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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Der Darm als Barriere

Der Darm bildet im menschlichen Korper die grofRte Oberflache, die mit der
Aulenwelt in Kontakt kommt und hat damit zentrale, wichtige Aufgaben. Dazu z&hlt
der gezielte Stoffaustausch als auch die Bildung einer Barriere gegenuber
unerwinschten Stoffen aus dem Lumen. Damit einhergehend spielt der Darm eine
entscheidende Rolle bei der Immunabwehr, da es in der Darmwand zum Erstkontakt
von Immunzellen mit potentiell gefahrlichen Stoffen kommt.

Die Darmwand ist von auf3en nach innen aus folgenden Schichten aufgebaut (Abb.
1.1): die &ulRerste Schicht bildet die Tunica adventitia aus Bindegewebe, dann folgt
die Tunica muscularis, in der die Muskelfasern verlaufen. Dartber liegt die Tela
submucosa (kurz: Submukosa), eine Bindegewebsschicht mit Blut- und
Lymphgefalien, sowie Nervenzellen. Die innerste Schicht der Darmwand bildet die
Tunica mucosa (kurz: Mukosa), die wiederum von auf3en nach innen in die Lamina
muscularis mucosae, die Lamina propria mucosae und die Lamina epithelialis
mucosae (kurz: Epithel) unterteilt ist. In der Lamina propria mucosae ist eine Vielzahl
an Immunzellen angesiedelt, die der Bildung von Antikérpern, als auch der

Freisetzung von Entziindungsmediatoren wie den Zytokinen dienen.
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Abb. 1.1: Aufbau der Darmwand (Dinndarm)
Die Darmwand setzt sich aus Tunica adventitia, Tunica muscularis, Submukosa und
Mukosa zusammen. Die Mukosa wiederum besteht aus Lamina muscularis mucosae,

Lamina propria mucosae und Lamina epithelialis mucosae. Modifiziert nach [1].
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Das einschichtige Epithel des Dickdarms (Kolon) ermdglicht durch die Ausbildung
einer selektiven Barriere einerseits den Stoffaustausch zwischen dem Darmlumen
und dem Korperinneren, das heif3t die Aufnahme von Nahrstoffen, Elektrolyten und
Wasser als auch die Sekretion von Stoffwechselprodukten [2-4]. Andererseits
verhindert es einen Ruckfluss bereits absorbierter bzw. sezernierter Substanzen und
das Eindringen schadlicher Antigene [5, 6]. Bei einer Beeintrachtigung der
epithelialen Barriere des Darms, beispielsweise im Rahmen von Entzindungs-
prozessen, kann es durch einen passiven Austritt von lonen und Wasser ins
Darmlumen zu einer Leckflux-Diarrh6 kommen. Dabei diffundieren grof3e Mengen an
geldsten Stoffen und Wasser ins Lumen zurtick und werden nicht mehr ausreichend
resorbiert [7]. Dartber hinaus kénnen bei intestinaler Entziindung unter anderem
Antigene aus dem Darmlumen Uber die gestorte Barriere aufgenommen werden und
die Entstehung oder Aufrechterhaltung chronischer Entzindungen, wie
beispielsweise Morbus Crohn (ndher beschrieben in Kapitel 1.2), beglnstigen.

Der Transport von Substanzen durch das Epithel kann auf zwei Wegen erfolgen.
Zum einen konnen Stoffe aktiv durch die Zellen hindurch, also transzellular,
transportiert werden. Auf diesen Weg wird spater in dem Kapitel Endozytose (1.3)
naher eingegangen. Zum anderen konnen Solute und Wasser parazellular zwischen
den Zellen hindurch transportiert werden [8]. Aber auch dieser passive Transport
Uber die lateralen interzellularen Spaltrdume unterliegt einer Regulation. Hierbei
spielt der junktionale Komplex, bestehend aus den Tight Junctions, den Adherens
Junctions und den Desmosomen, eine wichtige Rolle [9, 10].

1.1.1 Tight Junctions

Tight Junction (TJ)-Proteine sind netzartig um die Zelle herum angeordnet und
wechselwirken mit TJ-Proteinen angrenzender Zellen [9, 11]. Auf diese Weise
schranken sie als regulierende Barriere zwischen den Epithelzellen des Darmes den
Transport von lonen und Soluten ein, was auch als ,gate function“ bezeichnet wird.
Eine andere wichtige Funktion der TJs ist die so genannte ,fence function®, die die
laterale Membrandiffusion von Proteinen verhindert und somit die apikal-basolaterale
Polaritat aufrechterhalt [12].
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TJs sind Multiproteinkomplexe aus transmembranen Proteinen, die man in zwei
Familien unterteilen kann, die Claudine und die TJ-assoziierten MARVEL-Proteine
(TAMPSs), zu denen Occludin, Tricellulin und MarvelD3 zahlen [13].

Occludin: Das erste TJ-Protein, das strukturell beschrieben wurde, ist das ca.
65 kDa grofRe Occludin, das vier Transmembrandomanen, zwei extrazellulare und
eine intrazellulare Schleife sowie einen intrazellularen N- und C-Terminus besitzt
(Abb. 1.2) [14]. Die genaue Funktion von Occludin ist noch immer nicht geklart,
jedoch weisen viele Untersuchungen darauf hin, dass Occludin eine wichtige Rolle
fur die Stabilitat der TJs und damit fur die Barrierefunktion spielt [15].

Tricellulin: Tricellulin ist vor allem an trizellularen Kontaktstellen im Epithel
lokalisiert, aber auch in geringerer Dichte in bizellularen Kontakten nachweisbar. Die
64 kDa grofRe Isoform Tricellulin-a zeigt Sequenzhomolgien zu Occludin und besitzt
auch vier Transmembrandomanen, zwei extrazellulare und eine intrazellulare
Schleife und einen intrazellularen N- und C-Terminus (Abb. 1.2) [16]. Tricellulin
besitzt als barriereforderndes Protein eine abdichtende Funktion gegeniber
Makromolekilen [16, 17].

Tricellulin Occludin

Abb. 1.2: Tricellulin und Occludin

Schematischer Aufbau von Tricellulin und Occludin in der Maus. In dem Bereich, der durch
die rote Box markiert ist, sind die Aminosduren der beiden Proteine zu 32 % identisch.
Modifiziert nach [16].
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Claudine: Inzwischen wurden bei den Saugetieren 27 Claudine identifiziert, die, wie
Occludin und Tricellulin, vier Transmembrandomanen, zwei extrazellulare und eine
intrazellulare Schleife und einen intrazellularen N- und C-Terminus besitzen (Abb.
1.3) [18, 19].

Extrazellular

Intrazellular

Abb. 1.3: Claudin

Schematischer Aufbau von Claudinen. Modifiziert nach [20].

Obwohl bisher nicht alle Funktionen der 20 — 27 kDa grofRen Claudine entschlisselt
werden konnten, wurde fir einige Claudine eine abdichtende oder eine
kanalbildende Funktion im Epithel gezeigt. Zu den abdichtenden Claudinen z&hlen
Claudin-1, -3, -4, -5 und -8 [21-25]. Diese sind wesentlich fur die Barriere-
eigenschaften in dichten oder mitteldichten Geweben, beispielsweise im distalen
Nephron, dem Dickdarm, der Harnblase oder in der Epidermis [22, 26-28]. Daneben
gibt es Claudine, die parazellulare Kanéale bilden, wie Claudin-2, -6, -10 und -15.
Diese bilden Kandle, die selektiv fur Kationen oder Anionen sind; Claudin-2 bildet
sogar Kanale fur Wasser [29-34]. Diese Claudine sind eher in lecken Geweben wie
dem proximalen Nephron und dem Dunndarm lokalisiert [27, 28]. Die Lokalisation der

Claudine ist also, je nach Funktion, gewebespezifisch.
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1.2 Morbus Crohn

Morbus Crohn zahlt neben Colitis ulcerosa zu den bedeutsamsten chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen. Diese sind gekennzeichnet durch in Schiben
auftretende oder kontinuierliche Entzindungen des Darmes, die mit Bauch-
schmerzen und im Fall der Colitis ulcerosa mit blutiger Diarrhd einhergehen. Bei
Morbus Crohn sind die Entziindungen diskontinuierlich im gesamten Gastrointestinal-
trakt verteilt, wobei Uberwiegend der distale Dinndarm und der Dickdarm betroffen
sind (Abb. 1.1) [35].

Morbus Crohn

Speiserohre

Zwolffingerdarm

Diinndarm

Dickdarm
Enddarm

Abb. 1.4: Verteilung der Entziindungen bei Morbus Crohn
Bei Morbus Crohn kénnen segmentale Entzindungen (rot) im gesamten Gastrointestinal-
trakt, von der Speiserdhre bis zum Enddarm, auftreten. Hauptsachlich sind jedoch der

distale DUnn- und der Dickdarm betroffen. Modifiziert nach [36].

Die Ursachen fur die Entstehung von Morbus Crohn sind noch nicht vollstandig
geklart. Es gibt jedoch Indizien dafur, dass eine erhdhte intestinale Permeabilitat die
Entstehung begiinstigt. Es wurde gezeigt, dass die Permeabilitdt bei Verwandten
ersten Grades von Morbus Crohn-Patienten erhoht ist [37, 38]. Aul3erdem konnte bei
einer Patientin 8 Jahre vor Ausbruch der Krankheit eine erhdhte Permeabilitat des
Markers *'Cr-EDTA festgestellt werden [39]. Wie bereits in Kapitel 1.1 erwéhnt,
konnen durch eine geschadigte Darmbarriere, die eine erhohte Durchlassigkeit
aufweist, Antigene aus dem Darmlumen aufgenommen werden. Die Immunzellen der
Darmmukosa, deren Zahl bei Morbus Crohn stark erhdht ist, werden dann diesen

Antigenen ausgesetzt. Zusammen fuhrt dies zu einer Uberschiel3enden
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Immunantwort [40, 41]. Zuséatzlich ist die Toleranz gegeniber der eigenen Darmflora
gestort, was zu einer Hyperreaktivitatt und einer chronischen Immunantwort
gegenuber dieser fuhrt [41, 42]. Neben der erhdhten intestinalen Permeabilitat und
der erhdhten Zahl an Immunzellen spielen zusatzlich auch Umwelteinflisse und
genetische Faktoren eine wichtige Rolle, wie beispielsweise Mutationen des NOD2-
Gens, das fur einen Mustererkennungsrezeptor fir Fremdstoffe im angeborenen
Immunsystem kodiert [35, 43, 44].

1.2.1 Die Darmbarriere bei Morbus Crohn

Die intestinale Barriere bei Patienten mit Morbus Crohn ist, abhangig vom Grad der
Entzindung, beeintrachtigt. Dies aul3ert sich durch einen verminderten epithelialen
Widerstand, eine erhdhte Apoptoserate und eine erhohte intestinale Permeabilitat
[45-50]. Permeabilitaitsmessungen an verschiedenen Segmenten des entziindeten
Darmes zeigten eine erhdhte Transportrate diverser Markermolekile. Die ersten
dieser Untersuchungen wurden in den 1980ern mit Laktulose-Mannitol- bzw.
Laktulose-Rhamnose-Tests durchgefihrt, bei denen das Verhaltnis von Laktulose zu
Mannitol bzw. Rhamnose erhoht war [51-54]. Diese Untersuchungen weisen eher auf
eine gesteigerte parazellulare Permeabilitdt hin, da Laktulose parazellular auf-
genommen wird [55]. Ahnliche Ergebnisse wurden durch im Urin gemessene, oral
verabreichte Marker wie >*Cr-EDTA und Polyethylenglykol 400 (PEG 400) erzielt, die
ebenfalls parazellular transportiert werden [37, 56]. Spatere Studien mit der
Meerrettichperoxidase (HRP) und Ovalbumin zeigten jedoch, dass bei Morbus Crohn
auch die transzellulare Permeabilitéat erhoht ist [45, 46, 48]. HRP und Ovalbumin
konnten mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen in intrazellularen Vesikeln
nachgewiesen werden [46, 48]. Bei Morbus Crohn ist also sowohl die para- als auch
die transzellulare Barriere gestort.

1.2.1.1 Veranderungen der Tight Junctions

Wie bereits erwahnt ist die parazellulare Barriere des Darms bei Morbus Crohn
beeintrachtigt, was sich groftenteils auf Veranderungen der TJ-Strukturen zurtick-
fuhren lasst [57]. Die Anzahl der TJ-Strange zwischen benachbarten Zellen ist stark

vermindert und die H6he des TJ-Netzwerks reduziert. Auflerdem kommt es zu einer
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Zunahme an Strangbriichen und zu einem Auftreten diskontinuierlicher TJ-Stréange
[50, 57, 58]. Einzelne Claudine sind in ihrem Expressions- und Verteilungsmuster
verandert. Claudin-2, das Kanéle fir Kationen und Wasser bildet, wird verstarkt
exprimiert, wohingegen Claudin-3, -5 und-8, drei abdichtende Claudine, eine
verminderte Expression zeigen. Auch Occludin, das wahrscheinlich eine Rolle bei
der Stabilisierung der TJs und der Barrierefunktion spielt [15], wird vermindert
exprimiert. Claudin-5 und -8 sind zusatzlich aus den TJ-Strangen heraus in der

Epithelzelle umverteilt [50].

1.2.2 Zytokine und Histamin bei Morbus Crohn

Bei Morbus Crohn liegt eine Anomalie der mukosalen T-Lymphozyten vor. Diese
zeigt sich einerseits dadurch, dass sie gegenuber mikrobiellen Antigenen Immun-
antworten auslésen, gegeniber denen sie im gesunden Zustand unempfanglich sind
[59, 60]. AuRerdem sind die T-Lymphozyten resistent gegeniiber Apoptose, so dass
es zu einem Uberschuss dieser Immunzellen in der erkrankten Mukosa kommt [61,
62]. Damit einhergehend ist die erhéhte Produktion zahlreicher Zytokine im Darm
[41]. Die ursprungliche Annahme, dass bei Morbus Crohn hauptsachlich Thl-
Zytokine erhoht sind, wurde bereits von einigen Studien widerlegt, die auch eine
Erhdhung von Th2- und Thl7-Zytokinen zeigten [63-69]. Ein oder mehrere
~Schlissel-Zytokine* sind jedoch nicht identifizierbar, da viele Faktoren das
Zytokinprofil im entzindeten Darm beeinflussen. Dazu z&ahlen unter anderem die
verschiedenen Phasen der Krankheit und der Entzindungsgrad [41, 66]. Hinzu
kommt die Problematik bei den Zytokinmessungen, da eine Unterscheidung von
entziindet und nicht entzindet haufig auf subjektiver Bewertung beruht und die
Vergleichbarkeit verschiedener Studien aufgrund einer unterschiedlichen Methodik
verwirrend oder nicht moglich ist [41]. Dennoch liefern solche Untersuchungen
wichtige Ergebnisse, die Aufschlisse Uber die Immunantwort bei Morbus Crohn
geben.

Neben den Zytokinen sind viele andere Entziindungsmediatoren bei Morbus Crohn
erhoht, unter anderem auch Histamin. Dieses ist nicht nur insgesamt erhoht, die
Histaminkonzentration im Darm korreliert auch mit dem Grad der Entziindung [70-
72].




EINLEITUNG

Im Folgenden werden auf3er Histamin nur die Zytokine naher erlautert, die auch in
dieser Doktorarbeit verwendet wurden.

1.2.2.1 Interleukin-18

Interleukin-1B (IL-1B) ist ein proinflammatorisches Zytokin, das bei Morbus Crohn
vermehrt in Makrophagen der Mukosa produziert wird [63, 67, 68, 73]. Der natirlich
vorkommende Antagonist von IL-1B, IL-1 Rezeptorantagonist (IL-1lra), besetzt
normalerweise den IL-1 Rezeptor. Bei Morbus Crohn kommt es jedoch durch die
ubermallige Synthese von IL-1B zu einem Ungleichgewicht, so dass IL-13 an seinen
Rezeptor binden und Entziindungsreaktionen ausgelost bzw. aufrechterhalten kann
[74]. IL-1B verstarkt die antigen-induzierte Proliferation von Thl-, Th2- und Th17-
Zellen und die Produktion weiterer proinflammatorischer Zytokine [75, 76]. In
Experimenten mit intestinalen Epithelzellen wurde gezeigt, dass IL-1B die
Permeabilitat der TJ steigert [77].

1.2.2.2 Interleukin-4

In frihen Lasionen des lleums bei Erwachsenen sowie bei Kindern mit Morbus Crohn
wurden erhohte Interleukin-4 (IL-4)-Spiegel gemessen [66, 78]. Dieses anti-
inflammatorische Zytokin wird hauptséachlich in Th2-Lymphozyten gebildet, aber auch
in Mastzellen [79, 80].

Zahlreiche Studien zeigten bereits, dass die Zugabe von IL-4 zu der intestinalen
Zelllinie T84 eine Verminderung des transepithelialen Widerstandes verursacht [81-
88]. Korrelierend zu dieser Widerstandsverminderung erhéht IL-4 die Expression des
TJ-Proteins Claudin-2, welches als kanalbildendes Claudin die parazellulare Barriere
schwacht [87]. Permeabilitatsstudien mit verschiedenen Markermolekilen zeigten,
dass IL-4 sowohl den para-, als auch den transzellularen Transport erhoht [83, 85,
87, 88]. Diese Tatsache deutet daraufhin, dass IL-4 in einem friilhen Stadium des
Morbus Crohn die Barrierefunktion des Darmepithels schadigen und so die
Translokation von Antigenen erleichtern kann [66], was wiederum die Entzindungs-
reaktion verstarkt. Au3erdem stimuliert IL-4 T- und B-Zellen, Mastzellen, Monozyten
und Makrophagen [89-91]. Diese Zellen kdnnen Entziindungsmediatoren wie z.B.

Histamin freisetzen, auf dessen Wirkungen im Darm im Kapitel 1.2.2.6 noch
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eingegangen wird. Auf der anderen Seite inhibiert IL-4 die Produktion verschiedener
proinflammatorischer Zytokine, wie zum Beispiel die von IL-18 und TNFa, und
induziert die Expression des IL-1lra durch periphere Monozyten und intestinale
Lamina propria mononukledre Zellen (LPMCs) [92, 93]. Allerdings ist diese
regulatorische Funktion bei Morbus Crohn beeintrachtigt, da die Empfanglichkeit der
peripheren Monozyten und intestinalen LPMCs gegenuber IL-4 vermindert ist [93]. In
einer Studie, in der der Einsatz von IL-4 in der Therapie von Krebs untersucht wurde,
traten bei einigen Patienten starke Nebenwirkungen auf, unter anderem Diarrhé und

gastrointestinale Blutungen [94].

1.2.2.3 Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) wird von einer Vielzahl von Zelltypen produziert, unter anderem
Makrophagen und T-Zellen, aber auch Endothel- und Epithelzellen [95, 96]. Es
existieren zwei Rezeptoren fir IL-6, der membrangebundene (IL-6R) und der I6sliche
IL-6 Rezeptor (sIL-6R). Die meisten Effekte werden nach Bindung von IL-6 an den
sIL-6R und die darauffolgende Bindung dieses Komplexes an das membran-
gebundene gpl30 Protein ausgelost [97]. IL-6 spielt eine Rolle bei der bereits
beschriebenen Resistenz von T-Lymphozyten gegeniber apoptotischen Ereignissen,
die bei Morbus Crohn auftritt [98]. Das pro- und antiinflammatorisch wirkende Zytokin
ist auBerdem einer der wichtigsten Mediatoren der Akute-Phase-Reaktion, einer
Entziindungsreaktion bei der unspezifischen Immunantwort [99, 100]. AufRerdem
bewirkt es die Differenzierung von B-Zellen und die Aktivierung von T-Zellen [101].

Sowohl IL-6, als auch der sIL-6R sind bei Morbus Crohn erhdht [102]. Tocilizumab
(Handelsname: RoActemra®), ein Antikorper, der gegen den sIL-6R gerichtet ist,
wurde bereits in einer klinischen Studie an Morbus Crohn Patienten getestet. Dabei
wurde zwar eine erhdhte Remissionrate und eine Induktion der T-Zell Apoptose
erzielt, jedoch konnten bei endoskopischen und histologischen Untersuchungen

keine Verbesserungen festgestellt werden [103].
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1.2.2.4 Tumornekrosefaktor-a

Im Darm von Morbus Crohn Patienten konnte ein erhdhter Tumornekrosefaktor a
(TNFa)-Spiegel gemessen werden [48, 67-69]. Dieses proinflammatorische Zytokin
wird in Makrophagen, LPMCs und Mastzellen der Mukosa gebildet [104-106].

Bei der bereits erwdhnten Steigerung der Permeabilitat bei Patienten mit Morbus
Crohn spielt TNFa einigen Studien zufolge eine wichtige Rolle [48, 106]. So wurde in
mukosalen Biopsien eine Korrelation zwischen dem Anstieg der endosomalen HRP-
Aufnahme und der mRNA-Expression von TNFa gefunden [48]. In Zellkultur-
experimenten zeigte TNFa ebenfalls eine barrierestorende Wirkung. Apoptosen
wurden induziert, die TJs wurden beeintrachtigt, die parazellulare lonenpermeabilitat
und die endosomale Aufnahme von HRP erhoht [48, 107-109]. Die Abnahme des
transepithelialen Widerstandes durch die Kokultivierung einer intestinalen Zelllinie mit
mononukledren Zellen von Patienten mit Morbus Crohn wurde ebenfalls auf die
Wirkung von TNFa zuriickgefuhrt [106]. Diese Annahme wird unterstitzt durch
andere Studien mit intestinalen Zelllinien, bei denen die alleinige Gabe von TNFa
den transepithelialen Widerstand senken konnte [107, 108].

Eine effektive Behandlungsmethode von Morbus Crohn Patienten stellt die Therapie
mit den anti-TNFa-Antikérpern Infliximab (Handelsname: Remicade®) und
Adalimumab (Handelsname: Humira®) dar. In zwei Studien senkte die Behandlung
mit Infliximab bei den Patienten die intestinale Permeabilitét fir >*Cr-EDTA, sowie die

Apoptoserate und erhéhte den transepithelialen Widerstand [49, 110].

1.2.2.5 Interferon-y

Das proinflammatorische Interferon-y (IFNy) wird von Thl-Lymphozyten und
naturlichen Killerzellen produziert. Es aktiviert unter anderem mononukleare
Phagozyten, Neutrophile, nattrliche Killerzellen und stimuliert die Differenzierung von
B- und T-Zellen [111].

Experimente mit intestinalen Zelllinien zeigten, dass IFNy den transepithelialen
Widerstand senkt und die Permeabilitat fir die para- beziehungsweise trans-
zellularen Marker Mannitol, HRP und *'Cr-EDTA erhoht [86, 112, 113]. Auch eine
Umverteilung der abdichtenden TJ-Proteine Claudin-1, -4 und Occludin aus der TJ-
Doméane der Epithelzelle heraus konnte beobachtet werden [114]. Aus in vivo

Studien an Mausen mit entziindetem Darm wurde ein Zusammenhang zwischen der
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erhohten intestinalen Permeabilitat fur >*Cr-EDTA und der Produktion von IFNy
postuliert [115].

1.2.2.6 Histamin

Das Gewebshormon Histamin ist ein wichtiger proinflammatorischer Mediator, der
vor allem in den Granula von Mastzellen und basophilen Granulozyten gespeichert
wird. Werden diese Zellen, beispielsweise durch Immunglobuline, aktiviert, kommt es
zur Degranulation und das gespeicherte Histamin wird freigesetzt [116]. Einige
Untersuchungen zeigten eine erhéhte Anzahl von intestinalen Mastzellen bei Morbus
Crohn [117-119], wohingegen andere keine Erhéhung finden konnten [120, 121].
Hinweise auf eine erhdhte Aktivitat der Mastzellen wahrend der Krankheit existieren,
aber auch hier gibt es gegensatzliche Beobachtungen [121, 122]. Einigkeit herrscht
hingegen gegenuber der Tatsache, dass das Histaminlevel bei Morbus Crohn erhoht
ist [70-72]. Viele der fir Morbus Crohn typischen Symptome, unter anderem
Bauchschmerzen und Diarrh6, kdnnen durch die biologische Wirkung von Histamin,
wie beispielsweise die Schmerzibermittlung, die Induktion von Muskelkontraktionen
und Wasser- und lonensekretion, erklart werden [71, 123-125]. In einer in vivo
Histamin-Provokationsstudie sowie in einem in vitro Nahrungsmittelallergie-Modell
konnten Hinweise darauf gefunden werden, dass Histamin die TJ-Integritat stort
[126, 127]. Eine weitere in vivo Histamin-Provokationsstudie konnte diesen Verlust
der TJ-Integritéat jedoch nicht bestatigen [128]. Es gibt Spekulationen Uber einen
Zusammenhang zwischen der erhdhten transepithelialen Permeabilitaét des Darms
bei Nahrungsmittelallergie und dem bei diesem Krankheitsbild ausgeschiitteten
Histamin [129].

1.3 Endozytose

Unter Endozytose wird die Internalisierung von Flussigkeit und den darin geldsten
Stoffen, Makromolekiulen, Zellmembranbestandteilen und anderen Partikeln
verstanden. Die Endozytose spielt eine wichtige Rolle bei der Aufnahme von
Nahrstoffen, der Herunterregulierung von Rezeptoren, der Antigenpréasentation, der
Aufnahme von Pathogenen, der intrazellularen Signaltransduktion, der Zellpolaritat,

in der interzellularen Kommunikation und weiteren Prozessen in der Zelle [130, 131].
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Der transzellulare Transport, welcher als Transzytose bezeichnet wird, beginnt mit
der Endozytose, welche durch verschiedene Mechanismen bewerkstelligt werden
kann. Dazu gehoren die Makropinozytose, die Clathrin- oder Caveolin-vermittelte
Endozytose und die Clathrin- und Caveolin-unabhangige Endozytose [130-133]. Es
gibt einige Gemeinsamkeiten zwischen den verschiedenen Wegen, aber auch viele
Unterschiede. Diese werden fir die Makropinozytose, die Clathrin- und Caveolin-
vermittelte Endozytose in den Kapiteln 1.3.1 - 1.3.3 beschrieben. Trotz dieser
erwahnten Unterschiede zwischen den verschiedenen Endozytosemechanismen,

gibt es ein allgemeines Schema des Endozytoseablaufs (Abb. 1.5).

Clathrin-vermittelte Caveolin-vermittelte = Makropinozytose

Endozytose Endozytose @
= ©
4
N
@ J
/ )
0O

O
)

y

N

\

Ex

Abb. 1.5: Allgemeines Schema der Endo- und Transzytose:

Endozytotische Vesikel (CCV: Clathrin-umhilites Vesikel, CV: caveolares Vesikel, MP:
Makropinosom) entstehen nach der Internalisierung von Stoffen an der apikalen Plasma-
membran. Diese fusionieren mit beziehungsweise reifen zu frihen Endosomen (EEs),
spaten Endosomen (LEs) oder Lysosomen (Lys). Von den frilhen und spaten Endosomen
kénnen Vesikel an die Plasmamembranen transportiert werden. CCP: Clathrin-umhillte

Grube, Cav: Caveolae; Ex: Exosom.
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Ein Molekil bindet entweder an einen Rezeptor und wird gemeinsam mit diesem
internalisiert oder es wird in Einstulpungen oder durch Extensionen der Plasma-
membran aufgenommen [134-136]. Die Membran muss fur diesen Vorgang ein- bzw.
ausstllpbar sein. Dies wird bewerkstelligt durch verschiedene Proteine, die die
Membran deformieren und Wdlbungen induzieren kdnnen, wie beispielsweise Aktin
oder die Hullproteine Clathrin und Caveolin [137, 138]. Auch durch Veranderungen
im Zytoskelett kann die Membranspannung herabgesetzt werden [137]. Die
eingestiulpte Membran wird dann abgeschnirt, wodurch ein endozytotisches Vesikel
entsteht. FUr diese Abschnirung werden zusatzliche Proteine wie beispielsweise die
gro3e GTPase Dynamin bendtigt [139]. Durch Reife- und Fusionsprozesse werden
aus den endozytotischen Vesikeln fruihe Endosomen (EEs von engl. early
endosomes) oder spate Endosomen (LEs von engl. late endosomes) oder
Lysosomen [140-144].

EEs sind in der Nahe der Plasmamembran lokalisiert, wo sie entlang von Mikrotubuli
transportiert werden [145]. Sie haben eine vesikulare Struktur mit einem
Durchmesser von bis zu 1 ym, die mit tubuldren Anhéngen mit einem Durchmesser
von ca. 60 nm verbunden sind [146]. Die Membran der EEs enthalt zahlreiche
funktionelle Proteine, die an der Regulation des Vesikeltranports und der
Endosomenfusion beteiligt sind. Dazu zahlen unter anderem die kleine GTPase
Rab5 und das Rab5-Effektorprotein EEA1l [145, 147]. In den EEs findet die
hauptséachliche Sortierung statt, wobei das weitere Schicksal des Cargos festgelegt
wird [148]. Entweder wird es mittels der EEs zurtck zur Membran recycelt oder es
verbleibt in den EEs, die durch weitere Prozesse zu LEs reifen [148, 149]. Wahrend
dieser Reifeprozesse werden die tubularen Anhénge, in denen sich viele der
Molektle konzentrieren, die zur Plasmamembran recycelt werden, entfernt [146]. Aus
der Membran der EEs entstehen kleinere Vesikel, sogenannte intraluminale Vesikel
(ILVs), in denen weitere Molekile eingeschlossen sein kénnen [150]. Aul3erdem
verandert sich wahrend der Reifung die Zusammensetzung der regulierenden
Proteine in der Membran. So wird beispielsweise Rab5 mit Rab7 ausgetauscht, einer
weiteren GTPase, die den Vesikeltranport und die Fusion mit Lysosomen reguliert
[151, 152]. Wahrend dieses Austauschs sind kurzfristig beide GTPasen gleichzeitig
in der Vesikelmembran nachweisbar [153].

Die runden oder ovalen LEs mit einem Durchmesser von 400 bis 800 nm werden

aufgrund der ILVs auch als multivesikulare Korper (MVBs von engl. multivesicular
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bodies) bezeichnet [153, 154]. Sie werden mit Hilfe der Mikrotubuli weiter in das
Zellinnere transportiert, wo sie mit anderen LEs oder Lysosomen fusionieren kénnen
[155, 156]. LEs kdnnen auch zur Plasmamembran transportiert werden und ihren
Inhalt durch Fusion mit der Membran freigeben. Die so freigesetzten 40 bis 100 nm
grof3en ILVs nennt man Exosomen [157]. Findet diese Fusion an der der Aufnahme
gegenuberliegenden Zellseite statt, spricht man von Transzytose.

Im Lysosom findet die Degradation und das Recycling intra- und extrazellularer
Molekule durch lysosomale Enzyme statt [158]. Der Transport der zu degradierenden
Molekule in die Lysosomen geschieht auf verschiedenen Wegen (Abb. 1.6). Zum
einen werden durch voriubergehende Fusionen Cargo von den LEs in die Lysosomen
transferiert, was als ,kiss-and-run“ bezeichnet wird [159]. Zum anderen
verschmelzen LEs mit Lysosomen zu Hybridorganellen, in denen die Degradation
stattfindet (Abb. 1.6) [155].

“Kiss-and-run” Hybridmodell

Plasmamembran r/ \ / \

Endozytotisches
Vesikel

Y
0 Q

Endosom

- Hybrid- /_\
Spates organelle
Endosom o -~

Lysosom

Abb. 1.6: Transportwege zum Lysosom
Beim ,kiss-and-run“-Modell fusionieren LE und Lysosom kurzzeitig, um Molekile zum
Lysosom zu transferieren. Beim Hybrid-Modell entsteht eine Hybridorganelle aus LE und

Lysosom. Madifiziert nach [160].
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Viele der durch Degradation von Polymeren entstandenen Monomere, wie beispiels-
weise Aminosduren aus dem Polypeptidabbau, werden in das Zytosol freigesetzt
[161]. Durch die Verschmelzung von Lysosomen mit der Plasmamembran, die
lysosomale Exozytose, kann der lysosomale Inhalt aber auch abgegeben werden
[162]. Dabei spielt das in der Membran lokalisierte lysosomal assoziierte Membran-
protein 1 (LAMP1), das, zusammen mit anderen Proteinen, den lysosomalen
Transport reguliert, eine wichtige Rolle [162].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Endozytose ein komplexer und
hochdynamischer Prozess ist, der aufgrund seines essentiellen Charakters einer
grof3en Zahl an Regulationen unterliegt.

1.3.1 Clathrin-vermittelte Endozytose

Bei der Clathrin-vermittelten Endozytose (CME von engl. clathrin mediated
endocytosis) bildet das Protein Clathrin ein Netzwerk aus einzelnen sogenannten
Triskelien um pravesikulare Einstlilpungen der Plasmamembran (CCPs von engl.
clathrin coated pits) (Abb. 1.7) [163].

Clathrin-Triskelion Clathrinhtlle

Schwere Kette

Leichte Kette

Zytoplasma

Extrazelluldrer Raum

Abb. 1.7: Clathrinhille aus Triskelien
Ein Triskelion (links) besteht aus je drei schweren und leichten Ketten. Durch

Polymerisierung bildet sich ein Netzwerk um die CCPs (rechts). Modifiziert nach [164].

Zu Beginn der CME binden Clathrin und das Adapterprotein 2 (AP2) an spezialisierte
Motive an der Innenseite der Plasmamembran [165]. Dadurch, und durch die
Bindung weiterer regulatorischer Proteine wie Amphiphysin, wird die Einsttlpung der
Membran und somit die Entstehung der CCPs induziert [137]. Einige Rezeptoren,

wie beispielsweise der Transferrin-Rezeptor, kdnnen mit dem AP2 interagieren und
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werden dann, zusammen mit den daran gebundenen Liganden, in die CCPs
aufgenommen [134]. Molekule, die nicht rezeptorvermittelt transportiert werden,
bendtigen die Interaktion mit AP2 oder anderen assoziierten Proteinen, um
internalisiert zu werden [134]. Die Clathrin-Triskelien polymerisieren und bilden so
ein Netzwerk um die CCPs (Abb. 1.7) [131]. Dieses kann man in elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen gut erkennen (Abb. 1.8).

Abb. 1.8: Clathrin-vermittelte Vesikelbildung

Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer Huhnereizelle. Von links nach rechts: eine
Clathrin-umhillte Grube bildet sich, an deren AuRRenseite das Clathrin-Netzwerk gebunden
ist. Nach dem SchlieRen und Abschniren entsteht ein Clathrin-umhilltes Vesikel.
Modifiziert nach [166].

Bei der Abschniirung von CCPs und somit der Entstehung von bis zu 150 nm gro3en
Clathrin-umhillten Vesikeln (CCVs von engl. clathrin coated vesicles) ist die grof3e
GTPase Dynamin beteiligt. Der genaue Mechanismus hierbei ist umstritten. Es wird
angenommen, dass sich Dynamin am Vesikelhals polymerisiert, und diesen als
Mechanoenzym unter Hydrolyse von GTP abschnurt [139]. Nach dem Entfernen der
Clathrinhille und daran gebundener AP2s fusionieren die so entstandenen ,nackten”
Vesikel untereinander und mit EEs [140, 167]. Dabei spielen (wie unter 1.3 bereits
ausgefuhrt) Rab5 und EEA1 eine wichtige Rolle [167].
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1.3.2 Caveolin-vermittelte Endozytose

Die Caveolin-vermittelte Endozytose tritt an Cholesterol- und Sphingolipid-reichen
Bereichen der Plasmamembran, sogenannten FloR3strukturen (engl. lipid rafts) auf.
Das Protein Caveolin-1 wird, gebunden an Cholesterol, zur Plasmamembran
transportiert und in diese integriert [168]. Weitere Proteine, wie das Cavin, das
Membraneinstilpungen induzieren kann und die Knospung reguliert, lagern sich an
[169]. Auch Caveolin-1 selbst induziert Wolbungen der Plasmamembran [138]. Durch
das Zusammenspiel der angelagerten Proteine bilden sich Caveolae, sackformige
Einstulpungen in der Plasmamembran, die von Caveolin-1 umhllt sind (Abb. 1.9)
[136]. Diese stabilen Strukturen kénnen durch Signale, wie beispielsweise die
Aktivierung eines Src-Kinase-Signalwegs, stimuliert werden und von der Plasma-

membran mit Hilfe der groRen GTPase Dynamin abgeschnirt werden [170, 171].
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Abb. 1.9: Caveolae an der Plasmamembran

Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Myoepithelzelle. Modifiziert nach [172].

Die so entstandenen 60 bis 80 nm durchmessenden Vesikel fusionieren unter der
Regulation von Rab5 hauptséchlich mit EEs, aber auch mit LEs oder Lysosomen und
transferieren ihr Cargo dorthin [141, 142]. In den EEs wird Caveolin-1 in ILVs ein-

geschlossen, wo es bis zur Degradation im Lysosom verbleibt [168].

1.3.3 Makropinozytose

Bei der Makropinozytose bilden sich durch die Polymerisierung von Aktin
Extensionen der Plasmamembran [135]. Durch Zuriickfalten der Extensionen
entstehen Vesikel, in denen das extrazellulare Medium und darin geléste Stoffe
eingeschlossen sind (Abb. 1.10) [135]. Nach der Abschnirung dieser Vesikel
entstehen Makropinosomen, die 0,2 bis > 5 pm grof3 sind [173].
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Die Bildung von Makropinosomen wird durch eine Vielzahl von Kinasen, GTPasen
und anderen regulatorischen Proteinen gesteuert. Hierzu zahlen unter anderem die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), die GTPasen Dynamin, Ras, Racl, p2l-
aktivierte Kinase 1 (PAK1) und das Membranprotein sorting nexin 5 (SNX5) [135,
144, 174-178]. Diese Proteine sind meist an mehreren Stadien der Makropinosomen-
bildung beteiligt. Die kleine GTPase Ras beispielsweise aktiviert drei Signalwege, die
parallel ablaufen. Dabei sind unter anderem die GTPasen Rab5, Racl und die PI3K
involviert, welche wiederum in verschiedene Prozesse der Makropinosomenbildung,
beispielsweise die Membrankrduselung oder die Bildung von Extensionen der
Plasmamembran, eingreifen [135]. Die Abschnirung der Makropinosomen erfolgt
durch das C-terminale Bindeprotein-1/BrefeldinA-ADP ribosyliertes Substrat
(CtBP1/BARS), welches durch PAK1 phosphoryliert wird [178].

Zuriickfalten der Extension

S =

Plasma- Membran- Membran-

membran  kriuselung extension /
Makropinosom O

Abb. 1.10: Stadien der Makropinosomenbildung
Durch die Polymerisierung von Aktin (schwarz) krauselt sich die Membran (blau) und es
bilden sich Extensionen. Durch das Zurlckfalten der Extensionen entstehen Makropino-

somen mit internalisiertem Cargo (rot). Modifiziert nach [179].

Makropinosomen bilden unter der Regulation von SNX5 tubuldre Extensionen aus,
die entlang von Mikrotubuli zu EEs transportiert werden und mit diesen
verschmelzen. In diesen tubularen Extensionen ist Cargo enthalten, der Gber die EEs
zuruck zur Plasmamembran transportiert werden kann. Daher kann man SNX5 auch
eine Rolle bei der Sortierung internalisierten Cargos zuschreiben [144]. Der Rest des
Makropinosoms reift, u.a. auch durch Fusionsprozesse, zu LEs und Lysosomen [143,
144].
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1.3.4 Endozytose der Meerrettich-Peroxidase

Das Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP von engl.: horseradish peroxidase) ist ein
44 kDa grof3es Glykoprotein aus den Wurzeln des Meerrettichs (Armoracia rusticana)
[180]. Wie andere Peroxidasen Kkatalysiert die HRP die Reduktion von
Hydroperoxiden, wie zum Beispiel Wasserstoffperoxid (H202). Dabei koénnen
verschiedenste Substrate oxidiert werden. Diese Eigenschaft wird in der Molekular-
biologie haufig genutzt, beispielsweise beim Western Blot. An den sekundéren
Antikorper gekoppelt, oxidiert die HRP einen chromogenen Farbstoff (z.B.
Diaminobenzidin, Tetramethylbenzidin), der nach der Oxidation farbige Produkte
bildet und somit das Protein sichtbar macht.

HRP wurde bereits in vielen Untersuchungen als Markermolekul fir Permeabilitats-
messungen genutzt. Angesichts der Peroxidase-Aktivitat ist HRP ein optimaler
Marker hierfir, da man einerseits den transzellularen Durchtritt intakter HRP-
Molekile aufgrund ihrer enzymatischen Aktivitdt messen kann und es andererseits
die Option gibt, HRP wahrend des Transports durch enzymatische Farbung
nachzuweisen [129]. Es wurde gezeigt, dass HRP auf dem transzellularen Weg
durch die Zelle transportiert wird [46, 181]. Allerdings gibt es auch einige Studien am
Rattendarm beziehungsweise einer intestinalen Zelllinie, die HRP elektronen-
mikroskopisch im parazellularen Spalt zeigen konnten. Aufgrund der Grof3e (44 kDa)
ist es jedoch unwahrscheinlich, dass HRP allein durch Permeation durch die TJ
dorthin gelangt. Vielmehr wird hier der Transport tGber die transzellulare Route in den
parazellularen Spalt erwogen [83, 181, 182]. So wurde HRP auch erst nach langerer
Inkubationszeit parazellular nachgewiesen, was eher fur laterale Exozytose als far
parazellularen Durchtritt spricht [181].

Da HRP Mannosegruppen enthalt, wird diskutiert, dass HRP auch an den Mannose-
Rezeptor binden kann und so rezeptorvermittelt mittels CCPs in die Zelle
internalisiert wird [183, 184]. In einer dieser Studien wurde aber auch gezeigt, dass
HRP zusatzlich rezeptorunabhangig transportiert wird [184]. Da der Mannose-
Rezeptor nur auf Makrophagen, retinalem Pigmentepithel, glatten Muskelzellen der
Luftrohre, dendritischen Zellen und einigen Leber-, Nieren- und lymphatischen Zellen
exprimiert wird [183, 185], spielt dieser Rezeptor fir den HRP-Transport im Darm

keine Rolle.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Aufklarung des zellbiologischen Mechanismus der
Transzytose von Makromolekilen Uber das Darmepithel. Dabei wurde die
Meerrettich-Peroxidase (HRP) als reprasentatives Makromolekul verwendet.
Weiterhin sollte geklart werden, inwieweit unter entzindlichen Bedingungen
beziehungsweise bei der chronisch entziindlichen Darmerkrankung Morbus Crohn
die makromolekulare Transzytose verandert ist und welche Mechanismen der
Regulation zugrunde liegen.

Ein Hauptmerkmal der chronisch entzundlichen Darmerkrankung Morbus Crohn ist
die erhdhte Durchlassigkeit der geschadigten Darmbarriere. Daher wurden in dieser
Arbeit verschiedene bei Morbus Crohn relevante Mediatoren, namentlich IL-18, IL-4,
IL-6, TNFa, IFNy und Histamin, auf ihre Transzytose-steigernde Wirkung im

Zellmodell untersucht.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Gerate und Materialien

2.1.1 Geréte

Agarosegel-Elektrophorese-Kammer
Analysenwaage
Begasungsbrutschrank B5060 EC / CO,
Begasungsbrutschrank Revco Ultima I
Brutschrank

Cryostat CM 1900

Feinwaage R 200 D

Fluoreszenz- u.
Chemilumineszenzsystem Fusion Fx7
Heizblock

Laser Scanning-Mikroskop: LSM 510
Meta

Magnetruhrer: IKA-Combimag

Mikrotiterplattenlesegerat infinite M200
Pipettierhilfe Pipetboy accu

Rotator

Schuttelinkubator

Schittler IKA-Schittler MTS 2

Sterilwerkbank
Stromversorgungsgerat: Power pac 300

Ussing-Kammer

Verstarkersystem, phasensensitiv:
1286 Electrochemical Interface
402 Frequence Response Analyzer
Vortex-Gerat

Wasserbad

Bio-Rad, Deutschland
Sartorius, Deutschland
Heraeus, Deutschland
Thermo Electron, Deutschland
Heraeus, Deutschland

Leica, Deutschland

Sartorius, Deutschland

Vilber Lourmat, Deutschland

Grant, Deutschland

Zeiss, Deutschland

Janke & Kunkel, IKA-Werk,
Deutschland

Tecan, Osterreich

Integra Biosciences, Schweiz
Snijders, Niederlande
Biometra, Deutschland
Janke & Kunkel, IKA-Werk,
Deutschland

Heraeus, Deutschland
Bio-Rad, Deutschland
Institut fir Klinische Physiologie,
Charité-CBF, Deutschland

Fa. Schlumberger, Deutschland
Beran Instruments, Deutschland
Pharmacia Biotech, Deutschland

Stork-Tronic, Deutschland
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Widerstandsmessgerat

Wippe WT12
Zentrifugen:
Beckman AvantiJ25
Biofuge 15R

Tischzentrifuge Sprout

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Deckglaschen

Einmal-Skalpelle
Einmal-Spritzen (1 ml)
Eppendorf-Gefalie
Falcon-Rdhrchen (15 ml, 50 ml)
Gel Blotting-Filter

Millicell PCF Zellkultureinsatze, 12 mm,
Poren 3,0 um

Objekttrager

Pipettenspitzen

Stabpipetten

Transfer Membran: PVDF

6-, 12-, 24-, 96-Well-Platten
Zellkulturflaschen 25 cm?
Zellkulturflaschen 75 cm?

Zellkulturschalen, & 6 cm

2.1.3 Substanzen und Chemikalien

Aceton

Acrylamid-Bis (37,5:1 - 30 % (w/v))
Albumin Standard
Ammoniumperoxidsulfat (APS)
Bio-Beads SM-2 Adsorbents

Institut fur Klinische Physiologie,
Charité-CBF, Deutschland

Biometra, Deutschland

Beckman, USA
Heraeus, Deutschland
Heathrow Scientific, USA

Menzel, Braunschweig

Feather Safety Razor Co., Ltd., Japan
BD, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

BD, Deutschland

Whatman, Deutschland

Millipore, Deutschland

Marienfeld, Deutschland
Sarstedt, Deutschland

BD, Deutschland

Perkin Elmer, USA

Thermo Scientific, Deutschland
BD, Deutschland

BD, Deutschland

Nunc, Deutschland

J. T. Baker, Niederlande

Merck, Deutschland

Pierce Perbio Science, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Bio-Rad, Deutschland
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Bovine Serum Albumin (BSA)
Calciumchlorid (CaCly)

Complete Mini EDTA-frei

DAPI
3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
(DAB)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
Nutrient Mixture F-12 HAM

EDTA

EGTA

Ethanol

Fluoreszein

Flissigstickstoff

Fotales Kalberserum (FKS)
D(+)-Glukose

L-Glutamin

Glutaraldehyd (25 %)
B-Hydroxybutyrat
Histamindihydrochlorid

Imipenem

Isopropanol

Kaliumchlorid

Magnesiumchlorid (MgCly)
D(+)-Mannose

Meerrettich-Peroxidase (HRP)
Meerrettich-Peroxidase (HRP), biotinyliert
Methanol

Natriumazid (NaN3)

Natriumchlorid (NacCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)

Applichem, Deutschland
Merck, Deutschland
Roche, Deutschland
Roche, Deutschland
Roth, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland
Roth, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

Merck, Deutschland

Roth, Deutschland

Herbeta, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Linde, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Roth, Deutschland

Fluka, Deutschland

Serva, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
MSD Sharp & Dohme GmbH,
Deutschland

J.T. Baker, Niederlande
Roth, Deutschland

Merck, Deutschland

Fluka, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Invitrogen, Deutschland
Merck, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Roth, Deutschland

Merck, Deutschland
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Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Nonidet P-40

Paraformaldehyd (16 %)
PBS-Tabletten

Penicillin / Streptomycin
Phosphatgepufferte saline Lésung (PBS)
Piperacillin

Protein Molecular Weight Marker
ProTags MountFlour
N,N,N*,N*“-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Tissue-Tek O.C.T. Compound
Tris-HCI Puffer (0,5 M, pH 6,8)

Tris HCI Puffer (1 M, pH 7,5)

Tris HCI Puffer (1M, pH 8,8)

Triton X-100

Trypsin-EDTA (1x)

Tween-20

Wasserstoffperoxid (30 %)

2.1.4 Puffer und Losungen

BSA-Blockierungsldsung (in PBS):

BSA 5%
NaN3 0,02 %
Elektrophorese-Puffer:

Tris HCI 25 mM
Glycin 190 mM
SDS 0,1 %

Serva, Deutschland

Merck, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Electron Microscopy Sciences, USA
Gibco / Invitrogen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
LKT Laboratories, Inc., USA
Fermentas, Deutschland
BIOCYC, Deutschland

Roth, Deutschland

Sakura, Niederlande
Biorad, Minchen

Biorad, Miinchen

Serva, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
National Diagnostics, USA
Roth, Deutschland
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Gesamtlysepuffer

Tris HCI pH 7,5 10 mM
NacCl 150 mM
SDS 0,1 %
Triton X-100 0,5 %

HRP-Farbelésung (in 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,4):

DAB 0,1 %

CoCl, 0,007 %
Imidazol 0,025 %
H20, 0,003 %

5x Laemmli-Proben-Puffer:

Tris HCI pH 6,8 300 mM
DTT 500 mM
SDS 10 %
Bromphenolblau 0,001 %
Glycerol 50 %
PBS-T (1 I):

PBS 2 Thl.
Tween 0,1%

Ringerlésung (#111):

NacCl 113,6 mM
KCI 54 mM
NaHCO; 21 mM
MgCl, 1,2mM
CacCl, 1,2mM
NaH,PO,4 0,6 mM
Na,HPO,4 2,4 mM
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Sammelgel:
Acrylamid-Bis
Tris-HCI pH 6,8
SDS

APS

TEMED

5%
125 mM
0,1%
0,1%
0,1%

Substrate (Endkonzentration):

D(+)-Glukose
D(+)-Mannose
L-Glutamin
B-Hydroxybutyrat
Piperacillin

Imipenem

1x TBS-T:
Tris
NacCl

Tween

Transferpuffer:
Tris HCI
Glycin

Methanol

Trenngel:
Acrylamid-Bis
Tris-HCI pH 8,8
SDS

APS

TEMED

10 mM
10 mM
2,4 mM
0,5 mM
50 mg/I
4 mg/l

20 mM
500 mM
0,1 %

25 mM
190 mM
10 %

8,5 % oder 12,5 %
0,35 mM

0,1 %

0,1 %

0,05 %
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2.1.5 Gebrauchsfertige Kits und Lésungen:

BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, Deutschland
LumiLight™ " Western Blotting Kit Roche, Deutschland

Quanta Blu™ Fluorogenic Peroxidase Thermo Scientific, Deutschland
Substrate

2.1.6 Antikorper

2.1.6.1 Western Blot

Tab. 2.1: Verwendete Antikorper fir Western Blots

Antikdrper Spezies Herkunft

Anti-B-Aktin Maus Invitrogen, Deutschland
Anti-Claudin-1 Kaninchen Invitrogen, Deutschland
Anti-Claudin-2 Kaninchen Invitrogen, Deutschland
Anti-Claudin-3 Kaninchen Invitrogen, Deutschland
Anti-Claudin-4 Maus Invitrogen, Deutschland
Anti-Claudin-5 Maus Invitrogen, Deutschland
Anti-Claudin-7 Kaninchen Invitrogen, Deutschland
Anti-Claudin-8 Kaninchen Invitrogen, Deutschland
Anti-Claudin-10 Kaninchen Invitrogen, Deutschland
Anti-Occludin Kaninchen Invitrogen, Deutschland
Anti-Tricellulin Kaninchen Invitrogen, Deutschland
Anti-Maus IgG-Peroxidase  Ziege Roche, Deutschland
Anti-Kaninchen 1gG- Ziege Roche, Deutschland
Peroxidase Jackson ImmunoResearch

Europe Ltd., UK
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2.1.6.2 Immunfluoreszenzfarbung

Tab. 2.2: Verwendete Antikérper fir Immunfluoreszenzfarbungen

Antikdrper Spezies Herkunft

Anti-Caveolin-1 Kaninchen Abcam, UK

Anti-Clathrin Maus Santa Cruz, USA

Anti-EEAL Kaninchen Cell signaling, USA

Anti-HRP Maus Thermo Scientific, USA

Anti-HRP Ziege Jackson ImmunoResearch
Europe Ltd., UK

Anti-LAMP1 Maus R&D, USA

Anti-Rab5 Kaninchen Cell Signaling, USA

Anti-Rab7 Kaninchen Cell signaling, USA

Anti-SNX5 Kaninchen Santa Cruz, USA

Alexa Fluor 488 anti- Ziege Invitrogen, Deutschland

Kaninchen

Alexa Fluor 488 anti-Maus  Ziege Invitrogen, Deutschland

Alexa Fluor 594 anti-Ziege  Kaninchen Invitrogen, Deutschland

Cy3 anti-HRP Ziege Jackson ImmunoResearch
Europe Ltd., UK

DyLight488 anti-HRP Ziege Jackson ImmunoResearch

DyLight594 Streptavidin
FITC anti-HRP
FITC anti-HRP

Streptomyces avidinii

Ratte
Ziege

Europe Ltd., UK
Vectorlabs, USA

ARP, USA

Jackson ImmunoResearch
Europe Ltd., UK
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2.1.7 Inhibitoren

Tab. 2.3: Verwendete Inhibitoren

Inhibitor

Wirkung

Herkunft

AS1517499

Chlorpromazin

EHT 1864
Farnesylthiosalicylsaure
(FTS)

Filipin

LY294002
Methyl-B-cyclodextrin
(MBCD)
Myristyltrimethylammonium-
bromid (MiTMAB)

Nystatin

Pitstop 2
Suberoylanilid-
Hydroxamsaure (SAHA)

Wortmannin

inhibiert STAT6-
Phosphorylierung
verhindert Bildung von
CCPs

blockiert Racl

inhibiert Ras-vermittelte
Signalubertragung
bindet Cholesterol in der
Plasmamembran
hemmt die PI3-Kinase
entfernt Cholesterol aus
der Plasmamembran

inhibiert Dynamin 2

bindet Cholesterol in der
Plasmamembran
hemmt Clathrin

inhibiert STAT6-
Phosphorylierung
hemmt die PI3-Kinase

Axon Medchem BV, NL

Sigma-Aldrich, Deutschland

Santa Cruz, USA
Santa Cruz, USA

Sigma-Aldrich, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

Calbiochem, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland

Abcam, UK
Cayman Chemical, USA

Sigma-Aldrich, Deutschland

2.1.8 Zytokine

ImmunoTools, Deutschland

IFNy Peprotech, USA
IL-18 Peprotech, USA
IL-4 Peprotech, USA
IL-6

TNFa Peprotech, USA
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2.1.9 Zelllinie

Die T84-Zelllinie ist eine funktionell gut differenzierte Kolonkarzinom-Zelllinie. Sie

wachst als Monolayer aus polarisierten Zellen, die Transport- und Barriere-

eigenschaften aufweisen [186].

2.1.10 Software

Auswertung von Mikrotiterplatten:
Tecan i-control Version 1.5.14.
Datenauswertung:

Excel 2000, 2010
Densitometrische Auswertung:
AIDA Advanced Image Data Analyzer
Version 3.21.001

Erstellung von Grafiken:

XACT Version 6.00

Detektion von Western Blots:
Fusion Version 15.08

Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie:

LSM510 Version 3.2 SP2

LSM Image Browser Version 4.2.0.121
Powerpoint 2010

Textverarbeitung:

Word 2000, 2010

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Zellkultivierung

Tecan, Osterreich

Microsoft Corporation, USA

Raytest GmbH, Deutschland

SciLab GmbH, Deutschland
Vilber Lourmat, Deutschland
Zeiss, Deutschland
Zeiss, Deutschland

Microsoft Corporation, USA

Microsoft Corporation, USA

Die humane Kolonkarzinom-Zelllinie T84 wurde in Dulbecco’s modified Eagle’s
Medium Nutrient Mixture F-12 HAM Medium (DMEM F-12 HAM) unter Zusatz von
10 % fotalem Kaélberserum (FKS) und Antibiotika (100 U/ml Penicillin  und
0,1 mg/ml Streptomycin) in Zellkulturflaschen mit einer Flache von 25 cm? unter
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physiologischen Bedingungen bei 37 °C und 5% CO,-Gehalt in Begasungs-
Brutschranken kultiviert.

Das Medium wurde drei Mal wdchentlich erneuert. Alle 14 Tage wurden konfluent
bewachsene Flaschen mit PBS-Puffer ohne Kalzium und Magnesium gewaschen,
vortrypsiniert mit 3 ml 0,05 % Trypsin-EDTA und anschliel3end die Zellen mit Hilfe
von 0,05 % Trypsin-EDTA bei 37 °C enzymatisch abgeltst. Die abgelosten Zellen
wurden in 10 ml DMEM F-12 HAM aufgenommen und mit Hilfe der Pipette sorgfaltig
vereinzelt. Fur die Weiterkultivierung wurden 1,5 ml Zellsuspension in eine neue

Kulturflasche tberfuhrt und 8,5 ml Medium zugegeben.

2.2.1.1 Zellkultivierung auf Filtern

Zwei Wochen alte, in kleinen Flaschen gewachsene T84 Zellen wurden trypsiniert
(siehe 2.2.1) und je 500 pl der Zellsuspension pro PCF-Filter (3 um Porengréf3e und
0,6 cm? effektive Flache) ausgesat. Die Kultivierung erfolgte unter den oben
genannten Bedingungen in 6 cm? Kulturschalen, wobei jeder Filter mit 500 pl und die
Zellkulturschalen mit 10 ml Medium gefullt wurden. Die Konfluenz wurde nach ca. 10
Tagen erreicht und durch Messung des transepithelialen Widerstandes ermittelt. Fur
alle weiteren Experimente wurden die konfluenten Zellen 24 h mit verschiedenen
Zytokinen und Inhibitoren (Tab. 2.4) behandelt oder blieben als Kontrollen
unbehandelt.

Tab. 2.4: Verwendete Zytokine und Inhibitoren

Substanz Konzentration Zugabeseite Inkubationszeit
Zytokine:

IL-18 10 ng/mi basal 24 h

IL-4 10 ng/mi basal 24 h

IL-6 100 ng/ml basal 24 h

TNFa + IFNy  10% U/ml + 10 U/ml  basal 24 h

Inhibitoren:

AS1517499 1 ug/ml beidseitig 1 h vor Zytokinzugabe
LY294002 10 uM beidseitig 1 h vor Zytokinzugabe
SAHA 5 uM beidseitig 2 h vor Zytokinzugabe
Wortmannin 500 nm beidseitig 1 h vor Zytokinzugabe
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2.3 Elektrophysiologische Methoden

2.3.1 Manuelle Messung des transepithelialen Widerstands

Der transepitheliale Widerstand (R") eines Zellmonolayers gibt Auskunft Giber die
Barriereintegritat von Epithelien. AuRerdem gibt er Aufschluss daruber, inwieweit sich
die Barriereeigenschaften eines Monolayers im Zusammenhang mit der Zugabe von
verschiedenen Agenzien verandert. Mit Hilfe von zwei fixierten Elektroden, die mit
einem Widerstandsmessgerat verbunden sind (Eigenkonstruktion von D. Sorgenfrei,
Institut fur Klinische Physiologie), konnte der transepitheliale Widerstand der auf
PCF-Filtern kultivierten Zellen erfasst werden [187]. Dabei wurde eine Elektrode
apikal direkt Uber dem Zellmonolayer und die andere im basolateralen
Zellkulturmedium platziert, wahrend die Temperatur des Mediums durch eine
Heizplatte konstant auf 37 °C gehalten wurde. Der R' ergab sich entsprechend dem
Ohm’schen Gesetz aus der Spannungsanderung, die durch einen Rechteckstrom
(10 pA, 21 Hz) hervorgerufen wurde. Die Messwerte wurden um den
Eigenwiderstand des leeren Zellfilters korrigiert und von der exponierten Filterflache
(0,6 cm?) auf 1 cm? umgerechnet (Q-cm?). Firr eine bessere Vergleichbarkeit wurden
die Messdaten auf den Ausgangswiderstand, der stets zu Beginn einer Stimulation

gemessen wurde, normiert und prozentual angegeben.

2.3.2 Ussing-Kammer

Die Ussing-Technik ermdglicht die Messung elektrophysiologischer Barriere- und
Transportfunktionen am lebenden Epithel.

Die Ussing-Kammer besteht aus zwei gleichartigen Kammerhélften, zwischen die ein
Epithel oder Zellkulturfilter abgedichtet eingespannt werden kann, so dass ein
Molekultransport ausschliel3lich durch das eingespannte Epithel stattfindet (Abb.
2.1). Die Kammerhalften werden mit dem gleichen Volumen modifizierter
Ringerlosung (#111) gefillt, die mittels Wéarmetauschern auf 37 °C konstant
temperiert bleibt und standig mit einer Gasmischung von 95 % O, / 5 % CO, begast
wird. Diese Begasung gewahrleistet auch die Zirkulation der Ringerlésung innerhalb

der Ussing-Kammer.
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Doppelwandige Glasrohre
(temperierbarer Warmetauscher)

o "
— Begasungsventil
H ——p—

= Ussing-Kammerhalfte
/_' c "‘\ mit eingespannter Gewebeprobe

Talvialiials

Elektronische Rickkopplung

v
D

L Variable Gleichstro mauelle

Abb. 2.1: Ussing-Versuchsstand

Das Epithel wird zwischen die beiden Kammerhélften eingespannt, wahrend die Zirkulation
der auf 37 °C temperierten Badloésung in den Warmetauschern fir eine konstante
Umgebung sorgt. Die Registrierung der Potentialdifferenz und des Kurzschlussstroms

erfolgt mit Hilfe zweier Elektrodenpaare. Modifiziert nach [188].

Die elektrische Messanordnung entspricht der 4-Elektroden-Messanordnung nach
Ussing und Zerahn [189]. Als leitende Verbindung zwischen den Elektroden und dem
Inneren der Messkammer dienen Agarbricken, deren Enden in gesattigte KCI-
Losung tauchen. Das andere Ende des einen Agarbriickenpaares, das mit den
Spannungselektroden verbunden ist, befindet sich in der Nahe des eingespannten
Epithels und dient zur Messung der Potentialdifferenz Gber dem Epithel mittels eines
Voltmeters. Das zweite Agarbrickenpaar (,Stromelektroden®) hingegen befindet sich
weiter abstehend vom Epithel und die damit verbundenen Elektroden sind an eine
variable Gleichstromquelle und ein Amperemeter angeschlossen.

Durch das Anlegen eines Kurzschlussstroms (lsc), der die epitheliale Spannung auf
0 mV kurzschlie3t, herrscht kein treibender elektrischer Gradient mehr. Dieser
applizierte Kurzschlussstrom entspricht der Netto-Summe aller aktiven elektrogenen
lonentransporte des eingespannten Epithels. Somit ist es mdglich, Aussagen Utber
die Aktivitat von lonenkandlen oder elektrogenen Transportern zu treffen, da der lsc
sowie die transepitheliale Spannung und der R' im Verlauf eines Experimentes in
kurzen Abstédnden von einer computergesteuerten Spannungsklemmeinrichtung

erfasst werden.
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Da die Ringerlosung in der Kammer (Badlosung) selbst tber einen Widerstand
verfugt und den Spannungsabfall Gber dem Epithel beeinflusst, muss eine Korrektur
der Messwerte vollzogen werden. Hierfir bedarf es einer Messung des
Badwiderstandes und des Asymmetriepotentials der Spannungselektroden. Eine
Registrierung der Leerwerte erfolgt durch vorherige Messung an der nur mit
Ringerldsung gefullten Messkammer und wird anschlieBend jeweils von den

spateren Messwerten abgezogen.

2.3.3 Zwei-Wege-Impedanzmessungen an T84-Monolayern

2.3.3.1 Prinzip der Impedanzspektroskopie

Die Ein-Wege-Impedanzspektroskopie dient der separaten Messung des epithelialen
(R°*") und des subepithelialen Widerstands (R**"). Im Gewebe steht R®" fiir den
Widerstand des eigentlichen Epithels, also der TJ-bildenden Zellschicht und RS fiir
den des subepithelialen Gewebes, also der Kollagenfasern, Bindegewebs- und
Muskelschichten. Im Zellmodell entspricht R®"' dem Widerstand des epithelialen
Zellmonolayers und R®® dem Widerstand des Zellkulturfilters. Die Summe von R®"

und R®*® ergibt somit den transepithelialen Gesamtwiderstand R":

Rt — Repi +Rsub

In einem stark vereinfachten elektrischen Ersatzschaltkreis wird das Epithel
beziehungsweise der Zellmonolayer durch die Parallelschaltung des Ohm’schen
Widerstands R®"' mit der epithelialen Kapazitat C*" dargestellt. C**' entspricht dabei
der Gesamtkapazitat der apikalen und basolateralen Zellmembran. Der Ohm’sche
Widerstand R®*®, also das subepitheliale Gewebe bzw. der Zellkulturfilter, ist zu
dieser Parallelschaltung in Reihe geschaltet (Abb. 2.2) [190].
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cris | |Reri

Rsub

Abb. 2.2: Ersatzschaltkreis des epithelialen Modells in der Ein-Wege-Impedanz-

spektroskopie

sub,

C®: epitheliale Kapazitat, R®": epithelialer Widerstand, R®": subepithelialer Widerstand.

Modifiziert nach [190].

Beim Anlegen von Wechselstrémen in ansteigenden Frequenzen ergeben sich zwei
Extremwerte, durch die sich R®"' und RS bestimmen lassen. Bei einer Frequenz von
nahe 0 Hz ist der kapazitive Blindwiderstand unendlich grof3, so dass kein Strom
durch den Kondensator flieBt, sondern nur durch R® und R®*". Somit entspricht der
bei ~ 0 Hz gemessene Widerstand dem Wert von R'. Bei steigender Frequenz nimmt
der kapazitive Blindwiderstand ab und bei sehr hohen Frequenzen ist er nahezu null,
so dass der gesamte Strom in der Parallelschaltung durch den Kondensator flief3t
und der gemessene Widerstand nur dem in Serie geschalteten R®“" entspricht.

Die graphische Darstellung der Impedanzmesswerte erfolgt in einem Nyquist-
Diagramm mit Hilfe von komplexen Zahlen (Abb. 2.3). Auf der Ordinate werden die
Imaginarteile der komplexen Impedanzen (Ziy), die den kapazitiven Eigenschaften
des Epithels entsprechen, aufgetragen und auf der Abszisse die Realteile der
komplexen Impedanzen (Z.), die die Ohm’schen Widerstandsanteile darstellen. Die
bei der Messung der Impedanz bei verschiedenen Frequenzen erhaltenen Werte
ergeben in dieser Darstellung ein Kreissegment, durch dessen Schnittpunkte mit der
Abszisse zum einen R' (Schnittpunkt bei niedriger Frequenz) und zum anderen RS*
(Schnittpunkt bei hoher Frequenz) abgelesen werden kénnen. R®" entspricht dann
der Differenz von R' und R®*". Die epitheliale Kapazitat C*", die die Eigenschaften
der Zellmembranen widerspiegelt, kann tiber R®" und die Kreisfrequenz opzimmax
berechnet werden, also die Kreisfrequenz, bei der der Betrag des Imaginéarteils der

Impedanz sein Maximum hat:
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Cepi — 1
. Repi

(D|Zim|max

(Kreisfrequenz o = 2- - Frequenz)
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Abb. 2.3: Nyquist-Diagramm einer Modellmessung
Kreissegment der gemessenen Impedanzwerte bei verschiedenen Wechselstrom-
Frequenzen. Der Schnittpunkt mit der Abszissenachse bei hohen Frequenzen (w — «)

sub

entspricht dem subepithelialen Widerstand R™ und bei sehr niedrigen Frequenzen (w — 0)

dem transepithelialen Widerstand R' = R®® + R®*". Die Kapazitit C kann anhand der

Frequenz des Kreisbogenminimums berechnet werden. Modifiziert nach [190].

Mit Hilfe der Zwei-Wege-Impedanzspektroskopie lasst sich R® weiter in den

transzellularen (R

) und den parazellularen Widerstand (RP*"®) aufteilen.

In einem elektrischen Ersatzschaltkreis lasst sich der transzellulare Weg als
epitheliale Kapazitdt mit dem parallel geschalteten Ohm’schen Widerstand R"™"
darstellen. RP*? st dazu parallel geschaltet. RS ist wiederum in Serie geschaltet
(Abb. 2.4) [190].

Da R"™" und R? parallel geschaltet sind, erfolgt die Berechnung von R® durch die

Addition der Kehrwerte von R"" und RP¥:

1 1 1
- = +
ReF R trans RPara
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CepiC

] Rpara

Abb. 2.4: Ersatzschaltkreis des epithelialen Modells in der Zwei-Wege-Impedanz-
spektroskopie

trans, para,

(o epitheliale Kapazitédt, R ": transzelluldarer Widerstand, R™": parazellularer Wider-

stand. Modifiziert nach [190].

Zusatzlich zur herkdmmlichen Impedanzmessung werden bei der Zwei-Wege-
Impendanzspektroskopie Fluxmessungen des parazellularen Markers Fluoreszein
durchgefiihrt. Mittels Kalziumentzug durch EGTA wird der parazellulare Weg, der
durch die TJs begrenzt wird, gedffnet [191]. Durch die Fluoreszein-Fluxverhéaltnisse
vor und nach der Zugabe von EGTA kann mit Hilfe der Impedanzmessungen RP*®

trans
R

von unterschieden werden (siehe 2.3.3.2).

2.3.3.2 Durchfiihrung der Impedanzmessungen an T84-Monolayern

Fir die Messung wurden die unbehandelten beziehungsweise mit IL-4 vorinkubierten
Zellkulturfilter, die mit den T84-Monolayern konfluent bewachsen waren, in Ussing-
Kammern eingespannt. Die Kammerhalften wurden mit je 10 ml modifizierter
Ringerlosung (#111) + 11,1 mM Glucose beflllt. Nach einer 15-minltigen
Aquilibrierungsphase wurde zunachst basolateral eine 300 pl-Probe als Leerwert
entnommen und gegen frische Ringerldsung ersetzt. Apikal wurde Fluoreszein
(100 uM Endkonzentration) zugegeben (t;). Zum Zeitpunkt ty wurde die erste
Impedanzmessung durchgefuhrt. Dazu wurde sinusférmiger Wechselstrom
(35 pA/cm?) mit 48 verschiedenen Frequenzen von 1,3 Hz bis 65 kHz angelegt. Die
durch den Strom verursachten Spannungsanderungen wurden mit einem phasen-
sensitiven Verstarkersystem gemessen und die resultierenden Impedanzwerte
aufgezeichnet. Zwischen den Impedanzmessungen wurde das transepitheliale

Potential auf 0 mV geklemmt. In 10-mindtigem Abstand wurden weitere Impedanz-
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messungen durchgefihrt. Zum Zeitpunkt ts wurde basolateral eine 300 pl-Probe
entnommen und gegen frische Ringerlosung ersetzt: Diese Probenentnahme erfolgte
in 10-mindtigem Abstand zwischen den Impedanzmessungen, um diese nicht zu
storen. Zum Zeitpunkt t,s wurde beidseitig EGTA (1 mM Endkonzentration)
zugegeben, was einen Widerstandsabfall zur Folge hatte. Die Impedanzmessungen
sowie die basolaterale Probenentnahmen erfolgten weiter bis zum Zeitpunkt tgo
beziehungsweise tgs.

Die Fluoreszein-Konzentration in den Proben wurde, zusammen mit einer Standard-
reihe, fluorimetrisch am Mikrotiterplattenlesegerat bei einer Anregungswellenlange
von 490 nm und einer Emissionswellenlange von 525 nm ermittelt und zur
Berechnung der Fluxe beziehungsweise der Permeabilitédt verwendet. Mithilfe der
Standardreihe wurde eine Eichgerade erstellt.

Die Probe, die zum Zeitpunkt t, entnommen wurde, konnte anhand der
Emissionswerte mit der Steigung und dem Achsenabschnitt der jeweiligen
Eichgerade berechnet werden. Um die Konzentration in nM angeben zu kénnen,

wurde dieser Wert mit 1000 multipliziert.

Probenkonz t,(nM) = (Emissionsvert * Steigung+ Achsenabsdnitt) * 1000

Bei den Proben, die zu den Zeitpunkten ts bis tgs enthommen wurden, wurde
zusatzlich der Lodsungsaustausch bei der Probenabnahme des vorhergehenden

Zeitpunktes bertcksichtigt.

Emissionsvert * Steigung+ Achsenabsdnitt
1-Probenvolumen(ml)/Schalenvolumen(ml)

Probenkonz t, (nM) =

Die Konzentration des Leerwerts (to) wurde von den Konzentrationen der Proben, die
zu einem spateren Zeitpunkt genommen wurden, abgezogen. Aus den so
berechneten Probenkonzentrationen konnte der Fluoreszein-Flux der jeweiligen

Fluxperiode ermittelt werden (hier am Beispiel der Fluxperiode t;s - t2s).

(Probenkonz. t, (nM) —Probenkonz t,; (nM)) * Schalenvolumen(l)

Flux (nmol/h*cm?) =
( ) Fluxperiode (h) * Filterflache (cm?)
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Mithilfe des Umrechnungsfaktors 3,6, der sich aus der Umrechnung von Stunde (h)
auf Sekunde (s) und Liter (I) auf Kubikzentimeter (cm?®) ergibt, und der im Experiment
eingesetzten Fluoreszein-Konzentration kann der Fluoreszein-Flux in die

Fluoreszein-Permeabilitat (P) umgerechnet werden.

Flux (nmol/h/cm?)
Fluoreszein —Konz. (mmol/l)* 3,6

P(10°cm/s)=

Um den para- und den transzellularen Widerstand zu berechnen, wurde zunachst
das Verhaltnis des Fluoreszeinfluxes vor der EGTA-Zugabe zum Fluoreszeinflux
nach der EGTA-Zugabe berechnet.

Fluoreszeinflux vor EGTA
Fluoreszeinflux nachEGTA

Verhaltnis Fluoreszeinflux =

Mit Hilfe von R®" vor und nach der EGTA-Zugabe wurde dann RP*@ berechnet.

Rpaa _ R® vor EGTA -R® nachEGTA - (1- Verhaltnis Fluores zeinflux)
Verhaltnis Fluoreszeinflux - (R®” vor EGTA -R* nachEGTA)

2.4 Biochemische Methoden

2.4.1 HRP-Permeabilitatsmessung

2.4.1.1 Zellkultur: T84

Nach Messung des transepithelialen Widerstands wurde das Medium aus den
Kontrollfitern und den behandelten Filtern abgesaugt und jeder Filter in ein Well
einer 6-Wellplatte platziert. Der Filter wurde mit 400 pl, das Well mit 3 ml modifizierter
Ringerlosung (#111) + 11,1 mM Glucose befillt. Nach einer 30-minitigen
Aquilibrierungsphase wurde der transepitheliale Widerstand gemessen, bevor in
einige Filter die Inhibitoren apikal beziehungsweise beidseitig (Tab. 2.5) zugegeben
wurden. Nach 30 - 60 min Inkubationszeit (Tab. 2.5), wurde zunachst basolateral
eine 150 pl-Probe als Leerwert entnommen und gegen frische Ringerldsung ersetzt.
Apikal wurde HRP (18,2 uM Endkonzentration) zugegeben (tp). Nach 30 min (tz)
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wurde basolateral erneut eine 150 pl-Probe entnommen und anschliel3end der
transepitheliale Widerstand gemessen. Fur die eingesetzten Inhibitoren wurden
zusatzlich eigene Standardreihen erstellt, da sie die Emissionswerte von HRP
verandern. Dafilr wurde der Inhibitor zur L6sung, aus der die Standardreihe pipettiert

wurde, zugegeben.

Tab. 2.5: Konzentrationen, Zugabeseiten und Inkubationszeiten der verwendeten Inhibitoren

Inhibitor Konzentration Zugabeseite Inkubationszeit
Chlorpromazin 6 pg/ml apikal 60 min
EHT 1864 5 uM apikal 30 min
FTS 20 uM apikal 30 min
Filipin 5 pg/ml apikal 30 min
LY294002 10 uM beidseitig 30 min
MBCD 10 mM apikal 30 min
MiTMAB 20 uM beidseitig 30 min
Nystatin 25 pg/ml apikal 60 min
Pitstop 2 15 uM apikal 30 min
Wortmannin 500 nM beidseitig 30 min

Die Temperaturversuche wurden in Ussing-Kammern durchgefiihrt, da die Begasung
im Kuhlschrank bei 15 °C nicht moéglich war. Hierzu wurden die Filter nach der
Messung des transepithelialen Widerstands in die auf 37 °C erwarmten
beziehungsweise auf 15 °C gekihlten Ussing-Kammern eingebaut und die beiden
Kammerhalften mit je 5 ml modifizierter Ringerlésung (#111) + 11,1 mM Glucose
befullt. Nach einer 30-minutigen Aquilibrierungsphase wurde zunéchst basolateral
eine 150 pl-Probe als Leerwert entnommen und gegen frische Ringerlésung ersetzt.
Apikal wurde HRP (18,2 uM Endkonzentration) zugegeben. Nach weiteren 30 min
wurde basolateral erneut eine 150 pl-Probe entnommen.

Auch die Histaminversuche wurden in Ussing-Kammern durchgefuhrt, da diese tber
einen langeren Zeitraum verliefen und eine ausreichende Begasung im Brutschrank
nicht gewahrleistet war. Wie bereits flr die Temperaturversuche beschrieben,
wurden die Filter eingebaut und nach einer Aquilibrierungsphase HRP zugegeben.
Nach 0, 30, 60 und 90 min (to, tso, tso uUnd tgy) wurde basolateral eine Probe

entnommen und gegen frische Ringerldsung ersetzt. Zum Zeitpunkt tgg wurde
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beidseitig Histamin (100 uM Endkonzentration) zugegeben. Um zu untersuchen,
welche Wirkung Histamin auf die HRP-Permeabilitat hat, wurden Mittelwerte der
HRP-Permeabilitaten aus den Fluxperioden vor Histaminzugabe (to - tso) gebildet und
mit der Fluxperiode nach Histaminzugabe (tgo) verglichen.

Die HRP-Konzentration in den Proben wurde, zusammen mit den jeweiligen
Standardreihen mit bekannten Konzentrationen, mit Hilfe des Quanta Blu™
Fluorogenic Peroxidase Substrate Kits bestimmt. Dabei wurde die enzymatische
Aktivitdat der HRP genutzt, indem die Oxidation eines in dem Kit enthaltenen
Substrats unter Zuhilfenahme der Wellenlangen 325 nm (Exzitation) und 420 nm
(Emission) im Mikrotiterplattenlesegerat gemessen wurde. Mithilfe der Standardreihe
wurde eine Eichgerade erstellt.

Die Probe, die zum Zeitpunkt ty entnommen wurde, konnte anhand der
Emissionswerte mit der Steigung und dem Achsenabschnitt der jeweiligen
Eichgerade berechnet werden.

Probenkonz t, (pM) = Emissionsvert* Steigung+ Achsenabsdnitt

Bei den Proben, die zu den Zeitpunkten tzy bis tyo entnommen wurden, wurde
zusatzlich der Losungsaustausch bei der Probenabnahme des vorhergehenden
Zeitpunktes bericksichtigt.

Emissionswvert * Steigung+ Achsenabsdnitt

Probenkonz t,,(pM) =
1-Probenvolumen(ml)/Schalenvolumen(ml)

Die Konzentration des Leerwerts (to) wurde von den Konzentrationen der Proben, die
zu einem spateren Zeitpunkt genommen wurden, abgezogen. Aus den so
berechneten Probenkonzentrationen konnte der HRP-Flux der jeweiligen Fluxperiode

ermittelt werden (hier am Beispiel der Fluxperiode tg - t3p).

(Probenkonz. t,, (pM) —Probenkonz t, (pM)) * Schalenvolumen(l)

Flux (pmol/h*cm?) =
P ) Fluxperiode (h)*Filterflache (cm?)
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Mithilfe des Umrechnungsfaktors 3,6, der sich aus der Umrechnung von Stunde (h)
auf Sekunde (s) und Liter (I) auf Kubikzentimeter (cm?) ergibt, und der im Experiment
eingesetzten HRP-Konzentration kann der HRP-Flux in die HRP-Permeabilitat (P)

umgerechnet werden.

Flux (pmol/h/cm?)
HRP-Konz. (mmol/l)* 3,6

P(10°cm/s) =

2.4.1.2 Biopsien

Zum Vergleich der HRP-Permeabilitat zwischen gesunden Kontrollen und Patienten
mit Morbus Crohn wurden Biopsien des Sigma (Colon sigmoideum) verwendet. Das
Alter der 4 mannlichen und 8 weiblichen Probanden lag zwischen 28 und 63 Jahren
(Tab. 2.6). Alle Probanden wurden aufgeklart und haben eine Einverstandnis-
erklarung unterzeichnet. Bei den Morbus Crohn-Patienten variierte der Grad der
Entzindung von nicht entziindet zu mittelgradig entziindet (Tab. 2.6). Bei den
Kontrollen handelte es sich in der Regel um Patienten, die zum Zwecke eines

Tumorausschlusses untersucht worden sind.
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Tab. 2.6: Patientendaten zu den untersuchten Biopsien

Erklarung der Medikamente: Azathioprin: Immunsuppressiva, Prednisolon und Budenofalk:

Glucocorticoide; Humira: Anti-TNFa-Antikorper, Sulfasalazin: Entziindungshemmer

Datum Gruppe Alter Geschlecht Entzindung Medikamente

26.03.2012 Kontrolle 56 w - -

19.04.2012 M. Crohn 44 m - Azathioprin

29.08.2013 Kontrolle 54 w - -

10.10.2013 Kontrolle 42 m - -

11.10.2013 Kontrolle 63 m - -

13.11.2013 M. Crohn 39 w - Prednisolon

13.12.2013 M. Crohn 28 w - Humira, Budenofalk

03.03.2014 M. Crohn 42 w leicht bis Sulfasalazin
mittelgradig

06.03.2014 M. Crohn 62 w - -

04.04.2014 Kontrolle 34 w - -

10.04.2014 Kontrolle 62 m - -

11.04.2014 M. Crohn 34 w leicht Azathioprin,

Budenosid

Das Gewebe wurde auf Plastikringe geklebt und in entsprechende Container fir die
Ussing-Kammer eingebaut. Diese Container enthalten mittig ein Loch auf Hohe des
Gewebes, um eine definierte Flachenexposition (0,049 cm?) des Epithels fiir die R-
und Permeabilitats-Messungen in der Ussing-Kammer zu garantieren. Anschlie3end
wurde der Biopsie-Container zwischen die Kammerhalften der auf 37 °C erwarmten
Ussing-Kammer eingespannt und die beiden Seiten der Ussing-Kammer mit je 5 ml
modifizierter Ringerlésung (#111) + Substrate beflllt. Fir die Temperaturversuche
wurde jeweils ein Biopsie-Container in eine auf 15 °C geklhlte Ussing-Kammer
eingebaut. Nach einer 30-minitigen Aquilibrierungsphase wurden einige Biopsien fur
30 min mit verschiedenen Inhibitoren inkubiert (Tab. 2.7). Anschlielend wurde
basolateral eine Probe als Leerwert entnommen und mit frischer Ringerldsung
ersetzt. Apikal wurde HRP (18,2 uM Endkonzentration) zugegeben (tp). Nach 30, 60
und 90 min (tso, tso UNd tgp) wurde basolateral erneut eine Probe entnommen und

gegen frische Ringerldsung ersetzt. Aus den entnommenen Proben konnte, wie unter
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2.4.1.1 beschrieben, die HRP-Permeabilitat berechnet werden. Dabei wurde der
Mittelwert aus den Permeabilitaten der einzelnen Fluxperioden gebildet, welcher fir
die Vergleiche zwischen Kontrollen und Morbus Crohn-Patienten benutzt wurde.

Es war leider nicht immer maéglich, in jedem Versuch alle Inhibitoren einzusetzen, da

bei einigen Patienten nicht ausreichend Biopsie-Material zur Verfigung stand.

Tab. 2.7: Konzentrationen und Zugabeseiten der verwendeten Inhibitoren

Inhibitor Konzentration Zugabeseite
EHT 1864 5 uM apikal
Nystatin 25 pg/ml apikal
Pitstop 2 15 uM apikal

2.4.2 Proteinextraktion

Mit der Gesamtlysat-Extraktion werden samtliche Proteine eines Zelllayers isoliert.
Dafur wurden in 10 ml Gesamtlysepuffer 1 Tablette Complete Mini EDTA-frei
(Proteaseinhibitor-Cocktail) gelost. Die T84-Zellmonolayer, die entweder unbehandelt
oder mit Zytokinen behandelt waren, wurden nach der Messung des transepithelialen
Widerstands 2 x mit PBS* gewaschen. AnschlieRend wurde pro Filter ein Volumen
von 150 ul Gesamtlysepuffer auf die Zellen gegeben. Mit einem Zellschaber wurden
die Zellen vorsichtig von den Filtern gelést und in vorgekihlte Eppendorfgefale
Uberfahrt. Nach einer 30-minutigen Inkubation auf Eis wurden die Zelltrimmer in
einer 15-minitigen Zentrifugation bei 14000 rpm und 4 °C pelletiert, der Uberstand

fur weitere Analysen abgenommen und bei -80 °C gelagert.

2.4.3 Proteinbestimmung

Fur weitere quantitative Analysen wurden die Proteinkonzentrationen der Lysate
ermittelt. Dies geschah mithilfe des Pierce BCA Protein Assay Kits der Firma Thermo
Scientific [192]. Der Prozess basiert auf einer Reduktion von Cu?*-lonen in Cu'-
lonen, wenn diese in Kontakt mit Proteinen treten (Biuret-Reaktion). Die Cu’-lonen
bilden einen stabilen violetten Farbkomplex mit der im Kit enthaltenen BCA-Reagenz
(Bicinchoninséure). Die Proteinmenge einer Probe kann somit anhand einer

Eichgeraden mit Proteinen des Rinderserumalbumins (Albuminstandards: 0O; 0,2; 0,8;
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1,2 mg BSA/ml) photometrisch ermittelt werden. Hierzu wurden auf einer 96-Well-
Platte pro Well je 10 yl der Eichlésung beziehungsweise der gegebenenfalls
verdunnten Probe aufgetragen, mit je 190 pl der BCA-Gebrauchslésung versetzt und
30 min bei 37 °C inkubiert. Die Extinktion wurde anschlieRend bei 562 nm im
Mikrotiterplattenlesegerat gemessen. Es wurden stets Doppelbestimmungen
durchgefuhrt.

2.4.4 Western Blot

2.4.4.1 Proteinauftrennung durch SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) dient zur Auftrennung von
Proteingemischen, welche im Gel fast ausschlieBlich nach der relativen
Molekilmasse erfolgt, unabhéngig von der Gesamtladung oder der Konformation.
Dieses wird durch eine vorherige Denaturierung der Proteine mit dem Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS), das im Ladepuffer enthalten ist, ermdglicht. Bei der
SDS-PAGE wandern die negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe im elektrischen
Feld durch eine Gelmatrix aus Acryl- und Bisacrylamid von der Kathode (-) zur
Anode (+). Acrylamid bildet in einer Kettenreaktion lange Polymere, die durch
Bisacrylamid miteinander vernetzt werden. Diese Reaktion wird durch die
Anwesenheit von freien Radikalen (Radikalbildner: APS) sowie durch einen
Katalysator (TEMED) unterstitzt.

Zur Auftrennung der Proteine wurde die diskontinuierliche Gelelektrophorese nach
Laemmli [193] unter Verwendung des Mini-Protean 3 Elektrophorese-Systems bei
einer Spannung von 100 V durchgefuhrt. Entsprechend des Molekulargewichts der
zu untersuchenden Proteine enthielten die Trenngele 12,5 % (Claudine) oder 8,5 %
(Occludin, Tricellulin) Acrylamid-Bis.

Vor der Gelbeladung wurden alle Proben mit 5x Laemmli-Proben-Puffer versetzt und
5 min lang bei 95 °C denaturiert. Fur die elektrophoretische Auftrennung wurden
10 pg Protein in einem Volumen von 20 ul pro Tasche eingesetzt. Um das relative
Molekulargewicht der aufgetrennten Proteine bestimmen zu kénnen, wurden stets

5 pl des Protein Molecular Weight Markers mitgefihrt.
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2.4.4.2 Proteintransfer auf PVDF-Membranen

Mithilfe des Tank-Blot-Verfahrens wurden die denaturierten Proteine vom SDS-
Polyacrylamidgel auf eine proteinbindende PVDF-Membran transferiert. Die PVDF-
Membran wurde vor dem Blotvorgang mit absolutem Ethanol aktiviert und, ebenso
wie Gel, Schwdmme und Whatman-Filterpapiere, in methanolhaltigem Transferpuffer
vorinkubiert. Methanol 16st die Bindung zwischen SDS und den Proteinen, so dass
diese an die PVDF-Membran binden kdnnen.

Der Aufbau in der Transferkammer sah folgendermal3en aus:

Kathode (-)
Schwarzes Panel
Schwamm
Whatman-Filter
SDS-Polyacrylamidgel
PVDF-Membran
Whatman-Filter
Schwamm

Klares Panel

Anode (+)

Der Proteintransfer vom SDS-Polyacrylamidgel erfolgte im Transferpuffer unter
Stromzufuhr (1 h, 100 V) und standiger Kuhlung von der Kathode zur Anode und
damit auf die PVDF-Membran.

2.4.4.3 Immundetektion von Proteinen

Nach dem Proteintransfer wurden die an der Membran fixierten Proteine mithilfe
spezifischer Antikérper sichtbar gemacht und quantifiziert. Zur Blockierung der freien
Proteinbindungsstellen wurde die Membran mit einer 5 %igen BSA-LOsung fur 2 h
unter leichtem Schwenken bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde ein
spezifischer, gegen das gewinschte Protein gerichteter Primarantikorper auf die
Membran gegeben und Uber Nacht auf dem Schiittler bei 4 °C inkubiert. Nicht-
gebundene Antikorper wurden durch dreimaliges Waschen in PBS-T und / oder TBS-

T vollstandig entfernt. Zur Detektion des Primarantikbrpers wurde ein Maus- oder
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Kaninchen-spezifischer Sekundarantikbrper eingesetzt, der mit einer Meerrettich-
Peroxidase konjugiert ist. Nach 90-minutiger Inkubation unter leichtem Schwenken
bei Raumtemperatur wurde der Sekundarantikorper durch dreimaliges Waschen in
PBS-T und / oder TBS-T entfernt. Bei der anschlieBenden Inkubation mit Lumi-
Light™Y® Reagenz erfolgte eine durch die an den Sekundéarantikérper gekoppelte
Peroxidase katalysierte Luminol-Reaktion. Die in dieser Reaktion entstandene
Chemoluminiszenz wurde mithilfe des Fluoreszenz- und Chemilumineszenzsystem
Fusion Fx7 detektiert. Die dabei aufgenommenen Lumineszenzbilder wurden mit

dem Programm AIDA quantitativ ausgewertet.

2.5 Immunfluoreszenzoptische und mikroskopische Methoden

Mit Hilfe der Fluoreszenzfarbung konnen (intra-)zellulare Proteine durch spezifische
Markierung mit Antikbrpern am Mikroskop visualisiert und untersucht werden. Die
verwendeten Antikdrper sind entweder direkt mit einem Fluorophor gekoppelt oder
werden in einem nachfolgenden Schritt Gber einen zweiten Antikorper fluoreszenz-
markiert. Bei Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen mit verschiedenen Anregungs-
wellenlangen kénnen gleichzeitig mehrere Proteine lokalisiert und verglichen werden.
Zudem koénnen Kolokalisationen untersucht werden, die durch die Signaliber-

lagerung verschieden markierter Proteine erkennbar sind.

2.5.1 Immunfluoreszenzfarbung

2.5.1.1 Zellkultur: T84

Fur die Untersuchung der Kolokalisation von HRP mit verschiedenen intrazellularen
Vesikeln wurden 6 verschiedene anti-HRP-Antikorper mit verschiedenen Fixier- und
Farbeprotokollen ausgetestet. Keiner dieser Antikdrper zeigte jedoch eine
spezifische Farbung, so dass, basierend auf der Dreifachfarbung von Dederen &
Joosten, eine Farbung etabliert wurde, bei der HRP histochemisch dargestellt
werden konnte [194]. Allerdings konnten die Vesikel in den Bereichen, in denen HRP
sichtbar war, bei dieser Methode nicht immunfluoreszent angefarbt werden, da durch
die chemische Reaktion vermutlich Bindungsstellen zerstért wurden. Unter

Ausnutzung der starken Bindung zwischen Biotin und Streptavidin konnte HRP mit
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Hilfe von biotinylierter HRP und fluoreszenzmarkiertem Streptavidin dargestellt
werden.

Um zu Uberprifen, ob die HRP-Permeabilitat der biotinylierten HRP die der nicht-
biotinylierten HRP entspricht, wurden unbehandelte und mit IL-4 behandelte T84-
Monolayer mit biotinylierter beziehungsweise nicht-biotinylierter HRP inkubiert und
nach 30 min wurde die Permeabilitat ermittelt. Abb. 2.5 A zeigt, dass die
Permeabilitat fur die biotinylierte HRP geringer war als fur die nicht-biotinylierte HRP.
Die Steigerung der HRP-Permeabilitéat durch IL-4 gegenuber der jeweiligen Kontrolle
ist jedoch gleich grol3 (Abb. 2.5 B).
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Abb. 2.5: Vergleich von nicht-biotinylierter HRP mit biotinylierter HRP

Unbehandelte (Kontrolle) und mit IL-4 behandelte Zellen wurden 30 min mit nicht-
biotinylierter HRP (HRP) oder biotinylierter HRP (Biotin-HRP) inkubiert. A.) Die HRP-
Permeabilitat nicht-biotinylierter HRP bei unbehandelten Kontrollen (n = 6) wurde auf 100 %
normiert und die HRP-Permeabilitat nicht-biotinylierter und biotinylierter HRP bei Kontrollen
(n=6/8) und mit IL-4 behandelten Zellen (n =6/ 7) dazu ins Verhéltnis gesetzt. B.) Die
HRP-Permeabilitat nicht-biotinylierter HRP und biotinylierter HRP bei unbehandelten
Kontrollen (n = 6 / 8) wurde jeweils auf 100 % normiert und die HRP-Permeabilitat der nicht-
biotinylierten HRP bzw. der biotinylierten HRP der mit IL-4 behandelten Zellen (n =6/ 7) zur

jeweiligen Kontrolle ins Verhaltnis gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM.

Um Unterschiede zwischen Zytokin-behandelten und unbehandelten Zellen zu
untersuchen, wurden Zellen 24 h mit 10 ng/ml IL-4 inkubiert. Analog zu den HRP-
Fluxmessungen wurde jeder Filter in ein Well einer 6-Wellplatte platziert. Der Filter
wurde mit 100 ul, das Well mit 1,5 ml modifizierter Ringerlésung (#111) + 11,1 mM

Glucose befillt. Nach einer 30-minitigen Aquilibrierungsphase wurde apikal
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biotinylierte HRP (18,2 uM Endkonzentration) zugegeben, aul3er zu den Negativ-
kontrollen ohne HRP, die bei jeder Farbung mitgefihrt wurden. Fur die Farbungen zu
den Zeitpunkten ty, ts tio und tyo wurde die doppelte Menge an biotinylierter HRP
(36,4 uM Endkonzentration) eingesetzt. Da die biotinylierte HRP in PBS + 0,1 % BSA
gelost war, wurde im Well PBS + 0,1 % BSA zugegeben, so dass auf beiden Seiten
die gleiche Konzentration herrschte. Zu den Zeitpunkten t, ts, tio, too 0der tzp wurden
die Filter zweimal mit PBS* gewaschen und mit 2 % Paraformaldehyd in PBS" bei
Raumtemperatur fir 10 min fixiert. AnschlieRend wurden sie fir mindestens 6 Tage
in 0,3 % Paraformaldehyd in PBS™ bei 4 °C gelagert. Dann wurden die Membranen
der Filter ausgeschnitten und nach dreimaligem Waschen mit PBS® wurden die
Zellen fur 5 min mit 0,5 % Triton X-100 permeabilisiert. Danach wurden die Zellen fur
60 min bei 37 °C mit DyLight594 Streptavidin (1:100 in PBS™ mit 1 % BSA) inkubiert.
Nach mehrmaligem Waschen mit PBS™ wurden die Filter bei Raumtemperatur mit
Blockierungslosung inkubiert, um unspezifische Bindungen der Antikérper zu
verhindern. Bei der Blockierungslésung handelte es sich um 6 % Goat-Serum und
1 % BSA in PBS". AnschlieRend wurden die Zellen iber Nacht bei 4 °C mit je einem
der 6 gegen verschiedene intrazellulare Vesikel gerichteten Priméarantikorper
inkubiert (Zielvesikel und Verdiinnungen: Tab. 2.8). Nach dreimaligem Waschen mit
Blockierungslésung erfolgte die 60-mindtige Inkubation im Dunkeln bei 37 °C mit den
Sekundarantikdrpern Alexa Fluor 488 anti-Maus IgG oder Alexa Fluor 488 anti-
Kaninchen IgG (1:500 in Blockierungslésung). Durch anschlieende Waschgange
mit Blockierungslésung wurden Uberschiussige Antikorper entfernt. Zur Zellkern-
farbung wurden die Zellen nach dreimaligem Waschen mit Blockierungslésung
10 min bei Raumtemperatur mit dem Nukleinsaurefarbstoff DAPI (1 pg/ml) inkubiert.
AbschlieRend wurden die Membranen mit ddH,O und 98 %igem Ethanol gespdult,
nach kurzem Trocknen mit ProTagqs MountFluor apikal tberschichtet und durch
Auflegen der Deckglaschen auf Objekttrager eingedeckt. Die Objekttrager wurden bis

zur Mikroskopie bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert.
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Tab. 2.8: Zielvesikel und Verdiinnungen der verwendeten Priméarantikérper

Primarantikorper Zielvesikel Verdiinnung
Anti-Caveolin-1 Caveolae 1:150
Anti-Clathrin Clathrin-umhullte Vesikel 1:150
Anti-EEA1 Friihe Endosomen 1:500
Anti-LAMP1 Lysosomen 1:75
Anti-Rab7 Spate Endosomen 1:100
Anti-SNX5 Makropinosomen 1:100

2.5.1.2 Biopsien

Nach 20-minutiger Inkubation mit biotinylierter HRP in der Ussing-Kammer (siehe
2.4.1.2) wurden Biopsien fur Kolokalisationsfarbungen aus den Kammern ausgebaut
und fir 60 min mit 2 % Paraformaldehyd in PBS* bei Raumtemperatur und
anschlieBend fur 6 Tage mit 0,3 % Paraformaldehyd in PBS™ bei 4 °C fixiert. Die
Fixierung wurde gestoppt durch die Inkubation mit 125 mM Glycin in PBS™ und die
Biopsien wurden durch eine ansteigende Sucrose-Reihe (10 % und 20 % Sucrose fur
je 60 min bei Raumtemperatur, anschlieend 30 % Sucrose Uber Nacht bei 4 °C)
entwassert. Um Cryoschnitte herzustellen, wurden die fixierten Biopsien zunachst in
mit Stickstoff gekihltem 2-Methylbutan eingefroren und im Cryostat bei -25 °C in
Tissue-Tek O.C.T. Compound eingebettet. Die eingebetteten Biopsien wurden in
einer Starke von 5 um geschnitten und auf beschichtete Objekttrager aufgebracht.
Die Farbung erfolgte wie unter 2.5.1.1 fur die Zellen beschrieben.

Allerdings konnten die Farbungen der Biopsien aufgrund des hohen Hintergrundes
nicht ausgewertet werden (Abb. 2.6). Dieser Hintergrund ist am ehesten durch
natirlicherweise in Darmzellen enthaltenes Biotin erklarbar, da auch die
Negativkontrolle, die nicht mit biotinylierter HRP inkubiert wurde, entsprechende
Signale zeigte (Abb. 2.6 B).
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Abb. 2.6: Immunfluoreszenzfarbung einer Morbus Crohn-Biopsie

Abgebildet ist jeweils der Querschnitt durch eine Krypte des Dickdarmepithels, der mit
Streptavidin (rot) gefarbt wurde, um Biotin darzustellen. Die Zellkerne sind in blau
dargestellt. A.) Mit biotinylierter HRP inkubierte Biopsie und B.) ohne biotinylierte HRP

inkubierte Biopsie. Balken = 10 um

2.5.2 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie

Die Visualisierung der gefarbten Strukturen erfolgte mittels konfokaler Laser-
scanning-Mikroskopie (CLSM fir confocal laser scanning microscope). Dabei wird
die Probe punktuell bestrahlt und die hervorgerufene Fluoreszenz ebenso punktuell
gemessen. Informationen Uber die gesamte Probe erhélt man, wenn der Laserstrahl
Uber die Probe bewegt wird und das Praparat Punkt fir Punkt abgerastert wird. Ein
vollstandiges Bild wird im Computer rechnerisch aus den Lichtintensitaten der
einzelnen gemessenen Punkte konstruiert. Eine in ihrem Durchmesser variable
Blende blockiert Licht, welches von aul3erhalb der Objektebene kommt, wodurch das
Streulicht reduziert und die Auflésung in der zu betrachtenden Ebene verbessert
wird. Auf diese Weise ermoglicht die konfokale Laserscanning-Mikroskopie die
Abbildung sehr dunner Probenschichten. Die Fluoreszenz unterschiedlicher
Fluorophore wird durch von verschiedenen Lasern emittierte Wellenlangen angeregt
und unter Verwendung passender Filter detektiert. In dieser Arbeit wurden
Anregungswellenldngen von 594 nm fur HRP und 488 nm flr die intrazellularen
Vesikel eingesetzt. DAPI wurde mit einer Wellenlange von 408 nm angeregt. Fur die

Aufnahmen wurde ein 63x/1,4 Oil Plan-Apochromat-Objektiv verwendet.
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Konfokale Bilder kénnen in Form von Stapeln (z-stacks) aufgenommen werden, so
dass man 3D-Datenséatze von den Praparaten erhalt. Die Aufnahme und Auswertung
der Bilder erfolgte mit den LSM-Programmen LSM510 Version 3.2 SP2 und Zeiss
LSM Image Browser Version 4.2.0.121.

Fur die Quantifizierung der aufgenommenen HRP und der Kolokalisationsereignisse
zwischen HRP und den verschiedenen Vesikelmarkern wurden jeweils 3 - 4 z-stacks
pro Filter mit 6 - 14 konfokalen Bildern aufgenommen. Von jedem dieser z-stacks
wurden 1 -3 Ebenen analysiert, welche mindestens 0,9 um voneinander entfernt
waren. Mit Hilfe des Kolokalisationstools wurde ein Scatterplot erstellt, bei dem die
beiden Achsen die Intensitaten der beiden Fluoreszenzkanéle widerspiegeln und in
dem alle Pixel des Bildes dargestellt werden. Die vier Quadranten enthalten die
Hintergrund-Pixel (Quadrant 4), einfach markierte Pixel (Quadranten 1 und 2) und
kolokalisierte Pixel (Quadrant 3). Der Threshold wurde so gewahlt, dass die
Quadranten 1 -3 keine Hintergrund-Pixel enthielten. Der Hintergrund, der durch
Biotin, das in den Zellen vorhanden ist, zustande kommt, konnte anhand der
Negativkontrollen ohne biotinylierte HRP bestimmt werden. Die von dem Programm
berechneten Flachen der Pixel in den Quadranten wurden benutzt, um den
prozentualen Anteil der Kolokalisationen im Verhéaltnis zur HRP-Gesamtflache, die
sich aus der Flache der kolokalisierten Pixel und der Flache der HRP-positiven Pixel

zusammensetzt, zu errechnen.

HRP-Gesamtflache (um?®)=Kolokalisaionsflache (um?)+HRP —positive Flache (um?)

Kolokalisaionsflache (um?) .
HRP - Gesamtflache (um?) + Kolokalisaionsflache (um?)

Kolokalisdion (%) = 100

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Excel (Microsoft, USA). Grafiken
wurden mit Xact (SciLab, Frankreich) erstellt, Tabellen mit Word (Microsoft, USA).
CLSM-Abbildungen wurden mit den Programmen Zeiss LSM Image Browser Version
4.2.0.121 und Powerpoint (Microsoft, USA) angefertigt. Die Daten wurden als
unabhéangige Mehrfachbestimmungen erhoben und, wenn nicht anders beschrieben,

als arithmetischer Mittelwert + SEM (standard error of the mean) angegeben. Zur
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Bestimmung von Signifikanzen wurden der Student's t-Test oder der zweiseitige
Mann-Whitney-U-Test verwendet. Bei Mehrfach-Testung wurde die Bonferroni-Holm-
Korrektur angeschlossen.

Ein P-Wert von P <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet (*: P <0,05;
** P <0,01; **: P <0,001).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Einfluss Morbus Crohn-spezifischer Mediatoren auf T84-Zellen

3.1.1 HRP-Permeabilitat und transepithelialer Widerstand

Um die transepithelialen Transportwege, die bei Morbus Crohn fehlreguliert sind, zu
charakterisieren, wurden verschiedene beim Morbus Crohn relevante Zytokine und
der Entzindungsmediator Histamin im Zellmodell untersucht [41, 48, 63-72, 78].
Hierfir wurde die Kolonkarzinomzelllinie T84 benutzt. Im Einzelnen wurden die
Zytokine IL-183, IL-4, IL-6, IFNy und TNFa analysiert.

Die Permeabilititsmessungen fur die Meerrettich-Peroxidase (HRP) ergaben, dass
nach 24-stindiger Inkubation mit den jeweiligen Mediatoren nur IL-4 die HRP-
Permeabilitdt signifikant beeinflusste (200 + 22 % IL-4-behandelt versus 100 £ 8 %
unbehandelt; P <0,05; n=8/9; Abb. 3.1 A), wahrend IL-6 und TNFa + IFNy ohne
Effekt blieben (135 + 30 % IL-6-behandelt, bzw. 121 + 18 % TNFa + IFNy-behandelt
versus 100 £ 8 % unbehandelt; n=9/8/9; Abb. 3.1 A). IL-1B reduzierte den
Mittelwert der HRP-Permeabilitat sogar auf 82 + 20 %, was jedoch keine statistische
Signifikanz erreichte (n = 8; Abb. 3.1 A).

Der transepitheliale Widerstand (R") der Zellmonolayer wurde durch IL-4 auf 59 + 3 %
(P <0,0001; n=8), durch IL-6 auf 80+ 2 % (P <0,05; n=9) sowie durch TNFa +
IFNy auf 79 £4 % (P < 0,05; n = 8) des Ausgangswiderstandes gesenkt (Kontrolle:
91 £ 2 %; n =9; Abb. 3.1 B). IL-113 beeinflusste den R! nicht (97 £1 %; n=8).
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Abb. 3.1. Einfluss verschiedener Zytokine auf die HRP-Permeabilitdt und den
transepithelialen Widerstand (R') von T84-Monolayern

A.) Die HRP-Permeabilitat unbehandelter Kontrollen (n = 9) wurde auf 100 % normiert und
die HRP-Permeabilitat der mit IL-4 (n=8), IL-6 (n=9), IL-1B (n=8) oder TNFa + IFNy
(n = 8) behandelten Zellen dazu ins Verhaltnis gesetzt. B.) R' vor Zugabe der Zytokine
wurde auf 100 % normiert und der R-Wert nach 24 h dazu ins Verhaltnis gesetzt. Gezeigt
sind Mittelwerte + SEM (*: P < 0,05, ***: P < 0,0001 versus Kontrolle).

Abb. 3.2 zeigt den Einfluss von Histamin auf T84-Monolayer. Histamin bewirkte nach
30-minttiger Inkubation gegeniber der Kontrolle keine signifikanten Unterschiede in
der HRP-Permeabilitat (98 + 16 % Histamin-behandelt versus 109 + 11 % Kontrolle;
n=238/6; Abb. 3.2 A). Der Kurzschlussstrom (lsc) zeigte innerhalb von wenigen
Minuten nach Histamin-Zugabe einen Anstieg, wahrend der der Kontrollen
unverandert blieb  (Alse 1,78 £0,52 pA/cm?  Histamin-behandelt ~ versus
0,014 + 0,007 pA/cm? Kontrolle; P <0,05; n=8/6; Abb. 3.2 C und D). Der R' der
Histamin-behandelten Zellen unterschied sich nicht von dem der Kontrollen
(106 + 1 % Histamin-behandelt versus 104 + 1 % Kontrolle; n = 8/ 6; Abb. 3.2 B).
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Abb. 3.2: Einfluss von Histamin auf die HRP-Permeabilitat, den transepithelialen
Widerstand (R) und den Kurzschlussstrom (lsc) von T84-Monolayern

A.) Die HRP-Permeabilitat vor Histamin-Zugabe wurde auf 100 % normiert und die HRP-
Permeabilitat 30 min nach Histamin-Zugabe dazu ins Verhaltnis gesetzt B.) Auch der R
Wert wurde vor Zugabe von Histamin auf 100 % gesetzt und der R-Wert 30 min nach
Histamin-Zugabe dazu ins Verhéltnis gesetzt C.) Reprasentativer Verlauf des I, vor und
nach Zugabe von Histamin. D.) Die Anderung des Kurzschlussstroms (Als) durch die
Zugabe von Histamin wurde ermittelt, indem die Differenz des I, zum Zeitpunkt der Zugabe
und dem hdchsten Wert des anschlieBenden (negativen) Peaks berechnet wurde. Gezeigt
sind Mittelwerte + SEM (*: P < 0,05 versus Kontrolle; n =6 - 8).

Da von den von uns getesteten Mediatoren nur das Zytokin IL-4 einen Anstieg der
HRP-Permeabilitat verursachte, wurde in den weiteren Experimenten nur noch mit
IL-4 gearbeitet. Die HRP-Permeabilitat der mit IL-4 behandelten Zellen war immer
signifikant verschieden von der Kontrolle. Daher wird dies in den folgenden

Experimenten nicht mehr extra erwéhnt.
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3.2 Weitere durch IL-4 vermittelte Veranderungen der epithelialen

Barriere von T84-Monolayern

3.2.1 Expression von TJ-Proteinen

Es wurde der Einfluss von IL-4 auf das Expressionsmuster verschiedener TJ-
Proteine untersucht und zwar im Einzelnen von Claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7 und -8
sowie Occludin und Tricellulin. Nach 24-stindiger Inkubation mit IL-4 zeigten
behandelte T84-Zellmonolayer eine erhéhte Expression von Claudin-2 (166 + 7 %;
P <0,0001; n=6) und eine verminderte Expression von Claudin-4 (82 7 %;
P <0,05; n =5), wahrend die Proteinlevel der anderen TJ-Proteine nicht signifikant
verandert waren (Claudin-1: 107 + 2 %; Claudin-3: 104 + 4 %; Claudin-5: 89 % 10 %;
Claudin-7: 121 + 9 %; Claudin-8: 116 £ 7 %; Occludin: 94 £ 4 %; Tricellulin: 88 + 7 %;
n=5/6). Abb. 3.3 A zeigt dazu reprasentative Western Blots. Die Proteinbanden
wurden densitometrisch quantifiziert und die Veranderungen gegenuber der Kontrolle

prozentual ermittelt (siehe Abb. 3.3 B).
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Abb. 3.3: Einfluss von IL-4 auf die Expression von TJ-Proteinen in T84-Monolayern
A.) Reprasentative Western Blots zeigen die Expression verschiedener TJ-Proteine von
unbehandelten Zellen (Kontrolle) und Zellen, die 24 h mit IL-4 inkubiert wurden.
B.) Densitometrische Analyse der Western Blots. Unbehandelte Kontrollen (n = 6) wurden
auf 100 % normiert und die mit IL-4 behandelten Zellen (n =5/6) dazu ins Verhaltnis
gesetzt. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM (*: P < 0,05,
***: P < 0,0001 versus Kontrolle).

3.2.2 Para- und transzellularer Widerstand

Mit Hilfe der Zwei-Wege-Impedanzspektroskopie wurde der Abfall des epithelialen
Widerstands (R®") weiter untersucht, indem die durch IL-4 induzierten
Veranderungen des parazellularen (RP*®) und des transzellularen Widerstands
(R"S) analysiert wurden. Gegeniiber dem R®" der Kontrollzellen (1228 + 43 Q-cm?;
n=7) war der R® der IL-4 behandelten Zellen etwa um die Halfte verringert
(606 + 39 Q-cm? P < 0,0001; n = 7; Abb. 3.4 A). R betrug bei den unbehandelten
Kontrollen 6372 + 943 Q-cm? (n = 7) und bei den mit IL-4 inkubierten Zellen lediglich
2416 + 713 Q-cm? (P < 0,05; n = 7; Abb. 3.4 A). Auch R"™" war nach der Inkubation
mit IL-4 gegenuiber der Kontrolle verringert (967 + 93 Q-cm? IL-4-behandelt versus
1581 + 63 Q-cm? Kontrolle; P < 0,0001; n = 7; Abb. 3.4 A). Die epitheliale Kapazitat
war gegeniiber der Kontrolle unverandert (18,7 +1,0 - 10”7 F/cm? IL-4-behandelt
versus 16,9 +0,4 - 107 F/cm? Kontrolle; n=7; Abb. 3.4B). Die Fluoreszein-
Permeabilitdt der mit IL-4 behandelten Zellen war gegentber den Kontrollen erhdht
(11,5 + 0,6 - 10® cm/s IL-4-behandelt versus 9,1 + 0,4 - 10® cm/s Kontrolle; P < 0,05;
n =5; Abb. 3.4 C).
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Abb. 3.4: Einfluss von IL-4 auf den para- und transzellularen Widerstand, die
Fluoreszein-Permeabilitat und die epitheliale Kapazitat von T84-Monolayern
Impedanzmessungen von unbehandelten (Kontrolle; n=5/7) und mit IL-4 behandelten
Zellen (n=5/7). A.) Epithelialer, para- und transzellularer Widerstand. B.) Epitheliale
Kapazitat. C.) Fluoreszein-Permeabilitat nach 30 min. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM
(*: P <0,05, **: P < 0,0001 versus Kontrolle).
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3.3 Charakterisierung des Transportweges von Meerrettich-

Peroxidase (HRP) durch T84-Zellmonolayer hindurch

3.3.1 HRP wird aktiv und Dynamin-abhangig transportiert

Um zu beweisen, dass HRP uUber einen aktiven, transzellularen Weg transportiert
wird, wurde untersucht, welchen Einfluss das Absenken der Temperatur auf den
Transportvorgang hat. Dazu wurden die Epithelien in der Ussing-Kammer auf 15 °C
abgekihlt, was passive Transportwege wie den parazellularen Stoffdurchtritt
weitgehend unbeeinflusst lasst. Im Gegensatz dazu war die HRP-Permeabilitat durch
die Temperaturabsenkung stark beeinflusst (Abb. 3.5 A) und zwar sowohl bei den
Kontrollen (52 £ 6 % bei 15 °C versus 100 £ 14 % bei 37 °C; P <0,05; n=10/9) als
auch bei den mit IL-4 behandelten Zellen (133 £ 16 % bei 15 °C versus 403 + 48 %
bei 37 °C; P < 0,05; n = 8/ 6). Der transepitheliale Widerstand (R") der Kontrollen bei
15 °C verringerte sich, wahrend der R' der Kontrollen bei 37 °C konstant blieb
(87 £2 % bei 15 °C versus 103 + 1 % bei 37 °C; P <0,0001; n =10/9; Abb. 3.5 B).
Bei den mit IL-4 behandelten Zellen gab es keinen Unterschied im R' (91 + 2 % bei
15°Cversus 93+ 1 % bei 37 °C; n =8/ 6; Abb. 3.5 B).

A) B.)
5 500 - = 1207
S 450 - L 3
g 400 T g 100 = *kk *k
> - ‘E dkk —F
g 350 - J- S 80 - =
2 300 E,’
250 a 60
S 200 - g
] # < 40 -
g 150 T ®
[ - -
o 100 — + o
o - * 2 20
% 50 - '—z—l &
0 0
37°C 15°C 37°C 15°C 37°C 15°C 37°C 15°C
Kontrolle IL-4 Kontrolle IL-4

Abb. 3.5: Einfluss der Temperatur auf die HRP-Permeabilitdt und den trans-
epithelialen Widerstand (R") von T84-Monolayern

A.) Die HRP-Permeabilitdt unbehandelter Kontrollen (n = 10) wurde auf 100 % normiert und
die HRP-Permeabilitdét der mit IL-4 behandelten und/oder auf 15 °C gekihlten Zellen
(n = 6 — 9) dazu ins Verhaltnis gesetzt. B.) Der Ausgangs-R' wurde auf 100 % normiert und
der R“Wert zum Zeitpunkt ts, dazu ins Verhaltnis gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM
(*: P <0,05, **: P <0,001, ***: P <0,0001 versus Kontrolle; #: P < 0,05 versus IL-4).
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Bei Behandlung mit dem Dynamin-Inhibitor MiTMAB nahm die HRP-Permeabilitat bei
den Kontrollfiltern tendenziell ab. Aufgrund der grol3en Streuung der einzelnen
Messwerte war diese Abnahme jedoch knapp nicht signifikant (66 = 12 % MiTMAB-
behandelt versus 100+4 % in der Kontrolle; n=5/6; Abb. 3.6 A). In IL-4-
stimulierten Zellen senkte MITMAB die Permeabilitat ungefahr auf die Halfte
(85 £ 15 % zusatzlich MiTMAB-behandelt versus 175 =28 % bei alleiniger IL-4-
Exposition; P < 0,05; n =5/ 6; Abb. 3.6 A). R" wurde durch die Zugabe von MiTMAB
nicht signifikant beeinflusst (91 + 9 % MITMAB-behandelt versus 110 + 3 % in der
Kontrolle; n=6/5; 90 £ 12 % zusatzlich MiTMAB-behandelt versus 111 +1 % bei
mit IL-4 behandelten Zellmonolayern; n =5/ 6; Abb. 3.6 B).
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Abb. 3.6: Einfluss von MiTMAB auf die HRP-Permeabilitdt und den transepithelialen
Widerstand (R") von T84-Monolayern

A.) Die HRP-Permeabilitdt unbehandelter Kontrollen (n = 5) wurde auf 100 % normiert und
die HRP-Permeabilitdt der mit IL-4 und / oder MiTMAB (MM) behandelten Zellen (n =5/ 6)
dazu ins Verhaltnis gesetzt. B.) Der R-Wert vor Zugabe des Inhibitors wurde auf 100 %
normiert und der R-Wert zum Zeitpunkt t3y dazu ins Verhdéltnis gesetzt. Gezeigt sind
Mittelwerte = SEM (*: P < 0,05 versus Kontrolle; #: P < 0,05 versus IL-4).
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3.3.2 Charakterisierung der beim HRP-Transport beteiligten Endozytose-

mechanismen

Um die an der durch IL-4 induzierten HRP-Transzytose beteiligte Endozytose-
Mechanismen zu beleuchten, wurden Inhibitoren fur die Clathrin-vermittelte
Endozytose (CME), die Caveolin-vermittelte Endozytose und die Makropinozytose

eingesetzt.

3.3.2.1 Clathrin-vermittelte Endozytose

Als Inhibitoren fir die CME wurden Pitstop 2 und Chlorpromazin eingesetzt. Pitstop 2
blockiert die Interaktion von Amphiphysin mit Clathrin und Chlorpromazin verhindert
die Bildung von Clathrin-umhullten Gruben an der Plasmamembran [195, 196].

Die beiden Inhibitoren zeigten unterschiedliche Auswirkungen auf die HRP-
Permeabilitdt. Wahrend die Behandlung der unbehandelten Kontrollen mit Pitstop 2
die HRP-Permeabilitat von 100 =7 % (n =8) um mehr als die Halfte auf 46 + 6 %
senkte (P < 0,0001; n =9; Abb. 3.7 A), wurde die Permeabilitat durch Chlorpromazin
eher erhéht, wobei die Erhohung aufgrund der grof3en Streuung nicht signifikant war
(148 = 47 % Chlorpromazin-behandelt versus 100 = 6 % Kontrolle; n =12/ 10; Abb.
3.7 C). Gleiches qilt fur die mit IL-4 behandelten Zellen, bei denen die Zugabe von
Pitstop 2 die HRP-Permeabilitat von 264 £ 51 % (n =8) auf 115+ 20 % (P <0,05;
n=9; Abb. 3.7 A) reduzierte, wahrend Chlorpromazin die Permeabilitat von
221 £ 35 % (n =12) auf 302 £ 73 % (n = 11) erhdhte, was wiederum nicht signifikant
war (Abb. 3.7 C). R" wurde durch Pitstop 2 lediglich bei der unbehandelten Kontrolle
erhoht (115 + 1 % Pitstop 2-behandelt versus 108 + 1 % in der Kontrolle; P < 0,001;
n=9/8; Abb. 3.7 B), wahrend der R' der IL-4-behandelten Zellen durch die Zugabe
von Pitstop 2 unbeeinflusst blieb (104 £ 2 % Pitstop 2-behandelt versus 103 £ 2 %
bei IL-4-Exposition; n=9/8; Abb. 3.7 B). Gleiches galt fir den R' unter der
Einwirkung von Chlorpromazin (129 £4 % Chlorpromazin-behandelt versus
116 £2 % Kontrolle; n=12/10; P <0,05; 108 +2 % Chlorpromazin-behandelt
versus 111 + 5 % bei IL-4-Exposition; n =11/ 12; Abb. 3.7 D).
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Abb. 3.7: Einfluss von Pitstop 2 und Chlorpromazin auf die HRP-Permeabilitat und
den transepithelialen Widerstand (R") von T84-Monolayern

A.) + C.) Die HRP-Permeabilitdit unbehandelter Kontrollen (n =8/ 10) wurde auf 100 %
normiert und die HRP-Permeabilitit der mit IL-4 und/oder Pitstop2 (A) bzw.
Chlorpromazin (CP; B) behandelten Zellen (n = 8 - 12) dazu ins Verhéltnis gesetzt. B.) + D.)
Der R-Wert vor Zugabe des Inhibitors wurde auf 100 % normiert und der R-Wert zum
Zeitpunkt tzg dazu ins Verhaltnis gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM (*: P < 0,05 versus
Kontrolle, **: P < 0,001, ***: P < 0,0001 versus Kontrolle; #: P < 0,05 versus IL-4).

In den Immunfluoreszenzfarbungen wurde keine spezifische Kolokalisation von
biotinylierter HRP und Clathrin gefunden. Abb. 3.8 zeigt eine reprasentative
Aufnahme einer Kontrolle zum Zeitpunkt ts und in Tab. 3.1 sind die prozentual
errechneten Kolokalisationsereignisse zu den verschiedenen Zeitpunkten aufgefthrt.
Es gab zu keinem Zeitpunkt einen Unterschied zwischen Kontrolle und IL-4. Auch

zwischen den Zeitpunkten gab es keinen Unterschied.
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Biotin-HRP

—

Clathrin

—

Abb. 3.8: Intrazellulare Lokalisation von HRP und Clathrin in T84-Monolayern
Repréasentative Aufnahme einer Immunfluoreszenzfarbung von HRP (rot) und Clathrin
(grin) nach 5-mindtiger Inkubation unbehandelter T84-Monolayer mit biotinylierter HRP.

Pfeile markieren endozytierte HRP. Balken =5 um.

Tab. 3.1: Kolokalisation von biotinylierter HRP und Clathrin
Die prozentualen Anteile der mit Clathrin kolokalisierten HRP im Verhéltnis zur Gesamt-HRP zu
verschiedenen Zeitpunkten sind als Mittelwerte £+ SEM dargestellt. In Klammern sind die jeweiligen n-

Zahlen angegeben.

Zeit (min)  Kolokalisation (% der Gesamt-HRP)

Kontrolle IL-4
2 0+0(8) 0+ (8)
5 0+0(9) 0+0(9)
10 0,0007 £ 0,0007 (14) 00 (11)
20 0,2+0,1(12) 0,07 £ 0,05 (12)
30 0,2 +0,2 (15) 0,3+0,3(11)

3.3.2.2 Caveolin-vermittelte Endozytose

Fur die Hemmung der Caveolin-vermittelten Endozytose wurden Methyl-B-cyclo-
dextrin (MBCD), Filipin und Nystatin benutzt. Alle drei Inhibitoren modifizieren
Cholesterol in der Plasmamembran, wobei MBCD der Membran Cholesterol entzieht,
wahrend Filipin und Nystatin das Cholesterol in der Plasmamembran binden [197].
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MBCD hemmte die Permeabilitat fur HRP bei Kontrollen (71 £11 % MBCD-behandelt
versus 100 + 6 % in der Kontrolle; P < 0,05; n =12; Abb. 3.9 A), als auch bei Zellen,
die mit IL-4 behandelt wurden (178 = 21 % MBCD-behandelt versus 343 + 62 % bei
IL-4; P<0,05; n=11/12; Abb. 3.9 A). R' wurde durch MBCD nicht verandert
(124 £ 3 % MPBCD-behandelt versus 116 = 3 % in der Kontrolle; n=12; 107 +1 %
MBCD-behandelt versus 105 * 2 % bei IL-4-Exposition; n =11/ 12; Abb. 3.9 B).
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Abb. 3.9: Einfluss von MBCD auf die HRP-Permeabilitdt und den transepithelialen
Widerstand (R") von T84-Monolayern

A.) Die HRP-Permeabilitdt unbehandelter Kontrollen (n = 12) wurde auf 100 % normiert und
die HRP-Permeabilitat der mit IL-4 und / oder MBCD behandelten Zellen (n =11/ 12) dazu
ins Verhaltnis gesetzt. B.) Der R-Wert vor Zugabe des Inhibitors wurde auf 100 % normiert
und der R“Wert zum Zeitpunkt ts, dazu ins Verhaltnis gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte +
SEM (*: P < 0,05 versus Kontrolle; #: P < 0,05 versus IL-4).

Auch die polyenen Antimykotika Filipin und Nystatin senkten als Inhibitoren der
Caveolin-abhéngigen Endozytose die HRP-Permeabilitat (Abb. 3.10 A und C). Filipin
verminderte die HRP-Permeabilitat gegentber der unbehandelten Kontrolle auf
ungefahr die Halfte (von 100 + 13 % auf 52 + 11 %; P <0,05; n=6/5; Abb. 3.10 A)
und gegenlber den Zellen, die mit IL-4 inkubiert waren, sogar um das 2,45-fache
(von 300 + 39 % auf 122 + 13 %; P < 0,05; n = 6; Abb. 3.10 A). R" wurde durch Filipin
nicht veréndert (106 +2 % Filipin-behandelt versus 101 +2 % in der Kontrolle;
n=>5/6; unter IL-4 Exposition: 102 + 2 % Filipin-behandelt versus 96 + 2 % in der
Kontrolle; n =6; Abb. 3.10 B). Nystatin senkte die HRP-Permeabilitdt der mit IL-4
behandelten Zellen (158 + 18 %; n = 5) auf 86 + 15 % (P < 0,05; n = 6; Abb. 3.10 C).
In der Kontrolle (100 £ 7 %; n =7) verminderte Nystatin die Permeabilitat fur HRP
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sogar um das 6,9fache (14 + 1 %; P <0,0001; n = 6; Abb. 3.10 C). R wurde durch
Nystatin nicht verandert (129 +7 % Nystatin-behandelt versus 118 +3 % in der
Kontrolle; n=6/7; 107 +2 % Nystatin-behandelt versus 127 +9 % bei IL-4-
Exposition; n =6 /5; Abb. 3.10 D).
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Abb. 3.10: Einfluss von Filipin und Nystatin auf die HRP-Permeabilitdt und den
transepithelialen Widerstand (R") von T84-Monolayern

A.) + C.) Die HRP-Permeabilitat unbehandelter Kontrollen (n =6 -7) wurde auf 100 %
normiert und die HRP-Permeabilitdt der mit IL-4 (n=5-6) und/oder Filipin (A) bzw.
Nystatin (C) behandelten Zellen (n =5 - 7) dazu ins Verhaltnis gesetzt. B.) + D.) Der R-
Wert vor Zugabe des Inhibitors wurde auf 100 % normiert und der R-Wert zum Zeitpunkt ts
dazu ins Verhdltnis gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM (*: P < 0,05; ***: P < 0,0001

versus Kontrolle; #: P < 0,05 versus IL-4).

In den Immunfluoreszenzfarbungen wurden Kolokalisationen von biotinylierter HRP
und Caveolin-1 gefunden. Abb. 3.11 zeigt reprasentative Aufnahmen zu den

Zeitpunkten t;p und ty und in Tab. 3.2 sind die prozentual errechneten
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Kolokalisationsereignisse zu den verschiedenen Zeitpunkten aufgefuhrt. In den
Kontrollen als auch in den mit IL-4 behandelten Zellen waren nach 10-mindtiger
Inkubation mit biotinylierter HRP die meisten Kolokalisationen sichtbar (Abb. 3.11 A,
Tab. 3.2). Zum Zeitpunkt ts war die Kolokalisationsrate bei den mit IL-4 behandelten

Zellen signifikant héher als bei den Kontrollen.

Biotin-HRP
- -

| Biotin-HRP
i

—

Caveolin-1
iy

Abb. 3.11: Intrazellulare Lokalisation von HRP und Caveolin-1 in T84-Monolayern
Repréasentative Aufnahmen von Immunfluoreszenzfarbungen von HRP (rot) und Caveolin-1
(grun) nach 10- (A) und 30-minutiger (B) Inkubation unbehandelter T84-Monolayer mit
biotinylierter HRP. Pfeile markieren endozytierte HRP. Balken =5 um.
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Tab. 3.2: Prozentuale Kolokalisation von biotinylierter HRP und Caveolin-1

Die prozentualen Anteile der mit Caveolin kolokalisierten HRP im Verhaltnis zur Gesamt-HRP zu
verschiedenen Zeitpunkten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. In Klammern sind die jeweiligen n-
Zahlen angegeben. Werte mit dem gleichen hochgestellten Buchstaben sind signifikant
unterschiedlich, * markieren einen signifikanten Unterschied zur jeweiligen Kontrolle (a’b'c’d’e’f: P <0,05;
* P < 0,05).

Zeit (min)  Kolokalisation (% der Gesamt-HRP)

Kontrolle IL-4
2 10 + 5% (7) 12 + 8 (8)
3+ 2°¢ (11) 20 + 6% (8)
10 40 + 127P° (12) 33 +117(11)
20 26 + 8°9 (18) 12 + 4 (16)
30 6 + 2%9 (21) 4 + 2% (17)

3.3.2.3 Makropinozytose

Als Inhibitoren fur die Makropinozytose wurden die Inhibitoren fir Ras
(Farnesylthiosalicylsaure, FTS) und Racl (EHT 1864), zwei an der Regulation der
Makropinozytose beteiligten GTPasen, sowie die PI3K-Inhibitoren LY294002 und
Wortmannin eingesetzt.

FTS und EHT 1864 senkten die Permeabilitat fir HRP (Abb. 3.12 A). Bei den mit IL-4
behandelten Zellen war allerdings nur die Hemmung durch EHT 1864 signifikant
(108 £ 20 % EHT 1864-behandelt versus 257 + 61 % bei alleiniger IL-4 Exposition;
P <0,05 n=9 und 130 + 27 % FTS-behandelt; n =9). Dagegen zeigten bei den
nicht IL-4 exponierten Kontrollen beide Inhibitoren eine Hemmung (43 + 10 % EHT
1864-behandelt und 56 = 9 % FTS-behandelt versus 100 = 7 % in der unbehandelten
Kontrolle; P < 0,05; n =8/ 7/8). R wurde durch FTS und EHT 1864 nicht beeinflusst
(122 + 3 % EHT 1864-behandelt und 118 £ 5 % FTS-behandelt versus 126 + 4 % in
der unbehandelten Kontrolle; n =8/7/8; 115 + 5 % EHT 1864-behandelt; 126 + 9 %
FTS-behandelt versus 116 £ 7 % in den IL-4-exponierten Zellmonolayern; n = 9; Abb.
3.12 B).
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Abb. 3.12: Einfluss von Farnesylthiosalicylsdure und EHT 1864 auf die HRP-
Permeabilitat und den transepithelialen Widerstand (R') von T84-Monolayern

A.) Die HRP-Permeabilitat unbehandelter Kontrollen (n = 8) wurde auf 100 % normiert und
die HRP-Permeabilitdten der mit IL-4 und / oder Farnesylthiosalicylsaure (FTS) bzw. EHT
1864 behandelten Zellen (n=11/12) dazu ins Verhéltnis gesetzt. B.) Der R-Wert vor
Zugabe der Inhibitoren wurde auf 100 % normiert und der R-Wert zum Zeitpunkt ts, dazu
ins Verhaltnis gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM (*: P <0,05 versus Kontrolle;
#: P < 0,05 versus IL-4).
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Der PI3K-Inhibitor LY294002 steigerte die HRP-Permeabilitat der Kontrollen
(100 £12%; n=6) auf 179+35% (n=6; Abb. 3.13 A). Diese Steigerung war
aufgrund der Streuung der einzelnen Werte nicht signifikant. Bei den mit IL-4
behandelten Zellen gab es keine signifikante Veranderung durch die Zugabe von
LY294002 (310 £22 % LY294002-behandelt versus 339 £ 54 % IL-4; n =6; Abb.
3.13 A). Wortmannin, ein weiterer PI3K-Inhibitor, zeigte eine leichte, jedoch nicht
signifikante Hemmung der HRP-Permeabilitat der Kontrollen (83 + 9 % Wortmannin-
behandelt versus 100 = 5 % Kontrolle; n = 8; Abb. 3.13 C). Die Zugabe zu den mit IL-
4 inkubierten Zellen erhdhte die Permeabilitat von HRP tendenziell, aber wiederum
nicht signifikant (195 =22 % Wortmannin-behandelt versus 144 +18 % IL-4;
n=5/6; Abb. 3.13C). Der R' der mit LY294002 behandelten Zellen (99 + 2 %;
n=6) war gegenuber dem der unbehandelten Kontrolle (123 £4 %; n=6)
vermindert (P < 0,001; Abb. 3.13 B). Zwischen dem R' der mit IL-4 inkubierten Zellen
(105 £ 2 %; n =6) und den zusatzlich mit LY294002 behandelten Zellen (97 + 4 %j;
n = 6) gab es keinen Unterschied (Abb. 3.13 B). Ebenso verhielt es sich mit den mit
Wortmannin behandelten Zellen. Gegeniber der Kontrolle (109 + 1 %; n = 8) war der
Widerstand vermindert (84 +3 %; n=28; P <0,0001), wahrend die Zugabe von
Wortmannin keinen Einfluss auf die mit IL-4 behandelten Zellen hatte (81 £7 %
Wortmannin-behandelt versus 98 + 1 % IL-4; n =5/ 6; Abb. 3.13 D).
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Abb. 3.13: Einfluss von LY294002 und Wortmannin auf die HRP-Permeabilitat und den
transepithelialen Widerstand (R') von T84-Monolayern

A.) + C.) Die HRP-Permeabilitdt unbehandelter Kontrollen (n =6 /8) wurde auf 100 %
normiert und die HRP-Permeabilitat der mit IL-4 (n = 6) und / oder LY294002 (LY; A) bzw.
Wortmannin (WM; C) behandelten Zellen (n =5 - 8) dazu ins Verhaltnis gesetzt. B.) + D.)
Der R' -Wert vor Zugabe der Inhibitoren wurde auf 100 % normiert und der R“Wert zum
Zeitpunkt tzo dazu ins Verhaltnis gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM (*: P < 0,05 versus

Kontrolle).

In den Immunfluoreszenzfarbungen wurden sehr wenige Kolokalisationen von
biotinylierter HRP und dem Makropinosomen-Marker SNX5 gefunden. Abb. 3.14
zeigt eine reprasentative Aufnahme einer Kontrolle zum Zeitpunkt t3o und in Tab. 3.3
sind die prozentual errechneten Kolokalisationsereignisse zu den verschiedenen
Zeitpunkten aufgefihrt. Diese unterschieden sich nicht zwischen den verschiedenen
Zeitpunkten. Auch zwischen Kontrolle und den mit IL-4 behandelten Zellen gab es zu
keinem Zeitpunkt einen Unterschied (Tab. 3.3).
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Biotin-HRP

Abb. 3.14: Intrazellulare Lokalisation von HRP und SNX5 in T84-Monolayern
Repréasentative Aufnahme einer Immunfluoreszenzfarbung von HRP (rot) und SNX5 (grin)
nach 30-minltiger Inkubation unbehandelter T84-Monolayer mit biotinylierter HRP. Pfeile

markieren endozytierte HRP. Balken =5 pm.

Tab. 3.3: Prozentuale Kolokalisation von biotinylierter HRP und SNX5
Die prozentualen Anteile der mit SNX5 kolokalisierten HRP im Verhdltnis zur Gesamt-HRP zu
verschiedenen Zeitpunkten sind als Mittelwerte £+ SEM dargestellt. In Klammern sind die jeweiligen n-

Zahlen angegeben.

Zeit (min) Kolokalisation (% der Gesamt-HRP)

Kontrolle IL-4
2 0+0(8) 0,1+0,1(8)
5 1,8+1,8(8) 2,1+1,2(8)
10 1,2+0,8(13) 0,8+0,4(12)
20 0,9+0,6(11) 0,6 +0,5(18)
30 1,4+ 1,4 (13) 0,1+ 0,1 (14)
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3.3.3 Charakterisierung des fir die Steigerung der HRP-Permeabilitat

durch IL-4 verantwortlichen Signalwegs

Um zu untersuchen, auf welchem Signalweg IL-4 die Zunahme der HRP-
Permeabilitdt bewirkt, wurden die Zellen vor der IL-4-Zugabe mit zwei Inhibitoren des
PI3K-Wegs, LY294002 und Wortmannin, und zwei Inhibitoren des STAT6-Wegs,
AS1517499 und Suberoylanilid-Hydroxamsaure (SAHA), inkubiert (Abb. 3.15 A und
Abb. 3.16 A und C).

Gegeniber der Kontrolle (100 + 16 %; n = 8) hatten die eingesetzten Inhibitoren des
PI3K-Weges keinen Effekt auf die HRP-Permeabilitdit (93 +22 % LY294002-
behandelt; 94 + 23 % Wortmannin-behandelt; n = 8; Abb. 3.15 A). Bei den mit IL-4
behandelten Zellen zeigten die PI3K-Inhibitoren allerdings eine hemmende Wirkung
(170 £36 % LY294002-behandelt, 122 +29 % Wortmannin-behandelt versus
279 + 39 % IL-4 allein; P < 0,05; n =8/7/7; Abb. 3.15 A). Der R'-Wert der Kontrolle
(102 £ 5 %; n =8) wurde durch die Inhibitoren der PI3-Kinase erhoht (122 +2 %
LY294002-behandelt; 122 +3 % Wortmannin-behandelt; P <0,05; n=8; Abb.
3.15 B), genauso wie der durch IL-4 gesenkte R' (IL-4: 54 + 2 %; n = 7; LY294002:
67 £ 3 %; P <0,05; n =8; Wortmannin: 71 + 1 %; P < 0,0001; n = 7; Abb. 3.15 B).

>

)

-~ 350 —

300 - T

©
°
g
¥ 250 4 J_
[4]
o #
2 200 - -|-
5 150 4 1 #
3 T
® 100 4 —F T T 1
3 T
= 1 1
o 50 —
o
0
LY WM . LY WM
Kontrolle IL-4

73



ERGEBNISSE

B.)
» 140
]
b= * *
§ 1201 £ +
7]
4 T
§ 100 4 I
S

- #H
§, 80 *i i
% 60 - dedek +
7]
2
w 40 7
<
2 20
x

- LY WM - LY WM
Kontrolle IL-4

Abb. 3.15: Einfluss von LY294002 und Wortmannin auf die HRP-Permeabilitat und den
transepithelialen Widerstand (R") von T84-Monolayern

A.) Die HRP-Permeabilitdt unbehandelter Kontrollen (n = 8) wurde auf 100 % normiert und
die HRP-Permeabilitdt der mit IL-4 (n=7) und/oder LY294002 (LY) bzw. Wortmannin
(WM) behandelten Zellen (n = 7 / 8) dazu ins Verhaltnis gesetzt. B.) Der R“Wert vor Zugabe
der Inhibitoren wurde auf 100 % normiert und der R-Wert nach 24 h dazu ins Verhéltnis
gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM (*: P <0,05 versus Kontrolle, **: P <0,001,
*** P < 0,0001 versus Kontrolle; #: P < 0,05, ##: P < 0,001 versus IL-4).

Die Zugabe der STAT6-Inhibitoren hatte keinen Einfluss auf die HRP-Permeabilitat.
Weder SAHA (81 +17 % SAHA-behandelt versus 100 + 3 % Kontrolle; n=7/6;
Abb. 3.16 A) noch AS1517499 (82 + 11 % AS1517499-behandelt versus 100 £ 5 %
Kontrolle; n=8; Abb. 3.16 C) konnten die HRP-Permeabilitit gegentber der
Kontrolle verandern. Gleiches galt fur die mit IL-4 inkubierten Zellen. Auch hier
konnte weder SAHA (198 + 20 % SAHA-behandelt versus 209 + 21 % IL-4; n = 8/ 6;
Abb. 3.16 A) noch AS1517499 (166 +39% AS1517499-behandelt versus
190 £ 38 % IL-4; n =8/ 9; Abb. 3.16 C) eine Veranderung der Permeabilitdt von HRP
hervorrufen. Der R-Wert der Kontrolle wurde durch die Zugabe von SAHA
(104 +7 % SAHA-behandelt versus 101 +8 % in der Kontrolle;, n=7/6; Abb.
3.16 B) beziehungsweise AS1517499 (94 £5 % AS1517499-behandelt versus
99 + 4 % in der Kontrolle; n = 8; Abb. 3.16 D) nicht verandert. Wahrend AS1517499
den R' der mit IL-4 behandelten Zellen nicht veranderte (63 +6 % AS1517499-
behandelt versus 60 £ 4 % IL-4; n =8/ 9; Abb. 3.16 D), steigerte SAHA den durch IL-
4 gesenkten R' wieder (79 = 3 % SAHA-behandelt versus 59 + 7 % IL-4; P < 0,05);
n=28/6; Abb. 3.16 B).
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Abb. 3.16: Einfluss von SAHA und AS1517499 auf die HRP-Permeabilitdt und den
transepithelialen Widerstand (R') von T84-Monolayern

A.) + C.) Die HRP-Permeabilitdit unbehandelter Kontrollen (n =6/8) wurde auf 100 %
normiert und die HRP-Permeabilitdt der mit IL-4 (n=6) und/oder SAHA (A) bzw.
AS1517499 (AS; C) behandelten Zellen (n = 7 / 8) dazu ins Verhaltnis gesetzt. B.) + D.) Der
R-Wert vor Zugabe der Inhibitoren wurde auf 100 % normiert und der R-Wert nach 24 h
dazu ins Verhéltnis gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM (*: P < 0,05 versus Kontrolle,
**: P < 0,001, ***: P < 0,0001 versus Kontrolle; #: P < 0,05 versus IL-4).
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3.3.4 Zeitverlauf des HRP-Transports

Zusatzlich zu den bereits gezeigten Kolokalisationsfarbungen wurden zu den
Zeitpunkten ty, ts, t10, t2o und tzp Farbungen mit biotinyliertem HRP und Markern far
weitere am Transzytoseprozess beteiligte intrazellulare Vesikel durchgefiihrt. Dabei
wurde EEAL (Early endosome antigen 1) als Marker fur frihe Endosomen, Rab7 fur
spate Endosomen und LAMP1 (Lysosomal-associated membrane protein 1) fir
Lysosomen verwendet. Abb. 3.17 zeigt reprasentative Aufnahmen der Farbungen. In
Tab. 3.4 sind die prozentual errechneten Kolokalisationsereignisse der jeweiligen
Vesikelmarker mit der biotinylierten HRP zu den verschiedenen Zeitpunkten
aufgefuihrt. EEAL1 als auch LAMP1 zeigten insgesamt wenige Kolokalisationen mit
HRP und es gab zu keinem Zeitpunkt einen Unterschied zwischen Kontrolle und den
mit IL-4 behandelten Zellen. Rab7 zeigte insgesamt eine hohe Kolokalisationsrate,
die nach 10 bis 20 min am hodchsten war. Die Kolokalisationsraten zwischen
Kontrolle und den Zellen, die mit IL-4 behandelt waren, unterschied sich nicht
signifikant, allerdings waren zum Teil deutliche Unterschiede erkennbar. Zu den
Zeitpunkten t; und ts war in den mit IL-4 behandelten Zellen mehr HRP mit Rab7
kolokalisiert als in den Kontrollzellen. Zum Zeitpunkt t;o war die Kolokalisationsrate
bei beiden Konditionen gleich hoch. Wéahrend zum Zeitpunkt ty, in den mit IL-4
behandelten Zellen wieder mehr HRP mit Rab7 kolokalisiert war als in Kontrollzellen,
war die Kolokalisationsrate zum Zeitpunkt t3o in den Kontrollzellen héher. Von tyo zu
t3p fand namlich bereits eine signifkante Abnahme der Anzahl von Kolokalisationen
zwischen biotinylierter HRP und Rab7 bei den mit IL-4 inkubierten Zellen statt,

wahrend diese bei den Kontrollen nahezu gleich blieb.
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Biotin-HRP

Biotin-HRP

Abb. 3.17: Intrazellulére Lokalisation von HRP und EEA1, Rab7 bzw. LAMP1 in T84-
Monolayern

Repréasentative Aufnahmen von Kolokalisationsfarbungen mit biotinylierter HRP (rot) und
den Markern (grun) fur frihe Endosomen (EEAL; A), spate Endosomen (Rab7; B) und
Lysosomen (LAMP1; C) zu den Zeitpunkten t,g (A + C) und t3y (B). Pfeile markieren
endozytierte HRP. Balken = 5 um.
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Tab. 3.4: Prozentuale Kolokalisation von biotinylierter HRP und EEA1, Rab7 bzw. LAMP1

Die prozentualen Anteile der mit EEA1, Rab7 bzw. LAMP1 kolokalisierten HRP im Verhaltnis zur
Gesamt-HRP zu verschiedenen Zeitpunkten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. In Klammern sind
die jeweiligen n-Zahlen angegeben. Werte mit dem gleichen hochgestellten Buchstaben sind
signifikant unterschiedlich (***"'"°P9: p < 0,05; “*®"*: p < 0,001; ™ P < 0,0001).

Vesikelmarker Zeit (min)  Kolokalisation (% der Gesamt-HRP)
Kontrolle IL-4

EEA1 2 0+ 0%(7) 0+0(7)

5 0+0°(9) 0,2+0,2(9)

10 2,3+1,5(11) 0,5+ 0,4 (12)

20 3,8 +1,6*° (15) 2,9+1,6(17)

30 1,3+ 0,9 (20) 0,2 +0,2 (18)
Rab7 2 0+ 0% (7) 0,7 +0,7"9" (8)

5 0,8 + 0,8" (8) 1,7 +1,1"™" (9)

10 46 + 11°° (12) 45 + 11%P (9)

20 27,3 + 6,4%° (13) 47,6 + 7,69™9 (12)

30 32,5+ 7,3%%(22) 9,1 + 2,5""P4 (21)
LAMP1 2 0+0(8) 0+0(8)

5 0+0(8) 0,6 + 0,6 (9)

10 0,05 + 0,05 (11) 1,8 +0,9 (12)

20 6,3 + 3,4 (14) 3,7+1,9 (13)

30 0+ 0 (15) 0+0 (14)

Weiterhin wurde die intrazellulare Gesamt-HRP-Flache zu jedem Zeitpunkt
berechnet (Abb. 3.18 / Tab. 3.5). Obwohl fir die Farbungen zum Zeitpunkt tso
weniger biotinylierte HRP zu den T84-Monolayern zugegeben wurde als zu den
friheren Zeitpunkten, war dort die intrazellulare Gesamt-HRP-Flache sowohl bei den
Kontrollen als auch bei den mit IL-4 behandelten Zellen am hdchsten.

Zu den Zeitpunkten t; und ts war im Vergleich zur Kontrolle eine signifikante
Erhdhung der HRP-Gesamtflache in den mit IL-4 behandelten Zellen erkennbar.
Sowohl bei den Kontrollen als auch bei den mit IL-4 behandelten Zellen veranderte
sich die HRP-Menge zwischen 2 und 5 min nach HRP-Zugabe nicht. Zum Zeitpunkt
tip hatte sich die intrazellulare Gesamt-HRP-Flache gegeniber dem Zeitpunkt ts
mehr als verdoppelt. Zwischen 10 und 20 min nach HRP-Zugabe gab es keinen
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Unterschied in der HRP-Menge in der Zelle, wahrend diese sich vom Zeitpunkt t,o auf

t3o vervielfachte. Uber den genauen Faktor des Anstiegs ist keine Aussage moglich,

da, wie bereits erwahnt, zum Zeitpunkt t3o weniger biotinylierte HRP eingesetzt wurde

als zu den anderen Zeitpunkten.
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Abb. 3.18: Intrazellulare Gesamt-HRP-Flache zu verschiedenen Zeitpunkten

Die berechnete Gesamt-HRP-Flache der Kontrollen (hellgraue Balken; n =48 - 108) und

der mit IL-4 behandelten Zellen (dunkelgraue Balken; n = 49 - 95) zum jeweiligen Zeitpunkt

ist als Mittelwert + SEM dargestellt. Werte mit dem gleichen hochgestellten Buchstaben sind

signifikant unterschiedlich, * markieren einen signifikanten Unterschied zur jeweiligen

Kontrolle (™ P < 0,05; *®: P < 0,001; ®“*" P <0,0001; *; P < 0,05).

Tab. 3.5: Intrazellulare Gesamt-HRP-Flache zu verschiedenen Zeitpunkten

Die berechnete Gesamt-HRP-Flache zum jeweiligen Zeitpunkt ist als Mittelwert + SEM dargestellt. In

Klammern sind die jeweiligen n-Zahlen angegeben. Werte mit dem gleichen hochgestellten

Buchstaben sind signifikant unterschiedlich, * markieren einen signifikanten Unterschied zur jeweiligen

Kontrolle (*"; P < 0,05; *®: P < 0,001; “*": P < 0,0001; *: P < 0,05).

Zeit (min)  Gesamt-HRP-Flache (um?)

Kontrolle IL-4
0,12 + 0,01%" (48) 0,21 + 0,03*° (49)
5 0,13 + 0,01%¢ (52) 0,19 + 0,02+ (52)
10 0,30 + 0,04 (73) 0,48 + 0,10 (66)
20 0,35 + 0,05*% (85) 0,44 +0,07" (87)
30 0,69 + 0,09”° (108) 1,23 + 0,21¢"9" (95)
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3.4 HRP-Permeabilitat bei Morbus Crohn

Um Unterschiede in der HRP-Permeabilitit der Barriere zwischen gesunden
Kontrollpatienten und Patienten mit Morbus Crohn zu untersuchen, wurden Biopsien
aus dem Sigma in Ussing-Kammern eingespannt und die HRP-Permeabilitat unter
verschiedenen Bedingungen getestet.

Die HRP-Permeabilitat war nach 90 min bei Patienten mit Morbus Crohn gegeniber
gesunden Kontrollpatienten erhoht (419 +58 10° cm/s Morbus Crohn versus
241 + 47 10”° cm/s Kontrolle; P < 0,05; n = 5/ 6; Abb. 3.19 A). Dabei handelte es sich
um einen aktiven Transportprozess, da ein Absenken der Temperatur auf 15 °C die
HRP-Permeabilitat sowohl bei Kontrollpatienten (68 + 31 10° cm/s; P < 0,05; n = 6;
Abb. 3.19 A) als auch bei Patienten mit Morbus Crohn senkte (68 + 26 10° cm/s;
P <0,05; n =4; Abb. 3.19 A). Der R“Wert der Sigma-Biopsien von Morbus Crohn-
Patienten war gegeniiber dem der Kontrollpatienten unveréndert (40 +3 Q-cm?
Morbus Crohn versus 36 +5Q'cm?® Kontrolle; n=5/6; Abb. 3.19B). Die
Temperaturabsenkung auf 15 °C erhéhte den R'-Wert der Biopsien sowohl bei den
Kontrollpatienten (57 +2 Q:cm? P <0,05; n=6; Abb. 3.19 B), als auch bei den
Patienten mit Morbus Crohn (70 + 8 Q:cm?; P < 0,05; n = 4; Abb. 3.19 B).

Zu friheren Zeitpunkten (t3p und tgp) war die HRP-Permeabilitat bei Patienten mit
Morbus Crohn gegeniuber gesunden Kontrollpatienten zwar erhdht, aber nicht so
stark, dass dieser Unterschied statistische Signifikanz erreichte (Tab. 3.6). Die
Abkuhlung auf 15 °C zeigte stets eine starke Hemmung der HRP-Permeabilitat (Tab.
3.6).
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Abb. 3.19: HRP-Permeabilitdt und transepithelialer Widerstand (R') von Morbus

Crohn-Patienten und gesunden Kontrollpatienten bei 37 °C und 15 °C

A.) Die HRP-Permeabilitdt von unbehandelten Biopsien von Kontrollpatienten und Patienten
mit Morbus Crohn bei 37 °C (n=5-6) und 15°C (n=4-6) wurde zum Zeitpunkt tg
ermittelt. B.) R-Wert der Biopsien zum Zeitpunkt ts. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM

(*: P < 0,05 versus Kontrollbiopsie bei 37 °C; #: P < 0,05 versus Morbus Crohn-Biopsie bei

37 °C).

Tab. 3.6: HRP-Permeabilitdat der Biopsien von Kontrollpatienten und Patienten mit Morbus
Crohn bei 37 °C und 15 °C

Die HRP-Permeabilitat von unbehandelten Biopsien von Kontrollpatienten und Patienten mit Morbus

Crohn bei 37 °C und 15 °C wurde zu den Zeitpunkten tsg, tso und tgy ermittelt. Die Werte sind als

Mittelwert + SEM dargestellt. In Klammern sind die jeweiligen n-Zahlen angegeben. Werte mit dem

gleichen hochgestellten Buchstaben sind signifikant unterschiedlich, * markieren einen signifikanten

Unterschied zur jeweiligen Kontrolle (**: P < 0,05; *: P < 0,05).

Zeit (min) Temperatur HRP-Permeabilitat (10° cm/s)
Kontrolle Morbus Crohn
30 37°C 52 + 172 (6) 65 + 23 (5)
15 °C 10 + 42 (6) 6+1(4)
60 37°C 176 + 45° (6) 269 + 47° (5)
15 °C 31+ 17" (6) 29 +12° (4)
90 37°C 241 + 47° (6) 419 + 58+ (5)
15 °C 68 + 309 (6) 68 + 26° (4)
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Verschiedene in der Zellkultur wirksame Inhibitoren wurden eingesetzt, um zu
untersuchen, auf welchem Weg HRP durch das Darmepithel transportiert wird. Die
Hemmung durch die Inhibitoren wurde fir jeden Patienten prozentual zu einer
unbehandelten Biopsie prozentual ermittelt.

Der Clathrin-Inhibitor Pitstop 2 zeigte nach 90 min weder bei der Kontrolle
(Hemmung auf 58 + 25 %; n =2; Abb. 3.20 A) noch bei den Patienten mit Morbus
Crohn (Hemmung auf 87 + 35 %; n = 5; Abb. 3.20 A) eine signifikante Hemmung der
HRP-Permeabilitat. Der R wurde durch Pitstop 2 nicht veréndert (91 + 6 % Pitstop 2
versus 89 +£4 % Kontrolle; n=2/5; 97 £5 % Pitstop 2 versus 95 6 % Morbus
Crohn; n =5; Abb. 3.20 B). Zu den Zeitpunkten tz, und tgp hemmte Pitstop 2 bei den
Biopsien der Kontrollpatienten die HRP-Permeabilitat, bei den Biopsien der Morbus
Crohn-Patienten erhdhte der Inhibitor die Permeabilitat allerdings (Tab. 3.7).

Die Inhibition der Caveolin-vermittelten Endozytose durch Nystatin verminderte die
HRP-Permeabilitat zum Zeitpunkt tgy sowohl bei der Kontrolle (Hemmung auf
24 £14 %; P <0,05; n=4; Abb. 3.20 A), als auch bei Morbus Crohn-Patienten
(Hemmung auf 46 £14 %; P <0,05; n=4; Abb. 3.20 A). Nystatin hatte keinen
Einfluss auf den R' (87 + 8 % Nystatin versus 89 + 4 % Kontrolle; n =4 /5; 97 + 11 %
Nystatin versus 95+ 6 % Morbus Crohn; n=4/5; Abb. 3.20 B). Auch zu den
Zeitpunkten tzp und tgp konnte sowohl bei den Kontrollen als auch bei den Morbus
Crohn-Biopsien eine Hemmung der HRP-Permeabilitit durch Nystatin gezeigt
werden (Tab. 3.7). Zum Zeitpunkt tzp war die Hemmung bei den mit Nystatin
behandelten Morbus Crohn-Biopsien aufgrund der hohen Streuung nicht signifikant
verschieden zu den unbehandelten Morbus Crohn-Biopsien (Tab. 3.7).

Die HRP-Permeabilitdt wurde durch den Inhibitor flr die Makropinozytose, EHT
1864, bei den Kontrollpatienten (Hemmung auf 30 + 14 %; P < 0,05; n=4; Abb.
3.20 A) als auch bei den Patienten mit Morbus Crohn vermindert (Hemmung auf
25+12%; P<0,05 n=5; Abb. 3.20 A). Der R' wurde durch EHT 1864 nicht
verandert (91 £ 7 % EHT 1864 versus 89 + 4 % Kontrolle; n=4/5; 106 + 14 % EHT
1864 versus 95 £ 6 % Morbus Crohn; n=5; Abb. 3.20 B). Auch zu den friiheren
Zeitpunkten (t3p und tep) hemmte EHT 1864 sowohl bei den Kontrollen als auch bei
den Morbus Crohn-Biopsien die HRP-Permeabilitat (Tab. 3.7).
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Abb. 3.20: Einfluss von Pitstop 2, Nystatin und EHT 1864 auf die HRP-Permeabilitat
und den transepithelialen Widerstand (R') von Sigma-Biopsien von Kontrollpatienten
und Patienten mit Morbus Crohn

A.) Die HRP-Permeabilitit der unbehandelten Kontrollbiopsien (n=5) und der
unbehandelten Biopsien von Morbus Crohn-Patienten (n =5) wurde jeweils auf 100 %
normiert (rote Linie) und die HRP-Permeabilitat der mit Nystatin, Pitstop 2 oder EHT 1864
behandelten Biopsien (n = 2 - 5) dazu ins Verhéltnis gesetzt. B.) Der Ausgangs-R' wurde
auf 100 % normiert und der R-Wert zum Zeitpunkt ty, dazu ins Verhaltnis gesetzt. Gezeigt
sind Mittelwerte £ SEM (*: P < 0,05 versus unbehandelte Kontrollbiopsie; #: P < 0,05 versus

unbehandelte Morbus Crohn-Biopsie).
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Tab. 3.7: Einfluss von Pitstop 2, Nystatin und EHT 1864 auf die HRP-Permeabilitat von Sigma-

Biopsien von Kontrollpatienten und Patienten mit Morbus Crohn

Die HRP-Permeabilitdat der unbehandelten Kontrollbiopsien und der unbehandelten Biopsien von

Morbus Crohn-Patienten wurde zu den Zeitpunkten tsq, tgo Und tgg jeweils auf 100 % normiert und die

HRP-Permeabilitat der mit Nystatin, Pitstop 2 oder EHT 1864 behandelten Biopsien zum jeweiligen

Zeitpunkt dazu ins Verhdltnis gesetzt. Die Werte sind als Mittelwert £+ SEM dargestellt. In Klammern

sind die jeweiligen n-Zahlen angegeben. * markieren einen signifikanten Unterschied zur jeweiligen
Kontrolle (P < 0,05).

Zeit (min) Inhibitor HRP-Permeabilitat (% der unbehandelten Biopsie)
Kontrolle Morbus Crohn
30 Nystatin 23 £ 13* (4) 74 £ 61 (4)
Pitstop2 67 +1*(2) 334 + 188 (5)
EHT 1864 21 + 12* (4) 35 + 12* (5)
60 Nystatin 19 £ 10* (4) 30 + 15* (4)
Pitstop 2 62 £ 1* (2) 186 + 80 (5)
EHT 1864 17 + 7* (4) 27 + 12* (5)
90 Nystatin 24 + 14* (4) 46 + 4% (4)
Pitstop 2 58 £ 25 (2) 86 = 35 (5)
EHT 1864 30 + 14* (4) 25 + 12* (5)
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4 DISKUSSION

4.1 Morbus Crohn-relevante Mediatoren und ihre Wirkung auf T84-

Monolayer

Bei der chronisch entzindlichen Darmerkrankung Morbus Crohn sind zahlreiche
Zytokine und Entzindungsmediatoren verandert [41, 48, 63-72, 78]. In der
vorliegenden Arbeit wurden zunachst die Zytokine IL-13, IL-4, IL-6, TNFa und IFNy
sowie Histamin auf ihre Wirkung auf die Permeabilitat von HRP in T84-Monolayern

untersucht.

4.1.11L-4 erhoht die HRP-Permeabilitat im T84-Zellmodell

Von den getesteten Morbus Crohn-relevanten Mediatoren erhdhte nur das Zytokin
IL-4 die HRP-Permeabilitat in relevantem Ausmalf3. Die Permeabilitatserhhung
durch IL-4 war zu erwarten, da die Erhéhung der Permeabilitat von HRP unter dem
Einfluss dieses Zytokins bereits von anderen gezeigt worden ist [83, 85, 88].
Uberraschend hingegen war, dass keiner der anderen Mediatoren die HRP-
Permeabilitdt beeinflusste. Fir TNFa sowie fur IFNy wurde eine Erhéhung der HRP-
Permeabilitdt in T84-Monolayern sogar schon publiziert [48, 86, 112]. Die Erhéhung
der Permeabilitdt durch diese beiden Zytokine konnten wir in dieser Arbeit jedoch
nicht bestatigen. Bei den Versuchen dieser Arbeit wurde zwar eine Kombination aus
TNFa und IFNy eingesetzt, aber da die beiden Zytokine synergistisch auf die
intestinale epitheliale Barriere wirken [107, 114, 198, 199], ist es unwahrscheinlich,
dass sie in diesem Fall antagonistisch wirken und den permeabilitdtserhéhenden
Effekt des anderen Zytokins aufheben sollten. Mdglich wére jedoch, dass die
permeabilitdtssteigernde Wirkung von TNFa und IFNy erst nach 48-stiindiger
Inkubation eintritt. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht weiter
untersucht, aber in einer Studie, in der die parazellulare Permeabilitat von FITC-
Dextran (3 kDa) an T84-Monolayern untersucht worden war, wobei die Erhéhung der
Permeabilitat erst nach 48 h, nicht aber schon nach 24 h aufgetreten war [114].

Auch fir IL-18 wurde bereits eine Erhéhung der Endozytoserate fir Formaldehyd-
behandeltes Rinderserumalbumin gezeigt [198]. Hierbei handelt es sich jedoch um
ein anderes Markermolekuil, das rezeptorvermittelt transportiert wird [200]. Da der
Endozytoseprozess molekiilspezifisch ist [130], wurden wahrscheinlich ein oder
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mehrere andere Transportwege durch die Zellen hierfur genutzt. Weiterhin handelte
es sich bei der Studie von Martinez et al. um sinusoidale Leberendothelzellen [198],
die vermutlich andere Transporteigenschaften aufweisen als intestinale Epithelzellen.
For IL-1B und IL-6 zeigten diverse Studien an Zellmonolayern eine erhdhte
Durchlassigkeit der intestinalen Barriere, jedoch nur fur parazellulare Marker [77,
198, 199, 201]. Allerdings zeigte eine weitere Untersuchung an der intestinalen
Zelllinie Caco2-BBE, dass IL-6 eine Verminderung der parazellularen Permeabilitat
fur FITC-Dextran (4 kDa) verursacht [202].

Der Entzindungsmediator Histamin zeigte in dieser Arbeit keinen Einfluss auf die
Permeabilitait von HRP. Bei Nahrungsmittelallergie wurde Uber einen Zusammen-
hang zwischen Histamin und einem erhdhten transepithelialen Transport von HRP
spekuliert [129]. Hierzu gibt es jedoch keine publizierten experimentellen Belege, die
dies bestatigen, auch wenn in kornealen Endothel- und Epithelzellen eine Steigerung
der HRP-Permeabilitat durch Histamin gemessen werden konnte [203, 204]. Die
Wirksamkeit des in der vorliegenden Arbeit verwendeten Histamins zeigte sich
jedenfalls durch den Anstieg des Kurzschlussstroms (lsc) wenige Minuten nach
Histamin-Zugabe.

Zusammenfassend lasst sich bis hierher sagen, dass die Zytokine IL-1(3, IL-6, TNFa
und IFNy sowie der Entziindungsmediator Histamin die HRP-Permeabilitat in T84-
Monolayern nicht beeinflussten. Ob es mdglicherweise bei Kombination von
verschiedenen Zytokine oder unter Verwendung anderer Konzentrationen und

spaterer Beobachtungszeitraume zu einer Beeinflussung kommt, bleibt offen.

4.1.2 Einfluss von IL-4 auf die parazellulare Barriere

Um einen umfassenderen Uberblick tber die Wirkung des Zytokins IL-4 auf die
intestinale Barriere zu bekommen, wurde mit Hilfe der Zwei-Wege-
Impedanzspektroskopie untersucht, ob die durch IL-4 verursachte Abnahme des
epithelialen Widerstands (Repi) auf eine Verminderung des parazellularen

Widerstands (RP*?) oder des transzelluldren Widerstands (R"™"

) zurlickzufiihren ist
oder ob sie von beiden verursacht wird. Parallel dazu wurde unter diesem Aspekt die
Expression der TJ-Proteine Claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7 und -8 sowie Occludin und
Tricellulin, als die wesentlichen Determinatoren des parazellularen Widerstands,

unter dem Einfluss von IL-4 mittels Western Blot untersucht. Eine so umfassende
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Analyse der TJ-verandernden Wirkung von IL-4 in intestinalen Zellen ist bisher in
Hinblick auf den Barriere-modulierenden Einfluss proinflammatorischer Zytokine,
insbesondere von IL-4, noch nicht durchgefiihrt worden.

Das kanalbildende Claudin-2 zeigte eine deutlich erhdhte Expression nach der
Inkubation mit IL-4, wéhrend das abdichtende Claudin-4 vermindert exprimiert wurde.
Alle anderen untersuchten TJ-Proteine waren unverandert. Wisner und Mitarbeiter
konnten nach der Inkubation mit IL-4 keinen Unterschied in der Claudin-4-Expression
bei T84-Monolayern feststellen, die gesteigerte Expression von Claudin-2 wurde
jedoch auch von ihnen gemessen [87].

Mit Hilfe der Zwei-Wege-Impedanzspektroskopie konnten wir zeigen, dass der durch

Pad 3ls auch

Inkubation mit IL-4 verminderte R® auf einer Abnahme sowohl von R
von R™" beruht. Dies zeigt, dass zum einen die Veranderung der Barriere-
eigenschaften durch Modifikation der epithelialen Ausstattung mit TJ-Proteinen fur
die Abnahme von R®" verantwortlich war. Zum anderen lasst sich aus dem

verminderten R"

, zusammen mit der unveranderten Kapazitat (als Indikator der
exponierten Membranflache) schlieBen, dass vermehrt Transportproteine (oder
lonenkandle) in den Zellmembranen der Epithelzellen exprimiert wurden.
Demgegeniber haben sich die kapazitiven Membraneigenschaften nicht verandert,
was auf eine weitgehende Konstanz der Geometrie des Epithels, wie beispielsweise
der Zellhbhe, hindeutet. Diesen morphologischen Aspekten wurde in der
vorliegenden Arbeit jedoch nicht weiter nachgegangen.

Der durch die Inkubation mit IL-4 verminderte RP?"?

ist, zumindest gro3tenteils, durch
die erhohte Expression von Claudin-2 zu erklaren. Durch die Transfektion von
Claudin-2 in MDCK-Zellen konnte gezeigt werden, dass dieses TJ-Protein als
Kationen- und Wasserkanal den R' senken kann [29, 30, 205]. Claudin-2 wird im
Darm unter entziindlichen Bedingungen vermehrt exprimiert, wie zum Beispiel bei
den chronisch entzindlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn und Coltis ulcerosa
[50, 206, 207]. Einhergehend damit ist der R' gegeniiber gesundem Darm reduziert
[50, 208]. Allerdings tragt auch die verminderte Expression von Claudin-4 sehr
wahrscheinlich zur Verminderung des R' bei. In mehreren Studien mit renalen und
intestinalen Zelllinien wurde gezeigt, dass eine erhéhte Expression von Claudin-4 mit
einem erhdhten R' einhergeht, so dass diesem TJ-Protein im Kontext der anderen
intestinal exprimierten TJ-Proteine eine abdichtende Barrierefunktion zuzusprechen

ist [24, 209-212]. Weiterhin wurde bei Patienten mit kollagener Colitis eine Abnahme
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des R, begleitet von einer verringerten Expression der TJ-Proteine Claudin-4 und
Occludin, gemessen [213].

4.2 HRP-Transport durch T84-Monolayer

4.2.1 Transzellularer Transportweg der Meerrettich-Peroxidase (HRP)

In mehreren Studien wurde bereits postuliert, dass HRP sowohl trans- als auch
parazellular durch das Epithel hindurch transportiert wird [46, 83, 85, 88, 181, 182].
Der parazellulare Transport von HRP ist allerdings eher gering, da HRP einen
Durchmesser von mindestens 25 A hat [214, 215] und somit zu groR ist, um die
bizellularen TJs der parazellularen Barriere zu durchqueren. Claudin-2 formt
beispielsweise kationen- und wasserpermeable Kanale, deren Poren im engsten
Bereich 6,5 bis 8 A groR sind [216, 217]. Eine groRere Durchtrittsstelle bildet die
10 nm grof3e trizellulare Zentralpore, die nach heutigem Stand des Wissens vor
allem vom Hauptprotein der trizellularen TJ, dem Tricellulin, abgedichtet wird [218].
In einer Uberexpressionsstudie wurde direkt gezeigt, dass der HRP-Transport durch
die Uberexpression von Tricellulin in der trizellularen TJ nicht beeinflusst wird [17],
was am ehesten damit zu erklaren ist, dass HRP aufgrund seiner Gréf3e nicht tber
die trizellularen TJs transportiert wird.

Moglicherweise wird HRP, nachdem es in die Zellen aufgenommen wird, parazellular
in den sogenannten lateralen interzellularen Spalt (LIS) abgegeben. Dafur spricht die
Tatsache, dass HRP in elektronenmikroskopischen Aufnahmen erst nach langerer
Inkubationszeit (nach 30 min) im parazellularen Spalt nachweisbar ist, zu friiheren
Zeitpunkten (bis 20 min) aber nicht [48, 181, 182]. Allerdings ist es nicht
auszuschlie3en, dass ein kleiner Teil der HRP durch den parazellularen Spalt
gelangt, da auch bei Kalte ein geringer HRP-Transport hachgewiesen werden konnte
[83]. Ein Absenken der Temperatur hemmt den aktiven, endosomalen Transport,
wahrend der passive, parazellulare Transportweg weitgehend unbeeinflusst bleibt. In
dieser Arbeit senkten wir die Temperatur allerdings nur auf 15 °C ab, und nicht wie in
vorhergehenden Studien auf 4 °C [83], da bei niedrigen Temperaturen auch
Veranderungen in den TJs auftreten kdnnen. Diese Einschatzung beruht auf der
Tatsache, dass in der intestinalen Zelllinie HT29 bei Temperaturen unter 10 °C keine
TJs ausgebildet werden konnten [219]. Am wahrscheinlichsten ist es deshalb, dass
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durch die geringere Abkthlung auf nur 15 °C in unserem Versuchsdesign nicht alle
aktiven Prozesse in den Zellen gehemmt wurden, da bei den gekuhlten Zellen immer
noch eine Erhdhung der HRP-Permeabilitit durch IL-4 erkennbar war. In
Herzmuskelzellen wurde bereits gezeigt, dass ein Absenken der Temperatur auf
17 °C den HRP-Transport teilweise, aber nicht vollstandig hemmt [220]. Dies wird
auch unterstitzt durch den Befund, dass durch die Hemmung von Dynamin 2 die
durch IL-4 verursachte Permeabilitatserhdhung fir HRP auf Kontrollniveau gesenkt
werden konnte, so dass man davon ausgehen kann, dass in diesem Kontext
transzytotische Prozesse fur den HRP-Transport verantwortlich sind. Dynamin 2 ist
eine groRe GTPase, die unter anderem an der Bildung und Abschnirung
endozytotischer Vesikel beteiligt ist [139, 221]. Wahrend die Beteiligung von
Dynamin zunéchst nur an der Clathrin-vermittelten Endozytose nachgewiesen wurde,
konnte spéter auch gezeigt werden, dass diese GTPase an Caveolin-vermittelten
Endozytoseprozessen und selbst an der Makropinozytose mitwirkt [221, 222].

4.2.2 Endozytosemechanismen des HRP-Transports

HRP wird in der Literatur haufig als Marker fur die ,fluid phase“ Endozytose genannt
[135, 144, 184, 223, 224]. Dieser Begriff ist nicht ganz eindeutig definiert, aber in den
meisten Fallen ist er mit der Makropinozytose gleichzusetzen [135, 224, 225].
Neuere Untersuchungen vermuten HRP allerdings auch in Clathrin-umhdllten
Gruben (CCPs) und in Caveolae [184, 226, 227]. Es ist also noch nicht eindeutig
geklart, welche Endozytosewege bei der HRP-Transzytose beteiligt sind. Um weitere
Aufschlisse hiertiber zu geben, wurden in dieser Arbeit Inhibitoren fur die Clathrin-
vermittelte und die Caveolin-vermittelte Endozytose und die Makropinozytose
eingesetzt. Unterstitzt wurden die daraus gewonnenen Ergebnisse durch
Kolokalisationsfarbungen von intrazellularen Vesikeln und biotinylierter HRP.

Betrachtet man ausschlie3lich die HRP-Permeabilititsmessungen, so sprechen die
Ergebnisse fur die Nutzung mehrerer Endozytosewege fur die HRP-Transzytose, da
Inhibitoren aller drei untersuchten Wege eine Hemmung der HRP-Permeabilitat
zeigten. Auch die Tatsache, dass die maximale Hemmung der HRP-Permeabilitat
durch die eingesetzten Inhibitoren (Ausnahme: Nystatin, 15 %) lediglich knapp unter
50 % betrug, zeigt, dass entweder mehrere Wege gleichzeitig an der HRP-

Transzytose beteiligt sind, oder dass durch die Hemmung eines Endozytoseweges
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ein anderer aktiviert beziehungsweise hochreguliert wird. Diese Nutzung eines
alternativen Weges bei der Hemmung der normalerweise genutzten Endozytoseroute
wurde bereits in einigen Zelllinien gezeigt [133, 222, 228]. Auch die Nutzung
mehrerer Endozytosewege durch das Markermolekll BSA sowie zweier Viren wurde
bereits nachgewiesen [228-230]. Eine Hemmung der Makropinozytose durch die
Uberexpression von Caveolin-1 und umgekehrt die Heraufregulierung der
Makropinozytose durch Silencing von Caveolin-1 verdeutlicht diese Vernetzung der
unterschiedlichen Endozytosewege [225]. Einige Kinasen und GTPasen sind
aullerdem an mehreren Endozytosewegen beteiligt, die sie teilweise gegensatzlich
beeinflussen [231, 232].

In den Immunfluoreszenzfarbungen konnten wir allerdings bei den frihen
endozytotischen Vesikeln lediglich zwischen Caveolin-1, dem Marker fir Caveolae,
und der biotinylierten HRP eine deutliche Anzahl an Kolokalisationen finden. Dieses
Ergebnis ist sehr Gberraschend, da HRP, wie bereits erwéhnt, in der Literatur haufig
als Marker fur die Makropinozytose eingesetzt wurde [135, 144, 184, 223, 224]. Das
von uns als Makropinosomenmarker benutzte SNX5 (sorting nexin 5) ist ein Protein,
das in verschiedenen Zelltypen an der Bildung und Reifung von Makropinosomen
beteiligt ist und daher in der Literatur bereits als Marker fir Makropinosomen
verwendet wurde [144, 233, 234]. Es kolokalisiert mit EEA1 und Rab5, den Markern
fur fruthe Endosomen, und mit Rab7, einem Marker flr spate Endosomen [144], so
dass es also nicht ausschlielich auf Makropinosomen lokalisiert ist. Einen
spezifischen Antikorper, der gegen Makropinosomen gerichtet ist, gibt es derzeit
nicht [232]. Es ist also nicht auszuschlieRen, dass in Makropinosomen lokalisiertes
HRP aufgrund des Fehlens eines spezifischen Antikérpers nicht nachgewiesen
werden konnte. Die Tatsache, dass zwei Inhibitoren, die in die Regulierung der
Makropinozytose eingreifen [235, 236], die HRP-Permeabilitdt in meinen
Untersuchungen senken konnten, unterstitzt diese Annahme.

Die sehr geringe Anzahl der Kolokalisationen zwischen Clathrin und der biotinylierten
HRP spricht dafiir, dass die Clathrin-vermittelte Endozytose fir den HRP-Transport
keine signifikante Rolle spielt. Anders als bei Makropinosomen gibt es einen
spezifischen Antikorper, der gegen das Protein Clathrin gerichtet ist, und somit sind
klare Aussagen Uuber eine Kolokalisation zwischen HRP und Clathrin-umhilliten
Gruben beziehungsweise Vesikeln moglich. Die Tatsache, dass Pitstop 2, ein als

spezifisch eingeschatzter Inhibitor der Clathrin-vermittelten Endozytose [195], die
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HRP-Permeabilitdt senken konnte, steht allerdings im Gegensatz zu den
Ergebnissen aus den Kolokalisationsfarbungen. Chlorpromazin, ein weiterer Inhibitor
der Clathrin-vermittelten Endozytose [196], hatte wiederum keinen Einfluss auf die
HRP-Permeabilitat, was die Ergebnisse der Kolokalisationsfarbungen unterstitzt.
Der Grund fur die Permeabilitatshemmung der HRP durch Pitstop 2 bleibt ungeklart,
aber eine Beteiligung der Clathrin-vermittelten Endozytose am HRP-Transport halten
wir fur eher unwahrscheinlich. Der durch die Hemmung der Rho GTPase Racl
bewirkte Rickgang in der HRP-Permeabilitat unterstitzt die Vermutung, dass HRP
durch die Caveolin-vermittelte Endozytose und Makropinozytose transportiert wird,
nicht aber Uber die Clathrin-vermittelte Endozytose. Aktivierte Racl steigert vor allem
die Makropinozytose, aber auch die Caveolin-vermittelte Endozytose [135, 174, 231],
wahrend die Clathrin-vermittelte Endozytose sogar gehemmt wird [231, 237, 238].

In dieser Arbeit gab es keinen Hinweis darauf, dass unter der Einwirkung von IL-4 ein
anderer Endozytosemechanismus aktiviert wird als unter Kontrollbedingungen. Alle
eingesetzten Inhibitoren hatten sowohl in der Kontrolle als auch in den mit IL-4
behandelten Zellen die gleiche Wirkungsweise. Auch bei den Aufnahmen der
Kolokalisationsfarbungen gab es keinen Anhaltspunkt fur unterschiedliche
Endozytosemechanismen bei den beiden Konditionen.

Um Aufschliisse Uber den durch IL-4 verursachten Permeabilitdtsanstieg der HRP zu
erhalten, wurden Signalwege untersucht, die durch die Bindung von IL-4 an seinen
Rezeptor aktiviert werden, namentlich den PI3K-Signalweg und den STAT6 (signal
transducer and activator of transcription 6)-Signalweg [239]. Einhergehend mit den
Ergebnissen von Di Leo und Mitarbeitern [85] konnte in meiner Arbeit gezeigt
werden, dass die durch IL-4 verursachte Erhdohung der HRP-Permeabilitat PI3K-
abhangig, aber STAT6-unabhangig reguliert wird. Uberraschenderweise konnte die
Behandlung mit den PI3K-Inhibitoren LY294002 und Wortmannin nach der 24-
stiundigen Inkubation mit IL-4 die Permeabilitait von HRP nicht senken. Fur
unbehandelte T84-Zellen wurde aber bereits gezeigt, dass eine kurzzeitige
Inkubation mit LY294002 keine Veranderungen der HRP-Permeabilitdt hervorruft
[85]. Daten Uber Zytokin-vorbehandelte Zellen, die nur kurzzeitig mit einem PI3K-
Inhibitor inkubiert wurden, gibt es bisher noch nicht. Moglicherweise wurden bei der
durch IL-4 in Gang gesetzten Signalkaskade Proteine neu gebildet, die an der HRP-
Transzytose beteiligt sind. Diese Neubildung von Proteinen koénnte durch

Vorinkubation mit den PI3K-Inhibitoren gehemmt sein, wahrend die an die IL-4-
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Inkubation anschlieBende Behandlung mit den gleichen Inhibitoren ohne Effekt
bleibt, da die Proteine bereits synthetisiert sind. Unterstitzt wird diese Vermutung
durch die Tatsache, dass eine Hemmung der Proteinsynthese die durch IL-4
vermittelte Erh6hung der HRP-Permeabilitat verhindert [85].

Zusammenfassend konnten wir in dieser Arbeit zeigen, dass HRP uber den
Caveolin-vermittelten Endozytoseweg transportiert wird. Aufgrund der bisherigen
Ergebnisse in der Literatur und den von uns erlangten Ergebnissen mit Inhibitoren
der Makropinozytose ist davon auszugehen, dass HRP auch auf dem
makropinozytotischen Weg zu weiteren intrazellularen Vesikeln gelangt. Eine
Involvierung der Clathrin-vermittelten Endozytose ist zwar nicht komplett
auszuschlieBen, aber sehr unwahrscheinlich. Ob noch weitere Wege involviert sind,
bleibt offen. Die Regulierung des durch IL-4 verursachten Anstiegs der HRP-
Permeabilitat erfolgt durch den PI3K-Signalweg.

4.2.3 Zeitverlauf des HRP-Transports

Um Aussagen uber den zeitlichen Verlauf des HRP-Transports innerhalb der T84-
Monolayer treffen zu kénnen, wurde die Kolokalisation von biotinylierter HRP mit
verschiedenen intrazellularen Vesikeln untersucht. Daflr wurden die T84-Monolayer
2 —-30 Minuten mit biotinylierter HRP inkubiert. Anhand von anschlieBendnen
Immunfluoreszenzfarbungen mit Clathrin, Caveolin-1, SNX5 und Markern fir frihe
Endosomen (EEAL; early endosome antigen 1), spate Endosomen (Rab7) und
Lysosomen (LAMP1; lysosomal-associated membrane protein 1) konnten die
Kolokalisationen mit der ebenfalls gefarbten HRP analysiert werden.

Wie bereits im vorigen Kapitel (4.2.2) diskutiert, konnten wir nur wenige bzw. keine
Kolokalisationen mit SNX5, dem Marker fur Makropinosomen, und Clathrin finden.
Die Kolokalisationsfarbungen von HRP und Caveolin-1 zeigen, dass bereits nach 2
Minuten HRP in Caveolae aufgenommen wurde. In den Zellen, die mit IL-4 inkubiert
wurden, scheint HRP schneller aufgenommen zu werden, da nach 5 Minuten deutlich
mehr HRP mit Caveolin-1 kolokalisiert war als in Kontrollzellen. Zu spateren
Zeitpunkten ist in den IL-4-behandelten Zellen etwa gleich viel oder sogar weniger
HRP in Caveolae als in den Kontrollen. Weiterhin war zu den Zeitpunkten tyo und tzo
weniger HRP mit Caveolin-1 kolokalisiert als zum Zeitpunkt t1p. Dies deutet darauf

hin, dass die HRP-Aufnahme an der apikalen Plasmamembran nicht kontinuierlich
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stattfindet, sondern nach etwa 20 Minuten stagniert. Eine mogliche Erklarung hierfur
ist die durch Ein- oder Ausstilpungen reduzierte Oberflache der Plasmamembran,
welche dazu fuhrt, dass weitere Endozytoseprozesse erschwert werden [240].

Wir konnten insgesamt nur wenige Kolokalisationen mit EEA1, dem Marker fur frihe
Endosomen (EESs), finden. Mdglicherweise fusionieren bzw. reifen die Caveolae bzw.
Makropinosomen direkt zu spaten Endosomen (LEs) und Lysosomen und umgehen
so mit ihrem Inhalt die EEs. Fur Caveolae wurde dieses Phanomen bereits gezeigt
[141, 142]. Makropinosomen bilden Extensionen zu den EEs, Uber die Molekile
transportiert werden, die zurick zur Plasmamembran recycelt werden. Der Rest des
Makropinosoms reift und fusioniert zu LEs und Lysosomen [143, 144]. Vermutlich
wird nur wenig HRP zur Plasmamembran recycelt, so dass ein grof3er Teil der
aufgenommenen HRP in die LEs und Lysosomen gelangt, ohne vorher die EEs zu
passieren. In einer Untersuchung an MDCK-Zellen wurde gezeigt, dass bei apikaler
HRP-Zugabe mit anschlieRender Inkubation in HRP-freiem Medium nach 10
beziehungsweise 20 Minuten nur etwa 13 % beziehungsweise 2 % der auf-
genommenen HRP recycelt wird [241].

Mit Rab7, dem Marker fur LEs, fanden wir eine grof3e Anzahl an Kolokalisationen.
Wahrend nach 20 Minuten mehr HRP in Rab7-positiven Vesikeln der mit IL-4
behandelten Zellen lokalisiert war, konnten wir nach 30 Minuten deutlich mehr
Kolokalisationen in den Kontrollzellen finden. Daraus lasst sich wiederum schliel3en,
dass der HRP-Transport in den mit IL-4 behandelten Zellen schneller stattfindet. In
diesen Zellen ist das meiste HRP zu einem friiheren Zeitpunkt in den LEs lokalisiert
als in den Kontrollen. Als Folge davon ist zum Zeitpunkt, an dem in den Kontrollen
das meiste HRP in den LEs zu finden ist, in den IL4-behandelten Zellen bereits nicht
mehr so viel HRP vorhanden. Die Beobachtung, dass zu einem spateren Zeitpunkt
weniger HRP mit Rab7 kolokalisiert, unterstitzt die Vermutung, dass die HRP-
Aufnahme nicht kontinuierlich stattfindet.

Wir konnten nur wenige Kolokalisationen mit dem lysosomalen Marker LAMP1
finden. Die Ursache hierflr ist mdglicherweise, dass HRP beziehungsweise das
Biotinlabel an der HRP im Lysosom degradiert wurde und so die Bindung des
Streptavidin nicht mehr zustande kam. Des Weiteren wurde bereits darliiber berichtet,
dass die Fixierung der Zellen zu einer Schadigung der Lysosomen fihren kann, was
die Anzahl der erkennbaren Kolokalisationsereignisse gegeniber dem Live cell

imaging vermindert [168, 242]. Die meisten Kolokalisationen zwischen HRP und
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LAMP1 konnten wir sowohl fur die unbehandelten als auch fir die mit IL-4
behandelten Zellen nach 20-minutiger Inkubation detektieren. Moglicherweise ist dies
der Zeitpunkt, zu dem der gréf3te Teil der HRP gerade in die Lysosomen gelangt ist,
ohne dass bereits eine Degradation stattgefunden hat. Einhergehend mit diesem
Ergebnis wurde in anderen Arbeiten gezeigt, dass Makropinosomen 15 bis 25
Minuten nach ihrer Entstehung mit LEs und Lysosomen fusionieren [232, 233]. Nach
30 Minuten konnten wir weder fur die unbehandelten noch fir die mit IL-4 inkubierten
Zellen Kolokalisationen zwischen HRP und LAMPL1 finden, was in der Tat wiederum
dafur spricht, dass HRP im Lysosom degradiert wird, so dass kein Nachweis der
HRP in den Lysosomen mehr moglich war. In einer Studie wurde gezeigt, dass in der
intestinalen Zelllinie HT29-19A 90 % der endozytierten HRP degradiert wird. Dieser
Anteil wurde durch IFNy nicht verandert, obwohl die Permeabilitat fir HRP zunahm
[243].

Nach 30 Minuten konnten wir insgesamt wenige Kolokalisationen finden, obwohl die
Gesamtmenge an intrazellularem HRP zu diesem Zeitpunkt am héchsten war. Dies
spricht dafur, dass es weitere intrazellulare Vesikel gibt, die an der HRP-Tranzytose
beteiligt sind. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um Exosomen, die aus spéaten
Endosomen entstehen und ihren Inhalt durch Fusion mit der Plasmamembran
freigeben [157]. Nicht auszuschlieRen ist allerdings auch, dass durch die Fixierung
der Vesikelinhalt in das Zytoplasma freigegeben wurde, wie es bereits flr
Lysosomen gezeigt wurde [168].

Zu jedem Zeitpunkt war die Menge an endozytierter HRP in IL-4 behandelten Zellen
gréRer als in den Kontrollen, auch wenn dieser Unterschied nur zu den Zeitpunkten t,
und ts signifikant war. Dies unterstitzt die aus den Permeabilitditsmessungen
gewonnenen Ergebnisse, die stets eine Erhéhung der HRP-Permeabilitat durch IL-4
zeigten. Die Tatsache, dass es nur kurz nach HRP-Zugabe einen signifikanten
Unterschied zwischen Kontrolle und IL-4 gibt, bestétigt die Hypothese, dass bei den
mit IL-4 behandelten Zellen anfanglich schneller HRP in die Zellen aufgenommen
wird. Nach 10 Minuten befand sich sowohl bei den Kontrollen als auch bei den
Zellen, die mit IL-4 inkubiert wurden, etwa die Halfte der aufgenommenen HRP in
den spaten Endosomen und auch in den Lysosomen war eine kleine Menge HRP
lokalisiert. Dies spricht dafur, dass nach 10 Minuten bereits HRP auf der basalen
Seite abgegeben wurde und sich ein Fliel3gleichgewicht eingestellt hat. Unter

Bertcksichtigung der Ergebnisse, dass die Inkubation der Zellen mit IL-4 immer eine
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Erhbhung der HRP-Permeabilitdt verursachte, und den bereits diskutierten
Ergebnisse der Kolokalisationsfarbungen mit intrazellularen Vesikelmarkern kann
man davon ausgehen, dass HRP bei den mit IL-4 behandelten Zellen insgesamt
schneller durch die Zellen transportiert wurde.

Insgesamt weisen die Ergebnisse der Kolokalisationsfarbungen darauf hin, dass die
HRP in den mit IL-4 behandelten Zellen schneller transzytiert wird und dass die HRP-
Aufnahme an der apikalen Plasmamembran nach ca. 20 Minuten stagniert.
Widerspruchlich hierzu ist allerdings, dass die intrazellulare HRP-Menge nach 30-
minutiger Inkubation am hochsten war. Méglicherweise fusionieren die Exosomen
(oder weitere intrazellulare Vesikel) nicht sofort mit der basalen Plasmamembran, um
ihren Inhalt freizugeben, sondern werden zunéchst im Zytoplasma akkumuliert. Dies
wirde erklaren, warum trotz der sehr geringen Kolokalisationsrate die intrazellulare

HRP-Menge nach 30 Minuten am hochsten war.

4.3 HRP-Transport im Darmepithel von Morbus Crohn-Patienten

Wir konnten in dieser Arbeit bestatigen, dass die HRP-Permeabilitdt im Darm von
Patienten mit Morbus Crohn gegenuber dem von gesunden Kontrollpatienten erhght
ist [45, 46, 48]. Weiterhin konnten wir zeigen, dass der HRP-Transport hauptsachlich
transzellular stattfindet, da ein Absenken der Temperatur die HRP-Permeabilitat
senken konnte.

Die meisten der von uns untersuchten Morbus Crohn-Biopsien waren von Patienten
ohne akute intestinale Entztindung. In einer ahnlichen Untersuchung wurde gezeigt,
dass die HRP-Permeabilitat im humanen Dinndarm bei leichtem Morbus Crohn
gegenuber der Kontrolle kaum verdndert ist, wahrend sie bei schwerer Morbus
Crohn-Entzindungsaktivitatt um ein Vielfaches erhoht ist [45]. Wir konnten im
Gegensatz dazu zeigen, dass auch in nicht entziindetem bis mittelgradig
entztindetem Gewebe eine erhéhte Permeabilitat fir HRP messbar ist, allerdings war
unser Messsegment der distale Dickdarm von Morbus Crohn-Patienten. Dies ist
moglicherweise ein Anzeichen dafir, dass die Durchlassigkeit der Darmbarriere im
Dickdarm bei Morbus Crohn starker beeinflusst wird als im Dinndarm. Um dies zu
bestatigen, mussten allerdings weitere Untersuchungen durchgefihrt werden, bei
denen nicht entziindete und stark entziindete Dickdarmbiopsien direkt miteinander

verglichen werden.
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Interessanterweise war die HRP-Permeabilitat der Biopsien von Morbus Crohn-
Patienten nach 30 und 60 Minuten zwar gegenuber den Biopsien der Kontrollen
erhoht, aber erst nach 90 Minuten war der Unterschied so grof3, dass er statistische
Signifikanz erreichte. Ubertragt man die Ergebnisse der Zellkultur auf die Biopsien,
so wirde man erwarten, dass auch zu frihen Zeitpunkten ein deutlicher Unterschied
in der HRP-Permeabilitdt erkennbar ist, da IL-4 die HRP-Transzytose in den T84-
Monolayern beschleunigte. Moglicherweise wird der Transport der HRP durch die
Biopsie im Subepithel verlangsamt. Zeissig und Mitarbeiter zeigten, dass der
subepitheliale Widerstand bei Biopsien von Morbus Crohn-Patienten gegenuber
Kontrollen erhoht ist [49, 50]. Dies deutet darauf hin, dass das subepitheliale
Gewebe verdickt ist und die HRP nur langsamer hindurch transportiert werden kann.
Moglicherweise verzdgert sich so der HRP-Transport und Unterschiede in der HRP-
Permeabilitdt gegenlber der Kontrolle werden erst spater sichtbar. Im Folgenden
werden daher nur die Daten des spaten Zeitpunktes (tgo) diskutiert.

Sowohl der Inhibitor fur die Makropinozytose, EHT 1864, als auch der Inhibitor fur die
Caveolin-vermittelte Endozytose, Nystatin, konnten die HRP-Permeabilitdt in den
Kontrollbiopsien und den Biopsien der Morbus Crohn-Patienten senken. Der Inhibitor
fur die Clathrin-vermittelte Endozytose, Pitstop 2, zeigte bei den Morbus Crohn-
Biopsien keinen Einfluss auf die Permeabilitdt der HRP. Bei den Kontrollbiopsien
zeigte sich die Tendenz einer Hemmung, allerdings kann man aufgrund der geringen
Stichprobengrof3e von 2 Biopsien keine genauen Aussagen hiertiber treffen. Diese
Ergebnisse entsprechen den Ergebnissen aus der Zellkultur. Auch dort konnten wir
zeigen, dass HRP uUber Caveolin-vermittelte Endozytose und Makropinozytose
transportiert wird und die Clathrin-vermittelte Endozytose nicht an der HRP-
Transzytose beteiligt ist.

Die von uns gewonnenen Widerstandsdaten der Biopsien stimmen mit der Literatur
Uberein [49, 50]. Der transepitheliale Widerstand der Biopsien von Morbus Crohn-
Patienten war gegentber den Biopsien der Kontrollpatienten nicht verandert. Zeissig
und Mitarbeiter konnten mit Hilfe der Ein-Wege-Impedanzspektroskopie zeigen, dass
der epitheliale Widerstand in Biopsien von Patienten mit Morbus Crohn gegenuber
Kontrollpatienten vermindert war, obwohl der transepitheliale Widerstand keine
Unterschiede aufwies, was auf einer entzindlichen Erh6hung des subepithelialen

Widerstandes beruhte [49, 50]. Da wir den transepithelialen Widerstand nicht weiter
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untersucht haben, ist es durchaus moglich, dass auch bei den von uns untersuchten
Patienten eine Verminderung des epithelialen Widerstandes vorlag.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die transzellulare HRP-Permeabilitat
bei Morbus Crohn erhéht ist und analog zu den Ergebnissen, die wir aus dem
Zellmodell gewonnen haben, konnten wir zeigen, dass an der HRP-Transzytose im
nativen Darm die Caveolin-vermittelte Endozytose und die Makropinozytose, nicht

aber die Clathrin-vermittelte Endozytose beteiligt waren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Eines der Hauptmerkmale in der Funktionalitat der chronisch entzindlichen
Darmerkrankung Morbus Crohn ist die erhdhte Durchlassigkeit der im Rahmen der
Entzindung geschadigten Darmbarriere. In dieser Arbeit wurden verschiedene bei
Morbus Crohn relevante Mediatoren, namentlich IL-13, IL-4, IL-6, TNFa, IFNy und
Histamin, auf ihre Transzytose-steigernde Wirkung im Zellmodell untersucht. Dazu
wurde die humane Kolonkarzinomzelllinie T84 verwendet, da diese rege
Endozytoseeigenschaften aufweist und als Marker fur die Transzytose wurde die
Meerrettich-Peroxidase (HRP) verwendet. Von allen untersuchten Zytokinen erhdhte
lediglich IL-4 die HRP-Permeabilitdt in einem relevanten Ausmal. Deshalb wurden
die Auswirkungen dieses Zytokins auf weitere barriererelevante Eigenschaften
untersucht. Dazu wurde die Expression der TJ-Proteine Claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7
und -8 sowie Occludin und Tricellulin unter dem Einfluss von IL-4 mittels Western
Blot analysiert. Dies ist die erste so umfassende Analyse der TJ-verdndernden
Wirkung von IL-4 auf intestinale Zellen tberhaupt. Das kanalbildende Claudin-2
zeigte eine deutlich erhéhte Expression, wahrend das abdichtend wirkende Claudin-4
vermindert exprimiert wurde. Alle anderen untersuchten TJ-Proteine waren
unverandert. Weiterhin wurde der transepitheliale Widerstand analysiert, welcher
durch Inkubation mit IL-4 vermindert ist. Mittels Zwei-Wege-Impedanzspektroskopie
konnten wir zeigen, dass der durch IL-4 verursachte Abfall des transepithelialen
Widerstands etwa gleichermaRen durch Anderungen des transzellularen und des
parazellularen Widerstands zustande kommt.

Das Hauptziel dieser Arbeit war die Identifizierung des Endozytoseweges, auf dem
HRP durch den Zellmonolayer transportiert wird und die Beantwortung der Frage, ob
unter entzindlichen Bedingungen, die durch IL-4 induziert wurden, zusatzliche
beziehungsweise andere Wege beteiligt sind. Dazu wurden spezifische Inhibitoren
fur die Clathrin-vermittelte Endozytose, die Caveolin-vermittelte Endozytose und die
Makropinozytose eingesetzt und die Veranderung der HRP-Permeabilitat unter dem
Einfluss dieser Inhibitoren gemessen. Um diese Ergebnisse zu unterstiitzen, wurde
eine Methode etabliert, um HRP immunfluoreszent darzustellen. Durch die parallele
Farbung verschiedener intrazellularer Vesikel konnte die Lokalisation von HRP zu
frihen und spéten Zeitpunkten (2 — 30 Minuten) der Transzytose nachgewiesen

werden.
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Mit Hilfe der Immunfluoreszenzfarbungen und der Permeabilitdtsmessungen konnten
wir in dieser Arbeit zeigen, dass HRP hauptsachlich durch die Caveolin-vermittelte
Endozytose, aber auch durch die Makropinozytose durch das Epithel transportiert
wird.

Die Relevanz dieser Ergebnisse fur Morbus Crohn-Patienten wurde dann anhand
von Vergleichen der HRP-Permeabilitat zwischen Biopsien von gesunden
Kontrollpatienten und Patienten mit Morbus Crohn Uberprift, indem einige der im
Zellmodell wirksamen Inhibitoren eingesetzt wurden und ihre Wirksamkeit im nativen
Darm getestet wurde. Hier konnten wir zum einen bestatigen, dass die HRP-
Permeabilitdt von Patienten mit Morbus Crohn gegenluber Kontrollpatienten erhoht
ist. Zum anderen konnten wir zeigen, dass die HRP-Transzytose auch im nativen

Darm Uber Caveolin-vermittelte Endozytose und Makropinozytose stattfindet.
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6 SUMMARY

A main feature of the inflammatory bowel disease Crohn’s disease is the increased
permeability of the disturbed intestinal barrier. In this study we investigated several
mediators pertinent to Crohn’s disease in regard to their ability to enhance
transcytosis. In particular we investigated the effects of IL-1B, IL-4, IL-6, TNFa, IFNy
and histamine on the human colon carcinoma cell line T84, which was chosen
because of its endocytotic properties. As a marker for transcytosis we used
horseradish peroxidase (HRP). Only IL-4 increased the permeability for HRP to a
relevant extent. Therefore, the impact of this cytokine on other barrier properties was
investigated. The influence of IL-4 on the expression of the tight junction (TJ) proteins
claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7 and -8 as well as occludin and tricellulin was investigated
by means of western blot analyses. This is the first analysis of the effect of IL-4 on TJ
proteins in intestinal cells to such an extent. The channel-building claudin-2 showed
an enhanced expression, whereas the expression of the tightening claudin-4 was
decreased. The remaining TJ proteins remained unchanged. In addition the
transepithelial resistance was analysed, which is reduced in T84 monolayers after
the incubation with IL-4. By means of two-path-impedance spectroscopy we could
show that the paracellular as well as the transcellular resistance were decreased by
IL-4 and both account for the decrease in transepithelial resistance.

The main goal of this study was to elucidate the endocytotic pathway of HRP and
furthermore to study if there are additional or other pathways that are involved under
inflammatory conditions, which are elicited by IL-4. For that purpose we used
inhibitors specific for either clathrin mediated endocytosis, caveolin mediated
endocytosis or macropinocytosis and measured the changes in the permeability for
HRP in response to these inhibitors. To validate these results we established a
method to immunofluorescently stain intracellular HRP. Through co-staining of
several intracellular vesicles the localization of HRP in early and late stages (2 — 30
minutes) of transcytosis could be demonstrated.

By means of the immunofluorescent staining and the permeability measurements we
showed that HRP is transported mainly via caveolin mediated endocytosis but also
via macropinocytosis.

The relevance of these results for patients with Crohn’s disease was examined by
comparing the permeability for HRP in patients with Crohn’s disease and healthy

controls. Biopsies from both groups were treated with some of the inhibitors found to
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be effective in cell culture. We confirmed that the permeability for HRP of patients
with Crohn’s disease is elevated compared to healthy controls and further we could
show that in the native intestine the transcytosis of HRP also proceeds via caveolin

mediated endocytosis and macropinocytosis.
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Abb.
AK
APS
BSA
CED
cepl
CuU

LAMP1
LPS
MBCD
MC
MITMAB
MW

Abbildung

Antikorper

Ammoniumperoxodisulfat

Bovines Serum Albumin

chronisch entziindliche Darmerkrankungen
epitheliale Kapazitat

Colitis ulcerosa

Dalton
3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid

4’ ,6-Diamin-2"-Phenylindol-Dihydrochlorid
zweifachdestilliertes Wasser
Dimethylsulfoxid

dextran sulfate sodium

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

Early endosome antigen 1
Ethylenglycoltetraacetat
5-(N-Ethyl-N-isopropyl)-Amilorid
Fluoreszeinisothiocyanat

fotales Kalberserum
Farnesylthiosalicylséure
Meerettich-Peroxidase (horseradish peroxidase)
Interferon y

Interleukin

Kurzschlussstrom

Kilobasenpaare

Lysosomal-associated membrane protein 1
Lipopolysaccharid

Methyl-3-cyclodextrin

Morbus Crohn
Myristyltrimethylammoniumbromid
Mittelwert

Permeabilitat
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PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS-T Phosphatgepufferte saline Ldésung mit Tween (phosphate
buffered saline with Tween)

PFA Paraformaldehyd

PVDF Polyvinylidenfluorid

rpm rounds per minute

ReP! epithelialer Widerstand

RPare parazellularer Widerstand

RSUP subepithelialer Widerstand

R transepithelialer Widerstand

RUans transzellularer Widerstand

SDS Sodiumdodecylsulfat

SEM Mittlerer Standardfehler (standard error of the mean)

SNX5 Sorting nexin 5

STAT6 signal transducer and activator of transcription 6

Tab. Tabelle

TBS Tris-buffered saline

TNFa Tumornekrosefaktor a

TEMED N,N,N,N-Tetramethylendiamin

TJ Tight Junction

u. N. uber Nacht

Zim Imaginéarteil der komplexen Zahl

Zre Realteil der komplexen Zahl

International Ubliche physikalische und biochemische Abkirzungen sind nicht extra

aufgefuhrt.
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