid.

Die Bedeutung der sauren Sphingomyelinase (ASM) und des durch ASM-Aktivierung
entstehende Ceramid bei intestinalen inflammatorischen Reaktionen wurde bisher
nicht genauer untersucht. Da die ASM durch viele der bei CED relevanten
Signalmolekule aktiviert wird und selbst eine regulatorische Funktion fiir deren
Signaltransduktion besitzt, sollte die Bedeutung der Ceramidbildung bei der
intestinalen Entziindungsreaktionen untersucht werden.

TNF-Rezeptoren (TNFR, CD40, CD95) und der IL-1-Rezeptor spielen bei CED eine
zentrale Rolle (176-179). Deshalb sollte insbesondere die Bedeutung des
Ceramidmetabolismus flir die IL-1- und TNF-rezeptorabhangige inflammatorische
Reaktion untersucht werden. Es sollte geklart werden, ob die Ceramidbildung bei der
intestinalen Entziindung nur ein Begleitphdnomen darstellt, oder ob vermehrt
gebildetes Ceramid fiir bestimmte Signalwege essentiell ist. Langfristig sollte eine
Strategie zur Beeinflussung der Ceramid-abhangigen Signaltransduktion entwickelt
werden, um die bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen bestehenden
Veranderungen beeinflussen zu kdnnen.

Matrix Metalloproteinasen sind an vielen inflammatorischen Prozessen beteiligt und
fur die Remodellierung des Gewebes von entscheidender Bedeutung (154, 159).
Durch ein Uberwiegen der MMP-Aktivitat kommt es zu vermehrter Gewebsdestruktion

mit der Folge von Metastasierung, Invasion, Tumorwachstum, Fibrosierung,
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Fistelbildung und Ulzerationen (154, 159). MMPs werden durch viele Signalmolekiile
induziert, die auch bei der ASM Aktivierung eine Rolle spielen. Deswegen sollte
untersucht werden, ob die SMase einen Einfluss auf die MMP-Produktion bei
intestinalen Epithelzellen und Kolon Lamina Propria Fibroblasten haben.

Ziel dieser Arbeit war es damit, den Einfluss des Ceramidmetabolismus auf die
Entziindungsreaktion und die Gewebedestruktion bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen zu untersuchen und basierend auf diesen Erkenntnissen neue

therapeutische Optionen aufzuzeigen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Herkunft von Material und Geraten

Material fiir die Zellkultur
B-Mercaptoethanol

A/G Agarose Beats

Bovine Serum Albumin (BSA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Nicht essentielle Aminosduren
Penicillin/Streptomycin
Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)
Polypropylenrdéhrchen (15 ml; 50 ml)
ReaktionsgefaBe (1,5 ml; 2 ml)
Trypanblau

Sigma-Aldrich, Steinheim

Santa Cruz, Heidelberg

Biomol, Hamburg

Sigma-Aldrich, Steinheim

PAA, Pasching, Osterreich

Biochrom, Berlin

PAA, Paching, Osterreich

PAA, Pasching, Osterreich

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Biochrom, Berlin

Material und Gerate fiir die Durchflusszytometrie

Durchflusszytometer

Biofuge fresco

EPICS XL-MCL Coulter Immuntech, Krefeld

Heraeus Sepatech, Osterode

Polystyrenréhrchen Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg

Tragerflissigkeit Isoton®II Coulter Immunotech, Krefeld

3.1.2 Herkunft von Chemikalien, Enzymen, Zytokinen und
Verbrauchsmaterial

Chemikalien

Die in den Experimenten dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Enzyme sind

mit deren Bezugsquellen im folgenden Abschnitt zusammengefasst.

Acrylamid-Bisacrylamid

Ammoniumpersulfat

National Diagnostics, Atlanta, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Aprotinin

Bromphenolblau

EDTA

Futtermischung und Pellets
HEPES

Hyperfilm ECL™

Interleukin-13

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kollagen I

Leupeptin

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)
Natriumorthovanadat (Na3VO,)
Natriumpyruvat (NaPP)

Nonidet P-40 (NP-40)

PMSF

Propidiumiodid

RNase A

Re-Blot-Solution

Salzsaure (HCI)
Sphingomyelinase

SDS

Tris

Tris-HCI

Triton X-100

Tumor Nekrose Faktor (TNF)

Tween 20

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

Ssniff, Soest

Merck, Darmstadt
Amersham, Buckinghamshire,
GroBbritannien

R&D, Minneapolis, MN, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

R&D, Minneapolis, MN, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Boehringer, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Qiagen, Hilden

Chemicon International, Temecula,
USA

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka, Buchs

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Tebu Bio, Offenbach
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Verbrauchsmaterial
6-well-Mikrotiterplatten
12-well-Mikrotiterplatten
96-well-Mikrotiterplatten
Nitrozellulosemembranen

Objekttrager

Pipetten

Polypropylenréhrchen (15 ml; 50 ml)
ReaktionsgefaBe (1,5 ml; 2 ml)
Spritzen

Costar, Cambridge, GroBbritannien
Costar, Cambridge, GroBbritannien
Costar, Cambridge, GroBbritannien
Invitrogen, Karlsruhe

SuperFrost® Plus Menzel-Gléser,
Braunschweig

Costar, Cambridge, GroBbritannien
Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg

Transwell-Platten, 8um Polycarbonatmembran NUNC, Roskilde, Danemark

Sonstige Gerite

Absorptionsspektrometer

Analysenwaage, Sartorius analytic A120 S

Elektrophoreseapparatur
ELISA-Reader
Fluoreszensmikroskop, Leitz DMR
Millipore Wasser-Filtrationsanlage
pH-Meter

Réntgenentwickler, Curix 60
Thermomixer

Videosystem

Vortex

Waage, Sartorius excellence E1200 S
Zentrifuge, Biofugel5

Zentrifuge, Megafuge 1.0R

Perkin Elmer, Weiterstadt
Sartorius, Gottingen

Gibco BRL, Eggenstein
MWG Biotech, Denkendorf
Leica

Millipore, Eschhorn

wiss. Tech.Werkstatt, Weilheim
AFGA

Eppendorf, Hamburg
Visitron Systems, Minchen
Heidolph, Kelheim
Sartorius, Gottingen
Heraeus Sepatech, Hanau

Heraeus Sepatech, Hanau
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3.1.3 Fertigkombinationen von Biochemikalien (Kits)

Die in dieser Arbeit verwendeten Reagenziensatze von Biochemikalien (,Kits") sind

mit deren Bezugsquellen zusammengefasst.

ECL-Plus™ Western Blotting Detection Kit Amersham, Buckinghamshire,

GroBbritannien

CD4"CD62L* T-Cell Isolation Kit Miltenyi Biotech, Bergisch
Gladbach

FuGene®6 Transfection Reagent Roche, Penzberg

HotStar PCR Kit Qiagen, Hilden

MMP-1/TIMP-1 ELISA R&D Minneapolis, USA

Milliplex MAP Kit Mouse Cytokine Millipore, Biilerica, USA

MMP-1 ELISA R&D Minneapolis, USA

Promega Reverse Transkriptase Kit Promega, Mannheim

QIAamp® DNA Mini Kit Qiagen, Hilden

RNasy Kit Qiagen, Hilden

3.14 Standards und Marker

100 bp DNA Leiter Gibco BRL, Eggenstein

1 kb DNA Leiter Gibco BRL, Eggenstein

Precision Plus Protein™ Standards ,all blue® Invitrogen, Karlsruhe

3.1.5 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper sind in den folgenden Tabellen unter
Angabe des Spenderorganismus, des Klons und der Herstellerfirma

zusammengefasst.
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Primare Antikorper

Actin Maus Chemicon International, Temecula, USA
ASM Kaninchen H-181 | Santa Cruz, Heidelberg

CD3 Maus Gabe von W. Falk, Regensburg

c-myc Maus 9E10 | Gabe von W. Falk, Regensburg

ERK1/2 Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
G8.8 Ratte Gabe von Dr. U Strauch, Regensburg
Phospho ERK1/2 | Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
(Thr202/Tyr204)

p38MAPK Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
Phospho Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
p38MAPK

(Thr180/Tyr182)

Phospho NF-kB Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
p105 (Ser933)

Sekundar Antikorper

Anti-Kaninchen IgG-HRP Ziege Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Anti-Maus IgG-HRP Ziege Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Anti-Ratte IgG-HRP Ziege Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
3.1.6 Primer und Sonden

GAPDH Applied Biosystems, Forster City, USA
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Name Primer/ | Sequenz 5'-> 3'
Sonde
MMP-1 Forward | Primer TTT CAT TTCTGT TTT CTG GCC A
MMP-1 Reverse | Primer CAT CTC TGT CGG CAA ATT CGT
MMP-1 Sonde FAM-AAC TGC CAA ATC GGC TTG AAG CTG CT-TAMRA
3.1.7 Plasmide

Die Plasmide pJK und pJK-ASM sind eine Gabe von Prof. Dr. E. Gulbins, Essen

3.1.8 Puffer und Losungen

Allgemeine Puffer

PBS (10x)

NaCl 80,0 g/l

KCl 2,0 g/l
Na2HPO4 x 7 H20
KH2PO4 2,0 g/I
pH 7,4

DNA-Ladepuffer
Glycerin 5,47 ml

21,6 g/l

Bromphenolblau 25 mg

Xylencyanol 25 mg
EDTA (0,5 M) 2 ml
ad. 10 ml Aqua bidest.
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0,1 % SDS Lysispuffer

25 mM HEPES, pH 7.4

0,1 % SDS

0,5 % Deoxycholat

1 % Triton X-100

10 mM EDTA

125 mM NaCl

10 mM NaF

10 mM NasVO4

10 mM Natriumpyrophosphat
Dazu werden bei Gebrauch
10 pg/ml jeweils Aprotinin und Leupeptin
10 pl/ml PMSF zugegeben

SDS Ladepuffer

2,1 ml 3M Tris-HCl, pH6,8
10 ml Glycerin

11,5 ml 20% SDS

0,4g Bromphenolblau

Ad 50 ml Aqua bidest.

Laufpuffer fiir die SDS-PAGE
1x SDS Ladepuffer fur Tris/Glycin Gele

Transferpuffer
Methanol 20 % (v/v)
1x Transferpuffer flr Tris/Glycin Gele

Waschpuffer

Tris, pH 6,8 10 mM
NaCl 100 mM

Tween 20 0,1 % (v/v)
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ASM-Assaypuffer

Fir 10 Proben:

500 pl Na-Acetat 1M, pH5
10 pl ZnCl; 10mM

480 pl H,O

10 pl C** Sphingomyelin
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Zellen wurden nach dem Sedimentieren mit Einfriermedium (entsprechendes
Medium, 20 % FCS und 10 % DMSO) resuspendiert. Pro Cryordhrchen (NUNC)
wurden 10° Zellen in 1 ml Medium gegeben und diese UN in ein spezielles Einfrier-
GefaB gestellt und bei -80°C eingefroren. Dieses GefaB senkt die Innentemperatur
um 1°C pro Stunde. Am nachsten Tag wurden die Zellen in Stickstoff Gberfihrt.

Die eingefrorenen Zellen wurden zum Auftauen aus dem Stickstoff genommen und
schnell bei 37°C aufgetaut. Die aufgetauten Zellen wurden in 4 ml zuvor auf 37°C
erwarmtes Medium Uberfihrt und bei 1600 rpm 10 min zentrifugiert, um das im
Einfriermedium enthaltene DMSO zu entfernen. DMSO ist flir Zellen zytotoxisch und
muss aus diesem Grund entfernt werden. Der Uberstand wurde abgeschiittet, die

Zellen resuspendiert und in die entsprechende Kulturschale ausgesat.

3.2.1.2 Kultivierung der intestinalen Epithelzellen

Caco-2 Zellen und humane Hautfibroblasten wurden in Dulbecco’s minimum
essential medium (DMEM) gehalten, welches mit 10 % fetal calf serum (FCS), 1 %
Penicillin/Streptomycin, 1 % nicht essentielle Aminosauren und 1 % Natriumpyruvat
versetzt wurde. Diese wurden bei 10 % CO; und 37°C kultiviert. FCS wurde vorher
inaktiviert, indem man dieses flr 1h bei 56°C inkubierte. Auf die Isolation und
Kultivierung der Fibroblasten wird in einem gesonderten Kapitel weiter eingegangen.

Je nach Fragestellung wurden die Zellen vor Stimulation flr 24h im Mangelmedium

inkubiert, welches kein FCS enthalt.

3.2.1.3 Zellzahlbestimmung

Die Zellen wurden in der modifizierten Neubauer-Zahlkammer gezdhlt. Auf einer
Glasplatte sind auf einem leicht abgesenkten Mittelstreifen zwei gegentiiberliegende

quadratische Zahlnetze eingraviert. Durch Aufbringen eines Spezial-Deckglases
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entsteht eine definierte Kammerhdhe von exakt 0,1 mm (Abbildung 3.1). Das
Zentrum der kreuzférmig verstarkten Glasgravur stellt das so genannte Thoma-Netz
(Abbildung 3.1) dar. Das Zahlnetz von 3 mm Seitenlange und 9 mm?2 Flache enthalt
GroBquadrate mit je 1 mm2 Flache. In den vier sich diagonal gegeniberliegenden
nicht vom Thoma-Netz durchzogenen GroBquadraten wurden die Zellen gezahlt. Die

Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension ergab sich nach folgender Formel:

(Gezshlte Zellen/Anzahl der ausgezahlten Quadrate) *10* =Zellen/ml

0,1 mm

N Rl

I e N

Lo

I s B

HEL_I0N
Abbildung 3.1: Neubauer-Zahlkammer Zahlnetz der Neubauer-zZahlkammer
3.2.1.4 Isolation und Kultivierung von Colon lamina propia

Fibroblasten (CLPF)

Primdre CLPF wurden aus chirurgischem Material isoliert. Daftir wurde die Mukosa in
ca. 1mm groBe Sticke geschnitten. Die intestinalen Epithelzellen wurden in 10 ml
Hanks’ Balanced Salt Solution ohne Ca** und Mg®* und 2 mM 0,5 M EDTA bei 37°C
fur 20 min durch Schitteln entfernt. Das verbliebene Gewebe wurde anschlieBend in
1ml PBS mit Ca**/Mg*" mit 1 mg/ml Kollagenase, 0,3 mg/ml DNase I und 2 mg/ml
Hyaluronidase fiir 30 min bei 37°C verdaut. Der Kollagenase-Verdau der isolierten
Zellen wurde mit 10 % FCS in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium abgestoppt.
Durch 5min Zentrifugation bei 4500 rpm und Resuspension wurden die isolierten
Zellen gewaschen und anschlieBend in 5 ml sterilem FCS-haltigem Medium in einer
25 cm? Kulturflasche bei 37°C und 10 % CO; kultiviert. Nicht adhdrente Zellen

wurden durch Wechsel des Mediums entfernt. Sobald die Zellen konfluent gewachsen
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waren, wurden sie vom Flaschenboden abgeldst (0,5 % Trypsin in PBS), zentrifugiert
(1200 rpm, 10 min, RT), in eine Petrischale (100 x 20 mm) Uberfihrt und in einem
Inkubator weiterkultiviert. Das Medium wurde alle 4 Tage gewechselt bis die Zellen
dicht genug gewachsen waren. Die in den Versuchen der vorliegenden Arbeit
verwendeten CLPF wurden in den Passagen 3 bis 10 eingesetzt, da die
Fibroblastenpopulationen nach der dritten Passage nicht mehr durch Lymphozyten,
Monozyten, Makrophagen oder Epithelzellen verunreinigt waren (180, 181). Kontroll-
CLPF wurden aus der intestinalen Mukosa von Patienten isoliert, bei denen eine
chronisch entziindliche Darmerkrankung ausgeschlossen werden konnte.

Vor Stimulation mit TNF wurde zur Vermeidung einer Voraktivierung der Zellen ein
Mangelmedium mit nur 0,5 % FCS zur Kultivierung der primaren Fibroblasten

verwendet.

Zusammensetzung des verwendeten Zellkultur-Mediums:
500 ml DMEM high glucose

50 ml FCS (10 %)

5 ml MEM nicht essentielle Aminosauren (100x)

5 ml Natriumpyruvat (100 mM)

5 ml Penicillin-Streptomycin-Mischung (10 000 IE, 10 mg/ml)
5 ml MEM Vitamine (100x)

2 ml Ciprobay (2 mg/ml)

0,5 ml Gentamycin (50 mg/ml)

0,5 ml Amphotericin B (1 mg/ml)

3.2.2 Arbeiten mit DNA

3.2.2.1 DNA-Isolation

Die Isolation von DNA aus Gewebe erfolgte mit dem QIAamp® DNA Mini Kit nach den
Angaben des Herstellers. In diesem Fall wurden Mausschwanzspitzen verwendet, um
die Mause zu genotypisieren.

Das Gewebe wurde in ein ReaktionsgefaB Uberfihrt und 180 pl ATL Puffer

hinzupipettiert. Danach wurden 20 pl Proteinase-K-Stammlésung zum Ansatz
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Uberflhrt, gemischt und bei 56°C lysiert. Wahrend des Vorgangs der Lyse wurde die
Probe mehrmals gemischt. Nach der vollstdndigen Lyse wurde die Probe kurz
zentrifugiert, um Kreuzreaktionen zu vermeiden. Nun wurde 20 pl RNase-A-
Stammldsung zu der Probe gegeben, 15 sec gemischt und 2 min bei RT inkubiert.
Danach wurde wieder kurz zentrifugiert und im Anschluss 200 pl AL Puffer
zupipettiert. Nach 15 sec mischen wurde die Probe 10 min bei 70°C inkubiert, 200 pl
Ethanol (96-100 %) zugegeben und wieder kraftig gemischt. Die Mischung wurde
nun in eine QIAamp Spinsaule vorsichtig pipettiert und bei 8000 rpm flir 1 min
zentrifugiert. Die Spinsdule wurde in ein sauberes 2 ml ReaktionsgefaB tUberftihrt. Auf
die Spinsdaule wurde 500 pyl AW1 Puffer gegeben, dann wiederum fir 1 min bei
8000 rpm zentrifugiert. Die Sdule wurde erneut in ein sauberes Reaktionsgefal
gegeben und 500 pl AW2 Puffer auf die Sdule pipettiert. Danach wurde bei
maximaler Geschwindigkeit 3 min zentrifugiert. Der gleiche Vorgang wurde
wiederholt und 100 pl AE Puffer (70°C) auf die Sdule gegeben. Danach wurde flr
5 min bei RT inkubiert und anschlieBend bei 8000 rpm 5 min zentrifugiert. Die

eluierte DNA konnte nun zur Genotypisierung der Mause verwendet werden.

3.2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Molekile verschiedener Lange konnen aufgrund ihrer unterschiedlichen
Mobilitdt in Agarosegelen getrennt werden. Man macht sich dabei die negative
Gesamtladung der DNA-Doppelhelix zunutze, welche durch unter physiologischen
Bedingungen deprotonierten Phosphatgruppen des Riickgrats entsteht. DNA-
Fragmente wandern im elektrischen Feld, wobei die elektrophoretische Mobilitat
indirekt proportional zum Logarithmus der Anzahl ihrer Basen ist.

Zur Auftrennung der DNA wurden 1,2 %-ige Agarosegele verwendet. Die DNA-
Proben wurden mit DNA-Ladepuffer im Verhaltnis 4:1 gemischt und in die Taschen
des Gels pipettiert. Als GréBenstandard wurde eine Probe bekannter Ldange und
Konzentration mitgefiihrt. Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 80 Volt
fur 30 min. Durch das in die DNA interkalierte Ethidiumbromid fluoreszierten die

Fragmente im UV-Licht und konnten fotografiert bzw. sichtbar gemacht werden.
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3.2.2.3 Transfektion

Mittels Transfektion werden fremde DNA-Fragmente oder Plasmide in eukaryotische
Zellen eingebracht. Bei der Transfektion unterscheidet man zwischen dem nur
zeitweiligen Einbringen des Plasmids in die Wirtszelle (transiente Transfektion) und
dem dauerhaften Einbau in das Genom (stabile Transfektion). Durch Abbauprozesse
wird fremde DNA normalerweise schnell abgebaut, nach dem Einbau in die Wirts-
DNA wird dieser Vorgang jedoch unterbunden. Die Fremd-DNA kann mittels
chemischer (Calcium-Phosphat-Prazipitation; Lipofektion; kationische Polymere),
physikalischer (Mikroinjektion; Elektroporation; Particle Gun, Magnet Assisted
Transfection) oder biologischer (Transferrininfektion;  Antikdrper-vermittelte

Transfektion) Verfahren in die Wirtszelle eingebracht werden.

ASM-defiziente Fibroblasten wurden mit dem Expressionsplasmid p]K-ASM
transfiziert, um zu zeigen, dass diese sich im Hinblick auf ihre Reaktion auf
bestimmte Stimuli wieder so verhalten wie Wildtyp Fibroblasten.

Die Fibroblasten wurden mit FuGene®6 transfiziert, dieses Reagenz wirkt bei der
Transfektion als Lipofekt. Dabei wird genetisches Material mit Hilfe von Liposomen
oder Vesikel, die sehr leicht mit der Zellmembran fusionieren, in die Zelle
eingebracht. Hierbei gibt es zwei prinzipiell unterschiedliche Ansatze: Einschluss der
DNA in das Lumen unilamellarer Phospholipidvesikel oder die Komplexierung der DNA
an der Oberflache kationischer Lipidvesikel. Wichtig ist die Verwendung von

serumfreiem und antibiotikafreiem Medium.

Fir ein 6-well wurden folgende Verdiinnungen hergestellt:

3 Medium:1 FuGene

3 Medium:2 FuGene

6 Medium:1 FuGene

Die Suspension wurde kurz gemischt und fur 5min bei RT inkubiert. Danach wurde
die DNA in diese Verdiinnungen zugegeben:

3:1 und 6ug DNA

3:2 und 12ug DNA

6:1 und 6ug DNA



MATERIAL UND METHODEN 50

Nach dem Mischen wurde der Ansatz bei RT fur 45 min inkubiert und dieser
anschlieBend tropfchenweise zu den Zellen gegeben. Nach 24h-48h konnten die

tranfizierten Zellen verwendet werden.

3.2.24 Affymetrix GeneChip Array

Die Caco-2 intestinale Epithelzellen (IEZ) wurden zuerst mit exogener SMase
(0,1 U/ml) 6h und 24h stimuliert. Danach konnte die RNA mit dem RNeasy Mini Kit
(Qiagen) wie oben beschrieben, isoliert werden. Die Genexpressionsprofile wurden
wie beschrieben untersucht (180) und die Affymetrix HGU133A und HGU133B
GeneChips (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) verwendet. Der Chip U133A besitzt
ungefahr 22283 humane Gene (HG), U133B besitzt mehr als 33000 humane EST
Sequenzen. Die isolierte Caco-2 RNA wurde gepoolt und in cDNA umgeschrieben und

fur die real-time PCR verwendet.

10pug der gepoolten gesamten RNA wurde mittels T7-oligo-d(T),4 Primer und
SuperScript reverse Transkriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in cDNA
umgeschrieben. Nach der Synthese der doppelstrangigen cDNA wurden die Blunt
Ends mittels T4 DNA Polymerase, Escherichia coli DNA Ligase und T4 Polynukleotid-
Kinase erzeugt. Nach der Phenol-Chloroform Extraktion konnte die cDNA fiir eine /in
vitro Transkription Reaktion verwendet. Dies wurde mit dem T7 BioArray High Yield
RNA Transcript Labeling Kit (Enzo Diagnostics, Farmingdale, NY, USA) durchgefiihrt
und die so entstandene cRNA biotinyliert. Daflir musste die markierte cRNA mit dem
RNeasy Mini Kit columns (Qiagen) aufgereinigt und dann fragmentiert werden, indem
man die cRNA bei 94°C flr 30 min inkubierte. Die Fragmente wurden durch
Mikrokapillare gegeben und elektrophoretisch durch den Agilent 2100 Bioanalyzer
getrennt. 30 pg der biotinylieren cRNA wurde in zwei Bestandteile geteilt und jeweils
mit U133A und U133B GeneChips hybridisiert um anschlieBend 16h bei 45°C mit
konstanter Rotation zu inkubieren. Der Mikroarray wurde durch die Affymetrix
GeneChip Fluidics Station 400 verarbeitet. Danach wurde die cRNA mit dem
Streptavidin-konjugierten Phycoerythrin gefarbt und gewaschen, um dann mit dem
GeneArray Scanner (Agilent Technologies) zu scannen. Jedes Expressions-Signal

steht fiir ein Transkript und wurde mit den unterschiedlichen Proben von den Caco-2
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IEZ verglichen (182). Die Auswertung erfolgte mit Affymetrix GeneChip Software
MAS 5.0 und Microsoft Excel (Microsoft Corp., Redmond, WA) (Abbildung 3.3)
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des Affymetrix Gene Array. Erkldrung im Text.

3.2.3 Arbeiten mit RNA

Die Gesamt-RNA wurde nach Anleitung des RNeasy® Kits isoliert.

Humane CLPF und hepatische Sternzellen wurden mit 1xPBS gewaschen, mit Trypsin
oder einem Cellscraper vom Kulturflaschenboden abgel6st, durch Zentrifugation
sedimentiert, direkt in 350 pl RLT-Puffer lysiert und mit einer Spritze homogenisiert.
Nach der Isolation der RNA wurde der RNA-Gehalt mit dem Nanodrop Gerat

bestimmt.

3.2.3.1 cDNA Synthese

Die isolierte Gesamt-RNA wurde nach den Vorschriften des Promega Reverse
Transcription System reverse transkribiert. Daftir wurde zundchst 1 pg Gesamt-RNA
und RNase-freies Wasser in einem Endvolumen von 9,9 ul fir 10 min bei 70°C

denaturiert. Nachdem die entwundene RNA auf 4°C herunter gekihlt war, wurden



MATERIAL UND METHODEN 52

Puffer, Oligo-(dT)s, dNTPs, RNase-Inhibitor und reverse Transkriptase in einem
Endvolumen von 20 pl hinzu gegeben und fir 15 min bei 42°C inkubiert. Zur
Abstoppung der Enzymaktivitat wurde der Ansatz fir 5 min bei 99°C hitzeinaktiviert

und auf 4°C herunter gekuhlt.

3.2.3.2 Quantitative Analyse der mRNA Analyse mittels real time PCR

Die real-time PCR ist eine Methode, um quantitativ eine Aussage Uber die
Amplifikation eines bestimmten DNA-Abschnitts treffen zu kénnen. Im Gegensatz zur
herkdbmmlichen Polymerase-Kettenreaktion enthalt der PCR-Ansatz eine Fluoreszenz-
gebundene Sonde, die zwischen dem down- und upstream-Primer hybridisiert. An
das 5 -Ende dieser Sonde ist ein Reporterfarbstoff (6-FAM oder VIC) und am 3°-
Ende der Quencher-Farbstoff TAMRA (6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin) kovalent
gebunden. Der Abstand zwischen diesen Farbstoffen ist so gewahlt, dass der
Quencher das Fluoreszenz-Signal des Reporters unterdriickt. Wahrend der
Amplifikation wird die bereits gebundene Sonde durch die 3°-5"-Exonuklease-
Aktivitét verdrangt und gespalten. Dadurch verdandert sich der Abstand zwischen
Quencher und Reporter, so dass das Reportersignal frei wird und vom Detektor des
Gerates nach jedem PCR-Zyklus erkannt werden kann. Die wahrend der 45 Zyklen
freigesetzten Fluoreszenzen werden direkt nach Beendigung der PCR mit Hilfe der
Sequence Detector software (SDS version 2.3, PE Applied Biosystems) zur Zyklenzahl
graphisch dargestellt. Im exponentiellen Bereich der erhaltenen Kurven wird eine
Gerade gezogen. Die Zyklenzahl, bei der diese Basislinie Uberschritten wird, nennt
man Ct (Cycle threshold)-Wert.
Der optimierte PCR-Ansatz enthielt Universal Master Mix, 5 UM des forward und
reverse Primers, 18 UM der fluoreszierenden Sonde und isolierte cDNA (50 ng/Well).
Alle Reaktionen wurden im Triplikat in einer 384-Well-Platte untersucht. Die
Laufkonditionen waren: 50°C flir 2 min, 95°C fur 10 min, gefolgt von 40 Zyklen bei
95°C flir 15 sec (Denaturierung) und bei 60°C fur 1 min (Annealing und Elongation).
Die Ct-Werte des house keeping genes GAPDH wurden von den MMP-1-Werten
subtrahiert:

dCt = Ct (MMP-1) — Ct (GAPDH)
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Flr die Auswertung wurde der Mittelwert der dCt-Werte der Triplikate ermittelt. Der
dCt-Mittelwert der zusammengefassten Kontrollgruppe wurde dann von dem der

gesamten Gruppe der hepatischen Sternzellen (HSC) oder CFLP abgezogen:

ddCt = dCt (CFLP bzw. HSC) — dCt (Kontrolle)

Die relative cDNA-Startkonzentration wurde unter Berlicksichtigung der

exponentiellen Amplifikation errechnet:

2 —ddCt

Flr die Auswertung von stimulierten hepatischen Sternzellen und CLPF wurde der
Mittelwert der dCt- Werte der Triplikate ermittelt. Die stimulierten Mittel-dCt-Werte

wurden von denen der unbehandelten Kontrolle der gleichen Gruppe abgezogen:
ddCt = dCt (stimuliert) — dCt (Kontrolle)

Die relative cDNA-Startkonzentration der CLPF oder hepatische Sternzellen wurden

unter Berlicksichtigung der exponentiellen Amplifikation errechnet:

X =2 -ddCt

3.24 Arbeiten mit Mausen

Weibliche Balb/c (Harlan Winkelmann, Borchen) und RAG1”" M&use (Taconic, USA),
mit einem Gewicht von 19-22 g wurden nach der Ankunft zwei Wochen in einem
Standard Polycarbonat Mauskafig gehalten, bevor mit den Experimenten begonnen
wurde. Alle Mause wurden unter gleichen Standard Labor-Bedingungen gehalten
(12-h Tag/Nacht Rhythmus, 22 + 2 °C; 60 + 5 % Feuchtigkeit).
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3.24.1 Kolitismodelle

Chronische Kolitis

Balb/c Mause wurden nach einer 14 tagigen Ruhephase 4 Zyklen von 3 % DSS
(dextran sulfate sodium,; MP Biomedical, Solon, Ohio, USA) ausgesetzt (183). Die
Mause bekamen jeweils 7 Tage 3 % oder 2,5 % DSS bei den Balb/c Mausen und
0,75 % DSS bei den ASM** und ASM7-M&usen mit C57/BI6 Hintergrund im
Trinkwasser. Im Anschluss daran 7 Tage nur Wasser. Das Korpergewicht wurde
einmal pro Woche bestimmt. Nach dem letzten Zyklus DSS erhielten die Mause vier
Wochen lang reines Trinkwasser und wurden anschlieBend fiir die Versuchsreihe
verwendet. Ein 1 cm groBes Stiick Darm wurde fir die Immunhistochemie
eingebettet und anschlieBend der histologische Score (siehe 3.2.4.3) bestimmt.
Isolierte IEZ eines Mukosastiickes wurde fiir die Massenspektrometrie verwendet. Die
mesenterialen Lymphknoten wurden zerkleinert und wie in Punkt 3.2.4.4 beschrieben

gereinigt.

CD4*CD62L* Transferkolitis

In diesem Kolitis Modell werden aus der Milz eines Spendertieres (Balb/c) die
CD4°CD62L* Zellen isoliert. Diese Zellen wurden intraperitoneal in eine
RAG1”" Maus gespritzt. Dadurch erhielten die T- und B-Zell defizienten Ragl”" Mause
eine Rekonstitution des Immunsystems durch die transferierten
CD4*CD62L"* T-Zellen. Diese Zellen proliferieren und fiihren zu einer Entziindung des
Dickdarms.

Wie beschrieben (184, 185) wurde aus dem Spendertier (Balb/c) zuerst die Milz
entnommen und in RPMI Medium mit 10 % FCS und B-Mercaptoethanol gegeben.
Danach wurde sie mit dem Stempel einer Spritze zerkleinert und durch einem 70 pm
Filter gefiltert, um eine Einzelzellsuspension herzustellen. AnschlieBend wurden die
Erythrozyten mit 1x ACK (Ammonium-Chlorid-Kalium) Puffer lysiert (20 ml flir 2 -
Milzen), indem man die Zellsuspension 10 min auf Eis inkubierte. Mit dem gleichen
Volumen Medium, das man langsam unter Schitteln zugab, wurde die Suspension
neutralisiert. AnschlieBend wurde bei 1600 rpm bei 4°C 10 min zentrifugiert. Die
Gesamtmilzzellen wurden mit MACS Puffer (0,5 % BSA, 2 mM EDTA) resuspendiert
und gezahlt, anschlieBend wieder zentrifugiert. Die Zellen wurden mit 400 pl MACS-
Puffer pro 10® Zellen und 100 pl CD4" T-Cell Biotin-Antibody MicroBeads zugegeben
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und fir 10 min bei 4°C auf einem Rotor inkubiert, um die CD4 Zellen mit den
MicroBeads magnetisch zu binden. Danach wurden pro 10® Zellen 300 ul MACS-
Puffer und 200 pl Anti-Biotin MicroBeads zugegeben und 15 min bei 4°C auf einem
Rotor inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation bei 1600 rpm Uber 15 min
bei 4°C. Die Zellen wurden danach mit 500 pl MACS-Puffer pro 10% Zellen
resuspendiert. Die Suspension wurde auf eine LS Sdule gegeben und mittels Negativ-
Selektion die CD4" Zellen isoliert. Danach wurden die isolierten Zellen wieder
zentrifugiert und mit 800 pl MACS-Puffer pro 108 Zellen resuspendiert, 200 pl CD62L*
(L-selectin) MicroBeads zugegeben und 15 min bei 4°C auf einem Rotor inkubiert,
um danach die Zellen durch Zentrifugation wieder zu waschen. Das Pellet wurde mit
500 pl MACS-Puffer pro 102 Zellen resuspendiert und auf eine MS Saule gegeben.
Nun wurde eine Positiv Selektion durchgefiihrt. Die erhaltenen Zellen wurden gezahlt

und pro Maus jeweils 2x10° Zellen in PBS intraperitoneal gespritzt.

3.2.4.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung
Zur histologischen Beurteilung des in der Arbeit verwendeten Kolongewebes wurden

21m dinne Schnitte angefertigt. Das Kolongewebe wurde in Paraffin eingebettet und
anschlieBend durch Abschmelzen bei 100°C fir eine Stunde und zweimaliges
Inkubieren in Xylol entfernt. Daraufhin wurden die Schnitte durch eine absteigende
Ethanolreihe rehydiert, indem die Schnitte 2x 100 %, 1x 90 % und 1x 70 % Ethanol
gegeben wurden. Die Schnitte wurden flir 9 min mit Hamatoxylin gefarbt und
anschlieBend gebldut, indem man diese 3 min mit warmen Wasser und anschlieBend
3min mit kaltem Wasser entfarbte. Danach wurden die Schnitte fir 30 s mit Eosin
gefarbt, kurz mit Wasser gespllt und diesmal durch eine aufsteigende Ethanolreihe
dehydriert. Dann wurden die Schnitte zweimal flir 10 min in Xylol getaucht und

anschlieBend mit Entellan® (Merck) eingedeckelt.

3.2.4.3 Histologischer Score

Fir die Analyse des histologischen Scores wurde die distale Region des Kolons mit
4 % Formalin fixiert und danach das Gewebe in Paraffin eingebettet. Es wurden

2 uym dinne Schnitte angefertigt, mit Hdmatoxylin-Eosin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
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gefarbt (siehe Punkt 3.2.4.2) und der histologische Score wie beschrieben beurteilt
(183). Die mikroskopische Entziindung der Kolitis wurde beurteilt, indem man den
Verlust der Becherzellen und den Verlust der Krypten quantifizierte.

Die Histologie wurde folgendermaBen ermittelt:

Epithelium (E)

0: normale Morphologie

1: Verlust der Becherzellen

2: Verlust der Becherzellen in groBen Arealen

3: Verlust der Krypten

4: Verlust der Krypten in groBen Arealen

Infiltration (I)

0: keine Infiltrate

1: Infiltrate um die Kryptenbasis herum

2: Infiltrate weitreichend bis in die /amina muscularis mucosae

3: extensive Infiltration bis in die L. muscularis mucosae reichend und Eindickungen
auf der Mukosa mit vielen Odemen

4: Infiltration in der L. submucosa.

Der histologische Score wird durch die Summe von Epithelium und Infiltration

dargestellt und hat eine Spanne von 0-8.

3.24.4 Isolierung der Lymphknoten

Die aus isolierten Lymphknoten gewonnenen Lympozyten dienen zur Messung der
Zytokine mittels Luminex (siehe Punkt 3.2.4.5). Die erhaltenen Zellen wurden hierflir
24h inkubiert und je nach Fragestellung die T-Zellen durch Zugabe von anti-CD3
Antikdrper stimuliert.

Zur Zellgewinnung wurden zuerst die mesenterialen Lymphknoten der
entsprechenden Mause entfernt und in RPMI Medium + 10 % FCS + -
Mercaptoethanol gegeben. Die Lymphknoten wurden anschlieBend mittels eines
Spritzenstempels zerkleinert und danach durch einen 70 pm Filter filtriert. Die
entstandene Einzelzellsuspension wurde 2x gewaschen, indem man diese 15 min bei
1600 rpm und 4°C zentrifugierte. Nach Resuspension des Pellets konnten die Zellen

gezahlt werden. Es wurden 2x10° Zellen entnommen und in 200 pl Medium in einer
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96-well Platte ausgesit. Nach 24h wurde der Uberstand fiir die Zytokinbestimmung

im Luminex abgenommen.

3.2.4.5 Luminex

Der Luminex ist ein multiplexer Assay und mittels diesen bis zu 100 Zytokine
gleichzeitig gemessen werden kdnnen. Multiplexe Assays werden direkt in einer
Mikrotiterplatte durchgeflihrt. Sie enthalten eine Mischung verschiedener Bead-Typen
(Bead-Mix). Jeder dieser Bead-Typen ist eindeutig durch einen individuellen roten
Fluoreszenzfarbton definiert, sowie durch eine Beschichtung mit einem spezifischen
Nachweisreagenz wie z.B. rekombinanten Antigenen, Oligonukleotiden, spezifischen
Proteinen (hier mit A, B und C bezeichnet). Die zu untersuchenden Proben werden
mit dem Bead-Mix inkubiert. Dabei bindet jeder Bead-Typ an sein spezifisches
Zielmolekil (Analyt). Die an die Oberflache der Beads gebundenen Analyten werden
in einem weiteren Inkubationsschritt mit einem spezifischen griinen
Fluoreszenzmarker (Konjugat) markiert. Die Menge des gebundenen Analyten ist der
Fluoreszenzintensitat direkt proportional. Dadurch kann die Bindungsreaktion
quantifiziert werden. Im Luminex Analysesystem werden die Beads hinsichtlich ihrer
roten (Bead-Klassifizierung) und grinen (Quantifizierung) Fluoreszenz individuell
analysiert und ausgewertet. Das Resultat sind Multi-Analyten-Profile mit deutlich
verbesserter Aussagekraft im Vergleich zum Einzelnachweis von verschiedenen
Parametern (Abbildung 3.2).

Die Zytokine IL-6, IL-10 und TNF wurden mittels der Luminex®-Technologie in
Zelliberstéanden von murinen Lymphknotenzellen durch den Luminex Maus

Milliplex ™ Map Kit (Miilipore) gemessen.

Zunachst wurden jedes Well einer 96-Well-Filterplatte mit je 10 pl Assay-Puffer
angefeuchtet und danach mit jeweils 50 pl der Standardverdiinnung bzw. 50 pl
Probe pipettiert. Es wurde je 25 pl Beadsolution zugegeben und die Platte bei 4°C UN
unter leichtem Schiitteln inkubiert. Mittels einer Vakuumpumpe wurde der Inhalt der
Wells durch den Filter am Plattenboden abgesaugt und jedes Well zweimal mit 250 pl
Waschpuffer gespult. AnschlieBend wurden jeweils 25 pl Reporter Solution
zugegeben und die Platte unter leichtem Schiitteln eine Stunde bei RT inkubiert.
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Danach wurde je 25 pl Streptavidin-Phycoerythrin-Lésung pipettiert und die Proben
30 min inkubiert. Danach wurde die Platte erneut abgesaugt und zweimal mit
Waschpuffer gewaschen. In jedes Well wurden 150 pl Sheath-Fluid pipettiert und

nach kurzem Schiitteln die Proben im Luminex®100™ analysiert.
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Abbildung 3.2: Analyseprinzip des Luminex®. Erkldrung im Text

3.2.5 Massenspektrometrie

Intestinale Epithelzellen (IEZs) wurden aus dem Kolon wie beschrieben (186) isoliert
und danach mit kaltem PBS zweimal gewaschen. Die Proben wurden mit 500 pl
0,2 % SDS lysiert und anschlieBend 500 pl kaltes H,O zugegeben, um eine
Endkonzentration von 0,1 % SDS nicht zu Uberschreiten. Die Lipide wurden mittels
Elektrospray Ionisierung Tandem Massenspektrometrie (ESI-MS/MS) im positiven

Ionenmodus analysiert wie zuvor bei Liebisch et al. beschrieben (187, 188). Mittels
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Flow Injektion Analyse wurden die Proben quantifiziert und der analytische Setup
genutzt, um die Daten durch einen analytischen Algorithmus zu berechnen wie bei
Liebisch et al. beschrieben. Das Ausgangsion Phosphocholin wurde mit m/z 184
gescannt. Dieser ist speziell flir Sphingomyelin, Phosphatidylcholin und
Lysophosphatidylcholin geeignet und beinhaltet dieses Ion. Neutrale /oss scans von
my/z 141 and myz 185 wurden fir Phosphatidylethanolamin (PE) und
Phosphatidylserin gebraucht. PE-basiertes Plasmalogen (PE-pl) wurde durch die
Fragmente der Ionen von my/z 364, 380 und 382 fir PE p16:0, p18:1 und p18:0
Spezies analysiert. Ceramid wurde durch N-Heptadecanoyl-Sphingosin analysiert und
diente als Standard fiir die anderen gemessenen Lipide. Freies Cholesterin (FC) und
Ceramid wurden mittels selektiver Acetylierung des freien Cholesterins gemessen.
Die Quantifizierung wurde durch die Kalibrierung generiert und mittels Addition der

nattrlichen Vorkommen der Lipide zu den Zellen homogenisiert.

3.2.6 Western Blot

Mit Hilfe des so genannten Western Blotting ist es mdglich, Proteine ihrer Gr6Be nach
aufzutrennen und anschlieBend zu identifizieren. Ein Proteingemisch wird mittels
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) entsprechend des
Molekulargewichts seiner Komponenten aufgetrennt. Durch die Anwesenheit von SDS
erhalten die Proteine eine negative Ladung. Der Zusatz von B-Mercaptoethanol
bewirkt eine Spaltung intramolekularer Disulfidbriicken (Reduktion). Die
elektrophoretische Beweglichkeit der Proteine hangt dann nur noch von der
MolekiilgréBe sowie der PorengréBe des dreidimensionalen Gel-Netzwerks ab. Nach
der elektrophoretischen  Auftrennung werden die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert (,,geblottet™), kénnen mit spezifischen Antikérpern

markiert und so mittels einer Chemolumineszenz-Reaktion sichtbar gemacht werden.

3.2.6.1 Gewinnung von Zelllysaten

Die Zellen wurden mit 300 pl 0,1 % SDS-Lysispuffer in Anwesenheit von
Proteaseinhibitoren beschichtet und 15 min auf Eis lysiert. AnschlieBend wurden die

Zellen, mit einem Cellscraper abgelést und anschlieBend fir 5 min bei 8000 rpm
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zentrifugiert. Der Uberstand mit den gelésten Proteinen wurde in ein frisches

Eppendorf Gefal tberflihrt.

3.2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde mittels bicinchoninic acid solution
(BCA) und copper(II) sulphate Lésung (1:50) (Sigma Aldrich, Germany) nach Smith
et al bestimmt. Darin werden die Biuret-Reaktion (Protein und Cu®* in alkalischer
Losung filhrt zur Bildung von Cu'*) mit dem wasserldslichen Natriumsalz der
Bicinchoninsaure kombiniert. Durch die Interaktion von zwei BCA-Molekilen mit
einem Cu'*-Ion entsteht ein wasserldsliches, violettes Reaktionsprodukt mit einem
Absorptionsmaximum bei 562 nm. Dies erlaubt die photometrische Quantifizierung
von Proteinen in wassriger Losung.

Die Zunahme der Absorption bei 540 nm ist ein MaB fiir die Proteinkonzentration der
Probenldsung. Absolute Werte fiir den Proteingehalt wurden durch die Messung einer
Verdliinnungsreihe einer BSA-Standardlésung bekannter Konzentration ermittelt.
Durch Auftragung der Absorption bei 540 nm gegen den Proteingehalt der
Verdlnnungsreihe erhielt man eine Eichgerade, mit deren Hilfe der
Gesamtproteingehalt der Probe ermittelt werden konnte. Die Probenlésungen wurden
hierfir im Verhaltnis 1:2 verdiinnt eingesetzt, mit 200 pl BCA-Kupfer Losung versetzt
und fir 30 min bei 37°C inkubiert. Die Absorption der gebildeten Komplexe konnte
photometrisch bei einer Wellenlange von 540 nm gemessen werden. AnschlieBend
wurden anhand der Standardkurve die Proteinkonzentrationen der Probenlésung

berechnet (Programm SOFTmax PRO von Molecular Devices, USA).

3.2.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Flr die Auftrennung der denaturierten Proteine mittels SDS-PAGE wurde das X-Cell
IT™ Mini-Cell Modul (Novex-Kammer) der Firma Invitrogen BV/Novex verwendet.
Hierfir wurden fertige SDS-Polyacrylamidgele (4-12 %) mit den Proteinproben
beladen. Die fertigen Gele wurden in die Elektrophoresekammer eingesetzt und die

Novex- Kammer mit Laufpuffer befiillt.
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Zur Vorbereitung der Proben wurden 30 pg isoliertes Gesamtprotein mit 1x SDS-
Probenpuffer und 2,5 % B-Mercaptoethanol auf ein Volumen von 30 pl versetzt. Die
aquivalenten Proteinmengen wurden anschlieBend bei 95°C flir 5 min denaturiert
und nach kurzer Zentrifugation in die Taschen des Polyacrylamidgels einpipettiert.
Auf jedes Gel wurde auBerdem ein Proteinstandard als GréBenmarker flir die zu
detektierenden Proteine aufgetragen. Nachdem die in die Geltaschen gefillten
Proteinproben bei 50-70 V (12,5 mA pro Gel) in das Sammelgel eingewandert waren
und das Trenngel erreicht hatten, wurde die Spannung auf 120 V (18 mA pro Gel)
erhoht. Die Laufzeit, bis die Laufmittelfront das untere Ende des Gels erreicht hatte,

betrug ca. 1,5 h.

3.2.6.4 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen (Blotten)

Proteine kdénnen durch einen Transfer aus SDS-Polyacrylamidgelen auf geeignete
Membranen Ubertragen werden. Der Proteintransfer erfolgte mit dem X-Cell II™ Mini
Cell Blot-Modul mittels Tank-Blot-Technik. Hierfur wurde eine Sandwich-Anordnung
aus Schwammen, Whatman-Filterpapieren, dem Polyacrylamidgel und der
Nitrozellulosemembran (PorengréBe 0,45 pm) hergestellt. Auf die Kathodenseite des
Blot-Moduls wurden zwei mit Transferpuffer getrankte Schwamme gelegt; darauf
folgte eine Anordnung aus je einer Lage Whatman-Filterpapier, Polyacrylamidgel,
Nitrozellulosemembran, Whatman-Filterpapier und zwei weiteren getrankten
Schwammen. Beim Aufbau wurde darauf geachtet, dass sich zwischen den einzelnen
Schichten keine Luftblasen befanden, da sonst nur ein unvollstdndiger Transfer
stattgefunden hatte. Der Transfer der Proteine erfolgte bei 0,8 mA/cm? Gelflache fiir

die Dauer von 45 min.

3.2.6.5 Immundetektion der Proteine

Zur Immundetektion der Proteine wurde die Nitrozellulosemembran tber Nacht bei
4°C bzw. fir eine Stunde bei RT in Blockierlosung (5 %-ige BSA-L6sung in
Waschpuffer) inkubiert, um freie Bindungsstellen auf der Membran abzusattigen und
so unspezifische Bindungsstellen auf ein Minimum zu reduzieren. Danach wurde die

Membran fir mindestens eine Stunde bei RT unter leichtem Schitteln mit dem in
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Blockierldsung verdiinnten Primarantikoérper inkubiert. Die Membran wurde dann flir
6 x 10 min mit Waschpuffer gewaschen und anschlieBend flir eine weitere Stunde
mit dem gegen den Primdrantikbrper gerichteten Sekundarantikérper (HRP-
gekoppelt; verdinnt in 5 %-iger BSA in Waschpuffer) inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurde die Membran anschlieBend mit dem ECL-Plus™ Western Blotting
Detection Kit entwickelt, in Folie verpackt und in eine Rdntgenfilmkassette eingelegt.

Es wurde ein Hyperfilm aufgelegt und nach geeigneter Expositionszeit entwickelt.

3.2.6.6 Strippen der Nitrozellulosemembran

Nach erfolgter Immundetektion des Zielproteins auf der Nitrozellulosemembran
konnte diese fiir weitere Antikdrperinkubationen verwendet werden. Hierfir wurden
die gebundenen Antikdrper durch eine 15-mindtige Inkubation in einer Stripping-
Ldésung (Re-Blot-Solution) bei RT entfernt. AnschlieBend wurde die Membran 10 min
gewaschen, 30 min neu mit 5 % BSA blockiert und mit dem nachsten

Primarantikdrper inkubiert.

3.2.7 ELISA

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) bezeichnet ein immunologisches
Nachweisverfahren, das auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert.

Der Sandwich-ELISA verwendet zwei Antikdrper (Ak), die beide spezifisch an das
nachzuweisende Antigen binden. Hierbei ist es wichtig, dass beide Ak an
unterschiedlichen Stellen an das Antigen binden, da sie sich sonst gegenseitig
behindern wiirden. Der erste Ak (coating-Ak) wird an eine feste Phase gebunden. Die
Probe mit dem nachzuweisenden Antigen wird dann zugegeben und inkubiert.
Wahrend dieser Zeit bindet der an die Platte gebundene Ak das in der Probe
vorhandene Antigen. Nach Ablauf der Inkubationsphase wird die Platte gewaschen.
Die ungebundenen Bestandteile der Probe werden dadurch entfernt und zurlick
bleibt nur das am coating-Ak gebundene Antigen. Im nachsten Schritt wird ein
Detektions-Ak  zugegeben, an dessen Ende ein Enzym (meistens
Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish), Alkalische Phosphatase (AP) oder seltener

Glucoseoxidase (GOX) gebunden ist. Dieser zweite Ak bindet ebenfalls an das
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Antigen und es entsteht der Antikdrper-Antigen-Antikérper-Komplex. Durch erneutes
Waschen der Platte wird der Uberschiissige zweite Ak ausgewaschen und dann ein
zum Enzym passendes chromogenes Substrat zugegeben. Dieses wird vom Enzym zu
einem Reaktionsprodukt umgesetzt, dessen Nachweis durch Farbumschlag,
Fluoreszenz oder Chemoluminiszenz erfolgen kann. Fir quantitative Nachweise wird
Ublicherweise eine Serie mit bekannten Antigenkonzentrationen durchgefiihrt, um
eine Kalibrierungskurve fiir das gemessene Signal (optische Extinktion, emittierte
Intensitat) zu erhalten. Alternativ kann auch die Kombination eines ungekoppelten
Detektions-Ak und eines zusatzlichen sekundaren Ak, an den ein Enzym gebunden

wurde, verwendet werden (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: Nachweisreaktion mittels ELISA. Erklarungen im Text.

Mittels ELISA wurden die Sekretion von MMP-1, MMP-1/TIMP-1 Komplex und IL-8
analysiert. Die Durchfiihrung dieser Assays erfolgte jeweils entsprechend der
Protokolle der Hersteller (R&D). Zur Gewinnung geeigneter Zellliberstdnde wurden
die Zellen (humane Hautfibroblasten, hepatische Sternzellen, Caco-2 und CLPF) in
12-well Platten ausgesat, bis diese subkonfluent waren. Einen Tag vor Stimulation
wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Bei manchen Experimenten wurde
Mangelmedium ohne FCS verwendet, damit die im FCS enthaltenen Zytokine keinen

Einfluss auf das Ergebnis hatten und eine Vorstimulation der Zellen vermieden
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werden konnte. Die Zellen wurden mit IL-18 (1 ng/ml), TNF (10 ng/ml), TGF-B
(1 ng/ml) oder LPS (10 ng/ml) stimuliert. Je nach Fragestellung erfolgte eine
Vorinkubation zur Beeinflussung der Zellreaktion. Im Falle von Imipramin oder
B-Methyl-Cyclodextrin erfolgten diese 30 min vor Stimulation.

Des Weiteren wurde die Sekretion von humanen IL-8 untersucht. Der endogene IL-8
Antikdrper wurde in einer Konzentration von 2 pg/ml in 0,1 M NaHCOs-Puffer
(pH 8,5) verdiinnt und in ELISA Platten mit 100 pl pro Well bei 4°C UN gecoatet. Die
Platten wurden dreimal mit Waschpuffer gewaschen und anschlieBend mit 200 pl pro
Well mit einer 10 % FCS L6ésung in PBS fiur 30 min blockiert. Nach erneutem
Waschen wurde 100 ul Standard bzw. Probe pipettiert und fir 1h bei RT inkubiert.
Nach erneutem Waschen wurde mit 100 pl biotinylierter IL-8 AK-Losung (Pierce;
100 ng/ml in 10 % FCS/PBS) flir eine Stunde bei RT inkubiert. Nach einem
Waschschritt wurden 100 MI pro Well einer Streptividin-Peroxidase Losung (HE
Healthcare; 1:2000 in 10 % FCS/PBS) pipettiert. Nach einer Stunde wurde wieder
gewaschen und je 100ul Tetramethylbenzidin Lésung (Sigma-Aldrich, Steinheim)
zugegeben. Nach einer Inkubation von 30 min wurde die Reaktion mit 50 uyl 0,5 M

H,SO4 gestoppt und die Extinktion bei 540/450 nm gemessen.

3.2.8 FACS fluorescence activated cell sorting

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Durchflusszytometer, Coulter EPICS XL-MCL
(Coulter Immunotech, Krefeld), werden die Zellen in einer Suspension vorgelegt,
Uber eine Kapillare angesaugt und mit Probenfllissigkeit (isotonische Kochsalzlésung)
verdinnt. Durch einen Geschwindigkeitsgradienten wird der Probenstrom zur Mitte
der Dlse hin starker beschleunigt. Diese so genannte hydrodynamische Fokussierung
bewirkt, dass eine Verwirbelung vermieden wird und die einzelnen Zellen in einem
Flissigkeitsstrom nacheinander eine Messkiivette passieren, auf die ein
Argonlaserstrahl mit einer Anregungswellenlange von 488 nm trifft. Gestreutes Licht
und Fluoreszenz werden Uber ein System von dichroitischen Spiegeln, optischen
Linsen und Filtern zu Photomultipliern weitergeleitet und detektiert. Die Photodiode
fur das Vorwartsstreulicht (FSC) detektiert das Licht, das in Strahlenrichtung von der
Zelle gestreut wird. Die Intensitdt des Vorwartsstreulichts gibt Auskunft Gber die

GroBe der Zelle. Das Seitwartsstreulicht (SSC) wird orthogonal zum Strahlengang
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detektiert. Das SSC-Signal ist abhangig von der inneren Struktur der Zelle und liefert
ein MaB fur die Granularitat der Zelle. Die Fluoreszenzemission wird ebenfalls im 90°-
Winkel zur Strahlenrichtung des Lasers gesammelt und nach Abtrennung mit Hilfe
von dichroitischen Spiegeln und Interferenzfiltern in Spektralbereiche bestimmter
Wellenlangen aufgetrennt:

Fluoreszenz 1 (FL1): 505-545 nm, mit 525nm Bandpassfilter

Fluoreszenz 2 (FL2): 555-600 nm, mit 575 nm Bandpassfilter

Fluoreszenz 3 (FL3): 605-645 nm, mit 620 nm Bandpassfilter

Fluoreszenz 4 (FL4): 650-725 nm, mit 675 nm Bandpassfilter

Fir jede vermessene Zelle wird eine Datenbank angelegt. Dadurch ist es mdglich
Zellsubpopulationen einer Messung unabhangig voneinander zu betrachten und zu
analysieren. Zellpopulationen kénnen im Histogramm oder, bei Auftragung zweier
gemessener Parameter, als Dot Plot dargestellt werden. Die Messungen und
Auswertungen der vorliegenden Arbeit wurden mit der Software Expo32

durchgefihrt.

3.2.9 Vitalitatsassay
Eine  eventuelle  Zytotoxizitat von  Imipramin  wurde durch  einen

Stoffwechselaffinitédtstest untersucht. Dazu wurden je 5x10% Zellen pro 96-Well in
100 pl Medium UN ausgesit. Danach wurden die Zellen mit 30 pyM Imipramin
inkubiert und UN inkubiert. AnschlieBend wurde zu den Zellen 20 pl
Tetrazoliumlésung (1 ml 3-4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-Carboxymethylphenyl)-2H-
Tetrazoliumsalz (MTS) mit 50 pl Phenazin-methosulfat (PMS) Gemisch) pipettiert.
Nach 4h wurde die Extinktion bei 450/650 nm gemessen. Lebende Zellen setzen mit
Hilfe von Dehydrogenasen das gelbe Tetrazoliumsalz zu dem rétlichen Formazan
Produkt um. Die Konzentration des Formazan Produktes ist proportional zur Vitalitat

der Zellen.

3.2.10 ASM-Aktivitatsassay
Der ASM Aktivitdtsassay dient zur Messung der ASM Aktivitat mittels Radioaktivitat.

An das Sphingomyelin ist ein C!*-Atom gebunden. Dieses wird nach der Hydrolyse
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durch die ASM freigesetzt und kann radioaktiv gemessen werden. Dadurch, dass der
Puffer das pH-Optimum der ASM besitzt, wird nur diese aktiv.

Der ASM-Aktivitasassay wurde nach Takahishi et a/. (189) mit einigen Modifikationen
durchgefiihrt. Die Zellen (humane Hautfibroblasten und Caco-2 Zellen) wurden mit
IL-1B (1 ng/ml) 10 min und 20 min inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 1x
PBS+Ca’** zweimal bei 4°C gewaschen. Die Zellen wurden mit 1x PBS+Ca**
+Triton100x (4 %) lysiert. Jeweils 120 pl pro Well wurde auf die Zellen gegeben und
fur 10min inkubiert. Die lysierten Zellen wurden abgeldst und mittels BCA Test die
Proteinkonzentration gemessen. 100 pl Zelllysat und 100 pl ASM-Puffer (1 M
Na-Acetat, pH 5; 10 mM ZnCl,, H,O und C'* Sphingomyelin (NEC-663 [choline-
methyl-1*C], Perkin Elmer Life and Analytical Science, Boston, MA, USA) wurden 1h
bei 37°C bei 500 rpm geschittelt. Mit 20 % Trichloressigsaure (200 pl) und 5 % BSA
(100 ul) wurde die Reaktion abgestoppt, gevortext und 5 min bei RT ruhen gelassen.
Danach wurde bei 3000 rpm 5 min zentrifugiert. 350 pl Uberstand wurde in ein
SzintillationsgefaB Uberfuhrt und die Szintillation mittels /liguid scintillation analyzer
1600TR Tri-Carb (Canberra Packard, Dreieich, Germany) analysiert.

3.2.11 Migrations- und Invasionssassay

Zur Quantifizierung der durch Kollagen eingewanderten hepatischen Sternzellen
wurden Transwells (8 pm Polycarbonat Membran Nunc 25 mm T7issue Culture
Inserts; NUNC Langen-Selbold) flir 6-well Platten verwendet. Diese Methode basiert
auf der Fahigkeit der Zellen, aktiv durch eine definierte PorengréBe wandern zu
kdnnen (Abbildung 3.5).

Zur Beschichtung wurden die Transwells in eine Petrischale gegeben und UN bei
37°C mit Kollagen I (0,5 mg/ml) inkubiert. Vor der Zugabe von Zellen wurden vorher
1,5 ml Medium in ein 6-well gegeben und zum Einstellen des pH-Wertes fir 30 min
bei 37°C inkubiert. Danach wurden 3x10° hepatische Sternzellen in 1ml Medium dem
Transwell zupipettiert. Je nach Fragestellung wurden die Zellen vorher mit Imipramin
(30 puM) 30 min vorinkubiert und nach Sedimentation mit IL-1B (1 ng/ml) oder TNF
(10 ng/ml) stimuliert. Nach 6h wurden die Transwells zur Farbung mit DAPI

vorbereitet.
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Die Invasion von Tumorzellen wird u.a. durch MMPs gesteuert. Deswegen wurde in
einem zweiten Ansatz 24h zuvor in dem unteren Teil des Transwells hepatische
Sternzellen ausgesat und entsprechend mit IL-1B oder TNF stimuliert. Nach 24h
wurden die hepatische Karzinomzelllinie HepG2 auf eine mit Kollagen I beschichteten
Polycarbonatmembran ausgesat und nach 6h wie oben beschrieben verwendet und
mit DAPI gefarbt.

Durch die selektive Bindung des Farbstoffs DAPI an zelluldare DNA kommt es zur
Ausbildung stark fluoreszierender Komplexe, wodurch fluoreszierende Zellkerne
entstehen, wahrend eine cytoplasmatische Fluoreszenz nicht nachweisbar ist. Zur
Quantifizierung der eingewanderten Zellen wurde die Polycarbon Membran der
Transwells aus der Vorrichtung geschnitten, die obere Seite mit einem Q-Tip
gereinigt und mit PBS gewaschen. Dadurch lésen sich die nicht ausgewanderten
Zellen ab. Zum Fixieren der gewanderten Zellen wurde die Membran mit 4 % PFA
15 min inkubiert. Nach erneutem Waschen mussten die Zellen noch permeabilisiert
werden, damit das DAPI in die Zelle diffundieren kann. Die Membran wurde hierfur
mit 0,1 % Triton 15 min beschichtet. Nach Waschen mit PBS wurde die Membran mit
den fixierten Zellen 5min mit DAPI gefarbt und erneut gewaschen. Nach Trocknen
der Membran wurde diese mit Fluoromount-G (Southern Biotech, Birmingham,
Alabama, USA) eingedeckelt. Die migrierten und invasiven Zellen wurden

mikroskopiert und 20 Gesichtsfelder ausgezahlt.

hepatische Kollagenbeschichtete ’ Kollagenbeschichtete
Stemzellen (ITO) —| ¢ Polycarbonat Membran HepG2 ) L Polycarbonat Membran
. ‘ 8um Poren 8um Poren
Culture well —» | '
‘ Hepatische ) !
@ Stemzellen(ITO) w

Abbildung 3.5: Aufbau des Invasionsassays. Auf die Kollagenbeschichtete Polycarbonatmembran
werden die hepatischen Sternzellen ausgesdt und stimuliert. Nach 6h werden die migrierten Zellen
mittels Mikroskop ausgezahlt. Im rechten Bild wurde 24h vorher im unteren Teil des Wells die
hepatischen Sternzellen ausgesat und entsprechend stimuliert. Die HepG2 Zellen wurden im oberen
Teil des Transwell ausgesat und nach Invasion wie beschrieben ausgezahlt.
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3.2.12 Statistik

Messwerte wurden als Mittelwert £ standard error of the mean (SEM) Standardfehler
dargestellt. Die Graphen wurden mittels SigmaPlot als vertikale Box-Plots (25 %-
75 %-Bereich der Werte) dargestellt. Die statistischen Auswertungen wurden mit
dem Students T-Test und Mann-Whitney U Rank Sum-Test durchgefiihrt. Bei einem

p-Wert von <0,05 wurden die Unterschiede als statistisch signifikant betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Produktion von MMP-1 nach Stimulation mit IL-1p ist

abhangig von der sauren Sphingomyelinase

4.1.1 Erhohte Expression von MMP-1 und MMP-10 mRNA in
Caco-2 intestinalen Epithelzellen (IEZ) nach Stimulation

mit exogener Sphingomyelinase (SMase)

Zur Identifikation ceramidinduzierter Signalwege wurde eine Affymetrix GeneChip
Analyse nach Stimulation von IEZ mit exogener Sphingomyelinase (SMase)
durchgefiihrt. Anhand dieser Daten war erkennbar, dass durch Ceramidbildung Gene
reguliert werden, die bei chronisch entzlindlichen Darmerkrankungen (CED) von
Bedeutung sind. Diese Gene sollten in ihrer mdglichen Bedeutung fiir die intestinale

Entziindung naher untersucht werden.

Die Analyse zeigte einen Anstieg verschiedener Gene nach Stimulation mit exogener
SMase. Bereits nach 6h zeigte die Auswertung einen signifikanten Anstieg der MMP-1
und MMP-10 Expression und dieser war auch noch nach 24h erkennbar (Abbildung
4.1). Da Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) bei CED eine bedeutende Rolle spielen
und im GeneChip Array nach Ceramidbildung sehr stark erhéht vorlagen, wurden
diese naher untersucht. Zur Validierung der Analysedaten wurde die intestinale
Epithelzelllinie Caco-2 mit exogener SMase stimuliert. Die dadurch resultierende
Ceramidbildung und deren Einfluss auf die MMP-1 wurde weiter auf RNA Ebene
untersucht, da MMP-1 bei vielen Krankheiten induziert. Fir MMP-10 ist ein
Zusammenhang mit CED bisher nicht beschrieben, weshalb auf eine weitere

Untersuchung verzichtet wurde.

4.1.2 Ceramidbildung durch die exogene Sphingomyelinase
erhoht in Caco-2 IEZ die Sekretion von MMP-1
Zur Validierung der gewonnenen Daten aus dem Affymetrix Array wurde die MMP-1

Konzentration im Uberstand von Caco-2 IEZ nach der Stimulation mit exogener

SMase untersucht. MMP-1 ist bei Patienten mit Colitis ulcerosa auf RNA-Ebene erhoht
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und spielt auch bei anderen inflammatorischen Krankheiten eine Rolle. Deswegen
wurde in den folgenden Experimenten untersucht, ob es einen Zusammenhang

zwischen der exogenen SMase und der MMP-1 Produktion gibt.
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Abbildung 4.1: Affymetrix GeneChip Array Analyse nach Stimulation mit exogener SMase.
Intestinale Epithelzellen Caco-2 wurden mit exogener SMase (0,1 U/ml) stimuliert, nach 6h und 24h
die RNA isoliert und fiir den Affymetrix GeneChip Array aufbereitet. Die Expression von MMP-1 und
MMP-10 war nach 6h und 24h signifikant erhéht (unst= unstimulierte Probe); (***p<0,001 vs. unst,
Rank Sum Test; n=4).

Die Zelllinie Caco-2 wurde hierfir mit verschiedenen Konzentrationen
(0,0001 U/mI-0,25 U/ml) der exogenen SMase stimuliert. Der Uberstand von Caco-2
IEZ wurde nach 24h mittels ELISA auf die Sekretion der MMP-1 untersucht. Es zeigte
sich ein signifikant dosisabhangiger Anstieg der MMP-1 Produktion durch Stimulation
mit exogener SMase (Abbildung 4.2). Bereits bei einer sehr niedrigen Konzentration
von 0,005 U/ml stieg die Produktion von MMP-1 signifikant an und erreichte das

Maximum bei einer Konzentration von 0,125 U/ml (Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2: Dosisabhdngiger Anstieg der MMP-1 Produktion nach Stimulation mit
exogener SMase. Caco-2 IEZ wurden mit verschiedenen Konzentrationen von exogener SMase
stimuliert und nach 24h die Konzentration von MMP-1 im Uberstand mittels ELISA gemessen
(*p<0,05; **p<0,01 vs. unst; Rank Sum Test; n=6). Es besteht ein dosisabhdngiger Anstieg der
MMP-1 Produktion. Das Maximum ist bei einer Konzentration von 0,125 U/ml erreicht.

4.1.3 ASM-defiziente Hautfibroblasten zeigen keinen Anstieg der
MMP-1 Produktion von MMP-1 nach Stimulation mit
IL-1B
Um den Einfluss der endogen vorhandenen sauren Sphingomyelinase (ASM) auf die
MMP-1 Produktion zu untersuchen, wurde ein genetisches Modell mit humanen
ASM-defizienten Hautfibroblasten verwendet. Bei Patienten der Niemann-Pick “schen
Krankheit sowohl Typ A als auch Typ B ist ein genetischer Defekt der ASM
vorhanden. Fur diesen Versuch wurden Hautfibroblasten aus Patienten mit Niemann-
Pick Typ A gewonnen. Die Hautfibroblasten von Patienten mit Niemann-Pick “scher
Krankheit Typ A und Kontrollfibroblasten von gesunden Patienten wurden
miteinander verglichen und dadurch der Einfluss der ASM auf die MMP-1 Expression

und Produktion ermittelt.

Die verwendeten Fibroblasten wurden zunachst auf die Aktivitat der ASM untersucht,
um zu zeigen, dass die ASM-defizienten Fibroblasten keine bzw. nur geringe ASM-
Aktivitat besitzen. IL-1B ist ein Aktivator der ASM und wurde somit bei dem ASM-
Aktivitatsassay als Stimulanz verwendet. Die ASM-Aktivitét der genetisch ASM-
defizienten Fibroblasten (ASM”") und Kontrollfibroblasten (ASM*/*) wurde mittels
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ASM-Aktivititsassay bestimmt. Die ASM*/*-Fibroblasten zeigten nach Stimulation mit
IL-1B (1 ng/ml) nach 15 min und 30 min einen deutlichen Anstieg der ASM Aktivitat
(Abbildung 4.3). ASM-defiziente Fibroblasten wiesen hingegegen im Vergleich zu den
Kontrollfibroblasten nur eine ASM-Basisaktivitat von 7 % auf (Abbildung 4.3). Die
ASM-defizienten Fibroblasten zeigten auBerdem bei einer Stimulation mit IL-1B (1

ng/ml) nach 15 min und 30 min keinen Anstieg der ASM-Aktivitat.
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Abbildung 4.3: ASM-Aktivitatsassay mit humanen Hautfibroblasten. Die humanen
Hautfibroblasten wurden mit IL-1B (1 ng/ml) 15 min und 30 min stimuliert und die ASM-Aktivitat
mittels C** Sphingomyelin gemessen. ASM*/* und ASM”" Fibroblasten wurden hinsichtlich deren ASM-
Aktivitat miteinander verglichen. Die ASM”-Fibroblasten zeigten nur etwa 7 % Anstieg der basalen
ASM-Aktivitat im Vergleich zu den ASM*/*-Fibroblasten.

Im nachsten Abschnitt wurde zunachst der Einfluss der ASM auf RNA Ebene mittels

Real Time (RT)-PCR quantitativ miteinander verglichen.

Die ASM-defizienten (ASM”") Fibroblasten und Kontrollfibroblasten (ASM*/*) wurden
hierfir mit IL-1B (1 ng/ml) oder exogener SMase (0,1 U/ml) flir 6h stimuliert. Nach
Isolation der RNA und Umschreiben der RNA in cDNA wurde eine RT-PCR
durchgefilhrt, um die Expression der MMP-1 mRNA der ASM** und ASM”
Fibroblasten miteinander zu vergleichen. Die Kontrollfibroblasten zeigten einen
8,4-fachenx2,6 signifikanten Anstieg der MMP-1 Expression nach der Stimulation mit
IL-1B (Abbildung 4.4). Bei den ASM”-Fibroblasten konnte hingegen nur eine
marginale Steigerung der MMP-1 mRNA durch IL-1 gezeigt werden (1,5-fach+0,25).

Stimulation mit exogener SMase erhdhte in den ASM”-Fibroblasten die Expression
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der MMP-1 mRNA signifikant um das 17,5-fache+7,7, bei den ASM*/*-Fibroblasten
hingegen konnte keine Vermehrung der MMP-1 Expression durch exogene SMase
beobachtet werden (Abbildung 4.4). Die Stimulation mit anderen Zytokinen, die bei
CED eine Rolle spielen, wie TNF, LPS und INF-y zeigten keinen nennenswerten
Anstieg der MMP-1 Expression in den verwendeten Fibroblasten (Daten nicht
gezeigt). Aus diesem Grund wurde auf Proteinebene der Einfluss der ASM nur nach

IL-1B-Stimulation weiter untersucht.
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Abbildung 4.4: RT-PCR der humanen Hautfibroblasten. Die Fibroblasten wurden mit IL-13
(1 ng/ml) oder exogener SMase (0,1 U/ml) 6h stimuliert und eine RT-PCR durchgefiihrt. IL-1pB fiihrt
nur in ASM*/*-Fibroblasten zu einem signifikanten Anstieg der MMP-1 Expression. Im Gegensatz dazu
bewirkt die exogene SMase lediglich in ASM”-Fibroblasten einen Anstieg der MMP-1 Produktion
(*p<0,05 ASM** vs, ASM7", Rank Sum Test; n=6).

Die erzielten Ergebnisse auf RNA Ebene wurden anschlieBend auch auf Proteinebene
untersucht, um zu beobachten, ob sich der Einfluss der exogenen SMase auch auf
das Protein bezieht oder ob sich dieser Effekt nur auf RNA-Ebene zeigt. Mittels
MMP-1 ELISA wurde die Abhangigkeit von der ASM bei IL-1B Stimulation in ASM*/*-
und ASM”"-Fibroblasten untersucht.

Die Hautfibroblasten wurden jeweils mit 0,1 ng/ml oder 1 ng/ml IL-1B Uber 24h
inkubiert. Im Uberstand der ASM*/*-Fibroblasten konnte ein signifikanter Anstieg der
MMP-1 Konzentration um 2,7+0,38 nach der Stimulation mit 1 ng/ml IL-1B gezeigt



ERGEBNISSE 74

werden (Abbildung 4.5 A). Im Gegensatz dazu wurde bei den ASM”"-Fibroblasten nur
eine marginale Erhéhung der MMP-1 Produktion festgestellt (1,55+0,11). Der Anstieg
der MMP-1 Konzentration bei ASM**-Fibroblasten konnte schon bei einer
Konzentration von 0,1 ng/ml beobachtet werden. Die ASM*/*-Fibroblasten zeigten bei
IL-1B Stimulation einen dosisabhdngigen Anstieg der MMP-1 Konzentration
(Abbildung 4.5 B), welcher bei den ASM”-Fibroblasten nicht zu beobachten war
(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4.5: MMP-1 Produktion der humanen Hautfibroblasten nach Stimulation mit
IL-1B. (A) Die Hautfibroblasten wurden mit IL-18 (0,1 und 1 ng/ml) 24h stimuliert und die MMP-1
Konzentration im Uberstand mittels ELISA gemessen. Die MMP-1 Produktion stieg signifikant in
ASM*"*-Fibroblasten nach IL-1B Stimulation an, was bei den ASM”"-Fibroblasten nicht gezeigt werden
konnte (*p<0,05; IL-1B ASM*'* vs. IL-1B ASM”"; Rank Sum Test; n=5). (B) Dosisabhangiger Anstieg
der MMP-1 Produktion nach Stimulation mit IL-1B (0,001-1ng/ml) in ASM*/*-Fibroblasten (n=2).

MMP-1 Protein (relativer Anstieg) J»

4.1.4 Transfektion mit dem Expressionsplasmid pJK-ASM
rekonstituiert die MMP-1 Produktion nach Stimulation mit
IL-1P

Die ASM”-Fibroblasten wurden mit dem Expressionsplasmid fiir die ASM (pJK-ASM)

transfiziert, um Bedingungen wie in den ASM**-Fibroblasten wiederherzustellen.

Dadurch sollte die Abhangigkeit der MMP-1 Produktion von der ASM-Expression

verifiziert werden. Hierfiir wurden die ASM”"-Fibroblasten mit dem Kontrollplasmid

pJK oder dem Expressionsplasmid pJK-ASM transfiziert. Das Plasmid pJK enthalt

einen simultan exprimierenden myc-tag, wodurch die transfizierten Zellen nach 24h
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markiert und aussortiert werden konnten. Nach weiteren 24h Stimulation mit IL-1B
(1 ng/ml) wurde mittels ELISA die Konzentration des MMP-1 Proteins im Uberstand
untersucht. Die mit dem Expressionsplasmid pJK-ASM transfizierten ASM7-
Fibroblasten zeigten einen 2,4-fachen+0,3 signifikanten Anstieg der MMP-1
Produktion (Abbildung 4.6 A). Dieser Anstieg ist vergleichbar mit dem in ASM*/*-
Fibroblasten beobachteten Werten (Abbildung 4.5). Die ASM”-Fibroblasten, die mit
dem Kontrollplasmid transfiziert wurden oder diejenigen ohne transfiziertes Plasmid,
zeigten nach Stimulation mit IL-18 keinen Anstieg der MMP-1 Produktion (1,2-
fach£0.2 und 1.1-fach+0.11) (Abbildung 4.6 A).
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Abbildung 4.6: MMP-1 Produktion nach Transfektion der ASM”"-Fibroblasten mit
Expressionsplasmid pJK-ASM und Kontrollplasmid pJK. (A) Transfektion der ASM7”
Fibroblasten und Stimulation mit IL-18 (1 ng/ml). Mittels ELISA wurde die MMP-1 Produktion im
Uberstand bestimmt. Transfektion mit dem Plasmid pJK-ASM bewirkte einen signifikanten Anstieg der
MMP-1 Produktion (*p<0,05; pJK vs. pJK-ASM; Rank Sum Test; n=5). (B) IL-8 ELISA der
transfizierten ASM”"-Fibroblasten mit pJK und pJK-ASM zeigte keinen Unterschied in der Produktion
von IL-8 nach Stimulation mit IL-1B (1 ng/ml).

Ein anderer Signalweg, der Uber IL-1B aktiviert wird, flihrt zur Bildung von IL-8. Der
Anstieg von IL-8 wurde auf dessen Abhangigkeit von der ASM untersucht. Die ASM”~-
Fibroblasten zeigten eine Zunahme der IL-8 Produktion durch IL-1B Stimulation nach
24h. Die mit dem Kontrollplasmid pJK transfizierten ASM”-Fibroblasten und die mit

dem Expressionsplasmid pJK-ASM transfizierten ASM7-Fibroblasten zeigten bezliglich
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der IL-8 Produktion keinen signifikanten Unterschied (Abbildung 4.6 B)
(2,15-fach+0,1 vs. 2-fach+£0,2).

Zur weiteren Bestdtigung, dass die ASM fir die MMP-1 Produktion erforderlich ist,
erfolgte die pharmakologische Hemmung der ASM durch Imipramin (30 uM).
Imipramin ist ein trizyklisches Antidepressivum und verhindert die proteolytische
Degradation der ASM (190-192). Zurzeit sind 6 verschiedene SMasen bekannt. Zur
Verifizierung eines mdglichen Einflusses der neutralen SMase (NSM), wurden die
ASM*/*-Fibroblasten auch mit dem Inhibitor der NSM L-Carnitin (10 pg/ml) inkubiert.

Die Zellen wurden mit den Inhibitoren 30 min vorinkubiert und anschlieBend mit
IL-1B (1 ng/ml) stimuliert. Die Konzentration von MMP-1 wurde nach 24h im
Uberstand mittels ELISA ermittelt. Die ASM*/*-Fibroblasten zeigten nach Stimulation
mit IL-1B einen signifikanten Anstieg der MMP-1 Produktion um das 8,4-fache+2,8;
p<0,01 (Abbildung 4.7 A). Dieser Anstieg konnte durch Inhibition der ASM mittels
Imipramin vollstandig blockiert werden (0,6-fach+0,16; p=0,016).

Zur Inhibition der NSM wurden die ASM™*-Fibroblasten mit L-Carnitin 30 min
vorbehandelt und anschlieBend mit IL-1B (1 ng/ml) 24h stimuliert. Die Produktion
der MMP-1 stieg durch Stimulation mit IL-1 um das 11,25-fache+3,9 an. Die
Inhibition der NSM durch L-Carnitin scheint somit die Induktion von MMP-1 durch
Stimulation mit IL-1B nicht zu beeintrachtigen (11-fach+3,9) (Abbildung 4.7 B).
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Abbildung 4.7: Pharmakologische Inhibition der ASM und NSM und deren Einfluss auf die
Induktion von MMP-1. (A) Pharmakologische Inhibition der ASM durch Imipramin (30 uM). ASM*/*-
Fibroblasten wurden mit Imipramin 30 min vorinkubiert und mit IL-1B (1 ng/ml) 24h stimuliert. Mittels
ELISA wurde die Konzentration von MMP-1 untersucht. Die Induktion von MMP-1 konnte durch
Imipramin komplett reduziert werden (**p<0,01; IL-1B vs. IL-1B+Imipramin, Rank Sum Test; n=5).
(B) Die Inhibition der neutralen SMase durch L-Carnitin (10 pg/ml) in ASM*'* Fibroblasten zeigte
keinen Einfluss von L-Carnitin auf die MMP-1 Produktion (*p<0,05 IL-1B vs. IL-1B+L-Carnitin, Rank-
Sum Test; n=6).

Andere Inhibitoren des Ceramidmetabolismus wie Monensin (1 pM) und D609
(25 pg/ml) wurden ebenfalls auf deren Einfluss Uberprift. Der Inhibitor FumonisinB
hemmt die saure Ceramidase und es wurde untersucht, ob sich dadurch ein Einfluss
auf die MMP-1 Produktion zeigt, was nicht bestdtigt werden konnte. Nur bei
Imipramin kam es zu einer sehr starken Reduktion der MMP-1 Konzentration im
Uberstand. Bei den anderen Inhibitoren konnte nur eine geringe Verminderung der
MMP-1 Produktion beobachtet werden. Deswegen wurde in den weiteren Versuchen

nur Imipramin verwendet. (Daten nicht gezeigt).

Eine Destruktion von Lipid Rafts wurde durch die Extraktion von Cholesterin mit
m-B-Cyclodextrin (m-B-CD) erreicht. Dadurch sollte gezeigt werden, dass der Effekt
der ASM (ber Lipid Rafts vermittelt wird. Die Vorbehandlung mit m-p-CD (10 nM)
fuhrt zum Ausbleiben der MMP-1 Produktion durch IL-1B (0,53-fach+0,17), wahrend
die Stimulation mit IL-18 ohne m-B-CD Behandlung zu einem 12,2-fachenx4,7
Anstieg flhrt (p=0,03) (Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8: Extraktion von Cholesterin aus Lipid Rafts mit Methyl-B-Cyclodextrin
unterbindet Induktion von MMP-1 durch IL-1B. Die humanen ASM*/*-Fibroblasten wurden mit
Methyl-B-Cyclodextrin (m-B-CD) (10 mM) 1 Stunde vorinkubiert und danach mit IL-18 (1 ng/ml)
stimuliert. Mittels MMP-1 ELISA wurde in den Uberstinden die MMP-1 Konzentration ermittelt (p=0,03
IL-1B vs. IL-1B+ m-B-CD; Rank Sum Test; n=6).

4.1.5 Die ASM hat Einfluss auf die ERK Phosphorylierung nach
IL-18 Stimulation, aber nicht auf die p38MAPK
Phosphorylierung

Die mitogene-activated protein (MAP)-Kinasen werden normalerweise direkt durch
Phosphorylierung von zwei Aminosauren, Tyrosin und Threonin, welche nur durch
eine Aminosdaure voneinander getrennt sind. Damit die Kinasen aktiv sind, mussen
beide Reste phosphoryliert sein. Die Phosphorylierung dieser beiden Aminosduren
wird durch die MAP-Kinase Kinase vollzogen, welche einen Schritt upstream in der
Kaskade steht. Wenn die MAP-Kinasen aktiviert sind, akkumulieren sie im Nukleus,
wo sie daraufhin Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und so die Transkription
einer Vielzahl von Zielgenen regulieren. Sobald die MAP-Kinasen dephosphoryliert
und damit inaktiviert werden, verteilen sie sich wieder im Zytosol und stehen fiir

weitere Aktivierungszyklen zur Verfligung.

Die Aktivierung verschiedener MAP-Kinasen ist abhangig von der Stimulation durch
verschiedene Zytokine wie z. B. IL-1B, TGF-B oder TNF. Nach Stimulation mit IL-13
zu verschiedenen Zeitpunkten sollte untersucht werden, ob dieser Signalweg ASM-

abhangig ist. Daflir wurden die ASM-defizienten Fibroblasten im Vergleich zu den
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ASM**-Fibroblasten nach Stimulation mit IL-1B untersucht. Mittels Western Blot
wurde die Phosphorylierung der Kinase ERK1/2 (extracellular signal-related kinases)
und p38MAPK analysiert. Bei den ASM*/*-Fibroblasten zeigte sich nach IL-1P
Stimulation eine schnelle Phosphorylierung der p38MAPK und ERK1/2. Bereits nach 5
Minuten war eine deutliche Phosphorylierung der beiden Kinasen sichtbar (Abbildung
4.9).

Bei den ASM-defizienten Fibroblasten konnte zu keinem Stimulationszeitpunkt mit
IL-1B eine Phosphorylierung von ERK 1/2 nachgewiesen werden. Bei der p38MAP
Kinase kam es hingegen zu einer vergleichbaren Phosphorylierung wie bei den
ASM*/*-Fibroblasten (Abbildung 4.10).

Die unterschiedliche Phosphorylierung bei ERK1/2 wurde ndher untersucht. Durch
Vorstimulation mit der exogener SMase (0,1 U/ml) und anschlieBender Stimulation
mit IL-1B zu verschiedenen Zeitpunkten, sollte in ASM”-Fibroblasten die Situation
von ASM**-Fibroblasten simuliert werden. Durch Zugabe der exogenen SMase
konnte die Phosphorylierung von ERK1/2 nach IL-1B Stimulation rekonstituiert
werden (Abbildung 4.11).
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Abbildung 4.9: Phosphorylierung von ERK1/2. ASM** und ASM”" Fibroblasten wurden (iber
verschiedene Zeitintervalle (0-60 min) mit IL-1B (1 ng/ml) stimuliert. Bereits nach 5 min zeigt ERK1/2
(44/42 kDA) bei ASM**-Fibroblasten eine deutliche Phosphorylierung die im zeitlichen Verlauf weiter
zunimmt. ASM”-Fibroblasten weisen keine Zunahmen der Phosphorylierung durch IL-1B auf. Der
untere Western Blot zeigt die Ladekontrolle B-actin (38 kDa).
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Abbildung 4.10: Phosphorylierung von p38MAPK. ASM** und ASM”" Fibroblasten nach
Stimulation mit IL-18 (1 ng/ml) zu verschiedenen Zeiten. Bei beiden Fibroblasten zeigt sich ein

vergleichbarer Anstieg der Phosphorylierung von p38MAPK. Der untere Western Blot zeigt die
Ladekontrolle B-actin.
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Abbildung 4.11: Phosphorylierung der ERK1/2 und p38MAPK in ASM™”" Fibroblasten bei
gleichzeitiger Inkubation mit exogener SMase. ASM”"-Fibroblasten wurden mit exogener SMase
(0,1 U/ml) vorbehandelt (30 min) und mit IL-1B (1 ng/ml) zu verschiedenen Zeiten stimuliert. Dadurch
kommt es zu einer Rekonstitution der zuvor ausgebliebenen Phosphorylierung von ERK1/2. Der untere
Western Blot zeigt die Ladekontrolle B-actin.
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4.2 Pharmakologische Inhibition der ASM durch Imipramin
blockiert die Produktion von MMP-1 in IEZ und Kolon
Lamina Propria Fibroblasten (CLPF)

4.2.1 Die pharmakologische Inhibition der ASM durch das
trizyklische Antidepressivum Imipramin reduziert die
MMP-1 Produktion nach Stimulation mit IL-18 und TNF

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in Hautfibroblasten die Inhibition der
ASM mit Imipramin eine vollstdndige Hemmung der MMP-1 Induktion durch IL-1B
bewirkt. Da eine vermehrte Produktion von MMP-1 bei der Pathogenese von CED
bedeutsam ist, wurden die gewonnenen Erkenntnisse auch an intestinalen
Epithelzellen (IEZ) und primdren colon lamina propria Fibroblasten (CLPF) von
Patienten mit Colitis ulcerosa (CU) und Kontrollpatienten (KO) untersucht. Die

Kontrollpatienten hatten keine chronisch entziindlichen Darmerkrankungen.

Die ASM wird durch verschiedene inflammatorische Zytokine aktiviert, die auch bei
CED entziindungsférdernd wirken. Hierzu gehéren u.a. TNF und IL-1B. Deswegen
wurden IEZ und CFLP mit den Zytokinen TNF (10 ng/ml) und IL-1B (1 ng/ml)

stimuliert und die Produktion von MMP-1 untersucht.

Zuerst wurde die Abhangigkeit der MMP-1 Produktion von der ASM in der intestinalen
Epithelzelllinie Caco-2 untersucht. Die Sekretion von MMP-1 wurde durch IL-18 um
das 2,9-fache+0,07 in Caco-2 Zellen induziert (Abbildung 4.12; p<0,001). Die
Inhibition der ASM mit Imipramin (30 pM) verhinderte jeglichen Anstieg der
Produktion von MMP-1 (0,5-fach+0,03; p<0,05) nach Stimulation mit IL-1B. Durch
die Stimulation mit TNF kam es ebenfalls zu einer signifikanten Induktion der MMP-1
Sekretion (2,5-fach£0,1; p<0,001). Mit Imipramin blieb dieser Anstieg aus
(0,8-fach+0,06). Somit flihrte die Inhibition mit Imipramin bei beiden Zytokinen zu
einer Blockierung der MMP-1 Induktion (Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.12: Pharmakologische Inhibition der ASM durch Imipramin verhindert die
Induktion von MMP-1 durch TNF und IL-1B in IEZ. Die IEZ wurden mit Imipramin (30 puM)
30 min vorinkubiert und mit TNF (10 ng/ml) oder IL-1B (1 ng/ml) stimuliert. Konzentration von MMP-1
im Uberstand wurde nach 24h mittels ELISA bestimmt (***p<0,001; Rank Sum Test; n=8).

Bisherige Versuche haben gezeigt, dass MMP-1 in Fibroblasten von Patienten mit CU
auf RNA-Ebene erhoht ist. In dieser Arbeit sollte die MMP-1 Produktion auf
Proteinebene in CLPF von Patienten mit CU und von Kontrollpatienten untersucht
werden. Der Einfluss der ASM auf die entzlindungsbedingte Produktion von MMP-1
wurde mit Hilfe der Zytokine TNF und IL-1B untersucht, weil diese Zytokine die ASM
aktivieren. Zur pharmakologischen Inhibition der ASM wurde abermals Imipramin
verwendet. Die CLPF wurden mit Imipramin vorinkubiert und anschlieBend mit TNF
oder IL-1B stimuliert und nach 24h wurde die Konzentration von MMP-1 im
Uberstand bestimmt. Bei allen CLPF, die aus Kontrollpatienten isoliert worden waren,
zeigte sich nach Stimulation mit TNF und IL-1B ein starker Anstieg der MMP-1
Produktion (p<0,001) (Abbildung 4.13). Die Inhibition der ASM durch Imipramin
blockierte die MMP-1 Produktion nach Stimulation, sowohl mit IL-1f als auch mit TNF
(Abbildung 4.13).

Die CLPF von Patienten mit CU wurden ebenfalls mit Imipramin vorinkubiert und
danach mit TNF oder IL-1f stimuliert. Wie bei den CLPF von Kontrollpatienten kam
es durch die Stimulation zu einem starken Anstieg der MMP-1 Produktion (Abbildung

4.14). Dieser konnte verhindert werden, indem die CLPF zuvor mit Imipramin



ERGEBNISSE 83

inkubiert wurden. Es zeigte sich kein Anstieg der MMP-1 Produktion nach Stimulation
mit TNF oder IL-1p.

Die CLPF und Caco-2 Zellen wurden nach der Zugabe von Imipramin einem
Vitalitatstest unterzogen, um die Vitalitét der Fibroblasten und Caco-2 Zellen
nachzuweisen. Im Vergleich zu den unstimulierten Caco-2 Zellen und Fibroblasten

war keine erhdhte Apoptoserate durch Imipramin nachweisbar (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4.13: Fehlende MMP-1 Induktion in CLFP von Kontrollpatienten durch
Inhibition der ASM mit Imipramin. Die Fibroblasten wurden aus Kontrollpatienten isoliert,
kultiviert und mit Imipramin 30 min vorinkubiert und danach mit IL-1B bzw. TNF stimuliert. Nach 24h
wurde der Uberstand abgenommen und mittels ELISA die MMP-1 Konzentration gemessen (**p<0,01;
***p<0,001 IL-1B vs. IL-1B+Imipramin; Rank Sum Test; n=10-12).
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Abbildung 4.14: Ausbleiben der Induktion von MMP-1 durch pharmakologische Inhibition
der ASM mit Imipramin in CLPF bei Patienten mit Colitis ulcerosa. Die Fibroblasten wurden
isoliert, kultiviert und mit Imipramin 30 min vorinkubiert und danach mit IL-18 (1 ng/ml) oder TNF
(10 ng/ml) stimuliert. Nach 24h wurde der Uberstand abgenommen und mittels ELISA die MMP-1
Konzentration gemessen (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 IL-1B vs. IL-1B+Imipramin; Rank Sum
Test; n=10-12).

e
n

4.2.2 Imipramin reduziert die Phosphorylierung von ERK1/2 nach
Stimulation mit IL-1B

Durch die Analyse des Signalweges, der zur MMP-1 Produktion flihrt, sollte die

Lokalisation der Signalunterbrechung nachgewiesen werden, die durch die Inhibition

der ASM mit Imipramin entsteht.

CLPF von Kontrollpatienten und Patienten mit CU wurden nach Vorinkubation mit
Imipramin mit TNF (10 min und 20 min) oder IL-1B (10 min und 20 min) stimuliert
und mittels Western Blot wurde die Phosphorylierung von ERK1/2 bestimmt. Die

Stimulation mit IL-1B flhrte zu einer schnellen Phosphorylierung von ERK1/2 in
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beiden CLPF (Abbildung 4.15; A und B). Die Inhibition der ASM durch Imipramin
reduzierte die Phosphorylierung bei Stimulation mit IL-1p (Abbildung 4.15). Dieser
Effekt konnte bei der Stimulation mit TNF nicht gezeigt werden. Weder bei den CLPF
der Kontrollpatienten noch bei den Patienten mit CU konnte eine Inhibition der
Phosphorylierung von ERK1/2 nachgewiesen werden, da sich durch TNF keine rasche
Phosphorylierung von ERK1/2 zeigte (Abbildung 4.15).

A
unst 10" 20’ 10" 20" 10" 20" 10" 20
IL-1B IL-1B+Imipr.  TNF TNF-+Imipr.
.« W phospho p44/42
- - -
— 0 -
- B-actin
B

unst  10°20° 10’ 20' 10’ 20' 10" 20’
IL-1B  IL-1+Imipr. TNF  TNF+Imipr.

S OGN =2 g8 o9 w3 5T # phospho p44/42

- B-actin

Abbildung 4.15: Phosphorylierung von ERK1/2 nach Vorinkubation mit Imipramin und
anschlieBender Stimulation mit IL-1B oder TNF. CLPF von Kontrollpatienten (A) und Patienten
mit CU (B) wurden kultiviert und mit Imipramin 30 min vorinkubiert. AnschlieBend wurden diese mit
IL-1B8 (1 ng/ml) oder TNF (10 ng/ml) 10 min und 20 min stimuliert. Mittels Western Blot wurde die
Phosphorylierung von ERK1/2 untersucht. Durch Vorbehandlung mit Imipramin ist eine verminderte
Phosphorylierung nach Stimulation erkennbar (phospho 44/42= ERK1/2).

4.2.3 Aktivitatsabhangige Serumkonzentration von MMP-1 bei CU und
MC Patienten

Bisher wurde ein Zusammenhang von MMP-1 bei CU und MC Patienten nur auf
mRNA Ebene untersucht. Durch die Verwendung von Patientenseren aus einer
klinikinternen Serumbank konnte die Konzentration von MMP-1 bei unterschiedlicher
Krankheitsaktivitdt von CU und MC miteinander verglichen werden. Die
Krankheitsaktivitaten wurden unterteilt in aktiv, chronisch aktiv und in Remission. Die

geringste MMP-1 Konzentration fand man in Seren von gesunden Probanden. Bei MC
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Patienten in Remission war diese deutlich hdéher, jedoch war die hochste
Konzentration in Patienten in akutem Stadium zu sehen. (Abbildung 4.16). Bei CU
Patienten im aktiven Stadium konnte ebenfalls eine Erhéhung von MMP-1 im
Vergleich zu den Kontrollprobanden gezeigt werden. Die CU Patienten, die in
Remission waren, hatten im Gegensatz zu den anderen Stadien die geringste
Konzentration von MMP-1 im Serum. Bei der Kontrollgruppe waren die
Konzentrationen von MMP-1 am geringsten und wiesen im Vergleich zu allen

Patientenseren die niedrigsten Werte auf (Abbildung 4.16).
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Abbildung 4.16: MMP-1 Serumkonzentration bei Patienten mit CU und MC in Abhéngigkeit
von der Krankheitsaktivitit. Die Seren wurden mittels MMP-1 ELISA untersucht. Darstellung im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Rank-Sum Test; n=15-20).
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4.3 Veranderung der bioaktiven Lipide bei experimenteller

muriner Kolitis in verschiedenen Kolitismodellen

4.3.1 Lipidveranderungen und Ceramidbildung bei chronischer DSS
Kolitis

Lipid-basierte Diaten oder pharmakologische Beeinflussung des Lipidmetabolismus

stellen potentielle therapeutische Prinzipien bei CED dar. Deshalb wurde in dieser

Arbeit eine systematische Bestimmung der bioaktiven Lipide bei der muriner Kolitis

durchgefihrt und die Auswirkungen des second messengers Ceramid untersucht.

Im ersten Ansatz wurde durch Gabe von DSS im Trinkwasser eine chronische Kolitis
induziert. Vier Wochen nach dem 4. Zyklus, im Stadium der chronischen Kolitis,
wurden die IEZ aus dem Kolon der Mduse isoliert und mittels der Tandem
Massenspektrometrie die Lipidkonzentration bestimmt. Als Kontrollgruppe dienten
Mause ohne DSS induzierter Kolitis. Die Konzentrationen der verschiedenen Lipide

aus isolierten murinen IEZ wurden mit den Kontroll-IEZ verglichen.

Zunachst wurden die isolierten IEZ mittels FACS untersucht, um zu verifizieren, dass
es sich bei den gewonnenen Zellen um intestinale Epithelzellen handelt. Der
Antikorper G8.8 diente hierbei als Marker, da dieser spezifisch nur an Epithelzellen
bindet (Abbildung 4.17). Nach Markierung der Epithelzellen mit dem G8.8 Antikdrper
wurde mit einem FITC gekoppelten sekundaren Antikorper gefarbt und mittels FACS
analysiert. Die Auswertung der FACS Analyse zeigte, dass es sich bei mindestens
93 % der isolierten Zellen um Epithelzellen handelt (Abbildung 4.17).



ERGEBNISSE 88

< IEZ G8.8

10° 10! 10° 10° FL1 log

Abbildung 4.17: FACS-Analyse der Epithelzellpopulation nach Isolation der murinen 1EZ
aus dem Mauskolon. Die intestinalen Epithelzellen wurden aus dem Kolon von Mausen isoliert und
anschlieBend mit dem Antikoérper G8.8 als Epithelzellmarker inkubiert. Dadurch konnte verifiziert
werden, dass hauptsachlich die intestinalen Epithelzellen isoliert wurden (rote Linie: G8.8 positive
Zellen; blaue Linie: G8.8 negative Zellen).

Die Lipidanalyse durch die Massenspektrometrie machte deutlich, dass es durch die
Induktion einer chronischen Kolitis in IEZ von Mausen im Vergleich zu den
Kontrollmdusen einen Anstieg von Ceramid um 71 % kommt (Abbildung 4.18 A). Im
Gegensatz dazu war das Lipid Lysophosphatidylcholin (LPC) in den IEZ von Kolitis
Mausen um 22 % vermindert (Abbildung 4.18 A). Phosphatidylcholin (PC) blieb in
beiden Gruppen konstant und zeigte im Falle der Kolitis keine
Konzentrationsanderung (Abbildung 4.18 B). Das freie Cholesterin verringerte sich in
der Gruppe mit induzierter Kolitis (Abbildung 4.18 B). Die Konzentration an
Sphingomyelin (SM) und Phosphatidylethanolamin (PE) gingen in der Gruppe mit
Kolitis im Vergleich zu der Kontrollgruppe zuriick (Abbildung 4.18 C). Das Lipid
Plasmalogen (PE-pl) stieg im Gegensatz zur Kontrollgruppe an (Abbildung 4.18 C).
Abbildung 4.18 D zeigt den histologischen Score der chronischen Kolitismause im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Mause mit DSS induzierter Kolitis hatten, wie zu

erwarten, einen deutlich héheren Score als die Mause der Kontrollgruppe.
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Abbildung 4.18: Lipidveranderung bei DSS-induzierter chronischer Kolitis in Balb/c
Mausen. Massenspektrometrie-Daten der Lipide in IEZ von Kolitis und Kontrollmdusen. (A) Anteil der
gemessenen Lipide Ceramid und Lysophosphatidylcholin (LPC). (B) Anteil der Lipide
Phosphatidylcholin (PC) und freiem Cholesterin (FC). (C) Anteil der Lipide Sphingomyelin (SM),
Phosphatidylethanolamin (PE) und Plasmalogen (PE-pl). (***p<0,001; **p< 0,01; Rank Sum Test;
n=10) (D) Histologischer Score der beiden Gruppen (***p<0,001; Kontrolle vs. DSS; T-Test; n=10).

4.3.2 Lipidverinderungen und Ceramidbildung im CD4*'CD62L*
Transferkolitismodell

Die gleiche Lipidanalyse wie in der DSS-induzierten chronischen Kolitis wurde auch

im Transferkolitismodell angewendet.

Bei der Transferkolitis war die Ceramidkonzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe
um 159 % erhoht (Abbildung 4.19 A). Im Gegensatz dazu reduzierte sich der Anteil
von Lysophosphatidylcholin um 22 % (Abbildung 4.19 A). Der Anteil an
Phosphatidylcholin und freiem Cholesterin blieb fast konstant und zeigte bei der
Transferkolitis gegenliber der Kontrollgruppe keine Veranderung (Abbildung 4.19 B).
Der histologische Score der Transferkolitis im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe,

ist in Abbildung 4.19 C dargestellt und zeigte die deutliche Auspragung der Kolitis.
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Abbildung 4.19: Lipidverinderung bei Transferkolitis mit CD4*CD62L*Zellen in RAG1™/"
Mausen. Massenspektrometrie-Daten der Lipide in IEZ von RAG17- und Kontroll-Mausen. A Der
Anteil der Lipide Ceramid und Lysophosphatidylcholin (LPC) bei Mausen mit Transferkolitis und in der
Kontrollgruppe. B Anteil der Lipide Phosphatidylcholin (PC) und freiem Cholesterin (FC) (Rank-Sum
Test). C Histologischer Score von Mausen mit Transferkolitis und Kontrollgruppe (Kontrolle vs.
Transferkolitis; T-Test; n=3-6).

4.3.3 Induzierte DSS Kolitis bei ASM knock-out Mausen
Um den Einfluss der ASM im experimentellen Mausmodell zu untersuchen, wurden

ASM knock-out (ko) (ASM”") Méuse geziichtet. Es wurde eine chronische Kolitis mit
0,75 % DSS bei ASM”- und Wildtypméusen (C75/BI6 Hintergrund) induziert. 4
Wochen nach dem 4. Zyklus wurden die Mause getétet und das Kolon und die

mesenterialen Lymphkonten enthommen.

Der histologische Score zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden
Gruppen. Tendenziell konnte man einen erhdhten Score bei den ASM”-M&usen im
Vergleich zu den Wildtypmausen erkennen. Die Luminex-Daten haben gezeigt, dass
die pro-inflammatorische Zytokine TNF und IL-6 bei den ASM”-M&usen im Vergleich

zu den Wildtypmdusen stark erhoht sind (p<0,001). Das anti-inflammatorische
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Zytokin IL-10 stieg bei den ASM7"-M3usen ebenfalls an, aber nicht so stark wie bei
den pro-inflammatorischen Zytokinen IL-6 und TNF (Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.20: Zytokinanalyse und histologischer Score bei chronischer DSS Kolitis in
ASM7"- und Wildtypmausen. Bei Wildtyp- und ASM”-M&usen wurde mittels 0,75 % DSS eine
chronische Kolitis induziert. 4 Wochen nach dem 4. Zyklus wurden die Mause getétet und deren Kolon
und die mesenterialen Lymphknoten entnommen. Die Luminex-Daten ergaben, dass bei den ASM”"-
Mausen die Zytokine IL-6 und TNF stark erhéht waren im Vergleich zu den Wildtypmdausen. Das anti-
inflammatorische Zytokin IL-10 war in den ASM”-M&usen nicht so stark erhéht. Der histologische
Score zeigte in beiden Gruppen keinen signifikanten Unterschied (wt= Wildtypmause; ko= ASM7-
Mause; Rank-Sum Test; n=6).

4.3.4 Lipidveranderungen bei chronischer DSS Kolitis in Balb/c
Mausen nach Zugabe von Lecithin im Futter

Klinische Studien der Arbeitsgruppe von Prof. Stremmel in Heidelberg haben gezeigt,
dass sich der klinische Verlauf der CU durch Gabe von Phosphatidylcholin (PC) (auch
Lecithin genannt) verbessern lasst (193). Aus diesem Grund flhrten wir im
chronischen Kolitismodell mit Balb/c Mausen einen Therapieversuch mit Lecithin
durch. Die Gabe erfolgte 4 Wochen nach dem 4. DSS-Zyklus oral fiir eine Woche.
Eine Gruppe erhielt 4 % Lecithin im Pelletfutter, die andere Gruppe erhielt nhormales
Futter (Ssniff®, Soest). Nach 7 Tagen wurde der Versuch beendet und das Kolon und
die mesenterialen Lymphknoten fiir weitere Experimente enthommen.

Die Analyse der bioaktiven Lipide durch die Massenspektrometrie zeigte fir LPC eine
etwas geringere Konzentration bei beiden Gruppen mit Kolitis gegeniber der
Kontrollgruppe ohne Kolitis. Dieser Unterschied war allerdings nicht signifikant

(Abbildung 4.21). Fir PC ergab sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen
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den Gruppen, wobei die Mause mit Kolitis tendenziell einen héheren Gehalt an PC

aufwiesen als die Kontrolle ohne Kolitis (Abbildung 4.22).
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Abbildung4.21: Massenspektrometrie-Daten von Lysophosphatidylcholin (LPC) in
intestinalen Epithelzellen (IEZ) bei chronischer Kolitis + Lecithinfutter. 4 Wochen nach
Beendigung des 4. Zyklus DSS wurden die Mause in 2 Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe bekam Futter
mit 40g/kg Lecithin, die andere Gruppe normales Pelletfutter. Nach 7 Tagen wurden die Mause fiir die
Versuche verwendet. Aus einem Stiick Kolon wurden die IEZ isoliert und mittels Massenspektrometrie
die Lipide analysiert. Bei LPC zeigte sich kein signifikanter Unterschied (n=5-9).
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Abbildung 4.22: Massenspektrometrie-Daten von Phosphatidylcholin (PC) in IEZ bei
chronischer DSS Kolitis. 4 Wochen nach Beendigung des 4. Zyklus DSS wurden die Mause in 2
Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe bekam Futter mit 40g/kg Lecithin, die andere Gruppe normales
Pelletfutter. Nach 7 Tagen wurde mittels Massenspektrometrie der Gehalt an PC in den IEZ ermittelt.
In allen drei Mausgruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied (n=5-9).

Die Auswertung der Luminex-Daten weisen darauf hin, dass es auch in den
Konzentrationen der einzelnen Zytokine einen Unterschied innerhalb der drei
Gruppen gab. Die IL-10 Konzentration in den beiden Gruppen, die mit DSS behandelt

wurden, stieg signifikant im Vergleich zu den Kontrollmausen an (Abbildung 4.23 A).
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Allerdings konnte zwischen den beiden Kolitisgruppen, von denen eine Gruppe
Lecithin im Futter erhielt, kein signifikanter Unterschied gezeigt werden. Das pro-
inflammatorische Zytokin IL-6 erzielte in keiner der drei Gruppen einen signifikanten
Unterschied. Tendenziell sieht man jedoch eine Verminderung in der Kolitisgruppe,
die Lecithinfutter erhielt (Abbildung 4.23 B). Das pro-inflammatorische Zytokin TNF
zeigte in beiden Kolitisgruppen einen signifikanten Anstieg der Konzentration im
Vergleich zu den Kontrollimdusen und war in der Gruppe mit Lecithin im Futter etwas
erhdht, ohne jedoch signifikant zu sein (Abbildung 4.23 C).

Der histologische Score dagegen wies einen signifikanten Unterschied zwischen den
beiden Kolitisgruppen auf. Die Gruppe mit Lecithinfutter zeigte einen deutlich
erhohten histologischen Score im Vergleich zu der Kolitisgruppe, die Standardfutter
bekommen hatte (Abbildung 4.23 D).
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Abbildung 4.23: Zytokinanalyse und histologischer Kolitis-Score bei Therapieversuch mit
Lecithin in DSS induzierter chronischer Kolitis in Balb/c Madusen. Den Mdusen wurde eine
chronische Kolitis mit DSS induziert. 4 Wochen nach Beendigung des 4. Zyklus DSS wurden die Mduse
in 2 Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe bekam Futter mit 40 g/kg Lecithin, die andere Gruppe
Standardfutter. Nach 7 Tagen wurden die mesenterialen Lymphknoten isoliert und der Kolitisscore
ermittelt. (A-C) Mittels Luminex wurden IL-10, IL-6 und TNF analysiert. Bei den Zytokinen IL-10 und
TNF zeigte sich ein signifikanter Anstieg im Vergleich zu den gesunden Tieren (***p<0,001; Rank
Sum Test; Kontrolle vs DSS behandelte Mause). (D) Der histologische Score war bei den Mausen mit
Lecithinfutter signifikant hoher als bei den Kolitis-Mausen mit normalem Futter (n=12).
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4.4 Einfluss von Ceramid und Imipramin auf die Produktion
von MMP-1 und die Invasion von hepatischen Sternzellen

und der Tumorzelllinie HepG2

4.4.1 Stimulation mit verschiedenen Zytokinen induziert die MMP-1
Produktion in hepatischen Sternzellen und wird durch Imipramin

gehemmt.

Die MMPs spielen bei der Pathogenese verschiedener Krankheiten eine Rolle, wie z.B.
COPD, Fibrose und beim primaren Lebertumor (HCC, hepatocellular carcinoma). Bei
der Migration und Invasion der Zellen sind unter anderem die MMPs beteiligt.
Deshalb untersuchten wir den Einfluss des Ceramidmetabolismus auf die MMP-1
Induktion und die Invasion bzw. Migration von hepatischen Sternzellen (HSC) oder

auch ITO genannt und der HCC Tumorzelllinie HepG2.

Zuerst wurden die hepaitschen Sternzellen mit verschiedenen Zytokinen stimuliert
und der Einfluss der ASM auf die MMP-1 Produktion untersucht. Dazu wurden die
Zellen mit Imipramin 30 min vorinkubiert und anschlieBend mit IL-18 (1 ng/ml), TNF
(10 ng/ml), TGF-B (1 ng/ml) oder LPS (10 ng/ml) stimuliert. Nach 24h wurde der
Uberstand mittels des MMP-1 ELISA analysiert. Es zeigte sich durch die Stimulation
mit IL-1B ein starker Anstieg der MMP-1 Sekretion (p<0,01). Die Inkubation mit
Imipramin verhinderte den Anstieg der MMP-1 Produktion und blockierte diesen
vollsténdig (Abbildung 4.24 A). Nach der Stimulation mit TNF stieg die MMP-1
Sekretion ebenfalls stark an, diese war jedoch etwas geringer als nach Stimulation
mit IL-1B8 (p<0,01). Die Inhibition der ASM mit Imipramin flhrte auch bei TNF zu
einer vollstandigen Blockierung der MMP-1 Sekretion (Abbildung 4.24 A). Auch TGF-
fuhrte nach 24h Stimulation zu einer Steigerung der MMP-1 Produktion (p<0,01). Die
Inkubation mit Imipramin nach TGF-B Stimulation bewirkte eine deutliche
Verminderung der MMP-1 Produktion (Abbildung 4.24 B). Diese war jedoch nicht so
vollstéandig blockiert wie bei den Stimulationen mit IL-1B und TNF. Stimulation mit
LPS flhrte zu keinem Anstieg der Produktion des MMP-1 Proteins (Abbildung 4.24 B).
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Abbildung 4.24: Anstieg der MMP-1 Produktion durch die Stimulation mit verschiedenen
Zytokinen und deren Induktionshemmung durch Imipramin. (A+B) Hepatische Sternzellen
wurden mit IL-1B (1 ng/ml), TNF (10 ng/ml), TGF-B (1 ng/ml) oder LPS (10 ng/ml) 24h stimuliert oder
entsprechend vor der Stimulation 30 min mit Imipramin inkubiert. Nach 24h wurde der Uberstand
mittels MMP-1 ELISA analysiert. Durch Stimulationen mit IL-1B, TNF und TGF-B kam es zu einer
starken Steigerung der MMP-1 Produktion, die wiederum mit Imipramin blockiert wurde. Die
Stimulation mit LPS flihrte zu keiner gesteigerten Produktion von MMP-1 (**p<0,01; Rank Sum Test;
n=8-10).

Die MMP-1 Induktion durch die Zytokine TNF und IL-1B wurde bei den hepatischen
Sternzellen weiter auf deren Abhdngigkeit von der ASM untersucht. Zur Ermittlung
der idealen Hemmkonzentration von Imipramin wurden verschiedene
Konzentrationen (30 pM, 15 pM und 5 pM) eingesetzt. Es zeigte sich eine
dosisabhangige Hemmung der MMP-1 Produktion mit vollstandiger Inhibition bei
einer Konzentration von 30 pM. Diese Inhibition wurde sowohl flir die Stimulation mit
IL-1B als auch flir TNF gezeigt (Abbildung 4.25). Diese Konzentration entspricht auch
der in der Literatur meist verwendeten Konzentration und wurde somit in den ganzen

folgenden Versuchen verwendet.
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Abbildung 4.25: Dosisabhdngige Reduktion von MMP-1 durch Imipramin. Hepatische
Sternzellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von Imipramin (30 puM, 15 yM und 5 pM)
inkubiert und nach 30 min mit TNF (10 ng/ml) oder IL-1B (1 ng/ml) stimuliert. Nach 24h wurde
mittels MMP-1 ELISA der Uberstand analysiert. Bei beiden Stimulationen zeigte sich eine
dosisabhangige Hemmung der MMP-1 Induktion. Die starkste Hemmung war bei 30 uM zu beobachten

(n=3).

Bei Caco-2 IEZ konnte gezeigt werden, dass diese Zellen einen dosisabhdangigen
Anstieg der MMP-1 Produktion durch alleinige Stimulation mit exogener SMase
aufweisen. Bei den Fibroblasten konnte dieser Effekt nicht gezeigt werden. Es wurde

ein zusatzlicher Stimulus wie IL-1B benétigt, um die MMP-1 Produktion zu erhdhen.

’ - p=0,008
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Abbildung 4.26: Exogene SMase reguliert dosisabhdngig die MMP-1 Produktion. Die
hepatischen Sternzellen wurden fir 24h mit exogener SMase in verschiedenen Konzentrationen
stimuliert. AnschlieBend wurde der Uberstand mittels ELISA auf die MMP-1 Konzentration untersucht
(Rank Sum Test; unstimuliert vs. stimuliert; n=5;).
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Deshalb wurde untersucht, ob die Ceramidbildung durch exogene SMase ausreicht,
um in hepatischen Sternzellen die MMP-1 Produktion zu steigern. Die Zellen wurden
hierflir 24h mit verschiedenen Konzentrationen exogener SMase stimuliert. Die
Uberstande wurden danach mittels ELISA auf die MMP-1 Produktion untersucht. Die
exogene SMase steigerte die MMP-1 Produktion in hepatischen Sternzellen
dosisabhangig. Schon bei einer geringen Konzentration von 0,01 U/ml zeigte sich
eine signifikante Zunahme der MMP-1 Produktion (Abbildung 4.26).

Des Weiteren wurde eine Zeitreihe nach Stimulation mit IL-1B (1 ng/ml)
durchgefihrt, um zu zeigen, wann die Produktion von MMP-1 ansteigt. Damit sollte
ein geeigneter Zeitpunkt zur Analyse der Zellinvasion ermittelt werden. Die
hepatischen Sternzellen wurden mit IL-1B (1 ng/ml) stimuliert, jeweils nach 1h, 3h,
6h und 24h der Uberstand entnommen und mittels MMP-1 ELISA analysiert. Nach 1h
und 3h war noch kein Anstieg der MMP-1 Produktion zu erkennen (Abbildung 4.27).
Ein Anstieg der MMP-1 Produktion war erst nach 6h erkennbar und die MMP-1
Konzentration zu diesem Zeitpunkt war mit der Konzentration nach 24h vergleichbar.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die anschlieBenden Invasionsassays nach 6h

durchgefihrt.
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Abbildung 4.27: Zeitreihe zur MMP-1 Sekretion nach Stimulation mit IL-1B. Hepatische
Sternzellen wurden mit IL-1B stimuliert, der Uberstand nach verschiedenen Zeiten abgenommen und
mittels ELISA die MMP-1 Konzentration zu diesen Zeiten bestimmt. Die MMP-1 Produktion ist bereits
nach 6h stark angestiegen, auf ein Niveau das mit der MMP-1 Sekretion nach 24h vergleichbar ist
(Rank Sum Test; *p<0,05; n=6).
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4.4.2 Die Inkubation mit Imipramin verhindert eine vermehrte

Invasion von hepatischen Sternzellen und HepG2 Zellen

Die Zellinvasion im Gewebe wird zum Teil durch MMPs ermdglicht. Dies ist u.a. auch
dadurch bedingt, dass MMPs die Bestandteile des Bindegewebes wie Kollagen
degradieren kdnnen. Verschiedene Zelltypen benétigen MMPs, um physiologisch in
das Gewebe einzuwandern, wenn dort Umbauvorgange stattfinden. Dariber hinaus
bendtigen auch Tumorzellen eine vermehrte Degradation des Gewebes zur Invasion
und zur Gewinnung von Abbauprodukte, um das Tumorwachstum ebenfalls zu

fordern.

Zur Ermittlung der Zellinvasivitat wurden Versuche im Zweikammersystem mit
Transwells durchgefiihrt. Die Transwells wurden 24h vor der Zugabe der Zellen mit
Kollagen I (0,5 mg/ml) bei 37°C inkubiert, um die Polycarbonat Membran mit
Kollagen zu benetzen. Die hepatischen Sternzellen (3x10> Zellen) wurden dann auf
die mit Kollagen beschichtete Membran ausgesat, anschlieBend mit Imipramin
(30 pM) 30 min vorinkubiert und danach mit TNF (10 ng/ml) oder IL-1B (1 ng/ml)

stimuliert.

24 1

2,2 k% %k

2,0

1,8 Xk %

Migrierte Zellen (Relativer Anstieg)
N

—
08 -
06 1 1
04 .\ .\ - < ‘
«® \\:\\ '&x\‘{\@ W ¢ x\ﬁ‘@
W W

Abbildung 4.28: Relativer Anstieg der invasiven hepatischen Sternzellen 6h nach
Stimulation mit IL-1B oder TNF. Die hepatischen Sternzellen wurden auf eine UN beschichtete
Kollagenmembran (8 pm Polycarbonat) ausgesat, mit Imipramin vorinkubiert und mit IL-1B (1 ng/ml)
oder TNF (10 ng/ml) stimuliert. Nach 6 Stunden wurden die Zellen apikal entfernt und die basal durch
die Kollagenschicht eingewanderten Zellen fixiert und mit DAPI gefarbt. Die Invasion erhdht sich bei
einer Stimulation mit IL-18 oder TNF, wird aber durch Imipramin gehemmt (Rank-Sum Test,
***p<0,001; IL-1B vs. IL-1B+Imipramin und TNF vs. TNF+Imipramin; n=6).
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Nach 6 Stunden wurden die Membranen auf der apikalen Seite gesaubert, um die
durch die Kollagenschicht gewanderten Zellen von den sessilen Zellen unterscheiden
zu kdnnen. Danach wurde die Membran vorsichtig aus der Umrandung geldst. Die
Zellen auf der basalen Seite wurden mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert und mit
DAPI gefarbt. Die durch die Kollagenschicht eingedrungenen Zellen konnten

anschlieBend am Mikroskop ausgezahlt werden.

Die Stimulation mit IL-18 und TNF flihrte dazu, dass im Vergleich zu den
unstimulierten Zellen signifikant mehr hepatische Sternzellen durch die
kollagenbeschichtete Polycarbonat Membran mit 8um PorengréBe wandern
(Abbildung 4.28 und 4.29). Inkubation mit Imipramin flhrte zu einer Aufhebung der
vermehrten Zellinvasion (Abbildung 4.28 und 4.29). Bei den unstimulierten
Transwells waren 15 Zellen pro Gesichtsfeld zu erkennen. Die Stimulation mit IL-13
erhdhte die Zahl der durch die Kollagenschicht gewanderten Zellen auf 27,75 pro
Gesichtsfeld, bei Stimulation mit TNF auf 23,45 Zellen pro Gesichtsfeld. Die
Vorbehandlung mit Imipramin verringerte die vorhandene Zellzahl auf 11,5 bzw. 11,3
pro Gesichtsfeld (Abbildung 4.29).

Abbildung 4.29: DAPI Farbung der invasiven hepatischen Sternzellen. Mikroskopische
Aufnahmen der Stimulationen mit IL-1f und TNF, sowie deren Verminderung durch Vorinkubation mit
Imipramin. (A) unstimuliert, (B) IL-1B, (C) IL-1B+Imipramin, (D) TNF und (E) TNF+Imipramin
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Das Verhalten der hepatischen Sternellen ohne Kollagenbeschichtung der
Polycarbonylmembran wurde untersucht, um sicher zu gehen, dass die Zellen durch
den Abbau der Kollagenschicht vermehrt wandern kdénnen und nicht aufgrund
vermehrter Migration durch die Stimulation. Die ITO Zellen wurden hierfiir auf eine
Membran ohne vorherige Beschichtung mit Kollagen ausgesdat und mit IL-1B
(1 ng/ml) oder TNF (10 ng/ml) stimuliert. Nach 6 Stunden wurden die Zellen wie
zuvor beschrieben fixiert und gefarbt. Zwischen den einzelnen Versuchsansatzen
zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu den unstimulierten Zellen
(Abbildung 4.30).
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Abbildung 4.30: Migration der hepatischen Sternzellen ohne kollagenbeschichtete
Membran. Hepatische Sternzellen wurden mit IL-18 (1 ng/ml) und TNF (10 ng/ml) stimuliert und
nach 6h die migrierten Zellen ausgezahlt. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
verschiedenen Gruppen (n=5).

In einem weiteren Versuchsansatz sollte die Invasion der hepatischen Karzinomzellen
HepG2 in Abhdngigkeit der von hepatischen Sternzellen produzierten MMP-1
untersucht werden. Vorversuche mit HepG2 zeigten keine MMP-1 Produktion durch
Stimulation mit IL-1B oder TNF (Daten nicht gezeigt). Deswegen wurden zunachst
die hepatischen Sternzellen in die untere Kammer des Transwells ausgesat und wie

in den oben beschriebenen Versuchen stimuliert. Die HepG2 Zellen wurden 24h
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spater auf eine mit Kollagen I (0,5 mg/ml) beschichtete Membran in die obere
Kammer des Transwells ausgesat. Nach 6h wurden die Membranen wieder apikal
gesaubert und anschlieBend die basal migrierten Zellen fixiert, gefarbt und
mikroskopisch ausgewertet. Es zeigte sich, dass die HepG2 Zellen sehr viel mehr
einwanderten, wenn vorher die hepatischen Sternzellen in der basalen Kammer mit
IL-1B oder TNF stimuliert worden waren (Abbildung 4.31). Wurden die hepatischen
Sternzellen gleichzeitig mit Imipramin vorbehandelt war die vermehrte Invasion von
HepG2 Zellen durch IL-1p und TNF wieder aufgehoben (Abbildung 4.31).
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Abbildung 4.31: Invasion von HepG2 Zellen. Hepatische Sternzellen wurden in der unteren
Kammer des Transwells ausgesat. Die Zellen wurden mit IL-1p oder TNF £ Imipramin stimuliert. 24h
spater wurden die HepG2 Zellen auf eine mit Kollagen I beschichtete Polycarbonat Membran gegeben
und nach 6h die Invasion der Zellen bestimmt. Es zeigte sich eine vermehrte Invasion der HepG2
Zellen in Anwesenheit stimulierter hepatischer Sternzellen. Dieser Effekt war durch gleichzeitiger Gabe
von Imipramin vollstandig aufgehoben (***p<0,001; Rank Sum Test; n=6).

Die Auswirkungen der ASM Inhibition durch Imipramin wurde auch auf mRNA Ebene
untersucht. Die hepatischen Sternzellen wurden fir 6h mit IL-1BxImipramin
stimuliert und anschlieBend die RNA isoliert. Bei der pharmakologischen Inhibition
der ASM wurden die hepatischen Sternzellen vorher mit Imipramin 30 min

vorinkubiert. Durch quantitative RT-PCR konnte ermittelt werden, ob Imipramin
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schon auf mRNA Ebene einen Einfluss auf die MMP-1 Expression hat, oder ob dieser
Effekt auf Proteinebene zu beobachten ist. Durch die Stimulation mit IL-1B zeigte
sich ein starker Anstieg der MMP-1 Expression (p=0,004). Dieser Anstieg konnte
durch Zugabe von Imipramin vollstandig blockiert werden (Abbildung 4.32).

18 1 p=0,004
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Abbildung 4.32: Quantitative RT-PCR der mRNA von MMP-1 mit "hepatischen Sternzellen
+ Stimulation mit IL-1B. Hepatische Sternzellen wurden mit IL-18 (1 ng/ml) 6h stimuliert und
danach die RNA isoliert. Mittels reverse Transkription wurde die RNA auf cDNA umgeschrieben und fir
die RT-PCR verwendet. Die Inkubation mit Imipramin fihrt zu einem fehlenden Anstieg der MMP-1
Expression (n=5).

Die Auswirkung der pharmakologischen Inhibition von ASM wurde mittels Western
Blot analysiert. Es wurden verschiedene Signalmolekiile untersucht, die zu einer
Induktion der MMP-1 fiihren. Die hepatischen Sternzellen wurden mit IL-1 oder TNF
fur 10 und 20 min stimuliert. Die ASM-Hemmung erfolgte, indem die hepatischen
Sternzellen zuvor fir 30 min mit Imipramin inkubiert wurden. Es zeigte sich, dass
sich die Phosphorylierung der ERK1/2 und von NF-kB durch die Stimulation mit IL-1
bereits nach 10 und 20 min verstarkt wurde (Abbildung 4.33). Diese
Phosphorylierung von ERK1/2 und NF-kB wurde durch Imipramin etwas vermindert.
Nach der Stimulation mit TNF war keine eindeutige Phosphorylierung von IL-1 und

NF-kB bzw. eine verminderte Phosphorylierung Imipramin zu erkennen.
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Abbildung 4.33: Western Blot der hepatischen Sternzellen nach Stimulation mit IL-1B und
TNF. Die hepatischen Sternzellen wurden mit IL-1B (1 ng/ml) und TNF (10 ng/ml) 10 und 20 min
stimuliert (phospho 44/42 entspricht ERK1/2, weil 44 bzw. 42 kDa groB).
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5 Diskussion

5.1 Die Produktion von MMP-1 nach Stimulation mit IL-1B ist

abhangig von der sauren Sphingomyelinase

Ziel der Untersuchungen war, die durch Lipidveranderungen verursachten
pathophysiologischen Prozesse bei der intestinalen Entziindung zu identifizieren, zu

charakterisieren und daraus mdgliche Therapiestrategien zu entwickeln.

Zunachst wurden intestinale Epithelzellen mit exogener Sphingomyelinase (SMase)
stimuliert, um die Gene zu identifizieren, die durch diese Stimulation aktiviert
werden. Die Ceramidbildung durch exogene SMase flihrt in der intestinalen
Epithelzelllinie Caco-2 zu einer Erhéhung der Genexpression verschiedener Gene. Am
auffalligsten waren die verstarkte Expression von Matrix Metalloproteinase-1
(MMP)-1 und MMP-10. Auf Proteinebene konnte die dosisabhangige Bildung von
MMP-1 durch exogene SMase bestdtigt werden. MMP-1 ist bei Patienten mit Colitis
ulcerosa (CU) auf RNA Ebene stark erhéht und es wird angenommen, dass die
dadurch vermehrte Matrixdegeneration fiir die intestinale Schadigung bei CU
pathophysiologisch bedeutsam ist. Daraufhin wurde untersucht, durch welche der am
Ceramidmetabolismus beteiligten Enzyme eine Beeinflussung der MMP-1 Produktion
maoglich ist. Bei Caco-2 Zellen geniigte eine Stimulation mit exogener SMase, um
schon bei geringen Konzentrationen die MMP-1 Produktion zu erhdhen. Da in
humanen Zellen mehrere endogene SMasen vorhanden sind, sollte geklart werden,
ob die Ceramidbildung fir die MMP-1 Induktion durch Entziindungsmediatoren
relevant ist. In einem genetischen Modell mit humanen Hautfibroblasten von
Patienten mit Niemann-Pick “scher Erkrankung konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass die saure Sphingomyelinase (ASM) notwendig ist, um die MMP-1
Produktion durch IL-1B zu induzieren. Patienten mit dieser Erkrankung sind durch
einen genetischen Defekt nicht mehr in der Lage, aktive ASM zu bilden. Eine
Induktion der MMP-1 ist nach der Stimulation mit IL-1 nur in den gesunden
Kontrollfibroblasten sichtbar. Durch die Stimulation mit IL-1 kommt es bei den
ASM”-Fibroblasten im Gegensatz zu den ASM*/*-Fibroblasten nur zu einer
marginalen Erhéhung der MMP-1 Expression. Die RT-PCR und die Proteinanalyse

zeigen, dass die MMP-1 Produktion sowohl auf mRNA Ebene als auch auf
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Proteinebene von der ASM abhéngig ist. Die ASM”"-Fibroblasten sind durch alleinige
Gabe exogener SMase in der Lage, die MMP-1 Produktion zu erhdhen, sie sind somit
grundsatzlich dazu in der Lage, die MMP-1 Produktion durch Ceramidbildung zu
steigern. Die Unfihgigkeit zur MMP-1 Induktion durch IL-1B in ASM”-Fibroblasten
kann kompensiert werden, indem die Zellen gleichzeitig mit exogener SMase
stimuliert werden. Transfektion eines ASM Expressionsplasmids in ASM-defiziente
Fibroblasten stellt die vermehrte MMP-1 Produktion durch IL-1B Stimulation ebenfalls
wieder her, vergleichbar mit der Signalantwort in ASM*/*-Fibroblasten. Diese Daten
lassen erkennen, dass MMP-1 durch Stimulation mit IL-18 nur ansteigt, wenn die
ASM in den Fibroblasten vorhanden ist. Somit kann gefolgert werden, dass die durch
IL-1p verursachte Aktivierung der ASM mit konsekutiver Ceramidbildung nicht nur ein
Begleitphdnomen ist, sondern fir die Hochregulierung von MMP-1 durch IL-1B

unabdingbar ist.

Als Ursache der gestorten Signaltransduktion bei ASM-Defizienz konnte eine
unzureichende Phosphorylierung von ERK1/2 in den ASM”" Fibroblasten nach IL-1B
Stimulation festgestellt werden. Im Gegensatz dazu scheint aber die
Phosphorylierung der p38MAPK und der Anstieg der IL-8 Produktion nicht von der
ASM abhéangig zu sein, da sowohl in den ASM-defizienten Fibroblasten als auch in
den Kontrollfibroblasten ein vergleichbarer Anstieg der Phosphorylierung von
p38MAPK und Bildung von IL-8 zu erkennen sind. Beide Effekte machen deutlich,
dass der p38MAPK Signalweg und die IL-8 Produktion in diesem Zellmodell nicht von
der ASM abhangig sind. Der ASM-abhangige Signalweg scheint somit (ber ERK1/2 zu
fuhren und ist schon in diesem frihen Stadium der Aktivierung des MMP-1
Signalweges durch die ASM-Defizienz gestort. In diesem Zellmodell konnte durch
TNF jedoch keine MMP-1 Produktion beobachtet werden. Es ist aber bekannt, dass es
zu einer MMP-1 Induktion in Fibroblasten durch TNF kommen kann. Die fehlende
MMP-1 Induktion durch TNF in diesem Zellmodell war vermutlich durch

Voraktivierung des TNF-Signalweges in Zellkultur bedingt.

Diese Ergebnisse wurden durch Verwendung pharmakologischer Inhibitoren
verschiedener am Ceramidmetabolismus beteiligter Enzyme bestatigt. Eine komplette
Induktionshemmung konnte nur durch den ASM-Inhibitor Imipramin beobachtet

werden.
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Daraus lasst sich schlieBen, dass die Inhibition der ASM in humanen Fibroblasten
ausreicht, um die durch IL-1B vermittelte MMP-1 Produktion zu hemmen. Die
Inhibition der neutralen SMase reduzierte die MMP-1 Produktion nicht. Auch die
Hemmung der Ceramidase durch FumoninsinB hatte keinen Einfluss auf die MMP-1
Produktion. Bei dem verwendeten Zellmodell beeinflusst somit die ASM die
Produktion von MMP-1 und nicht die neutrale SMase. Verschiedene Zytokine und
stimulatorische Prozesse flihren zur Aktivierung der ASM. Durch die ASM kommt es
zur Hydrolysierung des Sphingomyelins und anschlieBender Bildung des second
messengers Ceramid (32, 194-196). Viele dieser ASM-aktivierenden Stimuli, flihren
ebenfalls zu einer Aktivierung des MAPK Signalweges, welcher wiederum zu einem
Anstieg der MMP-1 Expression flhrt (194, 197-200). Vorhergehende Studien haben
gezeigt, dass es eine Verbindung zwischen Sphingomyelin-Derivaten des exogenen
langkettigen Ceramids oder der exogenen neutralen SMase und der Aktivierung des
MAPK Signalweges gibt (201, 202). Dieser Zusammenhang ist bei endogener SMase
oder endogenen langkettigen Ceramiden nicht definiert. Bei dem verwendeten
Zellmodell kann man einen Zusammenhang zwischen der Bildung von Ceramid durch
ASM und der Phosphorylierung von ERK1/2 sehen. Reunanen et al. (203) und Bu et
al. (204) vermuten, dass die MMP-1 Produktion durch exogenes Ceramid und
Dihydrosphingosin-1-Phosphat (dhS1P) aufgehoben wird, indem ERK inhibiert wird
aber nicht JNK oder p38MAPK (203). Diese Ergebnisse konnten auch in dieser Arbeit
bestatigt werden. Aus diesen Ergebnissen kann man folgern, dass durch die
Stimulation mit exogener SMase der ERK1/2 Signalweg Uber die SMasen und die
daraus resultierende Ceramidbildung beeinflusst wird. Aus den Ergebnissen dieser
Arbeit mit ASM-defizienten Fibroblasten lasst sich folgern, dass es bei ASM-Defizienz
durch Stimulation mit IL-1B nicht zur Ceramidbildung kommt und somit die ERK-
Phosphorylierung nur inadaquat verldauft und dementsprechend bleibt eine MMP-1
Produktion aus. Da ASM-defiziente Fibroblasten nicht in der Lage sind, durch
Stimulation mit IL-18 ERK1/2 zu phosphorylieren, muss bei diesen Fibroblasten eine
Blockade in der friihen Signaltransduktion bestehen. Grassmé et a/. konnten zeigen,
dass die Aktivitat der ASM eine Freisetzung von Ceramid in den Mikrodomanen der
Plasmamembran vermittelt (34). Ceramid fusioniert mit kleinen Mikrodomanen zu
groBen Signalplattformen in der Plasmamembran, welche die Signaltransduktion

verstarken koénnen (23, 132). Manche Signalwege sind vom ,Clustern® der
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Mikrodomanen abhdngig und koénnen (ber diesen Mechanismus reguliert werden.
Wird die ASM inhibiert oder kommt es zu keiner Oligomerisierung der Mikrodomanen,
ist die Signaltransduktion gestort. Dieser Mechanismus wirde auch erkldren, warum
die MMP-1 Produktion durch die Extraktion von Cholesterin aus Lipid Rafts mittels
Methyl-B-Cyclodextrin verringert wird. Bu et al konnten zeigen, dass das
Pertussistoxin (Erreger des Keuchhusten) die G-Protein-gekoppelten Effekte der
dhS1P induzierten ERK1/2 Phosphorylierung aufhebt (204). Dies ist auch in dieser
Arbeit bestdtigt worden, denn die ERK1/2 Phosphorylierung wird Uber den
Ceramidmetabolismus gesteuert. Nach der Stimulation mit IL-18 in den
Hautfibroblasten und den CLPF konnte man einen Anstieg der ERK1/2

Phosphorylierung erkennen, welche bei den ASM-defizienten Fibroblasten ausblieb.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Stimulation mit IL-13 die ASM
aktiviert und Ceramid entsteht. Dadurch wird die Bildung von Mikrodomanen in den
Lipid Rafts erméglicht und somit die Signaltransduktion verstarkt. Im Anschluss
kommt es zu einer Aktivierung des ERK1/2 Signalweges wodurch die MMP-1
Produktion angeschaltet wird. Andere Signalwege wie der p38MAPK Signalweg oder
die Aktivierung der Produktion von IL-8 scheinen ASM unabhangig.

5.2 Die Pharmakologische Inhibition der ASM durch Imipramin
blockiert die Produktion von MMP-1 in IEZ und Kolon
Lamina Propria Fibroblasten (CLPF)

Nachdem im Modell mit ASM-defizienten Fibroblasten eine Abhangigkeit der MMP-1
Induktion durch die ASM beobachtet werden konnte, wurde in Caco-2 Zelllinien und
Colon lamina propria Fibroblasten (CLPF) die Rolle von Ceramid als second
messenger genauer definiert. Die Zellen wurden mit exogener SMase oder ASM-
aktivierenden Zytokinen, wie beispielsweise IL-1B oder TNF stimuliert, um eine
Ceramidbildung zu induzieren.

Die Affymetrix GeneChip Analysen nach Ceramidbildung durch exogene SMase
zeigten in Caco-2 Zellen einen starken Anstieg der MMP-1 und MMP-10 mRNA. Der
dosisabhangige Anstieg der MMP-1 Produktion wurde durch ELISA Daten verifiziert.
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Bisher wurde eine MMP-1 Induktion durch Ceramid in intestinalen Epithelzellen nicht
beschrieben. Dies kann zum Verstandnis der durch Ceramid bedingten Auswirkungen
auf die Tumorinvasion und Metastasierung beitragen und dadurch méglicherweise
diesbeziigliche Therapiestrategien ermdglichen.

In primaren Fibroblasten ist ein inflammatorischer Stimulus erforderlich, wie z.B.
IL-1B oder TNF um eine MMP-1 Produktion zu induzieren. Diese Regulation fehlt in
der Tumorzelllinie Caco-2, da die Produktion von MMP-1 durch die alleinige Gabe von
exogener SMase ansteigt. Dieser Effekt ist bei den CLPF nicht vorhanden, so dass
hier noch ein zusatzlicher Regulator der MMP-1 Induktion vorgeschaltet sein muss,
der die ASM aktiviert. Bei den CLPF konnte deshalb auch kein dosisabhdngiger
Einfluss der exogenen SMase gezeigt werden. Erst durch den Stimulus von Zytokinen
gemeinsam mit endogener Aktivitdt der ASM, wird die Produktion von MMP-1 in

primdren Fibroblasten gesteigert.

Die Zytokine IL-1B und TNF induzieren die MMP-1 Produktion und aktivieren
auBerdem die ASM (32, 109). Aus diesem Grund wurden diese Stimuli auch in dieser
Arbeit verwendet, um die Abhangigkeit der MMP-1 Produktion von der ASM zu
verdeutlichen. Um die Relevanz der Sphingomyelin-Degradation durch die ASM flr
die zytokinvermittelte MMP-1 Produktion aufzuklaren, wurde deren Aktivitat durch
den pharmakologischen Inhibitor Imipramin gehemmt. Die Ergebnisse zeigen, dass
die durch IL-1B und TNF vermittelte MMP-1 Produktion durch Imipramin komplett
gehemmt wird. Die Inhibition der ASM flihrt auBerdem zu einer defekten ERK1/2
Aktivierung. Die fehlende MMP-1 Induktion mit Imipramin fihrt bei den CLPF zu einer
Verminderung der Phosphorylierung von ERK1/2. Diese Resultate zeigen, dass es zu

einer sehr friihen Stérung im Signalweg auf Ebene der Plasmamembran kommt.

Die Aktivierung der ASM durch IL-1B oder TNF flhrt zur Ceramidbildung in den
Mikrodomanen der Plasmamembran. Dort vermittelt Ceramid die Fusion von kleinen
Membran Rafts zu groBen Signal-Plattformen wodurch eine grbéBere Dichte an
Signalmolekilen entsteht und dadurch die Signaltransduktion verstarkt und initiiert
(23) wird. Durch die Inhibition der ASM kommt es zur Hemmung der Ceramidbildung,
daraufhin wird auch der Signalweg Uber ERK1/2 gehemmt, da die Phosphorylierung
unterdrickt wird. Die Phosphorylierung von ERK1/2 ist somit von den Lipid Rafts

abhangig, da diese durch die Ceramidbildung zu Signal-Plattformen verdichtet
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werden und es zu einer erhdhten Signaltransduktion kommt. Dagegen zeigen die
Western Blots der CLPF, dass die Phosphorylierung von ERK1/2 nach Stimulation mit
TNF und Behandlung mit Imipramin nicht gehemmt wird. Diese Phosphorylierung
erfolgt somit Uiber einen Signalweg, der nicht von intakten Lipid Rafts abhdngt. Diese
Daten lassen vermuten, dass die Ceramidbildung durch die ASM, aktiviert von IL-1
oder TNF, die intestinale Gewebsstruktur durch den Anstieg der MMP-1 Produktion
vermittelt. Die MMP-1 Produktion kann durch die Inhibition der ASM blockiert
werden. Dieser Effekt kann durch die inadaquate Phosphorylierung von ERK1/2 und
die darauffolgende nicht vollstandig aktivierte MAPK-Kaskade erklart werden. Welche
Transkriptionsfaktoren dabei involviert sind, koénnte in diesem Zusammenhang

ebenfalls gut untersucht werden.

Es konnte flr MMP-1 gezeigt werden, dass diese durch den Transkriptionsfaktor
AP-1 reguliert wird (205). Dieser Transkriptionsfaktor ist downstream der
Phosphorylierung von ERK1/2 (206). Dies wirde erklaren, warum es zu keiner
ERK1/2 Phosphorylierung nach ASM Inhibition kommt. AP-1 wird u.a. auch von
Ceramid aktiviert und es kommt dadurch zu einer Aktivierung von NF-kB (207). Da
die MMP-1 Produktion von der Ceramidbildung durch die ASM abhangig ist (208,
209), musste der AP-1 Promotor ebenfalls durch Ceramid reguliert werden. Aktivierte
ASM degradiert Sphingomyelin, wodurch es zu einem Anstieg der MMP-1 Produktion
kommt. Vermehrte MMP-1 Produktion scheint fur Schadigungen in der Kolonmukosa
bei Patienten mit CU verantwortlich zu sein (154, 210, 211). Anhand dieser Daten
erscheint es mdoglich, durch eine Induktionshemmung von MMP-1 mit ASM-
Inhibitoren Patienten mit CU zu therapieren. Die Blockierung der Induktion der
MMP-1 Produktion durch Imipramin koénnte durchaus als Therapieansatz benutzt

werden.

Die Analyse von Serumproben von Patienten mit CED zeigt, dass MMP-1 in das
Serum sezerniert wird und mdglicherweise ein geeigneter Parameter fur die
Quantifizierung der entziindlichen Aktivitdt von CU und MC sein kann. Bei einem
akuten Schub kann man erkennen, dass die MMP-1 Konzentration im Vergleich zu
den gesunden Kontrollen, sowohl bei MC als auch bei CU stark erhdht ist. MMP-1
kdnnte deshalb als moglicher biologischer Marker fir den Aktivitatsgrad von CU und

MC dienen. In bisherigen Untersuchungen wurde die MMP-1 Expression nur auf
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MRNA Ebene untersucht (157). Anhand der Serumdaten lasst sich der Einfluss der
Entziindungsreaktion auf die systemische MMP-1 Konzetration erkennen. Die
Regulation von MMP-1 erfolgt nicht nur lokal auf RNA Ebene, sondern wird auch auf

die Proteinebene durch die Entziindung reguliert.
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Abbildung 5.1: Die MMP-1 Produktion ist von der Aktivierung der sauren
Sphingomyelinase abhangig. Die Aktivierung der ASM durch Zytokine wie IL-1B fiihrt zur
Ceramidbildung durch Hydrolyse von Sphingomyelin. ERK1/2 wird durch die Aktivierung phosphoryliert
und der Signalweg wird induziert. Durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 kommt es zu einer
erhdhten Produktion von Matrix Metalloproteinase-1.

5.3 Veranderung der bioaktiven Lipide bei experimenteller

muriner Kolitis in verschiedenen Kolitismodellen

Anhand von zwei Kolitismodellen in der Maus sollten die bioaktiven Lipide und deren
Einfluss auf Kolitis untersucht werden. Bei der chronischen DSS-Kolitis und der
CD4"CD62L*-Transferkolitis wurden mittels Massenspektrometrie eine Reihe von
bioaktiven Lipiden bei kranken und gesunden Mdusen miteinander verglichen. Vor
allem sollten die Verdanderungen von Ceramid als second messenger und somit
dessen mogliche Bedeutung fir die Pathogenese von CED untersucht werden.

Mittels Elektrospray-Ionisierungs-Tandem-Massenspektrometrie (ESI-MS/MS) wurden

folgende bioaktive Lipide analysiert und deren Konzentrationen in IEZ bestimmt:
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Ceramid, Sphingomyelin (SM), Lysophosphatidylcholin (LPC), Phosphatidylcholin
(PC), Plasmalogen (PE-pl), Phosphatidylethanolamin (PE) und Cholesterin wurden
aus intestinalen Epithelzellen von der Maus Mukosa bestimmt. Die FACS Analysen
haben gezeigt, dass die flir die Massenspektrometrie isolierten IEZ zu einem GroBteil
intestinale Epithelzellen enthielten. Die Isolierung der IEZ konnte somit verifiziert
werden.

Bisherige Studien haben gezeigt, dass das Phospholipid PC eine anti-
inflammatorische Wirkung in der intestinalen Mukosa besitzt (77). Bei Patienten mit
CU wurde ein verminderter Gehalt von PC und LPC im Vergleich zu Patienten mit MC
oder gesunden Kontrollen in der Mukosa gezeigt (75). Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Kolitismodelle zeigten bei PC allerdings keine Veranderung. Der
Gehalt an PC blieb bei der chronischen Kolitis und bei der Transferkolitis im Vergleich
zu den gesunden Mausen nahezu konstant. Flr das Abbauprodukt von PC, LPC
konnte eine Verringerung der Konzentration in beiden Modellen beobachtet werden.
Das Sphingolipid SM war bei der chronischen DSS-Kolitis reduziert. Im Gegensatz
dazu war Ceramid bei beiden Modellen stark erhoht. Der Anstieg an Ceramid bei
zeitgleicher Verminderung von SM lasst sich dadurch erkldren, dass SM durch
Sphingomyelinasen (SMasen) hydrolysiert wird. Eine Erhéhung von Ceramid kann
aber auch durch eine verminderte Aktivitat der sauren Ceramidase entstehen. PE-pl

und freies Cholesterin waren in den Modellen ebenfalls reduziert.

Sakata et al. konnten zeigen, dass die ASM die Sekretion von inflammatorischen
Zytokinen bei chronischer Kolitis im Tiermodell ansteigen lasst (212, 213). Durch
Ceramidbildung in IEZ kommt es in vitro zu einer Verminderung der Barrierefunktion
(113). Eine weitere Konsequenz der Ceramidakkumulation kann der Anstieg von
Apoptose, Inflammation oder ein erhohtes Infektionsrisiko sein. Durch die Ceramid-
Alteration kommt es auBerdem zu einem Eingriff in die Membranfluiditat. Dies flihrt
auch zu einer Veranderung der Aktivitdt verschiedener Ionenkandle (214). Die
Barrieremembran wird durch den Ceramidanstieg permeabler und dadurch kénnen
inflammatorische Zellen einwandern (113). Der Anstieg von Ceramid und die dadurch
induzierte Apoptose, Entziindung und die Permeabilitdt der Membran wurde ebenfalls
im Tiermodell bei zystischer Fibrose gezeigt (215). All diese Effekte kdnnten eventuell

durch eine Inhibition der ASM und die dadurch verminderte Ceramidbildung
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verhindert werden. Positive Effekte durch Imipraminbehandlung bei Patienten mit CU
konnten bereits in einer klinischen Untersuchung gezeigt werden (216). Die in dieser
Arbeit dargestellte Hemmung der Zytokin-induzierten MMP-1 Produktion durch
Behandlung mit Imipramin kann als mdglicher pathophysiologischer Angriffspunkt

der therapeutischen Effekte von Imipramin gesehen werden.

Flr PC wurde eine protektive Wirkung bei Patienten mit CU beschrieben (193, 217,
218). Deswegen wurden bei den Kolitismodellen auch PC und das Abbauprodukt LPC
untersucht. Es gab keine Hinweise fir die Verminderung von PC in intestinalen
Epithelzellen (IEZ) bei Kolitis, aber sehr wohl bei dessen Abbauprodukte LPC. Dies
war in entziindeten Arealen im Kolonepithel signifikant reduziert. Bisherige Arbeiten
beobachteten, dass durch LPC pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1B (219)
reguliert werden. Durch die Reduktion von LPC kommt es auBerdem zu einer
Verminderung von Monozyten und T-Zellen in den entziindeten Arealen (220). Die
geringere Konzentration von LPC und die daraus resultierende Verminderung der

Entziindungsreaktion zeigte sich in beiden Kolitsmodellen.

Die einwdchige Behandlung mit Lecithin nach Induktion einer chronischen DSS Kolitis
im Mausmodell flihrte wider Erwarten zu einem schlechteren Verlauf der Kolitis. Hier
stehen die Ergebnisse im Tiermodell im Widerspruch zu den von Stremmel et al.
publizierten klinischen Daten (193). ErwartungsgemaB hdatte sich der Zustand
verbessern sollen, wie bei Patienten mit CU beschrieben. Weiterhin ist unklar, warum
sich die murine chronische DSS-Kolitis durch Gabe von Lecithin verschlechtert,

wahrend sich die Entziindung bei Patienten mit CU verbessert.

Die Daten in dieser Arbeit zeigen, dass der Anstieg von Ceramid bei der
experimentellen Kolitis eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese von CED und
bei der Induktion der MMP-1 Produktion spielen kdnnte. Die pharmakologische
Inhibition der ASM mit Imipramin hemmt die MMP-1 Induktion nach der Stimulation
mit den pro-inflammatorischen Zytokinen IL-1B8 oder TNF komplett. Die Hemmung
der ASM und der nachfolgenden Ceramidbildung kann deshalb eine mdgliche
Strategie sein, um die intestinale Entzlindung, vor allem bei CU Patienten, zu

verringern.
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Der Einfluss der ASM auf die Produktion von MMP-1 konnte in unserem Tiermodell
nicht untersucht werden, da die MMP-1 humanspezifisch ist. Bei Mausen sind die
MMPs McolA und McolB vorhanden, die aber nicht vergleichbar mit MMP-1 im

humanen System sind.

Vermehrte Produktion von
Zytokinen durch
Ceramidreiche Plattformen

Kolitis Kolitis

Ceramid
ASM Ceramid Ceramid

Sphingomyelin Ceramid Ceramid

Abbildung 5.2: Einfluss der experimentellen Kolitis auf die bioaktiven Lipide Ceramid und
Lysophosphatidylcholin (LPC). Durch die Induktion der Kolitis kommt es zu einer Veranderung der
Lipide bei intestinalen Epithelzellen. Die Ceramidkonzentration steigt an und die LPC-Konzentration
nimmt ab. LPC wirkt anti-entziindlich, wird aber bei der DSS-Kolitis reduziert und Ceramid erhéht die
Zahl der aggregierten Rezeptoren durch die Bildung von Mikrodomanen in den Lipid Rafts. Es kommt
damit insgesamt zu einer verstarkten Entziindungsreaktion.

5.4 Einfluss von Ceramid und Imipramin auf die Produktion von
MMP-1 und die Invasion von hepatischen Sternzellen und

der Tumorzelllinie HepG2

Leberschaden resultieren aus der Aktivierung von hepatischen Sternzellen, welche als
Antwort auf pro-inflammatorische Zytokine u.a. MMPs produzieren und somit zur
Matrixdegradation fiihren (221). Zytokine, freie Radikale aus der Lipidperoxidation
und ein verandertes extrazelluldres Matrix (EZM)-Milieu tragen zur Entstehnung des
hepatozellularem Karzinoms (HCC) bei. Die Aktivierung der hepatischen Sternzellen
umfasst die Proliferation und die morphologische Umwandlung von sternférmigen,
Vitamin A speichernden ruhenden hepatischen Sternzellen zu Myofibroblasten-

ahnlichen und Vitamin A armen aktivierten hepatischen Sternzellen (222). Fir die
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hepatischen Sternzellen oder auch ITO Zellen genannt, ist bekannt, dass die aktiven
hepatischen Sternzellen MMP-1 produzieren. Hepatische Sternzellen erhdhen ihre
Produktion an MMP-1 durch Stimulation mit verschiedenen Zytokinen. Durch die
Verwendung von ASM-Hautfibroblasten konnte gezeigt werden, dass eine Produktion
von MMP-1 von der ASM-Aktivierung abhangig ist (208, 209). An hepatischen
Sternzellen konnte gezeigt werden, dass Stimulation mit IL-18, TNF und TGF-B zu
einer raschen MMP-1 Bildung fihrt. Durch diese MMP-1 Produktion kann wiederum
die Invasionfahigkeit der hepatischen Sternzellen erhéht werden. Im Gegensatz zu
den verwendeten Zytokinen flihrt die Aktivierung des Toll-like Rezeptors (TLR) 4
durch Lipopolysaccharide (LPS) interessanterweise zu keinem Anstieg der MMP-1

Produktion.

Die Stimulation mit IL-1B und TNF steigert die MMP-1 Produktion und dadurch wird
die Invasionsaktivitat durch die kollagenbeschichtete Membran erhéht. Eine
vermehrte Migration in diesem Zusammenhang kann ausgeschlossen werden, weil
die Stimulation mit IL-1B oder TNF zu keiner vermehrten Migration flhrt. Somit
erhbhen die Zellen ihre Invasionsaktivitdt durch den Abbau der
kollagenbeschichteten Membran, weil die Stimulation mit IL-1f und TNF die MMP-1
Produktion in den hepatischen Sternzellen ansteigen lasst. Die extrazellulare Matrix
und deren Abbau durch die MMPs spielen flir die Invasion eine entscheidende Rolle.
Somit konnte gezeigt werden, dass nur der vermehrte MMP-1 abhdngige Abbau von
Kollagen durch Stimulation mit den pro-inflammatorischen Zytokinen IL-18 und TNF
die Invasion steigert. Da durch die alleinige Stimulation mit der exogenen SMase die
MMP-1 Produktion gesteigert wird, zeigt sich, dass ein Stress-Stimulus der zur
Ceramidbildung fihrt gentigt, um die Produktion von MMP-1 zu erhéhen.

Die Ceramid-aktivierte Protein Kinase (CAPK) aktiviert Raf-1, welches die mitogen
activated protein kinases stimuliert. Raf Kinase Inhibitor Protein inhibiert den
Signalweg von ERK/MAPK und dadurch resultiert eine Inhibition der Zellproliferation
in hepatischen Sternzellen (223). In dieser Arbeit konnte auch eine verminderte
Phosphorylierung von ERK/MAPK durch die Behandlung mit Imipramin gezeigt
werden. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass es durch Inhibtion der ASM auch zu
einer Inhibition von CAPK kommt und deshalb Raf nicht aktiviert werden kann, was

letztlich die Proliferation der hepatischen Sternzellen vermindert.



DISKUSSION 115

Die Verminderung der Invasion von hepatischen Sternzellen und hepatozelluldren
Karzinomzellen durch das Antidepressivum Imipramin scheint ebenfalls durch
Beeinflussung der Signalwege von ERK und MAPK verursacht. Die IL-1B induzierte
Phosphorylierung von ERK wird durch Inkubation mit Imipramin gehemmt. Die
Signalwege ERK1/2, p38MAPK und NF-kB werden upstream vom Transkriptionsfaktor
AP-1 angeschaltet (224). Diese Signalwege sind bei der Stimulation der hepatischen
Sternzellen durch Imipramin auch beeinflusst. Der Anstieg der ERK1/2
Phosphorylierung fiihrt zu einer vermehrten inflammatorischen Reaktion in der Leber
(224). Die Stimulation mit dem Zytokin IL-1B zeigt diesen Effekt bei den hepatischen
Sternzellen auf. Die Vorbehandlung mit Imipramin und die geringere ERK1/2
Phosphorylierung konnte nur bei IL-1 dargestellt werden.

Die hepatischen Sternzellen benétigen auBerdem keinen zusatzlichen Stimulus, um
die MMP-1 Produktion durch exogene SMase zu erhdhen. Die Stimulation der
hepatischen Sternzellen allein durch exogene SMase reicht aus, um die MMP-1
Produktion dosisabhdngig zu erhdhen. Dies bedeutet, dass auch die unspezifische
Stimulation der hepatischen Sternzellen, die zu einer Ceramidbildung fihrt, eine
vermehrte MMP-1 Produktion verursachen kann. Eine Hemmung der ASM durch
Imipramin flihrt wieder zu einer kontrollierten Verminderung der durch IL-1p und
TNF induzierten MMP-1 Produktion.

Eine Behandlung mit Imipramin scheint daher eine mogliche Strategie zu sein, die
Invasion von hepatischen Sternzellen und hepatozelluldren Karzinomzellen zu
verhindern. Es kommt zu einem geringeren Kollagenabbau und dadurch auch zu
einer geringeren Invasion der hepatischen Sternzellen. Die Sezernierung von MMP-1
alleine reicht, um die Invasion zu steigern. Dies zeigt sich vor allem bei den HepG2
Zellen. HepG2 sind nicht in der Lage, die MMP-1 Produktion zu steigern. Sie sind
somit nicht in der Lage das Kollagen I auf der Polycarbonatmembran abzubauen. Die
Migration von IL-1B und TNF stimulierten HepG2 ist mit der unstimulierter Zellen
vergleichbar. Erst durch die MMP-1 Sekretion von hepatischen Sternzellen wird den
HepG2 Zellen eine Invasion durch Kollagen ermdglicht. Dieser Effekt kann durch die
Inkubation der hepatischen Sternzellen mit Imipramin wieder aufgehoben werden.
Die HepG2 erhdhen ihre Invasivitdt nur in Anwesenheit der MMP-1 sezernierenden
hepatischen Sternzellen und durch die Stimulation mit IL-18 oder TNF, weil die

MMP-1 das Kollagen I in der Polycarbonatmembran abbaut und die Invasion der
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HepG2 erhoht. Die Inkubation mit Imipramin verringert die Invasion wieder.
Imipramin verhindert die MMP-1 Expression bereits auf mRNA-Ebene ein. Dies
kdnnte auch durch einen Effekt auf den Transkriptionsfaktor AP-1 bedingt sein,
welcher durch Imipramin gehemmt werden kénnte und es dadurch zu keiner MMP-1
Produktion kommt.

Die Ceramidakkumulation vermittelt inflammatorische Prozesse und erhoht die
Anfalligkeit fiir zystische Fibrose (215). Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition
der ASM durch Amitriptylin den Ceramidspiegel in der Lunge wieder normalisiert
(215). Amitryptilin ist wie Imipramin ein trizyklisches Antidepressivum und wirkt
ahnlich auf die ASM. Deswegen kdnnte die Hemmung der ASM durch Imipramin auch
positiv auf die HCC wirken.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die ASM bei Vvielen
Entzlindungsprozessen eine Rolle spielt. Eine Blockade der ASM fihrt zu einer
verminderten Entziindungsreaktion. Darliber hinaus spielt bei der Invasion der
hepatischen Sternzellen die ASM induzierte MMP-1 Produktion eine wichtige Rolle.
Dieser Effekt kdnnte auch genutzt werden, um die Invasivitat maligner Zellen wie am
Beispiel der HCC Zellen gezeigt zu vermindern und bei hepatischen Schaden ein
ungunstiges Remodelling der extrazelluldren Matrix und damit die Fibrose bzw.

Zirrhose zu verhindern.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung des second messengers Ceramid und der
Einfluss der sauren Sphingomyelinase (ASM) auf die Matrix Metalloproteinase
(MMP)-1 Produktion untersucht.

In einem genetischen Modell mit ASM-defizienten humanen Hautfibroblasten konnte
gezeigt werden, dass die Induktion der MMP-1 nach Stimulation mit dem pro-
inflammatorischen Zytokin IL-1B durch die ASM reguliert wird. Im Gegensatz dazu
zeigte die Inhibition der neutralen SMase keinen Effekt auf die MMP-1 Konzentration.
Die durch IL-1B induzierte MMP-1 Produktion in Fibroblasten ist dabei vollstandig von
der ASM-Produktion abhdngig. Die Inhibition der ASM scheint daher eine mdgliche
Strategie zu sein, um die MMP-1 Synthese bei Entziindungsreaktionen zu

vermindern.

Bei der experimentellen Kolitis kommt es zu einer Akkumulation von Ceramid und
Verringerung von LPC. Eine Folge der Ceramidbildung ist die gesteigerte Produktion
von MMP-1. Die Induktion von MMP-1 durch TNF oder IL-1B wird durch Hemmung der
ASM vollstandig blockiert. Die ASM Hemmung scheint daher eine mdgliche Strategie
zu sein, die UberschieBende MMP-1-Produktion und mdglicherweise damit die

Gewebedestruktion bei Colitis ulcerosa zu reduzieren.

Die MMPs spielen auch bei der Zellinvasion und Zirrhoseenstehung eine zentrale Rolle.
Dariberhinaus sind die MMPs entscheidend bei der Invasion und Metastasierung von
Tumorzellen beteiligt. Die pharmakologische Hemmung der ASM durch Imipramin, hat
einen Einfluss auf die Invasion hepatischer Sternzellen und Karzinomzellen. Werden
hepatische Sternzellen mit Imipramin inkubiert, ist die MMP-1 Produktion nach
Stimulation mit IL-1B, TNF und TGF- gehemmt und die Invasion in eine
Kollagenschicht aufgehoben. Damit ergeben sich durch die Modulation der
ceramidvermittelten MMP-1 Produktion auch bei hepatischen Erkrankungen wie der
Leberfibrose bzw. Zirrhose und der Entstehung des hepatozellularen Karzinoms

moglicherweise neue therapeutische Angriffspunkte.
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7 Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die saure Sphingomyelinase (ASM)
entscheidend fiir die Produktion der Matrix Metalloproteinase-1 (MMP-1) ist. Die
Aktivierung der ASM durch pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1B oder TNF fihrt
sowohl in Fibroblasten als auch in intestinalen Epithelzellen und hepatischen
Sternzellenzu einer massiven Steigerung der MMP-1 Produktion. Dieser Anstieg kann

man durch den pharmakologischen Inhibitor der ASM, Imipramin, gehemmt werden.

Anhand der Daten dieser Arbeit erscheint eine Therapie von CU Patienten mit
Imipramin erfolgversprechend. Zur Bestatigung der Hypothese soll im Rahmen einer
geplanten klinischen Studie vor und nach Behandlungsbeginn eine Kolonbiopsie
genommen werden und diese auf Expressions- und Proteinebene hinsichtlich der
MMP-1 Produktion untersucht werden. Nach der Behandlung sollte entsprechend
unserer Ergebnisse die MMP-1 Produktion reduziert sein und im Idealfall auch die

Gewebedestruktion ricklaufig sein.

In dieser Arbeit wurden die bioaktiven Lipide beim experimentellen Kolitismodell in
der Maus untersucht. Bei Patienten mit Colitis ulcerosa konnte gezeigt werden, dass
die Phospholipide Phosphatidylcholin (PC) und Lysophosphatidylcholin (LPC) einen
anti-inflammatorischen Einfluss haben und diese im Vergleich zu den gesunden
Kontrollpatienten im Mucus bei Colitis ulcerosa stark vermindert sind. Im Gegensatz
dazu konnten wir zeigen, dass beim experimentellen Kolitismodell die Lipide Ceramid
und LPC ansteigen und PC nahezu konstant bleibt. Die orale Gabe von PC flihrte bei
der chronischen DSS Kolitis sogar zu einer Zunahme des Epithelschadens und
entziindlichen Infiltrates. Diese Ergebnisse zeigen, dass PC unter bestimmten
Bedingungen eine chronische intestinale Entziindung auch verschlechtern kann. Es
ware daher wichtig in Folgeuntersuchungen die Ursache flir die diskrepanten
Befunde zu identifizieren, um zu vermeiden, dass durch die Applikation von PC die

Entziindung bei CED Patienten unter bestimmten Bedingungen verstarkt wird.

Damit ergeben sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit zwei direkt in die Klinik
weisende Folgestudien, die Einfluss auf zukiinftige Therapien, insbesondere bei

Patienten mit CED, haben kdnnten.
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Die mdgliche Bedeutung der ASM fir die hepatische Fibrose und Invasivitat der HCC
Zellen, die wir in vitro demonstieren konnten, sollte zundachst in experimentellen
Modellen der Leberfibrose bzw. HCC Tumormodellen bestatigt werden. Auch hier
bestiinde im Falle positiver in vivo Ergebnisse ein Potential flir eine therapeutische

Anwendung einer ASM Blockade beim Menschen.
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