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1. Einleitung

1.1. Aufbau und Funktion der intestinalen Barriere

Die mukosale Schleimhaut des Darmes steht mit einer Gesamtoberfliche von iiber
100 m” in direktem Kontakt mit der AuBenwelt und stellt somit die groBte Barriere fiir
schiadliche Antigene und pathogene Organismen dar. Die intestinale Mukosa ist einer
kontinuierlichen Exposition von Antigenen und kommensalen Bakterien, die iiber die
Nahrung aufgenommen werden bzw. symbiotisch im Darm leben, ausgesetzt. Angesichts
dieser permanenten Stimulation ist ein Gleichgewicht zwischen einer Toleranz gegeniiber
unschidlichen Antigenen und der Immunabwehr gegeniiber pathogenen Antigenen eine
besondere Herausforderung fiir das mukosale Immunsystem (1). Anatomisch setzt sich
die mukosale Barriere aus verschiedenen Zellschichten zusammen. Luminalseitig
zuoberst liegt das einschichtige intestinale Epithel, in dem die einzelnen Epithelzellen
durch interzelluldre Tight Junctions miteinander verbunden sind. In diese Epithelschicht
eingelagert befinden sich Becherzellen, M-Zellen sowie Paneth-Zellen. Unterhalb des
Epithels beginnt die Lamina propria, in der Antigen-prisentierende Zellen (APC), wie
z.B. Makrophagen und dendritische Zellen, sowie T-Zellen und B-Zellen lokalisiert sind
(Abb. 1).

Das intestinale Epithel stellt eine hochselektive Barriere dar, die auf der einen Seite die
Passage potentiell toxischer Stoffe, wie z.B. von der intestinalen Mikroflora produzierte
Endotoxine, in den Wirt verhindert, aber auf der anderen Seite die Aufnahme von
Nahrstoffen aus dem intestinalen Lumen in die Zirkulation erlaubt. Dieses antigen-
unspezifische Abwehrsystem besteht aus verschiedenen Komponenten, wie z.B. der
physiologischen Barriere (Temperaturunterschiede, variierende pH-Werte), chemischen
Mediatoren (Lysozyme, Komplementfaktoren oder Defensine), der anatomischen
Barriere (Mukosa), der phagozytotischen Barriere (Phagozytose und Internalisierung von
Antigenen) und der entziindlichen Barriere (Chemotaxis, Freisetzung von Akutphase-
Proteinen, Vasodilatation) (2). Wiéhrend einer Entziindungsreaktion werden die
verschiedenen Abwehrmechanismen induziert und bestimmte Proteine, wie z.B. die
Defensine, werden hochreguliert. Diese haben antimikrobielle Wirkung auf ein breites

Spektrum von Pilzen und Bakterien (3). Zusitzlich sondern die Zellen der intestinalen



Mukosa Mukus zum Darmlumen hin ab, der aus Glykoproteinen und Phospholipiden
besteht und die Glykokalyx bildet (4). Der abgesonderte Mukus ist hydrophob und
verhindert die Adhdsion von Mikroorganismen und schiitzt das Epithel vor chemischen

und mechanischen Verletzungen (5).
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Abb. 1: Die intestinale Schleimhaut: Die intestinale Schleimhaut setzt sich aus einem einschichtigen
Epithel und der darunter liegenden Lamina propria zusammen. In dieser Schicht eingelagert befinden sich

die Peyer’s patches, die Lymphfollikel dendritische Zellen und M-Zellen enthalten.

Eine weitere wichtige Eigenschaft des Darmepithels ist seine besondere Féhigkeit zu
einer schnellen Wiederherstellung der Integritit des Oberfldchenepithels nach
Verletzungen. Das intestinale Epithel kann sich bedingt durch eine hohe
Proliferationsrate innerhalb von 24 bis 96 Stunden vollstindig erneuern (6; 7). Das
proliferative Epithelzellkompartiment ist in den intestinalen Krypten lokalisiert und
raumlich von einem funktionellen Epithelzellkompartiment getrennt, das zum Teil aus
hochdifferenzierten Epithelzellen im Bereich der intestinalen Villi besteht. Epithelzellen
des funktionellen Epithelzellkompartiments migrieren in Richtung Villusspitze und
durchlaufen dabei eine zunehmende Differenzierung und Spezialisierung.

Der Prozess des Wundverschlusses und der Rekonstruktion der intestinalen Barriere wird
als Restitution bezeichnet und ldsst sich vereinfacht in drei Stufen einteilen. Zu Beginn
findet eine Migration benachbarter Epithelzellen in die verletzte Region statt. Dazu
bilden die Epithelzellen pseudopodien-dhnliche Strukturen aus, die sich nach dem

Abdecken der Wunde durch Reorganisation des Cytoskeletts zuriickbilden. Diesem



Prozess liegt keine Zellproliferation zu Grunde; er vollzieht sich binnen Minuten bis
Stunden nach einer Verletzung (5). Im zweiten Schritt kommt es zur
Epithelzellproliferation, welche dann konsekutiv die Anzahl der migrierten Zellen
ersetzt. Im dritten Schritt differenzieren die Zellen aus, um ihre volle Funktionalitit
wieder zu erlangen und damit die Regeneration der mukosalen Barriere abzuschlieB3en.
Die Lamina Propria stellt eine komplexe immunologische Barriere dar und ist
hauptséchlich fiir die erworbene, antigen-spezifische Immunabwehr verantwortlich. Das
Immunsystem kann mit hoher Selektivitdt zwischen Pathogenen und der apathogenen,
residenten Standortflora unterscheiden, wobei pathogene Keime nach spezifischen
Antikorperreaktionen rasch eliminiert werden und eine systemische Immunreaktion auf
Nahrungsmittelantigene und Antigene der physiologischen Darmflora unterdriickt wird
(8).

Im Gegensatz zur unspezifischen Abwehr ist die erworbene Abwehr antigen-spezifisch,
verfiigt iber ein immunologisches Gedéchtnis und kann zwischen Fremd- und Selbst-
Antigenen unterscheiden. Die =zelluldren Bestandteile des antigen-spezifischen
Immunsystems sind professionelle antigenprésentierende Zellen, wie dendritische Zellen
oder Makrophagen, B- und T-Lymphozyten (8).

Fir die Initilerung der erworbenen Immunabwehr wird das Antigen durch
antigenprisentierende Zellen aufgenommen und das opsonierte Peptid den T-Zellen
prasentiert. Durch die antigen-vermittelte Stimulierung der T-Zellen kommt es zur
Aktivierung, Expansion und Differenzierung spezifischer T-Zellpopulationen, die zu
einer Eliminierung der Pathogene fiihren.

Eine optimale Funktion der oben genannten Zellen und die Aufrechterhaltung der
Barriere sind von entscheidender Bedeutung fiir die Bewahrung der intestinalen
Immunhomeostase. Folglich kann eine Verschiebung dieses sensiblen Gleichgewichts
zwischen Toleranz und Abwehr Allergien, Entziindungsreaktionen oder maligne

Transformationen zur Folge haben.



1.2. Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) kommt es durch eine genetische
Pradisposition, ausgeldst durch externe Faktoren, zu einer Fehlregulation und damit
Fehlfunktion des mukosalen Immunsystems (1). Obwohl die genauen Ursachen fiir CED
bisher noch unklar sind, ist unumstritten, dass mukosal lokalisierte Lamina proria T-
Zellen (LPT) bei dieser pathologischen Immunreaktion eine entscheidende Rolle spielen
(9). Wihrend der Initiierung und des Krankheitsverlaufes von CED kommt es zu einem
Ungleichgewicht zwischen Aktivierung, Proliferation und Apoptose von LPT und
dadurch zu einer unkontrollierten Migration und Anreicherung aktivierter T-Zellen in die
intestinale Mukosa. Diese rekrutieren durch Ausschiittung von Chemokinen und
Zytokinen aktivierte Neutrophile, dendritische Zellen, Makrophagen und natiirliche
Killerzellen, die die ausgeloste Immunantwort verstirken. Diese unkontrollierte
Immunantwort fiihrt durch die Ausschiittung von Zytokinen, wie z.B. Tumor-Nekrose-
Faktor-a (TNF-a), Interferon-y (IFN-y) und Interleukin (IL)-4 sowie reaktiven
Sauerstoffradikalen zu einer Zerstorung der Epithelzellschicht und somit ihrer
Barrierefunktion. (10). Diese positive Riickkopplung und die resultierende
iiberschieBende Immunantwort auf luminale Antigene hat eine Entziindungsreaktion im
Darm zur Folge (11). Eine sofortige Wiederherstellung der Barriere durch Wundheilung
und Restitution um die selektive Permeabilitit wieder herzustellen sowie eine
Herunterregulation der Immunantwort sind daher notwendige zentrale Mechanismen, um
die Entziindung einzuddmmen.

Wihrend bis vor relativ kurzer Zeit die meisten therapeutischen Mdglichkeiten (wie z.B.
Cortison, Azathioprin oder 6-Mercaptopurin) unspezifisch die Funktion des
Immunsystems blockierten, haben Fortschritte in dem Verstindnis der Pathogenese der
CED die Moglichkeiten eroffnet, durch eine zielgerichtete (,,targeted”) Therapie
logischer in den Entziindungsprozess einzugreifen. Bisher hat sich der GroBteil der
diesbeziiglichen medikamentdsen Ansatzpunkte auf die Blockierung einer und mehrerer
Komponente/n des spezifischen proentziindlichen Signalweges fokussiert. Hier ist es
gelungen, durch die Applikation von TNF-a Antikérpern bei einer grossen Zahl von
Patienten die mukosale Entziindungsreaktion zu reduzieren. Es wird dabei angenommen,
dass TNF-a Antikorper ihren Effekt durch die Induktion der mukosalen T-Zell- und
Makrophagen-Apoptose vermitteln. Widerspriichlich ist jedoch, dass 16sliche TNF-a-



Rezeptorinhibitoren, wie z.B. das Certolizumab, welches keine T-Zell-Apoptose
induziert, auch ihren Effekt in der Behandlung der CED bewiesen haben. Diese scheinbar
kontroversen Daten weisen darauf hin, dass die Wirkmechanismen der TNF-a-
Antikorperstrategien noch nicht vollstindig aufgekldrt werden konnten. Neutralisierende
Anti-TNF-o-Antikorper haben ihre Wirksamkeit auch bei der Behandlung der Colitis
ulcerosa gezeigt (12). Leider spricht jedoch ein signifikanter Anteil der Patienten nicht
auf die Behandlung mit TNF-o Antikdrpern an. Zusdtzlich limitieren ausgeprigte
Nebenwirkungen und die hohen Kosten den Einsatz von neutralisierenden TNF-a-
Antikorpern, welches die Notwendigkeit einer effektiveren und sichereren Behandlung
von CED unterstreicht.

Ziel in der Behandlung der CED ist es, die mukosale Entziindungsreaktion vollkommen
zu unterdriicken. Es ist daher notwendig, einen therapeutischen Ansatz zu finden, der
nicht nur eine oder mehrere Komponente/n der spezifischen proinflammatorischen
Entziindungskaskade blockiert, sondern auch natiirliche antientziindliche Mechanismen
des Korpers, welche bei CED entweder defekt oder inhibiert sind, regeneriert.
Idealerweise beeinflusst dieses Medikament dabei nur die Funktion von Zellen, die aktiv
an der mukosalen Entziindungsreaktion beteiligt sind. Weiterhin sollte dieses
Medikament menschlichen Ursprungs sein, um anaphylaktische Reaktionen zu

verhindern.

1.3. Galektine

Galektine sind zuckerbindende Proteine (Glykoproteine), die der Familie der Lektine
zugeordnet werden. Sie sind durch charakteristische Konsensus Aminoséuren sowie ihre
spezifische Bindung an B-Galaktoside definiert. Bisher wurden 15 S&iugetiergalektine
anhand dieser Charakteristika beschrieben (13). Galektine besitzen eine hochkonservierte
Kohlenhydrat-Erkennungsregion (CRD) bestehend aus 135 Aminosduren, die in 5-6 -
Faltblattstrukturen sandwichartig angeordnet sind. Diese Region ist fiir eine spezifische
Erkennung von zuckerhaltigen Strukturen auf der Zelloberflache verantwortlich (14; 15).
Die Bindungsaffinitit hingt dabei von der Anordnung der Zuckermolekiile ab und ist

variabel.



Galektine werden aufgrund der Anzahl ihrer CRD sowie ihrer Struktur in drei
verschiedene Untergruppen eingeteilt (Abb. 2) (16). Proto-Typ Galektine besitzen zwei
identische CRD, die als Dimere nicht-kovalent verbunden sind. Das am besten
untersuchte Galektin dieser Gruppe ist das Galektin-1 (Gal-1), weitere Vertreter sind
Gal-2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 und -15. Der Chimera-Typ besteht aus einer C-terminalen
CRD, die mit einer prolin-, glycin- und tyrosinreichen N-terminalen Region verbunden
ist. Bisher ist Galektin-3 das einzige bekannte Mitglied dieser Untergruppe. Die
Charakteristika der Tandem-Repeat-Galektine sind ihre zwei voneinander
unterschiedlichen CRD. Zu ihnen gehoren Gal-4, -6, -8, -9 und -12 (Abb. 2).

Dariiber hinaus konnen Galektine auch in verschiedenen Isoformen vorkommen, die
nicht mehr nur auf eine dieser Gruppeneinteilungen beschriankt sind. Gal-8 kommt
beispielsweise in sechs Isoformen vor, von denen drei dem Tandem-Repeat, die anderen
drei dem Proto-Typ zuzuordnen sind (17).

Obwohl allen Galektinen ein Signalpeptid fiir die Sekretion fehlt, konnen Galektine
sowohl intrazelluldr vorkommen als auch sezerniert werden. Die Sekretion erfolgt daher
nicht iiber das endoplasmatische Retikulum und den Golgi Apparat, sondern iiber einen
nicht-klassischen Signalweg (18). Extrazelluldir konnen Galektine Dimere oder
Oligomere bilden und so nicht nur an ein spezifisches Kohlenhydratmuster binden,
sondern die jeweiligen Oberflichenrezeptoren quervernetzen (Abb. 2).

Durch diese Féhigkeit, nicht nur Rezeptoren einer Zelle, sondern auch verschiedene
Zelltypen tiber die Bindung ihrer Rezeptoren zu vernetzen, steht Galektinen ein breites
Spektrum von Signaltransduktionswegen offen. (19; 20).

Zu den extrazelluliren Funktionen der Galektine zdhlen z.B. die Zell-Aktivierung, die
durch Gal-1 herunterreguliert wird und die Adhédsion und Migration, die durch Gal-1
gesenkt und durch Gal-3 gesteigert wird. Galektine konnen als Zellzyklusregulatoren
fungieren wie z.B. Gal-1, das den Zellzyklus inhibiert. Es wurde auBerdem der
inhibierende Einfluss von Gal-2 auf die Zytokinexpression und -sekretion nachgewiesen
sowie die Induktion der Apoptose aktivierter T-Zellen durch Gal-1 und Gal-2 (21-23). Zu
den intrazelluldren Funktionen gehoren die Regulation verschiedener grundlegender
Signalwege wie die Regulation des Zellzyklus, Wachstum, Apoptose und pre-mRNA
Splicing. Allerdings kann ihre Wirkungsweise kontrdr zu ihrer extrazelluldren Funktion
sein. Fiir Gal-3 wurde beispielsweise gezeigt, dass es extrazelluldr Apoptose inhibieren

kann, intrazelluldr diese aber auslost (24; 25). Der intrazellulire Mechanismus basiert



dabei mehr auf Protein-Protein Interaktionen als auf Kohlenhydratbindung, wobei bisher

noch keine Bindungsstelle fiir die Proteinbindung charakterisiert wurde (19).
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Abb. 2: Struktur, Quervernetzung und Funktion der Galektin-Familie: a) Galektine unterschiedlicher
Struktur (Proto-, Chimera- und Tandem-Repeat-Typ) konnen Mono-, Di- oder Oligomere bilden. b)
Galektine bilden strukturelle Netzwerke miteinander iiber Kohlenhydratbindung. c¢) Die Bindung oder
Quervernetzung von Oberflachenrezeptoren durch Galektine induziert verschiedene

Signaltransduktionswege.
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1.4. Galektin-2 und Galektin-4

Wihrend einige Galektine von einer Vielzahl unterschiedlicher Organe exprimiert
werden, werden andere, wie z.B. Gal-2 und Gal-4, hauptsédchlich im Gastrointestinaltrakt
exprimiert (21; 26). Vorarbeiten in unserem Labor haben gezeigt, dass Gal-2 potent die
Apoptose aktivierter, nicht jedoch ruhender T-Zellen initiiert. Gleichzeitig wird die
Proliferation dieser Zellen nicht beeinflusst (23). Bei der Behandlung intestinaler
Entziindungen ist genau dieser Effekt erwiinscht, d.h. an der Entziindungsreaktion
beteiligte, aktivierte T-Zellen auszuschalten, eine potentielle normale Immunantwort
gegeniiber Pathogenen aber unberiihrt zu lassen. Weiterhin wurde in Vorarbeiten
nachgewiesen, dass Gal-2 die Zytokinsekretion aktivierter T-Zellen in Richtung eines T-
Helfer-2-Profiles mit einer verminderten Sekretion von TNF-o und IFN-y verschiebt.
TNF-a spielt bei der Initiierung und Perpetuierung von CED eine zentrale Rolle, und
seine Blockade ist, wie oben dargestellt, eine effektive Behandlungsstrategie ihrer
Therapie (27-29).

Obwohl man von Gal-4 weil}, dass es hauptsdchlich im Gastrointestinaltrakt exprimiert
wird (26), sind die Funktionen von Gal-4 auf das mukosale Immunsystem bisher
unbekannt. Da Gal-2, als Proto-Typ Galektin und Gal-4, ein Tandem-Repeat-Struktur
Galektin, strukturell verschiedenen Gruppen angehdren war es fiir diese Arbeit von
besonderem Interesse Unterschiede und Ahnlichkeiten ihrer Effekte auf das intestinale

Immunsystem zu untersuchen.
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

Hypothese:

Basierend auf der Tatsache, dass Gal-2 und Gal-4 vorwiegend im Gastrointestinaltrakt
exprimiert werden und der gezeigten pro-apoptotischen Wirkung von Galektinen, wird
die Hypothese aufgestellt, dass Gal-2 und Gal-4 eine bislang noch unerkannte Funktion
im mukosalen Immunsystem einnehmen. Sie konnten daher einen therapeutischen Effekt
im Verlauf und in der Behandlung von mukosalen Entziindungsreaktionen, wie z.B.

CED, haben.

Ziele:

1. Untersuchung der Expression, Sekretion und des Einflusses von Gal-2 und Gal-4
auf  intestinale Epithelzellen, insbesondere im  Hinblick  auf
Wundheilungsprozesse

2. Untersuchung des Einflusses von Gal-4 auf den Zellzyklus, die Aktivierung und
die Apoptose von peripheren und Lamina propria T-Zellen

3. Untersuchung eines moglichen therapeutisches Effekts von Gal-4 auf den Verlauf
einer experimentell induzierten Kolitis

4. Untersuchung eines moglichen therapeutisches Effekts von Gal-2 auf den Verlauf

einer experimentell induzierten Kolitis
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2. Ergebnisse

2.1. Galectin-2 and -4, but not Galectin-1, promote intestinal epithelial wound
healing in vitro through a TGF-beta-independent mechanism

2.1.1. Zusammenfassung

Bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen kommt es durch eine unkontrollierte
Immunreaktion zu einer Schiddigung des mukosalen Darmepithels und daraus
resultierend zu einer beeintrachtigten Barriere- und Schutzfunktion. Es ist bekannt, dass
Galektine auf vielfiltige Weise Entziindungs- und Autoimmunreaktionen beeinflussen,
der Effekt auf Epithelzellen ist allerdings noch weitgehend ungeklédrt. Daher sollte
untersucht werden, ob Gal-2 und Gal-4, die bei Méusen beide hauptsdchlich im Darm
exprimiert werden, die Wundheilung und Mukosarestitution von Epithelzellen
modulieren konnen. Es konnte an zwei verschiedenen Epithelzelllinien nachgewiesen
werden, dass Gal-2 und Gal-4 diese Zellen binden, von ihnen exprimiert und sezerniert
werden. Auf der Suche nach méglichen Bindungsstellen wurde B-Catenin detektiert, ein
zytosolisches  Protein, das intrazellulir =~ Komplexe mit unterschiedlichen
Oberflachenrezeptoren, z.B. E-Cadherin, bilden kann. In einem Wundheilungsassay, bei
dem mit einer Rasierklinge ein Monolayer von konfluent gewachsenen Caco-2 Zellen
verletzt wird, wurde der Effekt von Gal-2 und Gal-4 auf die Zellmigration und
Restitution untersucht. Zusétzlich wurde der Effekt von Gal-1 getestet, das hauptsiachlich
auBBerhalb des Gastrointestinaltraktes exprimiert wird. Die Analyse zeigte eine signifikant
erhohte Migration unter Zugabe von Gal-2 und Gal-4 (84 + 8 % bzw. 150 + 10 %). Im
Gegensatz dazu wurde die Migration durch Gal-1 inhibiert. Weiterhin konnte durch
Zugabe TGF-p blockierender Antikdrper gezeigt werden, dass die Gal-2- und Gal-4-
induzierte Zellmigration unabhéngig, die Blockierung durch Gal-1 allerdings in
Abhidngigkeit von TGF-B verlduft. Die anschlieBende Zellzyklusanalyse zeigte eine
erhohte Expression von Cyclin B1, einem zentralen Regulator der S- und G2-Phase, nach
Zugabe von Gal-2 und Gal-4. Dagegen konnte nach Zugabe von Gal-1 eine reduzierte
Cyclin B1 Expression und somit eine Inhibierung der Zellzyklusprogression beobachtet

werden. AbschlieBend konnte gezeigt werden, dass weder Gal-2, noch Gal-4 die
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Apoptose von Epithelzellen induzieren. Im Gegensatz hierzu kam es unter Zugabe von
Gal-1 zu einer starken Apoptoseinduktion. Diese Experimente konnten zum ersten Mal
zeigen, dass Gal-2 und Gal-4 in vitro die Epithelzellrestitution durch Initiierung der
Migration und Zellzyklusaktivierung fordern konnen und damit eine wichtige Funktion

bei Wundheilungsprozessen einnehmen.

2.1.2. Publikation

Paclik D, Lohse K, Wiedenmann B, Dignass A, Sturm A.

Galectin-2 and -4, But Not Galectin-1, Promote Intestinal Epithelial Wound Healing

In Vitro Through a TGF-beta-independent Mechanism.
Inflamm Bowel Dis. 2008 Oct;14(10):1366-72.
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2.2. Galectin-4 controls intestinal inflammation by selective regulation of
peripheral and mucosal T cell apoptosis and cell cycle

2.2.1. Zusammenfassung

Gal-4, ein zuckerbindendes Lektin aus der Galektin-Familie, wird fast ausschlieBlich in
Diinndarm und Kolon exprimiert. In der folgenden Arbeit wurde der Einfluss von Gal-4
auf T-Zellen in vitro und in einem murinen Kolitismodell untersucht. Dabei konnte
gezeigt werden, dass Gal-4 an den CD3-Rezeptor aktivierter T-Zellen bindet. Die
Bestimmung der Apoptoserate stimulierter T-Zellen ergab einen dosisabhingigen
signifikanten Anstieg apoptotischer T-Zellen unter Zugabe von Gal-4, wobei die
Nekroserate nicht gesteigert wurde. Es zeigte sich, dass die induzierte Apoptose caspase-
unabhingig verlief, da eine spezifische Blockierung von Caspase-3, -8 und -9 sowie eine
allgemeine Blockierung der Caspasenaktivitit durch zVAD, keinen Einfluss hatten.
Weitere Untersuchungen caspase-unabhingiger Wege ergaben eine Inhibierung der
Apoptoseinduktion durch Calpain-Inhibitoren. Diese calcium-abhidngigen Proteasen
wurden schon als zentrale Enzyme fiir den durch Galektin-9 induzierten Apoptoseweg
beschrieben. Untersuchungen der unterschiedlichen Zellzyklusphasen ergaben eine
signifikante Inhibierung der Zellzyklusprogression in verschiedenen Stadien des Zyklus.
Cyclin A, das beim Ubergang der G1- in die S-Phase gebildet wird, sowie Cyclin B1, das
wihrend der S- und G2-Phase akkumuliert, waren um 20 = 2 % bzw. 57 £ 6 %
herunterreguliert verglichen mit der Kultur ohne Gal-4. Auch die Messung des DNA-
Gehaltes durch eine Propidium-lodid-Farbung zeigte eine reduzierte Population
stimulierter T-Zellen in der S- und G2/M Phase, was zu einer stark verringerten
Expansion der T-Zellen, gemessen durch den membrangéingigen Farbstoff CFDA, fiihrte.
Des weiteren konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der T-Zellen, gemessen
anhand ihrer CD25 Expression, wie auch die Expression kostimulatorischer Molekiile,
CD80 und CD86, durch Gal-4 signifikant reduziert wurden. Bei Untersuchungen der
Zytokinsekretion wurde eine Reduktion von TNF-o, IL-6, -8 und -10 im Uberstand
stimulierter T-Zellen gemessen.

Fiir die in vivo Analysen wurde das Modell der Dextran Sodium Salt (DSS)-induzierten
akuten Kolitis in Balb/c Miusen gewihlt. Dabei wird den Tieren fiir acht Tage 5 % DSS

im Trinkwasser angeboten, gleichzeitig wurden die Mause zweimal téglich mit NaCl, als
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Kontrolle, oder Gal-4 (1 mg/kg Korpergewicht) intraperitoneal. behandelt. Die
Auswertung des Entziindungsgrades, makroskopisch und histologisch beurteilt durch
etablierte Indizes, ergab eine signifikante Verbesserung der Entziindung bei den Gal-4-
behandelten Tieren. In situ zeigte sich eine potente Induktion der Apoptose mukosaler
mononukledrer Zellen (LPMC) durch Gal-4. Zusétzlich wurde durch Gal-4 die Sekretion
von TNF-a um 40 + 6 % reduziert, die Sekretion des antiinflammatorischen Zytokins IL-
10 wurde hingegen um 400 + 7 % gesteigert. AuBerdem lieBen sich auch die in vitro
gewonnenen Daten der Zellproliferation in vivo bestitigen. Der Nachweis erfolgte durch
intraperitoneale Injektion von Bromdesoxyuridin 24 Stunden vor Versuchsende. Dieses
verteilt sich im Korper, wird von den proliferierenden Zellen zur DNA-Synthese
verwendet und kann anschlieBend durch einen spezifischen Antikérper in
Gefrierschnitten angefarbt werden. Es zeigte sich eine deutlich gesenkte Expansion der
Immunzellen in den Entziindungsherden verglichen mit den Kontrolltieren. Diese
Untersuchungen konnten erstmals zeigen, dass Gal-4 zentrale T-Zellfunktionen
beeinflusst, in vivo und in vitro die T-Zell-Apoptose induziert und die

Entziindungsaktivitit in einem Kolitismodell hemmt.

2.2.2. Publikation

Paclik D, Danese S, Berndt U, Wiedenmann B, Dignass A, Sturm A.

Galectin-4 Controls Intestinal Inflammation by Selective Regulation of Peripheral
and Mucosal T Cell Apoptosis and Cell Cycle.

PLoS ONE. 2008 Jul 9;3(7):e2629.
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2.3. Galectin-2 induces apoptosis of lamina propria T lymphocytes and

ameliorates acute and chronic experimental colitis in mice

2.3.1. Zusammenfassung

2004 konnten Untersuchungen in unserem Labor zeigen, dass das immunmoduliernde
Lektin Gal-2 von intestinalen Epithelzellen exprimiert wird, an T-Zellen bindet und
selektiv Apoptose in aktivierten, jedoch nicht in ruhenden, T-Zellen induziert. T-Zellen
und eine gestorte T-Zell-Apoptose spielen eine zentrale Rolle in der Pathogenese von
CED. Es sollte daher in vivo untersucht werden, ob Gal-2 einen therapeutischen Effekt in
der Behandlung von CED hat.

Die entziindungsmodulierende Potenz von Gal-2 wurde anhand eines DSS-induzierten
Kolitis-Modells untersucht. Die Kolitis wurde in Balb/c Méusen durch die Gabe von 5 %
DSS in ihrem Trinkwasser, entweder fiir acht Tage (akute Kolitis) oder fiir drei Zyklen
von je acht Tagen DSS-Gabe gefolgt von acht Tagen DSS-Pause (chronische Kolitis),
ausgelost. Die Tiere wurden zweimal tdglich introperitoneal mit NaCl, Tacrolimus
(0,Img/kg Korpergewicht) oder Gal-2 (1mg/kg Korpergewicht) behandelt. AnschlieBend
wurde anhand etablierter Indizes die Erkrankungsaktivitdit und Mukosaschidigung
untersucht. Bei Maidusen mit akuter DSS-Kolitis bewirkt Gal-2 eine signifikante
Verringerung des Entziindungsindex von 6,5 £ 0,9 Punkten in NaCl behandelten
Kontrolltieren auf 2,4 &+ 0,7 Punkte in Gal-2 behandelten Tieren (p < 0,01). Dieser Effekt
war vergleichbar mit dem von Tacrolimus behandelten Tieren (2,7 + 0.7 Punkte). Ein
vergleichbares Resultat wurde auch bei der chronischen DSS-Kolitis beobachtet. Die
histologische Untersuchung des Darms ergab eine signifikante Abnahme der
Mukosaschiadigung und der intestinalen Entziindungsreaktion von Gal-2- und
Tacrolimus-behandelten Tieren. Eine Messung der Myeloperoxidase-Aktivitét, bei der
eine signifikante Abnahme der der Aktivitdt in Gal-2-behandelten Tieren festgestellt
wurde, bestdtigte diese Daten ebenfalls. Die Untersuchung der Zytokinsekretion in PBT,
die mittels Cytometric Bead Array ermittelt wurde, ergab, dass Gal-2-behandelte Tieren
signifikant weniger TNF-o und IFN-y sezernierten, wiahrend die IL-5- und IL-10-
Sekretion im Vergleich zur Kontrollgruppe gesteigert war. Bei der Untersuchung der
Apoptoserate an Gefrierschnitten des Darmes wurde eine signifikante Zunahme

apoptotischer Zellen detektiert, die sich anhand von Doppelfarbungen als hauptsichlich
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CD3-positive Zellen herausstellten. Diese Resultate wurden zusdtzlich in einem T-
Helfer-1-vermittelten Kolitismodell bestdtigt. Hierbei wurde die Kolitis durch den
Transfer von T-Zellen mit transgenem, ovalbumin-spezifischem T-Zell-Rezeptor (TCR)
induziert. Diese Zellen wurden durch Injektion von Ovalbumin in den Darm aktiviert und
l6sen eine Entziindungsreaktion, die der einer Kolitis entspricht, aus. In den Gal-2-
behandelten Miusen konnten histologisch keine Anzeichen einer Kolitis festgestellt
werden und der Entziindungsindex war vergleichbar mit dem, der gesunden
Kontrolltiere. Diese Experimente konnten erstmals einen therapeutischen Effekt von Gal-

2 in zwei unterschiedlichen Modellen der Kolitis nachweisen.

2.3.2. Publikation

Paclik D, Berndt U, Guzy C, Dankof A, Danese S, Holzloehner P, Rosewicz S,
Wiedenmann B, Wittig B, Dignass A, Sturm A.

Galectin-2 induces apoptosis of lamina propria T lymphocytes and ameliorates
acute and chronic experimental colitis in mice.

J Mol Med. 2008 Dec;86(12):1395-406.

18



3. Diskussion

Die intestinale Barriere bietet im physiologischen Zustand einen effektiven Schutz
gegeniiber Pathogenen, die iiber den Darm in den Korper gelangen. Dieser Schutz wird
im  Verlauf von chronischen Darmerkrankungen zerstort. Eine schnelle
Wiederherstellung der Barrierefunktion nach ihrer Schiadigung ist von essentieller
Bedeutung, um die normale Immunhomdostase wiederherzustellen und die
Immunreaktion einzuddmmen (5). Galektine beeinflussen auf vielfaltige Weise
immunologische Prozesse (30). In dieser Arbeit konnten verschiedene Mechanismen
aufgezeigt werden, wie Galektine die Funktion des mukosalen Immunsystems
beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass Gal-2 und Gal-4 von intestinalen
Epithelzellen exprimiert werden, an diese binden und verschiedene zelluldre Prozesse,
wie z.B. die Restitution des intestinalen Epithels, beeinflussen. Es konnte initial gezeigt
werden, dass Gal-2 und Gal-4 einen positiven Effekt auf verschiedene Stufen der
Epithelzellrestitution haben. Es wurden eine verstirkte Epithelzellmigration sowie ein
gesteigerter Zellzyklus intestinaler Epithelzellen durch Gal-2 und Gal-4 gemessen. Der
Mechanismus, iiber den diese beiden Galektine die Zellmigration ausldsen, unterschied
sich von den meisten anderen Wegen zur Initiierung der Zellrestitution. Diese wird
haufig tber die Sekretion von Zytokinen gesteuert, die {iiber TGF-B-abhingige
Signalwege die Restitution auslosen (31; 32). Eine Abhéngigkeit von TGF-B konnte bei
Gal-2 und Gal-4 nicht gefunden werden, was auf einen alternativen Signalweg, der in
den Zuckerketten der Rezeptoren kodiert ist, hinweist. Eine gesteigerte
Epithelzellrestitution unter Einfluss von Gal-1 wurde, im Gegensatz zur Wirkung von
Gal-2 und Gal-4 auf diese, nicht festgestellt. Gal-1, ein Proto-Typ-Galektin mit einem
breiteren Expressionsspektrum als Gal-2 und Gal-4, inhibierte sowohl die Migration wie
auch den Zellzyklus intestinaler Epithelzellen. Diese Daten zeigen, dass die
Signaliibertragung durch Galektine ein sehr komplexer Prozess ist. Diesem liegt nicht nur
die Galektinstruktur zugrunde, da Galektine einer Strukturfamilie gegensétzliche Effekte
haben konnen. Andererseits tibernechmen die strukturell unterschiedlichen Galektine, Gal-
2 und Gal-4, dhnliche Funktionen, was an ihrem dhnlichen, begrenzten Vorkommen im

Darm liegen konnte.
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Ein weiterer Unterschied zwischen Gal-1 und Gal-2 bzw. Gal-4 lag in ihrem Effekt auf
die Apoptoseinduktion von intestinalen Epithelzellen. Wéihrend es durch Gal-1 zu einer
Steigerung der Apoptose kam, blieb diese durch Gal-2 und Gal-4 unbeeinflusst. Eine
gesteigerte Apoptose kann in einer bereits entziindeten Mukosa fiir eine zusétzliche
Schidigung des Epithels und der Barrierefunktion sorgen, was eine Intensivierung der
Entziindungsreaktion zur Folge hitte. Daher ist eine Balance zwischen Apoptose und
Proliferation, wie fiir Gal-2 und Gal-4 gezeigt, von entscheidender Bedeutung im
Hinblick auf einen moglichen therapeutischen Effekt. Die Eigenschaften von Gal-2 und
Gal-4, die intestinale epitheliale Wundheilung durch eine Modulation der intestinalen
epithelialen Migration und Proliferation zu stimulieren, kdnnten somit eine neue

Maoglichkeit darstellen, epitheliale Wundheilungsvorgénge in vivo zu modulieren.

Bei der Initiierung und dem Verlauf von CED nimmt die iiberschieende Stimulation und
eine gestorte Apoptose von Lamina propria T-Zellen eine zentrale Rolle ein. Mukosale
T-Zellen sind bei der Entziindungsreaktion fiir eine anhaltende Immunreaktion und
Schiadigung der Mukosa verantwortlich. In Untersuchungen des Einflusses von Gal-4 auf
T-Zellen konnte gezeigt werden, dass Gal-4 die Aktivierung stimulierter T-Zellen in vitro
inhibiert. Untersuchungen der Zytokinexpression ergaben eine Hemmung der Expression
und Sekretion proinflammatorischer Zytokine, wie z.B. TNF-a, IL-6, IL-8 und IL-17.
Diese Hemmung konnte eine direkte Folge der inhibierten Aktivierung sein. Dieser
Einfluss ist fir die Eindimmung der unkontrollierten Immunreaktion von entscheidender
Bedeutung, um eine weitere Stimulation immunreaktiver Zellen, wie z.B. Makrophagen,
Granulozyten und B-Zellen, und ihre Migration zum Entziindungsherd zu verhindern.
Durch den Nachweis, dass Gal-4 an den CD3-Rezeptor aktivierter, nicht jedoch ruhender
T-Zellen bindet, stellt der Effekt auf T-Zellen eine Moglichkeit zur spezifischen
Modulation immunreaktiver T-Zellen dar. Der CD3-Rezeptor ist fir die T-Zell-
Aktivierung und die darauf folgende Zellexpansion verantwortlich. Untersuchungen
verschiedener regulierender Elemente des Zellzyklus, sowie Untersuchungen der
Zellexpansion, ergaben eine Inhibierung beider Prozesse unter dem extrazelluldren
Einfluss von Gal-4. Die Wirkung von Gal-4 ist vermutlich mit einem Signal {iber den
TCR verkniipft, da eine endogene Blockade von Gal-4 keine modulierende Wirkung auf

den Zellzyklus ergab.
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Neben der unkontrollierten Immunantwort, die unter anderem durch T-Zell-Stimulierung
und Zytokinproduktion vorangetrieben wird, ist wie oben erwéhnt eine Funktionsstérung
in der T-Zell-Apoptose ein zentraler Mechanismus beim Verlauf von CED.
Untersuchungen in dieser Richtung bestétigten, wie auch schon fiir andere Galektine
beschrieben (23; 33), eine potente Induktion der Apoptose durch die extrazellulire Gabe
von Gal-4. Die zugrunde liegende calpain-abhédngige Induktion wurde bereits fiir Gal-9,
ebenfalls ein Tandem-Repeat-Galektin, als zentraler Mechanismus der Apoptose in
MOLT-Zellen, einer T-Zelllinie, beschrieben (34). Von der gleichen Arbeitsgruppe
wurde auch festgestellt, dass es bei Jurkat-Zellen, einer leukdmischen T-Zelllinie,
ebenfalls zur Apoptoseinduktion kommt. Diese ist nicht von Calpain-Proteasen abhéngig,
kann aber caspase-abhingig oder -unabhingig verlaufen (35). Es scheinen innerhalb
einer Strukturfamilie der Galektine gleiche Signalwege zur Apoptoseinduktion benutzt
zu werden. Gleichzeitig ist ein breites Wirkungsspektrum zu vermuten, da es bei gleichen
Signalen auf verschiedenen Zellen zur Verwendung verschiedener Signalwege kommt.

Diese erstmals beschriebenen Effekte weisen darauf hin, dass Gal-4 wichtige Funktionen
in der Aktivierung, Regulation und auch Modulation des Immunsystems beeinflusst.
Zusitzlich spielen in diesem komplexen Netzwerk der Signaliibertragung neben der
exogenen Wirkung auch die endogenen Effekte von Gal-4 eine Rolle. Um weiteren
Aufschluss tiber die Rolle von Gal-4 bei der mdglichen Wiederherstellung natiirlicher
antiinflammatorischer Systeme zu erhalten und diese auf den Organismus zu iibertragen,
wurden die beschriebenen Effekte in vivo betrachtet. Anhand eines akuten Kolitismodells
in der Maus konnte gezeigt werden, dass es durch die Behandlung mit Gal-4 zu einer
signifikanten Verbesserung der klinischen sowie der histologischen Merkmale im
Verlauf der Kolitis kam. Die Verbesserung wurde begleitet von einer verminderten
Einwanderung immunreaktiver Zellen in die Mukosa, was vermutlich auf eine
verminderte Aktivierung der Zellen unter dem Einfluss von Gal-4 zuriickzufiihren ist.
Diese Zellen zeigen, verglichen mit jenen von unbehandelten Miusen, eine geringere
Zytokinsekretion, was ebenfalls eine verminderte Aktivierung nahe legen konnte. 2004
zeigten Hokama und Mitarbeiter, dass bei einer experimentell induzierten Kolitis
wiéhrend einer Behandlung mit Gal-4 die Entziindungsparpameter erhoht waren.
Gleichzeitig war die IL-6 Produktion bei den Gal-4-behandelten Tieren gesteigert (36).
Wie die in vitro Daten der vorliegenden Arbeit zeigen konnten, bindet Gal-4 an den

stimulierten TCR und induziert, vermutlich dariiber, bestimmte Signaltransduktionswege.
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Die gegensitzlichen Ergebnisse dieser und der Arbeit von Hokama und Mitarbeitern ist
vermutlich dadurch zu erkliren, dass die von ihnen verwendeten Mause TCR-knock-out-
Mause waren. Daher kann man davon ausgehen, dass Gal-4 in diesen Versuchen einen
anderen Rezeptor als Bindungsstelle nutzte und dadurch andere Signalwege induzierte.
Beziiglich IL-6 ist bekannt, dass eine Blockierung des 16slichen IL-6 Rezeptors zu einer
Unterdriickung der Kolitis verbunden mit Induktion von Apoptose in inflammatorischen
Zellen fiihrt (37). An Entziindungsherden in der Mukosa wurde bei Gal-4-behandelten
Tieren eine erhohte Anzahl apoptotischer Zellen gefunden. Die Apoptoseinduktion wird
vermutlich entweder iiber eine direkte Interaktion von Gal-4 mit den inflammatorischen
Zellen oder indirekt iiber eine Regulation der Zytokinsekretion ausgelost. Die
verminderte Zellmigration und Zytokinsekretion inflammatorischer Zellen sowie die
gesteigerte Apoptose, konnten den positiven, therapeutischen Effekt von Gal-4 im

Verlauf der Kolitis erklaren.

In vorherigen Arbeiten wurde gezeigt, dass Gal-2 ebenfalls spezifisch die Apoptose
aktivierter T-Zellen auslost (23). Diese Induktion verlduft, anders als bei Gal-4, nicht
iiber Calpain, sondern wird in Abhingigkeit von Caspase-3, Caspase-9 und der Bax/Bcl-
Ratio gesteuert. Zusétzlich kommt es zu einer Abnahme der proinflammatorischen
Zytokine TNF-a und IFN-y und zu einer verminderten Adhédsion von T-Zellen an das
Epithel (23). Die Translation dieser Ergebnisse in ein akutes und ein chronisches
Kolitismodell sollte weiteren Aufschluss {iber den mdglichen therapeutischen Effekt und
die Wirkungsweise von Gal-2 in vivo geben. Bei Behandlung der Tiere mit Gal-2 kam es
sowohl im akuten als auch im chronischen Kolitismodell zu einer signifikanten
Verbesserung der typischen klinischen Symptome, wie z.B. Diarrhoe, blutiger Stuhl und
Gewichtsverlust. Die Ergebnisse waren vergleichbar mit den Ergebnissen, die durch die
Gabe von Tacrolimus (38), einem starken Immunsupressivum, erzielt wurden.

Untersuchungen des Expressionsprofils von Gal-2 zeigten eine Abnahme der Gal-2-
Expression in Epithelzellen kranker Tiere. Im Gegensatz dazu wird Gal-2 im gesunden
Darm von Mdusen von Epithelzellen entlang des gesamten Darmes exprimiert (23; 26).
Dieser Effekt wurde ebenfalls bei Gal-1 in einer TNBS-induzierten Kolitis (33) und bei
Patienten mit einer juvenilen idiopathischen Arthritis festgestellt, eine Erkrankung, die
wie die CED auf einer gestorten T-Zell-Apoptose beruht (39). Durch die Behandlung der

Tiere mit Gal-2 konnte die normale Expression von Gal-2 in den Epithelzellen
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wiederhergestellt werden, was eine zentrale Rolle von Gal-2 im Krankheitsverlauf der
Kolitis andeutet. Da es im Verlauf von CED zu einer gestorten T-Zell-Apoptose kommt,
konnte die verminderte Gal-2 Expression ein entscheidender Hinweis auf den
Mechanismen des therapeutischen Effektes von Gal-2 sein. Diese Vermutung lie8 sich
durch die Ergebnisse bekriftigen, dass es nach einer Gal-2-Behandlung zur
Apoptoseinduktion inflammatorischer Zellen der Lamina propria kommt. Histologische
Untersuchungen ergaben eine verminderte Anzahl in die Lamina propria eingewanderter,
inflammatorischer Zellen sowie eine Abnahme der Mukosaschidigung. Die
Funktionalitit der inflammatorischen Zellen im Darm hinsichtlich ihrer Zytokinsekretion
ergab eine verminderte Sekretion proinflammatorischer Zytokine, wie z.B. IL-12 und IL-
6, beides wichtige Mediatoren der Entziindungsreaktion (40; 41). Diese Regulation
proinflammatorischer Zytokine tragt ebenfalls zur Verbesserung der Entziindung bei, da
bei der Behandlung von CED die Wiederherstellung der natiirlichen Balance zwischen
Zellaktivierung, Proliferation und Zelltod eine entscheidende Rolle spielt. In
Ubereinstimmung mit den positiven Effekten, die durch eine Behandlung mit Gal-2 in
beiden Modellen der DSS-induzierten Kolitis erzielt wurden, konnte der therapeutische
Effekt von Gal-2 zusitzlich in einem T-Zell-Transfer-Modell einer T-Helfer-1-
vermittelten Kolitis gezeigt werden. Die dargelegten Ergebnisse zeigen, dass sowohl Gal-
2 als auch Gal-4 eine zentrale und wichtige Rolle in verschiedenen immunologischen
Systemen einnehmen. Thre immunmodulierende Wirkung und ihr positiver Effekt auf die
Epithelzellrestitution eréffnen eine neue therapeutische Option in der Behandlung von

CED.
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4. Zusammenfassung

Bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen handelt es sich um Erkrankungen, die
durch eine tliberschieBende Immunantwort gekennzeichnet sind. Diese ist verbunden mit
einer gestorten T-Zellapoptose. Das daraus resultierende Ungleichgewicht zwischen
Proliferation und Apoptose sorgt flir eine anhaltende Entziindungsreaktion in der
intestinalen Mukosa. Im Verlauf der Erkrankung kommt es zu Schiden an der Mukosa,
welche konsekutiv ihre Barrierefunktion verliert. Galektine sind zuckerbindende Lektine,
die auf vielfiltige Art Prozesse, wie z.B. Zellaktivierung, Proliferation, Zytokinsekretion,
Migration und Apoptose, beeinflussen. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit der
Einfluss von Gal-2 und Gal-4 auf das mukosale Immunsystem in vivo und in vitro
untersucht. Diese beiden Galektine wurden gewdhlt, da sie nahezu exklusiv im
Gastrointestinaltrakt exprimiert werden. Anhand eines etablierten Wundheilungsmodells
mit Epithelzellen konnte gezeigt werden, dass Gal-2 und Gal-4 die intestinale
Epithelzellrestitution fordern. Dabei wurden die Migration und Proliferation intestinaler
Epithelzellen gesteigert. Untersuchungen an T-Zellen aus dem peripheren Blut und aus
der Lamina propria zeigten, dass Gal-2 an den Bl-Integrin und Gal-4 an den CD3-
Rezeptor auf der T-Zell-Oberfldche bindet. Die Interaktion beider Galektine mit T-Zellen
initiiert eine gesteigerte Apoptose stimulierter, jedoch nicht ruhender T-Zellen. Die durch
Gal-2 induzierte Apoptose verlduft tiber die Aktivierung von Caspase-3 und -9. Gal-4
induziert Apoptose caspase-unabhingig iiber einen calpain-abhingigen Signalweg.
Weiterhin ~ ergaben  Untersuchungen der Zytokinsekretion eine Hemmung
proinflammatorischer Zytokine, wie z.B. TNF-a, IL-6, IL-8 und IL-17 durch beide
Galektine. Die Ergebnisse der Zellzyklusanalysen zeigten eine Hemmung des Zellzyklus
von T-Zellen durch Gal-4, jedoch nicht durch Gal-2.

In vivo Untersuchungen in einem DSS-induzierten Kolitis Modells in der Maus zeigten,
dass es durch Gal-2 und Gal-4, im Vergleich zur Kontrollgruppe, zu einer signifikanten
Verbesserung der klinischen und histologischen Entziindungsreaktion kommt. Dabei
konnte eine verminderte Infiltration von inflammatorischer Zellen in den Darm sowie
eine Abnahme der Mukosaschédigung gezeigt werden. Zusétzlich wurde durch die Gal-
4-Behandlung die Anzahl proliferierender Zellen in der Mukosa, gesenkt.

Untersuchungen der Lymphozytenfunktionalitit durch Analyse der Zytokinsekretion
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ergaben eine verringerte Sekretion proinflammatorischer Zytokine. Gleichzeitig war das
antiinflammatorische Zytokin IL-10 bei der Behandlung mit Gal-4 erhoht.
Untersuchungen zur Apoptose zeigten eine signifikante Steigerung apoptotischer CD3-
positiver Zellen in der Mukosa nach Behandlung mit Gal-2 und Gal-4. Diese Ergebnisse
legen eine zentrale Rolle von Gal-2 und Gal-4 auf unterschiedliche Prozesse und

Zellarten im mukosalen Immunsystem dar.
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5. Summary

Inflammatory bowel diseases are characterised by an uncontrolled immune reaction in
common with an impaired T cell apoptosis. The resulting imbalance between
proliferation and apoptosis induces a persistent inflammation in the intestinal mucosa.
Furthermore, the persistant mucosal damage impairs the epithelial cell function and its
barrier function. In our work we analysed the effect of galectin-2 and galectin-4 on the
mucosal immune system. Galectins are a family of sugar-binding lectins which more and
more emerged as major regulator of different signaling processes, including cell
activation, proliferation, cytokine secretion, migration and apoptosis. Since galectin-2
and galectin-4 are mainly expressed in the gastrointestinal tract, we focussed on those
two lectins. A wound healing assay with epithelial cells showed that galectin-2 and -4
promote epithelial cell restitution, with an increase in cell migration and cell
proliferation. Analysis of the interaction of both galectins with peripheral blood T cells
revealed that galectin-2 binds to the B1-integrin at the cell surface while galectin-4 binds
at the CD3 Rezeptor of stimulated T cells. Both galectins induced apoptosis of
stimulated, but not resting T cells. Galectin-2 induced apoptosis via caspsae-3 and
caspase-9 dependent pathways. In contrast, apoptosis induced by galectin-4 was caspase-
independent, but calpain-dependent. Determination of the cytokine secretion profile of T
cells revealed a decrease in pro-inflammatory cytokines, like TNF-a, IL-6, IL-8 und IL-
17, when incubated with galectin-2 or galectin-4. Cell cycle analyses showed an
inhibitory effect of galectin-4 on cell cycle progression of T cells, while galectin-2 did
not influence the cell cycle.

In a model of DSS-induced colitis in mice, galectin-2 and -4 treatment significantly
ameliorated clinical and histological signs of colitis compared to controls. Both lectins
reduced the number of inflammatory cells migrated into the mucosa and diminished
mucosal damage. In addition, galectin-4 decreased the number of proliferating cells in
the intestinal mucosa. Analyses of the cytokine secretion profile showed a lowered
secretion of pro-inflammatory cytokines. Furthermore, the anti-inflammatory cytokine
IL-10 was increased in mice treated with galectin-4. Determination of apoptosis in mice

treated with galectin-2 or galectin-4 showed a significant increase in apoptotic CD3
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positive cells in the mucosa. Thus, our study provided for the first time evidence that

galectin-2 and galectin-4 play a central and distinct role in the mucosal immune system.
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Anhang

Abktlrzungen

APC
CED
CRD
DSS
Gal

IL
IFN-y
LPMC
LPT
TCR
TNF-a

Antigen présentierende Zelle
chronisch entziindliche Darmerkrankung
Kohlenhydrat-Erkennungsregion
Dextran Sodium Salt

Galektin

Interleukin

Interferon-gamma

Lamina propria mononukleédre Zellen
Lamina propria T-Zellen
T-Zell-Rezeptor
Tumor-Nekrose-Faktor-alpha
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