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Abkiirzungsverzeichnis

33mer p56-89 des a2-Gliadin (Sequenz: LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF)

Abb. Abbildung

AIDS Erworbenes Immundefektsyndrom (engl. acquired immune deficiency
syndrome)

Al Zonula adhaerens (engl. adherens junction)

AMP Antimikrobielles Peptid

APC Antigen-prasentierende Zelle (engl. antigen presenting cell)

APC Adenomatése Polyposis Coli-Protein (engl. adenomatous polyposis coli gene
product)

aPKC Atypische Proteinkinase C

ATI Amylase Trypsin-Inhibitoren

BSA Bovines Serumalbumin

CAR Coxsackievirus- und Adenovirus-Rezeptor (engl. coxsackievirus and adenovirus
receptor)

CD Zoliakie (engl. celiac disease)

CFTR Mukoviszidose-Transmembran-Regulator (engl. cystic fibrosis transmembrane
regulator)

cLSM Konfokale Laserscanning-Mikroskopie (engl. confocal laser scanning
microscopy)

CLDN Claudin

Crb3 Crumbs-3

Cy3 Indocarbocyanin (Fluoreszenzfarbstoff)

CVID Variables Immundefektsyndrom (engl. common variable immunodeficiency)

Da Dalton

DAPI 4',6-Diamidin-2-Phenylindol (Fluoreszenzfarbstoff)

DC Dendritische Zelle (engl. dendritic cell)

EATL Enteropathie-assoziiertes T-Zell-Lymphom

EEA1 Frihendosomales Antigen-1 (engl. early endosomal antigen-1)

EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-Tetraessigsaure

EPLIN Epitheliales Protein, das bei Neoplasmen fehlt (engl. epithelial protein lost in
neoplasm)

FAE Follikel-assoziiertes Epithel

FITC Fluoresceinisothiocyanat (Fluoreszenzfarbstoff)

G Elektrische Leitfahigkeit

GAP Becherzell-assoziierte Antigenpassage (engl. goblet cell-associated antigen
passage)

GFD Glutenfreie Diat

GUK Guanylatkinase-dhnliche-Domane (engl. guanylate kinase-domain)

3H Tritium

hBD-1/-2/-3 Humanes B-Defensin-1/-2/-3

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

HLA Humanes Leukozytenantigen

HRP Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase)
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IEL Intraepithelialer Lymphozyt

IFN-y Interferon-y

IL Interleukin

JAM-A Junktionales Adhasionsmolekiil-A (engl. junctional adhesion molecule-A)

kDa Kilodalton

LKB1 Leber-Kinase-B1 (engl. liver kinase B1)

LLGL Letales Riesenlarven-Protein (engl. lethal (2) giant larvae)

MAGI Membran-assoziierte Guanylatkinase (engl. membrane-associated guanylate
kinase, WW and PDZ domain-containing protein)

MALDI-TOF Matrix-assistierte Laser-Desorption-lonisierung (MALDI) mit nachgeschalteter
Flugzeitanalyse (engl. time of flight, TOF)

MARVEL MAL und verwandte Proteine fiir Vesikelbewegung und Membranassoziation
(engl. MAL and related proteins for vesicle trafficking and membrane link)

mbCD Methyl-B-cyclodextrin

MHC Il Haupthistokompatibilitatskomplex (engl. major histocompatibility complex)

MLCK Myosin-Leichtketten-Kinase (engl. myosin light chain kinase)

MW Molekulargewicht (engl. molecular weight)

pm Mikrometer

NA Nicht anwendbar

NK-Zelle Natdrliche Killer-Zelle (engl. natural killer cell)

NZWS Nicht-Zoéliakie-Weizensensitivitat

OA Okadasaure (engl. ocadaic acid)

p31-49 p31-49-19mer des a2-Gliadin (Sequenz: LGQQQPFPPQQPYPQPQPF)

p57-68 p57-68-12mer des a.2-Gliadin (Sequenz: QLQPFPQPQLPY)

p202-220 p202-220-19mer des a2-Gliadin (Sequenz: QQYPLGQGSFRPSQQNPQA)

Par Partitionierungsdefekt-Protein (engl. partitioning defective-protein)

PCR Polymerase Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)

pdz-Domane Proteindomaéne hnlich den Proteinen PSD95/SAP90, Discs large oder ZO-1

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

PIP3 Phosphatidylinositol-1,4,5-trisphosphat

PP Peyer’sche Plaques (engl. Peyer’s patch)

PP-1/-2A Proteinphosphatase-1/-2A

PTEN Phosphatase- und Tensin-Homolog (engl. phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate 3-phosphatase and dual-specificity protein phosphatase)

Rab-GTPase Kleine GTPase vom Typ Rab (engl. Ras-related in brain)

RCD Refraktdre Zoliakie (engl. refractory celiac disease)

RP-HPLC Reverse Phase-Hochdruckfliissigkeits-Chromatographie (engl. reverse phase
high pressure liquid chromatography)

SH3 Src-Homologie-3-dhnliche-Domane

SIgA Sekretorische IgA

SNP Einzelnukleotid-Polymorphismus (engl. single nucleotide polymorphism)

STK11 Serin/Threonin-Proteinkinase-11 (engl. serine/threonine kinase-11)

TAMP TJ-assoziiertes MARVEL-Protein

TER Transepithelialer Widerstand (engl. transepithelial resistance)

TGF-B

Transformierender Wachstumsfaktor-f (engl. transforming growth factor-B)
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TJ Schlussleistenkomplex (engl. tight junction)

tTG Gewebstransglutaminase (engl. tissue transglutaminase)
TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor-a

Z0 Zonula occludens-Protein (engl. zonula occludens protein)
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1. Einleitung

1.1. Zoliakie

1.1.1. Definition
Bei der Zoliakie handelt es sich um eine chronische, immun-vermittelte Dinndarmerkrankung, die
bei genetisch Pradisponierten durch die Aufnahme der in Getreiden exprimierten Glutene initiiert

wird und die daher durch Einhaltung einer glutenfreien Didt in Remission gebracht werden kann.

1.1.2. Glutene

Der Ausloser der intestinalen Immunreaktion bei Zoéliakie sind die Glutene, pflanzliche
Speicherproteine, die in verschiedenen Getreidesorten vorkommen. Aufgrund ihrer besonderen
Kleber-Eigenschaften (lat. gliten, Leim) verleihen sie dem Getreidemehl die typischen
Backeigenschaften. Glutene sind Teil des sog. Mehlkorpers der Getreidekoérner und stellen ein
Proteingemisch dar, das im Falle des Weizens nach seiner Alkoholl6slichkeit in die Alkohol-l6slichen
Gliadine und die Alkohol-unléslichen Glutenine unterteilt wird (Tabelle 1). Sowohl in der
Peptidsequenz der Gliadine als auch der Glutenine finden sich Oligopeptidsequenzen, die T-Zell-

vermittelt die Immunreaktion bei Zoliakie auslosen bzw. unterhalten konnen.[1-4]

Tabelle 1: In Getreiden vorkommende, Enteropathie-auslésende Proteine (nach Schumann, Siegmund, Gluten-

Enteropathie, in Stange (Ed.), Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen, Schattauer 2015 [5])

Proteinklasse Fraktionen Triggert Immunreaktion bei...
Glutene Prolamine (alkohollslich)

Weizen: Gliadine Zoliakie

Roggen: Secaline Zoliakie

Gerste: Hordeine Zoliakie

Hafer: Avenine -

Mais: Zeine -

Gluteline
(alkoholunlgslich)

Weizen: Glutenine Zoliakie

Roggen: Secalinine Zoliakie

Gerste: Hordenine Zoliakie

Hafer: Avenine -

Mais: Zeanine -
Amylase-Trypsin- Zoliakie & Weizensensitivitat (?)
Inhib. (ATI)
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1.1.3. Immunpathologie der Zo6liakie
Wird Gluten mit der Nahrung aufgenommen, kommt es bei einem genetisch Pradisponierten zur

Zoliakie-typischen Immunreaktion des Mukosa-assoziierten Immunsystems (Abb. 1).[5-7]

Lumen @ @
Gliadin(-peptide)
@ IL15 "

erhihter trans- oder \ ¢
parazellularer Transport &

E-Cadherin-CD103-

Wachstum und Enter Einwanderung Bindung
Diﬁerenzierungl f { von |EL durch
Apoptosel . . . . Gliadinwirkung ‘

MICA

MICA-NKG2D-
Rezeptor-Bindung

@
E-Cadherin

A

MHCII-Gliadinpeptid-
Lamina propria TCR-CD4-Komplex

Abb. 1: Immunpathologie bei Z6liakie. (adaptiert aus Schumann et al., Gastroenterologie up2date 2014 [6])
APC, Antigen-prasentierende Zelle; IEL, intraepithelialer Lymphozyt; TNF-a, Tumor-Nekrose Faktor-a; IFN-y, Interferon-
v; IL-15, Interleukin-15; IL-1, Interleukin-1; tTg, Gewebstransglutaminase; MMP, Matrixmetalloproteinase; Gin,

Glutamin; Glu, Glutamat.

Es bedarf hierfiir allerdings der Passage der immundominanten Oligopeptide vom Lumen des
oberen Gastrointestinaltrakts in die Lamina propria der Diinndarmmukosa, um eine Immunreaktion
der intestinalen T-Zellen auszuldésen. Ublicherweise werden jedoch ingestierte Peptide luminal in
einem mehrschrittigen Prozess hydrolysiert: Dabei beginnt die Pepsin-assoziierte Hydrolyse bereits
im Magen und setzt sich im oberen Diinndarm als hocheffizienter Carboxy-terminaler bzw.
endopeptidaler Verdau durch pankreatische Proteasen und Carboxypeptidasen fort. Finalisiert wird
der Peptidverdau durch die im Birstensaum verankerten Exo- und Endopeptidasen (engl. brush
border enzymes), woran sich der erleichterte Transport der aus diesem Verdauungsprozess
hervorgehenden Aminosduren, Di- und Tripeptiden Uber das Epithel in das subepitheliale
Kapillarnetz anschlielRt.[8] Dies stellt sich bei den in Gliadinen wie Gluteninen vorkommenden

Prolin- und Glutamin-reichen Peptidsequenzen anders dar. Da der Mensch nicht (ber die
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entsprechenden Prolyl- und Glutamylendopeptidasen verfligt, reichern sich im Diinndarmlumen
Oligo- bis Polypeptidsequenzen (z.T. bis ca. 50 Aminosauren lange Gliadin-Polypeptide) an.[9]

Da diese Peptidsequenzen (i) im Dinndarmlumen unverdaut vorliegen und (ii) nachweislich die bei
Zoliakiepatienten spater noch genauer zu erlauternde T-Zellreaktion auslosen, miissen sie zuvor die
epitheliale Barriere der Dliinndarmmukosa passieren. Hierflir konnen verschiedene Mechanismen
postuliert werden, die grob in einen parazelluldren und einen transzellularen Weg unterteilt
werden kénnen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden beide Wege untersucht. Dabei konnte
gezeigt werden, dass groRere Peptide mittels Transzytose das Epithel passieren, die — wie auch die
Arbeitsgruppe von Martine Heyman zeigen konnte — vermutlich durch den Transferrinrezeptor
CD71 vermittelt wird.[10, 11]

Im Anschluss an den transepithelialen Transportprozess werden die Peptide subepithelial durch die
Gewebstransglutaminase (tTG) deamidiert.[2] Im Rahmen der Calcium-abhangigen Deamidierung
werden durch Konvertierung von Glutaminresten in Glutamatreste negative Ladungen in die
Gliadinepitope eingefligt (Abb. 2). Hieraus resultiert ein Anstieg der Bindungsaffinitdt dieser
Peptide in die Bindungstasche der auf professionellen Antigen-prédsentierenden Zellen (APC)
exprimierten HLA-DQ2- und DQ8-Molekiile um das 10fache. Die Interaktion dieser Gliadinpeptid-
prasentierenden APCs mit CD4+ T-Zellen triggert die Immunreaktion des adaptiven Schenkels des
Immunsystems.[12] Dabei ist die Spezifitdat dieser DQ2- bzw. DQ8-restringierten Immunreaktion
auch hinsichtlich der Sequenz des T-Zellrezeptors herauszustellen: Nur CD4+ T-Zellen, die einen T-
Zellrezeptor tragen, der spezifisch den DQ2/8-Gliadinpeptidkomplex erkennt, werden aktiviert.
Auch hier sind deamidierte Gliadinpeptide deutlich potenter in der T-Zellaktivierung als native
Peptide, was sich darin ausdriickt, dass — verglichen mit dem deamidierten Gliadinpeptid — eine
100fach hoéhere Konzentration nativen Peptids notwendig ist, um die gleiche T-Zellantwort zu
induzieren.

Aktivierte T-Zellen sezernieren pro-inflammatorische Zytokine wie Tumor-Nekrose Faktor-a
(TNF-a) und Interferon-y (IFN-y), veranlassen spezifische Plasmazellen zur Sekretion von anti-
Gliadin- und anti-Transglutaminase-IgA und aktivieren Matrix-Metalloproteinasen, die das Stroma
der duodenalen Mukosa umbauen.[13] Es wird ferner vermutet, dass die Gewebstransglutaminase
pH-abhangig neben der o0.g. Deamidierung auch Gliadinbruchstiicke durch eine
Transamidierungsreaktion an die extrazellulare Matrix binden kann, diese dabei immobilisiert und

die mukosale Immunreaktion auf diese Weise verstarken kann.
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Abb. 2: Optimierung der Bindungsaffinitit der Gliadinpeptide in die Tasche des HLA-DQ2/DQ8-Molekiils.

Durch enzymatische Deamidierung der Gliadinpeptide (Aktivitdit der Gewebstransglutaminase) entstehen nach
Konversion der Glutamin- in Glutamatreste zusatzliche negative Ladungen, die die Bindung in die Bindungstasche des
HLA-DQ2-Molekiils verbessern. Hier ist am Beispiel des Peptidfragments glia-al die Bindung des Peptids an HLA-DQ2
dargestellt. Dieses Prinzip gilt genauso flr weitere Peptidfragmente aus den a-, 3- und ®-Gliadinen und dhnlich auch
fur die Bindung in die HLA-DQ8-Bindungstasche. Weiterhin ist das Tripeptid, das dem Erkennungsmotif der
Gewebstransglutaminase in der nativen Gliadinpeptidsequenz (Q-X-P) entspricht, rot markiert. Die Aminosduren der
Gliadinpeptidsequenz sind im Ein-Buchstaben-Code aufgefiihrt. APC, Antigen-prdsentierende Zelle, P1...P9,

Bindungspositionen im DQ2-Komplex (nach Schumann et al., Pathophysiologie der Zéliakie, Der Gastroenterologe 2015

7).

Parallel wird auch das angeborene Immunsystem aktiviert. In Anwesenheit bestimmter
Gliadinsequenzen, z.B. des a-Gliadinpeptids p31-49, produzieren Epithelzellen und Lamina-propria-
Lymphozyten vermehrt Interleukin-15 (IL-15). Dies hat die Expression epithelialer Stressproteine
wie MIC-A und HLA-E zur Folge,[14, 15] die von Natirlichen Killer-(NK)-Rezeptor-tragenden
intraepithelialen Lymphozyten (IEL) erkannt und daraufhin lysiert werden.

Im Rahmen dieser Immunreaktion verandert sich die Architektur der Diinndarmmukosa hin zu einer
Zottenatrophie und Kryptenhyperplasie, die das strukturelle Korrelat des bei Zéliakie entstehenden
Malabsorptionssyndroms darstellt. Ferner weist die Zo6liakiemukosa einen epithelialen
Barrieredefekt auf. Dieser bewirkt eine sog. Leckfluxdiarrhoe (d.h. eine Diarrhoe, die auf einer
gesteigerten Passage von Soluten aufgrund einer TJ-Stérung beruht). Zudem ist er die Basis flr eine

fortgesetzte Glutenexposition der Lamina propria-Zellen (Abb. 3).[16-18]
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Abb. 3: Klassifikation der Veranderungen der Duodenalmukosaarchitektur nach Marsh & Oberhuber

A: Marsh 0, lange Zotten, kurze Krypten. B: Marsh |, >25 intraepitheliale Lymphozyten (IEL) pro 100 Enterozyten,
dargestellt mittels Farbung der IELs (CD3-Immunhistologie). C: Marsh I, Kryptenhyperplasie ohne Zottenatrophie. D:
Marsh 1lIB, Zottenatrophie und Kryptenhyperplasie (aus Schumann, Siegmund, Gluten-Enteropathie, in Stange (Ed.),
Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen, Schattauer 2015 [5]; Bilder sind urspriinglich angefertigt und zur Verfiigung

gestellt von PD Dr. Jéhrens, Institut fiir Pathologie, Charité — Universitdtsmedizin Berlin).

1.1.4. Genetik

Zwillingsstudien konnten aufzeigen, dass die Atiologie der Zéliakie zu einem groRen Anteil genetisch
erklarbar ist.[19] Dabei besteht ein komplex-genetischer Vererbungsgang, in dessen Rahmen bis zu
100 Gene mit erheblich unterschiedlichen Einzelbeitragen beteiligt sind. Der bei weitem wichtigste
Beitrag wird durch Gene geleistet, die fir die bereits o.g. MHC lI-Proteine HLA-DQ2 und DQS8
kodieren. Dies wird auch dadurch reflektiert, dass bei Fehlen von HLA-DQ2 und HLA-DQS, das
Vorliegen einer Zoliakie nahezu ausgeschlossen ist. Die fir HLA-DQ2 kodierenden Gene (DQA0501
und DQBO0201) liegen bei 90-95% der Zoliakie-Patienten vor, die fiir HLA-DQ8 kodierenden Gene bei
ca. 5%. Da die Pravalenz dieser Gene in der Gesamtpopulation allerdings hoch ist, ist der positiv
pradiktive Wert dieser genetischen Marker sehr niedrig, was ihren Wert in der klinischen Diagnostik
auf die Funktion eines Markers zum Ausschluss einer Zéliakie reduziert. Fir HLA-DQ2 wurde ferner
ein Gendosiseffekt nachgewiesen, d.h. bei Vorliegen einer DQ2-Homozygotie ist die
Wahrscheinlichkeit fiir die Entstehung einer Zoliakie sowie im Weiteren fiir die Entwicklung einer
Refraktdren Zoliakie (RCD, siehe unten) im Vergleich zum Vorliegen einer fir DQ2 heterozygoten
Situation erhoht.[20]

Non-HLA-Gene wurden fast ausschlieflich mittels sog. Whole Genome Association Studies
identifiziert, in deren Rahmen an groRen Zoliakiekollektiven mehrere 100,000, lber das humane
Genom verteilte Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP, engl. single nucleotide polymorphism)
untersucht wurden. Die dabei identifizierten, mit Zoliakie assoziierten Gene beeinflussen
vornehmlich die Funktion von T- und B-Zellen (z.B. IL-2/IL-21), z.T. aber auch die Aktivitat des

angeborenen Immunsystems.[21, 22]
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1.1.5. Refraktdre Zéliakie

Von einer Refraktdren Zoliakie (RCD) spricht man, wenn nach einem Jahr strikter glutenfreier Didt
(GFD) weiterhin ein Malabsorptionssyndrom auf dem Boden einer Marsh lll-Enteropathie
vorliegt.[23] Glutenverunreinigungen in der Didt sowie eine Reihe von Differentialdiagnosen wie
ein Morbus Crohn des Dinndarms, eine Lambliasis, Morbus Whipple, ein variables
Immundefektsyndrom (CVID), HIV/AIDS-assoziierte Enteropathie, Eosinophile Enteritis, eine
autoimmune Enteropathie und eine intestinale Tuberkulose sollten alternativ erwogen werden. Es
werden zwei Subtypen der RCD unterschieden: Typ |, eine vermutlich in ihrer Atiologie heterogene
Autoimmunerkrankung, die zumeist auf Immunsuppressiva wie Budesonid, 6-Thioguanin oder
TNFa-Antikoérper anspricht und Typ Il, eine Enteropathie mit klonal proliferierenden IEL, die mit
jejunalen Ulzerationen assoziiert ist und oftmals in ein Enteropathie-assoziiertes T-Zell-Lymphom
(EATL, Abb. 4) Ubergeht. Diagnostische Modalitdten zur RCD-Subtypisierung umfassen die
molekularpathologische Analyse, in deren Rahmen mittels einer Polymerase Kettenreaktion (PCR)-
basierten GeneScan-Analyse die Klonalitdt von T-Zellen in der duodenalen Mukosa untersucht wird,
wie auch Immunfirbungen, sei es als Immunhistochemie (CD8-Fdrbung) oder als
Durchflusszytometrie intestinaler Lymphozyten. Bei RCD Typ Il findet sich eine aberrante intestinale
Lymphozytenpopulation bzw. ein klonales Profil im T-Zellrezeptor-Genescan. Bei vielen Patienten
Iasst sich initial eine Stabilisierung der Erkrankung durch Budesonid erreichen. Oftmals muss bei
fortschreitender Erkrankung eine Chemotherapie mit Cladribine und in einigen Fallen sogar eine
Stammzelltransplantation durchgefiihrt werden, um die Entwicklung hin zu einem EATL

aufzuhalten.[24, 25]

Abb. 4: Ballonenteroskopischer Nachweis eines Enteropathie-assoziierten T-Zell-Lymphoms (EATL) im Dinndarm. Bild
ist urspriinglich angefertigt und zur Verfiigung gestellt von PD Dr. Bojarski, Klinik fiir Gastroenterologie, Charité —

Universitdtsmedizin Berlin
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1.2. Mukosale Barriere

Neben der Assimilation von Nahrstoffen ist der Aufbau einer funktionalen Barriere gegeniber
luminalen Mikroorganismen essentiell. Dabei muss diese Barriere gleichzeitig einen regulierten
Kontakt mit luminalen Antigenen, u.a. solchen der Mikrobiota, garantieren. Diese Regulation
umfasst (i) die Dosierung des durchtretenden Antigens wie auch (ii) die Prozessierung des antigenen

Materials.[26]

1.2.1. Die Bausteine der mukosalen Barriere

Strukturell sehr verschiedene Komponenten garantieren die Integritdt der mukosalen Barriere.
Dazu gehoren (i) die Mukusschicht sowie die epitheliale Barriere, bei der Mechanismen (ii) der
parazelluldren wie (iii) der transzelluldren Dichtigkeit zur Barrierefunktion beitragen. Auf Polaritats-

assoziierte Mechanismen der Organisation der epithelialen Barriere wird gesondert eingegangen.

1.2.2. Die Mukusschicht und antimikrobielle Peptide

Der Mukus besteht neben Wasser aus lonen, wobei Chlorid-, Bicarbonat- und Natriumionen
dominieren. Bicarbonat antagonisiert dabei nicht nur einen sauren pH, sondern schiitzt die Mukosa
auch dadurch, dass es die Sekretion und Entfaltung der Muzine induziert. Bicarbonat wird dabei
durch CFTR-abhangige (CFTR, cystic fibrosis transmembrane regulator) wie auch CFTR-unabhangige
Kanale sezerniert, Prozesse, die auch bei Darmentziindungen reguliert werden (Abb. 5).[27, 28]
Die Protein-Hauptkomponente des Mukus sind Muzine, groe Proteine (Muc2: ~5200
Aminosduren), die stark glykosyliert sind, durch Becherzellen sezerniert werden und essentiell fiir
die Mukusgenese sind, da bei Muc2-Knockout-Mausen eine Mukusschicht fehlt.[29, 30] Die
Muzinsekretion, ihre luminale Entfaltung und ihr Verdau durch die Metalloprotease Meprin-$ sind
dabei auch determinierend fiir den qualitativen Unterschied des Mukus in Diinn- und Dickdarm:
Wahrend der nur gering mit Bakterien besiedelte Diinndarm, der auch die Nahrstoffresorption
gewadhrleisten muss, durch eine einschichtige, leicht penetrierbare Mukusschicht bedeckt ist,
verfligt das Kolon, in dem sich eine ca. eine Million-fach gréRBere Zahl an Mikrobiota finden, Gber
eine zweischichtige Mukusschicht, von der im gesunden Kolon die innere Schicht nicht durch
Bakterien penetriert werden kann (Abb. 5).[31, 32] Dabei spielt die Ausbildung dichter Muzinnetze
durch Muc2-Polymerisation eine zentrale Rolle, ein Prozess der ebenfalls abhangig von der CFTR-

Aktivitat ist.[28]
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Pathophysiological role of TNF in IBD: TNF and its impact on barrier function, Frontiers in Gastroenterology 2015).[26]

Unter antimikrobiellen Peptiden (AMPs) fasst man hochkonservierte, kurze (ca. 30 Aminosauren)
Polypeptide wie Defensine und Cathelicidin LL-37 zusammen. Aufgrund ihrer kationischen
Eigenschaften einerseits und des hohen Anteils hydrophober Aminosduren andererseits bilden sie
amphipathische Tertidrstrukturen aus.[33] Sie werden epithelial synthetisiert und dann nach
luminal sezerniert und sind antimikrobiell gegen ein ganzes Spektrum an Gram-negativen und
Gram-positiven Bakterien sowie Pilzen und Viren aktiv.[34] Defensine interagieren mit Lipid Il der
bakteriellen Zellwand und hemmen dadurch deren Synthese.[35] In Abhéngigkeit des
intramolekularem Disulfidbindungsmuster werden a- und [B-Defensine unterschieden, wobei
a-Defensine von Panethzellen und B-Defensine priméar von Enterozyten exprimiert werden. Ferner
gibt es konstitutiv exprimierte humane pB-Defensine (HBD-1) und solche, die nur durch
proinflammatorische Zytokine oder direkt durch Mikroorgansimen induziert werden (HBD-2 und

HBD-3).[36, 37]

1.2.3. Die parazellulare epitheliale Barriere

Die intakte Epithelzellschicht stellt eine wirksame Barriere gegenliber luminalen Pathogenen dar.
Die schwéchsten Anteile dieser Zellschicht sind natirlich die Interzellularrdume, die — so sie nicht
versiegelt sind — eine parazelluldre Passage fiir pathogenes Material darstellen koénnen.
Physiologischerweise ist daher der Parazellularraum durch den apikalen junktionalen Komplex
verschlossen, der sich aus der apikalen Tight Junction (TJ) und der direkt basal sich anschlieBenden
Adherens Junction (AJ) zusammensetzt. Dabei stellen AJs und Desmosomen die mechanische

Verbindung benachbarter Zellen sicher, derweil die TJs zum einen die Versiegelung der
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Epithelschicht hin zum intestinalen Lumen garantieren, gleichzeitig aber auch eine selektive

parazelluldre Passage ermoglichen (Abb. 6A).[38]

1.2.4. Adherens Junction

Als bestehen aus zwei funktionalen Bausteinen: (i) Dem zentral-adhdasiven (engl. core-adhesive)
Cadherin/Catenin-Komplex und (ii) der Interaktion zwischen Nectin und Afadin.[39]

Bei Cadherinen handelt es sich um Typ I-Transmembranproteine, die Uber ihren extrazellularen
N-Terminus eine Ca**-abhangige, homotypische Interaktion zwischen zwei identischen Molekiilen
in benachbarten Zellen ausbilden (daher auch Interaktion ,,in trans”). Der intrazelluldre C-Terminus
ist durch seine Bindung an B-Catenin vor der Proteolyse geschiitzt. Ferner ist er liber die Wirkung
von a-Cateninen und EPLIN (engl. epithelial protein lost in neoplasm) an das Aktomyosinnetzwerk
assoziiert.[40, 41] p120-Catenin ist hierbei ein weiteres Protein, das diesen Komplex stabilisiert,
indem es seine Endozytose verhindert. Nectine sind Calcium-abhangige Transmembranproteine
der IgG-Superfamilie, die Gber drei extrazellulare Immunoglobulin-dhnliche Domanen verfliigen, mit
denen sie heterophile Interaktionen in trans eingehen kdnnen. Die intrazellulare Domane
interagiert mit dem Scaffolder AF6/Afadin, welcher wiederum mit dem Aktinzytoskelett und der

kleinen GTPase Rap1l interagiert.[42]

1.2.5. Tight Junction

Eine anschauliche Beschreibung der Lokalisation und Funktion der TJ ist das Jared Diamond’s
Bierdosen-Modell der Epithelien (engl. beer can model of epithelia), bei dem Epithelzellen wie die
Bierdosen eines Sixpacks durch ein Plastikband miteinander verbunden sind. Der Raum zwischen
den Dosen korrespondiert zum lateralen Interzellularraum und das Plastikband zur TJ. Diese sind
als Fassbander konstruiert, die die apikalsten Anteile der lateralen Membran jeder Zelle
umschlieBen (Abb. 6a).[43] Durch die Separation des luminalen vom basolateralen Kompartiment
garantieren die TJs die sog. gate function, welche die Regulation des parazelluldren Transports
beschreibt und bereits in den 1960er-70er Jahren durch transmissionselektronenmikroskopische
Experimente mit dem 139 Da-Molekiil Lanthan veranschaulicht wurde (Abb. 6b: Lanthan wird auf

Hohe der TJ gestoppt).[44]
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Abb. 6: Der apikale junktionale Komplex. (A) Lokalisationen
der beteiligten junktionalen Proteine in der Epithelzelle.
Graphik aus Schumann et al., Cell Mol Gastroenterol Hepatol.
2017 Jan 14;3(2):150.[26] (B) Die TJ in der
Transmissionselektronenmikroskopie: Lanthan (molekulare
GroRe: 139 Da) wird auf Hohe der sog. “kissing points” durch
die TJ gestoppt; Lu, lumen. Graphik aus Friend & Gilula, J Cell
Biol  1972.[45] (Reproduktion der Abb. st fiir

Dissertationszwecke durch J Cell Biol ausdriicklich gestattet.)

Zudem erfiillen die Tls die fence function, indem sie die laterale Diffusion von Membranproteinen

und -lipiden hin zum apikalen bzw. zum basolateralen Kompartiment restringieren.[46, 47]

Gefrierbruchelektronenmikroskopische Experimente zeigten, dass TJs ein Netzwerk aus

Einzelstrangen bilden, das je nach Gewebe, aber auch im Rahmen verschiedener entziindlicher

Erkrankungen der intestinalen Mukosa eine unterschiedliche Komplexitat annehmen kann.[48]

Auf molekularer Ebene sind TJs aus integralen Membranproteinen und assoziierten intrazelluldren

Proteinen aufgebaut. Die integralen TJ-Proteinen umfassen Ein-Transmembranproteine wie JAM-A

und CAR (engl. coxsackievirus and adenovirus receptor) sowie Transmembranproteine, die vier

Transmembrandoméanen aufweisen, im Besonderen die Proteine der Claudinfamilie und sog.

TAMPs (TJ-assoziierte MARVEL-Proteine, wie Occludin und Tricellulin) (Tabelle 2).[46]
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Tabelle 2: TJ-Proteine. Die Funktion der jeweiligen Proteine ist kodiert: B, Barriere-formend; C*, Claudin mit
Kationenporenfunktion; A-, Claudin mit Anionenporenfunktion; WH, Wundheilung; AP, TJ-assoziiertes Protein; TAMPs,
TJ-associated MARVEL proteins; IGLD, Immunglobulin-dhnliche Doméane; PDZB, pdz-binding domain; MARVEL, MAL and
related proteins for vesicle trafficking and membrane link; PDZ, PSD95-discs large tumor suppressor-zonula occludens-1;
CC, coiled coil; IA, Interaktionen mit...; NA, nicht anwendbar (Tabelle wurde modifiziert nach Schumann und Kiihnel,
Pathophysiological role of TNF in IBD: TNF and its impact on barrier function, Frontiers in Gastrointestinal Research 2015

[26]); §, Funktionelle Dom&nen wurden mit der UniProt-Datenbank abgeglichen (http://www.uniprot.org).

Abk. Name T™- Funktionelle Funktion
Dominen Dominen ¢

JAM-A Junctional Adhesion Molecule-A 1 IGLD & PDZB B

CAR Coxsackievirus und Adenovirus- 1 IGLD & PDZB B
Rezeptor

Claudins 24 Mitglieder
Claudin-1 4 IAZ01/2/PAT) B
Claudin-2 4 IAZ01/2 c*
Claudin-4 4 IAZO1/2 B
Claudin-5 4 IAZO1/2 B
Claudin-8 4 IAZO1/2 B
Claudin-15 4 - ct
Claudin-17 4 - A

TAMPs Occludin 4 MARVEL WH
Tricellulin 4 MARVEL B
MarvelD3 4 MARVEL B

70-1/-2/-3 | Zonula occludens-Protein-1/2/3 NA 3x PDZ AP

MAGI- Membran-assoziierte NA 6x PDZ AP

1/-2/-3 Guanylatkinase-1/-2/-3

MUPP-1 Multiple PDZ domain protein NA 13x PDZ AP

Cingulin Cingulin NA CC AP

Proteine der Claudinfamilie regulieren die TJ-lonenselektivitdt und umfassen daher nicht nur
Proteine, die eine Barrierefunktion gegeniiber Soluten verursachen (z.B. Claudin-1, -4, -5 oder -8),
sondern auch andere, die eine Porenfunktion ausiiben. Das aktuelle Modell sieht vor, dass diese
parazellulare Route einer Hochkapazitdtspore entspricht, die fir lonen grofRen- und
ladungsabhangig funktioniert (Na*, K*: Claudin-2, -15; CI: Claudin-17), aber auch fir

Wassermolekiile permeabel sein kann (Claudin-2).[49, 50]

Das TAMP-Protein Occludin, das als erstes der TJ-Proteine entdeckt wurde, ist ein integrales TJ-
Protein, das offenkundig in den meisten TJ-typischen Funktionen (i.B. fence function und gate
function) entbehrlich ist.[51][52, 53] Andererseits scheint es eine Rolle bei der dynamischen
Reorganisation der TJs zu spielen, u.a. bei der Koordination der Wundheilung, bei der Extrusion
apoptotischer Enterozyten aus dem Epithelverband, der Interaktion von Epithelzellen mit IELs und

dem Zytokin-induzierten Umbau der TJs.[53-56]
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Der Name eines weiteren TAMPs, Tricellulin, bezieht sich auf seine bevorzugte Lokalisation in
trizellularen Verknipfungspunkten. Tricellulin scheint dabei eher die makromolekulare
Permeabilitat als die ionale Permeabilitat der T) zu bestimmen. Im o.g. Modell ware die Trizellulin-
assoziierte Permeabilitdt eher einer Niedrigkapazitdtspore zuzuordnen, die eine Permeabilitat fir
Makromolekiile aufweist und damit evtl. auch verantwortlich fiir die Passage kleinerer Antigene in

die Lamina propria sein kdnnte, andererseits aber nicht lonen-spezifisch funktioniert.[57, 58]

Integrale TJ-Proteine interagieren mit TJ-Scaffoldern bzw. -Adapterproteinen, die u.a. die Funktion
in der TJ-Assemblierung haben, die Position der per Polymerisation sich zu TJ-Strangen
ausbildenden integralen TJ-Proteine entlang der lateralen Membran festzulegen. In dieses Bild
passt z.B. die Tatsache, dass Epithelzellen keine TJs mehr ausbilden, wenn die ZO-Proteine
ausgeschaltet sind.[59] Strukturelle Grundlage der Interaktionen zwischen integralen und
assoziierten TJ-Proteine ist eine Bindung zwischen einer C-terminalen Sequenz im Claudinmolekail
und einer PDZ-Domane, die ein Proteinmotif der meisten nicht-integralen TJ-assoziierten Proteine
darstellt (Tabelle 2).[46] Dabei legen die ZO-Adapterproteine auch die Position der TJ relativ zur Al
fest, da die SH3- (SH3, Src-Homologie-3) sowie auch die GUK- (GUK, Guanylatkinase-ahnliche)-
Domdne der Z0O-1-Proteine mit den Al-assoziierten Proteinen a-Catenin und Afadin

interagieren.[59]

Eine weitere vermutlich sehr wichtige, bislang aber nur in prdlimindren Ansatzen beforschte
Funktion der TJ geht von ihrer Lokalisation in Lipidmikrodomanen, sog. FloRen (engl. rafts) aus.
Entsprechend kann man im Experiment durch Cholesterolentzug eine rasche Reduktion der TJ-
bedingten Barrierefunktion nachvollziehen.[60, 61] Die Lokalisation in rafts impliziert funktionell

u.a. die Regulation der TJ durch eine raft-abhédngige oder auch Caveolin-abhangige Endozytose.

Generell gibt es drei Mechanismen, die die Regulation der TJ-verursachten Barrierefunktion
bestimmen: (i) Transkriptionelle Regulation, (ii) Phosphorylierung und (iii) Endozytose von TI-
Komponenten. Die transkriptionelle Regulation ist z.B. zentral fir die Regulation der Claudin-2-
Expression beschrieben, welches physiologischerweise im Kolon nur an der Kryptenbasis exprimiert
wird. Die Analyse der Promoterregion sowie auch funktionelle Studien zeigten, dass die Expression
durch verschiedene Transkriptionsfaktoren bestimmt wird, u.a. CDX2, HNF-1a, GATA-4 aber auch
durch Aktivierung des Wnt-Signalweges iiber LEF-1/B-Catenin.[62, 63] Ahnlich wird auch die
Claudin-4-Expression durch den Transkriptionsfaktor Grhl2 bestimmt, der differentiell auch in

Enterozyten exprimiert wird.[64]

Bei der Untersuchung des apikalen Na*/Glukose-Kotransports wurde die Bedeutung der Myosin-
Leichtketten-Kinase (engl. myosin light chain kinase, MLCK) als zentraler Regulator der TI-

Permeabilitat beschrieben. Dies geschieht vermutlich auf dem Wege einer Phosphorylierungs-
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abhangigen, reversiblen Kontraktion des apikalen Aktomyosinrings.[65] So erhéht nach Exposition
der Zellen mit verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen Stimuli die
Phosphorylierung von MLC die TJ-Permeabilitat.[66, 67] Die dritte Modalitat der TJ-Regulation, die
Endozytose von integralen TJ-Proteinen, kann ebenfalls sekundar zur Aktivierung des MLCK-Weges
geschehen. In diesem Zusammenhang wurde die Beteiligung der Caveolin-, Clathrin- und

Mikropinozytose-abhdngigen Endozytosewege aufgezeigt.[66, 68, 69]

1.2.6. Die transzellulidre epitheliale Barriere

Das aktuelle Verstandnis der epithelialen Barriere sieht vor, dass gréRere Makromolekiile (ab ca. 4-
10 kDa) ein gesundes Darmepithel nicht Giber parazelluldre, sondern nahezu ausschlieRlich Gber
transzellulare Mechanismen passieren kénnen. Dies bildet sich auch in einer nicht-linearen
Korrelation zwischen der Permeation von Makromolekiilen und der (vorrangig parazellularen)
lonenpermeabilitdt ab. Dabei vermindert sich die Korrelation mit zunehmender GroRRe des
Makromolekiils deutlich, was als Hinweis fiir das Vorhandensein zweier verschiedener
Passagewege fir lonen und Makromolekiile gewertet wird.[70] Der transzelluldre Passageweg
(Transzytose) beinhaltet die apikale Endozytose, das intrazelluldre Trafficking (bzw. auch die
Prozessierung) der Vesikelladung (engl. cargo) und schlussendlich die basolaterale
Abgabe/Sekretion.[71] Die endozytotische Aufnahme der Vesikelladung benutzt abhingig von
Zelltyp und den Transzytose-induzierenden Stimuli verschiedene Mechanismen (Abb. 7). Bei
Zoliakie transportieren duodenale Enterozyten per Transzytose und unter Bildung eines Komplexes
aus sekretorischen IgA (SIgA) und Gliadinmolekiilen, die spezifisch an den apikal exprimierten CD71-

Rezeptor binden, die Gliadinfragmente von luminal nach subepithelial.[10, 11]

Andererseits sind M-Zellen, die im Follikel-assoziierten Epithel (FAE) der Peyer’schen Plaques (PPs)
vorkommen, spezifisch auf die Transzytose groBerer Partikel, auch Bakterien, ausgerichtet.[72, 73]
Da das FAE weniger Mukus sezerniert, haben luminale Antigene einen besseren Zugang zu den
transzytotisch aktiven Zellen des FAE. In diesem Zusammenhang ist bemerkenswert, dass die M-
Zellen, die in der Lage sind unterschiedliche Bakterien (gezeigt u.a. fir Yersinien, Salmonellen und
Listerien) via apikaler Endozytose aufzunehmen, im humanen terminalen lleum nur wenige
Zentimeter oral des Kolons vorkommen, was ja das Kompartiment mit der héchsten bakteriellen
Besiedlung ist. Weitere Zellen, die in der Lage sind, luminales Antigen aufzunehmen, sind die direkt
subepithelial lokalisierten CX3CR1+ dendritischen Zellen (DCs) der sog. villésen Mukosa und
Lysozym-positiven DCs des FAE, die luminales Antigen durch ihre Periskop-artigen, langen
Dendriten einsammeln, die para- oder transzellular durch M-Zellporen in das Darmlumen

hineinreichen.[74, 75] Darlber hinaus wurde kirzlich die sog. Becherzell-assoziierte
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Antigenpassage (engl. goblet cell-associated antigen passage, GAP) als seine neue Route der
transzellularen Antigenaufnahme beschrieben, die verantwortlich fiir die Aufnahme groller

Antigenmengen Uiber Becherzellen sein kdnnte.[76]

W@

Abb. 7: Ubersicht iiber verschiedene Mechanismen der transzytotischen Antigenpassage. (Abb. rekonstruiert nach

Schumann und Kiihnel, Pathophysiological role of TNF in IBD: TNF and its impact on barrier function, Frontiers in
Gastroenterology 2015)
CD71, CD71-abhdngige Gliadin-Transzytose; DC, dendritische Zelle; GAP, goblet cell-associated antigen passage.

1.2.7. Rolle der epithelialen Polaritat fiir die mukosale Barriere

Ein komplexer TJ-Defekt bei Zéliakie legt nahe, dass eine vorgeschaltete ,,Master-Regulation” diese
Veranderungen steuern kdnnte. In dieser Hinsicht war die Identifikation des Par-3-Proteins als ein
bei Zoliakie-Betroffenen genetisch veranderter Regulator, der den apikalen Junktionskomplex im
Rahmen der Ausbildung der Epithelpolaritdit assembliert von besonderer Bedeutung.[77]
Partitioning-defective Proteine (Par-Proteine) sind iber eukaryonte Spezies sehr gut konserviert
und wurden im Fadenwurm Caenorhabditis elegans entdeckt, bei dem sie die ersten
asymmetrischen Zellteilungen der Zygote regulieren.[78, 79] Ahnlich der Par-Proteine sind die
meisten Zellpolaritat-regulierenden Proteine polar exprimiert (Tabelle 3). So ist Par-1, eine
Serin/Threoninkinase, zusammen mit Lethal giant larvae (LLGL) und Scribble in der Zelle basolateral
exprimiert. Par-6, Cdc42, die atypische Proteinkinase C (aPKC), Crumbs und Palsl sind an der
apikalen Membran lokalisiert und Par-3 am junktionalen Komplex (Abb. 8).[80] Das System wird
eng durch “aktive Exklusion” reguliert, d.h. dass die frei zwischen Membrandomanen
diffundierenden Par-Proteine durch Phosphorylierung und durch direkte Protein-Protein-
Interaktionen die polare Verteilung der Membranlipide und -proteine verursachen.®® Das PDZ-

Domadnen-‘Scaffolding’-Protein Par-3 assoziiert mit aPKC-A und -C sowie Par-6 und bildet dabei den
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apikalen Polaritatskomplex aus, der die Ausbildung des apikalen junktionalen Komplexes

orchestriert (Abb. 8).[81, 82]

Tabelle 3: Proteine der Polaritdtskomplexe in eukaryoten Epithelzellen (modifiziert aus Assemat et al., 2008 und Suzuki et al.,
2006 [83, 84]). Par, Partitionierungsdefekt-Protein; aPKC, atypische Proteinkinase; PALS, Protein-assoziiert-mit-Lin-Sieben; PATJ,
Protein-assoziiert-mit-TJ; Scrib, Scribble; Dlg, Discs large; LLGL, Letales Riesenlarven-Protein; STK11, Serin/Threonin-Kinase-11;

LKB1, Leber-Kinase-B1.

Komplex Beteiligte Proteine Proteinfunktionen (Domanen) Zelluldre Lokalis.
Par3/aPKC/Par6 Partitioning-defective-3 PDZ-Dom.-Protein / Scaffolder
Atypical PKC-A, -C Proteinkinase }TJ
Partitioning-defective-6 PDZ-domain Protein / Scaffolder
Crumbs/PALS/PAT) Crumbs-3 FERM-, PDZ-Domane
Protein assoc. with Lin Seven PDZ-, GUK Domaine, SH3-Motif }Apikale Membr.
Protein assoc. with TJ PDZ-Dom.-Protein / Scaffolder
Scrib/Dlg/LLGL Scribble 16 leucine-rich repeats (LRR),
PDZ-Domanen Basolat. Membr.
Discs large GUK-, PDZ-Domanen, SH3-Motif
Lethal (2) giant larvae WD-Repeats
Par-1 Partitioning-defective-1 Ser/Thr-Proteinkinase Laterale Membran
STK11 (LKB1, Par-4) Ser/Thr-protein kinase STK11 Ser/Thr-Proteinkinase Nukleus
(Liver kinase B1, — Zytosol
Partitioning-defective-4)
Par-5 Partitioning-defective-5 14-3-3-Protein

Im Rahmen dieses Prozesses werden bestimmte Serinreste des Par-3-Proteins durch aPKC bzw.
Par-1 phosphoryliert (Ser-144, Ser-827 und Ser-885) und verursachen dabei die Bindung von Par-3
an die junktionale Membran bzw. dessen Exklusion von der Membran.[85] In Zusammenschau der
genannten genetischen Assoziation des Par-3-Proteins mit Zoliakie und der o.g. Befunde lag es
daher nahe, diesen Zusammenhang mit zellbiologischen und physiologischen Techniken zu

untersuchen.
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Abb. 8: Proteinkomplexe und Phosphatidylinositol-phosphate, die an Polaritdts-assoziierten Prozessen beteiligt sind.

201, Zonula occludens-Protein-1 ; JAM-A, junctional adhesion molecule-A; Bcat, B-catenin; APC, adenomatous polyposis coli
gene product; PIP2, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate; PIP3, phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate; PTEN,
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate  3-phosphatase and dual-specificity protein phosphatase. Abk. der

Polaritatskomplexe: siehe Tabelle 3.
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2. Fragestellungen

Wie eingangs dargestellt sind mit dem Erkrankungs-auslésenden Proteingemisch Gluten und der
bedeutungsvollen genetischen Komponente zwei wichtige Faktoren in der Genese der Zoliakie
identifiziert. Diese alleine konnen jedoch weder eine Voraussage, welches Individuum einst an Zéliakie
erkranken wird, leisten, noch sind sie geeignet, zu erklaren, wieso bei einem Grofteil der Zéliakie-
Betroffenen die Erkrankung erst im fortgeschrittenen Erwachsenenalter auftritt. Das veranschaulicht,
dass weitere eigenstdndige Faktoren existieren mussen, die einen Einfluss auf die Pathogenese der
Zoliakie nehmen.

Eine Veranderung der epithelialen Barriere ist aus zwei Griinden hierfiir ein geeigneter Kandidat: (i) Es
existieren funktionelle Studien an nicht Zdliakie-betroffenen Verwandten von Zéliakie-Betroffenen, die
— verglichen mit nicht-verwandten Gesunden — statistisch signifikant erhohte Darm-Permeabilitaten
von Makromolekiilen zeigen.[86] (ii) Im Nachgang der ersten Genom-weiten Assoziationsstudien
wurden mehrere noch wenig charakterisierte Gene der epithelialen Barriere zugeordnet, so dass es

hiermit erstmals auch genetische Hinweise fiir einen primaren Barrieredefekt gibt.[87]

Daher stellten wir folgende Fragen, die durch die im Nachgang aufgefiihrten Studien untersucht

wurden:
(i) Wie kann ein Barrieredefekt mittels hochauflésender Verfahren innerhalb eines
Epithelverbands lokal visualisiert werden?
(ii) Ist die transzellulare Barriere bei Z6liakie verandert?
(iii) Ist die parazellulare Barriere bei Zoliakie verdandert?

(iv) Gibt es identifizierbare Masterregulatoren fiir solche Prozesse?
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3. Vorstellung eigener Arbeiten

Die im folgenden aufgefiihrten Arbeiten befassen sich im weiteren Sinne mit unterschiedlichen
Barriereleistungen der intestinalen Schleimhaut (=Mukosa) bei Zéliakie. Im Einzelnen sind dies
(analog zur Darstellung in Abb. 7) die parazelluldre und die transzelluldre Barriere sowie deren
Regulation durch dariber geschaltete Signalwege.

So ist das Thema der ersten zwei Publikationen die Darstellung und Quantifizierung der
transepithelialen Passage insbesondere eines immundominanten a2-Gliadin-33mer-Fragments
aber auch anderer a2-Gliadin-Fragmente. Dies geschieht durch einen transzytotischen Weg. In den
folgenden beiden Publikationen wird die parazelluldre Passage der Gliadinpeptide bei Zéliakie und
refraktarer Zoliakie untersucht und eine komplexe Veranderung der TJ bei Z6liakie dargestellt, die
die Durchlassigkeit fiir Fluoreszenz-markierte Gliadinfragmente erhoht. Dies ist mit einer
Veranderung des Polaritdtsproteins Par-3 und der Proteinphosphatase-1 assoziiert, die damit
mogliche Regulatoren dieses Prozesses sind. Anlass der flinften hier aufgefiihrten und eher
methodischen Arbeit war die von uns wahrgenommene Problematik, einen makromolekularen
Barrieredefekt ortlich aufzulésen. Dazu wurde die in der letzten Arbeit dargestellte ,,Sandwich-
Technik” entwickelt. Diese ermdglicht die Mikroskopie von zelluldren Defekten in einer Mukosa

oder Einzelzellschicht.
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3.1. Transzellulare Aufnahme des 33mer-Gliadinpeptids

Schumann M, Richter JF, Wedell I, Moos V, Zimmermann-Kordmann M, Schneider T, Daum S, Zeitz M,
Fromm M, Schulzke JD (2008). Mechanisms of epithelial translocation of the alpha(2)-gliadin-33mer in
coeliac sprue. Gut; Vol 57(6): 747-754.

Ziel: Darstellung des epithelialen Passagewegs des immundominanten a2-Gliadin-33mer-Fragments
durch das intestinale Epithel.

Methodik und Ergebnisse: Wir konnten zeigen, dass das 33mer-Gliadinpeptid durch einen
transzytotischen Prozess die epitheliale Barriere passiert. Hierfir wurde das 33mer biosynthetisiert
und mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. In einem ex-vivo-Experiment wurde Diinndarm-Mukosa
von Zoliakiekranken bzw. von Kontrollen in Ussing-Kammern eingespannt. Cy3-markiertes 33mer
(4 kDa) wurde dem mukosalen Kompartiment der Ussing-Kammern zugegeben. Das serosale
Kompartiment wurde dann mittels Reverse Phase-High Pressure Liquid Chromatography (RP-HPLC)
untersucht, um hierin (d.h. nach transmukosaler Passage) die Gliadinfragmente bzw. deren Metabolite
identifizieren zu kénnen. Anhand der RP-HPLC-Profile konnten sowohl unverdautes als auch
fragmentiertes 33mer im serosalen Kompartiment dargestellt und quantifiziert werden. Verglichen mit
einer Kontroll-Mukosa war die 33mer-Passage durch die Zoéliakie-Mukosa signifikant erhoht. Das
eingespannte Dinndarmgewebe wurde zusatzlich fixiert, immungefarbt und mittels konfokaler
Laserscanningmikroskopie (cLSM) untersucht. Dabei gelang der Nachweis des 33mers intraepithelial
in endozytotischen Vesikeln. Um den Mechanismus der endozytotischen Aufnahme naher zu
untersuchen, wurden intestinale Epithelzellen (Rab-GFP-exprimierende Caco2-Zellen, die auf
Transwell-Filtersystemen ausgesat wurden) apikal mit dem 33mer exponiert. Dabei konnte gezeigt
werden, dass das 33mer in ein Rab5-positives, friih-endosomales Kompartiment aufgenommen wird.
Dies war nach Inkubation der Zellen mit dem pro-inflammatorischen, bei Zoéliakie verstarkt
exprimierten Zytokin IFN-y einen Anstieg der 33mer-Translokation nachweisen.

Schlussfolgerung: Im Rahmen einer Zoliakie passieren unverdauliche, 33 Aminosduren lange
Gliadinfragmente verstarkt das Epithel mittels Transzytose, die das Rab5-positive

Vesikelkompartiment mit einschliel3t. Dabei werden diese Fragmente z.T. prozessiert.

Ménard S, Lebreton C, Schumann M, Matysiak-Budnik T, Dugave C, Bouhnik Y, Malamut G, Cellier C,
Allez M, Crenn P, Schulzke JD, Cerf-Bensussan N, Heyman M (2012). Paracellular versus transcellular

intestinal permeability to gliadin peptides in active celiac disease. Am J Pathol; Vol 180(2): 608-615.
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Ziel: Vergleich der Passage verschiedener Gliadinpeptidfragmente liber das intestinale Epithel.
Methodik und Ergebnisse: Es wurde die Permeabilitdt des intestinalen Epithels bei Zoéliakie fir
verschiedene o2-Gliadinpeptidfragmente und fiir Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase,
HRP) verglichen. Die Peptidfragmente wurden mittels einer RP-HPLC detektiert, die sowohl ein
sensitives als auch Peptidfragment-diskriminierendes Verfahren darstellt. Die Gliadinpeptide 33mer
und p31-49 passierten zu einem deutlich hoheren Anteil undegradiert das Epithel als das bei
Transzytose-Experimenten (blicherweise verwendete HRP, d.h. dass die Gliadinpeptide die
Degradationsmechanismen der Zelle, wie den lysosomale Abbau, umgehen kdénnen. Ferner konnte
durch Korrelation mit dem parazelluldaren Marker Mannitol gezeigt werden, dass die Gliadinpeptid-
Permeabilitaten sich besser mit einem transzelluldren denn mit einem parazellularen Modellansatz
erklaren lassen.

Schlussfolgerung: Die Gliadinpeptide 33mer und p31-49 passieren das intestinale Epithel im Vergleich
zu anderen Polypeptiden bevorzugt undegradiert, was ihre Aktivitdt in der Lamina propria der

intestinalen Mukosa ermoglicht.
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Schumann M, Richter JF, Wedell |, Moos V, Zimmermann-Kordmann M, Schneider T, Daum S, Zeitz M,
Fromm M, Schulzke JD (2008). Mechanisms of epithelial translocation of the alpha(2)-gliadin-33mer in
coeliac sprue. Gut; Vol 57(6): 747-754.

http://dx.doi.org/10.1136/gut.2007.136366
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Ménard S, Lebreton C, Schumann M, Matysiak-Budnik T, Dugave C, Bouhnik Y, Malamut G, Cellier C,
Allez M, Crenn P, Schulzke ID, Cerf-Bensussan N, Heyman M (2012). Paracellular versus transcellular

intestinal permeability to gliadin peptides in active celiac disease. Am J Pathol; Vol 180(2): 608-615.
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3.2. Parazellulire Barriere bei Zéliakie und Anderungen der Polaritit

Schumann M, Giinzel D, Buergel N, Richter JF, Troeger H, May C, Fromm A, Sorgenfrei D, Daum S,
Bojarski C, Heyman M, Zeitz M, Fromm M, Schulzke JD (2012). Cell polarity-determining proteins Par-

3 and PP-1 are involved in epithelial tight junction defects in coeliac disease. Gut; Vol 61(2): 220-228.

Ziel: Ziel dieser Arbeit war die Quantifizierung des parazelluldren Barrieredefekts bei Zoliakie sowie die
Aufklarung der zugrundeliegenden Mechanismen.

Methodik und Ergebnisse: Mittels Einwege-Impedanzmessung konnten wir den Barrieredefekt
nachweisen und quantifizieren. Die in der Ussing-Kammer durchgefiihrte Gewebsbiotinylierung
erbrachte den Nachweis parazellularer Defekte in der Zoliakie-Dinndarmmukosa. Die
Expressionsanalyse von TJ-Proteinen zeigte einen komplexen Barrieredefekt mit Hochregulation
porenbildender TJ-Molekile (vermehrt Claudin-2 und Claudin-15) sowie verminderte Expression
abdichtender Claudine (Claudin-3, -5 und -7). Als zugrundeliegende Masterregulatoren der
parazelluldaren Permeabilitat bei Zoliakie kommen das Polaritatskomplex-Protein Par-3 und die
Proteinphosphatase-1 (PP-1) in Betracht. Diese Polaritdts-determinierenden Proteine waren bei
Zoliakie entlang der lateralen Membran der Epithelzellen fehllokalisiert (Par-3) bzw. fehl-exprimiert
(PP-1). Sowohl der bereits in Drosophila vorbeschriebene dyspolare Par3-Epithelzellphdnotyp als auch
die durch Experimente mit spezifischen Inhibitoren analysierbare Funktion der PP-1 gingen in unserem
intestinalen Epithelzellmodell mit einer Fehlassemblierung der TJ einher, die den bei Zoliakie
identifizierten TJ-Verdanderungen entsprach.

Schlussfolgerung: Es wurde erstmals ein Zellpolaritdtsdefekt mit der bei Zoliakie bestehenden

parazelluldren Barrierestorung assoziiert.

Schumann M, Kamel S, Pahlitzsch ML, Lebenheim L, May C, Krauss M, Hummel M, Daum S, Fromm M,
Schulzke JD. Defective tight junctions in refractory celiac disease (2012). Ann N Y Acad Sci; Vol 1258:
43-51.

Ziel: Ziel war die Untersuchung des molekularen Aufbaus der TJ bei refraktarer Zéliakie (RCD).

Methodik und Ergebnisse: Mittels Western Blot und cLSM wurde die Expression und Lokalisation von
TJ-Proteinen untersucht. Das bei Gluten-responsiver Zoliakie normal exprimierte Claudin-4 fand sich
bei RCD herabreguliert, wobei zwei Mechanismen synergistisch funktionierten: Reduktion des

Expressionslevels und Endozytose des Claudins. Darliberhinausgehende Expressionsverdanderungen
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von TJ-Proteinen betrafen das abdichtende Claudin-5 (herabreguliert) und das Poren-formende
Claudin-2 (hochreguliert).
Schlussfolgerung: Proteinexpression und -lokalisation von TJ-Proteinen bei RCD sind relativ zur

unkomplizierten Zodliakie differenziert zu betrachten.
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Schumann M, Giinzel D, Buergel N, Richter JF, Troeger H, May C, Fromm A, Sorgenfrei D, Daum S,
Bojarski C, Heyman M, Zeitz M, Fromm M, Schulzke JD (2012). Cell polarity-determining proteins Par-

3 and PP-1 are involved in epithelial tight junction defects in coeliac disease. Gut; Vol 61(2): 220-228.

http://dx.doi.org/10.1136/gutjnl-2011-300123
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Schumann M, Kamel S, Pahlitzsch ML, Lebenheim L, May C, Krauss M, Hummel M, Daum S, Fromm M,

Schulzke JD. Defective tight junctions in refractory celiac disease (2012). Ann N Y Acad Sci; Vol 1258:
43-51.

https://doi.org/10.1111/j.1749-6632.2012.06565.x
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3.3. Der Sandwich-Assay — eine Orts-auflésende Methode zur Bestimmung der Permeabilitat von

Makromolekiilen durch eine Mukosa

Richter JF, Schmauder R, Krug SM, Gebert A, Schumann M. A novel method for imaging sites of

paracellular passage of macromolecules in epithelial sheets (2016). J Control Release; Vol 229: 70-79.

Ziel: Etablierung einer neuen Methode, mit der der epitheliale Makromolekildurchtritt ortlich
aufgeldst werden kann.

Methodik und Ergebnisse: In dieser Arbeit wird eine einfach durchfiihrbare Methode eingefiihrt, mit
der sowohl in der Zellkultur als auch an der Darmmukosa der Durchtritt von Makromolekiilen
visualisiert und damit ortsaufgelést werden kann. Dazu kénnen alle Makromolekile verwendet
werden, die sowohl Biotin-, als auch Fluoreszenzfarbstoff-koppelbar sind. Das einfache experimentelle
Vorgehen sieht vor, dass die basolaterale Membran des zu untersuchenden Epithels vorab mit einer
Avidin-haltigen Losung inkubiert wird. Dies hat zur Folge, dass das als ,Makromolekiil-Fanger”
funktionierende Avidin an die basolaterale Epithelmembran bindet. Dann wird das o.g. gekoppelte
Makromolekiil in das apikale Kompartiment gegeben, was verursacht, dass es an parazelluldren
Defektstellen (und nur dort!) zu einem Durchtritt dieses Makromolekils kommt. Dieses wird durch die
sofortige Bindung an das basolaterale Avidin am Ort des Durchtritts fixiert. Die auf diese Weise
immobilisierten Fluoreszenz-gekoppelten Makromolekiile kénnen dann mittels cLSM im ortlichen
Kontext des konventionell immungefarbten Gewebes nachgewiesen werden. Die Arbeit weist die hohe
Reproduzierbarkeit der neuen Methodik in verschiedenen Epithelzellkultursystemen (Caco-2,
HAT-29/B6, T84, MDCK) und auch in der Rattendarm-Mukosa (unter Verwendung der Ussing-Kammer-
Technik) nach.

Schlussfolgerung: Mittels der sog. Sandwich-Technik ist eine ortliche Auflésung des epithelialen

Makromolekildurchtritts méglich.
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4. Diskussion

4.1. Kernbefunde der Arbeit

Entlang der eingangs formulierten Fragestellungen wurden in der vorliegenden Arbeit folgende
Kernbefunde erhoben: (i) Es wurde die Sandwich-Methode entwickelt, die es erlaubt, einen im
Epithelverband befindlichen Barrieredefekt ortlich aufzulésen. Durch diese Technik kann einer
erhoht gemessenen Permeabilitdt eines Makromolekdils in einem globalen Permeabilitdtsassay
(z.B. Flux-Messung) eine Zellstruktur zugewiesen werden und dadurch der erste Schritt in der
Ursachenzuweisung dieser Storung der Barriere vollzogen werden. (ii) Experimente an
Epithelzellverbanden wie auch ex vivo an der Mukosa von Zéliakie-Betroffenen wiesen einen
transzellularen Passageweg von Gliadinfragmenten nach. Dabei werden diese Polypeptide durch
apikale Endozytose der intestinalen Epithelzelle, gefolgt von einem transzelluldren Transport und
basaler Sekretion durch die Darmmukosa aufgenommen. Eine parazelluldare Passage der Gliadin-
Makromolekiile findet offenkundig nicht statt. (iii) Dennoch ist auch ein parazellularer
Barrieredefekt fur kleinere Makromolekiile in der Zoliakie-Darmmukosa nachweisbar. Dieser ist fiir
die sog. Leak-Flux-Diarrhoe des Zoliakie-Betroffenen verantwortlich und wird durch einen
komplexen Umbau der TJ verursacht, was sich in der veranderten Expression von abdichtenden und
Poren-bildenden Claudinen sowie auch Epithelpolaritats-assoziierten Proteinen wie Par-3 duflert.
In Funktionsuntersuchungen des intestinalen Epithelverbands kénnen diese in der Mukosa des
Zoliakie-Betroffenen nachgewiesenen Epitheldefekte und Expressionsverdnderungen durch
Exposition mit Zytokinen provoziert werden.

Im Folgenden werden diese Befunde vor dem Hintergrund der Literatur diskutiert.

4.2. Im Rahmen dieser Arbeit entstandene methodische Neuerung
Im Laufe der wissenschaftlichen Arbeiten an dem Thema des mit einer Entzlindung assoziierten
Barrieredefekts wurde eine Unzuldnglichkeit der etablierten Methoden, einen Barrieredefekt zu
charakterisieren, deutlich: Sowohl transepitheliale Messungen des elektrischen Widerstands (wozu
auch die Impedanzanalyse gezahlt werden kann) als auch Flux-Messungen (z.B. mit H3-Mannitol
oder fluoreszierendem Dextran als Makromolekiile) sind zwar in der Lage, einen Barrieredefekt
vergleichend (d.h. gegen eine Kontrollgruppe) zu quantifizieren. Sie lokalisieren aber nicht den
Defekt zellular. D.h. es lassen sich nur sehr bedingt Riickschlisse aufgrund der GréRe oder Art des
Barriere-translozierenden Agens ziehen, ein Beispiel hierfiir ist die Annahme, dass Albumin oder
Meerrettichperoxidase eher transzelluldr die epitheliale Barriere passieren. Dagegen nimmt man
an, dass kleine Solute wie lonen oder Mannitol eher parazellular translozieren. Aufgrund dieser nur

unbefriedigenden ortlichen Auflésbarkeit der Permeabilitatsprozesse wurde Uber die Zeit die sog.
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Sandwich-Technik, die auf der hoch-affinen Bindung von Biotin zu Avidin basiert und die ferner eine
nicht vorbeschriebene Bindung des Avidins an die basolaterale Membran der intestinalen
Epithelzellen nutzt, entwickelt. Mit dieser gelang es, den Ort eines parazellularen Makromolekdl-
Durchtritts mikroskopisch zu identifizieren.[88] Diese Technik ist daher komplementar zu den
klassischen ,globalen” Messverfahren wie TER- und Flux-Messung anwendbar. Dabei wurden
charakteristische Muster der epithelialen Makromolekiltranslokation beschrieben, etwa bei
apoptotischen Defekten, bei TJ-Defekten oder nach Exposition der Epithelzellen mit verschiedenen
Zytokinen. Ein weiterer Pluspunkt der neuen Technik ist die einfache Anwendbarkeit: Die
notwendigen Chemikalien sind alle im Handel rasch und giinstig erhaltlich und das Experiment
selbst in einer Experimentierzeit von nur wenigen Stunden durchfiihrbar. Die Auswertung mittels
konfokaler Mikroskopie bedient sich einer zwar sehr speziellen, doch inzwischen weit verbreiteten
Technik. Es ist daher prognostizierbar, dass zukiinftig die Methode ihren Platz als erster
experimenteller Schritt in der mechanistischen Aufklarung eines veranderten Makromolekdl-Flux
finden wird. Ist dank des Sandwich-Experiments dann klar, durch welche Struktur der Epithelschicht
die Makromolekiiltranslokation sich dndert, kann ein Molekiil-zielgenaues Folgeexperiment (z.B.
einer Knock-down oder Knock-out-Strategie folgend) den Mechanismus molekular klaren. Im
Kontext der Zoliakie-Forschung wird es mit dem hoch-sensitiven Sandwich-Assay moglich sein, die
parazelluldre Translokation von Gliadinfragmenten bezogen auf die durch Zoliakie-verdnderte
Struktur (d.h. sowohl TJ-Defekte als auch Einzelzellapoptosen) zu untersuchen, um die Frage zu
klaren, ob einzelne Gliadinfragmente nicht doch parazellular translozieren. Diese Kenntnis wird

notwendig sein, um auf die Barriere zielende Therapiestrategien zu konzipieren.

4.3. Der Zo6liakie-assoziierte Barrieredefekt
Die in dieser Schrift aufgefiihrten Arbeiten zeigen auf, wie komplex der epitheliale Barrieredefekt
bei Zoliakie sich darstellt: Zum einen werden bei Zdéliakie-Patienten mehr immunrelevante
Gliadinpeptide Uber das Epithel transportiert.[11] Dies wurde flr verschiedene Epitope des a-
Gliadins untersucht und geschieht als Transzytose, die das als Transferrinrezeptor bekannte,
speziell beim Zoliakie-Betroffenen in der apikalen Membran exprimierte Protein CD71 als Rezeptor
nutzt. Nach apikaler, Rezeptor-assoziierter Aufnahme eines Gliadin-slgA-Komplexes und
konsekutivem intrazellularen Vesikeltransport wird das Gliadinfragment basolateral in die Lamina
propria abgegeben. Die hierflir notwendigen Arbeiten stellten den Transport des a-Gliadin-33mers
als spezifisch slgA- und CD71-abhangig dar und bewiesen die funktionelle Bindung von Gliadin an
CD71.[10, 89, 90] Es wurde ferner die Funktion von Proteinen, die mit dem apikalen Endosom

assoziiert sind, beschrieben,[11] und die entsprechenden Gliadinfragmente
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elektronenmikroskopisch in Vesikeln der intestinalen Epithelzelle nachgewiesen.[91] Klar wurde
auch, dass die verschiedenen, epithelial transportierten Gliadinpeptide in unterschiedlichem
Ausmal intrazellular verdaut werden.[10, 11, 90, 92] So wird das p31-49-Peptid, im Vergleich zum
33mer und anderen Gliadinpeptiden, weit weniger verdaut, was mit elektronenmikroskopischen
Ergebnissen Ubereinstimmt, die zeigen, dass dieses Peptid das lysosomale Epithelzellkompartiment
umgeht.[91, 92] In der Arbeit von Menard et al. konnten wir zudem zeigen, dass zwar
erwartungsgemall die mukosal-nach-serosal gerichtete, epitheliale Translokation des klassischen
parazelluldren Markers Mannitol mit der elektrischen Leitfahigkeit (d.h. dem Kehrwert des
elektrischen Widerstands) korreliert, nicht aber die Permeabilitdit der Gliadinpeptide, was

suggeriert, dass diese das Epithel nicht parazellular passieren.[92]

Neben der transzytotischen Gliadinpeptidaufnahme als Spezifikum der Zoliakie-Betroffenen zeigen
die in dieser Arbeit zusammengefassten Beitrdage auch, dass es spezifische Veranderungen der
parazelluldaren Barriere des Darmepithels bei Zo6liakie gibt: So ist bei Zoéliakie-Betroffenen ein
funktioneller Barrieredefekt mit dem vermindert gemessenen Epithel-spezifischen, elektrischen
Widerstand R® messbar.[93] Dieser funktionelle Defekt ist interessanterweise nur partiell unter
einer GFD regeneriert, was ebenfalls mit einem primdren Barrieredefekt bei Zéliakie vereinbar
ist.[94] Ein Prototyp-Experiment des spater als neue Technik publizierten Sandwich-Assays (siehe
Diskussion Methode unten) visualisierte ferner einen parazellularen Barrieredefekt fur kleinere
Makromolekiile (ca. 250 Da), der im global funktionierenden H3-Mannitol-Flux-Experiment sein
Korrelat fand. Eine molekulare Erklarung fiir diese funktionellen Epitheldefekte fand sich im
vergleichenden Proteinaufbau der TJ bei Zo6liakie-Betroffenen und gesunden Kontrollen:
abdichtende Claudine-3, -5- und -7 sowie Occludin waren herabreguliert. Poren-bildende Claudine
(Cldn-2 und -15) waren heraufreguliert.[93] Als Regulator dieser komplexen TI-
Strukturveranderung fand sich das Polaritatsprotein Par-3, das sowohl in einer humangenetischen
Kandidatengenstudie als auch bei zellbiologischen Experimenten und solchen mit Patientengewebe

als auch in funktionellen Zellkulturexperimenten fehlreguliert war.[77, 93]

Gibt es auch einen Defekt der in der Einleitung beschriebenen Mukus-assoziierten Barriere bei
Zoliakie? Hierzu gibt es nur wenig publizierte Daten. So wurde die bei Zoéliakie vermindert
gemessene Lysozym-Konzentration im Kryptenlumen auf eine Panethzell-Dysfunktion
zurlickgefuhrt.[95, 96] Auf eine veranderte Panethzell-Aktivitdt wurde auch in einer Studie
geschlossen, die eine Expressionsreduktion der antimikrobiell wirksamen a-Defensine HD-5 und

HD-6 bei Patienten mit refraktarer Zoéliakie fand.[97] Zusammengefasst lasst sich also auch
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hinsichtlich der Mukusbarriere ein Defekt bei Z6liakie mutmalien. Allerdings ist die Forschung in

diesem Bereich noch in den Anfangen.

4.4. Etablierte und nicht etablierte Ursachen der Zoliakie
Zwillingsstudien zeigen eindeutig die genetische Komponente der Zdliakie auf. So erkrankt ein
eineiiger Zwilling eines Zoliakie-Betroffenen in 80% der Falle auch an Zoliakie. Nachfolgend sind
eine Serie von genetischen Kandidatengenstudien und in der Ara, die sich dem Human Genome-
Projekt anschloss, mehrere Genom-weite Assoziationsstudien publiziert worden, die die der
Zoliakie zugrundeliegende, polygenetische Situation beschreiben.[98-101] Dabei legten die ersten
Studien ihren Schwerpunkt auf die HLA-Region und flihrten zur ldentifizierung der Gene, die den
guantitativ bedeutsamsten Anteil an der Zéliakie-Genese haben: HLA-DQ2 und DQ8.[98, 102] Die
neueren genetischen Forschungsarbeiten fokussierten dahingegen auf Nicht-HLA-Gene. Sie trugen
nicht nur dazu bei, dass vorbekannte Signalwege des Immunsystems der Zobliakie-
Immunpathogenese zugeordnet werden konnten. Vielmehr ergdnzten sie auch das molekulare
Verstandnis um die beteiligten Signalwege des menschlichen Immunsystems. So wurden Gene, die
die T-Zellaktivierung und T-Zellrekrutierung vermitteln (IL-2/IL-21, der Transkriptionsfaktor IRF4
und ITGA4) und solche, die die Antigenprasentation determinieren (CD80, TNFSF4, CIITA)
identifiziert. Ferner fanden sich mit ICOSLG und RGS1 Genvarianten, die die B-Zell-Funktion und
damit die Produktion spezifischer IgA‘s (z.B. anti-Gliadin-IgA und anti-Transglutaminase-IgA),

vermitteln.[22, 99-101]

Dennoch sind die bekannten genetischen Faktoren nicht ausreichend, die Pathogenese der Zéliakie
zu erkldren. Ferner ist es bemerkenswert, dass trotz dieser starken genetischen Komponente der
Erkrankungsbeginn duRerst variabel ist und die Erkrankung haufig erst in der 4. bis 6. Lebensdekade
symptomatisch wird. Dies ldsst vermuten, dass jenseits der Gluteneinnahme exogene Faktoren
existieren, die den Ausbruch der Erkrankung determinieren.[94] Nachdem durch zwei unabhangige,
prospektive Studien bewiesen wurde, dass die Wahrscheinlichkeit, eine Zoliakie auszuldsen, von
dem Zeitpunkt und der Dynamik der Einfilhrung des Glutens in die Beikost des Kindes unabhangig
ist [103, 104], verbleibt die zentrale Hypothese, dass die Initiierung einer Zoliakie durch einen
vorangegangenen gastrointestinalen Infekt verursacht werden kann.[105-107] Dieser kénnte die
epitheliale Barriere so verandern, dass unter Glutenexposition im weiteren Verlauf die mit der
Zoliakie assoziierten Genvarianten in die Gluten-abhangige Immunreaktion eingreifen, so dass die
resultierende Immunreaktion die typischen Architekturveranderungen der Dinndarmmukosa

hervorruft, die dann zur Ausbildung eines Malabsorptionssyndroms fiihren.[94] Vollkommen offen
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bleiben dabei die Fragen, ob (i) der Trigger ein klinisch-manifester gastrointestinaler Infekt sein
muss oder ob nicht auch bestimmte mikrobielle Kolonisationen der Dinndarmmukosa, d.h.
asymptomatische Verdnderungen der Mikrobiota des Darms hierfiir geniigen konnten und (ii) ob
das mikrobielle Agens viraler (z.B. Adenoviren), bakterieller (z.B. Campylobacter) oder protozoaler
(z.B. Lamblien) Art sein kann.[105-107] Diesen hypothetischen Uberlegungen, die Erregern eine
Bedeutung bei der Initiierung einer aktiven Zoliakie geben, ist die MutmaRung gemein, dass — da
ein initialer Wirtsseitiger Kontakt eines solchen Antigens derjenige mit der epithelialen Barriere des
Darms sein wird — sich genetisch kodierte Epithelzell-Veranderungen oder durch den Erreger
induzierte Barrieredefekte in einer verdanderten Zoliakie-Penetranz niederschlagen kénnen. Daher
sind die bereits publizierten Arbeiten zur Barriere inklusive derer, die in dieser Schrift niedergelegt
sind, nicht nur unter dem Aspekt eines sekundar zur Zoliakie-lmmunreaktion entstandenen
Barrieredefekts zu sehen, sondern auch im Kontext der Auslésung der Zéliakie. Im Zusammenhang
eines primaren Barrieredefekts bei Zoliakie ist einerseits die Arbeit von van Elburg zu nennen, der
einen Barrieredefekt bei nicht an Zodliakie erkrankten, erstgradigen Verwandten von Zoéliakie-
Patienten nachwies und auch die humangenetische Arbeit von Kumar, der mehrere Zodliakie-
assoziierte Gene identifizierte, die zuvor keiner Funktion zugewiesen waren, mittels Computer-

basierten Algorithmen jedoch als Barriere-relevant erkannt werden konnten.[86, 87]

Chronische Entziindung der Mukosa

|

Crb3/PALS/IPATJ

Regeneration der

defekten Polaritat

|

Fokale
Polaritatsdefekte

im Epithel

Epithelialer Fokal erhdéhte transepitheliale
Barrieredefekt Peptidaufnahme

Abb. 9: Modell der Epithelverdnderungen bei chronischer Entziindung. Die chronische und damit nachhaltig

funktionierende Exposition der Epithelzelle mit Entziindungsmediatoren (z.B. proinflammatorischen Zytokinen)
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verursacht Veranderungen der Expression, intrazelluldaren Lokalisation und Aktivitat der Polaritatskomplex-Proteine.
Dies hat Auswirkungen auf Epithelfunktionen die prima vista unverwandt zu sein scheinen, namlich parazelluldre
Barriere, transzellulare Proteinaufnahme und epitheliales Malignitatspotential was sich in Prozessen wie der erhohten
Invasivitat der Epithelzelle ausdriickt. Die rechtzeitige Regeneration der defekten Epithelpolaritat hatte — diesem Modell
zufolge — ein multifunktionales therapeutisches Potential.

Bcat, B-catenin; APC, adenomatous polyposis coli gene product; Par, Partitionierungsdefekt-Protein; aPKC, atypische
Proteinkinase; crb3, Crumbs-3; PALS, Protein-assoziiert-mit-Lin-Sieben; PATJ, Protein-assoziiert-mit-TJ; Scrib, Scribble;

Dlg, Discs large; LLGL, Letales Riesenlarven-Protein.

4.5. Perspektive: Was sind die sich anschlieBenden Fragestellungen?
Die sich an die oben diskutierten Forschungsergebnisse anschlieBenden Fragestellungen sind
vielschichtig. Mogliche Antworten fligen sich zu einem Modell der Epithelveranderungen bei
chronischer Entziindung, nach dem die chronische Exposition der Epithelzellen mit
Entziindungsmediatoren zu einer Verdnderung der Expression, intrazelluldren Lokalisation und
Aktivitat von Polaritatskomplex-Proteinen fihrt (Abb. 9). Da diese Proteinkomplexe eine zentrale
Schaltstelle in verschiedenen Zellprozessen einnehmen, hat dies Anderungen der Barrierefunktion,
der apikalen Endozytose/Transzytose zur Folge und kann auch die Wahrscheinlichkeit einer
Entwicklung hin zu Dysplasien bzw. einer Karzinomzelle erhéhen. Die sich im Anschluss an die oben
diskutierten Forschungsergebnisse ergebenden Fragestellungen bzw. die Implikationen die das

genannte Modell mit sich bringt, sollen hier schlaglichtartig diskutiert werden:

(i) Welche Funktion haben Polaritatsprozesse generell bei entzlindlichen Prozessen? Es ergibt sich
im Speziellen die Frage, ob auch andere chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (Morbus Crohn
oder Colitis ulcerosa) sowie auch die wirtsseitige Situation einzelner Darminfektionen (z.B.
Salmonellose, Morbus Whipple, Yersiniose) eine Verdnderung der epithelialen Polaritit
(Dyspolaritat) zur Folge hat. Hinweise fiir Polaritdtsverdanderungen bei chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen existieren bereits.[108-110] (ii) Welche Polarititsproteine/-komplexe sind bei
chronisch-entziindlichen Prozessen involviert? Untersucht wurde bislang hauptsachlich das mit der
aPKC und Par-6 zu einem Komplex assoziierte Par-3. Eigene praliminadre Ergebnisse legen auch eine
Funktion des basolateralen Dlgl bzw. des apikalen Crumbs-3- (Crb3-) Polaritdtsorganisators nahe.
(iii) Wenn die epitheliale Polaritdt im Rahmen chronisch-entziindlicher Erkrankungen dauerhaft
verandert ist: Tragt dies zur bekannten erhohten Karzinomrate bei chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen bei (Stichwort Colitis-assoziiertes Karzinom bzw. Karzinom bei Zéliakie)? Waren
dann Zoliakie- oder CED-Patienten mit einer Alteration (z.B. Mutation/SNP) in einem Polaritats-

definierenden Gen eine Risikopopulation fiir solche Erkrankungen? (iv) Tragen die epithelialen
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Dyspolaritaten auch zur veranderten Transzytose von Gliadinpeptiden bei? Gassama-Diagne et al.
konnten zeigen, dass die gerichtete Transzytose von Dextranen bei Polaritats-veranderten MDCK-
Zellen umgekehrt wurde (von basolateral — apikal nach apikal — basolateral).[111] Ubertragt man
gedanklich solche Ergebnisse auf die Situation der Zéliakie wiirde dies die Dyspolaritat weiter in das
Zentrum des Forschungsinteresses verschieben, da sie dann auch ,Target” einer Zoliakie-Trigger-
verhindernden Therapie sein konnte. (v) Kénnen Mikrobiota-Verdanderungen (viraler oder
bakterieller Art) diese Polaritdtsverdnderungen triggern und plétzliche Konzentrationsschiibe an
Gliadinpeptiden im subepithelialen Kompartiment sekundar zu einem Dyspolaritdts-bedingt
erhohten mukosal-—>submukosalen Transports verursachen? Dies ware ein Ansatz, die nicht-

genetische und nicht direkt Gliadin-abhangige Komponente der Zéliakie-Pathogenese zu erklaren.
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5. Zusammenfassung und Abstract

Die Zoliakie ist eine genetisch vermittelte Immunreaktion auf Glutene, d.h. Protein-Inhaltsstoffe
bestimmter Getreide, und fihrt Gber eine chronische Entziindung der Diinndarmmukosa zu einem
Malabsorptionssyndrom. Bei genetisch pradisponierten Individuen verursachen dabei die im
Proteingemisch der Glutene enthaltene Gliadine eine T-Zell-abhangige Immunreaktion, die
schlussendlich zu den bekannten histologischen Veranderungen der Dinndarmschleimhaut, i.S. einer
Zottenatrophie und einer Kryptenhyperplasie fiihrt. Die vorliegende Arbeit befasst sich (i) mit der
epithelialen Barriere bei Zoliakie und stellt ferner (ii) den ,Sandwich-Assay”, eine Erganzung des
methodischen Repertoires zur Ausmessung der Epithelbarriere vor.

Anhand der publizierten Arbeiten wird aufgezeigt, dass die Epithelbarriere bei Zéliakie sowohl
transzellular, d.h. durch Veranderung transzytotischer Makromolekiltransporte, als auch parazellular,
d.h. durch eine komplexe Dysregulation insbesondere der Tight Junctions (TJs) verandert ist.

Dazu wurde mittels verschiedener funktioneller Experimentieransatze sowohl der transzelluldre wie
auch der parazelluldre Barrieredefekt in der humanen Zoéliakie-Diinndarmmukosa ex vivo quantifiziert.
Fiir Ersteres wurden endoskopisch gewonnene Mukosaproben in ein miniaturisiertes Ussing-
Kammersystem eingesetzt und dort vermessen. Zum einen wurde die eingespannte
Dinndarmschleimhaut verschiedenen Fluoreszenz-markierten Gliadinpeptiden von luminal ausgesetzt
und die Translokation dieser Peptide dann mittels einer Reverse Phase-High Pressure Liquid-
Chromatographie (RP-HPLC) quantifiziert bzw. mittels konfokaler Mikroskopie untersucht. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die intestinale Gliadinpeptid-Transzytose in der Mukosa von Zéliakie-
Betroffenen deutlich erhoht ist. Komplementierende Experimente an intestinalen Epithelzellen, die
Rab-GTPase-GFP-Fusionsproteine exprimierten, demonstrierten sowohl Aufnahme der Gliadinpeptide
durch apikale Endosomen als auch nachfolgende Degradation der Peptide. Diese Ergebnisse waren gut
mit den parallel publizierten Daten der Gruppe um Martine Heyman in Einklang zu bringen, die mit
CD71 einen intestinal exprimierten, apikalen Rezeptor flr bestimmte Gliadinpeptide identifizierte.
Auch zur Darstellung der parazelluldaren epithelialen Barriere wurde endoskopisch gewonnene
Dinndarmmukosa von Zéliakie-Betroffenen in Ussing-Kammern eingespannt, dann jedoch mittels der
Ein-Wege-Impedanzanalyse und der Mannitol-Flux-Bestimmung vermessen. Beide Messungen zeigten
Ubereinstimmend einen parazelluldren Barrieredefekt des Dinndarmepithels an. Die weiteren
Untersuchungen ergaben eine komplexe Ursache dieses Epitheldefekts: Zum einen war die Zahl
epithelialer Einzelzellapoptosen signifikant erhéht. Zum anderen ergab sich auch eine gravierende
Veranderung der Proteinzusammensetzung der TJs mit Expressionsminderung mehrerer abdichtender
Claudine und Expressionsanstieg zweier Poren-bildender Claudine (Cldn2 und Cldn15). Als Ursache
dieser komplexen molekularen Veranderung der TJ wurde ein Polaritatsdefekt identifiziert. Das

kirzlich zuvor von Wapenaar et al. in einer humangenetischen Zoliakie-Assoziationsstudie
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identifizierte Par-3 ist ein Bestandteil eines Proteinkomplexes, der im Rahmen der Ausbildung der
epithelialen Polaritat die dafiir wichtige Assemblierung der TJ orchestriert. Dieses Protein wies in ex
vivo-Studien an Diinndarmschleimhduten von Zoéliakie-Betroffenen eine deutlich verdnderte
Morphologie auf, die in Zellkulturstudien auch funktionell mit durch Inflammation verursachten TJ-
Defekten assoziierbar war. Somit ergab sich das Bild einer durch proinflammatorische Zytokine
verursachten Veranderung der epithelialen Polaritat, die nachfolgend den Aufbau der TJ so verdandert,
dass daraus eine erhéhte parazelluldre Permeabilitat resultiert.

Zusammenfassend lie sich daher ein komplexes Bild der Barriereveranderungen bei Zéliakie zeichnen,
die sowohl transzellular (i.S. vermehrte Gliadinpeptid-Transzytose) als auch parazellular (i.S. TJ)-Defekte
und epitheliale Apoptosen) funktioniert. Ob nicht gar beide Aspekte ursachlich auf eine verdnderte
Polaritdt des intestinalen Epithels bei Zoliakie zurickzufihren sind, bleibt Gegenstand weiterer
Untersuchungen. Nicht zuletzt die Experimente an der chronisch entziindeten Darmmukosa
provozierten die Weiterentwicklung der vornehmlich global aufzulésenden Barriere-Messansatze hin
zur Entwicklung einer neuen Barriere-analysierenden Methode, dem sog. ,,Sandwich-Assay”, der in der
Lage ist, parazellulare makromolekulare Durchtritte zu visualisieren, d.h. eine Funktionsdanderung
eines Barriere-verursachenden Mukosa- oder Epithelabschnitts 6rtlich aufzulésen.

Lassen sich aus den Erkenntnissen zur Mukosabarriere bei Zéliakie auch klinische Schlussfolgerungen
ziehen? Dies wird die Zukunft zeigen. Mit dem Wirkstoff Larazotidazetat wurde kirzlich ein erstes
Barriere-wirksames Therapeutikum fiir diejenigen Zoliakie-Betroffenen eingefiihrt, die durch eine
glutenfreie Didt nur unzureichend behandelt sind. Ob sich diese Therapie durchsetzt oder gar durch
ahnliche Wirkstoffe auf eine noch breitere Indikation ausbauen lasst, bleibt abzuwarten. Ferner steht
im Raum, dass der Zeitpunkt, zu dem eine Zéliakie klinisch ausbricht, maRgeblich durch Defekte der
Epithelbarriere bestimmt wird, so dass sich hier ggf. eine primarprophylaktische Strategie entwickeln
lieRe, die man auf Kinder mit einer genetisch zu determinierenden Zoéliakie-spezifischen

Risikokonstellation anwenden kdnnte.
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