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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Immunsystem - ein Uberblick

Die Evolution benétigte iiber 400 Millionen Jahre, um unser Immunsystem als
hochdifferenzierten und anpassungsfahigen Abwehrapparat zu entwickeln, das unseren
Organismus vor Infektionserregern wie Bakterien, Pilzen, Viren, Parasiten sowie entarteten

eigenen Zellen zu schiitzen versucht.

Ende des 19. Jahrhunderts war es Robert Koch, der mit der Entdeckung des Milzbrand-
Erregers, Bacillus anthracis, 1876 und des Mycobacterium tuberculosis 1882, beweisen konnte,

dass bestimmte Krankheiten durch Mikroorganismen ausgeldst werden konnen.

Das Immunsystem wird in zwei grof3e Teilbereiche gegliedert: das angeborene und das
erworbene Immunsystem. Die angeborene Immunitit ist phylogenetisch élter als die erworbene
und bildet eine erste Barriere gegen eindringende Pathogene. Zu diesem System gehdren neben
einer intakten Epidermis mit ithrem Sadureschutzmantel und einer intakten Darmmukosa auch
verschiedene zellulire molekulare Mechanismen. Zu den zelluliren Komponenten des
angeborenen Immunsystems gehdren Monozyten bzw. Makrophagen, Granulozyten und NK-
Zellen (natiirliche Killer-Zellen) - wobei letztere auch bei der adaptiven Immunitét eine Rolle
spielen. Zu den Schutzfunktionen auf molekularer Ebene zdhlen das Komplementsystem,

antimikrobielle Enzymsysteme sowie Interleukine und Interferone.

1.2. Die angeborene Immunitit als dlteste Form des Immunsystems

Das System der angeborenen Immunitit wurde zunéchst als unspezifisch bezeichnet, weil es so
schien, als ob es unabhingig von der Art des Erregers direkt aktiv wird, ohne dass ein
vorheriger Kontakt mit ihm vonndten gewesen wire. Auf diese Weise ist ein mdoglichst

schneller Wirkungseintritt gewahrleistet.
Mittlerweile ist bekannt, dass das unspezifische Immunsystem weit differenzierter

arbeitet, als urspriinglich vermutet. Vor allem ist es in der Lage zwischen ,,selbst* und ,,nicht-

selbst* zu unterscheiden. Zudem erkennt es bestimmte Schliisselmolekiile auf der Oberflache
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von Pathogenen, so genannte PAMPs (pathogen associated molecular patterns), wie z. B.
bakterielles Lipopolysaccharid (LPS), Peptidoglykan, Lipoteichonsdure, Mannane sowie
Glykane mit Hilfe von invariablen Rezeptoren, den pattern recognition Rezeptoren (PRRs)'.
Ein solcher PRR ist z. B. der Mannose-Rezeptor auf Makrophagen. Er bindet an konservierte
Mannose-reiche Kohlehydrate auf Bakterien, wodurch es zur Phagozytose des Pathogens durch

den Makrophagen kommt™ °.

Namensgebend fiir die Makrophagen (wortlich ,,groBe Fresser) ist deren Fahigkeit,
korperfremdes Material (Bakterien, Pilze) und verdndertes korpereigenes Material
(Zelltriimmer) zu erkennen und dieses mit Hilfe von Pseudopodien einzuschlieBen. Einen
dhnlichen Selbstverteidigungsmechanismus findet man schon bei den einfachsten hdheren
Lebensformen. Bei Einzellern erfolgen Gasaustausch, Verdauung und Selbstverteidigung
zumindest teilweise durch Phagozytose, die kaum anders als bei den Makrophagen des

menschlichen Korpers verlduft.

1.2.1. Monozyten und Makrophagen

1.2.1.1. Entstehung von Makrophagen

Aus pluripotenten Stammzellen des menschlichen Knochenmarks entwickeln sich durch
Stimulierung mit verschiedenen Wachstumsfaktoren die wunterschiedlichen Blutzellen
einschlieBlich der Monozyten (Hédmatopoese, Abb. 1.1). Die Monozyten gelangen nach etwa
einem Tag aus dem Knochenmark in die Blutbahn und zirkulieren dort mit einer Halbwertszeit
von acht bis siebzig Stunden. Nach dieser Zwischenstufe des zirkulierenden Blutmonozyten
adhérieren sie an das Endothel der Blutgefa3e und kénnen durch GefaB3spalten in das Gewebe
einwandern (Diapedese). Im Gewebe differenzieren die Monozyten abhéngig vom jeweiligen
Mikromilieu zu verschiedenen Makrophagentypen (z.B. gewebetypische intestinale
Makrophagen, Alveolarmakrophagen, Osteoklasten in den Knochen, Kupffersche Sternzellen
in der Leber, Mikrogliazellen im Gehirn und Makrophagen im gastrointestinal-assoziierten
lymphatischen Gewebe, den Peyerschen Plaques). Die Faktoren des Mikromilieus, die zur
Vielfalt der Makrophagentypen bzw. zu einer gewebespezifischen Differenzierung fiihren, sind

weitgehend unbekannt’. Ausdifferenzierte Makrophagen verbleiben zum Teil mehrere Jahre

2



Einleitung

lang im Gewebe und sind meist nicht mehr replikationsfahig. Eine Ausnahme sind dabei die
Kupffer-Zellen, die ihre Fiahigkeit zur Proliferation auch nach ihrer Ausdifferenzierung

beibehalten.

infestinale
Mukosa

Knochenmark

)

Promonozyt

{

Monoblast

|
O

Stammzelle

Makrophage

Abb. 1.1: Die Entwicklung der Makrophagen: Aus den Stammzellen im Knochenmark (links) entstehen, iiber die
Zwischenstufe des Monoblasten, die Monozyten. Diese gelangen iiber die Blutbahn (Mitte) in verschiedene
Gewebe. Dort reifen die Monozyten, abhéngig vom jeweiligen Mikromilieu, zu verschiedenen Makrophagentypen
wie den intestinalen Makrophagen (rechts), den Kupffer-Zellen der Leber (unten) oder den Milzmakrophagen

heran.

1.2.1.2. Funktionen von Makrophagen

Makrophagen spielen eine zentrale Rolle bei der angeborenen Immunantwort und der
Induktion der spezifischen, adaptiven Immunantwort. Kennzeichen dieser Zellen ist ihre
Fahigkeit zur Phagozytose, Antigenprisentation, Zytokinsekretion und ihr zytotoxisches
Potential (Abb. 1.2).

Bei der Phagozytose schlieBen Makrophagen korperfremdes Material mit Hilfe von

Pseudopodien als Phagosomen in die Zelle ein. Die Phagosomen verschmelzen mit Lysosomen

3
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zu Phagolysosomen, in denen das korperfremde Material enzymatisch, durch Cathepsine,
reaktive Sauerstoffmetaboliten und Stickoxide in kleinere Fragmente zerlegt wird. Die
Phagozytose wird durch sogenannte Opsonine, wie Immunglobuline und dem
Komplementfaktor C3b, erleichtert. Diese markieren die Oberfliche des korperfremden
Materials. Opsonine werden wiederum von Immunglobulin- und C3b-Rezeptoren der

Monozyten und Makrophagen erkannt'.

. . . Phagozytose
Antigenpriisentation degradatierende Enzyme:
f Cathepsine, Lysozym, Kollagenase
Elastase, Lipase, Glycosidasen,

Sulphatasen

Zytotoxizitiit \

T reaktive

Sauerstoffmetabolite

Komplement
Komponenten

Lipidmediatoren

Zytokine:
IL-1, IL-6, IL-8, IL-18, TNF, IFN,
GM-CSF, M-CSF, MCP-1

Abb. 1.2: Die Funktionen und Mediatoren von Makrophagen: Aufgefiihrt sind charakteristische Funktionen von
Makrophagen (links), Mediatoren die von Makrophagen sezerniert werden (unten) und Mediatoren die extra- oder

intrazelluldr degradativ wirken (rechts).

Bei der Antigenprésentation wird das in den Phagolysosomen zerlegte korperfremde Material an
die Zelloberfliche der Makrophagen transportiert. Die Fragmente werden in endosomalen
Kompartimenten auf den sogenannten Haupt-Histokompatibilitits-Komplex  (major
histocompatibility complex, MHC) Klasse II geladen und auf die Oberfliche der Zelle gebracht.
So présentierte Antigene werden von T-Zell-Rezeptoren (T-cell-receptor, TCR) erkannt, was zur
Auslosung der spezifischen Immunantwort fiihrt.

Die Zytokinsekretion und die Freisetzung zahlreicher anderer Substanzen ermdglicht es
den Makrophagen entscheidend in die Immunantwort einzugreifen und andere Komponenten des
Immunsystems zu rekrutieren bzw. in ihrer Funktion zu modulieren. Aktivierte Makrophagen

sezernieren Zytokine (z.B. den Tumornekrosefaktor TNF, das Chemokin MCP-1, die
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Interleukine IL-1a, -1B, -6 und -18). Enzyme (z.B. Lysozym), Komplementfaktoren (C1 bis C5)
und Wachstumsfaktoren (z.B. GM-CSF). Sie konnen hochreaktive Sauerstoffverbindungen (z.B.
Superoxidanion und Wasserstoffperoxid) bilden, sezernieren und chemotaktisch wirkende
Signalproteine absondern, die weitere Phagozyten rekrutieren.

Unter Zytotoxizitit versteht man das Potenzial der Makrophagen, Zielzellen abzutoten. Ist
die Oberfldche von Zielzellen mit Immunglobulinen besetzt, konnen diese von Makrophagen mit
deren Immunglobulinrezeptoren (Fcy-Rezeptoren) erkannt werden. Das anschlieBende Abtdten
der Zielzelle wird als AntikOrperabhingige Zytotoxizitdt (antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity, ADCC) bezeichnet’. Ein anderer Mechanismus der Zytotoxizitit von Makrophagen
ist die Sekretion zytotoxischer Substanzen (z.B. TNF, reaktive Sauerstoffverbindungen), deren

Freisetzung zur Lyse der angegriffenen Zellen fiihrt.

1.2.2. Differenzierung intestinaler Makrophagen

Intestinale Makrophagen spielen aufgrund ihrer Féhigkeit zur Phagozytose, Keimabtotung,
Antigenprésentation und Sekretion von immun- bzw. entziindungsmodulierenden Zytokinen eine
wichtige Rolle in der Abwehr von Fremdantigenen und Keimen des Darmlumens. Sie stellen eine
erste Barriere des Immunsystems an der grofften Oberfliche und gleichzeitig grofBten
Kontaktstelle zur hochsten Antigendichte des Korpers dar. Insgesamt sind ca. 10-20% der
mononukledren Zellen des Darms Makrophagen (Abb. 1.3) und reprédsentieren somit eine der
grofiten Makrophagen-Populationen des menschlichen Korpers. Phénotypisch und funktionell
stellen sie eine heterogene Population dar.

Die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen ist an Anderungen in der
Morphologie und in der Antigenexpression der Zellen erkennbar. Makrophagen sind im
Vergleich zu Monozyten um ein Vielfaches grofler. Sie bilden im Gegensatz zu den relativ
runden Monozyten Pseudopodien aus, die flir die Fortbewegung im Gewebe entscheidend sind
und die Phagozytose unterstiitzen. Eine Differenzierung von humanen Blutmonozyten ist auch in
vitro bei Kultivierung der Zellen iiber einen Zeitraum von sieben Tagen mit humanem Serum zu
erreichen. In vitro differenzierte Makrophagen und Monozyten zeigen ein von intestinalen
Makrophagen deutlich unterscheidbares Expressionsmuster der Oberflichenantigene’.

Monozyten exprimieren auf der Zelloberfliche ein charakteristisches Muster von

Antigenen. Das klassische Monozyten-Oberflaichen-Antigen, der Lipopolysaccharid (LPS)-
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Rezeptor (CD14) ist aufgrund seiner spezifischen Expression flir die Identifizierung von
Monozyten von groBer Bedeutung®. Zudem ist auf der Zellmembran von Monozyten der Fey III-
Rezeptor (CD16), der Rezeptor fiir die Komplement-Komponente C3b (CD11b) und das zur
Induktion einer T-Zellantwort bei der Immunreaktion notwendige T-Zell co-stimulierende
Molekiil B7.2 (CD68) nachweisbar. In vitro differenzierte Makrophagen exprimieren wie

Monozyten den LPS-Rezeptor, zeigen aber eine stirkere Expression von CD16’.

lokalisiert in Region hoher
Antigendichte (nnmittelbar

/' subepithelial)

\‘ first line defence”
J \ gegen Pathogene

2 10-20% der mononukledren Zellen
in der Lamina propria

eine der grofiten Makrophagen-
populationen in menschlichen Korper

Abb.1.3: Stellung und Funktion der intestinalen Makrophagen im menschlichen Korper: Dargestellt sind einige

Schleimhautfalten des Dickdarms (links) und ein Makrophage (vergroBert) aus der Lamina propria.

Im Gegensatz dazu lassen sich intestinale Makrophagen deutlich von Monozyten und in vitro-
differenzierten Makrophagen unterscheiden. Intestinale Makrophagen exprimieren weder den
LPS-Rezeptor'® noch den Fey-Rezeptor''. CD11b ist auf weniger als 5% der Makrophagen aus
intestinalem Gewebe nachweisbar'?. Des weiteren exprimieren intestinale Makrophagen nicht
die toll-like-Rezeptoren 2 und 4, welche als PRRs ebenfalls bei der Erkennung pathogener
Strukturen, wie Lipoproteine und LPS, eine Rolle spielen'’. Auch Effektormolekiile wie
Cathepsin D und die NADPH Oxidase werden von intestinalen Makrophagen nicht
exprimiert'* . Dies verdeutlicht, dass Makrophagen in Abhingigkeit vom Mikromilieu des
Darms eine sehr spezifische Differenzierung durchlaufen, die bisher in vitro nur mittels des
Sphéroid-Modells induziert werden konnte. Moglicherweise sind mit dieser Differenzierung

spezifische Funktionen fiir das intestinale Immunsystem verbunden. Die Expression von
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Oberflichenmolekiilen wie CD14 oder den co-stimulatorischen Molekiilen CD80 und CD86
entscheidet z.B. darliber, wie reaktionsfahig Makrophagen sein konnen und in welchem

Ausmal sie eine T-Zellexpansion induzieren kénnen.

Diese Daten deuten auf einen anergen IMAC-Typ in der normalen Mukosa hin. Die
IMAC Funktionen sind bisher jedoch nur unzureichend verstanden. Bessere Kenntnisse tliber
die spezifischen immunmodulatorischen Funktionen der normalen IMAC-Population wiirden
gezieltere Interventionen bei Entziindungen zur Wiederherstellung des normalen Phénotyps

erlauben.

1.3. Das adaptive Immunsystem

Die spezifische Immunitét ldsst sich in eine zelluldr vermittelte und eine humorale Abwehr
unterteilen. Die Aktivierung beider Systeme wird durch zu den an der Zelloberflache sitzenden
Rezeptoren passende Antigene ausgelost, wodurch es zu einer klonalen Expansion kommt. Die
Aufgaben der zelluldiren Komponente iibernehmen T-Lymphozyten, die der humoralen

Komponente B-Lymphozyten.

1.3.1. T-Lymphozyten

Unreife T-Lymphozyten wandern aus dem Knochenmark in den Thymus um dort
auszudifferenzieren. Die T-Zell-Vorldufer entwickeln sich entweder zu einem o:B-Typ oder
einem 7:5-Typ, die sich in ihrem heterodimeren membranstindigen T-Zell-Rezeptor
unterscheiden.

Uber die y:5-T-Zellen ist bis heute nur wenig bekannt. Unter anderem weil man,
dass sie in lymphoidem und intrepithelialem Gewebe zu finden sind und Liganden wie
Hitzeschockproteine, fehlerhafte MHC-Molekiile, Nukleotide und Phospholipide erkennen'®.

Aufgabe der o:p-T-Zellen ist es, korpereigene MHC-Molekiile (major
histocompatibility complex) iiber ihren T-Zell-Rezeptor zu erkennen und dabei tolerant
gegeniiber MHC-gebundenen korpereigenen Peptiden zu sein. Um dies zu erreichen werden die

T-Zellen im Thymus selektioniert. Im Kortex des Thymus findet die positive Selektion statt,
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d.h. nur wenn die T-Zellen korpereigene MHC-Molekiile erkennen, wandern sie weiter in die
Medulla, wo die negative Selektion stattfindet. Falls die Zellen auf korpereigene Peptide
reagieren, werden sie durch Apoptose (programmierter Zelltod) eliminiert, um eine
autoimmunologische Reaktion im Koérper zu verhindern. Falls nicht, verlassen sie als reife,

naive CD4"- oder CD8"-T-Zellen den Thymus.

|
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung des Aufbaus eines a.:3-T-Zell-Rezeptors. Sowohl die a-Kette als auch die -

Kette besitzen eine Transmembrandomine, die Faltung wird durch Disulfidbriicken erreicht'’.

Zu den CD4"-Zellen gehoren Tyl- und Ty2-Zellen, wobei es auf das Zytokinmilieu
zum Zeitpunkt der Antigenerkennung ankommt, zu welchem Subtyp sich eine CD4'-Zelle
entwickelt. INF-y und IL-12 bewirken vor allem eine Entwicklung zur Ty1-Zelle, IL-4 bewirkt
eine Ty2-Differenzierung. Der Unterschied zwischen Tyl- und Ty2-Zellen beruht auf ihrem
Zytokinprofil, wobei Tyl-Zellen vor allem INF-y produzieren und iiber CD40L und weitere
Zytokine Makrophagen aktivieren (zelluldre Immunitét). Ty2-Zellen sind fiir die Aktivierung
der humoralen Immunantwort durch eine Produktion von IL-4 und IL-5 verantwortlich.

CD8"-T-Zellen eliminieren als zytotoxische Zellen virusinfizierte und entartete Zellen
mittels Perforinen, die Locher in der Zellmembran der Zielzelle hervorrufen und mittels

Granzymen, die als Proteasen Proteine in der Zielzelle degradieren und Apoptose induzieren.
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a:B-T-Zellen zirkulieren im Blut und den peripheren lymphatischen Organen. Wird in
den Lymphknoten mittels des T-Zell-Rezeptors (TCR) ein spezifisches Antigen detektiert, das
von einer Antigen-priasentierenden-Zelle (APC) prisentiert wird, und ist gleichzeitig ein
kostimulatorisches Signal vorhanden, kommt es zur Aktivierung der T-Zelle (Priming). CDS§"-
T-Zellen erkennen Antigene, die an ein MHC Klasse I - Molekiil gekoppelt sind, CD4"-Zellen
benodtigen MHC Klasse II - gekoppelte Peptide.

Fiir das Priming erforderlich sind zum einen die spezifische Antigenerkennung der T-
Zelle Uber ihren TCR, zum anderen ein kostimulatorisches Signal, das nur von der jeweiligen
APC gegeben werden kann. Die Kostimulation wird iiber eine Interaktion von CD28 auf der
T-Zelle und den B7-Molekiilen (B7.1 = CD80, B7.2 = CD86) auf der APC vermittelt. Eine
Hochregulation der beiden Signalmolekiile CD40L (T-Zelle) und CD40 (APC) fiihrt zu einem
weiteren Anstieg der B7- und MHC-Molekiile.

Die Entwicklung bis zur Effektorzelle dauert vier bis fiinf Tage. Fiir die Differenzierung
von naiven CD8'-T-Zellen in zytotoxische T-Zellen ist zusitzlich eine indirekte Stimulation
durch Ty1-Zellen notwendig. Nur wenn diese gleichzeitig durch eine CD40/CD40L Interaktion
an die APC binden, konnen die CD8+-T-Zellen geprimt werden. Einmal geprimt, ist keine
weitere Kostimulation nétig und jedes Zusammentreffen mit einem auf MHC gebundenen
Antigen fiihrt zu einer Inmunantwort.

Die Antigenerkennung einer naiven T-Zelle ohne Kostimulation fiihrt hingegen zur T-
Zell-Toleranz, d.h. die T-Zellen werden anerg. Sie produzieren kein IL-2 und es kommt nicht
zur Proliferation und Differenzierung in eine Effektorzelle. Dieser Mechanismus stellt einen

zusétzlichen Schutz vor einer Immunantwort gegen Selbst-Antigene dar.

1.3.2. B-Lymphozyten

Aufgabe der B-Lymphozyten ist die Produktion von Antikdrpern, die nach einer spezifischen
Bindung von Antigenen an membranstindige Immunglobuline induziert wird. Dieser Antigen-
Ig-Komplex wird in die Zelle aufgenommen, wo der Abbau in Peptidfragmente erfolgt, die
dann auf MHC Klasse II - Molekiile geladen werden. Der MHC-Komplex wird dann wiederum
an die Zelloberfliche transportiert, wo die Peptide den T-Helfer-Zellen présentiert werden.
Uber eine Bindung des CD40-Liganden der T-Helfer-Zellen an das membranstindige CD40

der B-Zelle kommt es zu einer Stimulation der T-Zelle, die darauthin vermehrt IL-4 produziert
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und so eine Proliferation und Differenzierung der B-Zelle bewirkt. Dieser Prozess wird auch
Priming genannt.

Die ausdifferenzierte B-Zelle, jetzt Plasmazelle genannt, sezerniert nun spezifische 16sliche
Immunglobuline, welche die Aufgabe haben, den Fremdkoérper zu neutralisieren und zu
opsonisieren, was es den Makrophagen ermdglicht, das Antigen zu phagozytieren. Des

weiteren konnen Antikorper das Komplementsystem aktivieren.

1.4. Die Antigen-Prozessierung

1.4.1. Die MHC-Molekiile

MHC-Molekiile werden dazu benétigt, Antigene an der Zelloberfliche den T-Zellen zu
prasentieren. Dafiir ist zunichst eine Antigen-Prozessierung nétig, d. h. ein korperfremdes
Protein muss zundchst in Peptid-Fragmente zerlegt werden, bevor es an ein MHC-Molekiil
gebunden und an der Zelloberfliche angeboten werden kann. Eine Antigen-Prozessierung
findet vor allem in B-Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen sowie den dendritischen Zellen
des Lymphgewebes statt, im Rahmen von Entziindungsreaktionen kommt es aber durchaus
auch auf anderen Zellen zu einer Antigenprésentation mittels MHC-Molekiilen.

Man unterscheidet MHC Klasse I von MHC Klasse II - Molekiilen. MHC Klasse 1I -
Molekiile prasentieren hauptsidchlich Antigene, die von einer der o.g. Antigen-prisentierenden-
Zellen (APC) aus dem Extrazellulirraum phagozytiert wurden (z.B. bakterielle Proteine,
Proteine von Pilzen), MHC Klasse I - Molekiile prisentieren Antigene, die in der Zelle selbst
entstanden sind, wie z.B. virale oder tumorspezifische Proteine.

Der MHC I - Komplex besteht aus zwei Polypeptidketten: der groferen a-Kette, einem
Transmembranprotein, und der kleineren 2-Mikroglobulin-Kette. Die a3-Doméne und das 2-
Mikroglobulin stellen gemeinsam eine den Immunglobulinen &hnliche Struktur dar. Die 8 - 10
Aminosduren langen Peptide binden in einer Tasche, die von den al- und a2-Domidnen
gebildet wird'*"’.

Die MHC-Klasse II - Molekiile bestehen aus zwei Transmembran-Glycoproteinketten
(o und PB). Jede Kette besteht aus zwei Doménen, wobei die Doménen ol und Bl den
peptidbindenden Spalt bilden (Abb. 1.4). Beide MHC-Komplexe sind ohne gebundenes Peptid

instabil. 2021-%
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MHC Klasse I MHC Klasse 11

a-Kette a-Kette

/

(43 ]

32-Mikroglobulin
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der MHC Klasse I und II - Molekiile. Der MHC Klasse I - Komplex besteht
aus einem monomeren integralen Membranprotein, der a-Kette, mit dem nicht-kovalent angelagerten p2-

Mikroglobulin, MHC Klasse II ist ein symmetrisches Heterodimer aus einer o- und B-Kette™.

Im Folgenden soll nur auf den Antigenprozessierungsweg der MHC Klasse 1 - Molekiile
genauer eingegangen werden, da nur hier das Proteasom zur Degradierung der Peptidfragmente
zum Einsatz kommt. Die Peptide, die iiber die MHC Klasse II - Molekiile prasentiert werden,
werden Rezeptor-vermittelt von Antigen-prisentierenden-Zellen aufgenommen und im

Phagolysosom zu Peptiden fragmentiert.

1.4.2. Der MHC Klasse I Antigen-Prozessierungsweg

Peptide, die an MHC Klasse I - Molekiile gebunden werden, entstammen Proteinen, die im
Zytosol zu Peptiden degradiert werden. Das Proteasom, ein multikatalytischer Enzymkomplex,
dessen genaue Funktion noch beschrieben wird, ist hauptsdchlich fiir die Spaltung der zu
eliminierenden Proteine verantwortlich. Dazu zdhlen zum einen gealterte Proteine, zum

anderen fehlerhaft neu synthetisierte Proteine.
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Die im Proteasom degradierten Proteine werden mit Hilfe des TAP-
Transportkomplexes ins endoplasmatische Retikulum (ER) befordert. Der TAP-Transporter ist
ein Heterodimer, das ebenfalls in der MHC-Region kodiert ist. Der TAP-Transporter bindet im
humanen System bevorzugt Peptide mit einer Lange von acht bis zehn Aminosduren, wobei
Peptide mit basischen oder hydrophoben Aminosdure-Resten am Carboxylende bevorzugt
werden®*. Darin spiegeln sich die Kriterien der MHC Klasse I - Peptide wieder.

Da MHC - Molekiile ohne gebundenes Peptid instabil sind, werden neusynthetisierte
MHC Klasse I-a-Ketten an das Chaperon Calnexin gebunden und liegen so in einem partiell
gefalteten Zustand im Endoplasmatischen Retikulum vor. Sobald das B2-Mikroglobulin
angelagert wird dissoziiert das entstandene Heterodimer vom Calnexin ab. Die MHC I - Einheit
lagert sich dann an einen aus Calreticulin und Tapasin bestehenden Proteinkomplex an, bis
eines der eingeschleusten Peptide bindet. Dann wird ein vollstindig gefalteter, stabiler MHC I -
Peptid - Komplex tiber ein Golgi-Vesikel an die Zelloberflache transportiert, wo es sich mit

dem Sarkolemm vereinigt (Abb.1.5).

calreticulin

Peptid-
Proteasom fragmente
Protein

Abb. 1.5: Beladung von MHC Klasse I mit Peptiden im Endoplasmatischen Retikulum (ER): partiell gefaltete
MHC I o-Ketten binden an Calnexin bis B2-Mikroglobulin bindet (A). Der vollstindige MHC I - Komplex 16st
sich von Calnexin, bindet einen Komplex von Chaperonproteinen (Calreticulin) und iiber Tapasin an TAP (B).
Cytosolische Proteine werden durch das Proteasom zu Peptidfragmenten abgebaut (C). TAP schleust ein Peptid
ins ER, dieses bindet an MHC I, wodurch die Faltung beendet wird. Das fertig gefaltete MHC I - Molekiil 16st sich
vom TAP-Komplex und wird an die Zelloberfliche transportiert (D).?
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1.5. Das Proteasom

1.5.1. Entdeckung des Proteasoms

Das Proteasom ist der Enzymkomplex, der den Hauptanteil der Proteindegradation leistet. Es
ist am Abbau von falsch transkribierten und fehlerhaft gefalteten Proteinen ebenso beteiligt wie
an der Degradation oder Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. Es greift in die Kontrolle des
Zellzyklus ein, nimmt Einfluss auf die Zelldifferenzierung und den Stoffwechsel und spielt
eine wichtige Rolle in der MHC Klasse I vermittelten Immunantwort.

1968 konnte Harris erstmals das Proteasom als zylinderférmige Struktur mit einer
Lidnge von ca. 15 nm und einem Durchmesser von ca. 11 nm elektronenmikroskopisch
darstellen. Der genauen Aufbau des Proteasoms mit seinen vier aufeinander gestapelten
heptamerischen Ringen, die eine fassartige Struktur mit einem Hohlraum bilden, wurde jedoch
erst von Groll et al. 1997 geklart, indem er Rontgenstrukturanalysen des 20S Proteasoms aus

der Hefe Saccharomyces cerivciae durchfiihrte?.

Abb. 1.6: Elektronenmikroskopisches
Bild eines 20S Proteasoms aus einer
Rattenleber, VergroBerung 100 000x
(nach Djaballah?’).

1.5.2. Die Quartenirstruktur des eukaryontischen 20S Proteasoms

Das 20S Proteasom ist bereits in Bakterien und Einzellern zu finden. Seine gesamte

molekulare Masse betrdgt insgesamt ca. 700 kDa wobei die einzelnen Untereinheiten
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molekulare Massen zwischen 21 und 34 kDa aufweisen. Die proteolytische Aktivitét ist im
Inneren des Proteinzylinders lokalisiert, was verhindert, dass das Proteasom unspezifisch in der
Zelle Proteine degradiert.

Der Proteasomen - Zylinder wird durch vier aufeinandergeschichtete Ringe gebildet,
von denen jeder sieben Untereinheiten enthélt. In Eukaryonten werden die d&ulleren Ringe durch
sieben unterschiedliche alpha-Einheiten, die beiden inneren Ringe durch sieben verschiedene
beta-Untereinheiten gebildet.

Die jeweilige Primérstruktur der Untereinheit entscheidet, ob sie dem alpha- oder beta-
Typ zugeordnet wird. Die alpha-Untereinheiten bilden an ihrem N-Terminus als
Sekundérstruktur a-Helices aus, die den durch die alpha-Ringe gebildeten Eingang ins Innere
des Proteasomen-Zylinders verschliessen, und gefalteten Proteinen topologisch den Zugang
zum katalytischen Zentrum verwehren, wenn der Kernpartikel in einem inaktiven, latenten
Zustand vorliegt.

Die N-terminalen proteolytisch aktiven Doméinen der beta-Ringe befinden sich auf
deren Innenseite, die C-Termini, die nicht mit der Proteasomenstruktur selbst oder der

Peptidspaltung an sich zu interferieren scheinen, befinden sich auf der AuBenseite®.

Abb 1.7: Kristallographie des 20S Proteasoms in boviner Leber in Aufsicht (A) und in Seitenansicht (B). (Institute
for Protein Research, Osaka University - Laboratory of Protein Crystallography®”)
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1.5.3. Die katalytische Aktivitiit des Proteasoms

Das 20S Proteasom besteht insgesamt aus 28 Untereinheiten. Die sieben Einheiten der dulleren
Ringe al - o7 besitzen keine katalytische Aktivitdt, von den sieben Untereinheiten Bl - 7
besitzen nach heutiger Kenntnis mindestens drei katalytisches Potential: f1, B2 und B5, die
Chymotrypsin-like (ChTL), Trypsin-like (TL) und Post-glutamyl-Peptid-hydrolysierend
(PGPH) genannt werden, da sie Peptide nach hydrophoben, basischen bzw. sauren
Aminosduren spalten’’. Durch einen bisher nicht verstandenen Mechanismus werden im
Proteasom v.a. Peptidfragmente von sieben bis neun Aminosduren erzeugt. Diese Peptide
konnen tiber MHC Klasse I Molekiile als Antigen priasentiert werden.

Nach der Stimulation eukaryontischer Zellen mit INF-y oder TNF-a wird die
Transkription dreier neuer enzymatisch aktiver Untereinheiten, betali (LMP2), beta2i (MECL-
1) und beta5i (LMP7), induziert, die ihre Homologe im Proteasom ersetzen (Abb. 1.8). Dieses
Proteasom wird dann Immunproteasom genannt. Es befindet sich vor allem in Néhe des
endoplasmatischen Retikulums. Somit zeigt sich, dass sich die Wirkung von INF-y nicht nur
auf den Austausch der proteasomalen Untereinheiten beschrankt, sondern auch in gréferem
Umfang eine Steigerung der Antigenprésentation iiber MHC Klasse I - Molekiile bewirkt, was

eine Verstarkung der Immunreaktion bewirkt.

20S Proteasom Immunproteasom

Abb. 1.8: Die Neusynthese des Immunproteasoms. Die Untereinheiten beta 11 (LMP2), beta 2i (MECL-1) und
beta 51 (LMP7) (i bedeutet Immunantwort) werden unter dem EinfluB von Zytokinen wie Interferon y und TNF
gebildet und ersetzen den Platz ihrer Homologe beta 1, beta2 und beta5 bei der. Die Untereinheiten werden hierbei
nicht ausgetauscht sondern der ganze Proteasomenkomplex wird neu synthetisiert wobei die INF-y induzierten

Untereinheiten bevorzugt eingebaut werden®'.
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1.5.4. Das Zusammenfiigen der proteasomalen Untereinheiten

Das Zusammenfiigen der proteasomalen Untereinheiten ist ein langsamer Prozess, an dem
nachweisbar Intermedidrkomplexe mit Halbwertszeiten von mehreren Stunden beteiligt sind.
Dieses ,,Praproteasom® besteht aus einem kompletten a-Ring und einem [-Ring aus
verschiedenen Vorldufern von B-Untereinheiten’”. Die o - Untereinheiten scheinen eine
essentielle Rolle beim Aufbau des Proteasoms zu spielen. Versuche mit Proteasomen des
Bakteriums Thermoplasma acidophilum haben gezeigt, dass sie eine besondere Affinitét
fiireinander besitzen und sich spontan aneinanderlagern®. Dieser Schritt wird von der
Inkorporation der Untereinheiten pra-beta 2, beta 3, beta 4 bzw. pra-beta 11 und pré-beta 2i
gefolgt an die wiederum etwas spéter in einem zweiten Schritt die restlichen beta-
Untereinheiten pri-beta 1, beta 5 bzw. pri-beta 5i, pri-beta 6 und beta 7 binden®*. Mit der
relativ frithen Inkorporation von beta 1i unterscheidet sich das Immunproteasom
interessanterweise vom konstitutiven Proteasom mit seinem spiten Einbau von beta 1°°.
Weiterhin wurde vor einigen Jahren das Protein Proteassemblin entdeckt, eine Komponente des
Priproteasoms, das sowohl beim Aufbau des konstitutiven als auch des Immun-Proteasoms
bendtigt wird®®. Komplettiert wird der Aufbau des Proteasoms durch Gegeniiberstellung von
zwei Priaproteasomen mit der Oberfldche ihrer beta-Ringe zueinander, wahrscheinlich unter
Fithrung des Proteassemblins®’, der autolytischen Abspaltung der N-terminalen Propeptide der
beta-Untereinheiten und der Degradation des Proteassemblins. Die als Zymogene
synthetisierten beta-Einheiten mit proteolytischer Aktivitdt (beta 1, 2 und 5) gehoéren zur
Familie der N-terminalen nukleophilen (Ntn) Proteinfamilie. Durch die autokatalytische
Abspaltung der Propeptide nach abgeschlossener Assemblierung des Proteasoms bleiben
Threoninreste als N-terminale Nukleophile im inneren des Proteasoms zuriick und sorgen
durch ihren nukleophilen Angriff auf die Carbonylgruppen von Peptidbindungen fiir die
Spaltung von Proteinsubstraten®®. Sie sind also erst zugdgnglich, wenn sie durch die
proteasomale Zylinderstruktur vom Cytosol getrennt sind wodurch eine unspezifische

Degradierung von Proteinen verhindert wird.
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Abb. 1.9: Kristallographie eines alpha-Rings (A) und eines beta-Rings (B) eines 20S Proteasoms mit ihren jeweils

sieben Untereinheiten. (Institute for Protein Research, Osaka University - Laboratory of Protein Crystallography®”)

Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, dass der Aufbau von Immunproteasomen selbst
beim Uberwiegen von konstitutiven Untereinheiten bevorzugt wird*’. Es wurde beobachtet,
dass LMP2 (beta 11) fiir die Inkorporation von MECL-1 (beta 21) benétigt wird und dass LMP7
(beta 51) bevorzugt in Proteasomen integriert wird, die bereits LMP2 und MECL-1 enthalten.
LMP7 selbst scheint jedoch die wichtigste Rolle beim Aufbau des Immunproteasoms zu
spielen. Liegt ein LMP7 Mangel in der Zelle vor kommt es zu einer unzureichenden Bildung
von Proteasomen, auch wenn alle anderen Untereinheiten in ausreichender Menge gebildet
werden. Zudem weisen die Priproteasomen solcher Zellen eine lingere Halbwertszeit auf®'.

Folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Nomenklatur der verschiedenen

Untereinheiten des 20S Kerns.
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Nomenklatur der 208 Proteasom-Untereinheiten

Name Alternative Bezeichnung in Alternative Bezeichnung Genname
Saccharomyces cercvisiae in Sdugern in Sdugern
alphal C7, PRS2, Scll iota, PROS27 PSMAG
alpha2 Y7, PRES C3 PSMA2
alpha3 Y13, PRE9 cY PSMA4
alpha4 PREG Co, XAPC7 PSMA7
alpha5 PUP2Z, DOA3S Zeta PSMA5
alphaG PRE5 C2, PROS30 PSMAL
alpha7 C1, PRE10, PRSI 8 PSMA3
betal PRE3 Y, LMPY, Delta PSMB6
betali LMP2, RING12 PSMB9
beta2 PUP1 Z, MC14 PSMB7
beta2i MECLI1 PSMB10
beta3 PUP3 C10-11, Theta PSMB3
beta4 C11, PRE1 C7-1 PSMB2
beta5 PREZ, DOA3 X, LMPX, MB1, Epsilon PSMB5
betabi LMP7, RING10, Y2, C13 PSMBS
betat C5, PRE7, PRS3 c5 PSMB1
beta7 PRE4 N3, Beta PSM B4

Abb. 1.10: Uberblick iiber die Nomenklatur der Untereinheiten des 20S Proteasoms.

1.5.5. Spaltung von Proteinsubstraten des Proteasoms

Das Proteasom stellt eine multikatalytische Protease dar, deren insgesamt sechs proteolytische
Zentren unterschiedliche Spaltstellen bevorzugen. Durch Einschleusung fluorogener
Peptidsubstrate konnten den katalytischen Untereinheiten charakteristische proteolytische
Aktivitidten zugeordnet werden. Bl zeigt Caspase-dhnliche Aktivitit da sie hauptsdchlich
Substrate mit sauren Aminosduren spaltet. Die Untereinheit B2 spaltet vor allem C-terminal
nach basischen Aminosduren und zeigt damit Trypsin-dhnliche Aktivitit wohingegen die
Chymotrypsin-dhnliche Aktivitdt von B5 auf der Hydrolyse nach hydrophoben Aminosduren
beruht*. In vivo jedoch lisst sich diese strikte Zuteilung von Schnittpriferenzen nicht mehr
aufrechterhalten, jedoch gilt prinzipiell, dass konstitutive Proteasomen Peptide nach basischen,
sauren und hydrophoben Aminosduren favorisiert spalten. Die proteolytischen Zentren
beeinflussen sich gegenseitig in ihrer Aktivitit*.

Beim Immunproteasom fiihrt der Austausch der genannten beta-Untereinheiten zu einer

bevorzugten Spaltung von Proteinen nach hydrophoben und basischen Aminosduren und einem
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Riickgang der Spaltung nach sauren Aminosduren*’. Dieses Ergebnis korrespondiert mit der
o.g. bekannten Bevorzugung des TAP-Transporters von Peptiden mit hydrophoben und

basischen Aminosduren am C-Terminus.

1.5.6. Die regulatorischen Komplexe des Proteasoms

Das 20S Proteasom kann nur ungefaltete nicht ubiquitinylierte Proteine oder Peptide iiber einen
ATP-unabhéngigen Prozess degradieren. Die meisten Proteasomen in eukaryontischen Zellen
existieren in einer 26S Form, die sich aus dem 20S Proteasom und zwei regulatorischen 19S
Komplexen, die sich an die a-Ringe anlagern, den sog. Kappen oder PA700-Aktivatoren
zusammensetzt. Man unterteilt den 19S-Regulator in zwei Komponenten, die aus mehreren
Untereinheiten bestehen: die Basis (base) und den Deckel (lid). Der Basiskomplex setzt sich
aus zwei hochmolekularen Proteinen, Rpnl und Rpn2, und einem Ring aus sechs ATPasen,
Rptl bis Rpt6, zusammen. Der Ring mit den sechs ATPasen aus der Tripel - A - Familie lagert
sich in Gegenwart von ATP an den a-Ring des 20S Kerns an®’. Die ATPasen des 19S
Regulators besitzen eine ,,reverse Chaperon-dhnliche Aktivitit™, da sie Substrate entfalten, um
sie durch die a-Ringe zum katalytischen Zentrum des Kerns zu fiihren.

Die anderen acht Nicht-ATPase-Untereinheiten des 19S-Regulators formen den Deckel,
dessen genaue Funktionen nur teilweise verstanden wurden®®. Das 26S Proteasom ist in der
Lage intakte, ubiquitinylierte Proteine zu degradieren und wird im Nukleus ebenso wie
Zytoplasma gefunden. Es ist fiir etwa 70-90% der zelluldren Proteindedradation verantwortlich.

Neben der Bindung von zwei 19S Einheiten kann das 20S Proteasom auch 11S
Regulatoren binden. Die 118 Einheit wird durch INF-y induziert'” und scheint besonders an die
beiden Enden des Immunproteasoms zu binden, das wie oben beschrieben, ebenfalls nach
Stimulation mit INF-y gebildet wird. Sie besteht aus drei verschiedenen Untereinheiten, PA
28a, PA28B und PA28y, das auch als Ki Antigen bekannt ist. Sie bilden einen heptamerischen
o3Ps-Komplex™ und binden an die a-Ringe des 20S-Proteasoms. Im Gegensatz zum 19S-
Regulator interagiert der 11S-Komplex in einem ATP-unabhingigen Prozess mit dem 20S-
Proteasom. Der komplette Immunproteasom-Komplex degradiert somit Zielproteine auf einem
ATP- und Ubiquitin-unabhidngigen Weg und erhoht gleichzeitig die Rate der Degradierung von
Proteinen. Die 11S-Einheit wird wohl bendtigt, um spezielle Proteine, die besonders fiir die

Antigenprésentation geeignet sind zu produzieren. Man nimmt an, dass Proteine, die vom 26S-
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Proteasom abgebaut wurden, durch Proteasomen, die mit PA28 verbunden sind, erst zu den
Epitopen degradiert werden kénnen, die mit den MHC Klasse I Komplexen kompatibel sind™®.
Zudem kann es zur Bildung eines sog. Hybrid-Proteasoms kommen, welches aus einem
20S Kern und je einer 19S- und einer 11S-Regulatoreinheit besteht, das womdoglich in der Lage
ist, sowohl die Funktionen eines 26S-Proteasoms als auch eines Proteasoms mit 11S-

Regulatoren auszufithren”.

1.5.7. Das Ubiquitin-Proteasom-System

Die Ubiquitinylierung von Proteinen ermdglicht es dem 26S Proteasom spezifisch
Proteine zu degradieren, die fiir die Zerstorung gekennzeichnet sind. Drei essentielle Schritte
sind fiir die Ubiquitinylierung von Proteinen notwendig. Zundchst wird Ubiquitin ATP-
abhédngig durch das Ubiquitin-aktivierenden Enzyme E1 aktiviert. Dann transferiert eines von
verschiedenen Ubiquitin-konjugierenden Enzymen (E2 Familie) Ubiquitin auf ein Protein der
groBen E3- oder Ubiquitin-Ligase-Familie. Durch verschiedene Erkennungsmechanismen
iibertrdgt dann das E3-Enzym sein Ubiquitin auf das zu degradierende Substrat (Abb. 1.10).

Die 19S-Kappen wiederum besitzen eine Affinitit zu den poly-Ubiquitin-Ketten, mit
denen das Substrat kovalent verbunden ist, und beférdern es so in den Proteasom-Zylinder.
Diese ATPasen, die die Zielproteine entfalten, kontrollieren so den Zugang der Substrate zum
proteolytischen Kern des Proteasoms’".

Da der 20S Kern selbst keine ubiquitinylierten Proteine abbauen kann, vermutete man,
dass in den 19S Komplexen eine Ubiquitin-Isopeptidase verborgen sein muss, die das
Ubiquitin von den Substraten trennt. Sie wurde in der Rpnl Untereinheit des Deckels
entdeckt™.

Die Poly-Ubiquitinkette wird durch Deubiquitinierungs-Enzyme (DUB) in die
einzelnen Ubiquitin-Protine zerlegt (Abb. 1.11)>.

20



Einleitung

. peptides -

Ubi o e

“oa “substrate
. Ub)  Ubi )
AMP+PPi Ubi /
><ATF . .

Ubi e ¥
El E1 ~Ubi o v 208

L DUBs

= o - PA28 (REG)
substrate substrate ~Ubi > (substrate ~Ubi 205-PA28

\ v

proteolysis-independent functions

Abb. 1.11: Das Ubiquitin-Proteasom-System. Das Proteasom wird aus der 20S-Einheit mit entweder den 19S-
Regulatoren (PA700) oder den 11S-Regulatoren (PA28) gebildet. Das 20S-19S-Proteasom degradiert Proteine, die

durch die abgebildete Kaskade ubiquitinyliert wurden, das 20S-11S-Proteasom arbeitet Ubiquitin-unabhingig™.

1.5.8. Die Rolle des Proteasoms bei der B- und T-Zell Aktivierung

Die Immunreaktion wird durch eine groe Anzahl stimulierender und inhibierender

Regulatorproteine kontrolliert, deren Anzahl und Aktivitdt genau aufeinander abgestimmt sein

miissen. Das Proteasom ist eine unverzichtbare Komponente in diesem Regelkreis, da es die

Regulatorproteine nicht nur irreversibel eliminiert, sondern auch in ihre Synthese und

Aktivierung eingreift.

Ein zentraler Mediator der Aktivierung von Monozyten und Makrophagen ist der pro-

entziindliche Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear transcription factor binding to the B site of

the intronic promoter of the Igk chain). NF-kB induziert transkriptionell eine Reihe von

Zytokinen und Chemokinen. So zum Beispiel TNF, IL-1, IL-8, IL-6, MCP-1, die MHC I - a-

Kette und B2-Mikroglobulin. Des weiteren ist er fiir die Induktion von Adhidsionsmolekiilen
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wie VCAM-1 und ICAM-1 verantwortlich, die eine Migration von Entziindungszellen in den
Extravasalraum vermitteln™. NF-kB ist ein Uberbegriff fiir Transkriptionsfaktoren aus der Rel-
Familie und besteht aus zwei Untereinheiten, p65 und p50, die im Zytoplasma normalerweise
an einen inaktivierenden Faktor IkB gebunden sind. IkB wird nach Zellaktivierung durch
verschiedenste Stimuli wie LPS, UV-Strahlung oder Sauerstoffradikale durch die IKK (IxkB-
Kinase) phosphoryliert, wodurch die Ubiquitinierung durch die E3 Ligase getriggert wird.
Dadurch kann er anschlieend im 26S Proteasom abgebaut werden. Der aktivierte NF-xB wird
in den Nukleus transloziert, wo er an die Promotorregionen von proinflammatorischen Genen

bindet und die Entziindungsreaktion verstirkt™® (Abb. 1.12).

e

T

peptides

63 > 7
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Transkription von NF-kB 1-—___J

- abhangigen Genen

Abb. 1.12: Die Rolle des Ubiquitin-Proteasom-Systems bei der Aktivierung von NF-xB. Erhélt die Zelle
extrazelluldre Signale wie Stimulation durch TNF-a oder IL-2, erfolgt eine Aktivierung der IKK-Kinase. IKK
phosphoryliert den inaktivierenden Faktor IkB, der an das p65/p50 NF-kB dimer gebunden ist. Der

phosphorylierte NF-kB-Komplex wird durch die E3-Ligase ubiquitiniert und durch das 26S-Proteasom degradiert.
Dabei wird das p65/p50-Dimer freigesetzt, welches in den Nukleus transloziert und dort an spezifische Promotor-

Regionen bindet und die Transkription proinflammatorische Gene induziert’’.
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Auch fiir die Synthese der p50-Untereinheit von NF-xkB wird das 26S-Proteasom
benotigt, indem es den Precursor pl105 zur aktiven NF-kB Einheit p50 degradiert. Es hat somit
nicht nur fiir die Aktivierung, sondern auch fiir die Generierung von NF-kB Bedeutung.

Eine Reihe anderer Transkriptionsfaktoren, die eine Rolle bei Entziindungsvorgingen
spielen, werden durch proteasomalen Abbau degradiert. Die Inhibierung von Proteasomen
miisste zur Akkumulation dieser Transkriptionsfaktoren auf Proteinebene fiihren, was nach
heutiger Annahme eine Desensibilisierung der Zellen fiir eine Aktivierung zur Folge hat.
Dartiber hinaus scheinen Makrophagen und Monozyten nach Blockade des Proteasoms in
Apoptose iiberzugehen. Dies wird erkldart durch eine Akkumulation von potentiell
zytotoxischen Proteinen, die normalerweise abgebaut werden miissten. Damit werden
Entziindungszellen eliminiert.

In den letzten Jahren wurden eine Reihe relativ spezifischer Proteasomen-Inhibitoren
entwickelt.  Proteasomen-Inhibitoren = wurden  erfolgreich in  Tiermodellen zur
Organtransplantation eingesetzt, wo sie AbstoBungsreaktionen verhindern konnten. Zudem sind
gewisse Erfolge in Tumorstudien zu verzeichnen.

In die Funktion des Immunproteasoms ist auch das Enzym Leucin Aminopeptidase

involviert.

1.6. Chronisch Entziindliche Darmerkrankungen

1.6.1. Morbus Crohn und Colitis ulcerosa

Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU) sind chronisch entziindliche Erkrankungen des
Darmes (CED). Beide Erkrankungen zeigen einen Haufigkeitsgipfel zwischen dem 20. - 40.
Lebensjahr, wobei Morbus Crohn eine Inzidenz von ungefdhr 3/100 000 aufweist und bei
Colitis ulcerosa ca. 4 Neuerkrankungen pro Jahr auf hunderttausend Personen hinzukommen.

Die Forschung nach den dthiopathogenetischen Faktoren, die fiir die Entstehung von
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen verantwortlich sein kdnnten, konnte kiirzlich neue
Ergebnisse erbringen.

Friiheren Annahmen zufolge war die Erkrankung an CED ein multifaktorielles
Geschehen, in dem Erndhrungsgewohnheiten genau so eine Rolle gespielt haben, wie

58,59

Umwelteinfliisse und Infektionserkrankungen Des weiteren stellt Rauchen einen
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Risikofaktor fiir einen aggressiveren Krankheitsverlauf und postoperative Rezidive des Morbus
Crohn dar, wohingegen fiir Colitis ulcerosa ein protektiver Effekt auf die
Krankheitsmanifestation gezeigt werden konnte.

Sicher ist hingegen, dass polygenetische Ursachen fiir die Entstehung von Morbus
Crohn verantwortlich sind. So konnte an familidren Untersuchungen und Konkordanzstudien
an Zwillingspaaren gezeigt werden, dass monozygote Geschwister bei Erkrankung ihres
Zwillings ein im Vergleich zur Durchschnittsbevolkerung 15 - 35fach erhohtes Risiko haben,
an Morbus Crohn zu erkranken®. Man vermutet, dass auf den Chromosomen 12 und 16,
eventuell auch auf den Chromosomen 3, 7 und 11 derartige Risikoregionen liegen.

Neueren Studien zufolge kdnnen Mutationen auf dem CARDI15/ NOD2-Gen eine

61,62

wichtige Rolle bei der Entstehung von Morbus Crohn spielen’ °“. Besonders Mutationen des

CARD15/NOD2-Gens (caspase recruitment domain-containing protein) sind mit einer erhohten
CED-Erkrankungshiufigkeit, fritheren Erstmanifestationen und Stenosenbildung assoziiert®>**,
Mittels verschiedener Methoden konnten im nicht entziindetetn Kolon Makrophagen als
einzige Zellen identifiziert werden, in deren Zytoplasma CARD15/NOD2 vorhanden war®.
Des Weiteren konnte eine erhohte Exprimierung von CARD15/NOD2 in Makrophagen und
intestinalen Epithelzellen von MC-Patienten nachgewiesen werden. Die Penetranz ist jedoch
sehr gering. Weniger als zehn Prozent aller Tréger von 2 CARD15 Risiko-Allelen entwickeln
Morbus Crohn, was bedeutet, dass Umweltfaktoren und andere genetische Muster ebenso eine
Rolle spielen und CARDI15/NOD2 Mutationen nicht als einzige Determinante bei der
Krankheitsentstehung von MC gewertet werden kénnen®.

Beide Erkrankungen zeigen erhebliche Uberschneidungen in Symptomatik und
extraintestinalen Begleiterkrankungen, aber auch eindeutige Unterschiede hinsichtlich des
Befallsmusters des Darms und des makroskopischen und histologischen Erscheinungsbildes.

So kénnen beide Erkrankungen Allgemeinbeschwerden wie Fieber, Appetitlosigkeit mit
Gewichtsverlust, Ubelkeit und Schwichegefiihl hervorrufen. Des weiteren konnen diffuse bis
krampfartige Abdominalschmerzen und blutige Diarrhoen mit einer Stuhlfrequenz von 10-20
pro Tag auftreten. Extraintestinale Manifestationen sind wahrscheinlich auf die ablaufenden
Immunprozesse zurlickzufiihren und koénnen sich z.B. als fettige Degeneration des
Leberparenchyms, Pericholangitis, Aphten der Mundschleimhaut, Erythema nodosum,
Arthritiden oder Entziindungen der Augen manifestieren.

Der Darmwandbefall des Morbus Crohn zeigt eine diskontinuierliche Entziindung mit

scharf begrenzten, tiefen Ulzerationen und kann den gesamten Verdauungstrakt betreffen,
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jedoch ist ein Befall proximal des Ileums eher selten. Alle Schichten der Darmwand
einschlieBlich der Muskularis und Serosa, konnen von entziindlichen Infiltraten durchsetzt sein,
die Bildung nicht-verkdsender Granulome ist moglich. Oft ist der Beginn der Erkrankung
schleichend, im Verlauf kommt es zu Erkrankungsschiiben mit inkompletten Remissionen.
Komplikationen kénnen auftreten, wenn es zu Darmobstruktionen aufgrund von entziindlich-
fibrotischen Darmwandverdickungen oder zu Fistel- oder Abszessbildungen kommt. Eine
kurative Operation ist nicht moglich, weshalb die Indikation zur Resektion befallener

Darmabschnitte sehr zuriickhaltend gestellt werden sollte.

Dinndarm

Rektum
Anus

Rektum

Sigma Sigma

AbD. 1.14.: Befallsmuster des Morbus Crohn. Bei 1/3 der Patienten ist nur das terminale Ileum befallen (A), bei
1/3 der Patienten sind sowohl Ileum als auch Kolon befallen (B) und bei 1/3 der Patienten ist ausschlieBlich das
Kolon befallen (C). Ein zusitzlicher Befall der Speiserdhre, des Magens und/oder Duodenums findet sich in 3-5%
wohingegen eine Beteiligung des Rektums in 11-20% der Félle auftreten kann. Mit 30-40% sehr héufig sind

anorektale Erkrankungen wie Analfisteln, Analfissuren und Abszesse.

Die Colitis ulcerosa bleibt auf das Kolon beschrinkt, wobei das Rektum in den meisten
Féllen Ausgangspunkt der Erkrankung ist. Die Entziindung der Darmwand bleibt auf Mukosa
und Submukosa beschrankt und zeigt flache, sich kontinuierlich ausbreitende Ulzerarionen.
Der Beginn der Erkrankung verlduft oft akut, zwischen den einzelnen Schiiben kann es aber zu
kompletten Remissionen kommen. Ein chronischer Verlauf ist anders als beim M. Crohn
selten, das Risiko der Entwicklung eines Kolonkarzinoms liegt jedoch bei ca. 10%. Eine
kurative Behandlung durch eine totale Kolektomie ist moglich, sollte jedoch die Ultimo ratio

darstellen.
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totale (Pan-) Colitis
10-20 %
linksseitige Colitis
30-40 %

Backwash - lleitis
(sehr selten)

Proktitis
30-40%

Abb. 1.15: Befallsmuster des Darms bei Colitis ulcerosa. In ca. 2/3 der Félle sind entweder nur das Rektum oder
das linksseitige Kolon befallen. Zu einer Entziindung des gesamten Kolons (Pancolitis) kommt es nur in 10 - 20 %
der Fille. Noch seltener ist die Backwash - Ileitis, bei der es zu einem Ubergreifen der Entziindung auf das

terminale Ileum kommt.

Eine kurativ-medikamentdse Therapie ist fiir keine der beiden Erkrankungen bekannt. Zur
symptomatischen Behandlung eines akuten Schubs und der Remissionsbehandlung werden 5-
Amino-Salizylsdure und Glukokortikoide, Immunsuppressiva wie Azathioprin oder Ciclosporin
eingesetzt. Ein neuerer Ansatz ist der Versuch, Antikérper gegen den Tumor-Nekrosefaktor
einzusetzen. Die Krankheitsaktivitit konnte dadurch zwar bei vielen Patienten fiir sechs
Wochen bis zu sechs Monaten vermindert werden. Da die Kosten dieser Behandlung jedoch

sehr hoch sind, wird sie erst nach Ausschopfung aller anderen Mdglichkeiten eingesetzt.

1.6.2. Storung des Gleichgewichts des intestinalen Immunsystems bei chronisch

entziindlichen Darmerkrankungen

Die besondere Stellung des intestinalen Immunsystems beruht auf der Gradwanderung
zwischen Toleranz gegeniiber den Antigenen und Pathogenen des Darminhalts und
kontrollierter Immunreaktion zum Schutz vor Pathogeninvasion. Zum einen diirfen
Nahrungsbestandteile nicht als zu eliminierende Pathogene erkannt werden, zum anderen
miissen potentielle Noxen mdglichst frithzeitig durch eine spezifische Immunantwort bekdmpft

werden.
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Zu den wichtigsten zelluliren Komponenten des intestinalen Immunsystems gehdren
intestinale Makrophagen, sowie die intraepithelialen (IEL) oder die in der Lamina propria
gelegenen (LPL) Lymphozyten. Dariiber hinaus spielen aber auch intestinale Epithelzellen
(IEZ), intestinale Myofibroblasten und glatte Muskelzellen, intestinale Mastzellen und
Endothelzellen eine Rolle. Die zelluldren Komponenten des intestinalen Immunsystems bilden
eine komplizierte Netzwerkstruktur. Sie sind auf Zell-Zell-Interaktion und -Kommunikation
zur Funktionserhaltung des intestinalen Immunsystems angewiesen. Fiir diese notwendige
Kommunikation produzieren sie eine Reihe von Interleukinen und Zytokinen.

Bei der Steuerung des intestinalen Immunsystems in der normalen Mukosa existiert ein
Gleichgewicht von pro-entziindlichen (z.B. IL-1, IL-6, TNF) und anti-entziindlichen (z.B. IL-
10, IL-4)°® Faktoren. Bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ist dieses Gleichgewicht
zwischen pro-entziindlichen und anti-entziindlichen Zytokinen gestdrt, ein Uberwiegen der
entziindungsfordernden Mechanismen wurde beschrieben®: 7% .

IL-4 und IL-13 sind Makrophagen-inhibierende Ty2-Zytokine’> . Im Zusammenhang
mit chronischen Darmentziindungen gelten sie als antiinflammatorisch. Vor allem IL-4 spielt
im Immunsystem des Darmes eine entscheidende Rolle’®. Bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen sind reduzierte IL-4-Level auf Protein- und mRNA-Ebene gefunden
worden. Das bestitigt die Annahme, dass immunsupressive und antiinflammatorische
Mechanismen bei diesen Erkrankungen gestért sind”.

IL-6 ist ein proinflammatorisches TH1-Zytokin, das von mononukledren Phagozyten,
vaskuldren Endothelzellen, Fibroblasten und anderen Zellen als Antwort auf mikrobielle
Antigene produziert wird. Bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen des Menschen
werden erhohte IL-6-Konzentrationen sowohl in mukosalen Biopsien als auch im Serum
gefunden”® 77879,

IL-10 gilt als antiinflammatorisches Zytokin und unterdriickt die Zytokinfreisetzung
von TH1-Zellen und Makrophagen, bei letzteren besonders die Sekretion proinflammatorischer
Zytokine wie IL-6, TNF und IL-12%. IL-10 scheint gerade im Darm eine wichtige Rolle zu
spielen, da IL-10 defiziente Méuse eine Entziindung des Darmes erleiden, die durch Gabe von
IL-10 verhindert werden kann.

TNF ist ein wichtiger Mediator der Immunantwort gegeniiber Gram-negativen
Bakterien. Es wird hauptsidchlich von mononukledren Phagozyten wie Makrophagen

produziert. Bei IBD werden erhohte TNF-Level gemessen®! ** . Im Kolitis-Modell mit IL-10
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defizienten Mausen wurde ebenfalls eine erhohte TNF-Expression in Kulturen aus Darmzellen
festgestellt™,

INF-y wird u.a. von Tyl-Zellen exprimiert. Es aktiviert Makrophagen, indem es ihre
Féahigkeit zur Zerstorung intrazelluldrer Erreger erhoht. Des weiteren triggert INF-y die
Entwicklung von CD4"-T-Zellen zu Tyl-Zellen und es unterdriickt die Differenzierung von
Ty2-Zellen. Erstaunlicherweise wird auch immer wieder beschrieben, dass INF-y von
verschiedenen Populationen regulatorischer T-Zellen gebildet wird®™ *¢ #7- ¥ 8 Bej MC ist

INF-y in der intestinalen Mukosa vermehrt vorhanden’® '

, wobei keine Erhéhung im Serum
festgestellt werden kann®>.

Das Monozyten-Makrophagen-System tridgt wesentlich zur Synthese von Proteasen,
Sauerstoffradikalen und Stickoxiden in der intestinalen Mukosa bei. Die Freisetzung von
Sauerstoffradikalen ist im akuten Schub der Entziindung vermehrt. Diese sowie andere
Mediatoren kdnnen zu einer lokalen Gewebeschddigung fiihren.

Die Rolle der intestinalen Myofibroblasten und glatten Muskelzellen ist bisher wenig
untersucht. Thre mogliche Bedeutung fiir das intestinale Immunsystem wird durch die
Fahigkeit, Akute-Phase-Zytokine wie IL-6 oder Chemokine wie IL-8 und MCP-1 in groB3en
Mengen zu sezernieren, unterstrichen.

Alle Konzepte zur Pathogense chronisch entziindlicher Darmerkrankungen gehen zwar
von einer unterschiedlichen Initiierung der Entzlindung aus, sie stimmen jedoch darin {iberein,
dass alle ausldsenden Faktoren schlieBlich in die genannte Uberaktivierung des Immunsystems

munden.

1.6.3. Intestinale Makrophagen bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

In der Mukosa von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) gibt es
eine vom gesunden Darm abweichende Makrophagenpopulation. Doe und Mitarbeiter konnten
eine Population von Makrophagen aus der Mukosa von Patienten mit CED mit deutlich héherer
LPS-Rezeptor Expression nachweisen’. In der Entziindung sind etwa 30-40% der Mukosa-
Makrophagen CD14 positiv’". Mahida und Mitarbeiter konnten die Prisenz des Fcy III-
Rezeptors bei CED mit Hilfe immun-histochemischer Methoden und an isolierten Zellen

nachweisen. Die entziindungs-assoziierte Makrophagenpopulation exprimiert auch die T-Zell-
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kostimulatorischen Molekiile B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86), die auf intestinalen Makrophagen

aus normaler Mukosa ebenfalls nicht nachweisbar sind’®.

Neben der Verdnderung im Antigenmuster entziindungsassoziierter Makrophagen ist
auch eine Anderung des Aktivierungszustandes der Zellen nachgewiesen worden. Wihrend der
intestinalen Entziindung zeigt sich eine Aktivierung von NF-kB’’. Des weiteren wird in
intestinalen Makrophagen wihrend der Entziindung vermehrt Cathepsin D exprimiert und es ist

eine erhohte NADPH-Oxidase-Aktivitit nachzuweisen' ',

Somit existieren in der Mukosa von Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen mindestens zwei verschiedene Populationen von Makrophagen, von denen

eine einen erhohten Aktivierungszustand aufweist.
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2. Arbeitsziele

Die spezifische Differenzierung der Makrophagen im Intestinum bringt einen besonderen
Phénotyp hervor, der in dieser Form in keinem anderen Organ des Menschen existiert.
Intestinale Makrophagen aus normaler Mukosa zeigen keine Sektretion von IL-1 oder TNF.
Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass LPS-Rezeptoren (TLR4 und CDI14) auf IMAC nicht
exprimiert werden. Auflerdem konnen normale IMAC keine T-Zellreaktionen induzieren, da
sie keine fiir die T-Zell-Expansion notwendigen ko-stimulatorischen Molekiile (CD80 und
CD86) aufweisen. Diese Daten weisen auf einen anergen IMAC-Typ in der normalen Mukosa
hin.

In Vorarbeiten wurde zundchst mittels des Erkennungsmarkers CD33 eine
Makrophagenpopulation isoliert und aufgereinigt. Wahrend der intestinalen Entziindung zeigte
sich eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF- kB in IMAC, der in der Lage ist, eine

Reihe proentziindlicher Gene zu induzieren.

Zum Vergleich der differentiellen Genexpression von entziindungsassoziierten und
normalen intestinalen Makrophagen wurde ein subtraktives Screening, eine Methode der
,representative differential analysis (RDA)*“ durchgefiihrt. Hierbei erhielt man bei den
entziindungsassoziierten IMACS versus den normalen IMACs am haufigsten das ,,monocyte
chemoattractant proteinl (MCP-1)“, gp91, eine Untereinheit der NADPH-Oxidase und
Cathepsin D. Auch die Toll-like-Rezeptoren (TLR) 2 und 4 werden auf normalen IMAC nicht

exprimiert, wohl aber auf entziindungsassoziierten Makrophagen®®.

Wihrend der Differenzierung von Blutmonozyten zu normalen IMACs konnte eine
Induktion spezifischer Gene nachgewiesen werden. Dazu gehort MIP3a, das dazu dient, den
Kontakt zwischen IMACs und CD45R0-memory-T-Zellen herzustellen”, gp96, das
moglicherweise auch Toleranz-induzierende Eigenschaften besitzt, und TANK, ein Antagonist

des TNF-Signalweges, der zur Anergie der IMAC beitragt.

Zudem wurden von der Arbeitsgruppe im Vorfeld dieser Arbeit subtraktive
Hybridisierungs-Versuche mittels Affymetrix GeneChip® Analysen durchgefiihrt, um
differenzierungsspezifische Gene fiir intestinale Makrophagen zu identifizieren. Dabei wurde
cDNA von in vitro differenzierten Makrophagen von der cDNA von Makrophagen, die aus

nicht entziindeten Ddrmen isoliert wurden, subrtrahiert. Es zeigte sich, dass praktisch alle
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Proteasomen- Untereinheiten der in vitro differenzierten Makrophagen héher exprimiert waren

als die der IMACs aus normaler Mukosa.

Daher lag es nahe anzunehmen, dass IMACs auch deshalb anerg sind und
zunichst keine Entziindungsreaktionen vermitteln, weil die Ubiquitinierung und die

proteasomale Maschienerie herabreguliert sind.

Diese Hypothese soll mittels quantitativver PCR (Tagman®) bestitigt werden. Fiinf
ausgewihlte Gene, die die Proteasomen-Untereinheiten ATPase 2, beta 2, beta 5, MECL-1 und
LMP7 kodieren, wurden dafiir in IMACs aus normaler und entziindeter Mukosa und in IMACs

aus der Mukosa von Sigmadivertikulits-Patienten auf ihre Expression hin untersucht.

Insbesondere sollte die Expression der konstitutiven Untereinheiten beta 2 und beta 5
mit der Expression ihrer INF-y induzierbaren Homologe MECL-1 und LMP7 in IMACs aus

entziindeter bzw. nicht entziindeter Mukosa miteinander verglichen werden.

Zusétzlich wurden Blutmonozyten aus CED Patienten und gesunden Kontrollen
beziiglich der Expression der proteasomalen Untereinheiten mittels Tagman® untersucht, um
die Schritte bei der gewebsspezifischen Differenhierung genauer nachvollziehen zu konnen.
Hierbei wurde auch beriicksichtigt, ob sich die Patienten in Remission oder unter Steroid-

Medikation befanden.

Um die Ergebnisse des Tagman® zu bestitigen wurde eine Immunhistochemische
Farbung mit Vector Red® angefertigt, um proteasomale Untereinheiten in entziindeter und

nicht entziindeter Mukosa sowie in Mukosa bei Sigmadivertikulitis nachzuweisen.

Zudem wurden flir ausgewihlte Proteasomen-Untereinheiten Western Blot Analysen

aus Gesamtproteinlysaten aus entziindeter und normaler Mukosa durchgefiihrt.

Anschlieflend wure mittels eines Proteasomenfuntionstests die Proteasomenaktivitit in

den Gesamtproteinlysaten untersucht.
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3. Material

3.1. Herkunft von Material und Geriiten

3.1.1. Chemikalien und Enzyme

Bovines Serumalbumin (BSA)

Biomol

Dithiothreitiol (DTT) Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
DMEM Kulturmedium PAA Laboratories GmbH, Pasching
DNase I Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
DNase I, RNase free Quiagen GmbH, Hilden

dNTP Mix Promega, Madison, USA

EDTA Roth, Karlsruhe

Ethanol Merck, Darmstadt

Fetales Kélberserum (FCS)

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Ficoll LSM 1077 Lymphozyte

PAA Laboratories GmbH, Pasching

Gibeco' " HBSS mit CaCl, + MgCl,

Invitrogen, Karlsruhe

Human GAPDH (20x) PE Applied Biosystems, Warrington, UK
Hyaluronidase Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Kollagenase Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt

PBS-Dulbecco (1x) mit Ca™ und Mg*"

Biochrom AG, Berlin

Random Primer

Promega, Madison, USA

RNase free water

Quiagen GmbH, Hilden

RNase ZAP®

Ambion® Inc., Huntingdon, UK

SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard

Invitrogen, Karlsruhe

B-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt

Tris

Merck, Darmstadt

Tris-HCI

Merck, Darmstadt
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3.1.2. Verbrauchsmaterial

Agarosegel 1,2%

Invitrogen, Karlsruhe

DAKO Pap-Pen

DakoCytomation, Glostrup, Danemark

MACS MS Separation Columns

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Nitrocellulose/Filter Papier Sandwich

Invitrogen, Karlsruhe

NuPAGE® Novex Bis-Tris Gel

Invitrogen, Karslruhe

Objekttriger SuperFrost® Plus

Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig

PCR Tubes, 0,5 ml

Biozym, Oldendorf

Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Costar® Corning Inc., Corning USA

Pipettenspitzen

Sarstedt, Niirnberg

Polypropylenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg

Reaktionsgefasse

Eppendorf, Hamburg

Rontgenfilm Hyperfilm ECL

Amersham Biosciences, Freiburg

Schraubdeckelgefdsse (1,5 ml)

Eppendorf, Hamburg

384-Well-Platte

Abgene, Epsom, UK

Zellsieb, 70 um

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg

3.1.3. Gerite

Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Waldbronn

Bayonet electrode cartridge

Agilent Technologies, Waldbronn

Biofugel5 Zentrifuge

Heraeus Sepatech, Hanau

Digitalkamera, PowerShot G2

Canon, Lake Success, USA

Durchlichtmikroskop

E. Leitz, Wetzlar

Elektrophoreseapparatur

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein

Elektrophoresekammer XCell SureLock™, Invitrogen, Karlsruhe
IKA Vortex Mixer Agilent Technologies, Waldbronn
Megafuge Zentrifuge Heraeus Sepatech, Hanau

33




Material

Mikroskop

Olympus, Stuttgart

Millipore Wasser-Filtrationsanlage

Millipore, Eschhorn

Neubauer-Zahlkammer

Brand, Wertheim

pH-Meter wiss. Tech. Werkstatt, Weilheim
Pipetboy IBS Integra Biosciences, Fernwald
Pipetten Eppendorf, Hamburg

Rontgenfilmentwickler, Curix 60

Agfa, Mortsel, Belgien

Schiittelgerat, HS 250

Janke & Kunkel, Staufen

Skalpell pmf, Kdln
SuperMACS Magneten Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Thermocycler TRISTAR Biometra, Gottingen

Thermomixer, 5436

Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge, Centrifuge 5415D

Eppendorf, Hamburg

UV-Lampe, UVT-20M

Herolab, Wiesloch

Vortex

Heidolph, Kehlheim

Waage Sartorius excellence E1200 S

Sartorius, Géttingen

Waage, sartorius laboratory L 6200 S

Sartorius, Goéttingen

Wasserbad, Liquitherm FV

Labora, Mannheim

3.2. Fertigkombinationen von Biochemikalien

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

deren Bezugsquellen in folgender Tabelle zusammengefasst. Kits, die Oligonukleotide enthalten,

sind mit einem Buchstaben gekennzeichnet. Die jeweiligen Oligonukleotide sind unter 3.3

zusammengefasst.

Advantage® cDNA Polymerase Mix (10x

Puffer + Advantage®-Polymerase)

BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA

ChemMate Target Retrieval Solution,
Ready-to-use

Dako Cytomation, Glostrup, Danemark
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ECL Plus Western Blotting Detection

Reagens

Amersham Biosciences, Freiburg

Gene Checker ™ Kit (A)

Invitrogen, Karlsruhe

MicroBeads (MACS Beads)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

20S Proteasome Activity Assay Kit

Chemicon International, Hamphsire, UK

Re-Blot Plus Western Blot Recycling Kit

Chemicon, Hampshire, UK

Reverse Transcription System

Promega, Mannheim

RNA 6000 Pico Assay Kit Agilent Technologies, Waldbronn
RNase-Free DNase Set Quiagen GmbH, Hilden
Rneasy Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden

Tagman® Universal PCR Master Mix

Applied Biosystems, Warrington, UK

Vectastatin® ABC Kit

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA

Vector® NovaRED Substrate Kit

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA

3.3. Oligonukleotide

3.3.1. Oligonukleotide fiir qualitative PCR

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide aus Fertigkomponenten (3.2) von

Biochemikalien sind in folgender Tabelle zusammengefasst und mit einem Buchstaben

gekennzeichnet. Die jeweiligen Kits sind unter 3.2 zusammengefasst:

(A) GAPDH upstream

5-TTA GCA CCC CTG GCC AAG G -3°

(A) GAPDH downstream

5°- CTT ACT CCT TGG AGG CCA TG -3°

(A) 5’ Actin upstream

5°- GCT CAC CAT GGA TGA TGA TAT CGC -3°

(A) 5" Actin downstream

5'- GGA GGA GCA ATG ATC TTG ATCTTC -3

(A) 3" Actin upstream

5°- GAA GAT CAA GAT CAT TGC TCC TCC -3°

(A) 3" Actin downstream 5°- CTG GTC TCA AGT CAG TGT ACA GG -3°

(A) 6K Clathrin upstream 5°- GAC AGT GCC ATC ATG AAT CC -3°

(A) 6K Clathrin downstream |5 -TTT GTG CTT CTG GAG GAA AGA A -3°
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(A) 2K Clathrin upstream 5- GCT CAC ATG GGA ATG TTC AC -3°

(A) 2K Clathrin downstream |5 - ATG TTG TCA AAG TTG TCA TAA G -3°

3.3.2. Oligonukleotide fiir Real-time PCR

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma MWG bezogen.

ATPase 2 upstream

5-CTT TGG TCC ACC CGG TAC AG -3°

ATPase 2 downstream

5’- CGA ATG AAG CAC GCA TCA GT -3’

ATPase 2 Probe

5- AAG ACA CTC TGT GCG CGG GCA GTT -3°

beta 2 upstream

5-TCG GAC CCC ATA TCA TGT GA -3°

beta 2 downstream

5-CGC TGG CCCTTC ATG CT -3’

beta 2 Probe

5-CCT CCT CCT GGC TGG CTATGA T -3°

beta S upstream

5’- GGA AGT GGA GCA GGC CTA TG -3’

beta 5 downstream

5- GCATCT CTG TAG GTG GCT TGG T -3’

beta 5 Probe

5- TCT GGC CCG TCG AGC CAT C -3’

MECI - 1 upstream

5’- TCT GGG CGC CGA TAC G -3’

MECI - 1 downstream

5- GGA TCT TCT CGC AGC TCT TGT C -3’

MECI -1 Probe

5’- CCA CTA ACG ATT CGG TCG TGG C -3°

LMP 7 upstream 5’- GCC TGC TGG CCA AGG AAT -3’
LMP 7 downstream 5’- GCT GCC GAC ACT GAA ATA CGT -3’
LMP 7 Sonde 5’- CAG GCT GTA CTA TCT GCG AAATGG A -3’

3.4. Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten kommerziell erhiltlichen Antikdrper und Seren sind in
folgender Tabelle unter Angabe des Konjugates, des Spenderorganismus, des Klons und des

Herstellers zusammengefasst:
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Antikorper Konjugat | Spender Klon Hersteller
anti-CD33 Micro Maus IgG;, |P67.6 Miltenyi, Bergisch Gladbach
Beads monoklonal
anti-ATPase 2 ohne Kaninchen |keine Affinity Research Products,
polyklonal | Angabe Exeter, UK
anti-beta 2 ohne Maus keine Affinity Research Products,
monoklonal | Angabe Exeter, UK
anti-beta 5 ohne Kaninchen |keine Affinity Research Products,
polyklonal | Angabe Exeter, UK
anti-MECI - 1 ohne Kaninchen |keine Affinity Research Products,
polyklonal | Angabe Exeter, UK
anti-beta 2 / MECI-1 | ohne Kaninchen |keine Affinity Research Products,
polyklonal | Angabe Exeter, UK
anti-LMP 7 ohne Maus keine Affinity Research Products,
monoklonal | Angabe Exeter, UK
Negative Control ohne Kaninchen |keine DakoCytomation, Hamburg
Rabbit Angabe
Immunglobulin
Fraction
Mouse IgG1 ohne Maus keine DakoCytomation, Hamburg
Negative Control Angabe
Goat anti-rabbit Biotin Ziege keine Sigma-Aldrich Chemie,
Angabe Steinheim
Goat anti-mouse Biotin Ziege keine Dianova, Hamburg
Angabe
Goat anti-rabbit HRP Ziege keine Santa Cruz Biotechnology,
Angabe Inc.
Goat anti-mouse HRP Ziege keine Santa Cruz Biotechnology,
Angabe Inc.
Mouse anti-Actin ohne Maus C4 Chemicon
monoklonal
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3.5. Rekombinante Proteine

Protein Gewicht Hersteller

ATPase 2 (PSMC2) 49,8 kDa ProSci Incorporated, Poway,
California

MECL-1 (PSMB10) 55,77 kDA (30 kDa + Abnova (Taiwan) Corp., Taipei,

GST tag) Taiwan

LMP7 (PSMBS) 37,11 kDa (+ GST tag) | Abnova (Taiwan) Corp., Taipei,
Taiwan

MsX Actin 42 kDa Chemicon

3.6. Puffer

3.6.1. Losungen fiir die Makrophagenisolation

PBS (10x) NaCl 80 g
KCl 2g
Na,HPO, x 7 H,O 21,6 g
KH,PO4 2¢g
H,0, pH 7,2 einstellen ad 11
MACS Puffer EDTA 0,5 M, pH 8,0 0,5 ml
BSA Stufe IV oder V 025¢g
PBS ad 50 ml

Sterilfiltrieren und entgasen.
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3.6.2. Losung zur Proteingewinnung fiir den Western Blot

RIPA Puffer (2x) Tris IM S5ml
NaCl 5SM 3ml
Desoxycholsdure lg
Triton-X-100 1 ml
SDS 10% 500 pl
DEPC- H,0O ad 50 ml

Das Konzentrat wurde 1:2 mit DEPC-H,O verdiinnt und mit einer Complete Mini Tablette
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) versetzt.

3.6.3. Losungen fiir den Western Blot

NuPAGE® MES SDS Running Buffer Invitrogen, Karlsruhe
NuPAGE® Transfer Buffer (20x) Invitrogen, Karlsruhe
Waschpuffer fiir Western Blot 1,42 1 Millipore Wasser
2 ml TWEEN 20
40 ml Tris 0,5 M

40 ml NaCl 5 M
Blockierldsung fiir Western Blot 100 ml Waschpuffer (s.o.)

5 g Magermilchpulver
3 gBSA
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3.7. DNA-Grossenstandard

Die Grossen der Nukleinsdurebruchstiicke der in dieser Arbeit verwendeten Groflenstandards
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus und GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (MBI Fermentas, St.

Leon-Rot) sind im Folgenden aufgelistet:

100 bp DNA Ladder Plus 1 kb DNA Ladder

bp bp
— 3000
2000
1500
1200
~ 1000
— Y00
— 800
— T
— 500
— 500
— 400
= 300

— 200

— 100

3.8. RNA-Groflenstandard

Die RNA 6000 Leiter (Ambion®, Huntingdon, UK) wurde als GroBenstandard flir den Agilent
2100 Bioanalyzer verwendet. Sie besteht aus sechs verschiedenen Transkriptionsprodukten

unterschiedlicher Langen:

0.2,0.5,1.0,2.0,4.0 und 6.0 kb.
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3.9. Protein-Grofienstandard fiir den Western Blot

Der SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen, Karlsruhe) besteht aus 10 Proteinen: 8
blau- und 2 rot-gefdrbte im Bereich von 4 kDa bis 250 kDa abhingig vom Puffer-System. Er
ermOglicht die Auswertung der Qualitdt des Proteintransfers und die Abschétzung der Gréfen

von Proteinproben.

Protein Approximate Molecular Weights (kDa)
188
= | Myosin
Phospharylase
G2
7 |BSA
) 49
Glutarmic
Dehydrogenase 78
Alcohol Dehydrogenase
28
Carbonic Anhydrase
s | Myoglobin Red 17
S Lysozyme 14
Aprotinin f
Insulin, B Chain 3
MNuPAGE" Novex NulP AGE?
Bis-Tris 4-12% Cel MES
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4. Methoden

4.1. Gewinnung und Kultivierung primérer humaner Zellen

In dieser Arbeit wurden differenzierungsspezifische und entziindungsinduzierte Proteine

intestinaler Makrophagen identifiziert und funktionell charakterisiert. Voraussetzung fiir die

Durchfiihrung der phénotypischen und funktionellen Untersuchungen war die Isolation der dazu

erforderlichen reinen Zellpopulationen von priméren humanen Makrophagen der Lamina propria

aus Darmresektaten:

6 Kontrollen, keine CED, IMAC aus gesunder Schleimhaut von Darmresektaten bei

Tumorerkrankungen
Patient Datum Diagnose 0)
62j. 4 | 17.08.2005 | Rektum Ca Rezidiv Rektumexstripation
77i. 8 | 13.04.2005 | Rektum Ca Rektumresektion
82j. 9| 15.04.2005 | Rektum Ca Rektumresektion
72j. 4| 18.04.2005 | Rektum Ca Rektumexstripation
61j.3 | 21.04.2005 | Rektum Ca Lap. Rektumsresektion
75j. 9 | 22.04.2005 | Colon Ca Hemicolektomie
5x IMAC bei Sigmadivertikulitiden
Patient Datum Diagnose op
66j. 3 | 28.04.2005 | Sigmadivertikulitis Sigmaresektion
61j. 3 | 24.11.2005 | Sigmadivertikulitis Sigmaresektion
69i. 3| 09.12.2005 | Sigmadivertikulitis Sigmaresektion
65j. 3 | 07.02.2006 | Sigmadivertikulitis Sigmaresektion
65j. 3 | 26.10.2005 | Divertikulitiden Lap. Sigmaresektion
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8x IMAC bei CED aus entziindeten und nicht entziindeten Bereichen

Patient Datum Diagnose 0)

36j. 9| 15.06.2005 | CU Kolektomie

433. 34| 06.09.2005 | CU Prokto-Kolektomie

23j. 4| 21.09.2005 | CU Prokto-Kolektomie

15j. 8| 09.01.2006 | MC, Konglomerattumor Resektion
term. lleum

22j.34 | 07.02.2006 | MC mit Konglomerattumor | Resektion

525.9 1 19.04.2005 | MC Lap. Hemicolektomie

17j. @ | 24.11.2005 | entziindl. Sigmastenose bei Sigmateilresektion
MC

18j. 9| 11.01.2006 | MC, Konglomerattumor Kolonsegmentresektion
Transversum

Monozyten, deren entziindungsspezifische Proteine direkt mit den Makrophagen verglichen

wurden, wurden aus Spenderblut isoliert.

15x Blutmonozyten von CED-Patienten

Patient Datum Diagnose Medikamente
37j. 9 | 12.06.2006 | CED aktiv, Erythema Steroide
51j. 4 | 12.06.2006 | MC aktiv Steroide
30j. 9 | 22.05.2006 | MC aktiv, Aphthen Steroide
41j. 9 | 26.05.2006 | CED aktiv keine Steroide
44.9 | 26.05.2006 | CU aktiv keine Steroide
23j.9Q | 21.06.2006 | MC aktiv keine Steroide
34j.4 | 19.06.2006 | CED aktiv keine Steroide
60j. 3 | 19.06.2006 | CED aktiv keine Steroide
49i.9 | 22.05.2006 | CU Remission Steroide
35j.4 | 17.05.2006 | CU Remission Steroide
385.9 | 21.06.2006 | MC Remission Steroide
46j. 9 | 21.06.2006 | MC Remission keine Steroide
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42j. 9| 24.05.2006 | MC Remission keine Steroide
31j.8 | 21.06.2006 | MC Remission keine Steroide
26j.3 | 21.06.2006 | MC Remission keine Steroide

6x Blutmonozyten von gesunden Spendern, Kontrolle

In vitro differenzierte Makrophagen wurden aus leukapheretisch gewonnenen Monozyten

generiert (4.1.4.).

6x in vitro differenzierte Makrophagen

4.1.1. Isolation humaner Lamina propria mononukleirer Zellen aus Resektaten

Humane Lamina propria mononukleire Zellen (LPMNZ) wurden aus chirurgischen
Darmresektaten nach einem modifizierten Protokoll von Bull und Bookman gewonnen.
AnschlieBend wurden aus den LPMNZ mittels magnetischer Zellsortierung Makrophagen
isoliert. Die Isolation der LPMNZ beinhaltet das biochemische Ablosen der Epithelzellen vom
Resektat, den enzymatischen AufschluB3 der Lamina propria und das physikalische Abtrennen
der nicht mononukledren Zellen.

Die 4-16 cm® groBen Darmresektate wurden in 10 ml PBS von Stuhlresten gereinigt.
Zur Abtrennung von Schleim und Muzinen wurde die Lamina propria in I1mM Dithiothreitiol
(DTT, Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen) in 10 ml PBS fiir 15 min bei 37°C geschiittelt
(siche Abbildung: 4.1). Die Riickstinde wurden mechanisch entfernt und die Inkubation
wiederholt. Zur Abtrennung von Epithelzellen und Krypten wurde die Lamina propria in 2mM
EDTA in 10 ml Hank's buffered salt solution (Gibeco™ HBSS mit CaCl, + MgCl,, Invitrogen,
Groningen, Niederlande) heftig geschiittelt und gevortext. Dieser Schritt wurde mehrmals

wiederholt und der Erfolg mikroskopisch kontrolliert.
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I/Resektat
— —

Abtrennung von Abtrennung der mechanische
Schleim und Muzinen Epithelzellen und Krypten Zerkleinerung der
mit DTT in PBS in 2mM EDTA in HBSS Lamina propria

Interphase mit

mononuklearen
Zellen
vortexen
mongrzciﬂ(tleére mononukleare
Zellen
Zellen /
Verdau mit Kollagenase, Ficoll-Paque® Waschen mit PBS
DNase | und Hyaluronidase Zentrifugation

in PBS

Abb. 4.1: Darstellung der Isolation humaner Lamina propria mononukledrer Zellen aus Darmresektaten. Nach der
Abtrennung von Schleim, Epithelzellen und Krypten wurde die Lamina propria mechanisch zerkleinert und
verdaut. Mononukledre Zellen wurden mit Ficoll Lymphocyte Separation Medium abgetrennt und mit PBS

gewaschen.

Zum enzymatischen Aufschlul wurde die verbleibende de-epithelialisierte Lamina
propria mechanisch zerkleinert und mit 1 mg/ml Kollagenase Typ I (=336 U/ml, Sigma-
Aldrich Chemie, Deisenhofen), 0.3 mg/ml Deoxyribonuklease (DNase I, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) und 0.2 mg/ml Hyaluronidase (Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen) in
geeigneter Menge PBS fiir 45 min bei 37°C heftig geschiittelt. Nach ausgiebigem Vortexen
wurden herausgeldste Zellen (durch ein Sieb) abgetrennt und in PBS gewaschen.

Mononukledre Zellen (Makrophagen, Lymphozyten) wurden iiber Ficoll Lymphocyte
Separation Medium (PAA Laboratories GmbH, Pasching) Zentrifugation von nicht
mononukledren Zellen (Granulozyten, Erythrozyten, Thrombozyten) abgetrennt. Die Zellen
wurden in 15 ml DMEM Kulturmedium (PAA Laboratories GmbH, Pasching) mit 10 % FCS
(Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen) aufgenommen, iiber 15 ml Ficoll geschichtet und in

einer Heraeus Zentrifuge bei 1800 rpm, bei 4°C fiir 10 min zentrifugiert. Die mononukledren
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Zellen in der Interphase wurden mit PBS gewaschen. Aus den gewonnenen LPMNZ wurden

mit Hilfe magnetischer Zellsortierung Makrophagen isoliert.

4.1.2. Isolation humaner Monozyten aus peripherem Blut

Die Isolation humaner Monozyten aus peripherem Blut entspricht prinzipiell der Isolation aus
Resektaten (4.1.1).

Jeweils 15 ml eines 1:1 mit PBS verdiinnten Spendervollbluts wurden iiber 15 ml Ficoll
geschichtet und zentrifugiert. Die Interphase wurde mit PBS gewaschen und Blutmonozyten,
entsprechend dem Protokoll zur Isolation aus Resektaten, mittels magnetischer Zellsortierung

isoliert.

4.1.3. Magnetische Zellsortierung

Die Isolation intestinaler Makrophagen aus LPMNZ erfolgte mit Hilfe von
immunomagnetischen MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach), die an anti-CD33
Antikorpern haften. Magnetisch sortierte Makrophagen wurden zur polyA mRNA Isolierung
oder in der DurchfluBzytometrie eingesetzt.

LPMNZ wurden, zur Blockierung unspezifischer Antikdrperbindestellen, in 200 ul
MACS Puffer (3.6.1) aufgenommen und mit 2 pl humanem AB Serum 15 min bei 4°C
inkubiert. Die Zellen wurden einmal gewaschen und anschlieend, mit immunomagnetischen
MicroBeads, die mit anti-CD33 Antikorpern beschichtet sind, erneut fiir 15 min bei 4°C
inkubiert. Die LPMNZ wurden einmal gewaschen und in 1 ml MACS Puffer aufgenommen.
Eine MS Separationssdule (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) wurde mit MACS Puffer
gespiilt, mit einer 24 gauge Kaniile bestiickt, in das magnetische Feld des SuperMACS
Magneten (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) gebracht und mit den Zellen beladen
(Abbildung 4.2). MicroBeads markierte Makrophagen, die im magnetischen Feld am
Sdulenmaterial verblieben, wurden mit 1 ml MACS Puffer gewaschen, um nicht markiertes
Material zu entfernen. AnschlieBend wurde die Separationssdule aus dem Magnetfeld entfernt

und die noch vorhandenen Zellen wurden mit Hilfe eines Stosskolbens mit 500 ml MACS
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Puffer aus dem Filter der Sdule eluiert. Nach erneutem Einbringen in das magnetische Feld
wurde die Zellsuspension wieder auf die Séule gelassen, mit 1 ml MACS Puffer gespiilt und

eluiert.

Immunomagnetische

- 0 B./ MicroBeads

MS Separations- l
Saule ]

beladen der Saule mit den Zellen
SuperMACS und mit MACS Puffer waschen

Magnet

Saule aus dem Magnetfeld
entfernen und Zellen eluieren

erneutes Einbringen der
Zellsuspension in das
magnetische Feld

und waschen mit MACS
Puffer

Saule aus dem Magnetfeld
entfernen, Zellen eluieren

Abb. 4.2: Darstellung der magnetischen Zellsortierung mit Hilfe von MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach) in Anlehnung an das ,,user manual®. Mit anti-CD33 Antikérpern markierte LPMNZ werden auf eine
Separationsséule geladen und in das Feld des SuperMACS Magneten gebracht. Markierte Zellen (Makrophagen)
werden im ersten Reinigungsschritt angereichert und im zweiten Reinigungsschritt in eine frische Séule iiberfiihrt

und weiter aufgereinigt.
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Zur weiteren Steigerung der Reinheit der Makrophagen im Eluat wurden die Zellen ein
zweites Mal entsprechend dem oben beschriebenen Verfahren iiber eine MS Separationsséule
gereinigt. Das Makrophageneluat der zweiten Sdule wurde fiir qualitative und quantitative
RNA-Messungen eingesetzt.

Entsprechend diesem Protokoll wurde auch mit den Monozyten aus peripherem Blut

verfahren.

4.1.4. Gewinnung und Kultivierung von Monozyten zur Herstellung in vitro -

differenzierter Makrophagen

Monozyten wurden von Mitarbeitern der Abteilung Héamatologie und Onkologie der
Universitdt Regensburg isoliert und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Die Isolation der
Monozyten beinhaltet die Leukapherese, die Dichtegradientenzentrifugation und die
Gegenstromzentrifugation. AnschlieBend wurden in vitro aus den Monozyten Makrophagen
generiert und fiir die quantitative Real-Time-PCR (Taqman®) eingesetzt.

Gesunden Spendern zwischen 20 und 40 Jahren wurden mit Hilfe einer Leukapherese
Leukozyten aus dem Blut entnommen. Durch eine Dichtegradientenzentrifugation {iber Ficoll—-
Paque® (Pharmacia, Freiburg) wurden die mononukledren Zellen (MNZ) von den restlichen
Leukozyten abgetrennt und dreimal in PBS gewaschen. Die so isolierten MNZ beinhalten
Monozyten und Lymphozyten mit geringen Anteilen Thrombozyten und Erythrozyten.

Die Aufreinigung der Monozyten erfolgte durch eine Gegenstromzentrifugation
(Elutriation). 1-10x10° Zellen wurden in einer 50 ml Kammer bei 2500 Umdrehungen pro
Minute bei 4°C zentrifugiert (Beckmann—Zentrifuge, J6-MC). Unter fortwahrendem Zuflufl
von Balanced Salt Solution nach Hank (HANK'S, 5100 ml, Biochrom, Berlin) mit 6 %
autologem Plasma mit steigender Durchfluflrate wurden definierte Fraktionen entnommen.
Monozyten wurden als letzte Fraktion (letzten 800 ml) bei hochster Durchflulrate (111
ml/min) entnommen. Die Ausbeute an Monozyten lag je nach Spender zwischen 10 und 30 %
der eingesetzten MNZ. Die Anzahl der CDI4—positiven Zellen (Monozyten) wurde
durchflufzytometrisch bestimmt und lag bei 85-95 %. Aus den so gewonnenen Monozyten

wurden in vitro Makrophagen generiert.
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4.1.5. in vitro Generierung von Makrophagen

Makrophagen wurden von Mitarbeitern der Abteilung Hadmatologie und Onkologie der
Universitit Regensburg isoliert und freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Durch
Leukapherese und Elutriation (4.1.4) gewonnene Monozyten wurden in einer Dichte von 1x10°
Zellen/ml in Beuteln aus Teflonfolie (Teflonbeutel) bei 37°C und 7 % CO; kultiviert. Durch
Zugabe von 2% AB-Serum fiir 7 Tage wurden aus den Monozyten Makrophagen generiert.
Makrophagen adhiérieren auf hydrophober Teflonfolie nur schwach. Durch Inkubation bei 4°C
fir 30 min wurden die Zellen abgeldst. Makrophagen wurden fir Tagman®-Versuche

eingesetzt.

4.2. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermoglicht eine mehrparametrische Analyse von Zellen. Durch
Detektion des Streulichtverhaltens und der Fluoreszenz von Einzelzellen, die iiber spezifische
Rezeptoren oder Proteine (membranstindig oder intrazelluldr) fluoreszenzmarkiert wurden,
konnen chemische und physikalische Eigenschaften der Zellen erfasst werden. Dabei konnen
sehr gro3e Zellzahlen innerhalb kurzer Zeit (bis zu 1000 Zellen/sek) analysiert werden.

Beim verwendeten Durchflusszytometer Coulter® EPICS® XL-MCL™ (Coulter
Immunotech, Krefeld) werden die Zellen in einer Suspension vorgelegt. In einem
Fliissigkeitsstrom werden die einzelnen Zellen durch eine Messkiivette geschleust, auf die ein
Laserstrahl mit einer Anregungswellenldnge von 488 nm (Argonlaser) trifft. Gestreutes Licht
und Fluoreszenz werden zu Photomultipliern (PMT) geleitet und detektiert. Abb 3.3 zeigt den
schematischen Aufbau des optischen Systems des Durchflusszytometers Coulter® EPICS® XL-
MCL™.,

Die Photodiode fiir Vorwirtsstreulicht (FS) detektiert Licht, das in Strahlenrichtung von
der Zelle gestreut wird. Die Intensitdt des Vorwartsstreulichtes gibt Auskunft iiber die Grofie
der Zelle. Das Seitwirtsstreulicht (SS) wird orthogonal zum Strahlengang detektiert. Das SS-
Signal ist abhéngig von der inneren Struktur der Zelle und liefert ein MaB fiir die Granularitét
der Zelle. Die Fluoreszenzemission bei Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen

(Fluoresceinisothiocyanat [FITC], R-Phycoerythrin [PE], Energy-coupled dye [ECD] und R-
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Phycoerythrin-Cyanin [PC5]) wird wie das Seitenstreulicht im 90°-Winkel zur
Strahlenrichtung des Lasers gesammelt und nach Abtrennung mit Hilfe von dichroitischen

Spiegeln und Interferenzfiltern in Spektralbereiche bestimmter Wellenlédngen aufgetrennt.

S8
SENSOR

Abb. 4.3: Schematische Darstellung des optischen Systems des DurchfluBzytometers Coulter® EPICS®XL-MCL"
in Anlehnung an das “user manual” von Coulter, Immunotech (Krefeld). Vorwirtsstreulicht (FS),

Seitwartsstreulicht (SS), dichroitischer Spiegel (DL), Filter (BK) und Sensormessbereich in nm (BP).

Verwendet man  mehrere  Fluoreszenzfarbstoffe, die sich in  ihrem
Emissionswellenbereich iiberlagern, so muss die spektrale Uberlappung ausgeglichen werden,
um in einem Kanal nur die gewiinschte Fluoreszenz zu detektieren. Hierzu verfiigt das

Durchflusszytometer {iber ein elektronisches Kompensationswerk.
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Fluorochrom | Absorptionsmaximum (nm) Emissionsmaximum (nm) | Fluoreszenz
FITC 495 525 Griin

PE 488 575 Orange-rot
ECD 488 625 Rot

PCS 488 670 Tief-rot

Fiir jede vermessene Zelle wird eine Datenbank angelegt. Dadurch ist es moglich,
Zellsubpopulationen einer Messung unabhingig voneinander zu betrachten und zu analysieren.
Zellpopulationen koénnen im Histogramm oder, bei Auftragung von zwei gemessenen
Parametern, als Dot Plot dargestellt werden. Sdmtliche Auswertungen der Messungen wurden
mit der Software Win.MDI-2.6 (J. Trotter) durchgefiihrt.

In dieser Arbeit erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse der magnetisch
isolierten Makrophagen, um deren Reinheit zu bestimmen. Zunidchst erfolgte ein
Blockierschritt mit einer 1:1500-Verdiinnung Ziegenserum fiir 30 min auf Eis. Die
Makrophagen wurden anschlieBend auf zwei 1,5 ml Eppendorfcups aufgeteilt und die
Markierung der Zellen erfolgte mit einem Antikorper, der gegen den CD33-Microbead-
Antikorper gerichtet war (anti-Maus-IgG,-PE, Caltag) bzw. mit einem Isotyp-AK (Ziegen IgG-
PE, Caltag). Die Inkubation erfolgte fiir 15 min auf Eis. Nach zweimaligem Waschen wurden

die Zellen in PBS resuspendiert und sofort gemessen.

4.3. RNA-Isolation

Die Isolation von Gesamt-RNA aus Zelllysaten erfolgte mit dem RNeasy”Mini Kit (Qiagen,
Hilden) nach dem Spin-Protokoll (Abb. 4.4).

Zunichst wurden etwa 6x10° Zellen in je 350 pl RLT-Puffer (mit B-Mercaptoethanol)
aufgenommen und durch mehrmaliges auf- und abpipettieren mit einer 20 gauge Kaniile lysiert.

Die Zelllysate konnten nun bis zur eigentlichen RNA-Isolation bei -80°C gelagert werden.
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Ethanol zugeben, um Bindungs- Zugabe von Ethanol

bedingungen einzustellen.

Auftragen der Probe auf Rneasy Bindung der Gesami-RNA

Spinsaule (Adsorption der RNA an Cesami-RNA

Membran).

Entfernen von Kontaminationen durch
Waschen mit RW1- und RPE-Puffer und

Zentrifugieren.

3-mal waschen

3 it <3 b — b

Eluieren der gebrauchsfertigen RNA

in Wasser. Elution

gereinigie Gasamt-RNA

Abb. 4.4: Darstellung der Gesamt RNA-Isolation mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) in Anlehnung an das

,,user manual®

Um die RNA zu isolieren, wurden die Lysate aufgetaut und zur Homogenisation
mehrmals durch eine Spritzenkaniile aufgezogen. Anschliessend gab man 350 pl 70%igen
Ethanol zu den Lysaten und mischte gut. Das Lysat wurde nun auf RNeasy Mini Saulen
iibertragen und bei 8000 g fiir 15 Sekunden zentrifugiert.

Um eine Kontamination der RNA-Probe mit DNA zu verhindern, wurde ein DNase-
Verdau mit dem RNase-Free DNase Set durchgefiihrt. Hierfiir wurden zundchst 350 pl RW1-
Puffer auf die Sdule gebracht und mit 8 000 g fiir 15 Sekunden abzentrifugiert. AnschlieBend
wurden 10 pl DNase-I-Stammldsung mit 70 pl RDD-Puffer vermischt, auf die Sdulenmembran
pipettiert und 15 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden weitere 350 ul RW1-
Puffer aufgetragen und fiir 15 Sekunden mit 8000 g zentrifugiert.
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Fiir einen weiteren Waschschritt wurden 500 pul RPE-Puffer auf die Séulen pipettiert und
es erfolgte eine weitere Zentrifugation bei 8000 g fiir 15 Sekunden. Nachdem nochmals 500 pl
RPE-Puffer auf die Sdulen pipettiert wurden, erfolgte die Zentrifugation bei 8000 g fiir zwei
Minuten, um die Membran trocken zu zentrifugieren.

Um die RNA von der Séule zu eluieren wurden 50 pl RNase freies Wasser auf die Membran
pipettiert und es erfolgte eine nochmalige Zentrifugation bei 8000 g fiir eine Minute. Der

Durchfluss wurde in einem neuen 1,5 ml Reaktionsgefdss aufgefangen und enthielt die RNA.

4.4. RNA 6000 Pico Assay

Die isolierte Gesamt-RNA (4.3) wurde mit Hilfe des RNA 6000 Pico LabChip® Kits (Agilent
Technologies, Waldbronn) analysiert. Mit dieser Methode konnen sehr kleine Proben von RNA
auf ihre Integritét gepriift werden als auch die Menge der isolierten RNA abgeschétzt werden.
Zunichst wurden 550 pl der RNA 6000 Pico gel matrix auf eine Spin-Sdule geladen,
bei 1500 g 10 min lang zentrifugiert und das filtrierte Gel anschlieBend in 65 ul Aliquots
aufgeteilt. Nach der Zugabe von 1 pl RNA 6000 Pico Farbstoff Konzentrat zu einem der Gel-
Aliquots wurde die Mischung gevortext und mit 13000 g fiir 10 min zentrifugiert. Ein RNA
6000 Pico Chip wurde zuerst mit dem Gel-Farbstoff-Gemisch mit Hilfe der Chip-Ladestation
beladen, danach wurden die Conditioning-Losung und der Marker hinzugefiigt. Je 1 pl der
RNA 6000 Leiter (Ambion, Huntingdon, UK) und der RNA-Proben wurden in die dafiir
vorgesehenen Wells pipettiert. Nach 1 min im Vortexer wurde der Chip in den Agilent 2100

Bioanalyzer eingesetzt und das Programm gestartet.

4.5. RT-PCR

Zum Nachweis spezifischer mRNA in intestinalen Makrophagen wurde nach der mRNA-
Isolation aus den Zellen eine RT-PCR durchgefiihrt. Dazu wurde die mRNA zunéchst in cDNA
umgeschrieben. Dies geschah mit dem ReverseTranscription System von Promega. Pro Probe
wurden 9,5 pl der erhaltenen mRNA in cDNA umgeschrieben. Der Ansatz fiir die reverse

Transkriptase sah wie folgt aus:
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RNA 9,5 ul
MgCI2 4 ul
10x Puffer 2l
dNTPs 2l
RNase Inhibitor 0,5 ul
Reverse Transkriptase 1 ul
Oligo (dTs) 1 ul

Die mRNA wurde zundchst ohne die anderen Komponenten fiir zehn Minuten bei 70°C
inkubiert. Nachdem die restlichen Komponenten zugegeben wurden, erfolgte eine 15 miniitige

Inkubation bei 42°C, gefolgt von einer flinfminiitigen Inkubation bei 95°C.

4.6. Gene Checker™ Kit

Die erhaltene cDNA wurde auf ihre Integritit mit Hilfe des Gene Checker™ Kits untersucht.

Es wurden dabei flinf Komponenten von drei Haushaltsgenen herangezogen: Aktin 5°, Aktin

37, Clathrin 2K, Chlathrin 6K und GAPDH. Der PCR-Ansatz sah wie folgt aus:

cDNA 1 ul
Advantage®-Polymerase 1 ul
Puffer 10x Sul
dNTPs 1 ul
Primer forward I ul
Primer reverse 1 ul
H,O 40 pul
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Das PCR-Programm sah folgendermaf3en aus:

5 min 95°C
30 sek 95°C

30 sek 55°C 40 x
30 sek 72°C
7 min 72°C
4°C

Der gesamte PCR-Ansatz wurde zur Kontrolle auf ein 1,2 %iges Agarosegel (Invitrogen)
aufgetragen und unter UV-Licht fotografiert. Die Gréfen der einzelnen Haushaltsgene waren

wie folgt:

5" Aktin 1 000 bp
3" Aktin 720 bp
Clathrin 2K 550 bp
Clathrin 6K 570 bp
GAPDH 540 bp

4.7. Real-Time-PCR (Tagman®)

Die jeweiligen Proteasom-Unterheiten wurden mittels spezifischer Primer amplifiziert (3.3.2).
Innerhalb der Primer lag der Bindebereich einer genspezifischen Sonde, die an ihrem 5" Ende
kovalent an einen Reporter-Farbstoff gebunden war: fiir die Proteasome-Untereinheiten war
das 6-FAM, fiir das Haushaltsgen GAPDH handelte es sich um VIC. Am 3" Ende der Sonde
war der Quencher-Farbstoff TAMRA (6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin) kovalent gebunden.
Die Primer wurden mit Hilfe der Primer Express 1.5 Software (PE Applied Biosystems, Forster
City, CA, USA) gefunden und durch die Firma MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland)
synthetisiert. Die Primer fiir GAPDH wurden durch die Firma PE Applied Biosystems

hergestellt. Der Tagman-Mix wurde ebenfalls von der Firma PE Applied Biosystems bezogen.
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Eine Reaktion wurde in einem Volumen von 20 pl durchgefiihrt, wobei die ¢cDNA-
Menge fiir jede Probe im Dreifachansatz bestimmt wurde. Die Komponenten eines Ansatzes

waren die Folgenden:

Tagman-Master-Mix 10 pl
Primer forward (18 uM) 1 ul
Primer reverse (18 uM) 1 ul
Sonde (5 uM) I ul
cDNA 4 ul
H20 3ul

Die Ansidtze wurden in einer 384-Well-Platte (Abgene, Epsom, UK) mit dem ABI PRISM
7700  Sequence Detection System (PE  Applied Biosystems) gemessen. Die

Amplifikationsbedingungen waren wie folgt:

2 min 50°C

10 min 95°C

15 sek 95°C
) 45 x

1 min 60°C

Das Prinzip des Taqman® ist Folgendes (Abb. 4.5): Die beiden Primer und die
dazwischenliegende Sonde binden spezifisch an einen DNA-Abschnitt der ¢cDNA. Der
Reporter-Farbstoff an der Sonde leuchtet durch die rdumliche Ndhe zu dem Quencher nicht.
Durch die 5’-Exonucleaseaktivitit der Polymerase wird die Sonde abgebaut und der Quencher
kann durch die rdumliche Trennung das Leuchten des Farbstoffes nicht mehr unterdriicken.
Diese Zunahme des freien Farbstoffes wird gemessen und somit kann durch spezielle Software

auf die relative Menge der in der Probe vorhandenen cDNA zuriickgerechnet werden.
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Sonde markiert mit Re-
1 porter und Quencher 2 3

L L L

Taq Polymerase
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c ol
Zielstrang-DNA ’
doppelstrangig Anlagerung der Probe der fluoreszierende Reporter wird
an die Zielstrang-DNA vom Quencher getrennt

Abb 4.5: (1) Die Fluoresezenz des Reporters wird bei intakten TagMan®-Sonden durch einen Quencher
unterdriickt. (2) Wihrend eines PCR-Zyklus hybridisiert die Sonde mit dem komplementidren DNA-Strang, die
Reporter-Fluoreszenz bleibt zundchst unterdriickt. (3) Durch die 5'-Exonuklease-Aktivitdt der Taq-Polymerase
wird der Quencher rdumlich vom Farbstoff getrennt, die Fluoreszenz des Reporters wird messbar und zeigt die

Zielstrangsynthese in der PCR an.'"

Datenanalyse

Die wihrend der 45 Zyklen freiwerdende Menge des Reporter-Farbstoffes wurde mittels der
Sequence Detector Software SDS 2.0 (PE Applied Biosystems) gemessen. Die Fluoreszenz
wurde gegen die Zyklenwahl aufgetragen. In der exponentiellen Phase der Kurve wurde ein
Detektionsschwellenwert fiir die Fluoreszenz ermittelt und die Zyklusnummer (Ct) wurde
daraus errechnet. Die Ct-Werte von GAPDH wurden von den Ct-Werten des zu

untersuchenden Gens abgezogen:

dCT = Ct (Gen) - Ct (GAPDH)
Der Durchschnitt der dCt-Werte wurde errechnet und potenziert (dCT?). Von diesem Wert
wurde der Kehrwert gebildet (1/dCt%). Auf diese Weise konnte der cDNA-Gehalt des Gens, in

Bezug auf GAPDH, der verschiedenen Patienten direkt miteinander verglichen und in einer

Tabelle zusammengefasst werden.
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4.8. Immunhistochemische Fiarbemethode

Zum Nachweis der Expression zelluldrer Oberflichenmarker und intrazelluldrer Chemokine
und Enzyme wurden ca. 4um dicke Paraffinschnitte von intestinaler Mukosa von Patienten mit

oder ohne chronisch entziindlichen Darmerkrankungen angefertigt und immunhistochemisch

gefarbt.
Patient Datum CED/Ko | Diagnose/OP
733. 8 | 21.10.2002 Ko Rektumexstirpation
50j.9 | 29.10.2002 Ko Sigmadivertikulose
53j. 4 | 03.06.2003 Ko entziindliche Sigmastenose
64j.9 | 29.10.2003 Ko Sigmadivertikulitis
715.9 | 03.11.2003 Ko Stenosierte Sigmadivertikulitis
60j. 3 | 06.04.2004 Ko Hemikolektomie links
48j. 9 | 08.04.2004 Ko Lap. Sigmaresektion
273. 84 | 30.10.2002 MC MC Ileozokalresektion
39i. 8 | 16.12.2002 MC MC Ileozokalstenose, Ileozokalresektion
51j.9 | 16.06.2003 MC MC, subtotale Kolektomie
36j. 8 | 25.06.2003 MC MC Stenose, Kolonsegmentresektion
20j. & | 20.08.2003 MC MC, Kolonresektion, Ileozokalresektion
39i. 4 | 21.08.2003 MC MC, Anastomosenresektion, Fistelexzision
23j. 4 | 14.11.2003 CU Prokto-Kolektomie
46j. 2 | 20.01.2004 CuU Prokto-Kolektomie
443. 3 | 16.04.2004 CuU Stenose, Transversumresektion
23j. 4 | 28.06.2004 CU Kolektomie
56j. 9 | 09.08.2004 CuU Kolonnachresektion
45j. 24 | 18.10.2004 CuU Loop-Ileostomie, Prokoto-Kolektomie

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

dem Reagenz Vector® Nova Red™ (Vecto Laboratories) ergab einen roten Farbton.
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Das Paraffin wurde durch Inkubation der Schnitte im Sterilisator bei ca. 70°C fiir 15
min herausgeschmolzen und anschlieBend durch Spiilen der Objekttriger mit einer
absteigenden Xylol-Ethanolreihe vollig entfernt.

Danach wurden die Schnitte im Wasserbad bei 97°C fiir 30 min in Target Retrieval
Solution, Ready-to-use (DakoCytomation, Glostrup, Dédnemark) inkubiert um die Antikérper-
Bindestellen freizulegen. Sobald die Schnitte auf Raumtemperatur abgekiihlt waren, wurde mit
dem DAKO Pen fiir Immunhistochemie (DakoCytomation, Glostrup, Dinemark) ein die
Gewebeprobe umschlieender Kreis aus wasser-abstoBendem und aceton- und alkohol-
unloslichem Material auf den Objekttrager gezeichnet.

Um die Aktivitit der endogenen Peroxidasen der Zellen im Gewebeschnitt zu senken,
wurde der Objekttrager fiir 30 min in 0,3%iger Wasserstoffperoxidlosung (Merck KGaA,
Darmstadt) inkubiert. Danach wurden die Gewebeschnitte dreimal fiir fiinf Minuten in 1x PBS
gewaschen. Zur Blockierung unspezifischer Antikdrper-Bindungsstellen wurden die
Gewebeschnitte in 1% BSA/PBS Blockierldsung fiir eine halbe Stunde inkubiert.

Alle folgenden Inkubationen wurden, sofern nicht anders angegeben, in einer feuchten
Kammer bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Der gewebespezifische Primérantikdrper wurde in
1%iger BSA/PBS-Losung verdiinnt. 100 pl Primédrantikorper-Losung wurden auf den
Gewebeschnitt pipettiert und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Als Negativ-
Kontrolle diente eine Antikorper-Isotypenkontrolle. AnschlieBend wurden die Schnitte dreimal
fiir fiinf Minuten in 1x PBS gewaschen.

Das Gewebe wurde anschlieBend mit einem biotinyliertem Zweitantikorper, der gegen
den gewebespezifischen Primér-Antikorper gerichtet war, in 1%iger BSA/PBS Losung fiir eine
Stunde inkubiert und danach wiederum dreimal fiir fiinf Minuten mit 1x PBS-Losung gespiilt.
Als néchstes wurden je 100 pl der vorbereiteten Streptavidin-Peroxidase-Losung (ABC-Kit,
Vector®) auf die Gewebeproben pipettiert, die 30 min Einwirkzeit benotigt hat, und
anschliefend durch dreimaliges Waschen fiir je 5 min mit 1x PBS Losung entfernt wurde.

AnschlieBend wurde das Gewebe mit 100 pl Peroxidase-Substratlosung (Vector®
NovaRed™) versetzt und unter visueller Kontrolle bei RT inkubiert. Nach Erreichen der
gewlinschten Farbintensitdt positiv gefarbter Zellen wurden die Objekttriger fiinf bis zehn

Minuten mit PBS gespiilt, um die Fiarbereaktion abzustoppen.
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Immunohistochemistry Process
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Abb. 4.6: Prinzip der Immunhistochemie. Aus (101).

Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur getrocknet, mit einem wéssrigen
Eindeckelmedium (biomeda, Foster City, CA, USA) und einem Deckgldschen versiegelt und

mikroskopisch ausgewertet.

4.9. Quantitative Messung von Protein

4.9.1. Probengewinnung

Biopsate von entziindeten und nicht entziindeten Darmen wurden in 500 pl RIPA-Puffer (1x),
versetzt mit einer Tablette Complete Mini (Roche, Mannheim), gegeben, =zerkleinert und
anschlieBend 30 min auf Eis gestellt. Nach der Inkubation wurde die Gewebeprobe 5 min lang
bei 4°C und 4500 rpm zentrifugiert, der Uberstand danach abgezogen und bis zur
Weiterverarbeitung bei -20°C aufbewahrt.
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Gesamtproteinlysate von Kontrollen:

Patient Datum Diagnose
65j. 9 | 16.01.2006 | Sigmakarzinom, Resektion
305.9 | 17.01.2006 | Slow transit obstipation
377.9 | 18.01.2006 | Sigmakarzinom
3 23.02.2006 | Rektumkarzinom, Rektumresektion
68j. 9 | 06.03.2006 | Zokumadenom, Polyp, Ileozokalresektion
63j.3 | 15.03.2006 | keine CED, Entziindung, Koloskopie und Biopsie
34j.8 | 16.03.2006 | keine CED, keine Entziindung, Koloskopie und Biopsie
58j. 9 | 16.03.1006 | Rektumkarzinom
67j.3 | 28.03.2006 | Rektumkarzinom

Gesamtproteinlysate von CED-Patienten

Patient Datum Diagnose

46j. 4 | 16.03.2006 | CU, geringe Entziindung

195.9 | 11.01.2006 | MC mit Konglomerattumor Transversum
223.4 | 07.02.2006 | MC mit Konglomerattumor

427. 2 | 14.03.2006 | MC, miBig bis starke Entziindung, Stenose
483. 9 | 16.03.2006 | MC Stenose der Ileotransversostomie
33j.4 | 16.03.2006 | MC, geringe Entziindung

32j.9 | 28.03.2006 | MC, Stenose stark entziindet

16j. 3 | 09.01.2006 | MC mit Konglomerattumor term. Ileum

4.9.2. Proteingehaltbestimmung (BCA-Test nach Pierce)

Bei der Proteingehaltbestimmung wird Cu®" (copper (II) sulfat pentahydrate 4% (w/v) solution,

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen) in alkalischer wissriger Losung durch Proteine zu Cu'"”

reduziert, das einen farbigen Komplex mit jeweils zwei Molekiilen bicinchonic acid solution
(BCA, Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen) bildet. Dazu wurden 10 ul Probe mit 200 pl
BCA: Cu®" (50:1) Mischung fiir 30 sec geschiittelt und bei 37°C fiir 30 min inkubiert.

Entstandene Farbkomplexe wurden anschlieBend mit einem Absorptionspektrometer (ELISA-

Reader Emax) bei 562 nm vermessen.
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Absolute Werte fiir den Proteingehalt wurden durch die Messung einer
Konzentrationsreihe einer BSA-Standardlosung erstellt. Durch Auftragung der Absorption
gegen den Proteingehalt der Verdiinnungsreihe erhielt man eine Eichgerade, aus der der

Gesamtproteingehalt der Probe ermittelt werden konnte.

4.9.3. Western Blot

Zunichst wurden die Proben anhand der Messergebnisse des BCA-Tests durch Verdiinnung
mit DEPC-H,O0 auf die gleiche Proteinkonzentration gebracht.

Um eine Oxidation der Proteine zu verhindern, wurde folgender Ansatz mit einem
reduzierenden Agens vorbereitet, der anschliefend im Thermoblock auf 95°C 10 min lang

inkubiert wurde:

Proteinprobe 26 ul
NuPAGE® Loading Buffer 10 pl
NuPAGE® Reducing Agent (10x) 4l

Nach diesem Schritt wurden je 40 pl der Proben in die Taschen eines 4-12 %igen Bis-
Tris-Gels (NuPAGE®, Invitrogen, Karlsruhe) pipettiert und in einer mit MES-Puffer (3.6.3)
gefiillten Elektrophoresekammer aufgetrennt. Die Proteine auf dem Gel wurden anschlieBend
unter Verwendung von Transfer-Puffer (3.6.3) auf eine Nitrocellulose-Membran (Invitrogen,
Karlsruhe) iibertragen, die dann fiir den Proteinnachweis verwendet werden konnte.

Zundchst wurden unspezifische Antikorper-Bindungsstellen geblockt, indem die
Membran eine halbe Stunde in PBS mit 5 %igem Magermilchpulver bei Raumtemperatur
inkubiert wurde. AnschlieBend wurde eine weitere halbe Stunde mit Western Blot -
Waschpuffer gespiilt.

Der erste Antikorper wurde daraufhin in einer Konzentration von 1:1000 in die
Blockierldsung gegeben und die Membran darin eine Stunde lang inkubiert bevor sie wiederum
72 Stunde lang mit Waschpuffer gewaschen wurde. Danach wurde der HRP-konjugierte

Sekundirantikorper (3.4) in einer Verdiinnung von 1:2000 in PBS / 5% Magermilchpulver
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zugegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem dreimaligem

Waschen erfolgte die eigentliche Nachweisreaktion mit dem ECL-Reagenz.

Western Blotting

Transferred proteins

Blotting Paper

Molecular

ing Paper
Blotting Pap Weight Markers

Abb. 4.7: Prinzip des Western Blots. Aus (102).

Um die Membranen fiir weitere Reaktionen verwenden zu konnen, wurden die
gebundenen Antikorper mit Re-Blot Plus Western Blot Recycling Kit (Chemicon, Hampshire,
UK) entfernt.
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4.10. Proteasom-Funktionstest

Der Funktionstest basiert auf der Detektion des fluoreszierenden AMC-Molekiils. Nach
proteasomaler Spaltung des Substrats Suc-LLVY-AMC (Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amino-
4-methylcoumarin) kann das freie AMC mit einem Fluoreszenzmessgerit mit einem 380/460
nm Filter vermessen werden.

Zunichst wurde eine Standardkurve mit AMC erstellt, um das Messgerit zu kalibrieren.
Dann wurden die einzelnen Biopsielysate mit dem Substrat inkubiert und auf ihre
Proteasomenaktivitit hin untersucht und die Fluoreszenzwerte gegen die Gesamtproteinmenge

aufgetragen.
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S. Ergebnisse

5.1. Aufreinigung von intestinalen humanen Makrophagen

Makrophagen, die sich im Intestinum ausdifferenziert haben, verfiigen iiber einen spezifischen
Phénotyp, der in dieser Weise in keinem anderen menschlichen Organ zu finden ist.

Ziel dieser Arbeit war es, die Regulation von Proteinen des Immunproteasoms bei der
Differenzierung intestinaler Makrophagen zu untersuchen, basierend auf Studien, die beweisen
konnten, dass ausdifferenzierte intestinale Makrophagen beziiglich der Expression

immunmodulatorischer ~ Oberfldchenantigene'*!'%*

103

und der Sekretion entziindungs-
induzierender Botenstoffe im Gegensatz zu Blutmonozyten einen anergen Phénotyp
entwickeln.

Hierfiir wurden RT-PCR-Versuche mit mRNA von Makrophagen, die aus
Darmresektaten gewonnen wurden, und mRNA aus in vitro differenzieren Makrophagen und
Blutmonozyten durchgefiihrt. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die proteasomalen
Untereinheiten ATPase 2, beta type 2, beta type 5, MECL-1 (beta type 2i) und LMP7 (beta
type 51) gelegt.

Dazu war eine Isolation und Aufreinigung intestinaler Makrophagen notwendig, wofiir
in der Arbeitsgruppe bereits ein etabliertes Protokoll bestand. Das Oberflichenantigen CD33
konnte als verlésslicher positiver Erkennungsmarker fiir intestinale Makrophagen bereits vor
einiger Zeit etabliert werden'® wodurch es moglich wurde, Makrophagen in groBer Reinheit
aus Darmmukosa zu extrahieren. Es wurden Proben aus Darmresektaten von Patienten mit
Morbus Crohn (MC), Colitis ulcerosa (CU), Sigmadivertikulitis (Sigma) und ohne intestinale
Entziindung (Kontrollen) entnommen. In vitro differenzierte Makorphagen, die man durch
Ausreifung von Monozyten gewann, wurden von der Arbeitsgruppe zur Verfligung gestellt.
Des weiteren wurden Blutmonozyten von Patienten mit CED (CED Monozyten) und ohne
CED (Monozyten) entnommen. Es sollte untersucht werden, ob die morphologischen
Verianderungen, die die Makrophagen von an CED erkrankten Patienten aufweisen, bereits an
den Vorlduferzellen, den Monozyten, nachzuweisen sind oder ob sich erst die fertig
ausdifferenzierten Makrophagen von denen aus nicht entziindeten Resektaten unterscheiden.

Fiir die folgenden Versuche, die sich mit Genexpressionsanalysen beschiftigen, war es

notwendig mit der mRNA einer besonders reinen Makrophagenpopulation zu arbeiten. Deshalb
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sollte hier mittels der Durchflusszytometrie der Grad der Reinheit der isolierten Makrophagen
untersucht werden.

Die Extraktion der Makrophagen aus dem Zellpool der Darmschleimhautzellen erfolgte
mittels eines mit magnetischen Beads gekoppelten, gegen das Oberflichenantigen CD33
gerichteten Antikorpers. Ein weiterer PE-konjugierter Antikorper, der gegen den magnetisch
markierten Primdrantikorper gerichtet war, diente der Untersuchung von Reinheit und
Spezifitit der isolierten Makrophagen.

Auf den folgenden Abbildungen (Abb. 5.1) ist zu sehen, dass durch zweimalige
Wiederholung der Separation intestinale Makrophagen in einer Reinheit von mehr als 90%

erhalten werden konnten.

i

Loy

JfF

....'“Is. s ——

PE
i

o B
o

o

1P

e

SS

Abb 5.1: Extrahierte Makrophagenpopulation in der Durchflusszytometrie. Seitwirtsstreulicht (SS) und R-
Phycoerythrin (PE). Die CD33 positiven Zellen zeigten nach zweimaliger Aufreinigung eine Reinheit von mehr

als 90% (A). Die Isotypen-Kontrolle zeigte keine unspezifische Anféarbung (B).
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5.2. RNA 6000 Pico Assay

Die Integritit der isolierten mRNA wurde mit Hilfe des RNA 6000 Pico LabChip® Kits
(Agilent Technologies, Waldbronn) untersucht. Mittels eines Elektropherogramms ldsst sich

bestimmen, ob die mRNA bruchstiickhaft oder intakt vorliegt (Abb. 5.2).

[FU]
500

400+
200+

200+

Fluoreszenz

1004

. T
20 25 30 251 40 45 50 55 [s]

Laufzeit

Abb 5.2: Die Abbildung zeigt die Merkmale eines erfolgreichen Laufs: einen kleineren Marker-Peak am Anfang
und zwei grofle ribosomale Peaks. Fiir das Eukaryote Total RNA Assay werden die ribosomalen Fragmente 18S
und 28S detektiert. Nach der Detektion wird die Ratio der Fragment-Bereiche berechnet und angezeigt. Die

Abbildung ist repréasentativ fiir Makrophagen aus entziindeten und nicht entziindeten Resektaten.

Um die Konzentration der gesamten RNA zu berechnen, wird der Bereich unter dem
gesamten Elektropherogramm integriert. Die RNA-Leiter, welche die Konzentration pro Flache
festlegt, wird verwendet, um die Werte unter dem Graphen in Konzentrationsangaben
umzurechnen.

Des Weiteren gibt der Bioanalyzer eine RNA integrity number (RIN) aus, die hilft, die
Integritdt der kompletten RNA Probe abzuschitzen. Auf diese Weise wird nicht ldnger nur tiber
die Ratio der ribosomalen Banden bestimmt, wie intakt die mRNA ist, sondern durch die

gesamte elektrophoretische Aufzeichnung der Probe, das heisst, es wird auch das
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Vorhandensein von RNA-Bruchstiicken detektiert und in die Berechnung mit einbezogen. Sie

soll helfen, die Qualitdt der RNA objektiv zu beurteilen.

Die RIN des Beispielgraphen betrdgt 8,7 bei einem maximal moglichen Wert von 10,
der mit intakter RNA korrespondiert, und einem minimalen Wert von 1, der fiir degradierte
RNA steht. Verwendbar sind RNA Proben mit einem RIN bis zu 6, ab 5 gilt die RNA bereits
als partiell degradiert.'” Die errechnete RNA Konzentration ist 2211 pg/ul. Die rRNA Ratio

(18S/28S) beléuft sich auf 1,7.

5.3. Gelelektrophorese mit Gene Checker = Kit

Nach dem Umschreiben der mRNA in ¢cDNA mit dem Reverse Transcription System
(Promega, Mannheim) wurde die Integritit des genetischen Materials noch einmal mit dem
Gene Checker™ Kit (Invitrogen, Karlsruhe) iiberpriift. Bei den Proben wurden jeweils auf 3°
Aktin, 5° Aktin, GAPDH, 6K Clathrin und 2K Clathrin kontrolliert. Die folgende Abbildung

zeigt die auf Agarose-Gel aufgetragenen amplifizierten Genabschnitte unter UV-Licht

Bestrahlung (Abb. 5.3).

Probe 1 Probe 2

GAPDH
3" Aktin
5" Aktin
GAPDH

c £
= =
4 4
< <
™ o

2K Clathrin
6K Clathrin
2K Clathrin

6K Clathrin

Abb 5.3: Die Expression der Haushaltsgene beispielhaft gezeigt an 2 Proben, aufgetragen auf 1,2 %iges

Agarosegel und unter UV-Licht Bestrahlung fotografiert.
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5.4. Quantifizierung der mRNA Expression

Nach der Sicherstellung der Integritit der isolierten mRNA wurde mittels quantitativer PCR die
Expression der zu untersuchenden Gene gepriift.

Zunédchst wurde mittels geeigneter Verdiinnungsreihen der Primer versucht, die optimale
Konzentration flir die Amplifikation der RNA herauszufinden. Die Primer wurden dabei
jeweils in Konzentrationen von 18 pMolar, 6 pMolar und 1 pMolar in einer
Dreifachbestimmung gegeneinander getestet. Folgendes Bild (Abb. 5.4) stellt beispielhaft die

optimale Konzentration der Primer fiir ATPase 2 dar.

1.000 E+1
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Abb 5.4: Sowohl der Forward- als auch der Reverse-Primer fiir ATPase 2 liegt in einer Konzentration von 6

uMolar vor. Der gewiinschte Genabschnitt wird bei allen drei Messungen bei genau 30 Zyklen detektiert.
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Folgende Primerverdiinnungen wurden fiir die RNA-Amplifikation ausgewahlt:

Proteasomen-Untereinheit Forward-Primer (uM) Reverse-Primer (uM)
ATPase 2 6 6
Subunit beta type 2 18 18
Subunit beta type 5 6 18
Subunit MECI-1 18 18
Subunit LMP7 18 18

Anschliefend wurden auch von der zu untersuchenden RNA Verdiinnungsreihen hergestellt,
um zu ermitteln, in welcher Menge das genetische Material in der quantitativen PCR eingesetzt
werden muss, um gute Ergebnisse zu erzielen. Ausgangswert war eine RNA-
Mindestkonzentration von 5 ng pro Well, die aufgrund der MeBergebnisse des RNA Pico-
Assays hergestellt werden konnte. Danach wurde die Stammlosung auf 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 und
1:32 verdiinnt. Die folgende Abbildung (Abb 5.5) zeigt eine Verdiinnungsreihe der RNA von
Blutmonozyten, die mit den Primern fiir ATPase 2 amplifiziert wurde. Die jeweiligen Werte

wurden wiederum in einer Dreifachbestimmung ermittelt.

Verdiinnung | RNA Konzentration pro Well (ng) Zyklen
1:1 5 27,5

1:2 2,5 28,5

1:4 1,25 29,5

1:8 0,625 30,5

1:16 0,156 31,5

1:32 0,078 ~32,5
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Abb 5.5: Je hoher die Konzentration der cDNA, desto frither wurde das Signal der Tagman-Sonden detektiert. Bei

einer Verdiinnung von 1:8 wurde bei allen drei Messungen das Signal bei genau 30,5 Zyklen erfasst.

Auf der Basis dieser Untersuchungen wurde RNA in einer Konzentration von 0,625 ng pro

Well mit den oben genannten Primerverdiinnungen vermessen.
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5.4.1. Quantitative Analyse der mRNA Expression von ATPase 2

Die ATPase 2 ist eine der sechs Proteasen mit Chaperon-dhnlicher Aktivitit des 19S-
Regulatorkomplexes. Dieser lagert sich an die a-Ringe des 20S-Proteasoms an und entfaltet die
Protein-Substrate, so daf} sie leichter dem proteolytischen Komplex in den B-Ringen zugefiihrt
werden konnen. Die Antigenprésentation kann so mit groBBerer Geschwindigkeit ablaufen, was
die Immunantwort ankurbelt.

Zundchst wurde die mRNA Expression der ATPase 2 von jeder der isolierten
Zellgruppen, d.h. die der IMACs aus entziindetem bzw. nicht-enziindetem Darm, der
Monozyten und der in vitro differenzierten Makrophagen, miteinander verglichen. Bezogen auf
die nicht entziindeten Kontroll-Makrophagen wurden die librigen Makrophagen mit dem t-test
darauthin ausgewertet, ob ihre ATPase 2 - Expression signifikant hoher liegt als die der
Kontrollgruppe. In Abbildung 5.6 ist zu ersehen, dass zwischen der mRNA - Expression von
ATPase 2 in der Kontrollgruppe, den in vitro differenzierten Makrophagen, der
Patientengruppe mit den Sigmadivertikulitiden sowie der mit M. Crohn keine signifikanten
Unterschiede bestehen (Ko vs. in vitro p<0,064, Ko vs. Sigma p<0,37, Ko vs. MC p<0,73).
Jedoch bestand ein statistisch signifikanter Unterschied zu der Patientengruppe mit Colitis
ulcerosa (CU vs. Kontrollen p<0,5).

Somit konnte beziiglich der ATPase 2 Werte das Ergebnis der der oben genannten
Array-Gen-Expressionsstudie, bei der ebenfalls in vitro differenzierte Makrophagen mit
IMACs aus normaler Mukosa verglichen wurden, nicht bestitigt werden. In dieser Arbeit
zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Genexpression.

Verglichen mit den ATPase 2-Werten der Blutmonozyten weisen sowohl die IMACs
der CU Patienten aber auch die IMACs aus MC Patienten deutlich hohere Werte auf (CU vs.
Monozyten p<0,0009, CU vs. CED Monozyten p<8,5*10'9, MC vs. Monozyten p<0,001, MC
vs. CED Monozyten p<5,6%10~)
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Abb. 5.6: Real-time-PCR (Tagman®) fiir ATPase 2: die mRNA Expression ist in Makrophagen von Patienten mit
Colitis ulcerosa hdher als in der Kontrollgruppe, den Sigmadivertikulitiden und den Patienten mit Morbus Crohn
(CU vs. Kontrollen p<0,5, CU vs. Sigma p<0,0005). Auch gegeniiber den Blutmonozyten zeigen CU-
Makrophagen sigifikant erhdhte Werte (CU vs. Monozyten p<0,0009, CU vs. CED Monozyten p<8,5*10), aber
auch die MC-Makrophagen exprimieren mehr ATPase 2 als Monozyten (MC vs. Monozyten p<0,001, MC vs.
CED Monozyten p<5,6¥10""). Kein signifikanter Unterschied in der ATPase 2 Expression bestand hingegen
zwischen in vitro differenzierten Makrophagen und CU- bzw. MC-Makrophagen ( CU vs. in vitro p<0,44, MC vs.
in vitro p<0,20). Priifung auf statistische Signifikanz mittels t-Test.

Die folgenden beiden Diagramme (Abb 5.7) zeigen den Unterschied der ATPase 2
Expression in Makrophagen von Colitis ulcerosa (A) und Morbus Crohn (B) Patienten, wobei
jeweils die Zellen aus den aktiv entzlindeten Darmresektaten den Zellen aus Resektaten mit
leichterem Krankheitsbild gegeniibergestellt wurden. Bei beiden Erkrankungen war der
Unterschied zwischen Makrophagen aus entziindeten und nicht entziindeten Proben signifikant
(CU entziindet vs. CU nicht entziindet p<0,023; MC entziindet vs. MC nicht entziindet
p<0,018). Daraus lésst sich ein dirketer Zusammenhang zwischen der Entziindung des Darms

und der Regulation der Expression der Proteasomenuntereinheit ATPase 2 ableiten, die positiv
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miteinander korrelieren. Die Entziindugsreaktion regelt offensichtlich auch die Genexpression

von ATPase 2 nach oben.

A Colitis ulcerosa B Morbus Crohn

6 0,8 1

0,6

04 -

0,2

o-(ATPase 2 - GAPDH)
-(ATPase 2 - GAPDH)
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CU nicht entziindet CU entziindet

0,0
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MC nicht entziindet MC entziindet

Abb. 5.7: ATPase 2 Expression in Patienten mit Colitis ulcerosa (A) und Morbus Crohn (B). Der Unterschied
zwischen IMACs aus entziindeter und nicht entziindeter Mukuso war sowohl bei CU als auch bei MC signifikant
(CU entziindet vs. CU nicht entziindet p<0,023; MC entziindet vs. MC nicht entziindet p<0,018). Untersucht
wurden 2 Patienten mit aktiver und 4 Patienten mit inaktiver CU sowie je 3 Patienten mit aktivem und blandem

MC. Bestimmung der p-Werte mittels t-Test.

Zusdtzlich zu den intestinalen Makrophagen wurden Blutmonozyten von sechzehn
Patienten mit CED isoliert. Acht Patienten litten an einer aktiven Entziindung
(Erkrankungsschub), drei davon wurden mit Steroiden behandelt; von den 8 Patienten, die sich
in Remission befanden, bekamen vier Steroide. Untersucht wurde, ob bereits in den
Blutmonozyten von CED Patienten Unterschiede beziiglich der ATPase 2 Expression bestehen
(Abb. 5.8).

Die Monozyten der Patienten mit aktiver Entziindung insgesamt zeigten gegeniiber
denen in Remission keinen signifikanten Unterschied (p<0,56). Auch die unterschiedlichen
Zellgruppen einzeln betrachtet, zeigen keine relevanten Unterschiede beziiglich der ATPase 2
Expression . Die Expression von ATPase 2 scheint lediglich durch die Steroidmedikation

etwas induziert zu werden.
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Abb. 5.8: Vergleich der Monozytengruppen von Patienten mit aktiver CED und in Remission mit Unterscheidung
zwischen Steroidbehandlung und ohne Medikation. Die Unterschiede der entziindeten und nicht entziindeten
Gruppe aufgrund der Steroidbehandlung waren nicht signifikant (aktiv ohne S. vs. aktiv mit S. p<0,67, Rem mit S.
vs. Rem ohne S. p<0,40). Auch die beiden Steroidgruppen unterschieden sich nicht relevant (p<0,83),
ebensowenig wie die Gruppen ohne Steroidmedikation (p<0,44). Ermittlung der p-Werte mittels t-Test.

5.4.2. Quantitative Analyse der mRNA Expression von Subunit beta type 2

Als Teil des proteolytischen Zentrums des konstitutiven Proteasoms spaltet Beta 2 Proteine
bevorzugt nach basischen Aminosduren und wird bei der Bildung von Immunproteasomen
gegen die Untereinheit MECL-1 ausgetauscht. Die Expression der Proteasomen Untereinheit
beta type 2 wurde bei den gleichen Zellgruppen gemessen (Abb 5.9). Sowohl die Colitis
ulcerosa Gruppe als auch die Morbus Crohn Gruppe zeigten signifikant unterschiedliche Werte
gegeniiber den IMACs aus normaler Mukosa (CU vs. Kontrolle p<0,0001 bzw. MC vs.
Kontrolle p<0,016). Keine relevanten Unterschiede bestanden zwischen den normalen IMACs,
der Sigmadivertikulitis Gruppe und den normalen Monozyten (Kontrolle vs. Sigma p<0,55,

Kontrolle vs. Monozyten p<0,311).
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Die Makrophagen aus CED Mukosa wiesen statistisch signifikant hohere Werte auf als
die Blutmonozyten (MC vs. Monozyten p<6*10~, MC vs. CED Monozyten p<1*10). Ebenso
war in den in vitro differenzierten Makrophagen beta 2 in signifikant groBerer Menge
vorhanden als in der Kontrollgruppe und den Sigmadivertikulitiden (In vitro vs. Kontrollen
p<0,03, In vitro vs. Sigma p<0,045). Kein relevanter Unterschied fand sich zwischen in vitro
differenzierten Makrophagen und der CU bzw. MC Gruppe (in vitro vs. MC p<0,24, in vitro
vs. CU p<0,44).
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Abb 5.9: Vergleich der Subunit beta type 2 Expression. Die Werte der Makrophagen aus entziindeter Mukosa
waren signifikant erhoht (CU vs. Kontrolle p<0,0001, CU vs. Sigma p<0,0002, CU vs. Monozyten p<1*10-6, CU
vs. CED Monozyten p<1 *10'9, MC vs. Kontrolle p<0,016, MC vs. Sigma p<0,0284, MC vs. Monozyten p<6*10'5,
MC vs. CED Monozyten p<1*#10?). In den in vitro differenzierten Makrophagen war eine hohere beta 2
Expression vorhanden als in den Kontrollen und den Sigmadivertikulitiden (In vitro vs. Kontrollen p<0,03, In

vitro vs. Sigma p<0,045). Die p-Werte wurden mittels T-Test bestimmt.
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Die Makrophagen aus entziindeter Mukosa von Colitis ulcerosa (A) und Morbus Crohn
(B) wiesen gegeniiber denen aus weniger entziindeten Resektaten eine signifikant hohere beta 2

Expression auf (Abb. 5.10).
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Abb. 5.10: Die Makrophagen der entziindeten CU Gruppe haben eine deutlich héhere beta 2 Expression als die aus
der nicht entziindeten CU Proben (CU entziindet vs. CU nicht entziindet p<0,006). Gleiches gilt fiir die
Makrophagen aus der entziindeten Morbus Crohn Gruppe und den Makrophagen aus nicht entzlindeten Crohn
Resektaten (MC entziindet vs. MC nicht entziindet p<0,002). Die Priifung auf statistische Signifikanz erfolgte
mittels T-Test.

Analog zur Expression von ATPase 2 erbrachte ein Vergleich der sechzehn aus CED Patienten
isolierten Blutmonozyten keine statistisch relevanten Unterschiede beziiglich der Subunit beta

type 2 Expression (Abb. 5.11).
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Abb. 5.11: Beziiglich der Subunit beta type 2 Expression war zwischen den unterschiedlichen Monozytengruppen
kein signifikanter Unterschied vorhanden (aktiv ohne S. vs. aktiv mit S. p<0,75, Rem ohne S. vs. Rem mit S.
p<0,72, aktiv ohne S. vs. Rem ohne S. p<0,84, aktiv mit S. vs. Rem mit S. p<0,93). Ermittlung der p-Werte mittels
t-Test.

5.4.3. Quantitative Analyse der mRNA Expression von Subunit beta type 5

Beta$5 ist eine Untereinheit des konstitutiven Proteasoms mit der Féhigkeit, Proteine bevorzugt
nach hydrophoben Aminosduren zu spalten. Analog zu beta2 wird sie im Immunproteasom
gegen LMP7 ausgetauscht. Die Makrophagen aus normaler Mukosa zeigten keinen statistisch
signifikanten Unterschied zu denen der Sigmadivertikulitis-Gruppe und denen der an Morbus
Crohn erkrankten Patienten beziiglich der Expression der Proteasomen Untereinheit beta type 5
(Kontrolle vs. Sigma p<0,46, Kontrolle vs. MC p<0,49).

Die in vitro differenzierten Makrophagen zeigten hingegen signifikant hohere Werte an
beta 5 als die normalen IMACs (In vitro vs. Kontrollen p<0,035). Signifikant erhéht war auch
die Genexpression in der Gruppe der Colitis ulcerosa Patienten gegeniiber den normalen
IMACs und denen der Sigmadivertikulitis-Gruppe (CU vs. Kontrollen p<0,002, CU vs. Sigma
p<0,002) (Abb. 5.12). Die Werte der CU- und der MC-Gruppe waren gegeniiber den
Blutmonozyten signifikant erhéht (CU vs. Monozyten p<0,001, CU vs. CED Monozyten
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p<5*10°, MC vs. Monozyten p<0,007, MC vs. CED Monozyten p<7*10°). Die beta 5
Expression in Monozyten von CED Patienten war gegeniiber denen von Patienten ohne CED

nicht signifikant erhoht.
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Abb. 5.12: Vergleich der Proteasome Subunit beta type 5 Expression: Die Makrophagen der CU-Gruppe wiesen
signifikant hdhere Werte gegeniiber den Makrophagengruppen der Kontrollen und der Sigmadivertikulitiden auf
(CU vs. Kontrollen p<0,002, CU vs. Sigma p<0,002). Die in vitro differenzierten Makrophagen zeigten eine
signifikant hohere beta 5 Expression (In vitro vs. Kontrollen p<0,035, In vitro vs. Sigma p< 0,37). Sowohl die
Colitis ulcerosa Makrophagen als auch die Morbus Crohn Makrophagen hatten gegeniiber den Blutmonozyten
signifikant erhohte Werte (CU vs. Monozyten p<0,001, CU vs. CED Monozyten p<5*10°, MC vs. Monozyten
p<0,007, MC vs. CED Monozyten p<7*10°°). Ermittlung der p-Werte mittels t-Test.

Im separaten Vergleich wiesen die Makrophagen aus entziindeten Ddrmen im Vergleich zu
denen aus geringer befallenen Resektaten nur bei Colitis ulcerosa (n(CU entziindet) =2, n(CU
nicht entziindet) =4) (A) eine signifikant hohere Expression der Proteasomen Untereinheit beta
type 5 auf (Abb. 5.13, CU entziindet vs. CU nicht entziindet p=0,05). Der Unterschied

zwischen den entziindeten (n=3) und nicht entziindeten (n=3) Crohn-Makrophagen (B) weist
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zwar eine Tendenz in die gleiche Richtung wie bei den CU-Makrophagen auf, war jedoch

statistisch nicht signifikant (MC entziindet vs. MC nicht entziindet p<0,11).

A Colitis ulcerosa B Morbus Crohn
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£ _ 1,2 A
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CU nicht entziindet CU entziindet MG nicht entziindet MC entziindet

Abb 5.13: Vergleich der beta type 5 Expression in Makrophagen aus entziindeten und nicht entziindeten
Resektaten. Der Unterschied zwischen den aus Colitis ulcerosa Patienten entnommenen IMACs war signifikant
(CU entziindet vs. CU nicht entziindet p=0,05). Bei der Crohn-Gruppe war lediglich eine tendenzielle
Entwicklung é&hnlich der Colitis-Gruppe nachzuweisen (MC entziindet vs. MC nicht entziindet p<0,11).

Bestimmung der p-Werte mittels t-Test.

Die 16 Proben der Blutmonozyten, die aus an CED erkrankten Patienten isoliert
wurden, wiesen keine statistisch signifikant unterschiedlichen p-Werte beziiglich ihrer Subunit
beta type 5 Expression auf (Abb 5.14, aktiv ohne Steroide vs. aktiv mit Steroiden p<0,72,
Remission ohne Steroide vs. Remission mit Steroiden p<0,16, aktiv ohne Steroide vs.
Remission ohne Steroide p<0,08 und aktiv mit Steroiden vs. Remission mit Steroiden p<0,77).

Die p-Werte wurden mit dem t-Test ermittelt.
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Abb. 5.14: Die verschiedenen Monozyten Gruppen im Vergleich zeigten keine signifikant unterschiedlichen

Werte beziiglich ihrer beta type 5 Expression.

5.4.4. Quantitative Analyse der mRNA Expression von MECL-1

Die Immunproteasom-Untereinheit MECL-1 (beta 2i) ist eine der Untereinheiten des
Immunproteasoms mit der Fiahigkeit zur Proteolyse, bevorzugt nach basischen und
hydrophoben Aminosduren. Die so gespaltenen Proteinfragmente konnen dadurch besonders
gut liber den MHC-I-Komplex prisentiert werden und tragen so zur Aufrechterhaltung einer
Immunreaktion bei.

Sie war sowohl in den Makrophagen der Patientengruppe mit Colitis ulcerosa als auch
in der mit Morbus Crohn gegeniiber den IMACs aus normaler Mukosa signifikant vermehrt
exprimiert (CU vs. Kontrollen p<7*10°, MC vs. Kontrollen p<0,001). Gegeniiber den
normalen IMACs war in den in vitro differenzierten Makrophagen signifikant mehr MECL-1
exprimiert (In vitro vs. Kontrollen p<0,03). Die Blutmonozyten der Patienten ohne CED
zeigten keinen statistisch relevanten Unterschied gegeniiber den IMACs aus normaler Mukosa

(p<0,58), in den Monozyten von CED Patienten war die Expression von MECL-1 sogar
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signifikant niedrieger als in den normalen IMACs (p<1,8*107). Vergleicht man die beiden
Monozyten-Gruppen miteinander, weisen die CED Monozyten sogar eine signifikant
niedrigere Expression als die normalen Monozyten (p<3,8*10°). Die MECL-1 Expression in
den Makrophagen, die aus Resektaten mit Sigmadivertikulitis stammten, war jedoch gegeniiber
den normalen IMACs erhoht (p<0,02) (Abb. 5.15). Alle p-Werte wurden mit dem t-Test

bestimmt.
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Abb. 5.15: Expression der Immunproteasomen-Untereinheit MECL-1 in den verschiedenen Zellgruppen. Die
Makrophagen der Colitis ulcerosa Gruppe und der Morbus Crohn Gruppe zeigten eine signifikant hohere MECL-
1 Expression (CU vs. Kontrollen p<7”‘10'5 , CU vs. Sigma p<0,001, CU vs. Monozyten p<0,001, CU vs. CED
Monozyten p<5*10"°, MC vs. Kontrollen p<0,001, MC vs. Monozyten p<0,005, MC vs. CED Monozyten
p<1*10""). Die in vitro differenzierten Makrophagen zeigten eine relevant hohere MECL-1 Expression gegeniiber

der Kontrollgruppe (In vitro vs. Kontrollen p<0,03).

Sowohl die Makrophagen aus den Colitis ulcerosa Darmresektaten (A) als auch die aus
den Morbus Crohn Resektaten (B) zeigten signifikante Unterschiede in der Expression der

MECL-1 Untereinheit. Die Zellen aus den Patienten mit schwererem Krankheitsverlauf wiesen
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in beiden Gruppen héhere Werte auf (Abb. 5.16, CU nicht entziindet vs. CU entziindet p<0,03,
MC nicht entziindet vs. MC entziindet p<0,05). Alle p-Werte wurden mit dem t-Test bestimmt.

A Colitis ulcerosa B Morbus Crohn
20 6 1
18 4
5 -
16 4
s 14 4 T 4
£ £
< 12 <
O] O]
- -
i i
s ? :
7 2
N g o
4 -
1 -
2 -
0 T T 0 T T
CU nicht entziindet CU entziindet MC nicht entziindet MC entziindet

Abb. 5.16: Die Makrophagen aus den schwerer entziindeten Colitis ulcerosa Resektaten zeigten signifikant hohere
Werte beziiglich der MECL-1 Expression als die Rescktate die von Patienten mit leichterem Krankheitsverlauf
stammen (p<0,03). Das gleiche gilt fiir die Makrophagen der 3 Crohn Patienten mit stark aktiver Entzlindung

verglichen mit Makrophagen aus 3 Patienten mit MC in Remission (p<0,05).

Die Blutmonozyten der CED Patienten im Vergleich zeigten keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich ihrer MECL-1 Expression (aktiv ohne Steroide vs. aktiv mit
Steroiden p<0,88, Remission ohne Steroide vs. Remission mit Steroiden p<0,33, aktiv ohne
Steroide vs. Remission ohne Steroide p<0,14, aktiv mit Steroiden vs. Remission mit Steroiden

p<0,82) (Abb. 5.17). Die p-Werte wurden anhand des t-Tests ermittelt.
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Abb. 5.17: Vergleich der MECL-1 Expression in den Gruppen der Blutmonozyten von CED Patienten. Es gab

keine signifikanten Unterschiede.

5.4.5. Quantitative Analyse der mRNA Expression von LMP7

LMP7 ist Teil des proteolytischen Komplexes des Immunproteasoms. Es spaltet Proteine
bevorzugt nach hydrophoben und auch basischen Aminosduren. Seine Expression wurde
untersucht, da es eine entscheidende Rolle bei autoimmunen Reaktionen spielt, die auch fiir
MC und CU mitverantwortlich sind.

Abbildung 5.18 zeigt, dass sowohl die Makrophagen aus Colitis ulcerosa Patienten als
auch die aus den Morbus Crohn Patienten gegeniiber den anderen Zellgruppen signifikant
erhohte Werte hinsichtlich ihrer Expression der Immunproteasomen-Untereinheit LMP7
aufwiesen. Die MC Makrophagen im Vergleich mit der Sigmadivertikulitis-Gruppe, wiesen
jedoch keinen signifikanten Unterschied in der LMP7 Expression auf (CU vs. Kontrollen
p<0,01, CU vs. Sigma p<0,1, CU vs. Monozyten p<0,02, CU vs. CED Monozyten p<8*'®®
bzw. MC vs. Kontrollen p<0,04, MC vs. Sigma p<0,19, MC vs. Monozyten p<0,003, MC vs.

CED Monozyten p<1*10"”. Die in vitro differenzierten Makrophagen weisen ebenfalls
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signifikant hohere LMP7 Werte gegeniiber den normalen IMACs auf (p<0,05), zeigen jedoch
keinen statistisch relevanten Unterschied gegeniiber den CED Makrophagen (CU vs. in vitro
p<0,62, MC vs. in vitro p<0,25). Die p-Werte wurden mit dem t-Test bestimmt.
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Abb. 5.18: Vergleich der LMP7 Expression in den verschiedenen isolierten Zellen. Die CU Werte waren relevant
hoher als in den restlichen Zellgruppen (CU vs. Kontrollen p<0,01, CU vs. Sigma p<0,1, CU vs. Monozyten
p<0,02, CU vs. CED Monozyten p<8*'"®). Gleiches galt fiir die MC Werte mit Ausnahme im Vergleich zu den
Sigmadivertikulitis-Makrophagen (MC vs. Kontrollen p<0,04, MC vs. Sigma p<0,19, MC vs. Monozyten
p<0,003, MC vs. CED Monozyten p<1*¥10""). Die in vitro differenzierten Makrophagen zeigen eine signifikant
héhere LMP7 Expression als die normalen IMACs (In vitro vs. Kontrollen p<0,05).

Im direkten Vergleich von entziindeten und nicht entziindeten Makrophagen aus Colitis
ulcerosa (A) bzw. Morbus Crohn (B) Resektaten zeigt sich wiederum die gleiche Entwicklung
wie bei den vorangehend betrachteten Untereinheiten, wobei der Unterschied diesmal nur bei

Morbus Crohn signifikant ist (Abb. 5.19).
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Abb. 5.19: LMP7 Expression in CU und MC Makrophagen. Der t-test Wert der Makrophagen aus entziindeter vs.
nicht entziindeter Mukosa von Colitis ulcerosa Patienten zeigte keinen signifikanten Unterschied (p<0,1) jedoch
ist aus Abbildung A ersichtlich, dass die Tendenz ebenfalls zu einer erhohten LMP7 Expression bei den Patienten
mit aktivem Erkrankungsschub geht. Vergleicht man in der MC Gruppe die Makrophagen aus entziindeter
Mukosa mit denen aus nicht entziindeter Mukosa ergeben sich statistisch relevante Unterschiede in der LMP7

Expression (p<0,03). Die p-Werte wurden mittels t-Test errechnet.

Die Blutmonozyten der CED Patienten zeigten im Vergleich keine signifikanten Unterschiede
beziiglich der LMP7 Expression (Abb. 5.20). Mit dem t-Test wurden folgende p-Werte
ermittelt: aktiv ohne Steroide vs. aktiv mit Steroiden p<0,84, Remission ohne Steroide vs.
Remission mit Steroiden p<0,18, aktiv ohne Steroide vs. Remission ohne Steroide p<0,12 und

aktiv mit Steroiden vs. Remission ohne Steroide p<0,76.
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Abb. 5.20: Vergleich der LMP7 Expression in CED Blutmonozyten. Die Untersuchung ergab keine relevanten

Unterschiede.

Zwar konnten beim Vergleich der Blutmonozytengruppen aus CED Patienten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen ermittelt werden, jedoch ldsst sich
aus den Diagrammen eine Tendenz zu einer vermehrten Expression von Proteasomen-
Untereinheiten in den Blutmonozyten der Patienten mit aktivem Erkrankungsschub ohne

Steroide im Vergleich zu denen in Remission ohne Steroide ablesen.

5.4.6. Vergleich der beta 2 - und der MECL-1 - Expression

Bei Stimulation mit INF-y werden die konstitutiven katalytischen Untereinheiten beta 1, beta 2
und beta 5 durch ihre induzierbaren Homologe des Immunproteasoms beta 1i (LMP2), beta 2i
(MECL-1) und beta 5i (LMP7) ersetzt. Im Folgenden wurde untersucht, ob in intestinalen
Makrophagen von Patienten mit Morbus Crohn bzw. Colitis ulcerosa ein Unterschied in der
Expression von beta 2 bzw. MECL-1 besteht. Wie bereits gezeigt werden konnte, sind in den

Zellen der CED Patienten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe ohne CED die proteasomalen
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Untereinheiten hoéher exprimiert. Mit einem direkten Vergleich zwischen der beta 2 -
Untereinheit und der induzierbaren Homologen MECL-1 soll festgestellt werden, ob die
Untereinheiten des Immunproteasoms in Makrophagen von MC bzw. CU Patienten vermehrt
exprimiert werden. Es wurden die Makrophagen der Patienten mit stark ausgeprigtem MC
bzw. stark ausgeprigter CU und die der Patienten mit geringer ausgepriagter Entziindung, die
aus dem bereits in 5.1. genannten Material isoliert wurden, verglichen und beziiglich ihrer beta
2 bzw. MECL-1 Expression neu ausgewertet.

Es zeigte sich, dass in allen Pridparaten von Patienten mit Morbus Crohn, den gering
entziindeten und den stark entziindeten, MECL-1 im Vergleich zu beta 2 signifikant stirker
exprimiert wird (MC nicht entziindet: beta 2 vs. MECL-1 p<0,001, MC entziindet: beta 2 vs
MECL-1 p<0,034) (Abb. 5.21). Die p-Werte wurden mit dem t-Test ermittelt.

Morbus Crohn
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Abb. 5.21: Vergleich der beta 2 - und der MECL-1 - Expression in Makrophagen der MC-Gruppe. Sowohl in den
entziindeten als auch den nicht entziindeten Préparaten zeigte sich eine signifikant hdhere MECL-1 Expression

(MC nicht entziindet beta 2 vs. MECL-1 p<0,001, MC entziindet beta 2 vs MECL-1 p<0,034).
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Auch beim Vergleich der entziindeten und nicht entziindeten Makrophagen aus der
Colitis ulcerosa - Gruppe zeigte sich eine hohere Expression der MECL-1 - Untereinheit im
Vergleich zur beta 2 - Untereinheit des konstitutiven Proteasoms. Jedoch zeigte hier der t-Test,
dass der Unterschied statistisch nicht signifikant ist (CU nicht entziindet: beta 2 vs. MECL-1
p<0,09, CU entziindet: beta 2 vs. MECL-1 p<0,16) (Abb. 5.22).
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Abb. 5.22: Vergleich der beta 2 - mit der MECL-1 - Expression in Makrophagen der CU - Gruppe. Es zeigt sich
eine Tendenz zu vermehrter MECL-1 - Expression in beiden Gruppen, jedoch ist die Differenz nicht statistisch

relevant (CU nicht entziindet beta 2 vs. MECL-1 p<0,09, CU entziindet beta 2 vs. MECL-1 p<0,16).
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Vergleicht man die IMACS aus normaler Mukosa zeigt sich, dass die erhohte MECL-1
Expression nur bei den Makrophagen der CED Patienten zu finden ist (Abb. 5.23).
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5.4.7. Vergleich der beta 5 - und der LMP7 - Expression

Der gleiche oben beschriebene Vergleich wurde auch zwischen der konstitutiven Untereinheit
beta 5 und ihrem induzierbaren Partner LMP7 angestellt. Verwendet wurden ebenfalls das
unter 5.1 genannte Untersuchungsmaterial.

Es zeigte sich, dass in beiden Gruppen der Morbus Crohn Patienten, nicht entziindet
und entziindet, im Gegensatz zu MECL-1 die Untereinheit LMP7 in den Makrophagen nicht
signifikant hoher exprimiert ist als beta 5, wenngleich die Tendenz zu einer hoheren Expression
der induzierbaren Untereinheit besteht (MC nicht entziindet: beta 5 vs. LMP7 p<0,23, MC
entziindet: beta 5 vs. LMP7 p<0,34). Die p-Werte wurden mit dem t-Test ermittelt (Abb 5.24).
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Abb. 5.24: Vergleich der beta 5 - und der LMP7 - Expression in Makrophagen von Patienten mit Morbus Crohn.
Es besteht kein statistisch relevanter Unterschied zwischen der beta 5 - und der LMP7 - Expression (MC nicht
entziindet beta 5 vs. LMP7 p<0,23, MC entziindet beta 5 vs. LMP7 p<0,34).

Auch in der Colitis ulcerosa - Gruppe zeigte sich kein statistisch relevanter Unterschied
zwischen der beta 5 - und der LMP7 — Expression in Makrophagen aus entziindeten und nicht
entziindeten Darmresektaten (CU nicht entziindet: beta 5 vs. LMP7 p<0,41, CU entziindet: beta
5 vs. LMP7 p<0,97). Die Berechnung der p-Werte erfolgte ebenfalls mit dem t-Test (Abb

5.25).
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Abb. 5.25: Vergleich der beta 5 - mit der LMP7 - Expression in intestinalen Makrophagen von Colitis ulcerosa
Patienten. Es bestehen keine signifikanten Expressionsunterschiede (CU nicht entziindet beta 5 vs. LMP7 p<0,41,

CU entziindet beta 5 vs. LMP7 p<0,97).

Bei den IMACs aus normaler Mukosa besteht kein signifikanter Unterschied zwischen der
Expression der konstitutiven beta 5 Untereinheit und der induzierbaren LMP7 Untereinheit

(Abb. 5.26).
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Abb. 5.26: Vergleich der beta 5 - und der
LMP7 - Expression in den
Kontrollgruppen. Ein statistisch
relevanter Unterschied besteht nicht
(beta 5 vs. LMP7 p<0,99), die
Ermittlung des p-Wertes erfolgte mittels
t-Test.
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5.5. Quantifizierung der Proteinexpression

Gewebeproben aus Kolonresektaten von jeweils neun Patienten mit Morbus Crohn, Colitis
ulcerosa, Sigmadivertikulitis und ohne CED wurden verwendet, um 4 pm dicke
Paraffinschnitte herzustellen, die anschlieBend immunhistochemisch eingefarbt wurden. Die
Schnitte wurden mit den jeweiligen Antikorpern inkubiert und die Zielproteine mit Vector”
NovaRED® (rot) nachgewiesen. Alle immunhistochemischen Untersuchungen wurden an
Kolonpréparaten von Patienten durchgefiihrt, die nicht aus dem pool der Proben fiir die
Affymetrix-Daten stammten und nicht fiir PCR verwendet wurden.

Mit dem polyklonalen Antikorper anti-B82/MECL-1 von Affinity Research wurden
sowohl die Untereinheit des 26S Proteasoms beta2 als auch die MECL-1-Untereinheit des
Immunproteasoms detektiert. Der monoklonale Antikdrper anti-851 markiert die LMP7-
Untereinheit des Immunproteasoms.

Des weiteren wurde versucht, die Proteasomen-Untercinheiten ATPasel und B5
nachzuweisen, sowie die Proteine B2 und MECL-1 getrennt voneinander zu untersuchen.
Jedoch waren die verwendeten Antikorper nicht zum Einsatz fiir eine immunhistochemische
Farbung generiert worden, so dass die Farbung fehlschlug. Geeignete Antikorper standen nicht

zur Verfiigung.

5.5.1. Nachweis der Proteasomen - Untereinheiten 2 und MECL-1 (B2i)

Folgende Schnitte wurden entsprechend dem Protokoll (sieche Methoden 4.8) mit dem anti-
B2/MECL-1-Antikorper inkubiert, um die proteasomalen Untereinheiten 2 und MECL-1
nachzuweisen. Ziel der Untersuchung war es mdgliche Unterschiede bei der Expression der
Untereinheiten zwischen Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und einer Kontrollgruppe mit nicht
entziindeten Gewebeproben festzustellen.

Eine unspezifische Anfiarbung des Darmepithels zeigte sich bei allen Farbungen mit

anti- 2/MECL-1, bei den Isotypenkontrollen war dies jedoch nicht festzustellen.
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Abb. 5.27: A — C: Paraffinschnitte aus nicht entziindeten Darmresektaten
D — F: Morbus Crohn
G — I: Colitis ulcerosa

J — L: Sigmadivertikulitis

Abb. 5.28: M — P: Isotypenkontrollen fiir die Paraffinschnitte aus nicht entziindeten
Darmresektaten (M), die MC-Schnitte (N), die CU-Schnitte (O) und die
Sigmadivertikulitis-Schnitte (P)
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5.5.1.1. p2/MECL-1 - Expression in Kontrollschnitten (A-C)

Die Paraffinschnitte A bis C zeigen nicht entziindete Gewebeproben von Darmresektaten, die
nicht aufgrund von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen entnommen wurden, sondern
wegen Karzinombefall.

Hier zeigt sich keine verstirkte Anfairbung von Makrophagen da hier keine vermehrte
Expression der Gene der Proteasomen-Untereinheiten 32 und MECL-1 vorliegt. Vielmehr liegt
eine leichte gleichméBige unspezifische rotliche Anfarbung aller Zellen vor.

Die angefertigten korrespondierenden Isotypenkontrollen (M) wiesen keine Anfarbung

auf.

5.5.1.2. B2/MECL-1 - Expression bei Morbus Crohn (D-F)

Die Paraffinschnitte D bis F von Patienten mit Morbus Crohn, die mit dem anti-B2/MECL-1-
Antikdrper inkubiert wurden, zeigen eine intensivere Rotfarbung von Zellen ( » ) mit
Makrophagen-typischem Verteilungsmuster im Vergleich zum restlichen Gewebe, was fiir eine
besonders hohe Dichte and [2- und MECL-1- Untereinheiten in diesen Zellen spricht. Die
starke Farbung bestétigt die Hypothese, dass in den Makrophagen von Patienten mit MC das
Proteasom und Immunproteasom in besonders grofer Anzahl vorhanden ist. Die

Isotypenkontrollen (N) hingegen wiesen keine unspezifische Farbung auf.

5.5.1.3. p2/MECL-1 - Expression bei Colitis ulcerosa (G-I)

Die gleiche stirkere Anféarbung von Zellen mit Makrophagen-typischer Morphologie, die bereits
die Proben der MC-Patienten aufwiesen, liel sich auch in den Paraffinschnitten G bis I der
Patienten mit Colitis ulcerosa, die ebenfalls mit dem anti-B2/MECL-1-Antikorper inkubiert
wurden, nachweisen. Auch fiir diese Zellen ( ) gilt, daB ihre kriftigere Rotfirbung im
Vergleich zum {ibrigen Gewebe fiir eine besonders hohe Anzahl an B2- und MECL-1-
Untereinheiten in ihrem Zytosol spricht. Bei den Schnitten der Isotypenkontrollen (O) blieb eine

Anfarbung aus.
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5.5.1.4. p2/MECL-1 - Expression bei Sigmadivertikulitis (J-L)

Die Schnitte J bis L stammen von Patienten, die an Sigmadivertikulitis erkrankt waren. Es
sollte untersucht werden, ob die Gene des Proteasoms bei Entziindungen, die sich im
Gegensatz zu Morbus Crohn und Colitis ulcerosa nicht auf immunologische Fehlreaktionen
sondern auf direkte Einwirkung von Noxen wie Stuhlretention zuriickfiihren lassen, ebenfalls
in groBerer Anzahl transkribiert werden.

Es zeigte sich, dass die Rotfarbung der Makrophagen ( /) hier wesentlich geringer
ausgeprigt ist als bei den Gewebeschnitten von Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen. Dies bedeutet, dass die Konzentration der f2/MECL-1 - Untereinheiten
des Proteasoms in diesen Zellen geringer ist als in den Proben der Patienten, die an CED
erkrankt waren. Offenbar besteht ein Zusammenhang zwischen dem Ausldser der Entziindung
und den induzierten unterschiedlichen Immunreaktionen, da trotz der ablaufenden
Entziindungsreaktion bei einer Sigmadivertikulitis keine erhohte Expression von B2 und
MECL-1 erfolgt.

Auch hier war bei den angefertigten Isotypenkontrollen (P) keine unspezifische Farbung

zu erkennen.

5.5.2. Nachweis der Proteasomen-Untereinheit LMP7 (5i)

Mit dem monoklonalen Antikorper anti-B51 wurde die Untereinheit LMP7 des
Immunproteasoms erfasst. Wiederum wurde untersucht, ob im Darm die Genexpression des
Proteasoms abhdngig von der jeweiligen Erkrankung erfolgt. Miteinander verglichen wurden
erneut Gewebeproben von Patienten, die an Morbus Crohn, Colitis ulcerosa,
Sigmadivertikulitis und Kolonkarzinom litten. Auch hier zeigte sich in allen Schnitten eine

unspezifische Anfirbung des Darmepithels.
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Abb. 5.29: A — C: Paraffinschnitte aus nicht entziindeten Darmresektaten
D — F: Morbus Crohn
G — I: Colitis ulcerosa

J — L: Sigmadivertikulitis

Abb. 5.30: M — P: Isotypenkontrollen fiir die Paraffinschnitte aus nicht entziindeten
Darmresektaten (M), die MC-Schnitte (N), die CU-Schnitte (O) und die
Sigmadivertikulitis-Schnitte (P)
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5.5.2.1. LMP7 - Expression in Kontrollschnitten (A-C)

In den nicht entziindeten Kontrollschnitten A bis C von Kolonkarzinom-Patienten zeigt sich
nach Inkubation mit anti-LMP7-Antikérpern kaum eine spezifische Anfirbung von
Makrophagen. Dies bedeutet, dass in diesen Zellen in nicht entziindetem Gewebe kaum LMP7
exprimiert wird, ganz im Gegensatz zu den Makrophagen in den CED-Proben. Die
korrespondierenden Isotypenkontrollen waren negativ beziiglich einer unspezifischen

Anféirbung.

5.5.2.2. LMP7 - Expression bei Morbus Crohn (D-F)

Die Gewebeschnitte D bis F stammen aus Darmresektaten von Patienten, die an Morbus Crohn
erkrankten. Sie wurden ebenfalls mit dem spezifischen Antikorper fiir LMP7 laut Protokoll
(siehe 3.8) inkubiert. Eine Anfdrbung von Zellen mit der fiir intestinale Makrophagen typischen
Morphologie zeigte sich nach der Markierung mit dem LMP7-Antikorper, wenngleich nicht so
stark wie nach der Inkubation mit dem anti-B2/MECL-1 -Antikorper. Dies beweist, dass auch
die proteasomale Untereinheit LMP7 in Makrophagen in hoherer Konzentration vorhanden ist,
als in den iibrigen Zellen der Lamina propria. Bei den Isotypenkontrollen (N) blieb dagegen

eine unspezifische Anfarbung aus.

5.5.2.3. LMP7 - Expression bei Colitis ulcerosa (G-I)

Mit der gleichen Fragestellung wurden die Gewebeschnitte G bis I, die von Colitis ulcerosa
Darmresektaten stammen, untersucht. Nach der Inkubation der Schnitte mit dem anti-LMP7-
Antikorper waren wiederum die Makrophagen des subepithelialen Bindegewebes mit ihrer
vermehrten Anzahl an LMP7-Untereinheiten durch intensivere Rotfarbung hervorgehoben. Im

Vergleich dazu zeigten die Isotypenkontrollen (O) keine unspezifische Anfarbung.
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5.5.2.4. LMP7 - Expression bei Sigmadivertikulitis (J-L)

Auch beziiglich der Untereinheit LMP7 sollten Gewebeproben von Patienten, die an CED
erkrankten, mit denen von Patienten, deren Kolon auf Grund einer Divertikelerkrankung
reseziert werden musste, verglichen werden. Die Paraffinschnitte J bis L der
Sigmadivertikulitiden, die mit anti-LMP7 reagierten, weisen eine vermehrte Expression von
LMP7-Untereinheiten auf, jedoch nicht in gleichem Malle wie die Schnitte der CED-Proben,
die eine viel kréftigere Anfarbung der Makrophagen zeigen. Die Isotypenkontrollen (P) stellen

sich ohne unspezifische Anfarbung dar.

5.6. Western Blot

Die Tagman®-Versuche haben bestitigt, dass die Proteasomen - Untereinheiten ATPase 2, beta
2, beta 5, MECL-1 und LMP7 in Makrophagen aus entziindeter Darmmukosa von CED
Patienten vermehrt exprimiert werden. Neben der immunhistochemischen Fiarbung soll die
Expression von ATPase 2, MECL-1 und LMP7 auf Proteinebene mit dem Western Blot
untersucht werden. Verwendet wurden dafiir Biopsie-Lysate aus Patienten mit Morbus Crohn
(3), Colitis ulcerosa (2), ohne CED als Kontrollgruppe (4) und einem Patienten mit
Sigmadivertikulitis.

5.6.1. Expression von ATPase 2

Der Versuch wurde mit dem poyklonalen anti-ATPase 2 - Antikdrper durchgefiihrt. Die Bande
von ATPase 2 und des rekombinanten ATPase 2 Proteins sollten bei ca. 50 kDa zu detektieren
sein. Sowohl die Biopsie-Lysate der Kontrollgruppe als auch die der Morbus Crohn Patienten
zeigen eine deutliche Bande bei 50 kDa, aber vor allem die Lysate der M. Crohn - Gruppe und
geringfligiger die Sigmadivertikulitis zeigen eine zweite Bande bei 20 kDa (Abb. 4.34). Dies

spricht méglicherweise fiir eine Aufspaltung des Proteins bei CED Patienten.
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Abb. 5.31: ATPase 2 Expression in Biopsie-Lysaten. Das als Positivkontrolle verwendete rekombinante Protein
(Standard) zeigt eine deutliche Bande bei 50 kDa. Die iibrigen Banden der Lysate bei 50 kDa zeigten keine
signifikant unterschiedlichen Mengen and ATPase 2 - Protein. Jedoch weisen die Lysate der CED Patienten
zusétzlich zu der 50 kDa Bande auch eine Bande bei 20 kDa auf.

5.6.2. Expression von MECL-1

Der Nachweis von MECL-1 erfolgte mit dem polyklonalen anti-MECL-1 - Antikérper. Das zur
Positivkontrolle (Standard) verwendete rekombinante Protein mit seinem GST tag (A) war bei
55,77 kDa detektierbar, die Proteasomen - Untereinheit MECL-1 (B) selbst erschien bei 30
kDa.

MECL-1 war sowohl in Patienten ohne intestinale Entziindung nachweisbar als auch in
den Patienten, die an Morbus Crohn und Colitis ulcerosa litten, wobei die Banden dort stiarker
ausgeprigt waren (Abb. 5.32). Da Aktin in allen Lysaten nachweisbar war, ist der schwichere
Nachweis von ATPase 2 in den Biopsien aus Patienten ohne CED nicht auf eine geringere
Proteinmenge zuriickzufiihren. Neben den erwarteten Banden zeigten sich einige unspezifisch

gefirbte Banden.
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Abb. 5.32: Nachweis von MECL-1 in Lysaten aus Darmbiopsien. Die Positivkontrolle (A) mit dem
rekombinanten Protein garantierte den Erfolg des Versuchs. MECL-1 (B) war in allen Lysaten nachweisbar,
schien aber in den Biopsien aus an CED erkrankten Patienten stérker exprimiert zu sein. Bei allen Patienten war

Aktin detektierbar (C).

Die Westernblot - Membranen wurden mit OptiQuant® Image Analysis Software (Packard
BioScience Company, Meriden, CT) untersucht, um festzustellen, ob die Stdrke der
Proteinbanden signifikant unterschiedlich ist. Das Programm vermisst die Pixeldichte der
Banden. Hierfiir wird ein Grid (Rastergitter) auf die Membran projiziert, der individuell
angepasst und korrigiert werden kann. Nachdem die Intensitdt in jedem Raster gemessen
wurde, erfolgt eine Hintergrundnormalisierung, indem ein leerer Spot pro Array ermittelt und
von den FEinzelwerten abgezogen wird. Dies ermdglicht einen Vergleich zwischen den
einzelnen Grids. Die unterschiedlichen Messwerte wurden graphisch ausgewertet und mit dem
t-test auf die Signifikanz getestet (Abb. 5.33). P<0,05 wurde als signifikant betrachtet.

Die Messwerte ergaben, dass in den Morbus Crohn - Lysaten MECL-1 signifikant
hoher exprimiert war als in den Kontrollen. Die Colitis ulcerosa - Proben zeigten hingegen nur

eine Tendenz in diese Richtung.
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Abb. 5.33: MECL-1 Expression in Biopsie-Lysaten. Die Vermessung ergab, dass die MECL-1 Expression in den
Morbus Crohn Lysaten signifikant hoher ist als in den Kontrollen (Kontrollen vs. MC p<0,0003). Die Werte der
Colitis ulcerosa Proben unterschieden sich statistisch nicht signifikant von den Kontrollen, zeigen aber auch eine

Tendenz zu vermehrter MECL-1 Expression.

5.6.3. Expression von LMP7

Die Untersuchung der LMP7 Expression in den Biopsielysaten erfolgte mit dem monoklonalen
anti-LMP7 - Antikorper und dem partiell rekombinanten Protein zu LMP7. Das rekombinante
Protein sollte bei 37 kDa zu detektieren sein, die LMP7 Untereinheit in den Patientenproben
bei 30 kDa.

Das als Positivkontrolle eingesetzte rekombinante LMP7 Protein zeigte eine kriftige
Bande bei 37 kDa. Die Banden der Kontrollgruppe und der Sigmadivertikulitis waren deutlich
geringer ausgeprdgt. In den Lysaten der CED Patienten war jedoch sichtlich mehr LMP7
Protein vorhanden (Abb. 5.34).

105



Ergebnisse

A Stand

37kDa —> -

B Sig  MC MC MC CU CU

e Eﬂ!34 z=oamB
C Ko Ko Ko Ko Sig MC MC MC CU CU

49 kDg ——» T oo G et e e S G S

Abb. 5.34: LMP7 Expression in Lysaten von Darmbiopsien. Die kréftige Bande der Positivkontrolle (A) zeigt,
dass der Versuch selbst erfolgreich war. LMP7 ist in den Lysaten der Patienten (B) in den Proben der M. Crohn
und C. ulcerosa in groBerer Zahl vorhanden als in den Kontrollproben und der Sigmadivertikulitis. Die

Aktinbanden (C) waren bei allen Proben vorhanden.

Die Banden wurden wiederum mit OptiQuant® wie oben beschrieben vermessen und graphisch
ausgewertet. Aus dem Diagramm ist ersichtlich, dass sowohl in den Lysaten der Morbus Crohn
Patienten als auch in denen der Colitis ulcerosa Patienten eine signifikant hdhere Expression

von LMP7 vorhanden ist (Abb. 5.35).
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Abb. 5.35: LMP7 Expression in Biopsielysaten. Die Anzahl von LMP7 Proteinen ist gegeniiber den Kontrollen in
den Morbus Crohn Proben ebenso statistisch signifikant vermehrt exprimiert wie in den Colitis ulcerosa Proben

(Kontrollen vs. MC p<0,017, Kontrollen vs. CU p<0,02).

5.7. Proteasomen - Funktionstest

Durch die Messung des fluoreszierenden Spaltproduktes 7-Amino-4-methylcoumarin (AMC)
nach der Spaltung von dem markierten Proteasomen-Substrat LLVY-AMC konnte die
proteasomale Aktivitdt in den Biopsielysaten der Patienten mit und ohne CED untersucht
werden. Da vor der Aktivititsmessung die Proteinmenge in den Proben angeglichen wurde,
konnten die Fluoreszenzwerte direkt miteinander verglichen werden. Der t-Test zeigt, dass die
Biopsielysate der CED Patienten (n=5) eine signifikant hohere Proteasomenaktivitdt aufweisen
als die Lysate der Patienten ohne entziindliche Darmerkrankung (n=6): Kontrollen vs. CED

p<0,48 (Abb. 5.36).
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AbD. 5.36: Proteasomale Aktivitét in Lysaten von Patienten mit und ohne CED. Die Lysate der Biopsate aus nicht
entziindeten Darmresektaten weisen eine relativ gleichméaBige Fluoreszenz unabhédngig von der Proteinmenge auf

wohingegen die CED-Proben eine signifikant hhere Proteasomenaktivitét besitzen (Kontrollen vs. CED p<0,48).
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6. Diskussion

6.1. Zusammenfassung der Ergebnisse der Arbeit

Affymetrix GeneChip” Analysen, die am Kompetenzzentrum fiir fluoreszente Bioanalytik in
Regensburg durchgefiihrt wurden, haben gezeigt, dass in in vitro differenzierten Makrophagen
im Vergleich zu Makrophagen aus normaler, nicht entziindeter Mukosa praktisch alle
Proteasomen-Untereinheiten hoher exprimiert waren. Es lag die Vermutung nahe, dass auch in

106 .
. Um diese

den Makrophagen der CED-Patienten eine dhnliche Situation vorliegen konnte
Annahme zu bestitigen, wurde eine Real-time-PCR mit Tagman® durchgefiihrt.
Die Tagman®-Daten bestitigen auf mRNA-Ebene die Ergebnisse der Affymetrix GeneChip®
Analysen beziliglich der in vitro differenzierten Makrophagen fiir die ausgewéhlten
Proteasomen-Untercinheiten ATPase 2, beta 2, beta 5, MECL-1 und LMP7. Sie alle sind
gegeniiber den normalen IMACs signifikant hoher exprimiert, mit Ausnahme von ATPase 2,
die jedoch die gleiche Tendenz zu héheren Werten aufweist.

Da bereits in frilheren Arbeiten der Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, dass
intestinale IMACs aus normaler, nicht entziindeter Mukosa etliche proinflammatorische
Fahigkeiten durch eine spezifische Differenzierung verloren haben, lag nun der Verdacht nahe,
dass es bei der Pathogenese von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa zu einer Reaktivierung und
konsekutiv vermehrten Expression von Proteasomen in den ruhenden IMACs kommt.

Um die Vermutung zu bestitigen wurden die Makrophagen von CED Patienten mittels
Tagman®-Analysen auf die gleichen proteasomalen Untereinheiten hin untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass ebenso in Makrophagen aus Patienten mit Morbus
Crohn als auch in denen mit Colitis ulcerosa die proteasomalen Untereinheiten ATPase 2, beta
2, beta 5, MECL-1 und LMP7 im Vergleich zu IMACs aus nicht entziindeten Ddrmen vermehrt
exprimiert werden. Insgesamt waren alle untersuchten Untereinheiten in den Patienten, die an
Colitis ulcerosa erkrankt waren, starker exprimiert als in den Patienten, die an Morbus Crohn
litten. Statistisch signifikant hohere Werte gegeniiber den normalen IMACs wiesen jedoch nur
die Makrophagen aus stirker entziindeten Darmresektaten auf. Die Proteasomen-
Untereinheiten der Makrophagen, die aus moderat befallener Mukosa isoliert wurden, wiesen

weder in der CU- noch in der MC-Gruppe relevant hohere Werte als die normalen IMACs auf.
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Im Vergleich von Makrophagen aus stark entziindeter Mukosa mit denen aus moderat
befallenen Bereichen zeigte sich entsprechend dazu, dass alle Proteasomen-Untereinheiten in
den stark entziindeten Bereichen in signifikant héherer Menge exprimiert waren als in den
milde entziindeten Prdparaten, mit zwei Ausnahmen. In der Morbus Crohn Gruppe war der
Unterschied der beta 5 Expression nicht signifikant unterschiedlich, ebenso verhielt es sich in
der Colitis ulcerosa Gruppe mit der LMP7 Expression. Jedoch besteht bei beiden Gruppen
ebenfalls eine deutliche Tendenz zu vermehrter Expression proteasomaler Untereinheiten in der
Makrophagenpopulation aus stark entziindeten Kolonbereichen.

Blutmonozyten, die aus CED-Patienten isoliert wurden, besallen keine erhohte
Expression proteasomaler Untereinheiten im Vergleich zu den Blutmonozyten und
Makrophagen aus gesunden Patienten. Sie wiesen aber signifikant niedrigere Werte gegeniiber
den Makrophagen aus der MC- und CU-Gruppe auf.

Im Vergleich der Expression der konstitutiven Proteasomen-Untereinheiten beta 2 und
beta 5 mit ihren INF-y-induzierbaren Homologen zeigte sich, dass sowohl MECL-1 als auch
LMP7 vor allem in Makrophagen aus MC-Patienten gegeniiber ihren konstitutiven Pendants
vermehrt exprimiert sind wéhrend sich bei den normalen IMACs kein Unterschied feststellen
lie}. Bei den CU-Patienten weist nur MECL-1 im Vergleich zu beta 2 eine eindeutig vermehrte
Expression auf, wohingegen der Unterschied zwischen beta 5 vs. LMP7 geringer ausgepragt
ist.

Um zu sehen, ob die Verdnderungen auf mRNA Ebene auch auf Protein-Expression
Ebene bestehen, wurde eine immunhistochemische Farbung durchgefiihrt. Sowohl fiir MECL-1
als auch LMP7 konnte auf Proteinebene gezeigt werden, dass die Makrophagen in den
Paraffinschnitten aus Gewebe von Patienten, dic an Morbus Crohn und Colitis ulcerosa
erkrankt waren, diese proteasomalen Untereinheiten in deutlich groBerer Anzahl enthielten als
die nicht entziindeten, normalen IMACs. Des weiteren enthiclt das Gewebe der
Sigmadivertikulitis-Gruppe eindeutig weniger Untereinheiten von MECL-1 und LMP7
wenngleich eine geringfiigig stirkere Anfarbung von Makrophagen als bei den Kontrollen
vorhanden war.

Neben den Tagman®-Versuchen auf RNA-Ebene und der immunhistochemischen
Féarbung zeigte der Proteinnachweis im Western Blot korrespondierende Ergebnisse. In den
Biopsie-Lysaten der CED Patienten war sowohl MECL-1 als auch LMP7 in eindeutig grof3erer
Menge vorhanden als in den Lysaten der Kontrollgruppe. Die Untereinheit ATPase 2 liegt bei

den CED Patienten moglicherweise in einer aufgespaltenen Form vor.
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Abschlieend konnte mittels eines Proteasomenfunktionstests gezeigt werden, dass
eine signifikant hohere proteasomale Aktivitét in den Biopsielysaten der Patienten mit CED als
in der Kontrollgruppe vorhanden war.

Die IMACs aus normaler Mukosa weisen also gegeniiber den in vitro differenzierten
Makrophagen ein geringeres Potential fiir die Induktion von Immunreaktionen auf, die

mafgeblich durch das Proteasom vermittelt werden.

6.2. Das Proteasom und seine Rolle bei der Entstehung von entziindlichen Erkrankungen

Eine Uberfunktion des Ubiquitin-Proteasom-Systems, fiihrt zu einem pathologisch
beschleunigten Abbau von Proteinen, die auf dem MHC-Klasse-I-Komplex dem Immunsystem
prasentiert werden. Durch die Sensibilisierung des Immunsystems gegen korpereigene Proteine
entstehen Erkrankungen aus dem rheumatologischen und allergischen Formenkreis, die ebenso
wie die Chronisch Entziindlichen Darmerkrankungen durch ein autoimmunes Geschehen
hervorgerufen werden.

Fiir die CED konnte in dieser Arbeit bewiesen werden, dass eine signifikant hohere
Expression von Proteasomenuntereinheiten, insbesondere den proteolytisch aktiven
Untereinheiten des Immunproteasoms, vorliegt. Dass bei anderen Autoimmunerkrankungen
ebenfalls eine erhohte Expression von Proteasomen-Untereinheiten vorliegt konnten Egerer
und Kuckelkorn fiir die Rheumatoide Arthritis, die autoimmune Myositis, den Systemischen
Lupus erythematodes (SLE) und das Sjogren Syndrom nachweisen'"”.

Krause et al. konnten beziiglich der Rheumatoiden Arthritis auBerdem eine signifikant
erhdhte Expression von MECL-1 in Zellen des peripheren Blutes nachweisen'®,
korrespondierend dazu enthielten die hier untersuchten IMACs von CED Patienten ebenfalls
hohere Mengen an MECL-1.

Des weiteren konnten von Egerer et al. eine vermehrte Expression von LMP7 in
Biopsien von Speicheldriisengewebe von Patienten, die am Sjogren Syndrom leiden, sowohl
auf mRNA-Ebene als auch auf Protein-Ebene festgestellt werden'®’, wihrend Krause et al. in
den PBMCs von Sjogren Syndrom Patienten eine erhdhte Anzahl von LMP2, MECL-1 und
PA28a auf mRNA-Ebene beschreiben.''’ Diese Arbeit hat bewiesen, dass v.a. MECL-1 und
LMP7 auch in IMACs von MC und CU Patienten vermehrt exprimiert werden.
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Subhankar et al. diskutieren zudem eine erhohte proteasomale Aktivitdt bei der
Entstehung von Erkrankungen wie Psoriasis, dem allergischen Asthma, der Multiplen Sklerose
und den seronegativen Spondylarthritiden, ebenso wie bei Erbkrankheiten wie der Cystischen
Fibrose, des al-Antitrypsin-Mangels und von M. Wilson spielt eine erhohte Aktivitit des
Proteasoms eine Rolle.'"! Nun konnte bewiesen werden, dass auch bei CED eine erhohte
Expression bzw. Aktivitit des Proteasoms vorliegt.

Bei allen untersuchten Erkrankungen, die dem autoimmunologisch-rheumatischen
Formenkreis zugerechnet werden, konnte somit eine erhohte Menge an Proteasomen-
Untereinheiten festgestellt werden. Daher ist davon auszugehen, dass das Ubiquitin-Proteasom-
System eine entscheidende Rolle bei der Induktion und Unterhaltung der Entziindungsreaktion

spielt und sich dadurch als interessantes Ziel therapeutischer Mafinahmen erweisen konnte''>
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6.3. Die physiologische und pathologische Suppression des Proteasoms

Im Darm ist eine verminderte Aktivitit des Proteasoms physiologisch. Da im Intestinaltrakt
eine grole Kontaktfliche zwischen Epithel und Antigenen besteht, verhindert eine
Herabregulation des Immunsystems eine unkontrollierte chronische Entziindung.
Makrophagen, die normalerweise Entziindungsreaktionen mit aufrecht erhalten, besitzen im
Darm einen anergen Phinotyp.''* Passend dazu konnte in dieser Arbeit bewiesen werden, dass
die untersuchten Proteasomenuntereinheiten in normalen IMACs im Vergleich mit MC und CU
signifikant geringer exprimiert werden.

Der groBen Gruppe der neurodegenerativen Erkrankungen liegt ebenfalls eine
verminderte Aktivitit des Ubiquitin-Proteasom-Systems zugrunde. Sie zeichnen sich durch
eine Akkumulation von beschéddigten oder abnormalen ubiquitinylierten Proteinen aus. Zu ihr
gehoren Erkrankungen wie M. Alzheimer, M. Parkinson, Amyotrophe Lateralsklerose (ALS),

die Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung oder M. Huntington''>!!¢-117:118

. Die beschédigten Proteine,
die sich in den Zellen zu Plaques, Filamenten und Aggregaten verdichten und sich als sog.
Einschlusskorperchen zeigen, flihren ihrerseits zu einer weiteren Aktivititsminderung der
proteasomalen Proteindegradation und damit zu einem Absterben von Neuronen. Zusétzlich
scheint der altersabhingige Verlust des antioxidativen Schutzes der Zellen die Proteasomen

selbst, vor allem aber das 26S Proteasom, zu betreffen, die selbst anfillig fiir Inaktivierung
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aufgrund von oxidativem Stress zu sein scheinen'”. So sind Proteasomen, die selbst durch
oxidative Prozesse geschédigt wurden, nicht mehr in der Lage, die oxidierten Proteine, die sich

bei genannten neurodegenerativen Erkrankungen ansammeln, abzubauen.

6.4. Ergebnisse und Konzepte zu CED

6.4.1. Ergebnisse der Arbeit im Vergleich mit Konzepten zu Morbus Crohn

Es besteht die Annahme, dass es durch eine fehlerhafte Aktivierung der NF-«B
abhéngigen Tyl Immunantwort durch Mutation des NOD2/CARD15 Gens zu einer erhohten

Anfilligkeit fiir bakterielle Infektionen im GI-Trakt kommt.'*

Makrophagen in der Lamina
propria dieser Patienten produzieren grof3e Mengen an Zytokinen wie IL-12, IL-18 und TNF-a,
die eine immunologische Tyl Antwort induzieren. Des Weiteren konnte mit INF-y das

121 " Auch in dieser

Schliissel-Zytokin der Tyl Antwort in grofer Zahl nachgewiesen werden
Arbeit konnte korrespondierend zu den genannten Ergebnissen durch eine deutlich groBere
Expression von Proteasomen-Untereinheiten bei Morbus Crohn Patienten im Gegensatz zur
Kontrollgruppe eine abnormal verstirkte Aktivierung des Immunsystems bestétigt werden. Vor
allem die INF-y-induzierbaren Untereinheiten des Immunproteasoms MECL-1, die in den
Makrophagen von MC- Patienten signifikant vermehrt exprimiert wird, und LMP7, die in
grofBerer Menge als ihr konstitutives Homolog beta 5 vorliegt, sprechen fiir eine Aktivierung
des Immunsystems tiber Tyl Zytokine.

Die Ergebnisse der Studie von Barnich et al.'** sind ebenfalls gut mit den Resultaten
dieser Arbeit in FEinklang zu bringen. Das signifikant hohere Vorkommen von
Immunproteasomen in Morbus Crohn Patienten, das auch in dieser Arbeit nachgewiesen
werden konnte, erklart sich laut Barnich et al. durch die kontinuierliche TNF-a Sekretion von
Makrophagen, die durch eine erhohte Anfilligkeit gegeniiber der Darmflora entziindlich
aktiviert werden. Da TNF-a zudem tliber TRAF und andere Signalproteine den IKK-Komplex
zu aktivieren vermag, stellt es einen potenten Aktivator von NF-«xB dar. NF-«B selbst baut
wiederum zum einen IkB ab, wodurch es tliber einen positiven Feedback-Mechanismus zu einer
vermehrten NF-xB Aktivierung kommt, zum anderen reguliert er die Sekretion von

123
8.

proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-o, IL-6 und IL- So konnte eine Tyl
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Immunantwort in Gang gehalten werden, deren typisches Zytokinmuster die Exprimierung
proteasomaler Untereinheiten weiter fordert.

Visekruna et al. untersuchten ebenfalls die Struktur der Proteasomen aus Darmgewebe
von Crohn Patienten. Es zeigte sich eine erhohte Expression der Untereinheit beta 21, aber auch
von beta 11, in CED Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden. In dieser Arbeit besteht
ebenfalls eine signifikant hohere Expression von beta 2i in IMACs von Crohn Patienten,
insbesondere in den stark entziindeten Colonabschnitten.

Zudem konnten Visekruna et al. beweisen, dass der NF-«xB Vorldufer pl105 in
Gegenwart von 26S Proteasomen von Crohn Patienten deutlich schneller abgebaut wird, als
von den Proteasomen der Colitis Patienten bzw. der Patienten ohne CED. Durch die in dieser
Arbeit ebenfalls nachgewiesene erhdhte Expression von Untereinheiten des 26S Proteasoms ist
ebenso eine vermehrte NF-kB Aktivierung anzunehmen, aufgrund des o. g. vermehrten Abbaus
von IkB. Zudem haben in vitro Versuche gezeigt, dal die Prozessierung von pl105 ATP-
abhéngig verlduft, was nur liber die 26S Proteasomen, nicht aber iiber die 20S Proteasomen
verlaufen kann. In dieser Arbeit konnte in Darmresektaten von MC Patienten ein signifikant
hoherer Anteil von MECL-1 nachgewiesen werden, einer Untereinheit des 26S Proteasoms,
was die Daten von Visekruna et al. bestétigt.

Ebenfalls korrespondierend zu dieser Arbeit wurde in der Mukosa von Crohn Patienten
ein kombiniertes Auftreten von MECL-1 und p65, einer Untereinheit des aktivierten NF-«xB,
nachweisen. Durch die Aktivierung von NF-kB und einer darauf folgenden Tyl-vermittelten
Immunantwort {iber friithe entziindliche Signale soll sich eine vermehrte INF-y Produktion mit
erhohter Expression von Immunproteasomen und NF-kB Aktivierung erkldren. Dass sich in der
in dieser Arbeit durchgefiihrten immunhistochemischen Fiarbung gerade in den subepithelialen
Makrophagen von Morbus Crohn Patienten besonders viele proteasomale Untereinheiten,

insbesondere auch MECL-1, detektieren lieBen, wiirde diese Theorie bestétigen.

6.4.2. Ergebnisse der Arbeit im Vergleich zu Konzepten zu Colitis ulcerosa

In dieser Arbeit zeigen Patienten, die an Colitis ulcerosa leiden, eine erhdhte Expression von
allen untersuchten proteasomalen Untereinheiten. Visekruna et al. untersuchten ebenfalls die
Bestandteile des Proteasoms auf ihr Vorkommen im Gewebe von CED-Patienten'**. Laut ihrer

Studie besitzen MC und CU-Patienten ein charakteristisches Muster proteasomaler
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Untereinheiten, das helfen konnte, zwischen den beiden Erkrankungen zu differenzieren. Die
Expression von LMP7 war in allen drei Patientengruppen (M. Crohn, Colitis ulcerosa und
normalen IMACs) dhnlich hoch exprimiert im Gegensatz zu beta 5, das insgesamt nur in
geringen Mengen vorlag. In dieser Arbeit jedoch war in CU und MC Patienten LMP7 in
signifikant hoheren Mengen vorhanden als in den Kontrollen. Zudem besteht laut Visekruna et
al. zwischen der MECL-1 und der beta 2 Expression in CU-Patienten ein Verhéltnis von ca. 1:1
wohingegen es bei MC grofer 1 ist was sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit deckt, da in den
Resektaten der CU Patienten kein signifikanter Unterschied in der beta2/MECL-1 Expression
besteht, wohl aber bei den MC Patienten.

Visekruna et al. kamen zu dem Schluss, dass es im humanen Gewebe nicht nur
homogene konstituive und Immun-Proteasomen gibt sondern auch heterogene Proteasomen mit
betal, beta2 und LMP7 Einheiten in groBeren Mengen existieren. LMP7 scheint daher auch in
gesunden Individuen vermehrt vorhanden sein. Die konstitutive Expression von LMP7 soll eine
Anpassung des menschlichen Verdauungstraktes an den hiufigen Kontakt mit Antigenen
darstellen, da es in der Lage ist, schnell die Expression aller 3 Immuno-Untereinheiten zu
induzieren, da LMP7 fiir das Zusammenfiigen der Immunoproteasomen verantwortlich ist.'** In
dieser Arbeit konnte jedoch keine signifikant hohere Menge LMP7 bei IMACs aus nicht
entziindeter Mukosa nachgewiesen werden. Vor allem LMP7 scheint aber eine wichtige Rolle
bei der Priasentation von MHC I Peptiden und der Entstehung von Autoimmunerkrankungen zu
spielen'?.

Fiir Morbus Crohn konnte bereits gezeigt werden, dal das Zytokinmuster einer Tyl
Zell-Antwort mit seinem Marker-Zytokinen INF-y und IL-12 fiir die Erkrankung
charakteristisch ist, was sich auch in dieser Arbeit durch signifikant erhohte proteasomale
Untereinheiten widerspiegelt, allen voran MECL-1 und LMP7.

Murata et al. untersuchten die Produktion von proinflammatorischen und
immunregulatorischen Zytokinen in Patienten mit Colitis ulcerosa und IMACs aus nicht
entziindeten Dirmen. Bei aktiver Colitis ulcerosa waren vor allem die proinflammatorischen
Zytokine IL-6, IL-8 und TNF-a erhoht, INF-y hingegen erniedrig. Das am hdchsten exprimierte
Zytokin bei aktiver Colitis ulcerosa war jedoch das regulatorisch wirksame IL-10."* In dieser
Arbeit war die Expression von MECL-1 bzw. LMP7 in IMACs aus Patienten mit stark aktiver
CU im Vergleich zu IMACs aus CU Patienten in Remission nicht signifikant unterschiedlich.
Dies konnte an dem laut Murata et al. fiir die Colitis ulcerosa typischen Ty2-Zytokin IL-10

liegen, das in den Entziindungsprozess regulatorisch eingreift.
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6.4.3. Konstitutive vs. INF-y induzierbare proteasomale Untereinheiten

Im direkten Vergleich der konstitutiven mit den INF- y induzierbaren Untereinheiten des
Proteasoms bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa bestand bei MECL-1 vs. beta2 eine
erkennbar hohere Expression von MECL-1 sowohl in entziindeter als auch in nicht entziindeter
Mukosa. Im Gegensatz dazu stellt sich im Vergleich LMP7 vs. beta5 nur ein geringer
Unterschied dar. Ein Grund fiir dieses Ergebnis konnte die in verschiedenen Studien
beschriebene Kernrolle fiir beta 5 und LMP7 beim Aufbau des Proteasoms sein.

Griffin et al. beschrieben in einer Studie, dass es in LMP7-defizienten Méausen zu einer
Akkumulation von LMP2 und MECL-1 kommt, da der Proteasomen-Aufbau ineffizient war,
obwohl es insgesamt zu einer vermehrten Synthese von Untereinheiten kam. Da
Priaproteasomen, die bereits LMP2 und MECL-1 enthalten, den Einbau von LMP7 favorisieren,
konnen sie nicht ausreifen, wenn nur das konstitutive Homologe beta 5 vorhanden ist. Des
Weiteren zeigte sich, dass LMP7 defiziente Maéause geringere Mengen von allen drei
induzierbaren Untereinheiten aufwiesen und den ausgeprédgtesten Phinotyp beziiglich
mangelnder MHC Klasse I Expression hatten'”. Die oben genannte #hnliche Arbeit von
Visekruna et al. beschreibt nur LMP2 und MECL-1 als INF-y-induzierbare Untereinheiten und
LMP7 als konstitutiv im Intestinum exprimiert. Moglicherweise stellt diese basale LMP7
Expression eine spezifische Anpassung des menschlichen Darms dar, um alle drei Immuno-
Untereinheiten besonders rasch induzieren zu konnen, da laut Griffin et al. LMP7 den Aufbau

des Immunproteasoms katalysieren kann.

6.5. Die neuen Erkenntnisse

Chronische Entziindungen versucht man mittlerweile im Maus-Modell durch Hemmung des
Proteasoms zu lindern. Durch eine Stabilisierung von IkB soll die Freisetzung und Aktivierung
von NF-«B in Makrophagen und T-Zellen verhindert werden'*'*".

Die zentrale Rolle, die NF-xB bei der Aktivierung des Immunsystems einnimmt, wurde
bereits erldutert. Besonders in den Makrophagen und den Epithelzellen aus entziindeten
Darmresektaten von CED Patienten konnte man NF-«xB zum einen in erhdhter Anzahl
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nachweisen, zum anderen lag er vermehrt in seiner aktivierten Form vor. "  Die Menge des

aktiven NF-xB korrelierte also mit dem Schweregrad der Entziindung.'*”> Die erhdhte
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Expression von proteasomalen Untereinheiten in IMACs von CU und MC Patienten, die in
dieser Arbeit bewiesen wurde, deckt sich mit den erh6hten aktiven NF- kB Spiegeln, da dieser
vom Proteasom in seine aktivierte Form iiberfiihrt wird. In dieser Arbeit konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass in den entziindeten Darmabschnitten die Untereinheiten des Proteasoms in
signifikant hoherer Menge exprimiert wurden, was ebenfalls zu der Korrelation von NF- kB
mit dem Grad der Entziindung passt.

Die derzeit zur Behandlung von CED verwendeten Immunsuppressiva wie Steroide,
Sulfasalazin, Methotrexat und anti-TNF-a-Antikorper wirken zumindest teilweise auch iiber
eine Hemmung der NF-kB Aktivitit.'**"?*13>13¢ §o zeigten LPMNC von Patienten, die mit
Kortison behandelt wurden, einen signifikant geringeren NF-xB p65 Spiegel als Zellen von
unbehandelten Patienten.””’ Der Versuch, NF-kB direkt mit spezifischen p65-anti-sense-
Oligonucleotiden zu hemmen, hat zu einer verminderten Zytokinproduktion von intestinalen
Makrophagen bei Crohn Patienten gefiihrt.'*®

Auch Herfarth et al. konnten in Maiusen mit DSS (dextrane sulphate sodium)-
induzierter Kolitis eine erhohte NF-kB Aktivitét in der intestinalen Mukosa nachweisen. Nach
der intraperitonealen Applikation von Gliotoxin, einem toxischen Metaboliten pathogener

139

Pilze, der bereits als NF-xB Inhibitor in vitro diskutiert wurde ~°, waren sowohl die NF-xB

Aktivitdt als auch die Expression von TNF-a vermindert, was zu einer signifikanten
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Verringerung der intestinalen Entziindung fiihrte.™ Im Gegensatz zu anderen Studien, die

gezeigt haben, dass eine ausschlieBliche bzw. zu spite Blockade von TNF-a die intestinale

Entziindung im Maus-Modell nicht ausreichend verhindern kann'*!: '#% 14

, ist es jedoch
moglich iiber eine Inaktivierung von NF-kB sowohl die Anfange einer Entziindungsreaktion als
auch ihre Hochregulation zu verhindern. Die erhohte Expression von Proteasomen-
Untereinheiten, die in dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte, korreliert gut mit den
Ergebnissen dieser Studie, da eine vermehrte proteasomale Aktivitdt und NF-«B Aktivierung
iiber einen positiven Feedback-Mechanismus eng miteinander verkniipft sind. Die
intraperitoneale Verabreichung von Gliotoxin fiihrte jedoch nicht nur zu einer lokalen sondern
einer systemischen Immunsuppression, wodurch sich ein relativ enger therapeutischer Bereich
ergibt.

Da die Kontrolle von NF-kB vielversprechend schien, wurden auch spezifische
Proteasomen-Hemmer entwickelt, die durch Stabilisierung von IkB die Aktivierung von NF-xB

144

verhindern sollten. ™ Da in den intestinalen Makrophagen der CED Patienten proteasomale

Untereinheiten erhoht exprimiert werden, wie in dieser Arbeit bewiesen wurde, konnte die
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Behandlung mit einem Proteasomen-Inhibitor die Entziindung der Darmmukosa lindern.
Diverse Studien erbrachten jedoch unterschiedliche Ergebnisse.

Naujokat et al. untersuchten die Auswirkungen einer spezifischen Inhibierung der
Chymotrypsin-like Peptidase Aktivitdt der betaS Untereinheit in Dendritischen Zellen, die aus
humanen peripheren Blutmonozyten generiert wurden.'* Eine Reihe von Basisfunktionen der
Zellen wie Differenzierung und T-Zell-Stimulation waren davon betroffen, was zur Apoptose
der Zellen fithrte. Des Weiteren wird die Translokation von NF-kB in den Nukleus inhibiert
und die Produktion von IL-12 verringert.

In einer anderen Studie untersuchten Inoue et al den Effekt von MG132 auf die
experimentelle entziindliche Darmerkrankung im Mausmodell.'*® Verwendet wurden IL-10"
Knockout Miduse und Maiduse mit DSS induzierter Kolitis. Die Applikation von MG132
verbesserte die Entziindung der Knockout-Miuse deutlich u.a. durch Senkung der TNF-a
Expression und durch die Hemmung der Translokation von NF-kB p65 in den Nukleus. Die
Maiuse mit DSS-Kolitis, die mit MG132 behandelt wurden, wiesen jedoch hohere histologische
Entziindungsscores und TNF-a Spiegel auf als die Kontroll-Mause. Diese Daten zeigen, dass
NF-xB eine wichtige Rolle in der Regeneration des Epithels nach DSS-induzierten
Schleimhautschéden spielt. Zusammenfassend spielt die NF-kB Aktivierung bei chronischer
intestinaler Entzlindung eine andere Rolle als bei einer akuten intestinalen Entziindung. Somit
hat die NF-kB Blockade die chronische immunogen-vermittelte Kolitis verbessert, aber die
Heilung der DSS-induzierten Kolitis verhindert. In anderen Studien fiihrte die Entfernung von
IKK zu einer chronischen intestinalen Entziindung und zur Apoptose des Darmepithels in

- 147,148
Knockout Miusen.'*”

NF-«B reguliert somit nicht nur den Entziindungsvorgang sondern
auch die epitheliale Intaktheit.

Zieht man die Ergebnisse dieser Arbeit in Betracht, weisen die IMACs von CED
Patienten eine deutlich hohere Expression von Untereinheiten des Proteasoms auf, dennoch
besteht z. B. kein signifikanter Unterschied in der Expression von beta 5 und LMP7. Dies kann
auch ein Hinweis darauf sein, dass diese Proteine eher eine Basisfunktion in den IMACs
besitzen, die u.a. zur Regulierung von NF-kB bei nicht-entziindlichen Prozessen beitrdgt, und
nicht nur als speziell bei Entziindungsreaktionen modulierbare Proteine fungieren.

Wird das Proteasom selbst an seinen aktiven Seiten gehemmt, zeigt es durchaus
Adaptationsmechanismen, so dass nur eine Verringerung seiner Funktion, nicht jedoch eine

komplette Hemmung eintritt, da das Proteasom einen Feedback-Mechanismus besitzt, dass ihm

eine Autoregulation und somit eine Kompensation von ungeniigender Proteasomen-Aktivitit
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erlaubt.'* Nachdem man Zellen in vitro acht Stunden lang dem Proteasomen-Inhibitor
Bortezomib ausgesetzt hatte, zeigten sie eine bis zu 64-fach erhohte Expression von alpha- und
beta-Untereinheiten sowie von 19S-Regulatoren. Die Zellen behielten durch die
Hochregulierung der Expression von Proteasomen-Untereinheiten ihre Uberlebensfihigkeit
trotz der Behandlung mit letalen Konzentrationen von Proteasomen-Hemmstoffen.'>°

Durch partielle Unterdriickung der proteasomalen Funktion durch einen
Proteasomen-Inhibitor, dessen Dosis langsam gesteigert wird, konnten mdglicherweise auch
die Epithelzellen des Darmes auf der einen Seite geschiitzt werden, zum anderen die gesteigerte
Expression der Untereinheiten des Immunproteasoms erfolgreich verhindert werden. Werden
weniger Immunproteasomen in den IMACs geformt, wiirde es auch zu einer geringeren
Aktivierung von NF-kB kommen.

Nachdem die Rolle des Proteasoms bei der Entwicklung und Aufrechterhaltung von
Entziindungen beschrieben und seine erhdhte Expression in den intestinalen Makrophagen von
CED Patienten bewiesen wurde, konnen Untersuchungen mit Proteasomen-Inhibitoren
Aufschluss dariiber geben, ob eine Behandlung, die auf die Supprimierung des Proteasoms

abzielt, diesen Patienten Linderung verschaffen konnte.
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