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1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AB Antibodies = AK

AK Antikorper = AB

AS Aminosaure/n

BAPTA-AM Bisaminophenylethyleneglycoltetraessigsaure ein intrazellularer

Kalziumchelator

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

Caco-2 Humane Kolon-Adenocarcinoma Zelllinie

CED Chronisch entziindliche Darmerkrankungen = IBD
Cu Colitis ulcerosa

DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGTA Ethylenglycoltetraessigsaure

FACS DurchfluRzytometrie

FCS Fetales Kalberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

fmk Fluoromethylketone

Gal Galektin

GAM Goat anti-mouse

GIT Gastrointestinaltrakt

HT-29 Humane Kolonkarzinom Zelllinie

IBD Inflammatory bowel disease = CED

IEC-6 Intestinale Epithelzelllinie 6 (Rattenepithelzellen)

IEL Intraepitheliale Lymphozyten



Inh.
kDa
mAK
MC
PBS
PE

PI
PSC
rpm
STDDEV
RT
TGF-B
TNF-a
zVAD

zDEVD
zLEHD

Z-LLY

Interleukin

Inhibitor

kiloDalton

Monoklonaler Antikorper

Morbus Crohn

Phosphat gepufferte Salzlosung

Phycoerythrin

Propideum lodid

Primar sklerosierende Cholangitis

Umdrehungen pro Minute

Standardabweichung (standard deviation)
Raumtemperatur

Transformierender Wachstumsfaktor 13
Tumornekrosefaktor a

Z-Val-Ala-Asp (OMethylester) ein Caspase-Inhibitor
Z-Asp-Glu-Val-Asp (OMethylester) ein Caspase-3-Inhibitor
Z-Leu-Glu(Ome)-His-Asp-(Ome)-ChzF ein Caspase-9-Inhibitor

Z-Leu-Leu-Tyr ein Calpain-Inhibitor
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2 ZUSAMMENFASSUNG

Chronisch entzindliche Darmerkrankungen (CED) werden durch die verschiedenen
Grade der Oberflachenschadigung der Schleimhaut und der daraus folgenden
Beeintrachtigung der  epithelialen  Barrierefunktion  charakterisiert.  Ein
Wiederverschliel3en der epithelialen Barriere wird durch intestinale Zellmigration und
Zellproliferation gewahrleistet. Galektine werden immer haufiger als Regulatoren der
Inflammation, bzw. Entzindungsreaktion beschrieben. Ziel dieser Arbeit ist es daher,
den Einfluss von Galektin (Gal)-2 und Gal-4 auf die epitheliale Zellfunktion und die

Wundheilung zu untersuchen.

Die Bindung von Gal-1 und -2 wurde mit Hilfe der DurchfluBzytometrie bestimmt. Die
Bindungsstellen wurden mit der SDS-PAGE Elektrophorese dargestellt. Die
Zellmigration von Gal-1, -2 und -4 wurden mit Hilfe von standardisierten
Wundheilungsversuchen untersucht. Zellzyklus und Apoptose wurden ebenfalls mit

Hilfe der Durchflulzytometrie untersucht.

Gal-2 und -4 binden Uber den E-Cadherin/B-Catenin Komplex an Epithelzellen. Beide
Galektine steigern die intestinale Zellrestitution in vitro. Die Steigerung der
Epithelzellrestitution durch Gal-2 und -4 ist unabhangig von TGF-B. Im Gegensatz
hierzu reduziert Gal-1 die Epithelzellmigration in Abhangigkeit von TGF-§. Durch die
Zellzyklusanalyse konnte gezeigt werden, dass Gal-2 und -4 eine gesteigerte Cyclin
B1 Expression und demzufolge auch eine Zellzyklusprogression bewirken, wahrend
Gal-1 den Zellzyklus hemmt. Gal-1 steigert die Apoptose von Epithelzellen Uber
einen Caspase-unabhangigen Mechanismus. Fur Gal-2 und -4 konnte keine
Induktion der Apoptose nachgewiesen werden. Gal-2 und -4 binden an intestinale

Epithelzellen und fordern ihre Restitution.

Diese Arbeit kann erstmals zeigen, dass Galektine eine signifikante Rolle bei den
intestinalen Wundheilungsprozessen spielen und demzufolge einen vorteilhaften
Effekt auf Krankheiten haben, die durch epitheliale Barrierezerstorung charakterisiert

sind, wie es bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen der Fall ist.

Schlusselworter:  Galektine, Epithelzellen, Apoptose, Proliferation, chronisch

entzundliche Darmerkrankungen
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ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBD) are characterized by various degrees of mucosal
surface damage and subsequent impairment of the intestinal barrier function.
Resealing of the epithelial barrier requires intestinal cell migration and proliferation.
Galectins are increasingly recognized as novel regulators of inflammation. The aim of
this thesis is to explore the effect of galectin-2 (Gal-2) and Gal-4 on epithelial cell

function and wound healing.

Binding of Gal-2 and Gal-4 was determined by flow cytometric analysis and binding
sites by SDS-PAGE electrophoresis. Cell migration by Gal-1, -2 and -4 was
determined by a wound healing assay. Cell cycle analysis and detection of apoptosis

were determined by flow cytometric analysis.

Gal-2 and Gal-4 bind to epithelial cells at the E-cadherin/B-catenin complex. Both
galectins significantly enhanced intestinal epithelial cell restitution in vitro. This
enhancement of epithelial cell restitution was TGF-B-independent. In contrast, Gal-1
decreased epithelial cell migration TGF-B-dependent manner. By performing cell
cycle analysis, it became clear that Gal-2 and Gal-4 increased cyclin B1 expression
and consequently cell cycle progression, while Gal-1 inhibited cell cycling.
Determining the influence of Gal-2 and Gal-4 on epithelial cell apoptosis we showed
no induction of apoptosis, whereas Gal-1 induced apoptosis of epithelial cells
significantly and caspase-independently. Gal-2 and Gal-4 bind to intestinal epithelial

cells and promote their restitution.

Thus, this study provides for the first time evidence, that these galectins play a
significant role in intestinal wound-healing processes and might exert beneficial
effects in diseases characterized by epithelial barrier disruption like inflammatory

bowel diseases.

Key words: Galectins, epithelial cells, apoptosis, proliferation, Inflammatory Bowel

Diseases,
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4 EINLEITUNG

4.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED)

Zu den Dbeiden wichtigsten Verlaufsformen der chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen zahlen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, deren Haufigkeit in
den letzten Jahrzehnten zugenommen hat. Mit einer Pravalenz von 1:700 bis 1:1.500
in Mitteleuropa werden die Erkrankungen vorwiegend bei Personen zwischen dem
15. und 40. Lebensjahr beobachtet (Herold 2005).

Obwohl es Hinweise auf eine Beteiligung umweltbedingter, immunologischer und
genetischer Faktoren bei der Entstehung von CED gibt, sind Atiologie und
Pathogenese noch weitgehend unbekannt. Als mdgliche Faktoren werden unter
anderem Nikotin, Erndhrung, Hygienestandard, Klima, Umweltverschmutzung und
Stress diskutiert (Fiocchi 2002). Die intestinale Gewebeschadigung bei CED wird
durch das mukosale Immunsystem bewirkt (Targan, Landers et al. 1995; Shanahan
2005). Man geht davon aus, dass es bei genetisch pradisponierten Individuen zu
einer UberschieRenden und fortlaufenden Aktivierung des mukosalen Immunsystems
kommt, die durch die Prasenz der physiologischen luminalen Flora angetrieben wird
(Seibold 2003).

Bei Colitis ulcerosa (CU) handelt es sich um eine CED, die meist in Schuben verlauft.
Die CU beginnt im Rektum und breitet sich bei der Halfte der Patienten nach
proximal aus. Sie befallt typischerweise die Kolon-Mukosa und greift in seltenen
Fallen auf die Dunndarmschleimhaut Uber. Leitsymptome sind blutig-wassrige oder
blutig-schleimige Diarrhoen, Gewichtsverlust und Schmerzen im Bereich des
Unterbauches oder der Kreuzbeinregion. Eine maligne Entartung im

Dickdarmbereich wird gelegentlich beobachtet (Podolsky 1991).

Der Morbus Crohn (MC) ist durch eine diskontinuierlich auftretende entzindliche
Veranderung des gesamten Gastrointestinaltraktes (GIT) mit bevorzugter
Lokalisation im terminalen lleum und Kolon gekennzeichnet. Betroffen sind im
Gegensatz zur CU alle Wandschichten bis hin zu den regionalen Lymphknoten. Auch
hier verlauft die Erkrankung schubweise und wird durch rezidivierende Diarrhoen und

krampfartige Schmerzen v.a. im rechten Unterbauch (ahnlich Appendizitis) begleitet.
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Es kommt zu einer 6dematosen und fibrotischen Verdickung der segmental
betroffenen Darmabschnitte mit Ausbildung von Stenosen, Schleimhautgeschwiren
mit Fissuren und Fistelbildung (Herold 2005).

Die Diagnose wird aufgrund des Vorliegens der typischen klinischen Symptome,
sowie einer Kombination aus Bluttests, Darmspiegelung einschliellich Biopsien,
Rontgenuntersuchungen  mit  Kontrastmitteln, = Kernspintomographie  oder

Computertomographie gestellt.

Neben den oben genannten intestinalen Manifestationen werden auch folgende
extraintestinale Manifestationen, bzw. Komplikationen beschrieben, die etwa 25
Prozent aller an CED erkrankten Patienten zeigen. Hierzu zahlen vor allem
pathologische Veranderungen der Gelenke, der Gallengange, der Haut und der
Augen (Greenstein, Janowitz et al. 1976; Monsen, Sorstad et al. 1990). Zu den
Gelenksveranderungen im Rahmen der extraintestinalen Manifestationen der CED
werden die Arthritis vom kollagenen Typ, die Spondylitis ankylosans (Auftreten oft
vor den intestinalen Symptomen) und die isolierte Arthritis gezahlt. Eine spezifische,
mit CED assoziierte, hepatobiliare Erkrankung ist die primar sklerosierende
Cholangitis (PSC). Es sind durchschnittlich 10 Prozent der an CED erkrankten
Patienten betroffen, wobei eine 70-90 prozentige Assoziation mit CU erkennbar ist
(Lindgren, Wallerstedt et al. 1996). Die Manifestation der PSC kann Jahre vor den
klinischen Erstsymptomen der CED auftreten (Broome, Lofberg et al. 1995). Etwa 9
bis 19 Prozent der erkrankten Patienten (CU>MC) zeigen haufig eine
Hautbeteiligung in Form von Erythema nodosum oder Pyoderma gangraenosum
(Gregory und Ho 1992), seltener als Psoriasis, Vitiligo oder dem darmassoziierten
Dermatose-Arthritis-Syndrom (Zauli, Fusconi et al. 1984). Okulare Manifestationen
von CED z.B. Uveitis und Episkleritis sind meist mit Gelenkerkrankungen kombiniert
(Salmon, Wright et al. 1991). Neue Erkenntnisse zeigen extraintestinale
Manifestationen in Form von Horverlusten bei CU (Akbayir, Calis et al. 2005).
Differenzierte Untersuchungen wiesen extraintestinale Manifestationen bei CU zu 51
Prozent, vergleichend dazu 42 Prozent bei MC nach. Das Auftreten hepatobiliarer
Erkrankungen, vendser Thromboembolien und Arthralgien wurde vermehrt bei CU

beobachtet, Erythema nodosum bei MC (Mendoza, Lana et al. 2005).



4.2 Therapie der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Aufgrund der vielfaltigen Ursachen der CED basieren die Therapien auf einer
unspezifischen Hemmung der mukosalen Entzindungsreaktion. Diese Therapien
werden meist mit Hilfe von Kortikosteroiden, Aminosalizylaten oder
Immunsuppressiva, z.B. Azathioprin, durchgefihrt (Stange 1999). Patienten mit CED
konnen zudem mit Antikorpern gegen TNF-a behandelt werden, sofern die
herkdmmliche Therapie nicht greift (Mouser und Hyams 1999; van Balkom, Schoon
et al. 2002).

Bei der Therapie des MC unterscheidet man zwischen der Schubtherapie und der
Remissionserhaltung. Ziel der Schubtherapie ist die Linderung der akuten
Symptome. Mit der remissionserhaltenden Therapie soll die Zahl der Schuibe

verringert, bzw. die Zeit der Remission verlangert werden.

Fur die Therapie des akuten Schubes sind Glukokortikoide die Medikamente der
Wahl. Metronidazol und Ciprofloxacin kdnnen vor allem zur Behandlung von Fisteln
eingesetzt werden. Bei schweren, therapierefraktaren Schuben werden insbesondere
TNF-a-Blocker wie Infliximab, Adalimumab aber auch Ciclosporin oder Tacrolimus
eingesetzt. Die chirurgische Therapie fuhrt zu keiner definitiven Heilung, ist aber bei
schwereren Fallen unter Umstanden unerlasslich, um schwere Komplikationen wie

Stenosen, Fisteln, Abszesse oder Perforationen zu vermeiden.

FuUr die remissionserhaltende Therapie kommen derzeit zwei Medikamentengruppen
in Frage: Immunsuppressiva und TNF-a-Blocker. Azathioprin, bzw. 6-Mercaptopurin
und Methotrexat sind als Immunsuppresiva fur die Therapie des MC zugelassen. Sie
konnen mitunter schwere Nebenwirkungen haben, so dass Patienten engmaschig
kontrolliert werden mussen. Als TNF-a-Blocker sind derzeit Infliximab und
Adalimumab zugelassen. TNF-a ist ein multifunktionaler Signalstoff (Zytokin) des
Immunsystems, welcher an lokalen und systemischen Entzindungen beteiligt ist.
TNF-a wird hauptsachlich von Makrophagen ausgeschuttet. Seine wichtigste
Funktion ist, die Aktivitat verschiedener Immunzellen zu regeln. Er kann den Zelltod
(Apoptose), Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Ausschuttung anderer Zytokine
anregen. TNF-a ist bei Patienten mit MC erhoht. Infliximab ist aus einem maus-

human-chimaren AK entwickelt worden. Wahrend der Behandlung mit Infliximab
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werden jedoch haufig andere AK erzeugt, welche die Wirkung des anti-TNF-a-AK
abschwachen (Baert, Noman et al. 2003) und Unvertraglichkeiten verursachen (Typ |
Hypersensitivitat). Daruber hinaus scheint Infliximab das Immunsystem im
allgemeinen zu unterdricken und damit den Organismus sekundaren
Superinfektionen auszusetzen und folglich Sepsis, Tuberkulose und Tod zu
verursachen. Adalimumba, welches seit 2003 fur die Behandlung des MC
zugelassen ist, ist im Unterschied zu Infliximab aus einem voll human monoklonalen
AK (mAK) entwickelt worden. Demnach beinhaltet Adalimumba keine tierischen
Anteile, welches die Unvertraglichkeitsreaktionen reduzieren soll. Jedoch bleibt
Infliximab bis heute wirksamer als Adalimumba, so dass dieses nur zum Einsatz
kommt, wenn die Therapie mit Infliximab nicht vertragen, bzw. eine Resistenz
entwickelt wird. Zurzeit wird auch Certolizumab (Pegol®) getestet, so dass es
wahrscheinlich bald drei TNF-a-AK fur die Therapie des MC gibt (Podolsky 2002;
AWMF 2003).

Zur Behandlung der CU steht wie zur Behandlung des MC eine Reihe von
Medikamenten zur Verfigung, die jedoch vor allem bei langerer Anwendung mitunter
starke oder zumindest unangenehme Nebenwirkungen haben konnen. Gemal den
aktuellen Leitlinien (AWMF 02/2004) zur Behandlung von CU wird Mesalazin oder
ein anderes 5-ASA-Praparat zur Dauerbehandlung empfohlen, da es nicht nur
entzindungshemmend wirkt, sondern auch das Darmkrebs-Risiko verringert.
Mesalazin gilt als Medikament mit nur geringen Nebenwirkungen. Bei
Unvertraglichkeit weicht man meist auf Sulfasalazin aus. Wenn die 5-ASA nicht

ausreicht, wird zunachst Kortison ortlich oder systemisch fur kurze Zeit eingesetzt.

Ferner besteht die Mdglichkeit der Therapie mit den probiotischen Bakterien E-Coli-
Nissle-1917 (Mutaflor®), welche sich bei der Remissionserhaltung in mehreren
Studien als wirksamer Ersatz von 5-ASA-Praparaten erwiesen haben (Rembacken,
Snelling et al. 1999; Kruis, Fric et al. 2004).

Studien haben auch eine Wirksamkeit des TNF-a-Blockers Infliximab (Remicade®)
bei CU nachgewiesen, so dass Infliximab seit 2006 auch zur Therapie der CU
eingesetzt wird. Die medikamentds nicht heilbare CU ist eine Erkrankung, die durch

eine totale Dickdarmentfernung (Kolektomie) geheilt werden kann. Als Faustregel



kann Infliximab bei Patienten eingesetzt werden, welche einer Operation gegenuber

eher ablehnend eingestellt sind, und wenn Ciclosporin kontraindiziert ist.

Ist eine langerfristige Immunsuppression sinnvoll, sollte zunachst Azathioprin
eingesetzt werden. Bei Unvertraglichkeit kann auf 6-Mercaptopurin ausgewichen

werden.

Die Behandlung der CED ist demnach sehr komplex und es gibt bisher noch keine
zufriedenstellende Therapie. Folglich gibt es einen grol3en Bedarf fur alternative und
effiziente Behandlungsmoglichkeiten von Autoimmunerkrankungen, insbesondere fur
CED.

4.3 Das intestinale Epithel

CED werden nach dem Grad der Oberflachenschadigung der Schleimhaut und dem
Vorhandensein von Ulzerationen eingeteilt. Ferner beeintrachtigen Ulzerationen und
Entzindungen die intestinale Barrierefunktion. Diese spielt eine entscheidende Rolle,
wenn es darum geht, Noxen und Krankheitserreger im Darmlumen von der
darunterliegenden Mukosa fernzuhalten, womit eine direkte Interaktion und
unkontrollierbare Darmentzindung oder allgemeine Immunantwort verhindert wird
(Dignass 2001). Nach Beschadigungen der Schleimhaut ist also ein schnelles Heilen
dieser Epitheloberflachen essentiell, um Entzindungen zu verhindern und die
intestinale Homoostase aufrecht zu erhalten (Dignass 2001; Dignass, Sturm et al.
2002).

Das Mukosaepithel des menschlichen Dunn- und Dickdarms ist durch einen hohen
Zellumsatz mit nahezu komplettem Austausch der intestinalen Epithelzellpopulation
innerhalb von 24 bis 96 Stunden gekennzeichnet (Lipkin, Sherlock et al. 1963;
Potten, Kellett et al. 1992). Modellhaft kdnnen intestinale Epithelzellen in zwei
unterschiedliche Kompartimente eingeteilt  werden. Das proliferative
Epithelzellkompartiment ist im Bereich der intestinalen Krypten lokalisiert und
raumlich von einem funktionellen Epithelzellkompartiment getrennt, das aus zum Teil
hoch differenzierten Epithelzellen im Bereich der intestinalen Villi besteht.
Epithelzellen des funktionellen Epithelzellkompartiments migrieren in Richtung der

Villusspitze und durchlaufen dabei eine zunehmende Differenzierung und



Spezialisierung. Unter physiologischen Bedingungen besteht ein ausgewogenes
Gleichgewicht zwischen der Neubildung von intestinalen Epithelzellen durch
natlrlichen Zelltod, Apoptose, sowie mechanischer Abschilferung durch
verschiedene luminale Faktoren. Die HomoOostase dieses Systems wird durch

Komplexe modulatorische Einflisse reguliert, die nur unzureichend aufgeklart sind.

Die Modulation intestinaler Epithelzellpopulationen erfolgt durch Faktoren, die sich im
intestinalen Lumen, innerhalb des intestinalen Epithels, sowie in der benachbarten
Basalmembran und der Lamina propria befinden (Dignass et al. 1995). Zu den
wichtigsten modulatorischen Faktoren innerhalb des gastrointestinalen Lumens
zahlen Nahrungsbestandteile, Verdauungssekrete, Saure, intestinale Glykoproteine,
verschiedene sezernierte regulatorische Peptide (Epidermaler Wachstumsfaktor aus
dem Pankreas der Bauchspeicheldrise), sowie Bestandteile der intestinalen
Mikroflora. Zu den wichtigsten modulatorischen Faktoren innerhalb des intestinalen
Epithels zahlen regulatorische Peptide, die von intestinalen Epithelzellpopulationen
und von intraepithelialen Lymphozyten (IEL) produziert werden, sowie Hormone und

lokale Zell-Zell-Interaktionen.

4.4 Epithelschdden und Wundheilung

Das Epithel des Intestinaltraktes ist eine wirksame Barriere gegen ein breites
Spektrum von Noxen und antigen wirkenden Substanzen innerhalb des
gastrointestinalen Lumens und aus dem Organismus. Bei CED und bakteriellen
Infektionen oder auch beim normalen Verdauungsprozess kommt es zu kleinen,
oberflachlichen, groferen oder tiefen Epithellasionen (Neurath und Schurmann
2000). Aus einer geschadigten epithelialen Barriere resultiert ein erhohter Durchtritt
toxischer und antigen wirkender Substanzen, die zu lokalen Entzindungsreaktionen,
unkontrollierter Immunantwort und Dysregulation der Homdostase fuhren konnen.
Fur die Aufrechterhaltung der epithelialen Barrierefunktion ist eine schnelle

Abdichtung des geschadigten Gewebes notwendig (Gitter, Wullstein et al. 2001).

Eine Schadigung des intestinalen Epithels in vivo kann sowohl in einer Reihe von
Tiermodellen durch luminale Applikation von toxischen Substanzen (Essigsaure,

Dextransulfat), als auch im Rahmen verschiedener intestinaler Krankheitszustande



beim Menschen, wie zum Beispiel CED, einheimische Sprue oder Strahlenenteritis
beobachtet werden (Elson, Sartor et al. 1995).

Es werden zwei Arten von Wunden in der gastrointestinalen Mukosa unterschieden.
Zum einen gibt es tiefe Verletzungen, die mit Hamorrhagien und Nekrosen
einhergehenden. Zum anderen gibt es oberflachliche Verletzungen des intestinalen
Epithels, bei denen die Basallamina unverletzt bleibt. Die mukosale Wundheilung

richtet sich nach dem Schadenstyp.

Die Wiederherstellung von tiefgreifenden Wunden nimmt einen Zeitraum von Tagen
bis Wochen in Anspruch, da das geschadigte Gewebe durch Zellproliferation ersetzt
werden muss. Oberflachliche epitheliale Schaden werden in wenigen Stunden
schnell durch Restitution (Migration) von Nachbarzellen in den Wundbereich hinein
abgedeckt, wobei die geschadigten oder zerstdrten Zellen abgesto3en und als
Schutzschicht fur migrierende Zellen genutzt werden (Feil, Klimesch et al. 1989). Die
migrierenden Epithelzellen flachen ab wund bilden Lamellipodien aus. Zur
Reepithelisation sehr kleiner Wunden im Darm reicht der ,purse string“-Mechanismus
(Martin und Lewis 1992) aus, um durch die Kontraktion des intrazellularen
Aktinbandes der umliegenden Enterozyten den Defekt zu verschlieRen (Heath 1996;
Florian, Schoneberg et al. 2002). Erst wenn sich die wandernden Zellen berthren
und eine neue epitheliale Barriere durch die Ausbildung von Tight Junctions gebildet
haben, ist das oberflachliche Epithel funktionell wieder vollig hergestellt. Dieser
Restitutionsmechanismus konnte bei Epithelzellen des Magens (Paimela, Goddard et
al. 1993), des Dunndarms (Pitha 1971) und des Kolons (Henrikson, Argenzio et al.
1989; Riegler, Feil et al. 1992) beobachtet werden.

Die gastrointestinale Wundheilung kann stark vereinfacht in drei Phasen eingeteilt
werden (Dignass et al. 1995). In der ersten Phase migrieren die an die Wunde
angrenzenden Zellen, um eine Wundabdeckung zu erzielen. Wahrend dieser
Zellmigration flachen die Zellen ab, bilden Pseudopodien-ahnliche Strukturen aus
(Lamellipodien) und reorganisieren zusatzlich ihr Zytoskelett. Dieser wenige Minuten
bis Stunden andauernde Prozess der Migration und Reorganisation wird Restitution
genannt. Die epitheliale Restitution konnte sowohl in vitro als auch in vivo

nachgewiesen werden (Lacy 1988; Nusrat, Delp et al. 1992). Er ist der Initialschritt



der epithelialen Wundheilung und wird vollkommen getrennt von einer
Zellproliferation betrachtet. Parallel zur, bzw. im Anschluss an die epitheliale
Restitution tritt dann eine Steigerung der epithelialen Zellproliferation ein, um
zugrunde gegangene Zellen zu ersetzen. In der dritten und letzten Phase erfolgt
dann eine Differenzierung und Reifung der zunachst unreifen, durch gesteigerte
Zellproliferation nachgewachsenen Zellen, so dass die differenzierten Funktionen
des ausgereiften intestinalen Oberflachenepithels wieder aufgenommen werden

konnen.

Bei grolReren, bzw. tiefen Defekten setzt zusatzlich eine Zellproliferation und -
differenzierung ein. Hierbei spielen entzindliche Prozesse ebenfalls eine Rolle.
Verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren haben einen Einfluss auf die
Restitution und auch auf die Wundheilung von geschadigtem intestinalen Epithel
(Ciacci, Lind et al. 1993; Dignass und Podolsky 1993; Kato, Chen et al. 1999).

Diese mechanische Trennung der intestinalen epithelialen Wundheilung in drei
distinkte Vorgange impliziert eine starke Vereinfachung. In vivo wird in der Regel
eine derart deutliche Trennung dieser Reparaturvorgange nicht moglich sein. Es ist
vielmehr davon auszugehen, dass die Vorgange der intestinalen epithelialen
Restitution, der epithelialen Zellproliferation und der epithlialen Zelldifferenzierung
nicht nur nacheinander, sondern auch parallel zueinander verlaufen. Dennoch sollte
die intestinale epitheliale Wundheilung modellhaft auf die drei oben genannten
Grundprinzipien zuruckgefuhrt werden, um die einzelnen Phasen anschaulich

charakterisieren zu konnen.

45 Galektine

Galektine sind Mitglieder einer stark konservierten Familie von (-Galactosidase-
bindenden Lektinen, die sich mehr und mehr als signifikante Regulatoren der
Immunzell-Homoostase abzeichnen (Rabinovich, Baum et al. 2002). Die
biologischen Eigenschaften von Galektinen beinhalten die Regulation von
Zellproliferation, Entziindung, Zelladhasion und Zelltod (Cooper und Barondes 1999;
Rabinovich 1999; Liu 2000). Eine Zahl von Experimenten, in denen gezeigt werden
konnte, dass Galektine bei der Modulation von CED, Autoimmunerkrankungen und

Tumoren eine wichtige Rolle spielen, wurden kurzlich in einem Review zusammen



gefasst (Liu und Rabinovich 2005). Galektine zeichnen sich durch eine Kohlenhydrat-
Bindungs-Domane (carbohydrate recognition domain, CRD) bestehend aus ca. 130
fur die Bindung verantwortlichen Aminosauren (AS) aus. Bisher sind 15 verschiedene
Galektine in Saugern bekannt. Interessanterweise verhalten sich eine Reihe von
Mitgliedern dieser Proteinfamile, trotz hoher Sequenzahnlichkeit und ahnlicher
Kohlenhydrat-Spezifitat, als Verstarker der Entzindungskaskade, wahrend andere
homoostatische Signale aktivieren, um Immunantworten zu verhindern (Rabinovich,
Rubinstein et al. 2002). Demzufolge muss das, was auf ein Mitglied der Galaktin-

Familie zutrifft, nicht unbedingt auf andere Mitglieder zutreffen.

Galektine werden in 3 Gruppen eingeteilt: Galektine vom Proto-Typ (Gal-1, -2, -5 und
-7), vom Tandem-repeat Typ (Gal-4, -6, -8, -9 und -12) und vom Chimaren-Typ (Gal-
3) (Cooper und Barondes 1999; Liu und Rabinovich 2005). Wie oben bereits erwahnt
ist allen Mitgliedern der Galektin-Familie gemein, dass sie an (3-Galactoside binden.
Dennoch hat jedes Galektin eine einzigartige Spezifitat fur bestimmte langkettige
Oligosaccharide. Somit kann jedes Galektin an unterschiedliche glycokonjugierte
Rezeptoren binden. Diese spezifischen Bindungseigenschaften ergeben die
unterschiedlichen Downstream-Effekte in der Kaskade (Brewer, Miceli et al. 2002). T-
Zell-Aktivierung wird beispielsweise von Gal-1 inhibiert, von Gal-4 geférdert und
bleibt von Gal-2 unbeeinflusst (Liu und Rabinovich 2005).

In Hinsicht auf den GIT haben Gal-2 und Gal-4 eine bedeutende Funktion. Es wurde
gezeigt, dass beide Galektine vom gastrointestinalen Gewebe exprimiert werden,
jedoch nicht vom Gewebe des Gehirns, der Niere, der gestreiften Muskulatur, der
Leber und der Lunge (Huflejt und Leffler 2004). Obwohl wiederholt in
gastrointestinalen Inflammationsmodellen gezeigt wurde, dass Gal-2 und Gal-4 von
gastrointestinalen epithelialen Zellen exprimiert werden (Paclik, Berndt et al. 2007),
bleiben ihr Effekt auf die epitheliale Zellfunktion und Wundheilungsprozesse bisher
weitestgehend unerforscht. Zum Vergleich wurde Gal-1 herangezogen, da dort die
Datenlage am besten ist, um familiare Effekte von Galektin-spezifischen Effekten zu
unterscheiden.

Gal-2 wurde bei der Klonierung von Gal-1 entdeckt und besitzt eine 43%-ige
Sequenzhomologie mit Gal-1, was die hochste Homologie mit Gal-1 unter allen

anderen untersuchten Galektinen darstellt (Gitt 1997). Gal-2 ist ein nicht-kovalentes



Dimer mit Untereinheiten von ca. 14 kDa (Gitt 1997). Die Expression von Gal-2
scheint auf den GIT beschrankt zu sein (Oka, Murakami et al. 1999; Lahm, Andre et
al. 2001). Es ist weiterhin bekannt, dass Darmepithelzellen, die Gal-2 exprimieren,
normalerweise kein Gal-1 exprimieren, und dass Gal-2 in Gal-1-Null-Mutanten
Mausen nicht auf einem hoheren Niveau exprimiert wird (Marschal, Cannon et al.
1994). Wahrend die Eigenschaften von Gal-1 auf umfangreiche Weise untersucht
wurden, wurde die Funktion von Gal-2 bis jetzt nicht untersucht und bleibt somit

unklar.

4.6 Grundlagen von Apoptose und Proliferation

Viele Krankheiten basieren entweder auf einem unkontrollierten Zellzyklus oder
gestorter Apoptose. Beides kann zu unkontrollierter Zellproliferation und damit zu
Krebs oder Autoimmunstdorungen, wie etwa chronisch  entzindlichen
Darmerkrankungen, fuhren. Diese Krankheiten sind bis zum heutigen Tag nicht
heilbar, und die existierenden Behandlungsmadglichkeiten sind entweder nicht sehr
effizient oder zeigen schwerwiegende Nebenwirkungen. Gal-2, insbesondere
humanes Gal-2, ist nicht immunogen und daher besonders fur die Anwendung als
Medikament geeignet. Auch Gal-4, welches ebenfalls von humanen Epithelzellen

produziert wird, zeichnet sich dadurch aus.

4.6.1 Apoptose

Wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben, spielt Apoptose eine bedeutende
Rolle bei CED. Im physiologischen Ablauf der Apoptose kdnnen drei verschiedene
Phasen unterschieden werden, die durch biochemische Faktoren und morphologisch
sichtbare Phanomene charakterisiert sind: Initierungsphase, Effektorphase und
Degradierungsphase (Susin, Zamzami et al. 1997). In der Phase der Initiierung wird
der Apoptoseprozess durch zellinterne oder zellexterne Stimuli, wie Hormone,
Zytokine oder chemische, bzw. physikalische Komponenten ausgelost. In der
Effektorphase ist die zellulare Signalkaskade, die Uber Caspasen zur Apoptose fluhrt,
aktiviert. Der Ablauf ist bis zu dieser Phase reversibel. Die Prozesse der nun
folgenden Phase der Degradierung sind irreversibel. Morphologisch erfolgt zunachst
eine Zellschrumpfung und -verdichtung. Das Kernchromatin kondensiert und
erscheint in granuldaren Ansammlungen an den Kernmembranrand gedrangt
(Chromatinmargination) (Majno und Joris 1995; Soini, Paakko et al. 1998).

Endonukleasen fragmentieren die DNA in Segmente von ca. 185 bp (Majno und Joris
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1995). Es kommt zum Zellzerfall mit Bildung von Apoptosekorpern (=apoptotische
Zelle), die u.a. Kernreste enthalten und rasch von benachbarten Makrophagen
eliminiert werden (Soini, Paakko et al. 1998). Mit Hilfe der Durchflulizytometrie
lassen sich die Zellen in drei Gruppen unterteilen. Zum einen in lebende Zellen,

sowie in Zellen, die sich in der Apoptose befinden und in nekrotische Zellen.

4.6.2 Proliferation

Die Zellproliferation lauft in vier Phasen ab: G1, S, G2 und Mitosephase; weiterhin
existiert die GO Phase. Der Zellzyklus soll hier nur grob zur Orientierung
wiedergegeben werden. Die GO Phase entspricht der Ruhephase, in der sich die
Zelle zwischen zwei Zyklen befindet. In ihr befinden sich auch die postmitotischen
Zellen, also Zellen die kein Signal fur den Zellzyklus erhalten. Die G1 Phase oder
Prasynthesephase findet sich im Anschluss an die Mitose. In ihr wachst die Zelle und
ihre Bestandteile, wie das Zytoplasma oder die Zellorganellen. Es findet die
Proteinbiosynthese statt. Danach schlief3t sich die S Phase (Synthese Phase) an, in
welcher die Reduplikation der DNA und der Chromosomen erfolgt. Als nachste
Phase folgt die G2 Phase, welche auch als Postsynthesephase bezeichnet wird und
durch die Zellvorbereitungen zur Mitose gekennzeichnet ist. In dieser Phase teilen
sich die Zentriolenpaare, und es l6sen sich auch die Zell-Zell-Kontakte. In der
Mitosephase findet schliel3lich die Teilung von Chromosomen, Zellkern und Zelle
statt. Die Mitosephase wird in vier Unterphasen geteilt, die Pro-, Meta-, Ana- und
Telophase genannt werden. Danach geht die Zelle wieder in die G1 Phase Uber.
Mittels einfacher lichtmikroskopischer Untersuchungen kann nicht immer geklart
werden, in welcher Phase des Zyklus sich die Zelle befindet (Liebich 1993; Tessema,
Lehmann et al. 2004).
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5 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Chronisch entzundliche Darmerkrankungen sind weltweit verbreitet und werden
multifaktoriell verursacht, wobei die genaue Pathogenese noch nicht bekannt ist.
Galektine werden zunehmend als Regulatoren von Entzindungsreaktion
beschrieben (Liu und Rabinovich 2005). Die Behandlung der CED ist weiterhin eine
grole therapeutische Herausforderung und das heterogene Ansprechen der
Patienten auf die Behandlung spiegelt wahrscheinlich die heterogenen Mechanismen
der mukosalen Entzindungsreaktion wieder. Ein besonderes Augenmerk wird in
dieser Arbeit auf Gal-2 und Gal-4 gelegt, da diese von humanen und murinen
Epithelzellen im Gastrointestinaltrakt exprimiert werden (Nio, Kon et al. 2005; Paclik,
Berndt et al. 2007). Gal-2 und -4 konnten in der Pathogenese der CED eine noch
unerkannte, zentrale Rolle spielen und moglicherweise einen wichtigen
therapeutischen Effekt in der Behandlung einer mukosalen Entzindungsreaktion

haben.

Das Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit war es herauszufinden, inwiefern Gal-2
und -4 Einfluss auf die mukosalen Entzindungsreaktionen nehmen, welchen Einfluss
sie auf Migration, Proliferation und Apoptose haben und Uber welche Signalwege sie
wirken. Zum Vergleich wurde Gal-1 herangezogen, um familiare Effekte von
spezifischen Effekten abzugrenzen. Damit wurde eine Basis fur potentielle alternative

und effektivere Behandlungsmethoden geschaffen.
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6 MATERIAL UND METHODEN

6.1 Antikérper und Reagenzien

Nicht erwahnte Materialien, Reagenzien und Gerate entsprechen denjenigen, die in
der Laborroutine in einem medizinisch-naturwissenschaftlich arbeitenden Labor
verwendet werden und bei entsprechenden Firmen zu beziehen sind. Das gleiche gilt
fur Losungen und Reagenzien, deren Zusammensetzung nicht naher erlautert wird.
Alle Reagenzien wurden wie vom Hersteller empfohlen gelagert und gelost oder

verdinnt.

6.1.1 Medien und Puffer

Medium fur Caco-2 und HT-29: DMEM (+Glukose,+Glutamat)
10% fetales Kalberserum (FCS),
2% Penicillin/ Streptomycin (10.000 U/ml),
1% Natrium- Pyruvat,
Aufbewahrung bei 4°C

Medium fur IEC-6: wie fur Caco-2 und HT-29
mit zusatzlich 0,25% Insulin,
Aufbewahrung bei 4°C

Reduziertes Medium

fur Migrationsversuch: Medium wie oben

nur FCS in.0,1% Konzentration
Einfriermedium: FCS

10% DMSO ,

Aufbewahrung bei -20°C
10xPBS- Stammldsung: 2,0 g KCl,

80,0 g NaCl,

2,0 g KH2POy4,

4,0 g NapHPO4xH0

mit Aqua dest. auf 1 | auffullen

bei Raumtemperatur (RT) lagern
FACS- Puffer: 96,5% PBS

2,5% FCS

1% NaN3
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PBS/ BSA fir Cyclin B1 Farbung:

fur magnetische Beads Assay:
Tris Puffer
Borat Puffer

Lyse Puffer

Rainbowmarker

Lyse-Puffer:

Probenpuffer :

Wash Puffer:

Transfer Puffer:

20 mg/ml BSA
in PBS, pH 7,4
PBS+ 0,1% BSA
0,2MpH 8,5
0,1 M Borsaure, Natriumborat,
0,15 M NaCl in Aqua dest.,
pH 9,5
0,5% Na-Deoxycholat,
0,1% SDS,
1% Triton-X100,
0,5% NP-40,
5 mM EDTA
in PBS
6-7 ul Marker
12 ul H20
5yl LDS
Lyse Puffer: 1% Triton-X
0,5% NP-40
0,1% SDS
0,5% Na-Deoxycholat
5 mM EDTA
in PBS
50 mM Protease-Inhibitor (Sigma Aldrich)
50 mM Phoshatase-Inhibitor (Sigma Aldrich)
1 mM PMSF
100 pg/ml Trypsin-Chymotrypsin-Inhibitor
100 pg/ml Chymostatin in PBS
NuPAGE LDS Sample Buffer (Invitrogen
Corp., Karlsruhe)
0,1% Tween-20 in 1xPBS
4% NuPage Transfer Buffer
20% Ethanol
76% H>0O
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Running Puffer : 85,5% H20
4,5% NuPAGE SDS MOPS Running
Buffer (Invitrogen Corp., Karlsruhe)
Blocking Puffer 5% Non Fat Dry Milk, Bio-Rad, Munchen;
0,1% Tween-20, Merck-Schuchardt,
Hohenbrunn;
in 1xPBS

6.1.2 AK und Reagenzien fur Western Blot

E-Cadherin BD Pharmingen, Heidelberg
B-Catenin Sigma Aldrich, Taufkirchen

Multimark Rainbow Marker Invitrogen Corp., Karlsruhe
BSA ( Negativkontrolle) Sigma Aldrich, Taufkirchen
Protease-Inhibitor Sigma Aldrich, Taufkirchen
Phosphatase-Inhibitor Sigma Aldrich, Taufkirchen
GAM FITC (goat) Biosource, Solingen

RAM FITC (rabbit) Biosource, Solingen

6.1.3 AK und Reagenzien fur die DurchfluBzytometrie

Cyclin B1 BD Pharmingen, Heidelberg
zVAD-fmk Biomol, Hamburg
Caspase-3-Inhibitor Calbiochem, Schwalbach
Caspase-9-Inhibitor Calbiochem, Schwalbach
Calpain-Inhibitor BioVision, Mountain View, CA
BAPTA-AM Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan
Annexin V BD Pharmingen, Heidelberg
Pl Calbiochem, Schwalbach
Laktose Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sucrose Sigma Aldrich, Taufkirchen
EGTA Sigma Aldrich, Taufkirchen
PBS Invitrogen, Karlsruhe

RNAse Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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6.2 Zellkultur und Zellinien

Fur die Versuche wurden Caco-2, HT-29 und die intestinalen Rattenepithelzellen
IEC-6 verwendet. Sowohl Caco-2 als auch HT-29 sind Zelllinien, deren Ursprung ein
Adenokarzinom des humanen Kolons ist. Die Zellen wurden von der American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) bezogen. Sie wurden bei 37°C und 5%
COgz unter Verwendung von Dulbecco‘s modified Eagle‘'s medium (DMEM) mit 10%
fetalem Kalberserum (FCS) (beide von GIBCO, Eggenstein, Deutschland), 1%
Penicillin/Streptomycin  (Biochrom, Berlin, Deutschland, 2% L-Glutamine (PAA
Laboratories, Colbe, Deutschland) und 1,5 g/l Natriumbicarbonat gelagert und
inkubiert. Das Medium fur IEC-6 enthielt zusatzlich 0,1 U/ml Schweineinsulin (ICN
Biomedicals, Eschwege, Deutschland). Fortlaufende Passagen der Zelllinien
(Passage Nr. 21-50) wurden benutzt, um die externe Modulation der
Zelltransformation zu limitieren. Die Zellen wurden fur 24, 48 oder 72 h unter der

Anwesenheit oder Abwesenheit von Gal-1, -2 oder -4 inkubiert.

6.2.1 Auftauen und Kultivieren der Zelllinien

Die Arbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen. Die oben genannten Zellen
wurden in einem Stickstofftank in DMSO gelagert. Nach dem Auftauen wurden die
Zellen sofort in ein 50 ml Falcon Réhrchen mit 35-40 ml Medium (DMEM) tberfuhrt
und flr 8 min bei 4°C und 1200 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Zellen
erneut mit Medium gewaschen und wie oben zentrifugiert, um das DMSO vollstandig
zu entfernen. Die Zellen wurden dann in 15-20 ml DMEM aufgenommen und in eine
250 ml Zellkulturflasche Uberfuhrt. Dann wurde die Flasche bei 37°C, und 5% CO2 im

Inkubator gelagert.

6.2.2 Teilen und Fittern der Zellen

Alle 2-3 Tage wurde das Medium gewechselt. Wenn die Zellen den Flaschenboden
komplett besiedelten, wurden die Zellen wie folgt geteilt. Das Medium wurde
abgesaugt. Danach wurden die Zellen 2x mit vorgewarmten PBS (37°C) gewaschen.
Anschlieend wurde 2 ml vorgewarmtes (37°C) Trypsin auf die Zellen gegeben, um
sie vom Flaschenboden zu l6sen. Die Zellen wurden fur eine halbe Minute mit dem
Trypsin inkubiert, danach wurde das Trypsin absaugt und die Zellen fur weiter far 3-5
min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden mit 3 ml vorgewarmten PBS

aufgenommen, in ein Falcon Rohrchen mit Medium uberfuhrt und fur 5 min bei 4°C
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und 1500 rmp zentrifugiert. Das Medium wurde verworfen und die Zellen wurden in
neues DMEM aufgenommen und in eine groRere oder zwei neue Flaschen Uberflhrt.

Waren genugend Zellen vorhanden, wurden die uberschussigen verworfen.

6.2.3 Zellzahlung

Die Zellen wurden trypsiniert, mit PBS abgel6st und in einem 15 ml Falcon Rohrchen
mit 10 ml DMEM uberfuhrt und bei 4°C und 1500 rpm 5 min lang zentrifugiert. Das
Medium wurde abgesaugt. Die Zellen wurden zunachst in 1 ml DMEM resuspendiert
und einige Male vorsichtig hoch und runter pipettiert, um die Zellen voneinander zu
trennen und dann mit DMEM auf 10 ml aufgefullt. Es wurden dann 10 yl entnommen
und in ein Well einer 96er Wellplatte pipettiert. Ferner wurden 10 ul Trypanblau
(Sigma Aldrich, Taufkirchen) hinzugegeben und kurz gemischt. 10 pl dieses

Ansatzes wurden in die Neubauer-Zahlkammer Uberfuhrt.

Neubauer-Zahlkammer

Jeweils die oberen vier Zahlkammern der vier Quadranten wurden gezahlt, addiert
und durch vier geteilt dann mit 8x10* multipliziert. So erhielt man die Anzahl der
Zellen, die sich in einem ml Medium befanden. Um nun die gewlnschte Zellmenge
fur den Versuch zu erhalten, wurde die gewlnschte Zellzahl durch die ermittelte
Zellzahl in den Zahlkammern geteilt und mit 100 multipliziert. So erhielt man die

bendtigte Menge in pl.

6.3 Protokolle fiir die DurchfluBzytometrie

Die Durchflusszytometrie stellt ein Verfahren dar, mit dem einzelne, in Ldsung
befindliche Zellen aufgrund ihrer GrofRe, ihrer Lichtbrechungseigenschaften und ihrer

Fluoreszenz unterschieden werden konnen. Um die Aussagekraft der Messung zu
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erhohen, werden mehrere Eigenschaften simultan gemessen. Man verwendet
aulRerdem fluorochrom-konjugierte AK und Reagenzien, um Oberflachenmerkmale,

Proteine, DNA-Gehalt und andere Merkmale messbar zu machen.

6.3.1 Bindungseigenschaften

Um die Bindungseigenschaften der Galektine an IEC-6 und Caco-2-Zellen zu
bestimmen, wurden die Zellen mit 5 pg/ml Gal-2 und Gal-4 in Anwesenheit oder
Abwesenheit von 50 mM Laktose oder 50 mM Sucrose inkubiert und identifiziert
durch die AK anti-Gal-2 und anti-Gal-4 und PE-markiertem AK. Die Bindung von
Galektin an die Zellen wurde mit Hilfe des Flowzytometers (FACSCalibur; BD

Biosciences) quantifiziert.

6.3.2 Caspasen / Apoptosesignalwege

Um die Apoptosesignalwege zu bestimmen wurden die Zellen unter der Anwesenheit
oder Abwesenheit von 50mM Breitspektrum-Caspase-Inhibitor zVAD-fmk, Caspase-
3-Inhibitor zDEVD-fmk, Caspase-9-Inhibitor zLEHD-fmk, Calpain-Inhibitor Z-LLY-fmk
oder mit dem Ca?*-Chelator EGTA (4 mM) und BAPTA-AM (30 pM) inkubiert. Nach
72 h wurden die Zellen dann mit Annexin V und Pl gefarbt und im FACS Gerat

gemessen.

6.3.3 Farbung von Cyklinen und Bestimmung des DNA-Gehalts

Fur die durchflusszytometrische Messung intrazellularer Antigene und des DNA-
Gehalts wurden die Zellen in 90%-igem Methanol fixiert. Die Arbeiten erfolgten auf
Eis oder in einer auf 4°C gekiihlten Zentrifuge. Von der Zellsuspension wurden 3x10°
Zellen abgenommen und in ein FACS Rohrchen gegeben. Dessen Inhalt wurde mit
500 pl kaltem PBS aufgefiillt, abzentrifugiert (1500 rpm, 5 min) und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde in 100 pl kaltem PBS aufgenommen und dann
tropfenweise 900 ul -20°C kaltes Methanol dazugegeben. Die fixierten Zellen wurden
im Kuhlschrank bei -20°C fur mind. 30 min aufbewahrt. Das Pellet wurde in 50 pl
PBS/BSA (BSA 20 mg/ml) resuspendiert. Die Zellen wurden dann mit 10 pl Cyclin B1
oder dem lIsotyp gefarbt und fur 45 min bei 4°C inkubiert und nach 25 min einmal
durchgemischt. Nach der Inkubation mit Cyclin B1 wurden weiter 500 yl PBS/BSA
zugegeben und die Zellen ruhten weitere 15 min bei 4°C. Danach wurde zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 375 ul PBS/RNAse (370 ul + 5
RNAse) resuspendiert und 15 min bei 37°C inkubiert. Zuletzt wurden 25 ul PI
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dazugegeben und fur weitere 30 min im Dunklen bei RT inkubiert und anschliel3end

mit Hilfe des FACS Gerates gemessen.

6.3.4 Apoptosemessung mit Annexin V

Um die Auswirkungen der Galektine auf die Apoptoserate von Zellen zu messen,
wurde Annexin V-FITC verwendet. Annexin V bindet an Phosphatidylserin, welches
in der fruihen Apoptose (sowie in der Nekrose) vom inneren zum auf3eren Blatt der
Plasmamembran transloziert. Wenn Annexin V mit einem Fluorochrom konjugiert ist,
kann man mit seiner Hilfe den Anteil der apoptotischen Zellen im
Durchflusszytometer messen. Um apoptotische von nekrotischen Zellen
unterscheiden zu kdnnen, muss gleichzeitig eine Farbung mit Pl erfolgen. Die Zellen,
die Annexin V positiv und Pl negativ sind, befinden sich im Messzeitpunkt in
Apoptose. Die Zellen wurden zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Anschliel’end
wurden in Annexin Bindungpuffer 10° Zellen pro ml aufgenommen. Davon wurden
jeweils 100 pl Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBRend wurden die Rdhrchen mit
weiteren 400 pl Bindungspuffer aufgefullt und sofort am Durchflusszytometer

gemessen. Wir inkubierten mit 5 yl Annexin V-FITC und 10 pl PI.

6.4 Immunfloureszenzfarbung

Caco-2-Zellen wurden mit 5 pg/ml Gal-2 und Gal-4 inkubiert und mit anti-Gal-2-AK
und anti-Gal-4-AK und einem PE- markiertem sekundarem AK gefarbt. Die Zellen
wurden unter dem Axioskop betrachtet (Zeiss, Jena, Germany) und digitale Bilder

wurden mit einer Axiocam (Zeiss) gewonnen.

6.5 Migration

Dieser Versuch wurde sowohl mit Caco-2, als auch mit IEC-6 Zellen durchgefuhrt.
1,8x10° Zellen wurden in eine Petrischalen mit dem Durchmesser 6 cm ausgesat und
solange inkubiert, bis der Boden komplett zugewachsen war und man eine
konfluente Monolayer erhielt. Die Zellen wurden zur Serumreduktion 2x mit
vorgewarmten PBS gewaschen und dber Nacht fur 12 h mit reduziertem DMEM
(0,17% FCS) inkubiert. Am nachsten Tag wurde eine Wunde mit Hilfe von einer
Rasierklinge (Solingen) erzeugt. Die Wunde war ca. 20 mm breit. Anschlie3end
wurde 2x mit PBS gewaschen, um die Zellreste zu entfernen. Die verwundeten
Monolayer wurden dann mit dem reduzierten DMEM und mit 100 ug/ ml Gal-1, -2, -4

oder ohne Galektin fur 48 h inkubiert. Vorher wurde noch eine geeignete Schnittstelle
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gesucht, die mit Hilfe einer Kanule markiert wurde und bei einer Vergrof3erung von 5-
fach und 10-fach unter dem Mikroskop fotografiert wurde. Nach 48 h wurden die
Wundrander erneut fotografiert. Hierzu diente ein invertiertes ZEISS Mikroskop
Telaval 31 mit einer Nikon F-601 Kamera. Um die Migration der Zellen zu bewerten,
wurden die Zellen, die Uber die Wundrander gewachsen waren, gezahlt. Der Versuch
wurde fur jede Zelllinie mindestens drei Mal durchgefuhrt und es wurden mehrere
Wundgebiete analysiert und ausgezahlt, um eine quantitative und reprasentative

Aussage Uber die Migration der Zellen treffen zu konnen.

6.6 Dynalbeads

Die potentiellen Bindungsstellen von Galektinen an Caco-2-Zellen wurden mittels
Dynalbeads identifiziert. Fur die Separation von mit Gal-1, -2, -4, -7 assozierten
Komplexen wurden tosyl-aktivierte supermagnetische polystyrene Beads
(Dynalbeads, Dynal Biotech) mit BSA, Gal-1, -2, -4, -7 beschichtet. Nach der
Inkubation wurden die Beads gewaschen und mit 0,2 M pH 8,5 Tris-Puffer geblockt
und anschlieBend mit 1x10” Caco-2-Zellen fiir 1 h bei 4°C inkubiert. Nicht gebundene
Zellen wurden durch Waschen entfernt. Die gebundenen Zellen wurden mit einem
Lysis Puffer lysiert (20 mM Tris-HCI, pH 7.6, 10 mM MgCI2, 0.05 % Triton X-100, 50
mM Phosphatase- und Protease-Inhibitor). Das so gewonnene Protein wurde dann

mit Hilfe des Western Blots analysiert.

6.7 Western Blot

Die Proteinextrakte wurden fur die Dauer der Arbeit auf Eis gelagert und danach
unmittelbar wieder bei -80°C eingefroren. Fur Western Blots wurden je Probe 15 ug
Protein eingesetzt. Die entsprechende Menge Proteinextrakt wurde mit Sample
Buffer und Aqua dest. auf ein Volumen von 17,5 pl gebracht und 10 min bei 85°C in
einem Blockheizgerat denaturiert. Dann wurden die Proben in die Taschen des
Elektrophoresegels (NUPAGE BIS-TRIS 4-12%, Invitrogen, Karlsruhe) pipettiert und
ca. 50 min bei 180 V in einer Elektrophoresekammer (Novex XCell Il, San Diego, CA,
USA) elektrisch aufgetrennt. Das Gel wurde dann 60 min bei 30 V auf eine
Nitrocellulosemembran (Invitrogen, Karlsruhe) geblottet. Nach dem Transfer wurde
die Membran Uber Nacht bei 4°C auf einem Schwenker in Blocking Puffer (40 ml
Wash Puffer + 2 g Milchpulver) geblockt. Nach 12 h wurde die Membran 60 min bei
Raumtemperatur mit dem entsprechenden Primarantikorper (nach

Herstellerempfehlung verdinnt in 5%-iger Trockenmilch) geschwenkt. Danach wurde
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die Membran 3x kurz, 1x15 min und 2x5 min auf dem Schdattler in Waschpuffer
gewaschen. AnschlieBend wurde der Sekundarantikorper in Blocking Puffer gelost
(20 ml Blocking Puffer + 2 yl AK) und fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf der
Membran inkubiert, bevor die Membran erneut wie oben beschrieben gewaschen
wurde. Nach 5 min Inkubation mit dem Chemilumineszenzsubstrat (PerkinElmer Life
Sciences, Rodgau-Jugesheim) wurde mit der Membran in der Dunkelkammer ein

Rontgenfilm (Amersham Freiburg i.Br.,) belichtet und entwickelt.

6.8 Statistische Analyse
Die Daten werden als Mittelwert + Mittelwert der Standardabweichung (STDDEV)

vom Mittelwert dargestellt. Um die signifikanten Unterschiede statistisch zu
analysieren wurde die Varianzanalyse und der gepaarte Student's T-Test fur

parametrische Proben (GraphPad Prism, San Diego, CA) verwendet.
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7/ ERGEBNISSE

7.1 Bindung von Galektin-2 und Galektin-4 an gastrointestinale

Epithelzellen

Wie bereits beschrieben, werden Gal-2 und Gal-4 von humanen und murinen
Epithelzellen im GIT exprimiert (Nio, Kon et al. 2005; Paclik, Berndt et al. 2007).
Dennoch ist unklar, ob Gal-2 oder Gal-4 auch an die intestinalen Epithelzellen
binden. Um dies zu testen, wurde ein Bindungsprofil fur Gal-2 und Gal-4 an Caco-2-
und IEC-6-Zellen erstellt.

Caco-2 |EC-6
180 180 (] Isotype
B Gal-2 binding
‘8 [0 Gal-4 binding
2
O
O
10° 10' 10¢ 10° 104 10° 10' 107 10° 104

-
Galectin binding

Abbildung 1 A: Flowzytometrische Analyse der Bindung von Gal-2 und Gal-4 und Caco-2- und IEC-
6-Zellen mit Gal-2 und -4 unter der Verwendung von anti-Gal-2- und anti-Gal-4-AK sowie PE-

markiertem sekundaren AK.

Wie in Abb. 1A zu sehen ist, binden Gal-2 und Gal-4 potent an Caco-2 (links) und
IEC-6 (rechts). Diese Bindung ist spezifisch abhangig von B-Galactosiden, da unter
der Anwesenheit von 50mM Laktose als ein universeller Inhibitor von Galektinen die
Bindung signifikant reduziert wurde (Daten nicht dargestellt). Sucrose mit derselben
Konzentration zeigte keinen Effekt. Erganzend zur Flowzytometrie wurde eine
Immunfluoreszensfarbung durchgefihrt und auch hier bestatigte sich die potente
Bindung von Gal-2 und Gal-4 an Caco- 2-Zellen (Abb. 1B).
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Abbildung 1 B: Immunfluoreszenzen von der Bindung von Gal-2 (links) und Gal-4 (rechts) an Caco-
2-Zellen. Die Bindung wurde mit Hilfe von anti-Gal-2- und anti-Gal-4-AK und PE-markierten

sekundaren AK gefunden. Die Fotos wurden unter 400-facher VergréRerung aufgenommen.

7.2 Identifizierung der Galektin-2 und Galektin-4 Bindungsstellen

Nachdem die Targets fur Gal-1 und Gal-2 auf den Zelloberflachen identifiziert waren,
wurde eine Immunprazipitation gefolgt von Immunoblotting fur verschiedene
Zelladhasionsproteine wie E-Cadherin und B-Catenin durchgefuhrt (Dynalbeads
Assay). Es zeigt sich, dass alle drei Galektine an 3-Catenin, ein zytosolisches Protein
welches Komplexe mit E-Cadherin bildet, binden. Beim Blotting mit E-Cadherin
konnte keine Bindung von Gal-1, Gal-2 oder Gal-4 nachgewiesen werden. Es war
anzunehmen, dass die Struktur des Cadherin-/Catenin-Komplexes die Bindung der
detektierenden Antikorper verhindert. Eine BSA Kontrolle bestatigte die Abwesenheit

von nicht-spezifischen Protein-Protein-Interaktionen (Abb. 1C).

B-Catenin e ot wﬁ.”

BSA Gal-1 Gal-2 Gal-4

E-Cadherin
BSA Gal-1 Gal-2 Gal-4

Abbildung 1 C: Die Western-Blot Daten fiir die Bindungsstelle von Gal-2 und Gal-4 war reprasentativ

fir 3 individuelle Experimente.
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7.3 Auswirkungen von Galektinen auf die intestinale epitheliale
Zellmigration

Um die Kontinuitat der Epitheloberflache bei einer Wunde wieder herzustellen und
die offene Flache zu bedecken, mussen Epithelzellen, die an die Wunde angrenzen,
in die Wunde migrieren (Dignass, Sturm et al. 2002; Sturm und Dignass 2008). Es
wurde ein standardisiertes Wundheilungsmodell mit einer konfluenten Schicht von
Caco-2-, bzw. IEC-6-Zellen verwendet, um die intestinale Zellmigration zu

untersuchen (Dignass und Podolsky 1993).

10007 mmm - anti-TGF-B
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Abbildung 2A: EinfluB von Galektinen auf die Migration von Caco-2-Zellen. Eine konfluente
Schicht (Monolayer) von Caco-2-Zellen wurde mit Hilfe einer Rasierklinge eine Wunde gesetzt und fir
24 h in Anwesenheit oder Abwesenheit von 50 ug/ml Gal-1, Gal-2 und Gal-4 inkubiert. Um den Effekt
von TGF-B auf die Zellmigration von Caco-2-Zellen zu bestimmen, wurden die Zellen mit und ohne
anti-TGF-f neutralisierenden AK inkubiert. Die Balken zeigen den Mittelwert der Anzahl der Zellen, die
Uber den Wundrand migrierten, + STDDEV der drei individuellen Experimente. *p < 0.05 fir den

Unterschied zu 0 pg/ml des entsprechenden Galektins.
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Abbildung 2B: Verwundete Monolayer von Caco-2-Zellen nach 24 h Inkubation unter Abwesenheit
(a), Anwesenheit von Gal-1 (b), Gal-2 (c) oder Gal-4 (d). Fotos wurden unter 100facher VergréRerung

aufgenommen. Die Daten sind fir drei individuelle Experimente reprasentativ.

Wie in Abb. 2A und B zu sehen ist, bewirken Gal-2 und Gal-4 (nicht hingegen Gal-1)
eine signifikant gesteigerte Migrationsrate Uber die Wundkante (p<0,05). TGF-
(transforming growth factor-beta1) ist einer der Schlusselfaktoren der epithelialen
Wundheilung und im Entzindungsgeschehen (Yanaka, Muto et al. 1996). Dignass et
al. konnten durch in vitro-Studien an IEC-6-Monolayern zeigen, dass bei einer
Verletzung eine Reihe von Zytokinen und Wachstumsfaktoren (TGF-B, EGF, IL-18,
und IFN-a) die Produktion von TGF-B1 erhéhen und somit zu einer beschleunigten
Zellrestitution fuhren (Dignass und Podolsky 1993). Auf der einen Seite erhoht TGF-
B1 die Restitution von intestinalen Epithelien (Ciacci, Lind et al. 1993; Goke und
Podolsky 1996), andererseits inhibiert er jedoch gleichzeitig ihre Proliferation (Ciacci,

Lind et al. 1993). Folglich wurden die Zellen jeweils unter Anwesenheit und
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Abwesenheit von neutralisierenden anti-TGF-B—AK inkubiert und es wurde getestet,
ob die Gal-2- und Gal-4-Migration Uuber die TGF-B-Signalkaskade ablauft.
Interessanterweise unterbrach TGF-B die Inhibition der Zellmigration, die
Migrationsrate von Gal-2 und Gal-4 erhohte sich (Abb. 2A).

7.4 Auswirkungen von Galektinen auf den Zellzyklus

Wahrend des Wundheilunsprozesses ist Zellproliferation notwendig, um den
verringerten Zellpool wieder aufzufullen. Um ein vollstandiges Bild Uber den
Zellzyklus zu erhalten, wurde der Effekt von Gal-1, Gal-2 und Gal-4 auf die
Proliferation und den Zellzyklus untersucht, indem die Cyclin B1 Expression

gemessen und die DNA Farbung evaluiert wurde.

Gal-1 verringerte die Proliferation signifikant um 4%, wahrend Gal-2, Mitglied
derselben Unterfamilie, die Expression von Cyclin B1 verstarkte. Derselbe Effekt
konnte auch bei Gal-4 nachgewiesen werden (Abb. 3). Fur Gal-2 und -4 konnte eine

Steigerung um 5% gemessen werden.
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Abbildung 3: Galektine regulieren spezifisch die Zellzyklusprogression und die Expansion von
aktivierten T-Zellen. Caco-2-Zellen wurden fir 72 h kultiviert/gezichtet und unter
Anwesenheit/Abwesenheit von 100 ug/ml Gal-1, Gal-2 und Gal-4 inkubiert, gefolgt von einer Cyclin B1
Farbung und der flowzytometrischen Analyse. Die Daten sind reprasentativ fir finf individuelle

Experimente, die vergleichbare Ergebnisse zeigen.
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7.5 Galektine haben die Fahigkeit, epithelialen Zelltod zu

verursachen

Apoptose ist der zentrale Mechanismus zu Aufrechterhaltung der Homdostase. Es
wurde bereits gezeigt, dass Galektine Apoptose in verschiedenen Zelltypen
regulieren (Sturm, Lensch et al. 2004), jedoch bisher nicht fur epitheliale Zellen.
Mittels Externalisierung von Phosphatidylserin als Apoptosemarker und DNA-
Farbung als Indikator fur Membrandysfunktion konnte gezeigt werden, dass Gal-1,
nicht jedoch Gal-2 oder Gal-4, die Apoptose in Caco-2-Zellen sehr effektiv einleiten
kann (Abb. 4A).

w/o Gal Gal-1 Gal-2 Gal-4

104

13 %
6%

Propidium iodide

Annexin V

Abbildung 4A: Caco-2-Zellen wurden unter Anwesenheit oder Abwesenheit von 100 pg/ml Gal-1,
Gal-2 und Gal-4 fir 72 h inkubiert. Apoptose wurde mit Hilfe der Annexin V und Pl Farbung bestimmt.
Die Balken zeigen den Mittelwert der Anzahl der apoptotischen Zellen + STDDEV von drei

individuellen Experimenten.

Da 50 mM Laktose ausreichen, um Galektin von der Bindung an Epithelzellen
abzuhalten, ist anzunehmen, dass dieser Effekt durch Blockierung der Kohlenhydrat-
abhangigen Bindung ausgeschaltet werden kann. Es konnte gezeigt werden, dass
dies fur Gal-1 zutrifft, auch unabhangig von der An- oder Abwesenheit von Sucrose
(Abb. 4B).
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Abbildung 4B: Caco-2-Zellen wurden unter Anwesenheit oder Abwesenheit von 50 mM Laktose und
100 pg/ml Gal-1, Gal-2 und Gal-4 fur 72 h kultiviert. Apoptose wurde mit Hilfe von der Annexin V und

der PI Farbung bestimmt. *p < 0.05 fiir den Unterschied zu 0 ug/ml des entsprechenden Galektins.

7.6 Gal-1 induziert Apoptose der Epithelzellen in Abhédngigkeit von
Calpain

Caspasen spielen eine entscheidende zentrale Rolle bei der Initialisierung und
Ausfuhrung von Apoptose (Sturm, Mohr et al. 2002). Folglich zichteten wir Caco-2-
Zellen unter Anwesenheit, bzw. Abwesenheit von einigen irreversiblen Caspase-
Inhibitoren. Unabhangig von ihrem regulatorischen Einfluss in Kontrollexperimenten,
hatten weder der Pan-Caspase-Inhibitor zZVAD-fmk (50 mM), der Caspase-3-Inhibitor
zDEVD-fmk (50 mM), der Caspase-8-Inhibitor zLEHD-fmk (50 mM), noch der
Caspase-9-Inhibitor zZLEHD-fmk (50 mM) Einfluss auf Gal-1-induzierte Apoptose in
Caco-2-Zellen (Abb. 5A).

Konsequenterweise wurden auch die Caspase-unabhangigen Apoptosewege
untersucht. Calapine gehéren zu der Familie der Ca®*-abhangigen Thiolproteasen
welche Caspase-unabhangig Apoptose induzieren, indem sie eine grof3e Vielfalt von
Zytoskelett-Membran-assozierten Regulationsproteinen proteolisieren (Leist und
Jaattela 2001). Tatsachlich hemmte der irreversible Calpain-Inhibitor Z-LLY-fmk (50
mM) die Gal-1-induzierte Apoptose bei Caco-2-Zellen (Abb. 5B).
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Abbildung 5A: Gal-1 induziert Apoptose Caspase-unabhingig, aber Calpain-abhdngig Caco-2-
Zellen wurden unter Anwesenheit oder Abwesenheit von 50 mM zVAD-fmk, Caspase-3- oder
Caspase-9-Inhibitor und 100 pg/ml Gal-1 fiir 72 h inkubiert. Apoptose wurde mit Hilfe der Annexin V
und Pl Farbung bestimmt(A). Die Balken zeigen die durchschnittliche Zahl von apoptotischen Zellen +
STDDEV fur vier individuelle Experimente.
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Abbildung 5B: Caco-2-Zellen wurden unter Anwesenheit oder Abwesenheit von 50 mM Calpain-
Inhibitor und 100 pg/ml Gal-1 fir 72 h inkubiert. Apoptose wurde mit Hilfe der Annexin V und PI
Farbung bestimmt. Die Balken zeigen die durchschnittliche Zahl von apoptotischen Zellen + STDDEV

fUr vier individuelle Experimente.

Mit dem Ziel, die Rolle des Calpain-Signalweges zu bestatigen, wurden die intra- und
extrazelluldren Kalziumkanale mit Hilfe der Ca**-Chelatbildner EGTA und BAPTA-
AM gehemmt. Beide Inhibitoren waren in der Lage, die Gal-1-induzierte Apoptose
ausreichend zu hemmen (Abb. 5B). Das lasst darauf schlieRen, dass eine
vorhergehende Ca**-Mobilisierung erforderlich ist, um den Zelltod bei Caco-2-Zellen

mit Gal-1 zu induzieren.
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8 DISKUSSION

Schadigung und Beeintrachtigung der intestinalen Schleimhaut sind bei einer
Vielzahl von gastrointestinalen Erkrankungen vorzufinden. Solche Schadigungen
konnen zu erhohter Anfalligkeit fur Penetration oder Absorption von Toxinen und
immunogenen Faktoren im Organismus fuhren. Folglich kann es zu Entzindungen,
unkontrollierter Immunantwort und konsekutiv zu einer Stérung der Homdostase
kommen. Ein schneller Verschluss der epithelialen Oberflache ist daher essentiell,
um die Homoostase aufrechtzuerhalten und die mukosale Entzindungsreaktion zu
limitieren. In diesem Zusammenhang wurde festgestellt, dass Galektine ein
entscheidende Rolle als Regulatoren von Entzindungen wund bei der

Autoimmunantwort spielen (llarregui, Bianco et al. 2005).

Diese Arbeit konnte mit zwei voneinander unabhangigen Methoden zeigen, dass
exogen verabreichtes Gal-2 und Gal-4 an Epithelzellen bindet. Die Untersuchungen
haben ergeben, dass eine vollstandige Kompetition mit Laktose, aber keine mit
Sucrose um die spezifische Lektin-Kohlenhydrat-Bindungsregion erfolgt. Bei T-Zellen
bindet Gal-2 an die Integrin-B1-Region (Sturm, Lensch et al. 2004). B-Catenin, ein
zytosolisches Protein welches Komplexe mit E-Cadherin bildet, wurde als weitere
Bindungsstelle fur Gal-2 und Gal-4 an Caco-2-Zellen identifiziert. Cadherin und
Catenin spielen eine wichtige Rolle bei Zelladhasion, Signaltransduktion und
Morphologie von Epithelzellen, weshalb wir weitere Versuche mit Gal-2 und Gal-4

durchfihrten, um ihren Einfluss auf die Funktion von Epithelzellen zu analysieren.

Intestinale Wundheilung wird durch Migration von an das Wundgebiet angrenzenden
Epithelzellen initialisiert. Die migrierenden Zellen verschlie3en die entblof3te Flache.
Dieser Prozess, auch als epitheliale Restitution bezeichnet, erfolgt innerhalb von
wenigen Minuten bis Stunden ohne begleitende Zellproliferation (Taupin und
Podolsky 2003). Gal-2 und Gal-4 steigern die intestinale Restitution in vitro
signifikant, was erstmalig den Schluss zulasst, dass verschiedene Galektine, mit
Ausnahme von Gal-1, unterschiedliche, aber bedeutende Rollen bei
Wundheilungsprozessen einnehmen. In vorangegangenen Studien konnte unsere
Arbeitsgruppe zeigen, dass Gal-2 sowohl akute, als auch chronische, experimentell
induzierte Kolitis signifikant bessert (Paclik, Berndt et al. 2007). Es konnte in dieser
Arbeit nachgewiesen werden, dass Gal-2 den Verschluss der mukosalen Barriere
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signifikant fordert. Ferner wurde gezeigt, dass Gal-2 in der Lage ist, Entzindungen
auf zwei voneinander unabhangigen essentiellen Wegen zu bessern. Hokama et al.
zeigten in einem T-Zell-Rezeptor Knock-out-Modell, dass Gal-4 eine
Verschlechterung einer intestinalen Entzindung bewirkt (Hokama, Mizoguchi et al.
2004). Da Gal-4 jedoch auch die Fahigkeit besitzt, die epitheliale Restitution zu
steigern, kann vermutet werden, dass dieses Lektin beide Aufgaben in Hinsicht auf

mukosale Entzindungs- und Heilungsprozesse ubernimmt.

Vorhergehende Studien haben gezeigt, dass multiple Zytokine an der Modulierung
der epithelialen Restitution Uber TGF-B-abhangige Signalkaskaden beteiligt sind
(Dignass und Podolsky 1993; Wilson und Gibson 1997; Wilson, Byron et al. 1999;
Dignass 2001) . Es konnte gezeigt werden, dass die Steigerung der Restitution durch
Gal-2 und Gal-4 unabhangig von TGF-B ist, was vermuten lasst, dass beide
Galektine auf anderen Wegen als Uber mukosale Zytokine oder Wachstumsfaktoren
Einfluss auf die intestinale Migration von Epithelzellen nehmen. Neben der Migration
ist aber auch Proliferation notwendig, um den verkleinerten Pool von Epithelzellen
wieder aufzufullen (Sturm und Dignass 2008). Anhand von Zellzyklusanalysen
konnten wir in dieser Arbeit zeigen, dass Gal-2 und Gal-4 zu einer erhdhten
Expression von Cyclin B1 fuhren und somit zu einer gesteigerten
Zellzyklusprogression. Migration und Proliferation sind beide unabkommlich fur
Erhaltung und Umbau der gastrointestinalen Barriere im Verlauf von verschiedenen
gastrointestinalen Erkrankungen. Nach dem Beweis, dass Gal-2 und Gal-4 sowonhl
Migration, als auch Proliferation fordern, zeigen die Daten somit, dass Gal-2 und Gal-
4 einen moglichen positiven Effekt auf Krankheiten haben, die mit einer

beeintrachtigten Barrierefunktion einhergehen.

Nachdem dies fur Gal-2 und Gal-4 bewiesen werden konnte, wurde Gal-1 getestet,
welches eine groRe Ahnlichkeit mit Gal-2 aufweist. Obwohl Gal-2 eine 43%-ige
Sequenzahnlichkeit mit Gal-1 aufweist (Gitt, Massa et al. 1992), unterscheiden sich
die Einflusse von Gal-1 und Gal-2 auf Migration und Proliferation deutlich. Im
Gegensatz zu Gal-2 senkte Gal-1 die Anzahl von migrierenden und proliferierenden
Zellen. Dieses Ergebnis zeigt, dass selbst innerhalb einer Subfamilie von Galektinen
Epithelfunktionen unterschiedlich moduliert werden. Fur Gal-4 hingegen, welches

eine andere Struktur als Gal-2 hat, konnten ahnliche Eigenschaften wie die von Gal-2
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gezeigt werden. Gal-2 und Gal-4 werden hauptsachlich im GIT exprimiert (Huflejt und
Leffler 2004; Paclik, Berndt et al. 2007). Die belegten vergleichbaren Funktionen von
Gal-2 und Gal-4 im Hinblick auf die intestinalen Wundheilungsprozesse
unterstreichen die entscheidende Rolle dieser Proteine fur den Verdauungstrakt.
Demgegenuber konnte die Unfahigkeit von Gal-1, Migration oder Proliferation zu
steigern, spekulativim Zusammenhang mit seinem breiten Expressionsprofil in Herz,
Leber und Lungen diskutiert werden (Shoji, Nishi et al. 2002).

Gesteigerte Apoptoseraten in der gesamten Krypten Villus Achse wird haufig bei
Patienten mit chronisch entzundlichen Darmerkrankungen beschrieben. Diese
gesteigerte Epithelzellapoptose fuhrt zur Stérung der mukosalen Barrierefunktion und
fordert so mukosale Entzindungen (Schulzke, Bojarski et al. 2006).
Konsequenterweise sollten zur Behandlung von CED Medikamente verwendet
werden, die in Epithelzellen keine Apoptose induzieren (lwamoto, Koji et al. 1996),
wobei auf mdgliche Induktion von Karzinomen geachtet werden muss. Im Gegensatz
zu ihrer Eigenschaft, Apoptose von T-Zellen zu modulieren und zu induzieren, zeigen

Gal-2 und Gal-4 diese Eigenschaft nicht bei Epithelzellen.

Die Kohlenhydrat-abhangige Induktion von epithelialem Zelltod durch Gal-1 gibt
Grund zu der Annahme, dass die verschiedenen Mitglieder der Galektinfamilien
sowohl in T-Zellen, als auch in Epithelzellen einen bedeutenden direkten Einfluss auf
die Apoptose haben. Ferner zeigt die Identifizierung des Calpain-Signalweges als
Kaskade, Uber die Gal-1 epithelialen Zelltod induziert, dass die bisher untersuchten

Galektine daruber hinaus auch in der Lage sind, Apoptose-Kaskaden auszulésen.

Zusammenfassend hat diese Arbeit zum ersten Mal gezeigt, dass die Kohlenhydrat-
bindenden Galektine Gal-2 und Gal-4 an intestinale Epithelzellen binden und eine
entscheidende Rolle bei den Reparaturmechanismen des Epithels spielen.
Epitheliale Wundheilung ist ein Teil des wichtigen Prozesses zur Wiederherstellung
der physiologischen Barrierefunktion, die als Folge von Zellschadigung und Apoptose
verloren gehen kann. Folglich ist die Eigenschaft von Gal-2 und Gal-4, epitheliale
Restitution zu fordern ein Beweis dafur, dass sie eine wichtige Rolle fur den
Verdauungstrakt spielen, und dass sie eine grofle Bedeutung in der Heilung von

Krankheiten haben, die durch ernste mukosale Verletzungen, wie sie beispielsweise
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durch, bzw. bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen auftreten, charakterisiert

sind.
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9 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK
Obwohl CED weltweit verbreitet sind, bleibt die Pathogenese von CED bisher unklar.

Eine entscheidende Rolle spielt die Schadigung der Epitheloberflache, da sie einen
Angriffspunkt fur Noxen, Erreger, etc. bildet. Obwohl Galektine zunehmend als
Regulatoren verschiedener Entzindungsprozesse identifiziert wurden, sind ihre
Wirkungsmechanismen auf Epithelzellen bisher unerforscht. Ziel dieser Arbeit war es
daher zu untersuchen, ob und wie Galektine an Epithelzellen binden und welchen
Einfluss sie auf essentielle Funktionen der Zellen, wie z.B. Migration, Apoptose und

Proliferation von Epithelzellen haben.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass Galektine an intestinale
Epithelzellen Uber den Cadherin-/Catenin-Komplex binden. Ferner konnte aufgedeckt
werden, dass Gal-2 und -4 die Migration dieser Zellen Uber einen Wundrand
unterstutzen, welches im Falle der CED eine schnellere Heilung der Ulzerationen
beglnstigen konnte. Die Migration lauft Uber die TGF-B-Signalkaskade. Es konnte
gezeigt werden, dass Gal-2 und -4 einen protektiven Effekt auf Epithelzellen haben,
indem sie die Apoptose nicht signifikant beeinflussen. Ganz im Gegensatz zu Gal-1,
welches die Apoptose in Abhangigkeit von Calpain signifikant steigert. Die

Proliferation wird durch Gal-1 verringert und durch Gal-2 und -4 gesteigert.

Es konnte bestatigt werden, das Gal-2 und -4 einen protektiven Effekt auf CED
haben, jedoch bleiben noch viele Fragen offen. Es ware interessant herauszufinden,
ob es noch andere potentielle Bindungsstellen fur Galektin an Epithelzellen gibt. Da
die hier prasentierten Ergebnisse auf in vitro-Versuchen basieren, ware es sinnvoll,
diese auch in vivo zu bestatigen. Es konnten auch andere epitheliale Zelllinien
untersucht werden, um zu sehen, ob der Effekt konstant bleibt, bzw. allgemein gultig
ist. Die Substitutionsmoglichkeiten in vivo waren interessant zu erforschen, auch ob
es moglich ist, die verringerte Gal-2-Expression von CED-Patienten in vivo zu

steigern.
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