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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Einfdhrung in das Immunsystem

Um eine Immunantwort des Organismus auf ein Pathagker Fremdmaterial auszulosen,
muss dieses zuerst als Antigen (Ag) erkannt werdba,es dann effektiv bekdmpft werden
kann. Dabei unterscheidet man zwei Arten von Immtwarten, die jedoch zumeist im
engen Zusammenspiel miteinander agieren. Zum dstemer dieangeboreneoderinnate
Immunantwort zu nennen, die sich aus zellularen pamenten wie den natirlichen
Killerzellen oder den Phagozyten und aus Effektdekidlen wie z. B. Lysozym,
Komplementfaktoren oder weiteren enzymatischenddeeilen in den Schleimhautsekreten
zusammensetzt. Zum anderen gibt es elworbeneoder adaptive Immunantwort, deren
Bestandteil die Lymphozyten sind sowie deren seéeden Produkte — Antikorper und
Zytokine. Die innate Immunitat bietet den erstern#z gegen Pathogene, reagiert jedoch
antigenunspezifisch; dies bedeutet, dass nur esgrebzte Anzahl an Molekilen zur
Verfigung steht, die bestimmte, fur bakterielle rogigale Pathogene typische Antigene
erkennen. Ein immunologisches Gedachtnis oder Am@assung an bestimmte Pathogene
entsteht nicht. Im Gegensatz dazu zeichnet sichadaptive Immunsystem durch eine Ag-
spezifische Reaktion aus, die zwar beim ersteng&ntiontakt mit zeitlicher Verzégerung
eintritt, jedoch bei erneutem Kontakt mit demsell#ertigen infolge der Ausbildung eines
immunologischen Gedachtnisses schneller und selzifiggch und dadurch effektiver wirkt.
Die zellulare Komponente der adaptiven Immunité&stiasich in die sog. B- und T-
Lymphozyten (-Zellen) untergliedern. Beide Zellartstammen von den lymphoiden
Vorlauferzellen des Knochenmarks ab und begebdnrsch einem Reifungsprozess in den
primar lymphatischen Organen (Knochenmark im Fdée B-Zellen und Thymus im Falle
der T-Zellen) auf eine fortwéhrende Zirkulation gwehen Blut und den sekundar
lymphatischen Geweben (Lymphknoten, Milz und MALBgi Antigenkontakt beginnen die
Lymphozyten in den sekundéar lymphatischen Organepraliferieren und sich zu Effektor-
oder Gedachtniszellen weiter zu differenzieren. MBeZellen entwickeln sich nach
Aktivierung Uber den antigenbindenden B-Zellrezep{®ZR) sowie lber zusatzlich
unterstitzende Signale durch aktivierte T-Zellen Rlasmazellen. Diese sezernieren

monoklonale antigenspezifische Antikérper, die dagazellulare Pathogen entweder Uber
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mehrere mogliche Wege zur Abtdtung oder zur Neigaabn bringen. Die Effektorzellen der
T-Lymphozyten werden durch CD4 und CD8-T-Zellen reprasentiert. Die CDg-
Lymphozyten — oder auch zytotoxische T-Zellen gebhar erkennen mit ihrem T-
Zellrezeptor (TZR) intrazellulare Antigene, die tibelas Oberflachenmolekil aller
kernhaltigen Zellen, namens MHC |, dargeboten werdere Hauptaufgabe liegt in dem
Abtoten virusinfizierter Zellen. Die CD#agenden T-Lymphozyten lassen sich nochmals in
Thl- und Th2-Zellen unterscheiden, wobei nun intnad extrazellulare Antigene lber das
MHC-Klasse-lI-Molekil dem TZR préasentiert werdenadD MHC 1l wird z.T. durch
hochspezialisierte Zellen wie z.B. dendritische lefel exprimiert, diese werden als
professionelle antigenprasentierende Zellen (AR®ggichnet. In den letzen Jahren konnte
jedoch gezeigt werden, dass unter bestimmten Bedgen eine Vielzahl von Zellen in der
Lage ist, MHC Il zu exprimieren und extern aufgemo@mes Antigen zu prasentieren. Die
Einleitung einer bestimmten Th-Zell-immunantwortsaimeidet dartber, ob es eher zu einer
zellvermittelten entzindlichen Reaktion durch Aldiuing von Makrophagen (Thl-Zellen)
oder eher zu einer humoralen Immunitat durch Aktiwng von B-Zellen (Th2-Zellen)
kommt (Janeway et al. 2002, S. 1-36; 340-343).

Hinsichtlich einer erfolgreichen T-Zell-AktivierungDifferenzierung und -Effektorphase hat
sich ein Modell der ,zwei Signale“ etabliert. Digsdesagt, dass hierfir neben einer
spezifischen Antigenerkennung durch den TZR (= &8igh), noch weitere akzessorische
Signale (= Signal 2) durch kostimulatorische Molekiotwendig sind (Lenschow et al. 1996,
McAdam et al. 1998, Bretscher 1999, Chambers &sAHi 1999, Chambers 2001, Sharpe &
Freeman 2002). Bleibt nach Antigenkontakt eine tfml&ostimulation aus, hat dies ein
gezieltes Absterben (Apoptose) oder einen anergstadd der T-Zelle zur Folge. Dieser Fall
bedeutet, dass die T-Zelle die Fahigkeit verliertpoliferieren und ihre Effektorfunktion
auszufuhren (Jenkins & Schwartz 1987, Quill & Schwa987, Schwartz 1997).
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1.2 B7h als Mitglied der B7-Familie

Einige der wichtigsten kostimulatorischen Molekilgind in zwei Superfamilien
zusammengefasst, namlich in der B7- und der CD28Hlea Wéahrend die CD28-Familie
eine Vielzahl kostimulatorischer Rezeptoren beitgtalimfasst die B7-Gruppe die Liganden.
Sie weisen bezuglich ihrer Aminosauren-Sequenz inenddhen untereinander eine
Homologie von 23 — 41% (B7-Familie) bzw. 13 — 33@DE8-Familie) auf und zeigen in
ihrer Tertiarstruktur jeweils eine @hnliche Faltuiktenry et al. 1999, Mueller 2000, Carreno
& Collins 2002). Die Liganden bestehen bis auf z&asnahmen (B7-H3 u. B7S1) aus einer
zytoplasmatischen, transmembranaren und einerzeXutiren Komponente, die wiederum
in eine Immunglobulin-&hnliche variable (distal)dukonstante (proximal) Domane aufgeteilt
ist. Die Rezeptoren werden jeweils als disulfidgetane Homodimere exprimiert, wobei jede
Kette (Dimer) ebenfalls aus einer zytoplasmatisctieansmembranaren, aber nur aus einer
variablen Doméane zusammengesetzt ist (s. Abb. Ddnnoch sind sowohl die Proteine der
Liganden als auch die der Rezeptoren der ImmungieRuperfamilie zuzuordnen (Ling et
al. 2000, Mueller 2000).

B7h (B7 homologous protein) — das im Zentrum derli@genden Untersuchung steht —
wurde erstmals 1999 von Swallow et al. als homdo&eotein zu den beiden bereits
bekannten, kostimulatorischen Molekilen B7-1 und2BBeschrieben und damit der B7-
Familie zugeordnet. In weiteren Studien findet neanauch unter den Namen B7RP-1 (B7-
related protein 1: Yoshinaga et al. 1999), hGLS@hi{hn GL50: Ling et al. 2000), B7-H2 (B7
homologue 2: Wang et al. 2000) und LICOS (ligandGDS: Brodie et al. 2000).

1.2.1 B7h — Genlokalisation und molekulare Strukir

Als Mitglied der B7-Familie besitzt B7h auch ihragpischen Proteinaufbau (s. 1.2).
Humanes und murines B7h weisen eine Ubereinstimmong48% auf. Seine Identitat mit
B7-1 und B7-2 belauft sich auf ungefahr 25% (Casr&rCollins 2002).

Lokalisiert ist es beim Menschen auf Chromosom 2d bei der Maus wahrscheinlich auf
Chromosom 10 (Carreno & Collins 2002).
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professionelle APC,
nicht lymphoide Gewebe

} Zytoplasmatische Do

ransmembranare Doméne
konstante

e
B7h amane » Monomer
extrazelluldre Domane
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ICOS Doménen . . Homodimer
2 transmembranére Doménen

} 2 zytoplasmatische Doménen

aktivierte T-Zellen

Abbildung 1.1: Proteinstruktur von B7h und seinem Rezeptor ICOSAngabe der B7h-
und ICOS-exprimierenden Zellen

1.2.2 B7h — Expressionsmuster

Mittels Untersuchungen auf mRNA-Ebene (Ling et24101) konnten beim Menschen zwei
relevante Splice-Varianten nachgewiesen werden,siie in der Sequenz (Exon 6) der
zytoplasmatischen Domane unterscheiden. Ob dideizbgeine mdgliche Variante fir eine
alternative Signal-Transduktion darstellt, ist nashgeklart. Wahrend die eine — hGL50
genannt — ausschlie3lich in Milz, Lymphknoten urelkozyten nachgewiesen wurde, zeigt
die andere — B7h, B7-H2, LICOS oder B7RP-1 genannhingegen eine zusatzliche
Expression in allen bisher untersuchten Gewebea, ®ghirn, Herz, Niere, Leber, Lunge,
Pankreas, Plazenta, Skelettmuskel, KnochenmarkprKdDvar, Prostata, Hoden, Thymus,
Tonsille (Ling et al. 2001). Die mRNA-Level liegemwar in diesen Geweben deutlich unter
denen in lymphoiden Organen, die meisten kbnnendloeh LPS-Behandlung, die zu einer
Erh6éhung des TNkSpiegels fuhrt, induziert bzw. gesteigert werd8wéllow et al. 1999).
Wahrend bei einer Stimulation mit TMFRdie B7h-Expression auf der Oberflache von B-
Zellen und Monozyten ebenfalls hochreguliert werlann, fuhrt diese Art der Behandlung
auf dendritischen Zellen zu einer HerunterreguhgrgYoshinaga et al. 2000). Swallow und
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Mitarbeiter (1999) konnten zeigen, dass die Expoessron B7h-mRNA nach einem
systemischen LPS-Stimulus in der Milz herunterviglen nichtlymphatischen Geweben und
auch auf Fibroblasten allerdings aufreguliert wikahalysen mittels ICOS-Fusionsproteinen,
die direkt das an der Zelloberflache exprimiertdnBolektil detektieren kdnnen, zeigen im
Menschen eine konstitutive B7h-Prasenz auf ruheriletellen, Monozyten und einigen
dendritischen Zellen (Aicher et al. 2000). Diesepiession lasst sich mit IRNnoch weiter
steigern (Swallow et al. 1999, Aicher et al. 2000)e B7-1 und B7-2 lasst sich auch B7h auf
einer kleinen Subpopulation von CBB-Zellen nachweisen (Ling et al. 2000).

Liang et al. (2002) entwickelten ein Modell fur diegulierung der B7h-Expression auf
naiven und aktivierten B-Zellen, in dem die folgenddrei Faktoren eine wichtige Rolle
spielen: der BZR, IL-4 und CD40. Dabei fiihrt sowdie Aktivierung des BZR als auch die
des IL-4-Rezeptors allein und in Kombination zu eeirHerunterregulierung der B7h-
Expression. Eine Kostimulation Uber CD40 hingegemes sich als effektiver Gegenspieler
zu den beiden zuvor erwahnten negativen ModulatoEgne Interaktion von CD40 mit
CD40L war im Stande, die oben beschriebene Hemagelierung nach B-Zell-Aktivierung
vollstandig zu verhindern.

Immunhistochemisch konnte bisweilen eine B7h-Exgiasauf Endothelzellen (Khayyamian
et al. 2002), Keratinozyten, Langerhanszellen ungyen Untergruppen dendritischer Zellen
(Witsch et al. 2002), sowie auf tubularen Epithkdze(Wahl et al. 2002) und Makrophagen
(Totsuka et al. 2003) nachgewiesen werden. Im “elgl des humanen B7h-
Expressionsmusters mit dem einer Maus scheinen mekiglich Lokalisation und Starke

geringe Unterschiede abzuzeichnen.

1.2.3 ICOS (inducible costimulator) als Rezeptorir B7h

Als Bindungspartner fur B7h konnte der Rezeptor EiQentifiziert werden (Hutloff et al.
1999), der auch unter den Namen H4 (Buonfigliole2@00), ALIM (Tamatani et al. 2000)
oder CRP-1 (Yoshinaga et al. 1999) in der Literaturfinden ist. ICOS wird nicht auf
ruhenden, sondern nur auf aktivierten T-Zellen ew@rt (Hutloff et al. 1999). Diese
Expression wird hauptséchlich durch Signale beesst, die durch den TZR und durch das
kostimulatorische Molekul CD28 vermittelt werderof@® et al. 2000, McAdam et al. 2000).
Zusatzlich wurde auch eine Expression aufiniahen Killerzellen (NK) nachgewiesen
(Ogasawara et al. 2002).
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1.2.4 Rolle des B7h/ICOS-Signalweges in der Immuntwvort

Da ICOS sowohl auf kirzlich aktivierten T-Zellensabhuch auf T-Ged&chtniszellen
nachzuweisen ist, scheint es nicht nur in der pemasondern auch in der sekundaren
Immunantwort eine Rolle zu spielen. Nach TZR-Statioh wird ICOS auf zuvor noch
naiven T-Zellen nach ungefahr 12 Stunden hochregulind erreicht nach weiteren 36
Stunden sein Maximum (Mages et al. 2000). Verghchet CD28 leistet ICOS wahrend der
initialen T-Zellaktivierung in Bezug auf die IL-2u8schittung und die damit verbundene T-
Zellproliferation einen nur sehr geringen Beitrdg@ghinaga et al. 1999, McAdam et al. 2000,
Wang et al. 2000, Yoshinaga et al. 2000). Es istramstande, Uber die niedrige Produktion
von IL-2 eine anfangliche T-Zellexpansion einzuweit sie jedoch aber nicht
aufrechtzuerhalten. Vielmehr scheinen andere di€&S-Stimulation sezernierte Zytokine
im spateren Verlauf der T-Zellantwort eine trageRidle zu spielen. Neben der Produktion
von IL-4, IL-5, IFNy, TNFo. und GM-CSF (Hutloff et al. 1999, McAdam et al. B)&ommt
vor allem der Sekretion von IL-10 eine besonderdddéung zu, da sie sich stark in Menge
und Effektivitdt von der durch CD28 vermitteltenk8sion unterscheidet (Yokochi et al.
1982, Linsley et al. 1996). Somit lasst sich jewsdilotz einiger sich Uberlappender und
erganzender Funktionen eine dominierende Stell@ngkdstimulatorischen Molekiile CD28
und ICOS zu unterschiedlichen Zeitpunkten in demimantwort erkennen. Wéhrend CD28
seine Wichtigkeit in der Initilerung einer Immunawott besitzt, indem es u.a. durch IL-2 die
klonale T-Zellproliferation herbeiftihrt, GbernimM€OS u.a. durch Erhéhung des IL-10-
Spiegels eher Funktionen in der weiteren Th-Zd#d#nzierung und der Effektorphase.

Mit Hilfe von Untersuchungen an verschiedenen Ihnfelsmodellen (Kopf et al. 2000,
Bonhagen et al. 2003), Autoimmunerkrankungen, Tpiamsationsmodellen (Ozkaynak et al.
2001) und sonstigen Krankheitsmodellen (allergisatemwegserkrankungen [Tesciuba et
al. 2001, Gonzalo et al. 2001], rheumatoide Anhr[twai et al. 2002]) konnte gezeigt
werden, dass ICOS, welches zwar auf beiden ThiZiell (Th1l und Th2) induziert werden
kann, aber nur auf Th2-Zellen nach wiederholtem8kation auch langer exprimiert bleibt,
wesentlich zur Regulation beider Th-Antworten k#gtr Unter manchen Umstéanden scheint
es jedoch wie CD28 die Th2-Antwort durch Produktitam Zytokine IL-4, IL-5, IL-10, IL-13
besonders zu fordern. Die Sekretion Th2- oder Tpisther Zytokine wie IFN und TNFe

und die daraus resultierende Effektorfunktion hadgibei anscheinend von verschiedenen
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Faktoren ab, wie z.B. der Art des Antigens, Lokdlen der Entziindungsreaktion und der
Chronizitat der Immunantwort (Bonhagen et al. 2003)

Die Komplexitat der verschiedenen Funktionen sath &8eispiel der experimentellen
Autoimmunenzephalomyelitis (EAE) verdeutlicht wand®ie EAE ist eine Thl-vermittelte
Autoimmunkrankheit, die durch MOG (Myelin Oligodendyt Glykoprotein) -spezifische
CD4'-T-Zellen ausgelost wird. Dabei fiihrt interessantése die Blockade des ICOS/B7h-
Signalweges wahrend der Anfangsphase der Immunantwdie der erstmaligen
Antigenprasentation von APCs gegenuber den T-ZdéHeRriming) gleichkommt, zu einem
schwereren Krankheitsverlauf der EAE (Rottman e2801). Auch ICOS-defiziente Mause
weisen eine erhohte Empfanglichkeit fur die EAE @dng et al. 2001 a). Beide Falle gehen
mit einer erhdhten Produktion von INeinher. Schaltet man jedoch den ICOS/B7h-
Signalweg zu einem spéateren Zeitpunkt aus, derfahgder T-Zell-Migration in das zentrale
Nervensystem entspricht, so ist damit eine eindeuderbesserung des Krankheitszustandes
zu erzielen (Rottman et al. 2001). Wéhrend die Redung des EAE-Schweregrades uber
die sonst proinflammatorische Wirkung von ICOS &r &ffektorphase zu erklaren ist, liefert
die nun fehlende Unterstitzung einer protektive@-Antwort — die normalerweise mitunter
durch ICOS geleistet wird — und die daraus folgendestarkte Thl-Antwort die
wahrscheinlichste Erklarung fur die Verschlechtgrun der Initiationsphase. Andererseits
ware auch die Beeintrachtigung regulatorischer Mede(Tg) auf Grund einer gestorten IL-
10-Produktion eine mogliche Ursache (Carreno & i@sl2002). Diese These wird durch
Akbari et al. (2002) in einem Asthma-dhnlichen Maosdell bekraftigt, in dem die
Entwicklung und die inhibitorische Funktion vork-Zellen nicht nur von IL-10, sondern
auch von der Interaktion zwischen ICOS und B7h aglgasind.

Im Gegensatz dazu ist bei einer fehlenden Intevakion CD28 mit B7-1 und B7-2 z.B. in
CD28-defizienten Mausen (Perrin et al. 1999) kelEwE zu induzieren, da hier von
vornherein keine klonale T-Zellproliferation mehr erreichen ist.

Eine weitere wichtige Rolle kommt dem ICOS/B7h-Silyveg in der T-Zell-abhangigen B-
Zell-Hilfe und der daraus resultierenden humoralenmunantwort zu. Besonders gut
verdeutlicht wird dies an ICOS-knock-out-Mausenffallig dabei ist vor allem ein Defekt in
der Formierung von lymphoiden Keimzentren, die daohnkleiner und in der Anzahl
reduziert sind, und im Wechsel der Immunglobuliotypklassen nach einer primaren oder
sekundéaren Immunisierung mit T-Zell-abhangigen gerien (McAdam et al. 2001, Dong et
al. 2001 a, Dong et al. 2001 b). Die Immunreakioih T-Zell-unabhéngigen Antigenen ist
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frei von den oben geschilderten Defekten (Tafuralet2001). Weiterhin lassen sich diese
Fehlfunktionen durch sehr starke entziindliche Reider einer Kostimulation mit CD40
Uberbricken, was moglicherweise auf eine Ausfuhruhgser Funktionen Uber eine
Regulation der ICOS-induzierten CD40-ExpressionlisBen lasst (McAdam et al. 2001).
Manche Beobachtungen an diesen Mausen unterschsidenvon denen, die an ICOS
Mutanten beim Menschen gemacht wurden. Wahrendriggn Mausen die Anzahl und der
Reifegrad der B-Zellen sowie der Spiegel an IgM normalen Bereich liegen, ist beim
Menschen sowohl eine stark reduzierte Menge an IB#Zeund IgM als auch eine
Reifungsstorung von B-Zellen feststellbar (Grimbarcht al. 2003). In beiden Spezies sind
jedoch Anzahl, Funktion und Differenzierung der @Hén unbeeinflusst. Obwohl die
Interaktion von ICOS mit B7h zur Hochregulierungniger Chemokinrezeptoren beitragt
(Gonzalo et al. 2001), die wiederum auf die geathiMigration von T-Zellen wirken, ist ein
solcher Defekt als Ursache fur die vorliegendedrtie B-Zell-Hilfe auszuschlie3en (Smith et
al. 2003). Trotzdem lasst die enge ortliche Beazwghwon ICOS-Th-Zellen (bevorzugt
Keimzentren und umgebende T-Zellzone) zu BBKZellen (verstreut tUber den ganzen
Follikel) in den sekundar lymphatischen Gewebere aonstige durch ICOS-exprimierende
T-Zellen geleistete B-Zell-Hilfe vermuten (Yoshirzagt al. 1999, Mages et al. 2000).
Zusammenfassend kann man nun die Rolle von [CDg'-T-Zellen in der Regulation der
Immunantwort in folgenden Gesamtkontext bringeny{€& Gutierrez-Ramos 2001). Wenn
gereifte, Antigen beladene dendritische Zellenekundar lymphatischen Organen in Kontakt
mit antigenspezifischen T-Zellen treten, entwickeinh nach Stimulation Gber den TZR
(interagiert mit MHC 1l auf DC’s) und nach Kostimatibn tiber CD28 (interagiert mit B7-1
und B7-2 auf DC’s) gepragte T-Helferzellen. Kurzmaktivierung wird auf den Th-Zellen
eine Menge von Molekilen hochreguliert, wie u.as geoinflammatorisch wirkende ICOS
und die inhibitorisch wirkenden CTLA-4 und PD-1. é/ldie Interaktion von ICOS mit B7h
auf B-Zellen wird — teils direkt, teils indirekteinerseits die Reifung antigenspezifischer B-
Zellen zu Plasmazellen und Gedéachtniszellen geftrdead andererseits die weitere
Differenzierung der Th-Zellen zu Thl-/Th2-Effektooder Gedachtniszellen veranlasst.
Kommt es hingegen zu einer Bindung von CTLA-4 mit Boder B7-2, die eine etwa 20- bis
100fach héhere Affinitat besitzt als mit CD28 (Umset al. 1994), bzw. von PD-1 mit PD-L1
oder PD-L2, wird die Entwicklung einer effektivammunantwort unterdrickt.

Neben all diesen wichtigen Funktionen von ICOS/Biftsichtlich CD4-T-Zellen beeinflusst

jener Signalweg auch die CD8-Zellantwort. Vor allem in der sekundaren Immuiveort
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beweist sich ICOS/B7h in der Zerstérung von Tumitereals effektiv. Dies wird jedoch
nicht durch eine Erhdhung der zytotoxischen Akdiyitsondern durch eine gesteigerte
Produktion von Zytokinen wie IL-2 und IRNerreicht (Liu et al. 2001, Wallin et al. 2001).
Ebenfalls diskutiert wird eine eventuelle negati\Regulation der zellvermittelten
Immunantwort durch diesen Signalweg, da erhdhteedgpi von ICOS und B7h in
Tumorgeweben gefunden wurden. Eine mdgliche Erkgirware die daraus resultierende
Bevorzugung einer Th2-Antwort, was zusatzlich duddn Nachweis einer gesteigerten
Sekretion von IL-10 bekraftigt wird (Chen et al 03).

Ogasawara et al. (2002) konnten zeigen, dass aitdiiohe Killerzellen in ihrem aktivierten
Zustand ICOS exprimieren und dadurch zur Tumorabvbelitragen. Hierbei liegt sowohl
eine Erhdéhung der zytotoxischen Aktivitat als adeh Zytokinproduktion wie z.B. von IFN
Vor.

Im Gegensatz zur B7h-Expression auf APCs ist digk&on der ubiquitéaren Expression auf

peripheren Geweben noch nicht verstanden.

1.3 Uberblick tber die restlichen B7-Familienmitgleder und

deren Rezeptoren

Die mit Sicherheit am besten untersuchten Molekiild der Rezeptor CD28 zusammen mit
seinen Bindungspartnern B7-1 (CD80) und B7-2 (CD&Bahrend CD28 konstitutiv auf

naiven und aktivierten T-Zellen exprimiert wird fischow et al. 1996), sind seine Liganden
teils konstitutiv (B7-2), teils nach Induktion (Bj-ausschliel3lich auf lymphoiden Geweben
vorzufinden (Freeman et al. 1991, Freeman et al93)l9 Eine Interaktion dieser

Bindungspartner fuhrt beispielsweise Uber eine lghéZytokinausschittung, v.a. IL-2,

(Thompson et al. 1989) oder Uber eine Induzierumig-sgpoptotischer Gene (Boise et al.
1995, Lanzavecchia et al. 1999) zu einer T-Zellpiktung. Die meisten T-Zell-abhangigen
Immunantworten benétigen zwingend diesen stimuiiéea Signalweg, und nur wenige sind
davon unabhéangig (Shahinian et al. 1993, Watts &eflette 1999). Kommt es jedoch zu
einer Bindung der B7-1/-2-Molekile mit dem fiur @benfalls als Rezeptor fungierenden
Protein CTLA-4 (cytolytic T lymphocyte-associatedtigen-4), resultiert daraus eine

immunsuppressive Wirkung, die Uber eine Inhibierudey T-Zell-Aktivierung vermittelt
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wird. Die immunregulatorische Notwendigkeit von G¥Y4, das nur auf bereits induzierten
T-Zellen exprimiert wird (Chambers et al. 2001, Ege al. 2002), wird am Phanotyp CTLA-
4-defizienter Mause verdeutlicht. Diese Mause stertinige Wochen nach Geburt auf Grund
einer lymphoproliferativen Erkrankung mit anschéeBer Organdestruktion (Tivol et al.

1995, Waterhouse et al. 1995).

Die bisher erwahnten Rezeptoren mit ihren Ligandearden zu den klassischen
kostimulierenden Molekllen gezahlt. Diesen stehes@izlich relativ neu entdeckte Proteine
gegeniber, deren Untersuchungen auf die Existerzh neeiterer Familienmitglieder
schlieBen lassen. Eines von ihnen ist der Rezdéfiiefl (programmed death-1). Er konnte
bisher auf aktivierten T- und B-Zellen, Makrophad@gata et al. 1996, Nishimura & Honjo
2001) und einem Teil doppelt negativer Thymozytdrsiiimura et al. 1996) nachgewiesen
werden. Er interagiert mit den Liganden PD-L1 urd-IR2, die ein wesentlich breiteres
Expressionsmuster zeigen und somit nicht nur auhudierten APCs und lymphoiden
Organen (Milz, Lymphknoten, Thymus), sondern audilstin einer viel grol3eren
Auspragung in der immunologischen Peripherie (RlEgelLunge, Herz, usw.) vorhanden
sind. Werden die erwahnten Molekile nach Stimutatip.B. IFNy) in ihrer Expression
hochreguliert, fuhrt dies ahnlich der Funktion VBMLA-4 zu einer Hemmung der T-Zell-
Proliferation, Zytokinproduktion und des Zellzyklggreeman et al. 2000, Latchman et al.
2001). Auf Grund des ubiquitaren Vorkommens von IBDund -L2 und der negativ
immunregulatorischen Wirkung bei Interaktion mit BDscheint dieser Signalweg eine
wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der peripgre Toleranz zu spielen (Carreno &
Collins 2002). Diese Hypothese lasst sich durchAl#treten von Autoimmunerkrankungen
(Nishimura et al. 1999, Nishimura et al. 2001) gtatker Lymphozytenproliferation in PD-1-
defizienten M&ausen unterstutzen.

Das erst 2001 entdeckte Mitglied der B7-Familie HB¥-(Chapoval et al. 2001) scheint
hingegen wie all die neueren B7-Mitglieder wiederuein sehr breit gestreutes
Expressionsmuster zu besitzen, das von aktividryemphozyten, Monozyten, dendritischen
Zellen Uber lymphoide Gewebe bis hin zu allen nabgin nicht lymphoiden Organen reicht.
Der entsprechende Rezeptor, der noch nicht ideietifiist, aktiviert das Immunsystem tber
T-Zell-Proliferation (CD4 und CDS8), Zytokinproduktion (IFN) und Steigerung der
zytotoxischen Aktivitat der CD8T-Zellen.



Einleitung 11

Die beiden erst 2003 entdeckten B7-Mitglieder B7{8#a et al. 2003) und B7S1 (Prasad et
al. 2003), deren Rezeptoren jeweils noch nichtitmest werden konnten, zeigen beziglich
der T-Zell-immunitét einen inhibitorischen Effekt.B. Abschwachung von Proliferatian
zytotoxischer Aktivitat). Mittels RNA-Analysen wuedim Gegensatz zu manchen FACS-
Untersuchungen eine breite Expression sowohl inphwiden als auch nichtlymphoiden
Organen beider Molekile nachgewiesen.

1.4 Intestinales Immunsystem
1.4.1 Darmassoziiertes lymphatisches Gewebe (GALT)

Das darmassoziierte lymphatische Gewebe (GALT =agsbciated lymphoid tissue) gehort
zu einem der spezifischen Immunsystemkompartimedie, in direktem Oortlichen und
funktionellen  Zusammenhang mit verschiedenen  Suiguten stehen und
zusammenfassend auch MALT (mucosa associated lyichptiesue) genannt werden.
Verglichen mit peripheren Lymphknoten und der Milanterscheidet sich das
schleimhautassoziierte Immunsystem zum einen demth weitgehende Beschrankung der
Immunantwort auf eines der speziellen Kompartimenteem sie auch ausgeldst wurde, und
zum anderen durch eine auf Grund von spezifischezepor-Liganden-Interaktionen
bestehende Begrenzung einzelner Lymphozyten aufestimmtes Kompartiment. Weiterhin
wird dieses Abwehrsystem hauptsachlich mit Antigekenfrontiert, die direkt tGber die
Schleimhaut ins Innere gelangen und nicht erst dberBlut- oder Lymphweg antransportiert
werden (Janeway et al. 2002, S. 432-433).

Betrachtet man das GALT genauer, so lasst es sidtomisch gesehen in weitere
Untereinheiten untergliedern. Beginnend an derehamt Mundhohle besteht es aus einem
Komplex aus Rachen-, Gaumen-, Zungen- und Tubenehghdadeyerscher Rachenring),
aus den sog. Peyerschen Plaques (PP) im Dunn- Ulindd&m und aus vereinzelten
Lymphfollikeln im Dick- und Mastdarm (Pabst et 4994; Janeway et al. 2002, S. 433).
Neben diesen organisierten lymphatischen Struktgitenes auch einzelne, verstreut sitzende
Lymphozyten, die entweder in der Lamina propria)(der Darmwand oder in deren Epithel
lokalisiert sind. Die einen — als ,Lamina proprignhiphozyten (LPL)"“ bezeichnet — haben

ihren Ursprung wohl in den PP, aus denen sie naatigénkontakt Uber efferente
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Lymphbahnen auswandern und letztendlich dem Blutiedgend Uber hochendotheliale
Venolen in der LP wieder einwandern. Diese Popuhatietzt sich aus T-Effektorzellen, die
meistens den Oberflachenmarker CD4 tragen, undrlzalen zusammen, die fir den hohen
IgA-Spiegel im sezernierten Darmschleim (Mucus) amawortlich sind (Tlaskalova-
Hogenova et al. 2002). Die anderen — als intraepaie Lymphozyten (IEL) bezeichnet —
stellen meist CD8T-Zellen dar, die neben dem haufig vertretenghTZR zum Teil einen
ungewdhnlichen Oberflachenphéanotyp wie eiggTZR aufweisen. Diese Zellen mit dem
zuletzt genannten Rezeptor scheinen Uber einektelireZellkontakt mit dem Epithel zur
Instandhaltung der Epithelzellbarriere bei Infektimder Verletzung der Enterozyten
mitzuwirken (Janeway et al. 2002, S. 434-436). lmegé&hsatz zu den LPL sind die IEL
wahrscheinlich eine eigen- und darmstandige Zelifgpn, die den Thymus nicht
durchlaufen hat (Rocha et al. 1994).

Wahrend die eben beschriebenen Zellen (LPL und #6h)it vorwiegend mit effektorischen
Aufgaben betraut sind, wird die Induktion einer lmmantwort in den organisierten
Strukturen der solitdren Lymphfollikel und der Pesplen Plaques hervorgerufen. Letztere
gleichen einem breitflaichigen Zusammenschluss kiazd-ollikel, deren Gesamtzahl sich
pro PP bis auf ca. 25 Stick belaufen kann. Zwiscligm Follikeln, die dem
Hauptansammlungsort von B-Zellen entsprechen, degsog. Interfollikularregion mit ihren
T-Zellen und den hochendothelialen Venolen, dieAals- und Eintrittspunkt fiir die dort
lokalisierten Lymphozyten dienen. Uber den Follikédefindet sich ein spezifisches ins
Lumen vorgewolbtes, gemischtes B- und T-Zellkomipeht (= Domregion), das mit einem
eigens charakteristischen Epithel Gberdeckt igbgPat al. 1994, Otto 2001).

1.4.2 Allgemeiner Aufbau und Funktion der intestiralen Epithelzelle

Das intestinale Epithel lasst sich hinsichtlich Bati und Funktion grob in zwei Formen
aufteilen, namlich in ein follikelassoziiertes (FAENd ein restliches, nicht follikelassoziiertes
Epithel (NFAE). Diese zuletzt erwahnte Epithelatt aus mikrovillitragenden Enterozyten,
schleimsezernierenden Becherzellen und enteroem@okrZellen zusammengesetzt. Auf
diese Weise ist es optimal an seine Hauptaufgabemweliteren Nahrungsverdauung und der
Resorption angepasst. Im Gegensatz dazu besteridlabauptsachlich aus Enterozyten, die

jedoch mit hochspezialisierten sog. M-Zellen erg&ind. Jenen M-Zellen fehlt an ihrer
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apikalen Membran der sonst Ubliche Burstensaunttd®ssen sind sie dort vielfach klein
gefaltet, was ihnen den Namen der ,MikrofaltenZellgab. Nicht nur diese

hochspezialisierten M-Zellen, sondern auch die teaigen des FAE sind mit Hilfe einiger
struktureller und funktioneller Unterschiede gedmridem NFAE eng in immunologische
Prozesse eingebunden (Pabst et al. 1994, Sieato2000).

1.4.3 Immunologische Rolle der intestinalen EpitHeelle

Trotz der oben beschriebenen spezielleren Aufgalesnfollikelassoziierten Epithels wurde
in den letzten Jahren immer mehr die immunologidbeeutung aller Enterozyten bekannt.
Dies zeigt sich allein schon im Beitrag der intesiién Epithelzellen zur angeborenen,
unspezifischen Immunantwort. Die Basis hierbei dfilddie Barrierefunktion des
einschichtigen Zylinderepithels, welches mit seinaterzellularverbindenden sog. ,tight
junctions® eine selektiv permeable Schicht darsteiid Uber die Freisetzung bestimmter
Mediatoren zur eigenen Integritat beitragt (Nustaal. 1994). Wichtig dabei ist die dadurch
entstehende Zellpolaritat, die einen gerichtetean3port oder Membraneinbau verschiedener
Molektle wie z.B. von Rezeptoren erlaubt. Auf didseise ist auch die Transzytose der
massenhaft von Plasmazellen in der Lamina propaldeten dimerischen IgA-Antikorper
(in geringen Malen auch IgM) mdglich, die potehtmdthogene Antigene erkennen und
durch Bindung neutralisieren konnen. Weiterhin werdurch Sekretion eines zahen Mucus
Bakterien eingehillt und eine anschlieRende Intemakoder Infektion der Epithelzelle
erschwert. Diese Schleimproduktion kann sogar dwerischiedene potentielle Darmnoxen
angeregt werden (Epple et al. 1997). Hinzu kommeiene unspezifische Faktoren in Form
von Enzymen und anderen Proteinen, die fir dastébtéon Bakterien zustandig sind. Dazu
zahlen Dbeispielsweise das Lysozym (verdaut die waell einiger Bakterien),
Komplementfaktoren und sog. Defensine (werden aars Blaneth’schen Koérnerzellen am
Grund der Krypten konstitutiv oder nach Stimulatieezerniert) und die Laktoperoxidase
(bildet freie Radikale) oder das Protein Laktofer(fangt das fiir ein Bakterienwachstum
essentielle Eisen ab) (Tlaskalova-Hogenova et0fl2p

Im Gegensatz hierzu zeichnet sich das erworbeneutlmystem durch eine spezifische,
gezielte Immunantwort gegen bestimmte Antigene knzsvischen wird es immer deutlicher,

dass die intestinalen Epithelzellen nicht etwa passive Mitspieler darstellen, sondern
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vielmehr eine &ullerst zentrale Rolle in einem Netkwvon Botenstoffen und
Rezeptor/Liganden-Interaktionen einnehmen. Intargsdabei ist, dass sie neben dem auf
fast allen Korperzellen exprimierten MHC-I-Molekiiidas die jeweils vorhandenen
intrazellularen Proteine den CDB-Zellen prasentiert, auch das frither sonst nun vo
professionell antigenprasentierenden Zellen (pAH®@s)bekannte MHC 1l exprimieren. In
Vivo ist seine Prasenz vor allem im Epithel des &egund in den follikelassoziierten Stellen
des Darmes in Form einer basolateral restringiefambranexpression nachgewiesen
(Hirata et al. 1986, Hershberg et al. 1998). Audsdi Weise konnten Antigene nach einer
apikalen Einschleusung in die Zelle am gegenulgghden Ende mittels MHC 1l den
immunologischen Effektorzellen dargeboten werdene caine Positivitat fur den
Oberflachenmarker CD4 aufweisen (Pitman & Blumb&@00). Die Effektivitdt der
Antigenprozessierung und -prasentation kann durocimfl/ammatorische Stimuli wie IFN
noch weiter gesteigert werden beziehungsweise wew®e stattfindende Aktivierung
wesentlich hohere Mengen von Antigen fur eine MH®rbzessierung benétigt (Hershberg
et al. 1997). Hinzu kommt ein weiterer, Klasse-iither, antigenprasentierender Komplex,
der zu der Familie der nicht klassischen MHC-Molekgehdort, namlich CD1d. Seine zwei
bisweilen beschriebenen Isoformen werden auf déwabkgm bzw. auf sowohl apikaler als
auch basolateraler Membran der Epithelzellen exprim(Kim et al. 1999, Somnay-
Wadgaonkar et al. 1999, Kim et al. 2000, van de &val. 2003), wobei die zuletzt erwahnte
Form eine Interaktion mit einer bestimmten Subpapoh der NK-T-Zellen einzugehen
scheint. Wahrend die von diesen Zellen nach Stiaunlan grof3en Mengen produzierten
Zytokine IL-4 und IFN eine Aktivierung des Immunsystems bewirken, widie nach
CD1d-Bindung bei intestinalen Epithelzellen beoletsh Sezernierung von IL-10 hingegen

eine immunsuppressive Wirkung zeigen (Colgan €t399).

Zuzuglich zu jenen antigenprasentierenden Komplesezteihen einige auf den intestinalen
Epithelzellen exprimierten Molekile diesen Zellamcta die Fahigkeit, T-Zellen tber eine

Kostimulation zu einer Proliferation anzuregen. ®08t eines dieser Proteine, von denen
gezeigt wurde, dass es als eines der wichtigststinkolatorischen Molekile auf APCs zwar
nicht konstitutiv, aber nach Induktion in einem zmtdlichen Milieu auf Darmepithel

exprimiert werden kann (Nakazawa et al. 1999). Edksnin einer Entzindung hochreguliert
wird das sog. Lymphocyte function associated antig€A-3), welches anscheinend selektiv

T-Helferzellen zu aktivieren vermag (Framson etl@99). Demgegenuber steht ein anderes
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Protein namens gp180, dessen Ziel wiederum nur'dB®&ellen darstellen. Hierbei scheint
es mehr regulatorische als zytotoxische Effektemwickeln (Campbell et al. 2002). Neben
diesen stimulierend wirkenden Molekulen gibt eshaslche wie das ,biliary Glykoprotein®

(BGP), die eine inhibitorische Wirkung auf das Immaystem entfalten. Dieses Protein wird
auf intestinalen IEL exprimiert, wobei man seinein nicht identifizierten Bindungspartner

auf den intestinalen Epithelzellen vermutet (Pitr&aBlumberg 2000).

Ein anderer Ansatzpunkt von Seiten des Epithels zaZmmunologischen Geschehen
beizutragen, ist die Rekrutierung von Entzindunigsze Uber eine Sekretion von
Botenstoffen (Chemokine) oder eine Expression \aan Adhasionsmolekilen. Als solch ein
Protein ware beispielsweise ICAM-1 zu nennen, dashrinfektion oder Zytokinstimulation
nochmals in dessen Ortlicher Beziehung hochredqulkdrd und eine Anheftung von
neutrophilen Granulozyten zur Folge hat. IL-8 ura$ gmacrophage-inflammatory-protein-
lo* (MIP-10) gehoren hingegen zur grol3en Gruppe der Chemokieeyerletzungs- und
infektionsspezifisch sezerniert werden kdnnen.didén erwahnten Fallen fuhrt dies zu einer
auserwahlten Anlockung von Neutrophilen bzw. von kMahagen an den Ort des
Geschehens (Mac Dermott et al. 1998).

Ein noch viel komplizierteres Netzwerk zur BeeisBung einer Immunantwort liefert das
Zusammenspiel aus bestimmten Mediatoren, sog. ok und deren Rezeptoren. Durch
das aulerst breitflachige Muster der Zytokinsetretler intestinalen Epithelzelle kann unter
anderem gezielt Einfluss auf den funktionellen tZod verschiedener Immunzellen
genommen werden. Das Wirkspektrum reicht damit vder Regulation des
Aktivierungsgrades bestimmter LymphozytenpopulaorglL-1a, IL-1p, IL-8, IL-7, IL-10,
IL-15, TGH3, SCF, TSH) Uber die Steigerung der sekretorisdg@nProduktion (IL-6) bis
hin zur Beeinflussung der intestinalen Barrieretiotk durch das Epithel (IL-10, IFN
TNFa) oder der intestinalen Flussigkeitssekretion (PDGEchuerer-Maly et al. 1994,
Reinecker et al. 1996, Eckmann et al. 1997, Scheti&. 1999 b).

Das Darmepithel ist jedoch in der Lage, solche Bstteffe nicht nur zu produzieren, sondern
auch selber Uber die Expression verschiedenstarkifiyezeptoren (Reinecker & Podolsky
1995, Panja et al. 1998) die Signale dieser Medtatzu empfangen. Dabei werden die
Zytokine hauptsachlich von Entzindungszellen ausndberen Umgebung freigesetzt. Sie
bewirken eine Verdnderung des Enterozytenphanotypsdem sie z.B. die

Oberflachenexpression einiger Molekile, wie dastikadierende Molekil CD86, das
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antigenprasentierende Protein MHC Il oder den pelgn Ig-Rezeptor hochregulieren. Auf
diese Weise werden wieder neue Interaktionsmoghitbk mit anderen Zellen geschaffen
oder aber nur ein Beitrag zur angeborenen Immurantyeleistet (z.B. Gber eine Sekretion

von Komplementfaktoren) (Pitman & Blumberg 2000).

1.4.4 Erzeugung einer lokalen und systemischen Immitat durch das

Zusammenspiel von GALT und follikelassoziiertem Ephel im Darm

Da die Zusammenhéange in diesem Bereich noch setureichend verstanden sind, kann
man nur ein grobes, zum Teil hypothetisches Modali; Entstehung einer im Darm
ausgelosten Immunantwort skizzieren (Neutra eR@01; Janeway et al. 2002, S. 432-442).
Zu Beginn werden allerlei Makromolekile und Mikrganismen in die M-Zellen des
follikelassoziierten Epithels aufgenommen und ahleBknd entweder im subepithelialen
Raum wieder ausgeschleust, um dort von dendritis&®tlen internalisiert zu werden, oder
es findet eine direkte Interaktion der M-Zellen nBitGedachtniszellen statt. Daraufhin
konnen in beiden Fallen die prozessierten Antigésl@l oder nach Migration in die
interfollikulare Zone beziehungsweise in die mesgalen Lymphknoten den T-Zellen
prasentiert werden. Diese, zu Effektorzellen geredfrreichen Uber den Lymph- und
letztendlich tUber den Blutweg die Schleimhaut veestenster Organsysteme (MALT). Die
Auswanderung wird durch das Mukosa-spezifische Adimsmolekil MAJCAM-1
gesteuert. Auf diese Weise ist nicht nur eine ¢ifekdokale Bekdmpfung von Pathogenen im
Darm, sondern auch eine protektive Pradgung desomaelgin Immunsystems anderenorts
maoglich.

Dabei muss im Darm eine schwierige Balance eingemalerden, einerseits gefahrliche
Antigene schnell und kraftvoll abzuwehren, andei¢éssjedoch gegen harmlose Antigene
keine Immunreaktion auszulésen (orale ToleranzkxoBen auf die sich bietende enorme
Angriffsflache von 200 — 300 froder auf die Kontaktierung mit einer unvorstelémaMenge
harmloser Nahrungsantigene sowie einer physiatbgis Besiedlung von 1bBakterien ist

diese Leistung ein erstaunliches Kunstwerk.
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1.5 Chronisch entztindliche Darmerkrankungen (CED)

Unter dem Sammelbergriff ,,chronisch entzindliche®arkrankungen (CED)" versteht man
eine Gruppe von idiopathischen chronischen Entziigeln des Darmes. Der Ausdruck
Jdiopathisch* bedeutet, dass deren genaue Patlesgenoch nicht geklart werden konnte.
Ublicherweise verbindet man aber mit CED nur diédée wichtigsten Vertreter dieser
Gruppe, namlich die Erkrankungen Morbus Crohn (M€9 Colitis ulcerosa (CU). Letztere
wurde schon 1875 von Wilks und Moxon als separiteskheitsbild entdeckt. Knapp 60
Jahre spater wurde die Darmerkrankung Morbus Cesktmals von Crohn, Ginsberg und
Oppenheimer (1932) als lleitis terminalis bzwelgionalis beschrieben.

(Wenn nicht zusatzliche Literatur angegeben istrdeuals Hauptquelle Friedman &

Blumberg in Harrisons Innere Medizin 2, 2003 verdein)

1.5.1 Epidemiologie

Obwohl beide Erkrankungen vor allem hinsichtlicts déinischen Erscheinungsbildes und
des histopathologischen Befundes einige Untersehiedifweisen, ahneln sich ihre
epidemiologischen Daten. Die Haufigkeit (PravalemzpPeutschland wird fiur MC ungefahr
auf 20 — 40 pro 100 000 Einwohnern geschéatzt undCtl auf ca. 40 — 90 (Otto 2001). Die
Anzahl der jahrlichen Neuerkrankungen (Inzidenz) waC liegt in den Vereinigten Staaten
von Amerika pro 100 000 Einwohnern bei 7 Erkranlemgnd von CU bei 11. Beide Werte
sind ungefahr mit den Inzidenzraten in Mitteleur@pagleichbar (Kéhne & Stallmach 1999).
Wahrend die Préavalenz von CU Uber die letzten dahettiv stabil geblieben ist, steigt
diejenige von MC noch in erheblichem MalRe weiter (&ito 2001), so dass sich das
ursprungliche Inzidenzverhéaltnis von 5:1 heute lemitteile zu 2:1 verschoben hat (Karlinger
et al. 2000). Dabei ist jedoch zu beachten, dasaditrittswahrscheinlichkeit von CED nicht
gleichmalidig unter der Weltbevolkerung verteilt sbndern eine starke Abh&ngigkeit von
regionalen, ethnischen und sozio6konomischen Gasgighkten festzustellen ist. So besteht
z.B. ein eindeutiges Nord-Sudgefalle, an dessete&i4,5 CU-Erkrankungen pro 100 000
Einwohnern in Island stehen (Loftus et al. 1998)och nur 0,5 pro 100 000 in Asien und
Sudamerika zu verzeichnen sind. Auch innerhalb seifeandes erkranken weil3e

Bevolkerungsgruppen, vor allem Juden, wesentlicafipér als schwarze oder asiatische
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(Karlinger et al. 2000). Ein weiterer geographischenterschied besteht in der
Haufigkeitsverteilung zwischen Stadt und Land, woBewohner landlicher Gegenden
weitaus seltener besonders an MC leiden. Auch Wiitgfliedern sozial schwéacher gestellter
Bevolkerungsschichten tritt CED nicht so haufig aué unter sozial starkeren (Karlinger et
al. 2000). In den letzten Jahren konnten einigelititg Faktoren bestimmt werden, die das
Erkrankungsrisiko zu beeinflussen scheinen. Sot#iegiB. Rauchen beziglich CU eine
protektive, hingegen im Bezug auf MC eine initirdle Wirkung (Lindberg et al. 1988).

Ebenfalls vorbeugend im Hinblick auf CU scheinthsicim Gegensatz zu MC (Andersson et
al. 2003) — eine frihe Entfernung des Appendix awsken (Andersson et al. 2001),

wahrend die Einnahme von Kontrazeptiva das Risiko, MC zu erkranken, in etwa

verdoppelt. CED kommt bei Mannern und Frauen glaihfig vor, moglicherweise mit einer

minimalen Bevorzugung des mannlichen GeschlechtdBe und zwar hauptséchlich in der
Altersgruppe von 15 bis 30 Jahren, wobei ein spatareiter Gipfel zwischen dem 60. und
80. Lebensjahr auffallt. Als sicher erweist sichder Atiologie eine genetische Komponente,
die sich zum einen in der Assoziation mit genetisedingten Syndromen wie dem Ullrich-
Turner Syndrom oder einigen Immunschwéacheerkrandiungnd zum anderen in der
familiaren Haufung niederschlagt. Dabei zeigen iggeeZwillinge im Falle von MC eine

67%ige und im Falle von CU immerhin noch eine 8%lgenkordanz. Bei zweieiigen

Zwillingen ist nur noch bei MC eine Konkordanz fasitellen, die sich auf 20% bel&uft.
Interessanterweise lassen sich sogar oft Gemeirgtankhinsichtlich der Lokalisation des

Befalls und des klinischen Verlaufs in von MC b&enen Familien finden.

1.5.2 Atiologie und Pathogenese

Wie schon die Definition von CED besagt (s. 1.9nike die Atiologie von MC und CU bis

zum heutigen Zeitpunkt noch immer nicht geklart degr. Es scheinen sich aber drei
Hauptsaulen in der Krankheitsentstehung abzuzemhde sich aus einer genetischen,
endogenen (wirtsspezifische Faktoren) und einegexen (Umwelteinflisse) Komponente
individuell mit jeweils unterschiedlicher prozeniera Beteiligung zusammensetzen
(Ardizzone & Porro 2002). Allein die epidemiologmem Daten (s. 1.5.1) belegen zwar ein
genetisches Mitwirken, zeigen zugleich jedoch audtrch die nur unvollstandige

Konkordanz monozygoter Zwillinge, dass noch weiexegene Faktoren eine Rolle spielen
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missen (Podolsky 2002, Shanahan 2002, Bonen & dJB)2 Mittels genomweiter
Untersuchungen konnten mogliche krankheitsassteziienci aufgezeigt werden, deren fur
eine erhohte CED-Empfanglichkeit verantwortlicheen@ — abgesehen von einer Ausnahme
— bis jetzt noch nicht erforscht sind.

Im Gegensatz dazu existiert eine Reihe von exogétaktoren, von deren Einfluss auf
Entwicklung und Persistenz der Krankheit man Ubegzeast. Neben den bereits unter
epidemiologischen Gesichtspunkten erwahnten Faktdie 1.5.1) wird ebenfalls ein
unginstiger Effekt von Seiten eines negativen SéegHart & Kamm 2002) sowie von
Medikamenten beispielsweise den entziindungshemmaendet-steroidalen Antiphlogistika
(Evans et al. 1997) prognostiziert. Weiterhin sohei der Industrialisierungsstatus eines
Landes, moglicherweise durch Unterschiede in Najsuonitteln, Hygiene, Infektionen und
Impfungen (Ardizzone & Porro 2002), und die inteate Darmflora eine Rolle zu spielen.
Von den genannten Faktoren nimmt die mikrobiellsiB&ung des Darmes moglicherweise
die zentrale Stellung ein. So konnte in einem Koodell der Maus, bei dem ein Teil der
Mause seit Geburt unter sterilen Bedingungen gehaltird, gezeigt werden, dass nur
diejenigen Tiere eine spontane Kolitis entwicketiie unter nicht sterilen Verhaltnissen
aufgewachsen waren (Rath et al. 2001). Weiterhindarii sowohl das Kolon mit seinem
hohen Bakteriengehalt als haufigste LokalisationEl®zindung (Sartor 1997) als auch das
positive Ansprechen der Krankheit auf Antibiotikawb Probiotika (s. 1.5.4) nebst vielen
anderen Beweisen fur diese These sprechen (Shagagan

Die dritte S&ule in der Atiologie stellen wirtssfische Faktoren dar, wie z.B. eine
Veranderung der Barrierefunktion des intestinal@itHels (Schmitz et al. 1999 a, Teller &
Beaulieu 2001) oder der Mikrozirkulation (Laroux@isham 2001). Manche Autoren sehen
in der CED auch klassische psychosomatische Erkragdn, denen ein ungeldster
psychischer Konflikt (z.B. Verlust einer wichtig@eziehungsperson) zugrunde gelegt wird.
Dies ist jedoch von anderer Seite heftig bestrjttendie oft vorzufindenden sich &hnelnden
Personlichkeitsstrukturen von CED-Patienten auch Résultat und nicht als Ursache zu
werten sind (Kéhne & Stallmach 1999).

Das Zusammenspiel all dieser Faktoren hat bei ggmhepradisponierten Menschen zur
Folge, dass das intestinale Immunsystem Uber eild@geren Zeitraum in hohem
Aktivitdtszustand verbleibt. Dies geschiehnt im QGeggtz zu einer ,physiologischen
Entzindung®, bei der die Immunantwort nach eineiz&n Aktivierungsphase rasch wieder

herunterreguliert wird, um Regenerationsvorgangaegen zu koénnen. Eine mogliche
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Erklarung flr jene ,pathologische Entzindung“ liefein intrinsischer Defekt, der primar
entweder in einer kontinuierlichen Aktivierung oden den herunterregulierenden
Mechanismen liegt, und damit zu einer inadaquatetwArt auf einen kurzzeitigen Stimulus
fuhrt. Die andere Mdoglichkeit besteht in einer agitgn Antwort auf einen chronischen
Stimulus, der entweder in der normalen luminaleordlbei vorhandener Fehlfunktion der
intestinalen Barriere oder aber in einem spezi@schnfektiosen Agens begrindet ist
(Podolsky 2002). Solch ein Agens konnte jedochjdiizt trotz ausgiebiger Untersuchungen
und vortibergehender Verdachtigungen einiger Vimgh Bakterien wie dem Mycobakterium
paratuberculosis nicht gefunden werden (Rowbothiaah. €995, Frank & Cook 1996, Sechi
et al. 2001).

Auf immunologischer Ebene bedeutet dieses, dasslmbalance zwischen pro- (z.B. IL-2,
IL-4, IL-12, TNFu) und anti-inflammatorischen Zytokinen (z.B. IL-I0GH3) bestehen muss.

So konnte fur MC eine Thl-lastige Immunantwort rgeskiesen werden, die es ihr tber
einen Entzundungskreislauf im Verbund mit Makrogdragurch gegenseitige Erhéhung Th1l-
spezifischer Zytokine (IL-2, IL-12- IL-18, TNE IFNy) ermdéglicht, eine transmurale,

granulomatése Entzindung zu erzeugen (Monteleona. €t997, Parronchi et al. 1997,
Pizarro et al. 1999). Die oberflachliche Entzindiogy CU-Patienten wirde eher mit der
prognostizierten Th2-lastigen Immunantwort Uber&msien. Dafir spricht das

nachgewiesene Zytokinprofil aus IL-4 und IL-5 (Fussk al. 1996) und die gesteigerte
Produktion von proinflammatorisch wirkenden IgG-iitpern, anstatt der sonst tblichen
IgA-Molekiile (Otto 2001).

1.5.3 Pathologie und Klinik

Die Colitis ulcerosa beginnt meist distal im Rektum und kann sich dann einer
kontinuierlichen Weise nach proximal tGber das gesdaftwmlon ausbreiten. Hierbei bleibt die
Entzindung bis auf wenige Ausnahmen, bei denereigige Millimeter in das terminale
lleum hineindringt (= Backwash-lleitis), auf dencRidarm beschrankt. 40 — 50% zeigen
einen ausschlief3lich rektalen oder rektosigmoid&efall. Bei weiteren 30 — 40% hat sich
die Erkrankung lber das Sigma hinaus ausgedehnénsietieint in ca. 20% der Falle als eine

Entziindung des gesamten Kolons (= Pankaolitis).
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Makroskopisch reicht das Erscheinungsbild der Scilaut bei einer milden Entztindung
von einem Komplex aus 6¢demattdser Schwellung, Roturdy feiner Granulierung bis zu
flachen punktformigen Ulzerationen hin, die im sehen akuten Schub breitflachig
konfluieren kénnen und eitrige Auflagerungen bild&i Chronifizierung der Erkrankung
und haufigen rezidivierenden Ulzerationen verflachtas Faltenrelief der
Dickdarmschleimhaut zunehmend, und es entstehttygasche Bild eines glatten, starren
Fahrradschlauches. Dartber hinaus imponieren zefiscden Ulzerationen restliche
Schleimhautinseln durch fortwahrende Regeneratamgginge, die letztendlich auch zu einer
Verkirzung und Verengung des Kolons fuhren, als &sgudopolypen. Mikroskopisch ist
eine Beschrankung der entzindlichen Aktivitat aig dberflachlichen Wandschichten
(Mukosa und Submukosa) zu erkennen. Das dort lagetichte Zellinfiltrat besteht aus
Lymphozyten, Plasmazellen, Makrophagen, Mastzedlewie eosinophilen und besonders
neutrophilen Granulozyten. Letztere wandern in #igpten ein, deren gewo6hnliche
Architektonik sich allmahlich in eine verzweigte dumngeordnetere Form veréndert, und
bilden die fast schon krankheitstypischen Kryptesaalse. Ansonsten sind die mukosalen
GefalRe meist prall gefullt, und es zeigen sichgehnSchwere der Entziindung fokal sitzende
Blutungen (Otto 2001).

Unter Kklinischen Gesichtspunkten betrachtet kagreldie Krankheitsaktivitdt im Gegensatz
zu Morbus Crohn gut mit dem endoskopisch gewonneBid. Im Vordergrund der
Symptomatik stehen blutig-schleimige Durchfélle ukdmpfartige Abdominalschmerzen.
Diese Beschwerden eines akuten Schubes nehmen%we®®&n chronisch-rezidivierenden
Verlauf mit zwischenzeitlich kompletten Remissionelie selbst bei 10% der Erkrankten
nicht mehr zu erreichen sind. Die ubrigen 5% edpricinen fulminanten Verlauf, dessen
Mortalitat mitunter durch die schwere Komplikatiemes toxischen Megakolons relativ grof3
ist (Herold et al. 2002).

Von den soeben erwdhnten klinischen und patholbgisdMerkmalen fir CU unterscheiden
sich diejenigen dellorbus Crohn in einigen wichtigen Punkten, die die Differentiiagnose
erheblich erleichtern. So kann MC den gesamten alemgstrakt von Mund bis zum After
befallen. Mit ca. 45% ist die haufigste Lokalisatian einem kombinierten Befall des
terminalen lleum und Kolon vorzufinden. Isoliertttaehtet ist der Dickdarm (15 — 25%), bei
dem das Rektum dann oft ausgespart bleibt, eingvesitener betroffen als der Dinndarm
(30 — 40%).
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Makroskopisch gesehen ist seine diskontinuierlidegmentale Ausbreitung bezeichnend.
Auf diese Weise kommen befallene Schleimhautarefiée sich in Form von Aphthen und
kleineren oberflachlichen Exulzerationen bis hintmien konfluierenden Fissuren zeigen,
neben unbefallenen, nicht entziindeten Bereicheliegan, was in der Fachliteratur haufig
mit einem Pflastersteinrelief verglichen wird. Efsis typisch ist das Vorkommen von
pararektalen Fisteln, Abszessen und Stenosen. d&atir werden letztere meist durch eine
0demattse Verdickung und einer einsetzenden Fdrtosy der Darmwand.

In der Histologie findet man ein lymphoplasmazéitek, granulozytares und histiozytares
Infiltrat, welches sich im Gegensatz zur CU lbée &/andschichten hinaus bis zur Serosa
ausbreitet. Wahrend sich ein Teil der dort eingelesten Immunzellen zu aktiven
Lymphfollikeln und sog. nicht verkdsenden Granulammusammenschliel3en, bleibt die
Kryptenarchitektur meist ungestoért. Die makroskopibeschriebenen Fissuren lassen sich in
ihrer typischen Form oft gut darstellen (Otto 2001)

Klinisch dominieren nichtblutige Durchfalle und @ Abdominalschmerzen, sowie
Komplikationen, die sich durch die vielseitigen inaagischen Veranderungen im Darm
ergeben (z.B. Obstipation, lleus). Die Krankheitldaft meist schubweise oder erlangt eine
chronische Manifestation (Herold et al. 2002).

Ist eine Einteilung in eines der beiden Krankheldi&n trotzdem nicht moglich, wird diese
nichtklassifizierbare Form der CED alSolitis indeterminatabezeichnet. Dazu zahlen
ungefahr 10% der Falle (Podolsky 2002).

1.5.4 Behandlung und Prognose

Bei Patienten mit chronisch entzindlichen Darmearkuagen stehen meist zwei wesentliche
Faktoren einer frihen und zielgerichteten Behargllum Wege. Das eine Problem besteht
darin, dass in der Regel ein langerer Zeitraum Varfireten erster Symptome bis hin zur
Diagnosestellung verstreicht, da haufig zum einee eelativ unspezifische und Klinisch

unaufdringliche Symptomatik vorliegt und zum andel@ED-begleitende extraintestinale

Manifestationen tUberwiegen und so von den intestim®eschwerden ablenken (Roth &
Bernhardt 2000). Die zweite Problematik findet sichder Tatsache, dass die Athiologie der
CED noch heute weitgehend unverstanden ist, was dinekte kausale Therapie unmadglich

macht. Demnach existieren im Grunde genommen ner derschiedene, sich jedoch
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erganzende Behandlungsprinzipien, die allesamt symggischen Charakter besitzen. Dabei
sind sie in der Lage, Schwere und Lange eines akatker chronischen Verlaufes zu
reduzieren, Remissionsphasen zu stabilisieren akdnslare Komplikationen wie Stenosen
oder Fisteln zu verhindern beziehungsweise derdstéung hinauszuzodgern. Diese drei
Therapieformen setzen sich aus einer Ernahrungstigereiner medikamentdsen Therapie
und einer chirurgischen Intervention zusammen. €heurgischen Malinahmen obliegen
einer strengen Indikation und kommen somit nurdhehsbedrohlichen Situationen (z.B.
unbeherrschbare Blutungen, Perforation) oder eldddi Komplikationen (Stenosen, Fisteln),
die bei langen chronischen Verlaufen beobachtetdever zum Einsatz. Auf Grund der
Beschrankung der Entzindung auf das Kolon und @eaud resultierenden eventuellen
Heilungschance, stellt das bevorzugte Verfahren GigiPatienten die Proktokolektomie,
hingegen bei MC-Patienten eine streng nach Befalisen orientierte minimale Resektion dar
(Poggioli et al. 2002). Mittels eines parenteraleder auch enteralen z.T. speziellen
Ernéhrungsschemas (Elementardiat) kann einerseé¥@rrektur von Mangelernahrung und
Wachstumsrickstand bei Kindern und andererseits eme betrachtliche Abschwéachung der
Entzindungsaktivitdt erreicht werden. Wahrend derins&z vor allem zur
Remissionsinduktion empfohlen wird, scheint er Remissionserhaltung eher ungeeignet zu
sein. Zurzeit befinden sich mehrere Nahrungssubstarwie Glutamine oder kurzkettige
Fettsauren in der Austestung hinsichtlich ihrerektifvitat auf eine direkte Modulation der
Immunantwort im Darm (Campos et al. 2002).

Somit bestimmt immer noch ein empirisch zusammdefieess medikamentbses
Stufenschema die CED-Behandlung. Dabei setzt siesed Therapiekonzept fir beide
Krankheitsentitaten aus ungeféhr denselben Mediktanezusammen, denen die meist
unspezifische Hemmung der Entziindungsreaktion gemsei(Karow & Lang-Roth 2003).
Grundlage bilden bei milder und moderater Erkramkwaber auch als Rezidivprophylaxe, die
5-Aminosalicylate (5-ASA). Sie sind relativ gut wr@glich und zeigen unter anderem
wahrscheinlich Uber eine Hemmung der Prostaglandid-Leukotrien-Produktion, sowie der
Neutrophilen- und Makrophagenchemotaxis oder derxBi#Aktivierung eine durchaus
effektive Wirkung (Nielsen et al. 1988, Podolsky02D Bei schweren Schiiben ist jedoch
eine  Primarbehandlung mit Glukokortikoiden unvengar. lhr starkes anti-
inflammatorisches Wirkprofil basiert auf einer ibitorischen Interaktion mit NkB, welche
fur die Transkription verschiedener proinflammadohier Proteine verantwortlich ist, und

einer sich ebenfalls auf Genebene grindenden Rirgezntziindungshemmender Proteine
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(Lullman & Mohr 1999). Zusatzlich kdnnen vor allem therapierefraktaren Fallen einige
altbewahrte Arzneimittel aus der Gruppe der Immppsessiva herangezogen werden (z.B.
Azathioprin, Methrotrexat oder Ciclosporin). Aucimdé neuere Substanzen wie Tacrolimus
oder Mycophenolat Mofetil hinzugekommen, die zumil T&elektiv Lymphozytenpopu-
lationen in ihrer Aktivierung oder Proliferation menen (Karow & Lang-Roth 2003). Einen
ebenfalls positiven Einfluss, besonders bei MCdPdin, scheinen Antibiotika mit einem
Anaerobier einschlieRenden Wirkspektrum (MetronidlazCiprofloxacin) oder auch
Probiotika wie Lactobacillus spp. zu besitzen (Rskip2002).

Hinsichtlich der CED-Therapie scheint der Forschlasahwerpunkt momentan auf einer ganz
anderen Medikamentengruppe zu liegen. lhr Protagast ein AntikOrper gegen TNF
(Infliximab® u. CDP571), der sowohl l8sliches als auch zellgdenes TNE bindet und
dadurch besonders effektiv ist. Seine Anwendungsiwt besonders in therapieresistenten
Fallen und in der Behandlung von Fisteln bei MC &lew (Present et al. 1999, Rutgeerts
2002). Viele weitere Antikorper oder auch Antise@gonukleotide gegen die meist in
CED erhohten proinflammatorischen Zytokine wie 41B12, IL-15, IL-18, IFNy (Neurath et
al. 1995, Ten Hove et al. 2001, Shand & Forbes RafEyen spezifische Oberflachenmarker
von Lymphozyten wie CD4 oder gegen Adressine bzahdsionsmolekile wiesB7-Integrin
und ICAM-1, die das Einwandern von Entzindungsreifedie Mukosa verhindern sollen,
befinden sich in Phase 2- oder 3-Studien. Diesgerean Kolitis-Modellen der Maus allesamt
viel versprechende Ergebnisse, die jedoch keirekidin Rickschlisse auf die Wirksamkeit
im Menschen zulassen (Shand & Forbes 2002). Diegan vier ,biologischen Substanzen®,
die bei CED-Patienten bereits getestet wurden, di@dnhibitorisch wirkenden Zytokine IL-
10 und IL-11 (Sands et al. 1999, Schreiber et @002, sowie Antikdrper gegewf3; und
Antisense-Oligonukleotide gegen ICAM-1 (Yacyshynaet1998, Gordon et al. 2001). lhre
Effektivitat reicht zwar bei weitem nicht an diervdNFa heran, sie kann aber im Falle von
Interleukin moglicherweise durch direkte Applikation den Darm zum Beispiel mittels
gentransferierten Lactobacillen oder Adenovirendbthwerden, wie im Tiermodell gezeigt
werden konnte (Wirtz & Neurath 2003).

Mit einer nach dem heutigen Stand optimalen Therapit die Mehrzahl der Patienten eine
normale Lebenserwartung. Wegen des erhohten Ridikokolorektale Karzinome sind
jedoch regelmafige Kontrollendoskopien notwendigr@ttl et al. 2002). Trotzdem sind die
Mortalitatsraten laut einer schwedischen Studie NMi-Patienten mit 1,51 bzw. fur CU-
Patienten mit 1,37 leicht erhoht.
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2. Ziel der Arbeit

Mehrere Untersuchungen konnten zeigen, dass imdstiEpithelzellen in der Lage sind,
Antigen zu prozessieren und anschlieRend Uber MHG prasentieren. Auf diesem Wege ist
es ihnen ermdglicht, beispielsweise mit T-Zellenrtaragieren und jene auch zu stimulieren.
Fur eine effektive T-Zell-Stimulation ist jedoch be dem antigenspezifischen Signal,
welches Uber die Interaktion von einem MHC-gebuedeReptid mit dem TZR vermittelt
wird, auch ein kostimulatorisches Signal erforaérli Diesbeziiglich ist den klassischen
kostimulatorischen Molekilen B7-1 und B7-2 anschethkeine grofl3ere Bedeutung in der
lokalen Immunregulation des Darmes beizumessengbbsich in der Fachliteratur nur sehr
unterschiedliche Angaben Uber deren Expressiomn&estinalen Epithelzellen finden lassen.
Fehlt einer antigenprasentierenden Zelle die Mogkd, ein effektives kostimulierendes
Signal an die gebundene T-Zelle weiterzuleitendwdre betroffene T-Zelle anerg. Dieser
Vorgang der Anergie-Induktion konnte aber in vimwischen den intestinalen Epithelzellen
und den mit ihnen interagierenden Zellen wie z.Bn d-Lymphozyten nicht beobachtet
werden.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die Expression B7h, eines erst kirzlich entdeckten
Mitgliedes der B7-Familie, deren Molekile die nétiglostimulation liefern kénnen, auf
humanen intestinalen Epithelzellen zu untersucHgpeziell wurde in diesem Rahmen
Dickdarmgewebe (Kolon) von CED- (aufgeteilt in eiMorbus-Crohn- und eine Colitis-
ulcerosa-Gruppe) und Nicht-CED-Patienten begutachde die genaue Atiologie der
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen noch wbégd ungeklart ist. Jedoch scheinen

verschiedene genetische Faktoren bei deren Entgjetine Rolle zu spielen.

Zu diesem Zweck mussten folgende Aufgaben bewdligstwerden:
» Immunhistochemische Farbungen von DickdarmgewebamtiiB7h-Antikdrpern

» Laser-Capture-Microdissection von intestinalem Bglitund Bestimmung der daraus
isolierten B7h-RNA mittels Real-Time RT-PCR zur Besnung der exakten

Expressionsstarke
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Diese Untersuchungen dienten zur Klarung folgefdagen:

Wird B7h auf humanen intestinalen Epithelzellenrexpert und obliegt es dann einer

Kinetik bei proinflammatorischen Stimuli?

Gibt es Unterschiede in der Expressionsstarke vom &if intestinalen Epithelzellen
aus befallenen und nicht befallenen Darmarealen BPa&ienten mit chronisch

entziindlichen Darmerkrankungen?

Gibt es Unterschiede in der Expressionsstarke vam &if intestinalen Epithelzellen
bei Patienten mit chronisch entzindlichen Darmetkuagen im Allgemeinen
verglichen mit Epithelzellen gesunder Patienten?
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3. Material und Methoden

3.1 Material

Nachfolgend sind die verwendeten Materialien naceriZusammengehdorigkeit aufgelistet.

3.1.1 Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle

Aceton Apotheke des Klinikums rechts der Isar, TU Minchen
Aqua ad injectabilia Delta-Pharma, Pfullingen
BSA Boehringer, Mannheim
Chloroform Merck, Darmstadt

Dako ChemMatE” Antibody Diluent Dako, Hamburg
Desoxynukleotide Sigma, Taufkirchen

DTT (0,1 M) Invitrogen, Groningen, NL
EDTA Sigma, Taufkirchen

Eosin Sigma, Taufkirchen
Ethanol Merck, Darmstadt

5x First-Strand Buffer Invitrogen, Groningen, NL
FKS Biochrom, Berlin
Glykogen (20 mg/ml) Roche, Penzberg
Hamatoxylin Dako, Hamburg

HCI Roth, Karlsruhe
Isopropanol, reinst Apotheke des Klinikums rechts der Isar, TU Minchen
Levamisol Vector, Burlingame, USA
Methanol Merck, Darmstadt
2-Methylbutan Sigma, Taufkirchen
Methyl®Green Vector, Burlingame, USA
NaCl Merck, Darmstadt
Na,HPO, Merck, Darmstadt

PBS Biochrom, Berlin

Phenol (wassergesattigt) Roth, Karlsruhe
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RNase Erase ICN, Aurora, USA
Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) Sigma, Taufkirchen
Trisma-Base Roth, Karlsruhe

Tris-HCI (10 mM, pH 8) Sigma, Taufkirchen
Trizol Invitrogen,Groningen, NL
Trypanblau Sigma, Taufkirchen
Water Sigma, Taufkirchen

Xylol Merck, Darmstadt

3.1.2 Puffer, Losungen und deren Zusammensetzung

10 x Tris Puffer (0,01 M/ pH 7,6)
60,5 ¢ Trisma-Base in 800 mpBgesilOsen
x mi HCI (12 N und anschliel3end 1 N) hinzugelind pH 7,6 einstellen
x mi HO4estzugeben bis zu einem Gesamtvolumen von 1000 ml

90g¢ NaCl zugeben

Bem: - Lagerung bei RT
- fUr Tris-Gebrauchslésung Tris (10x) 1:10 mjDids:verdiinnen und anschlieRend nur

kurze Zeit ( 1-3 Tage) bei 4°C lagern

10 x PBS Puffer
95,5¢ PBS

x mi H.0qgestzUgeben bis zu einem Gesamtvolumen von 1000 ml

Bem: - Lagerung bei RT
- fir PBS-Gebrauchslésung PBS (10x) 1:10 midgl:verdinnen, sterilfiltrieren und

anschlie3end bei 4°C lagern
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Zelllyse-Puffer

10 mM
0,1 mM
2%

500 pg/ml

Tris-HCI (pH 8,0)
EDTA (pH 8,0)
SDS (pH 7,3)
Proteinase K

Formalin (4%, gepuffert)

100 mi
6,50
49

x ml

x ml

Formalin (37%)

NaHPO,

NakHPO,

H04estzugeben bis zu einem Gesamtvolumen von 1000 ml
NaOH (10M) zugeben und auf pH 7,4 eilheste

Proteasel6sung (0,1%)

50 ml
0,05 g

Tris-Puffer

Protease

Citrat-Puffer (0,01 M / pH 6,0)

21019
1000 ml

29,41 ¢
1000 ml

18 ml
82 ml
900 ml

X ml

Zitronensaure {8507 x H,0)
I'iodest

} Stammlésung A

Natriumcitrat (§HsNasO7 x H,0)
|'ﬁodest

} Stammldsung B

Stammldsung A
Stammldsung B

Hzodest
NaOH (2 N) zugeben und auf pH 6,0 einstelle

Gebrauchsldsung

FACS-Puffer

99,5 %
0,5%

PBS
BSA
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MACS-Puffer
PBS
2 mM EDTA
0,1 % NaN
0,01 % BSA
3.1.3 Enzyme
Enzym Bezugsquelle
Proteinase K (Protease) Sigma, Taufkirchen
RNase OUTV Invitrogen, Groningen, NL
SuperScript” I Invitrogen, Groningen, NL
3.1.4 Antikorper und Detektionssysteme
Tabelle 3.1:Beschreibung und Verwendungszweck der eingesefatgkorper
Spezifitat| Klon | Konjugation |Isotyp| Spezies Bezugsquelle Methode
h B7h BT L} — IgG; | Maus | R-Kroczek, Robert-Koch IHC
Institut, Berlin
hB7h | HIL-131|mermememeees IgG, | Maus | R-Kroczek, Robert-Koch IHC
Institut ,Berlin
R. Kroczek, Robert-Koch
h B7h HIL-131 PE lgG | Maus Institut, Berlin FACS
h CD3/ |Simulset 1gGy/ Becton Dickinson, San Jose,
hCD19 |iMkplus| TC/PE | 4g, | Maus USA FACS
h CD4 S3.5 R-PE lg&z | Maus Caltag, San Francisco, USA FACS
h CD8 3B5 TriColor IgG, | Maus Caltag, San Francisco, USA FACS
hCD19 | -----—--—--- MicroBeats| IgG| Maus | Miltenyi, Bergisch-Gladbach MACS
_— Southern Biotech,
h CD20 B-Lyl Biotin IgG. | Maus Birmingham, USA FACS
synth. | \\~eco | : IHC (Isotypen-
Hapten NCG02 1gG, | Maus Dianova, Hamburg kontrolle)
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Tabelle 3.2:Detektionssysteme und ihr Anwendungsbereich
Detektionssystem Bezugsquelle Methode

ABC-alkalische Phosphatase Vectorﬁ;ral\lngame, IHC
Dako Catalysed signal Amplification System (CSA) kbaHamburg IHC
Dako ChemMat€"Detection Kit, Peroxidase/DAB,

. Dako, Hamburg IHC
Rabbit/Mouse
Dako EnVision+", Peroxidase, Mouse Dako, Hamburg IHC
Peroxidase-conjugfated AffiniPure F (ab’)2 Fragm@nht .
Anti-Mouse 1gG + IgM Dianova, Hamburg [HC
Streptavidin-Peroxidase Dako, Hamburg FACS
Tabelle 3.3:Immunhistochemische Farbstoffe

Farbstoff Bezugsquelle Umsetzungsenzym
Vector® Blue Vector, Burlingame, USAAlkalische Phosphatase
DAB Dako, Hamburg Peroxidase
DAB + Nickel Vector, Burlingame, USA Peroxidase
Vector® Nova Red Vector, Burlingame, USA Peroxidase
3.1.5 Primer und Sonden
Tabelle 3.4:Charakterisierung der verwendeten Primer und Sonden

Bezeichnung| Lokalisation | Sequenz (5% 3") Zweck Methode

Forward Position 34, | GCAGTCCTGGAC

Primer Exon 1 TGCTCTTCCT Teil-Amplifikation TaaMan
- |Reverse Position 112 CCTACCATCGCTC| von h B7h - cDNA a
> Primer Exon 3 TGACTTCCTT

Position 70 TCAGCAGCCTTC Nachweis von
Sonde Exon 2 GAGCTGATACTC h B7h - cDNA TagMan
AGGAG

Forward
— | Primer Bezugsquelle: Teil-Amplifikation
E Reverse ABI, Foster City, Kalifornien, USA von GAPDH - cDNA 1agMan
< |Primer Lokalisation und Sequenzen
o Sonde nicht veroffentlicht Nachweis von

GAPDH - cDNA
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Die Sonde fur den B7h-Nachweis wurde am 5’-Ende dain Farbstoff FAM (6-Carboxy-
Fluoreszein) und am 3’-Ende mit TAMRA (6-CarboxytfBenethyl-Rhodamin) als Quencher

markiert.

Die Sonde fir den GAPDH-Nachweis ist am 5’-Endedesitn Farbstoff VIC und am 3’-Ende
wiederum mit dem Quencher TAMRA (6-Carboxy-TetramyeRhodamin) markiert.

3.1.6 Gewebeproben

3.1.6.1 Gewebeproben fur die Laser-Capture-Microdisection

Fur die LCM wurden in Paraffin eingebettete Kolmaktate und —probeexzisionen von
Patienten mit sowie ohne CED verwendet. Die Belurgi des Entzindungsgrades in den
Tabellen 3.5 und 3.6 orientiert sich nach den batioologischen Routine-Befunden der
Pathologie des Klinikums rechts der Isar in Mincheelches auch das Gewebematerial zur

Verfluigung stellte. Der Entzindungsgrad wurde igdéolder Weise bewertet:

+ geringe Entztindung
++ mittelgradige Entziindung

+++ deutlich ausgepragte, starke Entziindung

Tabelle 3.5: Topographie und Pathologie der fir die LCM verweadeGewebeproben und
deren Patientendaten in der Morbus-Crohn-Gruppe

Morbus-Crohn-Falle

Patienten Histologie des ausge- | Gruppen -
Nr. Alter | Geschlecht  Gewebeprobe wahlten Gewebeblocks| zuordnung
Coecum, Res. regelrecht nicht befallen
Pat. 1 34| mannlich chronische (++) u.

PE C.ascendens befallen

floride (++) Entz.
regelrecht nicht befallen
Pat. 2 44| mannlich C.ascendens, Reschronische (+++) u.

floride (+++) Entz. befallen
C.ascendens, Res.| regelrecht nicht befallen
Pat. 3 37| weiblich chronische (+++) u.
Coecum, Res. befallen

floride (++) Entz.
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C.ascendens, Res.| regelrecht nicht befallen
Pat. 4 44| weiblich Coecum, Res chronische (++) u. befallen
' ' floride (++) Entz.
chronische (+) Entz. nicht befallen
Pat. 5 34| mannlich C.ascendens, Reschronische (++) u.
: befallen
floride (+) Entz.
PE C.ascendens chronische (+) Entz. nicht befallen
Pat. 6 35| weilblich . chronische (++) u.
PE Sigma floride (++) (Ent)z befallen
PE Coecum leicht hyperplastisch nicht befallen
Pat. 7 36| weiblich chronische (+) u.
PE C.descendens floride (+++)( E)ntz. befallen
PE C.ascendens chronische (+) Entz. | nicht befallen
Pat. 8 24 weiblich chronische (+) u.
PE C.transversum floride (++) (Er?tz. befallen
C.ascendens, Res.| regelrecht nicht befallen
Pat. 9 26 | weiblich Coecum. Res chronische (++) u. befallen
' ' floride (++) Entz.
C.ascendens, Res.| regelrecht nicht befallen
Pat. 10 | 31| mannlich Coecum. Res chronische (++) u. befallen
' ' floride (+) Entz.
PE Sigma leicht hyperplastisch nicht befallen
Pat. 11 | 23| weiblich PE C.descendens chr_onlsche (+) u. befallen
floride (+) Entz.
PE Sigma regelrecht nicht befallen
Pat. 12 21 weiblich . chronische (+) u.
PE Sigma floride (++) (Erztz. befallen
C.ascendens, Res.| regelrecht nicht befallen
Pat. 13 | 26| mannlich Coecum. Res chronische (++) u. befallen
' ' floride (+++) Entz.
regelrecht nicht befallen
Pat. 14 | 45| mannlich C.transversum, Re$ronische (+++) u. befallen
floride (++) Entz.
PE C.ascendens regelrecht nicht befallen
Pat. 15 44| weiblich chronische (+) u.
PE Coecalklappe floride (++) (Erztz. befallen
PE C.transversum | chronische (+) Entz. nicht betfalle
Pat. 16 29| mannlich PE C.descendens chronische (+) u. floride befallen
(++) Entz.
PE Sigma chronische (+) Entz. nicht befallen
Pat. 17 39| mannlich chronische (+) u.
PE Coecalklappe floride (++) (Er?tz. befallen
PE C.descendens regelrecht nicht befgllen
Pat. 18 62 weiblich chronische (++) u.
PE C.transversum befallen

floride (++) Entz.
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Tabelle 3.6: Topographie und Pathologie der fir die LCM verweadeGewebeproben und
deren Patientendaten in der Colitis-ulcerosa-Gruppe

Colitis-ulcerosa-Falle
Patienten Histologie des ausge- Gruppen -

Nr. Alter | Geschlecht  Gewebeprobe wahlten Gewebeblocks | zuordnung

PE Rektum chronische (+) Entz. nicht befallen
Pat. 1 33| mannlich chronische (+) u.

PE C.ascendens floride (++) Entz. befallen

PE Coecum postentz. Residuen nicht befallen
Pat. 2 47 |  mannlich chronische (+) u.

PE C.descenden§Ioriole (++) Entz. befallen

PE Coecum chronische (+) Entz. nicht befallen
Pat. 3 25| weiblich : chronische (+) u.

PE Sigma floride (+) Entz befallen

chronische (+) Entz. nicht befallen
Pat. 4 76 | mannlich subtotales Colpohronische (++) u. befallen
floride (++) Entz

PE C.ascendeng chronische (+) Entz. nicht befallen
Pat. 5 49 | weiblich chronische (+++) u.

subtotales Colon floride (+++) Entz befallen

PE rechte Flexur chronische (+) Entz. nicht beffalle
Pat. 6 56| mannlich chronische (++) u.

subtotales Colon floride (+++) Entz. befallen

subtotales Colon chronische (+) Entz. nicht befalle
Pat. 7 52| weiblich |PE Sigma chronische (+++) u. befallen

(Polyp) floride (+) Entz.

Tabelle 3.7: Topographie und Pathologie der fir die LCM verweadeGewebeproben und
deren Patientendaten in der gesunden Kontrollgruf@ie Proben sind Resektate von
Patienten mit intestinalem Adenokarzinom)

Gesunde Kontrollgruppe

Patienten ' i - | Gruppen -

N Alter | Geschlecht  Gewebeprobe wﬁéﬁsg'égﬁzssjgiks zuor%%ung
Pat. 1 52 mannlich  rechtes Hemicolpon keine Nesi@la. Entz gesund
Pat. 2 80 | weiblich Coecum keine Neoplasie u. Bntz gesund
Pat. 3 69 mannlich  rechtes Hemicolpn keine Nesi@la. Entz gesund
Pat. 4 84 | weiblich| rechtes Hemicolon keine Nesipla. Entz gesund
Pat. 5 67 | weiblich| rechtes Hemicolon Kkeine Nesipla. Entz gesund
Pat. 6 74 mannlich  rechtes Hemicolpn keine Nesi@la. Entz gesund
Pat. 7 89| weiblich| rechtes Hemicolon keine Nesipla. Entz gesund
Pat. 8 76 | weiblich| rechtes Hemicolon Kkeine Nesipla. Entz gesund
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3.1.6.2 Gewebeproben fur die Immunhistochemie

Als Gewebeproben fir die Immunhistochemie wurden er@onsresektate bzw.
Probeexzisionen aus lymphatischem (Gaumen- unddRawindel) und aus Dickdarmgewebe
(gesund und mit CED) verwendet. Dieses Materialches entweder unter Schockfrieren in
Tissue-Teck oder in Paraffin eingebettet wurdenstée aus verschiedenen Krankenhausern
in Minchen (s. Tab. 3.8).

Tabelle 3.8 :Art und Pathologie der fur die Immunhistochemiewendeten Gewebeproben.
PKJ = Privatklinik Josephinum; Krdl = Klinikum retsh der Isar; KrB = Stadtisches
Krankenhaus Bogenhausen

Gewebeprobe Diagnose Einbettung Bezugsquelle
Gaumenmandel Tonsillitis Tissue-Tek PKJ
Gaumenmandel Tonsillitis Paraffin Krdl
Rachenmandel adenoide Vegetationen Tissue-Tek PKJ
Dickdarm gesunder Darm Tissue-Tek Krdl
Dickdarm Morbus Crohn Tissue-Tek Krdl
mehrere Dickdarm-PE’s Morbus Crohn, Colitis ulcarosParaffin KrB

3.1.7 Verbrauchsmaterial

Material Bezugsquelle

CapSuré” LCM Caps Arcturus, Mountain View, USA
Cryomold® Miles, Elkhart, USA

Einwegklingen Microm, Walldorf

MACS-Saulen Miltenyi, Bergisch-Gladbach

Optical Adhesive Cover Starter Kit Applied Biosystems, Foster City, USA
Objekttrager, Super fros(fiir IHC) Roth, Karlsruhe

Objekttrager (fur LCM) Merck, Darmstadt

Plastikwaren Becton Dickinson, Heidelberg

Biorad, Minchen
Eppendorf, Hamburg
Falcon, New Jersey, USA
NUNC, Wiesbaden

Post-if’ Scotch
Sterilfilter, Millex® Millipore, Bedford, USA

96-Well Optical Reaction Plate Applied Biosystems, Foster City, USA
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3.1.8 Gerate

Gerat

Hersteller

Entparaffinierungsautomat
Dampfdruckkochtopf
Heizplatte

Inkubator

Kryostat

Kahlzentrifugen

LCM-Geréat

Mikroskope

PCR-Maschine
Rotationsmikrotom
Sterilbank

Wasserbecken (Streckbad)
TagMan-Apparatur

Tissue Stainer COT 20; Medite, Burgdorf
Perfect 2,51; WMF, Geislingen/Steige
Severin; Roth, Karlsruhe

OV3; Biometra, Gottingen

Jung CM 3000; Leica, Solms

Biofuge fresco; Heraeus, Hanau
Biofuge stratos; Heraeus, Hanau
Varifuge 3. ORS; Heraeus, Hanau

PXL-200 PixCell Laser Capture
Microdissection System; Arcturus Engineering,
Mountain View, USA

DM RBE; Leica, Solms
Axiovert 25; Zeiss, Jena
Axiolab; Zeiss, Jena

PTC-200; Biozym, Hess. Oldendorf
HM 335 E; Microm, Walldorf

Hera safe; HSP 18, Heraeus, Hanau
TFB 35; Medite, Burgdorf

ABI PRISM™ 7700 Detection System; Applied
Biosystems, Foster City, USA
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3.2 Methoden
3.2.1 Immunhistochemische Farbungen

Um mittels der Immunhistochemie die B7h-Expressison humanen intestinalen
Epithelzellen bei Patienten mit CED und einer gésumn Kontrollgruppe untersuchen zu
kénnen, wurden Biopsien (PE) von CED-Patienten €jlsv2 PE’s aus makroskopisch
befallenen und unbefallenen Darmarealen) gesamnfell. eine moglichst exakte
Interpretation immunhistochemischer Ergebnisse emirdeiterhin sowohl eine Positiv- als
auch eine Negativkontrolle bendtigt. Letztere entsp einer Inkubation gleicher

Gewebsproben mit einem Antikdrper gleichen Isotygst jedoch ein synthetisches, im
Menschen nicht vorkommendes Hapten erkennt undtsang falsch positive Farbung durch
unspezifische Antikérperbindungen im Gewebe anzeigann. Als Positivkontrolle

bezeichnet man in der IHC ein Gewebe, von dem naeisweil3, dass dort das mit dem
entsprechenden Antikorper zu detektierende Antigenmanden ist. Auf diese Weise ist es
maoglich, eventuell falsch negative Ergebnisse aldzien. Da B7h u.a. auf B-Zellen
exprimiert wird (s. Einleitung, 1.2.2), bot sichnei Tonsille (Gaumenmandel) als
lymphatisches und héaufig ektomiertes Gewebe an.n&bewurden juvenile adenoide
Vegetationen (hyperplastische Rachenmandel) d&ftivendet.

Im folgenden Schema (s. Abb. 3.1) sind die einzelrbeitsschritte dieses Kapitels in ihrer
Abfolge von der Gewebsasservierung Uber die Eustglieines Farbeprotokolls bis hin zur

mikroskopischen Auswertung im Uberblick dargestellt



Material und Methoden 38

frisch entnommenes Geweb

D

A 4

Lagerung
/ Fixierunc
N
Einbetten in Tissue-Tek Einbetten in Paraffin
A\ 4 A\ 4
Gefrierschnitte Paraffinschnitte

Fixierung

Tonsille, Adenoide Tonsille, Adenoide,

CED CED (Positivkontrolle) Colon
nicht befallen befallen - \(Negativkontrolle)
V Y
Farbung mit anti- Farbung mit
B7h-Antikorper Isotypantikorpef

A 4
Lichtmikroskopische Auswertun{;

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der B7h-Expressionsstimlieder Immun-
histochemie
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3.2.1.1 Gewebsasservierung

Die Biopsien wurden sofort nach endoskopischer &mre in ein 2ml-Eppendorfgefald
Uberfihrt und als Zwischenlagerung in einem Cosetai(Air Liquide, Dusseldorf) mit
flissigem Stickstoff tiefgefroren. Die endgultigaderung fand in einem Gefrierschrank bei
—80°C statt. Nachdem an Paraffin-Testmaterial edénstellende immunhistochemische
Ergebnisse erzielt worden waren, wurden daraufhich adie Biopsien fiir eine Paraffin-
Einbettung vorbereitet. Um das tiefgefrorene Gewetiglichst schonend zu behandeln,
wurde es zunachst in —20°C kaltes, gepuffertes d8&oigormalin zur Fixierung eingelegt
(Volumen der Fixierlésung : Volumen des eingeleg&@ewebes> 10 : 1). Die Biopsien
wurden anschlieBend ca. 24 Std. bei 4°C fixieramndan spezielle Histologie-Kassetten
zwischen zwei Schaumstoffeinlagen Uberfiihrt und aotomatischen Einbettungsgeraten
paraffiniert. Das Ausgiel3en der Blocke mit Para#nfiolgte in 10 x 10 mm kleinflachigen
Formen, die sodann bei Raumtemperatur gelagertenesannten.

Die lymphatischen Gewebeproben (Tonsille, Adenowa)den fiur den Transport direkt nach
Entnahme in PBS eingelegt, ehe sie in mehrere &I8iicke geschnitten luftfrei in Tissue-
Tek eingebettet wurden (15 x 15 x 5mm grof3e Formétdhrend des Schockgefrierens tber
15 sec in Methylbutan, dessen Behalter in flissigiokstoff steht, erhartet das Medium.

Die Proben wurden im Anschluss bis zum Schneider&@ C gelagert.

3.2.1.2 Herstellung und Lagerung von Kryo- und Paaffinschnitten

Da die Morphologie von Gefrierschnitten durch h@ufiauftretende starke
Temperaturschwankungen leicht beeintrachtigt werd&ann, wurden diejenigen
Gewebeproben, die nicht gerade zum Schneiden Iggéndgtirden, zwischenzeitlich auf
Trockeneis gelagert. Angefertigt wurden die 5 pmcken Schnitte an einem
Rotationsmikrotom, welches sich in einer halb gksdenen Gefrierkammer befindet
(Kryostat). Die Kammer selber und der Trager, aarf das Probenmaterial aufgebracht wird,
wurde auf ca. —21°C heruntergekuhlt. Die jeweils zmiei Schnitten versehenen Objekttrager
wurden daraufhin bis zu einer Stunde bei RT luftzgknet. Die folgende Fixierung fand fur

10 min in —20°C kaltem Aceton statt. Nach einer teren 30mindtigen Lufttrocknung
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konnten die Schnitte direkt weiterverwendet werdeler in einer mit Parafilfh luftdicht
verschlossenen Schachtel bei —80°C aufbewahrt werde

Die Paraffinblocke wurden fur einen besseren Scaweirgang ungefahr 1 Std. vor Beginn
im —20°C Gefrierschrank gekuhlt. Die mit einer 2 [Dicke angefertigten Schnitte wurden
sogleich zur Streckung in das Wasserbad (ca. 46it@yfuhrt und — aus Grunden der
Antikorperersparnis vier verschiedene Biopsien inua@at angeordnet — auf einen
Objekttrager aufgezogen. Nachdem die Schnitte auhdben dem Wasserbecken montierten
Heizplatte nach kurzer Zeit angetrocknet waren,nkem sie bei RT fur unbestimmte Zeit

gelagert werden.

3.2.1.3 Erstellen eines Farbeprotokolls unter Verendung eines Antikdrpers gegen B7h

Ursprunglich war auf Grund fehlender kommerzielwerblicher anti-B7h-Antikorper
geplant, diese uber eine Mausimmunisierung mit reindurch unsere Arbeitsgruppe
hergestellten B7h-FP zu erlangen. Da jedoch zwrsadidich ein anti-B7h-Antikérper von
einer anderen Forschergruppe zu beziehen war, wdrgleweitere eigene Herstellung
eingestellt und fur die Durchfihrung immunhistoclesher Farbungen die erhaltenen Klone
HIL-93 und HIL-131 verwendet. Wegen mangelnder Rafeen zu beiden Antikdrpern

mussten die Klone sowohl fur Gefrier- als auchAaraffinmaterial neu ausgetestet werden.

3.2.1.3.1 Austestung fur Gefriergewebe

Wenn fir die Farbungen nicht frisch angefertigtendern gelagerte Schnitte verwendet
wurden, mussten diese, um morphologische Schadegliamét gering zu halten, in der

vorerst noch verschlossenen Box ca. 10 min langReaufgetaut werden. Danach konnte
mit der Farbeprozedur begonnen werden. Die einmefrbeitsschritte bestanden aus einer
anfanglich kurzen Rehydrierung des Gewebes (urer@sprechend gutes Milieu fir folgende
chemische Reaktionen zu schaffen), einem Blockuhgts des endogenen Enzyms
.Peroxidase” (da dieses als Umsetzungsenzym fur @asmogen-Substrat auch zur
Detektierung der spezifisch gebundenen Antikorpregesetzt wurde und ansonsten zu falsch

positiven Resultaten fihren wirde), einem Blocksngstt fur elektrostatische Ladungen der
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Proteine (um deren unspezifische Bindungsfahigkeit reduzieren), den nachfolgenden

Inkubationen mit einem Primarantikdrper, Sekund@karper und falls nétig mit einem

Tertiarkomplex, dem Auftragen des Chromogen-Sutssti@elches das Endglied der

Detektionskaskade darstellt und somit die Lokalsaides gebundenen Primarantikdrpers

farblich kennzeichnet) und letztendlich dem sogg€séarben aller Zellen (um einen besseren

morphologischen Gesamtuberblick zu erhalten).

Die Tabelle 3.9 zeigt im Uberblick die Arbeitssdtaj in denen jeweils mehrere Methoden

ausprobiert wurden.

Tabelle 3.9:Auflistung der einzelnen Arbeitsschritte in der INGn Gefriermaterial mit den
verschiedenen ausgetesteten Variationsmoglichkeiten

Arbeitsschritt Variation diverser Parameter Zeitdauer
1) Rehydrierung 1. keine
2. in Tris oder PBS 10 min
2) Block endogener Peroxidase |1. H,O, (0,05;0,1;0,2;0,3%) in 20 min
H,Oqesi PBS oder Tris
2. H:0, (0,1 ; 0,2 ; 0,3%) in Methanol 20 ; 30 min
(100% ; 40% in PBS)
3. 0,180 ¢gB3-D(+) Glucose, 60 min
0,005 g Glucoseoxidase und
0,0065 g Natriumazid in 50 ml PBS
Inkubation bei 37°C
Waschen PBS ; Tris ; Tris + Tween (0,05%) 3x3min
3) Block unspezifischer Bindungeri. keiner
2. Ziegen-Normalserum (NGS)(3%) in Tris | 15 min
3. Rinderserumalbumin (BSA)(1%) in PBS |15 min
4. NGS (3%) + BSA (1%) in PBS 15 min
Flussigkeit abklopfen
4) Inkubation mit Primar-AK A. Temperatur u. Dauer: - bei RT 60 min
(HIL-93; HIL-131) - bei 37°C 30 min
- bei 4°C Uber Nacht
B. Konzentration; HIL-9361; 41; 31; 20;
15 pg/mi
HIL-131143; 57; 29; 19;
14 g/
C. AK-Verdinnungsmedium: - PBS/BSA 1%
- Tris (pH 6,5 67,8,0)
- Dako Antibody Dént
Waschen PBS ; Tris ; Tris + Tween (0,05%) 3 x3min
5) Inkubation mit Sekundar-AK | 1. anti IgGuausBiotin (Kit) 30 min
2. anti IgGuausPeroxidase (4; 1,6; 1 pug/ml) |30 min
3. anti IgGuausPolymer-Peroxidase (Kit) 30 min
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Waschen PBS ; Tris ; Tris + Tween (0,05%) 3 X 3 min
6) Inkubation mit Tertiarkomplex | nur bei 5.1: Streptavidin-Peroxidase (Kit) 30 min
(falls notwendig, s. 5.)
Waschen PBS ; Tris ; Tris + Tween (0,05%) 3x3min
7) Chromogen 1. DAB (+ Nickel) 15 min
2. Nova Red 6 — 10 min
3. Vector blue + Block endogener 20 min
alkalischer Phosphatase mit Levamisol
Waschen HoOgest 5 min
8) Gegenfarbung 1. keine
2. Methyl Green 5 sec
3. Hamatoxylin
Blauen (nur bei 8.3) warmes HOgest 2 min
Waschen kaltes HOgest 2 X2 min

AbschlieBend wurden die Schnitte luftgetrocknet mitVectof’Mount eingedeckt.

Alle wichtigen in der Tabelle 3.9 aufgefihrten Attativen wurden untereinander gekreuzt
ausgetestet, um eine madglichst breite Aussagekmafterhalten. Primér wurden diese
Farbeversuche an Tonsillen- und Adenoidmaterial cliygfihrt. Nur zur Klarung
gewebsspezifischer Fragen — wie z.B. hinsichtlieb Blockens endogener Enzyme — wurde

Dickdarmmaterial hinzugezogen.

3.2.1.3.2 Austestung fur Paraffingewebe

Die angefertigten Schnitte wurden fur eine besBamffinlosung im Gewebe Uber Nacht bei
56°C inkubiert und dann automatisch in einer apstalen Alkoholreihe entparaffiniert. Da
Antigene héaufig durch Aldehydvernetzungen oder Wdesiung der dreidimensionalen
Struktur (Maskierung) wahrend der Formalinfixierufigr ihre Antikérper nicht mehr
erkennbar sind, wurden zuerst verschiedene Demagkismethoden ausprobiert (s. Tab.
3.10). Die weitere Abfolge der Arbeitsschritte dieselbe, wie bereits unter 3.2.1.3.1
beschrieben.
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Tabelle 3.10:Auflistung der einzelnen Arbeitsschritte in der IWGn Paraffinmaterial mit
den verschiedenen ausgetesteten Variationsmaogitehke

Arbeitsschritt Variation diverser Parameter Zeitdauer
1) Antigendemaskierung 1. keine
(Retrieval-Methode) 2. Hitzedemaskierung im Dampfdruckkochtopf 7 min
mit Citrat-Puffer
3. Enzymatische Demaskierung mit Protease | 20 min
Waschen Tris 3 X 3 min
2) Block endogener Peroxidase |1. HO, (3%) in HOgest 15 min
2. H,0, (3%) in Methanol 15 min
Waschen Tris 3 X 3 min
3) Block unspezifischer Bindungeri. keiner
2. Ziegen-Normalserum (NGS)(3%) in Tris 15 min
Flussigkeit abklopfen
4) Inkubation mit Primér-AK A. Temperatur u. Dauer: - bei RT 60 min
(HIL-93 ; HIL-131) - bei 4°C Uber Nacht
B. Konzentration; HIL-93152; 76; 61; 50 pg/m
HIL-13P86; 114; 57 pg/ml
Waschen Tris 3 X 3 min
5) Inkubation mit Sekundar-AK | 1. anti IgGuausBiotin (Kit) 30 min
2. anti lgGuausPolymer-Peroxidase (Kit) 30 min
3. CSA-System (s. 3.2.2.4)
Waschen Tris 3 X 3 min
6) Inkubation mit Tertiarkomplex | nur bei 5.1: Streptavidin-Peroxidase (Kit) 30 min
(falls notwendig, s. 5.)
Waschen Tris 3 X 3 min
7) Chromogen DAB 15 min
Waschen HoOgest 5 min
8) Gegenfarbung Hamatoxylin 5 sec
Blauen warmes HOgest 2 min
Waschen kaltes HOgest 2 X2 min

Nach Ende der Farbeprozedur wurden die Schnitteimer aufsteigenden Alkoholreihe

wieder dehydriert und mit Vect®®ount eingedeckt.

3.2.1.4 Beschreibung verwendeter Detektionssysteme

Mit Hilfe dieser Systeme lassen sich die im Gewgebundenen Antikdrper nicht nur

sichtbar machen, sondern auch ihr Signal durch efigle Zwischenschritte um ein

Vielfaches verstarken.

Ihre meist signalamplifieiee Wirkung war einerseits zur
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Reduzierung der eingesetzten Antikorpermenge underamseits auf Grund der zu

erwartenden geringen Antigenprasenz sehr winsclehswsetestet wurden folgende

Systeme:

Direkte Detektierung des Primar-Ak Uber einen Pelase konjugierten Sekundar-
AK; keine wesentliche Signalverstarkung
Reaktionskaskad®7h - anti-B7h-AK - anti-lgG-Peroxidase

Direkte Detektierung des Primér-Ak Uber einen SelmAK, der mit einem
mehrfach Peroxidase besetzten Polymer konjugiergiol3e Signalverstarkung

Reaktionskaskad®7h » anti-B7h-AK- anti-lgG-Polymer-Peroxidase

Detektierung des Priméar-Ak Uber einen biotinyliart&ekundar-AK, an den ein
Streptavidin-Peroxidase-Komplex  binden  kann (LSABthbde); grol3e
Signalverstarkung

Reaktionskaskad®7h - anti-B7h-AK - anti-lgG-Biotin - Streptavidin-Peroxidase

Detektierung des Primar-Ak Uber einen biotinyliart8ekundar-AK, an den sich

Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplexe anlagermri&n, die wiederum zusammen
mit zusétzlich um die Antigenstelle geschaffenendBingspléatzen, die nach Zugabe
von Wasserstoffperoxid und biotinyliertem Tyramiergxidase-katalysiert entstehen,
Streptavidin-Peroxidase-Konjugate binden konnen ASSstem); sehr grolde

Signalverstarkung

Reaktionskaskade

B7h - anti-B7h-AK- anti-IgG-Biotin » Streptavidin-Biotin-Peroxidase

| ‘—l‘ | |

H.O; u. peroxidase-katalysiert

by

Tyramin-Biotin-Komplexe

1

Streptavidin-Peroxidase
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3.2.1.5 Lichtmikroskopische Auswertung

Hinsichtlich der Bewertung der Farbeergebnisserutgen Lichtmikroskop spielten vor allem
folgende drei Gesichtspunkte eine wesentliche Rolle

= |Ist eine spezifische Farbung festzustellen?

= Wie stark ist die Intensitat der Farbung?

Dies wiirde Ruckschlusse auf die relative B7h-Expoesstarke zulassen.

= Wo ist die Farbung lokalisiert?

Diese Region wiirde dem Ort der B7h-Expression esttgn.
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3.2.2 Untersuchung der B7h-Expression mittels Las€apture-Micro-
dissection (LCM) und anschlieRender RT-PCR

Zur Korrelation immunhistochemischer Daten wurds&tmlich eine weitere Methode fur die

Untersuchung der B7h-Expression angewendet. Hiédomilelt es sich um den Nachweis und
die Quantifizierung von B7h-mRNA mittels Real-Tirflechtzeit) RT-PCR. Die intestinalen

Epithelzellen, die es zu untersuchen galt und ameml die RNA isoliert wurde, wurden mit

Hilfe der Laser-Capture-Microdissection gewonnere &nzelnen Arbeitsschritte sind in der
Abb. 3.2 nochmals schematisch zusammengestellt.

Paraffinschnitt

y 1 i
intestinale
————pp .
LCM vom Color Epithelzellen

-

Zelllyse und RN/ Isolierun¢ =" total RNA

e Lo

Reverse Transkription (R =] cDNA

L

Real-Time PCR (TagMan)
der B7h-cDNA

" Dater

Relative Quantifizierur

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der B7h-Expressionsstuldieshgefiihrt mittels
LCM und Real-Time RT-PCR

3.2.2.1 Auswahl des verwendeten Gewebematerialg flie LCM

Das hierfir verwendete Paraffinmaterial stammte dam Archiv des Pathologischen
Institutes der TU Minchen (Klinikum rechts der )saAusgewahlt wurden Blocke mit

Kolonresektaten oder -probeexzisionen (PE = Bigpsien Patienten mit CED (untergliedert
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in eine Morbus-Crohn- und eine Colitis-Ulcerosa-@) einerseits und Kolonresektaten von
Patienten mit intestinalem Adenokarzinom andertsseBei Letzteren wurden jeweils
Gewebeblocke aus dem tumorfreien Resektionsranidheaeisgesucht. Das CED-Material
wurde an HE-gefarbten Schnitten mit freundlichetddstiitzung des Pathologen Herrn Prof.
Dr. F. Fend vom Pathologischen Institut der TU Miart pro Patient in einen Gewebeblock
mit befallener (meist chronische und floride Entdiimg) und weitgehend unbefallener (keine
oder kaum Entziindung) Schleimhaut eingeteilt (%. a5, 3.6, 3.7). Weiterhin wurde bei
dieser Auswahl darauf geachtet, dass moglichstekeher nur wenige Lymphozyten im
Epithel zu sehen waren, relativ zahlreiche undegbtltene Epithelzellen vorhanden waren,
und dass die Gewebeblocke nicht allzu alt warenafa Block RNA Isolation Kit, Manual
Version 0306, Ambion).

3.2.2.2 Funktionsprinzip der LCM

Die Technik der LCM wurde erst kirzlich vom Natibihastitute of Health (NIH) entwickelt
und schliel3lich in Kooperation mit Arcturus Engirieg (Mountain View, USA)
kommerziell vertrieben. Hierbei handelt es sich eme Methode, mit der man gezielt
einzelne Zellen oder Zellareale mittels eines Las@ter mikroskopischer Sicht von Gefrier-
oder Paraffinschnitten isolieren kann. Auf dieseid¥est es moglich, molekulare Analysen in
bestimmten Zellen aus einem heterologen GewebeD&lA-, MRNA- oder Proteinebene
durchzufihren.

Ein aus durchsichtigem Kunststoff bestehendes @afzhes mit der kleineren Seite einem
0,5 ml Eppendorfgefald aufsetzbar ist und an di€3gite mit einer 100 um dicken
thermoplastischen Membran aus Ethylenvinylacetatctiehtet ist, wird direkt auf einen
vollkommen entwasserten Gewebeschnitt, der unter léroskop platziert wird, aufgelegt.
Sind unter mikroskopischer Sicht die gewlnschtelle@ezentral eingestellt, konnen diese
nochmals exakt mit einem Laserpointer am Bildschiokussiert und dann mit einem
Infrarotlaser beschossen werden. Durch dessen piisor an der thermoplastischen
Membran kommt es zu einer kurzfristigen (ca. 200 eahs Erwarmung mit
Spitzentemperaturen von 90°C und zu einer gleitigeai Verschmelzung der anfokussierten
Zellen mit der Kunststoffmembran. Auf Grund der rusheren Adhasionskrafte zwischen

Gewebe und Membran als derjenigen zwischen Gewetéljekttrager konnen die Zellen



Material und Methoden 48

mit dem Cap abgehoben und vom Ubrigen Gewebe separerden. Die Morphologie der

gelaserten und der restlichen auf dem Schnitt \edrbhen Zellen bleibt génzlich intakt (s.
auch Ergebnisteil, Abb. 4.12 u. 4.13).

Verglichen mit herkdmmlichen, manuellen Mikrodisseksmethoden ist das lasergestitzte

Verfahren in Geschwindigkeit und Effizienz weitailiserlegen (Emmert-Buck et al. 1996;
Bonner et al. 1997).

3.2.2.3 LCM-Apparatur

Die ganze LCM-Apparatur der Firma Arcturus (PXL-20RixCell Laser Capture

Microdissection System) ist aus folgenden Einzelgonenten zusammengesetzt.

Mikroskop Einem konservativen Mikroskop entsprechend istses invertierte
Binokular (Olympus IX-50) mit zwei Okularen (10x)ier Objektiven (4x, 10x, 20x,
40x) und einem mit einem Joystick zweidimension@wégbaren Objekttisch
ausgestattet. Die dortige Fixierung der Objekttragdolgt jedoch mit Hilfe einer
Vakuumeinheit. Seitlich davon befindet sich ein nigortschlitten, auf den die
Objekttrager mit jeweils funf deponierten Caps asfthoben werden. Fir ein
moglichst steriles Vorgehen konnen die Caps vort das mit einem installierten
Schwenkarm mechanisch transportiert und auf deneBGeschnitt abgelassen werden.
Direkt Uber dem Cap kann in den Schwenkarm einuBifinsfilter flr eine bessere
bildliche Darstellung der Gewebeschnitte oder egwightsstiick zur Beschwerung
des Caps eingebracht werden.

Videoeinheit Sie besteht aus einer CCD-Farbkamera (Panasdom&Rs 222) und
einem Farbmonitor (Sony PVM-114N2U).

Lasereinheit Hierbei handelt es sich um einen Infrarot-Diodesel, der in seiner
Leistung und Pulsdauer zwischen 3 — 100 mW bzw-Q@000 msec manuell variiert
werden kann. Uber diese beiden Parameter lasstdsckibertragungseffizienz der
gelaserten Zellen auf das Cap beeinflussen. Hitiisichder Fokusgréf3e sind drei
verschiedene Einstellungen mdoglich (7,5 um; 15 géhum). Ausgeldst werden die

Laserpulse uUber einen Handschalter, der mit degreasheit verbunden ist.

PC mit Bildschirm Dem angeschlossenen Computer obliegt die Stegedes
Systems (ARC-200 PixCell Image Archiving Worksta)iod.h. es lassen sich damit
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eine Veranderung der Einstellungen vornehmen, amlds&irm der
Dissektionsvorgang direkt verfolgen sowie zugleiiod einzelnen Arbeitsschritte der

Microdissektion dokumentieren.

3.2.2.4 Vorbereitungen zur LCM

Da aus dem durch die LCM gewonnenen ZellmateriaARalysen durchgefihrt werden
sollten, mussten flur das Arbeiten bestimmte Vorkegen getroffen werden. Dies bedeutete,
dass alle Arbeitsschritte mit unsterilen Einmalteniaihen durchgefiihrt wurden, und dass
Arbeitsflachen inklusive der benutzten Geréate (Mikm, Laser-Mikroskop) mit 70%
Ethanol und schlie3lich mit RNase-Erase-Spray bedlanvurden, um Kontaminationen mit
Fremd-RNA zu verhindern bzw. ubiquitar vorkommeii¢asen zu inaktivieren, welche die
Fahigkeit besitzen, hocheffizient RNA abzubauen. it¥vlein wurden fir jeden
Schneidevorgang neue Einmalklingen und Objekttragemutzt. Die verwendeten
Plastikwaren waren RNasen-frei hergestellt. Digcfrigetffneten oder angesetzten Lésungen
waren allein fur Arbeiten mit RNA bestimmt. Das &fkbad fur Paraffinschnitte wurde mit
Aqua ad injectabilia Delta Select gefillt.

Fur Resektatgewebe wurden je zwei, fir Biopsiersgehs 5 pum dicke Paraffinschnitte
angefertigt und auf einen unbeschichteten Objaletrggezogen. AnschlieRend wurden sie
1 Std. bei 40°C inkubiert und nach folgendem — rongering modifizierten — Protokoll vom
National Cancer Institute (http://cgap-mf.nih.gawf®cols) entparaffiniert, rehydriert,
gegengeféarbt und wieder dehydriert:

= frisches Xylol 5 min

= frisches Xylol 5 min

= 100% Ethanol 15 sec
= 95% Ethanol 15 sec
= 70% Ethanol 15 sec
» HyO4est(@aqua ad injectabilia) 15 sec
= Mayer's Hamatoxylin 15 sec
»  H,O4est(@qua ad injectabilia) 15 sec
»  H,O4est(@qua ad injectabilia) 15 sec

= 70% Ethanol 15 sec
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=  95% Ethanol 15 sec
= 95% Ethanol 15 sec
= 100% Ethanol 15 sec
= 100% Ethanol 15 sec
= frisches Xylol 1 min
= Lufttrocknung > 2 min

Nach der Entparaffinierung mussten die Schnitte liviigf zligig weiterverarbeitet werden,

da nun RNasen aktiv werden kénnen.

3.2.2.5 Dissektionsvorgang

Wahrend der Mikrodissektion wurde unter gleichenaR&freien Bedingungen gearbeitet,
wie unter 3.2.2.4 anfangs erlautert.

Zuerst wurden die gut getrockneten Schnitte mierefrt Klebestreifen (Arcturugylountain
View, USA) von Schmutzpartikeln oder eventuell ledn Gewebsflocken durch leichtes
Andricken gesaubert. Da die morphologischen Varlsske auf Grund des fehlenden
Deckglases und der einfachen H&amatoxylinfarbungerurdem Mikroskop manchmal
schwierig zu beurteilen waren, wurde zu deren Kigrikurz vor der Dissektion der
entsprechende eingedeckelte HE-Schnitt herangezo@ésnn schlielich ein gut zu
dissezierendes Areal gefunden war, wurde es zergragestellt, der Joystick in
Neutralstellung gebracht und ein Cap mittels Sclaen vom Transportschlitten auf das
Gewebe aufgesetzt. Innerhalb des vom Cap begrefabietes wurde nun ein gewebefreies
Areal aufgesucht, um dort den Laserstrahl zu fakvss. Da der Lasereffekt von Schnitt zu
Schnitt variieren kann, wurden die Einstellungen laager individuell vorgenommen und an
einer Stelle mit hoher Dichte der gewlnschten ZeHesgetestet. Die Ublich eingestellten
Werte betrugen 40 — 58 mW Leistung, 7 msec Pulsdand 7,5 pm Spotgro3e. Die
einzelnen Laserspots, welche durch Schmelzen derstwffmembran schwarze Ringe
bilden und so die bereits gelaserten Areale keohmen, wurden leicht Gberschneidend
gesetzt, um eine fortlaufende Dissektion zu eremclies wurden ca. 900 — 1000 Schisse pro
Objekttrager abgegeben. Wegen der oft gering zsedisrenden Zellmenge pro Biopsie

musste dabei das Cap mehrmals umgesetzt werdemiuder Dissektion auf den anderen
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noch unbenutzten Serienschnitten fortzufahren. Ndeten Beendigung wurden die Caps
jeweils auf den Klebestreifen einer frischen PdstBeite leicht aufgedriickt, damit dort
unspezifisch adhéarentes Material heften bleibt. Reinheitskontrolle wurde das Cap
nochmals auf eine gewebsfreie Stelle des Objeldisagiedergelassen und mikroskopisch
begutachtet, ehe es dann einem 0,5 ml Eppendoi¥gdfi Deckel aufgesteckt wurde. Ein
Mikrodissektionsdurchlauf bestand durchschnittlimhs 10 verschiedenen Gewebeproben,
was einer zeitlichen Lange von bis zu 9 StundetndegiEntparaffinierung entspricht.

Jeder beliebige Schritt des Dissektionsvorgangesn khildlich dokumentiert werden
(s. Ergebnisteil, Abb4.11- 4.14).

3.2.2.6 Zelllyse und RNA-Extraktion

Bei der sofortigen Weiterverarbeitung des disseaneGewebes richtete ich mich nach einem
intern erstellten Protokoll des Pathologischen itusts des Klinikums rechts der Isar.

Wahrend der Durchfiihrung wurde durchweg auf Eislupatet.

= RNA-Isolation
- Zugabe von 200 pul frisch angesetztem Lyse-P@#fesammensetzung s. 3.1.2) in
jedes 0,5 ml Eppendorfgefal und erneuter Versshdurch Aufsetzen des Caps
- das Eppendorfgefald auf den Deckel (Cap) stellEadtd. bei 60°C inkubieren
- Hitze-Inaktivierung der Proteinase K bei 95°C & hang
- in ein neues 0,5 ml Eppendorfgefald umpipettieren
= RNA-Préazipitation
- Zugabe vorl/10 Volumen 2 M Natriumacetat (pH 4 )

- kurze Zeit gegen das Gefald schnippen

- Zugabe von 1 Volumen wassergesattigtem saurendPbad 1/5 Volumen
Chloroform

- 30 sec in der Hand schitteln und 45 sec vortexen

- 15 min auf Eis stellen

- 20 min bei 13000 U/min und 4°C zentrifugieren

- Abnehmen der oberen wassrigen Phase und Uberfijlimein neues 0,5 ml

Eppendorfgefald
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- Zugabe von 1 pl Glykogen (Stammkonzentration 2@mjgund 1 Volumen
Isopropanol

- Inkubation bei —20°C 12 Std. lang

- 30 min bei 13000 U/min und 4°C zentrifugieren

- weilRes Pellet ist am Boden erkennbar, Uberstandtamen und verwerfen
» Waschen des Pellets

- Zugabe von 500 ul Ethanol (70%) bei RT

- 20 min bei 13000 U/min und RT zentrifugieren

- Pellet trocknen lassen und in 20 pdH(Sigma) I6sen

Die Lagerung der Proben fand Uber wenige Tage &8&C-statt.

3.2.2.7 Reverse Transkription

Hierbei handelt es sich um die Umschreibung der RINEDNA. Dieser Vorgang wird durch
eine RNA-abhangige DNA-Polymerase bewerkstellige dls Startbereich ein doppeltes
Strangstick benétigt. Es wurden hierfir Random Hexa verwendet, da sie bei
fragmentierter oder nicht vollstandig erhaltener RN die bei einer Isolation aus
formalinfixiertem und paraffineingebettetem Gewehe erwarten ist (Goldsworthy et al.
1999, Lehmann & Kreipe 2001) — ein besseres Ergdlaiern als Oligo-dT-Primer.

Reaktionsansatz (Endvolumen 20:ul)
- 9 pl Gesamt-RNA

-1 ul BSA (0,5 pg/ml)

-1 ul ANTP-Mix (10 mM)

- 1 ul Random Hexamere (250 ng/ul)

Dieses Gemisch wurde fur 10 min bei 70°C inkubidanach schnell auf Eis gestellt, kurz

abzentrifugiert und mit folgenden Reagenzien vetset

- 4 pl 5x First Strand Buffer (= Erststrang-Puffer)
-2 ul DTT (0,1 M)
- 1 pl RNase™ OUT (= RNase-Inhibitor)
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Alle weiteren Inkubationen wurden in einem Thernabey durchgefuhrt:

- 10 min bei 25°C { Anlagerung der Random Hexamere als Primer)

- 2 min bei 42°C { bringt die Probe auf die fur die Polymerase oplenfabeitstemp.)
- Pause Zugabe von 1 pl SuperScript™ Il (Reverse Trampg&ge Enzym)

- 50 min bei 42°C { Erststrangsynthese)

- 15 min bei 70°C { Deaktivierung der Polymerase)

- Herunterktihlen auf 4°C.

Die cDNA wurde direkt nach der Umschreibung in Beal-Time PCR eingesetzt.

3.2.2.8 Funktionsprinzip des TagMaf?-PCR Assays

Der TagMan ist eines der Systeme, mit denen sicle guantitative Real-Time PCR
durchfuhren lasst. Diese stellt eine Weiterentwiokl der klassischen PCR (Mullis &
Faloona 1987) dar, indem sie nicht nur zu einer Wikation der PCR-Produkte fuhrt,

sondern gleichzeitig auch deren direkten Nachweigiglicht (Higuchi et al. 1992). Die PCR
ist eine sehr schnelle und zugleich sensitive M#gham kleinste Mengen spezifischer DNA-
Abschnitte zu vervielfachen und nachtraglich zwekieeren.

Fur die Amplifikation werden zuerst durch Hitzedemeerung einzelstrdngige DNA

(Template) hergestellt, an die sich nun fir die auplifizierende Sequenz spezifische
Oligonukleotide (Primer) sowohl am 5’ (forward Pam als auch 3’ (Reverse Primer) Ende
der Zielsequenz anlagern kénnen (Annealing). AekdiWeise wird ein Startpunkt fur die
Synthese (Extension) der zwischen den Primern ridge Sequenz durch eine DNA-
abhangige DNA-Polymerase geschaffen. Auf Grund #&@&mplementaritdt des neu

entstandenen Stranges kénnen nach Durchlaufenbigeligeler Zyklen (Denaturierung,

Annealing, Extension) entsprechend viele KopienAlesgangssequenz hergestellt werden.

Das Prinzip des gleichzeitigen quantitativen Nadbes einer spezifischen cDNA basiert
zum einen auf der 5’-3’-Exonukleaseaktivitdt derwendeten AmpliTag-Polymerase und
zum anderen auf dem Einsatz eines fluoreszenznnmkieOligonukleotids (Sonde oder
TagMan-Probe). Diese Sonde, welche sich komplement&inem Bereich zwischen den
beiden Primern anlagern soll, ist am 5-Ende miteen Reporter-Farbstoff (Fluoreszein-

Derivat) und am 3’-Ende mit einem Quencher-Farlbs@hodamin-Derivat) versehen. Im
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Gegensatz zu einer intakten Sonde, bei der der cDeerdie Reporterfluoreszenzemission
durch rdumliche Nahe und den daraus resultiereritleareszenz-Energietransfer (FET)
unterdrickt, wird bei einer Sondenfragmentierung BE&T aufgelost, und es kann ein
Fluoreszenzsignal wahrgenommen werden. Dies istdamn der Fall, wenn die DNA-

Polymerase mit ihrer Exonukleaseaktivitat die ae dielsequenz spezifisch gebundene
Sonde wéhrend der Extensionsphase hydrolysiefinfs. 3.3).

Auf diese Weise steigt die nach jedem Zyklus gesresd-luoreszenzintensitat proportional

mit der Menge des amplifizierten cDNA-Templates an.

ahsorhierte
m Fluoreszenz

Forward
Primer

Reverse TAQ = Tag-Polymerase
Frimer = Reporterfarbstoff
(VIC / FAM)
Q = Quencher

Polymerisation und 5*-Exonukleaseaktivitéit

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des FunktionsprinzipsTaeglarf-PCR Assays
(modifiziert nach Weller et al.)

3.2.2.9 Konstruierung von Primern und Sonden fiir ¢ TagMan®-PCR

Bei der Auswahl der Primer und Sonden wurden falgeRunkte bericksichtigt (Giulietti et
al. 2001, User’'s Manual 1997):

der Schmelzpunkt der Primer sollte sich zwischeiC5#éd 60°C befinden

der Schmelzpunkt ) der Sonde sollte 10°C héher liegen als der diend?r

die Grof3e des Amplikons sollte zwischen 50 und B&€enpaaren liegen

am 5’-Ende der beiden Primer und der Sonde sdltte die Base Guanin sein
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die Primer und die Sonde sollten nicht komplementéasich selbst und zueinander
sein

die Lange der Primer und der Sonde sollte zwis@@ennd 30 Basenpaaren liegen
der GC-Gehalt der Primer und der Sonde sollte £8-66tragen

es sollte in der Sequenz eine lange Abfolge vorereginzigen Base vermieden
werden

problematische Sekundarstrukturen wie sog. haigops sollten vermieden werden.

Weitere Informationen Uber Aufbau und Lokalisatsimd der Tab. 3.4 zu entnehmen.

3.2.2.10 Durchfithrung des TagMaff-PCR Assays

Es wurden die gewonnenen 20 pl cDNA mit 15 gOHSigma) verdunnt, um schlief3lich 1/7
der ursprunglichen Template-Menge pro well einzzeset

Reaktionsansatz/well (Endvolumen 25 ul)

fur den TagMan deB7h-cDNA fur den TagMan deGAPDH-cDNA

- 5,00 pl cDNA einer bestimmten Probe |- 5,00 pl cDNA einer bestimmten Probe

- 12,50 pl TagMan Universal PCR Master |- 12,50 ul TagMan Universal PCR Master
Mix 2x (1x) Mix 2x (1x)

- 0,75 pl forward Primer (300 nM) - 1,25 pl PDAR System control

- 0,75 pl reverse Primer (300 nM) - 6,25 ul HO (Sigma)

- 1,00 pl TagMan-Probe (200 nM)

- 5,00 pl HO (Sigma)

Die Reagenzien wurden auf Eis in eine 96-well-Bl@icroAmp°96-Well Optical Reaction
Plate) so pipettiert, dass je sechs wells mit denrtersuchenden Probe (Template) versehen
wurden, von denen wiederum die eine Halfte (Trigjkmit den restlichen notwendigen
Reagenzien fur den TagMan der B7h-cDNA und die endddlfte (Triplikat) mit den
Komponenten fur den TagMan der GAPDH-cDNA versetarde. Das dabei verwendete

PDAR System control entspricht einer voll optimeéert kommerziell erwerblichen Reagenz,
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die sowohl die Primer als auch die Sonde (TagMab®r fir die Real-Time PCR der
GAPDH-cDNA beinhaltet.

Zusatzlich liefen bei jedem neuen Ansatz (d.h. Platte) eine Positivkontrolle mit, die aus
einer synthetisch hergestellten B7h-cDNA (Konzeiura 10° Kopien/pl) in einer
Verdinnung von 1:1 und 1:100 bestand, sowie eingati&kontrolle, bei der das Template
durch Wasser ersetzt wurde, und einem Kalibratessein cDNA aus CD19-negativen PBL
gewonnen wurde und dessen detektierte cDNA-Meng@lilgjemeiner Referenzwert dienen
sollte. Das verwendete Pipettierschema verdeuttichAbb. 3.4.

Die fertig pipettierte Platte wurde mit einer dwsuhtigen Klebefolie (Optical Adhesive
Cover Starter Kit) und einer gummiahnlichen Lochmatlie bei der Fluoreszenzmessung
Streuungsartefakte verhindern soll, abgedeckt,hdiefend 1 min bei 1000 U/min und 4°C
zentrifugiert und zur Analyse in das ABI PRISM™ ©7etection System Uberfihrt.

cDNA cDNA cDNA cDNA cDNA cDNA .
Probe Probe Probe Probe Probe Probe » Probe (lO StUCk)

cDNA cDNA cDNA cDNA cDNA cDNA

CD 19 CD 19 CD 19 CD 19 CD 19 CD 19 —» Kalibrator
PBL PBL PBL PBL PBL PBL

B7h B7h B7h B7h B7h B7h

cDNA cDNA cDNA cDNA cDNA cDNA —> POSItlvkontro”e
11 11 11 1:100 1:100 1:100
— — —

keine

CcDNA —» Negativkontrolle

g2
$3
O >
I%
@
g3
sz
I‘
g2
s 3

[] B7h-MasterMix [0 GAPDH-MasterMix

Abbildung 3.4: Ausschnitt des Pipettierschemas einer 96-Well-®ldiir die B7h-
Expressionsuntersuchung mittels TagMan. Die eirzelnKreise symbolisieren die
ReaktionsgefalRe mit Inhalt (= Art des Templatesg jpweiligen Rechtecke um die Kreise
kennzeichnen die Fullung der ReaktionsgefalRe nmt detsprechenden MasterMix fur eine
Amplifikation von B7h oder GAPDH
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3.2.2.11 Das ABI PRISM™ 7700 Detection System

Dieses Geréat (Applied Biosystenfspster City, USA) ist mit einem internen Thermoeycl
ausgestattet, in den die 96-Well-Platte hineingstewird. Er wurde auf folgende

Inkubationsschritte programmiert:

50°C - 2 min
95°C - 10 min
95°C - 15sec
60°C - 1 min } 50 Zyklen

Die in jedem Well durch einen Argon-Laser hervoujenen Fluoreszenzemissionen werden
Uber ein System von optischen Leitern, SpiegetefFiind Linsen zu einem Spektrographen
mit einer dahinter angeschlossenen CCD-Kamera mgeitstet und dort fur jedes einzelne
Well aufgenommen. Die Verarbeitung dieser Dateragusen mit der gesamten Steuerung
des Systems (7700 SDS, Applied Biosystems) Uberh@miPower Macintosi#200/120.

3.2.2.12 Datenauswertung mittels einer relativen @antifizierungsstrategie

3.2.2.12.1 Prinzip der Methodik 2T -Methode)

Bevor man an Zahlenwerte gelangt, die jeweils Anggpunkt fir die Berechnung der
MRNA-Menge sind, mussen in der graphischen Dawstgllder Amplifikationswerte
(amplification plot), die fur jedes Reaktionsgeféfstellt werden, eine Basislinie und eine
Grenzlinie (threshold) gesetzt werden. Dies wurdm@? den Richtlinien des User Bulletin
#2 des ABI PRISM™ 7700 Detection System (Perkin€flni997) durchgefihrt. Um einen
gultigen Vergleich der aus verschiedenen Plattens@#ze an unterschiedlichen Tagen)
gewonnenen Daten anstellen zu kdnnen, wurde zulygeaesamplification plotbei allen
TagMan-Laufen sowohl fir die B7h-Auswertung als hadtr die GAPDH-Auswertung
jeweils immer der gleiche Threshold-Wert gesetas$2n Schnittpunkt mit der individuellen
Amplifikationskurve legt den sog.t8Nert (threshold cycle) fur jedes einzelne Welltfés
Abbildung 4.18 (Ergebnisteil) ist ein Beispiel &mlch eineramplification plotmit gesetztem

thresholdzu sehen.
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Im Gegensatz zu einer absoluten Quantifizierung,ider eine Erstellung der Standardkurve
zu absoluten mRNA-Mengen fuhrt, kann man bei eir@ativen Quantifizierung nur
Vergleichswerte erreichen. Diese werden hauptséchiber drei Rechnungsschritte erzielt
(Giulietti et al. 2001, Livak & Schmittgen 2001):

1. Um die divergenten cDNA-Mengen auszugleichen, dieGrund der unterschiedlich
dissezierten Zellzahlen in den jeweiligen Proberkemmen, wird die Menge des
Zielgens (B7h) auf die eines relativ konstant exjgiten Housekeeping-Gens
normalisiert. Es wurde daftur ein Enzym aus dem Gdektoffwechsel namens
GAPDH (Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) @edst.

Die Gleichung hierfur lautet  Crg7n— Cr.capon= 4Cr

2. Der normalisierte &Wert (ACt) einer zu untersuchenden Probe wird auf d€x
eines Vergleichskollektivs (Kalibrator) bezogens Alolcher wurden CD19-negative
PBL verwendet.

Die Gleichung hierfur lautet AC{(Probe) —4C{(CD19-neg. PBL) =AAC+

3. Uber Einbeziehung TagMan-spezifischer Parameter \dodhussetzungen gelangt
man zu einer Formel, die die normalisierte Expmessies Zielgens (B7h) aus einer
zu untersuchenden Probe ausdrickt, und zwar relativder normalisierten
Expression des Kalibrators (CD19-neg. PBL).

Die Gleichung hierfiir lautet 244¢T

3.2.2.12.2 Voraussetzungen fur ihre Anwendung

Damit die 2*°T -Methode fiir die Auswertung der Daten herangezagemnien darf, miissen
zwingend folgende drei Punkte erflllt sein:
= Die Amplifikationseffizienz muss sowohl fir das gen als auch fur das
Housekeeping-Gen unabhangig von der eingesetztiiddenge sein.
= Die Amplifikationseffizienz des Zielgens und diesdelousekeeping-Gens missen

ungefahr gleich sein.
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= Die Expression des Housekeeping-Gens muss untar blinstdnden konstant sein;
das bedeutet fur die vorliegende Arbeit, dass lemader Entziindungsstatus keinen
Einfluss auf den Expressionslevel des Hauskeepiemgs®esitzen darf.
Diese Punkte wurden alle auf ihre Richtigkeit hiveipruft (s. Ergebnisteil, Abb. 4.15 u.
4.16).

3.2.2.13 Statistische Analysen

Falls mehrere Datensatze fur ein untersuchtes Gewebfligbar waren, wurden sie als
Mittelwert zusammen mit dessen Standardfehler aglgmy Aullerdem wurden die
Ergebnisse der gesunden und der an CED erkrankdéienin untereinander auf einen
signifikanten Unterschied hin Uberprift. Durchgetimurde dies mit dem Student’schen T-
Test, wobei das Signifikanzniveau auk ®,05 festgelegt und bei dessen Zutreffen mit einem

bzw. mit zwei ,* “ versehen wurde.

3.2.3 Experimente mit humanen peripheren Blutlymplozyten (PBL)

Die PBL wurden als Vergleichszellen in der mRNA-Eegsionsanalyse mittels TagMan

bendtigt.

3.2.3.1 Isolation von Lymphozyten aus dem periphen Blut

Die Isolation der PBL wurde Uber einen Dichtegratbe durchgefihrt (Ficoll-Methode):

»= venotse Blutentnahme (je nach Verwendungszweck hersd@5 und 40 ml) mit einer
heparinisierten Spritze

=  Umfillen in 50 ml-Falcon-Rdhrchen

= Zugabe von 37°C-erwarmtem PBS-Puffer im Verhakois 1:1, mischen

= Uberfiihrung einer auf 37°C temperierten Ficoll-Ldguin frische 50 mil-Falcon-
Rohrchen

» die Ficoll-Lésung in einem Verhdltnis von 1:1 miterd Blut-BPS-Gemisch

Uberschichten, indem man es langsam an der Gef@veaabflie3en lasst
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= 20 min zentrifugieren bei 1200 U/min (langsames réhen!) und 4°C

= oberste gelbliche Schicht (Serum) absaugen underéaw, nachste weildlich tribe
Schicht (Lymphozyten) mit einer 20-ml-Pipette ireisenden Bewegungen abnehmen
und in ein neues 50-ml-Réhrchen geben

= Auffillen des Réhrchens mit PBS, um das zellscleéiig Ficoll herauszuwaschen

= 7 min zentrifugieren bei 1200 U/min und 4°C

= Uberstand absaugen und verwerfen;, Pellet in gewimsc Losung und

Zellkonzentration aufnehmen.

3.2.3.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl in einer Suspensiondeueine Zahlkammer nach Neubauer
verwendet. Sie besteht aus vier grol3en AuRenquadratie nochmals in jeweils 16 kleinere

Quadrate unterteilt sind. Zu Beginn der Messungdwafs erstes ein Deckglas auf den
speziellen, leicht angefeuchteten Trager mit leichAnpressdruck so positioniert, dass sich
Uber den seitlichen Kontaktstellen Newton’sche Rirmgisbilden. Genau dann betragt das
zwischen Deckglas und einem AuRenquadranten eihlgssene Volumen 0,1 nimwobei

1 cn? 1 ml entspricht. AnschlieBend werden ungefahr lL@iper Zellsuspension — je nach

vermuteter Zellmenge — entweder pur oder mit PB&liuent in die entstandene Kammer

hineinpipettiert. Falls wahrend der Zahlung zuséhtzéine Unterscheidung von lebenden und
toten Zellen erwinscht ist, kann man der Suspersiioen blauen Farbstoff (Trypanblau) in

einem Verhaltnis von 1:1 bis 1:10 hinzusetzen,darvon toten Zellen aufgenommen wird

und diese blau anfarbt. Abhangig von der Fragestgllkonnen daraufhin unter dem

Mikroskop bei einer 40fachen VergréfRerung die leleen durchsichtigen oder die toten

blauen Zellen oder auch beide Zellarten zusammeddreMessung bertcksichtigt werden.

Dabei z&hlt man in allen vier Au3enquadranten jsadiejenigen Zellen, die innerhalb und

auf der unteren bzw. linken Begrenzungslinie (Lrpder 16 kleineren Quadrate zu liegen

kommen.

Damit kann die Berechnung der Zellzahl wie folgtgemommen werden:

Zellzahl/ml = mittlere Zellzahl/Quadrant x Vémhungsfaktor x 10
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3.2.3.3 Stimulation der PBL

Die PBL wurden im RPMI-Medium mit Glutamax (1640) einer Endkonzentration von ca.
3 x 1@ Zellen/ml aufgenommen. Stimuliert wurden die PBL diner 24-well-Platte mit

0,4 pl/ml C&*-lonophor und 0,2 pl/ml PMA. AnschlieBend wurdes ber 48 Std. in einem
37°C-Brutschrank inkubiert.

3.2.3.4 Oberflachenfarbung der PBL und deren Analys mittels eines Fluoreszenz-

aktivierten Zellsortierers (FACS)

Mit dieser Methode lasst sich die Expressionsst&gkschiedener Oberflachenmolekile auf
Zellen einer Suspension untersuchen und letzterer @ine Messung von Zellgroi3e,

Granuladichte und Fluoreszenzintensitat in weigrbpopulationen aufteilen. Dazu wird eine
Zellsuspension mit fluoreszenzmarkierten monoklenmaAntikorpern, die gegen die zu

untersuchenden Antigene gerichtet sind, inkubiad darauf folgend in einem FACS-Gerat
analysiert. Dies erfolgt Uber eine Messung der fesmenzemission, die wahrend der
Anregung durch einen Laser von den gebundenen dumigkn ausgeht und damit ein Maf3 fir

die vorhandene Antigendichte auf einer Zelle ddltste

Farbeprotokoll

= Zellen in 100 pl FACS-Puffer in einer Konzentrativon ca. 3 x 190 Zellen/ml in
einem 1,5-ml-Eppendorfgefald aufnehmen

= 20mindtige Inkubation mit einem oder mehreren V@esten fluoreszenzmarkierten
Antikorpern (Verdinnungen: CD3/CD19 1:10; B7h- 1:20) bei 4°C

= Zugabe von 900 pl FACS-Puffer, mischen

= 5 min zentrifugieren bei 2000 U/min und 4°C

= Uberstand abpipettieren und verwerfen

= Pellet in 500 pul FACS-Puffer resuspendieren, in BARBhrchen umfillen und im

Durchflusszytometer analysieren.
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3.2.3.5 Separierung CD19-negativer und CD19-positr Zellen aus PBL

Die Isolation einer Subpopulation wurde mit Hilfesdmagnetischen Zellsortierers (MACS)
durchgefuhrt. Hierbei wird zuerst eine Zellsuspensnit einem Antikdrper inkubiert, der mit
winzigen ferromagnetischen Teilchen (MicroBeatshjlgiert ist und gegen ein bestimmtes
Oberflachenantigen gerichtet ist, das die zu separden Zellen typisiert. Danach lasst man
die Zellsuspension uber eine Saule flieRen, die @ioem permanenten Magneten umgeben
ist, und erhalt auf diese Art und Weise eine Trewnin zwei Zellpopulationen. Die eine
markierte Population bildet die Durchflussfraktionnd die andere, unmarkierte ist im
magnetischen Feld der Sdule hdngen geblieben. d3ighbiebene Methodik ist eine von zwei
Moglichkeiten fir eine magnetische Zellseparierung wird als ,positive Selektionierung*
bezeichnet.

Separierungsprotokoll

= Zellen in 500 pl MACS-Puffer in einer Konzentrativon bis zu 18 Zellen /ml in
einem 15-ml-Falcon-R6hrchen aufnehmen

= 20minutige Inkubation mit 10% CD19-MicroBeats b&C4

» LS-Saule am Magneten festklemmen und mit 3 x 5 mbastem MACS-Puffer
beschicken

= Nach der Inkubation Zellsuspension mit 9,5 ml PBS&élen und mischen

= 7 min zentrifugieren bei 1200/min und 4°C

= Uberstand absaugen und verwerfen

= Pellet in 1 ml entgastem MACS-Puffer aufnehmen uizer die Saule geben
(Durchfluss wird in einem frischen 15-ml-Falcon-Réiten aufgefangen und
entspricht den CD19-negativen PBL)

» Die Saule mit 3 x 2 ml entgastem MACS-Puffer naciesp und Flissigkeit ganz
durchlaufen lassen

= Saule aus der magnetischen Halterung in die Haimnee und Uber ein frisches
15-ml-Falcon-Réhrchen platzieren

» 3 ml entgasten MACS-Puffer auf die Saule geben mmitdeinem dazu passenden
Spritzenstempel schnell durchpressen (Durchflusspeoht den CD19-positiven
PBL).
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3.2.3.6 RNA-Extraktion

Die RNA-Isolation aus den PBL oder deren Subpoprian wurde nach der Methode von
Chomczynski & Sacchi (1987) durchgefuhrt. Dazu werdie Zellen in einer Guanidinium-

Isothiocyanat-Lésung (GITC) aufgenommen, um daysielt zu werden und um samtliche
RNA-schadigende Proteine, wie z.B. RNasen, zu deeatn. In der vorliegenden Arbeit

wurde das Reagenz Trizol verwendet, welches au€Giiid Phenol zusammengesetzt ist.
Danach wird die RNA mit Hilfe eines Phenol-ChlonsfeGemisches von Proteinen und
DNA isoliert und in Isoamylalkohol prazipitiert. Abhlie3end wird das Pellet in 70%igem
Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in aqua dmaggenommen. Die RNA der CD19-

negativen und -positiven Zellen wurde in mehrerdigudts bei —80°C gelagert. Die aus
anderen Zellen gewonnene RNA wurde gleich weitanpsitet oder ebenfalls tiefgefroren.

3.2.3.7 Reverse Transkription und Real-Time PCR

Das Umschreiben in cDNA und die Detektion der BEINA mittels der Real-Time PCR
sind bereits unter 3.2.2.7 bzw. 3.2.2.10 beschnebe
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4. Ergebnisse

4.1 Immunhistochemische Farbungen mit AntikGrperngegen B7h

Der Einsatz der Immunhistochemie sollte es ermbghg als eine von zwei in dieser Arbeit
verwendeten Methoden die Expression des B7h-Mddekiif intestinalen Epithelzellen zu
untersuchen. Hierbei interessierte vor allem degEr ob jenes Protein dort exprimiert wird,
und wenn dieses der Fall ist, ob bei Proben vornefan mit chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen ein Unterschied in seiner Ausprggd sowohl untereinander als auch
mit gesunden Kontrollen verglichen — zu erkennen Gefarbt wurden Gefrier- und

Paraffinschnitte von Biopsieproben und Resektateas dolons von CED-Patienten
(befallener und unbefallener Bereich) und von deesiglich Nichterkrankten sowie von
lymphatischem Gewebe (Rachen- und Gaumenmandef)eamianti-B7h-Antikdrpern HIL-93

und HIL-131, fur die erst ein Farbeprotokoll etehii werden musste (s. Material und
Methoden).

4.1.1 Gefrierschnitte — Erstellung eines Farbepraikolls

Da im Paraffinmaterial die von Antikdrpern erkammt8trukturen manchmal so verandert
werden, dass eine spezifische Bindung zwischerkérger und Antigen — wenn Uberhaupt —
erst durch spezielle sog. Antigen-Retrieval-Methodéeder erméglicht werden kann, wurde
die Farbung zunachst an Gefrierschnitten ausgetddée den jeweiligen Arbeitsschritten
wurden nach Variation mehrerer Parameter folgeretbBchtungen gemacht:

Rehydrierung:
Bei Verwendung einer Rehydrierung der Schnitte d@em Blocken endogener Peroxidasen

schien die Morphologie weniger durch das eingeseY¥asserstoffperoxid beeintrachtigt

worden zu sein.
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Block endogener Peroxidase:

Auf Grund stérender Enzymumsetzung durch die intHfogzyten und eosinophilen

Granulozyten vorhandene endogene Peroxidase wimdBlacken des endogenen Enzyms
fur sinnvoll gehalten. Dabei erzielte man das bB&sultat mit einer 0,1 %igen,@&,-Losung

(in PBS), die es ermdglichte, die Farbeartefaktderurgleichzeitiger Schonung der
Morphologie zu reduzieren. Nach dem Gebrauch voi®©,Hn Methanol schien das

Bindungsverhalten des Antikdrpers beeintrachtigtdea zu sein, so dass keine positiven

Farbungen mehr zu erreichen waren.

Block unspezifischer Bindungen:

Beim Vergleich aller vier ausgetesteten Mdoglichémeitfir das Blocken unspezifischer
Bindungen (s. Material u. Methoden 3.2.1.3.1) wakenfalls nur sehr geringe Unterschiede
feststellbar. Deshalb wurden lediglich zwei Verghr mit sonst Ublich guten
Farbeergebnissen ausgewahlt (s. Tab. 4.1 Punkt 3).

Inkubation mit Priméar-AK:

Mit einer Ubernachtinkubation der Antikorper beiC4%onnte zwar die unspezifische
Hintergrundfarbung ein wenig reduziert werden, @gddiel damit auch die spezifische
Farbung schwacher aus. Die Inkubation bei 37°Caettie keine Vorteile gegeniber der
herkdbmmlichen Methode bei Raumtemperatur.

Bezuglich der Antikérperkonzentration wurde abhgngom eingesetzten Detektionssystem
fur den Klon HIL-93 mit 20 — 41 pg/ml und fir demokd HIL-131 mit 19 — 57 pg/ml ein sehr
guter Kompromiss aus starker spezifischer und scharaunspezifischer Farbung erreicht.
Mit einer Verschiebung des pH-Wertes beim Antikdveedinnungsmedium (Tris) ins
Basische wurden die unspezifischen AK-Bindungenr epefordert, so dass entweder

PBS/BSA 1% oder eine bei Dako zu erwerbende Lésengendet wurde.

Inkubation mit Sekundér-AK u.Tertiarkomplex (Deiekissystem):

Mit allen drei Detektionssystemen (s. Material u.ethbden 3.2.1.3.1) konnten
zufriedenstellende Ergebnisse erzielt werden, idie is Distinktheit und Starke der Farbung

ein wenig unterschieden.
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Chromogen:

Das Chromogen Nova Red wies eine wesentlich keiidg-arbung auf als DAB. Deshalb

wurde es im Protokoll vorgezogen.

Gegenfarbung:

Fur das bessere Erkennen einzelner schwach geféfkteen wurde die Gegenfarbung

weggelassen.

Ansonsten wurde zur

Gegenfarbung Idéghiat trotz schlechterer

Kontrastierung verwendet, da es gegeniiber MethgkGrein besseres morphologisches

Endergebnis lieferte.

Somit konnte folgendes Protokoll

erstellt werden:

Tabelle 4.1: Immunhistochemisches Farbeprotokoll fur die anthBWtikorper (HIL-93 u.

HIL-131) auf Gefriergewebe

Arbeitsschritt verwendete Methodik Zeitdauer
1) Rehydrierung in Tris 10 min
2) Block endogener Peroxidase | »@4(0,1%) in PBS 20 min
Waschen Tris 3 x 3 min
3) Block unspezifischer Bindungeri. Ziegen-Normalserum (NGS)(3%) in Tris | 15 min

oder2. NGS (3%) + BSA (1%) in PBS 15 min
Flussigkeit abklopfen
4) Inkubation mit Primar-AK A. Temperatur u. Dauer: bei RT 60 min

(HIL-93 ; HIL-131) B. Konzentration; HIL-93 41; 20 pg/ml
HIL-131: 57; 19 pg/ml
C. AK-Verdinnungsmedium: - PBS/BSA 1%
- Dako Antibody Dént

Waschen Tris 3 x 3 min
5) Inkubation mit Sekundar-AK | 1. anti-lgGuausBiotin (Kit) 30 min

oder2. anti-IgGuausPeroxidase (1,6 pg/ml) |30 min

oder 3. anti-IgGuausPolymer-Peroxidase (Kit) | 30 min
Waschen Tris 3 x 3 min
6) Inkubation mit Tertiarkomplex | nur bei 5.1: Streptavidin-Peroxidase (Kit) 30 min

(falls notwendig, s. 5.)

Waschen Tris 3 x 3 min
7) Chromogen Nova Red 6—10m
Waschen HoOgest 5 min
8) Gegenfarbung 1. keine

oder2. H&matoxylin 5 sec
Blauen warmes HOgest 2 min
Waschen kaltes HOgest 2 X2 min
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4.1.1.1 Rachen- und Gaumenmandel

Bei der IHC von lymphatischem Gewebe einer Racbhder Gaumenmandel, die wegen ihres
hohen B-Zell-Gehaltes als Positivkontrolle fur &@h-Expression dienen sollte, konnte mit
beiden Antikdrpern eine eindeutige Farbung erzietden, wobei die zwei Klone ein leicht
divergentes Muster aufwiesen. So lasst sich beiMdgwendung von HIL-93 ein kréftiges
Signal fast ausschlieRlich vom Endothel der Gef@Bbernehmen und nur sehr geringfligig
vom mehrschichtigen unverhornten Plattenepithelches das lymphatische Gewebe umgibt.
Die Inkubation mit HIL-131 hingegen zeigt eine kwiFarbung des Epithels, vor allem der
basal liegenden Zellschicht, und eine nur wenigvécihere des Endothels. Zusatzlich waren
vereinzelte Zellen im lymphatischen Gewebe nachweejsdie sich topographisch aber nur
schwer einem speziellen Bereich (B- oder T-Zellarazordnen lassen.

Das Farbemuster einer einzelnen Zelle ist eher ralsdstandig zu deuten, was
erwartungsgemals fur eine OberflachenexpressioBvbrsprechen wiirde.

Die bei jeder Versuchsreihe mitgefihrten Isotypenialen, die in der gleichen
Konzentration eingesetzt wurden wie der Priméar{irper, fielen fir die zu vergleichenden
Strukturen durchweg negativ aus.

Uberraschenderweise lieRen sich jedoch keine BeZellit diesen Antikorpern nachweisen.
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Abbildungen 4.1 (oben) und 4.2 (unten): Immunhistochemie einer humar
Rachenmandel (Gefriermaterial) in 100facher VergriRg @¢.1) bzw. in eirer
200fachen AusschnittsvergrofRerund.2. Die mit anti-B7hAk gefarbter
Strukturen stellen sich rotbraun dar. Der gefarbiggformig angeordnet
Zellverband ) entspricht dem unverhornten mehrschichtigen Rlafiithel,
welches die Mandel umgibt. Neben den vor allem ldésgendenstark gefarbte
Epithelzellen sind noch einzelne schwécher gefadeiéen (% ) innerhalb de
lymphatischen Areals, das von dem Epithelzellvedbamnschlossen wird, :
sehenMethode HIL-131 (57 pg/ml) + ant-IgG-Peroxidase
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Abbildungen 4.5 (oben) und4.4 (unten): Immunhistochemie einer huma
Gaumenmandel (Gefriermaterial); gleicher Ausschnitt 10Gdacher
VergroRerung. Das Tonsillenepithel ist m¥ X markiert, darunteliegend
das lymphatische Gewebe mit einem FollikelanschitB) zeigt eine stark
Farbung des Epithels mit anti-B7h-AWethode HIL-131 (19 pg/ml) -
anti-lgG-Biotin + Streptavidin-Peroxidasgt.4) zeigt die Isotypnkontrolle
(Negativkontrolle). Es ist keine spezifische Fampurzu erkennen.
Methode NCOG2 (19 ug/ml) + anti-lgG-Biotin + Streptavidieroxidase
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Abbildung 4.5: Immunhistochemie einer humanen Rachenme
(Gefriermaterial) mit HIL-131; 200x Zu erkennen sind gefart
Endothelzellen & ), die sich im lymphatischen ré8eh befinden.
Methode HIL-131 (57 pg/ml) + anti-lgG-Peroxidase

Abbildung 4.6: Immunhistochemie einer humanen Gaumenmandel
(Gefriermaterial) mit HIL-93; 200x. Starkearbung von Endothelzelle

(% ). Methode HIL-93 (20 pg/ml) + anti-lgG-Biotin + Streptavith
Peroxidase
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4.1.1.2 Dickdarm

Mit dem an der Positivkontrolle erfolgreich getéste immunhistochemischen Protokoll
wurde anschlielend Dickdarmgewebe eines gesundegenfea und eines Morbus-Crohn-
Patienten untersucht.

Hierbei war keine spezifische Farbung irgendweldyestimmter Strukturen mehr erkennbar.
Das Epithel der Schleimhaut hob sich in beidendrétlurch seine diffuse Rote ein wenig von
der restlichen Umgebung ab, wahrscheinlich auf Gnumspezifischer Antikérperbindungen,

da ein solch ahnliches Phdanomen auch in den Isokgmérollen zu beobachten ist.

4.1.2 Paraffinschnitte — Erstellung eines Farbeptokolls

Da bei den Farbungen von Gefriermaterial hinsichtbeider untersuchter Gewebe teilweise
schwer zu interpretierende Ergebnisse erzielt wuyrdainerseits wegen der fehlenden
Nachweisbarkeit von B-Zellen im lymphatischen Gesvelind andererseits wegen der
schlechten Farbequalitdt von Darmgewebe, wurden Atigkorper auf Paraffinmaterial

ausgetestet. Bei der Erstellung des Farbeprotokohsiten zu den einzelnen Arbeitsschritten

folgende Beobachtungen gemacht werden:

Antigendemaskierung:

Sowohl ohne Vorbehandlung zum Zweck einer Antigemalkierung, als auch nach einer
Hitze-Behandlung (s. Material u. Methoden, Tab03Lnkt 1) der Gewebsschnitte war kein
positives Féarbeergebnis zu erreichen. Hierbei tgde ich mich an der Positivitdt des
Tonsillenepithels auf Gefrierschnitten. Dasselbeb&&uster konnte allerdings nach einer

enzymatischen Vorbehandlung mit Protease erzigiten.

Block endogener Peroxidase:

Das Blocken mit destilliertem Wasser als Verdunmumedium flr Wasserstoffperoxid schien

eine effektivere Wirkung zu besitzen als Methanol.
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Block unspezifischer Bindungen:

Da sich die Farbung der einzelnen Strukturen sctebativ klar und ohne einen diffus
gefarbten Hintergrund darstellen liel3, wurde aelsdn zuséatzlichen Blockschritt verzichtet.
Er schien ganz im Gegenteil sogar die spezifischefadung in ihrer Intensitat

abzuschwachen.

Inkubation mit Priméar-AK:

Der Versuch, mit einer Ubernachtinkubation des Rrifintikorpers bei 4°C eine starkere
spezifische Farbung und eine noch geringere unspet®re Hintergrundfarbung zu erlangen,
zeigte nicht die erwinschte Wirkung. Deshalb blrebn bei der gangigen einstiindigen
Inkubation bei Raumtemperatur.

Bezuglich der Austestung verschiedener Verdinnuafgss wurden fir die Klone HIL-93
mit einer Konzentration von 61 pg/ml und fur HILAL&it 114 pg/ml die besten Resultate

erzielt.

Inkubation mit Sekundar-AK und Tertiarkomplex (Odtenssystem):

Hier kristallisierte sich eindeutig das Detektioystem — bestehend aus einem biotinylierten
Sekundar-Antikérper und einem Streptavidin-Peroségddomplex (LSAB-Methode) — als
das Beste heraus. Bei Austestung des CSA-Systerivia(srial u. Methoden 3.2.1.4.) zeigte
sich dasselbe Bild einer starken Anfarbung des simalen Epithels auch bei der
Isotypenkontrolle, was auf Grund der sehr hohenstenat dieser Methode auf eine
unspezifische Farbung endogener Immunglobulindedddih 1&sst und somit die Anwendung

des CSA-Systems unmoglich machte.
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Diese Beobachtungen fiihrten zur Erstellung desfalgn Protokolls:

Tabelle 4.2: Immunhistochemisches Farbeprotokoll fur die anthBAntikérper (HIL-93 u.

HIL-131) auf Paraffingewebe

Arbeitsschritt Variation diverser Parameter Zeitdauer

1 g];'t?iicgﬁmifﬁé%rg)ng Enzymatische Demaskierung mit Proteg3@ min

Waschen Tris 3 x 3 min
2) Block endogener Peroxidase | >4 (3%) in HOgest 15 min

Waschen Tris 3 x 3 min
3) Inkubation mit Primar-AK A. Temperatur u. Dauer: bei RT 60 min

(HIL-93; HIL-131) B. Konzentration: HIL-93 61 pg/mg
HIL-131: 114 pg/ml

Waschen Tris 3 x 3 min
4) Inkubation mit Sekundar-AK anti-lgézusBiotin (Kit) 30 min

Waschen Tris 3 x 3 min
5) Inkubation mit Tertidrkomplex | Streptavidin-Peigase (Kit) 30 min

Waschen Tris 3 x 3 min
6) Chromogen DAB 15 min

Waschen H2Ogest 5 min
7) Gegenfarbung Hamatoxylin 5 sec

Blauen warmes HOgest 2 min
Waschen kaltes HOgest 2 X 2 min

4.1.2.1 Gaumenmandel

Auf Paraffinmaterial ist das Farbeverhalten beidatikorper (HIL-93 u. HIL-131) sehr
ahnlich. Es werden fast ausnahmslos Epithelzeltark gositiv dargestellt. Endothelzellen
zeigten im Gegensatz zum Gefriermaterial allenfallee sehr schwache Farbung. Andere
deutlich spezifisch gefarbte Zellen, die auf B-ZellschlieRen lassen kdnnten, sind im
Praparat nicht bestimmt nachweisbar. Betrachtet dasnFarbemuster einer einzelnen Zelle,
So ist dieses nicht ganz mit der klaren Randst&edigwie sie auf Gefriergewebe gefunden
wurde, vergleichbar. Die verstarkt intrazellular@bung einiger vereinzelter Zellen kdnnte

aufgrund der klassischen Morphologie (grof3es Zgmpl, exzentrisch liegender Kern)

Plasmazellen markieren.

Die Isotypenkontrolle blieb negativ.
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Abbildungen 4.7 (oben) und 4.€ (unten): Immunhistochemie einer
humanen GaumenmandéParaffinmaterial); gleicher Ausschnitt
100facher VergroBerung4.7) zeigt stark gefarbtes Tonsillenepit
(%) mit anti-B7h-AK. Methode HIL-93 (61 pg/ml) + IgGBiotin +
Streptavidin-Peroxidase. (4.8) entspricht der Isotypenkootte
(Negativkontrolle). Es ist keine spezifischerlii@ng zu erkennel
Methode NCOG2 (61 pg/ml) + anti-lgG-Biotin + Streptavidin
Peroxidase
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4.1.2.2 Dickdarm

Die Farbung wurde an Biopsiematerial von CED-Patierausgetestet. Dabei ist generell nur
eine mittelstarke bis schwache Farbung der Epigilelz zu erkennen; augenscheinlich
unabhangig davon, ob die Probe aus einem makrasttofefallenen oder nicht befallenen
Gebiet herstammt. Weiterhin lassen sich einige efielin der Lamina propria mucosae
nachweisen, die zwar ein wenig schwécher, aberfali®eigenauso wie die Epithelzellen in
der Isotypenkontrolle detektierbar sind. Deshalb higr eine exakte Aussage Uber die

Spezifitat der Farbung nicht moglich.

Abbildung 4.9 [siehe Legende der Abb. 4.10]
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Abbildung 4.1C: Immunhistochemiezon Kolonschleimhaut aus einem ni
entziindeten Bereich eines Morbus-Crohn-Patientemratfhmaterial)
gleicher Ausschnitt in 100facher VergréRerung.

(4.9) zeigt bei der IHC mit anti-B7h-AK eine mittelstarkEarbung de
intestinalen Epithels & ) und einiger Zellen aes Lamina propria (LP).
Methode HIL-93 (61 pg/ml) + anti-lgG-Biotin + StreptavigiPeroxidas
(4.10) stellt die Isotypenkontrolle (Negativkontrolle) rd&uch hier ist ein
leichte Farbung des Epithels und einiger Zellas der Lamina propria :
sehen. Methode NCOG2 (61 upg/ml) + anti-lgG-Biotin + Streptavidin
Peroxidase
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4.1.3 Zusammenfassung immunhistochemischer Ergelssie

Bei der immunhistochemischen Untersuchung des latgthen Gewebes (Rachen- und
Gaumenmandel) mit anti-B7h-Ak zeigt sich sowohl@uwfrier- als auch im Paraffinmaterial
eine deutliche Positivitat fir B7h von Epithel- uBshdothelzellen. Zusatzlich lie3en sich
einige diffus verstreute Zellen nachweisen, dieogd nicht einer definierten Zone wie
beispielsweise einer T- oder B-Zellzone zuzuordsied. Die Starke der Ausprdgung sowie
die Praferenz fur die genannten Zellen variiert nach Verwendung des jeweiligen
Antikorpers (s. Tab. 4.3).

Unter Anwendung des gleichen Farbeprotokolls kormtgegen in der Immunhistochemie
der Dickdarmschleimhaut aufgrund eines diffusenpansischen Farbeverhaltens die B7h-
Expression mit den zur Verfugung stehenden Antikiinpicht ausreichend beurteilt werden.
Dies gilt sowohl fur das Gefrier- als auch fur deeraffinmaterial. Somit ist eine genauere
Differenzierung der B7h-Expression auf intestinalgithelzellen aus gesunden Arealen und
Arealen unterschiedlicher entzindlicher Aktivitatittels IHC nicht moglich. Dieser
Missstand machte eine weitere Methodik zur B7h-Egpionsanalyse erforderlich. Die
Entscheidung fiel auf eine quantitative Untersughdar B7h-mRNA.

Tabelle 4.3: Zusammenfassender Vergleich der immunhistochemis&rgebnisse. Gefarbt
wurden Gefrier- und Paraffinschnitte aus Tonsillemd Kolongewebe mit den anti-B7h-
Antikorpern HIL-93 und HIL-131 sowie mit einem lgpenantikorper als Negativkontrolle.
Die Intensitat der IHC-Farbung ist aufsteigend von “ (keine Farbung) dber , + — *
(allenfalls sehr schwache Farbung) bis hin zu ,, #{sehr starke Farbung) bewertet

Gefriergewebe Paraffingewebe
HIL-93 | HIL-131 | Isotyp | HIL-93 | HIL-131 | Isotyp
Epithel + +++ - +++ ++ -
[}
= | Endothel +++ ++ - + + -
c
2 | Einzelne Zellen im + +t _ + + _
lymphatischen Area
c Epithel + + + ++ ++ +
é Einzelne Zellen in + + + + + + -
der Lamina propria
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4.2 Laser-Capture-Microdissection und Real-Time RTPCR

Die zweite angewendete Methode zur UntersuchungBddr-Expression auf intestinalen
Epithelzellen fand molekularanalytisch auf mMRNA-Bbéestatt. Das Ausgangsmaterial, aus
dem die RNA isoliert wurde, stellte Paraffingewefsm CED- und Nicht-CED-Patienten dar
(s. Material u. Methoden, Tab. 3.5, 3.6, 3.7). Zzigéh sollten die nicht eindeutigen und
schwer zu interpretierenden immunhistochemischeterbDauf diese Weise miteinander

verglichen werden.

4.2.1 Bilddokumentation des Dissektionsvorgangs

Da es wahrend der Mikrodissektion mdglich ist, wiam einzelnen Schritten Aufnahmen zu
machen, zeigen die folgenden Abbildungen 4.11 4 éxemplarisch den Verlauf einer LCM.
Nachdem ein geeignetes Areal zum Dissezieren adgdeworden war, wurde es zentral im
Blickfeld eingestellt (Abb. 4.11). Vorzugsweise dar mit dem Laser die oberflachliche
Epithelzellreihe entlanggefahren, jedoch konntealtam bei Biopsiematerial die wesentlich
aufwendigere Dissektion von tiefen Kryptenarealeh @rund mangelnder Alternativen oft
nicht vermieden werden. Trotz der relativ schlech&cht (einfache Hamatoxylinfarbung,
ohne Deckglas) wahrend der LCM, bezogen auf diettastierung einzelner Zellen und
Strukturen, konnte das intestinale Epithel auf @rwseiner ginstigen Lage und seines
typischen Erscheinungsbildes eindeutig von seinergébung abgegrenzt werden (s. Abb.
4.12). Obwohl je Probe konstant eine Anzahl von9€® — 1000 Laserschissen (Abb. 4.12)
abgegeben wurde, l&sst sich daraus nur grob aWleige der dissezierten Zellen schliel3en.
Dies liegt daran, dass die eingestellte Grof3e desernspots trotzdem abhangig von der
Gewebsbeschaffenheit und der Gewebe-Capfilm-Interak/on Schnitt zu Schnitt variiert.
Bei einer durchschnittlichen Anzahl von 3 — 5 diseden Zellen pro 7,5 um breiten Spot,
welcher meistens verwendet wurde, werden so insgesa. 2700-5000 Zellen pro Probe
isoliert. Die Abbildung 4.14 zeigt dasselbe Resgdaebe nach Laserbeschuss und Abheben
des Caps, auf dem die oberflachlich disseziertéhElziellreihe zu sehen ist (Abb. 4.13).
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B
[
2
3
I T 4
1. Cap

2. thermoplastische Membran
3. ausgewahltes Dissektionsareal
4. Gewebeschnitt (5 um dick)

Abbildung 4.11: Aufnahmemit Diffusionsfilter vor Beginn der LCM (s. Schen). Das
mikroskopische Bild (A) zeigt das zur Dissektionnggstellte Schleimhautareal eines
Kolonresektates von einem Patienten ohne CED. Zumen hin wird das Gewebe durch das

oberflachliche intestinale Epithel abgegrenzt. Dgszugleich auch die Zielstruktur fir den
Laservorgang. 40x

& - b - b 7 R Y |

1. Laserstrahl

2. Verschmelzung von
Gewebe und Membran

Abbildung 4.12: Aufnahme ohne Diffusinsfilter wahrend des Laserns (s. Schema B).
Abbildung links (A) zeigt ein Teilstiick des Resaltawebes aus Abb. 4.11 bei 28¢her
VergroRerung. An das Lumen grenzend sieht man Réilee von Epithelzellen, die beidse
von einer gewellt verlaufendeschwarzen Linie (= Grenze zwischen verschmolzemet
nicht verschmolzener Membran des Caps, die dieekiem sich Uberlappenden Laserspots
markiert) umrandet sind
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1. Adhasion der dissezierten
Zellen an das Cap

2. entstandener Freiraum, in dem
die Zellen abgehoben wurden

Abbildung 4.13: Aufnahme mit Diffusionsfilter vom Cap nach der L8l Schema B). Die
Abbildung links (A) zeigt die dissezierte intestm&pithelzellreihe, die noch in Abb. 4.11 im
Gewebe zu sehen ist. Die abgelaserten Zellen leehialite urspringliche Morphologie. 40x

Abbildung 4.14: Aufnahme mit Diffusionsfilter nach der Dissektiand Abheben des Caps
(s. Schema B). Die Abbildung links (A) zeigt densdtzlich entstandenen Freiraum zum
Lumen hin, in dem die Epithelzellen abgehoben wardér ehemaliger Sitz wird noch
schwach durch zuriickgebliebenes Restmaterial angEd®ie Umgebung erscheint nach der
LCM morphologisch vollkommen unverandert. 40x
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4.2.2 Voraussetzungen fir die Anwendung der relaten Quantifizierung

Alle vier im Material- und Methodenteil aufgelistet Voraussetzungen, die fur eine relative
Quantifizierung gepruft werden muissen, wurden ausiséos erfillt. Sowohl die
Amplifikationseffizienz des Zielgens (B7h) als audi® des Housekeeping-Gens (GAPDH)
ist unabhangig von der eingesetzten cDNA-Menge.tkdrert wurde dies, indem jeweils die
Cr-Werte fur eine vierstufige Verdinnungsreihe derden TagMan eingesetzten cDNA
bestimmt wurden. Das gegenseitige Auftragen dearltdgnisch transformierten cDNA-
Mengen und der gewonnener-@erte ergibt einen linearen Verlauf der Regressienaden,
wodurch  mathematisch eine von der cDNA-Menge unafiggé lineare
Amplifikationseffizienz bestatigt wird (s. Abb. 4l Weiterhin wurden die Primer-
Sondenpaare so gewahlt, dass die Amplifikationsefiz beider Gene, des Housekeeping-
Gens und des Zielgens, auch relativ identischmtmal I&sst sich dies durch die Berechnung
der Steigung der Regressionsgeraden bei einer igchy@m Gegeniberstellung der
verschiedenen cDNA-Mengen (logarithmisch) mit demsprechendem\Cy (= Crpgm —
Cr.carpn)-Werten uUberprifen, wobei die Steigung zwische/il +td +0,1 liegen muss (Abb.
4.16).

Die Erfullung der letzten Bedingung, die eine duvel konstante Expression des
Housekeeping-Gens beinhaltet, wurde an einer Kuthir T-84-Zellen ausgetestet, die
hinsichtlich vieler Veroffentlichungen ein etabtes Modell fir intestinale Epithelzellen
darstellt. Abb. 4.17 zeigt jeweils die gleichen Eegsionslevel der beiden untersuchten
Housekeeping-Gene GAPDH und HPRT in Relation zuB-BNA-Expression fur den
Zeitpunkt ,vor“ und ,nach Stimulation” (16 h) mitNFa. Letzteres wurde ausgewahlt, da es
bei CED-Patienten (vor allem bei Morbus Crohn) ewvesentliche Rolle in der Entstehung
und der Unterhaltung der Entziindung spielt, waé sic der auf3erordentlich wirksamen
Behandlung mit anti-TNé Antikorper widerspiegelt. Um die Verwendung eines
Housekeeping-Gens in dem Normalisierungs-Ansatzatigieren, wurde fur drei mdgliche
Housekeeping-Gene jeweils der Quotient defWerte von zwei Housekeeping-Genen aus
der unstimulierten Probe mit dem Quotienten vehglic der aus den stimulierten Zellen
erhalten wurde. Bei idealen internen Kontrollen éimen Normalisierungs-Ansatz errechnet
sich durch Division beider Quotienten ein Fehlet, &er den Wert 1 hat (Vandesompele et

al. 2002). Diese Bedingung konnte — wie der TabkHezu entnehmen ist — erfullt werden.
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CT cappH

15 2,5 3,5 4,5 1,5 2,5 3,5 4,5

Abbildung 4.15: Abhangigkeit der @Werte von der eingesetzten cDNA-Menge. Die
Cr -Werte fur die B7h-cDNA A) und fir GAPDH B) wurden fir eine vierstufic
Verdunnungsreihe der cDNA (= Kopienanzahl) bestimi¢ Korrelationskoeffizienten sir
R?=0,9975 A) und R= 0,9906 B)

ACt (Cr,87n— Cr,caPDH)

1 2 3 4 5
Log Kopien

Abbildung 4.16: Abhangigkeit derACt-Werte von der eingesetzten cDNMenge. Die
ACr-Werte errechnen sich aus+{gn — Cr.capon), Wobei die jeweiligen cDNAvienger
aus gleichen vierstufigen Verdinnungsschematadmmsen. ,b* entspricht der Steigu
der linearen Regressionsgeraden
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1,6
1,4 -

1,2

0,8

Crix ! Cryss

0,6
0,4 -
0,2 -

HPRT
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Abbildung 4.17: Expression der Housekeeping-Gene HPRT und GAPCRElation zur 18S
rRNA-Expression vor und nach Stimulation mit TayFgetestet an der Tumorzelllinie T-84.

X = GAPDH bzw. HPRT.

Tabelle 4.4:Beziehung zwischen jeweils zwei Housekeeping-Genenunstimulierten und
stimulierten (TNf) T-84-Zellen zur Validierung des Normalisierungaesatzes. Dafir wird

der Fehler ,E* berechnet

HPRT / GAPDHunstimuliert
HPRT / GAPDHestimuliert

E = 0,97254055

HPRT / 18Sinstimuliert
HPRT / 18Sstimuliert

E =0,97517962

GAPDH / 18Sunstimuliert
GAPDH / 18Sstimuliert

E =1,002713215
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4.2.3 Primaranalyse der TagMan-Daten

Den weiteren Berechnungen liegen die aus jedem tReagefald einzeln aufgezeichneten
Amplifikationskurven zugrunde. Man erhélt auf diédeise zwei graphische Darstellungen,
eine fur den verwendeten Reporterfarbstoff ,VICEr dlie Amplifikation des Haushaltsgens
kennzeichnet, und eine fiur ,FAM®, der die Amplifiken des Zielgens anzeigt.
Veranschaulicht wird dies in Abbildung 4.18, in ¢awreils ein Beispiel fur die Amplifikation
einer Biopsieprobe aus einem befallenen und eineht befallenen Areal sowie eines
Kalibrator-Aliquots (aus CD19-negativen PBL gewomadRNA) dargestellt wird. Vergleicht
man jeweils genintern diet&Verte beider Biopsien mit dem des Kalibrator, Sodveine
deutliche Zyklusverschiebung des-Werts (13 bzw. 9 Zyklen) fur die Biopsie nach bimt
erkennbar. Dies lasst sich zum einen Uber den &imsaer geringeren Zellzahl erklaren, die
fur die RNA-Isolierung aus Biopsatgewebe zur Veuitig stand, und zum anderen tber die
wesentlich schlechtere RNA-Qualitat nach der Pemafibettung. Beim Vergleich der
Amplifikationskurven beider Gene zeigt sich sowditt den Kalibrator als auch fur die
Biopsie ein spaterer Anstieg fur B7h. Dieses Ergebestatigt die erwartungsgemal aulerst
geringen Durchschnittsmengen von B7h-mRNA. Da diklidivergenz zwischen GAPDH
und B7h fir die Biopsien kleiner ausfallen als di@n Kalibrator, liegt im Kolonepithel eine
hohere B7h-Expression als in den CD19 negativen &L Weiterhin lasst sich in diesem
Beispiel bei der B7h-Amplifikation ein um einen 2yk grol3erer &Wert fur die Probe aus
entziindetem Bereich verglichen mit der aus nichzierdetem Bereich feststellen (bei
gleichen G-Werten bei der GAPDH-Amplifikation), was einer etwm die Halfte geringeren

B7h-Expression entspricht.
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Abbildung 4.18: Durch Real-Time PCR (TagMan) erstellte Amplifikaiskurven des
Housekeeping-Gens GAPDIA)(und des Zielgens B7B) (= amplification plot). Die cDNA
stammt aus CD19-negativen PBL = Kalibratdy) Gowie aus einer Gewebeprobe aus
befallenem 8) und nicht befallenem2j Bereich desselben Morbus-Crohn-Patienten. Da die
Messungen jeweils in drei Reaktionsgefal3en durétgefvurden, kbnnen pro untersuchtem
Gewebe bis zu drei Kurven sichtbar werden, fatlssgzh nicht gegenseitig Uberdecken(An
fallen die Kurven von2 und 3 zusammen. Abszisse = Zyklusnummer; Ordinate =
Fluoreszenzintensitat von VI@)Yund FAM @)



Ergebnisse 86

4.2.4 B7h-Expression der CD19-negativen und CD1%gpitiven PBL

Die in CD19-negativ und CD19-positiv separierten LHBpulationen dienten fur die
folgenden Versuche als Vergleichspopulationen fétled mit geringer B7h-Expression
(CD19-negative Zellen) bzw. fur Zellen mit h6heBath-Expression (B-Zellen). Die Reinheit
der isolierten CD19-Fraktionen wurde mit Hilfe aifeACS-Analyse Uberprift und betrug
89,93% CD19%Zellen in der Fraktion ,CD19-positiv‘ bzw. 61,15%D3"-Zellen in der
Fraktion ,CD19-negativ*.

Hinsichtlich der B7h-Expression zeigen CD19-positRBL einen ca. 51fach hoheren Wert
als die der CD19-negativen PBL. Da letztere im Rammer relativen Quantifizierung auch

als Referenzwert dienen, ist die B7h-Expressiomdeinsgemal 1fach (s. Abb. 4.19).
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n-fache B7h-Expression

CD19-negativ CD19-positiv

Abbildung 4.19: Relative B7h-Expression CD19-negativer und CD19tmes PBL. Den
Referenzwert liefern CD19-negative PBL
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4.2.5 B7h-Expression im Tonsillenepithel und in dd_amina propria

mucosae des Dickdarms

Verglichen mit den CD19-negativen PBL weist das Sikenepithel eine fast 82fach hdéhere
B7h-Expression auf. Einen ungefahr ahnlichen sebBen Wert (73fach) liefert das disse-
zierte Lamina-propria-Gewebe aus entziindeten Ame&la hingegen die gleiche Schicht aus
nicht befallenen Bereichen eine viel geringere Egpion (18fach) aufzeigt, scheinen die

infiltrierenden Entzindungszellen fur die hohe Bhtpression verantwortlich zu sein.

90 [ nicht befallenes Area
B befallenes Areal
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Tonsillenepithel L. prop. mucosae von
CED-Patienten

Abbildung 4.20: Relative B7h-Expression von dem Tonsillenepithed der Lamina propria
mucosae aus befallener und unbefallener SchleimltauCED-Patienten. Den Referenzwert
liefern CD19-negative PBL
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4.2.6 B7h-Expression auf intestinalen Epithelzelte

4.2.6.1 Bei Patienten ohne chronisch entzindliclizarmerkrankung

Um einen Expressionsunterschied von B7h auf imekdn Epithelzellen zwischen Patienten
mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen undefRezproben von diesbeziglich

gesunden Patienten festzustellen, wurden acht ioddsen aus dem tumorfreien Randbereich
eines Resektates von Patienten mit einem intestin@ldenokarzinom untersucht. Die

einzelnen Ergebnisse sind in der Abbildung 4.21gesstellt. Sie bewegen sich in einem
relativ eng gefassten Intervall, dessen Minimum diger 3fach und dessen Maximum bei
einer 25fach hoheren Expression liegt als die det%negativen PBL. Somit liegt die B7h-

Expression im Epithel von nicht an CED Erkranktemctischnittlich neunmal hoher als die

Expression von B7h in CD19-negativen PBL.
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Abbildung 4.21: B7h-Expressionsmuster auf intestinalen EpithelreN®n Nicht-CED-
Patienten. Die relative Expressionsstarke ist aefEkpression der CD19-negativen PBL
bezogen. P = Patient
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4.2.6.2 Bei Patienten mit Colitis Ulcerosa

Zur Untersuchung der B7h-Expression auf intestmalepithel bei Patienten mit Colitis
ulcerosa wurden von diesen Personen sieben Kolopsiin oder -Resektate verwendet, die
pro Patient jeweils aus einem histologisch befaltennd einem nicht befallenen Bereich
herstammen. Betrachtet man in Abbildung 4.22 diejéidle Person einzeln aufgefuhrten
Resultate, so zeigt sich im nicht befallenen Aesaé ca. 2- bis 16fach hohere Expression als
die der CD19-negativen PBL. Obwohl der Vergleicim befallener und unbefallener Mukosa
keinen signifikanten Unterschied aufweist, lasshsloch ein gewisser Trend hin zu einer
geringeren Expression in befallener Schleimhaustelfen. Denn der B7h-Expressionslevel
aus dem entziindeten Areal, welches Werte zwischend115 annimmt, liegt bis auf eine

Ausnahme stets unter dem Wert, den man aus nithireteten Bereichen gewinnt.

n-fache B7h-Expression
H
o
—

O nicht befallenes Areal befallenes Areal

Abbildung 4.22: B7h-Expressionsmuster auf intestinalen Epithedrelon Patienten mit
Colitis ulcerosa. Es wurden jeweils Areale aus lbiar und nicht befallener Schleimhaut
untersucht. Die relative Expressionsstarke istdiefExpression der CD19-negativen PBL
bezogen. P = Patient
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4.2.6.3 Bei Patienten mit Morbus Crohn
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Abbildung 4.23: B7h-Expressionsnaier auf intestinalen Epithelzellen von Patientah
Morbus Crohn. Es wurden jeweils Areale aus befallamd nicht befallener Schleimhaut
untersucht. Die relative Expressionsstarke istdaifExpression der CD1®egativen PBI
bezogen. P = Patient
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Zu diesem Zweck wurden wiederum Biopsien und Resekaus befallenen und nicht
befallenen Bereichen von Patienten mit Morbus Croérangezogen. Da sich bereits in den
Vorversuchen ein groRerer Unterschied vor allemselen befallener MC-Schleimhaut und
Mukosa von Nicht-CED-Patienten herausstellte alsi lker Untersuchung von
Dickdarmgewebe der Colitis-ulcerosa-Gruppe, wurde Yalidierung der Ergebnisse die
Anzahl der untersuchten Proben von Patienten mitaiCL8 aufgestockt.

Die erzielten Resultate sind in Abbildung 4.23 diaph dargestellt. Auffallig sind die sehr
hohen Werte, die zum Teil in den nicht entziindé&tezalen erreicht werden. Diese Gebiete
weisen eine bis zu 92fach hohere B7h-Expressiomalau€D19-negative PBL. Die Werte, die
aus den entziindeten Bereichen gewonnen wurdeenliegar deutlich darunter, sind aber
mit ihrem Intervall von 7 — 46 immer noch relativdin. Der Unterschied zwischen befallener

und unbefallener Schleimhaut ist signifikant(®0,011).

4.2.7 Zusammenfassender Vergleich der untersucht&bewebe

Beim Vergleich der Ergebnisse aus allen untersaci®eweben stellt man fest, dass
erwartungsgemal die B7h-Expressionen in B-Zellehiorder Lamina propria mucosae auf
Grund der dort vorhandenen entzindlichen Infirat(antigenprasentierende Zellen) sehr
hoch ausfallen. Ebenfalls hohe Werte liefert relgitsehen das Tonsillenepithel, was gut mit
den immunhistochemischen Resultaten vereinbamidtdiese demnach bestatigt. Vergleicht
man das intestinale Epithel einer gesunden Kopioplilation mit dem von MC-Patienten aus
nicht entziindeten Bereichen, kann man im GegermatzColitis-ulcerosa-Gruppe einen
hochsignifikanten Unterschied 0,01) in seiner B7h-Expression erkennen (s. Abb4).
Besonders deutlich zeigt dies die Abbildung 4.25der die jeweilige Expressionsstarke der
angefuhrten Gewebe auf den Expressionslevel demdes Kontrollgruppe bezogen ist, der
folglich nach Definition einer 1lfachen Expressiomtspricht. Die graphische Darstellung
zeigt eine etwa 4fach hohere Expression. Weiterhatht sie bei den CED-Patienten die
Reduzierung der B7h-Auspragung um jeweils ca. 5 @er befallenen Mukosa gegentiber

der unbefallenen deutlich sichtbar.



Ergebnisse 92

n-fache B7h-Expression

\/ N
< & N ¢ & & S
S o &K Ky ¥ O
% o & Q . D N
&) &) ) Q < S8 N\
¢ S & g Q°
O \/. \ /
I
O nicht befallen M befallen intestinale Epithelzellen

Abbildung 4.24: Vergleich der verschiedenen B7h-Expressionsmusielafien untersuchten
Geweben. Die relative Expressionsstarke ist aufEpression der CD19-negativen PBL
bezogen
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n-fache B7h-Expression

Nicht-CED Colitis ulcerosa Morbus Crohn

O nicht befallen M befallen

Abbildung 4.25: Vergleich der B7h-Expression auf intestinalem BEglitvon CED-Patienten
(Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, jeweils befadle und nicht befallenes Areal) und Nicht-
CED-Patienten. Die relative Expressionsstarke ist die Expression der intestinalen
Epithelzellen von Nicht-CED-Patienten bezogen. Byenbole ,* “ und ,** “ kennzeichnen
jeweils einen signifikanten Unterschied (p < 0,05)
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4.2.8 Validitatskontrollen

Zur Absicherung der Gultigkeit der verwendeten Metn und der resultierenden Daten

wurden vermeintliche Schwachstellen im Verlauf desamten Protokolls (LCM und Real-

Time RT-PCR) offen gelegt und anschlieR3end mitdalipn Tests Uberprift:

Um eine Kontamination des direkt unter dem integén Epithel liegenden Gewebes
aus der L. prop. mucosae wahrend der LCM auszefdn, wurden daraus
stammende Zellareale ebenfalls auf ihre B7h-Expeskin untersucht. Betrachtet
man die unter 4.2.6 beschriebenen Ergebnisse, i EKontamination hochst

unwahrscheinlich beziehungsweise wirde sie zumindms der qualitativen

Ergebnislage nichts &ndern. Denn im Falle einert&mmation mussten theoretisch
die aufgezeigten Unterschiede noch grol3er ausfallandas intestinale Epithel aus
befallenen Arealen sowohl der Colitis-ulcerosa-aalsh der Morbus-Crohn-Patienten
einen etwa um die Halfte kleineren Wert als ausitnbefallenen Arealen aufweist,
wohingegen Gewebe aus der L. prop. mucosae von E&Bnten in entziindeten
Bereichen eine wesentlich hohere B7h-Expressionnafgcht entziindeten Gebieten

aufweist.

Um eine Kontamination der einzelnen Proben mit E-enRNA wahrend der
langwierigen RNA-Isolation auszuschlie3en, wurdender LCM wie stets ca. 1000
Schisse auf einen gewebefreien Bereich auf demktiiger abgegeben und das
belaserte Cap durch alle weiteren Arbeitsschrigie RINA-Isolation und der reversen
Transkription durchlaufen gelassen. Bei der mRNAtBemung mittels TagMan

konnte keine spezifische B7h-Amplifikation nachgesén werden (EWert> 50).

Um wahrend der PCR-Reaktion eine unspezifische Aikgtion genomischer DNA
anstatt der umgeschriebenen RNA (cDNA) auszusdmiefurde zu einer isolierten
RNA-Probe bei dessen Umschreibung die Zugabe deverBeTranskriptase
ausgelassen. Da nun keine cDNA mehr fur eine eedatdmplifikation vorhanden
ist und auch tatsachlich keine Amplifikation staftghden hat (&Wert > 50), kommt

eine solche Fehlerquelle nicht in Frage.
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5. Diskussion

In friheren Studien konnte mehrfach nachgewiesademe dass intestinale Epithelzellen die
Fahigkeit besitzen, den T-Zellen Antigene zu préseesn und diese T-Zellen auch zu
aktivieren (Bland & Warren 1986, Mayer & Shlien T9&8oang et al. 1992, Campbell et al.
1999). Fir eine derartige antigenspezifische Satmd von T-Zellen sind gewohnlich zwei
Signale erforderlich. Das eine wird durch die Bindudes antigenbeladenen MHC-II-
Komplexes an den T-Zell-Rezeptor vermittelt und dadere meist durch die Interaktion des
kostimulatorischen Ligandenpaares B7 und CD28 (&ctaw1997, Abbas & Sharpe 1999,
Bugeon & Dallman 2000). Da jedoch in bisherigend&n keine bzw. nur auf3erst geringe
Mengen der beiden klassischen kostimulatorischelellite B7-1 und B7-2 auf intestinalen
Epithelzellen nachgewiesen werden konnten, zweifalhn an einer zentralen Stellung dieses
Signalweges in der epithelialen T-Zell-Kostimulati(Ganderson et al. 1993, Framson et al.
1999). In-vitro-Untersuchungen lieRen aber keineerfyie von T-Zellen erkennen, wie sie
sonst bei ausbleibender Kostimulation nach Antigemékt auftreten wirde. Demzufolge
erschlie3en sich zwei Mdglichkeiten fur die effektiT-Zell-Aktivierung durch das intestinale
Epithel: entweder reichen die geringen Mengen a2 Bis, die (in vivo) auf dem Epithel in
entziindeter Schleimhaut gefunden wurden (Nakazawh £999), oder es sind noch andere
kostimulatorische Molekile involviert, deren Existeauf intestinalen Epithelzellen noch
nicht nachgewiesen werden konnte.

Da man sich in den letzten Jahren der bedeutenddie Rtestinaler Epithelzellen in der
lokalen Immunregulation des Darmes bewusst gewoirdgnhat sich damit auch deren
Stellung in der immer noch unbekannten Athiologien vchronisch entziindlichen
Darmerkrankungen verandert. So beschrankt sicMitwirken nicht nur auf einen passiven
Part in Form einer Barriere fur luminale Antigesendern weitet sich z.B. durch Prasentation
luminaler Antigene oder durch Zytokinsekretion ainfen aktiven aus.

In diesem Zusammenhang sollte in der vorliegenddaeifder Frage nachgegangen werden,
ob und mit welchem Unterschied B7h — eines der megukostimulatorischen Molekile aus
der B7-Familie — in intestinalen Epithelzellen geder und an CED erkrankter Menschen
exprimiert wird. Die Untersuchungen wurden sowolittets Immunhistochemie auf Protein-
Ebene als auch mittels Real-Time RT-PCR auf mRNAftebdurchgefuhrt. Hierfir wurden
paraffineingebettete Kolon-Biopsien und -Resektige jeweils zu untersuchenden Gruppe
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nach bestimmten, im Material- und Methodenteil dilgeen Kriterien ausgewahlt und deren
Epithelzellen mit Hilfe der Laser-capture-Microdision vom ubrigen Gewebe separiert.

5.1 Expression von B7h auf intestinalen Epithelzign

Mittels Real-Time RT-PCR konnte in der vorliegend&rbeit B7h-mRNA in intestinalen
Epithelzellen detektiert werden. Das Epithel stamnasius Proben von Patienten mit
intestinalem Adenokarzinom. FUr die Untersuchungden hingegen nur nicht-dysplastische
Areale des tumorfreien Absetzungsrandes verwend2ie anschlielende relative
Quantifizierung der mRNA-Mengen ergab eine durchgtlth 10fach héhere Expression
verglichen mit der von CD19-negativen periphererutlmphozyten. Von den acht
analysierten Patientenproben lagen das gemesserenia bei einer 25fachen und das
Minimum bei einer ca. 3fachen B7h-Expression.

Kirzlich gelang es auch in anderen Zellen — dienalstprofessionelle, antigenprasentierende
Zellen fungieren kénnen — eine B7h-Expression abfARund Proteinebene festzustellen.
Dazu gehoren beispielsweise Keratinozyten oder thetieellen, die ebenfalls keine der
beiden klassischen kostimulatorischen Molekile Birvd B7-2 exprimieren (Khayyamian et
al. 2002, Witsch et al. 2002). Funktionelle in-@Hfests zeigten, dass der ICOS/B7h-
Signalweg eine Aktivierung von CD45edachtnis- und -Effektorzellen, jedoch nicht von
naiven T-Zellen ermdglichte. In diesem Zusammenhaeg erwéhnt, dass das mukosa-
assoziierte lymphatische Gewebe auch im Wesentlicven diesen B- und T-
Gedéchtniszellen bevolkert ist. Die Blockierung tigeraktion von ICOS und B7h mittels
anti-B7h-Antikérpern fihrte sowohl zu einer deuitkn Reduzierung von Thl-Zytokinen
(IL-2, IFN-y), als auch von Th2-Zytokinen (IL-4, IL-10, IL-18Khayyamian et al. 2002).
Ahnlich dieser beschriebenen Reaktivierungsmoggithkon T-Gedachtnis- und -Effektor-
zellen durch das Endothel konnte auch das intdstigpithel eine derartige Rolle
Ubernehmen. Eine direkte Signalvermittiung zwiscken Epithelzellen und den darunter
liegenden Immunzellen wéare fur die lokale Immuntaggon des Darmes in zweierlei
Hinsicht von grof3er Bedeutung. Auf der einen Skitente sie z.B. Uber proinflammatorisch
wirkende Zytokine (IFNy) zu einer schnellen Abwehr von pathogenen Antigdmetragen.
Auf der anderen Seite kdnnte sie z.B. durch inbitsth wirkende Zytokine (IL-10) zur

Entstehung oder Aufrechterhaltung der oralen Taleraeisteuern. Weitere Studien sind in
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diesem Kontext nétig, um vor allem die funktioneRelle des ICOS/B7h-Ligandenpaares
naher zu charakterisieren.

Neben den bereits erwdhnten RNA-Analysen aus intdsh Epithelzellen wurde in der
vorliegenden Arbeit auch die Proteinexpression WBh mittels immunhistochemischer
Methoden sowohl auf Gefrier- als auch auf Paraémgbe (Kolon-Biopsien und -Resektate)
untersucht. Dabei konnten in Gaumen- und Rachenehadié auf Grund des hohen B-Zell-
Gehaltes als Positivkontrolle verwendet wurden,zgigeh gefarbte Endothelzellen sowie
Epithelzellen registriert werden. Weiterhin waremge schwacher gefarbte Zellen innerhalb
der lymphatischen Areale detektierbar, die jedoeimdr genaueren Substruktur zuzuordnen
waren. Auch Khayyamian et al. (2002) konnten beildenunhistochemie von Nabelschnur-
und Tonsillengewebe mit dem Antikérper HIL-131 Ubsine deutliche Positivitat von
Endothelzellen berichten (s.0.). Des Weiteren liegeei Studien vor, in denen auch die von
mir gezeigte B7h-Expression auf Epithelzellen iBekraftigung findet. In der einen Studie
konnten Witsch et al. (2002) mit Hilfe des in derliegenden Arbeit ebenfalls verwendeten
Antikdrpers HIL-93 eine positive Farbung von Kenaizyten (Epithelzellen der Haut)
erreichen. In der anderen Studie konnte B7h imnatatinemisch auf Tubular-Epithel der
Niere nachgewiesen werden (Wahl et al. 2002). ditgs fand sich bei den von mir
gefarbten Darmpraparaten mit den beiden zur Verfggstehenden anti-B7h-Antikdrpern
HIL-93 und HIL-131 eine so erhebliche Hintergrumthidng, dass eine sichere
Differenzierung zwischen spezifischen und unspsdifen Signalen nicht mehr mdglich war.
Mit unterschiedlich sensitiven Detektionssystememr wdie Farbung der intestinalen
Epithelzellen sowie einiger Zellen der Lamina prapauch in der Isotypenkontrolle zu
beobachten. Damit ist zwar nicht zwangsweise epeziische Anfarbung auszuschliel3en,
jedoch auch nicht zu bestatigen.

Bezlglich immunhistochemischer Ergebnisse, die B&ibungen lymphatischer Organe
erzielt wurden, lasst sich in der Literatur kein cNaeis einer B7h-Expression auf
professionellen antigenprasentierenden Zellen fine®enso war es auch mir in dieser Arbeit
nicht moglich, groRflachig B-Zell-Areale zu detektn. Dabei ist auf mRNA-Ebene
(Yoshinaga et al. 1999, Ling et al. 2001) eine BEXpression professioneller APCs vielfach
beschrieben worden. Demgegenuber existieren nuigeérbeiten, die einen Nachweis von
B7h in lymphatischen Organen auf Protein-Ebene iregbn konnten. Alle diese
Untersuchungen wurden mit einem [ICOS-Ig-Fusiongmmotdurchgefuhrt. Mit Hilfe

anschlieRender FACS-Analysen wurden eine starkeeSsjpn auf CD19B-Zellen der Milz
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(Ling et al. 2000) und eine schwache ExpressiorBaziéllen der Tonsille festgestellt (Aicher
et al. 2000). Iwai et al. (2002) zeigten mittels@mnielRender Immunfluoreszenz im Rahmen
eines Arthritis-Modells eine B7h-Expression auf iggm CD45R-B-Zellen, CD11b-
Makrophagen und auf CD1}kdendritischen Zellen in entziindeten LymphknotenMaus.
Zuvor schlug deren Versuch einer immunhistochensiscbetektion mit einem eigens

hergestellten Antikorper ebenfalls fehl.

5.2 Unterschied in der B7h-Expression intestinaleEpithelzellen
zwischen entzindeter und nicht entzindeter Mukosa/on
CED-Patienten

Um bei einer anhaltenden Stimulation einer Ubeeftdmden Reaktion des aktivierten
Immunsystems vorzubeugen, ist den positiv kostitoukchen Molekilen eine spezielle
Kinetik gemein. Hierbei wird die Expression ab @n@ewissen Zeitpunkt, der fur die
einzelnen Molekile sehr unterschiedlich ausféllttu8en bis Tage), nach einer
vorubergehenden Erhéhung wieder herunterregulBrgéon & Dallman 2000, Gonzalo et
al. 2001, Liang et al. 2002).

Diese Art von Kinetik kénnte auch Ursache fur diegestellten Beobachtungen in der
Untersuchung von entziindeten und nicht entzind&tealen von Patienten mit chronisch
entzuindlichen Darmerkrankungen sein. So konntesirvdrliegenden Arbeit mittels mRNA-
Analysen gezeigt werden, dass die B7h-Expressidestinaler Epithelzellen in den
befallenen Schleimhautbereichen etwa um die Hailtdriger ist als in den noch gesunden,
unbefallenen Bereichen. Wahrend dieser Unterscdbédler Untersuchung Morbus-Crohn-
Erkrankter signifikant ist, fallt derjenige bei @d-ulcerosa-Patienten trotz &hnlicher
Tendenzen (durchschnittliche B7h-Expression ini@mz Arealen 50% niedriger als in nicht-
entziind. Arealen) nicht unter das veranschlagteifdééignzniveau von 0,05.

Die in vivo erlangten Resultate korrelieren mit Baohtungen unserer Arbeitsgruppe, die in
vitro bei der Kolonkarzinom-Zelllinie T-84 gemachtrden. In diesem Experiment zeigten
die intestinalen Epithelzellen nach einer Stimolatimit TNFo zuerst eine zweifache
Hochregulierung der B7h-Expression mit einem Maximoach etwa vier Stunden, ehe die

B7h-Transkripte wieder auf etwa die Hélfte des Aamggsniveaus herunterreguliert wurden.
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Vergleicht man die gewonnenen Ergebnisse mit Datender Fachliteratur hinsichtlich der
B7h-Kinetik nach Stimulation, so lassen sich zwigethente Verlaufe erkennen, die jedoch
beide im Endresultat mit dem aufgezeigten Unteesthion befallener und unbefallener
Schleimhaut tbereinstimmen. Dabei hangt die zu &adkende Kinetik von der untersuchten
Zellart und der verwendeten Stimulierungsmethode dr eine Verlauf beschreibt eine
positive Regulation, was bedeutet, dass nach Adttivig zuerst eine Expressionssteigerung
einsetzt, ehe dann die Herunterregulation folgtzeBg wurde dies beispielsweise an
Fibroblasten-, Endothelzellen- und Monozyten-Kwdturunter Zusatz von z.B. TNFoder
LPS (Swallow et al. 1999, Yoshinaga et al. 2000ay§famian et al. 2002, Liang et al. 2002).
Der andere Verlauf spiegelt eine negative Regulatider, in dem sofort nach Aktivierung
eine Herunterregulierung der Expression unter denstitutiv vorhandenen B7h-Level
eingeleitet wird. Diese Art von Kinetik findet sitiei B-Zellen und auch dendritischen Zellen
nach Stimulation tber den BZR oder den IL-4-Rezepttw. mit TNFe (Yoshinaga et al.
2000, Liang et al. 2002). Folglich resultieren Ileeidverlaufsformen Uber den
Beobachtungszeitraum von 1 bis 7 Tagen in einatrigieren B7h-Expression in aktivierten
als in nicht aktivierten Zellen und dienen somi ahdgliche Erklarung flr den ebenfalls
geringeren B7h-Level in der teils akut, teils chssh entziindeten Darmschleimhaut,
verglichen mit nicht-entziindeten Arealen.

Beide Erklarungsansatze beruhen auf der Annahmss das B7h-Molekul als positiv
kostimulierendes Protein wirkt. Dessen proinflanonathe Funktion wird durch etliche
Studien sowohl in vitro als auch in vivo belegt &nleitung 1.2.4) und wirde seine
Herunterregulierung bei einem fortwahrenden Stimwe er bei CED beispielsweise durch
luminale Bakterien vermutet wird, fur sinnvoll enemen lassen. Neben diesen
Untersuchungen gibt es jedoch auch solche, die mhibitorische Wirkung von B7h
prognostizieren. Wahl et al. (2002) stellten ineeiZellkultur aus T-Zellen zusammen mit
tubularen Epithelzellen, auf denen in vivo und itrov eine konstitutive B7h-Expression
nachgewiesen wurde, fest, dass durch eine BlockadeSignalweges ICOS/B7h mit den
entsprechenden Antikérpern eine deutliche ErholdesylL-2-Spiegels resultiert. IL-2 besitzt
eine starke proinflammatorische Wirkung und spreller Aktivierung und Proliferation von
T-Zellen eine entscheidende Rolle. Infolgedessenntd® die Interaktion von tubuldren
Epithelzellen mit T-Zellen Uber das Ligandenpaa®8IB7h zu einer Hemmung der T-Zell-
Aktivierung fuhren. Die genauen inhibitorischen Manismen muissten jedoch erst in

weiteren Studien néher untersucht werden. Im Gedgenshierzu stehen zwei
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Krankheitsmodelle, bei denen der sich ginstig ak®nde Einfluss des ICOS/B7h-
Signalweges auf die Krankheitsentwicklung und -peegion naher definiert werden konnte.
In einem asthmaahnlichen Modell der Maus wurde igezelass ICOS/B7h u.a. durch
Sekretion von IL-10 zur Entwicklung von regulatehen T-Zellen beitragt und auf diese
Weise einen wichtigen Part sowohl in der Aufredmdiung der peripheren Immuntoleranz in
der Lunge als auch in der Reduzierung der entz¢imeii Aktivitat bei Asthma spielt (Akbari
et al. 2002). Ein weiteres interessantes Beispigtfert die experimentelle
Autoimmunenzephalitis. Hierbei weisen ICOS-Knockbliuse im Vergleich zur Kontrolle
einen viel schwerwiegenderen Krankheitsverlauf enier hohen Sterblichkeitsrate auf. Die
Untersuchung der Splenozyten bezuglich ihres Zytokisters ergab ein Fehlen von IL-13,
welches als Th2-Zytokin einen anti-entziindlichefelfzeigt (Dong et al. 2001 a). In einem
anderen EAE-Experiment, bei dem der ICOS/B7h-Sigeglmit blockierenden Antikdrpern
unterbrochen wurde, fielen in den Splenozytenkahuauch stark erhdhte Spiegel von JFN
auf, das als Thl-Zytokin eine grol3e proinflammatdre Wirkung besitzt (Rottman et al.
2001).

Geht man also auch fir die intestinalen Epithedrellon einer inhibitorischen Funktion des
ICOS/B7h-Signalweges aus, so ware zu diskutiererdurch ein komplexes Zusammenspiel
verschiedener Faktoren (z.B. Zytokine, Expressiarstar kostimulatorischer Molekile,
Antigene) ein in der Schleimhaut lokal unterschds Milieu fur eine jeweils bestimmte
B7h-Expression geschaffen wird. Dieses Milieu estags den Epithelzellen, beim erhéhten
Entzindungsstatus von CED-Patienten mit einer Haghliirerung von B7h zu reagieren und
infolgedessen eine sich anbahnende Entziindungrhindern. Die hohe B7h-Expression in
den unbefallenen Bereichen wirde auf Grund ihrestefitiven Wirkung die fehlende
Entzindung erklaren, wahrend hingegen der gerinB@&reLevel in den befallenen Arealen

zur Verhinderung einer Entziindung nicht ausreicht.

5.3 Unterschied in der B7h-Expression intestinaleEpithelzellen

zwischen gesunden Menschen und CED-Patienten

Bislang existiert nur die Arbeit von Totsuka et @003), in der mit Hilfe eines murinen
Kolitis-Modells die Rolle und Expression von ICOSMBim chronisch entziindeten Darm

naher analysiert wurde. Ansonsten liegen Studiedewdiber eine B7h-Expression auf



Diskussion 101

intestinalen Epithelzellen noch Uber die Rolle Whgression von B7h in der Schleimhaut
von CED-Patienten vor. Auch bei Totsuka et al. déanintestinale Epithelzellen nicht im
Zentrum ihrer Untersuchungen, sondern Zellen, dreSthicht direkt unterhalb des Epithels
angehoren — namlich der Lamina propria mucosaavilEde mittels Immunhistochemie und
einiger FACS-Analysen sowohl die Expression von B&hauch die von ICOS untersucht.
Dabei fand sich nach Beginn der Entziindung eindlidee Hochregulierung von ICOS und
B7h. Beinahe alle CO4T-Zellen zeigten sich stark positiv fir den RepepCOS, wahrend

in den gesunden Kontrollen lediglich eine schwagkpression auf nur wenigen T-Zellen zu
registrieren war. Die B7RZellen entsprachen Makrophagen. Diese in der edetin
Schleimhaut vorhandene Hochregulierung beider Miéelsuggeriert eine Beteiligung von
ICOS/B7h an der Pathogenese der chronischen Kdlitisderen Beitrag ndher bestimmen zu
konnen, wurden zwei separate Experimente durchgefiin denen parallel zur Kolitis-
Induktion blockierende Antikorper gegen ICOS bzvegen B7h durch intraperitoneale
Injektion verabreicht wurden. Das Resultat gab wievarten zwar bei der Behandlung mit
anti-ICOS-AK eine klinisch — und auch histologisaiigesicherte — deutliche Abschwéchung
der entzindlichen Aktivitat zu erkennen, jedochhhigei der Anwendung von anti-B7h-AK.
Dieser Unterschied in der Effektivitat beider Audtiger l&asst wahrend der ICOS-Blockade
auf einen anti-inflammatorischen Mechanismus sBlele der unabhangig von der Interaktion
zwischen ICOS und B7h ist. Demnach ist entwederEdistenz eines weiteren, bisher noch
nicht identifizierten Bindungspartners von ICOS fdie erzielte Verbesserung bei der
Behandlung mit anti-ICOS-AK verantwortlich oder abdie beobachtete groRRflachige
Apoptose-Induktion ICOS-exprimierender T-Zelleneluletzt angefihrte Erklarung wird —
vergleichbar mit dem Wirkmechanismus von Inflixiffiatfanti-TNFa-AK) — fiir sehr
wahrscheinlich gehalten. Weiterhin kénnte aber agichschlechtes Bindungsverhalten des
anti-B7h-AK an seine Zielstruktur fur die beobadét®ivergenz in der Effektivitat beider
Antikorper verantwortlich sein.

In der vorliegenden Studie konnte ebenfalls gezeigtden, dass das dissezierte Lamina-
propria-Gewebe aus entzindeter Schleimhaut voreRati mit CED (MC und CU) eine
4fach hohere Expression von B7h aufweist, als acist entziindeten Abschnitten. Da die
Analysen auf RNA-Ebene durchgefiihrt wurden, war msht mdglich, die B7h-
exprimierenden Zellen ndher zu definieren. Docthrdem heutigen Stand des Wissens sind
wohl eingewanderte und ortsansassige APCs (v.ardghkgen) Kandidaten fir diese B7h

Zellen. Bei der Untersuchung von intestinalen Egbllen beziglich ihrer B7h-Expression
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konnte in den unbefallenen Arealen von PatientenGui kein Unterschied zum Epithel der
gesunden Kontrollgruppe festgestellt werden. Im é€begtz dazu lieferte das intestinale
Epithel aus unbefallenen Arealen von Patienten M@ eine durchschnittlich ca. 4fach
hohere B7h-Expression im Vergleich zur Kontrollees2r Unterschied war hochsignifikant
(p < 0,01). Zusatzlich wurde auch die aul3ere glaieskulatur des Darmes (Tunica
muscularis) aus nicht entziindeten Bereichen ein@sPiitienten untersucht. Jedoch war aus
diesem Gewebe bei der Real-Time RT-PCR Uber 50enyktwartungsgemald keine mRNA
zu detektieren.

Der Fall, dass eine Kontamination von Lamina-patellen bzw. von intraepithelialen
Lymphozyten bei der Dissektion des intestinalentigdé zu einer deutlichen Verfalschung
der gewonnenen Ergebnisse gefuhrt hat, ist audaigenden Griinden eher auszuschliel3en.
Der erste Punkt, der gegen eine grobe Kontaminaicht, stellt die stadndige optische
Kontrollméglichkeit wahrend sowie auch nach dersBlgion durch die starke Vergrof3erung
des Mikroskops dar. Dabei konnte eine &auf3erst seteksolierung von Epithelzellen
beobachtet werden. Zweitens wirden unter Beriickgiohg meiner Ergebnisse die
aufgezeigten Unterschiede in der B7h-Expressiorctdwine Kontamination nur noch
deutlicher ausfallen, weil die intestinalen Epi#edlen aus entzindeten Arealen eine
niedrigere B7h-Expression aufweisen als aus niotgimdeten Arealen, die Lamina-propria-
Zellen hingegen aus entziindeten Schleimhautbereiaiae wesentlich hdhere B7h-
Expression als aus nicht entziindeten Bereicherezgjg. auch Ergebnisteil, Punkt 4.2.8).
Inwieweit intraepitheliale Lymphozyten B7h auspndgkann aufgrund fehlender Studien zu
diesem Thema nicht beurteilt werden. Da jedoch deerwiegende Anteil dieser
Zellpopulation aus T-Zellen besteht (Janeway e@D2, S. 434-436), die nach derzeitigem
Stand kein B7h exprimieren, und deren Anzahl vehglh mit den Epithelzellen
vernachlassigbar gering ist, kann eine Beeinflugsder vorliegenden Resultate als sehr
unwahrscheinlich angesehen werden.

Wenn sich bei MC-Patienten die aufgezeigte Differdas intestinalen Epithels in der B7h-
Expression gegeniber gesunden Menschen auf Pibeine bestatigen lasst, ist von einem
Mitwirken des kostimulatorischen Molekils B7h anr d@gathogenese des Morbus Crohn
auszugehen. Obwohl im oben erwahnten Kolitis-Mod##issen Entziindung wie bei MC
hauptsachlich durch eine Thl-vermittelte Immunamtaosgeldst wird, eine Beteiligung des
ICOS/B7h-Signalweges in Frage gestellt wird (Totsuwt al. 2003), unterstreichen doch

einige andere Studien die wichtige Funktion von 8IBrh in einem Thl-vermittelten
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Krankheitsmodell. Neben der unter 5.2 beschriebdrsgeutsamen Rolle von ICOS/B7h in
der EAE weisen auch bestimme Infektionsmodelle die mit Toxoplasma gondii oder
Nippostrongylus brasiliensis eine stark positive riéation der vorhandenen ICOS-
Expression mit den Thl-typischen Zytokinen {Fdd IL-2 auf (Kopf et al. 2000, Bonhagen
et al. 2002). Dieselbe Assoziation konnte von Bgeimaet al. (2002) auch in einer Transfer-
Kolitis beobachtet werden. Des Weiteren zeigt eStadie Uber die kollageninduzierte
Arthritis, dass durch eine Behandlung der erkramKigere mit anti-B7h-Antikérpern der
Krankheitsverlauf wesentlich gemildert werden kaitm.den abfiihrenden Lymphknoten
wurden erniedrigte Spiegel der proinflammatoriscigtokine wie z.B. TNk oder IL-13
nachgewiesen (lwai et al. 2002).

Die plausibelste Erklarung fir die hohe epitheli@d@h-Expression in der unbefallenen
Schleimhaut von MC-Patienten stellt wohl die Annaheimes genetischen Hintergrundes dar.
Dabei wirden die erhdhten Basislevel von B7h in idégstinalen Epithelzellen — auf Grund
ihres groReren proinflammatorischen Potentials e- Sluszeptibilitat bei den betroffenen
Menschen steigern, an Morbus Crohn zu erkrankenrctDudie scheinbar noch
funktionierenden, gegenregulatorischen Mechanismenrd die Expression des
kostimulierenden Molekils zwar nach einer Aktiviegu des Immunsystems noch
herunterreguliert (durchschnittlich um ca. 50%)svedoer nicht mehr ausreicht, um die von
Seiten des Epithels mitverursachte, Uberschie3Raddtion des lokalen Immunsystems zu
verhindern. Diese Immunantwort kann durch einemm@iis ausgelést werden, der nur
temporéarer Art ist, wie z.B. bei Infektion oder dbifund der gesunkenen Toleranz gegeniber
apathogenen Antigenen oder aber auch von chromigehest, beispielsweise induziert durch
die physiologische Darmflora. Unter der Annahmeseworwiegend positiv kostimulierenden
Wirkung von B7h wird auf diese Weise eine Imbalamsgschen pro- und anti-entzindlichen
Faktoren geschaffen, die die notwendigen und ptiesk Mechanismen der oralen Toleranz
(Apoptose oder Anergie antigenspezifischer T-Zelleie gegen apathogene Antigene
gerichtet sind; Entwicklung regulatorischer T-Ze)leusammenbrechen lassen (Janeway et
al. 2002, S. 440-442; Tzachanis & Boussiotis 2008pmit ist die sonst Ubliche
Diskriminierungsfahigkeit des intestinalen Immurisyss zwischen pathogenen (geféahrliche
Krankheitserreger) und apathogenen Antigenen (ABhrungsbestandteile) nicht mehr
gewahrleistet.

Allein epidemiologische Daten lassen eine genedis@eteiligung an der Entstehung

chronisch entziindlicher Darmerkrankungen, besorateder von MC, stark vermuten. Noch
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bis vor kurzem konnten jedoch keine spezifischemeGeeterminiert werden, die mit den
CED-Erkrankungen assoziiert sind. Es wurden mifeHgenomweiter Untersuchungen nur
maogliche krankheitsassoziierte Loci gefunden, irerodeben denen wiederum bestimmte
Gene als mdgliche Kandidaten in Frage kommen, wBe die codierenden Sequenzen flr
MHC | u. -ll, TNFa, TZR und ICAM-1. Von diesen sog. IBD-Loci sind tletweile neun
beschrieben, welche individuell mit dem Auftreteaider oder nur mit einer der CED-
Erkrankungen korrelieren (IBD 1 — IBD 6 auf den @hosomen 5, 6 12, 14, 16 und 19 und
andere Loci auf Chromosom 1, 3 und 7) (Bonen & Q@003). Mittlerweile ist es aber
gelungen, zumindest eines der spezifischen Genezoaeisen. Dieses erstentdeckte Gen
wird als NOD 2/CARD 15 bezeichnet und liegt im IBD(Hampe et al. 2001). Nach den
bisher vorliegenden Untersuchungen wird es auf Blatkagen und intestinalen Epithelzellen
exprimiert (Berrebi et al. 2003, Hisamatsu et &l02 Rosenstiel et al. 2003). Bezuglich
seiner Gensequenz sind drei Polymorphismen bekdmnbei einem heterozygoten Auftreten
eines dieser Allele das Risiko, an MC zu erkrankam, das 2- bis 4fache und bei einer
Homozygotie um das 20- bis 40fache ansteigen lad3enintestinale Funktion von NOD
2/CARD 15 als ein antibakterieller Faktor ist beindbetroffenen Patienten wahrscheinlich
durch einen Defekt in der N&B-Aktivierung gestort (Bonen & Cho 2003). Zudemgasi
beide erwéhnte Zelltypen aus entziindeten Schleitatemlen eine erhdhte Expression von
NOD 2/CARD 15 im Vergleich zu denen aus unbefalteBereichen (Berrebi et al. 2003,
Hisamatsu et al. 2003).

In Anbetracht der gewonnenen Ergebnisse ware eiiteren Studien von Interesse, ob die
erhohte B7h-Expression bei einem Teil der Patiem@h MC ebenfalls durch einen
genetischen Defekt — entweder primér oder sekuid@ar Einbeziehung anderer Gene —
bedingt ist. Ebenso interessant ware eine Unteusigciron APCs z.B. aus dem peripheren
Blut, um der Frage nachzugehen, ob eine genetebhéz B7h-Expression bei MC-Patienten
vorliegt, oder ob doch nur eine streng auf dasstitale Epithel begrenzte Steigerung
zugrunde liegt.
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5.4 Neuartige therapeutische Optionen bei CED miB7h als

Zielstruktur

Hinsichtlich der noch immer ungeklarten Athiologiechronisch entzindlicher
Darmerkrankungen basieren die unterschiedlicheratkpsinkte der medikamentésen CED-
Behandlung auf einer lokalen oder systemischen Wwechung proinflammatorischer
Prozesse im Darm. Hierbei kommen entweder grof3tentempirisch gewonnene
Therapieschemata zur Anwendung, die beispielsweBakokortikoide und 5-ASA
beinhalten, oder neuere, gezielt entwickelte Sulzsta, wie z.B. Antikdrper gegen Zytokine,
deren Spiegel in der Lamina propria von CED-Patierdls erhoht nachgewiesen wurden
(z.B. TNFo). Die Wirkungen dieser Substanzen sind als sekerschiedlich zu bewerten.
Von den sog. biologischen Arzneimitteln (Zytokidatikorper, Antisense-Oligonukleotide)
besitzen bis zum heutigen Zeitpunkt nur Antikérpgrgen TNE (Infliximab®) einen
anerkannten Stellenwert in einer speziellen Therapn MC (Present et al. 1999, Rutgeerts
2002, Shand & Forbes 2002). Da sich die Forschuigleam Feld biologischer Substanzen
aber erst in ihren Anfangen befindet, kann diesbikdil noch kein abschlieRendes Urtell
gefallt werden (s. Einleitung 1.5.4).

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte vor allemi @ Morbus Crohn Erkrankten,
gegeniber einer gesunden Vergleichspopulation, ssgmifikanter Unterschied in der
Expression eines Molekulls festgestellt werden, gasden bisherigen Untersuchungen
vorzugsweise einen proinflammatorischen Effekt teeigdiese Untersuchungen standen
jedoch nicht im direkten Zusammenhang mit eineroisdhung der speziell intestinalen
Funktion von ICOS/B7h. Zugleich weisen aber eini§éudien Gber Thl-vermittelte
Krankheitsmodelle stark auf eine Beteiligung vorhBin der Pathogenese dieser Krankheiten
hin. So wurden z.B. Antikérper gegen B7h erfolghneiic dem unter 5.3 erwahnten Arthritis-
Modell eingesetzt (lwai et al. 2002).

In &hnlicher Weise kdnnte auch bei den MC-PatiedienBehandlung mit anti-B7h-AK zu
einer Abmilderung des Krankheitsverlaufes fluhreren bei Betrachtung der von mir
durchgefuhrten Einzelanalysen der B7h-ExpressianRatienten mit MC fallen in den nicht
entziindeten Schleimhautarealen Spitzenwerte aaifidiVergleich mit gesunden Menschen
z.T. 10fach hoher liegen. Besonders diese Patididtenten von einer gezielten Therapie mit
anti-B7h-AK profitieren.
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6. Zusammenfassung

Obwohl die chronisch entzindlichen Darmerkrankungé®ED) mit ihren beiden
Hauptvertretern Morbus Crohn und Colitis ulceroseelis seit einigen Jahrzehnten bekannt
sind, konnte ihre Pathogenese bis zum heutigerpd@it noch immer nicht im Detail
entschlisselt werden. Es scheint sich aber Ubedetiréen Jahre hinweg ein komplexes
Zusammenspiel mehrerer athiologisch bedeutsameoifeskherauskristallisiert zu haben, in
deren immunologischem Netzwerk wohl auch intestinBpithelzellen stark eingebunden
sind. Diese Annahme unterstitzen einige Studiendenen diese Zellen einerseits als
wichtige Barriere gegen Iluminale Antigene fungieremd andererseits die lokale
Immunantwort im Darm direkt Uber Zell-Zell-Kontakbeler tGber Freisetzung verschiedener
Zytokine beeinflussen kdnnen.

Da aber auch die Funktion der intestinalen Epitlkdz als nicht-professionelle,
antigenprasentierende Zelle in der Literatur unuttesh ist, jedoch die damit verbundene
notwendige Kostimulation anscheinend nicht priméict die klassischen kostimulatorischen
Molekule B7-1/-2 geleistet wird, sollte in der vegenden Arbeit die Rolle eines anderen
relativ neu entdeckten kostimulatorischen Molekéils der B7-Familie, namens B7h, auf
intestinalem Epithel von CED-Patienten naher untdrswerden.

Dabei konnte nach epithelialer Mikrodissektion pagaffineingebetteten Kolon-Biopsien und
-Resektaten mittels Real-Time RT-PCR gezeigt werdiass intestinale Epithelzellen bei
Patienten mit Morbus Crohn im Durchschnitt eine4fach héhere Expression aufweisen als
bei Patienten ohne CED. Dieser Wert betrifft jedoulr Epithel aus nicht entziindeten
Gebieten, denn in befallenen Bereichen war nur neote 2fach hdhere Expression
nachweisbar. Vergleichbar mit der Herunterreguhgranderer kostimulatorischer Molekule
nach Aktivierung der exprimierenden Zelle wirkt ske Gegenregulation einer
UberschieBenden Immunantwort entgegen. Wahrendbebehriebene Reaktion auch auf
Epithelzellen von Patienten mit Colitis ulcerosa sehen war, blieb dort eine dem MC
entsprechende signifikante Abweichung der B7h-Esgiom in unbefallenen Arealen aus. Bei
ihnen entspricht der gemessene Wert ungefahr degejerron Nicht-CED-Patienten. Bei der
Untersuchung von Lamina-propria-Gewebe der an CBDaBkten lag die B7h-Expression
in den befallenen Arealen auf Grund des entzundiichnfiltrates erwartungsgemaf hdher

(4x) als in den unbefallenen Arealen.
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Mittels immunhistochemischer Methoden liel3en siahden Biopsien von CED- und Nicht-
CED-Patienten mit den zur Verfigung stehenden Anp&rn gegen B7h keine exakten
Aussagen machen. Es konnte allerdings eine starke-E&pression auf Epithel- und
Endothelzellen von Tonsillargewebe festgestellt dear Dieses Organ diente in der

immunhistochemischen Studie als Positivkontrolle.

Die wahrscheinlichste Erklarung im Falle von MC &ime Steigerung der B7h-Expression ist
eine genetische Determination, die eine erhdhte famgichkeit der betroffenen Menschen
fur CED mit sich fuhren wirde. Obwohl die nach eingktivierung einsetzenden
gegenregulatorischen Mechanismen anscheinend muaht isind, reicht die beobachtete
Senkung der B7h-Expression trotzdem nicht aus, ébeschie3ende Reaktion des lokalen
Immunsystems zu verhindern, sobald sie von Seie= Ebithels wegen seines erhéhten
proinflammatorischen Potentials auf einen Stimuhirs eingeleitet worden ist. Solch ein
Stimulus kann temporérer Art (z.B. bei Infektioneocuf Grund der gesunkenen Toleranz
gegenuber apathogenen Antigenen) oder auch chhemigat (z.B. durch die physiologische
Darmflora) sein.

Die erhohte B7h-Expression als eine Reaktion diestimalen Epithels auf eine Entziindung
ist eher unwahrscheinlich. Findet sie jedoch sta#ire auch ein inhibitorischer Effekt von
B7h auf die T-Zell-Aktivierung zu bedenken.

Ausgehend von den gewonnenen Erkenntnissen wéarmatesgeiteren Studien interessant zu
klaren, ob die beobachtete Erhéhung der B7h-mRNyeLeine Beschrankung auf intestinale
Epithelzellen zeigt oder ob eventuell eine ubiqeitéErhéhung z.B. in peripheren
Blutlymphozyten bei diesen Patienten nachweisliatElsenso wirde die Auswirkung einer
Blockierung mit anti-B7h-Antikdrpern im Hinblick &eine mdgliche Therapieoption beim

Menschen von besonderem Interesse sein.
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Topographie und Pathologie der fur die LCM verwdadeGewebeproben
und deren Patientendaten in der Morbus-Crohn-Gruppe

Topographie und Pathologie der fur die LCM verwdadeGewebeproben
und deren Patientendaten in der Colitis-ulceroasp e

Topographie und Pathologie der fur die LCM verwdadeGewebeproben

und deren Patientendaten in der gesunden Kontupibg

Art und Pathologie der fur die Immunhistochemie wamdeten

Gewebeproben

Auflistung der einzelnen Arbeitsschritte in der IGn Gefriermaterial mit
den verschiedenen ausgetesteten Variationsmogitehke

Auflistung der einzelnen Arbeitsschritte in der INGn Paraffinmaterial mit

den verschiedenen ausgetesteten Variationsmogitehke

Immunhistochemisches Farbeprotokoll fur die antiBwtikdrper (HIL-93
u. HIL-131) auf Gefriergewebe

Immunhistochemisches Farbeprotokoll fir die antBWhtikorper (HIL-93
u. HIL-131) auf Paraffingewebe

Zusammenfassender Vergleich der immunhistochemisEhgebnisse

Berechnung des Fehlers ,E* zur Validierung des Naisrerungs-Ansatzes
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8. Verzeichnis der Abbildungen

Abbildung

Abbildung

Abbildung

Abbildung

Abbildung

Abbildung

Abbildung

Abbildung

Abbildung

1.1:

3.1:

3.2

3.3:

3.4:

4.1:

4.2:

4.3:

4.4:

Proteinstruktur von B7h und seinem Rezeptor ICO$ Amgabe der
B7h- und ICOS-exprimierenden Zellen

Schematische Darstellung der B7h-Expressionsstodier Immunhisto-

chemie

Schematische Darstellung der B7h-Expressionsstudigichgefuhrt
mittels LCM und Real-Time RT-PCR

Schematische Darstellung des Funktionsprinzips HagMarf-PCR

Assays

Ausschnitt des Pipettierschemas einer 96-Well-€fétt die B7h-Expres-

sionsuntersuchung mittels TagMan

Immunhistochemie einer humanen Rachenmandel (Gefuierial),
100x; Positivitdt des Tonsillenepithels u. einigigllen aus dem lym-
phatischen ArealMethode HIL-131 (57 pg/ml) + anti-lgG-Peroxidase;

ohne Gegenfarbung

Immunhistochemie einer humanen Rachenmandel (Gefuierial),
200x; Positivitdt des Tonsillenepithels u. einigéellen aus dem
lymphatischen Areal Methode HIL-131 (57 pg/ml) + anti-IgG-

Peroxidase; ohne Gegenfarbung

Immunhistochemie einer humanen Gaumenmandel (Gefuierial),
100x; Positivitdt des Tonsillenepitheldethode HIL-131 (19 pug/ml) +
anti-lgG-Biotin + Streptavidin-Peroxidase; HamatimyGegenfarbung

Immunhistochemie einer humanen Gaumenmandel (Gefuierial),
100x; Negativkontrolle ist negatiethode NCOG2 (19 pg/ml) + anti-
IgG-Biotin + Streptavidin-Peroxidase; Hamatoxylieg&nfarbung
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Abbildung 4.5:

Abbildung 4.6:

Abbildung 4.7:

Abbildung 4.8:

Abbildung 4.9:

Abbildung 4.10:

Abbildung 4.11:

Immunhistochemie einer humanen Rachenmandel (Gefuierial),
200x; Positivitat der EndothelzelleMethode HIL-131 (57 pg/ml) +

anti-lgG-Peroxidase; ohneGegenfarbung

Immunhistochemie einer humanen Gaumenmandel (Gefierial),
200x; Positivitat der Endothelzellelethode HIL-93 (20 pg/ml) + anti-
IgG-Biotin + Streptavidin-Peroxidase; Hamatoxylieggnfarbung

Immunhistochemie einer humanen Gaumenmandel (iPenaterial),
100x; Positivitat des TonsillenepithelBlethode HIL-93 (61 pg/ml) +
IgG-Biotin + Streptavidin-Peroxidase; Hamatoxylieg&nfarbung

Immunhistochemie einer humanen Gaumenmandel (ienaterial),
100x; Negativkontrolle ist negatiWethode NCOG2 (61 pg/ml) + anti-
IgG-Biotin + Streptavidin-Peroxidase; Hamatoxylieg&nfarbung

Immunhistochemie von Kolonschleimhaut aus einenhtnéntziindeten
Bereich eines Morbus-Crohn-Patienten (Paraffinneljer 100x;

Positivitdt des intestinalen Epithels und einigedléh aus der Lamina
propria mucosaeMethode HIL-93 (61 pg/ml) + anti-lgG-Biotin +

Streptavidin-Peroxidase; Hamatoxylin-Gegenfarbung

Immunhistochemie von Kolonschleimhaut aus einenhtnéntziindeten
Bereich eines Morbus-Crohn-Patienten (Paraffinne)er 100x;

Negativkontrolle ist nicht negativ, Positivitat degestinalen Epithels
und einiger Zellen aus der Lamina propria mucoséethode NCOG2

(61 pg/ml) + anti-IgG-Biotin + Streptavidin-Peroagk; Hamatoxylin-
Gegenfarbung

Aufnahme  mit  Diffusionsfilter ~vor Beginn der LCM;
(A) Mikroskopisches Bild des zur Dissektion eingdtgrl Schleimhaut-
areals eines Kolonresektates von einem Patientare dPED, 40x;

(B) schematische Darstellung des Vorgangs
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Abbildung 4.12:

Abbildung 4.13:

Abbildung 4.14:

Abbildung 4.15:

Abbildung 4.16:

Abbildung 4.17:

Abbildung 4.18:

Abbildung 4.19:

Aufnahme ohne Diffusionsfilter wahrend des Lasebes der LCM;
(A) Mikroskopischer Ausschnitt von mit dem Laser bessenen
Epithelzellen in einem Kolonresektat, 200x;B)( schematische

Darstellung des Vorgangs

Aufnahme mit Diffusionsfiter vom Cap nach der LCM;
(A) Mikroskopisches Bild der dissezierten intestinakpithelzellreihe,

40x; B) schematische Darstellung des Vorgangs

Aufnahme mit Diffusionsfilter nach der LCM und Aliden des Caps;
(A) Mikroskopisches Bild vom zusatzlich entstandem@airaum, von
wo die Epithelzellen abgehoben wurden, 408) (schematische

Darstellung des Vorgangs

Abhangigkeit der &Werte von der eingesetzten cDNA-Menge. Die
Cr-Werte fur die B7h-cDNA A) und fir GAPDH B) wurden fur eine
vierstufige Verdinnungsreihe der cDNA bestimmt

Abhangigkeit derACt-Werte von der eingesetzten cDNA-Menge. Die
cDNA-Mengen wurden jeweils aus gleichen vierstufigéerdiinnungs-

schemata hergestellt

Expression der Housekeeping-Gene HPRT und GAPDRelation zur
18S-rRNA-Expression vor und nach Stimulation mitFbiNgetestet an

der Tumorzelllinie T-84

Durch Real-Time PCR (TagMan) erstellte Amplifikatsikurven des
Housekeeping-Gens ,GAPDH" und des Zielgens ,B7h'a(aplification
plot). Die cDNA stammt aus CD19-negativen PBL = iK@dtor sowie
aus einer Gewebeprobe aus befallenem und nichtldreden Bereich
desselben Morbus-Crohn-Patienten

Relative B7h-Expression CD19-negativer und CD1%9tp@s PBL. Den
Referenzwert liefern CD19-negative PBL
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Abbildung 4.20:

Abbildung 4.21:

Abbildung 4.22:

Abbildung 4.23:

Abbildung 4.24:

Abbildung 4.25:

Relative B7h-Expression von dem Tonsillenepithed wter Lamina
propria mucosae aus befallener und nicht befall&wleimhaut von
CED-Patienten. Den Referenzwert liefern CD19-nega®iBL

B7h-Expressionsmuster auf intestinalen Epithelrellen Nicht-CED-
Patienten. Die relative Expressionsstarke ist aef Expression der

CD19-negativen PBL bezogen

B7h-Expressionsmuster auf intestinalen Epithelrellen Patienten mit
Colitis ulcerosa. Es wurden jeweils Areale aus lbiar und nicht
befallener Schleimhaut untersucht. Die relative regpionsstarke ist auf

die Expression der CD19-negativen PBL bezogen

B7h-Expressionsmuster auf intestinalen Epithelrellen Patienten mit
Morbus Crohn. Es wurden jeweils Areale aus befalleand nicht
befallener Schleimhaut untersucht. Die relative regpionsstarke ist auf

die Expression der CD19-negativen PBL bezogen

Vergleich der verschiedenen B7h-Expressionsmusters allen
untersuchten Geweben. Die relative Expressionsstask auf die

Expression der CD19-negativen PBL bezogen

Vergleich der B7h-Expression auf intestinalem HEgitvon CED-
Patienten (Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, jésveefallenes und
nicht befallenes Areal) und Nicht-CED-Patienten. e Direlative
Expressionsstarke ist auf die Expression der imaien Epithelzellen
von Nicht-CED-Patienten bezogen
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9. Verzeichnis der Abklrzungen

ABC
AK
ALIM
APC
ASA
BSA
B7h
B7-H2
B7-H3
B7-H4
B7RP-1
B7S1
BZR

CED
CD
cDNA
CRP-1
CSA
Cr
CTLA-4
CuU
DAB
DC
DNA
dNTP
DTT
EAE
EDTA
FACS

avidin-biotinylierter Enzym-Komplex
Antikorper

activation-inducible lymphocyte immuno-mediatoryletule

antigenprasentierende Zelle
Aminosalicylsaure

bovines Serumalbumin

B7 homologeus

B7 homologue 2

B7 homologue 3

B7 homologue 4

B7-related protein 1

B7 superfamily member 1

B-Zellrezeptor

Colon

chronisch entziindliche Darmerkrankungen
cluster of differentiation
complementary-DNA

CD28-related protein-1

catalysed signal amplification

threshold cycle

cytolytic T lymphocyte-associated antigen 4
Colitis ulcerosa

Diaminobenzidin

dendritische Zelle

Desoxyribonucleinsaure
Desoxyribonucleosidtriphosphat
Dithiothreitol

experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis
Ethylendiamintetraessigsaure

fluoreszenzaktivierter Zellsortierer



Verzeichnis der Abkiirzungen

114

FAE
FAM
FET
FITC
FKS
GALT
GAPDH
GITC
GM-CSF
gpl80

INFy
LCM
LICOS
LP(L)
LPS
LSAB
MACS
MAdJCAM
MALT
MC
MHC
MOG
MRNA
M-Zelle

follikel-assoziiertes Epithel

5-(u. 6)-Carboxyfluoreszein
Fluoreszenz-Energietransfer
Fluorescein-Isothiocyanat

fotales Kalberserum

Darm-assoziiertes lymphatisches Gewebe
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Guanidinium-Isothiocyanat
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierendertbak
Glycoprotein 180

human

Hamatoxylin-Eosin

inflammatory bowel disease

Intracellular adhesion molecule

inducible costimulator

intraepitheliale Lymphozyten
Immunglobulin

Immunhistochemie

Interleukin

Interferony

Laser capture microdissection

ligand of ICOS

Lamina propria (Lymphozyten)
Lipopolysaccharid

labeled streptavidin-biotin system
magnetischer Zellsortierer

mucosal vascular addressin cell adhesion molecule-1
Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe
Morbus Crohn

major histocompatibility complex

Myelin Oligodendrozyt Glykoprotein
massenger-RNA

Mikrofalten-Zelle
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NFAE
NGS
NK
pAPC
PBL
PBS
PCR
PD-1
PDAR
PD-L1/-L2
PE

PE
PGE;
PMA
PP

Res.
RNA
RNase
RT
RT-PCR
SCF
SDS
TAMRA
TGF-p
Th
TNFa
Tris
TSH
TZR

nicht-follikel-assoziiertes Epithel
normales Ziegenserum

naturliche Killerzelle

periphere antigenprasentierende Zelle
periphere Blutlymphozyten
Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung
Polymerasekettenreaktion
programmed death-1

pre-developed assay reagents
programmed death ligand 1 /-2
Probeexcision

Phycoerythrin

Prostaglandin £

Phorbol Myristat Acetat

Payersche Plaques

Resektion

Ribonucleinsaure

Ribonuclease

Raumtemperatur

reverse Transkriptions -PCR
Stammzellfaktor

Sodium Dodecyl Sulfat

5-(u. 6)-Carboxytetramethylrhodamin
transforming growth factds
T-Helferzelle

Tumornekrosefaktou
Trihydroxymethylaminomethan
thyreoideastimulierendes Hormon

T-Zellrezeptor
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