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Einleitung

1 Einleitung

Die lymphozytadre Kolitis ist eine chronisch entzlicle Dickdarmerkrankung mit bislang
unklarer Atiologie. Sie wird heute mit der kollagenKolitis zu dem Erkrankungsbild der
mikroskopischen Kolitiden zusammengefasst. Beidenea der mikroskopischen Kolitis gehen
mit schweren wassrigen Diarrhoen bei zugleich udligen endoskopischen Befunden einher.
Anders als bei der kollagenen Kolitis zeichnet sidas histomorphologische Bild der
lymphozytaren Kolitis vor allem durch eine Vermemguder intraepithelialen Lymphozyten und
das Fehlen einer subepithelialen Kollagenplatte aus

Die derzeitige Therapie der lymphozytaren Kolitesteht in einer symptomatischen Behandlung
der Diarrhoe, denn bis heute sind die Pathomeamamsler Diarrhoe, die als Angriffspunkt flr
eine kausale Therapie dienen kdnnten, nicht voitstabekannt.

Zum besseren Verstandnis und zur anschlieRendemtridpeng auf die Mechanismen der
Diarrhoe bei der lymphozytaren Kolitis erfolgt zeh&t eine Ubersicht der verschiedenen

Diarrhoeformen.

1.1 Mechanismen der Diarrhoe

Eine Diarrhoe kann Symptom vieler Erkrankungen s&id ist oft ein Zusammenwirken von
unterschiedlichen Pathomechanismen. Grundsatzllthdgss alle Formen der Diarrhoe — mit
Ausnahme der motilitatsbedingten Diarrhoeform —cHuiosmotische Wirkung verursacht
werden. Eine erhdhte Konzentration von Soluten béwdurch unzureichende Resorption
einerseits und durch vermehrte Sekretion der Salntiererseits eine vermehrte Ausscheidung
des aquivalent gebundenen Wassers.

Diese vereinfachte Einteilung der Diarrhoemechaaisnkann nach pathophysiologischen

Merkmalen weiter charakterisiert werden [Fromm,4]99

1. Bei der osmotischen Diarrhoe im engeren Sinoenrkt es zu einem erhdhten
Wasserverlust ins Darmlumen infolge einer luminal®m Anreicherung nicht resorbierbarer
Substanzen, fur die kein spezieller Transportmeshars existiert. Laktulose, Magnesiumsalze
oder osmotische Abfuhrmittel wie Natriumsulfat kénnAusloser einer osmotischen Diarrhoe

sein. Diese Diarrhoeform sistiert bei Nahrungskaren
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Einleitung

2. Bei der malabsorptiven Diarrhoe werden resoblaier Substanzen aufgrund von defekten
Transportmechanismen nicht ausreichend resorbiert wie beispielsweise bei der
Galaktosemalabsorption oder bei der ZystischenoBér— oder aufgrund einer verminderten
Resorptionsflache wie z.B. bei der Zdliakie odeénmbKurzdarmsyndrom.

Bei einem Enzymmangel wie beispielsweise bei dekemren Pankreasinsuffizienz, werden die
Nahrungsbestandteile unzureichend aufgespalten. $paicht dann von einer maldigestiven
Diarrhoe.

3. Die sekretorische Diarrhoe beruht auf einer wdmten transepithelialen elektrogenen
Anionensekretion — vor allem von ‘Clund Bikarbonat. Im Gegensatz zu der osmotischen
Diarrhoe entsteht bei dieser Form der Diarrhoeghd@ine charakteristische osmotische Licke.
Die sekretorische Diarrhoe kann durch enterotoideinide Bakterien wie bei der Cholera, durch
die kongenitale Chloridorrhoe oder durch vermel8ekretion von Gallen- und Fettsauren
entstehen. Die sekretorische Diarrhoeform persidies Nahrungskarenz.

4. Leckflux-Diarrhoen entstehen bei epithelialen rrigaefunktionsstérungen  mit
vermehrter Durchléassigkeit z.B. der Tight Junctiamd einer Verschiebung von osmotisch
wirksamen Soluten in das Darmlumen wie z.B. bes€@idium difficile-Infektionen.

5. Motilitdtsbedingte Diarrhoen entstehen durcle étypermotilitat des Darms wie z.B. bei
der Hyperthyreose oder beim Karzinoidsyndrom saaech eine Hypomotilitdt des Darms mit

folgender bakterieller Uberwucherung, z.B. beildgpothyreose oder beim Diabetes mellitus.

1.2 Lymphozytare Kolitis

1.2.1 Historie, Epidemiologie, Klinik, Diagnostik

Bereits 1976 wurde von Lindstrgam et al. eine mihvgeren wassrigen Diarrhoen und
unauffalligen endoskopischen Befunden einhergehefaldis beschrieben. Aufgrund einer
spezifischen subepithelialen Kollagenplatte wurdssel Form der Kolitis als kollagene Kaolitis
bezeichnet [Lindstregm et al., 1976]. In Abgrenzutagu beschrieben Read et al. im Jahr 1980
eine Erkrankung mit schweren chronischen Diarrhomklarer Ursache und histologisch
lediglich einer Vermehrung intraepithelialer Lymplyten und eines entztindlichen Infiltrats in
der Lamina propria [Read et al., 1980]. Diese Bdkamstellation mit Fehlen der subepithelialen
kollagenen Schicht wurde zunachst unter dem Bedeiffmikroskopischen Kolitis gepragt. 1989
wurde die von Read et al. beschriebene Kolitisettgnder als lymphozytare Kolitis bezeichnet,
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Einleitung

da diese sich vor allem durch die Vermehrung deaépithelialen Lymphozyten auszeichnet
[Lazenby et al., 1989].

Die mikroskopische Kaolitis tritt typischerweise der 5. bis 7. Dekade auf [Fernandez-Banares
et. al., 2003]. Die Inzidenz der lymphozytaren i®Iwird in Europa auf 3,1/100.000 jahrlich
und die Pravalenz auf 14,4/100.000 pro Jahr geschtidie Inzidenz der kollagenen Kolitis wird
mit 0,6-2,3/100.000 jahrlich und die Pravalenz tit15,7/100.000 pro Jahr angegeben [Raclot
et al. 1994; Bohr et al., 1996; Fernandez-Banatred.e1999].

Leitsymptom beider Formen ist eine chronische adtermittierende wassrige Diarrhoe mit im
Mittel 5-10 Stihlen und Stuhlvolumina bis zu funfden pro Tag. Der Beginn der Erkrankung
ist in der Regel schleichend, der Verlauf gutaningl durch ein chronisch rezidivierendes Muster
charakterisiert.

Die endoskopische Untersuchung der mikroskopischealitis ist definitionsgemal
makroskopisch unauffallig. Die Diagnose wird dahehand der histologischen Bewertung von
Biopsien der Kolonschleimhaut aus allen Bereichas dickdarms gestellt. Bei beiden
Kolitisformen sind intraepitheliale Lymphozyten [UEdabei deutlich vermehrt [Jesserun et al.,
1987]. Eine Anzahl vorr 20 IEL gegenuber normalerweise 4-5 pro 100 Epitkdn ist ein
histopathologisches Kriterium fur die Diagnose einmekroskopischen Kolitis. In der Lamina
propria findet sich ein vornehmlich aus Lymphozytemd Plasmazellen bestehendes
entzindliches Infiltrat. Zusatzlich bestehen beidbe Kolitisformen epitheliale Lasionen in
Form von Abflachung, Vakuolisierung und Ablésung dpithelzellen. Bei der kollagenen
Kolitis findet sich als weiteres diagnostischesté&aum im gesamten Kolon eine diffuse, oft
diskontinuierliche Verdickung der unter der Basaimhean gelegenen subepithelialen
Kollagenschicht von mindestens it [Lazenby et al., 1989].

1.2.2 Atiologie und Pathogenese

Uber die Atiologie der mikroskopischen Kolitis gibs viele Theorien. Der Nachweis einer
chronischen Entzindungsreaktion und die Vermehiatrgepithelialer Lymphozyten legt den

Verdacht auf eine pathologische Immunreaktion anfbésher unbekanntes luminales Agens
nahe. Eine Befundbesserung nach Umleitung des $téals Uber eine lleostomie und die
gunstigen Effekte einer Antibiotikatherapie untétaten diese Theorie [Andersen et al., 1993;
Jarnerot et al., 1995]. Eine autoimmune ReaktisrFalge der Exposition mit einem noch nicht
identifizierten Agens ware fir die Pathogenese dreidormen der mikroskopischen Kolitis

ebenfalls denkbar. Fir diese Theorie spricht digfigé Assoziation mit anderen Autoimmun-

erkrankungen wie z.B. Thyreoiditis, rheumatoidehfitts und Psoriasis sowie das entzindliche
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Einleitung

lymphozytare Infiltrat und das gute Ansprecheneané Steroidtherapie.

Von besonderem Interesse ist eine Assoziation détroskopischen Kolitis mit der
glutensensitiven Enteropathie. Etwa jeder dritteeamit einer diagnostizierten Zoliakie zeigt
auch in der Kolonmukosa spezifische Veranderungen,mit einer mikroskopischen Kolitis
vereinbar sind. AuRerdem weist die Zdliakie histgphologische Ahnlichkeiten mit der
mikroskopischen Kolitis auf. Eine Sonderform detidkie, die sogenannte kollagene Zéliakie,
wurde ebenfalls bereits beschrieben [Weinsteir.el@70]. Andererseits kdnnen Patienten mit
einer mikroskopischen Kolitis auch im Dinndarm akie&hnliche Veranderungen aufweisen.
Zoliakietypische Antikérper werden jedoch nur in shahmeféllen beobachtet. Eine
Verbesserung der Symptome bei glutenfreier Kosde/umur beim Nachweis dieser Antikdrper
beschrieben [Breen et al., 1987; Wolber et al.018®e et al., 1997].

In einer weiteren Theorie wird der langerfristigéimnahme (> 6 Monate) von nicht-steroidalen
Antiphlogistika (NSAID) eine Rolle in der Pathogeee der mikroskopischen Kolitis
zugeschrieben. Das Absetzen der NSAID fuhrt zurddesserung und die Wiedereinnahme zu
einer Verschlechterung der Symptomatik [Riddeldlet 1992]. Patienten mit vorausgegangener
NSAID-Einnahme zeigen in der Regel einen schwerdienauf der Erkrankung und benétigen
Steroide zur Remissionsinduktion [Abdo et al., J008uere Arbeiten berichten tber weitere
Substanzen, die mit einer mikroskopischen Kolitssaziiert sein konnen. Dazu zahlen
Antidepressiva der Gruppe der SSRI (Selective Seno¢ Re-Uptake Inhibitors), Diuretika,
Benzodiazepine, Omeprazol, ACE-Hemm@Blocker und Statine [Fernandez-Banares et al.,
2007].

Daneben beruht die Befundbesserung bei der mikpistloen Kolitis, die haufig mit einer
Gallensaure-Malabsorption einhergeht, auf der Bigduberschissiger luminaler Gallenséuren
durch Cholestyramin [Ung et al., 2000]. Die Ursadbie die Gallensédure-Malabsorption ist
jedoch unklar.

Die Pathomechanismen, die zur Entstehung der @iardei der mikroskopischen Kaolitis fiihren,
sind bis heute ebenfalls noch nicht vollstandigl@ekLindstram et al. vermuteten bereits 1976
eine gestérte Elektrolyt- und Wasserabsorption @én Kolonschleimhaut bei Patienten mit
mikroskopischer Kaolitis. Als urséchlicher Faktor fiie Diarrhoe bei der kollagenen Kaolitis wird
eine verminderte Natrium-Absorption in Kombinationit einer erhdhten aktiven Chlorid-
Sekretion diskutiert. Zusatzlich wurde bei der &gtnen Kolitis eine epitheliale Barrierestorung
mit einer veranderten Zusammensetzung der Tight ctilumMolekile als ein
Diarrhoemechanismus im Sinne einer Leckflux-Diaertb@schrieben. Hier wurde insbesondere

eine verminderte Expression der abdichtenden Tghttion-Proteine Occludin und Claudin-4
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Einleitung

sowie eine tendenziell vermehrte Expression desnmiidenden Claudin-2 beobachtet [Burgel
et al., 2002]. Fir die lymphozytare Kolitis wurddiese Mechanismen bislang nicht untersucht.

1.2.3 Therapie

Aufgrund von fehlenden einheitlichen pathogenetschUberlegungen, existiert fir die
mikroskopische Kolitis bisher keine kausale Thezapn zahlreichen Studien mit kleinen
Fallzahlen wird Uber den Einsatz von einer Reihen \8ubstanzen wie Antidiarrhoika,
Spasmolytika, 5-Amino-salizylsdure (5-ASA), oralend topischen Steroiden, Cholestyramin,
Immunsuppressiva und Antibiotika fur die Behandlaieg kollagenen Kaolitis berichtet [Bohr et
al., 1996; Fine et al., 1999; Fernandez-Banarea.eP003]. Speziell fir die Behandlung der
Diarrhoe bei lymphozytarer Kolitis existieren nuemge Erkenntnisse [Pardi et al., 2002;
Miehlke et al., 2009]. Sie wird meist wie die kgéne Kolitis therapiert. Die Abfolge eines
Therapiestufenplans kann jedoch variieren. Abbigddnfasst das anhand vorliegender Daten

empfohlene Therapie-Schema fir die Behandlungyaephozytaren Kolitis zusammen.

Histologisch nachgewiesene, symptomatische lympfoz¥olitis

l

NSAID absetzen, Medikamente so weit wie moglichumeren,

Kaffee-, Alkohol-, Zigarettenkonsum reduzieren | egtutenfreie Diat

|

Loperamid, evtl. Cholestyramin

l

Budesonid fur 4-8 Wochen

5-ASA-Praparate (z.B. Sulfasalazin)
Systemische Steroide (Prednisolon)

l

Immunsuppressiva

(Azathioprin, 6-Mercaptopurin, Methotrexat, Cyclosp)

Chirurgie

Abb. 1: Behandlungsalgorithmus der lymphozytaren Kditis
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Nach der Diagnosestellung einer Ilymphozytaren &litdem Ausschluss anderer
Durchfallerkrankungen, dem Absetzen von nicht-stieden Antiphlogistika und der Reduktion
von eine Diarrhoe begilnstigenden Substanzen sofitmachst eine unspezifische
antidiarrhoische Therapie mit motilitats- und sdélmeshemmenden Substanzen wie z.B.
Loperamid begonnen werden. Diese Therapie wirdallem von alteren Patienten gut toleriert
und oft als Erstmedikation empfohlen [Bohr et 8996; Pardi et al., 2002].

Bei Ausbleiben einer Symptombesserung nach zweivies Wochen, sollte als nachste
Therapiestufe das topisch wirksame Glukokortikoidid&sonid zum Einsatz kommen.
Budesonid ist eine lokal wirksame anti-inflammadohe Substanz mit geringer systemischer
Bioverfugbarkeit und daher geringem Risiko fir sysische Steroidnebenwirkungen. In einer
Dosierung von 9 mg/Tag Budesonid (Budenofalk®) (Nder bis acht Wochen kommt es bei
Patienten mit lymphozytarer Kolitis zu einer klicien (< 3 Stuhle/Tag, fester Stuhlgang) und
histologischen Befundbesserung [Feyen et al., 200éhlke et al., 2009]. Bei Versagen einer
Budesonid-Behandlung, kommen 5-ASA-Praparate witasalazin oder systemisch wirksame
Glukokortikoide wie Prednisolon zum Einsatz. Be®lgbstanzklassen bewirken eine Reduktion
der Symptome und der Inflammation in der Histoldglalabrese et al., 2007; Bohr et al., 1996].
Eine Alternative fur Steroid-refraktéare oder Stdrabhangige Patienten mit besonders
schwerem Verlauf der Erkrankung stellt eine Therapit Immunsuppressiva wie Azathioprin,
Methotrexat oder Cyclosporin dar, wobei hier Nebiekungen die Behandlung limitieren
kénnen [Pardi et al., 2002].

Aufgrund des oft spontan remittierenden Verlaufs Eekrankung ist nach 6-12 Monaten eine
Uberpriifung der Behandlungsnotwendigkeit durchzwgiih In Anbetracht des insgesamt
gutartigen Verlaufs mit haufigen Spontanremissiosiad eine immunsuppressive Therapie und
eine Proktokolektomie nur den schwersten Fallerbefoalten und Budesonid wegen seines
relativ guinstigen Nebenwirkungsprofils zu bevorau§¢illiams & Gelfand, 2000; Varghese et
al., 2002].
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1.3 Zytokinprofil bei der mikroskopischen Kaolitis

Die mikroskopische Kolitis ist eine entzundliche rarkrankung mit einem spezifischen
mukosalen Zytokinprofil, welches vor allem durchnesi T-Helferzellen-Typ-1-(Th-1)-
Immunantwort zustande kommt. Die bei dieser Immoamart auf mRNA-Ebene
hochregulierten Zytokine sind unter anderem Intile-15 (IL-15), Interferong (IFNy),
Tumor-Nekrose-Faktos- (TNFo) und die induzierbare Stickstoffmonoxid-SynthasslOC
Synthase). Die mukosalen mRNA-Level fur IL-15 ukdNy liegen dabei bei dem 100-fachen
und fur TNFe bei dem 60-fachen Wert im Vergleich zu KontrollBie iNO-Synthase ist bei der
mikroskopischen Kolitis 35-mal starker exprimiel$ &ei Kontrollen [Tagkalidis et al., 2007].
Abgesehen von einer tendenziellen Erhéhung des sailio IL-10, sind die Level der anderen
Th-2-Zytokine wie IL-2 und IL-4 bei der mikroskoplsen Kolitis nicht erhoht. Beide
Kolitisformen zeigen dabei das gleiche Zytokinprpfiagkalidis et al., 2007].

Im Folgenden soll auf die Zytokine TNFIFNy und IL-15 ndher eingegangen werden. &NF
stellt den Prototyp eines proinflammatorischen Kyte dar und wurde urspringlich als ein
Tumornekrosen verursachender Mediator beschridbrewird hauptséchlich von Makrophagen,
Monozyten und T-Lymphozyten in membrangebundeneer oth seiner l6slichen Form
produziert. Die Bindung des Zytokins an zwei versdbne Rezeptoren, TNF-Rezeptor-1 (p55)
und TNF-Rezeptor-2 (p75), kann den nukledren Trapsdnsfaktor NF«xB aktivieren und
somit die Genexpression einer Vielzahl von an Bmdringsprozessen beteiligter Faktoren, wie
die Cyclooxygenase-2, die Zytokine T&FIL-1p, IL-6 und IL-2 sowie verschiedene
Adhasionsmolekiile induzieren. In Abwesenheit desF-Rézeptor-2 bildet TNk einen
intrazellularen apoptoseinduzierenden Komplex [Bogfer et al., 1999].

Durch TNFe werden auf3erdem verschiedene MAP-Kinase-Signalw@géogen-activated
protein) aktiviert [Aggarwal, 2003]. Hier werdemerseits die klassischen MAP-Kinasen ERK
1/2 (extracellular-signal-regulated kinase) aktiyiedie bei der Zellproliferation, der
Zelldifferenzierung und bei der Regulation diffexzearter Zellen eine wichtige Rolle spielen.
Andererseits werden durch ThFlie MAP-Kinase p38 und JNK (c-Jun N-terminale Ken
aktiviert. Sie sind unter anderem bei der Immunantywoei Entzindungs- und Differenzierungs-
prozessen beteiligt [Kyriakis & Avruch, 2001; Ro&8lenis, 2004].

Fur chronisch entzindliche Darmerkrankungen kongezeigt werden, dass TMFein
ausschlaggebendes Zytokin flr eine epitheliale iBa@storung darstellt. Hierbei kommt es
insbesondere zu einer gesteigerten parazellulaemdbilitat infolge von Reduktion von

abdichtenden Tight Junction-Proteinen sowie Inaukiporenbildender Claudine [Heller et al.,
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2005; Mankertz et al., 2009]. Daneben entsteht Rherierestérung durch eine gesteigerte
Apoptoserate der Enterozyten und eine damit verbnedyestorte Zellintegritdt und erhdhte
Durchlassigkeit des Epithels [Gitter et al.,, 2008ergann und Mitarbeiter beschrieben
zusatzlich einen Zusammenhang zwischen dNRd einer gestdrten Funktion des epithelialen
Natrium-Kanals (ENaC) infolge verminderter Expressider 3- und dery-Untereinheit des
ENaC [Bergann et al., 2009].

IFNy ist ein typisches proinflammatorisches Zytokin dEn-1-Immunantwort und wird
vorwiegend von Lymphozyten, NK-Zellen und Antiger@igentierenden Zellen produziert. Es
spielt eine wichtige Rolle bei der frihen Infekabwehr und der erworbenen Immunantwort.
An seinen Zielzellen bewirkt es die Produktion west Zytokine und die Expression von MHC-
Klasse-I- und -II-Proteinen. Es moduliert die Effmtunktion von Makrophagen, stimuliert B-
Lymphozyten zur Immunglobulin-Sekretion und bewili¢ Differenzierung und Expansion von
T-Lymphozyten. Die Interaktion mit seinem Rezeptewirkt eine Aktivierung der Rezeptor-
assoziierten Januskinasen (JAK), welche nachfolgad,signal transducer and activator of
transcription* STAT-Proteine aktivieren [Schrodéag, 2004].

IFNy war das erste Zytokin, fur das ein Effekt auf gjpitheliale Barrierefunktion nachgewiesen
wurde [Madara & Stafford, 1989]. Zeit- und dosisabgig mindert es den transepithelialen
Widerstand und fuhrt so zu einer erhohten Epithehgabilitdt. Diese Effekte werden vor allem
durch Pinozytose von Tight Junction-Proteinen (Qdicl, JAM-A, Claudin-1) bewirkt [Bruewer
et al., 2005]. Anders als unter ThlFresultiert die Barrierestérung unter H-Micht durch
Apoptose [Bruewer et al., 2003].

IL-15, strukturell und biologisch mit dem IL-2 veawdt, stimuliert die Zytokinproduktion sowie
die Proliferation von T-Zellen, B-Zellen, Makropleag Monozyten und von NK-Zellen. Die
MRNA des IL-15 wird in einer Vielzahl von Zelltypates humanen Gewebes exprimiert. Die
Effekte von IL-15 werden dabei Uber die und y-Einheit des IL-2-Rezeptors und Uber eine
eigenea-Einheit vermittelt [Doherty et al., 1996; Reineclet al., 1996]. Nach Interaktion des
Zytokins mit seinem Rezeptorkomplex werden unteesitithe Signaltransduktionswege wie
die Aktivierung der JAK/STAT-, der Ras/MAPK-Signalbhsduktion und des N&B
eingeschlagen [McDonald et al. 1998; Masuda e800]. Eine Aktivierung der ERK/2 und
der PI3 (Phosphatidylinositol 3)-Kinase wurde eb#afbeschrieben [Yano et al., 2003; Zhang
et al., 2008].

FUr einige entzindliche Erkrankungen, darunter mregoide Arthritis, Psoriasis, Zdliakie und
chronisch entziindliche Darmerkrankungesmirde bereits ein Zusammenhang mit erhdohten IL-
15-Level beschrieben [Stevens et al., 1997; Matial., 2000; Zhang et al., 2008]. Im Kolon
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von Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcerbsavirkt IL-15 eine Aktivierung von T-
Zellen mit einer vermehrten Zytokinproduktion, unenderem auch von IENund TNFu.
Immunhistochemisch kann es im entzindeten Kolodpgk nicht im gesunden Gewebe
angefarbt werden [Liu et al., 2000]. In Keratinaytvon Psoriasispatienten wurde fur IL-15
aulRerdem ein anti-apoptotischer Effekt mit vermeghExpression von Ki-67 als Zeichen einer
gesteigerten Proliferation beschrieben [Zhang.eR8D8]. In Enterozyten von Zbliakiepatienten
wurde dagegen ein pro-apoptotischer Effekt bedieagMaiuri et al., 2000].

1.4  Zielstellung der Arbeit

Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war es, didhpphysiologischen Mechanismen der Diarrhoe
bei der lymphozytaren Kolitis zu erforschen. An esibpisch entnommenen Biopsien aus dem
Colon sigmoideum von Patienten mit lymphozytérediti€y und zwar mit und ohne einer
laufenden Therapie mit Budesonid, wurden mit Hilée elektrophysiologischen Messverfahren
die Transport- und Barriereeigenschaften des Danmagges untersucht. Hierbei wurde
insbesondere der aktive elektrogene Natrium-Tramspmtersucht sowie mit Hilfe der
Wechselstrom-Impedanzspektroskopie und dem EingatzTritium-markiertem Mannitol die
Eigenschaften der epithelialen Barriere charaktetisEs erfolgte eine ergdnzende Analyse von
Tight Junction-Veranderungen. Hierzu wurde nebenereiExpressionsanalyse von Tight
Junction-Proteinen eine fluoreszenzmikroskopisablkalisierung dieser Proteine durchgefihrt.

Zweites Ziel der Arbeit war die Untersuchung desflasses der bei der lymphozytaren Kolitis
erhohten proinflammatorischen und immunmodulatbescZytokine IL-15, IFN und TNFe auf
die Transporteigenschaften des Epithels an einemteraodell mit Hilfe wvon

elektrophysiologischen Messmethoden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Materialien und Geréate
Brutschrank Kelvitron T

Dako Pen

Deckglaser

Falcon-Rohrchen (15 ml, 50 ml)
Gene Quant RNA/DNA Calculator
Heizblock

Kryostat Leica CM 1900

Lésungsreservoire

Magnetruhrer
Magnetrihrstabchen
Mini Zentrifuge
Objekttrager
Pipetten

Reaktionsgefald

Real-Time PCR-System Fast 7500

Silikonscheibe

Skalpelle

Spitzen 1Qul, 100 ul, 1000ul
Sterilfilter

Tecan Spectra Photometer
Thermal Cycler 2720
Vortex-Genie 2
Wasserbad

Wippe WT12

Zeiss LSM 510 META

Material und Methoden

Heraeus, Deutschland
DAKO, Danemark
Menzel-Glaser, Deutschland
Sarstedt, Deutauthl
Pharmacia Biotdefgland
Grant, Deutschland
Leica Microsystems, Dehbtand
Forschungswerkstatt der @hari
Campus Benjamin Franklin
Ika-Combimag, Deutschland
Merck, Deutschland
Labnet International, USA
Menzel-Glaeser, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Plastibrand, Deutschland; Eggén
Deutschland
Applied BiosysténsA
Forschungswerkstatt der Charité
Campus Benjamin Franklin
Feather Safety Razor Co., Japan
Eppendorf, Deutschland
IBS INTEGRA Biosciences, Deutsahtl
Tecan Group Ltd., Sehwe
Applied Biosystems, USA
Scientific Industries, USA
Haake, Deutschland
Biometra, Deutschland
Carl Zeiss AG, Deutschland
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Zentrifuge Z233MK
Zentrifuge Avanti J25

2.1.2 Chemikalien

Acrylamid

Aldosteron

Amilorid

Ammoniumpersulfat (APS)
BCA Protein Assay Reangenz A+B
Bovines Serumalbumin (BSA)
Bumetanid

Carbachol

DAPI

Ethanol

Fotales Kalbsserum (FKS)
Formalin

Glycin

IL-15

INFy

Isopropanol

Kohlendioxid

Limi-Light Western-Blotting Kit
- Blockierreagenz

- 10 x TBS-Tween

- Lumi-Light POD-Substratlésung
Mannitol

[3H-Mannitol]

Methanol

2-Methylbutan

Natriumazid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Paraformaldehyd 16%
PBS-Tabletten

Hermle, Deutschland

Beckman, Deutschland

Merck, Deutschland
Sigma-Aldrich Co., Deutschland
Sigma-Aldrich Co., Deutschland
Sigma-Aldrich Co., Daiignd
Pierce, USA
AppliChem, Deutschland
Sigma-Aldrich Co., Deutschland
Sigma-Aldrich Co., Deutschland
Boehringer-Mannheim, Deutschland
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Biochrom, Deutschland
Sigma-Aldrich Co., Deutschland
Serva, Deutschland
Sigma-Aldrich Co., Deutschland
TEBU, Deutschland
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Linde, Deutschland
Roche, Deutschidn

Sigma-Aldrich Co., Deutschland
American Radiolabeled Chemicals,
USA
Merck, Deutschland
Carl ROTH GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Co., Deutschland
Sigma-Aldrich Co./MkerDeutschland
Elektron Microscopy ScientksA

Life Technologies, Deutschland
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peqGOLD RNAPure
Phosphatgepufferte saline Losung (PBS)
Prostaglandin PG EB)

Pro Tags Mount Fluor

RNAlater

Sab Simplex

Schiffs-Reagenz

Sucrose

TagMan Gene Expression Assay
TEMED

Theophyllin

Tissue Tek

TNFa

Tris-HCI 1 M, pH 8,8

Triton X-100

TUNEL-Reagenz

Tween 20

Wasser (ddkD)

Ziegen-Serum

2.1.3 Puffer und Lésungen

Material und Methoden

peglab, Deutschland
PAA Laboes GmbH, Osterreich
Sigma-Aldrich Co./Merck, Deutschland
Biocyc GmbH & Co. KG, Dalitand
Qiagen, Deutschland
PARKE-DAVIS GmbH, Deutschland
Merck, Deutschland
Serva, Deutschland
Applied Biosystehsa)
Life Technologies, Deutschland
Sigma-Aldrich Co., Deutschland
Sakura Finetek Europe, Niederlande
PeproTech EC, England
Serva, Deutschland
Boehringer, Deutschland
Roche, Deutschland
Sigma-Aldrich Co., Deutschland
Fluka, Deutschland
Zymed, Deutschland

Gebrauchslosung (Proteinquantifizierung) je Probe

196 pl Pierce BCA Protein Assay Reagenz A

4 ul Pierce BCA Protein Assay Reagenz B

Elektrophoresepuffer
100 ml
10 ml 10% SDS

ad 1 | Aqua bidest.

10 x Puffer West
144 g Glycin
30,49 Tris HCI

ad 1 | Aqua bidest.

10 x Puffer Westcoast
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Transferpuffer
100 ml

100 ml

10 x TBS
80¢
12,19

TBS/Tween
100 ml
1ml

PBS/Tween
2 Tabl.
1ml

5 x Laemmli Puffer
0,32 M
44%
25%
12,5%
0,001%

Gesamtlysepuffer
10 mM
150 mM
0,5%
0,1%

10 x Puffer West
Methanol
ad 1 | Aqua bidest.

1,37 M NaCl
Tris Base
ad 1 | Aqua bidest.

10 x TBS
Tween 20
ad 1 | Aqua bidest.

PBS
Tween 20
ad 1 | Aqua bidest.

Tris pH 6,8
Glyzerol
ss-Mercaptoethanol
SDS

Bromphenolblau

Tris-ClpH 7,5
NaCl

Triton X

SDS

1 Tablette Complete Mini ohne EDTA/10 ml Lysépu
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Sammelgel-Stammlésung
85 ml 30% Acrylamid
125 ml 0,5M Tris pH 6,8
ad 500 ml Aqua bidest.

Sammelgel
4,9 ml Sammelgel-Stammlésung
50 pl 10% SDS
50 pl APS
5 ul TEMED

Trenngel (12,5% - Claudine)

8,2 ml Acrylamid

4,7 ml Aqua bidest.

7 ml 1 M Tris pH 8,8
200 pl 10% SDS

200 pl APS

10 pl TEMED

Trenngel (8,5% - Occludin)

5,66 ml Acrylamid

6,9 ml Aqua bidest.

7 ml 1 M Tris pH 8,8
200 pl 10% SDS

200 pl APS

10 pl TEMED

BSA-Blockierungsreagenz (Western Blot)
259 BSA
5ml 2% Natriumazid
ad 500 ml PBS/Tween
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Strip-Puffer
100 ml 10% SDS
61,8 mi 0,5 M Tris-HCI pH 6,8

ad 500 ml Aqua bidest.
Pro Blot 50 ml Strip-Puffer mit 350 ul 2-Mercaptoahol ergéanzt

Permeabilisierungslésung (Immunfluoreszenzfarbuiop&e)
0,5% Triton — X in PBS

Blockierungslosung (Immunfluoreszenzfarbung Biopsie

6% Ziegenserum
1% BSA in PBS

Badldsung fir elektrophysiologische Experimente

140 mmol Na
123,8 mmol Cl

5,4 mmol K

1,2 mmol c&
1,2 mmol Mg*
2,4 mmol HPQ*
0,6 mmol HPO,
21 mmol HCQ@

ad 1 | Aqua bidest.

Substrate fur das Epithel

10 mmol D(+)-Glukose
0,5 mmol B-OH-Butyrat
2,5 mmol Glutamin

10 mmol D(+)-Mannose

ad 1 | Aqua bidest.

Clark’'sche Lésung
200 ml Methanol
100 mi Eisessig
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2.1.4 Sonden

a-Untereinheit des ENaC Alpha Diagnostics, USA
B-Untereinheit des ENaC Alpha Diagnostics, USA
v-Untereinheit des ENaC Alpha Diagnostics, USA
GAPDH Alpha Diagnostics, USA

2.1.5 Antikorper

Alexa Fluor 488 Goat-Anti-Mouse Invitrogen, USA
Alexa Fluor 594 Goat-Anti-Rabbit Invitrogen, USA
Rabbit-Anti-Claudin-1 Zymed, USA
Rabbit-Anti-Claudin-2 Zymed, USA
Rabbit-Anti-Claudin-3 Zymed, USA
Rabbit-Anti-Claudin-5 Zymed, USA
Rabbit-Anti-Claudin-8 Zymed, USA
Rabbit-Anti-Occludin Zymed, USA
Rabbit-Anti-ZO-1 BD Bioscences, USA
Mouse-Anti-Claudin-4 Zymed, USA
Mouse-Anti-ZO-1 Zymed, USA
Mouse-Antif-Actin Sigma-Aldrich Co., Deutschland

2.1.6 Software
Aida Raytest Isotopenmessgerate GmbH,
Deutschland

Impedanz Fiebig, Deutschland
Microsoft Office Microsoft Corporation, USA
Microcal Origin Microcal Software Inc., USA
LSM 510 Carl Zeiss, Deuschland
Tagman 7500 HT Fast Real-Time Applied BiosystddBA
PCR System

- 25 -



Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Prinzip

Als Methode wurde das von den Physiologen Ussirdy4ghran [1951frstmals beschriebene
Kurzschlussexperiment, bei dem die Differenzieruagischen aktiven und passiven
Transportprozessen moglich ist, eingesetzt. Dasvemmessende Darmstiick wird wie eine
Trennmembran zwischen zwei gleich [go Flissigkeitskompartimente eingespannt. Durch
Zugabe von identischen Volumina einer Losung glidBlektrolytzusammensetzung in beide
Kompartimente werden sowohl der Druckgradient, alsch der Konzentrationsgradient
eliminiert. Damit wird der passive Transport austpadtet. Durch aktiven Transport von
geladenen Teilchen wie Naowie Cl entsteht jedoch eine sich standig &ndernde trithstiale
Spannung (UE), die den passiven Transport anderexnl bewirkt. Diese tUber dem Epithel
durch passive und aktive Transportprozesse entelehé&Spannungsanderung kann durch
Applikation eines sogenannten Kurzschlussstromyg (lber eine externe Spannungsquelle
kurzgeschlossen werden, so dass die transepith@phnnung 0 mV betragt. Das heil3t durch
Applikation entsprechenden Stroms gleicher Hoheoghdentgegengesetzter Richtung zum
Strom, der durch den elektrogenen lonentranspatinge ist, wird die elektrische Spannung
eliminiert und die Hohe des applizierten Kurzschfiitloms spiegelt den aktiven lonentransport
durch das Epithel wider. In diesem Kurzschlussarpeant werden alle &ufReren Gradienten
ausgeschaltet, so dass die gemessenen Nettotrendpor aktiven Transporten entsprechen.
Durch Applikation von Wechselstromen mit aufstedem Frequenzen ist an diesem System
aul3erdem die Differenzierung zwischen dem epitlegiidnteil und dem subepithelialen Anteil
des Gesamtwiderstandes des eingebauten Gewebesicmd@glgl. Kapitel 2.4). Die
Epithelzellschicht reprasentiert dabei den epidtehi Widerstand und verhélt sich elektrisch wie

ein RC-Glied. Das subepitheliale Gewebe entspdealgegen einem rein ohm’schen Widerstand.

2.2.2 Biopsien aus dem menschlichen Sigma

In der vorliegenden Arbeit wurden Patienten mitocligschen rezidivierenden bzw. chronisch
persistierenden Diarrhoen unklarer Genese untersuBlime infektiose Ursache, eine

makroskopische Entztindung und eine Glukokortikdidi@pie wurden ausgeschlossen. Die
Diarrhoe bestand bei diesen Patienten bei Diagtelkesy im Durchschnitt bereits seit 5,0 £ 0,9
Jahren und trat durchschnittlich 5,7 £ 0,7 Mal awg Tauf. Als Kontrollpatienten dienten

Patienten, die im Rahmen einer Vorsorgeuntersuchkmigskopiert wurden und sowohl

makroskopisch, als auch mikroskopisch keine Entaiigdzeichen aufwiesen.
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In einer weiteren Gruppe wurden Patienten untetsumi denen eine lymphozytare Kolitis
bereits bekannt und mit dem topischen GlukokortikBudesonid therapiert war. Die Patienten
dieses Kollektivs erhielten fur vier Wochen 9 mgidBsonid pro Tag.

In ergdnzenden Experimenten wurde eine kleine Grygm Patienten mit einer unbehandelten
kollagenen Kolitis untersucht. Das Durchschnitesaller Patienten mit lymphozytarer Kolitis
lag bei 68 Jahren, das der therapierten Patierde6d Jahren. Die Patienten mit kollagener
Kolitis waren im Durchschnitt 64 Jahre und die Kotlipatienten 49 Jahre alt. Das Verhaltnis
w:m betrug fur die lymphozytéare Kolitis 3:4 und fdie kollagene Kolitis 3:1. Alle Patienten
wurden Uber die Entnahme von Biopsien zu Forschaywgsken informiert und willigten ein.
Die Entnahme der Biopsien erfolgte beim Zuriickzieties Koloskops nach erfolgter Ubersicht

des gesamten Dickdarms 30 cm ab ano im Sigma.

2.2.3 Transport und Einspannen der Biopsien

Nach der Entnahme wurden die Biopsien in einemdBEs in physiologischer Natriumchlorid-
Losung in das Labor transportiert. Hier wurden elismnigehend in ein Schalchen mit zuvor mit
95% QG und 5% CQ begaster Elektrolytldsung tberflhrt und fir entspemde Untersuchungen
weiterverarbeitet. Vier Biopsien wurden in die bisr@orbereiteten Ussing-Kammern montiert.
Hierzu wurde die Biopsie mit der serosalen Seitthr@ben ausgebreitet. Ein mit Gewebekleber
benetzter Kunststoffring mit einem inneren Durchsees/on 2,5 mm wurde schliel3lich so auf
die Tela submucosa geklebt, dass der Ring ringdasmittige Loch haftet und die Biopsie voll
bedeckt. Der Kunststoffring wurde dann zusammenremim abdichtenden Silikonring in einen
Epithelcontainer, der der Halterung des Epithelglen Ussing-Kammer diente, eingesetzt. Der
Container bestand aus zwei runden Plexiglasschetberiner sich in der Mitte befindenden
runden Offnung von 2,5 mm. Durch diese Offnung weumie exponierte Flache in der
Messkammer auf 0,049 énbegrenzt. Der Epithelcontainer wurde anschlieRemigchen die
beiden Halften der Ussing-Kammer eingesetzt. Di¢ i der Enthahme bis zum Einspannen

der Biopsie in die Ussing-Kammern betrug ca. 30u¢tn.

2.2.4 Spat-distales Kolon der Ratte

Neben den Versuchen am menschlichen Sigma bestan@led¢ der Arbeit darin, an einem

Rattenmodell den Einfluss proinflammatorischer ZXyte auf die Barriere- und die

Transporteigenschaften zu untersuchen. Hierzu wukdersuche am spéat-distalen Kolon von
mannlichen Albino-Wistar-Ratten mit einem Gewiclunv200-300 g durchgefiihrt. Die Tiere

wurden mit Leitungswasser und einer Standarddiégovgt. Die Totung der Tiere erfolgte in
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einer Glasglocke unter Zufuhr von 95% £a@hd 5% Q. Unmittelbar danach wurde zunachst
das Herz und darauf das Abdomen entlang der Lile@a v'om Sternum bis zur Symphyse
eroffnet. Nach Verlagerung des DiunndarmpaketesdendDurchtrennung eines der Schambeine
wurde das spat-distale Kolon in einer H6he vonxam ab ano vom frih-distalen Kolon
abgesetzt. Das entnommene Darmstick wurde mit teFg&adlosung vom Darminhalt
freigespullt und entlang des Mesenterialansatzegeaciinitten. Die Totung der Tiere wurde
durch die Tierschuztkommission des LandesamtesAfbeitsschutz, Gesundheitsschutz und
technische Sicherheit Berlin genehmigt (T0225/05).

2.2.5 Préaparation und Einspannen des Epithels

Bei der Praparation des Rattendarms wurde einétatigles Strippen” bezeichnete Methode
verwendet [Schulzke et al., 1989; Hegel & FrommQ9Hierbei wurde die Tunica muscularis,
Muscularis propria, Tela submucosa und die aul3ehec® der Lamina muscularis mucosae
entfernt. Das verwendete Darmstiick bestand ledligliecs Epithel, Lamina propria und einem
Teil der Lamina muscularis mucosae.

Zunachst wurde das aufgeschnittene Darmstiick miEgéhelzellschicht nach unten auf eine
mit einer Plastikfolie Giberzogene Agarplatte gelégtschlielend wurde das distale Ende fixiert
und das Gewebe vorsichtig in Langsrichtung gespasath einem Schnitt mit dem Skalpell
Uber der gesamten Breite des Praparats, konnfeudiea muscularis mit der Pinzette leicht von
der Submukosa entfernt werden. Nach dem Entfereenviiskelschicht, wurde das Gewebe
umgedreht, erneut fixiert und gespannt. Die Mukes@te nun nach oben. Es erfolgte ein
zweiter Schnitt Uber der gesamten Breite des Paépdis in die Tela submucosa. Durch
vorsichtiges Vorschieben mit einem angefeuchtetergef wurde die Lamina epithelialis
zusammen mit der Lamina propria von der Tela sulmsaigetrennt. Ein konstant vorhandener
Lymphknoten zwischen dem frih-distalen und dem-dgialen Kolon diente der Trennung
beider Abschnitte. Mit Hilfe von Stahlnadeln wurdas Epithel unter leichtem Zug auf der
Agarplatte befestigt. Danach wurde eine Halfte ehr@hlen zylindrischen Ussing-Kammer auf
die mukosale Seite des Epithels aufgesetzt. Dasepde Gegenstiick der Kammer wurde nach
Entfernen der Plastikfolie serosal aufgesetzt uasl zivischen den beiden Halften befindliche
Epithel zusammengedrickt. Nach Fixierung der UsKiagnmer im Versuchsstand, wurde diese
mukosal und serosal mit je 9 ml Badlosung gefuill mit 95% Q und 5% CQ begast. Die in
der Messkammer exponierte Epithelflache betrug 8184 Nach 20 Minuten wurden auf jeder
Seite 1 ml FKS zur Abséttigung der Glasoberflachd 10 ul Sab-Simplex zur Schaum-
reduktion zugegeben. Die Zytokinzugabe erfolgtendaech einem Schema (vgl. Kapitel 2.5.4).
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2.3 Versuchsstand — Miniaturisierte Ussing-Kammer

2.3.1 Messkammer und Warmetauscher

Die in dieser Arbeit verwendeten Messkammern eatd@n in miniaturisierter Form dem
klassischen Modell nach Ussing und Zehran von 186d.Messkammern bestanden aus zwei
symmetrischen Halften, die durch das eingespanptthét vollstandig voneinander getrennt
wurden. Sowohl der Stoff- und Flissigkeitstranspals auch der elektrische Strom erfolgten
nur durch das intakte Epithel. Die Kammerhalften stheden aus zylindrischen
Acrylglaskonstruktionen, deren Innenraum koniscfoget war. Die offene Basis zeigte nach
medial zum Epithel hin. Der Innenraum fasste einluM@n von 0,5 ml und diente der
Umspulung des Epithels mit der Badlésung.

Drei kleine Kanéle durchbohrten eine Kammerhélfi@e zwei oberen Kanéle fassten
Metallstifte mit einem Lumen und dienten der Vemmkg von elastischen
Verbindungsschlauchen zwischen der Kammer und dadhdBungsreservoir. In dem seitlichen
Kanal einer Kammerhalfte waren die Spannungs- urahtelektroden eingelassen.

Eine doppelwandige Glaskonstruktion aus zwei nebanéer liegenden Hohlzylindern diente
als Badlosungsreservoir. Uber vier elastische $ichk war dieses mit der Messkammer
verbunden. Die Zirkulation der Badlosung wurde duilee Begasung mit 95%,@nd 5% CQ
aufrechterhalten. Die Sauerstoffanreicherung etdotturch vier epithelferne Zuleitungen tber
Silikonschlauche. Durch die Begasung wurde nichtaime Umwalzung der Badlésung erreicht,
sondern auch die Konstanz des pH-Werts gewahitleBie Begasung ermoglichte somit eine
dauerhafte Exposition mit Sauerstoff und in derdr@gsenthaltenen Nahrstoffen bei konstantem
pH, wodurch eine frihzeitige trophische Schadigutes Epithels minimiert wurde. Die
konstante Erwarmung der Badlésung auf 37°C erfdlgger einen komplexen Warmetauscher,
in dessen doppelter Wandung sich Wasser befand, weldhes uber ein Schlauch- und

Pumpensystem verbunden war.
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Abb. 2: Ussing-Versuchsstand mit Warmetauscher, tegrierter Begasung und

Umwalzung

Das Epithel ist zwischen den beiden Kammerhélftem dssing-Kammer wie eine
“Trennmembran” aufgespannt und wird von 37°C warmBadIosung umspult. Die
Zirkulation der Lésung wird durch die Gber den “bilélift” aufsteigenden Gasblaschen
aus 95% @ und 5% CQ aufrechterhalten. Die Erwarmung der Badlosunglgtrfaber
einen komplexen Warmetauscher, in dessen dopWkedung sich Wasser befindet, das

Uber ein temperiertes Warmebad umgewalzt wird [Bgen 2002].

2.3.2 Elektrische Messanordnung

Die Anordnung der Messelektroden entsprach dere#tilden-Technik nach Ussing und
Zehran [1951].

Im Innenraum der Kammer befanden sich vier EleldmdEin Elektrodenpaar befand sich
epithelnah (1-2 mm vom Epithel entfernt) und dieder Registrierung der transepithelialen
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Potentialdifferenz. Durch die N&he der Elektrodemmz Epithel wurde die Dicke der
Flissigkeitsschicht und damit die im kurzgeschlneseZustand auftretenden Spannungsabfalle
zwischen dem Epithel und der Elektrodenspitze sangewie moglich gehalten. Jede
Spannungselektrode bestand aus einer mit 3 g/dIr-Agar in 0,5 mol/l KCI| geflllten
Glaskapillare. Der elektrische Kontakt wurde duethen Mikroelektrodenhalter, der ebenfalls
mit 0,5 mol/l KCI geflllt war und zentral die Spamyselektrode fasste, sichergestellt. Die
Abschirmung der Spannungselektroden erfolgte miteghes kupfernen Schirms. Das zweite
Elektrodenpaar, bestehend aus Silberdrahtringetieamateralen Seite der Kammer, diente der
Applikation des Kurzschlussstroms. Die epithelfelmakalisation (ca. 20 mm vom Epithel
entfernt) sicherte eine gleichmafige Verteilungelektrischen Feldes Uber der Epithelflache.
Die Stromimpulse aus der Kammer wurden in festeitinZervallen tber eine hierfir speziell
angefertigte computergesteuerte Spannungsklemreiang (Typ CVC6; Fiebig, Berlin) an
einen PC geleitet. Hier wurden die Messungen aefgbmet und auf einem Bildschirm sichtbar
gemacht. Bestimmt wurden der Gesamtwiderstand gethels, der Nettoionenflux und die
transepitheliale Spannung. Die Applikation des Ilsaltussstroms erfolgte ebenfalls durch

dieses Gerat.

manuelle oder elektro-

nische Riickkopplung Spannungs-

messung

Ussing-Kammer

regelbare @ Strom-

Fy

Stromquelle messung Ubergang zwischen ionaler
: und metallischer Leitung

Abb. 3: Elektrische Messanordnung bei den Ussing-&fsuchen

Die Messung der transepithelialen Spannung erfolgher die epithelnahen
Spannungselektroden. Der Kurzschlussstrom wird Udier epithelfernen Elektroden
appliziert. Der Ubergang zwischen ionaler und eiskher Leitung erfolgt mittels
Ag/AgCl-Elektroden [Fromm, 2004].
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2.4 Wechselstrom-Impedanzspektroskopie

2.4.1 Prinzip der Impedanzmessung

Die Wechselstrom-Impedanzspektroskopie ist ein afedn, welches die Diskriminierung

zwischen dem epithelialen und dem subepithelialeteiham Gesamtwiderstand der Darmwand
ermdglicht. Der subepitheliale Widerstand entspratdibei allen nicht-epithelialen Anteilen der

Biopsie bzw. den nicht-epithelialen Anteilen destgppten Epithels bei der Ratte. Es qilt:

R = R + R
R Gesamtwiderstand des Epithels
R® Widerstand des Epithels
RSUP Widerstand des Subepithels

Die Wechselstrom-Impedanzanalyse basiert auf eirfgeRarameter-Modell, mit dem das
elektrische Verhalten der Darmwand dargestellt eerdkann [Fromm et al., 1977;
Schifferdecker & Fromter, 1978]. In diesem Modelrdvdie Darmwand als ein elektrischer
Ersatzschaltkreis beschrieben. Der epitheliale Vgided entspricht einem ohm’schen
Widerstand, welcher parallel zu einem KondensaR€-Glied) und in Reihe zu einem dem
subepithelialen Widerstand entsprechenden ohm’schiderstand geschaltet ist. Die
kapazitativen Eigenschaften der apikalen und dseolateralen Zellmembranen werden hierbei
als apparente Kapazitat des Kondensator-Gliedéseptiert [Cole, 1968].

Subepitheliale Zellen wie Fibroblasten, Lymphozyté&takrophagen und andere sowie die
extrazellulare Matrix besitzen ebenfalls eine Katghz Diese sind jedoch nicht Uber
Zellverbindungen miteinander verbunden, so dassSttem durch den subepithelialen Raum —
entlang des geringsten Widerstandes — flie3en Kaimsubepitheliale Kapazitat wird dadurch
kurzgeschlossen und tritt elektrisch nicht in Eeschng.

Appliziert man nun bei eingespanntem Darmstick Welstrome unterschiedlicher Frequenzen,
S0 misst man bei einer Frequenz von 0 einen ur@nglioRen kapazitativen Blindwiderstand.
Der gesamte Strom flie3t in diesem Zustand (ber dem epithelialen Widerstand
entsprechenden R-Teil des RC-Gliedes und den ire Sgschalteten Widerstand. Bei sehr
grol3en Frequenzen des Wechselstroms dagegen -p&atian gegen die Messfrequenz—
tendiert der kapazitative Blindwiderstand gege®é. gesamte Strom fliel3t in diesem Fall Uber
den Kondensator am kurzgeschlossenen Parallelvaaersvorbei durch den folgenden
Serienwiderstand. Der dann gemessene Widerstasgrett dem subepithelialen Anteil des
Gesamtwiderstandes.
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Abb. 4: Elektrischer Ersatzschaltkreis der Darmward

Der epitheliale Widerstand *Rentspricht einem reinen ohm’schen Widerstand |edrail
einem KondensatorSGRC-Glied), der folgende rein ohm’sche Widerstantspricht dem
subepithelialen Widerstand®f Bei Frequenzen > 0 blockt ¢ Es werden dann R
R*P gemessen. Bei Frequenzemfo schliet € den Widerstand Rurz und es wird &P

gemessen [Barmeyer, 2002].

Die Impedanzanalyse des Epithels kann man graphiscleinem sogenannten Nyquist-
Diagramm darstellen [Cole & Cole, 1941]. Auf deAghse ist in diesem Diagramm der Realteil
der komplexen Impedanz aufgetragen. Dieser entgpgiem ohm’schen Widerstand des
Epithels. Der Imaginarteil der Impedanz, welchen #apazitativen Eigenschaften des Epithels
entspricht, ist dagegen auf der y-Achse aufgetratremlieser Arbeit wurde die Messung der
Wechselstrome bei den Frequenzen 0 bis 65 kHz daféhrt. Die einzelnen Messpunkte
wurden durch einen Teilkreis miteinander verbund@er Schnittpunkt dieses Teilkreises mit
der x-Achse bei der Frequenz 0 Hz entspricht dersa@éviderstand des Gewebe§ &er
Schnittpunkt bei 65 kHz ergibt den subepithelidlgiderstand &”

Einfaltungen und Inhomogenitaten des eingespan@@nebestiicks bewirken Verformungen
des im Nyquist-Diagramm dargestellten TeilkreisE&r die Bestimmung von Rund R
spielen diese Verformungen jedoch keine Rolle,ider lediglich die Schnittpunkte mit der x-
Achse entscheidend sind [Fromm, 1986].

2.4.2 Impedanz-Versuchsstand

Die Messkammer des Impedanz-Versuchsstandes umtstssich lediglich in der Geometrie
von den oben beschriebenen Kammern. Der Innenraeserdebenfalls symmetrischen Kammer
war nicht konisch, sondern zylindrisch konstruiénich der elektrische Aufbau der Impedanz-
Kammer entsprach der 4-Elektroden-Technik nach rddgssund Zehran [1951]. Zwel
Silberdrahtringe dienten als Stromelektroden undizamit 0,5 mol/l KCI geflillte Glaskapillaren

als Spannungselektroden.
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2.5 Versuchsablauf

2.5.1 Badkorrektur und Elektrodenasymmetrie

Bei den Widerstandsmessungen in der Ussing-Kamnrdrein Spannungsabfall zwischen den
Elektroden hervorgerufen. Durch eine dinne Flussigkchicht zwischen dem eingespannten
Epithel und den Elektroden kam es bei den Messurgeeinem zusatzlichen unerwinschten
Spannungsabfall. Daher wurde zur Korrektur des nheh Widerstandabfalls vor dem

Einspannen des Epithels der ohm’sche Widerstand Béeliosung in der leeren Kammer

bestimmt und von den Messwerten wahrend des Vegsuadbhgezogen.

Auch die durch die Asymmetrie der Elektroden hegeoufene Potentialdifferenz wurde zur

Korrektur gespeichert und wahrend des Versucheslgargemessenen Spannungen abgezogen.

2.5.2 Messung des Kurzschlussstroms

Im Abstand von einer Minute wurden wahrend der Megen die transepitheliale Spannung, der
elektrische Widerstand und der Kurzschlussstronmstiegrt. Um den elektrischen Gradienten

Uber dem Epithel auszuschalten, wurde Strom eittentStarke, die die Potentialdifferenz auf O

mV brachte, appliziert. Da durch gleiche Zusammemseg der Badlésung und gleiche Fullhéhe
der Kammern alle elektrochemischen und hydrostagiscGradienten ausgeschaltet wurden,
entsprach dieser Strom, der Kurzschlussstrom, derchdaktiven elektrogenen lonentransport
bedingten Strom. Dieser kann sowohl als Strom féoHe inpA-cm? als auch als Teilchenflux

pro Flache irumol- K- cni? angegeben werden.

L[pA Ed:m’z] _ 96487 M _ o6

Strom A 3600 t[A tCA

Flux ﬂ[umol h Ed:m’z] - 3600 1 _ 0,037 o
tCA 96487 A A

I Stromstarke

A Flache

M Menge transportierter lonen

t Zeit

Faraday-Konstante F=96487 Coulomb/mol

-34 -



Material und Methoden

Die Registrierung des transepithelialen Widerstanddolgte durch kurze Uberlagerung des
aktuellen Kurzschlussstroms mit rechteckigen Stngpuilsen. Diese fuhrten zu entsprechenden
Spannungsanderungen. Nach dem Ohm’schen Gesete derdransepitheliale Widerstand wie

folgt errechnet: Rt = d\Wdlsc

2.5.3 Bestimmung des aktiven elektrogenen Natrium-Transpis an humanen
Sigmabiopsien
Bei dem elektrogenen Natrium-Transport handelt ésh sum einen primar aktiven
lonentransport. Im distalen Kolon dient dieser idenzentrierung des Stuhls und wird vor allem
durch das Mineralokortikoid Aldosteron stimulidbie Wirkung des Aldosterons beruht auf der
dosisabhéngigen Zunahme der Zahl der epitheliabén kanédle (ENaC). Durch eine basolateral
lokalisierte N&/K*-ATPase wird in der Zelle ein Konzentrationsgraditiir Natrium erzeugt.
Natrium wird daraufhin Uber den in der apikalen Mbeam lokalisierten ENaC in die Zelle
aufgenommen. Es resultiert ein elektrogener tratisd@ler Natrium-Transport, d.h. ein
Teilchentransport mit einer Verschiebung von Netlahg. Der Anstieg des Transports erfolgt
mit einer Latenzzeit von ungefahr einer Stunde. Blagimum war nach 6-8 Stunden erreicht
[Epple et al., 1995].
Durch das K-sparende Diuretikum Amilorid lasst sich der ENattliselektiv hemmen [Benos,
1982]. Eine Konzentration von T0mol/l fiihrt nahezu vollstandig zum Erliegen desiwan
Natrium-Transports. Kurz nach dem Einspannen dethd&p wurde die elektrogene Chlorid-
Sekretion durch Zugabe des Schleifendiuretikums &anid in einer Konzentration von 10
mol/l auf der serosalen Seite gehemmit.
In Versuchen am menschlichen Rektumepithel koneizeigt werden, dass durch die Zugabe
von Bumetanid stabilhohe Kurzschlussstrome um €86 Byesenkt werden konnten. Daraus
wurde geschlossen, dass dieser Anteil des Kurzss$tioms im unstimulierbaren Zustand einer
spontanen elektrogenen Chlorid-Sekretion des Ditkda in der in vitro Anordnung entspricht
[Sandle, 1989]. Bumetanid ist eine als Diuretikuetwendete Substanz, die den"RalkK*-
Symporter selektiv blockiert. Man findet diesen Ehnicht nur im dicken aufsteigenden Teil
der Henle-Schleife in der Niere, wo Bumetanid tpetdisch als Diuretikum angreift, sondern
auch im Dunndarm und im gesamten Dickdarm. DurobclBide des N2CIK*-Symporters
wird die basolaterale Aufnahme von Natrium-, Kalumnd Chlorid-lonen in die Zelle
gehemmt. Daraufhin sinkt die intrazellulare Chlkadzentration und damit die aktive

elektrogene Chlorid-Sekretion.
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Ungefahr 5-10 Minuten nach dem Einspannen des Dacks in der Kammer wurde die
elektrogene Natrium-Resorption durch Zugabe vorosteron in einer Konzentration von 310
mol/l auf der mukosalen und der serosalen Seit&Kdermer stimuliert. Nach einer Laufzeit von
8 Stunden wurde durch die Gabe von Amilorid in eikenzentration von 1 mol/l ebenfalls
auf beiden Seiten der Kammer der epitheliale Natfianal gehemmt. Es kam zu einem
raschen Abfall des Kurzschlussstromes. Aus dereikfiz des Kurzschlussstromes kurz vor und
20 Minuten nach der Zugabe von Amilorid lasst gllen aktive elektrische Natrium-Transport

guantitativ bestimmen.

Darmlumen 4
Aldo- |
A steron ).
’ \ 3Na*
>l

Kapillare

+ ¢ A
s
~ ATP ~
K*-sparende R - @ — +
Diuretika, AD 2K
z.B. Amilorid / ENE
K+ : K
Epithelzelle
+ N
KSehusode ————,
i 0 N
u + - “"Il"-
| |
|
s

\ Kanal >.< Na'/K*-ATPase

Abb. 5: Elektrogener transzellularer Natrium-Transport im Kolon

Aldosteron fuhrt zu einer Zunahme der Dichte dethepalen Natrium-Kanéle in der
apikalen Membran und férdert damit den Einstrom Watrium in die Zelle. Das dazu
notwendige Konzentrationsgefélle wird von der bateshl gelegenen, ebenfalls durch
Aldosteron stimulierbaren, N&K*-ATPase erzeugt. Dieser transzellulare Transpest la

sich durch Amilorid fast vollstandig hemmen [Fromi2004].
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2.5.4 Bestimmung des aktiven elektrogenen Natrium-Transpads am spat-distalen Kolon
der Ratte
Bei den Versuchen am spat-distalen Kolon der Rattele prinzipiell gleich verfahren wie bei
der Bestimmung des aktiven elektrogenen Natriummdparts an humanen Sigmabiopsien.
Vor der Aldosteron-Gabe erfolgte jedoch eine Inkidmamit den Zytokinen TNé&, IFNy und
IL-15. Hierbei war eine Vorinkubation von einer 8t mit IFNy und IL-15 notwendig, bevor
das Gewebe fir weitere 6 Stunden mit TiNifkubiert wurde. Die Zugabe der Zytokine erfolgte
fur TNFa (10.000 U/l) und IFN (1.000 U/l) auf der serosalen Seite. Fur IL-15 jestoch
bekannt, dass dieses Zytokin seine Effekte durajae auf der mukosalen Seite im Gegensatz
zu TNFo und IFNy noch weiter verstarken kann [Stevens et al., 199&her erfolgte die Zugabe
von IL-15 (10.000 U/l) sowohl auf der serosales,alch auf der mukosalen Seite der Kammer.
Nach der Phase der Inkubation mit den ZytokinendeuschlieRlich Aldosteron in einer
Konzentration von 3-10 mol/l beidseits zugegeben. Nach weiteren 8 Stunderde der
elektrogene Natrium-Transport durch Amilorid gehammAus der Differenz des
Kurzschlussstromes vor und nach Amilorid-Gabe wudge elektrische Natrium-Transport

bestimmt.

2.5.5 Untersuchung der Viabilitat des Epithels

In den durchgefuhrten Ussing-Experimenten an humé&Bigmabiopsien wurde zunachst die
Viabilitat des untersuchten Epithels sichergestelli diesem Zweck bedienten wir uns der
Stimulation und der Hemmung der aktiven elektroge@hlorid-Sekretion.

Die Stimulation der aktiven Chlorid-Sekretion desgespannten Gewebes in der Ussing-
Kammer erfolgte zunéchst durch die Zugabe von P@GE° mol/l) auf der serosalen Seite und
Theophyllin (10> mol/l) auf beiden Seiten der Kammer. Beide Sutzstarbewirken ber eine
Erhéhung des intrazellularen cAMP-Gehaltes einem@ation der Chlorid-Sekretion.
AnschlieRend wurde das Epithel durch die Zugabe @arbachol (18 mol/l), einem direkten
Parasympathomimetikum, auf der serosalen Seit&dermmer weiter stimuliert. Durch serosale
Zugabe von Bumetanid wurde der elektrogene Chlbrasport schliel3lich gehemmt.

Ein Anstieg des Kurzschlussstroms nach Stimulatiwih PGE, Theophyllin und Carbachol
sowie ein Absinken des Kurzschlussstroms nach Hemgmder Chlorid-Sekretion mit

Bumetanid spiegelten die Viabilitdt des untersuct@ewebes wider.
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2.5.6 Bestimmung der elektrischen Impedanz des Epi¢ls

Wie bereits oben erlautert, wurden zur Diskrimiareg zwischen dem epithelialen und dem
subepithelialen Widerstand Wechselstrome bei 48u@ezen im Bereich von 1,3 Hz und 65
kHz Uber Stromelektroden in der Kammer applizibie Spannungsantworten Uber dem Epithel
wurden mit einem Phasen-empfindlichen Verstarkeéesys(Electrochemical Interface, Typ

1286; Frequency Response Analyser, Typ 1250, Hau®berger, Gréafelfing) registriert. Die

Steuerung dieser Geréate, die Datenaufnahme untthepeng sowie die Berechnung der Daten
wurden von einem PC ausgefuhrt.

Unter Berlcksichtigung der Phasenverschiebung vtmonS und Spannung sowie unter
Korrektur des Badwiderstandes und der Elektrodenasstrie wurde aus den einzelnen 48
Spannungsantworten die komplexe elektrische Imped@nechnet. Anschliel3end wurden die
gemessenen Impedanzwerte im Nyquist-Diagramm zeneimeilkreis zusammengefugt. Aus
den Schnittpunkten des Teilkreises mit der x-Achwgrden der transepitheliale und der
subepitheliale Widerstand des Epithels bestimmt wadaus der epitheliale Widerstand
errechnet. Pro Epithel wurden vier Messungen imtédtis von 15 Minuten durchgefiihrt.

2.5.7 Messung von Mannitolfluxen

Mannitol ist ein hydrophiles Molekil mit einer G@i&on 182 Da und einem Durchmesser von
0,67 nm, fur das es keine spezifischen aktiven dparimechanismen in Epithelien gibt.
Mannitol Uberquert das Epithel grol3tenteils patald Gber solvent drag und zu einem
geringen Anteil durch passive Diffusion [Krugliakad., 1994; Anderberg et al., 1992]. Es wird
daher als Marker der intestinalen Durchlassigkeigesetzt. Mit der Messung von Mannitol-
Fluxen kann somit die Grol3e des parazellularent&palnd damit der epithelialen Barriere
charakterisiert werden.

Zunachst wurde der Badlésung Mannitol auf beideimteSeder Ussing-Kammer in einer
Konzentration von 10 mM zugesetzt, um osmotischefekig durch einen
Konzentrationsgradienten zu verhindern. Die Messangler Mannitol-Fluxe erfolgten
unidirektional von der mukosalen zur serosaleneSias Darmstiicks. Nach dem Einspannen der
Biopsie in die Ussing-Kammer und einer Einlaufzeih 10 Minuten wurde fir den Nullwert 1
ml Badlbésung aus dem serosalen Kompartiment in @las-Vial abgenommen und die
entsprechende Menge durch frische Badlosung ersBe&durch wurde der hydrostatische
Gradient ausgeschaltet. AnschlieRend erfolgte diggade von 200 pl [3H]-Mannitol
(Finalkonzentration: 41,7 kBg/ml) auf der mukosalSeite. Das Kompartiment mit [3H]-

Mannitol wird im Folgenden als ,heil3e Seite”, dasnkpartiment ohne die radioaktive Substanz
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als ,kalte Seite* bezeichnet. Zur Bestimmung detivikit der heiRen Seite der Ussing-Kammer
wurden zwei Mal je 100 pl vom mukosalen Kompartimentnommen und fur die Messung
1:10 mit der Badlbsung verdinnt. Der Mittelwertsgmach der heil3en Probe. Nach 15, 30, 45
und 60 Minuten erfolgte die Probenentnahme vonsageosalen Seite. Hierfir wurde je 1 ml
entnommen und nach jeder Abnahme durch das gla/dhemen ersetzt. Die entnommenen
Proben wurden mit 4 ml Szintillationslosung versetad die Radioaktivitat in einem Counter
fur B-Strahlen gemessen. Die Fluxrate von Mannitol wiiotigendermal3en berechnet:

1000000 ({V (fMan] 1 F,*) 10 ({3, - B, )) - (9 {8, - By.e,))

Tnen = 99 By ~Bow ) 100(B, -Bo) -0 L8, —Boe) O fem™
[Man] Konzentration von Mannitol in der Badldsung (16noi/l)

= Kammerflache in ch

JIMan unidirektionaler Flux fur Mannitol

t Zeitintervall zwischen zwei Probenabnahmen in Aetevon 1 Stunde
Vv Kammervolumen in Liter

Bieer Leerwert, d.h. Aktivitat von 1ml Losung im 3-Coent

Bheir 3-Aktivitat der Probe von der ,heil3en” Seite

B123,.. [3-Aktivitat der kalten Abnahmen
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2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Protein-Extraktion aus humanen Colon sigmoidem-Biopsien

Mit Hilfe der Western Blot-Technik wurde die Expsem von Occludin sowie von Claudin-1
bis Claudin-5 und Claudin-8 untersucht. Bei derFolgenden beschriebenen Methode handelt
es sich um die Gewinnung der membrangebundenenzutugolischen Proteinfraktion aus
endoskopisch entnommenen Biopsien.

Die Biopsien wurden nach der Entnahme in 1,5 mlkReasgefalen zunachst in flissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Ruoteingewinnung wurden die Biopsien auf
Eis gelagert. Je eine Biopsie wurde in ein Homaggor-Réhrchen tberfihrt und mit 300 pl
eines frisch hergestellten Gesamtlysepuffers versklit Hilfe des Homogenisators wurden die
Darmsttickchen so lange mechanisch zerkleinertkbis Gewebe mehr erkennbar war. Die
entstandene Zellsuspension wurde durch jeweilsmahges Pressen durch eine 20 G-Kantle
sowie eine 26 G-Insulinkanile weiter homogenisiere Zelltrimmer wurden anschlielRend bei
200 x g und 4°C fur funf Minuten zentrifugiert. Daach der Zentrifugation entstandene
Uberstand wurde abgenommen und in ein neues Raag8fiaR Uberfuhrt. Nach einer
Inkubation von 30 Minuten erfolgte eine weitere ##ngation fir 15 Minuten bei 15.000 x g
und 4°C. Der nach dieser Zentrifugation entstandeiberstand, das Gesamtlysat, wurde
abgenommen und der Proteingehalt der Proben best#mschlieRend wurden die Proben bei -

80°C asserviert.

2.6.2 Proteinquantifizierung

Die spektralphotometrische Bestimmung des Protaiaige mit Hilfe des BCA-Reagenz
(Bicinchoninsaure) beruht darauf, dass in Anwesgnbhen Proteinen in einer alkalischen
Losung Cu>lonen zu Cirlonen reduziert werden. Diese bilden mit der Bibioninsdure einen
stabilen Farbkomplex [Smith et al., 1987].

Die Proteinbestimmung erfolgte in Mikrotiterplattelnhand einer Eichgeraden von Proteinen
des Rinderserumalbumins der Konzentrationen 0 mg/m§ 0,2 mg/ml, 0,8 mg/ml und 1,2
mg/ml wurde photometrisch der Proteingehalt deb®&nobestimmt. Pro Vertiefung wurden 10
pl Probe bzw. der Standardreihe pipettiert und @B@er BCA-Gebrauchslésung hinzugefigt.
Als Kontrolle dienten 10 ul Lysepuffer ebenfallstrhBO ul Gebrauchslésung versetzt. Fur die
Standardreihe, die Kontrolle und die Proben wurdereils Doppelbestimmungen durchgefihrt
(siehe Tab. 1). Nach dem Pipettieren wurde die Mitarplatte fir 30 Minuten bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Anschliel3end erfolgte diessieng der Extinktion bei 562 nm im Tecan

- 40 -



Material und Methoden

Von den Mwerten der Proben wurde der

Extinktionswert des Lysepuffers abgezogen und nifeldler Eichgeraden der Proteingehalt der

Spectra Mikrotiterplatten-Photometer.

Proben quantifiziert.

1 2 3 4
A 10.0 mg/ml BSA| 0.0 mg/mI BSA| Probe 1 Probqg1
B 0.2 mg/mIBSA| 0.2 mg/ml BSA| Probe 2 Probq?2
C 0.8 mg/ml BSA| 0.8 mg/mI BSA| Probe3 Probg3
D 1.2 mg/mIBSA| 1.2 mg/ml BSA| Probe4 Probdg4
E |Lysepuffer Lysepuffer Probe 5| Probe|5
F Probe 6 | Probe €
G Probe 7 | Probe 7
H |Leer Leer Probe 8| Probe B

Tab. 1: Pipettierschema zur Bestimmung des Proteingehalts imdem Tecan Spectra

Mikrotiterplatten-Photometer

2.6.3 Proteinauftrennung durch SDS-PolyacrylamidgeElektrophorese

Die Trennung und Bestimmung von Proteingemischerolgte durch die SDS-
Polyacrylamidgel-Elektrophorese, kurz SDS-PAGE, eoBroteine aufgrund ihres Ladungs-
Masseverhaltnisses in einer definierten Gelmatnirs #&cryl- und Bisacrylamid in einem
elektrischen Feld wandern. Das Acrylamid bildeteiner Kettenreaktion lange Polymere, die
durch die Anwesenheit von freien Radikalen (Radbikdher: Ammoniumpersulfat, kurz APS)
und durch einen Katalysator (N,N,N’,N’-Tetramethigddendiamin, kurz TEMED) unterstitzt
wird. Das Natriumdodecylsulfat (SDS), das sich il Gefindet, lagert sich an die Proteine an,
denaturiert sie und ladt sie gleichmallig negatilv Bie Wanderung der Proteine im Gel ist
dadurch nicht mehr von der Gesamtladung oder Komdtion der Proteine abhéngig. Die
Proteine wandern durch die Gelmatrix umso schng#étdeiner die MolekllgréR3e, je grol3er die
angelegte Spannung und je niedrigprozentiger dagmé&glamidgel ist. Zur Auftrennung von
Occludin wird ein 8,5-prozentiges Gel bendétigt, die Claudine ein 12,5-prozentiges Gel, da die
Molekularmasse des Occludins mit rund 64 kDa eirenrfachen der Molekularmasse der

Claudine mit rund 22 kDa entspricht.
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Das GielRen des Gels erfolgte zwischen zwei Glagsamedie durch einen 1,5 mm dicken
Abstandshalter voneinander getrennt in einer eettgnden Halterung befestigt waren.
Zunachst wurde die erste Gelfraktion, das Trenrgghlasenfrei zwischen die Glasscheiben bis
etwa 1,5 cm unterhalb der oberen Kante der Gldspaipettiert und mit 1 ml absolutem
Alkohol Uberschichtet, damit eine glatte Oberflaemestehen konnte. Nach Polymerisation des
Gels fur 30 Minuten wurde der Alkohol abgegossed die Reste mit Filterpapier entfernt. Die
zweite Fraktion, das Sammelgel, wurde nun auf daarigel geschichtet und ein Kamm mit 10
Zacken eingesteckt. Dadurch erhélt man spater Y@e¥engen fur die Aufnahme der Proben.
Nach erneuter Polymerisation von 30 Minuten wurde idamm vorsichtig entfernt. Das Gel
wurde nun in einer Elektrodenhalterung befestigigine Elektrophoresekammer eingesetzt und
die Kammer mit Elektrophoresepuffer aufgefullt. Rietstandenen Vertiefungen im Sammelgel
wurden mit Elektrophoresepuffer gespult, um Gedreat entfernen. AnschlieRend wurden die
vorbereiteten Proben sowie 6 [l eines Protein WeNtirkers in die Vertiefungen pipettiert. Fur
jede Vertiefung wurde dabei ein Proteingemisch &6nul, bestehend aus 3 pl 5x Laemmli-
Puffer, einem Volumenanteil der Probe sowie Lystgufum Auffullen auf 15 pl, hergestelit.
Der Proteingehalt pro Vertiefung betrug 10 pg. imesn Heizblock wurden die Proteine bei
95°C etwa 5 Minuten denaturiert. Nach dem Befilldar Vertiefungen erfolgte die
Elektrophorese bei konstanter Spannung von 100 W efiiva 90 Minuten, bis die am
Bromphenolblau erkennbare Front bis zum untererdilen Gelkammer durchgelaufen war.

2.6.4 Protein-Elektrotransfer

Die durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine kanan auf dem Gel mit Hilfe
unspezifischer Proteinfarbung wie Comassie-Blau hwatsen. Um einzelne Proteine
nachzuweisen, benutzt man Antikérper, die spetifet diese Proteine binden. Hierflr werden
die Proteine in einem elektrischen Feld auf einéohtyjembran (Poly Screen PVDF-Membran)
tibertragen. Die Ubertragung der Proteine aus deha@ealie Nylonmembran wurde im Tank-
Blot-Verfahren durchgefuhrt.

Die auf die GelgroRe zugeschnittene PVDF-Membramde/wor dem Blotvorgang fir 5
Minuten in absolutem Alkohol angefeuchtet und ahsBlend zusammen mit zwei Schwammen
und zwei ebenfalls gelgrofRen Filterpapieren furaes Minuten in Transferpuffer equilibriert.
Zwischenzeitlich wurde das Polyacrylamidgel aus Algparatur ausgebaut und das Sammelgel
abgetrennt. Das Trenngel mit den aufgetrenntenelt wurde ebenfalls in Transferpuffer

inkubiert.
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Anschlie3end wurde eine Gelmembraneinheit luftbiisewie folgt zusammengebaut:

Anode (+)
Weil3e Platte
Schwamm
Filterpapier
Membran

Gel
Filterpapier
Schwamm
Schwarze Platte
Kathode (-)

Diese “Sandwich”-Konstruktion wurde zusammen mitneen Kuhlakku und einem
Magnetruhrstabchen in die Transfer-Apparatur eiagébDiese wurde mit Transferpuffer
geflllt. Der Magnetriihrer sorgte fur eine gleichmg@¥ihlung.

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten negativ geladd?reeine wurden elektrophoretisch aus
dem Gel auf die positiv geladene Nylonmembran iidgen. Der Blotvorgang erfolgte bei 100
V fur 60 Minuten.

2.6.5 Immunodetektion

Als Immunodetektion bezeichnet man den spezifisét@chweis der auf der Membran fixierten
Proteine mit Hilfe monoklonaler (Claudin-4) bzw.lygdonaler (Occludin, Claudin-1, -2, -3, -5,
-8) Antikorper. Das untersuchte Protein wird dalen primaren Occludin- oder Claudin-
spezifischen Antikérpern gebunden. Durch einen BEnkgnjugierten sekundaren Antikorper,
der gegen den Fc-Teil der primaren Antikdrper deet ist, kann das Protein schlief3lich
nachgewiesen werden.

Nach erfolgtem Elektrotransfer wurde die Membranrzkin PBS/Tween gespult und
anschlieend in 50 ml PBS/Tween/5% BSA/0,02% NaAzicei Stunden bei RT auf einer
Wippe schwenkend inkubiert. Durch diesen Blockigssthritt werden unspezifische Antigen-
Antikorperreaktionen durch freie Proteinbindungisie verhindert. AnschlieRend wurde die
Membran in mindestens 12,5 ml Losung mit dem prandAntikorper bei 4°C Uber Nacht
ebenfalls schwenkend inkubiert. Die primaren Amgdeay sind in PBS/Tween/5% BSA/0,02%
NaAzid verdinnt (Occludin 1:10.000, Claudin-1, -2, -5, -8 1:2.000, Claudin-4 1:5.000). Am
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nachsten Tag wurde die Membran zwei Mal in PBS/Tweasd ein Mal in TBS/Tween fir je 10
Minuten gewaschen, um ungebundene Antikorper ziemren. Danach erfolgte die Inkubation
der Membran fur 90 Minuten bei RT mit dem Peroxelgekoppelten sekundéaren Antikdrper
(anti-Maus-Antikorper bzw. anti-Kaninchen-Antikorpe Diese wurden 1:10.000 in 15 ml
TBS/Tween/1% Blockier-Reagenz verdiinnt. Nach wieokkem Waschen der Membran in
PBS/Tween und TBS/Tween wurde die Membran in e@glaskivette fir 5 Minuten in 10 ml
Lumi-Light-Reagenz abgedunkelt inkubiert und danasischen zwei Transparentfolien gelegt.
Die Detektion erfolgte im Luminiszenz-Detektor LA®O0 durch eine integrierte Kamera, die
die Chemoluminiszenz der durch die Peroxidase uetgien Substrate der Lumi-Light-Losung
registrierte. Die Darstellung und Auswertung dertddawurde mit der AIDA-Software
durchgefurt.

In dieser Arbeit wurde die Expression von Occlugim Claudin-1 bis Claudin-5 und Claudin-8
an einem Patientenkollektiv mit unbehandelter urehamdelter lymphozytarer Kolitis im
Vergleich zu Kontrollpatienten analysiert. Die Safgm fur Occludin und fur die jeweiligen
Claudine wurden zunachst mit den Signalen furfdastin auf dem gleichen Blot verrechn§t.
Actin diente der Normierung der interessierendestdfne bezogen auf den Gesamtproteingehalt
auf einem Blot. Die mip-Actin normierten Mittelwerte der auf einem Blotteletierten Signale
fur Occludin und fur die jeweiligen Claudine von i{mllpatienten wurden fir die Auswertung
als 100% gesetzt und mit den Signalen der erkranRKtatienten prozentual in Bezug zur

Kontrolle verrechnet.

2.6.6 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chairkfieg kurz PCR) wird unter anderem zur
Quantifizierung kleinster mMRNA-Mengen, zur AmpliBeung von DNA-Fragmenten sowie zum
Nachweis von Mutationen verwendet. Bei diesem \fega werden DNA-Molekile mittels
einer thermostabilen Polymerase (z.B. Taqg-Polyneg¢ragponentiell vervielfaltigt. Weiterhin
werden Oligonukleotide als Startermolekile, sogata®rimer, die sich an das 5’-Ende des zu
vervielfaltigten DNA-Fragments anlagern, benétigt.

Die PCR setzt sich aus mehreren Schritten zusamierrsten Schritt erfolgt bei 95°C die
Denaturierung der DNA-Doppelstrange. Diese werdapedgetrennt. Im nachsten Schritt, dem
sogenannten Annealing, kommt es zu einer Anlagedend’rimer. Hierflr wird die Temperatur
optimal gesenkt. Im dritten Schritt, der Extensierfplgt mittels der Polymerase am 3’-Ende die
Synthese der neuen DNA-Strange. Diese sind kompigmend antiparallel zum abgelesenen

DNA-Fragment. Im letzten Schritt wird zur Trennuthgr neu synthetisierten DNA-Strange von

-44 -



Material und Methoden

dem Matrizenstrang die Temperatur wieder auf 95flii. Damit endet ein Zyklus und es
folgen 25 bis 45 weitere, bei denen neben den inggichen auch die neu synthetisierten DNA-
Strange amplifiziert werden. Dadurch steigt die |Zédr DNA-Molekile exponentiell. In der
vorliegenden Arbeit erfolgte mittels der PCR einmtitative Analyse der mRNA der, - und

v-Untereinheiten des ENaC.

2.6.7 Extraktion der Gesamt-RNA aus Gewebe

Die am weitesten verbreitete Methode der Extraktiom Gesamt-RNA beruht hauptsachlich auf
der Wirkung von Guanidinthiocyanat, welches audirkste hydrophobe Wechselwirkungen
stort und dadurch die Denaturierung und somit daktivierung extrem stabiler Proteine, wie
z.B. RNasen, gewéhrleist@hirgwin et al., 1979; Chomczynski et al., 1987].

Fur die Extraktion der Gesamt-RNA wurde nach Begumly der Ussing-Versuche die in der
Kammer exponierte Flache der humanen Sigmabiogsisrder Scheibe herausgeschnittten und
bis zur weiteren Verarbeitung in ein Reaktionsgefalit RNAlater, einem
Gewebelagerungsreagenz, tberfihrt. SchlieBlich evudds Gewebestiickchen in PE8'
gewaschen, anschliel3end in ein Homogenisator-Réhrdherfihrt und mit 1 ml einer Phenol-
und Guanidinthiocyanat-Losung versetzt. Mit Hilfeesd Homogenisators wurden die
Darmstiickchen dann so lange mechanisch zerklebisrkein Gewebe mehr erkennbar war. Die
entstandene Suspension wurde in ein frisches Reskgefal? Uberfihrt und fir 5 Minuten bei
RT inkubiert, um eine bessere Dissoziation der edivten Bestandteile zu erzielen. Danach
wurden dem Homogenisat 0,2 ml Chloroform zugegelreh dieses nach kréaftigem Schutteln
fur weitere 10 Minuten bei 4°C inkubiert. Anschlegfgl folgte eine Zentrifugation mit 12.000 x
g fur 5 Minuten bei 4°C, um eine Phasenauftrennmagerreichen. Hierbei bilden sich drei
Phasen: eine untere gelbe Phenol-Chloroform-Please, obere farblose wassrige Phase und
eine dazwischenliegende Interphase. Die RNA ists@®filich in der wassrigen Phase
angereichert, wahrend sich die DNA und die Prota@inger Interphase und in der Phenolphase
befinden. Die wassrige Phase nimmt dabei ca. 5084debenvolumens ein. Diese wurde in ein
frisches Reaktionsgefald Uberfuhrt. Durch die Zugairel Vol (bezogen auf das Homogenisat)
Isopropanol erfolgte dann die Fallung der RNA. Daaude das Gemisch tber Nacht bei -20°C
gelagert. Am nachsten Tag erfolgte eine weiteretrfagation mit 12.000 x g fur 10 Minuten
bei 4°C. Hierbei entsteht am Grund des GefaRedieiRNA enthaltendes Pellet. Der Uberstand
wurde nun vorsichtig abgenommen und das Pellet Ininl 75% Ethanol zum Waschen
nochmals zentrifugiert (10 Minuten, 12.000 x g, %°@anach wurde der Uberstand
abgenommen und das RNA-Pellet kurz an der Luftogktret. Das Losen der RNA erfolgte
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durch mehrmaliges Auf- und Abziehen mit der Pipett20ul RNase-freiem Wasser. Durch das
Erhitzen der RNA-LGsung auf 60°C fur 5 Minuten weirdine bessere Losbarkeit erzielt. Die
Konzentration der Gesamt-RNA wurde anschliel3endgohetrisch mit Hilfe des Gene Quant Il
RNA/DNA Calculatorbestimmt. Dabei wurden die Proben 1:100 verdiiDrg. Lagerung der
RNA erfolgte bei -80°C.

2.6.8 Quantitative Bestimmung der mRNA

Zur Quantifizierung der mRNA muss diese mittels Bewversen Transkriptase zunachst in die
komplementare cDNA umgeschrieben werden. Die Revéranskriptase dient dem Retrovirus
der Replikation seines Genoms. In der Molekuladgm dient es der Synthese von DNA-
Kopien von RNA-Strdngen. Diese RNA-abhangige DNAyRwmrase benottigt
Desoxyribonukleosid-Triphosphate (ANTPs) als Salstund Energielieferanten und aul3erdem
Primer-Molekule, an denen die Synthese der kompiginen DNA beginnen kann.

In dieser Arbeit wurden @g cDNA mit Hilfe des High-Capacity cDNA Archive Isitaus der
isolierten Gesamt-RNA hergestellt. Die reverse $kaiption erfolgte schliel3lich mit dem
Thermal Cycler 2720 (Applied Biosystems) fur 10 Mien bei 25°C und weitere 120 Minuten
bei 37°C. AnschlieRend wurden die Proben bei -285€&rviert.

RT-Ansatz 1x
RT-buffer (10x) 2 ul
dNTPs (25x) 0,8 ul
Random Hexamer Primers (10x) 2 ul
RNase Out (Inhibitor) 0,5 ul
Reverse Transcriptase 1l
RNA X Ml Vol. entsprechend 2 ug
RNase free KD X pulauf 20 pl
Tab. 2: Protokoll der reversen Transkription

Mit Hilfe der real time PCR wurde schlieBlich deRMA-Gehalt der ENaC-Untereinheiten
bestimmt. Bei dieser Methode wird das gewiinschte @Garch spezifische, fluoreszierende
Sonden mittels PCR quantitativ bestimmt. Es werdahei spezielle Oligonukleotid-Sonden
verwendet, die sich spezifisch an das zu untersutth&en binden. Am 5-Ende tragen diese

Sonden einen fluoreszierenden Reporter-FarbstofiC (Wder FAM), am 3’-Ende einen

- 46 -



Material und Methoden

Quencher-Farbstoff (TAMRA). Bei Bestrahlung der &enmit Licht einer bestimmten
Wellenlange kommt es zu einer Fluoreszenz, diedem Quencher absorbiert wird. Durch die
raumliche N&he des Quenchers zu dem Reporter kaamati einem Fluorenszenz-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET). In der Extension der PGRI wlie Sonde schlie3lich durch die 3'-
Endonuklease hydrolysiert und damit der Quenchan Weporter raumlich getrennt. Bei
weiterer Bestrahlung der Sonde mit Licht einer in@sten Wellenlange emittiert der Reporter
ein Fluoreszenzlicht, was detektiert werden kanabd) steigt das Fluoreszenzsignal mit der
Zahl der DNA an. Das Fluoreszenzsignal wurde nmt dagman 7500 HT Fast Real-Time PCR
System registriert und mit der SDS 2.2.1 Softwarsgawertet.

Die verwendeten Sonden fir die B- undy-Untereinheiten des ENaC waren mit dem Reporter
FAM markiert. Als endogene Kontrolle wurde eine &erflir Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) eingesetzt. Diese Sonde warVil€ markiert. Die endogene
Kontrolle wurde zur Normierung der gemessenen Wairtesinen Schwellenzyklus verwendet.
Die real time PCR erfolgte in speziellen 96-LocltfIn. Fir einen Ansatz von g0wurden 2

ul cDNA und 18yl eines Master Mixes in die Vertiefungen der 96-hdtlatte pipettiert. Der
Master Mix setzte sich aus einem Teil Sonde, 1theiagman Universal PCR Master Mix und
sieben Teilen Wasser (RNase-frei) zusammen. Die RGORle folgendermalen durchgefihrt:
1) 10 Minuten bei 95°C, 2) 15 Sekunden bei 95°C, B)inute bei 60°C. Schritt 2 und 3 wurden
je 45 Mal wiederholt.

2.7 Farbeverfahren

2.7.1 Fixierung, Einbettung und Schnittverfahren

Nach Transport der Biopsien in physiologischer Na&@ung wurden diese nach spatestens 20
Minuten in Formalin fixiert. Die Einbettung wurdach 24-stindiger Fixierung in laboriblicher
Paraffintechnik durchgefiihrt. Die Biopsien wurdererbei mit Paraffin durchtrankt und
anschlieBend eben in einem Paraffinblock eingetbhdttech Aushérten der Blocke wurde aus
diesen mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms 3u#® diinne Schnitte angefertigt. Fir die folgenden
Farbeverfahren wurden nur Praparate verwendet, nd&ehnittfihrung parallel zu den
Dickdarmkrypten verlief. Dazu wurde jeder Schnitit aler Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung
auf die Schnittfhrung Uberprtift.
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2.7.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung
Bei der Hamatoxylin-Eosin-Farbung handelt es sicim weine Routinefarbung der
konventionellen Histologie. In dieser Farbung werdé&ewebestrukturen durch den

Kernfarbstoff Hamatoxylin (blau) und durch den Riagarbstoff Eosin (rot) dargestellt.

Substanz Wirkdauer
Xylol und absteigende Alkoholreihe 40 min
PBS 5 min
Methanol 10 min
PBS 5 min
Hamatoxylin 8 sec
Leitungswasser 25°C 30 sec
Aqua bidest 30 sec
Aufsteigende Alkoholreihe (30%, 70%, 96%0) 30 sexlpisung
Eosin 1% 3 sec
Ethanol 96% 10 sec
Ethanol 100% 30 sec

Tab. 3: Protokoll der Hamatoxylin-Eosin-Farbung anParaffinschnitten

2.7.3 TUNEL-Farbung

TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase [Tdhpdiated deoxyuridinetriphosphat [dUTP]
nick end-labeling) ist eine Farbemethode zum Nadchwen Apoptosen in Gewebeschnitten.

Der programmierte Zelltod, die Apoptose, wird durehhlreiche Noxen Uber mehrere
Signalkaskaden induziert. Mit der Kondensation drdgmentation des Zellkerns bzw. der
Spaltung von Chromatin auf biochemischer Ebenemgdiese Induktionswege eine gemeinsame
Endstrecke ein. Bei der Chromatinspaltung entsteli@dchst grél3ere (50-300 Kilobasenpaare)
und schlie3lich kleinere (180-200 Basenpaare) Femgen Dabei entstehen sowonhl
doppelstrangige niedermolekulare DNA-Fragmente, aalsh Einzelstrangbriche (“nicks”) in
hochmolekularer DNA.

Mit Hilfe Fluorescein-markierter dUTP-Molekule kdéem freie DNA-Strangbriche durch die
terminale Deoxynukelotidyltransferase markiert vegrd In einem Fluoreszenzmikroskop
konnen diese schlielich sichtbar gemacht werdee DUNEL-Farbung wurde an
Paraffinschnitten durchgefiihrt. Diese wurden zusBdiurch Xylol und eine absteigende
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Alkoholreihe entparaffiniert. Nach zweimaligem Sgiilin PBS-Lésung fir je 5 Minuten
erfolgte die Permeabilisierung der Schnitte mit det%-igen Triton-Losung (20 pg/ml
Proteinase K in Tris-HCI) ftr 20 Minuten bei 37%Cainer Feuchtkammer. Die Schnitte wurden
dann wieder zwei Mal mit PBS-Lésung gespult. Ansfdénd wurden unspezifische
Bindungsstellen mit einer Losung aus 5% BSA und ZK& in PBS fir 30 Minuten bei RT
blockiert. Nach zwei weiteren Spulvorgangen in RBSung wurden die Schnitte mit etwa 50
pml TUNEL-Reagenz (Roche®) (Puffer/TUNEL-Reagenz 0):1lbedeckt und in einer
abgedunkelten Feuchtkammer fir 60 Minuten bei 37AKubiert. Nach drei weiteren
Waschschritten wurden die Objekttrager kurz in Adidest. und dann in absolutem Alkohol
geschwenkt und anschlie3end mit Pro Tags Mountrfeiungedeckt.

Die Analyse der apoptotischen Epithelzellen wurd20.000-facher VergrofRerung durchgefihrt.
Als Apoptosen galten hochkondensierte, stark flsme¥ende und mehrfach segmentierte Kerne.
Die Apoptoserate entspricht dem prozentualen Argpdptotischer Epithelzellen an allen im
Gesichtsfeld (~150 Epithelzellen/Gesichtsfeld) arkearen Epithelzellen. Fur jeden Patienten
wurde die Apoptoserate als Mittelwert aus mindestsachs verschiedenen Gesichtsfeldern

bestimmt.

2.7.4 Caspase-3-Farbung

Caspasen sind eine Gruppe von Proteasen mit eingstei@ im aktiven Zentrum, die
Peptidbindungen C-Teminal von Aspartat spalten kénpysteinyl-aspartatespecific protease
und damit eine wichtige Rolle bei der Apoptose lgmie Zum Auslosen des programmierten
Zelltods werden Initiator-Caspasen, z. B. Caspased -9, aktiviert. Diese wiederum spalten
die Vorlaufer-Form nachgeschalteter Effektor-Caspasanter anderem Caspase-3, -7 und -6, die
zelleigene Proteine spalten kdnnen. Effektor-Campasktivieren zusatzlich Nukleasen, die im
Rahmen der Apoptose die nukledre DNA spalten.

Die Caspase-3-Farbung ist eine weitere Farbemetlzotie Nachweis von Apoptosen in
Gewebeschnitten. Sie wurde in der vorliegenden iArdarch die hausinterne Pathologie
durchgefuhrt. Die Untersuchung der Apoptoseratelgé in 20.000-facher Vergro3erung. Als
Apoptosen galten rot gefarbte fragmentierte ZelilkeDie Apoptoserate wurde durch Zahlung
der Caspase-3-positiven Zellen von 1000 Enterozywed durch Verrechnung auf 100
Enterozyten bestimmt. Fir jeden Patienten wurde Apoptoserate als Mittelwert aus
mindestens sechs verschiedenen Gesichtsfeldeimbast
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2.7.5 DAPI-Kernfarbung

Die DAPI-Kernfarbung (DAPI: 4’,6-Diamidin-2’-phenyldol-dihydrochlorid) dient wie die
TUNEL-Farbung zur Bestimmung der Apoptose. Dabededt es sich um einen an die zellulare
DNA bindenden Fluoreszenzfarbstoff mit einem Absonmsmaximum vonA=340 nm und
einem Emissionsmaximum vowr405 nm. Im Fluoreszenzmikroskop lassen sich miPDdie
Zellkerne sehr gut darstellen. Die Kerne fluoresmiedabei umso starker, je kondensierter der
Zustand des Kernchromatins ist. Daher werden sowpbptosen, als auch Mitosen mit dieser
Methode dargestellt. In der vorliegenden Arbeit @eurdie DAPI-Kernfarbung nicht zur
Bestimmung der Apoptoserate, sondern lediglichEzrliennung der Epithelzellen im konfokalen

Mikroskop verwendet.

2.8 Immunfluoreszenz und konfokale Mikroskopie

2.8.1 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz dient der genauen DarstelitorgStrukturen in Geweben und Zellen mit
Hilfe von Antikorpern. Durch spezifisch bindendenpéire AntikOrper werden dabei Proteine
erkannt. Um die Bindung schlie3lich sichtbar zu hea; werden fluoreszenzmarkierte
sekundare Antikérper verwendet, die spezifisch enFt-Teile der Primérantikorper binden
(indirekte Immunfluoreszenz). Die strukturspezifisn Antikérper kdnnen auch selbst mit
einem Fluophor markiert sein (direkte Immunfluoessz). Durch die Anwendung von in
verschiedenen Tierarten produzierten Primarantiédrp und Bindung durch farblich
unterschiedlich markierte Sekundarantikorper bzwomKination mit direkt fluoreszenz-
markierten Stoffen kénnen 2-3 Proteine gleichzeitigefarbt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe der Imnfluoreszenz die Lokalisation der Tight
Junction-Proteine im Colon sigmoideum dargestBlik. Sigmabiopsien wurden zunachst fur 60
Minuten bei RT in 1%-igem Paraformaldehyd fixiemschlieRend in PB&'M? gewaschen und
fir 5 Minuten in 25 mM Glycin inkubiert. Nach eineweiteren Waschschritt in PBSM9
erfolgte eine stufenweise Entwésserung der Biopdigith eine ansteigende Sucrose-Reihe.
Hierzu wurde das Gewebe fiir jeweils 60 Minuten zhséin 10%-iger und dann in 20%-iger
Sucroselésung bei RT inkubiert. Es folgte eine eveitinkubation in 30%-iger Losung Uber
Nacht bei 4°C. Um die Kryoblocke herzustellen, vairddie so vorbereiteten Biopsien in mit

fliussigem Stickstoff gekihltem Methylbutan gefrgram TissueTek eingebettet und bei -80°C
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gelagertMit Hilfe eines Kryostaten wurdenim dicke Gewebeschnitte angefertigt, die vor dem
Farben auf beschichteten Objekttragern bei -20fQ2&24 Stunden gefroren wurden.

Die aufgetauten Schnitte wurden mit dem DAKO-Fittstmrandet und mit PBE¥MI
gewaschen. AnschlieBend wurde das Gewebe mit deanTX-Loésung 5 Minuten lang bei
Raumtemperatur (RT) permeabilisiert. Danach folgtee Blockierung unspezifischer
Bindungen mit Blockierungslosung fur 60 Minuten B&T. Das Gewebe wurde schlief3lich
zundchst mit dem primaren Antikorper und dann maémdsekundaren fluoreszierenden
Antikorper fur jeweils 60 Minuten bei 37°C inkubieNach jeder Inkubation erfolgte dabei ein
Waschschritt mit Blockierungslésung. Fur jeden Rimper wurde eine spezielle Verdinnung
mit Blockierungslosung hergeste{firimare Antikorper 1:50, sekundéare Antikbrper DpQZur
Darstellung der Zellkerne wurden alle GewebesohrattschlieRend an die oben genannten
Farbeschritte mit DAPI fiir 10 Minuten bei RT geféitmd danach in PB&*™¢ gewaschen.
DAPI ist ein direkt fluoreszierender Marker, so sl&®in zusatzlicher sekundéarer Antikorper
notwendig war. Die im Fluoreszenzmikroskop erkemalidaue Farbe der Nuklei entsteht direkt,
ohne zusatzliche Kopplung an ein Fluophor (siehe PDWRernfarbung). Nach der
Zellkernfarbung wurden die Gewebeschnitte mit Adpidest. und Ethanol gespilt und

schlie3lich mit Pro Tags Mount Fluor eingedeckt.

2.8.2 Konfokale Mikroskopie

Die Lokalisation der Tight Junction-Proteine wunaé Hilfe der konfokalen Laser Scanning
Mikroskopie an fluoreszenzgefarbten Gewebeschniitgarsucht. Hierzu wurde das Zeiss LSM
510 META Mikroskop verwendet. Die konfokale Mikragke erlaubt eine tomographische
Darstellung der dreidimensionalen Praparate, ddmni@®bilder jeder fokussierten Ebene des
Objektes. Mithilfe der konventionellen Lichtmikragkie konnen durch Variieren des Fokus
verschiedene Ebenen innerhalb des aufgelegten ratépanicht scharf abgebildet werden, da
sich die Lichtstrahlen mehrerer Ebenen tUberladexdiglich der Blick durch die gesamte Dicke
der Probe wird dabei ermdglicht. In einem konfokalasermikroskop kann durch Verwendung
einer punktférmigen Lichtquelle, dem Laser, undctiuden Einsatz von Lochblenden das
Streulicht so weit unterdriickt werden, dass eifede Abbildung einzelner Punkte in einer
Objektebene ermdoglicht wird. Um mit diesem Pringipen gréf3eren Ausschnitt einer Ebene
darstellen zu konnen, muss der Laser diese PunkPtinkt entlang der XY-Koordinaten
abtasten. Die Photomultiplier-Detektoren wandela aiptischen in elektrische Signale um, die
an einen Computer weitergegeben werden. Durch &gt Scannen jedes Punktes und

Mitteln der gewonnenen Information kann eine noebsere Bildqualitat erreicht werden.
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Der Laser sendet Licht einer bestimmten Wellenldaugfedas fluoreszenzgefarbte Praparat aus,
wodurch die Fluoreszenzfarbstoffe angeregt werded ihrerseits Licht eines bestimmten
Spektrums abgeben. Dies wird von den Photodetak®weerfasst, dass lediglich die maximale
Emission durch geeignet gewahlte Farbteiler zugelaswird. Auf diese Weise konnen
Uberlagerungen zwischen den einzelnen Laser-Kanvidgtestgehend verhindert werden. Auch
bei der Farbung muss daher darauf geachtet wed#ess, die Fluophore sich hinsichtlich des
abgestrahlten Spektrums moglichst stark unterseheidclr die Untersuchung der Tight-
junction-Proteine dienten drei Laser der WellenEmgl05 nm, 488 nm und 543 nm der
Fluorenszenzanregung. Die Emission wurde mit eiBamdpassfilter der Wellenlangenbereiche
420-480 nm fur DAPI, 505-550 nm fur den Alexa FI4&8 Goat-Anti-Mouse-Antikorper sowie
mit einem Nebenfarbteiler zur Erfassung der Wedlagen tber 545 nm fur den Alexa Fluor 594
Goat-Anti-Rabbit-Antikdrper detektiert. Die Aufnalem wurden mit planaren XY-Scans mit

einem 40x-Olimmersionsobjektiv durchgefiihrt.

2.9 Morphologische Veranderungen

Bei entzindlichen Erkrankungen des Darmes ist padie Architektur der Schleimhaut
verandert. So kdonnen die Krypten der Dickdarmsatih@ut wie z.B. bei der Colitis ulcerosa
rarefiziert sein. Eine veranderte mukosale Obdmakann damit Auswirkungen auf die
resorptiven und sekretorischen Eigenschaften sdeneWiderstand des Darmes haben. In dieser
Arbeit wurde die mukosale Oberflache der Kryptends lymphozytaren Kolitis bestimmt. Zu
diesem Zweck wurden Biopsien direkt nach der Entralin 10 ml Clark’scher Lésung uber
Nacht fixiert und anschlieend in 70%-igem Ethagelagert. Die Biopsien wurden dann mit
Schiffschem Reagenz angefarbt und unter einemtinidioskop die Krypten pro serosale
Flache ausgezahlt. Danach erfolgte eine Mikrodisselder Schleimhaut, wobei die einzelnen
Krypten aus dem Verband gelost wurden. Pro Patvende schliel3lich die innere Lange von 20
Krypten vermessen. An Formalin-fixierten und HE&bten Schnitten wurde dann der innere
Kryptendurchmesser bestimmt. Hierzu wurden ebenf@lD Krypten ausgemessen. Zur
Berechnung der mukosalen Oberflachgewurde folgende Formel verwendet:

Amn=n-d - k- n+A;
wobei d den inneren Kryptendurchmesserdie Kryptenlange, ndie Anzahl der Krypten pro

mm?2 serosale Flache und édie mukosale Flache ohne Krypten angibt.

-52 -



Material und Methoden

Neben der mukosalen Oberflache wurde auch die Andah flr die lymphozytare Kolitis
typischen intraepithelialen Lymphozyten (IEL) flie dintersuchten Kollektive durch das Institut
fur Pathologie, Charité — Campus Benjamin Franiestimmt. Dazu wurden die IEL auf eine
Gesamtzellzahl von 100 Epithelzellen ausgezahlt.

Eine Ki-67-Farbung zur Bestimmung der Proliferataie der Krypten bei der lymphozytaren
Kolitis erfolgte ebenfalls durch die hausinterngh®gie. Die Proliferationsrate wurde durch
Zahlung der Ki-67-positiven, stark braun-rot getarbZellkernen von drei Krypten und durch

Verrechnung auf 100 Enterozyten bestimmt.

2.10 Statistik

Alle Ergebnisse wurden als arithmetische Mittelwegemeinsam mit dem standard error of
mean (SEM) angegeben. Die Anzahl der Versuchegftati bzw. Versuchstiere) wurde mit n
angegeben. Die statistische Analyse wurde mit Hife ungepaarten zweiseitigen t-Tests nach

Student durchgefuhrEin Wert P<0,05 galt als signifikant.
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3 Ergebnisse

3.1 Versuche an menschlichen Epithelien

3.1.1 Wirkung von Aldosteron und Amilorid auf den elektrogenen Natrium-Transport

In Ussing-Experimenten wurde die Aldosteron-stimmé Resorption von Naan Biopsien aus
dem Sigma von Patienten mit lymphozytérer Kolitig omd ohne Therapie im Vergleich zu
Kontrollpatienten untersucht. Hierbei konnte einaldbsorption von Nadurch den Amilorid-
sensitiven epithelialen Natrium-Kanal als einer Batstehungsmechanismen fur die Diarrhoe
bei lymphozytéarer Kolitis belegt werden.

In der Abbildung 6 sind die Kurzschlussstromwelitg) (/on exemplarischen Einzelversuchen
von einer Kontrolle und einer Kolitis und in Abhildg 7 von einer Kolitis und einer therapierten
Kolitis gegen die Zeit aufgetragen. In Abbildung i€ die statistische Auswertung des
elektrogenen Natrium-Transports dargestellt.

Zum Zeitpunkt der Aldosteron-Gabe betrug dgrbki der lymphozytaren Kolitis (n=7) 4,70 £
0,84pmolsh=cm? gegenuber 3,48 + 0,88nol=h™=cm? bei Kontrollen (n=7) und 3,37 + 1,32
umolzh?=cm? in der Gruppe der therapierten lymphozytaren kolign=3). Nach einer
Latenzzeit von ca. einer Stunde kam es bei den rEldpdtienten ausgehend von den
Basalwerten zu einem Anstieg des Kurzschlussstraumd6,25 + 3,34mol=h*=cm?. In der
Kolitisgruppe kam es lediglich zu einem etwa haillgso3en Anstieg des Kurzschlussstroms auf
Werte von 8,53  2,34mol=h"=cm?® Bei der therapierten Kolitis war kein Unterschiges
Kurzschlussstroms im Vergleich zur Kolitis zu vechmen (8,26 + 6,58mol::h™:cm?). Nach 8
Stunden wurde der Kurzschlussstrom durch Gabe Whniol/l Amilorid gehemmt und der
elektrogene Natrium-Transport bestimmt. Dieser #rgsich aus der DifferenzAls. der
Kurzschlussstromwerte unmittelbar vor und 20 miacmder Amilorid-Gabe. Hier wurde bei
dem Kontrollkollektiv mit 16,40 + 2,44molzh*=cm? ein deutlicher Effekt beobachtet,
wahrend bei der lymphozytaren Kolitis lediglich egeringer Effekt erzielt wurde. DexXls.
betrug hier nur 5,33 + 2,29 pmol=h*=cm?. Hierbei handelt es sich um eine Reduktion des
Kurzschlussstroms um rund 68% bei lymphozytareritksol(P<0,01). In der Gruppe der
therapierten Kolitiden betrug dexls. 8,23 + 5,48umolzh*=cm® Nach der Therapie mit
Budesonid lag der Kurzschlussstrom somit tendenhi@her als in der Kolitisgruppe. Eine
statistische Signifikanz lasst sich aber nichtedezi, da die n-Zahl in der Gruppe der therapierten
Kolitiden zu niedrig ist (n=3; P=0,66).
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Nach Amilorid-Gabe wurde bei der lymphozytaren Ksliein Rest-Kurzschlussstrom
(Kontrollen: -0,14 + 1,83umolzh™=cm? Kolitis: 3,19 + 1,46umol=h*=cm®; therapierte
Kolitis: 0,03 + 1,41pmol=h*=cm? gemessen, der im Rahmen dieser Arbeit nicht weite
untersucht wurde. Da die elektrogene Chlorid-Sekmetu Beginn durch Bumetanid gehemmt
wurde, muss es sich bei diesem — auch durch Adildght hemmbaren — Kurzschlussstrom um
die Resorption eines Kations oder die Sekretionesinveiteren Anions handeln. Bei
Berucksichtigung der Kenntnisse der Transporteigesfsen des Kolons erscheint hier die
Bikarbonat-Sekretion am wahrscheinlichsten zu sein.

—a— Kontrolle
25 —e— Lymphozytére Kolitis

Amilorid

204 /.—_._-_./I —_

154

Aldosteron

JNaKontroIIe

10+

_:Lk -2
Kurzschlussstrom | (umol*h *cm™)

54 ® e —%—o—0—0 -
7'<::./0—0/ ~e—0——° L :IJNaKolltIS
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Abb. 6: Zeitverlauf des Kurzschlussstroms (o im Sigma bei Kontrollen und

bei lymphozytarer Kolitis nach Stimulation mit 3-10° mol/l

Aldosteron

Der aktive elektrogene Natrium-Transport wurde 8nien nach Stimulation mit-10°
mol/l Aldosteron durch Hemmung des Kurzschlussssromit 10* mol/l Amilorid
gemessen. Dieser entspricht der Differenz der Kimtassstromwerte kurz vor und 20
min. nach Amilorid-Gabe. Dargestellt sind exemplene Einzelversuche von je einer

Kontrolle und einer Kolitis.
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Zeitverlauf des Kurzschlussstroms () im Sigma bei lymphozytéarer
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Dargestellt sind exemplarische Einzelversuche wegifem Patienten mit unbehandelter
und einem Patienten mit therapierter lymphozyt&iitis.
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Abb. 8:

@ Kontrolle (n=7)
O Lymphozytare Kolitis (n=7)
O Therapie (n=3)

*I:I.*
|

Aktiver elektrogener Natrium-Transport (Als) im Sigma bei
Kontrollen und bei lymphozytéarer Kolitis

Der aktive elektrogene Natrium-Transport entsprider Differenz der Kurzschluss-

stromwerte kurz vor und 20 min. nach Amilorid-Gabargestellt sind Mittelwerte + SEM

korrigiert mit dem jeweiligen Quotienten au$RR. **P<0,01 gegeniiber Kontrollen.
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In weiteren Versuchen wurde die Aldosteron-stimtgieResorption von Naauch an Biopsien
von Patienten mit kollagener Kolitis untersucht wlel Ergebnisse mit denen der lymphozytaren
Kolitis verglichen.

Die Abbildung 9 zeigt die Kurzschlussstromwertg) flon exemplarischen Einzelversuchen von

je einer lymphozytaren und einer kollagenen Koljiegien die Zeit aufgetragen.
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Abb. 9: Zeitverlauf des Kurzschlussstroms () im Sigma bei lymphozytérer

und kollagener Kolitis nach Stimulation mit 3-10° mol/l Aldosteron

Dargestellt sind exemplarische Einzelversuche mriner lymphozytaren Kolitis (LK)
und einer kollagenen Kolitis (KK).

Ausgehend von den Basalwerten von 1,41 + J®l=h*=cm? kam es bei der kollagenen
Kolitis (n=4) nach 8 Stunden zu einem Anstieg desrzKchlussstroms auf 5,55 + 1,96
umolzh*=cm? Nach erfolgter Hemmung des Kurzschlussstroms @it mol/l Amilorid
betrug der Strom 1,11 + 0,44nol=h™=cm?. Aus der Differenz\ls.der Kurzschlussstromwerte
vor Amilorid-Gabe und 20 min. spater wurde dannealektrogene Natrium-Transport bestimmt.
Dieser war mit 4,44 + 2, 1amol=h*=cm? (P<0,01) geringer als der bei der lymphozytéren
Kolitis (5,33 # 2,29 umol=h™=cm?®). Die von Biirgel et al. 2002 beschriebene NaCl-
Resorptionsstérung bei der kollagenen Kolitis kénsbmit auch eine Stérung des epithelialen

Natrium-Kanals ENaC umfassen.
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3.1.2 Wirkung von Aldosteron auf die mRNA-Expression dera-, - und y-Untereinheit
des ENaC
In den elektrophysiologischen Versuchen wurde séwohder Gruppe der lymphozytéaren
Kolitis, als auch in der Gruppe der therapiertemphozytaren Kolitis im Vergleich zu
Kontrollen ein erniedrigter elektrogener WEransport beobachtet. Um die zugrundeliegenden
Mechanismen dieses erniedrigten elektrogenen Natficansports zu untersuchen, wurde eine
guantitative Untersuchung der mRNA der - undy-Untereinheit des ENaC durchgefihrt. Es
ist bekannt, dass Aldosteron die Induktion der EM@8angigen Natrium-Resorption durch eine
vermehrte Expression d¢¥ und y-ENaC-Untereinheit bewirkt, wahrend dieUntereinheit
konstitutionell exprimiert wird [Amasheh et al. 2D &pple et al. 2000].
Ziel war es, zu Uberprifen, ob der verminderte iNat¥Transport bei der lymphozytaren Kolitis
mit einer verminderten Expression der ENaC-Untéreiten einhergeht. Dazu wurde nach
Beendigung der elektrophysiologischen Versuche @eésamt-RNA aus den Gewebsproben
isoliert und die mRNA-Expression de¥, f- undy-Untereinheit des ENaC unter dem Einfluss
von Aldosteron untersucht.
Abbildung 10 entspricht einer reprasentativen [Rdltstg der Expression der drei
Untereinheiten des ENaC. Es konnte gezeigt werdass die Inkubation des Epithels mit
Aldosteron Uber 8 Stunden in der Kontrollgruppe aner deutlich gesteigerten mRNA-
Expression dery-Untereinheit fiuhrte ¢ 341 + 82-fache der unstimulierten Kontrollprobe;
P<0,01). Eine Steigerung der mRNA-Expression wwetenfalls bei deB-Untereinheit des
ENaC beobachtetp( 6,1 + 1,9-fache der unstimulierten Kontrollprob<0,05). Ein
entsprechender Aldosteron-Effekt auf diéJntereinheit wurde nicht beobachtet (,6 + 0,5-
fache der unstimulierten Kontrollprobe; P=n.s.).
Bei der lymphozytaren Kolitis war die Induktion derENaC-mRNA-Expression durch
Aldosteron im Vergleich zur Kontrollgruppe starklveiert §: 47 + 23-fache der unstimulierten
Kolitisprobe; P<0,01 vs. Kontrolle). Dies macht eeiReduktion um 86% im Vergleich zum
Kontrollkollektiv aus. Die Expression d@rUntereinheit des ENaC war bei der lymphozytéaren
Kolitis ebenfalls gering vermindert, jedoch erré&kie Verminderung keine Signifikang: 3,4
+ 2,0-fache der unstimulierten Kolitisprobe; P=n.Bie mRNA-Expression dat-Untereinheit
war bei der Kolitis verglichen mit der Kontrollgno@ nicht verandertof 0,8 = 0,4-fache der
unstimulierten Kolitisprobe; P=n.s.).
Ahnliche Ergebnisse wurden in der Gruppe der thiertam lymphozytaren Kolitis beobachtet
(Abb. 10). Eine vierwotchige Therapie mit Budesokahnte keine Veranderungen der mRNA-
Expression der drei ENaC-Untereinheiten bewirkernl(2 + 0,5-fache: 3,5 + 1,5-fachey: 51
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+ 31-fache der unstimulierten Therapieprobe). Adinlivie beim elektrogenen Na-Transport
zeigt sich auch hier eine Tendenz zu einer dewatticiReduktion der Expression der
Untereinheit im Vergleich zu Kontrollen. Aber audher gilt, dass fur eine statistische
Signifikanz die Endzahl in der Gruppe der Therapirezu niedrig fur eine valide Aussage ist.
Die Ergebnisse der mRNA-Expressionsanalyse koregliefir die Kontrolle und die
lymphozytare Kolitis eng mit demls. fur Natrium. Es konnte gezeigt werden, dass der
geminderte elektrogene Natrium-Transport bei demplyozytaren Kolitis mit einer
Herunterregulation vor allem derUntereinheit des ENaC einhergeht, wahrendodieind -
Untereinheit unveréndert bleiben. Eine ReduktionrdBNA-Expression dey-Untereinheit des
ENaC um 86% im Vergleich zu den Kontrollen spiegsglth in einer Verminderung der
Natrium-Resorptionsrate um 68% wider.

In der Gruppe der behandelten lymphozytaren Kabtis trotz Therapie- sowohl der Natrium-
Transport, als auch die mRNA-Expression der ENa@témheiten im Vergleich zu der
unbehandelten Kolitis nicht signifikant verandemie mMRNA-Expression der ENaC-
Untereinheiten der therapierten lymphozytaren k®n ist sogar geringer als die der
unbehandelten Kolitis. Die Anzahl der Patientendiaser Gruppe ist, wie bereits erwahnt,

jedoch so klein, dass eine statistisch vertretbaesage nicht moglich ist.
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Abb. 10: MRNA-Expression der ENaC-Untereinheiteru,  und y

Dargestellt ist die Expression der mRNA der ENaGeddginheiten nach Stimulation mit
3-10° mol/l Aldosteron als ein Vielfaches der unstimttbe Proben. Es sind die
Mittelwerte £ SEM dargestellt. **P<0,01 im Vergbhi zu der Kontrolle.
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Auch fur die kollagene Kolitis wurde die mRNA-Expston dero-, B- undy-Untereinheit des
ENaC unter dem Einfluss von Aldosteron untersuklrbei konnte gezeigt werden, dass die
Expression den- und B-Untereinheit sogar starker als bei der lympho=zytdkolitis herunter
reguliert war, ohne jedoch eine statistische Sikgmiiz zu erreichenaf 0,49 + 0,18-fachep:
2,95 = 1,33-fache der unstimulierten Probe). D#Jntereinheit des ENaC war bei der
kollagenen Kolitis um rund 71% im Vergleich zu dé€ontrollen reduziert. Durch die geringe
Patientenzahl (n=4) wurde hier die statistischen8lgnz knapp verpasst (P=0,0570). Fur die
kollagene Kolitis konnte wie fir die lymphozytarelKis gezeigt werden, dass der geminderte
elektrogene Natrium-Transport mit einer Herunteutation vor allem der-Untereinheit des

ENaC einhergeht. Die- undp-Untereinheit bleiben weitgehend unveréndert.

3.1.3 Wechselstrom-Impedanz-Analyse der epithelialen Barerefunktion

Zur Beurteilung der epithelialen Barrierestérung Hber lymphozytaren Kolitis wurden an
humanen Sigmabiopsien mit Hilfe der Wechselstrompddanz-Analyse der epitheliale und der
subepitheliale Widerstand ermittelt.

Mittels dieser Methode konnte fur die lymphozyt&@itis eine Abnahme des epithelialen und
eine Zunahme des subepithelialen Widerstandes ingl&eh zu Kontrollen gezeigt werden.
Die Abbildung 11 zeigt drei originale Impedanz-@tis/en (Nyquist-Diagramme) jeweils eines
Praparates einer Kontrolle, einer lymphozytarenitisound einer lymphozytéaren Kolitis unter
Therapie mit Budesonid.

In Tabelle 4 sind die Ergebnisse und die statisésBuswertung der Wechselstrom-Impedanz-

Analyse dargestellt.
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Rt Re Rsub Rt/Re
(Q-cnf) (Q-cnf) (Q-cnf) (Q-cnf) n

Kontrolle 56 +6 394 17+3 14+0.1 7
Lymphozytéare

Kolitis 47 +7 23 £ 4* 25+4 2.3+0.2** 7
Therapie 58+8 26+4 32+5 23+0.2 3
Tab. 4: Elektrische Widerstande im menschlichen §ma

Gesamtwiderstand ‘Repithelialer Widerstand Rund subepithelialer Widerstand“Rbei
Kontrollen, bei der unbehandelten und bei der thierten lymphozytaren Kolitis. *P<0,05
beim Vergleich Kontrolle vs. lymphozytare Kolitis'P<0,01 beim Vergleich Kontrolle
vs. lymphozytére Kolitis. Dargestellt sind die Mitverte + SEM.

Bei den Kontrollen betrug der epitheliale Widerstd®f 39 + 4Q-cnf und der subepitheliale
Widerstand B® 17 + 3Q.-cnf. Der epitheliale Widerstand entspricht dabei rait% des
Gesamtwiderstandes. Bei der untherapierten lympghBoay Kolitis konnte eine deutliche
Abnahme des epithelialen Widerstandes auf 23 eht beobachtet werden. Im Vergleich zu
den Kontrollen entspricht dies einer Reduktion ej@ghelialen Widerstandes um 41%.

Ahnliche Ergebnisse wurden in der Gruppe der thermm lymphozytaren Kolitis registriert.
Trotz einer vierwochigen Therapie mit Budesonidrdigider epitheliale Widerstand bei diesem
Kollektiv nur 26 + 4Q.cnr.

Begleitend zu der deutlichen Abnahme voh i der untherapierten lymphozytaren Kolitis
wurde ein Anstieg von ¥ von 17 + 3Q-cnf bei dem Kontrollkollektiv auf 25 + ®-cnf bei
der Kolitis beobachtet. Der erhdhte subepithelllaerstand kann in diesem Fall als das
elektrophysiologische Korrelat der entzindlichenra¥elerungen in der Lamina propria
angesehen werden. Diese stellen ein wichtiges rnite der lymphozytaren Kolitis dar.
Interessanterweise wurde auch in der Gruppe deaplegten Kolitis ein starker Anstieg von
R*P verzeichnet. Dieser macht 52% des Gesamtwidemssaads und ist damit tendenziell sogar

hoher als B in der Gruppe der unbehandelten lymphozytarenti€d82 + 5Q-cnf vs. 25 + 4
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Q-cnf). Trotz eines deutlichen Riickgangs der Entziindander Lamina propria nach einer
vierwdchigen Therapie mit Budesonid, wurden keinignifikanten Veradnderungen des
subepithelialen Widerstandes beobachtet. Aufgrierdsdhr geringen Anzahl an Patienten in der
Gruppe der therapierten lymphozytaren Kolitiden seiis diese Ergebnisse jedoch kritisch
betrachtet werden.

Fur den exakten Vergleich der Kurzschlussstrome wtgersuchten Kollektive musste eine
Korrektur der entsprechenden subepithelialen Widede erfolgen. Diese ist vor allem dann
erforderlich, wenn aul3er den epithelialen Widerd¢ginweitere, zu den Spannungselektroden in
Serie geschaltete Widerstande, wie der subepitbeMdiderstand, vorhanden sind. Die
gemessenen Kurzschlussstromwerte mussen um denl Almeer Widerstande Kkorrigiert
werden. Ohne diese Korrektur wirden die wahren Spartraten unterschétzt werden. Der
Korrekturfaktor errechnet sich aus dem Quotientels dem Gesamtwiderstand und dem
epithelialen Widerstand 'fR® [Tay&Tay, 1981; Schulzke et al., 1986, 1987, 198Poot et al.,
1988; Gitter et al., 1997].

Bei den Kontrollen (n=7) betrug der Korrekturfakthd + 0,1, fir die unbehandelte (n=7) und
die behandelte lymphozytare Kolitis (n=3) je 2,®,2 und fur die kollagene Kolitis 1,7 + 0,2
(n=4). Die gemessenen Kurzschlussstréme sind doenitten Kontrollen weniger unterschatzt
als bei den anderen Gruppen. Da der FaktR®*zumindest im Vergleich von Kontrollen und
unbehandelten lymphozytaren Kolitiden signifikaetachieden war, erfolge eine Korrektur der

gemessenen Kurzschlussstréome.
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Abb. 11: Originale Impedanz-Ortskurven (Nyquist-Diagramme)

Zea Stellt die ohm’sche, idaginary die reaktive Komponente der elektrischen Impedianz
Die Schnittpunkte des Kreissegmentes mit der x-Aclei niedrigen und hohen
Frequenzen ergaberi &hd R*®. R errechnet sich durch'RR**®. A: Kontrolle, B: Kolitis,
C: Therapie.
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3.1.4 Parazellulare Permeabilitéat in Abhéngigkeit vom transmuralen, epithelialen und
subepithelialen Widerstand
Mit Hilfe von [*H]-Mannitol-Fluxmessungen wurde an humanen Biopsies dem Colon
sigmoideum von Patienten mit unbehandelter und Boidesonid behandelter lymphozytarer
Kolitis die parazellulare Permeabilitat des Epishehtersucht. Dabei zeigte sich sowohl bei der
unbehandelten, als auch bei der behandelten Kelitiwermehrter Flux von Mannitol\(g) in
mukosal-serosaler Richtung im Vergleich zu Koneoll Wahrend bei Kontrollen eirfH]-
Mannitol-Flux von 175 + 22 nmol~hcm? gemessen wurde, fand sich bei der lymphozytéren
Kolitis ein um 66% erhohter Flux von 291 + 42 nrhdt-cm? Parallel hierzu wurde eine
Verminderung des epithelialen und des Gesamtwialadss beobachtet. Ahnliche Ergebnisse
wurden bei der therapierten Kolitis verzeichneterHzeigte sich ebenfalls ein erhoht3H]f
Mannitol-Flux von 284 + 89 nmol-hcm? bei vermindertem epithelialen Widerstand. In Thbel

5 sind die Ergebnisse déH]-Mannitol-Fluxmessungen zusammengefasst.

Rt Re RSUb \]Mannitol
(Q-cnr) (Q-cn) (Q-cnf) (nmol-h*-cm®  n

Kontrolle 56 + 6 39+4 17+3 175+ 22 7
Lymphozytare

Kolitis 47 +7 23 + 4% 25+4 291 £ 42* 7
Therapie 588 26+4 325 284 + 89 3
Tab. 5: Mannitol-Fluxe in Abh&ngigkeit vom transmuralen, epithelialen und

subepithelialen Widerstand

Mukosal-serosaler Mannitol-Fluxushnito, Gesamtwiderstand ‘Repithelialer Widerstand
R® und subepithelialer Widerstand“Rbei Kontrollen, bei der unbehandelten und bei der
therapierten lymphozytaren Kaolitis. Dargestelltdsdie Mittelwerte + SEM. *P<0,05 beim

Vergleich Kontrolle vs. lymphozytare Kolitis.
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Mit Hilfe der Fluxmessungen konnte gezeigt werdagss bei der lymphozytaren Kolitis eine
Storung der epithelialen Barrierefunktion mit einermehrten parazellularen Permeabilitat
vorliegt. Eine erhohte parazellulare Permeabiligtvirkt durch Solvent Drag einen vermehrten
Verlust von Wasser und tragt so wesentlich zumtEhén der Diarrhoe bei der lymphozytéren
Kolitis im Sinne einer Leckflux-Diarrhoe bei. Diespitheliale Barrierestérung konnte durch

eine vierwdchige Therapie mit Budesonid nicht vesaet werden.

3.1.5 Expressionsverdnderungen der Tight Junction-Proteir bei lymphozytéarer Kolitis

In elektrophysiologischen Experimenten konnte milfeHder Impedanz-Analyse und deH]-
Mannitol-Fluxmessungen eine gestorte epithelialariBafunktion bei der lymphozytaren
Kolitis gezeigt werden.

Mit Hilfe der Western Blot-Technik wurde schliel}li@ine Expressionsanalyse von Occludin
sowie von Claudin-1 bis Claudin-5 und Claudin-8 aihgrefihrt, um zu untersuchen, ob ein
verandertes Expressionsmuster der betrachtetert Jigittion-Proteine zu einem erniedrigten
epithelialen Widerstand bei der lymphozytaren Kslibeitragt und ob dieses durch eine
Therapie mit Budesonid beeinflussbar ist.

Die Abbildung 12 zeigt exemplarisch die Tight Jummtispezifischen Signale von zwei
Kontrollen und von zwei Patienten mit lymphozytatolitis. Die Gruppe der therapierten
lymphozytaren Kolitis ist nicht dargestellt.

Die mit B-Actin normierten Mittelwerte der auf einem Blotteletierten Signale fir Occludin und
fur die jeweiligen Claudine von Kontrollpatienterusden fir die Auswertung als 100% gesetzt
und mit den Signalen der erkrankten Patienten pitozatin Bezug zur Kontrolle verrechnet.

In Abbildung 13 ist die statistische Auswertung dexpressionsanalyse dargestelDie
densitometrischen Ergebnisse zeigten bei der lymyhcen Kolitis eine verminderte Expression
von Claudin-4 von rund 71 + 8% (P<0,05), Claudinéin rund 72 + 4% (P<0,01) und am
starksten von Claudin-8 rund 27 + 10% (P<0,001Y&ngleich zu Kontrollen.

Die Tight Junction-Proteine Occludin (72 + 16% d&ntrolle), Claudin-1 (82 £ 14%) und
Claudin-3 (88 + 10%) waren nicht signifikant verarid

Sowohl bei dem Kontrollkollektiv, als auch bei dgmphozytaren Kolitis konnte keine
messbare Expression des porenbildenden Tight dmretioteins Claudin-2 detektiert werden.
Aus dem veranderten Expressionsmuster der TighttibemProteine Claudin-4, Claudin-5 und
speziell Claudin-8 kann darauf geschlossen werdiass die epitheliale Barriere bei der

lymphozytaren Kolitis im Vergleich zu gesunden Koflien durchlassiger ist.
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Die Therapie mit Budesonid bewirkte eine Anderueg Bxpression von Claudin-1 (167 + 44%
vs. unbehandelter lymphozytarer Kolitis) und vora@in-8 (57 + 17% vs. unbehandelter
lymphozytarer Kolitis). Die statistische Signifikawurde jedoch aufgrund der niedrigen n-Zahl
von n=3 in beiden Fallen nicht erreicht. Die wasteluntersuchten Tight Junction-Proteine der

therapierten lymphozytaren Kolitis wurden unverdahdeur unbehandelten lymphozytaren

Kolitis exprimiert.

Lymphozytéare
Kontrolle Kolitis

Claudin-l (i D D S
Claudin-3 d — — - —
Claudin-4 NN G S —
Claudin-5 .- _ i ——— — —— :_
Claudn® | gm— -
Occludin —— ——
B-Actin —— e S— —
Abb. 12: Darstellung der

Kontrollen und lymphozytarer Kolitis

Dargestellt sind reprasentative Western Blots fiau@in-1, -3, -4, -5, -8, Occludin urfd

Actin von je zwei Kontrollen und zwei Patienten ryinphozytarer Kolitis. Die Gruppe

22 kDa

22 kDa

22 kDa

22 kDa

22 kDa

60 kDa
42 kDa

Expression von Tight Jundbn-Proteinen bei

der therapierten Patienten mit lymphozytarer Kelgk nicht dargestellt.
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2501 O Lymphozytare Kolitis
% O Therapie
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Abb. 13: Expressionsanalyse von Tight Junction-Preinen bei Kontrollen,

lymphozytarer Kolitis und behandelter lymphozytéarer Kolitis

Statistische Auswertung mittels Densitometrie. [@atgllt sind die Mittelwerte + SEM der
spezifischen Signale der Proteinexpression von igten (n=6), unbehandelter (n=6) und
therapierter lymphozytaren Kolitis (n=3). Die Piogxpression der Kontrollen wurde als
100% gesetzt. *P<0,05, **P<0,01, **P<0,001 beimrykeich Kontrolle vs. Kolitis.
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3.1.6 Immunhistochemische Lokalisation der Tight Jaction-Proteine Claudin-5 und
Claudin-8
Die Tight Junction-Protein-Analyse mittels des \VeestBlottings bietet die Moglichkeit zur
guantitativen Bestimmung der membrangebundenerzytogolischen Proteinmenge. Unter der
Annahme, dass nur die in der Membran eingebauteteiRe ihre Funktion als Transporter
erfillen, muss die Lokalisation der Tight Junctiroteine auf zellularer Ebene bestimmt
werden. Die nicht membrangebundenen, zytosolis€hieteine dienen vermutlich als Reservoir
und werden in Abhangigkeit stimulatorischer Signaldie Membran transportiert.
Die Lokalisation der Tight-junction-Proteine wurddt Hilfe der konfokalen Laser Scanning
Mikroskopie an fluoreszenzgefarbten Gewebeschnitten vier Kontrollpatienten und vier
Patienten mit lymphozytarer Kolitis bestimmt. Auigd der Ergebnisse der Expressionsanalyse
mittels der Western Blots wurden lediglich die B¢ Claudin-5 und Claudin-8 untersucht. Die
Abbildung 14 gibt exemplarisch die Lokalisation geweiligen Claudine, des Tight Junction-
spezifischen ZO-1 und die Kolokalisation diesert&iree wider.
Das Verteilungsmuster von Claudin-5 zeigte bei Kallgn neben der Lokalisation in der Tight
Junction eine zusatzliche Anfarbung der lateralelinlembran. Dieses Verteilungsmuster war
vermehrt im Kryptenboden und weniger im Kryptenhaswie im Oberflachenepithel
nachweisbar. Die Verteilung nahm vom KryptenbodenQ@berflache hin ab. Claudin-5 konnte
ebenfalls im apikalen Zytosol der Kryptenbodeneg#bllen angefarbt werden. Bei den
Kolitispatienten konnte Claudin-5 lediglich in dapikalen Membran in den Tight Junctions der
Kryptenbodenepithelzellen nachgewiesen werden cjeddicht an der Oberflache und kaum im
Kryptenhals. Eine Anfarbung fur Claudin-5 in detelalen Membran oder im Zytosol konnte
nicht gezeigt werden.
Claudin-8 wies bei Kontrollen eine Lokalisation den Tight Junctions der Oberflachen- und
Kryptenhalsepithelzellen auf. Im Kryptenhals konr@audin-8 vereinzelt in der lateralen
Membran nachgewiesen werden. Eine Anfarbung deesdig konnte nicht gezeigt werden,
wohl aber eine deutliche Anfarbung der Zellkerne gkessamten Krypte. Bei der lymphozytéren
Kolitis konnte fur Claudin-8 eine Lokalisation inem Tight Junctions im Kryptenhals
nachgewiesen werden. Deutlich war hier die Anfagodes Claudin-8 im apikalen Zytosol und,

ebenfalls wie bei den Kontrollen, eine Anfarbung iderne in der gesamten Krypte.
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Kontrolle Lymphozytéare Kolitis

[l Claudin-5 O zo-

[l Claudin-8 O <zo0-1

Abb. 14: Immunfluoreszenz-Analyse der Tight Junctim-Proteine Claudin-5
und Claudin-8

Abgebildet sind Krypten von je einer Kontrolle umther lymphozytaren Kolitis. A:
Claudin-5, B: Claudin-8. Das jeweilige Claudinist, ZO-1 griin und die Kolokalisation
des Claudins und ZO-1 gelb dargestellt. DAPI-Kenmfizag (blau).
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3.1.7 Apoptoserate bei der lymphozytaren Kolitis

Die Aufrechterhaltung der epithelialen Barriere kapereits durch Einzelapoptosen und der
damit verbundenen lokalen Erhéhung der Leitfahiggestort werden [Gitter et al., 2000].

In der vorliegenden Arbeit wurde die Apoptoseraten \Kolonepithelzellen von gesunden
Kontrollpatienten und von unbehandelten und behgddéymphozytaren Kolitiden mit Hilfe
der TUNEL-Farbemethode (terminal deoxynucleotidylransferase [TdT]-mediated
deoxyuridinetriphosphat [dUTP] nick end-labeling)ntersucht. Als Apoptosen galten
hochkondensierte, stark fluoreszierende und memgagmentierte Kerne (Abb. 15).

Die mittlere Apoptoserate betrug in der Kontraligpe 1,0 = 0,05% (n=6), in der Kolitisgruppe
0,9 = 0,05% (n=6) und in der Gruppe der behandéfelitiden 0,8 £ 0,1% (n=3) (Tab. 6).
Daraus resultiert eine im Vergleich zu gesundeneRtEn unverénderte Apoptoserate bei
Patienten mit lymphozytéarer Kolitis mit und ohneefépie.

Neben der TUNEL-Farbemethode wurde die Apoptoseratgitzlich an Gewebeschnitten
untersucht, die gegen Caspase-3 gefarbt wurderAgdptosen galten rot gefarbte fragmentierte
Zellkerne (Abb. 16). Hier betrug die mittlere Apogeérate in der Kontrollgruppe 0,9 £ 0,07%
(n=8), in der Kolitisgruppe 1,2 + 0,16% (n=7) umdder Gruppe der therapierten Kolitiden 1,4 +
0,55% (n=3) (Tab. 6). Auch mittels der Caspase+®dg zeigen sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede in der Apoptoserate ihally der drei untersuchten Gruppen.

TUNEL n Caspase-3 n
Kontrolle 1.0+£0.05% 6 0.9+0.07 % 8
Lymphozytare Kolitis 0.9+0.05% 6 1.2+0.16 % 7
Therapie 0.8£0.10 % 3 1.4+£0.55% 3
Tab. 6: Epitheliale Apoptoserate

Apoptose bei Kontrollen, bei der unbehandelten bedder therapierten lymphozytaren
Kolitis als prozentualer Anteil apoptotischer Epiizellen an allen im Gesichtsfeld (~150
Epithelzellen/Gesichtsfeld) erkennbaren EpithedzellDargestellt sind die Mittelwerte +
SEM.
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Abb. 15: TUNEL-Farbung

TUNEL-Farbung von Colon sigmoideum-Biopsien vonugelen Patienten (A), Patienten
mit lymphozytéarer Kolitis ohne (B) und mit Therap{€). Apoptosen stellen sich als
kondensierte Chromatinfragmente und segmentientaekaar (Pfeile).
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Abb. 16: Caspase-3-Farbung als Apoptosehinweis

Caspase-3-Farbung von Colon sigmoideum-Biopsien wgesunden Patienten (A),

Patienten mit lymphozytarer Kolitis ohne (B) und minerapie (C). Apoptosen stellen sich
als rote kondensierte und fragmentierte Kerne Bteilg).
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3.1.8 Morphologische Veranderungen
In der vorliegenden Arbeit wurde die resorptive @liehe bei der lymphozytaren Kolitis mit
und ohne Therapie im Vergleich zu Kontrollen bestimDie Ergebnisse sind in Tabelle 7

dargestellt.
Krypten- Krypten- Krypten pro  Mukosale Flache n
lange durchmesser serosale Flachepro serosale Flache
(mm) (mm) (mm’?) (mm?- mm?)
Kontrolle 310+ 16 21+1 95+14 29+0.1 10
Lymphozytéare
Kolitis 379 £ 27 212 9+6 3.4+0.2 7
Therapie 403 + 31 201 100 £ 13 3.6+0.6 3
Tab. 7: Resorptive Oberflache

Resorptive Oberflache bei Kontrollen, bei der urdretelten und bei der therapierten
lymphozytaren Kolitis. Dargestellt sind die Mittedvie + SEM.

Nach erfolgter Mikrodissektion wurde die Lange déwypten unter einem Lichtmikroskop
vermessen. Es zeigte sich dabei tendenziell einelaMgerung der Krypten bei der
lymphozytaren Kolitis im Vergleich zu dem Kontradlkektiv. Diese war jedoch nicht
signifikant (P=0,0562). Eine &hnliche Beobachtungde auch in der Gruppe der behandelten
lymphozytaren Kolitis gemacht. Bei dem Krytendur@sser, als auch bei der Anzahl der
Krypten pro serosale Flache wurden bei diesem Kileebenfalls keine Unterschiede
beobachtet. Aus den vermessenen Parametern kocimie3ich mit Hilfe einer Formel die
Gesamtoberflache des Epithels bezogen auf die warliegende serosale Flache bestimmt
werden. Auch diese war in den verschiedenen Grupjoén signifikant verandert.

Grundsatzlich gilt, dass bei Beachtung der physikhen Gesetze jede Vergrol3erung der
Oberflache bei unveranderter Tight Junction zureiReduktion des Widerstandes fihrt. In den
in dieser Arbeit durchgefuhrten elektrophysiologmsae Experimenten konnte ein verminderter
epithelialer Widerstand gezeigt werden. Um eindoh&m Einfluss der resorptiven Oberflache
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abschatzen zu kdnnen, war die Bestimmung derselvgrgend notwendig. Aufgrund fehlender
Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppent&gadoch auf eine Oberflachenkorrektur
der elektrophysiologischen Daten verzichtet werdendass lediglich die Korrektur mittels des

Quotienten BR® durchgefiihrt wurde.

Des Weiteren wurde die Proliferationsrate der Hmatgten mit Hilfe der Ki-67-Farbung
bestimmt. Hierbei zeigte sich eine tendenziellenv&irung der proliferierenden Zellen bei der
lymphozytaren Kolitis im Vergleich zum Kontrollkektiv (Abb. 17). Wéahrend bei den
Kontrollen 27 = 3 proliferierende Zellen von 100t&mzyten (n=7) gezahlt wurden, waren es
bei der lymphozytaren Kolitis 34 + 6 proliferieren@ellen von 100 Enterozyten (n=8). Die
Proliferationsrate bei der lymphozytaren Kolitissa&reint somit tendentiell gesteigert, war
statistisch jedoch nicht signifikant verschiedea(R2).

In der Gruppe der therapierten Patienten mit lymagtioer Kolitis wurden 28 + 16 Ki-67-

positive Zellkerne auf 100 Enterozyten gezahlt.
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Abb. 17: Ki-67-Farbung

Dargestellt sind Gewebeschnitte von Krypten aus temmanen Sigma, die gegen den
Proliferationsmarker Ki-67 gefarbt wurden, von geten Patienten (A), Patienten mit

lymphozytarer Kolitis ohne (B) und mit Therapie (®yoliferierende Enterozyten stellen
sich mit einem braun-roten Zellkern dar.
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Neben der resorptiven Oberflache wurde auch dieaAinder fur die lymphozytare Kolitis
typischen intraepithelialen Lymphozyten (IEL) prOO1Epithelzellen fur die unbehandelte und
die behandelte lymphozytare Kolitis bestimmt. Digtlere IEL-Anzahl lag bei der Kolitis bei
54 + 8 und war damit im Vergleich zu den Kontrolldrei denen die Anzahl der IEL unter
20/100 Epithelzellen lag, deutlich vermehrt. Eindeflapie mit Budesonid bewirkte eine
Verminderung der IEL auf 30 + 10.

Abb. 18: Konventionelle Histologie aus dem humane8igma

Dargestellt sind HE-gefarbte Schnitte von Krypters alem humanen Sigma. Deutlich
entzundliches Infiltrat in der Submukosa und inprdeeliale Lymphozyten (IEL) [Pfeile]
bei der lymphozytaren Kolitis. Leicht entzindlichiediltrat und vereinzelte IEL bei der

therapierten Kolitis. Kontrolle (A), lymphozytéreoktis ohne (B) und mit Therapie (C).
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3.2 Wirkung von Aldosteron und Amilorid auf den elektrogenen Natrium-
Transport am spéat-distalen Kolon der Ratte unter den Einfluss von

Zytokinen

Ahnlich wie an menschlichen Colon sigmoideum-Biepsivurde in Ussing-Experimenten die
Aldosteron-stimulierte Resorption von Natriuam spat-distalen Kolon der Ratte unter dem
Einfluss des proinflammatorischen Zytokins TdNénd der immunregulierenden Zytokine HN
und IL-15 untersucht. Diese drei Zytokine sind &r #ukosa der mikroskopischen Kolitis auf
MRNA-Ebene um ein Vielfaches erhoht [Tagkalidisakt 2007]. In dieser Arbeit wurde
untersucht, welchen Einfluss diese Zytokine beiRegulation des epithelialen Natrium-Kanals
haben.

Abbildung 19 gibt den zeitlichen Verlauf der gemiiitn Kurzschlussstromwertedlaus 5 bis 8
Einzelexperimenten mit verschieden behandeltenhEl#n wieder. Die hierflir verwendeten
Darmpraparate wurden sechs Stunden lang mit deokifign inkubiert bevor der aktive
elektrogene Natrium-Transport durch Zugabe von 361/l Aldosteron stimuliert wurde.

In der Kontrollgruppe wurde in Abwesenheit von Zgteen ein deutlicher Anstieg deg hach
Stimulation durch Aldosteron verzeichnet. Nach Gatre 10* mol/l Amilorid wurde ein aktiver
elektrogener Natrium-Transportyg) von 17,0 + 2,6umol-H*-cm? (n=6) gemessen. In der
Gruppe der mit IL-15 inkubierten Epithelien konnt@mliche Ergebnisse erzielt werden. Dgr J
betrug hier 13,7 + 1,4mol-h*-cm? (n=8, n.s.). Das Gewebe, das mit TNForbehandelt
wurde, zeigte einen im Vergleich zu der Kontroljgpe um 51% verminderten aktiven
elektrogenen Natrium-Tranport von 8,4 + Yyfol-h*-cm? (n=6, P=0,02). Eine gemeinsame
Prainkubation von IL-15 und TNF jedoch ergab keinen Unterschied zu der alleinigen
Prainkubation mit TNE&. Hier wurde ein \J;, von 9,6 £ 1,7umol-h'1-cm'2 (n=6) gemessen. Eine
Prainkubation von IL-15, TNk und IFNy senkte den aktiven elektrogenen Natrium-Transport
auf 40% der Kontrollgruppe (6,8 + 2mol- h*-cm? (n=5, P=0,02)).

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Prainiubatit TNFo der epitheliale Natrium-Kanal
im spat-distalen Kolon der Ratte gehemmt werdemkar@dhrend die alleinige Inkubation mit
IL-15 keinen Einfluss auf die Funktion des ENaC. liah synergistischer Effekt von TNRind
IL-15 bzw. TNFe, IL-15 und IFN' konnte nicht gezeigt werden. In Abbildung 20 istser
Zusammenhang graphisch dargestellt.
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Abb. 19: Zeitverlauf des Kurzschlussstroms ) im spat-distalen Kolon der

Ratte nach Prainkubation mit Zytokinen und Stimulation mit 3-10°
mol/l Aldosteron

Nach 6-stundiger Inkubation mit den Zytokinen IL-IBNFo und IFNy erfolgte die
Zugabe von 3-I9 mol/l Aldosteron. Der aktive elektrogene Natriumafisport wurde
weitere 8 Stunden durch Hemmung des Kurzschlussstrmit 10° mol/l Amilorid
gemessen. Dieser entspricht der Differenz der Kintmssstromwerte kurz vor und 20
min. nach Amilorid-Gabe. Dargestellt sind die Mitterte + SEM.
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Abb. 20: Aktiver elektrogener Natrium-Transport (Als) im spat-distalen

Kolon der Ratte nach Prainkubation mit Zytokinen

Aktiver elektrogener Natrium-Transport in Abhangegkvon den Zytokinen IL-15, TNE
und IFNy. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. * P<0,§8geniiber Kontrollen.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Ergebnisse bei Patienten mit lymphagzarer Kolitis

Die mikroskopische Kolitis ist eine eigenstandigendu von anderen entzindlichen
Darmerkrankungen gut abgrenzbare Erkrankung, déxgopathogenese noch weitgehend
ungeklart ist. Aufgrund der diagnosesichernden diigfie, sollte bei anhaltenden wassrigen
Diarrhoen, insbesondere bei é&lteren Patienten, andoskopisch-bioptische Diagnostik
durchgefuhrt werden und eine lymphozytare oderak@he Kolitis ausgeschlossen werden.
Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war es, didhpphysiologischen Mechanismen der Diarrhoe
bei der lymphozytaren Kolitis zu erforschen. An v@moskopisch enthommenen Biopsien aus
dem Colon sigmoideum von Patienten mit lymphozyt&mlitis, und zwar mit und ohne einer
laufenden Therapie mit Budesonid, wurden die Trarispund Barriereeigenschaften des
Darmgewebes untersucht. Hierbei wurde insbesordiaraktive elektrogene Natrium-Transport
untersucht sowie mit Hilfe der Wechselstrom-Impe$gektroskopie und dem Einsatz von
Tritium-markiertem Mannitol die Eigenschaften depitielialen Barriere charakterisiert.
Erganzend erfolgte eine Analyse der Tight JuncBRootein-Expression sowie die
immunhistochemische Charakterisierung der subZe#ul Verteilung dieser Tight Junction-

Proteine.

4.1.1 Gestorter elektrogener Natrium-Transport beider lymphozytéaren Kolitis

Der epitheliale Natrium-Kanal (ENaC) ist fur dietiak elektrogene Natrium-Resorption in
zahlreichen Geweben wie den Sammelrohren der iNidien Ausfihrungsgangen der Schweil3-
und Speicheldrisen sowie dem distalen Kolon zemtr8lestandteil des sekundar aktiven
Transportsystems und fuhrt dadurch zu einer Komegnhg der Faeces. Die ENaC-Aktivitat
wird am Darm wie an der Niere von Mineralokortikemd vor allem Aldosteron, und
Glukokortikoiden reguliert. Die Wirkung des Aldosias beruht dabei auf der dosisabhangigen
Zunahme der Zahl der epithelialen Natrium-Kanalelén apikalen Enterozytenmembran, und
zwar unter anderem durch eine gesteigerte mRNAHg&get (transkritionelle Regulation), die zu
einer vermehrten Proteinsynthese und damit konse&uth zu einem vermehrten Proteineinbau
in die apikale Membran fuhrt, wobei aber auch weitgpezielle Regulationsschritte an Einbau,
Aktivierung und Hemmung der Ubiquitinierung begtlsind. Im Speziellen bewirkt Aldosteron

eine erhdhte mRNA-Expression dgr und y-ENaC-Untereinheit im Kolon, wéahrend die
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Untereinheit unverandert exprimiert wird [Epple a&t, 2000; Amasheh et al., 2004]. Der
vermehrte Einbau des ENaC fuhrt zu einer erh6hstidhigkeit von Natrium an der apikalen
Membran und initiiert so die luminale Natrium-Aufimae des aktiven elektrogenen Natrium-
Transports. Der Anstieg des Transports erfolgt gadaicht direkt, sondern mit einer Latenzzeit
von ungefahr einer Stunde, was die Zeitschienaldem beteiligten Prozesse wie Transkription,
Translation und Einbau in die Plasmamembran dde Zederspiegelt. Das Maximum ist nach
6-8 Stunden erreicht [Epple et al., 1995].

Durch das K-sparende Diuretikum Amilorid l4asst sich der epitle Natrium-Kanal
hochselektiv hemmen [Benos, 1982]. Eine Konzemmaton 1G* mol/l fihrt schnell und
nahezu vollstdndig zu einem Sistieren des aktivatribin-Transports, was sich in einer
Anderung des Kurzschlussstromes auRert.

Ein gestorter elektrogener Natrium-Transport zrBolge einer gestdrten Proteinsynthese und
-insertion des ENaC in die apikale Membran bedeeitetn vermehrten Verlust von Natrium-
lonen fur den Organismus und als Folge von Sol@r#g auch Verlust von Wasser ins
Darmlumen. Dieser malabsorptive Diarrhoemechanismusle bereits fur die Colitis ulcerosa
und fur den Morbus Crohn beschrieben [Amasheh.e@04; Zeissig et al., 2008]. Amasheh et
al. zeigten, dass der verminderte elektrogene WNatiiransport bei der Colitis ulcerosa als
Folge einer reduzierten Transkription detUntereinheit des ENaC entsteht und dieser Effekt
durch das proinflammatorische Zytokin Té&lFhervorgerufen wird. Um den Signaltrans-
duktionsweg des Entziindungsgeschehens beim MorloenCzu charakterisieren, fihrten
Zeissig und Mitarbeiter an einem Rattenmodell Expente mit TNF. und den Inhibitoren der
MAP-Kinasen p38, JNK und ERK1/2 durch und zeigtdass die Inhibition der MEK1/2,
welche die ERK1/2 durch Phosphorylierung aktiviekann, eine Disinhibition der durch TMF
verursachten verminderten Natrium-Resorption bewirk

Fur die lymphozytare Kolitis erfolgten bislang keibntersuchungen des elektrogenen Natrium-
Transportes und aufgrund der von Buirgel et al. lrésdgenen Storung des Natrium-Transportes
bei der kollagenen Kolitis war fur uns die Funktides ENaC bei der lymphozytaren Kolitis von
besonderem Interesse [Birgel et al., 2002].

In unseren Experimenten konnten wir bei der lymptéren Kolitis eine signifikante Reduktion
des Amilorid-sensitiven Kurzschlussstroms um ru&6m Vergleich zum Kontrollkollektiv
zeigen. Daraus schlossen wir, dass bei der lympémay Kolitis eine Stérung des ENaC
vorliegen muss. Um die zugrunde liegenden Mechamsrdes erniedrigten elektrogenen
Natrium-Transportes zu untersuchen, fihrten wie gjnantitative Untersuchung der mRNA der

a-, B- undy-Untereinheit des ENaC durch. Wir konnten zeigessddie Inkubation des Epithels
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mit Aldosteron Uber 8 Stunden bei der lymphozytakalitis zu einer stark reduzierten
Induktion dery-ENaC-mRNA-Expression um 86% im Vergleich zur Kofigruppe fihrt,
wéhrend digB- und a-Untereinheit keine Expressionsveranderungen zeiggemit spiegelt sich
eine Reduktion der mRNA-Expression deUntereinheit des ENaC um 86% im Vergleich zu
Kontrollen in einer Verminderung der rheogenen NatrResorptionsrate um 68% wider.
Aufgrund unserer Ergebnisse betrachten wir eineab®&rption von Natrium durch den
epithelialen Amilorid-sensitiven Natrium-Kanal ihge einer gestérten mRNA-Expression ger
Untereinheit als einen, der fir die Diarrhoe ber fenphozytaren Kolitis verantwortlichen
Mechanismus.

An einem kleinen Kollektiv von Patienten mit kol&ger Kolitis (n=4) fihrten wir vergleichend
diese elektrophysiologischen Experimente in glaidMeise durch und beobachteten ebenfalls
einen erniedrigten Kurzschlussstrom als Zeicheesmestorten ENaC. Die gestorte Natrium-
Resorption ist bei der kollagenen Kolitis sogarksté ausgepragt als bei der lymphozytéren
Kolitis. Jedoch spiegelt sich diese ebenfalls imeei Expressionsreduktion de+ENaC-
Untereinheit von rund 70% wider. Ein weiterer Madsanus, die diese Diskrepanz erklart,
kénnte somit noch in einer gestdrten Aktivierungrodinem veranderten Ein- bzw. Abbau von
ENaC-Untereinheiten bestehen, der aber hier inedigsrbeit nicht weiter vergleichend
untersucht worden ist. Allerdings ist insgesamt li@aschrankend zu bemerken, dass aufgrund
der kleinen Patientenzahl in dieser Gruppe mitdgdher Kolitis keine statistische Signifikanz
erreicht wurde, so dass die Diskrepanz von Tramskkbritat und Expression der ENaC-
Untereinheiten auch ganz einfach in einer zu h@tesuung in der sehr kleinen Patientengruppe

bestehen kdnnte.

4.1.2 Epitheliale Barrierefunktionsstérung bei derlymphozytaren Kolitis

Die intakte einschichtige Epithelzellschicht desries reprasentiert eine sehr wirksame
Barriere zwischen dem intestinalen Lumen und denchpermeablen Endothel der

Blutkapillaren. Je nach Lokalisation bt diese Slkehiunterschiedliche Eigenschaften aus. Im
Dunndarm ist sie eher stark durchlassig und veeihigine isoosmotische Teilchenaufnahme und
im Dickdarm als mitteldichtem Epithel garantiert eBer die Aufrechterhaltung von durch

Resorption erzeugter Teilchengradienten.

Die Permeabilitat des Epithels wird dabei insbesoadiurch die die Epithelzellen verbindenden
Schlussleisten bestimmt. Diese aus Tight Junctiamteihen bestehenden abdichtenden
Elemente bauen einen Widerstand zwischen den zwéiennenden Kompartimenten auf und

verhindern dadurch den unkontrollierten Austauscim \Elektrolyten, Wasser und anderen
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Substanzen. AuRerdem begrenzen sie natirlich prglizauch den Einstrom von luminalen
Antigenen. Strukturelle oder quantitative Veranagen der Tight Junction-Proteine kdnnen zu
einer Reduktion des transmuralen Widerstandes wmditszu einer gestdrten epithelialen
Barrierefunktion fihren. Eine epitheliale Barridigsng wurde bereits fir die chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen beschrieben. FurCdiktis ulcerosa wurde z.B. mit Hilfe
konventioneller Ussing-Messverfahren unter GleidmtBedingungen eine Reduktion des
Gesamtwiderstandes um ca. 50% gezeigt [Sandle, et%8I0]. Spatere Untersuchungen mittels
der Wechselstrom-Impedanzspektroskopie zeigten dagar eine Reduktion des epithelialen
Widerstandes um 78% bei der Colitis ulcerosa, wadurth bedingt war, dass der entzindlich
bedingte Anstieg des subepithelialen Widerstanaesstirken Epithelwiderstandsabfall bei der
konventionellen Messung mit Gleichstrom zum Teilskart [Schmitz et al., 1999]. FUr den
Morbus Crohn war die Barrierefunktion weniger staskeintrachtigt. Es fand sich eine
Reduktion des Epithelwiderstandes um ca. 40% [gee&tsal., 2007].

In der hier vorliegenden Arbeit wurde zunachst diehtigkeit der Schlussleisten mit Hilfe der
Wechselstrom-Impedanzspektroskopie  untersucht. eDiesMethode  ermdoglicht  die
Diskriminierung des epithelialen und des subepifet Widerstandsanteils am
Gesamtwiderstand des in der Ussing-Kammer untetsadharmgewebes.

Bei unseren Untersuchungen fanden wir eine Redukias epithelialen Widerstandes’)(Rm
41% bei der lymphozytaren Kolitis.

In weiteren Untersuchungen wurde mit Hilfe voriHJfMannitol-Fluxmessungen die
parazelluldare Permeabilitat des Epithels als Katréér Reduktion des epithelialen Widerstandes
bzw. der Erhéhung der epithelialen Leitfahigkeitarsaucht. Hierbei beobachteten wir bei der
lymphozytaren Kolitis einen um 66% hoheren para@iéen Flux als bei Kontrollen.

Ahnliche Ergebnisse wurden bereits 2002 fiir didakine Kolitis gezeigt [Burgel et al., 2002].
Hier wurde eine Reduktion des epithelialen Widerdés um 30% beobachtet. Birgel et al.
zeigten neben der Verminderung des Epithelwidedetsibei der kollagenen Kolitis auch eine
Erh6hung des subepithelialen Widerstandes um d@%l%lie das funktionelle Korrelat des
verbreiterten kollagenen Bandes im Subepithel lodiagener Kolitis darstellt. Trotz Fehlens
eines subepithelialen Kollagenbandes bei der lymyidoen Kolitis beobachteten wir eine
Steigerung des subepithelialen Widerstandes. Mase als das elektrophysiologische Korrelat
der entzindlichen Veranderungen in der Lamina peiopngesehen werden, welche ein
wichtiges Kriterium der lymphozytaren Kolitis dagt. Bei der lymphozytaren Kolitis liegt

somit eine Storung der epithelialen Barriere mitnvadertem epithelialen Widerstand vor und
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der durch diese Barrierestorung bedingte Leckflarrkals einer der Entstehungsmechanismen

der Diarrhoe angesehen werden.

4.1.3 Veranderungen der epithelialen Tight Junction bei @r lymphozytaren Kolitis

Das morphologische Korrelat der erhdhten Durchifkesi des Epithels bei der lymphozytaren
Kolitis wurde in einer verdnderten Zusammensetzdag epithelialen Tight Junction-Proteine
vermutet.

Tight Junction bilden eine Diffusionsbarriere fimterschiedliche Substrate zwischen Lumen
und Korperinnerem (Gate Funktion) und grenzen gi&ade Membran von der basolateralen
Membran ab (Fence Funktion), was die laterale Mamdiffusion von Membranproteinen
begrenzt. Die wichtigsten bisher bekannten Memlnaeme der Tight Junction sind das
Occludin und die als Claudine bezeichnete Famitie Proteinen, von denen bei Wirbeltieren
lange 24 verschiedene unterschieden wurden, jlaigst weitere identifiziert werden konnten.
Die Funktion aller dieser Proteine ist jedoch bighieht in jedem Falle exakt bekannt. Einigen
der Claudine wird eine abdichtende (Claudin-1, Giat8, Claudin-4, Claudin-5 und Claudin-8),
anderen wiederum eine porenbildende Funktion (@eRdClaudin-16) zugeschrieben [Sonoda
et al., 1999; Van ltallie et al., 2001; Amashelalet2002; Furuse et al., 2002; Wen et al., 2004].
Auch das Occludin besitzt wahrscheinlich eher diidinde Eigenschaften, ist aber aufgrund
einer substitutionellen Redundanz in seiner Funkinicht essentiell, d.h. es findet sich in
Occludin-defizienten Tieren keine messbare Barsiéreng [Matter & Balda, 1999].

Mit zunehmendem Verstandnis der Bedeutung von Tigmction-Verdnderungen fur die
epitheliale Barrierefunktion wurden in den letztéahren vermehrt Expressionsanalysen der
Tight Junction-Proteine im Zusammenhang mit chinientzindlichen Darmerkrankungen
durchgefuhrt. Hierbei wurde z.B. gezeigt, dass dei kollagenen Kolitis eine verminderte
Expression von Occludin und Claudin-4 vorliegt, veitd beim Morbus Crohn Claudin-5 und
Claudin-8 vermindert und Claudin-2 hochreguliensjBurgel et al., 2002; Zeissig et al., 2007].
Bei beiden Erkrankungen filhren diese unterschieelicExpressionsmuster zu einer gestorten
Barrierefunktion.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte daher zunachshe quantitative Analyse der
Membranproteine Occludin, Claudin-1 bis Claudim® & Claudin-8.

Wir konnten dabei ein komplexes Muster an Expressierdanderungen finden. Wahrend die
Proteine Claudin-1, Claudin-3 und Occludin unvegihdexprimiert wurden, zeigten die

abdichtenden Tight Junction-Proteine Claudin-4,u@ia-5 und Claudin-8 eine verminderte
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Expression im Vergleich zum Kontrollkollektiv. Eimeessbare Expression des porenbildenden
Proteins Claudin-2 wurde nicht detektiert.

Diese Ergebnisse fur die lymphozytare Kolitis ustdeiden sich somit von denen, die von
Birgel et al. fur die kollagene Kolitis erhoben dein. Jedoch fihrt die verdnderte Tight
Junction-Zusammensetzung bei beiden Erkrankungsforzu einem funktionell ahnlichen
Effekt, namlich zu einer Reduktion des Epithelwgdandes und in der Folge zu einem passiven
Verlust von Teilchen und Wasser, also zu einer flexiDiarrhoekomponente.

Erganzend zu der Tight Junction-Protein-Expressinalyse bei der lymphozytaren Kolitis
fuhrten wir eine immunhistochemische Untersuchueg Tight Junction-Veranderungen von
Claudin-5 und Claudin-8 durch. Fur Claudin-5 zegjtsh eine verminderte zytosolische Reserve
bei der lymphozytdren Kolitis, wéhrend eine Lokatisn in der Tight Junction weiterhin
beobachtet werden konnte. Claudin-8 wurde bei waphozytaren Kolitis als Zeichen eines
verminderten Einbaus in die Membran vor allem imaggl, nicht aber in der Tight Junction-
Domane der Zellen nachgewiesen.

Als weitere wichtige Aussage dieser Arbeit fandenalso bei der lymphozytaren Kolitis eine
veranderte Zusammensetzung der abdichtenden Tightidn-Proteine Claudin-4, -5 und -8 und
eine zellulare Umverteilung der Claudine 5 und 8 der Tight Junction heraus. Dies sind in der
Summe wesentliche Mechanismen, die zu einer gest@arrierefunktion und damit in der

Folge zu einer Leckflux-Diarrhoe bei Patienten lymiphozytarer Kolitis beitragen.

4.1.4 Epitheliale Apoptose

Eine erhOhte Apoptoserate kann einen weiteren Gfundine strukturelle Barrierestdérung des
Epithels darstellen. Neben makroskopisch sichtbaésmonen wie Erosionen und Ulzerationen,
die bei der lymphozytaren Kolitis in der Regel umdath definitionsgemal nicht vorhanden sind,
konnen namlich bereits Einzelzellverluste durch dem pro-inflammatorischen Zytokinen
aktivierten programmierten Zelltodmechanismus zuweeierhdohten Leitfahigkeit des Epithels
fuhren [Gitter et al., 2000]. Dies wird insgesarmatgch nach wie vor kontrovers diskutiert.
Lange war man vielfach der Ansicht, dass Apoptdsesine Auswirkungen auf die epitheliale
Integritat austiben, da die apoptotischen Zellerzbighrer Extrusion aus dem Zellverband mit
den Tight Junctions in Kontakt zu ihren benachipa#ellen verbleiben und die Zellfragmente
am Ende ja sogar in geregelter Weise von den Nazblen aufgenommen werden kénnen.
Gitter et al. konnten jedoch mit Hilfe der Conduat@ Scanning-Methode an einem
Zellkulturmodell zeigen, dass auch apoptotischez@&irellverluste zu einer passageren lokalen

Erhéhung der Permeabilitéat im Sinne von Leaks fiitkénnen und dieser Effekt durch die
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Stimulation mit TN um ein Mehrfaches ansteigt, da dieses Zytokin sdt@inlich die fur die
Abdichtung essentielle Tight Junction-Expressiondumert. Aufgrund von fehlenden
makroskopischen Lasionen und der von Tagkalidal.dveschriebenen erhohten TiNEpiegel
auf mRNA-Ebene bei der lymphozytaren Kolitis war aso interessant zu schauen, ob die
erhohte Permeabilitat des Epithels auch durch elmie Apoptosen mit verursacht wird
[Tagkalidis et al., 2007].

In der vorliegenden Arbeit haben wir aber dann &elgnterschiede in der Apoptoserate
zwischen Kontrollen und der lymphozytaren Kolitieobachtet. Die von uns erhobenen
Ergebnisse sind somit gut mit der unveranderten pfgserate bei der kollagenen Kolitis
vereinbar und unterscheiden sich diesbeziiglichlideuvon der Colitis ulcerosa und vom
Morbus Crohn, wo eine erhdhte Apoptoserate nachegmmi werden konnte [Strater et al., 1997;
Birgel et al., 2002; Zeissig et al., 2007]. Einenfeabilitdtserhndhung aufgrund einer vermehrten
Apoptoserate scheint bei der Entstehung der Diarbde der lymphozytaren Kolitis somit keine

Rolle zu spielen.

4.1.5 Mukosale Oberflache des Darmes bei lymphozytéarer Kis

Bei entzindlichen Erkrankungen des Darmes ist badie Architektur der Schleimhaut
verandert, was durch Zytokine bedingt ist und sdvidier Anderungen in der subepithelialen
Bindegewebsstruktur, als auch tber Anderungen inpfgseraten und Zellproliferationsraten
erklart wird. So kénnen die Krypten der Dickdarmsohhaut wie z.B. bei der Colitis ulcerosa
rarefiziert sein. Eine verminderte oder vergrol3enmikosale Oberflache hat natirlich
Auswirkungen auf die resorptiven und sekretorischegenschaften sowie den Widerstand der
Darmwand.

In dieser Arbeit wurde die mukosale Oberflache Kigipten bei der lymphozytaren Kolitis im
Vergleich zu Kontrollen bestimmt. Hierbei fand sichden Mittelwerten der beiden Gruppen
eine geringe Tendenz zur Verlangerung der Kryp&rdbr lymphozytaren Kolitis im Vergleich
zu dem Kontrollkollektiv, die jedoch die statistigc Signifikanz knapp verpasste (P=0,0562).
Die daraus errechnete Gesamtoberflache der Mukeigéezals Folge dieser Verlangerung der
Krypten ebenfalls eine Tendenz zur Zunahme, was abenfalls statistisch nicht signifikant
war. Zur naheren Charakterisierung der verlangefsmpten und der vergroRerten Oberflache
wurde die Proliferationsrate der Enterozyten mifeHder Ki-67-Farbung an Gewebsschnitten
bestimmt. Hierbei zeigte sich eine tendenziellenv&irung der proliferierenden Zellen bei der
lymphozytaren Kolitis im Vergleich zum Kontrollkektiv. Jedoch war auch diese nicht

signifikant verandert.

- 86 -



Diskussion

Der Trend zu einer Verlangerung der Krypten uncetieMergrol3erung der Oberflache kann bei
der lymphozytaren Kolitis als ein Kompensationsnagmidmus angesehen werden, welcher der
verminderten Natrium-Resorption entgegenwirkt. Umaéien wird dieser Effekt vermutlich
durch das immunmodulatorische und proliferationgstade Zytokin IL-15, welches bei der
lymphozytaren Kolitis um das 100-fache vermehrfTsigkalidis et al., 2007].

4.1.6 Effekt von Budesonid bei lymphozytarer Kolitis

Die Therapie der lymphozytaren Kolitis beschréanikhsin der Regel zur Zeit eher auf die
symptomatische Behandlung der Diarrhoe. Eine kauBagrapie existiert bisher nicht.

Nach Ausschluss anderer Durchfallerkrankungen bhestBke Therapie in der Meidung

potenzieller Noxen, wie NSAID und anderer Medikateen einer symptomatischen

antidiarrhoischen Therapie mit Loperamid und demsé&iz von Budesonid bzw. Prednisolon.
Besonders aufgrund seines ginstigen Nebenwirkuofiispeignet sich das topisch wirksame
Budesonid zur Behandlung der lymphozytaren Koligermit wurden bereits gute Ergebnisse
mit Klinischer und histologischer Remission erzjiltehlke et al., 2009].

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir derrdapeutischen Effekt von Budesonid auf die
Transport- und Barriereeigenschaften des Epithal®atienten mit lymphozytarer Kolitis.

Zu unserem Bedauern stimmten nur drei Patientereimér therapierten lymphozytaren Kolitis
bei ihrer Kontrollkoloskopie einer Biopsieentnahme wissenschaftlichen Zwecken zu. Aus
diesem Grund konnten wir bei allen Untersuchungeine statistisch signifikanten Ergebnisse
erzielen. Dennoch konnten wir parallel zu der klahien Remission einen Trend zur
Verbesserung der Expression der Tight JunctioneiretClaudin-1 und Claudin-8 im Vergleich

zu Patienten erkennen, die keine Therapie erhieltéasatzlich war die Anzahl der

intraepithelialen Lymphozyten bei der therapiei@mppe vermindert. Die Anzahl der Patienten
in dieser Gruppe war jedoch so klein, dass eingsssegh untermauerte Aussage nicht moglich

ist. Weitere Experimente in diese Richtung ersae@ber lohnenswert.

4.1.7 Mechanismen der Diarrhoe bei der lymphozytaren Koliis

Wie bei anderen Durchfallerkrankungen, z.B. bei iti3olulcerosa, Morbus Crohn oder
kollagener Kolitis, entsteht die Diarrhoe bei deymphozytdaren Kolitis durch das
Zusammenwirken mehrerer Pathomechanismen. Im Vgmaded steht hier zum einen eine
gestorte aktive elektrogene Natrium-Resorption iimn& einer Malabsorption aufgrund einer
verminderten Expression deiUntereinheit des epithelialen Natrium-Kanals, zamderen liegt

bei der lymphozytaren Kolitis eine epitheliale Barestérung mit verminderter Expression der
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abdichtenden Tight Junction-Proteine Claudin-4,u@ia-5 und Claudin-8 vor. Durch die
erhohte Permeabilitdt und den erniedrigten Epitltgrgtand kommt es zu einem vermehrten
parazellularen Verlust von Soluten und Wasser usdresultiert eine Leckflux-Diarrhoe.
Vermehrte Apoptosen als Ursache flr eine erhdhtdabegkeit des Epithels wurden bei der
lymphozytaren Kolitis nicht nachgewiesen.

Unsere Ergebnisse sind gut vereinbar mit den fig kiollagene Kolitis beschriebenen
Pathomechanismen der Diarrhoe. Dies wirft nun auieh wieder die seit langem diskutierte
Frage auf, ob es sich bei der lymphozytaren undkaddagenen Kolitis wirklich um zwei
verschiedene Krankheitsbilder oder einfach um w©soteedliche Enden eines
Krankheitsspektrums handelt. Die GemeinsamkeiterebeErkrankungen sind neben den
ahnlichen histologischen und klinischen Befundengastorter Natrium-Transport, eine gestorte
Barrierefunktion, keine Anderungen der Apoptoseratel das gleiche Zytokinprofil. Eine
unterschiedliche Claudinexpression und das diskaogiliche kollagene Band im Subepithel
sind jedoch Merkmale, die vermuten lassen, dassiats dabei doch um zwei verschiedene
Entitaten handelt. Die beiden Kolitiden kénntengell nattrlich auch zwei unterschiedlich
schwere Stadien ein und derselben Durchfallerknagkudarstellen. Die verénderte
Proteinexpression und die vermehrte Bildung einbepithelialen Kollagenplatte sind in jedem
Fall Ausdruck eines unterschiedlichen Gegenregaiatnechanismus. Die lymphozytare Kolitis
stellt somit eventuell die weniger schwere Form dialkollagene Kolitis die schwere Form ein
und derselben Erkrankung dar.

Unsere Ergebnisse warfen natirlich dann auch degerrauf, durch welche Prozesse die
Diarrhoemechanismen bei der lymphozytaren Koliéstguert werden. Von grof3em Interesse ist
dabei der Signaltransduktionsweg, Uber den der UBdizngsprozess unterhalten wird. Bei
Morbus Crohn wurde fir den TNFEffekt auf die ENaC-Aktivitat eine Abhangigkeit wveRK

1/2 bzw. MEK beschrieben [Zeissig et al., 2008]r Bés IL-15 ist ebenfalls bekannt, dass die
Effekte, zumindest an epidermalen KeratinozytemghliERK 1/2 vermittelt werden [Yano et al.,
2003; Zhang et al. 2008]. Aufgrund des spezifiscAgtokinprofils mit Erhdhung vonL-15,
IFNy und TNFe. bei der lymphozytdren Kolitis vermuten wir deshadlich hier einen
Zusammenhang mit ERK 1/2-Aktivierung.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse am Rattenmodell

Tagkalidis et al. charakterisierten die Entzindvegstion bei der lymphozytaren Kolitis als
eine Th-1-Immunreaktion mit einem spezifisch vegiteh Zytokinprofil. Sie zeigten auf
MRNA-Ebene eine um das 100-fache gesteigerte Esipreson IL-15 und IFN, eine um das
60-fache gesteigerte Expression von tNiad eine um das 35-fache gesteigerte Expression vo
der INO-Synthase. Abgesehen von einer tendenzi@iaihung des mukosalen IL-10, sind die
Level der anderen Th-2-Zytokine wie IL-2 und IL-£ibder mikroskopischen Kaolitis nicht
erhoht. Dieses Zytokinprofil zeigt dabei keinen éfsthied im Vergleich zwischen der
kollagenen und der lymphozytaren Kolitis [Tagkadiét al., 2007].

Bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen sfgiBlEo eine entscheidende Rolle bei der
epithelialen Barrierestérung. Man beobachtet hisbésondere eine gesteigerte parazellulare
Permeabilitdt infolge von Reduktion der abdichtendéght Junction-Proteine Claudin-5 und
Claudin-8 sowie Induktion porenbildender Claudirljer et al., 2005; Mankertz et al., 2009].
Durch eine gesteigerte Apoptoserate der Enterozytied diese Barrierestérung unterhalten
[Gitter et al., 2000]. Auch ein Zusammenhang zwesciiNFe. und einer gestérten Funktion des
ENaC wurde beschrieben. ThF/erursacht eine verminderte Expression flerund dery-
Untereinheit des ENaC, die durch Dexamethason ietar ist [Bergann et al., 2009].

Auch fur IFNy wurde ein Effekt auf die epitheliale Barriere ggz¢Madara et Stafford, 1989].
Durch Pinozytose von Tight Junction-Proteinen (Qdui, JAM-A, Claudin-1) infolge erhdhter
IFNy-Level kommt es zu einer Reduktion des transepélesi Widerstandes und einer erhghten
Permeabilitdt des Epithels. Diese Effekte sind ¢gbdmicht von der epithelialen Apoptose
abhangig [Bruewer et al., 2005].

Dem IL-15 wurde bereits vielfach eine entscheideri@elle bei der Entstehung von
entzuindlichen Erkrankungen wie der rheumatoide riish Psoriasis, Zo6liakie und Colitis
ulcerosa zugeschrieben [Stevens et al., 1997; Maiwal., 2000; Zhang et al., 2008]. Im Kolon
wird IL-15 sowohl in den Epithelzellen, insbesorelém Oberflachenepithel, als auch in den
mononukledren Zellen der Lamina proria auf mRNA4kbexprimiert. Auch einige epitheliale
Tumorzelllinien wie HT-29, Caco-2, T-84 und LS1%4gemieren IL-15 und die dazugehorige
IL-15-a-Rezeptor-Einheit. Die mMRNA-Expression von IL-15nkain diesen Zellen durch die
Zugabe von IFN innerhalb von vier Stunden auf das 10-fache heghulrert werden [Reinecker
et al., 1996]. Immunhistochemisch kann IL-15 imzénideten Kolon, z.B. bei der Colitis
ulcerosa angefarbt werden, jedoch nicht im gesur@ewebe [Liu et al., 2000]. Liu et al.
konnten auch zeigen, dass bei den chronisch erieliead Darmerkrankungen Morbus Crohn
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und Colitis ulcerosa die Aktivierung von humanerZdilen durch IL-15 in einer vermehrten
Zytokinproduktion resultiert. Es wurde hierbei eiaghdhte Produktion von IENund TNFu
beobachtet.

Neben den stimulatorischen Effekten besitzt IL-15. 2n Keratinozyten bei der Psoriasis auch
einen anti-apoptotischen Effekt, der als permissihaktor dieser Erkrankung angesehen wird
[Zhang et al., 2008]. Bei der Zdoliakie dagegen,emnintestinalen Substrat, wurde eine
vermehrte Apoptoserate in den Enterozyten als Falge erhohten IL-15-Einwirkung
beschrieben [Maiuri et al., 2000]. Bei beiden Enkwangen fand sich als Zeichen einer
gesteigerten Zellproliferation eine vermehrte Espren von Ki-67 [Zhang et al., 2008; Maiuri
et al., 2000].

Stevens et al. zeigten aul3erdem, dass exogen hugsfiL-15 die Tight Junction-Formationen
in T-84-Monolayer-Zellen dosisabhangig beeinflusstjerdings nicht im Sinne eines
Schadigungsmechanismus, sondern im Gegenteil gb&gkpv bzw. kompensatorisch. Sechs
Tage nach der Zellaussaat und funf Tage nach dplikapion von IL-15 auf der apikalen Seite
konnte eine ErhOhung des transepithelialen Widedstss um fast 20% gezeigt werden. Bei
Zugabe von IL-15 auf der basolateralen Seite karmuesiner Steigerung des transepithelialen
Widerstandes um nur funf Prozent [Stevens et 897]L

IL-15 ist ein immunmodulatorisches Zytokin, das sbldie Zytokinproduktion, als auch die
Proliferation anderer immunmodulatorischer Zellamsliert und anti-apoptotische sowie pro-
apoptotische Eigenschaften besitzt. Neben d Mfrd IFNy scheint dieses Zytokin eine Rolle bei
der Pathogenese von entzindlichen Darmerkrankungdrnm Speziellen bei der Pathogenese
der mikroskopischen Kolitis zu spielen.

Zweites Ziel der vorliegenden Arbeit war die Unteisung des Einflusses der bei der
lymphozytaren Kolitis erhéhten Zytokine auf die Asporteigenschaften des Epithels. Diese
Untersuchung erfolgte an einem Rattenmodell miteHlektrophysiologischer Messmethoden.
Wir konnten zeigen, dass der epitheliale Natriunmddam spat-distalen Kolon der Ratte durch
die Prainkubation mit TN& um rund 51% gehemmt werden kann, wahrend dienajkei
Inkubation mit IL-15 keinen Einfluss auf die Furtkii des ENaC hatte. Ein synergistischer
Effekt von TNFe und IL-15 bzw. TNk, IL-15 und IFN/ konnte jedoch ebenfalls nicht gezeigt
werden.

Die Frage ist nun, welche Rolle das IL-15 im Enthimgsprozess der Darmwand und in
Hinblick auf die Funktion des Darmepithels bei dgnphozytaren Kolitis tatséachlich spielt.
Induziert IL-15, ahnlich wie bei den chronisch e@mdlichen Erkrankungen Morbus Crohn und

Colitis ulcerosa, die Zytokinproduktion von TMFRund IFNy, die wiederum einen negativen
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Effekt auf die epitheliale Barriere und FunktiorsdeNaC austiben, ohne selbst einen direkten
Effekt zu erzeugen? Oder besteht ein Zusammenh#&mdemZoliakie, bei der das IL-15 als das
immundominante Zytokin zusammen mit Gliadin dienkfaeitstypischen Merkmale verursacht?
Die Zoliakie und die mikroskopische Kolitis zeigeeinige Gemeinsamkeiten. Beide
Erkrankungen zeigen das gleiche Zytokinprofil nm@hter Expression von IL-15, IRNund
TNFo und ein &hnliches histologisches Bild mit verlamge Krypten und vermehrten
intraepithelialen Lymphozyten (IEL). Es wurde sogamn Mischbild in Form der kollagenen
Zoliakie beschrieben [Weinstein et al., 1970].

Handelt es sich bei der mikroskopischen Kolitidlgieht um eine Zéliakie des Dickdarmes als
Zeichen einer Immunreaktion auf ein luminales Aei@ Dies erscheint insofern plausibel als
bei einem Teil der Zdliakiepatienten eine lymphézgtKolitis oft milder Auspragung gefunden
werden kann, wenn man nur danach schaut. Gegen Higgothese sprechen allerdings die
unterschiedlichen Apoptoseraten bei der Zéliakid dar mikroskopischen Kolitis. Auch findet
sich bei der lymphozytaren Kolitis nicht das fue ddliakie typische HLA-Klasse-lI-Muster
(DQ2), so dass allenfalls fur eine kleine Subgrudpe lymphozytaren Kolitis-Patienten ein
Bezug zur latenten bzw. potentiellen Zoliakie verehwerden kann.

Eine rasche klinische und histologische Remissidolge einer Fakalumleitung mittels einer
lleostomie und ein abnehmender Gradient der higimtben Veranderungen zwischen dem
rechten und dem linken Kolon bekréftigen jedoch\Waken eines bisher unbekannten Antigens
in der Entstehung der mikroskopischen Kolitis [&#ot et al., 1995].
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) Zusammenfassung

Die lymphozytare Kolitis ist eine chronisch entzliciite Dickdarmerkrankung, die mit der
kollagenen Kolitis zu dem Erkrankungsbild der m#gi&opischen Kolitiden zusammengefasst
wird. Es handelt sich dabei um eine entzindlicherdfikung, die mit chronischen wassrigen
Diarrhoen bei unauffalligem endoskopischem Bildhermgeht. Die Diagnose wird durch das
klinische Erscheinungsbild und die Histologie voaltéhbiopsien gestellt. Im Gegensatz zu der
kollagenen Kaolitis ist bei der lymphozytaren Kditilas kollagene Band im Subepithel jedoch
nicht verbreitert und die Erkrankung zeichnet sigbr allem durch die Vermehrung der
intraepithelialen Lymphozyten aus.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden an humanérp8ien aus dem Colon sigmoideum die
pathophysiologischen Mechanismen der Diarrhoe lei [gmphozytaren Kolitis sowie der
Einfluss von Budesonid auf die Diarrhoe untersuckiel war es, die Transport- und
Barriereeigenschaften des Darmes néher zu erfors@ebei wurden insbesondere der aktive
elektrogene Natrium-Transport und die epitheliaderigre untersucht.

In einem Kurzschlussstromexperiment wurde die akilektrogene Natrium-Resorption des
Dickdarmepithels als Ausdruck der elektrogenen ikt des Amilorid-sensitiven Natrium-
Kanals (ENaC) bestimmt. Hierbei konnten wir eined&eion des Kurzschlussstroms um 68%
bei lymphozytarer Kolitis im Vergleich zum Kontrkdllektiv zeigen. Die gestorte ENaC-
Funktion mit verminderten Natrium-Resorptionsrateh dabei Ausdruck einer veranderten
Induktion der mRNA-Expression der Untereinheitels @&NaC, die mit einer Herabregulation
vor allem dery-Untereinheit einhergeht, wéhrend die und B-Untereinheiten unveréndert
bleiben. Eine Reduktion der mRNA-Expression gedntereinheit des ENaC um 86% im
Vergleich zu den Kontrollen spiegelt sich in ein@rminderung der Natrium-Resorptionsrate
um 68% wider. Eine Therapie mit Budesonid konntaleveeine signifikante Steigerung des
Kurzschlussstroms noch eine Veranderung der mRNpr&Ssion der drei ENaC-Untereinheiten
bewirken.

Fur ein kleines Kollektiv an Patienten mit einetl&genen Kolitis konnten wir zeigen, dass die
bereits von Birgel et. al. 2002 beschriebene Malgh®n von NaCl ebenfalls von einem
gestorten ENaC begleitet wird. Der gestorte elgjdn@ Natrium-Transport geht auch bei der
kollagenen Kolitis mit einer Herabregulation voleat dery-Untereinheit des ENaC einher. Es
wurde eine Expressionsreduktion von 71% erreichie @ und B- Untereinheit blieben

weitgehend unverandert.
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Zur Untersuchung der epithelialen Barriere wurdeiitets der Wechselstrom-Impedanz-
spektroskopie der epitheliale und der subepithelfhteil des Gesamtwiderstandes bestimmit.
Hierbei fand sich bei der lymphozytaren Kolitis eiNinderung des epithelialen Widerstandes
um 41% von 39 auf 232-cnf. Gleichzeitig wurde eine geringe Zunahme des sthmalen
Widerstandes beobachtet. In ergdnzenden Untersgehumurde mit Hilfe von3H]-Mannitol-
Fluxmessungen die parazellulare Permeabilitat deithéls als Korrelat der Reduktion des
Epithelwiderstandes untersucht. Dabei sahen wir dexi Kolitis einen um 66% hdheren
parazellularen Flux als bei Kontrollen. Eine vieohige Budesonid-Therapie bewirkte weder
eine Veranderung der epithelialen und subepitlelialWiderstande noch der epithelialen
Permeabilitdt im Vergleich zu einer unbehandelteifitis.

Zur naheren Charakterisierung der epithelialen iBaastorung wurde schlie3lich eine
Expressionsanalyse der Tight Junction-Proteine Watl sowie Claudin-1 bis Claudin-5 und
Claudin-8 durchgefiihrt. Bei der unbehandelten kolieigte sich eine verminderte Expression
von Claudin-4 (71 + 8%), Claudin-5 (72 + 4%) und atérksten von Claudin-8 (27 = 10%) im
Vergleich zu Kontrollen. Nach der Therapie mit Bsoleid war eine tendenzielle Erh6hung der
Expression von Claudin-1 und Claudin-8 im Verglezcin Kolitis zu beobachten.

Die immunhistochemische Lokalisationsanalyse voau@in-5 und Claudin-8 zeigte bei der
lymphozytaren Kolitis eine zellulare Umverteilungsker Tigh Junction-Proteine. Fur Claudin-5
zeigte sich eine verminderte zytosolische Resewéhrend die Lokalisation in den Tight
Junctions unverandert war. Das Claudin-8 wurdedkeiKolitis als Zeichen eines verminderten
Einbaus in die Membran vor allem im Zytosol nachigsen.

Eine erhdhte Apoptoserate als einen weiteren Gflnctine strukturelle Barrierestérung des
Epithels konnten wir bei der lymphozytaren Kolitisht nachweisen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden an einem Rattedeibdie Transporteigenschaften des ENaC
unter dem Einfluss der bei der lymphozytaren Keldrhohten Zytokine TNE IFNy und IL-15
untersucht. Wir konnten zeigen, dass der epitleelNdtrium-Kanal im spéat-distalen Kolon der
Ratte durch die Prainkubation mit TlEm 51% gehemmt werden kann, wahrend die alleinige
Inkubation mit IL-15 keinen Einfluss auf die Furtkiides ENaC hat. Ein synergistischer Effekt
von TNFa und IL-15 bzw. TN, IFNy und IL-15 konnte nicht gezeigt werden.

Die Diarrhoe bei der lymphozytaren Kolitis entstehirch das Zusammenwirken mehrerer
Pathomechanismen. Ein verminderter aktiver elekineg Natrium-Transport, im Sinne einer
Malabsorption mit einer gestdrten ENaC-Funktion weide epitheliale Barrierestdorung mit
verminderter Expression der abdichtenden Tight tlomdroteine Claudin-4, -5 und -8 mit

daraus resultierender Leckflux-Diarrhoe sind hiedie entscheidenden Diarrhoemechanismen.
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