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1 EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion des menschlichen Darms

Der menschliche Darm stellt eine der groRten Kontaktflachen des menschlichen
Korpers zur Umwelt dar. Er besitzt dadurch — neben den Aufgaben der Nahrstoff-
und Wasserresorption und vielfaltigen weiteren Stoffwechselfunktionen — eine
entscheidende Funktion in der immunologischen Auseinandersetzung des
menschlichen Immunsystems mit zahlreichen pathogenen Keimen,

Nahrungsmittelantigenen und Verdauungsenzymen.

Der Schichtaufbau von Diunn- und Dickdarm ist grundsétzlich sehr &hnlich. Im
Diunndarm ist die Oberflache durch Faltenbildung stark vergroRRert. Hier finden sich
neben den grof3en Kerckring-Falten, die bis zu 10 mm hoch sein kénnen, auch

Zotten und Krypten, wohingegen der Dickdarm nur tiefe Krypten besitzt.

Der Aufbau des menschlichen Darms besteht grundséatzlich aus drei konzentrisch
angeordneten Schichten (Abbildung 1.1):

Die innerste und somit direkt an das Darmlumen grenzende Schicht ist die Mukosa.
Sie besteht aus einer dinnen, einschichtigen Epithelzellschicht, der Lamina
epithelialis mucosae, die eine wichtige Barriereschicht darstellt. Daran grenzt die
Lamina propria mucosae, eine lockere Bindegewebsschicht, die reich an
Abwehrzellen sowie an Blut- und Lymphkapillaren ist. Darunter liegt eine dinne

muskulare Schicht, die Lamina muscularis mucosae.

An die Mukosa grenzt als nachste Schicht eine Bindegewebsschicht, die
Submukosa. Hier finden sich scherengitterartig angeordnete Kollagenfasern, die eine

Ausdehnung des Darms ermdoglichen, sowie besonders viele Blut- und Lymphgefalle.

Der Submukosa schlief3t sich die Muskularis an. Sie besteht aus einer inneren Ring-

und aufReren Langsmuskelschicht.

Da der Darm bis auf Anteile des Duodenums intraperitoneal gelegen ist, wird die
Darmwand durch die Serosa, eine Bindegewebsschicht mit Peritonealepithel,

begrenzt.*
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Krypten Epithelzellschicht B

Lamina propria
?. Mukosa
Lymphknoten

Lamina muscularis mucosae _/

Submukosa

Zirkuldre Muskelschicht

Longitudinale Muskelschicht

Serosa

— P ——— e e

Abbildung 1.1: Aufbau der Darmwand des Colons. [adaptiert nach 2]

1.2 Verschiedene Zellpopulationen der Darmwand

Aufgrund der vielfaltigen Funktionen und des komplexen Aufbaus der Darmwand,
findet sich im menschlichen Darm ein sehr breites Spektrum an unterschiedlichen
Zellpopulationen, die sich sowohl phanotypisch als auch in ihren Funktionen stark
voneinander unterscheiden. Im Folgenden werden Zellpopulationen aufgefthrt, die in

dieser Arbeit verwendet und untersucht wurden.

1.2.1 Kolonepithelzellen

Die Oberflache des Darms ist durch eine Epithelschicht ausgekleidet, die eine
physiologische Barriere zwischen dem Darmlumen und der intestinalen Gewebe
darstellt. Spezielle Zellkontakte zwischen den Kolonepithelzellen, die tight junctions,

dichten diese Epithelschicht zusatzlich ab.

Die Hauptfunktion der Kolonepithelzellen im menschlichen Darm besteht vor allem in
der Resorption von Wasser, Elektrolyten und Nahrstoffen aus dem Nahrungsbrei.

Kolonepithelzellen besitzen eine selektive Barrierefunktion und stehen standig in
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Kontakt mit verschiedenen pathogenen Keimen, der intestinalen Flora,
Nahrungsmittelbestandteilen und ggf. mit verschiedenen Medikamenten. Dartber
hinaus produzieren sie Muzine, die eine Schleimschicht bilden und den Darm
zusatzlich  vor mechanischen und chemischen Reizen schitzen. Die
Kolonepithelzellen sind daher fir die mukosalen immunologischen Prozesse von

entscheidender Bedeutung.®

1.2.2 Kolon Lamina Propria Fibroblasten

Fibroblasten sind langlebige, mesenchymale Zellen, die in allen menschlichen
Organen und Geweben vorgefunden werden. Sie sind wichtige Strukturgeber und
besitzen Stutzfunktion. Eine entscheidende Rolle spielen die Fibroblasten auf3erdem
bei der Wundheilung und Entziindungsreaktion.* Hierbei kommt es zur Migration,
Proliferation und Produktion von extrazellularer Matrix.> Bei der normalen
Wundheilung werden die Fibroblasten aktiviert und veradndern daraufhin ihren
Phanotyp. Sie wandern anschlieRend durch wiederkehrendes Anheften und Ablésen
von Adhasionsmolekilen auf ein chemotaktisches Signal hin in das

Granulationsgewebe ein.®

In dieser Arbeit wurde der grof3te Teil der Versuche mit primaren humanen Colon
Lamina Propria Fibroblasten (CLPF) aus der Lamina propria des Darms von
Patienten mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) und von Kontroll-

Patienten durchgefuhrt.

Fir eine normale Wundheilung nach inflammatorischen Prozessen ist die Aktivierung
von CLPF dringend notwendig. Eine dauerhafte Aktivierung der CLPF geht allerdings
einher mit UbermaRiger Kollagen-Akkumulation und Fibrose. Es lassen sich
aul3erdem Unterschiede in der Funktionsfahigkeit der Fibroblasten aus gesundem
und CED-Gewebe nachweisen. So besitzen CLPF aus CED-Gewebe eine
eingeschrankte Migrationsfahigkeit im Vergleich zu gesundem Gewebe.’ Als Antwort
auf Entzindungsreaktionen und nach Stimulation wird bei CLPF eine Sekretion der
proinflammatorischen Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8)
beobachtet.?
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1.2.3 Lamina Propria Mononukleare Zellen

Lymphozyten und Monozyten werden wegen ihres nicht-segmentierten Zellkerns im
klinischen Sprachgebrauch als ,mononukleare Zellen® zusammengefasst. Vom
histologischen Erscheinungsbild unterscheiden sie sich v. a. in ihrer Gro3e. In der
lockeren Bindegewebsschicht der Lamina propria der Mukosa des menschlichen
Darms findet man zahlreiche lockere Ansammlungen von lymphatischen Zellen (sog.
GALT — ,gut-associated lymphatic tissue®).! Das Vorhandensein von Lamina Propria
Mononukledren Zellen (LPMZ) ist essentiell fir die basale Aktivierung des
Immunsystems. Eine entscheidende Funktion ist auf3erdem die Induktion von
Toleranzmechanismen. Bei Entzindungsreaktionen kommt es zusatzlich zu einer
Einwanderung von Immunzellen und Proliferation. LPMZ sind somit sowohl fir die

Aufrechterhaltung einer Homdostase als auch fiir Entziindungsprozesse bedeutsam.®

1.3 Chronisch entzindliche Darmerkrankungen

Zu den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen zahlen der Morbus Crohn und
die Colitis Ulcerosa. Beide betreffen hauptsachlich junge Menschen im Alter von 20
bis 40 Jahren. Nur selten erkranken Kinder oder altere Menschen. Der
Krankheitsverlauf erstreckt sich jedoch meist Uber Jahrzehnte.

Die Atiologie der CED ist bisher noch unklar. WeiRe Bevolkerungsgruppen,
besonders (Nord-) Europaer und Amerikaner erkranken deutlich haufiger als
Dunkelhautige. Es werden allerdings familiare H&aufungen und genetische
Préadispositionen beobachtet. Insbesondere beim Morbus Crohn lassen sich héaufig
Mutationen im NOD2-Gen (nucleotide-binding oligomerization domain) auf
Chromosom 16 nachweisen. Hierbei finden sich in dieser Region genetische
Varianten. Derartige Mutationen auf NOD2 liegen bei etwa 30 bis 50 % der Morbus
Crohn-Patienten vor. Das NOD2-Gen ist wu.a. fir die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB zustandig.'®'*? Dies lasst auf eine Stérung der
Entzindungsreaktion schlieen. In den letzten Jahren wurden neben NOD2 noch
weitere Gen-Varianten beschrieben, die mit Morbus Crohn (z.B. IL-23R, DLG5,
TLR9)*¥ aber auch mit Colitis Ulcerosa assoziiert sind.'®. Grundsatzlich geht man

davon aus, dass die Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen auf
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einer inadaquaten Aktivierung des Immunsystems, getriggert durch bakterielle

Antigene der intestinalen Flora, beruht.*®

Ein Zusammenhang wurde auch fir Rauchverhalten und chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen festgestellt. So erkranken Raucher Gberdurchschnittlich haufig an
Morbus Crohn und erleiden haufiger Rezidive, wohingegen das Rauchen bei Colitis

Ulcerosa eher einen protektiven Faktor darstellt.*” 819

Bei CED handelt es sich daher um multifaktorielle Krankheitsbilder, deren

Entstehung sowohl durch genetische als auch durch Umweltfaktoren bestimmt wird.

Die Leitsymptome des Morbus Crohn sind (selten blutige) Durchfalle und
Abdominalschmerzen, die meist kolikartigen Charakter haben. Haufig konnen
druckschmerzhafte Resistenzen v.a. im rechten Unterbauch getastet werden. Die
haufigste Lokalisation des Morbus Crohn ist das terminale lleum und das Kolon.
Grundsatzlich kann aber jede Stelle des Verdauungstrakts vom Mund bis zum Anus
betroffen sein. Die Ausbreitung erfolgt diskontinuierlich mit zwischengeschalteten
nicht-betroffenen Darmabschnitten (sog. ,skip lesions®). Hierbei handelt es sich um
eine segmentale, transmurale Entzindung, die eine ddematése Schwellung und
fibrotische Verdickung der Darmwand zur Folge hat, wodurch es zu Stenosen der
Darmwand kommen kann. Eine haufige Komplikation beim Morbus Crohn ist die
Fistelbildung. Wegweisend fir die Diagnose Morbus Crohn sind auf3erdem
Epitheloidzellgranulome, mehrkernige Riesenzellen in der Histologie und eine

VergroRerung der regionalen Lymphknoten.?%%

Die Colitis Ulcerosa ist hingegen durch eher schleimig-blutige Durchfalle
charakterisiert. Auch hier geh6ren Abdominalschmerzen zu den Leitsymptomen. Die
Colitis Ulcerosa beginnt meist im distalen Kolon bzw. im Rektum und breitet sich
kontinuierlich nach proximal aus. Eine Beteiligung des lleums ist selten und wird
dann als ,backwash lleitis* bezeichnet. Im Gegensatz zu Morbus Crohn sind bei
Colitis Ulcerosa nur Mukosa und Submukosa betroffen. Charakteristisch sind hierbei
sog. Kryptenabszesse (Granulozyten-Ansammlungen in den Krypten). Bei der
Koloskopie kommt es haufig zu Kontaktblutungen. Aufgrund des Hausternschwunds
imponiert im Rodntgenbild das sog. ,Fahrradschlauchphanomen®. Eine
schwerwiegende Komplikation der Colitis Ulcerosa ist das toxische Megakolon. Die
Colitis Ulcerosa geht auRerdem mit einem erhdhten Risiko fur kolorektale Karzinome

einher. 202!
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Sowohl bei Morbus Crohn als auch bei Colitis Ulcerosa kann es zu verschiedenen
extraintestinalen Manifestationen, wie z.B. Athralgien, Ophthalmopathien oder

Hauterscheinungen kommen. %4

1.4 Immunologische Reaktionen im menschlichen Darm

1.4.1 Das Immunsystem des menschlichen Darms

Aufgrund der grofRen Kontaktflache zur Umwelt und dem standigen
Auseinandersetzen mit korperfremden Substanzen und Keimen (ber den
Nahrungsbrei ist ein ausgewogenes und gesundes Immunsystem im menschlichen
Darm dringend notwendig. Es muss zum einen den Korper vor dem Eindringen
pathogener Keime schitzen, zum anderen aber tberschie3ende Entziindungs- und
Immunreaktionen vermeiden. Im Idealfall stehen proinflammatorische und
antiinflammatorische Prozesse im Darm in einem gesunden Gleichgewicht. Bei CED

scheint dieses Gleichgewicht jedoch gestort zu sein.

1.4.1.1 Das angeborene und erworbenen Immunsystem

Das menschliche Immunsystem wird grundsétzlich in zwei grof3e Gruppen eingeteilt -
das angeborene und das erworbene Immunsystem. Das angeborene Immunsystem
ist unspezifisch und somit gegen alle mdglicherweise gefahrlichen Keime gerichtet.
Dies gewahrleistet ein schnelles Eingreifen. Das erworbene Immunsystem setzt sich
spezifisch mit bestimmten Krankheitserregern auseinander. Voraussetzung ist
hierbei, dass der Kdrper mit diesen Keimen bereits vorher Kontakt hatte. Dadurch
entsteht  ein Antigen-spezifisches immunologisches Gedéachtnis. Die
Immunreaktionen des erworbenen Immunsystems setzen allerdings zeitlich verzégert

ein.

Bevor fremde Keime Uber den Darm in den menschlichen Kérper eindringen oder in
irgendeiner Weise schaden konnen, mussen sie mehrere Barrieren Uberwinden.
Hierzu zahlen verschiedenste natirliche Hindernisse. Diese umfassen chemische
(saurer Magensaft) und physikalische Barrieren (durch tight junctions abgedichtete
Epithelzellschicht, Mukus der intestinalen Schleimhaut). Auch bestimmte Enzyme

und Proteine, wie z.B. Lysozym oder Defensine, gehdren zu diesen ersten Hurden.
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Sollte es pathogenen Eindringlingen gelingen, diese Hindernisse zu Uberwinden,
werden sie in der Regel vom Komplementsystem, von phagozytierenden Zellen oder
von natidrlichen Killerzellen neutralisiert. An zellvermittelten immunologischen
Vorgangen im menschlichen Darm sind hauptsachlich Immunzellen des sog. GALT
(siehe 1.2.3) beteiligt.

Kommt es trotz dieser Schutzmechanismen zum Eindringen von pathogenen
Organismen, so kann das menschliche Immunsystem bestimmte hochkonservative
Muster, sog. PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) (z.B.
Oberflachenantigene oder DNA-Motive pathogener Keime) erkennen, die spezifisch

bei Mikroorganismen vorhanden sind.

1.4.1.2 Toll-like Rezeptoren

Von besonderem Interesse hinsichtlich des Erkennens von Keimen und der
Einleitung einer adaquaten Immunreaktion sind die Toll-like Rezeptoren. Toll-like
Rezeptoren (TLRs) sind Typ 1 Transmembranrezeptoren®® und zéhlen zur Gruppe
der PRRs (Pattern Recognition Receptors). Sie sind somit in der Lage PAMPs zu
erkennen. Nach der Identifizierung dieser PAMPs kommt es Uber TLRs zur
Aktivierung von Signalwegen, die die Expression bestimmter Gene beeinflussen. Es
kommt auf3erdem zur Ausschittung von Mediatoren (Zytokine und Chemokine), die
im weiteren Verlauf bestimmte Immunzellen aktivieren (B-Lymphozyten, zytotoxische

T-Zellen oder T-Helferzellen).?®

TLRs selbst gehtéren zum angeborenen Immunsystem. Im weiteren Verlauf der
Immunreaktion kommt es allerdings zur Aktivierung und Entwicklung Antigen-

spezifischer Immunitat im Rahmen des erworbenen Immunsystems.*

Bisher wurden 10 Mitglieder der TLR-Familie beim Menschen und 13 Mitglieder bei
Méausen identifiziert.”® Man findet sie vor allem auf Makrophagen, Monozyten und
Dendritischen Zellen, aber auch auf B-Lymphozyten, best. T-Lymphozyten,

Epithelzellen und Fibroblasten.?*

TLRs werden aufgrund der Ahnlichkeit ihrer extrazellularen Domane mit Rezeptoren
der IL-1-Familie zu einer Toll/IL-1Rezeptor Superfamilie zusammengefasst. Diese
Toll/Interleukin-1-Rezeptor (TIR) Domane ist wichtig fur die Signaltubertragung. Die
Stimulation von Rezeptoren mit der TIR Domaéne fuhrt Gber die Aktivierung mehrerer
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Kinasen zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (nuclear factor kappa
B).?° In ihrer extrazellularen Domane gibt es allerdings deutliche Unterschiede. IL-1-
Rezeptoren besitzen Immunglobulin-ahnliche Domé&nen, wahrend die extrazellulare

Domane der TLRs hier Leucin-reiche Motive aufweisen.?* 2’

Innerhalb der Zelle sind die TLRs an unterschiedlichen Orten lokalisiert. An der
Zelloberflache findet man z.B. TLR1, TLR2 und TLR4, wahrend TLR3, TLR7, TLRS8
und TLR9 intrazellular, z.B. an Endosomen vorkommen.?* Die einzelnen TLRs
sprechen auf verschiedene PAMPs an. So erkennen z.B. die eng verwandten TLRs
TLR1, TLR2 und TLR6 bestimmte Lipoproteine, wohingegen die intrazellular
gelegenen TLRs TLR7, TLR8 und TLR9 als Sensor fir bestimmte Nukleinsduren
dienen. #* (Abbildung 1.2)

diacylierte triacylierte
Lipopeptide Lipopeptide Flagellin LPS
— MD-2
TER § ERE TLRS TLR4

TLR6 TLR2

T TTHE

CpG DNA

TLR9

Abbildung 1.2: Lokalisation wichtiger Toll-like Rezeptoren wund ihre
spezifischen Liganden. [adaptiert nach 24]

In dieser Arbeit wurden vor allem vier dieser Toll-like Rezeptoren (TLR2, TLR4, TLR5
und TLR9) in Stimulationsexperimenten betrachtet. Diese werden im Folgenden

genauer beschrieben.
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Von allen TLRs scheint TLR2 das breiteste Spektrum an pathogenen Mustern
(PAMPs) zu erkennen. Hierzu zahlen unter anderem Lipopeptide und Lipoproteine
von verschiedenen Pathogenen®, Peptidoglykan und Lipoteichonséure von gram-
positiven Bakterien®®, Lipoarabinomannan von Mykobakterien®® und weitere spezielle

PAMPs bestimmter Bakterien, Parasiten und Pilze 3132333435

In letzter Zeit steht die Vielseitigkeit des TLR2 Rezeptors hinsichtlich seiner Liganden
allerdings in der Kritik.*® Gesichert ist jedoch das starke Ansprechen auf Lipopeptide

und Lipoproteine.3®

TLR2 bildet mit den strukturell eng verwandten TLR1 und TLR6 an der Zelloberflache
Heterodimere. Diese Dimere scheinen spezifisch zwischen triacylierten (TLR1/TLR2)
und diacylierten (TLR2/TLR6) Liganden unterscheiden zu konnen. So wurde
nachgewiesen, dass TLR6-defiziente Makrophagen nicht auf diacylierte, trotzdem
aber auf triacylierte Lipopeptide reagieren.®” Analoge Ergebnisse erhielt man fiir
TLR1-defiziente Makrophagen, bei denen die Immunantwort auf triacylierte
Lipoproteine fehlte.®

TLR4 ist ein Rezeptor fur Lipopolysaccharid (LPS), einem Bestandteil der aufl3eren
Membran von gram-negativen Bakterien. Zur LPS-Bindung an TLR4 werden noch
weitere Molekule bendtigt. Zunéchst bildet LPS einen Komplex mit dem LPS-
bindenden Protein, das im Serum vorkommt. Dieser Komplex wird von CD14
erkannt. CD14 ist ein Glykoprotein, das Uber einen Glykosylphophatidylinositol-Anker
mit der Zellmembran verbunden ist und vor allem auf Makrophagen, Monozyten und
neutrophilen Granulozyten vorkommt. Nach LPS-Stimulation wird eine raumliche
Enge von CD14 und TLR4 beobachtet, was eine Interaktion vermuten lasst.>*% Eine
wichtige Komponente des TLR4 fur die LPS-Erkennung ist das myeloid differentiation
protein 2 (MD-2)*, das fiir die LPS-Bindung iiber die Lipidkomponente Lipid A
verantwortlich ist.**

Auch koérpereigene Produkte, wie Fibronektin*, Abbauprodukte der Hyaluronséure®
44,45

und Hitzeschockproteine (Hsp60 und Hsp70) scheinen Liganden von TLR4 zu

sein.

TLR5 gilt als Sensor fir Flagellin, einem monomeren Bestandteil der bakteriellen
Flagellen, die sowohl bei vielen gram-negativen als auch bei gram-positiven

Bakterien vorkommen.*® Flagellin ist essentiell fir die bakterielle Mobilitat. An
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Epithelzellen wurde beobachtet, dass TLR5 an der basolateralen, nicht aber an der

apikalen Zellmembran lokalisiert ist.*’

TLRO ist ein intrazellular gelegener Rezeptor, der spezifisch durch das bakterielle
DNA-Motiv CpG aktiviert wird. Die bakterielle DNA enthalt zahlreiche unmethylierte
Cytosin-Guanosin-Motive, wohingegen diese Basensequenz in der menschlichen

DNA deutlich seltener vorkommt und die Cytosin-Reste meist stark methyliert sind.*®

CpG-Oligodeoxynukleotide (ODN) kénnen in Experimenten mit Mausen auf direktem
Weg Antigen-prasentierende Zellen, wie Makrophagen, dentritische Zellen und B-
Lymphozyten aktivieren. Daraufhin kommt es zu einer erhéhten Antigen-Prasentation
und einer gesteigerten Sekretion proinflammatorischer Zytokine, wie IL-6, I1L-12 und
Tumor Nekrose Faktor (TNF), was zu einer starken Thi1-Antwort fiihrt.*°

Die TLR9-Stimulation durch bakterielle CpG-Motive scheint entscheidend das

Fortschreiten einer bestehenden Colitis zu beeinflussen. (siehe 1.4.2.3)

1.4.2 Storungen intestinaler Immunreaktionen bei CED

Die vorherrschende Theorie zur Pathogenese einer CED basiert auf der Storung
einer ausgewogenen Immunreaktion und einer inadaquaten Interaktion mit

bestimmten Faktoren der intestinalen mikrobiellen Flora.*°

Die Entzindungsreaktion im menschlichen Darm beruht grundsatzlich auf vier
Komponenten: Triggerfaktoren (z.B. PAMPSs) aktivieren bestimmte Sensoren (z.B.
TLRs). Dadurch kommt es zur Ausschittung von Mediatoren (Zytokine und
Chemokine), die letztendlich Effektoren aktivieren (z.B. B-Lymphozyten, zytotoxische
T-Zellen oder T-Helferzellen). Bestimmte dieser Effektoren (z.B. T-Helferzellen)
produzieren ebenfalls Zytokine (Mediatoren). Bei CED scheint der Ablauf einer
kontrollierten Entziindungsreaktion gestort zu sein, wodurch es zu einer chronisch

persistierenden Entziindung kommt.>°

1.4.2.1 Rolle der intestinalen mikrobiellen Flora

Die intestinale mikrobielle Flora des Menschen, die sich aus utber 10%
Mikroorganismen®! zusammensetzt, scheint ein wichtiger Triggerfaktor bei CED zu

sein.>®> Versuche mit IL-2-defizienten Mause zeigten, dass bereits eine normale
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bakterielle Flora (ohne Pathogene) eine schwere Colitis bei einem dysregulierten
Immunsystem auslésen kann.>® Ahnliche Ergebnisse wurden fiir IL-10-defiziente

Méause unter denselben Bedingungen beschrieben.>

1.4.2.2 Rolle der T-Zell-Antwort bei CED

An der Pathogenese und dem Fortschreiten von CED scheinen auch T-Zellen
malf3geblich beteiligt zu sein. So wurde in mehreren CED-Tiermodellen eine erhdhte
Infiltration durch Thl-Zellen (identifiziert anhand der Sekretion von Interferon-y) und
Thl7-Zellen (identifiziert durch die Sekretion von IL-17A, IL-17F, IL-21 und IL-22)
beobachtet.”® Bei CED besteht auBerdem eine Dysbalance zwischen den Zytokinen
IL-6, IL-12 (Th1), IL-21 (Th17), IL-23 (Th17) und TGFp (Transforming Growth Factor
beta), die zur Differenzierung und Aktivierung bestimmter T-Zellen beitragt.>*® So
wurde auch nachgewiesen, dass eine Neutralisation von IL-6 und IL-23 in

zahlreichen Tiermodellen vor einer Enterokolitis schiitzen kann.*°

1.4.2.3 Rolle von Toll-like Rezeptoren und NOD-like Rezeptoren bei CED

Obwohl die mikrobielle Flora zur Pathogenese und dem Fortschreiten einer CED
beitragt, scheint die Aktivierung von PPRs wie NOD2 und TLRs einen protektiven
Effekt zu haben.*

NOD2 ist ein zytosolischer Rezeptor, der Muramyl Dipeptid (ein Peptidoglykan-
Bestandteil von gram-positiven und gram-negativen Bakterien) erkennt und tber NF-
KB-Aktivierung zu einer proinflammatorischen und antibakteriellen
Entztndungsreaktion fuhrt. Mutationen im NOD2-Gen sind assoziiert mit MC (siehe
1.3). Nach neuesten Erkenntnissen scheint NOD2 auch eine Autophagie
herbeizufiihren.>” Somit kénnte eine spezifische Immunitdt gegen bestimmte

Bakterien entwickelt werden, um effektiv gegen diese Bakterien vorgehen zu kdnnen.

Eine TLR9-Aktivierung durch CpG-Motive bakterieller DNA in gesundem Gewebe
schiitzt prophylaktisch vor einer Entziindung.®®**° Stimulation von TLR9 in
intestinalem Gewebe mit einer bereits bestehenden chronischen Entzindung flhrt
hingegen Uber Thl-Aktivierung zu einer zusatzlichen Verstarkung der

60,61,62

Entziindungsreaktion. Die Griunde fur diesen kontroversen Effekt der TLR9-
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Stimulation zwischen gesundem und chronisch entziindetem Gewebe sind bisher
noch unbekannt. Auch fir andere TLR-Liganden wurden derartige paradoxe Effekte
beschrieben.®? AuRerdem wurde nachgewiesen, dass eine TLR9-Stimulation an der
basolateralen Epithelzellseite (im Gegensatz zu einem protektiven Effekt bei apikaler
TLR9-Stimulation) eine deutlich starkere NF-kB-Aktivierung und
Entziindungsreaktion zur Folge hat.®*®® Da bei CED die Epithelzellbarriere gestért ist,
konnte auch dieser Effekt fur ein Fortschreiten der CED mitverantwortlich sein.

Der Grund fur diese paradoxen Effekte liegt mdglicherweise in einer differenzierten
Regulation des Signalwegs nach TLR-Stimulation. Ein mdgliches Regulationsprotein,
das die TLR-Antwort entweder in Richtung einer schweren Entziindungsreaktion (bei
vorbestehender chronischen Entzindung) oder in Richtung einer moderaten
Toleranzreaktion (in gesundem Gewebe) lenkt, kdonnte die Glykogen-Synthase-
Kinase 3-B (GSK3-B) sein.®? (Abbildung 1.3)

Stimulation durch TLR-Liganden
(z.B. LPS, Flagellin, CpG)

l Modulatoren '

der TLR- . ..
gesundes Gewebe chronisch entziindetes Gewehe
Antwort

z.B GSK3-
B Fortschreiten und Verstarkung einer

l:nktlvr:ertfng vt e e bereits vorbestehenden chronischen
echanismen intestinalen Entziindung tiber Th1-

Schutz vor einer intestinalen Entziindung ST

.. . . . antiinflammatorische
antiinflammatorische proinflammatorische .
Zytokine

Zytokine Zytokine proinflammatorische
‘ Ntokine

Abbildung 1.3: Mdégliche Theorie fur die differenzierte Entzindungsreaktion
nach TLR-Aktivierung in gesundem und chronisch entziindetem intestinalem
Gewebe. GSK3-B kdnnte ein moglicher Modulator der Entziindungsreaktion nach
TLR-Stimulation sein, der die Immunreaktion je nach vorbestehendem
Entzindungsstatus in Richtung einer schweren Entzindung (bei CED) oder in
Richtung einer moderaten Toleranzreaktion (in gesundem Gewebe) lenkt. [adaptiert
nach 62]




1 EINLEITUNG 13

1.5 Die Glykogen-Synthase-Kinase-3-f

Die Glykogen-Synthase-Kinase-3-f (GSK3-f) ist ein sehr vielfaltiges Enzym, das
erstmals in Zusammenhang mit dem Glukose-Metabolismus beschrieben wurde und
nach dem hierbei entscheidenden Substrat, der Glykogen-Synthase, die durch
GSK3-B phosphoryliert wird, benannt wurde. In den letzten Jahren trat die GSK3-
zunehmend in den Fokus experimenteller Forschung und wurde in Hinblick auf
zahlreiche Vorgange und Pathomechanismen unabhangig vom Glukose-
Metabolismus beleuchtet. Hierbei stellte sich heraus, dass die GSK3-B
Schlisselenzym und Schnittstelle mehrerer Signalwege ist und Uber 40 verschiedene
Substrate phosphorylieren und damit regulieren kann.** GSK3-B-abhangige
Mechanismen scheinen sowohl fur die primare Pathogenese als auch fur das
Fortschreiten eines breiten Spektrums an Erkrankungen verantwortlich zu sein (siehe
1.5.2).

1.5.1 Struktur und Regulation der GSK3-1

Glykogen-Synthase-Kinase 3 (GSK3) ist eine ubiquitar vorhandene, konstitutiv aktive
Serin/Threonin-Kinase. In Saugetieren wurden zwei Isoformen identifiziert, GSK3-a
und GSK3-, die durch unterschiedliche Gene kodiert werden.®® Trotzdem sind diese
zwei Isoformen in ihrer Kinasedoméane bis zu 98% homolog. Am C-Terminus
stimmen sie allerdings nur zu 36% (iberein.®® Diese Unterschiede in der Homologie
sind auch dafur ausschlaggebend, dass die zwei Isoformen fir unterschiedliche
Prozesse verantwortlich sind und sich gegenseitig nicht ersetzen konnen. So fuhrt
ein homozygoter Verlust der GSK3- bei intakter GSK3-a. im Tierexperiment mit
GSK3-B-knockout-Mausen zu embryonaler Letalitdt aufgrund einer hamorrhagischen
Leberdegeneration.®® GSK3-o. kann also den Verlust von GSK3-p nicht

kompensieren.

Eine Besonderheit an GSK3 ist auRerdem, dass sie - im Gegensatz zu anderen an
Zellzyklen beteiligten Enzymen - durch Phosphorylierung inaktiviert wird. Die zwei

Isoformen werden hierbei jeweils an einem Serin phosphoryliert.®

Bisher sind vier Mechanismen zur Regulation der GSK3 beschrieben.®*®” Der am

besten bekannte und wohl auch der wichtigste Mechanismus ist hierbei die



1 EINLEITUNG 14

Inaktivierung durch Phosphorylierung an Serin-9 (GSK3-3) bzw. an Serin-21 (GSK3-
o). Dies geschieht hauptsachlich durch aktiviertes Akt. Aber auch andere Enzyme,
wie Proteinkinase A oder Proteinkinase C, scheinen in der Lage zu sein, GSK3 an
den regulatorischen Serinen zu phosphorylieren.®® Im Gegensatz dazu gibt es auch
Hinweise, dass die GSK3-Aktivitdt durch Phosphorylierung an Tyrosin-216 (GSK3-f)
und an Tyrosin-279 (GSK3-a) erhdht wird. Die Mechanismen hierzu sind aber noch
wenig definiert.®” Einen weiteren Regulationsmechanismus der GSK3- stellt die
intrazellulare Lokalisation dar. Besonders aktiv ist die GSK3-B im Zellkern oder in
Mitochondrien.®® Auch durch die Position innerhalb von Proteinkomplexen lasst sich
die Aktivitat der GSK3 substratspezifisch regulieren.®” Ein weiterer Mechanismus, der

Einfluss nimmt auf die GSKS3-Aktivitat, ist der Phosphorylierungsstatus ihrer
Substrate.®’

—~_25
119 Abbildung 1.4: Struktur der GSK3-.
127 Am N-Terminus findet sich vorwiegend
D B-Faltblatt-Struktur (blau) zwischen den
Aminosauren 25 bis 138. Die a-Helix-
Glycin-reiche /{_:_9_1 Domane (magentarot) befindet sich
Schleife "'?./ | zwischen den Aminoséduren 139 bis
Mg~ | Aktivierungs- 349 pje  ATP-Bindungsstelle st

’ -
“i“"""’_" > Schleife

S A zwischen  B-Faltblatt und  a-Helix-
'“v 7*\, Domane lokalisiert und wird durch die
} e Glycin-reiche  Schleife  begrenzt.”

. [adaptiert nach 70]

7C

1.5.2 Einfluss der GSK3-B auf verschiedene Erkrankungen

Die GSK3-p ist an zahlreichen Erkrankungen beteiligt. Sie spielt hierbei sowohl in der
primaren Pathogenese als auch fur das Fortschreiten vieler Erkrankungen eine
entscheidende Rolle. So ist die GSK3-f assoziiert mit endokrinologischen
Erkrankungen wie Insulin-Resistenz und Diabetes™’?, sowie mit mehreren
neurologischen Erkrankungen. Hierzu gehdren neuroinflammatorische

Erkrankungen, wie Multiple Sklerose’®, neurodegenerative Stérungen wie Morbus
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"7 und zudem psychiatrische Krankheiten, wie die bipolare Stérung’.

Alzheimer
Ferner scheint die GSK3 nach neurologisch-traumatischen Schadigungen, wie
Rickenmarkstraumen, von Bedeutung zu sein.”” AuRerdem scheint GSK3-p auf die
Karzinogenese Einfluss zu haben, da sie an zwei Signalwegen, dem PI3K/Akt- und
dem Wnt/B-Catenin-Signalweg maligeblich beteiligt ist, die haufig bei
Krebserkrankungen dysreguliert sind.®” GSK3 kénnte dariiber hinaus ein méglicher
Tumorsuppressor zu sein.’”’® Bei Collagen-induzierter Arthritis wurden nach
Behandlung mit einem GSKS3-B-Inhibitor eine 80%ige Reduktion der
Gelenksschwellung und geringere histologische Schaden beobachtet.” Ahnliche
Effekte hinsichtlich der inflammatorischen Prozesse erhielt man nach GSK3-
Blockade im Tierexperiment fiir induzierte Peritonitis®®, experimentelle Colitis®* und
fir die Entziindung nach Verletzung bestimmter Organe, wie Herz®?, Niere®® oder

Bronchien®*,

Eine Inhibition der GSK3-B kann Mause vor einem Endotoxin-Schock und dadurch
vor tddlicher Sepsis schiutzen. So zeigten Mause, die zuvor mit einer siRNA
spezifisch fur GSK3-B behandelt wurden, nach Gabe einer 100% letalen Dosis
(LD100) an LPS ein Uberleben von iiber 70%. In der Vergleichsgruppe ohne GSK3-

B-Hemmung tberlebten keine Mause (0%).%°

1.5.3 GSK3-B-abhéangige Signalwege

Wie bereits beschrieben ist die GSK3- an mehreren Signalwegen beteiligt. Sie
nimmt Einfluss auf zahlreiche zellulare Vorgange, wie die Zellfunktion, Zellstruktur
und Genexpression.®” Auch Apoptose®, Zellmobilitit und Entziindungsreaktionen
werden Uber GSK3-p reguliert.®’ Die wohl wichtigsten und am besten erforschten

Signalwege sind hierbei der PI3K/Akt- und der Wnt/B-Catenin-Signalweg.

Durch den PI3K/Akt-Signalweg und die damit verbundene GSK3-B-Inaktivierung ist
es moglich, den Koérper bzw. das umliegende Gewebe vor einer Ubermaligen
Entzindungs- und Immunreaktion zu schutzen. Uber Toll-like-Rezeptor (TLR) —
Stimulation durch bestimmte bakterielle Antigene kommt es zur Aktivierung der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), einem heterodimeren Enzym, das aus einer
regulatorischen (p85) und einer katalytischen Untereinheit (p110) besteht.®”#8° Dije
aktivierte PI3K katalysiert Uber die p110-Untereinheit die Phosphorylierung von Akt.

Akt wird hierbei ebenfalls durch Phosphorylierung an Threonin-308 und Serin-473
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aktiviert.”°* Aktiviertes Akt phosphoryliert anschlieBend GSK3-B an Serin-9 wodurch
GSK3-B inaktiviert wird.’*> GSK3-p beeinflusst mehrere Transkriptionsfaktoren und
kann somit die Produktion von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen steuern.
Nach GSK3-B-Blockade wird die Immunreaktion tber CREB-Aktivierung und NF-kB-
Hemmung in Richtung der antiinflammatorischen Zytokine, wie IL-10,
verschoben.®>% Die konstitutiv aktive Form der GSK3-p fordert hingegen die NFkB-
Aktivitat und somit die Sekretion proinflammatorische Zytokine, wie IL-6, IL-12 oder
TNF.2% (Abbildung 1.5) Aufgrund der bisherigen experimentellen Datenlage, bleibt

nicht ausgeschlossen, dass noch weitere Molekile durch GSK3 moduliert werden.

o

inaktiviert

l
600

@/

N

antiinflammatorische proinflammatorische antiinflammatorische proinflammatorische
Zytokine NN Zytokine ™ Zytokine ™ Zytokine W
(IL-10,...) (IL-6, IL-8, TNF, ...) (1L-10,...) (IL-6, IL-8, TNF, ...)

Abbildung 1.5: Regulation der Produktion pro- bzw.- antiinflammatorischer
Zytokine uber die Aktivitat von GSK3-B. Die konstitutiv aktive Form der GSK3-
fordert durch NF-kB-Aktivierung die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen.
Eine Hemmung der GSK3-B-Aktivitat nach TLR-Stimulation Uber den PI3K/Akt-
Signalweg fuhrt Uber eine verstarkte CREB-Aktivitat zur Verschiebung des
Gleichgewichts der Zytokinsekretion in Richtung der antiinflammatorischen Zytokine.
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Einen weiteren Signalweg, an dem die GSK3-B maligeblich beteiligt ist, stellt der
Wnt/B-Catenin-Weg dar. Ohne Wnt-Aktivierung liegt GSK3-f in der aktiven Form vor
und ist somit in der Lage p-Catenin zu phosphorylieren. Phosphoryliertes p-Catenin
wir anschlieRend ubiquitiniert und im 26S-Proteasom abgebaut. Durch diesen
Mechanismus wird der B-Catenin-Spiegel in der Zelle niedrig gehalten.®* Aktivierung
des Wnt-Signalwegs fuhrt hingegen zur Inaktivierung von GSK3-f durch

Phosphorylierung und anschlieBend zur B-Catenin-Akkumulation.®*%

-Catenin wird
nun vermehrt aus dem Zytoplasma in den Zellkern transloziert, wo es mit dem
Transkriptionsfaktor TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancer factor) assoziiert und
die Transkription verschiedener Gene beeinflussen kann, die u.a. Vorgange wie die

Zellproliferation regulieren.?>%

Die GSK3-B-Aktivitat kann aul3erdem Uber klassische MAPK-Signalwege (mitogen
activated protein kinase) reguliert werden. Viele ,Downstream“-Kinasen der MAPK-
Kaskade sind in der Lage, GSK3-B an Ser9 zu phosphorylieren.’” Wichtige MAP-
Kinasen sind hierbei ERKs (extracellular signal-related kinases) und p38. ERKs
werden hauptsachlich durch Mitogene stimuliert, wohingegen p38 vor allem durch
Zytokine und nach zellularem Stress aktiviert wird. Die Aktivierung von ERKs und

p38 erfolgt iiber Phosphorylierung.®®

154 Experimentelle Inhibition der GSK3-B

Um die Funktion der GSK3-B zu erforschen, ist es notig, mit Hilfe von spezifischen
Inhibitoren Einfluss auf die Aktivitat dieses Enzyms zu nehmen. Dafir stehen
mehrere, sehr unterschiedliche Substanzen zur Verfugung. Zu den spezifischen
GSK3-Inhibitoren zahlen LiCI*® Azakenpaullone'® (CisH10BrN;O), BIO™ (6-

Bromoindirubin-3'-oxim), SB-216763 und SB-415286 (zwei niedermolekulare
102

Inhibitoren)

Fur diese Arbeit wurde LiCl als GSK3-Inhibitor verwendet. Der Vorteil von LiCl ist,
dass es in der Handhabung einfach ist und sich in den meisten Medien gut l6sen
l&sst. Lithium ist in der Medizin vor allem als wirksames Medikament bei bipolarer
Stoérung (friher als manische Depression bezeichnet) bekannt und wird hierzu schon

seit Uber 50 Jahren erfolgreich eingesetzt. Der Wirkmechanismus war dabei lange
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Zeit unklar. Aufgrund der neuesten Daten spricht vieles dafur, dass der

therapeutische Effekt des Lithiums hierbei auf einer GSK3-Hemmung beruht.®”1%

Lithium hemmt die GSK3 durch zweierlei Mechanismen, zum einen als direkter,
reversibler, kompetitiver Inhibitor zu Mg?", einem Co-Faktor der GSK3, und zum
anderen indirekt, indem es eine Phosphatase hemmt, die phosphoryliertes, inaktives
GSK3-p dephosphoryliert und somit in die aktive Form umwandeln kann.*®* Lithium

erhoht somit also auch die phosphorylierte Form der GSK3-p.1%

Durch Hemmung der GSK3-B wird die Produktion proinflammatorischer Zytokine
durch Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-kB vermindert, wohingegen die
Produktion antiinflammatorischer Zytokine tber CREB-Aktivierung gesteigert wird.
(Abbildung 1.6) Eine Schnittstelle und Erklarung fur die differenzierte Aktivierung und
gegenseitige Hemmung von NF-kB und CREB ist die Kompetition um die Bindung an
den Co-Faktor CBP (CREB-bindendes Protein). Die Menge an vorhandenem CBP ist
beschrankt. In ihrer phosphorylierten Form konkurrieren CREB und NF-kB um eine
Bindung an CBP.'%%1%"1% Ejne erhohte Bindungsrate von CREB an CBP erniedrigt
folglich die Aktivitdt von NF-kB. GSK3 in ihrer aktiven Form vermindert die Aktivitat
und DNA-Bindefahigkeit von CREB.X*® Bei GSK3-Inhibition durch LiCl fiihrt jedoch
eine erhOohte Assoziation von CREB mit CPP zu einer vermehrten Sekretion

antiinflammatorischer Zytokine.?®

]/ licl |

O—

p)  Inhiblert Abbildung 1.6: Hemmung von GSK3-$
durch LiCl. Durch Blockade der GSK3-8
/ \ wird die Zytokinproduktion Uber CREB-
Aktivierung in Richtung der
@ @ antiinflammatorischen Zytokine verlagert.
! ! Die  Produktion  proinflammatorischer
Zytokine wird aufgrund der NFkB-
antiinflammatorische proinflammatorische Hemmung vermindert.
Zytokine M Zytokine W
(IL-10,...) (IL-6, IL-8,TNF, ...)
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2 Arbeitsziele

Die Therapie chronisch entzindlicher Darmerkrankungen stellt in der heutigen
Medizin eine grofRe Herausforderung dar. Trotz immer neuer Therapiestrategien ist
eine Heilung bisher noch nicht méglich. Die Pathogenese chronisch entzindlicher
Darmerkrankungen ist ebenfalls nicht hinreichend geklart. Eine fehlregulierte TLR-
Signaltransduktion scheint entscheidend fiur die Aufrechterhaltung der chronischen
Entziindung zu sein. Welche Signalmolekile des TLR-Signalwegs unter chronisch
entziindeten Bedingungen verandert aktiviert sind, ist bisher jedoch nicht bekannt.
GSK3-B wurde kirzlich als Regulator der TLR-abhéngigen Signaltransduktion
beschrieben.®® Die Aktivitist des Enzyms fordert pro-inflammatorische
Immunantworten in Blutmonozyten, wahrend anti-inflammatorische Mechanismen
blockiert werden.®® Die Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigen, dass die Hemmung
von GSK3-B mittels LiCl auch UberschieRende TLR-vermittelte Immunantworten
intestinaler Immunzellen auf bakterielle Bestandteile hemmt.?® Die Rolle von GSK3-f
bei Entzindungsprozessen in mesenchymalen Zellen ist jedoch bisher noch vdllig

unklar.
In dieser Arbeit sollten nun folgende Fragen untersucht werden:

1. Gibt es grundlegende Unterschiede im (Aktivierungs-) Status von GSKS3-£ in
humanem  Kolongewebe sowie in  bestimmten humanen intestinalen
Zellpopulationen? Besteht hierbei ein Unterschied zwischen Zellen von Kontroll und
CED-Patienten?

GSK3-B fordert in ihrer aktiven (unphosphorylierten) Form in TLR-stimulierte
Monozyten die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6, IL-12, TNF und
IFN-y, wahrend die Produktion von anti-inflammatorischem IL-10 unterdriickt wird.®®
Der GSK3-f Phosphorylierungsstatus konnte somit ein MalR fiur den
proinflammatorischen bzw. anti-inflammatorischen Phanotyp einer Zelle sein.

In Gesamtgewebe sowie in bestimmten Zellpopulationen des menschlichen Darms
soll daher der Protein- und Phosphorylierungsstatus von GSK3- mittels Western
Blot untersucht werden. Hierbei sollen Proben von Kontroll-Patienten, MC- und CU-

Patienten verglichen werden.
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2. Inwiefern wird die Immunantwort von Kolonepithelzellen durch Hemmung der
GSK3-4 beeinflusst?

Kolonepithelzellen stehen in direktem Kontakt zu Bestandteilen des Nahrungsbreis
und der intestinalen Darmflora.

In Zellkulturmodellen mit der HT-29-Zelllinie sollen Stimulationsexperimente mit TNF
und mit dem TLR-Ligand LPS je in An- und Abwesenheit des GSK3-B-Inhibitors LiCl
durchgefuihrt werden. Als Mal3 fur die Entziindungsreaktion sollen Zytokine im
Zelluberstand mittels ELISA sowie der GSK3-B-Status und bestimmte Signalproteine

mittels Western Blot bestimmt werden.

3. In welcher Weise wird der Status von GSK3-£ und die Entziindungsreaktion
primarer humaner CLPF durch den Kontakt mit Liganden verschiedener TLRs
beeinflusst?

Anhand von Stimulationsexperimenten soll der GSK3-B-Status sowie die pro-
inflammatorische Immunreaktion von primédren humanen CLPF aus Kontroll-

Patienten nach Kontakt mit Liganden unterschiedlicher TLRs untersucht werden.

4. Welchen Einfluss nimmt die GSK3-4-Inhibition auf die Immunantwort von priméaren
humanen CLPF? Kann eine Inhibition der GSK3-£ vor einer Uberschie3enden
Entzindungsreaktion schitzen?

CLPF sind potente Produzenten pro-inflammatorischer Mediatoren, die den
Entzindungsprozess entscheidend beeinflussen kénnen.®. Durch in vitro
Stimulationsexperimente mit priméaren humanen CLPF von Kontroll-, MC- und CU-
Patienten soll untersucht werden, ob eine durch LPS (einem TLR-Liganden) oder
durch TNF (einem endogenem Zytokin) induzierte Immunantwort durch GSK3-#-
Inhibition (mittels LiCl) moduliert werden kann und inwiefern bestimmte intrazellulare
Signaltransduktionsprozesse durch Hemmung von GSK3-§ beeinflusst werden. Falls
sich  hierbei signifikante Unterschiede zeigen, soll die Aktivitat der
Transkriptionsfaktoren NF-«xB und CREB anhand von DNA-Bindungsassays mit

Zellkernextrakten von in vitro stimulierten CLPF bestimmt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Kultur und Stimulation priméarer Fibroblasten

Amino Acids (100x)
Non Essential, 100 ml

Amphotericin B, 50 mg

Ciprobay® 200, 100 ml
Wirkstoff: Ciprofloxacin

CpG

DMEM High Glucose (4,5 g/l),
500 ml with L-Glutamine

DMSO

Dulbecco’s PBS (1x), 500 ml
without Ca & Mg

Flagellin
Gentamicin
LiCl

LPS
Pam2CSK4

Penicillin/Streptomycin (100x), 100 ml
Penicillin: 10.000 Units/ml
Streptomycin: 10 mg/ml

Quantum 333 for Fibroblasts, 500 ml
with L-Glutamine

Sodium Pyruvate Solution 100 mM,
100 ml

TNF
Trypanblau
Trypsin ohne EDTA

PAA Laboratories GmbH
Pasching Osterreich

Bristol-Myers-Squibb, Minchen
Bayer AG, Leverkusen

Metabion, Martinsried

PAA Laboratories GmbH
Pasching Osterreich

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

PAA Laboratories GmbH
Pasching Osterreich

Invivogen, Toulouse, Frankreich
Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Invivogen, Toulouse, Frankreich

PAA Laboratories GmbH,
Pasching Osterreich

PAA Laboratories GmbH,
Pasching Osterreich

PAA Laboratories GmbH,
Pasching Osterreich

Tebu Bio, Offenbach
Biochrom, Berlin

PAA Laboratories GmbH,
Pasching Osterreich
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3.1.2 Kultur und Stimulation der Epithelzelllinie HT-29

Amino Acids (100x)

Non Essential, 100 ml

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
with 1000 mg glucose/l, L-glutamine,
NaHCO3 and pyridoxine HCI

Dulbecco’s PBS (1x), 500 ml
without Ca & Mg

HT-29 Epithelzelllinie

LiCl
LPS

Quantum 286 for Epithelial Cells,
500 ml

Sodium Pyruvate Solution 100 mM,
100 ml

TNF
Trypanblau
Trypsin ohne EDTA

3.1.3 Chemikalien

B-Glycerophosphat
B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
Desoxycholsaure
EDTA

Glycerin

H,SO,4

HEPES
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH2POy)
Methanol

Na,COs3

Na;HPO4 x 7 H,O
NaHCOs;

PAA Laboratories GmbH,
Pasching Osterreich
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

PAA Laboratories GmbH,
Pasching Osterreich

ATCC (American Type Culture Collection),
Manassas, VA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

PAA Laboratories GmbH,
Pasching Osterreich
PAA Laboratories GmbH,
Pasching Osterreich

Tebu Bio, Offenbach
Biochrom, Berlin

PAA Laboratories GmbH,
Pasching Osterreich

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Boehringer, Mannheim

Merck, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miunchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minche
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen



3 MATERIAL UND METHODEN

Natriumchlorid (NacCl)
Natriumfluorid (NaF)
Natriummolybdat (Na;MoO,
Natriumorthovanadat (NaVOs)
Nonidet P-40 (NP-40)
Para-Nitrophenylphosphat (PNPP)
Proteaseinhibitor: Complete Mini
Salzsaure (HCI)

SDS 10% und 20%

Tris

Triton X-100

3.1.4 Verbrauchsmaterial

6-Well Zellkulturplatten
12-Well Zellkulturplatten
96-Well Zellkulturplatten

96-Well-Mikrotiterplatten:
Nunc® MaxiSorp

Cell-Scraper: costar®, 25 cm handle,
1,8 cm blade

Combitips fur Multipette®plus
(5 ml; 10ml)

Einmal-Pipetten, steril
(5 ml; 10 ml; 25 ml)

Pasteurpipetten
Pipettenspitzen

Polypropylenréhrchen (15 ml; 50 ml)
BD Falcon™ Conical Tubes

ReaktionsgefalRe (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0)
Zellkulturflaschen 25 cm?
Zellkulturflaschen 75 cm?
Zellkulturschale: 100 mm x 20 mm

Merck, Darmstadt

23

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Boehringer, Mannheim
Fulka, Buchs
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Fulka, Buchs

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Corning Incorporated, NY, USA
Corning Incorporated, NY, USA
Corning Incorporated, NY, USA
Nunc, Roskilde, Dédnemark

Corning Incorporated, NY, USA
Eppendorf, Hamburg
Corning Incorporated, NY, USA

Brand, Wertheim
Sarstedt, NUmbrecht
BD, Franklin Lakes, NJ USA

Eppendorf, Hamburg

Corning Incorporated, NY, USA
Corning Incorporated, NY, USA
Corning Incorporated, NY, USA



3 MATERIAL UND METHODEN 24

3.1.5 ELISA

FCS

IL-6 ELISA-Kit:
BD OptEIA™Set Human IL-6

IL-8 ELISA-Kit:
BD OptEIA™Set Human IL-8

IL-10 ELISA-Kit:
BD OptEIA™Set Human IL-10

TMB

PAN Biotech, Aidenbach
BD Biosciences, San Diego, CA, USA

BD Biosciences, San Diego, CA, USA
BD Biosciences, San Diego, CA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

3.1.6 Proteinbestimmung von Zelllysaten

Bicinchoninic Acid solution
BSA
Copper (Il) sulfate solution

3.1.7 Western Blot

Antioxidant:
NuPAGE® Antioxydant

BSA

Fertiggel:
NUPAGE® 4-12% Bis-Tris Gel
1,0 mm x 10 well

Laufpuffer:
NuPAGE® MOPS SDS
Buffer (20x)

Nitrozellulosemembran:
0,45 pm Porengrof3e

Rontgenfilm:
Amersham Hyperfilm ECL
(18 x 24 cm)

Standard:

Amersham Full-Range Rainbow

Stripplésung:

Re-Blot Plus Strong Solution (10x)

Substrat:
Amersham ECL Plus™

Western Blotting Detection Reagents

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Biomol GmbH, Hamburg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Invitrogen, Carlsbad, CA USA
Biomol GmbH, Hamburg

Invitrogen, Carlsbad, CA USA

Invitrogen, Carlsbad, CA Running

Invitrogen, Carlsbad, CA USA

GE Healthcare, Freiburg

GE Healthcare, Freiburg
Millipore, Schwalbach

GE Healthcare, Freiburg
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Transferpuffer:

NuPAGE® Transfer Buffer (20x)

Trockenmilchpulver
Tween 20

3.1.8 Antikérper

Invitrogen, Carlsbad, CA USA
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

3.1.8.1 primare Antikorper

Antikérper Isotyp Molekular- Firma
gewicht

GSK-3p Rabbit 1IgG 46 kDa Cell Signaling Technology, Danvers MA, USA
NFkB Rabbit 1IgG 65 kDa Cell Signaling Technology, Danvers MA, USA
Phospho-Akt Rabbit IgG 60 kDa Cell Signaling Technology, Danvers MA, USA
Phospho-CREB Rabbit IgG 43 kDa Cell Signaling Technology, Danvers MA, USA
Phospho-p44/42  Rabbit IgG 42,44 kDa Cell Signaling Technology, Danvers MA, USA
Phospho-GSK-33 Rabbit 1IgG 46 kDa Cell Signaling Technology, Danvers MA, USA
Phospho-p38 Rabbit IgG 43 kDa Cell Signaling Technology, Danvers MA, USA
Phospho-Stat3 Rabbit IgG 79, 86 kDa Cell Signaling Technology, Danvers MA, USA
Actin Mouse IgG 43 kDa Millipore, Schwalbach

Tabelle 3.1: Priméare Antikorper.

3.1.8.2 sekundére Antikorper

Antikdrper Isotyp

Firma

Mouse-lgG-HRP  Goat IgG
Rabbit-lgG-HRP  Goat IgG

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Tabelle 3.2: Sekundare Antikorper.

3.1.9 Proteinbestimmung von Zellkernlysaten

BSA

Dye Reagent Concentrate
BIO-RAD PROTEIN ASSAY

Biomol GmbH, Hamburg

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
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3.1.10 DNA-Bindungsassays

Aktivitatsassay
TransAM™ pCREB

Aktivitatsassay
TransAM™ NF«B

3.1.11 Gerate

Brutschrank:
Heraeus Instruments BB6220

Eismaschine:
Scotsman AF 20

Elektrophorese- und
Western-Blot-Geréat:
Invitrogen PowerEase 500

Elektrophorese- und
Western-Blot-Kammer:
Invitrogen Novex Mini-Cell XCell
Sure Lock

ELISA-Reader/Photometer:
Molecular Devices
precision microplate reader

Entwicklermaschine:
CURIX 60

Filmkassette
Laborautoklav

Laborschittler:
IKA® KS 260 basic

Laborwaage:
Sartorius MC 1 Laboratory LG 6200 S

Magnet-Ruhrer:
Heidolph, MR 3001

Mikroskop:
Leica DM IL

Neubauer-Zahlkammer Improved

pH-Meter:
Schott CG 840

Pipettierhilfe:
Multipette®plus

Pipettierhilfe:
Pipetboy acu

Active Motif, Carlsbad, USA

Active Motif, Carlsbad, USA

Heraeus Instruments, Hanau

Scotsman, Mailand, Italien

Invitrogen, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt

MWG-Biotech, Ebersberg

AGFA, Dusseldorf
Olympus, Stuttgart
INTEGRA Biosciences, Fernwald

IKA® Werke, Staufen
Sartorius AG, Gottingen
Heidolph, Schwabach

Leica Microsystems, Wetzlar
Blaubrand, Wertheim

Schott AG, Mainz
Eppendorf, Hamburg

INTEGRA Biosciences, Fernwald
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Reinstwasseraufbereitungsanlage:

Millipore Q-POD® Milli-Q Milipore, Schwalbach
Sterilbank:
Heraeus Instruments Heraeus Instruments, Hanau

Lamin Air® HB 2448
Thermomixer:

Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg

Vortex:

Heidolph Reax 2000 Heidolph, Schwabach
Wasserbad:

Ecoline Staredition LAUDA, Lauda-Konigshofen
Zentrifugen:

Heraeus Multifuge 3 S-R Heraeus Instruments, Hanau

Heraeus Biofuge fresco Heraeus Instruments, Hanau



3 MATERIAL UND METHODEN

28

3.1.12 Nachweis und Eigenschaften der verwendeten primaren Zellen

3.1.12.1 Gesamtbiopsielysate

Geschlecht | Patienten- | Diagnose Medikamente
alter
Kontrollen mannlich 76 Colon-Carcinom unbekannt
mannlich 77 Sigma-/Colon-Carcinom unbekannt
weiblich 70 Sigmadivertikulose/-stenose | unbekannt
Morbus Crohn | mannlich 18 Morbus Crohn Budenofalk, Salofalk
ménnlich 44 Morbus Crohn Budesonid, Mesalazin
mannlich 47 Morbus Crohn Prednisolon, Azathioprin
Colitis Ulcerosa | méannlich 64 Colitis Ulcerosa Hydrocortison
weiblich 43 Colitis Ulcerosa Decortin, Pentasa oral
Pentasa rektal
mannlich 46 Colitis Ulcerosa Azafalk, Salofalk

Tabelle 3.3: Gesamtbiopsielysate.

3.1.12.2 Kolonepithelzellen

Geschlecht | Patienten- | Diagnose Medikamente
alter
Kontrollen KO 1 | mannlich 74 Stenose linke Kolonflexur unbekannt
KO 2 | méannlich 86 Adenocarzinom des Kolon | unbekannt
KO 3 | weiblich 44 lleozdkalklappen-Carcinom | unbekannt
KO 4 | weiblich 61 Hemicolektomie rechts bei | unbekannt
Verdacht auf Colon-
Carzinom
Morbus Crohn |MC 1 | weiblich 26 Morbus Crohn Azathioprin
MC 2 | mannlich 62 Morbus Crohn keine
MC 3 | ménnlich 46 Morbus Crohn keine
Colitis Ulcerosa |CU 1 | weiblich 37 Colitis Ulcerosa keine
CU 2 | ménnlich 34 Colitis Ulcerosa Decortin, Targin
CU 3 | méannlich 66 Colitis Ulcerosa Prednisolon,
Purinethol
CU 4 | mannlich 52 Colitis Ulcerosa Methylprednisolon,
Mutaflor, Mesalazin

Tabelle 3.4: Kolonepithelzellen.
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3.1.12.3 Colon Lamina Propria Fibroblasten

Geschlecht | Patienten- Diagnose Lokalisation
alter

Kontrollen weiblich 25 unbekannt Colon ascendens
mannlich 30 unbekannt Sigma
mannlich 49 Sigmadivertikulitis Sigma
mannlich 67 unbekannt unbekannt
weiblich 59 unbekannt unbekannt
mannlich 65 Sigmadivertikulitis Sigma

Morbus Crohn weiblich 46 MC-Fistel Rektovaginale Fistel
weiblich 44 MC-Fistel Rektovaginale Fistel
weiblich 46 MC-Fistel Peranale Fistel
weiblich 36 Morbus Crohn Coecum
weiblich 36 Morbus Crohn Sigma
mannlich 38 Morbus Crohn Colon ascendens
mannlich 22 Morbus Crohn Hemikolektomie

links

Colitis Ulcerosa | mannlich 25 Colitis Ulcerosa Sigma
weiblich 51 Colitis Ulcerosa unbekannt
mannlich 60 Colitis Ulcerosa Biopsie
weiblich 46 Colitis Ulcerosa Proktokolektomie
weiblich 37 Colitis Ulcerosa unbekannt

Tabelle 3.5: Colon Lamina Propria Fibroblasten.

3.1.12.4 Lamina Propria Mononukleére Zellen

Geschlecht | Patienten- | Diagnose Medikamente
alter
Kontrollen mannlich 86 Colon-Carzinom unbekannt
Tumor im Colon
mannlich 72 ascendens unbekannt
Morbus Crohn |weiblich 24 Morbus Crohn (Stenose) | Steroide
mannlich 26 Morbus Crohn unbekannt
Colitis Ulcerosa | weiblich 76 Colitis ulcerosa Mesalazin, Tacrolimus
weiblich 46 Colitis ulcerosa Decortin H, Salofalk

Tabelle 3.6: Lamina Propria Mononukleére Zellen.
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3.1.13 Nahrmedien und Puffer
3.1.13.1 Nahr- und Stimulationsmedien

N&hrmedium fir primére Fibroblasten:

500 ml Quantum 333 for Fibroblasts
2ml Ciprofloxacin (Ciprobay 200)

500 pl Gentamicin (50mg/ml)

500 pl Amphotericin B (Img/ml)
5ml Penicillin/Streptomycin

Stimulationsmedium fur primare Fibroblasten:

500 mi DMEM High Glucose (4,5g/1)
2ml Ciprofloxacin (Ciprobay 200)

500 pl Gentamicin (50mg/ml)

500 pl Amphotericin B (1mg/ml)

5ml Penicillin/Streptomycin
5ml NEA (nicht-essentielle Aminosauren) (100x)
5ml Sodium Pyruvate Solution 100 mM

Nahrmedium fiur die HT-29 Zelllinie:

500 ml Quantum 286 for Epithelial Cells
(ohne Zusatze)

Stimulationsmedium fir die HT-29 Zelllinie:

500 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (1g Glukose/l)
5ml NEA (nicht-essentielle Aminosauren) (100x)
5ml Sodium Pyruvate Solution 100 mM

3.1.13.2 Allgemeine Puffer

PBS (10x):
8049 NaCl
209 KCI
21649 Na,HPO, x 7 H,O
2,09 KH,PO,
ad 11 Aqua bidest.
pH 7,4

ELISA-Waschpuffer (Assay diluent):

500 ml
3,51
2ml

10x PBS unsteril
Millipore-Wasser
Triton X-100
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Proteinisolierung:

RIPA-Puffer (2X):

5ml
3ml

lg

1ml
500 pl
ad 50 ml

RIPA-Lysepuffer:

5ml
5ml
1,5ml

Western Blot:

Laemmli (6X):

2,5ml
3ml
240 pl
2ml

2,26 ml
+

Tris 1M

NaCl 5M
Desoxycholsaure
Triton X-100
SDS 10%

Aqua bidest.

RIPA-Puffer (2x)
NaCl 5M
Proteaseinhibitor (1 Tablette Complete Mini in 1,5 ml Aqua bidest.

Tris 1,5M, pH 6,8

SDS 20%

EDTA 0,5M

Glycerin

Aqua bidest.

Bromphenolblau (ca. 1 Spatelspitze)

(pro 1,5 ml 6x Laemmli wurden vor Gebrauch 20 ul B-Mercaptoethanol zugegeben)

Laemmli (2x):

2,5 ml
4 ml
2ml

1,5 ml

+

Tris 0,5M, pH 6,8

SDS 10%

Glycerin

Aqua bidest.

Bromphenolblau (ca. 1 Spatelspitze)

(pro 1,5 ml 2x Laemmli wurden vor Gebrauch 20 ul B-Mercaptoethanol zugegeben)

Running Puffer:

25 ml
ad 500 ml

Transferpuffer:

25 ml

50 ml

ad 500 ml
+ 500 pl

MOPS SDS Running Buffer 20x
Aqua bidest.

NuPAGE Transferbuffer (20x)
Methanol

Aqua bidest.

NuPAGE Antioxidant



3 MATERIAL UND METHODEN

TBST-Waschpuffer:

40 ml
60 ml
ad 2|
+2ml

Tris 1M, ph 7,5
NaCl 5M

Aqua bidest.
Tween 20

Herstellung von Zellkernextrakten:

Phosphatase-Inhibitor Puffer (PIB):

125 mM
250 mM
250 mM

25 mM

PBS/PIB:

0,5 ml
10 ml

NaF

B-Glycerophosphat
Para-Nitrophenylphosphat (PNPP)
NaVvO;

PIB
PBS

Hypotonischer Puffer (HB):

20 mM
5mM
10 pM
0,1 mM

(anschlieRend wurde der HB steril filtriert und bei 4 °C aufbewahrt)

HEPES, pH=7,5
NaF

Na,MoO,

EDTA
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3.2 Methoden

3.2.1 Arbeiten mit prim&ren humanen Colon Lamina Propria Fibroblasten

Fur die Stimulationsexperimente wurden primare humane Colon Lamina Propria
Fibroblasten (CLPF) von Patienten mit Morbus Crohn, mit Colitis Ulcerosa und von
Kontrollpatienten verwendet. Diese wurden aus chirurgischem Material oder Biopsien
isoliert.

Alle Arbeiten mit priméren humanen CLPF wurden unter der Sterilbank und mit steril

verpackten Einmalpipetten bzw. mit autoklaviertem Material durchgefihrt.

3.2.1.1 Isolieren primarer humaner CLPF

Zur Isolierung der CLPF wurde die Mucosa in ca. 1 mm2 grol3e Stlicke geschnitten
und jeweils mindestens 6 solcher Stucke in 10 ml Hanks Solution mit 40 yl 0,5 M
EDTA fir 20 min bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Dabei |0sten sich die
Epithelzellen ab und wurden mit dem Uberstand verworfen. Zum weiteren
enzymatischen Aufschluss wurde je drei Mucosa-Sticke in ein Eppendorf-
ReaktionsgefaR tberfiihrt, in dem 700 ul PBS mit Ca®* und Mg**, 250 ul Kollagenase
| (4 mg/ml), 30 ul Desoxyribonuklease (10 mg/ml) und 20 ul Hyaluronidase (100
mg/ml) vorgelegt waren. Nach 30 Minuten Inkubation unter Schitteln wurde der
Uberstand verworfen und der Kollagenaseverdau durch Zugabe von FCS-haltigem
Medium abgestoppt. Durch wiederholtes Zentrifugieren (Biofuge pico, 3500 rpm, 5
min bei Raumtemperatur) und Resuspension in neuem Medium wurden die Zellen
gewaschen. Anschliel3end wurden die Zellen in eine sterile 25 cm? Zellkulturflasche
Uberfihrt und Uber Nacht bei 37 °C, 10% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert.
Dabei adharierten die Zellen am Boden der Kulturflasche. Nicht-adharente Zellen

wurden beim Wechsel des Mediums entfernt.

3.2.1.2 Kultur primarer humaner CLPF

Sobald die Zellen in der Kulturflasche konfluent gewachsen waren, wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gespult und anschlielend 2 ml
Trypsin (0,5% in PBS) zugegeben. Nachdem sich die Zellen abgelost hatten, wurde

die Trypsin-Wirkung durch Zugabe von Kultur-Medium gestoppt, die Zellsuspension
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in ein Eppendorf-Reaktionsgefald tberfuhrt und fir 10 min bei Raumtemperatur und
1800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in neuem Kultur-

Medium resuspensiert und in eine neue Zellkulturschale tberfuhrt.

Pro Schale und 75 cm? Kulturflasche wurden jeweils 10 ml Medium, pro 25 cm?
Kulturflasche 5 ml Medium verwendet. Ein Wechsel des Mediums erfolgte alle drei
Tage. Die Zellen wurden im Brutschrank bei einer Atmosphare von 37 °C, 10% CO.
und 95% Luftfeuchtigkeit aufbewahrt.

Sobald die Zellen konfluent gewachsen waren, wurden sie nach obigem Schema mit

Trypsin abgeldst und im Verhaltnis 1:3 auf neue Zellkulturschalen gesplittet.

3.2.1.3 Einfrieren von primaren humanen CLPF

Zum Einfrieren der Fibroblasten wurde ein spezielles Einfriermedium, das im
Gegensatz zum Kultur-Medium einen FCS-Gehalt von 20% und einen DMSO-Gehalt
von 10% enthielt. Die konfluent gewachsenen CLPF wurden abtrypsiniert,
zentrifugiert und in Einfriermedium resuspensiert. AnschlieBend wurden die Zellen
mithilfe der Neubauer-Zahlkammer gezahlt und in einer Konzentration von ca. 1x10°
Zellen/ml in spezielle Kryo-Reaktionsgefal3e Uberfiihrt. Die R6hrchen wurden bei -80
°C in einer speziellen Einfrierbox eingefroren, die eine Temperatursenkung von 1 °C
pro Minute gewdhrleistet. Zur Langzeitlagerung konnten die Zellen in Flissigstickstoff

bei -196 °C aufbewahrt werden.

3.2.1.4 Auftauen von priméren humanen CLPF

Zum Auftauen wurde das Roéhrchen mit den eingefrorenen CLPF flr 2 Minuten in ein
Wasserbad bei 37 °C gestellt. Die Zellen wurden daraufhin in vorgewarmtem Kultur-
Medium resuspensiert und abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das Medium
abgesaugt und dabei das bei Raumtemperatur als Zellgift wirkende DMSO entfernt.
Die Fibroblasten wurden in neues Medium aufgenommen und in eine 25 cm?
Zellkulturflasche tberfuhrt.
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3.2.1.5 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl der CLPF wurde mittels einer modifizierten Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Auf einer geschliffenen, leicht abgesenkten Glasplatte sind quadratische
Zahinetze eingraviert. Durch dicht auf die seitlichen Glasstege aufgelegte spezielle
Glas-Plattchen entsteht hier eine definierte Kammerhohe von 0,1 mm. Die
Eckquadrate des eingravierten Thomas-Netzes haben die exakte Flache von 1 mm2,
Somit enthalt der Raum Uber einem Eckquadrat ein Volumen von 0,1 ul. Vor
Auftragen auf die Neubauer-Zahlkammer wurden 10 pl Zellsuspension mit 10 pl
Trypanblau angefarbt und somit um den Faktor zwei verdunnt. Es wurden nun die
Zellen in vier Eckquadraten ausgezahlt. Durch die Trypanblau-Farbung konnten die
Zellen mit intakter Zellmembran von den beschadigten Zellen unterschieden werden.
Intakte Zellen nehmen den Farbstoff nicht auf und bleiben hell. Zellen mit
beschadigter Membran farben sich dunkelblau und werden bei der Z&hlung nicht
bericksichtigt. Mit folgender Formel konnte nun die Zellzahl pro Milliliter berechnet
werden:

gezahlte Zellen
Anzahl der ausgezahlten Grol3quadrate

X 2 X 10* = Zellen/ml

3.2.1.6 Stimulationsexperimente mit priméaren humanen CLPF

Fur die Stimulationsexperimente wurden die CLPF in den Passagen 2 bis 7
verwendet.

Zur Vorbereitung wurden die Zellen abtrypsiniert, zentrifugiert und das Pellet in 3 bis
5 ml Kulturmedium resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Hilfe der
Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Die Zell-Suspension wurde anschlieBend so
verdunnt, dass sich 150.000 Zellen in 2 ml Medium befanden. In jedes well einer 6-
well-Platte wurden nun 2 ml dieser Zellsuspension pipettiert. Pro well wurden also
150.000 Zellen ausgesat. Sobald die Zellen nach ca. 6 bis 8 Stunden am Boden der
6-well-Platte festgewachsen waren, wurde das Medium abgesaugt und pro well 2 ml
DMEM-Stimulationsmedium zupipettiert und tber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am
folgenden Tag erfolgte die Stimulation. Hierzu wurde erneut das Medium gewechselt.
Bei allen Ansatzen, die mit LiCl kostimuliert werden sollten, wurde zunachst LiCl in

der Konzentration 10 mM zugegeben und fir 30 Minuten vorinkubiert. Daraufhin
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wurden die Zellen mit LPS in der Konzentration 10 ng/ml bzw. TNF in der
Konzentration von 1 ng/ml zupipettiert. Fur eine spezielle Stimulation mit
verschiedenen TLR-Liganden wurde mit Pam2Cys, LPS, Flagellin (je in einer
Zielkonzentration von 10 ng/ml) und mit CPG (Zielkonzentration 2 pug/ml) stimuliert.
Die Stimulation erfolgte fiir genau 24 Stunden. AnschlieBend wurden die Uberstande
abgenommen und Zelllysate angefertigt.

Die Stimulation der Zellen, aus denen Zellkernextrakte fir DNA-Bindungsassays
angefertigt wurden, wurde wegen der benétigten hohen Zellzahl in Zellkulturschalen
durchgefiihrt. Die Stimulanzien wurden in der entsprechend gleichen Konzentration

verwendet.

3.2.2 Arbeiten mit der Epithelzelllinie HT-29

Bei der HT-29-Zelllinie handelt es sich um eine adharent wachsende, humane
Kolonkarzinomzelllinie, die erstmals aus dem Primartumor einer 44-jahrigen Frau

isoliert wurde.

Die Kultur der HT-29-Zellen erfolgte im Brutschrank in 75 cmz2-Zellkulturflschen bei
einer Atmosphare von 37 °C, 10% CO2 und einer Luftfeuchtigkeit von 95%. Alle
Arbeiten mit den HT-29-Zellen wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Zum
Schutz vor Mykoplasmen wurde die Sterilbank vor dem Arbeiten mit HT-29-Zellen fur
20 Minuten mit UV-Licht bestrahlt.

Nach Erreichen der Konfluenz wurde zum Splitten das verbrauchte Medium
abgesaugt, die Zellen mit 10 ml PBS gespult und anschlieBend 2 ml Trypsin (mit
EDTA) zupipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 30 Sekunden wurde das Trypsin
abpipettiert. Die sich nun ablésenden Zellen wurden in 10 ml neues Medium
aufgenommen. Das Splitten erfolgte im Verhaltnis 1:10. Hierzu wurden 1 ml der
Zellsuspension in eine neue Zellkulturflasche uberfihrt und 9 ml Medium
dazugegeben.

Die HT-29-Zellen wurden einmal pro Woche gesplittet. Ein Mediumwechsel erfolgte
alle 3 Tage.

Die Stimulation erfolgte unter denselben Bedingungen wie die Stimulation primarer
humaner CLPF. Von den HT-29 —Zellen wurden fur die Stimulationsexperimente je 1

Million Zellen pro well ausgesat.
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3.2.3 Western Blot

Mithilfe des Western Blots gelingt es, Proteine eines Proteingemisches ihrer Grol3e
nach aufzutrennen und anschlieRend zu identifizieren. Die Auftrennung nach
Molekulargewicht erfolgt durch SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulphat- Polyacrylamid-
Gelelektrophorese). Durch Zugabe von [B-Mercaptoethanol werden die
Disulfidbricken der Proteine durch Reduktion gespalten und somit die Tertiarstruktur
der Proteine gelost. SDS lagert sich an die Proteine an, sodass diese eine
regelmanige negative Ladung erhalten. Somit unterscheiden sich die Proteine nur
noch in ihrer MolekulgréRe bzw. in ihrem Molekulargewicht. Dies hat zur Folge, dass
die unterschiedlich langen Proteine nach Anlegen von Spannung unterschiedlich
schnell durch die Liicken des dreidimensionalen Polyacrylamid-Netzes wandern. Die
Beweglichkeit ist umso hoher, je kleiner die Proteine und je gro3er die Maschen im
Polyacrylamid-Gel sind. AnschlieRend werden die Proteine durch Anlegen von
Spannung auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert (eigentlicher Blot). Die
Identifizierung der Proteine erfolgt anschlieRend mittels spezifischer Antikorper, die

mittels einer Chemolumineszenz-Reaktion sichtbar detektiert werden kdnnen.

3.2.3.1 Herstellung der Zelllysate

Nach Entfernung des Stimulations- bzw. Nahrmediums wurden die Platten mit den
am Boden adharenten Zellen auf Eis gestellt. Als Puffer wurde je nach Gro3e der
Platte 1 bis 2 ml vorgekihltes PBS zugegeben. Die Zellen wurden daraufhin mit
einem ,cell scraper* vom Boden abgeschabt. AnschlieRend wurden die
abgeschabten Zellen in ein Eppendorf-Reaktionsgefald transferiert und bei 4 °C und
5000 rpm fiinf Minuten lang abzentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen. Die
Pellets, die nun die Zellen enthielten, wurden je nach Pelletgrof3e in 30 pl bis 100 pl
1x RIPA resuspendiert und fur 30 Minuten zur Lyse der Zellmembran auf Eis
inkubiert. Das nun erhaltene zytosolische Lysat wurde fir 10 Minuten bei 13000 rpm
und 4 °C zentrifugiert. Der klare Uberstand, in dem sich nun die zytosolischen
Proteine befanden, wurde in ein neues vorgekihltes Eppendorf-Reaktionsgefald
pipettiert.
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3.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde mittels BCA-Protein-Assay
photometrisch bestimmt. Diese Methode beruht auf der quantitativen Reaktion von
zweiwertigen Kupferionen mit Protein zu einwertigen Kupferionen. Diese bilden
anschlielend proportional zur Proteinkonzentration mit Bicinchoninsédure einen
violetten Komplex, der bei 562 nm ein Absorptionsmaximum aufweist. Die Zunahme
der Absorption bei 562 nm ist ein Mal3 fir den Proteingehalt der Zelllysate. Um den
absoluten Wert der Proteinkonzentration zu ermitteln wurde eine BSA-
Verdinnungsreihe bekannter Konzentration als Standard eingesetzt. Mittels der
Eichkurve war es maoglich die genaue Proteinkonzentration der Lysate anhand der
Absorption zu berechnen.

Zur Proteinbestimmung wurden je 10 ul Probe eingesetzt. Es erfolgte die Zugabe von
je 200 ul ,working reagent®, bestehend aus Bicinchoninic Acid solution und Copper
(1) sulfate solution im Verhaltnis flnfzig zu eins. Die Ansatze wurden fir 30 min bei
37 °C inkubiert und anschlieBend auf Raumtemperatur abgekihlt. Die
Proteinkonzentration wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 540 nm

gemessen.

3.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die Auftrennung der Proteine mittels Gelelektrophorese wurden Fertiggele der
Firma Invitrogen mit geeigneter Porengréf3e verwendet.

Zur Vorbereitung der Proben wurden die Zelllysate entsprechend ihrer
Proteinkonzentration zu aquivalenten Proteinmengen zwischen 5 und 30 pg in
ReaktionsgefalRe pipettiert und mit aqua bidest. auf ein Gesamtvolumen von 20 pl
bzw. 33,3 ul eingestellt. AnschlieRend wurde zu allen Proben 20 pl 2x Laemmli-
Puffer (bei 20 pl Ansatz) bzw. 6,7 pl 6x Laemmli-Puffer (bei 33,3 pl Ansatz)
zugegeben. Nach funfmindtiger Denaturierung bei 95 °C wurden die Proben kurz
abzentrifugiert und anschlieBend in die Taschen des Gels Uberfihrt. Die Gel-
Kassette wurden bereits vorher in die Elektrophoresekammer eingesetzt und diese
mit Laufpuffer gefillt, sodass sich das Gel vollstdndig in Laufpuffer befand. Um die
Identifizierung der Proteine zu erleichtern, wurde auf jedes Gel aul3erdem ein
Standard mit Proteinen bekannter Konzentration aufgetragen. Nach Beladen der

Gele wurde eine Spannung von 160 V angelegt. Die Laufdauer betrug ca. 1,5 h.
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3.2.3.4 Proteintransfer auf die Nitrozellulosemembran

Der Transfer der aufgetrennten Proteine vom Gel auf die Nitrozellulosemembran
erfolgte mit dem X-Cell [I™ Mini-Cell Blot-Modul mittels Tank-Blot-Technik. Hierfur
wurde eine Sandwich-Anordnung aus Schwammen, Whatman-Filterpapieren, dem
Polyacrylamid-Gel und der Nitrozellulosemembran (PorengréfRe 0,45 um) hergestellt.
Auf die Kathodenseite des Blot-Moduls wurden zwei mit Transferpuffer getrankte
Schwamme gelegt. Darauf folgte eine Anordnung aus je einer Lage Whatman-
Filterpapier, Polyacrylamid-Gel, Nitrozellulosemembran, Whatman-Filterpapier und
weiteren getrankten Schwammen. Beim Aufbau wurde darauf geachtet, dass sich
zwischen den einzelnen Schichten keine Luftblasen befanden, da sonst nur ein
unvollstandiger Transfer stattgefunden héatte. Der Transfer der Proteine erfolgte bei

0,8 mA/cm? Gelflache fiir die Dauer einer Stunde.

3.2.3.5 Detektion der Proteine mittels Antikdrper

Um die unspezifischen Bindungsstellen abzusattigen wurde die Membran eine
Stunde lang bei Raumtemperatur in Blockierldsung (5%-ige Milchldsung bzw. 5%-ige
BSA-L6sung in Waschpuffer) inkubiert. Anschlielend wurde die Membran kurzzeitig
mit Waschpuffer gewaschen. Die Inkubation des mit Blockierldsung verdinnten
primaren Antikdrpers erfolgte Gber Nacht bei 4°C bzw. bei RT fir mindestens eine
Stunde unter leichtem Schitteln. AnschlieRend wurde die Membran 60 min lange
gewaschen, wobei jeweils nach 10 min der Waschpuffer ausgetauscht wurde. Nun
wurde die Membran mit einem HRP-gekoppelten, gegen den primaren Antikérper
gerichteten sekundaren Antikdrper (ebenfalls in Blockierldsung verdiinnt) fir eine
weitere Stunde inkubiert. Die Membran wurde erneut nach dem obigen Schema
gewaschen und anschlieBend mit dem ECL-Plus™ Western Blotting Detection Kit
entwickelt. Nach funfmindtiger Inkubationszeit wurde die Membran in eine Kassette
zwischen zwei Folien eingelegt. In der Dunkelkammer wurde ein Hyperfilm aufgelegt
und nach angepasster Expositionsdauer (wenige Sekunden bis 15 Minuten)
entwickelt.
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3.2.3.6 Strippen der Membranen

Um die Membran fur weitere Immundetektionen verwenden zu kdnnen, wurden im
weiteren Verlauf die gebundenen Antikdrper mittels ,Stripping“ von der Membran
entfernt. Hierfir wurde die Membran fur 15 Minuten in einer 1:10 verdinnten Lésung
Re-Blot-Plus Strong (10x) der Firma Millipore unter leichtem Schwenken inkubiert.

Anschliel3end wurde die Membran fir zweimal 5 Minuten gewaschen.

3.2.4 ELISA

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent Assay) ist ein immunologisches Verfahren
zum Nachweis von Stoffen mit bestimmten Antigenen, das auf Antigen-Antikorper-
Reaktionen sowie einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Die Signalstarke der
Farbreaktion ist eine logarithmische Funktion der Stoffmenge bzw. Konzentration des
zu bestimmenden Stoffes, sodass mit dieser Methode ein quantitativer Nachweis
sehr gut moglich ist. In dieser Arbeit wurde dieses Verfahren ausschlieRlich zum
Nachweis bestimmter Zytokine im Uberstand der stimulierten Zellkulturen verwendet.
Auf einer festen Phase (96-well Mikrotiterplatte) befinden sich fest gebundene
(,coating®) Antikorper, die gegen ein bestimmtes Antigen des zu bestimmenden
Stoffes gerichtet sind. Um unspezifische Bindungen zu verhindern werden die
,gecoateten“ Antikdrper mit einer Blockierlésung (FCS) inkubiert. Nach kurzem
Waschen wird eine Losung mit unbekannter Konzentration des gesuchten Stoffes in
die wells einpipettiert und fur eine bestimmte Zeit inkubiert. Hierbei kommt es zur
Antigen-Antikérper Reaktion. AnschlieRend werden durch mehrmaliges Waschen alle
ungebundenen Bestandteile der Probe entfernt. Die zu bestimmende Substanz bleibt
am Antikérper gebunden. In einem nachsten Schritt wird ein weiterer, in
Blockierldsung verdinnter, biotinylierter Antikorper zugegeben, der ebenfalls gegen
den gesuchten Stoff gerichtet ist. Wichtig hierbei ist, dass dieser Antikdrper gegen
ein anderes Epitop des zu bestimmenden Stoffes gerichtet ist als der coating-
Antikorper, da sich die Antikdrper sonst in ihrer Wirkung behindern. Nach
grundlichem Waschen wird ein Streptavidin-HRP-Konjugat zugegeben. Hierzu wird
die starke spezifische Wechselwirkung zwischen Biotin am Antikdrper-Antigen-
Antikorper-Komplex und Streptavidin genutzt. Nach mehrfachen Waschen wird
Tetramethylbenzidin (TMB) als Substrat fur die Meerrettichperoxidase (HRP)
zugegeben. Dabei entsteht ein blaues Endprodukt, welches nach Abstoppen mit

Schwefelsaure einen gelben Farbkomplex bildet. Dieser Farbkomplex ist fur ca. eine
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halbe Stunde stabil und kann photometrisch bestimmt werden. Um eine
Kalibrierungskurve erstellen zu konnen wird eine Verdinnungsreihe bekannter
Konzentration mitgemessen.

Fur diese Arbeit wurden ELISA-Kits der Firma BD Biosciences verwendet. Die

Durchfiihrung erfolgte entsprechend der Protokolle des Herstellers.

Die Auswertungen wurden mit der Software SOFTmax for Windows 2.35

durchgefuhrt.

3.2.5 DNA-Bindungs-Assay zum Nachweis von Transkriptionsfaktoren

Die Aktivitat der Transkriptionsfaktoren wurde nach Stimulation der CLPF mithilfe von

DNA-Bindungs-Assays gemessen. Hierflr wurden Zellkernlysate angefertigt.

3.2.5.1 Herstellung der Zellkernlysate

Nach Abnahme der Uberstande wurden die Platten mit den am Boden haftenden
Zellen sofort auf Eis gestellt und pro well wurden 2 ml eiskaltes PBS zugegeben.
Anschlieliend wurden die Zellen mittels eines ,cell-scrapers® vom Boden der Schalen
abgeschabt und in ein Falcon-Reaktionsgefal transferiert. Um moglichst keine Zellen
zu verlieren wurden die Schalen je zweimal mit 1 ml PBS gespiilt und die Suspension
ebenfalls in die Falcon-Gefalie Gberfuhrt. Nach Zentrifugieren bei 1800 rpm und 4 °C
fir 10 min wurden die Uberstande verworfen. Die Zellen wurden daraufhin mit je 100
ml PIB/PBS gewaschen und wiederum bei 1800 rpm und 4°C far 10 min
abzentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen. Zu den Zellpellets wurden je 500
pl eisgekihlter HB-Puffer zupipettiert. Die Zellen schwellen hierbei sichtbar an und
die Suspension wird triib. Nach einer Inkubationszeit von 4 bis 5 Minuten auf Eis
wurden 12,5 pl Nonidet P-40 und der Ansatz 1 min bei 5000 rpm und 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet, das nun die Zellkerne
enthéalt, wurde in 50 ml Complete Lysis Buffer des Aktivitdtsassays resuspendiert und
30 min auf Eis inkubiert. AnschlielRend wurde der Ansatz bei 10000 rpm und 4 °C flr
10 min zentrifugiert. Der Uberstand, der die Zellkernextrakte enthielt, wurde in ein

neues Reaktionsgefald tberflhrt und bei -80 °C aufbewahrt.
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3.2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration von Zellkernextrakten

Fur die Proteinbestimmung wurden je 3 pl der Zellkernextrakte eingesetzt. Diese
wurden mit je 797 ul PBS verdinnt. Um eine quantitative Bestimmung der
Proteinkonzentration zu ermdglichen wurde eine Standardreihe mit abgestuften End-
Konzentrationen von 0 bis 20 ug/ml mitgemessen. Zu alle Anséatze wurden je 200 pl
Dye Reagent Concentrate zupipettiert und mittels Vortex gut durchmischt. Je mehr
Protein in den Proben enthalten ist umso blauer féarbt sich die Ldsung. Diese
Reaktion beruht auf dem Bradford-Test. Das darin enthaltene Coomassie-Brillant-
Blau G-250 bildet in saurer Losung mit kationischen und unpolaren Seitenketten von
Proteinen blaue Komplexe. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurden die
Proben auf eine 96 well-Platte Gbertragen und bei 650 nm photometrisch gemessen.
Die erhaltenen Werte des ELISA-Readers mussen anschlieRend noch auf die

Konzentration der urspriinglich eingesetzten 3 ul Probe umgerechnet werden.

3.2.5.3 Aktivitats-Assay

Zur Bestimmung der Aktivitdt der Transkriptionsfaktoren NF-xB und CREB in den
Zellkernextrakten der stimulierten Zellen wurden DNA-Bindungs-Assays der Firma
Active Motif verwendet. Die Fertig-Kits enthalten 96-well-Platten, die mit
Oligonukleotiden gecoatet sind, die spezifische Bindungsstellen fur die aktivierten
Transkriptionsfaktoren NF-«B bzw. CREB darstellen. Die Assays beruhen auf dem
Prinzip der ELISA-Methode. Die Durchfihrung erfolgte streng nach den

Anweisungen des Herstellers.

3.2.4 Statistik

Alle Messwerte wurden als Mittelwert +/- Standardabweichung dargestellt. Die Werte
wurden zur besseren Vergleichbarkeit relativ auf den Wert der unstimulierten Probe
bezogen. Zur statistischen Auswertung wurde der Mann-Whitney Rank Sum Test
verwendet. Ab einem p-Wert von < 0,05 wurden die Ergebnisse als signifikant

angesehen.


http://de.wikipedia.org/wiki/Coomassie-Brillant-Blau
http://de.wikipedia.org/wiki/Coomassie-Brillant-Blau
http://de.wikipedia.org/wiki/S%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Kation
http://de.wikipedia.org/wiki/Seitenkette
http://de.wikipedia.org/wiki/Komplexchemie
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4 Ergebnisse

4.1 Proteinstatus und Grundaktivitat der GSK3-f in humanem
Kolongewebe sowie in unstimulierten humanen intestinalen

Zellpopulationen zeigen keine einheitliche Tendenz

Zu Beginn der Arbeit wurden bestimmte Zellpopulationen des menschlichen Darms,
die mafigeblich an Immunreaktionen beteiligt sind, hinsichtlich des GSK3-p-Status

untersucht.

Die Proteinmenge sowie die Phosphorylierung der GSK3- wurden mittels Western
Blot bestimmt. Da ein direkter Nachweis der aktiven Form der GSK3-3 nicht mdglich
ist, kann nur indirekt Uber die Bestimmung der inaktiven, phosphorylierten Form und

der Gesamtmenge an GSK3-p auf die Enzymaktivitat geschlossen werden.

In diesen Versuchen wurden jeweils Proben aus Gesamtgewebe der Kolonmukosa
sowie definierten Zellpopulationen des menschlichen Darms von Kontroll-Patienten

(ohne CED) mit Proben von MC-Patienten und CU-Patienten verglichen.
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4.1.1 GSK3-Bin Gesamtbiopsielysaten

Gesamtbiopsielysate enthalten alle Zellpopulationen der Kolonmukosa. Anhand
dieser Western Blots sollte geklart werden, ob es generelle Unterschiede im

Proteinstatus und der Phosphorylierung der GSK3-$ in humanem Kolongewebe gibt.

Sowohl bei Kontroll- als auch bei MC und CU-Lysaten zeigte sich ein heterogenes
Muster der GSK3-B-Phosphorylierung. Eine einheitliche Tendenz zu einer
gesteigerten bzw. reduzierten Phosphorylierung war jedoch nicht zu beobachten.
(Abbildung 4.1)

Fir die Gesamt-GSK3- zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen den

einzelnen Proben.

KO KO KO MC MC MC CU CU CU

pGSK3-B 52 —
(46kDa)
38 —

GSK3-B 52 —
(46kDa)

38 —

52 —
B-actin e
(42kDa) 18 e et

Abbildung 4.1: Vergleich der Phosphorylierung von GSK3- in Gesamtbiopsielysaten
von Kontroll- und CED-Patienten mittels Western Blot. KO: Kontrolle, MC: Morbus
Crohn, CU: Colitis Ulcerosa. 20 pg Protein.
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4.1.2 Die basale GSK3-B-Phosphorylierung in priméren humanen

Kolonepithelzellen ist tendenziell erniedrigt in CED-Gewebe

Humane Kolonepithelzellen kleiden den menschlichen Darm aus und besitzen
aufgrund des engen Kontakts zu diversen Bestandteilen des Darminhalts wichtige
immunregulatorische Funktionen. Deshalb sollte der Status der GSK3-B in

Kolonepithelzellen untersucht werden.

In Western Blots wurde der GSK3-B-Status in primaren humanen Kolonepithelzellen
von Kontroll-Patienten mit MC- und CU-Patienten verglichen. Bei den CED-Patienten
wurde zwischen Proben aus entztindetem (e.) und nicht-entziindetem (n.e.) Gewebe

unterschieden.

Bei Kolonepithelzellen wurde ein heterogenes Muster der GSK3-B-Phosphorylierung
beobachtet. Kontrollen wiesen eine deutliche Phosphorylierung auf, ebenso wie
Kolonepithelzellen aus entzindetem CED-Gewebe. Das pGSK3-B-Signal war
vorwiegend in nicht entzindeten CED-Kolonepithelzellen schwacher. In
Kolonepithelzellen aus entzindetem Gewebe der Patienten CU1 und MC3 wurde
hingegen im Vergleich zu nicht-entzindetem Gewebe eine reduzierte
Phosphorylierung beobachtet (Abbildung 4.2). Die Gesamtmenge an GSK3-b war in

allen Proben konstant.
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pGSK3-B 52 52 —
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GSK3-B
(46kDa)

Abbildung 4.2: Vergleich der Phosphorylierung von GSK3-B in priméren
Kolonepithelzellen von Kontroll- und CED-Patienten mittels Western Blot. KO:
Kontrolle, MC: Morbus Crohn, CU: Colitis Ulcerosa. 20 pg Protein.

B-actin
(42kDa)
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4.1.3 Die GSK3-B-Phosphorylierung in primaren humanen Colon Lamina

Propria Fibroblasten (CLPF) ist unabhangig von einer CED-Erkrankung

CLPF besitzen eine wichtige Funktion bei Entzindungsreaktionen und

Reparaturvorgdngen im menschlichen Darm.

In Western Blots wurde der Phosphorylierungs-Status von GSK3-B in primaren
humanen CLPF von Kontroll- und CED-Patienten bestimmt. Zusatzlich wurden CLPF
aus Fistel-Gewebe von MC-Patienten untersucht. Bei diesen Zellen handelt es sich

um CLPF, die aus chirurgischem Material isoliert und in Zellkultur gehalten wurden.

Die CLPF zeigten ein sehr homogenes Verteilungsmuster der pGSK3-B-Banden.
CLPF aus Kontroll- und CED-Gewebe wiesen keine Unterschiede in der
Phosphorylierung der GSK3-p auf. Ebenso wurde keine Abweichung der GSK3-f-
Phosphorylierung von CLPF aus MC-Fistel-Gewebe gegenuber CLPF aus tbrigem
CED-Gewebe beobachtet. (Abbildung 4.3)

Die Signalstarke der Gesamt-GSK3-$ war in alle Proben sehr konstant.

KO KO MC F Fi F CU CU

pGSK3-B 52 —
(46kDa)
38 —
GSK3-B 52 —
(46kDa)
38 —
52 — Mo -
B-actin > b A————
(42kDa) T T RS
38 —

Abbildung 4.3: Vergleich der GSK3-B-Phosphorylierung in unstimulierten priméaren
humanen CLPF von Kontroll- und CED-Patienten mittels Western Blot. KO: Kontrolle,
MC: Morbus Crohn, Fi: Fistel bei Morbus Crohn, CU: Colitis Ulcerosa. 10 pg Protein.
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4.1.4 Die GSK3-B-Phosphorylierung in Lamina Propria Mononuklearen Zellen
ist abhangig von einer MC- und CU-Erkrankung

In Western Blots wurde die Phosphorylierung von GSK3-B in primédren LPMZ des

menschlichen Darms von Kontroll- und CED-Patienten untersucht.

Die untersuchten LPMZ zeigten im Western Blot ein sehr heterogenes
Verteilungsmuster der Banden sowohl fur phosphorylierte als auch fir Gesamt-
GSK3-B. Tendenziell entsprach die relative Bandenstarke der einzelnen Proben fur
pGSK3-B in etwa ihrer Signalintensitat von Gesamt-GSK3-B. Im Vergleich zu
Kontroll-LPMZ wiesen MC-LPMZ starkere Signale an pGSK3- und Gesamt-GSK3-
auf. Der Gehalt an pGSK3-p und an Gesamt-GSK3-3 war bei CU-LPMZ sehr gering
(bzw. nicht nachweisbar), was durch starke B-Actin-Signale bestatigt wird. (Abbildung
4.4)

KO KO MC MC CU CU

pGSK3- 52 — §
(46kDa)
38 —
GSK3-B 52 —
(46kDa)
38 —
B-acti 52 — | B2
-actin R :
(42kDa) . .‘.{, - ‘

Abbildung 4.4: Vergleich der GSK3-B-Phosphorylierung in unstimulierten priméren
LPMZ von Kontroll- und CED-Patienten mittels Western Blot. KO: Kontrolle, MC: Morbus
Crohn, CU: Colitis Ulcerosa. 5 pg Protein.
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Die Bestimmung des Proteinstatus und der Phosphorylierung von GSK3-f in
primarem Kolon-Gewebe sowie in bestimmten primaren Zellpopulationen des
menschlichen Darms von Kontroll- und CED-Patienten ergab keine einheitliche
Tendenz. Je nach Zellpopulation war die GSK3-B-Phosphorylierung in
unterschiedlicher Weise bei einer CED-Erkrankung verandert. Wohingegen bei den
Kolonepithelzellen ein  verédndertes = GSK3-B-Phosphorylierungsmuster  bei
verschiedenen Entziuindungsgraden beobachtet werden konnte, schien die Menge an
phosphorylierter GSK3-$ bei LPMZ von der MC- oder CU-Erkrankung beeinflusst zu
sein. CLPF wiesen hingegen einen sehr konstanten Gehalt an phosphorylierter

GSK3-p auf und zeigten keine Abweichung bei einer CED-Erkrankung.

4.2 Modulation der Immunantwort der Epithelzelllinie HT-29 durch
GSK3-B Inhibition

Da in den Western Blots mit unstimulierten priméaren humanen KEZ Unterschiede im
Phosphorylierungsgrad der GSK3-p zwischen Kontroll- und CED-Kolonepithelzellen
sowie zwischen entzindeten und nicht-entzindeten CED-Epithelzellen auffielen
(siehe 4.1.2), wurde in weiteren Versuchen anhand der Epithelzelllinie HT-29
untersucht, inwiefern immunologische Reaktionen von Epithelzellen durch

Blockierung von GSK3-B beeinflusst werden.

HT-29-Zellen wurden fur 24 Stunden mit TNF (1 ng/ml) oder LPS (10 ng/ml) in An-
oder Abwesenheit von LiCl (10 mM) - einem GSK3-B Inhibitor - stimuliert. In den
Zelluberstanden wurde anschlie3end die IL-8-Konzentration mittels ELISA bestimmt.
Aus den stimulierten Zellen wurden Zelllysate gewonnen, mit denen in Western Blots
die Menge und Phosphorylierung bestimmter zytoplasmatischer Signalproteine

untersucht werden konnte.
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4.2.1 Die Hemmung von GSK3-B in HT-29-Zellen induziert verschiedene

zytosolische Signalproteine mit proinflammatorischem Charakter

In den Western Blots mit Lysaten stimulierter HT-29-Epithelzellen lie3en sich
mehrere Effekte der verschiedenen Stimuli auf zytoplasmatische Signalproteine

beobachten:

Die basale GSK3-B-Phosphorylierung wurde durch LiCl-Inkubation kaum beeinflusst.
Nach TNF-Stimulation zeigte sich ein leicht vermindertes pGSK3-3-Signal. Eine sehr
starke Phosphorylierung der GSK3- wiesen die HT-29-Zellen bei Kostimulation von
TNF oder LPS mit LiCl auf, wobei die Phosphorylierung bei Kostimulation von LPS
und LiCl tendenziell etwas kraftiger war. (Abbildung 4.5)

Die Detektion der Gesamt-GSK3-p zeigte eine relativ homogene Bandenverteilung
fur die basale GSK3-f sowie fur alle Ansétze nach LiCl-, TNF- und LPS-
Monoinkubation. Die Kostimulation von TNF oder LPS mit LiCl fihrte zu einem

leichten Anstieg der Gesamtmenge an GSK3-f.

Die Bestimmung der aktivierten, phosphorylierten Form des Transkriptionsfaktors
CREB (pCREB) lieferte ein relativ gleichmafiiges Verteilungsmuster der Banden fir
alle Stimulationsbedingungen. Durch die einzelnen Stimulationsbedingungen wurde

der Phosphorylierungsgrad von CREB somit nicht moduliert.

Die Gesamtmenge des Transkriptionsfaktors NF-kB war nach LiCl-Inkubation im
Vergleich zu den unstimulierten Proben tendenziell leicht erhéht. Eine besonders
starke Induktion von NF-kB in HT-29-Zellen wurde bei Kostimulation von TNF oder
LPS mit LiCl beobachtet. (Ko-) Stimulation mit LiCl schien somit die Expression von

NF-kB zu steigern.

Als Mal3 fur die Aktivitat des zugehérigen MAPK-Signalwegs wurde die Menge an
phosphoryliertem und somit aktivem ERK (phospho-p42/p44) bestimmt. Eine
verminderte ERK-Phosphorylierung zeigte sich nach TNF-Stimulation. Im Vergleich
dazu waren die pERK-Signale nach Kostimulation von TNF und LiCl verstarkt. Fur
alle Ubrigen Stimulationsbedingungen wiesen die HT-29-Zellen relativ kontante

Mengen an pERK auf.
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Die Detektion der aktivierten MAP-Kinase p38 (phospho-p38) zeigte ebenfalls nach
TNF-Stimulation verminderte Signale. Sehr intensive Banden an phospho-p38
wurden nach Kostimulation von TNF mit LiCl nachgewiesen. Die Ubrigen Ansatze

wiesen ein sehr homogenes Bandenmuster flr phospho-p38 auf.
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Abbildung 4.5: Vergleich der Menge und Phosphorylierung verschiedener
zytoplasmatischer Signalproteine in Lysaten von stimulierten HT-29-Zellen mittels
Western Blot. HT-29-Zellen wurden fur 24 h mit LPS (10 ng/ml) oder TNF (1 ng/ml) je in An-
und Abwesenheit des GSK3-B-Inhibitors LiCl (10 mM) inkubiert. 10 pg Protein.

Trotz einer GSK3-B-Phosphorylierung nach LiCl- (Ko-)Inkubation zeigten sich somit
fur HT-29-Zellen erhohte Spiegel des proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-
kKB nach LiCl-Behandlung. Effekte auf die MAP-Kinasen ERK und p38, deren
Aktivierung ebenfalls mit einer Entziindungsreaktion assoziiert ist, wurden nach TNF-

Stimulation  deutlich. TNF-Monostimulation fihrte zu einer erniedrigten
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Phosphorylierung von ERK und p38, wohingegen LiCl-Kostimulation eine gesteigerte
Aktivitat dieser MAP-Kinasen zur Folge hatte. Grundsatzlich zeigte sich in diesen
Western Blots eine Induktion proinflammatorischer zytosolischer Signalproteine nach
Hemmung der GSK3-p.

4.2.2 Die Hemmung von GSK3-B in HT-29-Zellen induziert die Sekretion von
IL-8

Da in den Western Blots mehrere Effekte der Hemmung von GSKS3-f auf

verschiedene zytoplasmatische Signalproteine nachgewiesen werden konnten, sollte

im Folgenden der Einfluss einer GSK3-B-Inhibition auf die Zytokinsekretion der HT-

29-Zellen untersucht werden.

Hierzu wurde in den Zelluberstanden der stimulierten Zellen der Spiegel des

proinflammatorischen Zytokins IL-8 mittels ELISA gemessen.
Die basalen IL-8-Spiegel der HT-29-Zellen lagen im Bereich von 833 +/- 576 pg/ml.

Die basale IL-8-Produktion von HT-29-Zellen war unter LiCl-Inkubation auf das 2,2-
fache erhoht (p=0,003). Die Stimulation mit LPS fihrte zu keiner signifikanten
Steigerung der IL-8-Sekretion. Nach TNF-Stimulation war der IL-8-Spiegel auf das
7,7-fache des basalen Werts erhdht (p<0,001). Kostimulation von LPS und LiCl
fuhrte zu einem 2,9-fachen Anstieg an IL-8 gegeniuber der Monostimulation mit LPS
(p<0,001). Die TNF-induzierte IL-8-Sekretion wurde durch Koinkubation mit LiCl um
das 5,6-fache erhoht (p<0,001). (Abbildung 4.6)
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Abbildung 4.6: IL-8 Konzentration in den ZellUberstanden der stimulierten HT-29-
Zellen bezogen auf die Werte der unstimulierten Ansatze. HT-29-Zellen wurden fir 24h
mit LPS (10 ng/ml) oder mit TNF (1 ng/ml) stimuliert; jeweils in An- und Abwesenheit von LiCl
(20 mM). Mann-Whitney Rank Sum Test. n=6.

Eine Bestimmung der IL-6-Konzentration in den Zelluberstanden stimulierter HT-29-
Zellen mittels ELISA wurde ebenfalls durchgefiihrt. Hier lagen die Werte jedoch
unterhalb des Detektionsniveaus. Effekte auf die IL-6-Produktion in HT-29-Zellen

konnten somit nicht ermittelt werden.

In den Western Blots und mittels IL-8-ELISA liel3en sich deutliche Einflisse einer
GSK3-B-Hemmung in HT-29-Zellen sowohl auf die Menge und Phosphorylierung
bestimmter zytoplasmatischer Signalproteine als auch auf die Sekretion des Zytokins
IL-8 beobachten. Ko-Stimulation von LPS oder TNF mit LiCl fihrte zwar zu einer
gesteigerten Phosphorylierung der GSK3-B, was einer Inaktivierung des Enzyms
entspricht, aber gleichzeitig wurden fur alle Stimulationsbedingungen mit LiCl
signifikant gesteigerte Sekretionen des proinflammatorischen Zytokins IL-8
gemessen. Die starksten Effekte wurden in dieser Versuchsreihe fur die TNF-
stimulierten Ansatze ermittelt. Nach Kostimulation der HT-29-Zellen mit TNF und LiCl
waren aber auch die proinflammatorischen Parameter NF-kB, pERK und phospho-
p38 erhoht. Dieser Effekt spiegelte sich in der starken Zunahme an induziertem IL-8

wider.
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4.3 Modulation der Immunantwort primarer humaner CLPF nach

Stimulation mit verschiedenen TLR-Liganden

Die GSK3-p wurde vor kurzem als ein Regulator der TLR-abhangigen
Signaltransduktion nachgewiesen. (siehe 1.5.3)

In diesen Versuchen sollte nun Uberprift werden, ob es Unterschiede im
Phosphorylierungsrad der GSK3-3 und der Zytokinsekretion bei primaren humanen
CLPF nach Stimulation mit Liganden verschiedener TLRs gibt.

CLPF aus Kontroll-Gewebe wurden hierbei in mehreren Ansatzen fir jeweils 24
Stunden mit Pam2CSK, (10ng/ml), LPS (10ng/ml), Flagellin (10ng/ml) oder mit CpG
(2ug/ml) stimuliert. Die Zellaktivierung erfolgt bei Pam2CSK,, einem diacylierten
Lipopeptid Uber TLR2, der hierbei ein Heterodimer mit TLR6 bildet. LPS-Stimulation
fuhrt Uber TLR4, Flagellin-Stimulation Gber TLR5 und Stimulation mit CpG Uber TLR9

Zu einer Immunreaktion.
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4.3.1 Die Phosphorylierung der GSK3-8 wird durch Stimulation mit

verschiedenen TLR-Liganden nicht beeinflusst

Mittels Western Blot wurde der Proteinstatus und der Phosphorylierungsgrad der
GSK3-B in Zelllysaten stimulierter CLPF bestimmt.

Die Detektion der phosphorylierten Form der GSK3-f zeigte ein sehr homogenes
Verteilungsmuster der Banden. Es zeigten sich weder Unterschiede im
Phosphorylierungsgrad der GSK3-B zwischen unstimulierten und stimulierten
Ansatzen noch zwischen den unterschiedlichen Stimulationsbedingungen.
(Abbildung 4.7)

Die Menge an Gesamt-GSK3-§ war in allen Ansatzen konstant.
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Abbildung 4.7: Menge und Phosphorylierung der GSK3-f in CLPF nach Stimulation mit
verschiedenen TLR-Liganden. CLPF aus Kontroll-Gewebe wurden fur 24h mit den TLR-
Liganden Pam2CSK, (10ng/ml), LPS (10ng/ml), Flagellin (10ng/ml) und CpG (2ng/ml)
stimuliert. 12 pg Protein.
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4.3.2 Die Aktivierung verschiedener TLRs fuhrt zu unterschiedlichen

Zytokinantworten

Im néchsten Schritt wurde untersucht, in welchem Mald CLPF nach Stimulation
verschiedener TLRs mit einer Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und
IL-8 reagieren.

Die basalen IL-6-Werte lagen hierbei im Bereich von 3,35 +/- 1,81 pg/ml die basalen
IL-8-Konzentrationen lagen bei 4,45 +/- 1,63 pg/ml.

Die IL-6-Werte waren nach TLR2-Stimulation mit Pam2CSK, (1,5-fach) und nach
TLR9-Stimulation mit CpG (1,3-fach) nur leicht erhoht verglichen mit der basalen IL-
6-Sekretion. Nach TLR5- Stimulation mit Flagellin wurde ein Anstieg der IL-6-
Produktion um 3,8-fache des basalen Werts gemessen (p=0,002). Eine IL-6-
Induktion auf das 6,1-fache konnte nach TLR4-Stimulation mit LPS nachgewiesen
werden (p=0,002). (Abbildung 4.8)
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Abbildung 4.8: IL-6 Sekretion nach Stimulation primarer humaner CLPF mit
verschiedenen TLR-Liganden. CLPF aus Kontroll-Gewebe wurden fir 24h mit den TLR-
Liganden Pam2CSK, (10ng/ml), LPS (10ng/ml), Flagellin (10ng/ml) und CpG (2ng/ml)
stimuliert. Die IL-6-Sekretion wurde in den Zelliberstdnden mittels ELISA gemessen. Mann-
Whitney Rank Sum Test. n=3.
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Auch bei der Messung der IL-8-Sekretion konnte nur ein geringer Anstieg nach
TLR2-Stimulation mit Pam2CSK4 (2-fach) und nach TLR9-Stimulation mit CpG (1,2-
fach, p=0,004) beobachtet werden. TLR4-Stimulation mit LPS fihrte zu einer 4,7-
fachen Zunahme der IL-8-Produktion (p=0,002). Nach TLR5-Stimulation mittels
Flagellin konnte ein 9,1-facher Anstieg der IL-8-Sekretion nachgewiesen werden
(p=0,002). (Abbildung 4.9)
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Abbildung 4.9: IL-8 Sekretion nach Stimulation primarer humaner CLPF mit
verschiedenen TLR-Liganden. CLPF aus Kontroll-Gewebe wurden fir 24h mit den TLR-
Liganden Pam2CSK; (10ng/ml), LPS (10ng/ml), Flagellin (10ng/ml) und CpG (2ng/ml)
stimuliert. Die IL-6-Sekretion wurde in den Zelliberstanden mittels ELISA gemessen. Mann-
Whitney Rank Sum Test. n=3.

Die Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8 wurde somit in
unterschiedlicher Weise durch die Aktivierung verschiedener TLR beeinflusst. Durch
Stimulation der Rezeptoren TLR2 und TLR9 konnte jeweils nur ein geringer Anstieg
von IL-6 und IL-8 erreicht werden. Nach TLR4- und TLR5-Stimulation war sowohl die
IL-6 als auch die IL-8-Sekretion signifikant erhoht. Die TLR4-Stimulation hatte die
deutlichste IL-6-Induktion zur Folge, wohingegen die hdchste IL-8-Sekretion bei

TLR5-Stimulation erreicht wurde.
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4.4 Modulation der Immunantwort primarer humaner CLPF durch
GSK3-B Inhibition

Im Hauptteil dieser Arbeit wurde untersucht, inwiefern sich Entziindungsreaktionen
primarer humaner CLPF durch Blockierung der GSK3-f beeinflussen lassen. In in
vitro Stimulationsexperimenten wurde getestet, ob eine durch TNF oder LPS
induzierte Immunantwort durch Inhibition der GSK3-f moduliert werden kann und
inwiefern intrazellulare Signaltransduktionsprozesse durch Hemmung der GSK3-3

beeinflusst werden.

Hierzu wurden primare humane CLPF verwendet, die aus Darm-Resektaten von
Kontroll-, MC- und CU-Patienten isoliert wurden. Diese Zellen wurden fir je 24
Stunden in An- und Abwesenheit des GSK3-B-Inhibitors LiCl (10 mM) mit TNF (1
ng/ml) als endogenem Zytokin oder LPS (10 ng/ml) als TLR4-Ligand stimuliert.

Nach Stimulation wurden die Zelliberstande abgenommen wund darin die
Konzentration der proinflammatorischen Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-
8 (IL-8) mittels ELISA bestimmt. Aus stimulierten Zellen wurden Zell-Lysate
hergestellt, womit in Western Blots der Proteinstatus und Phosphorylierungsgrad der
GSK3-B sowie der Status von pERK als Mitglied der MAPK-Familie bestimmt wurde.
Anschlie3end wurden in separaten Versuchen nach Stimulation Zellkernextrakte der
CLPF gewonnen und darin die Aktivitat der Transkriptionsfaktoren NF-«B und CREB

mittels DNA-Bindungsassays untersucht.

4.4.1 LiCl-Inkubation induziert die Phosphorylierung von GSK3-8 in priméaren
humanen CLPF von Kontroll- und CED-Patienten

Die LiCl (Ko-)Stimulation induzierte die Phosphorylierung und somit die Inaktivierung

von GSK3-B sowohl in Kontroll- als auch in CED-CLPF. Auch nach TNF- und LPS-

Stimulation wurde eine leichte Induktion der GSK3-B-Phosphorylierung beobachtet,

was auf eine protektive, antiinflammatorische Gegenreaktion nach induzierter

Entziindung schlief3en lasst. (Abbildung 4.10)
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Die Gesamtmenge an GSK3-f wurde durch die unterschiedlichen
Stimulationsbedingungen nicht beeinflusst. CU-CLPF schienen geringere Spiegel an

Gesamt-GSK3-p aufzuweisen als Kontroll- und MC-CLPF.

Die Detektion von phosphoryliertem und somit aktivem ERK (phospho-p42/p44),
einer MAP-Kinase, deren Aktivierung eine Phosphorylierung und somit Inaktivierung
der GSK3-f zur Folge haben kann, zeigte fir Kontroll- und CU-CLPF keine
Unterschiede zwischen den verschiedenen Stimulationsbedingungen. Bei MC-CLPF
wurde eine Induktion von pERK nach TNF- und LPS-Stimulation beobachtet.
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Abbildung 4.10: Vergleich des Proteinstatus und Phosphorylierungsgrads der GSK3-
und des Status von pERK in stimulierten priméaren humanen CLPF mittels Western
Blot. CLPF von Kontroll-, CU- und MC-Patienten wurden fir 24 h mit LPS (10 ng/ml) oder

TNF (1 ng/ml) je in An- und Abwesenheit des GSK3-B-Inhibitors LiCl (10 mM) inkubiert. 10
Mg Protein.

LiCl-Behandlung scheint somit in primaren humanen CLPF eine effektive Hemmung

der GSK3-B durch Phosphorylierung zu bewirken.

In MC-CLPF lasst sich bei Kontakt mit inflammatorischen Stimuli eine erhdhte
Aktivitdit der MAP-Kinase ERK induzieren, was auf eine proinflammatorische
Immunreaktion schlielRen lasst.
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4.4.2 Die Hemmung von GSK3-B fuhrt zu einer verminderten Sekretion von
Interleukin-8 vorwiegend in MC-CLPF

Die basalen IL-8-Spiegel lagen fir Kontroll-CLPF im Bereich von 437 +/- 892 pg/ml
fur CU-CLPF im Bereich von 436 +/- 686 pg/ml und fur MC-CLPF bei 580 +/- 539

pg/mil.

Aufgrund der hohen Standardabweichung bei priméaren CLPF von verschiedenen
Patienten werden im Folgenden die gemessenen Zytokin-Werte relativ bezogen auf

die basalen Werte der jeweiligen Zellen dargestellt.

Durch Inkubation mit LiCl konnte bereits die basale IL-8-Sekretion bei Kontroll-CLPF
um 31% signifikant erniedrigt werden (p<0,001). Nach TNF-Stimulation der Kontroll-
CLPF wurde ein im Durchschnitt 168-facher Anstieg an IL-8 beobachtet (p<0,001).
Nach LPS-Stimulation waren die IL-8-Werte durchschnittlich 2-fach erhéht, der
Median lag jedoch nur geringfuigig héher. (Abbildung 4.11)

Die TNF-induzierte IL-8-Sektretion wurde durch LiCl-Kostimulation um 27% gesenkt.
Fur die LPS-stimulierten Ansatze wurde eine Reduktion von 13% bei Kostimulation
mit LiCl gemessen. Durch Hemmung der GSK3-f in Kontroll-CLPF konnte somit
zwar die basale, nicht aber die durch inflammatorische Stimuli induzierte IL-8-

Sekretion, signifikant gesenkt werden.
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Abbildung 4.11: Einfluss der GSK3-B-Inhibition auf die Interleukin-8 Sekretion von
Kontroll-CLPF. CLPF von Kontroll-Patienten wurden fir 24h mit LPS (10 ng/ml) oder mit
TNF (1 ng/ml) in An- und Abwesenheit von LiCl (10 mM) stimuliert. Mann-Whitney Rank Sum
Test. n=17-21.
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Die basale IL-8-Sekretion der CU-CLPF konnte durch LiCl nicht gesenkt werden.
Nach Stimulation mit LPS war die IL-8-Sekretion der CU-CLPF 1,9-fach erhoht. Die
TNF-induzierte 1L-8-Sekretion stieg um das 103-fache gegentber den unstimulierten
Ansétzen an (p<0,001).

In den LPS-stimulierten Ansatzen konnte die IL-8-Sekretion durch LiCl um 21%
gesenkt werden. Die TNF-induzierte IL-8-Sekretion war bei Blockade der GSK3- mit
LiCl um 33% signifikant vermindert (p=0,048). (Abbildung 4.12)

Bei CU-CLPF zeigten sich somit relativ geringe Effekte der GSK3-B-Inhibition auf den
basalen sowie auf den LPS-induzierten IL-8-Spiegel. Nur die TNF-induzierte IL-8-

Immunantwort konnte mit LiCl signifikant reduziert werden.
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Abbildung 4.12: Einfluss der GSK3-B-Inhibition auf die Interleukin-8 Sekretion von CU-
CLPF. CLPF von CU-Patienten wurden fir 24h mit LPS (10 ng/ml) oder mit TNF (1 ng/ml) in
An- und Abwesenheit von LiCl (10 mM) stimuliert. Mann-Whitney Rank Sum Test. n=11-12.
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Bei MC-CLPF wurde der basale IL-8-Spiegel bei Inkubation mit LICl um 30%
signifikant gesenkt (p<0,001). Nach LPS-Stimulation stiegen die IL-8-Werte
durchschnittlich um das 4,5-fache des basalen IL-8-Spiegels (p<0,001). Nach TNF-
Stimulation zeigte sich ein im Vergleich zu den Kontroll-CLPF deutlich geringerer IL-
8-Anstieg auf das 67-fache des basalen Werts (p<0,001).

Die LPS-induzierte IL-8-Sekretion wurde bei GSK3-B-Blockade mit LICl um 50%
vermindert (p=0,034). Nach TNF-Stimulation konnte eine Reduktion des IL-8-
Spiegels von 68% bei LiCl-Kostimulation nachgewiesen werden (p=0,001).
(Abbildung 4.13)

Bei den MC-CLPF zeigte sich hiermit der grof3te Effekt der GSK3-p-Blockade mittels
LiCl auf die IL-8-Sekretion. Sowohl die basale als auch die induzierte IL-8-Sekretion

konnte durch Inhibition der GSK3-f signifikant gesenkt werden.
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Abbildung 4.13: Einfluss der GSK3-B-Inhibition auf die Interleukin-8 Sekretion von MC-
CLPF. CLPF von MC-Patienten wurden fir 24h mit LPS (10 ng/ml) oder mit TNF (1 ng/ml) in
An- und Abwesenheit von LiCl (10 mM) stimuliert. Mann-Whitney Rank Sum Test. n=10.
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4.4.3 Die Hemmung von GSK3-B fuhrt zu einer verminderten Sekretion von

Interleukin-6 in stimulierten primaren humanen CLPF

Die basale IL-6-Sekretion lag fur Kontroll-CLPF im Bereich von 116 +/- 151 pg/ml
und fur CU-CLPF bei 172 +/-125 pg/ml. Bei MC-CLPF lag die basale IL-6-Produktion
hoher im Bereich von 332 +/- 263 pg/ml.

Durch GSK3-Blockade mit LiCl wurde die basale IL-6-Sekretion von Kontroll-CLPF
um 32% signifikant reduziert (p<0,001). Eine Stimulation mit LPS fuhrte zu einer 2,2-
fachen (p<0,001), eine Stimulation mit TNF zu einer 26-fachen Steigerung (p<0,001)
der IL-6-Produktion.

Die LPS-induzierte IL-6-Sekretion war in Gegenwart von LiCl um 21%, die TNF-
induzierte IL-6-Produktion um 56% reduziert (p<0.001). (Abbildung 4.14)

Durch Hemmung von GSK3- wird somit die IL-6-Antwort von Kontroll-CLPF auf

inflammatorische Stimuli reduziert.
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Abbildung 4.14: Einfluss der GSK3-B-Inhibition auf die Interleukin-6 Sekretion von
Kontroll-CLPF. CLPF von Kontroll-Patienten wurden fir 24h mit LPS (10 ng/ml) oder mit
TNF (1 ng/ml) in An- und Abwesenheit von LiCl (10 mM) stimuliert. Mann-Whitney Rank Sum
Test. n=18-23.
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Die basale IL-6-Sekretion von CU-CLPF konnte nach LiCl-Inkubation um 10%
signifikant gesenkt werden (p=0,005). Nach TNF-Stimulation stiegen die Werte um
das 28-fache an im Vergleich zu den basalen Werten (p<0,001). Nach LPS-

Stimulation war der IL-6-Anstieg jedoch relativ gering (1,4-fach).

Die LPS-induzierte IL-6-Sekretion war nach LiCl-Koinkubation um 20% vermindert.
Nach GSK3-B-Blockade bei TNF-Stimulation wurde eine signifikante Reduktion der
IL-6-Produktion von 46% gemessen (p=0,015). (Abbildung 4.15)

Eine Hemmung der GSK3-f kann somit bei CU-CLPF signifikant Einfluss nehmen

auf den basalen sowie auf den TNF-induzierten IL-6-Spiegel.
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Abbildung 4.15: Einfluss der GSK3-B-Inhibition auf die Interleukin-6 Sekretion von CU-
CLPF. CLPF von CU-Patienten wurden fiir 24h mit LPS (10 ng/ml) oder mit TNF (1 ng/ml) in
An- und Abwesenheit von LiCl (10 mM) stimuliert. Mann-Whitney Rank Sum Test. n=11-12.
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Die Hemmung der GSK3-f mittels LiCl reduzierte die basale IL-6-Produktion von
MC-CLPF um 29% (p<0,001). Nach LPS-Stimulation stieg die IL-6-Sekretion auf das
2,4-fache des basalen Wertes (p<0,001). Der TNF-induzierte IL-6-Spiegel war bei
den MC-CLPF jedoch nur um das 5,6-fache erhéht (p<0,001) und somit deutlich
schwécher als bei Kontroll- und CU-CLPF.

Nach Kostimulation mit LICl war die LPS-induzierte IL-6-Sekretion um 41% signifikant
reduziert (p=0,003). Die TNF-induzierte IL-6-Sekretion konnte mit LiCl um 52%
gesenkt werden (p<0,001). (Abbildung 4.16)

Durch Hemmung der GSK3-f in MC-CLPF wird sowohl die basale als auch die TNF-

und LPS-induzierte IL-6-Antwort somit effektiv abgeschwacht.
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Abbildung 4.16: Einfluss der GSK3-B-Inhibition auf die Interleukin-6 Sekretion von MC-
CLPF. CLPF von MC-Patienten wurden fiir 24h mit LPS (10 ng/ml) oder mit TNF (1 ng/ml) in
An- und Abwesenheit von LiCl (10 mM) stimuliert. Mann-Whitney Rank Sum Test. n=10.

Sowohl die basale als auch die induzierte Sekretion von IL-8 und IL-6 lief3 sich bei
CLPF von Kontroll- und MC-CLPF durch Hemmung der GSK3-f mit LiCl
beeinflussen. Es zeigten sich aber deutliche Unterschiede in der Effektivitat und dem
Grad der Zytokinreduktion. Grundsatzlich wurden fur IL-8 und IL-6 sehr &hnliche

Tendenzen hinsichtlich der Einflussnahme von LiCl beobachtet. Den deutlich
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starkeren reduktiven Effekt schien die GSK3-B-Hemmung auf die Sekretion von IL-6
zu nehmen. Auch zwischen Kontroll-, CU- und MC-CLPF gab es eindeutige
Unterschiede. CLPF von MC-Patienten zeigten im Gegensatz zu Kontroll und v.a. zu
CU-CLPF fur alle Stimulationsbedingungen eine signifikante und sehr viel
ausgepragtere Reduktion von IL-6 und IL-8 nach LiCl-Behandlung. Eine Hemmung
der GSK3-f scheint also besonders bei MC-CLPF einen protektiven Effekt vor einer

Ubermafigen Immunreaktion bei Kontakt mit inflammatorischen Stimuli zu bieten.

4.4.4 Einfluss der GSK3-f-Hemmung auf die Aktivitat von

Transkriptionsfaktoren

Da sich nach Blockierung von GSK3-f mit LIiCl in prim&ren humanen CLPF deutliche
Effekte auf die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine nachweisen lie3en, sollte
nun untersucht werden, ob diese Effekte durch eine Modulation der Aktivitdt von
Transkriptionsfaktoren zustande kommen. Von besonderem Interesse waren hierbei
die Transkriptionsfaktoren NF-kB und CREB, die in gesunden Zellen
proinflammatorische (NF-kB) und antiinflammatorische (CREB) Immunreaktionen im
Gleichgewicht halten. Die GSK3-B scheint Einfluss auf dieses Gleichgewicht zu

nehmen.

Durch Blockade der GSK3-B mit LiCl wurde die basale Aktivitdt von NF-kB um 29%
vermindert. Die Stimulation mit LPS fuhrte zu einer 3,7-fachen Erhohung der DNA-
Bindung von NF-kB. In Gegenwart von LiCl war die LPS-induzierte NF-kB-Aktivitat
jedoch um 28% reduziert. (Abbildung 4.17)

Auch die basale Aktivitdt des Transkriptionsfaktors CREB war nach Inkubation mit
LiICl um 29% vermindert. Nach Stimulation mit LPS zeigte sich ebenfalls eine
Erhohung der DNA-Bindung von CREB um das 1,5-fache des basalen Werts. Die
LPS-induzierte CREB-Aktivitdt wurde durch LiCl-Kostimulation um 50% vermindert.
(Abbildung 4.18)
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Abbildung 4.17: Einfluss der GSK3-B-Inhibition auf die NK-kB-Aktivitat. Primare
humane CLPF wurden jeweils fir 24 h mit LPS (10 ng/ml) in An- oder Abwesenheit von LiCl
(10 mM) stimuliert. Die Aktivitdit des Transkriptionsfaktors NF-kB wurde mittels DNA-
Bindungsassays ermittelt. n=3.
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Abbildung 4.18: Einfluss der GSK3-g-Inhibition auf die CREB-Aktivitat. Primare humane
CLPF wurden jeweils fur 24 h mit LPS (10 ng/ml) in An- oder Abwesenheit von LiCl (10 mM)
stimuliert. Die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors CREB wurde mittels DNA-Bindungsassays
bestimmt. n=3
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5 Diskussion

Chronisch entzindliche Darmerkrankungen sind gekennzeichnet durch eine
chronisch-rezidivierende bzw. chronisch-persistierende intestinale Entziindung. Trotz
des stetigen Fortschritts in der Pharmakotherapie und mehrerer immunsuppressiver
Strategien ist eine Heilung immer noch nicht moglich. Zur Entwicklung neuer
therapeutischer Ansétze ist die Kenntnis der beteiligten Signalwege und ihre
unterschiedliche Regulation in gesundem und in chronisch entziindetem Gewebe
von entscheidender Bedeutung.

Fur das Fortschreiten von chronisch intestinalen Entzindungen scheint eine
Dysregulation der TLR-vermittelten Immunantwort nach Kontakt mit bakteriellen
Bestandteilen eine wichtige Rolle zu spielen. Die genauen Mechanismen sind bisher
noch unbekannt. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die GSK3-B ein wichtiges
Regulationsprotein fir inflammatorische Prozesse in primaren humanen CLPF ist.
Durch Hemmung der GSK3-B gelingt es, eine Ubermé&Rige Entziindungsreaktion zu
verhindern.

Der menschliche Darm enthalt eine Vielzahl verschiedener Zelltypen, die an
intestinalen Entzindungsprozessen in unterschiedlicher Weise beteilig sind. Bei
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen ist die Regulation pro- und anti-
inflammatorischer Prozesse im Darm gestoért. Ein mégliches Schlisselprotein, das fur
eine Dysregulation der physiologischen Prozesse bei CED verantwortlich sein
konnte, ist die GSK3-B. GSK3-B fordert in ihrer aktiven Form in Monozyten die
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6, IL-12, TNF und IFN-y, wahrend
die Produktion von anti-inflammatorischem IL-10 blockiert wird.2>®®> Nach TLR-
Aktivierung wird die GSK3-B durch Phosphorylierung an Ser9% inaktiviert.%®> Der
Aktivierungsstatus von GSK3-B konnte somit ein Mal fir den pro- bzw. anti-
inflammatorischen Phanotyp einer Zelle darstellen. Obwohl mittels Western Blots
kein quantitativer Nachweis der genauen Proteinmenge moglich ist, kann der
Proteingehalt einer Probe allerdings qualitativ nachgewiesen werden und
semiquantitativ mit weiteren Proben verglichen werden.

Die Messung der GSK3-B-Phosphorylierung in Gesamtgewebe des menschlichen
Darms konnte aus diesem Grund herangezogen werden, um grundsatzliche
Tendenzen einer gesteigerten bzw. erniedrigten Aktivitdt der GSK3-B zwischen

Kontroll- und CED-Patienten nachzuweisen. Es lassen sich allerdings keine
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Aussagen  dariber machen, in  welchen Zellen Unterschiede im
Phosphorylierungsgrad besonders stark oder unter Umstanden gar nicht vorhanden
sind. Die Phosphorylierung von GSK3-f in Gesamtmukosagewebe von Kontroll- und
CED-Patienten ergab ein sehr heterogenes Muster. Eine einheitliche Tendenz zu
einer grundsatzlichen erhéhten oder verminderten GSK3-B-Aktivierung war nicht zu
erkennen. Zum Phosphorylierungsgrad der GSK3-f in Gesamtgewebe des
menschlichen Kolons scheinen also noch weitere Faktoren beizutragen. Eine
mogliche  Ursache hierfir koénnte die unterschiedliche medikamenttse
Vorbehandlung der Patienten sein. Mdglicherweise gab es auch Unterschiede im
Entztindungsgrad des Darmmaterials der CED-Patienten bzw. der Kontroll-Patienten.
Grundsatzliche Unterschiede in der GSK3-B-Aktivierung zwischen CED- und Kontroll-
Patienten scheint es somit in dem in dieser Arbeit untersuchten Gesamt-Gewebe
nicht zu geben.

Da es sich beim Darm nicht um eine homologe Zellpopulation handelt, kbnnten in
verschiedenen Zellen unterschiedliche Stoffwechsel- und Signalwege am
chronischen Entzundungsprozess beteiligt sein. Allerdings kdénnen auch dieselben
Stimuli unterschiedliche Reaktionen in den einzelnen Zelltypen hervorrufen. So war
bei den verschiedenen Zellpopulationen des Darms die GSK3-3-Phosphorylierung in
unterschiedlicher Weise von mehreren Faktoren abhangig. Bei Kolonepithelzellen
zeigte sich tendenziell eine verminderte Phosphorylierung der GSK3-f in CED-
Gewebe, wohingegen die Phosphorylierung in Kolonepithelzellen aus Kontroll-
Gewebe relativ stark war. Da die Gesamt-GSK3--Menge konstant war, scheint die
GSK3- in Kolonepithelzellen aus CED-Gewebe eine hohe Aktivitdt aufzuweisen. Bei
CLPF war die GSK3-B-Phosphorylierung konstant bei Kontroll- und CED-CLPF. Die
Grundmenge an phosphorylierter GSK3-B in CLPF scheint nicht durch eine CED-
Erkrankung beeinflusst zu sein. Da es sich bei den CLPF um primére Zellen in
Zellkultur handelt, die Uber einen Kultivierungsprozess von mehreren Passagen
gewonnen wurden, kénnte das homogenen Phosphorylierungsmuster der CLPF-
Proben allerdings auch durch den Isolierungsprozess bedingt sein. Die
Untersuchung primarer humaner LPMZ hinsichtlich der GSK3-B-Phosphorylierung
zeigte ein recht heterogenes Bandenverteilungsmuster sowohl von pGSK3-p als
auch von Gesamt-GSK3-B. Da die Aktivitdt der GSK3-f nicht Uber Translation

(Proteinsynthese) sondern hauptséchlich iiber die Phosphorylierung reguliert wird®’,
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lasst der Western Blot nur eingeschrénkte Aussagen zu. Bei primaren humanen
LPMZ scheint der Status der GSK3-f jedoch durch die Art der CED-Erkrankung
beeinflusst zu sein. MC-LPMZ wiesen starkere, CU-LPMZ wiesen schwachere
pGSK3-B- und Gesamt-GSK3-B-Signale auf. Die Untersuchung des GSK3-p-Status
in unstimulierten primaren Zellpopulationen des menschlichen Darms ergab somit
keine einheitliche Tendenz. Die GSK3-p ist bei CED in den verschiedenen Zelltypen
maoglicherweise in unterschiedlicher Weise durch chronische Entziindungsprozesse
beeinflusst.

Da die Western Blot-Ergebnisse mit unstimulierten primaren Kolonepithelzellen
Hinweise darauf gaben, dass die Aktivitdit der GSK3-B in entzindeten CED-
Kolonepithelzellen erhéht ist, wurde in Stimulationsversuchen mit HT-29-Zellen der
Einfluss einer GSK3-B-Hemmung auf die GSK3-B-Phosphorylierung, den Status von
zytoplasmatischen  Signalproteinen und die Zytokinsekretion untersucht.
Stimulationsexperimente mit primaren humanen Kolonepithelzellen sind relativ
aufwendig, da diese nicht wie andere Zellpopulationen in Langzeitkultur gehalten
werden kdnnen, sondern aufgrund des notwendigen Erhalts wichtiger Zellkontakte
direkt nach Isolation stimuliert werden missen und eine sehr begrenzte Lebensdauer
besitzen.’° Da fiir Stimulationsexperimente relativ viel Gewebe notwendig ware und
chirurgisches Material von CED-Patienten nur begrenzt zur Verfiigung steht, wurden
diese Untersuchungen mit der HT-29-Epithelzelllinie durchgefihrt. Zelllinien sind
natzliche Hilfsmittel fir die in-vitro Untersuchung zellularer und molekularer
Prozesse. Allerdings konnen in-vitro Erkenntnisse nicht immer auf die in-vivo
Situation Ubertragen werden.

Bei Inkubation der HT-29-Zellen mit LiCl wurde fir die mit TNF und LPS stimulierten
Ansétze eine deutlich erhohte Phosphorylierung der GSK3-f mittels Western Blot
nachgewiesen. Dies lasst auf eine effektive Hemmung der GSK3-f durch LIiCl
schlieBen. Im Gegensatz dazu lag die GSK3- nach Simulation einer
Entzindungsreaktion mittels TNF im Vergleich zu basalen Bedingungen vermindert
phosphoryliert vor, was auf eine hohere Enzym-Aktivitat hindeutet. Unter
entzundlichen Bedingungen ist der Effekt des LiCl somit sehr grof3. Durch LiCl wird
hierbei eine sehr effektive Inaktivierung der GSK3- durch Phosphorylierung bewirkt.
Die MAP-Kinasen ERK und p38, die i.d.R. bei Entziindungsreaktionen aktiviert
werden, lagen nach TNF-Stimulation vermindert in ihrer aktiven Form vor, wahrend
nach TNF- und LiCl-Koinkubation sehr starke Signale fur aktives ERK und p38
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nachgewiesen wurden. Die Aktivitat des Transkriptionsfaktors CREB wurde durch
Stimulation und GSK3-B-Inhibition nicht beeinflusst. Nach Stimulation mit TNF oder
LPS wurden leicht erhthte Signale fur den Transkriptionsfaktor NF-kB beobachtet.
Eine starkere Induktion von NF-kB wurde nach Behandlung mit LiCl beobachtet.
Besonders stark war dieser Effekt bei Ko-Stimulation von TNF oder LPS mit LiCl.
Dies spiegelt sich auch in der Sekretion des proinflammatorischen Zytokins IL-8
wider. Nach TNF-Stimulation waren die IL-8-Spiegel erhdht. Darlber hinaus waren
sowohl der basale als auch der durch TNF und LPS induzierte IL-8 Spiegel bei (KO-)
Stimulation mit LiCl signifikant erhéht. Die erhdhten IL-8-Spiegel sind moglicherweise
Folge der Induktion von NF-kB nach LiCl-Kostimulation. Trotz einer effektiven
Hemmung der GSK3-B durch LiCl (Phosphorylierung) zeigten die HT-29-Zellen einen
proinflammatorischen Phanotyp (Induktion von NF-kB, Aktivitdtserhéhung der MAP-
Kinasen ERK und p38, Induktion von IL-8). Diese Ergebnisse stehen in Widerspruch
zu den Daten der GSK3-B-Hemmung bei primaren humanen CLPF (siehe 4.4), bei
denen die GSK3-B-Hemmung eine signifikante Verminderung der basalen bzw.
induzierten pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8 und der Aktivitat des
Transkriptionsfaktors NF-kB zur Folge hatte. Auch fir LPMZ wurde vor Kurzem nach
GSK3-B-Hemmung eine Reduktion des proinflammatorischen Phénotyps Uber eine
verminderte IL-6-Sekretion und eine erhdhte IL-10-Sekretion in primaren LPMZ des
menschlichen Darms und eine Verminderung von NF-kB in LPMZ aus dem Darm von
Méausen nachgewiesen.’® Dieser Effekt einer IL-8-Erhéhung nach LiCl-Inkubation
konnte natiurlich durch eine Kontamination der LiCl-Probe durch bakterielle
Bestandteile, wie LPS zustande kommen. Da jedoch eine reine LPS-Stimulation bei
HT-29-Zellen kaum zu einem IL-8-Anstieg flhrte, ist dies unwahrscheinlich. Im
Vergleich zu anderen Zellpopulationen scheint die GSK3-3 in Epithelzellen der HT-
29-Zelllinie somit in grundlegend gegenséatzlicher Weise Einfluss auf die
Entziindungsreaktion zu nehmen. Ob dieser Effekt, der hier fir eine Epithelzelllinie
beobachtet wurde, auch auf primare Epithelzellen zutrifft, bleibt unklar. Ahnliche
kontroverse Effekte der GSK3-§ v.a. fur Epithelzellen wurden in Zusammenhang mit
anderen Erkrankungen bereits in wenigen Veroffentlichungen beschrieben. Vines et
al. konnte zeigen, dass eine Hemmung der GSK3-f in primaren humanen
mikrovaskularen Endothelzellen die TNF-induzierte IL-6-Sekretion um den Faktor 2,6
potenziert. DarUber hinaus konnte er einen anti-inflammtorischen Effekt der aktiven

Form der GSK3-B nach induzierter Entziindung in Endothelzellen nachweisen.**!
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Ahnliche antiinflammatorische Effekte der aktiven und proinflammatorische Effekte
der phosphorylierten Form der GSK3- wurden von Shen et al. in Kardiomyozyten
nachgewiesen.''? Farooqui et al. konnte ebenfalls einen kontroversen Effekt der
GSK3-B auf die Migration von Epithelzellen nachweisen. Hierbei zeigte er, dass eine
Migration von Epithelzellen durch GSK3-B-Inhibition verhindert wird.** Der gezeigte
proinflammatorische Effekt einer GSK3-B-Inhibition in HT-29-Zellen lasst sich somit
durch eine grundsatzlich verschiedene Rolle der GSK3-f in bestimmten
Zellpopulationen wie Epithelzellen erklaren. Es ware nun sehr interessant, zu
untersuchen, welchen Effekt eine GSK3-B-Inhibition in primaren Kolonepithelzellen
zeigt.

Da die Aktivitat von GSK3-f tber Stimulation von TLR-Rezeptoren moduliert werden
kann®, wurde die Immunantwort und das Verhalten der GSK3-B in primaren
humanen CLPF von Kontroll-Patienten bei Kontakt mit verschiedenen TLR-Liganden
untersucht. Die Phosphorylierung der GSK3-f war sowohl nach Stimulation mit
Pam2CSK, (TLR2), LPS (TLR4), Flagellin (TLR5) und CpG (TLR9) als auch fur den
unstimulierten Ansatz konstant. Die durch Phosphorylierung modulierte Aktivitat der
GSK3-B scheint durch Stimulation verschiedener TLRs nicht bzw. nur in sehr
geringem Malf3e beeinflusst zu sein. Die Sekretion der proinflammatorischen Zytokine
IL-6 und IL-8 war nach TLR2- und TLR9-Stimulation nur gering, nach TLR4- und
TLR5-Stimulation jedoch stark erhdht. Obwohl hierbei die Anzahl der Experimente
mit n=3 relativ gering war, liel? sich dennoch eine klare Tendenz der Zytokinantwort
zeigen. Ahnliche Ergebnisse der Zytokinantwort nach TLR-Stimulation konnten Kurt-
Jones et al. fur embryonale Mausfibroblasten zeigen: Trotz des Nachweises einer
gleichmafiigen Expression der einzelnen TLRs, wurde nach TLR2-Stimulation mit
Pam2CSK, ein nur sehr geringer IL-6-Anstieg, nach TLR4-Stimulation mit LPS eine
deutliche IL-6-Erhdhung gemessen.™** In Ubereinstimmung damit zeigt sich, dass die
Sekretion proinflammatorischer Zytokine in Fibroblasten bei Stimulation von
verschiedenen TLR-Rezeptoren unterschiedlich intensiv ausféllt. Darlber hinaus
fuhrte die Stimulation mit LPS (TLR4) zu einer sehr hohen IL-6-Antwort, wahrend die
Stimulation mit Flagellin (TLR5) besonders hohe IL-8-Spiegel zur Folge hatte. Die
Stimulation  unterschiedlicher TLRs 16st somit eine sehr differenzierte
Zytokinsekretion aus. Um den proinflammatorischen Charakter einer TLR-Stimulation
einschatzen zu konnen, ist es daher sinnvoll, die Sekretion von verschiedenen

Zytokinen zu bestimmen.
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Die Ser/Thr-Kinase GSK3- wurde vor kurzem als ein Regulator der TLR-vermittelten
Immunantwort identifiziert.2®> Hofmann et al. konnten zudem zeigen, dass eine
Blockierung der GSK3-p mittels LiCl eine tuberschiel3ende Immunreaktion intestinaler
Immunzellen auf bakterielle Bestandteile hemmt.”® Die Rolle der GSK3-p fiir
Entzindungsprozesse in mesenchymalen Zellen war jedoch bisher noch unklar.
CLPF spielen eine entscheidende Rolle bei Immunreaktionen im menschlichen
Darm. Vor allem fur die Entzindungsreaktion und Wundheilung sind sie von
entscheidender Bedeutung.”

In primaren humanen CLPF aus Darmgewebe von Kontroll- und CED-Patienten
konnte ebenfalls eine effektive Hemmung der GSK3-B durch Phosphorylierung bei
Behandlung mit LiCl nachgewiesen werden. TNF und LPS induzierten ebenso eine
leichte GSK3-B-Phosphorylierung. Diese Beobachtung lasst sich fur die LPS-
Stimulation durch TLR-abhangige Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweg erklaren. TLR-
Stimulation fuhrt Uber PI3K-Aktivierung zur Phosphorylierung und Aktivierung von
Akt, welches GSK3-B durch Phosphorylierung inaktiviert.®>% TNF hingegen ist ein
endogenes Zytokin, durch das experimentell eine Entziindung induziert wird. Somit
scheint es auch TLR-unabhangige Mechanismen zu geben, die eine GSK3-B-
Inaktivierung zur Folge haben. Eine GSK3-B-Hemmung fuhrt Gber die Regulation von
Transkriptionsfaktoren zur Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine.®®> Es wurde
nachgewiesen, dass eine TLR-abhangige Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweg zu

2115116 nd zu einer vermehrten IL-

einer Abnahme der Produktion von TNF und IL-1
10-Bildung® fiihrt. Die GSK3-B-Inaktivierung nach Kontakt mit inflammatorischen
Stimuli ist somit als eine anti-inflammatorische Ruckkopplungsreaktion anzusehen,
die vor einer (ibermaRigen Entziindungsreaktion schiitzt.®° In MC-CLPF wurde nach
TNF- und LPS-Stimulation eine erhohte Aktivitat der MAP-Kinase ERK beobachtet,
nicht aber in Kontroll- und CU-CLPF. Einige MAP-Kinasen sind in der Lage, GSK3-
zu phosphorylieren.®” An der Induktion der GSK3-p-Phosphorylierung in MC-CLPF
nach Kontakt mit inflammatorischen Stimuli kdnnte daher moglicherweise ERK
beteiligt sein. Da jedoch in CU- und Kontroll-CLPF ebenfalls eine Induktion der
GSK3-B-Phosphorylierung aber keine erhdhte ERK-Aktivitat beobachtet wurde, bleibt
der Mechanismus der GSK3-B-Inaktivierung nach TNF-Stimulation unklar.

Die Messung der basalen Zytokinspiegel von IL-6 und IL-8 zeigte relativ grole

Unterschiede zwischen den einzelnen Zellen. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass
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es sich hierbei um primare Zellen handelt, die aus chirurgischem Material von
verschiedenen Patienten isoliert wurden. Vor der chirurgischen Intervention waren
die Patienten individuell medikamentts behandelt. Auch der Entziindungsstatus war
unterschiedlich ausgepragt. Aus diesen Grinden reagierten die CLPF von
verschiedenen Patienten auch in unterschiedlichem MaRR auf inflammatorische
Stimuli. Primare humane Zellen bieten allerdings den grol3en Vorteil, dass die in-
vitro-Beobachtung sehr genaue Rickschlisse auf die tatsachlichen Vorgéange in der
physiologischen Umgebung des menschlichen Darms zulassen.

Sowohl die basale als auch die induzierte Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine
wurde durch Hemmung der GSK3-f mittels LiCl in Kontroll- und CED-CLPF
vermindert. Die Effektivitdt und der Grad der Reduktion von IL-6 und IL-8 waren
jedoch unterschiedlich fur die einzelnen Zellen und flr verschiedene
Stimulationsbedingungen, es zeigten sich jedoch weitgehend &hnliche Tendenzen.
Grundsatzlich war der reduktive Effekt einer GSK3-B-Hemmung mittels LiCl fur die
IL-6-Sekretion deutlich starker. Bei CU-CLPF war die Zytokinabnahme von IL-6 und
IL-8 nach LiCl-(Ko-)Stimulation im Vergleich zu Kontroll- und MC-CLPF am
geringsten. Den grofRten Effekt einer GSK3-B-Blockierung wurde fir MC-CLPF
nachgewiesen. Hier waren sowohl die basale als auch die induzierte IL-6- und IL-8-
Sekretion unter GSK3-B-Hemmung sehr deutlich und signifikant reduziert. Eine
Blockierung der GSK3-p kann daher humane CLPF, in besonderem MalRe MC-CLPF,
vor einer Ubermafigen Immunantwort auf inflammatorische Stimuli schitzen. Es
wurde somit nachgewiesen, dass GSK3- auch die TLR-vermittelte Immunreaktion
von mesenchymalen Zellen des menschlichen Kolons reguliert. Diese
Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen aus primdren humanen LPMZ
Uberein: Die Hemmung von GSK3-B in primaren humanen LPMZ aus entziindetem
CED-Gewebe bewirkte eine signifikante Reduktion sowohl der basalen als auch der
induzierten IL-6-Sekretion (siehe 4.1.4). Dartber hinaus scheint die GSK3-3
unabhéangig von TLR-vermittelten Prozessen auch Einfluss auf weitere entziindliche
Prozesse zu nehmen. Dies zeigte der Einfluss der GSK3-B-Hemmung auf die TNF-
induzierte Entztndungsreaktion in CLPF. GSK3-f scheint somit grundsatzlich ein
wichtiges SchlUsselprotein zu sein, das pro- und anti-inflammatorische Prozesse
kontrollieren kann.

Um die GSK3-B-abhangigen pro- und anti-inflammatorischen Effekte auf

Transkriptionsebene weiter nachvollziehen zu kénnen, wurde der Einfluss der GSK3-
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B-Hemmung auf die Aktivitat der Transkriptionsfaktoren NF-kB und CREB untersucht.
NF-kB induziert die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine*'’, wahrend CREB fiir
die Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine verantwortlich ist''®. Die Aktivitat beider
Transkriptionsfaktoren wird von GSK3-B reguliert. Martin et al und Hofmann et al
konnten zeigen, dass nach GSK3-B-Hemmung die Aktivitdt von CREB erhdht und
gleichzeitig die NF-kB-Aktivitat vermindert wird.®>% Dadurch verschiebt sich das
Gleichgewicht in Richtung einer anti-inflammatorischen Zytokinsekretion (IL-10). Bei
primaren humanen CLPF konnte ebenfalls eine Abnahme sowohl der basalen als
auch der durch LPS-induzierten NF-kB-Aktivitat von jeweils ca. 30% gezeigt werden.
Diese Reduktion der NF-kB-Aktivitat spiegelt sich im Rickgang der
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8 nach GSK3-B-Hemmung wider und l&sst
insgesamt auf eine verminderte Entzindungsreaktion schlielBen. Anhand der
bisherigen Ergebnisse und der Daten von Martin et al und Hofmann et al ware nun
ein Anstieg der CREB-Aktivitdt bei GSKS3-B-Inhibition zu erwarten gewesen. In
primaren humanen CLPF war jedoch die CREB-Aktivitdt nach GSK3-B-Hemmung
vermindert. Die Anzahl der Experimente mit DNA-Bindungsassays war zwar mit n=3
relativ gering, es zeigte sich aber einheitlich eine deutliche Abnahme der basalen
CREB-AKktivitat von ca. 30% und ein Riuckgang der LPS-induzierten CREB-Aktivitat
von 50%. Die Aktivitdt von CREB kdnnte somit in primaren humanen CLPF anders
reguliert sein als bisher fur LPMZ und Blutmonozyten gezeigt wurde. In Hinblick auf
die CREB-Aktivitat wére es interessant, die Sekretion von anti-inflammatorischen
Zytokinen nach GSK3-B-Inhibition in CLPF zu untersuchen. Die IL-10-Konzentration
von primadren humanen CLPF lag jedoch in den Versuchen unter der
Nachweisgrenze. Somit bleibt der Effekt der GSK3-pf-Hemmung auf anti-
inflammatorische Faktoren in primaren humanen CLPF noch recht unklar. Es konnte
jedoch eine deutliche Reduktion der pro-inflammatorischen Faktoren nach GSK3-f-
Hemmung sowohl auf Transkriptions- als auch auf Zytokinebene nachgewiesen
werden.

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass GSK3-f ein wichtiger Regulator sowohl
TLR-abhangiger als auch TLR-unabh&ngiger Immunreaktionen in primaren humanen
CLPF ist. Durch Hemmung von GSK3-f lassen sich pro-inflammatorische Prozesse
in priméren humanen CLPF gezielt modulieren.

Eine Blockierung der GSK3-f konnte somit vor einer Ubermaligen

Entzindungsreaktion auch bei bereits vorbestehender chronisch-intestinaler
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Entziindung schitzen. Da die GSK3-B jedoch an sehr vielen zellularen Prozessen
und bei mehreren Erkrankungen beteiligt ist, mussten bei einer in-vitro-Behandlung
die Vorteile und mdglichen Gefahren grundlegend abgewogen werden. Falls es
jedoch gelingt, GSK3-B-abhéangige Prozesse bei chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen noch genauer zu entschlisseln und einen geeigneten
Angriffspunkt fur neue Therapien zu finden, kénnten Uber eine medikamentdse
Rekonstruktion der physiologischen Bedingungen im Darm mdoglicherweise neue
Strategien zur Behandlung von Patienten mit chronisch entzindlichen

Darmerkrankungen entwickelt werden.
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6 Zusammenfassung

Sowohl die Atiologie als auch die Pathogenese chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen sind bisher nicht hinreichend geklart. Fur die Entwicklung neuer
Therapiemoglichkeiten dieser chronischen Krankheiten ist jedoch die genaue
Kenntnis des chronischen Entziindungszustandes wichtig. Eine fehlregulierte TLR-
Signaltransduktion scheint entscheidend fiur die Aufrechterhaltung der chronischen
Entzindungsreaktion zu sein. Welche Signalmolekiile des TLR-Signalwegs unter
chronisch entziindeten Bedingungen verandert aktiviert sind, ist bisher jedoch nicht
bekannt. GSK3-B wurde kirzlich als ein moglicher Regulator der TLR-abhéngigen
Signaltransduktion beschrieben. Die Aktivitat dieses Enzyms fordert pro-
inflammatorische Immunantworten in Blutmonozyten, wéhrend anti-inflammatorische
Mechanismen blockiert werden. Die Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigen, dass die
Hemmung von GSK3-f mittels LIiClI auch UberschieRende TLR-vermittelte
Immunantworten intestinaler Immunzellen auf bakterielle Bestandteile blockiert. Die
Rolle von GSK3-B fur Entziindungsprozesse in mesenchymalen Zellen ist bisher
jedoch noch unkKlar.

Im Hauptteil dieser Arbeit wurde daher der Effekt der GSK3-B-Blockierung auf die
Funktion von Kolon Lamina propria Fibroblasten (CLPF) aus Gewebe von Kontroll-
und CED-Patienten untersucht. In zusatzlichen Versuchen wurde der basale Protein-
und Phosphorylierungsstatus der GSK3-f in Gesamtgewebe und in bestimmten
Zellpopulationen des menschlichen Darms von Kontroll-, MC- und CU-Patienten
bestimmt, der Effekt einer GSK3-B-Inhibition hinsichtlich entziindlicher Prozesse in
Epithelzellen der HT-29-Epithelzellinie getestet und der GSK3-B-Status sowie die
Sekretion bestimmter Zytokine von CLPF nach Kontakt mit Liganden verschiedener
TLR-Rezeptoren ermittelt.

Um diese Fragestellung zu klaren wurden CLPF aus chirurgischem Material oder aus
Biopsien von Kontroll- und CED-Patienten isoliert. Nach Stimulation der CLPF mit
TNF oder LPS in An- und Abwesenheit des GSK3-B-Inhibitors LiCl erfolgte die
quantitative Bestimmung der IL-6- und IL-8-Konzentrationen in den Uberstanden
mittels ELISA. Die GSK3-B-Phosphorylierung und der Status weiterer
zytoplasmatischer Proteine wurde jeweils in Zelllysaten mittels Western Blot
bestimmt. Des weiteren wurden aus stimulierten CLPF Zellkernextrakte gewonnen

und mittels DNA-Bindungsassays die Aktivitat der Transkriptionsfaktoren NF-kB und
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CREB bestimmt. Dieselben Methoden wurden fir die Versuche mit HT-29-Zellen und

fur die CLPF-Stimulation mit verschiedenen TLR-Liganden angewendet.

Der Proteinstatus und die Phosphorylierung von GSK3-f in primarem Kolon-Gewebe
sowie in bestimmten primaren Zellpopulationen des menschlichen Darms von
Kontroll- und CED-Patienten ergab keine einheitliche Tendenz.

In HT-29-Zellen fuhrte eine Blockierung der GSK3-f mittels LiCl sowohl basal als
auch bei Kostimulation mit TNF oder LPS zu einer signifikant erhohten IL-8-
Sekretion. Nach TNF- und LiCl-Kostimulation waren auch die proinflammatorischen
Parameter NF-kB, pERK und phospho-p38 erhoht. Die GSK3-B scheint daher in
Epithelzellen der HT-29-Zelllinie in grundlegend anderer Weise Einfluss auf die
Entzindungsreaktion zu nehmen als in den meisten bisher untersuchten
Zellpopulationen.

Der Phosphorylierungsgrad der GSK3-f in primaren humanen CLPF wurde durch
verschiedenen TLR-Liganden nicht beeinflusst. Trotzdem zeigten sich deutliche
Unterschiede hinsichtlich des Ausmales der Zytokinsekretion von IL-6 und IL-8.

Die in vitro LiCl-Behandlung von primaren humanen CLPF fuhrte zu einer deutlich
erhohten GSK3-B-Phosphorylierung, was auf eine effektive Hemmung des Enzyms
hindeutet. Die GSKS3-B-Inhibition bewirkte eine Reduktion der basalen und
induzierten IL-6- und IL-8-Sekretion von Kontroll- und CED-Zellen, jedoch in
unterschiedlicher Effektivitdt. Den deutlich starkeren reduktiven Effekt hatte die
GSK3-p-Hemmung auf die Sekretion von IL-6. CLPF von MC-Patienten zeigten nach
GSK3-B-Inhibition im  Vergleich zu Kontroll- und CU-CLPF fur alle
Stimulationsbedingungen eine sehr viel ausgepragtere IL-6- und IL-8-Reduktion.
Eine Hemmung der GSK3-f scheint also besonders bei MC-CLPF einen protektiven
Effekt vor einer Ubermafligen Immunreaktion bei Kontakt mit inflammatorischen
Stimuli zu bieten. Sowohl die basale als auch die LPS-induzierte NF-kB-Aktivitat war
in Gegenwart von LiCl vermindert, wodurch der Riickgang der pro-inflammatorischen
Zytokinproduktion erklart werden kann.

Die Hemmung von GSK3-B zeigt somit anti-inflammatorische Effekte auf CLPF aus
Kontroll und CED-Gewebe. GSK3- scheint daher nicht nur ein zentraler Regulator
TLR-vermittelter Immunantworten in intestinalen Immunzellen zu sein, sondern auch
bestimmte entzlindliche Prozesse in mesenchymalen Zellen wie CLPF zu

modulieren.
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