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1 Einleitung

Fibrogenese ist ein entzlindungsbedingter physiologischer Vorgang, der zu Wund- und
Gewebsheilung oder zur Fibrose fiihren kann — abhingig vom Verhiltnis der Synthese zum
Abbau der extrazelluldren Matrix (ECM) (1).

Bei den chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) kann es zu einer tiberschieSenden
Produktion von aktiven Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) kommen, die nicht mehr durch
ihre Inhibitoren, die Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMPs), kontrolliert werden
konnen. Dies filhrt zu einem Abbau oder Umbau der ECM, wodurch schwere
Gewebsdestruktionen eintreten konnen.

Eine Fibrose entsteht, wenn die normale Gewebsarchitektur postinflammatorisch nicht wieder
hergestellt werden kann. Bei den CED tritt dieses Phdnomen héufig auf. Insbesondere beim
M. Crohn entwickeln etwa ein Drittel der Patienten im Krankheitsverlauf durch Fibrose
relevante Strikturen oder Obstruktionen (2,3). Antientziindliche Therapien konnen jedoch nur
bedingt die Fibrosebildung beeinflussen und nicht auf bereits bestehende Strikturen einwirken
(4). Die Behandlung intestinaler Strikturen erfolgt bislang endoskopisch durch eine
Ballondilatation (wonach sich 36% der Patienten innerhalb von fiinf Jahren einer Operation
unterziehen miissen) (5) oder operativ.

Potentielle Zielstrukturen kiinftiger antifibrotischer Therapien konnten an der Fibrogenese,
Zellproliferation oder Angiogenese beteiligte Faktoren hemmen oder den Abbau der ECM
induzieren. Die Entwicklung dieser Therapien wird erschwert durch das noch nicht
vollstindige Verstandnis der zelluldren und molekularen Vorginge des ECM-Stoffwechsels.
Einzelne bereits im Tierversuch und in klinischen Studien getestete Therapieansitze (z.B.
selektive MMP-Inhibitoren, MMPIs) haben noch nicht den Einzug in den klinischen Alltag

gefunden.



In dieser kumulativen Habilitationsschrift werden Arbeiten zusammengefasst, die die
Zusammensetzung der ECM und das Verhéltnis von fibrogenetischen und fibrolytischen
Faktoren bei verschiedenen entziindlichen Darmerkrankungen untersuchen, um Ansatzpunkte

fiir die Entwicklung neuer Therapien zu schaffen.

1.1 Extrazellulire Matrix

Die ECM umgibt als dreidimensionale Substanz die Zellen. Sie ist fiir die Gewebsarchitektur
von Organen notig, bzw. in Form von Basalmembranen fiir die Strukturbildung von
Zellschichten. Die ECM besteht je nach Gewebstyp aus unterschiedlichen Mengen von
Proteoglykanen und Faserproteinen (1). Proteoglykane sind Glykosaminoglykane
(Polysaccharide), die an Proteine (Core-Proteine) gekoppelt sind. Die Faserproteine der ECM
bestehen aus Strukturproteinen (z.B. verschiedene Kollagene und Elastin) und
Adhasionsproteinen (Glykoproteine, z.B. Laminin, Fibronektin, Vitronektin und Tenascin).
Zur ECM gehoren auch die sich in ihr befindenden Zytokine, Chemokine,
Wachstumsfaktoren, ,,aktiven” Peptide und die Molekiile auf den Zelloberflachen (6,7). Die
makromolekularen Proteine der ECM weisen eine hohe negative Ladungsdichte auf und
konnen kleinere geladene Molekiile (wie Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren)
binden. Damit stellt die ECM ein Reservoir fiir 16sliche Faktoren da, die durch die
Degradation der ECM freigesetzt werden konnen. Daneben gibt es auch direkte, spezifische
Bindungen von Wachstumsfaktoren an ECM-Proteine. Proteine der ECM koénnen nach
Proteolyse als ,aktive® Peptide ihrerseits an Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren oder
Integrine auf den Zelloberflichen binden. So kann die ECM mannigfaltige Interaktionen
zwischen den Zellen und zwischen Zellen und anderen Bestandteilen der ECM vermitteln
(6,7). Die ECM beeinflusst die Proliferation und Differenzierung der ansdssigen und

infiltrierenden Zellen, das Uberleben oder die Apoptose sowie die Migration der Zellen. Im



entziindeten Gewebe kann die ECM durch mannigfaltige rdumlich und zeitlich koordinierte
Signale das Verhalten der infiltrierenden Leukozyten beeinflussen (7). Kollagen ist das
Hauptprotein der ECM. Bisher sind mindestens 28 verschiedene Kollagene bekannt sowie
mindestens zehn weitere Proteine mit kollagenédhnlichen Doménen. Die Kollagene werden

nach ihrer Struktur in die folgenden Untergruppen aufgeteilt (8):

Fibrillire Kollagene Kollagen Typ I, 11, IIL, V, XI, XXIV, XXVII
Netzbildende Kollagene Kollagen Typ IV, VI, VIIL, X
Fibrillenassoziierte Kollagene (FACIT) z.B. Kollagen Typ IX, XIIL, XIV, XXII
Verankerungsfibrillen Kollagen Typ VII

Kollagene mit Transmembrandoménen Kollagen Typ XIII, XVII, XXIII, XXV
Endostatin-Vorstufen Kollagene Kollagen Typ XV, XVIII

Andere Kollagene Kollagen Typ XXVI, XXVIII

Endostatin ist ein 20 kDa Fragment vom C-terminalen Ende des Kollagen Typ XVIII, das
einen sehr potenten Angiogenesehemmer darstellt und in der letzten Arbeit dieser
kumulativen Habilitationsschrift untersucht wird.

In der ECM herrscht ein Fliegleichgewicht zwischen Aufbau und Abbau. Die Synthese der
ECM erfolgt u.a. durch Fibroblasten, Myofibroblasten, Makrophagen, Chondroblasten und
Osteoblasten, aber auch Epithel- und Endothelzellen konnen ECM-Molekiile sezernieren.

Fir den Matrixabbau sind verschiedene Gruppen von Proteasen verantwortlich:

Serin/Threonin-, Cystein-, Aspartat-Proteasen und vor allem MMPs.



1.2 Matrix-Metalloproteinasen
1962 wurde erstmals von Jerome Gross und Charles Lapierre iiber MMPs berichtet (9).
MMPs sind neutrale Zn*"- und Ca®" -enthaltende Endopeptidasen. Bisher sind mehr als 20

verschiedene MMPs charakterisiert worden (10).

Die einzelnen Mitglieder der MMP-Familie besitzen eine unterschiedliche Struktur,

Substratspezifitit und Funktionen, die zu ihrer Einteilung in acht Gruppen gefiihrt hat (10):

1. Kollagenasen (Typ-I-Kollagenasen)

2. Gelatinasen (Typ-IV-Kollagenasen)

3. Stromelysine

4. Matrilysine

5. membranstindige MMPs

6. Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI)- haltige MMPs
7. MMP-19-artige MMPs

8. nicht klassifizierbare MMPs

MMPs bestehen aus einem Signalpeptid, einer Propeptidregion, einer katalytischen Doméne
mit einer hochkonservierten Zink-bindenen Region und zumeist einer Himopexin-dhnlichen
Domine, die iiber eine sogenannte Hinge-Region mit der katalytischen Doméne verbunden ist
(10,11). Die membranstindigen MMPs besitzen am C-terminalen Ende zusitzlich eine
Transmembran-Doméne und eine zytoplasmatische Doméne.

Die Aktivitdt der MMPs kann auf den Ebenen der Transkription, Translation, Sekretion und
Enzym-Aktivierung reguliert werden: Die Transkription der MMPs wird durch verschiedene
Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hormone stimuliert, z.B. durch Interferone, Interleukin
(IL)-1a, -1pB, -6, Tumornekrosefaktor (TNF)-a, den Epidermal Growth Factor (EGF), den

Transforming Growth Factor-B (TGF-B), den Platelet-derived Growth Factor (PDGF) (10).



Die MMP-Expression kann auch durch direkten Zell-Zell-Kontakt oder durch Zell-ECM-
Interaktionen reguliert werden. Die Aktivierung der sezernierten pro-MMPs kann
extrazelluldr allosterisch und/oder enzymatisch (z.B. durch bereits aktivierte MMPs, Plasmin
oder Trypsin) erfolgen. Die enzymatische Aktivitit der MMPs wird spezifisch durch die
TIMPs (siehe unten) reguliert und kann unspezifisch durch im Plasma zirkulierende

Proteaseinhibitoren (wie z.B. a2-Makroglobulin und al-Antiprotease) gechemmt werden.

MMPs spalten die Strukturproteine der ECM sowie Nicht-Strukturproteine (wie Zytokine,
Chemokine, Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren, Adhdsionsmolekiile) und sind an Zell-
Zell- und Zell-ECM-Interaktionen involviert. MMPs sind daher als Proteasen am
Stoffwechsel der ECM beteiligt, konnen aber iiber die Regulation der Aktivitit und
Bioverfiigbarkeit von Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren die Migration von
Entziindungszellen aus den Gefdflen ins Gewebe beeinflussen und inflammatorische Prozesse

modulieren (6,7,10).

1.3 Tissue Inhibitors of Metalloproteinases

Die Aktivitidt der MMPs kann durch spezifische Inhibitoren, die TIMPs, verdndert werden, die
kompetitiv und reversibel die Aktivitit der MMPs hemmen (10). Es wurden bisher vier
TIMPs identifiziert (TIMP-1, -2, -3, -4), die strukturelle Homologien besitzen. TIMPs
bestehen aus zwei Domaénen, einer N-terminalen Doméne aus ca. 125 Aminosduren und einer
C-terminalen Doméne mit ca. 65 Aminosduren. Die N-terminale Doméne interagiert mit dem
Zn*" der katalytischen Doméne der MMPs in einer 1:1 Stdchiometrie und hemmt dadurch die
MMPs. Die TIMPs hemmen die Aktivitit aller MMPs. Die einzelnen TIMPs haben aber

unterschiedliche Affinititen zu den verschiedenen MMPs. TIMP-1 und TIMP-3 reagieren



vorzugsweise mit MMP-9, TIMP-2 mit MMP-2. Insgesamt ist das Verhdltnis MMP/TIMP ein
wichtiger Faktor fiir die Kontrolle der proteolytischen Aktivitét in der ECM.

TIMP-1 hemmt nicht nur den ECM-Abbau durch die MMPs, es stimuliert auch den
Zellwachstum bestimmter Zellarten und scheint an der Suppression von Apoptose in
bestimmten Geweben beteiligt zu sein. Es wird durch viele verschiedene Zellen wie
Fibroblasten, Monozyten, Makrophagen, Hepatozyten und hepatische Sternzellen gebildet.
Neben den natiirlich vorkommenden TIMPs wurde bereits eine Vielzahl an synthetischen
Inhibitoren der MMPs entwickelt (12). Die peptid-basierten MMPIs wie Batimastat oder
Marimastat wurden bereits in vielen praklinischen Studien getestet (13); problematisch waren
jedoch die unselektive MMP-Hemmung, die niedrige orale Bioverfligbarkeit und das
ungiinstige Nebenwirkungsprofil (12). Aktuell befinden sich mehrere nicht peptid-basierte

sowie selektivere MMPIs in der Entwicklung (12).

1.4 Zelluléire und molekulare Modulation der extrazelluliren Matrix

Hauptquelle der ECM-Synthese sind aktivierte Myofibroblasten, die sich im Darm aus
mesenchymalen Zellen (Fibroblasten, subepithelialen Myofibroblasten, glatten Muskelzellen),
Epithel- und Endothelzellen entwickeln kénnen (Abb. 1). Insbesondere die Umwandlung von
Epithelzellen zu Myofibroblasten (sog. Epithelial-to-Mesenchymal-Transition, EMT) scheint
bei den CED eine wichtige Rolle zu spielen und wird durch TGF-B und IL-13 induziert (14-
16). Die Aktivierung der Myofibroblasten erfolgt iiber autokrine und parakrine Wege und
iiber sogenannte pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), nach Kontakt von
Mikroorganismen mit pattern recognition receptors (PRRs) wie den toll-like receptors
(TLRs) oder dem nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2 (NOD2).
Myofibroblasten kénnen auch durch Zell- und ECM-Fragmente iiber sogenannte damage-

associated molecular patterns (DAMPs) aktiviert werden (2).
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Intestinale Entziindung

!

Freisetzung von profibrotischen Faktoren
(Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren, etc.)

'

Aktivierte Myofibroblasten

|

ECM Synthese/Abbau

—

Gewebsreparatur Fibrose

Abb. 1 Pathogenese der intestinalen Entziindung und Fibrose, modifiziert nach Latella et al. (17)

Die Aktivierung der Myofibroblasten und der ECM-Synthese wird durch viele verschiedene
Faktoren reguliert. Der wichtigste bereits bekannte profibrotische Signaliibertragungsweg ist
die TGF-B/Smad- Kaskade (Abb.2). TGF-B1 bindet an die transmembrandsen TGF-f-
Rezeptoren, wodurch es zur Phosphorylisierung der Rezeptor-assoziierten Smad-Proteine
kommt, die als Transkriptionsfaktoren das TGF-f1 Signal modifizieren und verstirken
(18,19).

Connective Tissue Growth Factor (CTGF) gehort zur CCN (Cystein rich 61, CTGF,
Nephroblastoma Overexpressed Gene)-Familie und ist ein weiterer profibrotischer Faktor,
dessen Genexpression durch TGF-B1 heraufreguliert wird (aber auch TGF-f1 unabhingig
reguliert werden kann). Als Folge kommt es zur Proliferation von Kollagen-produzierenden
Myofibroblasten, zur erhohten Kollagensekretion, zur verminderten MMP-1- und erhdhten

TIMP-1-Synthese  (20,21). Der TGF-f/Smad-Signaliibertragungsweg kann durch
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verschiedenste pro- und antifibrotische Faktoren beeinflusst werden, die hier im Einzelnen

nicht weiter aufgefiihrt werden (Abb. 2).

)] IL-13 ) —
IL-1, -6, -17 IL-7,-10, -12
CCL2,CCL3 l Smad?7
avp6 Integrin IFN-a
PDGF, bFGF | —» (+) TGF-p () «—— | IFNy
IGF-1, HGF
TLR-2,-4 l Klotho
Wnt, Notch PPARy
miRNAs — ) Smads () ——
ETs
ACE, AT I l
T CTGF O
ECM
Fibrose

Abb. 2 TGF-p/Smad-Signaliibertragungsweg und modulierende pro- und antifibrotische Faktoren,
modifiziert nach Latella et al. (17). CCL2= monocyte chemoattractant protein-1, CCL3= macrophage
inflammatory protein-1, bFGF= basic fibroblast growth factor, IGF-1=insulin-like growth factor I,
Wnt, ET= endothelins, ACE= angiotensin converting enzyme, AT II= angiotensin I, mTOR=
mammalian target of rapamycin, HGF=hepatic growth factor, Klotho=Klotho family of membrane
proteins, PPARy= peroxisome proliferator activator-y

Die Signalkaskade bietet Ansatzpunkte fiir antifibrotische Therapiemdglichkeiten. Im
Mausmodell fiihrte allerdings die Blockierung von TGF-B1 zur T-Zellaktivierung und
schweren intestinalen Entziindungen (22-24). Die Inhibierung einzelner Smad-Proteine war
von einer gestorten T-Zellentwicklung und Autoimmunphidnomenen gefolgt (25), sodass die
Blockierung einzelner die Kaskade modulierender Faktoren zu einer selektiveren Hemmung

fiithren konnte.
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1.5 Genetische Faktoren, intestinale Mikrobiota und Fibrose

In genomweiten Assoziationsstudien wurden bis heute mehr als 160 genetische Regionen und
Gene identifiziert, die ursdchlich mit der Genese der CED in Verbindung gebracht werden
(26) und die u.a. die intestinale Barrierefunktion, NOD2 und andere Faktoren der
angeborenen sowie adaptiven Immunantwort betreffen (27). Die bakterielle Darmflora, die
sogenannte intestinale Mikrobiota, die in den letzten Jahren in den Fokus der Forschung
getreten ist, scheint eine wichtige Rolle bei Entziindungs- und Fibrosevorgidngen zu spielen.
Es konnte gezeigt werden, dass eine verdnderte Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota
bei Patienten mit CED besteht (28,29). In nahezu allen murinen CED-Modellen konnte unter
keimfreien Bedingungen eine abgemilderte oder fehlende Entziindung beobachtet werden
bzw. nach Antibiotikagabe eine verminderte Kolitis (30).

In experimentellen Systemen konnte interessanterweise demonstriert werden, dass der
Transfer der Darmflora in eine andere Maus zur phénotypischen Verdnderung bei dieser
fithren kann. So fiihrte die Stuhltransplantation aus dicken Miusen in keimfreie diinne Méuse
zu einer Gewichtszunahme bei letzteren (31). Ferner konnte gezeigt werden, dass eine
Darmentziindung nur durch den Transfer von Mikrobiota von kranken auf gesunde Mause
iibertragen werden kann (32). Denkbar wire im Umkehrschluss, dass der Transfer von
intestinaler Mikrobiota eines gesunden Spenders eine zukiinftige Behandlungsmoglichkeit fiir
Patienten mit CED darstellen konnte. In einer kiirzlich publizierten Studie konnte mit dieser
Behandlungsmethode eine schnellere Remissionsinduktion bei Patienten mit Colitis ulcerosa
erreicht werden (33). Eine weitere Studie konnte diesen Effekt allerdings nicht nachweisen
(34).

Die Rolle der intestinalen Mikrobiota bei der Fibrosebildung ist bisher noch weniger
erforscht. Allerdings konnte in einem Mausmodell mit Crohn-artiger Ileitis (SAMP1/YitFc)
gezeigt werden, dass es unter keimfreien Bedingungen zu einer verminderten Fibrosebildung

kommt (35).
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1.6 Vorginge in der extrazelluliren Matrix bei chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen

Bei den CED M. Crohn und Colitis ulcerosa ist die Atiologie und Pathogenese noch nicht
ginzlich geklart. Vermutlich scheint bei genetischer Pradisposition ein gestortes Verhéltnis
zwischen mukosaler Barrierefunktion (und der angeborenen Immunitét), dem intestinalem
Mikrobiom und der adaptiven Immunitét vorzuliegen (30,36). Das Immunsystem besteht aus
der angeborenen (unspezifischen) und der adaptiven (spezifischen) Immunitét. In der Mukosa
treffen bakterielle und andere Pathogene u.a. auf neutrophile Granulozyten, Monozyten/
Makrophagen, Natural Killer (NK)-Zellen, die deren PAMPs iiber PRRs erkennen und
zytotoxische und phagozytotische Aktivititen entwickeln konnen (im Rahmen der
angeborenen Immunantwort). Im Rahmen der adaptiven Immunantwort kommt es zu einer
Aktivierung der T-Zellen in der Lamina propria. Bei den CED liegt ein Ungleichgewicht
zwischen regulatorischen T-Zellen und proinflammatorischen T-Zellen vor (36). Nach T-
Zellaktivierung finden sich bei beiden Erkrankungen im Gewebe ein proinflammatorisches
Zytokinmilieu (mit TNF-a, IL-12, IL-23), es kommt in beiden Entitidten zur chronischen
Entziindung.

Bei der Colitis ulcerosa erstreckt sich die Entziindung eher oberfldchlich auf die Mukosa und
Submukosa, wihrend sich beim M. Crohn eine transmurale, granulomatése Entziindung
findet. Im entziindeten Gewebe differenzieren unter dem Einfluss von TGF-f und IL-13 lokal
ansdssige mesenchymale Zellen und Epithelzellen zu aktiven Myofibroblasten (16), die nach
Stimulation grole Mengen an MMPs und ECM produzieren. So wurden erhohte MMP-
Spiegel in Homogenisaten aus entziindetem Darmgewebe von CED-Patienten nachgewiesen.
In verschiedenen Kolitismodellen und bei der humanen CED sind zahlreiche MMPs (MMP-1,
-2,-3, -7, -8, -9, -10, -12, -13, -14) erhoht exprimiert (37-48). Bei der Colitis ulcerosa und
beim M. Crohn korrelierte die Expression von MMP-3 bzw. MMP-9 mit dem Schweregrad

der Entziindung (39,40), die Expression von MMP-1, -3 und -13 mit dem Auftreten von
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Ulzerationen (41,43,47). Das Verhéltnis von MMP-1 bzw. MMP-3 zu TIMP-1 ist erhoht im
entziindeten Kolon von CED-Patienten im Vergleich zum normalen Kolongewebe (44,48),
wohingegen der TIMP-2 RNA-Gehalt nicht verdndert ist (44). Bei der durch
Dextrannatriumsulfat (DSS)-induzierten Kolitis flihrte die Inhibition von MMP-2 zu einem
abgemilderten Krankheitsverlauf (49). Bei Patienten mit Colitis ulcerosa, stattgehabter
Proktokolektomie und Pouchitis fanden sich erhdhte MMP-1 und -2 RNA- und
Proteinkonzentrationen im Pouchgewebe. Nach sechswochiger Behandlung mit Metronidazol
konnte eine signifikante Abnahme der MMP-1 und -2 Proteinkonzentrationen in der
Pouchmukosa und eine Besserung der klinischen Symptome nachgewiesen werden (42).

Bei beiden Erkrankungen kann es als Folge der chronischen Entziindung neben der
Gewebsdestruktion auch zur Fibrose kommen: bei der Colitis ulcerosa zu einem
,Fahrradschlauch-artigen* steifen Kolon, beim M. Crohn zu fibrotischen Stenosen und
Fistelbildung.

Der TGF-B/Smad-Signaliibertragungsweg (siche oben) spielt eine zentrale Rolle bei der
Fibrogenese. Bei der Colitis ulcerosa und beim M. Crohn wird TGF-f1 vermehrt produziert,
kann aber aufgrund der Inhibition durch Smad7 zumindest phasenweise die Smad-Kaskade
nicht aktivieren (50). CTGF, als Teil der Kaskade, wird - wahrscheinlich TGF- unabhéngig -
hochreguliert. Als Folge kommt es zur Proliferation von Kollagen-produzierenden
Myofibroblasten, zur erhohten Kollagensekretion, zur verminderten MMP-1- und erhdhten
TIMP-1-Synthese (20,21). Isolierte Myofibroblasten aus der Mukosa von Crohn-Strikturen
zeigen eine hohere TGF-B1-Expression, eine vermehrte Kollagenproduktion, eine verminderte
Migrationsfdhigkeit und eine hohere TIMP-1-Produktion als Myofibroblasten aus der Mukosa
nicht-fibrotischen Darms (51). Dammeier et al. (52) konnten eine erh6hte CTGF-Expression
bei CED feststellen - in entziindeten Arealen (bei Colitis ulcerosa und Crohn-Kolitis), aber
auch in Arealen mit starker Fibrose und wenig Entziindung (bei Crohn-Kolitis). Ferner konnte

eine erhohte CTGF-Expression bei aus Crohn-Strikturen isolierten Myofibroblasten gezeigt
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werden (53). IL-13 als profibrotisches Zytokin und Teil der TGF-B1/CTGF-Achse scheint
eine wichtige Rolle zu spielen. IL-13-bildende Lymphozyten finden sich vermehrt in
Strikturen bei Crohn-Patienten (54). IL-13 mindert die Expression von MMP-1, -2 und -9 bei
kultivierten Fibroblasten aus intestinalem Muskelgewebe bei Crohn-Patienten (54).

Smad7 wird beim M. Crohn erh6ht exprimiert. Es hemmt die Aktivitdt des TGF-B1 durch
intrazelluldre Bindung an den TGF-B Rezeptor (50). Mongersen, ein oral einzunehmender
Inhibitor von Smad7, zeigte in einer kiirzlich publizierten Plazebo-kontrollierten Phase-II-
Studie bei Patienten mit aktivem M. Crohn eine schnellere Remissionsinduktion (55). Welche
Auswirkungen die Inhibition von Smad7 auf die Fibrosebildung bei CED hat, ist allerdings
noch nicht gekldrt. Neuere Arbeiten befassen sich mit dem lokal im Gastrointestinaltrakt
ansdssigen Renin-Angiotensin-System und insbesondere mit Angiotensin II, das ebenfalls die
TGF-B1/CTGF-Achse moduliert. Bei Patienten mit Crohn-Kolitis wurden erhdhte
Angiotensin II-Spiegel in der Kolonmukosa nachgewiesen (56). Bei der TNBS-Kolitis fiihrte
die orale Administration von Lorsatan zu einer deutlich verminderten Fibrosebildung und

verminderten mukosalen TGF-B-Spiegeln (57).

1.7 Fragestellung

Zu den CED gehoren auch die beiden selteneren mikroskopischen Kolitiden, die kollagene
Kolitis und die lymphozytire Kolitis. Bei beiden Entititen und auch bei der nekrotischen
Enterokolitis (NEC), die zumeist Frithgeborene betrifft, waren die entziindungsbedingten
Vorginge in der ECM bis dato weitestgehend unbekannt und flihrten zu den ersten Arbeiten
dieser kumulativen Habilitationsschrift. Es stellte sich die Frage, wie sich die ECM dieser
Entitdten zusammensetzt und wie sich das Verhéltnis von Fibrogenese zur Fibrolyse in der
jeweiligen ECM darstellt. Ferner sollte die bis dato ebenfalls wenig bekannte Wirkung von
IL-10 auf die MMP-Expression im Darm untersucht werden mit der Frage, ob

Gewebsdestruktionen durch IL-10 vermindert werden konnen.
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2 Ergebnisse

2.1 Matrix Metalloproteinases in Necrotising Enterocolitis.
Pender SL, Braegger C, Giinther U, Monteleone G, Meuli M, Schuppan D, MacDonald
TT. Pediatr Res 2003;54:160-164. https://doi.org/10.1203/01.PDR.0000072326.23442.C3

Die NEC ist eine entziindliche Darmerkrankung, die zumeist Frithgeborene mit einem
Geburtsgewicht <1500 g betrifft und in den ersten Lebenswochen auftritt. Klinische
Symptome variieren von leichten gastrointestinalen Beschwerden mit Diarrhden bis hin zur
intestinalen Ischdamie, Darmperforation, Sepsis und Schock. Betroffen sind meistens das
terminale Ileum, Zokum und Colon aszendens. Es kann aber jedes Segment des
Gastrointestinaltrakts involviert sein.

Die Genese der NEC ist bisher noch unklar und scheint multifaktoriell zu sein. Prénatale
Risikofaktoren sind eine Chorioamnionitis und miitterliche Antibiotikaeinnahmen. Als
postnatale Risikofaktoren gelten neben dem Friihgeborenenstatus die kiinstliche enterale
Erndhrung, eine gestorte oder verdnderte bakterielle Besiedlung des neonatalen Darms sowie
Infektionen (58). Bei der NEC kommt es zu einer {iberschieBenden Entziindungsreaktion, die
zu ischdmisch bedingten Nekrosen des Darmgewebes fiihrt. Histologisch zeigen sich
intramurale Blutungen, transmurale ,,bandformige* Nekrosen mit einer exzessiven Infiltration

von Neutrophilen (59).

In der Arbeit Matrix Metalloproteinases in Necrotising Enterocolitis  wurde
immunhistochemisch die Zusammensetzung des entziindlichen Infiltrats im Darmgewebe von
Neugeborenen mit NEC (im Vergleich zu reseziertem Gewebe bei Neugeborenen mit
Darmverschluss) untersucht. Mittels quantitativer RT-PCR wurde der TNF-a-, [FN-y-, MMP-
und TIMP-mRNA-Gehalt bestimmt und mittels Western Blot-Analyse die MMP- und TIMP-

Proteinexpression. Des weiteren wurde mittels Doppelmarkierung (immunhistochemische
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Farbungen mit Antikorpern gegen CD3, glattmuskuldres a-Aktin, neutrophile Elastase und
CD68 gefolgt von In-situ-Hybridisierung, ISH) die MMP-exprimierenden Zellen im Gewebe
identifiziert.

Wir konnten eine im Vergleich zum Kontrollgewebe erhohte Anzahl von Monozyten,
Makrophagen und Neutrophilen in der Mukosa und Submukosa bei der NEC nachweisen. Es
zeigte sich eine erhdhte TNF-a-mRNA-Expression bei der NEC sowie eine erhohte mRNA-
und Protein-Expression von MMP-3 und TIMP-1, nicht aber von MMP-1, -2, -9 oder
TIMP-2. Mittels Doppelmarkierungen konnten die MMP-3-exprimierenden Zellen als
a-Aktin-positive Myofibroblasten identifiziert werden, die sich insbesondere in der
Submukosa und an der Grenze zwischen Submukosa und Muskularis befinden.

Die MMP-3, als ECM-degradierende Protease, scheint somit wesentlich beteiligt zu sein an

der ausgedehnten Gewebsdestruktion bei der NEC.
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2.2 Connective tissue growth factor expression is increased in collagenous colitis and
coeliac disease.
Giinther U, Bateman AC, Beattic RM, Bauer M, MacDonald TT, Kaskas BA.
Histopathology 2010;57:427-435. https:/doi.org/10.1111/1.1365-2559.2010.03652.x

Die kollagene Kolitis gehdrt — zusammen mit der lymphozytiren Kolitis — zur Gruppe der
mikroskopischen Kolitiden. Erstmals wurde diese Erkrankung 1976 durch Lindstrom
beschrieben (60). Epidemiologische Studien der letzten Jahre konnten zeigen, dass die
Inzidenz der mikroskopischen Kolitiden nach einem initialen Anstieg in den 80iger und
90iger Jahren aktuell eher gleichbleibend stabil ist und fast so hoch wie die der CED ist (61-
64). Die Genese der kollagenen Kolitis ist bisher noch unklar. Es gibt einzelne Berichte iiber
familidr auftretende mikroskopische Kolitisformen (65,66). Ferner konnte eine Assoziation
mit HLA-DQ2 oder HLA-DQ1/3 bzw. mit dem HLA-DR3DQ2 Haplotyp in einzelnen Studien
gezeigt werden (67-69). Angeschuldigt werden Autoimmunphidnomene, eine medikamenten-
induzierte Genese (z.B. durch Aspirin, Nicht-steroidale Antiphlogistika oder Lanzoprazol)
oder eine infektiose Genese. Experimentell konnte eine signifikante Dysfunktion der
epithelialen Barriere der Kolonschleimhaut aufgezeigt werden (70,71). Als Mechanismus der
Diarrhéen scheint eine osmotische und eine sekretorische Komponente vorzuliegen, da in
Versuchen mit der Ussing-Kammer neben einer verminderten Na'- und CI™ -Absorption eine
aktive Chlorid-Sekretion nachgewiesen wurde (70) und Fasten zu einer deutlichen Abnahme
der Diarrhoen fiihrt (72).

Oft ist die kollagene Kolitis auch mit anderen Autoimmunerkrankungen vergesellschaftet
(wie z.B. Autoimmunthyreoiditiden, Zoliakie, Diabetes mellitus oder der rheumatoiden
Arthritis) (73). Klinische Symptome sind chronisch-wissrige Diarrhden, abdominelle
Schmerzen und ein leichter Gewichtsverlust. Endoskopisch zeigt sich im Kolon in der Regel
eine unauffillige Schleimhaut. Die Diagnose wird anhand der histopathologischen
Untersuchung der Biopsien gestellt. Histologisch imponiert bei der kollagenen Kolitis eine

breite ECM-Schicht (>10 pm) unterhalb des Oberflichenepithels, die eingeschlossene
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Kapillaren und Entziindungszellen beinhalten kann. Zusétzlich finden sich
lymphoplasmazytire Infiltrationen in der Lamina propria, vermehrte intraepitheliale
Lymphozyten (IELs) und epitheliale Léasionen (73).

In einer vorherigen Arbeit (74) hatten wir die Zusammensetzung der ECM-Schicht
charakterisiert und gezeigt, dass sich diese hauptsédchlich aus Kollagen Typ I, III und VI und
dem extrazelluldren Glykoprotein Tenascin aufbaut, und als eine noch unreife, nur locker
miteinander verbundene Kollagenschicht erscheint, die einem schnellen Abbau unterliegen
kann. Mittels radioaktiver ISH hatten wir nachgewiesen, dass eine erhohte mRNA-Expression
von Prokollagen al(I), al(IV) und TIMP-1 durch a-Aktin-positive Zellen (i.S. der
subepithelialen Myofibroblasten) unterhalb der ECM-Schicht in linearer Verteilung vorliegt —
bei nur punktuell leicht erhohter MMP-1-mRNA-Expression, was auf ein Ungleichgewicht

zwischen Fibrogenese und Fibrolyse zugunsten der Fibrogenese hinweist.

In der Arbeit Connective tissue growth factor expression is increased in collagenous colitis
and coeliac disease wurde mittels radioaktiver ISH die mRNA-Expression des
profibrotischen Faktors CTGF an paraffinisiertem Biopsiematerial von Patienten mit
kollagener Kolitis, lymphozytarer Kolitis, noch unbehandelter Zoliakie und normalen Kolon-
und Duodenalbiopsien als Kontrollgewebe untersucht. Bei der Zoliakie wurde die CTGF-
Expression zusétzlich mittels quantitativer RT-PCR von kryokonservierten Gewebsproben
bestimmt.

Wir konnten eine signifikant erhohte CTGF-mRNA-Expression bei der kollagenen Kolitis
nachweisen, die sich in Co-Lokalisation mit der Prokollagen al(I)-Expression in den
subepithelialen Myofibroblasten unterhalb der ECM-Schicht fand. Bei der lymphozytéiren
Kolitis, bei der es zu keiner erhohten ECM-Ablagerung in der subepithelialen Region kommt,
zeigte sich keine erhohte CTGF-Expression. Bei der Zdliakie konnte mittels ISH und RT-PCR

ebenfalls eine erhohte CTGF-Expression im subepithelialen Bereich nachgewiesen werden.
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Die lokal erhohte CTGF-Expression unterhalb der verbreiterten ECM-Schicht bei der
kollagenen Kolitis stellt einen attraktiven Ansatzpunkt fiir zukiinftige antifibrotische

Therapien dar.
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2.3 Suppression of T Cell-mediated Injury in Human Gut by Interleukin 10: Role of
Matrix Metalloproteinases.
Pender SL, Breese EJ, Glinther U, Howie D, Wathen NC, Schuppan D, MacDonald TT.
Gastroenterology 1998;115:573-583.
IL-10 wird von aktivierten Makrophagen und regulatorischen T-Zellen produziert. Es hemmt
die Aktivierung von Thl-Zellen gegen luminale bakterielle Antigene (75), induziert orale
Toleranz (76) und spielt so eine wichtige Rolle bei der Entziindungsmodulation in der
Mukosa.
Humane fetale Diinndarm  Explantationskulturen  stellen ein  experimentelles
Enteropathiesystem dar, bei dem die Lamina propria T-Zellen direkt durch Mitogene oder
Superantigene aktiviert werden konnen (77-79). Pokeweed Mitogen (PWM) aktiviert nahezu
alle mukosalen T-Zellen und fiihrt zur erh6hten MMP-Synthese und Mukosadestruktion

(37,80). Staphylococcus aureus Enterotoxin-B (SEB) aktiviert spezifische mukosale T-Zellen

und fiihrt zur Zottenatrophie und Krypthyperplasie.

In der Arbeit Suppression of T Cell-Mediated Injury in Human Gut by Interleukin 10: Role of
Matrix Metalloproteinases sollte die bis dahin noch wenig bekannte Wirkung von IL-10 auf
die MMP-Expression in beiden experimentellen Enteropathiesystemen untersucht werden.
Beide Enteropathiesysteme wurden ohne und nach Zugabe von rekombinanten IL-10
histologisch und immunhistochemisch mit CD3-, CD25- und Cytokeratin-Antikérpern
charakterisiert. Die Anzahl der Zytokin-produzierenden Zellen (in An- oder Abwesenheit von
IL-10) und die IFN-y-Synthese wurden gemessen. MMPs (MMP-1, -2, -3, -9) und TIMP-1
wurden in den Uberstiinden beider Systeme mittels Western Blot-Analyse bestimmt und der
Anteil an latenten und aktivierten MMPs mittels Western Blot und Zymographie definiert. In
beiden Explantationssystemen zeigte sich eine Mukosadestruktion (ausgeprigter bei PWM als
bei SEB). In beiden Explantationssystemen wurde die nach T-Zellaktivierung erhdhte Anzahl

an Zytokin-sezernierenden Zellen und die IFN-y-Produktion durch IL-10 gehemmt. Ferner
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hemmte IL-10 dosisabhéngig die Synthese von MMP-1, MMP-3 und TIMP-1. In Kontroll-
Diinndarm Explantationskulturen verminderte IL-10 die MMP-Synthese (MMP-1, -2, -3, -9).
IL-10 hemmt die mukosale T-Zellaktivierung und die Synthese von MMPs und mindert somit

den MMP-vermittelten ECM-Abbau bzw. die Gewebsdestruktionen im Darm.
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2.4 Phenotypic Characterization of CD3-7+ Cells in Developing Human Intestine and an
Analysis of Their Ability to Differentiate into T Cells.
Gilinther U, Holloway JA, Gordon JN, Knight A, Chance V, Hanley NA, Wilson DI,
French R, Spencer J, Steer H, Anderson G, Macdonald TT. J Immunol 2005;174:5414-
5422. https://doi.org/10.4049/jimmunol.174.9.5414

Die T-Zellentwicklung findet im Thymus statt. CD7" T- und NK-Vorlduferzellen werden ab
der flinften Schwangerschaftswoche post conceptionem (p.c.) in der fetalen Leber und im
Knochenmark gefunden. Ab der 7.-8. Woche wird der humane Thymus von CD7" Zellen
besiedelt, die dann die T-Zellreifung und -differenzierung dort durchlaufen. Ab der 9.-10.
Woche konnen im fetalen Darm CD3" T-Zellen nachgewiesen werden, deren Zahl stetig
zunimmt und um die 20. Woche etwa 1/3 der postnatalen T-Zelldichte erreicht. Im humanen
fetalen Darm wurde eine CD3-7" Zellpopulation beschrieben (81), die moglicherweise direkt
von den hdmatopoetischen Zentren, der fetalen Leber und dem Knochenmark, abstammt und

thymusunabhdngig eine T-Zelldifferenzierung im Darm durchlaufen konnte.

In der Arbeit Phenotypic Characterization of CD3-7" Cells in Developing Human Intestine
and an Analysis of Their Ability to Differentiate into T Cells sollte die CD3-7" Zellpopulation
im humanen fetalen Darm mittels FACS-Analysen charakterisiert und ihre Féhigkeit
untersucht werden, sich extrathymisch in CD3" T-Zellen zu differenzieren. Die Mehrheit der
CD3-7" Zellen zeigte keine CD4- oder CDS8-Expression. Ein GroBteil der Population
exprimierte die NK-Marker CD56, CD94 und CD161, wohingegen CD3" Zellen zwar eine
CD161-Expression aufwiesen, aber nur selten CD56- oder CD94-Expression. Etwa die Halfte
der CD3-7" Zellpopulation zeigte intrazellulir CD3e. Nach Zellisolierung wurde durch
zweimaliges FACSsorten eine (>99% reine) CD3-7" und eine CD3"7 -Population erhalten
und eine PCR fiir die T-Zell-Rezeptor (TCR)-y-Kettenrekombination durchgefiihrt. In der
CD3-7" Population konnten rekombinierte TCR-y-Ketten nachgewiesen werden — als friihes

Zeichen der T-Zelldifferenzierung. In ein murines Thymusorgankultursystem wurden
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gereinigte CD3-7" Zellen eingebracht; nach 14 Tagen zeigten ca. 30% der Zellen eine CD3-
Expression auf ihrer Oberfliche. Die CD3-7" Zellpopulation im fetalen Darm weist somit ein
NK-Marker-Profil auf. Eine Subpopulation der CD3-7" Zellen kann zu CD3" T-Zellen
heranreifen, sodass diese Zellen im heranwachsenden Darm mdglicherweise extrathymisch

eine T-Zelldifferenzierung durchlaufen.
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2.5 Collagen type XVIIl/endostatin is differentially expressed in primary and metastatic

colorectal cancers and ovarian carcinomas.

Guenther U, Herbst H, Bauer M, Isbert C, Buhr HJ, Riecken EO, Schuppan D.

Br J Cancer 2001;85:1540-1545.
C18 ist — wie bereits in der Einleitung erwidhnt - ein nicht-fibrillires Kollagen und
Proteoglykan der Basalmembranen. Sein 20 kDa C-terminales Fragment, das Endostatin, gilt
als potenter endogener Angiogeneseinhibitor (82). C18 wird vor allem durch Hepatozyten
synthetisiert — sowohl in normaler, als auch in zirrhotischer Leber oder im hepatozelluldren
Karzinom (83,84). Die starke CI18-Expression durch hepatozellulire Tumorzellen lasst
vermuten, dass C18 nicht nur eine wichtige Rolle bei der Bildung von Basalmembranen

einnimmt, sondern auch bei der Regulation der Angiogenese und folglich des

Tumorwachstums.

In der Arbeit Collagen type XVIIl/endostatin is differentially expressed in primary and
metastatic colorectal cancers and ovarian carcinomas wurde die CI18-Expression bei
kolorektalen Karzinomen und ihren Lebermetastasen — als hiufigste sekundire Lebertumoren
— und bei primdren Ovarialkarzinomen — als histologisch oftmals schwer von
Kolonkarzinomen bzw. deren Metastasen unterscheidbarer Entitdt — untersucht. Die C18-
mRNA-Expression wurde mittels radioaktiver ISH, die C18-Proteinexpression durch
immunhistochemische Féarbungen bestimmt. Mittels Doppelmarkierungen
(immunhistochemische Féarbung mit Antikdrpern gegen Cytokeratin, Vimentin, dem
glattmuskulédren a-Aktin und dem Endothelmarker CD31 gefolgt von ISH) wurden die C18-
exprimierenden Zellen charakterisiert. Bei den Kolonkarzinomen und deren Lebermetastasen
fand sich eine starke C18-Expression in den Endothelzellen, Fibro- und Myofibroblasten —
nicht jedoch in den Karzinomzellen. Bei den Ovarialkarzinomen dagegen zeigten sowohl die
Karzinomzellen, als auch die Stromazellen eine hohe C18-Expression. Die C18-Expression

des Tumorstromas scheint somit unabhéngig reguliert zu sein von der C18-Expression der
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Karzinomzellen. Die lokale Synthese des C18 durch Tumorzellen und das Tumorstroma
konnte zukiinftig die Moglichkeit eroffnen, durch die Induktion einer der Endostatin-

freisetzenden Proteasen, das Tumorwachstum zu unterdriicken.
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3 Diskussion

3.1 Intestinale Entziindungen mit und ohne Fibrosebildung

Unter physiologischen Bedingungen sind MMPs in geringen Konzentrationen verantwortlich
fiir den normalen Umbau der ECM. Bei entziindlichen Prozessen stimulieren aus T-Zellen
und anderen infiltrierten Zellen freigesetzte Zytokine (insbesondere TNF-a, IFN-y und
TGF-B1) die Expression der ECM-Komponenten (Kollagene, MMPs, TIMPs etc.) (6,7).
Dabei konnen je nach Entziindungsprozess groere Mengen von aktivierten MMPs, die nicht
mehr durch TIMPs inhibiert werden konnen, zu Gewebsdestruktionen fithren oder bei einem

Uberwiegen der Fibrogenese vermehrte ECM-Ablagerungen auftreten.

3.1.1 Vorgéinge in der extrazelluliren Matrix bei der nekrotisierenden Enterokolitis

Bei der NEC liegt eine Entziindung mit ischdmisch bedingten Koagulationsnekrosen vor, hier
steht der Gewebsuntergang, die Fibrolyse im Vordergrund. Der ECM-Stoffwechsel bei der
NEC ist bisher noch wenig untersucht worden. Die Erkrankung betrifft fast ausschlieBlich
Frithgeborene und geht mit einer Mortalitdt von 15-30% einher (58).

Eine friihzeitige kiinstliche enterale Erndhrung, die bakterielle Besiedlung des
Gastrointestinaltrakts und Infektionen scheinen Risikofaktoren zu sein. Die intestinale
Barriere ist beim Friihgeborenen noch nicht ausgereift. Die intestinale Motilitdt entwickelt
sich erst im 3. Trimester (85), dadurch ist das intestinale Epithel linger schddlichen Noxen
ausgesetzt. Der intestinale Mucus — als unspezifischer Schutzwall — und die Tight Junctions
sind noch nicht ausgereift, was zu einer erhdhten intestinalen Permeabilitidt und verminderten
Regenerationsfahigkeit des Epithels fiihrt. In den noch nicht ausgereiften, intestinalen
Epithelzellen scheint die Expression von TLR-2 und -4 und einzelner Transkriptionsfaktoren

des NF-kB-Signalweges hochreguliert zu sein (86), sodass es nach Kontakt mit der
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intestinalen Mikrobiota zu einer iiberschieenden Freisetzung proinflammatorischer Zytokine
und Chemokine (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8) kommt (58,86), gefolgt von einer ausgeprigten
Entziindung. Endotheliale Dysregulation und iiberschieBende Vasokonstriktion im Gewebe
filhren zu ischdmisch bedingten Nekrosen des Darmgewebes (87). Histologisch zeigen sich
intramurale Blutungen, transmurale, ,bandférmige“ Nekrosen mit einer exzessiven
Infiltration von Neutrophilen (59). Wir konnten ebenfalls eine erhohte Anzahl von
Monozyten, Makrophagen und Neutrophilen in der Mukosa und Submukosa bei der NEC
nachweisen und und fanden eine erhohte MMP-3- und TIMP-1-Expression. Mittels
Doppelmarkierungen (immunhistochemische Farbung gefolgt von ISH) konnten die MMP-3-
exprimierenden Zellen als a-Aktin-positive Myofibroblasten detektiert werden, die sich
insbesondere in der Submukosa und an der Grenze zwischen Submukosa und Muskularis
befinden. Die erhohte MMP-3-Expression und Sekretion scheint am ehesten durch TNF-a
vermittelt zu sein, das ebenfalls bei der NEC erhoht exprimiert wird. Bister et a/. konnten
ferner eine erhohte MMP-7-, -12- und -26-Expression bei der NEC nachweisen (88). Somit
scheinen mehrere MMPs an der ausgedehnten Gewebsdestruktion bei der NEC beteiligt zu
sein. Bei der DSS-induzierten Kolitis sind vor allem die Stromelysine (MMP-3 und -10) fiir
den Gewebsabbau verantwortlich (89); diese Funktion kdnnten sie bei der NEC ebenfalls
einnehmen.

Aktuell besteht die Behandlung der NEC in der Entlastung des Gastrointestinaltrakts mittels
Einlage einer Magen- bzw. Dekompressionssonde, intravendser Fliissigkeitszufuhr, breiter
antibiotischer Abdeckung und ggfs. chirurgischer Intervention (58). Als zukiinftige
Therapiemoglichkeit wére bei der NEC — als Erkrankung mit erhohter Gewebsdestruktion —
an eine lokale Hemmung spezifischer MMPs zu denken. Im TNBS-Kolitis-Modell fiihrt der
unselektive MMP-Inhibitor [lomastat zu einem abgemilderten Verlauf der Kolitis (90). Im
DSS-Kolitis-Modell zeigten Méuse, bei denen selektive MMP-3 und MMP-10 inhibiert

wurden, eine deutlich verminderte Entziindungsreaktion (89).
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3.1.2 Vorgénge in der extrazelluliren Matrix bei der kollagenen Kolitis

Die chronische Entziindung in der Lamina propria bei der kollagenen Kolitis fiihrt zu einer
erhohten Synthese der ECM und ihrer bandférmigen Ablagerung (>10 um) unterhalb des oft
atrophischen Oberfldchenepithels sowie einer Lymphozyteninfiltration der Lamina propria.
Wir und andere (74,91) konnten zeigen, dass sich die ECM-Schicht hauptsichlich aus
Kollagen Typ I, III und VI und dem extrazelluldren Glykoprotein Tenascin zusammensetzt.
Mittels radioaktiver ISH konnten wir erstmals zeigen, dass eine erhohte mRNA-Expression
von Prokollagen al(I), al(IV) und TIMP-1 durch a-Aktin-positive Zellen (i.S. der
subepithelialen Myofibroblasten) in linearer Verteilung unterhalb der ECM-Schicht vorliegt
bei nur punktuell erhdhter MMP-1-Expression und fehlender MMP-13-Expression (74).
Lakatos et al. konnten keine erhohte MMP-9-Expression bei der kollagenen Kolitis
nachweisen (92). Dieses mRNA-Expressionsmuster von MMP-1 (mit einer punktuell leicht
erhohten Expression), MMP-9, -13, Prokollagen al(I) sowie TIMP-1 (mit linear erhohter
Expression) deuten auf ein Ungleichgewicht zwischen Fibrogenese und Fibrolyse zugunsten
der Fibrogenese hin. Ein zukiinftiger Therapieansatz konnte daher die lokale antifibrotische
Therapie darstellen, z.B. mit selektiven TIMP-Inhibitoren, die lokal die Aktivitit der MMPs
erhohen.

Interessanterweise zeigt eine seltene Unterform der Zoliakie, die kollagene Sprue, neben einer
Zottenatrophie  ebenfalls eine  bandférmige = ECM-Ablagerung  unterhalb  des
Oberflachenepithels im Diinndarm. Auch hier setzt sich das kollagene Band aus Kollagen Typ
I und III zusammen; es findet sich eine erhdhte Prokollagen al(I)- und TIMP-1-Expression
bei unverdndertem MMP-1- und MMP-3-Gehalt (93).

Die zugrundeliegenden Mechanismen der iibermidBigen ECM-Synthese bei der kollagenen
Kolitis sind noch nicht génzlich geklért. Eine Untergruppe der ECM-Proteine stellt die CCN-
Familie dar, die aus sechs Mitgliedern (CCN1-CCN6) besteht, wobei CCN2 dem CTGF

entspricht. Die CCN-Proteine werden wéhrend der Embryonalzeit stark exprimiert und
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koordinieren komplexe Prozesse wie die Entwicklung des kardiovaskuldren Systems oder des
Skelettsystems (94). Beim Erwachsenen sind die CCN-Proteine dagegen hauptsédchlich bei der
Wundheilung sowie Entziindungsprozessen mit nachfolgender Fibrose exprimiert (94).

Die CCN-Proteine konnen direkt an Integrinrezeptoren und andere Rezeptoren auf der
Zelloberfldche binden und die Expression von Zytokinen, Wachtumsfaktoren und MMPs
regulieren (94). Sie konnen auch direkt mit Wachstumsfaktoren (z.B. VEGF, TGF-), MMPs
und ECM-Proteinen (z.B. Fibronektin, Vitronektin) interagieren. Auf zelluldrer Ebene
regulieren CCN-Proteine die Zelladhdsion, Migration, Proliferation, Differenzierung und
Apoptose (94). Wihrend CCN1, CCN3 und CCNS5 iiber unterschiedliche Mechanismen
antifibrotisch agieren, wirken CTGF und CCN4 stark profibrotisch. Bei der Wundheilung und
chronisch-fibrosierenden Erkrankungen fordert CTGF die Proliferation von (Myo-)
Fibroblasten und steigert ihre Synthese von ECM-Komponenten (Kollagen I, Fibronektin)
und die TIMP-Expression (21,95). So wurde bereits eine erhohte CTGF-Expression bei vielen
chronisch-entziindlichen und fibrosierenden Erkrankungen der Haut, Nieren, Leber, Lunge
und des kardiovaskuldren Systems nachgewiesen (96-99). Bei der Colitis ulcerosa und beim
M. Crohn konnten wir eine signifikant erhohte CTGF-Expression in entziindeten Arealen der
Lamina propria und in Endothelzellen nachweisen. Dies stimmt mit den Daten von Dammeier
et al. (52) iiberein, die eine erhohte CTGF-Expression bei beiden Erkrankungen in
entziindeten Arealen (Colitis ulcerosa und Crohn-Kolitis), aber auch in Arealen mit starker
Fibrose und wenig Entziindung (Crohn-Kolitis) fanden.

Wir konnten erstmals mittels radioaktiver ISH eine signifikant erhohte CTGF mRNA-
Expression bei der kollagenen Kolitis nachweisen. Die CTGF-Expression fand dabei in Co-
Lokalisation mit der Expression von Prokollagen al(I) in den subepithelialen
Myofibroblasten unterhalb der ECM-Schicht statt. Bei der lymphozytiren Kolitis, bei der es
zu keiner erhohten ECM-Ablagerung in der subepithelialen Region kommt, konnten wir keine

erhohte CTGF-Expression nachweisen.

71



Die Expression der CCN-Proteine wird auf der Transkriptionsebene reguliert, d.h.
verschiedene Stimuli kdnnen iiber die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren zur Expression
der CCN-kodierenden Gene und zur schnellen Proteinsynthese fithren. Zu den Stimuli
gehoren: TGF-B1 iiber Smad-Proteine, TNF-a und IL-1p iiber NF-xB, Angiotensin II, VEGF
und andere Wachstumsfaktoren (94). Welche Faktoren die CTGF-Expression bei der
kollagenen Kolitis stimulieren, ist bislang noch nicht bekannt. Bei der kollagenen Kolitis
konnte eine erhohte TGF-B1-Expression durch Eosinophile und Fibroblasten nachgewiesen
werden (100), sodass TGF-B1 auch in vivo fiir die hochregulierte CTGF-Expression
verantwortlich sein konnte.

Immunhistochemisch konnte bei der kollagenen Kolitis eine VEGF-Expression in den
Epithelzellen und in der Lamina propria durch Fibroblasten und Entziindungszellen
nachgewiesen werden (101). Mittels einer koloskopisch durchgefiihrten segmentalen
Spiiltechnik fanden sich erhohte VEGF-Konzentrationen in der iiber jeweils eine Stunde
gesammelten Spiilfliissigkeit bei Patienten mit kollagener Kolitis im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen (101). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass bei der mikroskopischen
Kolitis (gemischtes Patientenkollektiv aus kollagener und lymphozytdrer Kolitis) ein Thl-
Zytokinprofil mit erhdhten INF-y- und TNF-a-Spiegeln vorliegt (102).

Da die CCN-Proteine beim Erwachsenen fast ausschlieBlich im entziindeten Gewebe
exprimiert werden, stellen sie einen attraktiven Ansatzpunkt fiir zukiinftige Therapiekonzepte
dar. Phase-I-Studien mit einem humanisierten, monoklonalen Antikorper gegen CTGF (FG-
3019) bei Patienten mit idiopathischer Lungenfibrose (103) sowie bei Patienten mit Typ-1-
und Typ-2-Diabetes mellitus und Mikroalbuminurie (104) und Patienten mit metastasiertem
Pankreaskarzinom (105) konnten bereits eine antifibrotische Wirkung bei guter
Vertrédglichkeit zeigen. Andere Ansatzpunkte sind ,,Antisense®- Oligonukleotide und siRNA,
die die CTGF-Expression inhibieren und bereits erfolgreich in Tiermodellen getestet wurden

(106).
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3.1.3 Interleukin-10, Tumornekrosefaktor-a-Antikorper und extrazellulire Matrix

Im entziindeten Gewebe wird die ECM durch Zytokine und Proteasen moduliert, die von
infiltrierenden Zellen freigesetzt werden. Zytokine wie TNF-a oder IFN-y, die im entzlindeten
Gewebe in hohen Konzentrationen vorkommen, konnen die Synthese und den Abbau der
ECM, insbesondere der MMPs beeinflussen. Erstmals wurde die T-Zell-vermittelte Wirkung
auf die intestinale ECM von Pender et al. am humanen fetalen Diinndarm
Explantationskultursystem untersucht (37). Fetale Diinndarm Explantationskulturen stellen
ein experimentelles Enteropathiesystem dar, bei dem die Lamina propria T-Zellen direkt
durch Mitogene oder Superantigene aktiviert werden konnen (77-79). In diesem Modell
kommt es nach T-Zellstimulation durch PWM zu einer erhdhten Produktion von IFN-y und
TNF-a, gefolgt von einer deutlich erhohten Expression verschiedener MMPs (MMP-1, -3, -9,
-10, -12) und einer Gewebsdestruktion (37,107). Die MMPs werden dabei groftenteils von
Myofibroblasten unterhalb des Oberfldchenepithels gebildet, die in Nachbarschaft zu T-Zellen
und Makrophagen in der Mukosa liegen.

IL-10, ein vor allem von regulatorischen T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen produziertes
Zytokin, hemmt die Synthese von TNF-a, IL-1p, IL-6 und IL-8 und inhibiert iiberschie3ende
Thl-Immunantworten (108). Im Mausmodell fiihrt die Inaktivierung des IL-10 Gens zu einer
chronischen Enterokolitis (109). Mutationen des IL-10-Gens oder des IL-10-Rezeptorgens
konnen zu einer seltenen Form der CED bei Kleinkindern fithren (110-114).

Wir konnten erstmals zeigen, dass nach Zugabe von rekombinanten IL-10 in das fetale
Diinndarm Explantationssystem die Synthese von MMP-1, MMP-3 und TIMP-1
dosisabhingig gehemmt wurde. Klinische Studien mit rekombinantem IL-10 konnten aber
bisher keine signifikante klinische Besserung von Patienten mit leicht- bis mittelgradig
aktivem oder steroid-refraktirem M. Crohn (115,116) nachweisen. Im TNBS-Mausmodell
zeigten allerdings lokale Therapieansitze mit gentechnisch verdnderten IL-10 produzierenden

Lactococcus-Bakterien positive Effekte (117,118).
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Im fetalen Diinndarm Explantationssystem konnte die Zugabe des humanen p55 TNF-
Rezeptor IgGl-Fusionsprotein ebenfalls die MMP-Produktion und nachfolgende
Gewebsdestruktion hemmen (119). TNF-a fiihrt iber NF-kB-Aktivierung zur Stimulation der
MMPs, insbesondere MMP-3, und zu einer mukosalen Gewebsdestruktion.

In vivo konnten Di Sabatino ef al. zeigen, dass es nach zehnwochiger Gabe des TNF-a-
Antikorpers Infliximab bei M. Crohn-Patienten, die auf Infliximab ansprachen, im
Kolongewebe zu einer deutlichen Reduktion der MMP-3- und -12-mRNA- und
Proteinexpression kommt (120). Bei ,,non-respondern zeigte sich nach der Infliximabgabe
keine Anderung der MMP-3- und MMP-12-Expression (120). In einer groBen Studie wurde
die mukosale Expression von 24 MMPs, TIMPs und iiber 150 Wachstumsfaktoren bei
Patienten vor und nach der Behandlung mit Infliximab mittels Microarray gemessen. Vor
Infliximabgabe zeigte eine eine erhdhte Expression der nahezu aller MMPs (mit Ausnahme
von MMP-28); nach Infliximabgabe kam es bei ,,respondern® zu einer Normalisierung der
MMP-Expression (121).

Auch fanden sich verminderte MMP-9-Serumspiegel bei M. Crohn-Patienten, die auf
Infliximab ansprachen (122). Ein im Serum messbarer Komplex aus mit Neutrophiler
Gelatinase B-assoziiertem Lipocalin und MMP-9 wurde als Surrogatemarker fiir die mukosale
Heilung nach Infliximab-Gabe beschrieben (123).

In vitro fanden sich bei Myofibroblastenkulturen von M. Crohn-Patienten nach TNF-a-
Antikorpergabe eine vermehrte TIMP-1-Expression und eine verstidrkte Myofibroblasten-
migration (124). Die TNF-oa-Antikorpertherapie fithrt zu einer Reduktion des MMP-

vermittelten ECM-Abbaus und dadurch zur Abheilung der mukosalen Lésionen und Fisteln.
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3.1.4 Ausblick

Verschiedene chronisch-entziindliche Darmerkrankungen gehen mit Gewebsdestruktionen
und Fibrose einher. Bei der Colitis ulcerosa und beim M. Crohn kdnnen sowohl ulzerdse als
auch fibrotische Verdnderungen auftreten, insbesondere beim M. Crohn kommt es hiufig zu
fibrotischen Stenosen und Fistelbildungen. Bei der kollagenen Kolitis steht die
Fibrosebildung mit der bandférmigen ECM-Ablagerung unterhalb des Oberfldchenepithels im
Vordergrund, wihrend diese Verdnderung bei der lymphozytiren Kolitis nicht vorliegt.
Interessant bleibt die Frage, welche Mechanismen bei chronischen Entziindungen die
Fibrosebildung triggern und welche eher zu Gewebsdestruktionen fithren. Eine Moglichkeit
wire, dass es abhdngig von der initialen Schidigung (z.B. der Art des Erregers und dem
Ausmal des Epithelschadens) zur Infiltration unterschiedlicher Zellarten kommt und damit
unterschiedliche Zytokinprofile im entziindeten Gewebe vorliegen.

Eine weitere Moglichkeit wire, dass Defekte der ECM zur Verdnderung des aus der ECM
freigesetzten Profils von Wachstumsfaktoren fithren, und dadurch ein Ungleichgewicht der
profibrotischen CCN-Proteine gegeniiber den antifibrotischen CCN-Proteinen bzw. der
proinflammatorischen MMPs (MMP-1, -3, -9, -12, -13) gegeniiber den antiinflammatorischen
MMPs (MMP-2,-10,-14) bedingen.

Zukiinftige Forschungsarbeiten werden sich mit der Frage befassen, welche Rolle die ECM
bei der Modulation und Aufrechterhaltung chronischer Entziindungsreaktionen spielt und

welche weiteren therapeutischen Interventionsmoglichkeiten sich bieten konnten.

3.2 CD3-7" Zellen als mégliche NK- und T-Zellvorliufer
Im fetalen Darm wurde eine groBe CD3-7" Zellpopulation beschrieben (81). Die CD3-7"
Zellen konnen bereits ab der 7. Schwangerschaftswoche p.c. nachgewiesen werden - kurz

nach Beginn der Hdmatopoese in der fetalen Leber (ab der 5. bis maximal 8. Woche) und um
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den Zeitraum herum, in dem der fetale Thymus mit CD7 -Vorliuferzellen besiedelt wird.
CD3" Zellen, hingegen, finden sich erstmals ab der 8. bis 9. Woche p.c. vereinzelt im fetalen
Darm. Thre Anzahl nimmt stetig zu und erreicht in der 20. Woche ca. 1/3 der T-Zellzahlen des
adulten Darms.

Wir konnten zeigen, dass ein GroBteil der CD3-7" Zellpopulation die NK-Marker CDS56,
CD94 und CD161 exprimierte, wohingegen CD3" Zellen zwar CD161-Expression aufwiesen,
aber nur selten eine CD56- oder CD94-Expression. Andere Arbeiten hatten bereits
nachgewiesen, dass NK-Rezeptor-besetzte CD3- IELs im adulten Diinndarm eine hoéhere
zytotoxische Aktivitit vorweisen als CD3" IELs (125). So konnten die NK-Rezeptor
besetzten CD3-7" Zellen einen Teil des angeborenen Immunsystems darstellen — insbesondere
direkt nach der Geburt, wenn der Darmtrakt des Neugeborenen erstmals in Kontakt mit
exogenen Antigenen tritt.

Wir konnten ferner zeigen, dass CD3-7" Zellen zu CD3" Zellen heranreifen konnen. Wihrend
der T-Zellentwicklung werden die Gene des TCR aus einer Auswahl von DNA Abschnitten
neu zusammengefiihrt, d.h. rekombiniert. Die Rekombination der y-Kette findet dabei zeitlich
vor der Rekombination der TCR-f- und a-Kette statt und ist damit ein sehr frithes Zeichen fiir
eine beginnende Entwicklung hin zur T-Zelle. Wir konnten bereits rekombinierte TCR-y-
Ketten in den CD3-7" Zellen des fetalen und adulten Darms nachweisen. Ein Teil der CD3-7"
Zellen exprimiert intrazelluldres CD3g, das bei NK- und T-Zellvorlduferzellen gefunden wird
(126,127).

In ein murines Thymusorgankultursystem wurden gereinigte CD3-7" Zellen eingebracht.
Nach 14 Tagen im Kultursystem zeigten ca. 30% der CD3-7" Zellen eine CD3-Expression auf
ihrer Zelloberflache. Bei der fetalen Leber (6. bis 8. Woche p.c.) war bereits demonstriert
worden, das isolierte CD3- Zellen sich im Kultursystem zu CD3" Zellen entwickeln kénnen
(128), was vermuten lésst, dass diese Zellen keine Emigranten aus dem Thymus sind und dass

eine extrathymische T-Zellentwicklung moglich ist.
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CD3-7" Zellen finden sich auch im adulten Darm. Diese von uns und anderen
charakterisierten Zellen konnten eine physiologische Vorlduferzellpopulation der aberranten
(CD3-7" CD4/8", intrazellulir CD3") T-Zellpopulation bei der refraktiren Sprue Typ II
darstellen (129). Bei der refraktiren Sprue Typ II kommt es trotz strikt Gluten-freier Didt
unter IL-15 Finfluss zu einer massiven Expansion dieses Zelltyps im Bereich der
intraepithelialen Lymphozytenpopulation. In geringerem Mafle sind diese aberranten Zellen
aber auch in der Lamina propria, in Hautverdnderungen oder in der Lunge bei Patienten mit
refraktarer Sprue Typ II nachgewiesen worden (130-132). Fiinfzig bis 60% der Patienten
entwickeln im Verlauf ein Enteropathie-assoziiertes T-Zell-Lymphom (133).

Die CD3-7" Zellen scheinen somit eine heterogene Zellpopulation darzustellen; eine NK-
Zellrezeptor exprimierende Subpopulation erscheint als NK-Zellen oder NK-Zell-Vorldufer,
eine weitere Subpopulation sind T-Zell-Vorldufer, die intrazellulir CD3 exprimieren (81),
rekombinierte TCR-y-Ketten aufweisen und im Thymusorgankultursystem zu CD3" Zellen

heranreifen kénnen.

3.3 Endostatin als aktives Fragment des Kollagen Typ XVIII

C18 ist ein nicht-fibrillires Kollagen und Proteoglykan, das ubiquitir im Korper in
Basalmembranen von Blutgefilen und Epithelien exprimiert wird (134,135). Sein C-
terminales Fragment, das Endostatin, wurde 1997 erstmals von O’Reilly und Folkman aus
einem murinen Hiamangioendotheliom isoliert (82). Es inhibiert die Angiogenese und das
Tumorwachstum durch die Hemmung der Proliferation (82) und Migration (136) der
Endothelzellen und die Induktion ihrer Apoptose (137). Dabei kann die Wirkung des
Endostatins direkt durch Bindung an Rezeptoren auf den Zelloberflachen erfolgen (z.B. an
das Integrin a5B1 oder an den VEGF-Rezeptor) (138,139). Ferner zeigt Endostatin eine

antifibrotische Wirkung; es senkt die TGF-B- und Kollagen I-Proteinkonzentrationen im
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Zellkulturiiberstand bei kultivierten hepatischen Sternzellen (140) und kann die Aktivierung
von proMMP-2, proMMP-9 und proMMP-13 sowie die Aktivitit der MMP-2 und der MT-
MMPs hemmen (141,142). Endostatin wird aus dem C18 durch Proteasen wic MMP-3, -7, -9,
-13, -14, -20, Elastase und Cathepsin L freigesetzt (143-147).

C18 existiert in drei Varianten, wobei die kurze Variante in den Basalmembranen der Gefidlle
und Epithelien gefunden wird und die beiden lingeren Varianten insbesondere in der Leber
vorkommen (135). In der humanen Leber findet sich ein hoher C18-Gehalt in den
Perisinusoidalriumen und in den Basalmambranzonen. Die Synthese des C18 erfolgt durch
Hepatozyten, aktivierte hepatische Sternzellen und in geringerem Ausmall durch die
Epithelzellen der kleinen Gallengénge sowie durch Endothelzellen (83,84). Wir konnten
mittels radioaktiver ISH erstmals zeigen, dass die Karzinomzellen bei Kolontumoren und
ihren Lebermetastasen keine C18-Expression aufwiesen. Dagegen fand sich eine hohe C18-
Expression in den Tumorstromazellen, die phénotypisch Myo-/Fibroblasten und
Endothelzellen kleinerer Gefifle und Kapillaren entsprachen. Bei Ovarialkarzinomen zeigt
sich hingegen eine starke C18-Expression durch die Karzinomzellen, als auch durch das
Tumorstroma.

Diese stark variable C18-Expression unterschiedlicher Epithelzellen, spricht zunichst gegen
eine wichtige Funkion von C18 bei der frilhen Tumorgenese. Die hohe C18-Expression im
peritumoralen Stroma (durch Fibroblasten und Endothelzellen) kann im Rahmen der erhdhten
stromalen ECM-Synthese gesehen werden, die ihrerseits durch Freisetzung von Proteasen
mitbeteiligt ist am Durchbruch der Basalmembran und damit am Tumorwachstum (148).
Wihrend C18 das Uberleben der Endothelzellen und die Angiogenese zu fordern scheint, ist
das C-terminale Fragment von C18, das Endostatin, ein potenter Inhibitor der Angiogenese.
Cathepsin L, eine der Proteasen, die an der Freisetzung von Endostatin beteiligt sind, wird
durch kolorektale Karzinome und durch die kolorektale Karzinomzelllinie HT-29 exprimiert

(149-152). Moglicherweise konnen epitheliale Tumore auf diese Weise ihre Wachstumsrate
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beeinflussen. Das Gleichgewicht zwischen C18-Expression und Cathepsin L, Elastase oder
anderen Proteasen, die an der Endostatinfreisetzung beteiligt sind, konnte daher bei der
Regulation der Angiogenese und des Tumorwachstums essentiell sein. Die lokale C18-
Synthese durch Tumorzellen erdffnet daher die Moglichkeit, durch die Induktion einer dieser
Proteasen, das Tumorwachstum zu unterdriicken.

Es konnte in verschiedenen Mausmodellen gezeigt werden, dass Endostatin die Angiogenese,
die Lymphangiogenese, das Tumorwachstum von kolorektalen Tumoren und die lymphogene
Metastasierung hemmt (153,154). Rekombinantes Endostatin wird derzeit im Rahmen von
klinischen Studien beim fortgeschrittenen Kolonkarzinom (155), beim klein- und nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom (156,157) sowie beim Pankreaskarzinom (158) untersucht.
Neben seiner inhibierenden Wirkung auf die tumorbedingt gesteigerte Angiogenese wirkt
Endostatin auch hemmend auf die entziindungsbedingt gesteigerte Angiogenese. Im
Tierversuch mit rekombinantem Endostatin  konnte seine antiangiogenetische,
antiinflammatorische und antifibrotische Wirkung bei der TNF-a-induzierten Arthritis (159),
der akuten Cyclophosphamid-induzierten Zystitis (160), drei verschiedenen Kolitis-Modellen

(161) und bei der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose (162) belegt werden.
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4 Zusammenfassung

Die extrazelluldre Matrix (ECM) ist eine dreidimensionale Matrix, die die Zellen umgibt und
fiir die Strukturbildung der Gewebe grundlegend ist. Sie besteht aus Proteoglykanen und
Faserproteinen, aber auch aus den in ihr befindlichen Zytokinen, Chemokinen,
Wachstumsfaktoren, aktiven ECM-Fragmenten und zellmembrangebundenen Molekiilen.
Unter physiologischen Bedingungen sind Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) in geringen
Konzentrationen verantwortlich fiir den Strukturerhalt der ECM. Bei entziindlichen Prozessen
stimulieren aus T-Zellen und anderen infiltrierenden Zellen freigesetzte Zytokine
(insbesondere Tumornekrosefaktor-a, Interferon-y und Transf orming Growth Factor-p1) die
Expression der ECM-Komponenten (z.B. Kollagene, MMPs, Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases, TIMPs). Dabei konnen grof3ere Mengen von aktivierten MMPs, die nicht
mehr durch ihre Inhibitoren, die TIMPs, kontrolliert werden konnen, zu Gewebsdestruktionen
fiihren. Tritt wihrend des Entziindungsvorgangs ein iiberschieBender Wundheilungsprozel3
auf mit vermehrter Bildung und Ablagerung der ECM, entsteht eine Fibrose. Die ECM ist
dariiber hinaus selber in der Lage, die lokal ansdssigen und infiltrierenden Zellen zu
beeinflussen und dadurch den Verlauf einer Entziindung zu modulieren. In dieser kumulativen
Habilitationsschrift wurde die ECM bei verschiedenen entziindlichen Darmerkrankungen

untersucht.

Die nekrotisierende Enterokolitis (NEC) ist eine zumeist bei Friihgeborenen auftretende
entziindliche Darmerkrankung, bei der es nach Kontakt mit der intestinalen Mikrobiota im
noch nicht ausgereiften Darm zu einer iiberschieBenden Entziindungsreaktion mit schweren
Gewebsdestruktionen kommen kann. Wir konnten erstmals bei dieser Erkrankung eine
erhohte MMP-3- und TIMP-1-Expression zeigen. Weiterhin konnte eine erh6hte Expression

von MMP-7, -12 und -26 nachgewiesen werden. Damit scheinen mehrere MMPs an dem
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Gewebsumbau beteiligt zu sein. Als zukiinftige Therapiemoglichkeit wére bei der NEC — als
Erkrankung mit erhdhter Gewebsdestruktion — eine lokale Hemmung spezifischer MMPs

denkbar.

Bei der kollagenen Kolitis, einer chronisch-entziindlichen Darmerkrankung, die mit
chronisch-wissrigen Diarrhden einhergeht, liegt eine verbreiterte ECM-Schicht unterhalb des
Oberflachenepithels vor. Sie setzt sich hauptsachlich aus Kollagen Typ I, III, VI und Tenascin
zusammen in Abwesenheit von Undulin, einem Marker fiir dichtere ausdifferenzierte
Kollagenmatrizes. Wir konnten nachweisen, dass eine linear erhohte Expression des
profibrotischen Connective Tissue Growth Factor (CTGF) sowie des Prokollagen al(I),
al(IV) und TIMP-1 durch die subepithelialen Myofibroblasten unterhalb der ECM-Schicht
vorliegt bei einer nur punktuell leicht erhohten MMP-1-Expression. Das Gleichgewicht
zwischen Fibrogenese und Fibrolyse ist zugunsten der Fibrogenese verschoben. Lokal
antifibrotische Therapieansidtze wiren denkbar. Studien mit einem humanisierten,
monoklonalen Antikorper gegen CTGF werden bereits bei anderen Krankheitsentititen

durchgefiihrt.

Im entziindeten Gewebe modulieren Zytokine und Proteasen, die von infiltrierenden Zellen
freigesetzt werden, die ECM. Die T-Zell-vermittelte Wirkung auf die intestinale ECM wurde
am humanen fetalen Diinndarm Explantationskultursystem untersucht. Wir konnten erstmals
zeigen, dass nach Zugabe von rekombinanten Interleukin (IL)-10 in dieses experimentelle
Enteropathiesystem die Synthese von MMP-1, MMP-3 und TIMP-1 dosisabhédngig gehemmt
wird. Wihrend IL-10 in klinischen Studien bisher zu keiner signifikanten Verbesserung der
Behandlung von M. Crohn- und Colitis ulcerosa-Patienten fiihrte, zeigten lokale
Therapieansdtze mit gentechnisch verdnderten IL-10 produzierenden Lactococcus-Bakterien

im Mausmodell positive Effekte.

81



Im fetalen Darm findet sich eine CD3-7" Zellpopulation, die ein Natural Killer (NK)-Marker-
Profil aufweist und vermutlich einen wichtigen Teil der angeborenen Immunitét darstellt —
insbesondere direkt nach der Geburt. Eine Subpopulation der CD3-7" Zellen exprimiert
intrazelluldir  CD3, zeigt rekombinierte y-Ketten und kann im  murinen
Thymusorgankultursystem zu CD3" Zellen heranreifen, sodass diese Zellen im
heranwachsenden Darm moglicherweise extrathymisch eine T-Zelldifferenzierung

durchlaufen.

In der letzten, dieser kumulativen Habilitationsschrift zugrunde liegenden Arbeit wurde
Kollagen Typ XVIII (C18), ein nicht-fibrillires Kollagen und Proteoglykan der ECM
untersucht. Endostatin ist ein 20 kDa Fragment vom C-terminalen Ende des C18, das durch
mehrere MMPs, Cathepsin L und andere Proteasen freigesetzt wird. Es ist ein potenter
endogener Angiogenesehemmer. Frithere Studien konnten eine hohe C18-Expression in der
humanen Leber und hepatozelluliren Karzinomen nachweisen. Wir konnten zeigen, dass die
Karzinomzellen bei Kolontumoren und ihren Lebermetastasen keine C18-Expression
aufwiesen. Dagegen fand sich eine hohe C18-Expression in den Tumorstromazellen, die
phénotypisch Fibroblasten und Endothelzellen kleinerer Gefd3e und Kapillaren entsprachen.
Bei Ovarialkarzinomen zeigte sich hingegen eine starke C18-Expression durch die
Karzinomzellen, als auch durch das Tumorstroma. Die lokale Synthese des C18 durch
Tumorzellen und das Tumorstroma konnte daher zukiinftig die Mdoglichkeit erdffnen, durch
die Induktion einer der Endostatin-freisetzenden Proteasen, das Tumorwachstum zu
unterdriicken. In verschiedenen Tiermodellen konnte neben der antiangiogenetischen
Wirkung des Endostatins bei Tumoren auch seine antiinflammatorische, antiangiogenetische
und antifibrotische Wirkung bei Entziindungen belegt werden. Zukiinftige klinische Studien
werden zeigen, ob Endostatin auch bei der Therapie der -chronisch-entziindlichen

Darmerkrankungen eine Rolle spielen wird.
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