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1 Einleitung

Die mukosale Oberfliche des Intestinums stellt die grofite Grenzfliche zwischen
dem menschlichen Korper und der Umwelt dar. Dabei bildet das einschichtige Epithel der
gastrointestinalen Mukosa die Trennschicht zwischen dem Korperinneren und der im
Lumen des Gastrointestinaltrakts sich befindenden, quasi in den Korper ,,hineingestiilpten‘
AuBenwelt. Uber das Epithel der Darmschleimhaut erfolgt die Aufnahme von Wasser und
Nihrstoffen sowie die Resorption und Sekretion von Elektrolyten. Die bedarfsgerechte
Regulation dieser Transportfunktionen, zusammen mit entsprechenden Funktionen des

Nierentubulusepithels, sorgt fiir ein konstantes ,,milieu intérieur®, das eine unabdingbare

Voraussetzung fiir den physiologischen Ablauf der meisten Korperfunktionen darstellt.'

Gerichtete Transportvorginge setzen voraus, dass verschiedenen Kompartimente
durch eine mehr oder weniger durchlissige Barriere voneinander getrennt sind. Seine
Eigenschaft als Diffusionsbarriere ist somit eine grundlegende Qualitit des intestinalen
Epithels, welche die Voraussetzung fiir ,,hohere* Transport- und Barierrefunktionen der
Darmschleimhaut bildet. Die Barrierefunktion der gastrointestinalen Mukosa geht aber
iber die einer reinen Diffusionsbarriere weit hinaus. Die intestinale Mukosa befindet sich
in einem Zustand der stetigen Exposition gegeniiber einer immensen Zahl von teils oral
aufgenommenen, teils den Darm resident besiedelnden Keimen. Daher fungiert die
Schleimhaut des Intestinums auch als die wichtigste strukturelle und immunologische

Barriere des Korpers gegeniiber den Mikroorganismen der Umwelt.

Obwohl die intestinale Mukosa hochst unterschiedliche und divergente Aufgaben
wahrnimmt, sind ihre immunologischen und epithelphysiologischen Partialfunktionen auf
vielfiltige Weise miteinander verbunden. Beispielsweise wurde in zahlreichen Studien
gezeigt, dass Zytokine, die als Folge entziindlicher oder infektioser Stimuli von mukosalen
Immunzellen freigesetzt werden, durch Induktion epithelialer Apoptosenz'5 und/oder durch
Modulation der Protein-Zusammensetzung epithelialer Schlussleisten ®'' starke Effekte
auf die Barrierefunktion ausiiben konnen. Umgekehrt kann eine abnorm durchlissige
epitheliale Barriere durch gesteigerte Translokation von Nahrungsantigenen oder
bakteriellen Antigenen eine Aktivierung des mukosalen Immunsystems nach sich ziehen,
wie es als Pathomechanismus der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa diskutiert wird.'*'® Bei der intestinalen Mukosa handelt es sich

somit um ein hoch differenziertes Organ, in dem komplexe und divergente strukturelle,



physiologische und immunologische Funktionen eng ineinandergreifen. Eine Storung der
Integritit der Darmmukosa birgt folglich das Risiko gravierender schidlicher Folgen fiir

den Organismus.

Neben entziindlichen Darmerkrankungen sind es insbesondere Infektionen, die
die Integritit der Darmmukosa kompromittieren kdnnen. Tatsédchlich ist der
Gastrointestinaltrakt aufgrund des mit der Nahrungs- und Fliissigkeitsaufnahme
assoziierten Expositionsrisikos ein bevorzugter Schauplatz von Infektionen. Daher ist es
nicht verwunderlich, dass Infektionen des Magen-Darm-Trakts zu den hiufigsten
Infektionen tiberhaupt gehdren. Wihrend sie in Entwicklungsldndern — insbesondere bei
Kindern — mit hoher Mortalitit behaftet sind,17 steht in Indiustrienationen die mit ihnen
assoziierte Morbiditidt im Vordergrund, durch welche den infektiosen Enteritiden hier eine

erhebliche medizindkonomische und volkswirtschaftliche Bedeutung zukommt.'> "

Enterale Infektionen bleiben meist auf den priméren Infektionsort, die
Darmschleimhaut, begrenzt. Dort bewirken die Erreger und/oder ihre Toxine pathologische
Veridnderungen der Mukosa mit direkter oder indirekter Schidigung der Lamina
epithelialis. Folge dieser Schidigung sind Storungen der epithelialen Transport- und
Barrierefunktion, die sich klinisch am hdufigsten in Form einer akuten Diarrhoe
manifestieren. Die Darmschleimhaut ist aber nicht nur Schauplatz von Lokal-, sondern
auch von systemischen Infektionen. Hierfiir ist die HIV-Infektion ein paradigmatisches
Beispiel. Durch einen Tropismus des Humanen Immundefizienz Virus (HIV) zu den
Lymphozyten der Darmmukosa ist ndmlich die intestinale Mukosa eines der wichtigsten

20-23 Weil die in der Darmmukosa lokalisierten

Zielorgane der HIV-Infektion tiberhaupt.
CD4-positiven T-Lymphozyten ,,ideale* Zielzellen fiir das HIV darstellen,** fiihrt die HIV-
Infektion — unabhéngig von Transmissionsmodus und Eintrittspforte — zu einer schweren
lokalen CD4-Zell-Depletion und zu weiteren gravierenden Verdnderungen im mukosalen

22,2426 1z . . ..
’ Diese induzieren iiber zunehmend besser

Immunsystem des Intestinaltrakts.
verstandene Mechanismen eine Schidigung von Struktur und Funktion des intestinalen
Epithels.””? Die resultierenden strukturellen und funktionellen Defekte wiederum
verstirken und unterhalten eine systemische Immunaktivierung und beeinflussen dadurch

3031 Die mukosalen

in erheblicher Weise den natiirlichen Verlauf der HIV-Infektion.
Vorginge bei der HIV-Infektion verdeutlichen somit exemplarisch die oben erlduterte

Verschrinkung physiologischer und immunologischer Funktionen der intestinalen Mukosa.



In Anbetracht ihrer groen Bedeutung besteht ein erhebliches wissenschaftliches
Interesse an einem besseren Verstindnis der Interaktion zwischen enteralen Lokal- und
Systeminfektionen mit Barriere- und Transportfunktion sowie mit dem lokalen
Immunsystem der intestinalen Mukosa. Im Folgenden werden einige zentrale Funktionen
und Strukturen der intestinalen Mukosa vorgestellt, soweit diese fiir das Verstindnis der
experimentellen Arbeiten von Bedeutung sind. Eine kurze Einfiihrung in die
immunologischen, strukturellen und funktionellen Verdnderungen der Darmschleimhaut
bei der HIV-Infektion verdeutlicht dann die enge Verzahnung des mukosalen

Immunsystems mit der Barrierefunktion der intestinalen Mukosa.

1.1 Die intestinale Mukosa: Grenzfliche zwischen ,,Innen‘ und
,L2AubBen*

Die Abgrenzung von Fliissigkeitsrdumen ist ein grundliegendes Bau-Prinzip des
Lebens, das auf allen Struktur-Ebenen zu finden ist: subzelluldr auf Organellen-Ebene, auf
der Ebene der einzelnen Zelle, die sich durch eine hochdifferenzierte Zellmembran zur
kleinsten Einheit des Lebens konstituiert, und ebenso auf der Ebene komplexer
Organismen, die ihr inneres Milieu mithilfe spezialisierter epithelialer Oberflidchen
gegeniiber der Umwelt abgrenzen und konstant halten.' Beim Menschen wird letztere
Funktion in wesentlichen Teilen von der intestinalen Mukosa des Intestinaltrakts getragen.
Sie stellt die grote und wichtigste Kontaktoberflidche des Korpers mit der Umgebung dar

und muss zwei vollig verschiedene Aufgaben erfiillen.

Erstens muss sie eine selektive Diffusionsbarriere aufrecht erhalten und
Néhrstoffe und Wasser iiber diese Barriere ins Korperinnere hinein- oder aus diesem
heraustransportieren. Diese Barriere- und Transportfunktionen sind eine Leistung des
intestinalen Epithels und funktionell eng miteinander verbunden. Das Vorhandensein einer
Diffusionsbarriere ermoglicht ndmlich erst den durch die Aktivitit membranérer
Transportproteine vermittelten Aufbau von elektrochemischen und osmotischen
Gradienten. Anders ausgedriickt: ein aktiver vektorieller Transport eines Soluts ist nur
dann moglich, wenn dieser Transport iiber eine Barriere hinweg erfolgt, welche eine

quantitative Riickdiffusion verhindert."

Zweitens verhindert die intestinale Mukosa das Eindringen pathogener Erreger
und anderer luminaler Antigene und iibt dadurch eine wichtige immunologische

Barrierefunktion aus. Neben der mechanischen Barriere des Epithels und den in der
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Mukosa realisierten Mechanismen des angeborenen Immunsystems wird diese Funktion in
entscheidender Weise von den in der Darmmukosa lokalisierten Anteilen des erworbenen

Immunsystem aufrecht erhalten.™

1.1.1 Die Barriere- und Transportfunktion des intestinalen Epithels
Die Diffusionsbarriere gegeniiber den luminalen Inhalten des Intestinums setzt

sich aus mehreren Komponenten zusammen. Auf der luminalen Oberfliche des Epithels
befindet sich eine Schleimschicht. Thre strukturbildendend molekularen Hauptbestandteile
sind Muzine, gro3e Glykoproteine, die von spezialisierten Epithelzellen sezerniert werden.
Der Diffusionswiderstand der Schleimschicht (epithelphysiologisch ein so genannter
,unstirred layer*) fiir niedermolekulare Substanzen ist im Vergleich zu demjenigen der
Epithelschicht vernachlissigbar.” Bedeutender ist die Rolle der Schleimschicht als
Barriere fiir den Durchtritt von Makromolekiilen und (potentiell pathogener)

Mikroorganismen (s.u.).

Die entscheidende strukturelle Diffusionsbarriere bildet die Lamina epithelialis,
das einschichtige Zylinderepithel der Darmmukosa. Dieses Epithel besteht aus einer
einzigen Schicht hochdifferenzierter polarisierter Epithelzellen, die in ihrem apikalen
Bereich durch Schlussleisten (tight junctions) verbunden sind." ** Die SchluBleisten
erfiillen eine doppelte Funktion. Zum Einen trennen sie die apikale (dem Lumen
zugewandte) von der basolateralen (dem Lumen abgewandten) Doméne der
Enterozytenzellmembran. So verhindern sie die Durchmischung apikaler und basolateraler
Membranproteine und erhalten dadurch die Polarisierung der Epithelzellen, d. h. die
asymetrische Anordnung der Transportproteine, die einen vektoriellen Transport erst
moglich macht. Zum Anderen bilden sie eine mehr oder weniger durchlissige Barriere fiir

den parazelluliren Solut-Transport.*

Resorption und Sekretion - transepithelialer Transport vom Lumen in das
Interstitium oder umgekehrt vom Interstitium in das Lumen - kann prinzipiell auf zwei
Wegen erfolgen. Der transzelluldre Weg fithrt durch die apikale und basolaterale Membran
der Epithelzellen. Da die Lipidstruktur der Zellmembran fiir wasserldsliche Solute kaum
permeabel ist, erfolgt der transzelluldre Transport hydrophiler Solute unter Vermittlung
spezifischer Transportproteine. Dieser Transport kann unter Energieverbrauch auch gegen
einen Diffusionsgradienten erfolgen (so genannter aktiver Transport)." ** Der parazelluliire
Weg fiihrt, wie bereits erwéhnt, durch die tight junction. Parazellulédrer Transport erfolgt

rein passiv, entlang von Diffusionsgradienten. Sein Ausmal wird durch die
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Durchlissigkeit der SchluBleisten bestimmt, die wiederum durch Interaktion mit dem

Zytoskelett und durch die Proteinzusammensetzung der SchluBleisten determiniert wird.”

In letzten Jahren wurden grof3e Fortschritte in der Kenntnis der Struktur und
Zusammensetzung der tight junction erzielt. gemall dem aktuellen Kenntnisstand wird das
Maschenwerk der tight junction von Mitgliedern aus vier Proteinfamilien gebildet: dem
Occludin, dem Tricellulin, den Claudinen und dem JAM (junctional adhesion rnolecule).36
Diese Proteine verbinden benachbarte Epithelzellen miteinander, verschliefen die
Interzellularspalten und sind iiber intrazelluldre Proteine (ZO-1, ZO-2, ZO-3, Cingulin,

AF-6, AF-7 u. a.) mit dem Zytoskelett der Epithelzellen verbunden.*” **

Entsprechend der oben skizzierten transepithelalen Transportwege kann eine
Perturbation der mukosalen Barriere- und Transportfunktion entweder zellular, d. h. durch
Veridnderungen der Enterozyten, oder parazellulir, durch Verdnderungen der
Schlussleisten, erfolgen und entsprechend lassen sich auch die molekularen Ansatzpunkte

enteraler Erreger klassifizieren." ** ¥

Perturbationen auf zelluldrer Ebene betreffen die Leitfahigkeiten und
Transportaktivitdaten der apikalen und basolateralen Zellmembran. Zur Nihrstoff- und
Wasserresorption sowie zur Konstanthaltung des inneren Milieus wird im intestinalen
Epithel eine Vielzahl von Transportproteinen exprimiert. IThre Verteilung, Dichte und ihr
Aktivierungszustand im apikalen und basolateralen Zellmembrankompartiment unterliegt
vielfiltigen Regulationsmechanismen.” Diese Transportproteine bzw. die ihnen
vorgeschalteten Regulationskaskaden sind wichtige molekulare Ziele bakterieller oder
viraler Virulenzfaktoren. Klassische Beispiele sind das Choleratoxin oder das hitzelabile
Enterotoxin von Enterotoxischen Escherichia coli, deren sekretorische Wirkung auf einer
enormen Steigerung der apikalen Choridleitfdhigkeit durch Aktivierung apikaler

Chloridkanile beruht.***

Die parazelluldre Durchlissigkeit wiederum wird iiber das zellulidre Zytoskelett
und iiber qualitative und quantitative Veridnderungen in der Protein-Zusammensetzung der
Schlussleisten geregelt.*® ** *7 Dariiber hinaus fiihren gesteigerte epitheliale Apoptoserate
oder nekrotischer Zelluntergang von Epithelzellen ebenfalls zu einer Steigerung des
Teilchen- und Wassertransports iiber den parazelluldren Weg.3 +49-21 Auch Strukturen des
parazelluldren Weg sind Ziele von bakteriellen Toxinen. Ein Beispiel ist das Bacteroides

fragilis Enterotoxin, das dazu in der Lage ist das intrazelluldre tight junction Protein ZO-1



zu spalten.” Andere Beispiele sind das Clostridium perfringens Enterotoxin, das iiber
direkte Bindung an Claudin-3 und Claudin-4 Poren in der apikalen Zellmembran bildet und
die SchluBleistenstruktur Ver'eindert,40 und das Clostridium difficile Toxin A, das iiber eine
Storung des apikapen D-Aktin-Rings zu einer Dissoziation von Occludin, ZO-1 und ZO-2

aus dem tight junction-Komplex fiihrt.*°

Physiologischerweise unterliegen die epithelialen Transport- und
Barrierefunktionen einer Vielzahl externer endokriner, parakriner, inflammatoischer und
nervaler Regulationsmechanismen. All diese Einfliisse werden aber im Sinne einer
gemeinsamen Endstrecke vom Epithel integriert. Um den direkten Effekt von
Enteropathogenen auf das Epithel zu untersuchen, aber auch um die funktionelle
Auswirkungen von ,,upstream‘ mediierten, indirekten Effekten zu analysieren, ist es
sinnvoll, einen experimentellen Ansatz zu verfolgen, in dem Transport- und
Barriereeigenschaften an einem isolierten Darmepithel quantifiziert werden kdnnen. Zu
diesem Zweck haben wir ein experimentelles System entwickelt, in dem polarisiert
wachsende und funktionelle SchluBlleisten ausbildende Monolayer hochdifferenzierter
Kolonozyten (HT-29/B6)*” hinsichtlich ihrer Transport- und Barriereeigenschaften
charakterisiert und zur Analyse von Pathomechanismen enteraler Infektionen verwendet
wurden. Duch die Abwesenheit subepithelialer Struklturen ist dieses System sehr gut

geeignet, die Reaktionen des Epithels isoliert zu betrachten.

1.1.2 Die intestinale Mukosa als immunologisches Organ
In Anbetracht des stetigen Stroms einer immensen Zahl von Antigenen und

potentiell pathogenen Keimen durch das Intestinum, bildet die gastrointestinale Mukosa
die wichtigste immunologische Barriere des Korpers gegeniiber seiner Umwelt. Zahlreiche
Komponenten tragen zur Funktion der immunologischen Barriere der intestinalen Mukosa
bei. Die Epithelschicht, d. h. der durch Schlussleisten fest miteinander verbundene
Monolayer der Enterozyten bildet eine physische Barriere gegen die Penetration von
Pathogenen aus dem Darmlumen. Zusitzliche physische Hindernisse sind die aus Muzinen
und Zelldetritus gebildete Mukusschicht sowie die Glykokalix auf der Oberfliche des
Epithels. Eine weitere biologische Barriere entsteht durch die mukosale Produktion und
Sekretion antimikrobiell wirksamer Molekiile und weitere in der Mukosa aktiven

. 48-5
Mechanismen der angeborenen Immunabwehr.**>°

Die zentrale Bedeutung der intestinalen Mukosa fiir das menschliche

Immunsystem ergibt sich aber vor allem aus den hier strukturell verankerten Funktionen
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der adaptiven Immunabwehr. Der Gastrointestinaltrakt enthélt ndamlich die Mehrzahl der
T-Zellen und der Makrophagen des Korpers und reprisentiert somit das grofte
immunologische Organ des Menschen. Nach funktionellen Gesichtspunkten kann im
Immunsystem der Darmmukosa, fiir das sich im wissenschaftlichen Sprachgebrauch die
Akronyme MALT (,,Mucosa Associated Lymphoid Tissue*) oder GALT (,,Gut Associated
Lymphoid Tissue*) etabliert haben, ein Induktor- und ein Effektorkompartiment
unterschieden werden. Das Induktorkompartiment besteht aus den mesenterialen
Lymphknoten, den Peyerschen Plaques und den einzelstindigen mukosalen
Lymphfollikeln. Hier werden translozierte luminale Antigene gesammelt und
Immunantworten induziert. Das Effektorkompartiment umfasst die intraepithelialen
Lymphozyten (CD8-positive T-Zellen und yo-Zellen) und die Lymphozyten der Lamina
propria (CD4-positive und CD8-positive T-Zellen, Natiirliche Killerzellen und B-Zellen).
Dort iiben die differenzierten Zellen der adaptiven Immunsystems ihre Effektorfunktion
aus: zelluldre Immun-Antworten durch intraepitheliala und in der Lamina propria

lokalisierte T-Zellen und humorale Reaktionen durch Plasmazellen der Lamina propria.”™
51

Je nach Qualitdt und Intensitit kann eine mukosale Immunreaktion starke
Auswirkungen auf die oben beschriebenen Transport- und Barrierefunktionen der Lamina
epithelialis haben.*” Umgekehrt kénnen Defekte in der physischen Barriere des
Darmepithels durch vermehrten Erreger- und Antigeniibertritt Entziindungs- und
Immunreaktionen der Mukosa auslosen.”* Es besteht also enge Wechselwirkungen
zwischen Epithelfunktion und mukosalem Immunsystem des Darms. Ein Beispiel fiir eine
pathogene wechselseitige Interaktion zwischen mukosaler Immunreaktion und
Barrieredefekt des Darmpithels findet sich in der Pathogenese chronisch entziindlichenr
Darmerkrankungen. Nach aktuellen Vorstellungen fiihrt eine {iberschielende
Immunreaktion auf die residente Flora des Darmlumens zu mukosaler Makrophagen- und
T-Zellaktivierung mit konsekutiver Produktion inflammatorischer Zytokine. Diese
kompromittieren ihrerseits wiederum die epitheliale Barriere, so dass durch fortgesetzten
Ubertritt luminaler Antigene der Entziindungsprozess weiter perpetuiert wird.'®>* Die
Aktivierung einer mukosalen Inflammation mit konsekutiver Schidigung des Epithels oder
seines Schlussleistennetzes spielt aber nicht nur bei den chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen eine zentrale Rolle. Zahlreiche Enteropathogene entfalten ihre
Wirkung ebenfalls iiber die Aktivierung mukosaler Entziindungskaskaden. prominente

Beispiele sind Salmonella Typhimurium, Helicobacter pylori und Clostridium difficile.*’
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Um zu einem umfassendere Verstindnis erregerinduzierter Reaktionen der
Darmmukosa zu gelangen, ist es daher sinnvoll, den epithel-orientierten Ansatz des Kolon-
Modellepithels, durch Untersuchungen zu ergénzen, in denen das Immunsystem der
Mukosa Beriicksichtigung findet. Zu diesem Zweck haben wir an menschlichen
Darmbiopsiepriparaten die Verdnderungen des mukosalen Immunsystems wie auch der
epithelialen Barrierefunktion. Bei diesen Untersuchungen haben wir uns ganz auf die HIV-
Infektion konzentriert. Weil es sich bei der HIV-Infektion um eine primére Infektion des
mukosalen Immunsystems handelt, — wihrend Epithelzellen nicht produktiv infiziert
werden — > belegen die bei der HIV-Infektion auftretenden epithelialen Verinderungen in

exemplarischer Weise den groen Einfluss des MALT auf epitheliale Funktionen.

1.2 Die HIV-Infektion ist eine Infektion der intestinalen Mukosa

Der primire zellulire Rezeptor fiir das HIV ist das Glykoprotein CD4.>* > Die
Expression von CD4 auf der Zelloberfldche reicht jedoch fiir einen erfolgreichen
Viruseintritt nicht aus. Nach Bindung an den CD4-Rezeptor ist zusitzlich eine Interaktion
mit den Chemokinrezeptoren CCRS oder CXCR4 notwendig, damit es zur Fusion von
Zellmembran und Virushiille mit Eintritt der viralen RNA ins Innere der Zielzelle kommen
kann.”® Welcher Chemokinrezeptor genutzt wird, hiingt vom Rezeptor-Tropismus des
Virus ab. Wihrend die frithen Phasen der Infektion in aller Regel durch eine CCRS5-trope
Viruspopulation gekennzeichnet sind, kommt es mit Fortschreiten des zelluldren
Immundefekts spater hidufig zu einem Tropismus-Shift mit Pradominaz einer CXCR4-
tropen oder auch einer dual-CCR5/CXCR4-tropen Viruspoluation. Bei der Transmission
nutzt das HIV — auch bei CXCR4- oder dual-troper Viruspopulation der Infektionsquelle —
durch das Zusammenspiel multipler Mechanismen jedoch ausschlieBlich CCRS als
Korezeptor.”’ Unabhingig vom Rezeptortropismus der ,,Donor-Viren* liegt daher in der
Primérinfektion und in der folgenden frithen Phase der HIV-Infektion eine reine CCRS5-
trope Viruspopulation vor. Da CCRS5 besonders stark auf aktivierten Gedichtnis T-Zellen
exprimiert wird, sind aktivierte CD4-positive Gedéchtniszellen die wichtigsten priméren

Zielzellen fur das HIV.

Wie bereits erwihnt, enthélt die gastrointestinale Mukosa die Mehrzahl der CD4-
positiven T-Zellen des Korpers.” Diese mukosalen CD4-Zellen entsprechen dabei
phénotypisch mehrheitlich CCR5-positiven, aktivierten Gedichtniszellen und sind somit

extrem suszeptibel fiir HIV.” 2* ¢! Aus diesem Grund fiihrt - unabhingig von der
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Eintrittspforte - die STV/HIV-Infektion bereits im Rahmen der Primérinfektion zu einem
massiven Verlust der CCRS5-positiven CD4 Zellen der gastrointestinalen Mukosa. >3- 62
%3 Quantitative Analysen zeigten, dass wihrend der SIV-Primirinfektion ca. 60% der
mukosalen CD4-Zellen mit HIV infiziert werden.®* Von diesen werden ca. 80% durch
zytopathische oder immunologische Mechanismen eliminiert, was eine signifikante
Reduktion des Gesamtpools der CD4-Zellen des Korpers impliziert. Die massive Infektion
aktivierter mukosaler CD4-Zellen bedingt dariiber hinaus die fiir die akute HIV-Infektion

charakteristische exorbitante Virusreplikation.**

Die bei der HIV-Infektion ausgeldsten virologischen, immunologischen und
entziindlichen Prozesse bleiben nicht ohne Folgen fiir die Architektur und Funktion der
intestinalen Mukosa. Bereits in den frithen 1980er Jahren wurde beobachtet, dass HIV-
Infizierte auch in Abwesenheit von intestinalen Sekundirinfektionen hiufig unter Diarrhoe
und Malabsorptionsproblemen leiden. Fiir dieses klinisch definierte Syndrom wurde der
Terminus ,,HIV-Enteropathie” gepriigt.®’ Seit der Charakterisierung der histologischen
Veridnderungen der Mukosa bei der HIV-Enteropathie, wird der Begriff auch fiir die HIV-
bedingte hyporegeneratorischen Schleimhauttransformation (Verplumpung der Villi mit
partieller Villusatrophie bei fehlender Kryptenhyperplasie) verwendet.**® Dass die
genannten Schleimhautverdnderungen auch mit Defekten der mukosalen Barriere- und
Transportfunktionen einhergehen, konnte ebenfalls bereits in den 1980er Jahren erstmals
gezeigt werden.®® ® Trotz umfangreicher Untersuchungen zu den strukturellen
Veridnderungen der Darmmukosa bei der HIV-Infektion, konnte aber die Genese der

Enteropathie bis jetzt noch nicht sicher geklirt werden.

Die Bedeutung der HIV-induzierten mukosalen Verinderungen geht aber iiber
Diarrhoe und potentielle Resorptions-Storungen weit hinaus. Nach aktuellem Verstdndnis
nehmen die im Rahmen der HIV- Infektion auftretenden Storungen der mukosalen
Barrierefunktion einen gravierenden Einfluss auf die natiirliche Pathogenese der
Erkrankung. Erhohte Plasmaspiegel bakterieller Bestandteile wie Lipopolysaccharide
(LPS) bei unbehandelten HIV-infizierten Patienten lassen eine erhdhte bakterielle
Translokation aus dem Intestinaltrakt vermuten.”® Als Folge der erhohten LPS-kommt es
zu einer chronischen Immunaktivierung, die als ein zentraler Mechanismus des
progredienten Immundefekts bei der HIV-Infektion gilt.*® Unklar war jedoch bisher der
Zeitpunkt der Initiierung sowie die auslosenden und perpetuierenden Mechanismen des

mukosalen Barrieredefekts bei der HIV- Infektion. Unbekannt war ebenso, inwieweit
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mukosale Immunaktivierung, HIV-induzierter Barrieredefekt und HIV-Enteropathie
reversibel sind, wenn die Virusreplikation durch eine hochaktive antiretrovirale Therapie
supprimiert wird. Ferner waren der mukosalen Immunaktivierung entgegenwirkende
immunregulatorische Mechanismen, wie z. B. regulatorische T-Zellen, bei der HIV-

Infektion bislang nicht untersucht.

1.3 Zielsetzung und Fragestellung

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, die Auswirkungen mukosaler
Infektionen auf Funktion, Struktur und Immunsystem der Darmschleimhaut zu
charakterisieren. Entsprechend der heterogenen Funktionalitét der gastrointestinalen
Mukosa: epitheliale Transport- und Barrierefunktion einerseits und immunologische
Funktion unter maf3geblicher Beteiligung des mukosalen Immunsystems andererseits,

wurden die Untersuchungen auf zwei Ebenen durchgefiihrt.

In einem reduktionistischen Ansatz wurden direkte Effekte von enteralen
Erregern auf ein isoliertes intestinale Epithel untersucht. Mit diesem Ansatz sollten durch
spezifische Erreger bzw. deren Virulenzfaktoren im Epithel induzierte, zu Barrieredefekt,
zu Hypersekretion und zu bakteriellen Translokation fithrende Mechanismen
charakterisiert werden. Anhand der Identifikation von Pathomechanismen exemplarischer
enteraler Erregern sollte dariiber hinaus ein experimentelles Infektionsmodell etabliert
werden, mit dessen Hilfe spezifische Effekte von Enteritis infectiosa-Erregern auf die
epitheliale Barriere- und Transportfunktion analysiert sowie deren molekularen
Mechanismen charakterisiert werden konnen. Hierfiir wurde ein kompartimentierter
experimenteller Aufbau gewdhlt, in dem ein Modellepithel, bestehend aus polarisiert
wachsenden Monolayern hochdifferenzierter Kolonozyten (HT—29/B6),47 eine trennende
Membran zwischen einem apikalen (entsprechend dem Darmlumen) von einem
basolateralen (entsprechend dem Interstitium) Kompartiment bildet. Mittels
elektrophysiologischen und Tracer-Flux-Experimenten konnten nun Veridnderungen der
Transport- und/oder Barrierefunktionen des Modellepithels quantitativ erfasst und
analysiert werden. Der Einsatz biochemische, mikroskopischer, immunhistochemischer,
mikrobiologischer und molekularbiologischer Methoden erlaubte die weiterfithrende
Analyse von beteiligten (molekularen) Mechanismen und Signaltransduktionswegen. Im

Einzelnen wurden mit diesem Modell folgende Fragestellungen untersucht:
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Verfiigt das Modell iiber eine funktionell aktive und Stimulus-
getriggerte,regulierte Chloridsekretion und kann somit zur Analyse
Erreger-/Toxin-bedingter Chloridsekretion genutzt werden? Ist das
HT-29/B6-Modell ein geeignetes System zur Untersuchung der
intestinalen Muzinsekretion? Hat Choleratoxin (ein prototypisches
cAMP-abhingiges bakterielles Toxin) eine direkte Wirkung auch auf
die Muzinsekretion von Kolonozyten und, falls ja, iiber welche

Signaltransduktionswege wird der Effekt ausgelost?

Induziert das inflammatorische Zytokin TNF-o. am Kolonepithel eine
Barrierestorung? Ist das HT-29/B6-Modell dazu geeignet,
Perturbationen der parazelluldren Leitfdhigkeit quantitativ abzubilden
und kann es somit als geeignetes Modell zur Analyse erregerbedingter

Barriere-Storungen des intestinalen Epithels gelten?.

Kann mit dem HT-29/B6-Modell ein bis dato unbekannter
Pathomechanismus eines enteralen Erregers identifiziert und
charakterisiert werden? Spezifisch: Wie kommt es zur Diarrhoe bei
der enteralen Aeromonas-Infektion? Welche Virulenzfaktoren und

welche epithelialen Signaltransduktionswege sind dabei beteiligt?

Kann das HT-29/B6-Modell genutzt werden, um die Translokation
pathogener Escherichia coli liber das Epithel zu charakterisieren?
Falls ja, wie ist der Translokationsweg und welche bakteriellen

Virulenzfaktoren sind dabei beteiligt?

Der bisher beschriebene Ansatz ist auf das isolierte Epithel fokussiert. Einfliisse

des lokalen Immunsystems werden — wie im Falle der Untersuchungen zum Effekt von

TNF auf die epitheliale Barrierefunktion — durch gezielten in vitro Einsatz entsprechender

Zytokine betrachtet. Um Aufschluss iiber infektionsbedingte mukosale Alterationen zu

gewinnen, wie sie in in vivo durch die Interaktion zwischen mukosalem Immunsystem und

Epithel entstehen, wurden in einem zweiten experimentellen Ansatz immunologische

Veridnderungen, Struktur und Epithel-Funktionen an nativen intestinalen

Mukosapréparaten untersucht, die bioptisch im Rahmen von Standardendoskopien des

oberen Gastrointestinaltrakts gewonnen wurden. Die Untersuchungen konzentrieren sich

dabei auf die HIV-Infektion, die eine der bedeutendsten Infektionen des Menschen
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iiberhaupt darstellt. Da innerhalb der Mukosa ausschlieBlich Immunzellen, nicht aber
Epithelzellen. von HIV produktiv infiziert werden,™ ist die HIV-Infektion sehr gut dazu
geeignet, die Auswirkungen von infektionsbedingten Veridnderungen des lokalen
Immunsystems auf die Epithelfunktion exemplarisch darzustellen. Die Untersuchungen
sind somit eine komplementire Erginzung zur Analyse epithelialer Effekte am isolierten
Darmepithel. Dariiber hinaus bestimmen die HIV-induzierten Veridnderungen innerhalb der
gastrointestinalen Mukosa die Pathogenese der Infektion entscheidend mit. Einzelnen

wurden folgende Fragestellungen untersucht:

5. Kommt es bereits im Rahmen der primédren HIV-Infektion zu einem
Immundefekt und, falls ja, welche immunologischen und epithelialen

Mechanismen sind beteiligt?

6. Ko6nnen Mechanismen identifiziert werden, die bei der chronischen
HIV-Infektion den intestinalen Barrieredefekt und die HIV-
Enteropathie aufrechterhalten und sind Barrieredefekt und

Enteropathie unter einer suppressiven antiviralen Therapie reversibel?

7. Besteht eine erhohte Expression inflammatorischer und/oder

regulatorischer Zytokine in der Mukosa HIV-Infizierter?

8. Wie verhiilt sich die Haufigkeit regulatorischer T-Zellen in der
Mukosa und im peripheren Blut HIV-Infizierter sowohl in Bezug auf
ihre Flichendichte als auch in Relation zu anderen T-Zell-Subtypen?
Wie ist der Einfluss einer suppressiven antiviralen Therapie auf die

genannten Parameter?
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2 Ergebnisse

2.1 Effekt von Choleratoxin auf die epitheliale Muzin- und
Chloridsekretion

Bei der Cholera kommt es zu einer deutlichen Steigerung der intestinalen
Muzinsekretion, die bei den Infizierten zu enteralen Kohlenhydrat- und Proteinverlusten
fiihrt und zudem die ,,Reiswasser-artige* Konsistenz der Cholera-Stiihle erklért. Zwar
konnte in fritheren Untersuchungen gezeigt werden, dass die Stimulation der
Muzinsekretion durch Choleratoxin ausgelost wird,70’ " unklar blieb aber, ob dieser Effekt
direkt an den schleimbildenden Enterozyten und Becherzellen des Epithels oder aber
indirekt unter Vermittlung subepithelialer Strukturen, wie etwa von Komponenten des
enteralen Nervensystems, > ausgelost wird. Gegen eine direkte Wirkung von Choleratoxin
auf die epitheliale Muzinsekretion sprach die bis dato geltende Annahme, dass die
geregelte Muzinsekretion Ca2+—abh'aingig erfolgt ohne Beteiligung von cAMP, dem durch

Choleratoxin am Epithel aktivierten second messenger.””

Anhand der Wirkung von Choleratoxin auf die Muzinsekretion kultivierter,
hochdifferenzierter Kolonozyten (HT-29/B6) sollte in den folgenden Untersuchungen
zunichst die Frage geklart werden, ob Choleratoxin tatsidchlich eine direkte Wirkung auf
die epitheliale Muzinsekretion ausiibt. Das gewihlte Modell schien besonder geeignet, weil
bekannt war, dass HT-29/B6-Monolayer die Fihigkeit zur aktiven Chlorid- und
Muzinsekretion besitzen.*” Da Choleratoxin eine sehr starke Wirkung auf die
Muzinsekretion der Monolayer ausiibte, galten weitere Analysen den beteiligten
Sekretions- und Signaltransdukionsmechanismen. Zusitzlich dienten die gewonnenen
Ergebnisse der weiteren Charakterisierung des HT-29/B6-Modells, insbesondere der Frage,
inwieweit das Modell Perturbationen der Chlorid- und Muzinsekretion quantitativ

abzubilden vermag.
Die Ergebnisse wurden in folgendem Artikel publiziert:

H.J. Epple, K.M. Kreusel, C. Hanski, J.D. Schulzke, E.O. Riecken, M. Fromm (1997)
Differential stimulation of intestinal mucin secretion by cholera toxin and carbachol.
Pfliigers Arch. 433: 638-647
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2.2 Induktion eines Barrieredefekts durch TNF-o im HT-29/B6-
Modell

Ein geeignetes Modell zur Charakterisierung von Diarrhoemechanismen muss
nicht nur auf sekretagoge Stimuli adiquat reagieren, sondern auch eine Quantifizierung
von Effekten auf die Durchldssigkeit der Schlussleisten ermoglichen. Um dies zu
etablieren, untersuchten wir den Effekt des inflammatorischen Zytokins TNF-a auf
Durchlissigkeit der HT-29/B6-Monolayer und auf die Struktur ihrer Schlussleistennetze.
TNF-a wurde gewihlt, weil dieses Zytokin in vorangegangenen Studien die Permeabilitt
einiger nicht-intestinaler Zelllinien erhoht hatte.”* "> Ferner kommt es bei den chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen und bei der HIV-Infektion sowohl zu erhhten TNF-a-

76-78

Spiegeln als auch zu einer deutlichen Erh6hung der Durchlissigkeit der Darmmukosa.™

%7981 Eine Beteiligung von TNF-a bei der Diarrhoe (i. S. einer Leckfluxdiarrhoe, siche
Diskussion) im Rahmen chronisch entziindlicher Darmerkrankungen oder bei der HIV-

Enteropathie erschien daher nicht unwahrscheinlich.
Die Ergebnisse wurden in folgendem Artikel publiziert:

H. Schmitz, M. Fromm, C.J. Bentzel, P. Scholz, K. Detjen, J. Mankertz, H. Bode, H.J.
Epple, E.O. Riecken, J.D. Schulzke (1999).

Tumor necrosis factor-alpha (TNFo) regulates the epithelial barrier in the human
intestinal cell line HT-29/B6. J. Cell Sci. 112: 137-146
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2.3 Mechanismus der Diarrhoe bei der enteralen Aeromonas-
Infektion

Um die Frage zu kldren, ob es mithilfe des HT-29/B6-Modells tatsédchlich
moglich ist, bislang unbekannte Pathomechanismen enteraler Infektionen zu identifizieren,
wurde in den folgenden Untersuchungen nicht der Effekt einzelner Substanzen oder
Toxine untersucht, sondern vielmehr die Auswirkung einer direkten (apikalen) Exposition
der Monolayer mit pathogenen Bakterien. Zu diesem Zweck wurden pathogene
Aeromonaden, die zuvor von Patienten mit infektioser Enteritis isoliert worden waren, dem
apikalen Kompartiment der Versuchsanordnung zugegeben und mittels
elektrophysiologischer Methoden die resultierenden Effekte auf Chloridsekretion und
epitheliale Durchléssigkeit untersucht. Aeromonas spp. sind zwar etablierte Erreger der
infektiosen Enteritis, der Pathomechanismus aber, iiber welchen die Diarrhoe ausgelost
wird, war unklar. In unseren Untersuchungen konnten wir zeigen, dass pathogene, nicht
aber apathogene Aeromonaden an dem Epithel eine aktive Chloridsekretion auslésen. In
weitergehenden Untersuchungen analysierten wir die verantwortlichen bakteriellen

Faktoren sowie die beteiligten epithelialen Mechanismen.
Die Ergebnisse wurden in folgendem Artikel publiziert:

H.J. Epple, J. Mankertz, R. Ignatius, O. Liesenfeld, M. Fromm, M. Zeitz, T.
Chakraborty, J.D. Schulzke (2004).

Aeromonas hydrophila B-hemolysin induces active chloride secretion in colon
epithelial cells (HT-29/B6). Infect. Immun. 72: 4848-4858
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2.4 Bakterielle Translokation durch Hiamolysin-induzierte fokale
Epitheldefekte

Die Aufrechterhaltung einer physischen Barriere gegen bakterielle Translokation
ist eine der wichtigsten Funktionen des Darmepithels. Bei einer ganze Reihe von schweren
Krankheitsbildern wie dem SIRS, der akuten Pankreatitis oder den chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen besteht sowohl eine abnorme Durchléssigkeit des

8284 Dennoch ist

intestinalen Epithels als auch eine vermehrte bakterielle Translokation.
relativ wenig bekannt, iiber welche Wege eine bakterielle Translokation vonstatten geht
und welche epithelialen Mechanismen dabei beteiligt sind. Ausgehend von einem
dhnlichen Ansatz wie bei den Untersuchungen zum Diarrhoemechanismus der Aeromonas-
Infektion, wurde in den folgenden Untersuchungen der Durchtritt von Escherichia coli-
Stammen durch HT-29/B6-Monolayer untersucht. Wie bei Aeromonas wurde ein
Hamolysin als entscheidender Virulenzfaktor identifiziert. Neben der Aufkldrung des
Wegs der transepithelialen Translokation zeigen diese Untersuchungen, dass das HT-

29/B6-Modell auch zur Analyse transepithelialer bakterieller Translokation gut geeignet

ist.
Die Ergebnisse wurden in folgendem Artikel publiziert:

H. Troeger, J. Richter, L. Beutin, D. Giinzel, Dobrindt, H.J. Epple, A. Gitter, M.
Zeitz, M. Fromm, J.D. Schulzke (2007).

E. coli alpha-hemolysin induces focal leaks in colonic epithelium — a novel mechanism
of bacterial translocation. Cell. Microbiol. 9:2530-2540
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2.5 Intestinale Barriere und mukosale T-Zellen bei der akuten HIV-
Infektion

Dass die chronische HIV-Infektion mit einem Barrieredefekt der intestinalen

27,30, 65, 66, 68, 80, 81, 85
- 3065, 66. 68, 80. 8L, 85 {yphekannt war

Mukosa einhergeht, ist durch zahlreiche Studien belegt.
jedoch bislang, in welchem Stadium der Infektion der Barrieredefekt initiiert wird, und
welche Mechanismen dabei beteiligt sind. In Anbetracht der bei der akuten HIV-Infektion
ablaufenden virologischen und immunologischen Veridnderungen in der intestinalen
Mukosa, ist es von besonderem Interesse, ob ein Barrieredefekt bereits in dieser frithen
Phase der Infektion getriggert wird. Aufgrund ihrer unspezifischen Klinik bleibt die akute
HIV-Infektion jedoch meistens unerkannt. Aus diesem Grund wurden die meisten

Untersuchungen zur Frithphase der Infektion am Primatenmodell durchgefiihrt.

Zwischen Januar 2002 und Dezember 2007 konnten wir in unserer Klinik neun
Patienten mit akuter HIV-Infektion (zum Zeitpunkt der Endoskopie waren 7 von 9
Westernblot-negativ, und die restlichen 3 im Stadium der beginnenden Serokonversion)
identifizieren und acht dieser Patienten in eine Studie zu den Veridnderungen von T-Zell-
Subpopulationen und Barrierefunktion der intestinalen Mukosa einschlieBen. Dabei
wurden den Patienten im Rahmen einer Endoskopie des oberen Gastrointestinaltrakts tiefe
Duodenalbiopsien entnommen und dann mittels Immunohistochemie, Immunofluoreszenz,
Durchflusszytometrie und Impedanzspektroskopie mukosale T-Zell-Subpopulationen

sowie epitheliale Parameter der Barrierefunktion analysiert.

Die Ergebnisse wurden in folgendem Artikel publiziert:

H.J. Epple, K. Allers, H. Troger, A. Kiihl, U. Erben, M. Fromm, M. Zeitz, C.
Loddenkemper, J.D. Schulzke, and T. Schneider (2010)

Acute HIV infection induces mucosal infiltration with CD4+ and CD8+ T cells,
epithelial apoptosis, and a mucosal barrier defect. Gastroenterology 139: 1289-300
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2.6 Mechanismen des HIV-induzierten Barrieredefekts

Die unbehandelte HIV-Infektion fiihrt zu einer abnormen Durchlédssigkeit des
Darmepithels und zu einer histologisch und funktionell definierten Enteropathie. Unklar
war bislang, ob HIV-induzierter Barrieredefekt und HIV-Enteropathie reversibel sind,
wenn die Virusreplikation durch eine hochaktive antiretrovirale Therapie supprimiert wird.
Unbekannt sind ferner die Mechanismen des HIV-induzierten Barrieredefekts und der
HIV-Enteropathie. Diese Fragen wurden in der vorliegenden Arbeit durch
elektrophysiologische, molekularbiologische, histologische und immunologische Analysen
von endoskopisch gewonnenen Darmbiopsaten chronisch HIV-Infizierter untersucht. Die
Ergebnisse belegen in mehrfacher Weise die Wechselwirkungen zwischen mukosaler
Immunaktivierung und Struktur und Barriere-Funktion der Mukosa. Sie zeigen ferner, dass
Barrieredefekt und Zottenatrophie unter einer suppressiven antiretroviralen Therapie

reversibel sind.
Die Ergebnisse wurden in folgendem Artikel publiziert:

H.J. Epple, T. Schneider, H. Troeger, D. Kunkel, K. Allers, V. Moos, M. Amasheh, C.
Loddenkemper, M. Fromm, M. Zeitz, and J.D. Schulzke (2009).

Impairment of the intestinal barrier is evident in untreated but absent in
suppressively treated HIV-infected patients. Gut 58: 220-227
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2.7 Erhohte Zytokinexpression in der Kolonmukosa von HIV-
Infizierten

Nicht nur unsere eigene Arbeit (siehe 2.6) sondern auch andere Untersuchungen
zeigen, dass in der chronischen HIV-Infektion eine mukosale Zytokinaktivierung zum
HIV-induzierten Barrieredefekt beitriigt.”” ¥ Zum AusmaB der mukosalen

Zytokinproduktion bei der HIV-Infektion liegen aber kontroverse Daten vor.?- 5 881

Da die bestehende Diskrepanz u. a. auch durch vorhandene bzw. supprimierte
Virusreplikation erklirt werden konnte, wurden in der folgenden Studie in Kolonbiopsien
unbehandelter HIV-infizierter Patienten die mRNA-Expression inflammatorischer und
regulatorischer Zytokine untersucht und mit derjenigen von HIV-negativen Kontrollen

bzw. behandelten HIV-Infizierten verglichen.
Die Ergebnisse wurden in folgendem Artikel publiziert:

H. Schulbin, H. Bode, H. Stocker, W. Schmidt, T. Zippel, C. Loddenkemper, E.
Engelmann, H.J. Epple, K. Arastéh, M. Zeitz, and R. Ullrich (2008).

Cytokine expression in the colonic mucosa of HIV-infected individuals before and
during nine months of antiretroviral therapy. Antimicrob. Agents Chemother. 52:
3377-84
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2.8 Zunahme regulatorischer T-Zellen in der Diinndarmmukosa von
HIV-Infizierten

Wie unsere Ergebnisse belegen, kann eine iiberschielende mukosale
Immunaktivierung zu erheblichen Schidigungen der Mukosa fithren. Aus diesem Grund
unterliegt die mukosale Immunreaktion verschiedenen Regelmechanismen, die eine
unkontrollierte Immunaktivierung verhindern sollen. Als wichtige Gegenspieler der
Immunaktivierung wurden in der letzten Dekade regulatorische T-Zellen identifiziert.”* >
o4 Phénotypisch und funktionell konnen verschiedene Typen regulatorischer T Zellen
unterschieden werden. Am besten untersucht sind so genannte natiirliche regulatorische T-
Zellen, die durch Expression der Oberflichenmarker CD4 und CD25 sowie des

Transkriptionsfaktors FoxP3 phénotypisch charakterisiert werden konnen.

Natiirliche regulatorische T-Zellen sind dazu in der Lage, die Aktivierung,
Proliferation und Effektorfunktion sowohl von CD4 als auch von CD8 T Zellen zu
hemmen.” > Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Inaktivierung selbst-reaktiver T-
Zellen” aber auch in der Kontrolle der Immunantwort bei chronischen Infektionen.”* %
Beziiglich ihrer Rolle bei der HIV-Infektion existierten widerspriichliche Ansichten.
Ergebnisse von Studien deuteten einerseits darauf hin, dass natiirliche regulatorische T
Zellen der chronischen Immunaktivierung und somit der Krankheitsprogression
entgegenwirken.97’ % Andererseits wurden sie mit der Insuffizienz der HIV-spezifischen

Immunantwort in Verbindung gebralcht.gg'91

Bisher gab es jedoch kaum Daten zur Verteilung von regulatorischen T-Zellen in
lymphatischem Gewebe, dem Ort der HIV-Replikation. Insbesondere war die Haufigkeit
regulatorischer T-Zellen im Gastrointestinaltrakt — einem Schliissel-Kompartiment der
HIV-Immunpathogenese — unbekannt. Da die natiirlichen regulatorischen T Zellen eine
Grofteil ihrer Wirkung iiber direkten Zell-Zell-Kontakt ausiiben, sind derartige Daten
unverzichtbar, um zu einer wirklichen Einschétzung ihrer Rolle in der HIV-Infektion zu
kommen. In der vorliegenden Untersuchung wurde die Haufigkeit natiirlicher (CD25-
positiver, FoxP3-positiver) regulatorischer T-Zellen in der Duodenalmukosa und im
peripheren Blut von unbehandelten HIV-infizierten Patienten bestimmt und mit derjenigen
von suppressiv behandelten HIV-infizierten Patienten und HIV-negativen Kontrollen

verglichen.
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Die Ergebnisse wurden in folgendem Artikel publiziert:

H.J. Epple*, C. Loddenkemper*, D. Kunkel*, H. Troeger, J. Maul, V. Moos, E. Berg,
R. Ullrich, J.D. Schulzke, H. Stein, R. Duchmann, M. Zeitz, T. Schneider (2006).

(* equally contributing)

Mucosal but not peripheral FOXP3+ regulatory T cells are highly increased in
untreated HIV infection and normalize after suppressive HAART. Blood 108: 3072-
3078
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3 Diskussion

Die Symptomatologie mukosaler Infektionen des Intestinums wird im
Wesentlichen durch Funktionsstérungen des Darmepithels bestimmt und duBert sich meist
als Diarrhoe. Unabhingig davon, ob die primire Zielstruktur der Infektion in der
Epithelschicht selbst oder im Subepithel lokalisiert ist, sind es letztlich molekulare
und/oder zelluldre Verdanderungen im Epithel, die zur Diarrhoe fiithren. Die Bedeutung
mukosaler Infektionen der intestinalen Schleimhaut erschopft sich aber nicht allein in
threm Vermogen, Diarrhoe auszuldsen. So spielt die Translokation von Bakterien iiber eine
kompromitierte epitheliale Barriere bei einer Vielzahl von teils schweren systemischen
Entziindungszustinden eine groBe Rolle.**™* Und schlieBlich fiihrt die HIV-Infektion — die
mit einiger Berechtigung primér als mukosale Infektion betrachtet werden kann — zu
gravierenden Verdanderungen innerhalb des Mukosa-asoziierte Immunsystem des Darms
mit konsekutiven Auswirkungen auf die Barrierefunktion des Epithels, deren Stérung
ihrerseits einen signifikanten Einfluss auf die Pathogenese und Progression der HIV-

Infektion ausiibt.!

In Anbetracht dieser die komplexen Funktionen der intestinalen Mukosa
wiederspiegelnden, unterschiedlichen Qualitidten mukosaler Infektionen, ist es notwendig,
die Auswirkungen derartiger Infektionen auf mehreren Ebenen zu betrachten. Sinnvoll
erscheint, bei zur Diarrhoe fiihrender Infektion zunichst den vorliegenden
Diarrhoemechanismus auf epithelialer Ebene zu kldren. Denn aus der an
Pathomechanismen orientierten Zuordnung ergeben sich unmittelbare Hinweise sowohl auf
die beteiligten epithelialen Signaltransduktionsmechanismen als auch beziiglich der Frage,
ob die beobachteten epithelialen Effekte am Epithel selbst oder indirekt, unter Vermittlung

subepithelialer Strukturen vermittelt werden.

Zur Charakterisierung epithelialer Verdnderungen bei enteralen Infektionen
wurde in der vorliegenden Arbeit ein Zellkultur-basiertes Infektionsmodell etabliert, mit
dem erregerbedingte Effekte auf Chlorid- und Muzinsekretion sowie auf die epitheliale
Permeabilitdt mit hoher Auflosung detektiert und quantifiziert werden konnen. Zudem
ermdglicht das Modell die Aufkldarung von Signaltransduktionswegen, qualitative und
quantitative Analysen der SchluB3leistenzusammensetzung und die Bestimmung der
epithelialen Apoptoserate. Wie in den durchgefiihrten Untersuchungen deutlich wurde, ist

dieses Modell gut dazu geeignet, gemil der oben prinzipiell skizzierten Vorgehensweise
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epitheliale Schidigungsmuster bei mukosalen Infektionen abzubilden und somit einer
weiter gehenden Analyse zugédnglich zu machen. Hierbei lassen sich charakteristische

Muster der Epithelschadigung voneinander abgrenzen.

3.1 Epitheliale Schidigungsmuster bei mukosalen Infektionen

Grundsitzlich kommt es zur Diarrhoe, wenn die physiologische Bilanz zwischen
Resorption und Sekretion von Elektrolyten und Wasser zugunsten der Sekretion
verschoben ist, sodass es zur Zunahme von Stuhlwassergehalt und —volumen kommt.

Dabei konnen folgende pathophysiologischen Mechanismen unterschieden werden: *°

® Motilitdtsbedingte Diarrhoe: Zu kurze Resorptionszeit durch

beschleunigter Darmpassage des Chymus (z. B. bei Hyperthyreose);

¢ Osmotische Diarrhoe: Osmotische Wirkung primér nicht-resorbierbarer

Substanzen (z. B. Didt-Zucker);

e Malabsorptive Diarrhoe: Pathologisch verminderte aktive Solut- und

Wasserresorption;

e Sekretorische Diarrhoe: Pathologisch gesteigerte aktive Solut- und

Wassersekretion;

¢ Leckflux-Diarrhoe: Pathologisch gesteigerte parazelluldre Solut- und

Wassersekretion.

Die Pathomechanismen der infektiosen Diarrhoe fallen nahezu ausschlieBlich in
die Kategorien der Sekretorischen und der Leckflux-Diarrhoe. Einige Formen der
infektiosen Diarrhoe enthalten zwar auch eine malabsorptive Teilkomponente, diese tritt
von ihrer Bedeutung fiir die Gesamtbilanz der transepithelialen Volumenverschiebung
gegeniiber den beiden erstgennanten jedoch meist in den Hintergrund.40 Eine korrekte
Zuordnung zu den o. g. Diarrhoemechanismen ist ein wichtiger Schritt in der Aufkldrung
der Pathogenese der jeweiligen Infektion, weil sie eine Einengung der in Frage
kommenden vom jeweiligen Erreger attackierten Zielstrukturen erlaubt. Beispielsweise
liegt der sekretorischen Diarrhoe meist eine Uberstimulation der aktiven Chloridsekretion

zugrunde mit passiver, d. h. dem osmotischen Gradienten folgender Sekretion von Wasser.
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Auf zellulidrer Ebene wird die Chloridsekretion iiber mehrere second messenger-Systeme

reguliert, die die Aktivitét der apikalen Chloridkanile verindert.

Ein klassisches Beispiel fiir die sekretorische Diarrhoe liegt bei der Cholera vor.
Nach Aufnahme der Erreger (Vibrio cholerae) und einer variablen Inkubationszeit von
Stunden bis Tagen kommt es zur massiven Diarrhoe mit Fliissigkeitsverlusten von bis zu
20 I/d. Schleimbeimengungen bedingen dabei die typische ,,Reiswasser-artige* Konsistenz
der Cholera-Stiihle. Der wichtigste Virulenzfaktor der Vibrionen ist das so genannte
Choleratoxin, das durch starke Stimulation der aktiven Chloridsekretion die schwere
sekretorische Diarrhoe verursacht.*” Die Sequenz der zur pathologischen Chloridsekretion
fithrenden Ereignisse ist im Detail aufgekldrt. Nach Bindung des Toxins an das Gangliosid
GM, auf der apikalen Enterozytenmembran und nachfolgender Translokation katalysiert
die aktive Toxin-Untereinheit eine ADP-Ribosylierung der a-Untereinheit des
stimulatorischen heterotrimeren G-Proteins mit der Folge einer permanenten Stimulation
der Adenylaltzyklase.42 Das im UbermaB gebildete cAMP stimuliert dann direkt die
Offnung eines cAMP-abhingigen apikalen Chloridkanals (CFTR).*" %

Die Kenntnis dieser Mechanismen machten wir uns bei der Aufkldrung der
Wirkung von Choleratoxin auf die Muzinsekretion zunutze. Wie sich in unseren
Untersuchungen zeigte, induziert Choleratoxin an den HT-29/B6-Zellen neben der
elektrogenen Chloridsekretion auch die Muzinsekretion. Anders als die Ca**-abhiingige
transitorische Muzinsekretion, persistierte die durch Choleratoxin induzierte
Muzinsekretion iiber den gesamten Inkubationszeitraum. Simultan beobachteten wir eine
anhaltenden Erhohung des intrazelluliren cAMP. Ferner konnte durch einen Hemmer der
Proteinkinase A die Choleratoxin-induzierte Sekretion inhibiert werden. Diese Ergebnisse
sprechen stark dafiir, dass Choleratoxin iiber Erhohung von cAMP nicht nur die epitheliale
Chlorid-. sondern auch auf die epitheliale Muzinsekretion stimuliert. Vor unserer
Untersuchung war man noch davon ausgegangen, dass die Muzinsekretion im Intestinum
im Wesntlichen iiber die Erhhung des intrazelluliren Ca®* reguliert wird.”* Unseren
Ergebnissen zufolge triggert Ca®* die pulsatile Freisetzung priformierter Muzine aus
Speichegranula, wiahrend cAMP die konstitutive Freisetzung neu synthetisierter Mucine
reguliert. Dariiber hinaus belegen die erzielten Ergebnisse, dass das HT-29/B6-Modell zur
Quantifizierung von sekretagogen Stimuli auf die intestinale Chlorid- und Muzinsekretion

genutzt werden kann.'"!
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Gleichartige mechanistische Uberlegungen wie fiir die Chlorid- und
Muzinsekretion konnen auch fiir die Leckfluxdiarrhoe angewendet werden. Allerdings sind
die potentiellen zelluldren Ziele fiir mikrobielle Virulenzfaktoren deutlich diverser als bei
der sekretorischen Diarrhoe. Zur Bewertung des HT-29/B6-Modells als experimentelles
System fiir enterale Infektionen war es daher zunichst wichtig zu klédren, inwieweit das
Modell Modulationen der parazelluldren Durchlidssigkeit tiberhaupt quantitativ erfassen
kann. Tatsédchlich fand sich nach Behandlung der HT-29/B6-Zellen mit TNF-o eine
80%ige Reduktion des transpeithelialen Widerstands, die in Abwesenheit einer aktiven
Sekretion und Intaktheit des Monolayers durch Erhohung der parazelluldren
Durchlissigkeit verursacht sein musste.'' Somit konnen im HT-29/B6-Modell die
wichtigsten Pathomechanismen der infektiosen Diarrhoe — aktive Chlordsekretion und
erhohte parazelluldre Leitfahigkeit — ausgelost und quantifiziert werden. Ferner konnte
erstmals gezeigt werden, dass das inflammatorische Zytokin TNF-o durch Erhéhung der

epithelialen Permeabilitit eine Leckfluxdiarrhoe verusachen kann.'’

Nach Identifizierung einer erregerbedingten Diarrhoe als Leckfluxdiarrhoe ist zur
weiteren mechanistischen Zuordnung die Frage zu klédren, ob die Leckfluxdiarrhoe durch
Zelluntergang von Enterozyten oder durch Modifikation der Schlussleisten hervorgerufen
wird. Im ersten Fall ist das Spektrum der zu Nekrose oder vermehrter Apoptose fithrenden
pathogenen Stimuli zu beriicksichtigen. Im zweiten Fall gilt es herauszufinden, welche am
Aufbau der Schlussleisten beteiligten strukturellen oder regulatorischen Komponenten von
der Interaktion zwischen Wirtszelle und mikrobiellen Virulenzfaktoren betroffen sind. Im
Falle von TNF-a fand sich elektronenmikroskopisch eine Verschmélerung des
SchluBleistennetzes,'' sodass, wie Folgestudien aus unserer Arbeitsgruppe bestﬁtigt,s’ 102
eine Wirkung von TNF-o auf Expression und Zusammensetzung der tight junction
Proteine gezeigt werden konnte. In einer spéateren Untersuchung wurde zudem gefunden.
dass TNF-o auch epitheliale Apoptosen induziert, sodass das Zytokin die parazellulire
Durchléssigkeit tiber zwei Mechanismen — Steigerung von SchluBlleistenpermeabilitédt und
epithelialer Apoptoserate - erhoht.” Inzwischen wird die Beeintriichtigung der intestinalen
Barrierefunktion durch TNF-a als ein an der Pathogenese von chronisch entziindlichen

4,34

Darmerkrankungen zentrale beteiligter Mechanismus gesehen. Und, wie unsere

eigenen Untersuchungen zeigen: auch bei der Genese des HIV-induzierten mukosalen

Barrieredefekts spielt dieses inflammatorische Zytokin vermutlich eine wichtige Rolle.'”
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Nachdem sich gezeigt hatte, dass das HT-29/B6-Modell die wichtigsten
Pathomechanismen der Erreger-induzierten Diarrhoe abzubilden vermag, wurde das
experimentelle System dazu benutzt, den bis dato unbekannten Pathomechanismus der
Aeromonas-induzierten Diarrhoe aufzuklidren. Um die in vivo vorliegende Situation zu
modellieren, wurden pathogene Aeromonaden dem apikalen (=luminalen) Kompartiment
der Versuchsanordnung zugegeben. Durch die diesen Ansatz konnen sowohl Effekte, die
durch eine Interaktion der Bakterien mit den Epithelzellen hervorgerufen werden (wie
etwas Adhidsion und/oder Injektion von bakteriellen Proteinen iiber einen Typ III-
Sekretionsmechanismus) wie auch solche, die durch bakterielle Exotoxine verursacht
werden erfasst werden. Tatsdchlich kam es durch apikale Inkubation der Erreger mit dem
Epithel zu einer aktiven Sekretion von Chlorid, sodass die durch Aeromonas ausgeloste
Diarrhoe dem Typus der sekretorischen Diarrhoe zugeordnet werden konnte.'™
Weitergehende Analysen erbrachten jedoch deutliche Unterschiede zum oben dargelegten
Diarrhoemechanismus bei der Cholera. Als auslosender Virulenzfaktor der Aeromonas-
induzierten Diarrhoe konnte namlich ein 3-Hadmolysin ausgemacht werden, das -
vermutlich durch Einbau von Poren in die apikale Zellmembran der Kolonozyten - eine
Chloridsekretion hervorruft, die nicht durch cAMP oder Ca** sondern zumindest partiell
durch die Proteinkinase C reguliert wird.'® Obwohl aus den Ergebnissen
epidemiologischer Untersuchungen bereits vermutet worden war, dass das Aeromonas-

105, 10
5106 wurde durch

Héamolysin ein wichtiger Virulenzfaktor des Erregers sein konnte,
unsere Untersuchung erstmals der Pathomechanismus identifiziert, iiber den das

Hamolysin am Epithel eine Sekretion auslost.

Den fiir die Aeromonas-Studie skizzierten experimentellen Grundaufbau
erweiternd, wurde in einer nachfolgenden Studie nach apikaler Zugabe verschiedener
Escherichia coli-Stamme die Translokation ins basolaterale Kompartiment quantifiziert.
Von den getesteten Stammen zeigte sich nur bei einem Stamm eine signifikante
Translokation. In eingehenden Analysen wurde erneut ein Himolysin als der fiir die
bakterielle Translokation entscheidende Faktor identifiziert. In der Konfokalmikroskopie
wurden kleine Defekte innerhalb der epithelialen Monolayer als Durchtrittstelle gefunden.
Derartige Defekte wurden nur durch Himolysin-sezernierende Stimme, nicht aber durch
deren Himolysin-defekte Knock-Out-Varianten induziert."”” Zusammenfassend belegen
die epithelialen Reaktionen auf pathogene Aeromonaden und auf Himolysin-
exprimierende E. coli, dass bakterielle Himolysine als wichtige enteropathogene

Virulenzfaktoren in Betracht gezogen werden miissen.
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3.2 HIV-Infektion, Barrierefunktion und mukosale
Immunaktivierung

Bei vielen Infektionen werden epitheliale Verdnderungen primér nicht am Epithel
selbst, sondern indirekt, d. h. durch Vermittlung subepithelialer Strukturen ausgelbst.40
Durch die enge Verzahnung zwischen immunologischen und funktionellen Aspekten der
Mukosa kommt hierbei dem lokalen Immunsystem des Darmes eine herausragende
Bedeutung zu. Besonders deutlich werden diese Zusammenhinge bei der HIV-Infektion,
die mit massiven Verdnderungen im mukosalen Immunsystem einhergeht, ohne dass die
Epithelzellen produktiv infiziert sind. Dennoch kommt es durch die HIV-induzierten
Veridnderungen im Mukosa-assoziierten Immunsystem des Darmes zu signifikanten
Verinderungen epithelialer Barrierefunktionen, die wiederum entscheidend auf die

Immunpathogenese der HIV-Infektion zuriickwirken.

In mehreren Studien wurden bei unbehandelten HIV-infizierten Patienten und
auch bei Primaten mit progressiver SIV-Infektion erhohte Serumkonzentrationen von
Liopolysacchariden oder anderen Bestandteilen gramnegativer Bakterien gefunden.3 0. 108-
19 Es zeigte sich zudem eine Assoziation der Serumspiegel dieser Antigene mit Markern
einer systemischen Immunaktivierung.”® '® % Aus diesen Daten wurde geschlossen, dass
die HIV-Infektion einen Defekt der intestinalen Mukosabarriere induziert, die eine
Translokation bakterieller Antigene aus dem Darmlumen zur Folge hat. **3" %1% Dje
vermehrte systemische Exposition gegeniiber bakteriellen Antigenen gilt inzwischen als
einer der wichtigesten Mechanismen der chronischen Immunaktivierung,”” ' die
wiederum als treibende Kraft der progressiven Immundepletion bei der HIV Infektion

. 111
angesehen wird.

In Ubereinstimmung mit diesem Modell fand sich bereits in ilteren Studien
Hinweise fiir eine abnorme Durchlissigkeit des Darmepithels bei der HIV-Infektion. ** 2
Da dieser funktionelle Defekt auch unabhiingig von opportunistischen Infektionen oder
anderen Sekundirerkrankungen der HIV-Infektion beobachtet wurde, wird er offenbar
durch die HIV-Infektion selbst, bzw. die mit ihr einhergehenden immunologischen

80,112 Naheliegend war die Vermutung, dass die bei der HIV-

Verinderungen induziert.
Infektion regelhaft und friih auftretende Depletion mukosaler CD4 Zellen iiber eine
gestorte Pathogenkontrolle zu dem Defekt der intestinalen Mukosabarriere fiihrt.”’

Tatsédchlich interpretierten die meisten Autoren die erhoht gefundenen LPS-Spiegel als
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Surrogat einer durch mukosalen CD4 T Zellverlust gestorten intestinalen Barriere. 30. 31 108-

110

Direkte Untersuchungen der Barrierefunktion des intestinalen Epithels bei der
HIV-Infektion gab es aber bislang nur wenige. Die meisten diesbeziiglichen Studien
bedienen sich vielmehr einer indirekten Analyse, in der nach oraler Gabe einer Testlosung
verschiedener teils resorbierbarer, teils nicht-resorbierbarer Saccharide deren
Wiederfindungsrate im Urin als Mal3 der intestinalen Resorptionsleistung bzw.
Permeabilitit genommen wird.'>"''® Mithilfe derartiger in vivo Tests sind zwar pauschale
Aussagen iiber die Resorptionsleistung bzw. die Permeabilitit des gesamten Diinndarms
moglich, fiir eine detaillierte Analyse der beteiligten immunologischen und epithelialen
Mechanismen sind sie jedoch ungeeignet. Ein weiterer Nachteil dieser in vivo Methode ist
die gro3e Zahl potentieller StorgroBen: intestinale Transitzeit, Blutfluss im
Splanchnikusgebiet, enterale Bakterienflora und Nierenfunktion u.a.m. Ex vivo
durchgefiihrte elektrophysiologische Analysen von endoskopisch gewonnenen
Diinndarmproben, wie sie in den vorliegenden Arbeiten durchgefiihrt wurden, erlauben
hingegen sowohl eine prizise Quantifizierung der Barrierefunktion mit definiertem

Flachenbezug als auch eingehende immunologische und mechanistische Untersuchungen.

Daher verwendeten wir eine elektrophysiologische ex vivo Versuchsanordnung,
um die Barrierefunktion des Diinndarmepithels bei acht Patienten mit frither akuter HIV-
Infektion (Endoskopie bei 6 von 8 Patienten noch vor Serokonversion) zu untersuchen.
Mittels Impedanzspektroskopie und Mannitol-Fluxen konnten wir dabei erstmals zeigen,
dass der HIV-induzierte Barrieredefekt bereits in diesem frithen Stadium der Infektion voll
ausgebildet ist. Interessanterweise fanden wir bei diesen Patienten eine erhohte Zahl
mukosaler CD4 T Zellen in scheinbarem Widerspruch zu fritheren Studien, die einen
Verlust mukosaler CD4 T Zellen wihrend der retroviralen Primirinfektion berichteten.”>
63-117 Eine kritische Durchsicht der publizierten Daten zeigte aber, dass im SIV-Modell
durchaus ein Anstieg mukosaler CD4 T Zellen in der frithen Primérinfektion beobachtet
wurde, der allerdings bei durchflusszytometrischer Quantifizierung durch einen
gleichzeitig ablaufenden Anstieg mukosaler CD8 T Zellen teilweise verschleiert wurde. >
5964 118 119 Bin Vergleich unserer Daten mit Ergebnissen friiherer Studien zu mukosalen
CD4 T Zellen bei der akuten HIV-Infektion ist aber schwer zu ziehen, weil in fritheren
Studien sowohl Patienten in der Serokonversion, Patienten mit kompletter Serokonversion

und Patienten mit schon ldnger (Monate) zuriickliegender Serokonversion
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eingeschlossenen wurden. Da bei der akuten HIV-Infektion in rascher zeitlicher Abfolge
dramatische Veridnderungen im systemischen und auch mukosalen Immunsystem ablaufen,
ist aber insbesondere der klar definierte Bezug auf das aktuelle Stadium der
Primérinfektion zum Zeitpunkt der Untersuchung von entscheidender Bedeutung. 2> %"
120 Wir vermuten daher, dass die Zunahme mukosaler CD4 Zellen vermutlich nur bei
Biopsientnahme in der frithen akuten Primirinfektion (vor / innerhalb der Serokonversion,
vor Ereichen des Viral Set Point) zu erfassen ist, wihrend kurze Zeit spéter der CD4

Zellverlust aus der Mukosa apparent wird.

Phinotypisch entsprachen die mukosalen CD4 T Zellen bei unseren Patienten mit
akuter HIV-Infektion mehrheitlich aktivierten Effektor-Memory-Zellen, den ,,idealen”
Zielzellen fiir das HIV. Die Abwesenheit von Proliferationszeichen sprach dafiir, dass
diese aktivierten CD4 T Zellen in der frithen Primirinfektion in die Mukosa einwandern,
wo sie dann in der spiteren Phase der Primérinfektion depletiert werden. Ebenso fanden
wir bei den Patienten mit akuter HIV-Infektion eine Zunahme mukosaler Perforin-positiver
CDS8 T Zellen. Auch dieser Befund war neu, da — wie von uns und auch von anderen
gezeigt wurde - in der chronischen Infektion die mukosale Perforin-Expression verloren

geht 121, 122

Die Dichte der Perforin-positiven CD8 T Zellen korrelierte dabei mit einer
Zunahme von Apoptosen in der Lamina epithelialis. Die Erhhung der epithelialen
Apoptoserate ist somit das pathophysiologische Korrelat, ,,die epitheliale Endstrecke”, der
in der akuten HIV-Infektion ausgelosten Barrierestorung. Zusammenfassend fiihrt nach
unseren Daten die akute HIV-Infektion zu einer Einwanderung von aktivierten CD4- und
CD8-positiven T Zellen in die intestinale Mukosa. Bereits in diesem frithen Stadium der
Infektion kommt es durch Perforin-induzierte epitheliale Apoptosen zur Ausbildung eines

mukosalen Barrieredefekts.

Obwohl der beschrieben Ablauf die Initiierung des HIV-induzierten
Barrieredefekts zu erkldren vermag, bietet er doch keine Erklédrung fiir die Perpetuierung
des Barrieredefekts in der chronischen Infektion, da - wie bereits erwahnt - die Perforin-
Expression der mukosalen CD8 T Zellen im Verlauf der Infektion verloren geht. Mittels
Impedanz-Spektroskopie und Tracerfluxexperimenten demonstrierten Stockmann et al.
bereits in den 1990er Jahren bei der chronischen HIV-Infektion eine definierte

. . . 80, 123
Barrierestorung des Diinndarms.™

Diesen Befund konnten wir an einer Gruppe
unbehandelter chronisch HIV-Infizierter bestdtigen. Zusétzlich fanden wir bei diesen

Patienten als strukturelles Korrelat der Barrierestorung eine erhohte epitheliale
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Apoptoserate sowie permeabilitdssteigernde Verdnderungen der tight junction-
Proteinzusammensetzung. Obwohl die mukosalen CD4 T Zellen bei den unbehandelten
Patienten erwartungsgemaif erniedrigt waren, fand sich — als Ausdruck einer mukosalen
Immunaktivierung — eine erhohte Zahl mukosaler CD8 T Zellen wie auch eine gesteigerte
mukosale Produktion inflammatorischer Zytokine. Der Barrieredefekt, die Veridnderungen
der tight junction Proteine, die epitheliale Apoptoserate und die gesteigerte mukosale
Zytokinproduktion waren unter einer suppressiven antiretroviralen Therapie reversibel.
Diese Studie zeigte erstmals, dass sich der HIV-induzierte Barrieredefekt der intestinalen
Mukosa unter einer suppressiven antiviralen Therapie zuriickbilden kann. Ferner definierte
sie zentrale Komponenten des Mechanismus, mit welchem der Barrieredefekt bei der
chronischen Infektion aufrecht erhalten wird. Anders als bei der akuten Infektion sind es
hier mukosale Zytokine, die eine entscheidende Rolle spielen, und neben der epithelialen

Apoptose treten auch Permeabilitits-steigernde Verdnderungen an den tight junctions auf.

Dass inflammatorische Zytokine wie TNF- iiber die genannten epithelialen
Veridnderungen einen Barrieredefekt der Darmmukosa unterhalten kénnen, ist durch
zahlreiche Studien gut belegt.>®*-27- 12412 Op aber die mukosale Produktion von
Zytokinen bei der HIV-Infektion tatsdchlich hochreguliert ist, war bisher kontrovers
beurteilt worden. So fand sich in mononukleiren Zellen, die aus dem Kolon HIV-
infizierter Patienten isoliert worden waren keine erhdhte Produktion von Zytokinen.'** '%
In unserer eigenen Studie hingegen war — in Ubereinstimmung mit den Befunden anderer
Arbeitsgruppen - 29.86.87.128 'boi HIV-Infizierten die mRNA Expression in der

12 .
° Da die aus der Mukosa

Kolonmukosa fiir eine ganze Reihe von Zytokinen erhoht.
isolierten Zellen aus dem Netzwerk des lokalen Immunsystems herausgeldst wurden,
konnte die fehlenden Stimulation durch andere Immunzellen eine mégliche Ursache fiir
diese Diskrepanz sein. In Einklang mit dieser Uberlegung fanden wir eine gesteigerte
Zytokinsekretion von Mukosabiopsien, in denen sich die Zytokinproduzentenin sozusagen

in ihrer physiologischen Umgebung befanden.

Zusammenfassend ist die Aktivierung des mukosalen Immunsystems der
entscheidende auslosende Faktor fiir den Barrieredefekt der Darmmukosa bei der HIV-
Infektion. In der frithen Phase der Primérinfektion ist die mukosale Immunaktivierung
durch zelluldre Komponenten (aktivierte CD4 und CD8 T Zellen) und die zytotoxische
Wirkung von CD8 T Zellen vermittelt. Ferner findet sich, wie in einer SIV-Studie gezeigt

wurde, eine Hochregulierung von Genen, die mit einer inflammatorischen Reaktion
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assoziiert sind, bei gleichzeitiger verminderter Expression von Genen, die zur
Aufrechterhaltung der epithelialen Barriere beitragen.''” Bei der chronischen Infektion
steht die mukosale Zytokinaktivierung im Vordergrund mit gesteigerter mukosaler
Expression einer ganzen Reihe von proinflammatorischen Zytokinen und -Chemokinen
22919 ' wobei die Infiltration der intestinalen Lamina propria mit CD8-Zellen auch bei
fortschreitendem Immundefekt persistiert. 2> 2" 1% Strukturelle Korrelate der epithelialen
Barrierestorung sind verdnderte Zusammensetzung der SchluBleistennetze bei der

chronischen und gestigerte epitheliale Apoptoserate bei der akuten und chronischen HIV-

Infektion.

Nach aktuellen Forschungsergebnissen ist die Immunaktivierung aber nicht nur
Ursache, sondern auch Folge der HIV-induzierten Barrierestorung. Die bei Barrieredefekt
pathologisch gesteigerte Translokation bakterieller Antigene aus dem Darmlumen
befordert namlich nicht nur die mukosale, sondern auch die systemische
Immunaktivierung.’' Interessanterweise waren bei der SIV-Infektion von Rhesusaffen
(rhesus macaques), die ein der HIV-Infektion vergleichbaren Krankheitsverlauf mit dem
Endstadium der erworbenen Immunschwiche aufweisen, ebenfalls erhohte LPS-Spiegel
und eine damit assoziierte Immunaktivierung nachzuweisen. Dies war aber nicht der Fall
bei der nicht-pathogenen SIV-Infektion der Rufmangaben (sooty mangabeys) und Griinen
Meerkatzen (African green monkeys), bei denen trotz produktiver retroviraler Infektion
weder bakterielle Translokationsphinomene noch Zeichen der Immunaktivierung oder
Immundepletion gefunden werden.”® Eine weitere aktuelle Primaten-Studie zeigte einen
Zusammenhang zwischen erhohter Darmpermeabilitit, epithelialen Apoptosen, Serum
LPS-Spiegeln und Krankheitsprogression.'>' Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen,
dass allein die produktive retrovirale Infektion nicht ausreicht, um eine progressiven
Immundefekt hervorzurufen. Die zum Immundefekt fithrenden retroviralen Infektionen
sind vielmehr durch eine systemische Immunaktivierung charakterisiert und diese wird zu
einem guten Teil durch Translokation bakterieller Antigene iiber einen Barrieredefekt des

Darmepithels unterhalten.*®?" %2

Aus der beschriebenen wechselseitigen Forderung von Barrieredefekt und
mukosaler / systemischer Immunaktivierung ergibt sich die Frage nach Mechanismen, die
einer Eskalation dieses positiven Wechselkreises entgegen wirken. In diesem
Zusammenhang ist eine Subpopulation der CD4-positiven T-Zellen von Interesse, die so

genannten regulatorischen T-Zellen (T,.,). Wie in den letzten Jahren gezeigt werden
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konnte, iiben Ty, eine ddmpfende, regulierende Wirkung auf andere T-Zellen aus und
spielen dadurch eine groBe Rolle in der Verhinderung von Immunreaktionen auf
Nahrungsbestandteile.'*® Untersuchungen an Patienten mit chronisch entziindlicher
Darmerkrankung deuten ferner darauf hin, dass eine verminderte Gegenregulation durch
eine zu geringe Zahl mukosaler T, zur Unterhaltung des Entziindungsprozesses bei diesen
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Patienten beitrdgt. * Zudem korrelierte eine erhohte Frequenz von T, im peripheren Blut

HIV-Infizierter mit einem besseren Immunstatus und auch Verlauf der Erkrankung,go’ 91,135
sodass eine gegen die Immunaktivierung gerichtete Wirkung der T, auch bei der HIV-

Infektion moglich erscheint.

Zur Rolle regulatorischer T-Zellen im mukosalen Immunsystem lagen dagegen
keine Daten vor. Dariiber hinaus waren die Auswirkung einer suppressiven hochaktiven
antiretrovirale Therapie auf die die Hiufigkeit mukosaler regulatorischer T-Zellen
unbekannt. In unserer Studie wurden erstmalig Daten zur mukosalen Héaufigkeit von
regulatorischen T-Zellen bei der HIV-Infektion vorgelegt. Bei unbehandelten Patienten
fand sich eine dramatischen Zunahme der regulatorischen T-Zellen in der intestinalen
Mukosa, die sich nach effektiver Suppression der HIV-Replikation auf das Maf} nicht-
HIV-Infizierter zuriicklbildete."*® Da sich die mukosale Immunaktivierung und der
Barrieredefekt nach Suppression der HIV-Replikation durch eine hochaktive antiretrovirale
Therapie ebenfalls normalisierten, konnte die erhohte Zahl regulatorischer T-Zellen bei
unbehandelten HIV-Patienten Ausdruck einer bei gestorter Barriere und vermehrter
Antigen-Translokation einsetzenden immunologischen Gegenregulation sein, deren Ziel es
ist, die mukosale Immunaktivierung und die mit ihr einhergehende epitheliale Schiadigung

und deren ungiinstige Auswirkungen zu begrenzen.

Insgesamt belegen unsere Untersuchungen zu den mukosalen Auswirkungen der
HIV-Infektion eindriicklich die vielfiltigen Interaktionen zwischen mukosalem
Immunsystem und epithelialen Barrierfunktionen. Mukosaler Immunaktivierung und
epithelialer Barrieredefekt besitzen dabei ein Potential zu ungiinstiger Wechselwirkung,
indem die mukosale Immunaktivierung einen Barrieredefekt induziert und unterhélt, der
Barrieredefekt tiber vermehrte Translokation bakterieller Bestandteile aber wiederum
aggravierend auf die mukosale Immunaktivierung zurtickwirkt. Um einer Entgleisung
dieser sich gegenseitig verstirkenden Prozesse entgegen zu wirken, sind regulierende
Mechanismen von grofler Bedeutung, wie sie in Form der regulatorischen T-Zellen in der

Mukosa aktiv sind. Zusétzlich zeigt sich in den Untersuchungen wie komplexe

34



immunologische Abléufe iiber ,,gemeinsame Endstrecken® in charakteristische strukturell

und molekular Barrierefunktionsstérungen miinden.
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4 Zusammenfassung

Die intestinale Mukosa erfiillt komplexe und divergente Funktionen. Auf der
einen Seite stehen gerichtete Transportvorginge von Nahrungsbestandteilen, Elektrolyten
und Wasser. Auf der anderen Seite nimmt die intestinale Mukosa durch ein spezialisiertes
mukosales Immunsystem vielfaltige immunologische Funktionen wahr. Fiir beides ist die
Barrierefunktion des intestinalen Epithels von entscheidender Bedeutung. Als
Diffusionsbarriere bildet sie eine notwendige Voraussetzung aller gerichteten
transepithelialen Transportvorginge, als mechanisch-immunologische Barriere verhindert

sie das unkontrollierte Eindringen von Antigenen aus dem Darmlumen.

Aufgrund einer stetigen Exposition gegeniiber einer gro3en Zahl von Antigenen
und (potentiell) pathogenen Keimen ist die intestinale Mukosa ein hiufiger
Manifestationsort von Infektionen. Dabei konnen die priméiren molekularen Zielstrukturen
einer Infektion direkt im Epithel oder aber in tieferen Schichten der Mukosa wie etwas
dem Mukosa-assoziierten Immunsystem oder dem enteralen Nervensystem lokalisiert sein
sein. Unabhingig vom priméren Ansatzpunkt kommt es aufgrund der engen Verzahnung
der mukosalen Funktionen in der Folge mukosaler Infektionen meist zu Stérungen der
epithelialen Transport- und Barrierefunktionen. Vor dem Hintergrund der weiten
Verbreitung und Hiufigkeit intestinaler Infektionen wie auch ihrer moglichen
Auswirkungen auf systemische Krankheitsprozesse besteht ein groles wissenschaftliches

Interesse an der Aufkldrung von Pathomechanismen mukosaler Infektionen.

In der vorliegenden Arbeit wird an Untersuchungen zu exemplarischen
mukosalen Infektionen ein Beitrag zu einem vertieften Verstandnisses der Mechanismen
mukosaler Infektionen geleistet. Methodisch erfolgten die Untersuchungen auf zwei

Ebenen.

Studien zu epithelialen Mechanismen wurden an einem isolierten Modellepithel
(HT-29/B6) durchgefiihrt. Das aus einem Monolayer hochdifferenzierter Kolonozyten
bestehende Epithel wurde dabei als trennende Membran zwischen einem apikalen
(entsprechend dem Darmlumen) und einem basolateralen (entsprechend dem Interstitium)
Fliissigkeitskompartiment eingebracht. Nach Perturbation des Systems z. B. durch
Exposition gegen Bakterien wurden mittels elektrophysiologischer Methoden und
Tracerfluxmessungen die resultierenden Veridnderungen der Transport- und

Barrierefunktionen untersucht. Die Mechanismen der gefundenden funktionellen
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Veridnderungen wurden dann durch weiterfithrende biochemische, molekularbiologische,

morphologische und mikrobiologische Methoden analysiert.

Untersuchungen zu den mukosalen Auswirkungen der HIV-Infektion erfolgten
dagegen ex vivo an endoskopisch gewonnener nativer Diinndarmmukosa. Diese Préaparate
enthalten neben dem Epithel auch die Lamina propria inklusive der in ihr vorhandenen
Immunzellen. Da das HI Virus zwar Zellen des mukosalen Immunsystems, nicht aber
Enterozyten infiziert, beleuchten diese Untersuchungen in besonderer Weise die
Auswirkungen von infektionsbedingten pathologischen Verdnderungen des mukosalen
Immunsystems auf Architektur und Funktion der Schleimhaut. Sie sind daher eine
komplementire Ergédnzung zum vorgenannten Epithel-fokussierten Ansatz. Dartiber hinaus
wird derzeit angenommen, dass Storungen der mukosalen Barrierefunktion eine zentrale
Bedeutung fiir den charakteristischen progressiven Immundefekt der HIV-Infektion
besitzen. Unklar waren jedoch bislang die Mechanismen des mukosalen Barrieredefekts,
der Zeitpunkt seiner Initiierung und seine Riickbildungsfahigkeit unter einer hochaktiven
antiretroviralen Therapie. Aus dem engen Zusammenhang zwischen mukosalem
Barrieredefekt und Immunaktivierung bei der HIV-Infektion ergibt sich ferner die Frage
nach immunregulatorischen Mechanismen, z. B. durch regulatorischen T-Zellen, die der
HIV-induzierten mukosalen Immunaktivierung entgegenwirken. Um diese Fragen zu
kldren haben wir in mehreren Studien an Duodenalbiopsien von Patienten mit akuter oder
mit chronischer HIV-Infektion mittels Impedanzspektroskopie und Tracerfluxmessungen
die Barrierefunktion des Diinndarmepithels charakterisiert und mittels
molekularbiologischen, immunologischen und morphologischen Analysen die beteiligten

immunologischen und epithelialen Verianderungen niher charakterisiert.

Die wichtigsten Resultate der Untersuchungen am isolierten Modellepithel (HT-

29/B6):

¢ Es wurde erstmals gezeigt, dass Choleratoxin am Kolonepithel eine
direkte, cAMP-abhiéngige stimulierende Wirkung auf die enterale

Muzinsekretion ausiibt.

e Erstmals wurde experimentell bestitigt, dass TNF-a zu einer
Barrierestorung des intestinalen Epithels fiihrt. Diese Barrierestorung wird

u.a. durch eine gednderte Zusammensetzung der SchluBleisten verursacht.
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Das HT-29/B6-Modell kann sowohl Perturbationen der Chlorid- und
Muzinsekretion, als auch solche der parazelluldren Leitfdhigkeit
quantitativ abbilden. Es ist somit sehr gut geeignet, die wichtigsten

Erreger-bedingten Diarrhoemechanismen zu analysieren.

Die Diarrhoe bei der enteralen Aeromonasinfektion wird durch Induktion
einer aktiven Chloridsekretion ausgelost. Wesentlicher Virulenzfaktor ist
hierbei ein von pathogenen Aeromonaden sezerniertes 3-Hamolysin. Die
Chloridsekretion kommt vermutlich durch Insertion der Himolysinpore in
die apikale Zellmembran der Enterozyten zustande. Erstmals wird ein

derartiger Pathomechanismus fiir ein bakterielles Himolysin beschrieben.

Die Translokation von extraintestinal pathogenen Escherichia coli durch
das Modellpithel wurde analysiert und im Detail beschrieben. Wir
beobachteten einen bisher noch nicht beschriebenen
Translokationsmechanismus: die durch ein bakterielles Hamolysin

vermittelten Entstehung kleiner Epitheldefekte (,,focal leaks*)

Die zur Aeromonas-Infektion und zur Translokation von Escherichia coli
erzielten Ergebnisse belegen, dass das HT-29/B6-Modell gut geeignet ist,
um bis dato unbekannte Pathomechanismen enteraler Erregers zu

identifizieren und zu charakterisieren.

Die wichtigsten Resultate der Untersuchungen an der Duodenalmukosa von HIV-

Infizierten ex vivo:

An einer klinisch sehr gut charakterisierten, homogenen Gruppe von
Patienten wurde erstmals gezeigt, dass der HIV-induzierte Barrieredefekt
der Darmmukosa bereits in der Frithphase der akuten HIV-Infektion (vor
der Serokonversion zum Zeitpunkt der ,,Peak“-Virdmie) ausgebildet ist. In
dieser Phase der Infektion fand sich eine Infiltration der Darmmukosa mit
aktivierten CD4 und CD8 T Zellen. Als strukturelles Korrelat der
Barrierestorung wurde eine erhohte Anzahl epithelialer Apoptosen
identifiziert, die wiederum mit der mukosalen Zunahme Perforin-positiver

CDS8 T Zellen korrelierte.
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Erstmals wurde gezeigt, dass der HIV-induzierter intestinale
Barrieredefekt unter einer suppressiven antiviralen Therapie komplett
reversibel ist. Der Barrieredefekt bei der chronischen Infektion ist
Ausdruck sowohl einer gesteigerten epithelialen Apoptoserate als auch
einer verdnderten Zusammensetzung der SchluBlleistenproteine. Beide
Veridnderungen werden durch eine erhohte mukosale Produktion
inflammatorischer Zytokine unterhalten. Barrieredefekt, erhohte
Apoptoserate und veridnderte SchluBlleistenzusammensetzung sind unter
einer hochaktiven antiretroviralen Therapie reversibel. Da nach
derzeitigem Verstindnis die intestinale Barrierestorung zur systemischen
Immunaktivierung bei der HIV-Infektion beitrédgt, hat seine therapie-
induzierbare Riickbildung eine potentiell erhebliche Bedeutung fiir die

Indikationsstellung zum Beginn einer antiretroviralen Therapie.

In der Darmschleimhaut von HIV-infizierten Patienten besteht eine
erhohte Expression und Sekretion inflammatorischer Zytokine.
Enteropathie und Barrieredefekt werden vermutlich durch die erhohte

mukosale Produktion von Zytokinen unterhalten.

Die HIV-Infektion induziert eine mukosale Immunaktivierung, die in der
akuten Infektion durch Infiltration mit Perforin-positiven CD8 T Zellen, in
der chronischen Pahse eher durch Zytokinaktivierung charakterisiert ist.
Die mukosale Immunaktivierung bei der HIV-Infektion ist der zentrale
Mechanismus der epithelialen Barrierestorung. Diese wiederum fiihrt — im
Sinne eines Circulus vitiosus — iiber vermehrte Translokation bakterieller
Antigene ihrerseits zu einer Perpetuierung der mukosalen und

systemischen Immunaktivierung

Erstmalig werden Daten zur mukosalen Hiufigkeit von regulatorischen T-
Zellen bei der HIV-Infektion vorgelegt. Bei unbehandelten HIV-Patienten
kommt es zu einer dramatischen Zunahme von regulatorischen T-Zellen in
der intestinalen Mukosa nicht aber im peripheren Blut. Nach effektiver
Suppression der HIV-Replikation durch eine hochaktive antiretrovirale
Therapie normalisiert sich die Anzahl der mukosalen regulatorischen T-

Zellen. Die Zunahme regulatorischer T-Zellen in der Darmmukosa von
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HIV-Infizierten kann somit als Gegenregulation der HIV-induzierten

mukosalen Immunaktivierung interpretiert werden.
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