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1 EINLEITUNG

1.1 Aufbau und Funktion der intestinalen Mukosa

Der Darm stellt mit 200 m? die groRte Oberflaiche dar, mit der der menschliche
Organismus mit der AuRenwelt in Kontakt steht [1]. Dabei bildet die intestinale Mukosa
die Innenschicht des Darms. Anatomisch ist sie aus drei Zellschichten aufgebaut:
Epithelschicht, Lamina propria und Muscularis mucosae (Abb. 1). Die lumenseitige
erste Schicht ist das einschichtige, hochprismatische Epithel. Es besteht aus
Saumzellen (Colonozyten) mit kurzen Mikrovilli [2]. Die mukosale Epithelzellschicht
bildet eine primare, hochselektive Barriere gegen ein breites Spektrum von Noxen und
antigen wirkenden Substanzen, die sich innerhalb des gastrointestinalen Lumens
befinden [3]. Gleichzeitig muss die Resorption von Nahrungsbestandteilen, Elektrolyten
und Wasser gewahrleistet sein [2]. Um eine Diffusionsbarriere aufbauen zu kénnen,
befinden sich sogenannte Haftkomplexe mit Tight junctions zwischen den Epithelzellen.
In die Zellmembran sind zudem Transportkanéle, energiekonvertierende Proteine
(ATPasen) und spezifische Rezeptoren integriert. Dadurch wird eine kontrollierte
Resorption und Sekretion gewahrleistet. In die Epithelschicht eingelagert befinden sich
Becherzellen, die die Muzine des bis zu 700 um dicken Schleimteppichs produzieren
[2]. Ferner sind in dieser Schicht enteroendokrine Zellen sowie Paneth- und M-Zellen zu
finden. Das Epithel bildet Krypten, wodurch eine VergréRerung der Oberflache fur
Resorption und Sekretion geschaffen wird. Im Kryptengrund sitzen Stammzellen, die fur
die Erneuerung des Epithels verantwortlich sind. Das Mukosaepithel ist in der Lage,
innerhalb von 24 bis 96 Stunden einen nahezu kompletten Austausch der intestinalen
Epithelzellpopulation zu gewahrleisten [4]. Eine schnelle Wiederherstellung der
Integritat des Oberflachenepithels nach Verletzungen stellt somit eine besondere
Féahigkeit des Epithels dar [4]. Unterhalb des Epithels befindet sich die Lamina propria,
zellreiches Bindegewebe mit retikularen Fasern. Sie beherbergt terminale
Verzweigungen von Blutgefalen und Nerven sowie Lymphkapillaren und zahlreiche
freie Zellen der Abwehr (Antigen-prasentierende Zellen, wie Makrophagen und
dendritische Zellen, B- und T-Zellen) [3]. Die dritte Schicht ist die Muscularis mucosae.
Sie ist eine Besonderheit der intestinalen Mukosa und kommt in keinem anderen
Hohlorgan vor. Sie besteht aus glatten Muskelzellen und verleint der Mukosa eine

eigene Motilitat [2].
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Lamina epithelialis
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Abb. 1: Darstellung der intestinalen Mukosa. Die Mukosa ist anatomisch aus drei Schichten
aufgebaut: Epithelzellschicht, Lamina propria und Muscularis mucosae (100fache

VergrofRerung).

Die Tatsache, dass die Mukosa mit einer Gesamtoberflache von 200 m? in direktem
Kontakt mit der AuRenwelt und zahlreichen Pathogenen steht, stellt besondere
Aufgaben flir das intestinale Immunsystem dar. Eine wesentliche Rolle spielt dabei die
Unterscheidung zwischen pathogenen und apathogenen Antigenen durch das
Immunsystem [3]. An der Stelle der héchsten Antigen- und Pathogendichte, namlich
dem Darmlumen, muss das Immunsystem den Korper vor der Invasion von Pathogenen
durch eine kontrollierte Immunabwehr bewahren [3]. Dabei muss u.a. das Eindringen
von toxischen Stoffen, wie z.B. von der intestinalen Mikroflora produzierte Endotoxine,
verhindert werden. Gleichzeitig missen apathogene Nahrungsmittelantigene sowie die
kommensale Flora des Darms durch das Immunsystem als ungefahrlich erkannt werden
und die Aufnahme von Nahrstoffen Uber das Epithel gewéhrleistet sein [5]. Das
intestinale Immunsystem besitzt daher die besondere Féhigkeit der sogenannten oralen
Toleranz, d.h. die physiologische Toleranz gegeniber Antigenen der Nahrung und
Darmflora [6]. Die Unterscheidung zwischen pathogenen und apathogenen Antigenen
stellt die Voraussetzung fir die intestinale Homoéostase und die Symbiose zwischen der
intestinalen Darmflora und dem menschlichen Kérper dar. Kommt es durch den Verlust
der physiologischen Toleranz gegentiber Bestandteilen der kommensalen Darmflora zu

einer UberschieRenden Immunantwort, kann es zu chronischen Entziindungen kommen

[7].
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Dem Umfang dieser vielfaltigen Aufgaben begegnet das intestinale Immunsystem durch
die grofite Ansammlung von Immunzellen im Korper und einem hohen Maf} an
Differenzierung [8]. Hierfir hat es mehrere spezialisierte Kompartimente und
einzigartige immunregulatorische Charakteristika. Kompartimente des intestinalen
Immunsystems beinhalten die organisierten lymphatischen Gewebe in den Peyer’schen
Plagues, mesenterialen Lymphknoten und die direkt unter dem Epithel gelegenen
lymphatischen Follikel [3]. Dabei wird das intestinale Immunsystem generell in die
antigen-unspezifische, angeborene und die antigen-spezifische, erworbene
Immunantwort eingeteilt. Das angeborene Immunsystem umfasst
Abwehrmechanismen, die zunachst unabhangig vom jeweils eindringenden Erreger
aktiv werden. Es werden keine pathogenspezifischen Merkmale erkannt. Hierzu zahlen
neben der intestinalen Epithelschicht als physikalische Begrenzung auch chemische
Mediatoren, wie die Defensine. Defensine sind antimikrobielle Peptide, die von
Epithelzellen und Panethzellen sezerniert werden [9]. Sie konnen Poren in der
Membran der bakteriellen Pathogene bilden und Entziindungsreaktionen verstarken
[10]. Ferner gehdren weitere chemische Mediatoren zur angeborenen Immunabwehr:
Komplementfaktoren, Akute-Phase-Proteine und Lysozyme [11]. Daneben gibt es eine
zellvermittelte unspezifische Immunabwehr bestehend aus Granulozyten und
Makrophagen, die die Pathogene phagozytieren und somit unschéadlich machen [11].

Im Gegensatz zum unspezifischen Immunsystem ist die erworbene Immunantwort in
der Lage hochspezifisch auf ein jeweiliges Antigen zu reagieren und verfugt Uber ein
immunologisches Gedachtnis. Dabei stellen B- und T-Lymphozyten sowie
professionelle  antigenprasentierende Zellen, wie dendritische Zellen oder
Makrophagen, den zellularen Bestandteil dar [11]. Der wesentliche Ort der spezifischen
intestinalen Immunantwort ist die Lamina propria [5]. In diesem Kompartiment
phagozytieren antigenprasentierende Zellen Pathogene und das obsonierte Peptid wird
den T-Zellen prasentiert. Durch die antigen-vermittelte Stimulierung der T-Zellen kommt
es zur Aktivierung, Differenzierung und Expansion spezifischer T-Zellpopulationen, die

Pathogene gezielt eliminieren [3].
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Abb. 2: Die verschiedenen Komponenten der mukosalen Barriere. Dies umfasst zunachst
den Schleimteppich mit der relativ sterilen inneren Schicht, wahrend in der &ueren Schicht
kommensale Bakterien eine schiitzende Barriere bilden. Epithelzellen stellen die wesentlichen
Trager der intestinalen Barriere dar. Neben ihrer rein mechanischen Schutzfunktion
ubernehmen sie eine Reihe von aktiven defensiven Aufgaben. In der Lamina propria bilden B-
und T-Lymphozyten, Eosinophile, Mastzellen, dendritische Zellen und Makrophagen das
zellulare angeborene und erworbene Immunsystem (Quelle: Salim et al., Inflammatory Bowel
Disease 2010 [12]).

1.2 Chronisch entztindliche Darmerkrankungen

Unter chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (CED) versteht man zwei
verschiedene Formen der intestinalen Entziindung, den Morbus Crohn und die Colitis
ulcerosa. Merkmale dieser Erkrankungen sind chronisch-rezidivierende entziindliche
Veranderungen der Dick- und Diunndarmschleimhaut, die die Patienten in ihrem Leben
nachhaltig beeinflussen.

Die Inzidenz beider Erkrankungen ist &hnlich und liegt in Deutschland bei 5 - 10/200000
pro Jahr [13]. Wéahrend die Inzidenz der Colitis ulcerosa Uber die letzten Dekaden relativ
konstant war, hat sich die Inzidenz des Morbus Crohn seit 1960 in Westeuropa und den
USA versechsfacht und steigt weiter an [13]. Frauen und Manner sind ungefahr gleich
haufig betroffen. Beide Krankheitsbilder werden in Nordamerika sowie Nord- und

Mitteleuropa haufiger beobachtet als in sudlicher gelegenen Landern [14]. Es besteht
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ein deutliches Nord-Sud-Geféalle mit besonderer Haufung in den skandinavischen
Landern [14].

CED kann in jedem Lebensalter auftreten, mit einem ersten Manifestationsgipfel
zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr sowie einem zweiten, niedrigeren Gipfel

zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr [13].

Genetische Umwelt-
Faktoren faktoren

: Intestinale
Dysfunktion Mikroflora

Abb. 3: Zusammenspiel verschiedener Faktoren in der Pathogenese der CED. Das
Schema zeigt die vier grundlegenden Faktoren der Pathogenese: Umweltfaktoren, genetische
Faktoren, eine immunologische Dysfunktion und die intestinale Mikroflora (Quelle: Kucharzik et

al., Inflammatory Bowel Disease 2006 [15])

Trotz intensiver Forschung sind die Pathogenese und Atiologie der CED noch immer
ungeklart, gesichert ist jedoch eine multifaktorielle Entstehung. Das Zusammenspiel
verschiedener  Faktoren, wie  Umweltfaktoren, genetische  Pradisposition,
immunologisch-regulatorischer Defekt und der individuellen Bakterienflora des Darms,
spielt eine entscheidende Rolle [15].

Hinweise fir die Bedeutung von Umweltfaktoren wurde durch die Zunahme der Inzidenz
der CED mit zunehmender Industrialisierung und Entwicklung gewonnen [16]. Als
maogliche Faktoren werden unter anderem Nikotin, Erndhrung, Hygienestandard, Klima,
Umweltverschmutzung und Stress diskutiert [17].

Familienuntersuchungen beschreiben die gehaufte Pravalenz von CED innerhalb von
Familien und deuten zusammen mit Zwillingsuntersuchungen darauf hin, dass eine
genetische Pradisposition besteht [18]. Interessanterweise ist dabei auch die Inzidenz
von Morbus Crohn in Familien, in denen die Colitis ulcerosa vorkommt, erhdht und

umgekehrt. Ferner konnten verschiedene Genmutationen auf unterschiedlichen

10
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Chromosomen identifiziert und eine Assoziation zu CED nachgewiesen werden. Ogura
et al. und Hugot et al. konnten 2001 den Zusammenhang zwischen der Mutation des
NOD2/CARD15-Gens und der Anfalligkeit fir Morbus Crohn nachweisen [19, 20].

Als Bindeglied zwischen genetischer Disposition und Umwelteinfliissen kann ein Defekt
im Prozess der Immunregulation angesehen werden. Mukosal lokalisierte Lamina proria
T-Zellen spielen bei dieser pathologischen Immunreaktion eine entscheidende Rolle
[21]. Bei CED kommt es wahrend der Initierung und des Krankheitsverlaufs zu einem
Ungleichgewicht zwischen Aktivierung, Proliferation und Apoptose von T-Zellen in der
Lamina propria und dadurch zu einer unkontrollierten Migration und Anreicherung
aktivierter T-Zellen in die intestinale Mukosa [21, 22]. Diese sind resistent gegentber
pro-apoptotischen Signalen und rekrutieren durch Ausschittung von Chemokinen und
Zytokinen aktivierte Neutrophile, dendritische Zellen, Makrophagen und natlrliche
Killerzellen, die die ausgeléste Immunantwort verstarken [21]. Es kommt zur Zerstdrung
der Epithelzellschicht und somit ihrer Barrierefunktion, was zu einer erhdhten
Permeabilitdt des gastrointestinalen Epithels und somit zu einer Dauerstimulation des
Immunsystems fuhrt [14]. Die Folge ist eine chronische Entziindung der Mukosa, wie es
bei CED der Fall ist [12].

Ein entscheidender Faktor bei dieser Uberschiel3enden Immunantwort stellt dabei die
intestinale Mikroflora dar. Diese besteht zum Grof3teil aus apathogenen Keimen,
sogenannten kommensalen Bakterien. Eine Hypothese in der Pathogenese der CED
reprasentiert die Idee, dass sich das Immunsystem gegen diese kommensalen
Bakterien richtet aufgrund einer Storung der oralen Toleranz [14]. Der Einfluss der
mukosalen Mikroflora auf die Entstehung einer Colitis wurde in IL-2"-Mausmodellen
untersucht [23]. Die IL-2"-Mause entwickelten unter mit Bakterien kontaminierten
Bedingungen, aber nicht unter sterilen eine Colitis, was den Einflul3 der Mikroflora auf

die Pathogenese unterstreicht [23].

Trotz des ahnlichen Endpunktes in der Pathogenese, ndmlich der Uberschiel3enden
Immunantwort und der daraus resultierenden Entzindung, sind die makroskopischen
und histologischen Entziindungsmuster zwischen den beiden Formen der CED
verschieden. Beim Morbus Crohn findet man vor allem die Entziindung im terminalen
lleum und Kolon, obwohl sie an jeder Stelle des Verdauungstraktes vom Mund bis zum
Anus vorkommen kann [13]. Dabei handelt es sich zunachst um Aphten, die sich zu

flachen Schleimhautulzerationen entwickeln. Die Mukosa zwischen den Ulcera kann

11
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deutlich ins Lumen ragen und so den typischen Aspekt des Pflastersteinreliefs
hervorrufen (Abb. 4). Spater betreffen die Veranderungen alle Wandschichten und
kébnnen dann als tiefe intra- und transmurale Fissuren und Fisteln imponieren. Die
Darmabschnitte sind dabei nur segmental betroffen, d. h. gesunde und betroffene
Schleimhaut kommen nebeneinander vor (die Lasionen ,uberspringen® gesunde
Anteile: sog. Skip Lesions). Es kommt im Verlauf des chronischen
Entzindungsprozesses zu 6dematdsen und fibrotischen Verdickungen der Darmwand
mit Ausbildung segmentaler Stenosen. Histologisch ist der Morbus Crohn neben
unspezifischen entzundlichen Veranderungen durch Epitheloidzellgranulome und
mehrkernige Riesenzellen gekennzeichnet, die in 40 % der Falle nachgewiesen werden
kénnen [13].

Bei der Colitis ulcerosa beginnt die Erkrankung meist distal im Rektum und breitet sich
kontinuierlich nach proximal im Kolon aus. Die initialen Schleimhautverdnderungen sind
durch ein Schleimhautédem sowie eine erhohte Verletzlichkeit der Schleimhaut
(Kontaktblutung) gekennzeichnet (Abb. 4). Die Entziindungsreaktion ist dabei auf die
Mukosa beschrankt und zeichnet sich histologisch durch Ulzerationen aus. Besonders
die Krypten sind in Form von Kryptenabszessen befallen. Abheilende Mukosa kann sich
vollstdndig regenerieren, haufiger resultiert jedoch eine Schleimhautatrophie oder

isoliert wachsendes Granulationsgewebe (Pseudopolypen) [13].

12
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Abb. 4. Endoskopische Aufnahmen im Rahmen von Koloskopien. (a) Der Normalbefund
des Kolons zeichnet sich durch eine glatte, spiegelnde Oberflache mit einer homogen zartrosa
Farbe aus. Das Netzwerk der Gefal3e ist sichtbar. (b) Ausgepréagter Morbus Crohn mit Ulcera
und Pflastersteinrelief (c) Colitis ulcerosa mit kontinuierlich, blutigen Schleimhautschéaden (d)
Chronisch aktive Colitis ulcerosa mit Ulcerationen, 6dematds verdickter Schleimhaut und
Pseudopolypen (Quelle: Medizinische Klinik m. S. Hepatologie und Gastroenterologie, Charité,
CVK).

Aufgrund der Tatsache, dass beide Erkrankungen durch die chronisch entziindlichen
Veranderungen der Dick- und Dunndarmschleimhaut charakterisiert sind, sind die
EindAmmung der mukosalen Entzindungsreaktion sowie eine Wiederherstellung der
intestinalen Barriere fur die Therapie der CED essentiell. Aufgrund der vielfaltigen
Ursachen und der nicht vollstandig verstandenen Pathogenese der CED basieren die
meisten  Therapien auf einer unspezifischen Hemmung der mukosalen
Entziindungsreaktion. Diese Therapien umfassen in der Regel Kortikosteroide,
Aminosalizylate oder Immunsuppressiva, z.B. Azathioprin [24]. Fortschritte im
Verstandnis zur Pathogenese der CED haben jedoch eine zielgerichtetere Therapie
moglich gemacht, um selektiver in den Entziindungsprozess eingreifen zu kdnnen. Die
Applikation von Antikorpern gegen TNF-a hat eine Reduktion der mukosalen
Entzindung erzielt und sich somit gunstig auf beide CED-Formen, Morbus Crohn und

13



Einleitung

Colitis ulcerosa, ausgewirkt [25, 26]. TNF-a ist ein multifunktionaler Signalstoff (Zytokin)
des Immunsystems, welcher an lokalen und systemischen Entziindungen beteiligt ist
[27]. Dieses von Monozyten, Makrophagen und T-Zellen produzierte Zytokin spielt in
der Entzindungskaskade im Darm eine zentrale Rolle [27]. Es entfaltet seine
biologische Aktivitat durch die Bindung an bestimmte Membranrezeptoren und induziert
Uber diese intrazellulare Signaltransduktionswege. Dabei kommt es Uber die Aktivierung
von B- und T-Zellen sowie neutrophilen Granulozyten zu einer Ausschuttung pro-
inflammatorischer Zytokine und einer Zerstérung der epithelialen Barriere [28]. TNF-a-
Antikdrper binden mit hoher Spezifitat und Affinitat zirkulierende und
membrangebundene TNF-a-Molekile und neutralisieren dadurch die biologischen
Effekte von TNF-a [28]. Ferner deuten einige Daten darauf hin, dass TNF-a-Antikérper
auch durch die Induktion der Apoptose von Immunzellen (T-Zellen und Makrophagen)
anti-inflammatorisch wirken [29]. Dennoch limitieren ausgepréagte Nebenwirkungen, wie
Uberempfindlichkeitsreaktionen, Infektionen, GIT-Beschwerden, und die hohen Kosten
den Einsatz der Antikérper gegen TNF-a. Ferner sprechen nicht alle Patienten auf diese
Therapie an, was die Relevanz der Erforschung von effizienteren Therapien
unterstreicht. Ziel in der Behandlung der CED ist es, die Immunhomoostase und
naturlich vorkommende anti-entztindliche Systeme wiederherzustellen. Dabei bieten die
zurzeit zur Verfigung stehenden therapeutischen Optionen keine zufriedenstellende
Therapie, da die aktuellen Medikamente entweder unspezifisch das Immunsystem
hemmen oder nur einen von vielen pro-inflammatorischen Wegen blockieren. Folglich
gibt es einen grofRen Bedarf fur alternative und effizientere Behandlungsmaglichkeiten
der CED.

1.3 Galektine

Galektine sind kohlenhydratbindende Proteine (Glykoproteine), die der Gruppe der
Lektine zugeordnet und durch ihre hohe Affinitat zu B-Galaktosiden charakterisiert
werden konnen [30]. Sie besitzen eine hochkonservierte Kohlenhydrat-
Erkennungsregion (carbohydrate-recognition domain = CRD) bestehend aus 130
Aminosauren [30]. Diese Region ist fur eine spezifische Erkennung von zuckerhaltigen
Strukturen auf der Zelloberflache verantwortlich. Basierend auf der Anzahl der CRD und
der biochemischen Struktur werden die Galektine in drei Untergruppen eingeteilt:

Galektine vom Proto-Typ, vom Chimaren-Typ und vom Tandem-Repeat-Typ [31]. Proto-
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Typ Galektine besitzen eine CRD, mit der die Galektine nicht-kovalent dimerisieren oder
als Monomere bleiben kdnnen. Zu dieser Gruppe gehoéren Galektin-1, -2, -5, -7, -10, -
11, -13, -14 und -15 [32]. Galektine vom Chiméren-Typ bestehen aus einer C-
terminalen CRD, die mit einer prolin- und glycinreichen N-terminalen Region verbunden
ist. Galektin-3 ist das bisher einzige bekannte Galektin dieser Untergruppe. Der
Tandem-Repeat-Typ ist charakterisiert durch zwei unterschiedliche, aber homologe
CRDs (Galektin-4, -6, -8, -9 und -12). Insgesamt sind 15 verschiedene Galektine in
Saugern bekannt [32].

a Structure and classification
Prototype Tandem repeat-type Chimera-type

o W& 9 *o}%

Nt

Galectin 1, galectin 2, galectin 5
galectin 7, galectin 10, galectin 11, Galectin 4, galectin 6, galectin 8,
galectin 13, galectin 14 and galectin 15 galectin 9 and galectin 12 Galectin 3

b Galectin—glycan lattices
Bivalent ligand Trivalent ligand Tetravalent ligand

Abb. 5: Struktur und Quervernetzung der Galektine. (a) Schematische Darstellung der
Struktur der Galektinfamilie. Galektine kdénnen in drei Klassen eingeteilt werden: Proto-Typ
Galektine, die eine CRD besitzen und entweder als Monomer bleiben oder Homodimere bilden
kénnen; Tandem-Repeat-Typ Galektine, die zwei CRDs besitzen und (ber eine aus 70
Aminoséauren bestehenden Kette miteinander verbunden sind; Chimare-Typ Galektin 3, das aus
einer C-terminalen CRD besteht, die mit einer prolin- und glycinreichen N-terminalen Region
verbunden ist. (b) Schematische Darstellung von verschiedenen Gitternetzwerken, die zwischen
multivalenten Galektinen und Kohlenhydraten gebildet werden kénnen (Quelle: Rabinovich et
al., Nature 2009 [33]).

Galektine kommen sowohl intrazellular vor und koénnen aber auch in den

Extrazellularraum sezerniert werden [30]. Die Sekretion erfolgt jedoch Uber einen bis
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jetzt noch unbekannten Weg, der eine intakte Bindung an Kohlenhydrate durch das
sezernierte Protein erfordert. Sie besitzen dabei keine klassische Signalsequenz [34].
Sobald sie aufRerhalb der Zelle sind, sind Galektine in der Lage Uber traditionelle
Liganden-Rezeptor-Interaktionen an Rezeptoren verschiedener Zellen zu binden und
Signaltransduktionswege zu induzieren und zu beeinflussen. Dabei kbénnen sie
verschiedene Zelltypen uber die Bindung ihrer Rezeptoren miteinander vernetzen,
wodurch ihnen ein breites Spektrum an Signaltransduktionswegen offen steht [35].
Ferner sind sie in der Lage auf der Zelloberflache geordnete Netzwerke mit
Kohlenhydraten zu binden (Gitter). Im Gegensatz zu Zytokinen haben Galektine keine
spezifischen individuellen Rezeptoren [32]. Stattdessen kann ein Galektin an eine grof3e
Anzahl von Glykoproteinen und Glykolipiden auf der Zelloberfache binden [32]. Sie
binden dabei primar an die Galactoseeinheit von N-Acetyllactosamin [33].

Zu den extrazellularen Funktionen der Galektine geho6rt die Regulation der T-Zell-
Homoostase. Galektine sind an Signalwegen der Zellaktivierung, Zellwachstum- und
Apoptose, sowie der Zytokinsekretion beteiligt [32]. Untersuchungen an T-Zellen aus
dem peripheren Blut und aus der Lamina propria der intestinalen Mukosa zeigen, dass
Galektin-2 an den CD29-Rezeptor und Galektin-4 an den CD3-Rezeptor auf der T-Zell-
Oberflache bindet [36, 37]. Die Interaktion beider Galektine mit T-Zellen initiiert eine
gesteigerte Apoptose stimulierter T-Zellen [36, 37].

Daneben kénnen auch einige Galektine im intrazellularen Kompartment der Zellen
Signalwege induzieren. Zu den intrazellularen Funktionen der Galektine gehdren
ebenfalls die Regulation von Zellwachstum und -apoptose, aber auch andere
grundlegende Signalwege wie die Regulation des Zellzyklus und des pra-mRNA-
SpleiRens [32]. Der intrazellulare Mechanismus basiert dabei mehr auf Protein-Protein
Interaktionen als auf Kohlenhydratbindung [32]. Bisher wurde vor allem fir Galektin-3
gezeigt, dass es an eine Reihe von intrazellularen Proteinen bindet und dadurch
Transduktionswege beeinflusst [38]. Die intrazellularen Funktionen von anderen

Galektinen, wie Galektin-1, -9 und -10, sind aktuell im Fokus der Forschung.

Wahrend einige Galektine in vielen Geweben zu finden sind, wie z.B. das Galektin-1,
werden andere Galektine mehr selektiv exprimiert. Beispielsweise werden Galektin-2
und -4 hauptséachlich von Epithelzellen im Gastrointestinaltrakt (GIT) exprimiert [39, 40].
Innerhalb des Immunsystems exprimieren aktivierte Makrophagen, aktivierte B-Zellen,

Dendritische Zellen, sowie aktivierte und regulatorische T-Zellen Galektine [35]. Die
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Expression der Galektine unterliegt einem Regulationsmechanismus wahrend der
Aktivierung und Differenzierung der Immunzellen. Dabei wird sie ferner moduliert durch
verschiedene Zytokine und Chemokine. Obwohl verschiedene regulatorische Elemente
in der Promotorregion der Galektingene identifiziert werden konnten, ist der molekulare

Mechanismus der Regulation der Galektinexpression noch nicht geklart [32].

1.4 Galektin-1, -2 und -4

Galektin-1, ein Galektin vom Proto-Typ, wurde vor mehr als 20 Jahren als ein (-
Galaktose-bindendes Lektin von 14,5 kDa mit typischer hamagglutinierender Aktivitat
entdeckt [41]. Seitdem konnten Studien Galektin-1 in vielen Geweben und Zellen
identifizieren. Dennoch riickte dieses endogene Galektin erst in den letzten Jahren als
ein Regulator der angeborenen und erworbenen Immunanwort in den Fokus der
Forschung [35]. In diesem Zusammenhang wurde das Galektin-1 vor allem als anti-
inflammatorisches Agens detektiert. In in vitro Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass aktivierte T-Zellen, die mit rekombinanten Galektin-1 behandelt wurden, eine
reduzierte Sekretion der von Thl-Zellen freigesetzten Zytokine (TNF-a. IL-18, IL-12 und
IFN-y) und eine erhohte Sekretion von Th2 Zytokinen (IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13)
aufwiesen [42]. In diesem Kontext zeigen verschiedene Studien eine Induktion von IL-
10 in ruhenden und aktivierten CD4+ und CD8+ T-Zellen unter der in vitro Behandlung
mit rekombinanten Galektin-1 [42]. Ferner interagiert Galektin-1 in die
Leukozytenmigration, in dem es die T-Zell-Adhasion an extrazellulare Matrix sowie die
transendotheliale Migration der T-Zellen wahrend einer Entziindung inhibiert [43, 44].
Neben den in vitro Untersuchungen belegen verschiedene Mausmodelle das anti-
inflammatorische Potential von Galektin-1. In Modellen fir chronische Entziindung und
Autoimmunitat konnte unter der Gabe von rekombinanten Galektin-1 eine Reduktion der
klinischen und histopathologischen Merkmale einer Entziindung detektiert werden [45].
In einem Colitis-Modell konnte gezeigt werden, dass die Galektin-1-Expression unter
intestinaler Entziindung herunterreguliert war [46]. Unter der Gabe von menschlichem,
rekombinanten Galektin-1 konnte eine induzierte Apoptose der Effektor-T-Zellen
verzeichnet werden [46]. Diese Datenlage belegt das therapeutische Potential von
Galektin-1 beziglich einer Reduktion der intestinalen Entziindung.
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In Hinsicht auf den GIT haben Galektin-2 und Galektin-4 eine bedeutende Funktion. Es
wurde gezeigt, dass beide Galektine vom gastrointestinalen Gewebe exprimiert werden,
jedoch nicht vom Gewebe des Gehirns, der Niere, der gestreiften Muskulatur, der Leber
und der Lunge [47]. Im Gegensatz zum breiten Expressionsmuster von Galektin-1
werden Galektin-2 und -4 hauptsachlich im GIT exprimiert.

Galektin-2 gehort wie Galektin-1 zur Gruppe der Prototyp-Galektine. In in vitro
Untersuchungen konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass Galektin-2 von intestinalen
Epithelzellen exprimiert und sezerniert wird, an T-Zellen bindet und die Apoptose von
aktivierten, aber nicht ruhenden mukosalen T-Lymphozyten induziert [36]. Unsere
Arbeitsgruppe hat weiterhin den therapeutischen Effekt von Galektin-2 in einem DSS-
induziertem Colitis-Mausmodell bewiesen [48]. Es konnte gezeigt werden, dass die
Expression von Galektin-2 im Colitis-Modell reduziert war und unter immunsuppressiver
Behandlung angehoben werden konnte. Die Gabe von menschlichem, rekombinanten
Galektin-2 induzierte die Apoptose mukosaler T-Zellen und verbesserte die akute und
chronische DSS-induzierte Colitis [48]. Ferner hat unsere Arbeitsgruppe gezeigt, dass
Galektin-2 die Zytokinsekretion aktivierter T-Zellen in Richtung eines T-Helfer-2-Profils
verschiebt und die Sekretion des pro-inflammatorischen TNF-a senkt. Dabei ist
entscheidend, dass eine Reduktion von TNF-a einen positiven therapeutischen Effekt
auf CED hat [49]. Aus diesem Grund weist Galektin-2 Mdglichkeiten in der Therapie der
CED als anti-inflammatorisches Agens auf. Durch Induktion der Apoptose von T-Zellen
und Reduktion der TNF-a-Sekretion kann Galektin-2 naturlich vorkommende anti-
infammatorische Systeme wiederherstellen.

Der therapeutische Effekt von Galektin-2 konnte auch in einem Mausmodell far
Kontaktallergie demonstriert werden. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass
Galektin-2 in der murinen Haut exprimiert und unter Entztindung herunterreguliert wird.
Unter der Behandlung der Mause mit Galektin-2 wurde die Immunantwort auf das
Allergen durch die Apoptose von aktivierten CD8+ T-Zellen reduziert [50].

Galektin-4 wird wie Galektin-2 im gastrointestinalen Trakt exprimiert. Studien haben den
Einfluss von Galektin-4 auf T-Zellen in vitro und in einem murinen Colitis-Modell
untersucht [37]. Dabei wurde gezeigt, dass Galektin-4 an den CD3-Rezeptor aktivierter,
aber nicht ruhender T-Zellen bindet und die Apoptose dieser Zellen in vivo und in vitro
induziert. Im Colitis-Modell zeigte sich eine reduzierte Entzindung bei Galektin-4-
behandelten Mausen [37]. Dadurch wird die Hypothese unterstitzt, dass Galektin-4

eine entscheidende Rolle in der mukosalen Entzindung von CED spielt und das
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Potential als ein anti-inflammatorisches Agens besitzt. Interessanterweise zeigte eine
Studie von Hokama et al. 2003, dass Galektin-4 die IL-6-Sekretion von CD4+ T-Zellen,
die aus TCR-a-knockout M&ausen isoliert wurden, induziert und somit die Exazerbation
der intestinalen Entziindung fordert [51]. Man koénnte die Ergebnisse der Arbeit von
Hokama et al. damit erklaren, dass Galektin-4 in diesen Versuchen einen anderen
Rezeptor als den TCR als Bindungsstelle nutzte und dadurch auch andere
Signaltransduktionswege induzierte.

Neben der Eindammung der abnormalen T-Zell-vermittelten Immunreaktion spielt
zudem die Wiederherstellung der intestinalen Barriereintegritdt eine entscheidende
Rolle in der Pathogenese von CED. Dabei konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass
Galektin-2 und Galektin-4 in vitro die Epithelrestitution durch Initiierung der Migration
und Zellzyklusaktivierung fordern kénnen und damit eine wichtige Funktion bei
Wundheilungsprozessen einnehmen [52]. Die immunmodulierende Wirkung und der
positive Effekt auf die Epithelrestitution durch diese Galektine erdffnen eine neue

therapeutische Option in der Behandlung von CED.

1.5 Zielsetzung

Der Morbus Crohn und die Colitis ulcerosa sind Erkrankungen, die durch die chronisch-
rezidivierenden entzindlichen Veranderungen der Dunn- und Dickdarmschleimhaut
charakterisiert sind. Die Atiologie und Pathogenese dieser Erkrankungen sind noch
weitgehend ungeklart, wobei verschiedene Faktoren diskutiert werden. Eine wichtige
Rolle spielt dabei die Dysregulation des intestinalen Immunsystems. Wahrend der
Initiierung und dem Verlauf der CED kommt es zu einer Aktivierung und Proliferation
von T-Zellen in der Lamina propria sowie zu einer Resistenz dieser Zellen gegentber
pro-apoptotischen Signalen [22]. Diese Mechanismen fihren zu einer unkontrollierten
Anreicherung von aktivierten T-Zellen in der Mukosa und somit zu einer
Aufrechterhaltung des Entziindungsprozesses [21].

Galektine sind an der Regulation der Immun- und Entztindungsantwort sowie der
Immunhomoostase beteiligt [32]. Galektin-1, -2 und -4 spielen eine entscheidende Rolle
in der Modulation der intestinalen Entztindung. In vivo wurde bereits das therapeutische
Potential von Galektin -1, -2 und -4 auf die akute und chronische intestinale Entziindung
in einem Colitis-Mausmodell belegt [37, 46, 48]. Dabei konnte eine Induktion der

Apoptose aktivierter T-Zellen und eine Reduktion der pro-inflammatorischen Zytokine
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durch diese Galektine festgestellt werden. Galektine sind in der Lage anti-
inflammatorische Systeme wieder herzustellen und stellen somit eine mdgliche
therapeutische Option bei der Behandlung der CED da.

Untersuchungen in Hinblick auf die intestinale Galektin-Expression bei Patienten mit

CED stehen jedoch bisher noch aus.

Ziel dieser Doktorarbeit ist die Untersuchung der Expression von Galektin-1, -2 und -4
im Dickdarm von Patienten mit CED. Dabei soll die Expression von Patienten mit einer
gesunden Kontrollgruppe verglichen werden. Ferner soll die Expression in Assoziation
mit dem klinischen Entzindungsindex und dem endoskopischen Entziindungsgrad
analysiert werden.

Erganzend wird untersucht, ob und in wie fern die therapeutische Blockade des
zentralen pro-inflammatorischen Botenstoffes TNF-a die Galektin-Expression
beeinflusst.

Aufgrund der Tatsache, dass Galektin-1 und -2 als Prototyp Galektine und Galektin-4,
ein Tandem-Repeat-Galektin, strukturell verschiedenen Gruppen angehdren, ist es im
Rahmen dieser Promotionsarbeit von Bedeutung, Ahnlichkeiten und Unterschiede in
Hinblick auf die intestinale Expression dieser Galektine zu detektieren.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 AntikOrper

Tabelle 1: Primarantikorper fir die Gefrierschnitte

Antikdrper Spezies Verdinnung Hersteller

Anti-Galektin-1 Ziege 1/300 R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland

Anti-Galektin-2 Ziege 1/100 R&D Systems

Anti-Galektin-4 Ziege 1/100 R&D Systems

Tabelle 2: Primarantikorper fur die Paraffinschnitte

Antikdrper Spezies Verdinnung Hersteller

Anti-Galektin-1 Ziege 1/400 R&D Systems
Anti-Galektin-2 Ziege 1/100 R&D Systems
Anti-Galektin-4 Ziege 1/300 R&D Systems

Tabelle 3: Biotinylierte Sekund&rantikdrper fur die Immunhistochemie

Antikdrper Spezies Verdinnung Hersteller

Anti-Ziege 1gG Kaninchen 1/300 DAKO Cytomation, Hamburg,

Deutschland

Tabelle 4: Priméar- und Sekundarantikérper fur den Western Blot

Antikorper Spezies Verdinnung Hersteller
Anti-Galektin-1, -2 Ziege 1/1000 R&D Systems
und -4

Anti-Ziege Kaninchen 1/10 000 DAKO Cytomation
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2.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmittel

Tabelle 5: Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Hersteller

3-Amino-9-ethyl-carbazole (AEC)
Bio-Rad Protein Assay Farbstoff-
Konzentrat

Bovines Serumalbumin (BSA)
Blotting Grade Non-Fat Dry Milk
(Milchpulver)

Chloralhydrat
Citronensaure-1-Hydrat
Citronensaure-Monohydrat

Deckglaser

N,N-Dimethylformamide (DMF)
Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium
(DMEM)

0,2 M Essigsaure

Ethanol (96%, 80%, 70%,50%)

Ethanol 100%

Blotterpapier (Filterpapier)

Glyceringelatine nach Kaiser
Hamatoxylin

H,O, 30%

Isopropanol

Kaliumalaunsulfat (Aluminiumkaliumsulfat-
Dosecahydrat)
Kaninchen-Normalserum

KCI

KH,PO,

Markierungsstift fur Gewebeschnitte
NaCl

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Bio Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich

Bio Rad Laboratories

Merck, Darmstadt, Deutschland
Riedel de Haen, Seelze, Deutschland
Carl-Roth KG, Karlsruhe, Deutschland
Menzel Glaser, Braunschweig,
Deutschland

Sigma-Aldrich

GIBCO, Eggenstein, Deutschland

Merck

Merck

Herbeta Arzneimittel, Berlin, Deutschland
VWR international, Darmstadt,
Deutschland

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

DAKO
Merck
Merck
DAKO
Sigma-Aldrich
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Na;HPO4xH,O Merck

0,2 M Natriumacetat Merck

Natriumjodat Merck

NP40 Roche, Mannheim, Deutschland
NuPAGE® 4-12% Bis-Tris Gel 1,5 x 10 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) Invitrogen

NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer Invitrogen

(20x)

NuPAGE® Sharp Protein Standard Invitrogen

NuPAGE® Transfer Buffer (20x) Invitrogen

Objekttrager Super Frost® Plus Langenbrinck, Emmendingen,

Deutschland

Paraformaldehyd/PBS (pH 7) 4% Herbeta Arzneimittel

Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,
Deutschland

Polyvinylidenfluorid-Membran Invitrogen

Rontgenfilm Amersham, Freiburg i.Br., Deutschland

Rotihistol Carl-Roth KG

Schwamme fiir XCell 1I™ Blotting Invitrogen

Safe Seal Gefal? 1,5 mi Sarstedt

Safe Seal Gefal? 2 mi Sarstedt

SDS 10% Sigma-Aldrich

Tissue Tek Sakura Finetek, Staufen, Deutschland

TRIS (1M) Merck

Tween 20 Merck

Western Lightning™ Chemiluminescence  Perkin Elmer, Boston, MA, USA

Reagent Plus

2.1.3 Puffer und Losungen

10xPBS Stammldsung: 2,0 g KCI
80 g NaCl
2,0 g KH,PO,4
14 g NazHPO4xH,0
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1xPBS Gebrauchslésung
0,1 %iges BSA in PBS
5% iges BSA in PBS
ABC-Komplex-Ldsung

Acetatpuffer pH 5,0

10xCitratpuffer (Stammldsunq)

1x Citratpuffer

(Gebrauchsldsung)
AEC-Substrat
AEC-Entwicklerlésung

3 %iges H,O7

Hamalaun nach Meyer

Western Blot Running Buffer

Western Blot Transfer Buffer

Western Blot Wash Buffer

Material und Methoden

mit H,O dest. auf 11 auffullen

bei Raumtemperatur lagern

100 ml 10xPBS + 900 ml H,O dest.

10 mg BSA in 10 ml 1xPBS

0,5 g BSA in 10ml 1xPBS

je 1 Tropfen Lésung A und Ldsung B auf 5 ml 1xPBS
(ABC-Kit Vectostain, Hersteller: Vector)

70 ml 0,2 M Natriumacetat + 30 ml 0,2 M Essigsaure
42 g Citronensaure-Monohydrat in 1,8 | H,O bidest.
|6sen und mit NaOH auf pH 6,0 einstellen

100 ml 10xCitratpuffer + 900 ml H,O dest

1 Tablette 3-Amino-9-ethyl-carbazole + 2,5 ml DMF
3,8 ml Acetatpuffer pH 5,0

200 pl AEC-Substrat

2 ul H20,

anschlieRend wird die Losung filtriert

8 ml H,O, + 72 ml 1xPBS

0,5 g Hamatoxylin in 500 ml H,O bidest. I6sen, dann
0,1 g Natriumjodat

25 g Kaliumalaunsulfat (Aluminiumkaliumsulfat-
Dosecahydrat)

dazugeben und lésen. Die Losung wird blauviolett.
Danach

25 g Chloralhydrat

0,5 g Citronensaure-1-Hydrat dazugeben.
Anschlie3end wird die Losung vor der Verwendung
filtriert.

760 ml H,O dest.

40 ml NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer (20x)
760 ml H,O dest.

40 ml Transfer Buffer (20x)

200 ml Ethanol

1xPBS + 1 ml Tween 20
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Western Blot Blocking Buffer
Lysepuffer RIPA

40 ml Wash Buffer + 2 g Milchpulver
fur 100 ml:

15 ml NaCl (1M)
5 ml TRIS (1M)
1 ml 10% SDS

1 ml NP40
74 ml H,O

Inhibitoren (Phosphatase- und Proteinase-Inhibitoren)

frisch dazugeben in der Verdinnung 1:100

Puffer in Aliquots einfrieren bei -20°C

2.1.4 Gerate

Tabelle 6: Gerate

Gerat

Hersteller

BioPhotometer®

Elektrophoresekammer XCell Sure Lock™
Feinwaage FA-1104i

Grobwaage

Heizblock DRI-Block® DB 3D

HERAcell 150

Kryostat Frigocut E 2800
Mikrotom HM355s

Mikroskop Axiophot
Mikroskop-Kamera Axio Cam HRc
Schittler Polymax 1040

Schittler KS 250 basic
Spannungsquelle Power Pac 200
Tischzentrifuge

Vortexer REAX Control

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Invitrogen

Faust, Meckenheim, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland
Techne

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Langenselbold, Deutschland
Reichert-Jung, Nussloch, Deutschland
Microm, Walldorf, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Heidolph, Schwabach, Deutschland
IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland
Bio Rad Laboratories

neolLab®, Heidelberg, Deutschland
Heidolph
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2.2 Methoden
2.2.1 Immunhistochemie

2.2.1.1 Probengewinnung und Herstellung der Gefrierschnitte

Fur die Gefrierschnitte wurden Biopsien aus Koloskopien und Resektate aus
Operationen verwendet. Die Materialgewinnung erfolgte im Rahmen von medizinisch
indizierten Eingriffen. Die Gewebeentnahme wurde von der Ethikkomission der Charité
— Universitatsmedizin Berlin genehmigt. Dabei wurde Gewebe verwendet, das aus dem
Dickdarm stammt, um eine bessere Vergleichbarkeit der Expressionen untereinander
zu haben. Nach koloskopischer Entnahme wurden die Biopsien in Tissue Tek
eingebettet und in flissigem Stickstoff eingefroren. Das Material aus den Operationen
konnte aufgrund der ausreichenden ResektatgroRe ohne Tissue Tek eingefroren und
erst kurz vor dem Schneiden des Gewebes eingebettet werden. AnschlieRend wurde
das Gewebe bei -80°C gelagert bis es weiterverarbeitet wurde. Mit einem Kryostaten,
einem Rotationsmikrotom in einer Kihlkammer, wurden bei einer Temperatur von -30°C
10 pm dicke Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden auf Super Frost Plus®
Objekttrager aufgetragen und bei -80°C gelagert.

2.2.1.2 Probengewinnung und Herstellung der Paraffinschnitte

Fur den Vergleich der Expression der Galektine vor und nach der Therapie mit einem
TNF-a-Antikérper wurden paraffineingebettete Biopsien aus der Pathologie des
Campus Charité Mitte verwendet. Dabei wurde jeweils eine Biopsie vor und eine unter
der Therapie vom (gleichen Patienten verwendet. Die Entnahme der
paraffineingebetteten Biopsien erfolgte im Rahmen von medizinisch indizierten
Koloskopien. Alle Biopsien stammen aus dem Dickdarm. Zur Herstellung der
Paraffinschnitte wurde ein Mikrotom HM355s der Firma Microm verwendet. Dabei

wurden die Biopsien auf 1,5 um Dicke geschnitten.

2.2.1.3 Vorversuche

Um die passende Verdinnung der Antikorper fur die jeweilige Galektinfarbung zu
verwenden, wurde in einer Verdunnungsreihe die geeignete AntikOrperkonzentration

ermittelt. Dabei wurde beachtet, dass die richtige Verdinnung des Priméarantikoérpers
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erreicht ist, wenn der Antikorper die spezifischste Markierung maoglichst ohne bzw. mit
einer geringen Hintergrundfarbung zeigt.

2.2.1.4 Das Prinzip der immunhistochemischen Farbung

In der Immunhistochemie nutzt man die Spezifitat von Antikérpern, um die Verteilung
von bestimmten Proteinen am histologischen Schnitt sichtbar zu machen.
Immunologische Reaktionen zwischen Antigenen und den spezifischen monoklonalen
oder polyklonalen Antikorpern stellen den ersten Schritt jeder immunhistologischen
Farbung dar. Der zweite Schritt besteht in der Detektion der entstandenen Antigen-
Antikorper-Komplexe durch eine Farbreaktion. Bei der direkten Methode sind die
Markermolekile (fluoreszierender Farbstoff, Enzym, kolloidales Gold), die als
Ausgangspunkt oder Katalysator der Farbreaktion dienen, direkt an den spezifischen
Primarantikdrper gebunden. Bei der indirekten Methode, die in dieser Arbeit verwendet
wurde, bindet ein nicht markierter, unkonjugierter Antikorper das spezifische Antigen
der Zelle. Dieser wird dann von einem zweiten markierten Antikorper, dem sogenannten
Sekundarantikdrper, der die Detektion ermdglicht, gebunden. Der Sekundarantikérper
bildet somit eine Bricke zwischen dem Priméarantikorper und dem Avidin-Biotin-
Komplex. Er ist auf der einen Seite gegen die Tierspezies des Primarantikdrpers
gerichtet, wird aber auf der anderen Seite selbst aus einer anderen Tierspezies
gewonnen. Wenn der Primarantikorper also z.B. in der Spezies Ziege hergestellt wurde,
muss der Briuckenantikbrper gegen Ziegenimmunglobuline gerichtet sein. Der
Sekundarantikérper wird dabei im Uberschuss zur Reaktion gegeben. Auf diese Weise
ist gewahrleistet, dass nur ein Fab-Stick des Sekundarantikbrpers an den
Priméarantikdrper bindet und das andere Fab-Stick jeweils fir den Komplex frei bleibt.
In der hier verwendeten Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode) ist der
Sekundéarantikbrper mit Biotin markiert (biotinyliert). Bei Biotin handelt es sich um ein
wasserlosliches Vitamin, welches sich gut an den Sekundarantikérper koppeln I&sst. Im
nachsten Schritt bindet der Avidin-Biotin-Komplex an den biotinylierten Antikdrper. Der
Komplex wird so produziert, dass an drei von vier moglichen Bindungsstellen des
Avidins, einem Huhnereiweil3-Glykoprotein, ein Molekul Biotin gebunden wird. Dabei
nutzt man die Affinitdt von Avidin zu Biotin. Um ein Enzym, in diesem Fall die
Meerrettich-Peroxidase (HRPO=Horseradish Peroxidase), welches die Farbreaktion in
Gang setzt, mit einzubringen, wird das Enzym ebenfalls biotinyliert und somit an den
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Komplex gebunden. Anschlie3end setzt die HRPO nach Zugabe eines Indikatorstoffes
3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC) einen rotbraunen Farbstoff um. Nun konnen die

Antigen-bindenden Zellen anhand der Farbung erkannt werden.

Antigen *
|

Primar- ao HRPO
Antikdrper \. ( \
) ¥
.\_ Sekundar-

N/ N
= L0 T

* Avidin
(2]

HRPO Peroxidase

4]

Abb. 6: Das Prinzip der Immunhistochemie. Im ersten Schritt bindet der Primarantikérper an

sein Antigen. Der Sekundarantikorper bildet die Briicke zwischen dem Primarantikdrper und
dem Avidin-Biotin-Komplex, dem Detektionssystem. Nach Zugabe des Indikatorstoffes AEC
setzt die Meerrettich-Peroxidase einen rotbraunen Farbstoff um, an dem die Antigen-bindenden
Zellen erkannt werden kénnen (Quelle: Schmidt, ED: Vergleich der Expressionen verschiedener
Matrixproteine und Entziindungsmediatoren in HUVEC-Fibrochondrozyten-Cokulturen und

Fibrochondrozyten-Monokulturen, unv. Dissertation, Universitat Tibingen 2007 [53]).

2.2.1.5 Immunhistochemische Farbung von Gefrierschnitten

Die Schnitte wurden nach dem Auftauen mit einem Fettstift umrandet, um den
Antikdrperverbrauch méglichst gering zu halten. AnschlieBend wurden die Objekttrager
mit dem jeweiligen verwendeten Primarantikbrper und der Antikdrperkonzentration
beschriftet. Zur Fixierung des Gewebes auf dem Objekttrager wurden die Schnitte bei
Raumtemperatur (RT) fur 20 min in 4 %iger Paraformaldehyd/PBS (pH 7)-Lésung
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS fir jeweils 5 min wurden die Schnitte bei
RT fur 10 min mit 3 %igen H,O, in PBS inkubiert. Ziel dieses Schrittes ist die
Blockierung der endogenen Peroxidase. Man gibt das H,O, dabei im UberschuR auf
das Gewebe und verhindert auf diese Weise die unerwinschte Reaktion des
Chromogens mit der endogenen Peroxidase des Gewebes. AnschlielRend wurden die
Schnitte dreimal 5 min mit PBS gewaschen. Es erfolgte nun eine 30-minutige Inkubation

mit einer Blockierungslésung in einer feuchten Kammer. Fir Galektin-1 wurde
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Kaninchenserum (Verdiinnung 1/20) und fur Galektin-2 und Galektin-4 5 %iges bovines
Serumalbumin (BSA) in PBS verwendet. Das ,Normalserum® dient dabei zur
Absattigung von elektrostatischen Ladungen und verhindert unspezifische Bindungen.
Die Schnitte wurden nun fur zweimal 5 min mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden
sie mit dem Primarantikorper bei Raumtemperatur fur eine Stunde in einer feuchten
Kammer inkubiert. Der Prim&rantikorper wurde dabei in gewlnschter Konzentration mit
0,1 %igen BSA in PBS verdiunnt. Danach wurde dreimal 5 min mit PBS gewaschen, um
Uberschissige Primarantikdrperlésung zu entfernen. Es folgte die Inkubation des
biotinylierten Sekund&rantikorpers in der jeweiligen Konzentration fur 30 min bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. Nach dreimal 5-mindtigem Waschen mit
PBS wurde die ABC-Lésung auf die Schnitte gegeben und fur 30 min inkubiert. Es
folgte anschlieRend ein weiterer Waschschritt mit dreimal 5 min. Nach Zugabe der AEC-
Entwicklerlosung wurden die Schnitte unter dem Mikroskop beobachtet und nach
Entwicklung einer Farbreaktion in Aqua dest. gestoppt. Die Zellkerne wurden
anschlieBend mit Hamalaun fir 4 min gegengefarbt. Fir 10 min wurde mit

Leitungswasser geblaut und mit Glyceringelatine eingedeckt.

2.2.1.6 Immunhistochemische Farbung von Paraffinschnitten

Als ersten Schritt wurden die Objektitrager mit dem jeweiligen verwendeten
Primarantikorper und der Antikdrperkonzentration beschriftet. Dann erfolgte das
Trocknen der Schnitte fir 15 min bei 70°C. AnschlieBend wurden die Schnitte mit
Rotihistol fur zweimal 10 min entparaffiniert. Es folgte die Rehydrierung der Schnitte in
einer absteigenden Alkoholreihe mit je 5 min in Isopropanol, 96%igem, 80%igem,
70%igem und 50%igem Ethanol. Anschlieend wurde zweimal 5 min mit PBS
gewaschen. Die durch die Formalinfixierung verursachte Proteinvernetzung wurde nun
durch Erhitzen der Schnitte in einem handelsiblichen Schnellkochtopf in Citratpuffer fur
3 min wieder aufgehoben. Die Schnitte wurden anschliel3end zweimal 5 min mit PBS
gewaschen. Nach einer Inkubation von 10 min mit 3 %igem H,O, erfolgte ein nachster
Waschschritt mit zweimal 5 min PBS. Die Schnitte wurden nun mit einer
Blockierungslosung in einer feuchten Kammer inkubiert. Fir Galektin-1 und -2 wurde
zum Blocken Kaninchen-Normalserum (Verdinnung 1/20) und fur Galektin-4 5 %iges
BSA in PBS verwendet. Nach zweimal 5-minttigen Waschen wurden die Schnitte mit
dem 1. Antikdrper fur 1 h in einer feuchten Kammer inkubiert. Der Primarantikdrper
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wurde daflr in gewlnschter Konzentration mit 0,1 %igem BSA in PBS verdlnnt.
Danach wurde viermal 5 min mit PBS gewaschen, um (Uberschissige
Primarantikorperléosung zu entfernen. Es folgte die Inkubation des biotinylierten
Sekundarantikdrpers in der jeweiligen Konzentration fir 30 min bei RT in einer feuchten
Kammer. Nach 5-mindtigem Waschen mit PBS wurde die ABC-Ldsung auf die Schnitte
gegeben und fur 30 min inkubiert. Nach weiterem zweimaligem Waschen wurde die
AEC-Entwicklerlésung auf die Schnitte gegeben. Die Schnitte wurden unter dem
Mikroskop beobachtet und nach Entwicklung einer Farbreaktion in Aqua dest. gestoppt.
AnschlieBend wurden die Zellkerbe mit Hamalaun fur 4 min gegengefarbt. Fir 10 min
wurde mit Leitungswasser geblaut und mit Glyceringelatine eingedeckt.

2.2.1.7 Kontrollen fur die immunhistochemische Farbung

Um unspezifische Bindungen des Primarantikérpers ausschlielen zu kénnen, wurde fir
jede Farbung und jeden Schnitt eine Negativkontrolle mitgefihrt. Hierfir wurden
wahrend des Schneidevorgangs des Gewebes zwei Schnitte auf einen Objekttrager
aufgetragen. Im Rahmen der immunhistochemischen Farbung wurde nur auf eine der
beiden Schnitte der jeweils gewlinschte Primarantikorper aufgetragen. Auf den anderen
Schnitt wurde 0,1%iges BSA in PBS aufgetragen. Alle weiteren Schritte des Protokolls
waren identisch. Somit konnte eine unspezifische Bindung des 2. Antikorpers tGberprift
werden. Im Falle einer positiven Farbung in der Negativkontrolle wurde die Farbung

nicht gewertet.

2.2.1.8 Photographische Dokumentation und Auswertung der

Gewebeschnitte

Die gefarbten Gewebeschnitte wurden unter dem Mikroskop Axioskop betrachtet (Zeiss,
Deutschland) und die photographische Dokumentation erfolgte mit einer Axiocam
(Zeiss). Dabei wurde die Software AxioVision Rel. 4.7 verwendet.

Die Anfertigung der Graphen und die statistische Auswertung erfolgten mit GraphPad
Prism® 5 (San Diego, CA). Fir die statistische Auswertung wurde der Mann-Whitney-
Test flr unpaare, nicht-normalverteilte Gréf3en verwendet. Alle angegebenen p-Werte

sind zweiseitig mit signifikanten Werten bei p<0.05.
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Es wurden zwei Aspekte bei der Auswertung der Gewebeschnitte analysiert. Einmal
wurden die Intensitaten der angefarbten Zellen der Lamina epithelialis ausgewertet.
Ferner konnten Immunzellen in der Lamina propria detektiert werden, die Galektin

exprimieren. Diese wurden ebenfalls ausgewertet.

B) Auswertung der Lamina epithelialis

Die Auswertung der Lamina epithelialis erfolgte semiquantitativ. Die Einteilung erfolgte
anhand der Intensitaten der angefarbten Epithelzellen. Es wurden die Werte 0 bis 3 fur
die Intensitatseinteilung verwendet in Anlehnung an vorausgehende, etablierte

immunhistochemische Auswertungen (Remmele et al. 1986 [54]).

Tabelle 7: Gradeinteilung zur semiguantitativen Auswertung der Galektinexpression in der
Epithelschicht

Grad Immunhistologisches Bild
0 keine Expression
1 leichte Expression
2 mittlere Expression
3 starke Expression

Im Folgenden sind Referenzschnitte fir die Bewertung der histologischen Schnitte
dargestellt (Abb. 7).
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Abb. 7: Referenzschnitte der semiquantitativen Auswertung der Galektin-Expression in
der Epithelschicht: (a) Intensitat Grad 0 (b) Grad 1 (c) Grad 2 (d) Gad 3. Fotos wurden unter

100facher VergroéfRerung aufgenommen.

B) Auswertung der Galektin-exprimierenden Immunzellen in der Lamina propria

In der Lamina propria konnten Immunzellen detektiert werden, die Galektin exprimieren.
Um diese quantitativ auswerten zu kénnen, wurden von jeweils einer Biopsie Fotos
(400fache VergroRRerung) aus dem Bereich der Lamina propria hergestellt. Die Fotos
wurden in OriginalgroRe in Power Point eingefligt. Ein Quadrat aus 4,5 cm mal 4,5 cm
wurde in den Bereich, wo sich Galektin-exprimierende Immunzellen befinden, eingefligt.
Dabei konnten  Galektin-positive  Immunzellen in  den Bereichen eines
Entzindungsinfiltrates detektiert werden. In diesem definierten Bereich wurde der
prozentuale Anteil der positiven, Galektin-exprimierenden Immunzellen errechnet.
Dabei wurden die Zellen, die im Randbereich angeschnitten waren, nicht mit in die
Zahlung aufgenommen. Aus jeweils drei reprasentativen Bereichen wurde anschlieRend
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der Mittelwert aus den Prozenten errechnet. Die Angaben im Ergebnisteil
reprasentieren den Mittelwert = Standardabweichung.

2.2.2 Erhebung von klinischen Daten des Patientenkollektivs

2.2.2.1 Bestimmung des klinischen Aktivitatsindex bei den Patienten

mit Morbus Crohn

Durch Aktenrecherche im Archiv der medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Hepatologie
und Gastroenterologie am Virchow Klinikum Berlin wurden fur 10 Patienten mit Morbus
Crohn die jeweiligen klinischen Aktivitatsindizes errechnet, um zu untersuchen, ob es
einen Unterschied in der Expression der Galektine in Hinblick auf den klinischen
Aktivitatsindex gibt. Dabei bezieht sich der klinische Aktivitatsindex auf den jeweiligen
Zeitpunkt der Probenentnahme. Der Crohn's Disease Activity Index (CDAI) nach Best et
al. [55] dient der Quantifizierung der Krankheitsaktivitat. Er setzt sich aus acht Faktoren
zusammen, die jeweils mit einem Faktor multipliziert und dann summiert werden. Die

Komponenten des CDAI und ihre Gewichtungsfaktoren sind wie folgt:

Tabelle 8: Berechnung des CDAI nach Best et al. 1976 [55]

Klinische oder laborchemische Variable Gewichtungsfaktor
Anzahl der ungeformten Stuhlgange in den letzten sieben X2

Tagen

Bauchschmerzen (O=keine, 1=leicht, 2=mittel, 3=stark) als x5

Summe der letzten sieben Tage

Allgemeinbefinden (0=gut, 1=beeintrachtigt, 2=schlecht, X7
3=sehr schlecht, 4=unertraglich) als Summe der letzten sieben

Tage

Anwesenheit von Komplikationen® x 20
Symptomatische Durchfallbehandlung (Loperamid 0.a.) x 30
Abdominelle Resistenz (0O=nein, 2=fraglich, 5=sicher) x 10
Abweichung des Hamatokrit von 47 % bei Mannern und 42 % X 6
bei Frauen

Prozentuale Abweichung vom Standardgewicht x1
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"Je ein Punkt wird addiert fiir jede der folgenden Komplikationen:

> Gelenkbeteiligung (Gelenkschmerzen oder Arthritis)

> Augenbeteiligung (Iritis oder Uveitis)

> Hautbeteiligung (Erythema nodosum, Pyoderma gangraenosum, oder orale
Aphthen)

> perianaler Befall (Analfissur, perianale Fistel oder perianale Abszesse)

A\

andere Fisteln

> erhdhte Kérpertemperatur (>37,7 °C) wahrend der letzten sieben Tage.

Die Einteilung des Aktivitatsindex erfolgt dann anhand der folgenden CDAI-Werte:
— CDAI < 150 Punkte: Remission
— CDAI = 150 Punkte: klinische Aktivitat

Die folgende Tabelle zeigt einen Uberblick tiber das Patientenkollektiv mit der Diagnose
eines Morbus Crohn, welches einen CDAI unter 150 zum Zeitpunkt der

Probenentnahme aufweist und sich somit definitionsgeman in einer Remission befand.

Tabelle 9: Patienten mit Morbus Crohn mit einem CDAI < 150 (Remission)

PATIENT ALTER GEWEBEART DIAGNOSE CDAI
P 23 41 Resektat Morbus Crohn 20
P 26 26 Biopsie Morbus Crohn 117
P 44 43 Biopsie Morbus Crohn 105
P 59 30 Biopsie Morbus Crohn 147

Die folgende Tabelle zeigt einen Uberblick Uiber das Patientenkollektiv mit der Diagnose
eines Morbus Crohn, welches einen CDAI = 150 zum Zeitpunkt der Probenentnahme
aufweist und sich definitionsgemal’ in mindestens einer leichten bis mittleren klinischen
Aktivitat befand:
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Tabelle 10: Patienten mit Morbus Crohn mit einem CDAI = 150 (klinische Aktivitét)

PATIENT ALTER GEWEBEART DIAGNOSE CDAI
POl 58 Resektat Morbus Crohn 170
P 30 37 Biopsie Morbus Crohn 186
P31 33 Biopsie Morbus Crohn 241
P 64 31 Biopsie Morbus Crohn 271
P 69 20 Biopsie Morbus Crohn 244
P 50 47 Biopsie Morbus Crohn 191

2.2.2.2 Bestimmung des klinischen Aktivitatsindex bei den Patienten

mit Colitis ulcerosa

Wie bei den Patienten mit einem Morbus Crohn wurde durch Aktenrecherche der
klinische Aktivitatsindex (,clinical activity index”, CAl, nach Rachmilewitz 1989 [56]) von
10 Patienten mit der Diagnose einer Colitis ulcerosa berechnet. Dabei bezieht sich der

CAl wie der CDAI auf den Zeitpunkt der entsprechenden Probenentnahme.

Tabelle 11: Berechnung des CAIl nach Rachmilewitz 1989 [56]

Kriterium Punktewert
1. Anzahl der Stuihle pro Woche <18 0
18-35 1
36-60 2
>60 3
2. Blut im Stuhl (Wochenmittel) keines 0
wenig 1
viel 2
3. Einschatzung des Befindens gut 0

(Untersucher)

durchschnittlich 1
schlecht 2
sehr schlecht 3
4. Abdominelle Schmerzen keine 0
leicht 1
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mittel
starke
5. Temperatur (Colitis-assoziiert) 37-38°C
>38°C
6. Extraintestinale Manifestationen Iritis
Erythema nodosum
Arthritis
7. Laborwerte BSG > 50 mm nach 1.
Std.
BSG > 100 mm nach 2
1.Std
Hamoglobin < 100 g/l 4

R W W W W o waN

AnschlieBend werden die Punktwerte zusammenaddiert. Besteht ein Punktwert Uber 5
spricht man definitionsgemalf von einer aktiven Erkrankung. In Remission befindet sich
der Patient bei einem CAl < 5. Folgende Tabelle zeigt einen Uberblick (iber die

Patienten mit der Diagnose einer Colitis ulcerosa, die einen CAl < 5 hatten.

Tabelle 12: Patienten mit Colitis ulcerosa mit einem CAIl <5 (Remission)

PATIENT ALTER DIAGNOSE GEWEBEART CAl
P 03 63 therapierefraktare Resektat 3
Pancolitis ulcerosa
P24 21 Colitis ulcerosa Biopsie 1
P 32 25 Colitis ulcerosa Biopsie 4
P35 46 Colitis ulcerosa Biopsie 4
P 36 37 Colitis ulcerosa Biopsie 2

Folgende Tabelle zeigt einen Uberblick Uber die Patienten mit der Diagnose einer

Colitis ulcerosa, die einen CAIl > 5 hatten.
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Tabelle 13: Patienten mit Colitis ulcerosa mit einem CAIl >5 (aktive Erkrankung)

PATIENT ALTER DIAGNOSE GEWEBEART CAl
P 09 28 therapierefraktére Resektat 6
Colitis ulcerosa
P 10 51 therapierefraktare CU Resektat 6
P11 23 therapierefraktare CU Resektat 6
P 22 30 therapierefraktare CU Resektat 6
P 95 35 Colitis ulcerosa Resektat 6

2.2.3 Western Blot

2.2.3.1 Proteinextraktion

Es wurden Zelllysate der epithelialen Zelllinien HT-29 und Caco-2 fur den Western Blot
hergestellt, um die intestinale Expression von Galektin-1, -2 und -4 untersuchen zu
kénnen. Es handelt sich dabei um kultivierte, adharente Zell-Linien eines kolorektalen
Adenokarzinoms.

Das Nahrmedium der vorher kultivierten Zellkulturen wurde abgesaugt. Die Zellen
wurden zweimal mit vorgewarmten PBS (37°C) gewaschen, um das fetale Kalberserum
(FCS), das in den Nahrmedien der Zellkultur enthalten ist, herauszuwaschen. Das PBS
wurde anschlielRend wieder abgesaugt. Es wurde 2 ml vorgewarmtes (37°C) Trypsin
(0,5 %) auf die Zellen gegeben, damit sie sich vom Boden l6sen (Detachment). Nach 5-
minutiger Inkubation mit Trypsin im Brutschrank konnten die Zellen mit vorgewarmten
PBS (37°C) von der Kulturflasche abgewaschen und in ein 15 ml Falcon Réhrchen mit
10 ml Dulbecco‘s modifiziertes Eagle Medium (DMEM) uberfuhrt werden. Nach dem
Zentrifugieren (1500 rpm, 5 min) wurde das Medium abgesaugt. Die Zellen wurden
zunachst in 1 ml DMEM resuspendiert und einige Male vorsichtig hoch und runter
pipettiert, um die Zellen zu vereinzeln. Es wurde dann mit DMEM auf 10 ml aufgefullt.
Fir die Zelllyse wurden anschlieBend 3 x 10° Zellen verwendet. Dazu wurde das nach
Zentrifugation entstandene Pellet mit 100 pl Lyse-Puffer resuspendiert. Es wurden
Protease- und Phosphatase-Inhibitoren in der Verdinnung 1:100 dazugegeben. Die
Probe wurde gevortext, 20 min auf Eis inkubiert und anschlieBend zentrifugiert
(14000rpm, 4°C, 10 min). Der Uberstand konnte dann entnommen und bei -20 °C

gelagert werden.
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2.2.3.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem Bio-Rad Protein-Assay. Der Assay beruht auf
dem Prinzip der Proteinbestimmung nach Bradford [57]. Beim Bradford-Test erfolgt der
guantitative Nachweis der Proteine mithilfe des Farbstoffs Coomassie-Brilliantblau G-
250. Dieser lagert sich v. a. an basische und unpolare Seitenketten von Proteinen an,
wobei insbesondere Wechselwirkungen mit der Aminosaure Arginin von Bedeutung
sind. Im sauren Milieu fuhrt diese Komplexbildung zwischen Protein und Farbstoff zur
Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs. Es wurde hierflr ein
Fertigreagenz (Bio-Rad Protein-Assay) verwendet, bestehend aus Coomassie Blue,
Phosphorsaure und Methanol.

Wahrend nun ungebundenes Coomassie-Brilliantblau G-250 ein Absorptionsmaximum
von 465 nm aufweist, besitzt der Protein-Farbstoff-Komplex ein Absorptionsmaximum
von 595 nm. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm Korreliert wiederum mit der
Proteinkonzentration der zu untersuchenden Losung und kann photometrisch bestimmt
werden.

Im 1. Ansatz wurden 1 ml Bio Rad Protein-Assay Lésung + 2 pl Lysepuffer eingesetzt,
um bei einer Wellenlange von 595 nm einen Nullwert zu messen. Um die im
Photometer gemessene Absorption der zu untersuchenden Ldsung einer bestimmten
Proteinkonzentration zuordnen zu konnen, wurde ein Standardprotein mit einer
definierten Proteinkonzentration verwendet. Aus diesem Grund wurden im 2. Ansatz 1
ml Bio Rad Protein-Assay Losung + 2 pl BSA (1mg/1ml) eingesetzt und als Standard
verwendet. Der 3. Ansatz besteht aus der eigentlichen Probe: 1 ml Bio Rad Protein-
Assay Losung + 2 ul Proteinldsung.

2.2.3.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE)

Nach Auftauen der Zelllysate wurden 20 pg Protein mit 5 ul NUPAGE® LDS Sample
Buffer fir eine Proteinprobe vermischt. AnschlieRend wurden die Proben fir 5 min in
einen auf 95 °C vorgeheizten Heizblock gestellt. Das anionische Detergens
Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate, SDS) denaturiert dabei durch
Binden an die Aminosaurereste die Proteine. Dadurch entstehen SDS-Protein-
Komplexe, deren Nettoladung nur von den anionischen SDS-Molekilen bestimmt wird.
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Somit kann eine Trennung der Proteine im elektrischen Feld nach Gr6éRe und
unabhangig von der Eigenladung der Proteine erreicht werden. Fur die
Proteinauftrennung wurde ein Gradientengel verwendet, das unterschiedliche
Konzentrationen von Acrylamid (4-12 %) Uber den gesamten Trennungsbereich
aufweist und so ein sehr breites GroRenspektrum von Proteinen abdecken kann. Das
Gel wurde senkrecht in die Elektrophoresekammer eingesetzt und nach Entfernen des
Kamms aus dem Gel wurden die Kammern mit Running Buffer befillt. Wenn sich
Luftblasen auf dem Running Buffer gebildet haben, wurden diese mit einer Pipette
entfernt. Nun wurde die erste Geltasche mit einem gefarbten Molekulargewichtsmarker
gefullt. Dieser Marker ermdglicht eine GroRenbestimmung der zu analysierenden
Proteine. Die restlichen Geltaschen wurden mit den jeweiligen Proteinproben gefiillt.
Anschliel3end wurde fir 1 Stunde eine Spannungsquelle von 180 Volt angelegt. Dabei

wandern die Proteine vom Plus- zum Minuspol entsprechend ihrer Grol3e.
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Abb. 8: Schematische Darstellung der Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Die Proteine
wandern entsprechend ihrer Grélie vom Plus- zum Minuspol. Ein Laufmarker wird mitgefuhrt,
um eine GroRenbestimmung der zu analysierenden Proteine durchfiihren zu kénnen (Quelle:

Joppien et al. 2011: Experimentelle Doktorarbeit. Miinchen: Elsevier [58]).

2.2.3.4 Western Blot

Um die elektrophoretisch getrennten Proteine nachweisen zu kdnnen, wurden sie auf
eine Polyvinylidenfluorid(PVDF)-Membran Ubertragen. Als erstes wurden dafur fanf
Schwdmme und zwei Blotting Papiere (Filterpapiere) fir 5 min in Transfer Buffer
eingelegt. Die Membran wurde fir 1 min in Ethanol und anschlie3end ebenfalls fur 5

min in Transfer Buffer getaucht. Nun wurden die jeweiligen Komponenten zwischen
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Anode und Kathode aufgebaut: 2 Schwamme, Filterpapier, Membran, Gel, Filterpapier,
3 Schwamme. Dabei war es wichtig, dass sich zwischen Membran und Gel keine
Luftblasen befanden. AnschlieRend wurde die innere Kammer mit Transfer Buffer und
die aullere Kammer zur Kihlung mit H,O dest. aufgefullt. Zwischen Kathode und Anode
wurde nun eine Spannung von 30 Volt fur eine Stunde angelegt. Nach dem Ubertragen
der Proteine auf die PVDF-Membran wurde die Membran in einer 5 %igen Milchlésung
(Blockierungslésung 40ml Wash Buffer + 2 g Milchpulver) Uber Nacht bei 4 °C unter

Rotation inkubiert. Dadurch werden unspezifische Bindungen geblockt.

2.2.3.5 Detektion mit Antikérpern und Entwicklung

Die Milch wurde entfernt und die PVDF-Membran mit dem primaren Antikérper (gelost
in 15 ml 5 %ige Milch) fur eine Stunde bei RT auf dem Schiittler inkubiert. Danach
wurde die Membran dreimal kurz mit 25 ml Wasch Buffer und einmal 15 min sowie
zweimal 5 min auf dem Schuttler gewaschen. Die Membran wurde nun mit dem
sekundaren Antikorper inkubiert (20 ml Blockierungslosung + 2 pl Sekundarantikorper).
Anschliel3end wurde wie nach der Inkubation mit dem primaren Antikérper gewaschen.
Der Waschpuffer wurde entfernt. Zur Detektion wurde ein Chemiluminiszenzverfahren
verwendet. Dazu wurde das chemilumineszente Substrat auf die Membran gegeben
und fur 5 min im Dunkeln auf dem Schuttler geschwenkt. Danach wurde die Membran in
der Dunkelkammer auf einen Rontgenfiim gelegt und dieser wurde anschlieBend

entwickelt.

sekundérer Antikdrper A T © Proteine

. Marker
primérer Antikrper -——l

Milchpulver — " () A I : o

- Membran e

Abbildung 9: Proteinnachweis durch spezifische Antikdrper. Der primare Antikorper bindet
spezifisch an sein Antigen, das zu analysierende Protein. Der sekundare Antikorper bildet die
Briicke zwischen dem primaren Antikdrper und dem Marker, der fur die Detektion des Proteins
verantwortlich ist (Quelle: Joppien et al. 2011: Experimentelle Doktorarbeit. Miinchen: Elsevier
[58]).
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3 ERGEBNISSE

Wesentlicher Trager der intestinalen Integritat ist das Epithel, das als eine hochselektive
Barriere funktioniert, welches das Eindringen von Antigenen in das mukosale
Immunsystem verhindern und gleichzeitig die Aufnahme von Nahrstoffen gewahrleisten
muss [3]. Aus diesem Grund war es in dieser Arbeit von besonderer Bedeutung, die
Expression der Galektine in der Epithelschicht zu untersuchen.

In allen verwendeten Proben konnte keine epitheliale Galektin-1-Expression
nachgewiesen werden. Galektin-1 wurde hauptsachlich vom Bindegewebe,
Muskelzellen, aber auch Immunzellen, die sich in der Lamina propria befanden,
exprimiert. Galektin-2 und -4 zeigten im Gegensatz hierzu ein vorwiegend epitheliales
Expressionsmuster. Es konnte ausschlie3lich eine cytoplasmatische Expression der

Galektine in den Epithelzellen detektiert werden.

Abb. 10: Intestinale Expression von Galektin-1, -2 und -4. Galektin-1 konnte nicht in der

Epithelzellschicht detektiert werden. Es wurde vor allem vom Bindegewebe, von Muskelzellen
und Immunzellen in der Lamina propria exprimiert. Galektin-2 und -4 zeigten im Gegensatz
hierzu ein vorwiegend epitheliales Expressionsmuster. Es wurde die ABC-Methode mit dem
Indikatorstoff AEC verwendet, wodurch die Proteinexpression in einem rotbraunen Farbstoff
detektiert wird. Fotos wurden unter 100facher VergréRerung aufgenommen.

Neben den Epithelzellen, die eine starke Expression an Galektin-2 und -4 aufwiesen,
konnte ebenfalls eine Expression von Galektin-1, -2 und -4 in den Immunzellen der
Lamina propria festgestellt werden (Abb. 11). Dabei konnten Galektin-exprimierende

Immunzellen in Bereichen eines Entziindungsinfiltrates detektiert werden.
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Abb. 11: Reprasentatives Bild der Galektin-exprimierenden Immunzellen in der Lamina propria

(Pfeile). Fotos wurden unter 400facher VergréfZerung aufgenommen.

3.1 Vergleich der intestinalen Galektin-Expression von Patienten mit

CED zur Kontrollgruppe

Es wurde von insgesamt 20 Patienten mit CED die Galektin-Expression im Dickdarm im
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe untersucht. Dabei hatten 10 Patienten die
Diagnose eines Morbus Crohn und 10 Patienten die Diagnose einer Colitis ulcerosa. Als
Kontrolle wurden 10 Proben aus nicht entziindetem Gewebe von Patienten ohne CED
verwendet. Es sollte in diesem ersten Schritt die Frage untersucht werden, ob sich die
intestinale Galektinexpression in der Entziindung verglichen zum gesunden Dickdarm
unterscheidet. Zunachst wurde die Expression in der Epithelzellschicht entsprechend
einem semiquantitativen Intensitatsscore ausgewertet (s. 2.2.1.8). Ferner wurde der
prozentuale Anteil an Galektin-exprimierenden Immunzellen in der Lamina propria
bestimmt (s. 2.2.1.8).
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3.1.1 Auswertung der Lamina epithelialis

Galektin-2
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[ Patienten mit Morbus Crohn
El Kontrolgruppe
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Abb. 12: Galektin-2-Expression in der Lamina epithelialis bei Patienten mit Morbus Crohn im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe

Im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe zeigt sich bei den Patienten mit Morbus
Crohn keine einheitliche, epitheliale Expressionsstarke von Galektin-2 (Abb. 12). Bei
einem Patienten wurde eine verminderte, bei 7 eine gleiche und bei 2 eine gesteigerte
Expression verglichen zur Kontrolle detektiert. Im Gegensatz dazu zeigte die
Kontrollgruppe eine einheitlich leichte Expression.
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Abb. 13: Galektin-2-Expression in der Lamina epithelialis bei Patienten mit Colitis ulcerosa im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
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Bei den Patienten mit Colitis ulcerosa konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe kein
Unterschied in der Galektin-2-Expression festgestellt werden (Abb. 13). Beide Gruppen

zeigten eine leichte Expression.
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Abb. 14: Galektin-4-Expression in der Lamina epithelialis bei Patienten mit Morbus Crohn im

Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe

Im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe zeigte sich bei den Patienten mit einem
Morbus Crohn keine einheitliche Expressionsstarke von Galektin-4 (Abb. 14). In 4 von
10 Proben konnte eine verringerte Expression verglichen zur Kontrolle detektiert
werden. Dabei wurde bei einem Patienten keine und bei 3 Patienten eine leichte
Galektin-4-Expression untersucht. Ferner zeigten jeweils 3 Patienten eine gleiche und

eine gesteigerte Expression verglichen zur Kontrolle.
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Abb. 15: Galektin-4-Expression in der Lamina epithelialis bei Patienten mit Colitis ulcerosa im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe

Die Analyse der epithelialen Galektin-4-Expression ergab bei den Patienten mit Colitis
ulcerosa keine einheitliche Expressionsstarke (Abb. 15). Im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe wurden bei 2 Patienten eine verminderte und bei jeweils 4 eine gleiche
und eine gesteigerte Expression untersucht.
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3.1.2 Auswertung der Galektin-exprimierenden Immunzellen in der

Lamina propria

40+
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Abb. 16: Galektin-exprimierende Immunzellen in der Lamina propria. Verglichen zur Kontrolle
konnten Galektin-1- und -2-exprimierende Immunzellen nur bei den Patienten mit Morbus Crohn
oder Colitis ulcerosa detektiert werden. Galektin-4 wurde von den Immunzellen nicht exprimiert.
Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + Standardabweichung der Patienten, bei denen

positive Zellen in der Lamina propria untersucht wurden.

A) Galektin-1

Bei den Patienten mit Morbus Crohn konnten bei einem von 10 Patienten Galektin-1-
exprimierende Immunzellen in der Lamina propria detektiert werden. Dabei waren 20,8
+ 5,3 % der Zellen positiv (Abb. 16).

Bei den Patienten mit Colitis ulcerosa konnten bei 4 von 10 Patienten Galektin-1-
exprimierende Immunzellen bestimmt werden. Dabei waren 21,1 + 6,2 % positive Zellen
vorhanden (Abb. 16).

In der gesunden Kontrollgruppe konnten keine Galektin-1-exprimierenden Immunzellen

detektiert werden.

B) Galektin-2

Bei den Patienten mit Morbus Crohn konnten bei 3 von 10 Patienten Galektin-2-
exprimierende Immunzellen detektiert werden. Es waren 19,4 + 11,7 % der Zellen
positiv (Abb. 16).

Bei den Patienten mit Colitis ulcerosa konnten bei 4 von 10 Patienten Galektin-2-
exprimierende Immunzellen detektiert werden. Es waren 14 + 8,6 % positiv (Abb. 16).

46



Ergebnisse

Die gesunde Kontrollgruppe wies keine Galektin-2-exprimierenden Immunzellen auf.
Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Patienten mit CED und der

gesunden Kontrollgruppe (P=0,0407).

C) Galektin-4

Galektin-4 wurde nicht von Immunzellen exprimiert.

3.2 Untersuchung zur intestinalen Galektin-Expression in

Assoziation mit dem klinischen Aktivitatsindex

Fur die Berechnung der Krankheitsaktivitdit wurden der CDAI fur die Patienten mit
Morbus Crohn und der CAI fir die Patienten mit Colitis ulcerosa verwendet (s. 2.2.2).
Es handelt dabei um zwei verschiedene Scores, in denen klinische Symptome, wie
Stuhlfrequenz, abdominelle Schmerzen und das Allgemeinbefinden, sowie
Laborparameter bewertet werden. Es wurde von insgesamt 20 Patienten mit CED die
Galektin-Expression in Assoziation mit dem klinischen Aktivitatsindex analysiert. Dabei
hatten 10 Patienten die Diagnose eines Morbus Crohn. Bei den in Remission
befindenden Patienten konnte ein durchschnittlicher CDAI von 99,8 + 57,6 untersucht
werden. In Kklinischer Aktivitdt wurde ein CDAI von 217 + 40,2 detektiert. 10 Patienten
hatten die Diagnose einer Colitis ulcerosa, wobei im Zustand der Remission der CAl bei
2,8 £ 1,3 Punkten lag. Wéahrend der klinischen Aktivitat wurde ein einheitlicher CAI von
6 untersucht. Der jeweilige klinische Aktivitatsindex bezieht sich dabei auf den Tag der
Probenentnahme. Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wurden ausschlief3lich
Biopsien aus dem Dickdarm verwendet.

Hierbei sollte die Frage untersucht werden, ob sich die intestinale Galektin-Expression
wahrend der klinischen Aktivitat verglichen zum Zustand der Remission unterscheidet.
Zunachst wurde die Expression in der Epithelzellschicht entsprechend einem
semiquantitativen Intensitatsscore ausgewertet (s. 2.2.1.8). Ferner wurde der
prozentuale Anteil an Galektin-exprimierenden Immunzellen in der Lamina propria
bestimmt (s. 2.2.1.8).
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3.2.1 Auswertung der Lamina epithelialis

Galektin-2
10+ . .
[ klinische Aktivitat
8- Hl Remission
= 6-
©
N
o
< 4-
N H
0 I T l T T
N
'bbg > fbé;b @b‘b
g X { g
.-\.0 .-\.CQ .‘\O
é;\(b éﬂ\{b és\{b é\{b
& N N &
& & & &

Abb. 17: Galektin-2-Expression in der Lamina epithelialis bei Patienten mit Morbus Crohn
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Abb. 18: Galektin-2-Expression in der Lamina epithelialis bei Patienten mit Colitis ulcerosa

In Bezug auf die epitheliale Galektin-2-Expression konnte weder bei Patienten mit
Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa ein Unterschied zwischen der klinischen Aktivitat
und der Remission nachgewiesen werden (Abb. 17 und 18).
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Abb. 19: Galektin-4-Expression in der Lamina epithelialis bei Patienten mit Morbus Crohn

Bei den Patienten mit Morbus Crohn zeigt sich sowohl im Zustand der klinischen
Aktivitéat als auch in Remission keine einheitliche Expressionsstarke von Galektin-4
(Abb. 19). Bei den Patienten in Remission zeigten jeweils 10 % keine, eine mittlere und
eine starke Expression. Bei 20 % wurde eine leichte Expression gefunden. Im Vergleich
dazu konnte wahrend der klinischen Aktivitat jeweils in 1 von 5 Proben keine, eine

mittlere und eine starke Expression und in 2 Proben eine leichte Expression detektiert
werden.
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Abb. 20: Galektin-4-Expression in der Lamina epithelialis bei Patienten mit Colitis ulcerosa. Es
konnte eine signifikant geringere Galektin-4-Expression wahrend der klinischen Aktivitat im
Vergleich zur Remission detektiert werden (P=0,0189).

Bei den sich in Remission befindenden Patienten zeigt sich in 80 % der Falle eine
starke Galektin-4-Expression und in 20% der Félle eine mittlere. Im Gegensatz dazu
wurden bei den Patienten, die sich in klinischer Aktivitat befanden, in 60 % eine mittlere
Expression und in 40 % eine leichte Expression detektiert. Somit zeigte sich bei den
Patienten mit Colitis ulcerosa eine signifikant geringere Galektin-4-Expression wahrend
der klinischen Aktivitat im Vergleich zur Remission (P=0,0189) (Abb.20).
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3.2.2 Auswertung der Galektin-exprimierenden Immunzellen in der

Lamina propria
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Abb. 21: Galektin-exprimierende Immunzellen in der Lamina propria. Es wurden von 20
Patienten mit CED die Galektin-exprimierenden Immunzellen in Assoziation zum Klinischen
Aktivitdtsindex quantitativ ermittelt. Verglichen zur Remission konnte wéhrend der Klinischen
Aktivitat ein erhOhter prozentualer Anteil Galektin-1- und -2-exprimierender Immunzellen
detektiert werden. Galektin-4 wurde von den Immunzellen nicht exprimiert. Jeder Balken

reprasentiert den Mittelwert + Standardabweichung.

A) Galektin-1

Bei den Patienten mit Morbus Crohn, die sich in Remission befanden, konnten keine
Galektin-1-exprimierenden Immunzellen detektiert werden. Im Vergleich zu den
Patienten in klinischer Aktivitat konnten sie bei 1 von 6 Patienten detektiert werden. Es
waren dabei 20,8 *+ 2,4 % der Zellen positiv.

Bei den Patienten mit Colitis ulcerosa konnten in beiden Gruppen in jeweils 2 von 5
Gewebeproben positive Immunzellen nachgewiesen werden. Wahrend der klinischen
Aktivitat wurden 25,8 = 4,7 % positive Zellen untersucht. In Relation dazu ist bei den in
Remission befindlichen Patienten eine Reduktion der positiven Immunzellen zu

verzeichnen (16,4 £ 1,7 % positive Zellen).

B) Galektin-2

Bei den Patienten mit Morbus Crohn, die sich in klinischer Aktivitat befanden, waren in 3
von 6 Proben Galektin-2-exprimierende Immunzellen vorhanden. Es waren dabei 19,4 +
11,6 % der Zellen positiv. Im Vergleich dazu waren bei keinem Patienten in Remission

positive Immunzellen zu finden.
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Bei den Patienten mit Colitis ulcerosa wurde in beiden Gruppen bei 2 von 5 Patienten
eine Galektin-2-Expression in Immunzellen detektiert. In der Gruppe der Patienten mit
Klinischer Aktivitat waren 21,2 + 3,1 % der Zellen positiv. Bei den sich in Remission
befindenden Patienten war eine Reduktion der Galektin-2-Expression zu verzeichnen
(6,8 £ 2,2 % positive Zellen).

C) Galektin-4

In keiner der Patientenproben wurden Galektin-4-exprimierende Immunzellen detektiert.

3.3 Untersuchung zur  intestinalen Galektin-Expression in

Assoziation mit dem endoskopischen Entziindungsgrad der Mukosa

Es wurde von insgesamt 10 Patienten die intestinale Galektin-Expression in Assoziation
zum endoskopischen Entzindungsgrad untersucht. Dabei hatten 5 Patienten die
Diagnose eines Morbus Crohn und 5 Patienten die Diagnose einer Colitis ulcerosa.
Hierfir wurden von jeweils einem Patienten eine Biopsie aus der endoskopisch
entziindeten und eine aus der entziindungsfreien Mukosa verwendet. Diese wurden
miteinander verglichen. Es wurden ausschlie8lich Proben aus dem Dickdarm
verwendet, um vergleichbare Darmabschnitte zu erhalten. Mit der Methode der
Immunhistochemie wurde die Proteinexpression der Galektine detektiert. Im Rahmen
dieser Untersuchung sollte die Frage geklart werden, ob der endoskopische
Entziindungsgrad Einfluss auf die Galektin-Expression hat. Zunachst wurde die
Expression in der Epithelzellschicht entsprechend einem semiquantitativen
Intensitatsscore ausgewertet (s. 2.2.1.8). Ferner wurde der prozentuale Anteil an

Galektin-exprimierenden Immunzellen in der Lamina propria bestimmt (s. 2.2.1.8).
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3.3.1 Auswertung der Lamina epithelialis
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Abb. 22: Vergleich der Galektin-2-Expression in der Lamina epithelialis bei Patienten mit
Morbus Crohn in Assoziation zum endoskopischen Entziindungsgrad.
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Abb. 23: Vergleich der Galektin-2-Expression in der Lamina epithelialis bei Patienten mit Colitis

ulcerosa in Assoziation zum endoskopischen Entziindungsgrad.

In der entztindungsfreien Mukosa zeigten 4 von 5 Patienten mit einem Morbus Crohn
eine leichte Galektin-2-Expression und ein Patient eine mittlere Expression (Abb. 22). In
der entzindeten Mukosa konnte bei einem Patienten eine reduzierte Galektin-2-

Expression detektiert werden. Bei 4 von 5 konnte kein Unterschied festgestellt werden.
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Bei den Patienten mit Colitis ulcerosa wurden in 2 von 5 Proben aus der
entzindungsfreien Mukosa eine leichte Expression und bei 3 Proben eine mittlere
Expression gefunden (Abb. 23). Im Vergleich zur entziindungsfreien Mukosa konnte bei
zwei Patienten eine reduzierte Galektin-2-Expression in der entzindeten Mukosa
detektiert werden. Dabei wurde eine Reduktion der Expression einmal von mittel auf

leicht und einmal von leicht auf keine Expression gefunden.
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Abb. 24: Vergleich der Galektin-4-Expression in der Lamina epithelialis bei Patienten mit

Morbus Crohn in Assoziation zum endoskopischen Entziindungsgrad.
Beziglich der epithelialen Galektin-4-Expression konnte bei den Patienten mit Morbus

Crohn keine Verbindung zu dem endoskopischen Entziindungsgrad gefunden werden
(Abb. 24).
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Abb. 25: Vergleich der Galektin-4-Expression in der Lamina epithelialis bei Patienten mit Colitis
ulcerosa in Assoziation zum endoskopischen Entziindungsgrad.

Bei den Patienten mit Colitis ulcerosa besteht eine reduzierte Galektin-4-Expression bei
3 von 5 Patienten (60%) in den Proben aus den endoskopisch entziindeten Bereichen.
Dabei konnte einmal eine Reduktion der Expression von mittel auf leicht sowie zweimal
von stark auf mittel detektiert werden (Abb. 25).
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3.3.2 Auswertung der Galektin-exprimierenden Immunzellen in der

Lamina propria
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Abb. 26: Auswertung der Galektin-exprimierenden Immunzellen. Es wurden von 10 Patienten
mit CED die Galektin-positiven Immunzellen in Assoziation zum endoskopischen
Entzindungsgrad quantitativ ausgewertet. Es konnte ein erhéhter prozentualer Anteil Galektin-
1-, -2- und -4-positiver Zellen in der endoskopisch entziindeten Mukosa detektiert werden.
Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + Standardabweichung.

A) Galektin-1

Im endoskopisch entziindungsfreien Bereich der Mukosa konnten bei den Patienten mit
Morbus Crohn in 2 von 5 Féallen Galektin-1-exprimierende Immunzellen identifiziert
werden. Dabei waren 18,5 £ 1,2 % der Zellen positiv. Ein ahnliches Ergebnis zeigte sich
beim Vergleich mit der entziindeten Mukosa. Hier waren ebenfalls bei 2 von 5 Patienten
positive Zellen vorhanden (19,6 £ 17,7 %).

Bei den Patienten mit Colitis ulcerosa konnten in den entziindungsfreien Bereichen
keine Galektin-1-exprimierenden Immunzellen detektiert werden. Im Gegensatz hierzu

waren bei den entziindeten Biopsien in 2 von 5 Proben 16,2 + 3,2 % der Zellen positiv.

B) Galektin-2

Im dem endoskopisch entziindungsfreien Bereich der Mukosa fanden sich bei 2 von 5
Patienten mit Morbus Crohn Galektin-2-exprimierende Immunzellen (17,8 £ 13.3 %). Im
Vergleich dazu wurde Galektin-2 in 4 von 5 Proben aus dem entziindeten Bereich von
12,7 £ 4,2 % der Zellen exprimiert.

Bei den Patienten mit Colitis ulcerosa konnten in den Biopsien aus den

entziindungsfreien Bereichen keine positiven Zellen nachgewiesen werden. Im
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Gegensatz hierzu waren bei den entzindeten Biopsien in einer von 5 Proben 35,7 %
der Zellen positiv.

C) Galektin-4

In den endoskopisch entzindungsfreien Bereichen der Mukosa konnten bei den
Patienten mit Morbus Crohn in 3 von 5 Féllen Galektin-4-exprimierende Immunzellen
identifiziert werden. Dabei waren 10,4 + 4,1 % der Zellen positiv. Im Vergleich zur
entziindeten Mukosa wurden in einer von 5 Proben 24 % Galektin-4-exprimierende
Immunzellen analysiert.

In keiner Biopsie aus dem entziindungsfreien Bereich der Mukosa konnte eine Galektin-
4-Expression der Immunzellen bei den Patienten mit Colitis ulcerosa detektiert werden.
Aus dem entziindeten Bereich der Mukosa wurden bei einem Patienten 20% positive

Immunzellen identifiziert.

3.4 Untersuchung zur Modulation der intestinalen Galektin-

Expression durch TNF-a-Antikorper

TNF-a, ein pro-inflammatorisches Zytokin, spielt eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese der CED [27]. In dieser Untersuchung soll daher analysiert werden, ob
und in weit die Blockierung des zentralen Botenstoffes TNF-a einen Einfluss auf die
Galektin-Expression hat. Hierfir wurden von insgesamt 4 Patienten jeweils eine Biopsie
vor dem Beginn einer Therapie mit einem TNF-a-Antikdrper (Infliximab oder
Adalimumab) und eine Biopsie nach der Therapie in Bezug auf ihre Galektin-Expression
analysiert. Die Gewebeentnahme erfolgte aus vergleichbaren Darmabschnitten. Dabei
hatte ein Patient die Diagnose eines Morbus Crohn und 3 Patienten die Diagnose einer
Colitis ulcerosa. Die Proteinexpression wurde mit der Methode der Immunhistochemie
quantifiziert. Zunachst wurde die Expression in der Epithelzellschicht entsprechend
einem semiquantitativen Intensitatsscore ausgewertet (s. 2.2.1.8). Ferner wurde der
prozentuale Anteil an Galektin-exprimierenden Immunzellen in der Lamina propria
bestimmt (s. 2.2.1.8).
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3.4.1 Auswertung der Lamina epithelialis

A) Galektin-2

Es konnte kein Unterschied in der Galektin-2-Expression vor und nach der Therapie
untersucht werden. Bei den Patienten wurde keine Galektin-2-Expression in der
Epithelschicht detektiert.

B) Galektin-4
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Abb. 27: Vergleich der Galektin-4-Expression in der Lamina epithelialis vor und nach der
Therapie mit einem TNF-a-Antikorper. Bei 3 von 4 Patienten konnte eine erh6hte Expression

nach der Therapie detektiert werden.

Bei 3 von 4 Patienten konnte eine erhéhte Expression von Galektin-4 nach der Therapie
mit einem TNF-a-Antikbrper ermittelt werden (Abb. 27). Dabei war vor der Therapie
keine Expression zu verzeichnen, wohingegen es unter der Therapie zu einer
gesteigerten Expression gekommen ist (leichte Expression). Bei einem von 4 Patienten
zeigte sich kein Unterschied. Es wurde sowohl vor als auch nach der Therapie keine
epitheliale Galektin-4-Expression bei diesem Patienten detektiert.

Eine Besonderheit zeigte die Farbung mit Galektin-4 in Hinsicht auf eine starke
Expression der Becherzellen unter der Therapie bei einem Patienten (Abb. 28).
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Abb. 28: Vergleich der Galektin-4-Expression vor und nach der Therapie mit einem TNF-a-

Antikorper. Vor der Therapie zeigte sich keine epitheliale Expression, wohingegen nach der
Therapie eine erhohte epitheliale Expression sowie eine Galektin-4-Expression der
Becherzellen detektiert werden konnte (Pfeile). Fotos wurden unter 200facher VergréRerung

aufgenommen.

3.4.2 Auswertung der Galektin-exprimierenden Immunzellen in der

Lamina propria

A) Galektin-1

Bei 3 von 4 Patienten konnte eine erhOohte Anzahl an Galektin-1-exprimierenden
Immunzellen nach der Therapie detektiert werden (Abb. 29 und 30). Dabei wurden vor
der Therapie 4,1 + 5,1 % positive Zellen untersucht. Nach der Therapie zeigte sich ein
Anstieg des prozentualen Anteils an Galektin-1-exprimierenden Immunzellen auf 43,5 +
14,5 %. Bei einem Patienten war kein Unterschied zu sehen. Sowohl vor als auch nach
der Therapie waren keine positiven Immunzellen bei diesem Patienten vorhanden. In
der folgenden Abbildung sind die drei Patienten mit dem jeweiligen prozentualen Anteil
positiver Zellen dargestellt.
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Abb. 29: Einfluss der Therapie mit einem TNF-a-Antikdrper auf die Galektin-1-exprimierenden
Immunzellen der Lamina propria. Die quantitative Analyse zeigt einen erhfhten prozentualen

Anteil an positiven Zellen bei 3 von 4 Patienten nach der Therapie. Abkirzung: P, Patient.

- anti-TNF-o + anti-TNF-a

Abb. 30: Analyse der Galektin-1-exprimierenden Immunzellen in der Lamina propria vor und
nach der Therapie mit einem TNF-a-Antikdrper. Es wurde eine Erhéhung des prozentualen
Anteils positiver Zellen nach der Therapie detektiert (Pfeile). Die Bilder sind fir 3 Patienten
reprasentativ (200fache VergréfZerung).

B) Galektin-2

Bei 3 von 4 Patienten konnten keine Galektin-2-exprimierenden Immunzellen detektiert
werden. Bei einem Patienten waren vor der Therapie keine positiven Immunzellen

vorhanden, wohingegen unter der Therapie 10 % positive Zellen zu verzeichnen waren.
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C) Galektin-4

Es konnten keine Galektin-4-exprimierenden Immunzellen detektiert werden.

3.5 Analyse der intestinalen Galektin-Expression mittels Western
Blot

Erganzend zur Immunhistochemie wurde mittels Western Blot die intestinale Galektin-
Expression untersucht. Hierfir wurden die epithelialen Zelllinien HT-29 und Caco-2

verwendet. Es handelt sich dabei um kultivierte, adharente Zelllinien eines kolorektalen

Adenokarzinoms.

A) Galektin-1

HT-29 Caco-2

n
20kDa —» &
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Abb. 31: Western Blot-Analyse zur Expression von Galektin-1

Die Expression von Galektin-1 konnte in keinem der Zell-Lysate detektiert werden. Dies
bestéatigt die immunhistologischen Untersuchungen, bei denen ebenfalls keine

Expression im Epithel detektiert worden war.

B) Galektin-2

HT-29 Caco-2
15kDa ——» —

Abb. 32: Western Blot-Analyse zur Expression von Galektin-2
In den Caco-2-Zell-Lysaten konnte eine Galektin-2-Proteinbande bei ca. 15 kDa

nachgewiesen werden. Dagegen wiesen die Lysate der HT-29-Zellen keine

detektierbare Galektin-2-Bande auf.
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C) Galektin-4
HT-29 Caco-2

36kDa —>  AEED

Abb. 33: Western Blot-Analyse zur Expression von Galektin-4

In den HT-29-Zell-Lysaten konnte Galektin-4 durch eine spezifische Bande bei 36 kDa

detektiert werden. Caco-2-Zellen exprimieren kein Galektin-4.
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4 DISKUSSION

CED sind charakterisiert durch zwei verschiedene Formen der intestinalen Entziindung,
dem Morbus Crohn und der Colitis ulcerosa. Merkmale dieser Erkrankungen sind
chronisch-rezidivierende entzindliche Veranderungen der Dick- und
Dunndarmschleimhaut. Die Pathogenese der CED ist bis heute noch ungeklart,
gesichert ist jedoch ihre multifaktorielle Entstehung. Ein entscheidender Faktor stellt
dabei die Dysregulation der intestinalen Immunantwort auf Pathogene dar. Wahrend der
Initierung und dem Verlauf der CED kommt es zu einer Aktivierung und Proliferation
von T-Zellen in der Lamina propria sowie zu einer Resistenz dieser Zellen gegentber
pro-apoptotischen Signalen [22]. Es kommt zu einer Freisetzung von pro-
inflammatorischen Zytokinen, wie TNF-a, die zu einer Aufrechterhaltung der intestinalen
Entzindung beitragen [27]. Galektine beeinflussen auf vielfaltige Weise
immunologische Prozesse. Dabei handelt es sich um zuckerbindende Lektine. Sie sind
wichtige Regulatoren der Immun- und Entziindungsantwort sowie der Homoostase des
Immunsystems [32]. In verschiedenen in vivo Untersuchungen konnte das anti-
inflammatorische Potential von Galektin-1, -2 und -4 auf die intestinale Entztindung
belegt werden, was die Mdglichkeit einer Therapie der CED durch Galektine aufzeigt
[37, 46, 48]. Dabei konnte gezeigt werden, dass diese Galektine die Apoptose von T-
Zellen induziert und somit die akute und chronische Colitis im Maus-Modell verbessert.
Neben der Eindammung der abnormalen T-Zell-vermittelten Immunreaktion spielt
zudem die Wiederherstellung der intestinalen Barriereintegritdt eine entscheidende
Rolle in der Pathogenese von CED. Dabei konnte gezeigt werden, dass Galektin-2 und
Galektin-4 in vitro die Epithelrestitution durch Initierung der Migration und
Zellzyklusaktivierung fordern koénnen und damit eine wichtige Funktion bei
Wundheilungsprozessen einnehmen [52]. Die immunmodulierende Wirkung und der
positive Effekt auf die Epithelrestitution durch diese Galektine ertffnen eine neue
therapeutische Option in der Behandlung von CED.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Expression von Galektin-1, -2
und -4 im GIT von chronisch entziindlich Darmerkrankten. Dabei wurde die Expression
von Patienten mit CED mit einer gesunden Kontrollgruppe verglichen und in Assoziation
mit dem Klinischen Aktivitatsindex, dem endoskopischen Entzindungsgrad und der
Therapie mit einem TNF-a-Antikbrper analysiert. Um die Expression auf

proteinbiochemischer Ebene zu detektieren wurde die Methode der Immunhistochemie
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verwendet. Hierfur wurden Biopsien aus dem Dickdarm von Patienten mit CED

verwendet.

Unsere Untersuchungen zeigen, dass Galektin-1 nicht von Epithelzellen im Darm
exprimiert wird. Im Gegensatz hierzu konnte eine Expression von Galektin-1 im
Bindegewebe, in Muskelzellen, aber auch in Immunzellen der Lamina propria detektiert
werden. Durch die Ergebnisse des Western Blots konnte diese Untersuchung bestatigt
werden. In zwei verschiedenen Epithelzelllinien, den HT-29- und Caco-2-Zellen, konnte
ebenfalls keine Galektin-1-Expression untersucht werden. Dieses Expressionsmuster
deckt sich mit Vorarbeiten an einem Mausmodell aus unserem Labor [48]. Dennoch
scheint die Expression von Galektin-1 in Mausen zu variieren. Eine Arbeit Uber die
Galektin-1-Expression in verschiedenen Colitis-Mausmodellen zeigt, dass die
Expression je nach Colitis-Mausmodell und genetischem Hintergrund der Mause
unterschiedlich ausfallen kann [59].

Galaktin-2 und -4 wurden im Gegensatz zu Galektin-1 vor allem in der Epithelschicht
exprimiert. Durch andere Arbeiten kann dieses Expressionsprofil bestatigt werden [60].
Die vorliegende Arbeit bekraftigt die bemerkenswerte Lokalisation dieser Galektine im
Zytoplasma der Epithelien, was die Hypothese unterstitzt, dass Galektin-2 und -4 auch
intrazellulare Liganden besitzen Uber die sie Signaltransduktionswege induzieren und

somit Funktionen in intestinalen Epithelzellen besitzen.

Gegenstand dieser Arbeit war der Vergleich der epithelialen Expression von Galektin-2
und -4 von Patienten mit CED mit einer gesunden Kontrollgruppe. Dabei sollte in
diesem ersten Schritt die Frage untersucht werden, ob sich die Galektin-Expression in
der Entztindung verglichen zum gesunden Dickdarm unterscheidet. In der Gruppe der
CED ergab die Analyse der Galektin-2 und -4-Expression verglichen zur Kontrolle ein
breites Spektrum an epithelialen Expressionsstarken. Vorherige Untersuchungen in
einem Modell der akuten DSS-induzierten Colitis zeigten eine reduzierte Galektin-2-
Expression in der Entzindung, die unter der Behandlung der M&use mit Tacrolismus
angehoben werden konnte [48]. Ferner zeigt eine andere Studie, dass eine erniedrigte
Galektin-4-Expression in der Epithelschicht der kranken Méausen im Vergleich zu den
Gesunden untersucht werden konnte [59]. Dies lie3 sich in Patienten mit CED nicht
eindeutig bestéatigen. Die Regulation der Galektin-Expression scheint im Menschen

weitaus komplexer zu sein als im Tiermodell.

64



Diskussion

Zudem wurden bei dem Vergleich von Patienten mit CED mit der Kontrollgruppe
Galektin-1- und -2-exprimierende Immunzellen in der Lamina propria der
Patientenproben detektiert. Diese waren in der Kontrollgruppe nicht zu finden. Dies legt
nahe, dass die Galektin-Expression wahrend der Entziindung durch eine Veranderung
in der Aktivitat der Immunzellen ausgel6st wird [32]. Aufgrund der Tatsache, dass die
intrazellularen Funktionen dieser Galektine noch weitgehend unerforscht sind, stellt sich
daher die Frage, inwieweit die Expression von Galektin-1 und -2 in den Immunzellen zu
der Regulation der Entztindungs- und Immunantwort im Rahmen der CED beitragt und
ob auch uber die intrazellulare Expression dieser Galektine die Entziindungsantwort
reduziert wird. Bisherige Studien liefern erste Hinweise auf die intrazellulare Rolle von
Galektin-1. Eine Untersuchung konnte zeigen, dass Galektin-1 in CD4+CD25+
regulatorischen T-Zellen stark exprimiert wird und essentiell fur die immunsuppressive
Aktivitat dieser Zellen verantwortlich ist [61]. Bei Betrachtung der eigenen Ergebnisse
und unter Einbezug der aktuellen Studienlage kann daher angenommen werden, dass
die Galektin-Expression in Immunzellen aufgrund des anti-inflammatorischen Potentials
von Galektin-1 und -2 eine Gegenregulation gegen die Uberschielende Immunantwort
darstellt. Durch die Veranderung in der Aktivitat der Immunzellen werden Galektin-1 und
-2 exprimiert, um der Entziindung entgegenzuwirken. Die vorgestellte Hypothese wirde
die erhdohte Anzahl Galektin-positiver Zellen in der Lamina propria aus Proben von
Patienten mit CED erklaren. Diese Hypothese kdnnte in weiterfihrenden Studien

geklart werden.

Gegenstand dieser Arbeit war zudem die Untersuchung der epithelialen Expression von
Galektin-2 und -4 in Assoziation mit dem Klinischen Aktivitatsindex. Es konnte erstmals
eine Reduktion der Galektin-4-Expression in der Epithelschicht bei den Patienten mit
Colitis ulcerosa, die sich in klinischer Aktivitdt befanden, im Vergleich zu denen in
Remission festgestellt werden. Interessanterweise zeigte sich kein Unterschied bei der
Galektin-2-Expression. Dies unterstreicht die Tatsache, dass Galektin-2, als Proto-Typ
Galektin und Galektin-4, ein Tandem-Repeat Galektin, strukturell verschiedenen
Galektingruppen angehéren und durch ihre Struktur auch Unterschiede in ihrer
Expression und Modulation der Entziindungs- und Immunantwort aufweisen konnen.

Neben der unkontrollierten Immunantwort, die unter anderem durch T-Zell-Stimulierung
und Zytokinproduktion vorangetrieben wird, ist eine Funktionsstorung der T-Zell-

Apoptose ein zentraler Mechanismus bei der Initiierung und dem Verlauf der CED [62].
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In vivo Untersuchungen zeigen, dass Galektin-4 von Epithelzellen exprimiert und
sezerniert wird sowie die Apoptose von aktivierten Lamina propria T-Zellen induziert
[37]. Die reduzierte epitheliale Galektin-4-Expression bei den Patienten wahrend der
klinischen Aktivitat konnte somit eine Erklarung fur die uneingeschrankte Apoptose der
T-Zellen, die bei CED beobachtet wird, sein. Diese Beobachtung untermauert die
Hypothese, dass Galektin-4 eine entscheidende Rolle im Darm spielt und die intestinale
Entzindung verbessern kann. Ein weiterer wichtiger Aspekt in der Pathogenese der
CED ist die durch die chronische Entzindung entstandene Zerstérung der
Epithelzellschicht und somit ihrer Barrierefunktion. Es konnte in Untersuchungen
gezeigt werden, dass Galektin-4 in vitro die Epithelzellrestitution durch Initiierung der
Migration und Zellzyklusaktivierung fordert und damit eine wichtige Funktion bei
Wundheilungsprozessen einnimmt [52]. Die verminderte Galektin-4-Expression bei den
Patienten wahrend der klinischen Aktivitdt konnte somit dazu beitragen, dass die
zerstorte Epithelzellschicht schlechter wieder hergestellt wird und die Patienten
vermehrt unter klinischen Symptomen, wie z.B. Blut im Stuhl und abdominellen
Schmerzen, leiden. Galektin-4 ist in der Lage durch Induktion der Apoptose von T-
Lymphozyten und Reduktion der TNF-a-Sekretion natirlich vorkommende anti-
infammatorische Systeme wiederherstellen und eine wichtige Funktion in der
Wundheilung einzunehmen. Dadurch stellt es ein therapeutisches Agens in der
Therapie der CED dar, da es durch die Wiederherstellung biologischer Zellfunktionen in
der Lage ist, die Homoostase der Immunsystems zu regulieren.

Interessanterweise konnte eine reduzierte Galektin-4-Expression wahrend der
klinischen Aktivitat bei den Patienten mit Morbus Crohn nicht gefunden werden. Die
Unterschiede in den Galektinexpressionsmustern zwischen Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa zeigen, dass es sich zwar bei beiden Erkrankungen um chronische
Entziindungen der Dinn- und Dickdarmschleimhaut handelt, es aber dennoch
eindeutige Unterschiede auf proteinbiochemischer sowie genregulatorischer Ebene gibt,

die weitergehend untersucht werden mussen.

Ferner wurde in dieser Arbeit die epitheliale Galektin-Expression von Patienten mit CED
in Assoziation mit dem endoskopischen Entziindungsgrad untersucht. Der Vergleich
zeigt, dass in der entzindeten Mukosa bei mehr als der Halfte der untersuchten
Patienten mit Colitis ulcerosa es zu einer reduzierten Galektin-4-Expression gekommen

ist. Diese Tatsache unterstreicht die Hypothese, dass eine reduzierte Galektin-4-
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Expression moglicherweise in Verbindung zur intestinalen Entzindung steht, indem sie
zur uneingeschrankten Apoptose der T-Zellen beitragt. Eine Substitution von Galektin-4
stellt somit eine mogliche Therapieoption der CED dar. Interessanterweise konnte
dieser Effekt nicht bei den Patienten mit einem Morbus Crohn untersucht werden. Hier
zeigte sich kein Unterschied in der Galektin-4-Expression in Assoziation zum
endoskopischen Entzundungsgrad. Dieses Ergebnis bestatigt die Tatsache, dass der
Morbus Crohn und die Colitis ulcerosa zwar beide durch die chronischen
rezidivierenden Entzindungen der Mukosa charakterisiert sind, es sich aber dennoch

um zwei unterschiedliche Krankheitsentitaten handelt.

TNF-a ist ein pro-inflammatorisches Zytokin des Immunsystems, welches an lokalen
und systemischen Entziindungen beteiligt ist [28]. Dabei tragt es durch verschiedene
Mechanismen wie der verstarkten Transkription pro-inflammatorischer Gene zur
Verstarkung der mukosalen Entziindung bei CED bei [28]. In klinischen Studien konnte
gezeigt werden, dass die gezielte Blockierung von TNF-a eine effektive Therapie in der
Behandlung der CED darstellt [63]. Gegenstand dieser Arbeit war daher der Vergleich
der Galektin-Expression vor und nach der Therapie mit einem TNF-a-Antikérper. Hierfur
wurden von jeweils einem Patienten eine Biopsie vor und eine nach der Therapie
verwendet. Unsere Untersuchung konnte dabei zeigen, dass eine erhdhte epitheliale
Expression von Galektin-4 bei mehr als der Halfte der Patienten nach der Therapie
detektiert wurde. Dabei war vor der Therapie keine Expression zu verzeichnen,
wohingegen unter der Therapie es zu einem Anstieg der Expression gekommen ist. Die
Ergebnisse zeigen, dass die Galektin-4-Expression bei den Patienten mit CED vor der
Therapie stark reduziert und nicht nachweisbar war. Durch eine effiziente anti-
inflammatorische Behandlung mit einem TNF-a-Antikorper konnte sie jedoch wieder
angehoben werden. Die reduzierte Galektin-4-Expression wahrend der intestinalen
Entzindung kdnnte zu der erniedrigten Apoptoserate, die in der Pathogenese der CED
zu verzeichnen ist, beitragen. Unter der Therapie mit einem anti-TNF-a-Antikorper, der
die Apoptose aktivierter Lymphozyten induziert und die Lymphozytenmigration inhibiert,
konnte auch eine erhdhte Galektin-4-Expression der Epithelzellen untersucht werden.

Insgesamt ist festzuhalten, dass das Expressionsniveau von Galektin-4 fir den
Vergleich vor und nach der Therapie mit einem TNF-a-Antikérper niedrig war. Bei allen
Patienten konnte entweder keine oder nur eine leichte Expression detektiert werden.

Fur diesen Versuch wurden Paraffinschnitte verwendet. Im Gegensatz dazu zeigte sich
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bei den Gefrierschnitten eine insgesamt hohere Galektin-4-Expression. Dies kodnnte
man damit erklaren, dass der Antikdrper entsprechend der verwendeten Fixierung der
Proben eine unterschiedlich starke Affinitat zu seinem Antigen aufweist.

Eine Besonderheit zeigte die immunhistochemische Farbung mit Galektin-4 in Hinsicht
auf eine starke Expression der Becherzellen nach der Therapie mit einem TNF-a-
Antikorper bei einem Patienten. Die spezifische Lokalisation von Galektin-4 im
Zytoplasma der Becherzellen deutet auf eine spezielle Rolle von Galektin-4 in den
Schleim-produzierenden Zellen hin. Weitere Studien kénnten diesen Zusammenhang
untersuchen.

Ferner zeigte sich bei dem Vergleich vor und nach der Therapie mit einem TNF-a-
Antikdrper eine erhohte Anzahl an Galektin-1-exprimierenden Immunzellen in der
Lamina propria nach der Therapie. TNF-a als pro-inflammatorisches Zytokin spielt eine
entscheidende Rolle in der intestinalen Immunantwort. Mehrere Studien zeigten, dass
nach der Initiierung und im Verlauf der CED es zu einer erh6hten Produktion an pro-
inflammatorischen Zytokinen (TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 und IL-12) und einer
Reduktion an anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL-4 und -10 kommt [49]. TNF-a
konnte in den letzten Jahren als ein therapeutisches Ziel in der Behandlung der aktiven,
therapie-refraktaren CED eingesetzt werden und die gezielte Blockade dieses Zytokins
durch Antikdrper zeigte eine Verbesserung der klinischen Beschwerden der Patienten
[49]. TNF-a tragt moglicherweise Uber einen bisher noch unbekannten
Regulationsmechanismus dazu bei, dass Galektin-1 in den Immunzellen der Lamina
propria reduziert ist. In verschiedenen in vitro und in vivo Untersuchungen konnte das
anti-inflammatorische Potential von Galektin-1 belegt. In Mausmodellen der chronischen
Entzindung und Autoimmunitat konnte unter der rekombinanten Gabe von Galektin-1
eine Reduktion der klinischen und histopathologischen Merkmale einer Entzindung
detektiert werden. Dennoch sind die intrazellularen Funktionen von Galektin-1 bisher
weitgehend unerforscht. Somit bleibt die Frage offen, ob Galektin-1 auch im
intrazellularen Kompartiment der Immunzellen eine anti-inflammatorische Rolle auf die

intestinale Entziindung einnimmt und z.B. die Apoptose aktivierter T-Zellen induziert.

Die in dieser Arbeit generierten Ergebnisse konnten die Hypothese, dass Galektine eine
zentrale und wichtige Rolle in verschiedenen immunologischen Systemen einnehmen,
bestéatigen. Galektine und ihr verandertes Expressionsprofil bei CED stellen dabei einen

von vielen Erklarungsansatzen fur die gestorte Homoostase des intestinalen
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Immunsystems dar. Es konnten unterstitzende Hinweise aufgezeigt werden, dass

Galektine das anti-inflammatorische Potential in der Therapie der CED besitzen.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Unter chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (CED) versteht man zwei
verschiedene Formen der intestinalen Entziindung, den Morbus Crohn und die Colitis
ulcerosa. Merkmale dieser Erkrankungen sind chronisch-rezidivierende entzindliche
Veranderungen der Dick- und Dunndarmschleimhaut, die die Patienten in ihrem Leben
nachhaltig beeinflussen. Die Atiopathogenese ist bis heute ungeklart, gesichert ist
jedoch eine multifaktorielle Entstehung. Eine entscheidende Rolle spielt dabei die
Dysregulation des intestinalen Immunsystems. Es kommt im Rahmen der Initiierung
und dem Verlauf der CED zu einer Uberschiel3enden Immunantwort und einer gestorten
T-Zellapoptose. Dies fuhrt zur Anreicherung von aktivierten T-Zellen in der Lamina
propria der Mukosa. Die Folge der Entzindung ist eine Zerstérung der
Epithelzellschicht und somit ihrer Barrierefunktion. Galektine wurden in den letzten
Jahren zunehmend als Regulatoren der Immun- und Entziindungsantwort
charakterisiert. Es handelt sich um zuckerbindende Lektine, die auf vielfaltige Art
Prozesse, wie z.B. Zellaktivierung, Proliferation, Zytokinsekretion und Apoptose,
beeinflussen. In in vivo Untersuchungen wurde bereits das anti-inflammatorische und
dadurch therapeutische Potential von Galektin -1, -2 und -4 auf die akute und
chronische Entzundung in einem Colitis-Mausmodell belegt. Obwohl es unumstritten ist,
dass diese Galektine in vivo die intestinale Entziindung verbessern und somit eine
potentielle Therapie bei CED darstellen, bleibt die Expression dieser Galektine bei
Patienten mit CED bisher unerforscht.

Ziel dieser Arbeit war, die Expression der Galektine -1, -2 und -4 mit der Methode der
Immunhistochemie in Proben aus humanem Dickdarm von Patienten mit CED in Bezug
auf eine gesunde Kontrollgruppe, den klinischen Aktivitatsindex, den endoskopischen
Entziindungsgrad und die Therapie mit einem TNF-a-Antikérper zu analysieren.

Unsere Arbeit zeigt, dass Galektin-1 nicht von Epithelzellen im Darm exprimiert wird.
Dagegen konnte eine Expression von Galektin-1 hauptséchlich im Bindegewebe, in
Muskelzellen, aber auch in Immunzellen der Lamina propria detektiert werden. Galektin-
2 und -4 zeigten im Gegensatz hierzu ein vorwiegend epitheliales Expressionsmuster.
Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass bei den Patienten mit CED verglichen zu
einer gesunden Kontrollgruppe keine einheitliche epitheliale Expressionsstarke von
Galektin-2 und -4 untersucht wurde. Ferner konnten bei dieser Untersuchung Galektin-1

und -2-exprimierende Immunzellen in der Lamina propria bei den Patienten mit Morbus
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Zusammenfassung

Crohn oder Colitis ulcerosa detektiert werden. Diese waren in der Kontrollgruppe nicht
zu finden. Unsere Untersuchung legt somit nahe, dass die Galektin-Expression
wahrend der Entzindung durch eine Verdnderung in der Aktivitat der Immunzellen
ausgelost wird.

Die vorliegende Arbeit konnte erstmals zeigen, dass bei den Patienten mit einer Colitis
ulcerosa wahrend der klinischen Aktivitdt eine reduzierte epitheliale Galektin-4-
Expression im Vergleich zur Remission detektiert werden konnte. In Bezug auf die
Galektin-2-Expression konnte dies nicht untersucht werden.

Weitere Untersuchungen beschéftigten sich mit der Galektin-Expression der chronisch
entztindlich Darmerkrankten in Assoziation mit dem endoskopischen Entziindungsgrad.
Der Vergleich zeigt, dass bei mehr als der Halfte der Patienten mit Colitis ulcerosa eine
reduzierte epitheliale Galektin-4-Expression in der entziindeten Mukosa detektiert
werden konnte.

Gegenstand dieser Arbeit war zudem der Vergleich der Expressionen vor und nach der
Therapie mit einem TNF-a-Antikérper. Unsere Untersuchung konnte dabei zeigen, dass
eine erhohte epitheliale Expression von Galektin-4 bei mehr als der Halfte der Patienten
nach der Therapie detektiert wurde. Dabei war vor der Therapie keine Expression zu
verzeichnen, wohingegen unter der Therapie es zu einem Anstieg der Expression
gekommen ist. Ferner zeigte sich bei dieser Untersuchung eine erhtéhte Anzahl an

Galektin-1-exprimierenden Zellen in der Lamina propria nach der Therapie.

Die in dieser Arbeit generierten Ergebnisse konnten die Hypothese, dass Galektine und
ihr verandertes Expressionsprofil bei CED einen von vielen Erklarungsanséatzen fur die
gestorte Homdoostase des intestinalen Immunsystems darstellen, bestatigen. Die
reduzierte epitheliale Galektin-4-Expression im Rahmen der verschiedenen
Untersuchungen unterstitzt die Hypothese, dass Galektin-4 eine entscheidende Rolle
in der Modulation der intestinalen Entziindung spielt. In in vivo und in vitro
Untersuchungen wurde bereits gezeigt, dass Galektin-4 von Epithelzellen exprimiert
und sezerniert wird sowie die Apoptose von aktivierten T-Zellen induziert und dadurch
die Colitis in Mausmodellen verbessert. Die reduzierte epitheliale Galektin-4-Expression
konnte die verminderte Apoptose von T-Zellen, wie sie bei CED beobachtet wird,
erklaren und somit Galektin-4 als mdgliche therapeutische Option in der Behandlung

der CED identifizieren.
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