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Zusammenfassung

Genexpressionsprofile humaner intestinaler mikrovaskularer Endothelzellen
Kebschull, Moritz

Bei der Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen (CED) kommt den Endo-
thelzellen der intestinalen Mikrovaskulatur eine besondere Bedeutung zu. Da Endothelzellen
verschiedener Organe und Gefdle sehr heterogen sind, ist ein valides Modell fiir die Funktion
des mikrovaskuldren Endothels des Darmes nur durch Isolation und Kultur humaner intes-
tinaler Endothelzellen (HIMEC) untersuchbar. In dieser Arbeit wurde das Genexpressionsprofil
von HIMEC sowie seine Modulation durch das proinflammatorische Zytokin Tumor-Nekrose-
Faktor o (TNF-«) — einem wesentlichen Zytokin in der Pathogenese der CED — qualitativ und
quantitativ charakterisiert.

Aus chirurgischen Darmresektaten isolierte HIMEC-Primarkulturen wurden nach Verifizie-
rung ihrer endothelialen Herkunft fiir 4 sowie 24 Stunden mit TNF-« stimuliert, als Kontrolle
dienten unstimulierte HIMEC. Nach Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte die Expressionsanaly-
se mittels Gene Arrays. Die Bestitigung ausgewahlter Ergebnisse erfolgte mittels quantitativer
Realtime RT-PCR. Zur Analyse der speziellen Reaktion intestinaler Endothelzellen auf Sti-
mulation mit TNF-a wurden die ermittelten spezifischen Expressionsprofile mit denen der
entsprechend stimulierten mikrovaskuldren Referenz-Endothelzellinie HMEC-1 verglichen.

Von den nach vier- bzw. 24-stiindiger Stimulation hochregulierten bzw. angeschalteten Ge-
nen sind nur 93 Gene bei beiden Zellarten gleichermalen anzutreffen, 148 Gene werden nur in
HIMEC, 199 Gene nur in der Referenzzellinie gefunden.

Die meisten der in HIMEC regulierten Gene kodieren fiir Chemokine/Cytokine, Oberfla-
chenmarker oder Zellproliferationsgene. Es zeigen sich in HIMEC mehrere bisher unbekannte
Genexpressionsmuster sowie einige bislang fiir Endothelzellen bzw. intestinales Gewebe unbe-
schriebene hochregulierte Gene.

Die in HIMEC durch den proinflammatorischen Mediator TNF-« differenziell regulierten
neuen Kandidatengene spielen moglicherweise im Rahmen der mukosalen Entziindung eine
bislang unbekannte Rolle.

Tag der miindlichen Priifung: 16. Dezember 2004
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1 Einleitung

1.1 Das Endothel

Das Endothel ist die einschichtige zelluldre innere Auskleidung der Blutgefafse, Lymphge-
fafse und serésen Hohlen. Es ist die einzige Struktur, die in jedem Abschnitt des kardiovas-
kuldren Systems vorhanden ist [49]. Die Oberflache dieser Trennschicht zwischen Blut und
umgebenden Gewebe besteht bei einem erwachsenen Menschen aus 1-6 x 10'3 Endothel-
zellen und bedeckt eine Fliche von bis zu 350 m? [129]. Die Masse aller Endothelzellen im
menschlichen Korper betriagt etwa 1 % des Korpergewichts [163]. Das Endothel ist nicht
nur die anfangs beschreibene passive Membran zwischen Blut und Gewebe [107], sondern
zeichnet sich durch eine Vielzahl von biologischen Funktionen wie Transport von Substan-
zen zwischen Blut und Gewebe, Regulation des Geféafstonus, Kontrolle der Blutgerinnung,
der Gefafs- und Organentwicklung und Extravasation von Leukozyten aus [49]. Manche
Autoren bezeichnen das Endothel daher als multifunktionelles Organ [45], welches fiir die

normale Gefafsphysiologie von entscheidender Bedeutung ist [2].

Trotz des gemeinsamen embyronalen Ursprungs der Endothelzellen handelt es sich bei
ihnen keineswegs um eine homogene Zellpopulation. Sie zeigen grofe Unterschiede hin-
sichtlich Morphologie und biologischer Funktion [49, 136]. Das Endothel ldsst sich auf-
grund dieser Unterschiede in Gruppen und Untergruppen unterteilen. Sogar innerhalb
eines Organs finden sich unterschiedliche Endothelarten (Arterien, Venen, verschiedene
Kapillartypen). Diese unterscheiden sich sowohl in anatomisch-morphologischer Hinsicht
als auch im Hinblick auf ihre Genexpression [26]. Die verschiedenen Aspekte dieser mor-
phologischen und funktionellen Heterogenitdt des Endothels sollen im folgenden unter

Beriicksichtigung der verschiedenen Funktionen dieser Zellpopulation dargestellt werden.
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1.2 Endotheliale Strukturheterogenitat

Unter morphologischen Gesichtspunkten sind drei Typen von Endothel zu unterschei-
den: Das kontinuierliche, das diskontinuierliche und das fenestrierte Endothel. Die beiden
letzteren Typen finden sich ausschliefslich im Bereich der Kapillaren [49]. Beim kontinu-
ierlichen Endothel finden sich ,dicke* Endothelzellen (Dicke der Endothelzellen > 2 pm)
z.B. in Hoden oder Ovarien, solche mit ,diinnem* Endothel (Dicke < 1 pm) in Haut und
Gehirn [136]. In Geweben, in denen eine selektive Permeabilitiat zur Gewéhrleistung von
Filterung, Sekretion oder Absorption notwendig ist, z.B. Niere oder endokrine Driisen,
finden sich Gefafe mit gefenstertem Endothel [32]. In Leber, Milz, Knochenmark und
Darm weisen die Kapillaren ein diskontinuierliches Endothel auf und ermoglichen somit
einen Stoffaustausch durch die Interzellularspalten. Der Unterschied zwischen diskontinu-
ierlichem und gefenstertem Endothel besteht in der unterschiedlichen Distanz der Zellen
sowie dem Vorhandensein einer Membran iiber dieser Liicke [136].

Auch innerhalb eines Organs kann man verschiedene Endothelzellarten finden. In den
Glomeruli der Niere findet man z.B. diskontinuierliches Endothel, peritubulér fenestriertes
Endothel und in allen anderen Regionen dieses Organs kontinuierliches Endothel [137].

Weitere Unterschiede zwischen den Endothelien verschiedener Geféfarten bestehen in
Art und Anordnung von Zell-Zell-Kontaktmolekiilen. Arteriolen besitzen zur interzellu-
laren Kommunikation gap junctions, Kapillarendothelzellen nicht. Die Kontaktmolekiil-
muster von Arteriolen sind strukturierter als die von Arterien, Venen und Venolen [164].

Endothelzellen sind an ihrer inneren Seite von einer etwa 10 um dicken, negativ gelade-
nen Glykosaminoglykanschicht bedeckt [136]. An dieser luminalen Oberflache finden die
meisten Reaktionen der Endothelzellen statt [55]. SIMIONESCU et al. haben an Pankreas-
und Leberendothelzellen ein komplexes Netzwerk von Mikrodoménen aus verschiedenen
Glykoproteinen und unterschiedlicher negativer Ladung gefunden [165|. AUERBACH et
al. konnten mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern die Existenz von organspezifischen
Antigenen auf der luminalen Gefafioberfliche nachweisen |[7].

RIBATTI et al. unternahmen weitere Versuche zur Aufklarung der Oberflichenstruk-
turen von Endothelzellen. Sie zeigten, dafs isolierte luminale Membranfraktionen von
Endothelzellen aus Lunge, Herz und Gehirn ein unterschiedliches Reaktionsmuster mit
biotinylierten Lektinen aufweist [136].

Durch ein Bakteriophagen gestiitztes in vivo Screening (phage display [147]) der Endo-
thelien eines hirntoten Menschen konnten ARAP et al. eine Kartierung der Oberflachen-

molekiilmuster verschiedener Endothelzellen erstellen [5].
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In humanen Lungenpréaparaten fand sich in Arterien und Venen eine geringere Expres-
sion des Oberflichenmolekiils CD34 (Marker fiir humane Stammzellen) als in der Mi-
krovaskulatur [112]. Weiterhin konnten die Autoren einen Anstieg der CD34-Expression
in Arterien und Venen im Alter zeigen. Auch in der Expression des Adhésionsmolekiils
VCAM-1 wurden wesentliche Unterschiede zwischen Geféfien verschiedener Grofen und

verschiedener Organe gezeigt [153].

1.3 Determination des Phanotyps der Endothelzellen
durch ihre Umgebung

Werden Endothelzellen isoliert und kultiviert, so verlieren sie nach einer gewissen Zeit
ihre spezifischen Charakteristika [20]. Der fiir das jeweilige Organ oder den Gefaftyp
charakteristische Phanotyp wird in der jeweiligen Umgebung der Endothelzellen durch
l6sliche Faktoren oder tiber Zell-Zell-Kontakte induziert [136].

Hinsichtlich der Reaktion von Endothelzellen auf Wachstumsfaktoren existieren Un-
terschiede zwischen den einzelnen Endothelzellarten. Makrovaskuldre Endothelzellen der
Mausaorta zeigen z.B. im Vergleich zu mikrovaskuléren Zellen von Herz oder Gehirn eine
unterschiedliche Reaktion auf Fibroblasten Wachstumsfaktor-2 (FGF-2) [12].

Werden Endothelzellen durch Wachstumsfaktoren aktiviert, &ndert sich ihr Phanotyp.
Aufgrund der gesteigerten Proteinproduktion findet man eine Vergroferung des endoplas-
matischen Retikulums sowie des Golgi-Apparates und zur Deckung des erhéhten Energie-
bedarfs der Endothelzelle eine grofere Menge an Mitochondrien [136].

Wachstumsfaktoren wie VEGFE (vascular endothelial growth factor) haben nicht auf
alle Endothelzellen eine wachstumstimulierende Wirkung. LECOUNTER et al. konnten
die Existenz gewebsspezifischer Wachstumsfaktoren nachweisen [88]. Der endocrine-gland-
derived vascular endothelial growth factor (EG-VEGF) wird lediglich in Organen des endo-
krinen Systems sowie den Keimdriisen gefunden, er hat hier mitogene und chemotaktische
Wirkung und induziert die Fenestration, welche in diesen Organen benétigt wird.

Nach Stimulation mit Tumor Nekrose Faktor « findet man eine fiir Entziindungsre-
aktionen charakteristische Anderung des Endothelzellphénotyps, eine Induktion von be-
stimmten Oberflichenadhésionsmolekiilen (sieche Abschnitt 1.8, Seite 6) und eine wachs-
tumsfordernde Wirkung. Auch hier zeigt sich die Heterogenitat des Endothels von mikro-
und makrovaskuldren Zellen [90].

Die Heterogenitat von mikro- und makrovaskuldren Zellen in ihrer Reaktion auf ih-
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re Umgebung wird besonders deutlich bei in wvitro Versuchen zur Angiogenese. Mikro-
vaskuldre Endothelzellen bilden auf dreidimensionalen Fibringelen eher kapillardhnliche

Strukturen als makrovaskuldre Endothelzellen aus [90].

1.4 Endotheliale Heterogenitat und Blutgerinnung

Der von Willebrand Faktor (vWF) ist ein Glykoprotein, das in Endothelzellen, Mega-
karyozyten und Thrombozyten vorkommt [56|. Das in den Weibel-Palade-Kérperchen in
den Endothelzellen gespeicherte Protein [167] vermittelt die Adhésion der Blutplattchen
und ist Tréger des Gerinnungsfaktors VIII [145]. Der vWF kann als Marker endothelia-
ler Heterogenitdt bezeichnet werden [56]. Er wird von Endothelzellen vendser Gefifse im
Vergleich zu arteritsen vermehrt exprimiert [124]. Die Unterschiede in der Expression des
von Willebrand Faktors bleiben auch nach Isolierung und Kultivierung der Endothelzel-
len erhalten [167]. Weiterhin hat die Gefaffumgebung eine regulierende Wirkung auf die
Expression des vWF [56].

YAMAMOTO et al. konnten in Organextrakten von Mausen deutliche Unterschiede in der
mRNA Expression des endothelialen Gewebsplasminogenaktivatorgens feststellen [197].
Die Expression des tissue factor pathway inhibitor (TFPI) ist nach OSTERUD et al. im
mikrovaskuldren Endothel hoher als im makrovaskulédren [122].

Die These einer heterogenen, umgebungsspezifischen Expression von Komponenten des
Gerinnungs- und Fibrinolysesystems konnte durch Studien an knock-out-Mdusen unter-
mauert werden. Werden antikoagulatorisch wirkende Gene ausgeschaltet, so entwickeln

die Tiere Thrombosen von ortsspezifisch unterschiedlicher Auspragung [143, 188].

1.5 Regulation des Gefalltonus durch das Endothel

Endothelzellen produzieren vasodilatierende sowie vasokonstringierende Substanzen, um
den Geféaftonus zu regulieren. Dieses ist fiir eine ausreichende Perfusion der Organe mit
Blut wichtig.

Die Vasodilatation wird durch Stickstoffmonoxid (NO, endothelium derived relaxing
factor) vermittelt. GUILLOT et al. zeigten am Mausmodell, da die relative Expression
der endothelialen NO-Synthase (eNOS) in Herz und Lunge am héchsten, in der Leber am
niedrigsten ist [57]. Andere Gruppen berichteten, daf die NO-Synthase in den Organen

stets auf der arteriellen Seite hoher als auf der vendsen Seite sei [3].
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Zur Produktion von NO durch die NO-Sythase wird L-Arginin benotigt. Durch Stro-
mungsstress (shear stress) wird die Argininosuccinatsynthase, die an der Argininsynthese
beteiligt ist, hochreguliert [103].

1.6 Embryonale, adulte und alternde Endothelzellen

Das Alter von Endothelzellen spielt eine wichtige Rolle in der Funktion der Zellen. Bei
embryonalen Endothelzellen findet man eine aufergewohnliche Plastizitdt und eine aus-
gepriagte Bereitschaft zur Differenzierung, Angiogenese sowie ein gutes Ansprechen auf
Wachstumsfaktoren. Das Altern von Endothelzellen hingegen geht mit einer endothelia-
len Dysfunktion [189], einer verminderten Fahigkeit zur Angiogenese [138] sowie mit einer
verschlechterten Reparaturkapazitit [189] einher.

Bei der Alterung der Zellen unterscheidet man die replikative Seneszenz von der vor-
zeitigen Seneszenz aufgrund von oxidativem Stress [82]. Die replikative Seneszenz griin-
det auf einen Abbau der Telomere bei der Zellteilung [23]. Die langandauernde oxidati-
ve Schadigung von zelluldren Makromolekiilen durch kontinuierliche Belastung der Zelle
durch oxidativen Stress kann die replikative Seneszenz induzieren oder beschleunigen [161].
Endothelzellen sind durch intrazelluldres Glutathion vor Oxidanzien geschiitzt, sind aber
deutlich empfindlicher gegeniiber oxidativem Stress als z.B. Fibroblasten [108|. Storungen
des Glutathion-Systems der Endothelzellen, welches bereits durch ldngerdauernden mil-
den oxidativen Stress ausgelost werden kann, sollen iiber die Induktion einer vorzeitigen
Seneszenz eine wichtige Rolle in der Pathogenese vaskuldrer und chronisch entziindlicher

Erkrankungen fiihren [82].

1.7 Einflu des Geschlechts auf endotheliale

Funktionen

Die Abhéngigkeit bestimmter Eigenschaften des kardiovaskuléren Systems vom Geschlecht
ist seit langem bekannt. Epidemiologisch unterlegt ist der protektive Einfluft weiblicher Ge-
schlechtshormone auf das Herz-Kreislaufsystem [105]. RECKELHOFF beschrieb geschlechts-
spezifische Unterschiede in der Regulation des Blutdrucks [134]. Die Inzidenz fiir arterielle
Hypertension und koronare Herzkrankheit ist bekanntermafsen bei Méannern signifikant
hoher als bei gleichaltrigen pramenopausalen Frauen [93]. Diese Beobachtungen konnten

durch KAUSER et al. an der Rattenaorta bestdtigt werden, sie fanden einen direkten
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Einfluf von Sexualhormonen auf das Endothel [72|. MENDELSOHN et al. zeigten, dafs
Ostrogene eine Vasodilatation von Blutgefifen herbeifiihren kénnen bzw. das Anspre-
chen dieser Gefiifse auf andere vasodilatatorische Stimuli verbessern [105]. Die Blockade
des Testosteronrezeptors in Ratten verbessert die Prognose der Tiere nach hamorrhagi-
schem Schock [9]. Es existiert eine Korrelation von Androgenkonzentration im Blut von
mannlichen Ratten und einer verminderten Endothelfunktion. Der Perfusionsdruck in den
Diinndarmgeféafsen nach Acetycholingabe war gegeniiber der kastrierten Kontrolle signifi-

kant verringert [8].

1.8 Die Rolle des Endothels im Rahmen der
Entziindung

Die mikrovaskuldren Endothelzellen spielen bei der Entziindungsreaktion eine kritische
Rolle. Sie produzieren proinflammatorische Zytokine und Chemokine und exprimieren ein

fiir das jeweilige Organ spezifisches Muster von Oberflichenadhésionsmolekiilen.

Die Endothelzellen stellen eine wichtige Barriere fiir Mikroorganismen und deren Endo-
toxine dar. Endothelien verschiedener Korperregionen sind diesen gegeniiber unterschied-
lich empfindlich. Mikrovaskuldre Lungenendothelzellen exprimieren nach Stimulation mit
bakteriellem Endotoxin oder den Zytokinen TNF-a bzw. IL-13 das Adhésionsmolekiil
VCAM-1 deutlich stérker als makrovaskulidre embryonale Nabelschnurvenenendothelzel-
len (HUVEC) [153].

In sekundéar lymphatischen Organen finden sich zur selektiven und effizienten Rekru-
tierung von Lymphozyten spezialisierte Venolen (high endothelial venules, HEV'). Diese
zeichnet eine untypische Morphologie (siehe Abschnitt 1.2, Seite 2) sowie ein spezifisches
Arsenal von spezialisierten Adhésionsmolekiilen aus [142]. In peripheren Lymphknoten
interagiert das L-Selektin der Lymphozyten mit den peripherial node addressins, PNAd
[62], was zur Extravasation von Leukozyten fiihrt. Bei chronisch entziindlichen Darmer-
krankungen kénnen HEVs de novo entstehen und mit ihrer spezialisierten Adhésionsmo-

lekiilausstattung an der Rekrutierung von Lymphozyten im Darm teilnehmen [142].




1 Einleitung

1.9 Rolle des intestinalen mikrovaskularen Endothels

bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) unterscheidet man den Morbus
Crohn (MC) [30] von der Colitis ulcerosa (CU). Hauptsymptome von CED sind Diarr-
hoe, Blutungen des unteren Gastrointestinaltraktes, abdominaler Schmerz, Fieber und
Gewichtsverlust.

Die Atiologie von CED ist weiterhin nicht vollstindig aufgekldrt. Aktuell geht man
davon aus, daft auf dem Hintergrund genetischer Verdnderungen eine gestorte mukosale
Immunantwort gegen bakterielle Antigene resultiert.

Pathogenetisch spielt die Uberproduktion von proinflammatorischen Zytokinen und
Entziindungsmeditoren eine wichtige Rolle. Viele dieser Mediatoren bewirken eine Ak-
tivierung des mikrovaskuldren Endothels [86]. Bei CED kommt es zu mikrovaskuldren
Ischamien, Hyperkoagulabilitdt und entziindlichen Verdnderungen der Darmgeféfie. Neue-
re Untersuchungen zu den molekularen Mechanismen in der Pathogenese der CED zielen
daher auf die spezielle Rolle der intestinalen Mikrogefdfie und des diese auskleidenden
Endothels ab [61]. Eine entscheidende Rolle des mikrovaskuldren Endothels im mukosalen

Immunsystem sowie bei der chronischen Entziindungsreaktion konnten gezeigt werden.

1.9.1 Mikrovaskuldares Endothel und Gewebsischamie bei

chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Der gesunde menschliche Darm ist gut durchblutet. Angiographische Studien der Darm-
durchblutung zeigten bei frither CED in den betroffenen Darmabschnitten eine bizarre
Verteilung dilatierter Geféfe mit Unregelméfigkeiten des Aufbaus [104]. Bei einer eta-
blierten CED fand man im Gegensatz dazu einen deutlich reduzierten Geféfiquerschnitt,
eine geringere Geféafkdichte sowie eine geringere Perfusion des von der CED betroffenen
Darmabschnitts [98].

Eine fulminante Kolitis ist im Friihstadium durch eine Mehrperfusion des betroffenen
Darmabschnittes gekennzeichnet, in chronisch entziindeten oder fibrotisch umgebauten
Abschnitten findet man eine herabgesetzte Durchblutung. WAKEFIELD et al. zeigten ei-
ne fibrotische Alteration der die erkrankten Darmabschnitte versorgenden Arterien. Die
Schiadigung der mukosalen Mikrovaskulatur geht der Ulzeration der Mukosa voraus [186].
Am Tiermodell enstand nach Mikroembolisation der mukosalen und submukosalen Arte-

rien in den unterversorgten Gebieten des Darms ein CED-dhnliches Krankheitsbild [67].
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Bei der Indometacin-induzierten Ileitis konnten mittels intravitaler Mikroskopie kapilla-
re Vasokonstriktionen und Mikrothromben zeitlich vor der Entwicklung der Entziindung
und Ulzeration gezeigt werden [146]. Ein thrombotischer Verschluss der Mikrogeféfse ist
urséchlich fiir die Kolitisentstehung nach Gabe von Trinitrobenzensulfonsdure. Die resul-
tierende Minderdurchblutung fiihrt zu einer Stérung der mukosalen Barrierefunktion mit
anschliefendem Eindringen von Darminhalt in die Mukosa und folgender Entziindung
[44]. Heparin verhindert den thrombotischen Verschlusses der Mikrogefife und kann so
die mukosale Entziindung und Zerstérung in vivo deutlich reduzieren [140]. CARR et al.
zeigten eine Korrelation der Morbus Crohn-Inzidenz mit einer reduzierten Durchblutung
der Darmmukosa [24].

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen werden durch eine anhaltende mikrovas-
kuldre Minderdurchblutung perpetuiert [176]. Die fiir diese Insuffizienz verantwortlichen
Faktoren werden im folgenden diskutiert.

Der potente Vasokonstriktor Endothelin-1 (ET-1) ist im Serum von Crohnpatienten
signifikant erhoht [92|, die ET-1-Rezeptoren auf den Endothelzellen sind vermehrt. Die
Konzentration von ET-1 in der Submukosa des befallenen Darms ist signifikant hoher
als bei Gesunden [117]. Im Tiermodell kann die Blockade des Endothelin-1-Rezeptors die
Infiltration von Entziindungszellen in der Darm und die Darmzerstorung deutlich vermin-
dern [123]. KANAZAWA et al. zeigten, dafs durch die Kombination von ET-1 und VEGF
(beide Zytokine sind bei CED deutlich erhéht) eine Vasokonstriktion mit anschliefsender
Gewebshypoxie und Angiogenese stattfindet [71]. HATOUM et al. fanden bei Arteriolen
aus CED-Darmabschnitten gegeniiber Resektaten aus gesundem Darm eine signifikant
verringerte vasodilatatorische Potenz, was auf eine verringerte Funktion des Vasodilata-
tors NO zuriickgefiihrt wurde. Zudem postulierten sie einen hohen Bedarf an COX in den
Endothelien, um den Geféftonus aufrecht erhalten zu kénnen [60].

Ein weiterer Faktor bei der Entstehung der Darmischémie ist die Hyperkoagulabilitat
des Blutes, welche zu einer Okklusion der Mikrogeféifie fithrt. TALBOT et al. zeigten ein
signifikant erhthtes Thromboserisiko bei CED-Patienten [172|. Die Fibrinogenkonzentra-
tion im Serum ist bei Crohnpatienten erhoht, haufig findet sich eine Thrombophilie [27].
Durch die Einnahme von oralen Kontrazeptiva — die auch den Fibrinogenspiegel erhéhen —
steigt das relative Risiko, an CED zu erkranken um den Faktor vier bis acht [91]. THOMP-
SON et al. wiesen die geringere Inzidenz von CED bei Patienten mit einer himorrhagischen
Diathese nach [175].

Das Endothel des Gastrointestinaltraktes exprimiert den Blutplattchen-aktivierenden-
Faktor PAF. In CED-befallenem Gewebe fand sich eine deutlich erh6hte PAF-Expression
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[53]. PAF vermittelt die Aggregation von Thrombozyten, die Bindung von Leukozyten so-
wie deren Degranulation. RACHMILEWITZ et al. postulierten eine potentielle Rolle dieses
Zytokins bei der Okklusion der Mikrogeféfte im Rahmen einer CED [130]. Die ebenfalls
von Endothelzellen sezernierte Substanz P verursacht eine Adhérenz von Monozyten und
aktiviert via Faktor X die Gerinnungskaskade [39]. Ein weiterer Faktor ist der nach Endo-
thelschddigung in groferen Mengen in Blut abgegebene von-Willebrand-Faktor (vWF).
Seine Serumkonzentration ist bei Morbus Crohn signifikant erhoht. Da der vWF ein po-
tenter Mediator der Blutplattchenaggregation ist, wird ein Einfluf auf die Bildung von

Mikrothromben in den Darmgeféfien vermutet [170].

1.9.2 Vermehrte Leukozytenrekrutierung durch das Endothel bei

chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Ein durch Zytokine oder andere Entziindungsmediatoren aktiviertes Endothels ist fiir die
Rekrutierung und Diapedese von Leukozyten notwendig [14]|. Bei CED konnten DVORAK
et al. pathologische Verdnderungen des Endothels der Mikrogeféife mit Verlust der Inte-
gritdt des Monolayers, fokalen Endothelnekrosen, einem Odem des benachbarten Gewebes
und einer Hypertrophie der Endothelzellen zeigen [37].

Oberflichenmolekiile der Endothelzellen vermitteln die Leukozytenrekrutierung und
Extravasation in die Mukosa. Immunhistochemische Studien zeigten eine deutliche Zu-
nahme der Expression von E-Selektin und ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1)
bei CED [54]. Da ICAM-1 durch die Zytokine Interleukin-13 und TNF-« sowie bakteriel-
les Lipopolysaccharid in Endothelzellen induzierbar ist, kann dieses vermehrte Auftreten
des Molekiils auch sekundér entziindlicher Natur sein [176]. BRISKIN et al. konnten die
erhohte Expression des darmspezifischen Adhésionsmolekiils mucosal addressin cellular
adhesion molecule 1 (MAdCAM-1) bei CED zeigen. Sie postulierten eine wichtige Rolle
dieses Molekiils bei der Rekrutierung derjenigen Leukozyten, die das Integrin ay(7; auf
ihrer Oberfliche tragen [19]. Die vermehrte Bindung von Leukozyten dieser Adhésionsmo-
lekiile ist ein weiterer Faktor bei der Entstehung von Mikrothromben mit nachfolgender
Gewebsischidmie [176] (siche Abschnitt 1.9.1, Seite 7).

Mikrovaskuldre Endothelien aus CED-Darmabschnitten rekrutieren primér naive Lym-
phozyten, wiahrend im gesunden Darm vor allem Gedéchtniszellen gebunden werden [150].
BURGIO et al. zeigten im Endothel von Crohnpatienten eine bevorzugte Rekrutierung von
naiven Monozyten und T-Lymphozyten [21].

Primérkulturen humaner intestinaler mikrovaskulérer Endothelzellen (HIMEC) von
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CED-Patienten zeigen eine gegeniiber HIMEC aus gesunden Darmabschnitten nach Zy-
tokinstimulation signifikant gesteigerte Leukozytenadhésionskapazitit. Dieser Effekt ist
auf stimulierte Endothelzellen beschrinkt und wird auf einen ,erworbenen Defekt” der
Zellen zuriickgefiihrt [17]. Bei CED-HIMEC geht mit der vermehrten Leukozytenadhési-
onsfahigkeit das Gen fiir die induzierbare NO-Synthase (inducible NO-Syntase (iNOS))
verloren, was eine verringerte vasodilatatorische Potenz der Mikrovaskulatur in CED-
Darmabschnitten zur Folge hat. NO wirkt protektiv auf die Integritdt der Darmmukosa,
reduziert die mikrovaskuldre Permeabilitét, relaxiert die glatten Muskelzellen im Darm
und den Gefafswanden und inhibiert die Adhésion von Neutrophilen und Thrombozy-
ten [125]. SASAKI et al. untersuchten die Rolle des NO in der Pathogenese der CED
an endothelialer NO-Synthase (eNOS)-defizienten knock-out-Mausen. Die Dextransulfat-
induzierte Kolitis verlief bei eNO-Synthase negativen Mausen im Vergleich zum Wildtyp
deutlich stirker. Histologisch zeigten die eNOS-defizienten Méause eine vermehrte Lympho-
zyteninfiltration, eine verstiarkte Schiadigung des Darms sowie eine vermehrte Expression
des mukosalen Adhésionsmolekiils MAACAM-1 [154].

Im Gegensatz dazu berichten KIMURA et al. beim Morbus Crohn {iber eine erhdh-
te Aktivitdt sowohl der endothelialen als auch der induzierbaren NO-Synthase [74]. L-
Arginin-Mangelzustdnde oder Ischédmie fithren zu einer Bildung von freien Radikalen aus
den Endprodukten des NO-Metabolismus [109].SCHREIBER et al. fanden eine vermehr-
te Expression von iNOS und NFxB bei CED, beide Faktoren kénnen ebenfalls zu einer
Bildung freier Radikale fithren [158]. Diese Radikale kénnen im Gewebe zur Peroxidbil-
dung, DNA-Strangbriichen und dadurch bedingt zu entziindlichen Reaktionen und zelltod
fithren.

Die vermehrte Expression von Oberflachenadhésionsmolekiilen im mikrovaskuldren Endo-
thel der chronisch entziindeten Darmmukosa fiihrten zu einem Therapieansatz, welcher die
Hemmung dieser Adhésionsmolekiile zum Ziel hatte [181]. Die Translation von ICAM-1
wurde durch die Substanz Alicaforsen inhibiert, in klinischen Studien fiihrte diese The-
rapie bei 40 % der an Morbus Crohn erkrankten Studienteilnehmer zu einer Remission
[196]. Eine Blockade des Integrins a7 durch den monoklonalen Antikérper Natalizumab
konnte im Primatenmodell eine chronische Kolitis beenden [127].

NIELSEN et al. fiihrten an CED-Darmresektaten eine Untersuchung der in entziindeten
Darmresektaten differenziell regulierten Zytokine durch. Sowohl bei aktiver als auch nicht-
aktiver CED fanden sich signifikante Erhohungen der mRNA-Konzentration fiir die Inter-
leukine 3, 7, 11, 14 und 15 sowie TNF-a, TGF-4 (TGF-$) und GMCSF. Diese Erhéhung

der Konzentrationen ist unabhéngig vom jeweiligen Aktivitdtsgrad der Erkrankung, die
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Anderung der Krankheitsaktivitit scheint also nicht von der Zytokinkonzentration abzu-
héngen. Allerdings haben einige Zytokine eine mogliche entziindungsférdernde Wirkung,
so das Interleukin-3, das als potenter T-Zell-Aktivator sowie Induktor des endothelialen
Leukozytenadhésionsmolekiils-1 gilt und zusammen mit TNF-a das endothelspezifische
E-Selektin induziert [118].

Als sehr bedeutend fiir den Krankheitsprozess der CED wird die sowohl in aktiver CED
als auch in nichtaktiven Phasen gleichermafen erhchte endotheliale Expression von TNF-
« angesehen [118]. Die Konzentration von TNF-« ist bei aktiver und inaktiver Erkrankung
in der Mukosa und im Stuhl erhoht [18], eine erhohte TNF-« gilt als Hinweis auf einen
Crohnschub [159].

Die besondere Bedeutung von TNF-«a zeigt sich in den Erfolgen einer gegen TNF-«
gerichteten immunmodulatorischen Therapie. Ein chimérer monoklonaler Antikérper ge-
gen TNF-«a (Inflizimab) zeigte in randomisierten Placebo-kontrollierten klinischen Tests
eine Remissionsrate von mehr als 60 % nach einmaliger Gabe [173]. Die Ergebnisse von
CDP571, einem anderen, gentechnisch hergestellten Antikorper sind ebenfalls erfolgver-
sprechend [169], weitere TNF-a blockierende Substanzen werden erforscht [79]. Die Pro-
duktion von TNF-a konnte auch erfolgreich mit Thalidomid inhibiert werden [191].

1.10 Expressionsanalysen von Endothelzellen

Verschiedene Aspekte endothelialer Heterogenitéit wurden in diesem Kapitel dargestellt.
Zumeist beschréankte man sich aber auf die Beschreibung der differenziellen Regulation ein-
zelner Gene oder Genfamilien bei unterschiedlichen Endothelzellpopulationen. Die Erstel-
lung von Genexpressionsprofilen von Endothelzellen mittels DNA-Microarraytechnologie
(fiir eine genaue Beschreibung der Technik siehe Abschnitt 3.2.4, Seite 31) erlaubt die
sehr umfassende bis genomweite Kartierung der in den Zellen exprimierten Gene und
den Vergleich der erstellten Profile mit bioinformatischen Methoden. So kann eine wei-
tergehende Analyse der Heterogenitdt der Endothelzellen bzgl. der Genexpression und
Funktion erfolgen.

Mittels DNA-Microarrays wurde bisher das Genexpressionsprofil von Nabelschnurvene-
nendothelzellen (HUVEC) [116, 200, 184], des Endothels von Arterien und Venen und der
mikrovaskuldren Endothelzellen von Lunge, Leber, Hirn und anderer Organe nach Stimu-
lation mit TNF-« [116, 200, 184], IL-15 [200], IFN-v [52], vor und nach Seneszenz [31]

und unter diversen anderen Konditionen ermittelt. Bei diesen Arbeiten wurde die Genex-
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pression einer Endothelzellpopulation unter verschiedenen Bedingungen untersucht, aber
nicht der Unterschied zwischen verschiedenen Populationen auf Genebene definiert. CHI
et al. zeigten mittels DNA-Microarray den Unterschied der basalen Genexpression von 53
unstimulierten Endothelzellkulturen [26]. Aufgrund der Masse der Daten beschréankten die
Autoren sich auf ein funktionelles Clustering der regulierten Gene. Sie verwiesen auf eine
relative Ahnlichkeit der Genexpressionsprofile von verschiedenen mikrovaskuliren Endo-
thelzellen, von Arterien zu Arterien und Venen zu Venen. Ein deutlicher Unterschied der
Profile von embryonalen und adulten Endothelzellen wurde gezeigt. In dieser Arbeit wur-
de die unstimulierte Genexpression von mikrovaskuldre Endothelzellen aus intestinalem

Gewebe untersucht, die nach der Methode von HARALDSEN isoliert worden waren [58].

1.11 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Das mikrovaskulare Endothel spielt eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung und Extra-
vasation von Leukozyten. Damit hat es Schliisselpositionen im Rahmen von entziindlichen
Reaktionen. Hinweise auf eine Beteiligung des mikrovaskuldren Endothels in der Pathoge-
nese der CED wurden oben dargestellt. Die Untersuchung der Funktion des intestinalen
mikrovaskuldren Endothels bei einer CED kann daher zu neuen Informationen iiber die
bei der CED ablaufenden pathogenetischen Mechanismen fiihren.

Der grofsere Teil der Erkenntnisse tiiber Endothelzellen stammt aus Versuchen mit Endo-
thelzellkulturen aus menschlichen Nabelschnurvenen (HUVEC), da sie einfach zu isolieren
und kultivieren sind. Die umfangreichen Daten zu HUVECs sind allerdings nur begrenzt
auf die Verhiltnisse bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen iibertragbar. Es exis-
tiert eine grofte Variabilitat zwischen den verschiedenen HUVEC-Primérkulturen einzelner
Arbeitsgruppen, was die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse verschlechtert [187]. Weiterhin
besteht eine ausgepréigte Heterogenitit von Endothelzellen verschiedener Organe, unter-
schiedlicher Gefifie und unterschiedlichen Alters (s.o.).

Daher besteht die Notwendigkeit, fiir ein brauchbares in vitro Modell der Mikrovas-
kulatur und ihrer Rolle im Rahmen von CED Endothelzellprimérkulturen aus humanem
Darm zu isolieren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mittels DNA-Microarrays ein Genexpressi-
onsprofil von humanen intestinalen mikrovaskuléren Endothelzellen (HIMEC) erstellt und
mit den Expressionsprofilen von TNF-a-stimulierten HIMEC verglichen. Die gewonnenen

Expressionsdaten wurden mit denen der entsprechend stimulierten HMEC-1 Endothelzel-
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linie verglichen.

Die entscheidende Fragestellung war, welche Gene in HIMEC durch Stimulation mit
TNF-« differenziell reguliert werden und ob sich das ermittelte Expressionsprofil mit den
bisher publizierten Daten zur Pathogenese der CED in Einklang bringen lafst. Weiterhin
sollten Unterschiede in dem Expressionsprofil von HIMEC und dem der Referenzzelli-
nie HMEC-1 ermittelt werden, um neue, moéglichst darmspezifischen Kandidatengene zu
identifizieren. Diese Gene definieren gleichzeitig die Heterogenitét zweier mikrovaskulérer
Endothelzellpopulationen. Sie sollen dann auf ihre Rolle bei der Initiation und Perpetuati-
on von CED untersucht werden. Kandiatengene, welche als darmspezifisch charakterisiert
wurden, ermoglichen eventuell zu einem spéteren Zeitpunkt ein gezielteres Eingreifen in
den Krankheitsprozess der CED.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Tabelle 2.1: Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien / Verbrauchsmaterial = Hersteller

Marker DNA (Agarosegelelektrophorese, Invitrogen, Paisley, GB
100 bp Ladder)

Aceton Roth, Karlsruhe

Agarose Sigma, Deisenhofen

Aqua ad inj. Braun, Melsungen

Biocoll Biochrom, Berlin

dNTPs Qiagen, Hilden

Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen

FACSflow Puffer Becton Dickinson, Erembodegem, Belgien

Hank “s Balanced Salt Solution (HBSS) Invitrogen, Paisley, GB




2 Material

Tabelle 2.1: Chemikalien und Verbrauchsmaterialien (Forts.)

Chemikalien / Verbrauchsmaterial = Hersteller

Isopentan (2-Methylbutan) Merck, Darmstadt

Lipopolysaccharid Typ 0111:B4 (aus E. Sigma, Deisenhofen

coli)

Mowiol 4-88 Calbiochem, Bad Soden

n-Butanol Sigma, Deisenhofen

OCT Tissue Tek compound Sakura, Japan

PCR-Puffer 10x Invitrogen, Paisley, GB

Rinderserumalbumin (BSA) Sigma, Deisenhofen

Saccharose Sigma, Deisenhofen

Tumor Nekrose Faktor - alpha, rekombi- R & D Systems, Minneapolis, MN, USA

nant, human

Tween 20 Sigma, Deisenhofen

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien in p.A. Qualitéit eingesetzt. Alle
nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden in p.A. Qualitét bei der Firma Sigma (Deisenho-

fen) erworben.
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2.2 Reagenzien fiir die Zellkultur

2.2.1 Zellinien
Tabelle 2.2: Zellinien
Zellinie Quelle
HMEC-1 Centers for Disease Control, Atlanta, GA,
USA [195]
2.2.2 Seren
Tabelle 2.3: Seren
Serum Hersteller
Fetales Kélberserum (FCS) Invitrogen, Paisley, GB

2.2.3 Zellkulturmedien

Tabelle 2.4: Zellkulturmedien

Medium Hersteller

Endothelial cell growth medium Promo Cell, Heidelberg

2.2.4 Sonstige Reagenzien fiir die Zellkultur

Tabelle 2.5: sonstige Reagenzien fiir die Zellkultur

Chemikalie Hersteller

Penicillin /Streptomycin Invitrogen, Paisley, GB
Kollagen Typ I (Rattenschwanz) Upstate Biotech, Hamburg
Trypsin/EDTA Invitrogen, Paisley, GB

Trypanblau 0,5% (w/v) in phys. Salzlsg.  Biochrom, Berlin
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2.3 Enzyme

Tabelle 2.6: Enzyme

Enzym Hersteller

Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Invitrogen, Paisley, GB
Transkriptase (MMLV-RT)

Collagenase Typ 11 Worthington, Lakewood, NY, USA

2.4 Antikorper

Tabelle 2.7: Priméarantikorper

Antikorper Hersteller

anti-human VCAM-1 (aus Maus) mAb R & D Systems, Minneapolis, MN, USA
(Klon BBA5)

anti-human MeCa-79 (aus Maus) mAb freundliche Gabe von Prof. Vestweber,
[171] Inst. fiir Zellbiologie, Miinster




2 Material

Tabelle 2.8: Sekundére, markierte und enzymgekoppelte Antikérper

Antikorper Hersteller

anti-Kaninchen  FITC-konjugiert (aus Jackson Immunoresearch, San Diego, CA,
Esel) USA

anti-Maus IgG (aus Ziege), Biotin konju- Pharmingen, Palo Alto, CA, USA
giert

anti-Ziege IgG (aus Esel), Biotin konju- Pharmingen, Palo Alto, CA, USA
giert

Streptavidin,  horseradish  peroxidase, Jackson Immunoresearch, San Diego, CA,
HRP konjugiert USA

2.5 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotidprimer fiir die Polymerasekettenreaktion wurden mit dem Programm
PrimerExpress 2.0 (Fa. Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) entworfen, als Roh-
daten wurden die kodierenden Sequenzen fiir die einzelnen Gene aus der Gene Bank des
National Institute of Health, Bethesda, ML, USA (http://ncbi.nlm.nih.gov) entnommen.
Besondere Beachtung fanden beim Primerdesign die Anforderungen des Realtime-PCR-
Systems an die Oligonukleotidprimer (Fragmentlange zwischen 150 - 200 bp, Schmelz-
punkt 58-62°C).
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Tabelle 2.9: Oligonukleotide

Primer Sequenz 5° — 3~
VCAM-1 sense CTA TAC CAT CCG AAA GGC CCA

(-Aktin sense CAA AGA CCT GTA CGC CAA CAC

PS-PLA1 sense TGT GTC GGA ATC CTC AAT CCA

S100A11 sense AGT CCC TGA TTG CTG TCT TCC A

EBI3 sense ATG TCG TAC AAT TGG ATT GGT ATC CG

LST1 sense ATG AGG AAC TTG AGG CAA GTC

2.6 Puffer und Lésungen

Tabelle 2.10: Tris-Puffer 1,56 M

Chemikalie Menge
Tris-Base 181,65 g

pH einstellen auf 6,8 bzw. 8,8

Tabelle 2.12: Phosphate Buffered Sa-
line (PBS)
Chemikalie Menge
NaCl 8g

NagHPO4 * 2 Hzo 1,44 g

aqua dest. ad 1000 ml

Tabelle 2.11: Tris-Acetat-EDTA-
Puffer
Chemikalie Menge
Tris-Base 242 g

0,5 M EDTA pH 8,0 100 ml

Tabelle 2.13: 4 %ige (w/v) Para-
formaldehydlésung

Chemikalie Menge
Paraformaldehyd 4g
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Tabelle 2.14: RNA-Ladepuffer

Chemikalie Menge
Formamid 0,72ml

Formaldehyd 37% (v/v)  260pul

Bromphenolblau 100 pg

Tabelle 2.16: DNA-Ladepuffer

Chemikalie Menge
Glycerin 50 % (v/v)

Bromphenolblau 0,05 % (w/v)

1x TAE - Puffer ad 100 %

Tabelle 2.15: RIPA-Lysepuffer

Chemikalie Konz.
Tris HCI (pH 7,6) 50 mM

NaCl 150 mM

Natrium Deoxycholat 0,25 % (w/v)
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3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Isolation von humanen intestinalen mikrovaskularen
Endothelzellen (HIMEC)

Prinzip Zur organspezifischen Untersuchung des Darmendothels in vitro werden Endo-
thelzellen aus Operationsresektaten isoliert und als sog. Primdrkultur kultiviert. Bedingt
durch den Alterungsprozef haben Primérkulturen im Gegensatz zu immortalisierten Zel-
linien eine begrenzte Lebensdauer von ca. sechs bis zehn Passagen.

Bei der Isolation von HIMEC werden in mehreren Waschschritten die hohen Keimzah-
len der Darmflora reduziert, das Epithel abgelost und anschliefsend ein Kollagenasever-
dau durchgefithrt. Durch mechanische Kompression der Darmstiicke wird versucht, kleine
Verbénde von Endothelzellen (sog. cluster) aus dem Gewebe zu 16sen. Nach Abfilterung
sowohl der groben Darmzellreste als auch einzelner Zellen und Zelltriimmer werden kleine
Mengen an Endothelzellen auf Zellkulturplatten ausgesaht. Nach sieben bis zehn Tagen
konnen auf den Zellkulturplatten Primérkulturen mechanisch isoliert und kultiviert wer-

den.

bendtigtes Material
e Mukosaresektat aus Kolon (ca. 2x2 c¢m)
e Hanks Balanced Salt Solution (HBSS)
e Cleland s Reagenz (DTT)

e 10 mM EDTA (w/v) Losung (pH 7,4) in HBSS
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e Collagenase Typ 2
e Endothelzellmedium fiir HIMEC

e Mikrofilter 20 um (Fa. Sefar, Neuenburg am Rhein) und 70 pm Porengrosse (70 pm
cell strainer, Fa. Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, USA)

e 100 mm Zellkulturschalen (Fa. Nalge Nunc, Naperville, IL, USA) mit Kollagenbe-
schichtung (siehe hierfiir Abschnitt 3.1.2, Seite 24)

o sterile Klonierringe aus Glas (7 mm) mit Silikonfett (Fa. Sigma, Deisenhofen)

o Zellkulturschaber

Protokoll

1. Colonresektat trockentupfen, mit der Praparationsschere drei bis vier keilférmige

Streifen aus Mukosa und Submukosa, aber ohne Muskulaturanteile herausschneiden.

An der Unterseite der Streifen sollten feine Gefifse zu erkennen sein (siehe Abbildung
3.1)

Abbildung 3.1: Préaparation eines frischen Colonresektates zur Isolation von HIMEC: Ein keil-
formiger Streifen Mukosa / Submukosa ohne Muscularis wird ausgeschnitten, auf der Unterseite

des Streifens sind Mikrogeféfie zu erkennen

2. Mukosastreifen in 0,15 %iger (w/v) DTT-Losung (Herstellung: 75 mg Clelands Rea-
genz in 50 ml HBSS) 30 Min. bei 60 rpm waschen

3. dreimaliges Waschen (jeweils 30 Min.) in 80 ml 1 mM EDTA-Losung (Herstel-
lung:100 ml 10 mM EDTA Lésung in 900 ml HBSS) in jeweils neuem Becherglas
bei 60 rpm
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Abbildung 3.2: HIMEC-Primérkultur.
Aufnahme mittels Phasenkontrast-

Mikroskopie, Vergroferung: 100fach

. Von jetzt an Arbeit unter Sterilbank. Zerteilen der Mukosastreifen (MS) mit Skalpell
in ca. 3 x 3 mm groke Quadrate, Verdau fiir 15 Min. bei 37°C (Verdaulésung: 0,2
%ige (w/v) Collagenaselosung; Herstellung: 40 mg Collagenase I in 20 ml PBS ohne
Ca/Mg, Konzentration 150 U/ml)

. Uberfiihren der MS in ca. 5 ml Zellkulturmedium in eine Zellkulturschale (100 mm),
Kompression der Priaparate mit der flachen Seite eines Fig. 22 Skalpells (Fa. Feather,
Tokyo, Japan)

. Filtration durch 70 pm cell strainer, Filtrat zentrifugieren (5 Min., 370 g)

. Uberstand absaugen, Zellpellet in 10 ml Medium resuspendieren, Filtration durch
20 uM Filter, Filtrat verwerfen, Uberstand in 10 ml neuem Medium aufnehmen,
Zentrifugation (5 Min., 370 g)

. Uberstand verwerfen, Pellet in 30 ml Endothelzellmedium aufnehmen und auf drei
100 mm kollagenbeschichtete (siehe hierzu Abschnitt 3.1.2, Seite 24) Zellkultur-

schalen aussdhen

. Nach etwa drei bis sieben Tagen konnen unter dem Lichtmikroskop Priméarkulturen
von Endothelzellen beobachtet werden. Mit einem Zellkulturschaber wird die Um-
gebung einer Kultur von anderen Zellarten freizuhalten, um eine Kontamination der

jungen Kultur zu vermeiden (siche hierzu Abbildung 3.2)

10. Nach Erreichen einer Grofle von 6 - 8 mm im Durchmesser wird die Kultur mittels

Klonierring selektiv trypsinisiert und ausgedehnt (wie in Abschnitt 3.1.2, Seite 24

beschrieben).
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3.1.2 Kultivierung der Zellen

HIMEC-Primérkulturen wachsen fiir maximal acht Passagen in Endothelzellmedium mit
Zusétzen geméf Herstellerangaben und 10% Rinderserum, sie werden bei 37°C, 5% CO,
im Brutschrank auf kollagenbeschichteten Kunststoffkulturflaschen kultiviert. Die Kolla-
genbeschichtung der Kunststoffoberflachen erfolgt durch Beschichten mit einer 0,75 %igen
Losung Kollagen Typ IT in PBS + Ca/Mg fiir mindestens 15 Minuten bei RT. Fiir Ver-
suche wurden Endothelzellen zwischen Passage vier und acht verwendet.

Bei Konfluenz der kultivierten HIMEC miissen diese passagiert, also auf eine grofere
Wachstumsfliche ausgedehnt werden. Nach Absaugen des Mediums wird der Zellmono-
layer einmal mit Ca/Mg-freien PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA Losung iiber-
schichtet. Das Ablosen der Zellen kann unter dem Lichtmikroskop beobachtet und durch
leichtes Klopfen auf die Zellkulturflasche beschleunigt werden. Bei erfolgter vollstandi-
ger Ablosung der HIMEC von der Kunststoffoberfliche wird die Trypsinreaktion durch
Zugabe von Endothelzellmedium gestoppt und die Zellsuspension fiir 5 Min. bei 370 g
und RT zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes erfolgt die Resuspendierung des
Zellpelletts in frischem Endothelzellmedium, je nach Dichte der Primérkultur erfolgt eine
Ausdehnung der HIMEC um den Faktor zwei bis drei. Das Zellkulturmedium mufs alle
zwei bis drei Tage durch frisches Medium ersetzt werden.

Die immortalisierte humane mikrovaskuldre Endothelzellinie HMEC-1 (Fr. Dr. Vie-
mann, Inst. fiir experimentelle Dermatologie) wurde bei identischen Zellkulturbedingun-

gen kultiviert (s.o.).

3.1.3 Stimulation der Zellen

Zur Stimulation der HIMEC wurde im Rahmen dieser Arbeit rekombinanter Tumor Ne-
krose Faktor-a (TNF-«, Fa. Calbiochem, La Jolla, CA, USA) verwendet. Zur Stimulierung
vor RNA-Isolierung wurden die Primérkulturen mit 20 ng/ml TNF-« fiir 4 sowie 24 Stun-
den inkubiert, fiir proteomische Experimente 4 oder 12 sowie 24 Stunden.

Vor der Stimulation wurde den Zellen fiir 16 Stunden das serum- und wachstumsfak-
torreiche Endothelzellmedium entzogen. Es wurden lediglich 1 % Rinderserum und 2,5 %
Antibiotika-Fungizid-Losung (PSF, Fa. Sigma, Deisenhofen) zugegeben. Dieses Vorgehen
stellt sicher, daf alle Endothelzellen nur basale Proliferationsraten ausweisen [48].

Bei den PCR-Validierungsuntersuchungen wurden die HIMEC neben dem Zytokin TNF-
a (20 ng/ml) auch mit den proinflammatorischen Agenzien Interleukin-13 (40 ng/ml, Fa.

Promega, Mannheim), Interferon-y (20 ng/ml Fa. Promega), bakteriellem Lipopolysac-
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charid (LPS, 1ug/ml, Fa. Sigma, Deisenhofen) sowie der Kombination TNF-a + LPS

stimuliert.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolation von Gesamt-RNA aus HIMEC-Priméarkulturen und der Kontrollzellinie HMEC
erfolgte fiir die anschliefsende Analyse mit DNA-Microarrays mittels des RNeasy Kits (Fa.
Qiagen, Hilden), fiir die Polymerase Kettenreaktion mit der TRIzol-Methode (Fa. Invi-

trogen) jeweils entsprechend den Anweisungen der Hersteller.

Photometrische Quantifizierung der RNA

Zur Quantifizierung der RNA wurde 1 pl der RNA-Losung mit 49l DEPC-Wasser ver-
diinnt, diese Probe wurde im Photometer (Fa. Eppendorf) bei 260 und 280 nm gegen einen
Leerwert (nur DEPC-Wasser) gemessen. Bei 260 nm (Absorptionsmaximum der Nukleo-
tide) ermittelt man die Konzentration von Nukleinsduren, bei 280 nm die Konzentration
von Proteinen (d.h. Kontaminationen). Eine reine RNA-Losung hat einen Quotienten von
ODagp / ODagp = 2,0 [151]. Die Konzentration an RNA wurde nach der folgenden Formel

ermittelt:
clmg/ml] = ODyg x Verdiinnung x Multiplikationsfaktor (fiir RNA: 40)

Fiir die Analyse der RNA auf Microarrays ist eine Mindestmenge von 10 ug RNA /
Probe sowie eine Probenkonzentration von mind. 1 ug RNA / ul Probe erforderlich, bei der

Polymerase Kettenreaktion geniigt eine Menge von ca. 2 ug RNA fiir eine cDNA-Analyse.

Qualitatskontrolle der RNA-Praparation fiir DNA-Microarrays

Zur Qualitétskontrolle der RNA-Préaparation wurden 5 pg der gewonnenen RNA mit 5 pul
RNA-Ladepuffer auf ein konventionelles 0,8%iges Agarosegel aufgetragen (zur allgemeinen
Durchfithrung der Agarosegelelektrophorese siehe dort: Abschnitt 3.2.2, Seite 29).

Nach Elektrophorese bei 70 V und Farbung mit dem interkalierenden Farbstoff Ethi-
diumbromid konnten die RNA-Banden unter UV-Licht visualisiert und photographiert
werden. Zwei komplett separierte Banden ohne Schlieren fiir die 18S und die 28S RNA

zeigten eine intakte Préparation an.
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3.2.2 Reverse Transkriptase — Polymerase Kettenreaktion
(RT-PCR)

cDNA Erststrangsynthese aus RNA mit der reversen Transkriptase

Prinzip Vor der Polymerase Kettenreaktion wird aus der Gesamt-RNA der HIMEC-
Primérkultur mittels reverser Transkriptase cDNA (complementary DNA) hergestellt. Bei
den dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuchen wurde eine modifizierte Version der re-
versen Transkriptase des Moloney murine leukemia virus (MMLV-RT) der Firma Invi-
trogen verwendet, die im Unterschied zur nativen MMLV-RT keine intrinsische RNase
H Aktivitdt mehr besitzt und dadurch deutlich ldngere Transkripte erméglicht [47]. Zur
cDNA-Synthese werden durch kurzes Erhitzen der RNA mit einem Primer (hier: Oligo
dT Primer aus 16 - 20 Thymidinen, die an den Poly-A"-Schwanz der mRNAs binden)
auf 70°C die Sekundéarstrukturen der RNA aufgeschmolzen und ein Hybridisieren der Pri-
mer wihrend der darauf folgenden Abkiihlphase erméglicht, darauf gibt man die RT, den
Reaktionspuffer sowie Nukleotide im Uberschuss hinzu und inkubiert bei 42°C, dem Ar-
beitsoptimum der MMLV-RT. Vor der Reaktion kann optional, wie bei unseren Versuchen,

eine Hydrolyse eventuell vorhandener DNA-Reste erfolgen.

benottigtes Material
e Desoxyribonuklease I (Fa. Stratagene, La Jolla, CA, USA, Konz. 10 U/ul)
e 10x PCR-Puffer (Fa. Invitogen)
e 25 mM EDTA-Lsg.
e Oligo dT-Primer
e 10 mM dNTPs (Konz. 0,5 ug/ul)
e 50 mM MgCly-Lsg.
e 0,1 mM DTT-Lsg.
e Aqua ad. inj.
e Superscript II MMLV Reverse Transkriptase (Fa. Invitrogen, Konz. 200 U/pul)

Die Reagenzien wurden als Teil des Superscript First-Strand Synthesis System for RT-

PCR von der Firma Invitrogen erworben.
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Protokoll

—_

. 2 ug RNA + 8 ul DEPC Wasser

[\

. je 1 pl 10x PCR-~Puffer und DNAse hinzupipettieren, fiir 15 Min. bei RT inkubieren

w

.1 pl 25 pM EDTA hinzugeben, 10 Min. bei 65°C inkubieren

4. 1 pl Oligo dT Primer hinzupipettieren, Inkubation 5 Min. bei 65°C, dann 1 Min.
auf Eis abkiihlen

5. Zum Reaktionsansatz folgende Komponenten hinzufiigen:

e 2 1l 10x PCR-Puffer
e 1 ul 10 mM dNTPs
e 1 1 50 mM MgCl,
e 2 ;10,1 mMDTT

1 1 DEPC Wasser

6. Inkubation des Reaktionsgemisches bei 42°C fiir 2 Min.

7. 1 pl (200 units) der Superscript Reversen Transkriptase hinzufiigen, Inkubation bei
42°C fiir 50 Min., danach bei 70°C fiir 15 Min., danach Abkiihlen auf Eis

Polymerase Kettenreaktion

Prinzip Die Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) wurde erst-
mals von SAIKI et al. beschrieben, ein Verfahren, um mittels einer thermostabilen DNA-
Polymerase und zweier spezifischer Oligonukleotidprimer bestimmte Zielsequenzen expo-
nentiell zu amplifizieren und somit einen qualitativen Nachweis dieses speziellen Produktes
zu ermdglichen [148].

Die PCR-Reaktion erfolgt temperaturgesteuert in einem thermocycler in Zyklen von

drei verschiedenen Reaktionszustanden:
1. Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 94°C

2. Senkung der Temperatur auf 55°C, Anlagern der spezifischen Oligonukleotidprimer
(Annealing)
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3. DNA-Strangsynthese durch Anlagern komplementérer Basen ( Elongation) bei 72°C.

Durch Festlegung verschiedener Zyklenzahlen fiir verschiedene zu untersuchende Gene
kann die Menge der entstehenden DNA innerhalb der fiir die Analyse geeigneten Grenzen
gehalten werden.

Durch Vergleich eines aus derselben DNA-Probe herausamplifizierten housekeeping ge-
ne, also eines konstitutiv in Zellen produzierten Gens wie GAPDH oder $-Aktin mit dem
zu untersuchenden amplifizierten Fragment in der Agarosegelelektrophorese (Abschnitt
3.2.2, Seite 29) kann bei mehreren verschiedenen DNA-Proben eine semiquantitative
Aussage zur Expression des jeweiligen untersuchten Gens gemacht werden. Diese Metho-
de wird als die semiquantitative (RT)-PCR bezeichnet.

Bendétigtes Material
e cDNA-Probe
e Thermocycler TRIO Thermoblock (Fa. Biometra, Gottingen)
e Oligonukleotidprimer (fiir die Sequenz siche Abschnitt 2.5, Seite 18)
e 50 mM dNTP-Lsg.
e 10 mM MgCly-Lsg.
e Taq Polymerase (Fa. Invitrogen, 5 U/pul)
e 10x PCR Puffer (Fa. Invitrogen)

o DEPC Wasser

Protokoll

1. In ein 0,2 ml Reaktionsgefafs pipettieren:

e 1 ul cDNA

e je 1 ul sense und antisense Primer (25 pmol/Ansatz)

1 pul ANTPs

1 7 MgCly

0,5 ul Tag-Polymerase (2,5 units/Ansatz)
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e 25 ul 10 x PCR Puffer
e 17 ul DEPC Wasser

2. Initialer Denaturierungsschritt bei 95°C fiir drei Minuten
3. fir VCAM-1 30 Zyklen, fiir 8-Aktin (als , housekeeping gene®) 25 Zyklen:

e Denaturierung 1 Min. bei 95°C
e Annealing 1 Min. bei 65°C
e Elongation 1 Min. bei 72°C

4. Zum Sicherstellen einer komplett verlaufenden Elongation ein zusétzlich einmalig

auf 10 Minuten verlangerter Elongationsschritt bei 72°C

Die bei der PCR entstandenen Amplifikate konnen bei 4°C gelagert werden. Zur Analyse
werden sie auf ein Agarosegel aufgetragen (siehe Abschnitt 3.2.2,Seite 29).

Agarosegelelektrophorese

Prinzip Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA wurden Gele mit einer Agarose-
konzentration von 2% verwendet. Unter Elektrophoresebedingungen liegen die Nucleotide
der Nukleinsdure als Polyanion vor. Die DNA bewegt sich entsprechend ihrer Gréfe im
elektrischen Feld von der Kathode zur Anode.

Nach Abschluss der Elektrophorese kann die DNA im Gel durch den mit der Doppelhelix
interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid angeférbt und so im UV-Licht visualisiert und

dokumentiert werden.

benotigtes Material

e Agarose

1x TAE Puffer (hergestellt durch Verdiinnung mit aqua dest. aus 50x TAE Puffer,
sieche Abschnitt 2.11, Seite 19)

e DNA - Langenstandard , 100 bp Ladder” (Fa. Invitrogen, Paisley, GB)

Probenauftragspuffer (sieche Abschnitt 2.16, Seite 20)

horizontale Gelelektrophoreseapparatur und Transformator
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Protokoll

1. 1 g Agarose in 50 ml 1x TAE - Puffer suspendieren, das Gemisch in einem Mikro-

wellengerat aufkochen, darauthin auf 60°C abkiihlen lassen
2. Gelkamm an der Kathodenseite einsetzen (ca. 10 mm vom Gelrand entfernt)
3. Agarose - Losung blasenfrei in die Gelkammer gieften, bei RT abkiihlen lassen
4. Nach 30 - 60 Min. Gelkamm vorsichtig aus dem festen Gel ziehen
5. Gel in die Elektrophoreseapparatur einsetzen, mit 1x TAE - Puffer iiberschichten

6. Auf einer Mikrotiterplatte jeweils 10 ul DNA - Probe mit 2 ul DNA - Probenpuffer

mischen, das Gemisch in die Geltaschen pipettieren
7. Elektrophorese starten (z.B. 60 Min. bei 90 V)

8. Nach beendigtem Lauf Farben des Gels durch 15 minutiges Inkubieren in Ethidi-
umbromid - Farbelosung (Konz. 50 ug / ml)

9. Gel in einem Transilluminator (Fa. -1tf- Labortechnik, Wasserburg/Bodensee) in UV
- Licht (366 nm Wellenlénge) zur Dokumentation photographieren

3.2.3 Quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (Realtime
quantitative RT-PCR)

Prinzip Zur quantitativen Bestimmung der DNA wird ein mit der DNA-Doppelhelix in-
terkalierender Farbstoff verwendet (zuerst Ethidiumbromid [63], heute SYBR Green I™
(Fa. Molecular Probes, Eugene, OR, USA)). Aus der Fluoreszenz unter UV-Licht kann
wahrend der Reaktion die Menge doppelstriangiger DNA bestimmt werden. Da die Ampli-
fikation der template-DNA nur wiahrend der ersten Reaktionszyklen exponentiell verlduft
- spater wird die Reaktion durch Produktanhdufung und Verknappung von Primern und
Nukleotiden gehemmt - erfolgt eine Bestimmung des Crp-Wertes einer Reaktion durch
Auftragen der Fluoreszenzkurve mit logarithmischem Mafsstab. Der Cp-Wert liegt im Be-
reich der exponentiellen Amplifikation (im geraden Bereich der Kurve). Dieser Wert wird
gegen den Logarithmus der anfinglich eingesetzen DNA-Menge aufgetragen. Hieraus folgt

eine Standardkurve, die es ermoglicht, aus den Cp-Werten der Versuchsansétze die jeweils
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urspriinglich vorhandene Menge an zu amplifizierender DNA zu bestimmen. Durch Mit-
amplifikation eines housekeeping genes wie 3-Aktin und anschlieffender Verrechnung der
bestimmten DNA-Mengen mit denen aus den Versuchsansétzen ist eine Normalisierung
der verschiedenen Ansétze moglich. Bei den der vorliegenden Arbeit wurde die Realtime -
PCR zur Kontrolle der Ergebnisse der RNA Analyse mittels der DNA-Microarrays (siehe
Abschnitt 3.2.4, Seite 31) verwendet.

Bendétigtes Material

e Realtime-PCR Maschine ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Fa. Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) und 96-Well Platten (Fa. Applied Biosystems)

e Oligonukleotidprimer (Konz. 25 pmol)

e SYBR Green Mastermix (Fa. Applied Biosystems, mit DNA-Polymerase, Puffer,

Fluoreszenzfarbstoff, Magnesium)
e Aqua ad inj.

e Template DNA

Protokoll Pro Ansatz (96-well Platte):
e 1 ul Template
e 30 pl Mastermix
e 26,6 ul DEPC - Wasser
e jeweils 1,2 ul sense und antisense Primer (entspricht 30 pmol/Ansatz)

Die Reaktion und Auswertung erfolgt nach Anweisung des Herstellers Applied Biosystems.

3.2.4 Expressionsanalyse mittels High-Density Oligonucleotide
Arrays

Um eine Genexpressionsanalyse der HIMEC im genomischen Mafistab durchzufiihren,
wurden bei den der vorliegenden Arbeit High-Density Oligonucleotide Arrays [95] (im
folgenden auch synonym Microarray genannt) der Firma Affymetrix (Santa Clara, CA,
USA) verwendet.
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Die Genexpressionsanalyse auf Microarrays beruht auf dem Prinzip eines umgekehr-
ten Northern Blots [43]. Auf einer festen Matrix werden fiir das einzelne Gen spezifische
Sequenzen (Sonde, engl. probe) immobilisiert. Markierte und in kleine Oligonukleotide
fragmentierte RNA des Versuchsansatzes (Probe, engl. sample) hybridisiert mit diesen
Sonden. Bei der Analyse geht man von einem linearen Zusammenhang von Genexpression
in den zu untersuchenden Zellen, der Menge der im Versuchsansatz vorhandenen markier-
ten RNA, der an die Sonde hybridisierten Probe und des zu detektierenden Signals aus.
Allerdings gilt es bei dieser effizienten Technik zu beachten, daf so nur relative Transkrip-
tionsniveaus bestimmt werden kdnnen, nicht aber die absoluten Mengen an RNA eines
Gens.

Bei den hier verwendeten Microarrays des Typs Affymetrix HG-U133A wurden mittels
Photolithographie 22.308 Sonden fiir die Detektion von 13.220 bekannten Genen vom Her-
steller in situ auf dem Chip synthetisiert. Schrittweise werden die Oligonukleotidsonden,
deren Sequenzen der UniGene Database (Build 133, 20.04.2001) sowie der Washington
University EST Trace Repository und University of California, Santa Cruz - Path Hu-
man Genome Database entstammen, an der jeweils definierten Position auf dem Chip
aufgebaut. Dabei werden auf einer Fliche von 20 x 20 um jeweils etwa 1x 10° bis 1x
107 Kopien eines entsprechenden Oligonukleotids aufgebracht [157]. Die Linge der Oligo-
nukleotide beim Affymetrix-System ist aus produktionstechnischen Griinden auf 25 Ba-
senpaare begrenzt. Diese Sondenlédnge hat gegeniiber Microarrays anderer Hersteller, die
z.T. mit 1 bis 2 kB langen Sonden arbeiten, den Vorteil, daf sich Kreuzhybridisierungen
vermeiden lassen [51]. Dieses verfahren hat allerdings den Nachteil, daf mit einer Sonde
dieser Lénge keine hochspezifische Hybridisierung moglich ist. Dieser Nachteil wird da-
durch ausgeglichen, dafs fiir jedes zu detektierende Gen mehrere verschiedene Sonden auf
dem Chip verwendet werden, die sich nach Moglichkeit nicht {iberlappen sollten. Zu jeder
Sonde (perfect match probe, PM) existiert eine Kontrollsonde (mismatch probe, MM ), bei
der die 13. Base des Oligonukleotids ausgetauscht ist. So kann der unspezifische Hinter-
grund (Fehlhybridisierungen oder Hintergrundrauschen) ermittelt und vom spezifischen
Signal einer Probe abgezogen werden.

Zur Durchfithrung der Experimente mit den Affymetrix DNA-Microarrays wird das Ge-
ne Chip Instrument System verwendet [1]|. Dieses wurde fiir diese Arbeit in der Servicestel-
le Integrierte Funktionelle Genomik, IFG des Interdisziplindren Zentrums fiir Klinische
Forschung der medizinischen Fakultdt der WWU Miinster zur Verfiigung gestellt. Dort er-
folgte die standardisierte Aufbereitung und Hybridisierung unserer Versuchsanséitze nach

Anweisung des Herstellers [1]. Nach Quantifizierung der isolierten Gesamt-RNA wird mit
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einer Reversen Transkriptase ein komplementéirer DNA-Strang erstellt (hierzu siehe auch
Abschnitt 3.2.2, Seite 26). Dieser cDNA-Strang wird in der darauf folgenden Zweit-Strang-
Synthesereaktion zu einem DNA-Doppelstrang umgebaut, wobei der vorhandene RNA-
Strang abgebaut wird. Diese DNA wird bei der folgenden in wvitro- Transkription (IVT,
[43]) umgeschrieben. Um die entstechende RNA zu markieren, verwendet man bei dieser
Synthese biotinylierte Nukleotide. Bei den vorangegangenen Reaktionen erfolgte die Um-
schreibung der Strédnge immer im Verhéltnis 1:1, bei der IVT erfolgt eine lineare Amplifi-
kation um den Faktor 30 bis 100. Die Linearitét ist Voraussetzung fiir die Aussagefahigkeit
des Verfahrens iiber die Expressionslevel der einzelnen Gene [95].

Nach Aufreinigung der synthetisierten RNA wird diese in Fragmente der Grofe 35 -
200 Basenpaare zerlegt. So kann eine exakte Hybridisierung an die Sonden gewéhrleistet
werden. Darauf erfolgt die 16-stiindige Hybridisierung der biotinylierten RNA-Fragmente
an die Microarrays. Nach Waschschritten konnen die an die Sonden hybridisierten Pro-
ben mit Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE) detektiert werden. Gegebenenfalls kann eine
zweite Farbung mit Antikorperverstarkung (mit biotinyliertem anti-Streptavidin-AK und
nochmaligem Féarben mit SAPE) zur Intensivierung der Signale durchgefiihrt werden. Die
Detektion der hybridisierten Fragmente erfolgt mittels eines konfokalen Laserscanners
(Gene Array Scanner, Fa. Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA). Die an die markierten
und hybridisierten Oligonukleotide gebundenen Chromophore werden bei einer Wellen-
lange von 488 nm angeregt und die Emission bei 570 nm gemessen. Die Auflosung des
Scanners betrigt 3 pum, die Messung wird doppelt durchgefiihrt und die Lichtintensitat
aus beiden Messungen gemittelt. Darauf erfolgt die Speicherung eines gescannten Bildes
des Microarrays mit einer Farbtiefe von 16 Bit.

Die Software der Firma Affymetrix (MicroArray Suite 5.0 (MAS)) erstellt aus den Roh-
daten eine Liste aller auf dem Microarray vorhandenen Gene sowie der entsprechenden
Signale. Es wird auflerdem eine Aussage dariiber getroffen, ob das entsprechende Gen
exprimiert wird (anwesend, engl. present - p), abwesend ist (engl. absent - a) oder grenz-
wertig (engl. marginal - m) erkannt wird. Um Fehler durch unspezifische Bindungen oder
die systembedingten Ungenauigkeiten bei niedrigen Signalstidrken fiir ein einzelnes Gen
zu vermeiden, werden Mefwerte, bei denen kein signifikanter Unterschied zwischen den
perfect match probes und der mismatch probe besteht, durch das Programm entfernt.

Bei den der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Versuchen wurde die Genexpression
von HIMEC nach Stimulation mit TNF-« iiber 4 und 24 Stunden mit dem Expressions-
profil von nicht stimulierten HIMEC verglichen (siche auch Abschnitt 3.1.3, Seite 24).

Diese Versuche wurden dreimal mit verschiedenen Primérzellkulturen durchgefiihrt.
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Die Auswertung der aufgearbeiteten Rohdaten erfolgt mit dem Programmpaket Ezpres-
sionist Suite der Firma Gene Data (Martinsried). Dieses Paket erlaubt im Gegensatz zur
MAS eine weitgehende statistische Analyse der Mefidaten. Mit Programm FEzpressionist
Refiner (Version 3.0.4) erfolgte eine Qualitatskontrolle des gesamten Arrays mit Korrek-
tur des Fluoreszenzgradienten, Entfernung von offensichtlichen Fehlern z.B. durch Kratzer
auf dem Chip sowie eine Regulation der Varianzen [184]. Die weitere Analyse wurde mit
Hilfe des Programms Ezxpressionist Analyst (Version 4.0.5) durchgefiihrt.

Zunéchst erfolgt zum Ausgleich nichtbiologischer Einflukfaktoren auf die Rohdaten (Un-
terschiede bei der Probenverarbeitung, bei den Hybridisierungsbedingungen, zwischen ver-
schiedenen Produktionschargen desselben Microarraytyps) eine Normalisierung der Mef-
werte verschiedener zu vergleichender Experimente. Die Normalisierung ermoglicht den
direkten Vergleich verschiedene Experimente auf demselben Chiptyp. Nach Entfernung
extremer Ausreiffer in der Fluoreszenzaktivitdt bildet die Software von jedem Microarray
einen bereinigten Mittelwert der Leuchtintensitdt. Dieser wird durch Multiplikation mit
einem individuellen Skalierungsfaktor auf eine vom Benutzer einzustellenden Wunschmit-
telwert aller zu vergleichender Experimente korrigiert. Hier wird angenommen, daf die
mittlere Intensitdt aller Signale des Experiments relativ dhnlich ist. Ein Skalierungsfaktor
grofer als 5 ist beim direkten Vergleich zweier Microarraydatenséitze zu vermeiden. Hier
finde eine zu starke Verzerrung der einzelnen Mefswerte statt, womit das Ergebnis ver-
falscht wiirde. Bei der vorliegenden Arbeit wurden alle Experimente auf einen Mittelwert
von 220 normalisiert.

Um den Unterschied zwischen den jeweils drei Datenséitzen fiir die unstimulierte Kon-
trolle und der TNF-a-Stimulation iiber 4 bzw. 24 Stunden zu ermitteln, wurden aus die-
sen Datensitzen Analysegruppen gebildet. Die Analysegruppen wurden nach Mefswerten
durchsucht, die eine Expression oberhalb des Hintergrundrauschens anzeigten. Zwischen
der Analysegruppe der unstimulierten Kontrollzellen und den beiden stimulierten Grup-
pen konnte darauf ein Vergleich der Expressionswerte durchgefiithrt werden. Anderungen
des Expressionslevels wurden von der Programmfunktion n-fold-change grafisch darge-
stellt. Bei den der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Versuchen wurden nur Gene,
die mehr als dreifach positiv oder negativ reguliert wurden, beachtet. Zur Untersuchung
der statistischen Signifikanz der Expressionsunterschiede wurde ein t-Test nach STUDENT
durchgefiihrt. Nur Gene mit einem p-Wert < 0,05 wurden als signifikant reguliert in der
Analyse belassen.

Weiterhin kam zur Betrachtung der sog. On/Off-Phdnomene — also einer durch die

Stimulation bedingten An- bzw. Ausschaltung der Expression eines Gens— ein durch VIE-
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MANN et al. publiziertes Auswertungsverfahren fiir Microarray-Experimente zur Anwen-
dung [184]. Aus den aus drei Einzelexperimenten bestehenden Analysegruppen fiir die zwei
Stimulationszeitpunkte und die unstimulierte Kontrolle wurden Gene mit einem Verhélt-
nis von an- zu abgeschalteten Zellen von 3:0, 0:3, 3:1, 1:3, 2:0 sowie 0:2 und einem p-Wert
< 0,05 als signifikant an- bzw. abgeschaltet betrachtet und in die Analyse mit einbezogen.
Das Programm FEzpressionist Analyst kann fiir diese an- bzw. abgeschalteten Gene Re-
gulationsfaktoren errechnen. Hierbei wird als Bezugsebene gegeniiber dem exprimierten
Gen der durchschnittliche Hintergrund gewéhlt. Das Programm nimmt fiir das nicht nach-
weisbare Gen einen Expressionslevel dhnlich der Intensitiat des Hintergrundrauschens oder
darunter an. Aufgrund dieser Tatsache empfiehlt VIEMANN | nur an- bzw. abgeschaltete
Gene mit einem errechneten Regulationsfaktor > 5 in die Analyse aufzunehmen. Weiter-
hin hélt sie die Angabe von Zahlenwerten, die durch den Vergleich einer Signalintensitét
mit dem Hintergrund errechnet wurden, neben den sehr genauen Werten fiir die ohne
On/Off-Phédnomen regulierten Gene nicht fiir zuldssig. Daher werden hier — analog dem
publizierten Vorgehen — angeschaltete Gene mit einer errechneten Regulation gegeniiber
dem Hintergrund von 5 — 10 mit einem + bezeichnet, bei Faktor 10 — 25 mit ++-, bei
Faktor 25 — 50 mit +++ sowie bei einem Faktor > 50 mit +-++-+. Bei Ausschaltungen
erfolgte die Bezeichnung analog mit - bis - - - -.

Zum orientierenden Vergleich mit den ermittelten Expressionsdaten der HIMEC wur-
den die Experimente mit der mikrovaskuldren Referenzzellinie HMEC-1 wiederholt. Auf-
grund nur einmaliger Durchfiihrung konnten fiir die hier gewonnenen Expressionsdaten
keine Signifikanzniveaus errechnet werden. Die Auswertung erfolgte analog den HIMEC-

Experimenten.

3.3 Proteinchemische Methoden

3.3.1 Herstellung von Proteinextrakten

Zur Herstellung von Proteinextrakten erfolgte nach Waschen der kultivierten Zellen mit
kaltem PBS + Ca/Mg das Abschaben der Zellen mit einem Zellkulturschaber in einem
Uberstand aus PBS. Es folgt eine Zentrifugation (5 Min., 4°C, 370 g), das entstandene
Zellpellet wurde mit 50 ul eiskaltem, modifizierten RIPA-Puffer (siehe Abschnitt 2.15,
Seite 20) lysiert. Das Zellysat kann optional durch mehrmaliges Aufziehen durch eine 25
G Kaniile homogenisiert werden.

Die Zellysate konnen bei -80°C fiir mehrere Monate gelagert werden.
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Quantifizierung von Proteinen

Um die extrahierten Proteine zu quantifizieren wurde bei unseren Versuchen die BRADFORD-
Methode angewandt. Die Absorption der Proben wurde in einem Spektralphotometer (Dy-
natech MR 5000, Fa. Dynatech, Chantilly, VA, USA) bei einer Wellenldnge von 600nm
bestimmt, die Referenzwellenlénge betrug 405 nm. Die jeweilige Proteinkonzentration
wurde anhand des eingesetzten BSA-Standards mit Hilfe des Programms BioLinx 2.20
(Fa. Dynatech) berechnet.

3.3.2 Elektrophoretische Trennung der Proteine durch
Natriumdodecylsulfat — Polyacrylamidelektrophorese
(SDS-PAGE)

Prinzip Bei den dieser Arbeit zugrundeliegenden Versuchen wurde die vertikale SDS-
PAGE im diskontinuierlichen Puffersystem nach LAEMMLI et al. durchgefiihrt [84].

Bei der SDS-PAGE werden Proteine auf einem Gel aus Polyacrylamid elektrophore-
tisch entsprechend ihres Molekulargewichtes aufgetrennt. Durch das negativ geladene De-
tergens Natriumlaurylsulfat (sodium dodecyl sulfate - SDS), das im Gel enthalten ist,
werden die Proteine in einem konstanten Ladungs-zu-Masse-Verhiltnis separiert. Je nach
Vernetzungsgrad des Gels und des Anteils an Polyacrylamid existiert je ein spezifischer
Molekulargewichtsbereich, in dem die elektrophoretische Auftrennung der Proteine linear
ist. Daher wéhlt man entsprechend der Gréfe des zu untersuchenden Proteins diejenige
Acrylamid-Konzentration, bei der die lineare Auftrennung im zu untersuchenden Bereich
liegt (z.B. fiir eine Proteingrofe von 10 - 60 kDa ein 12 %iges Gel).

bendtigtes Material

o 30 %ige Losung Acrylamid (AA)/ N,N-Methylenbisacrylamidlosung (BAA) (AA/BAA
Verhéltnis: 19:1)

Tris - Puffer pH 8,8 (Trenngel); Tris - Puffer pH 6,8 (Sammelgel) Herstellung: Siehe
Abschnitt 2.10, Seite 19

e Natriumlaurylsulfat 2 % ige Losung

Aqua dest.

10 %ige (w/v) Losung Ammoniumpersulfat (APS): 0,2 g APS ad 2 ml H,O
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e NN N‘N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
e n-Butanol, gesittigte Losung mit HoO

e 10x Elektrodenpuffer (pH 8,9):

144 g Glycin

— 30 g Tris - Base

— 10 g SDS

Aqua dest. ad 1000 ml

e 4x Probenpuffer [84]:

1,75 ml Tris pH 6,8 (Sammelgelpuffer)
— 1,5 ml Glycerin
5ml 10 % (w/v) SDS

0,5 ml g-Mercaptoethanol
— 1,25 ml Bromphenolblau (geséttigt, in 0,1 % Ethanol)

e Gelelektrophoreseapparatur vertikal (OWL Systems, Portsmouth, NH, USA) u. Elek-

trophoresekamm

Protokoll
1. Trenngelherstellung (12 %):

e 6,0 ml AA/BAA

e 5.0 ml Tris pH 8,8

e 1.0 ml SDS (10 % (w/v), Herstellung: 10 g SDS ad 100 ml H,O)
e 7.7 ml Aqua dest.

2. 100 pl 10 %ige Lsg. APS und 10 ul TEMED geben, das fliissige Trenngel mischen

und blasenfrei in die Elektrophoresekammer giefsen
3. Mit 500 pl n-Butanol iiberschichten, 3 Stunden hérten lassen, n-Butanol entfernen

4. Sammelgelherstellung (4 %) analog der Herstellung des Trenngels:
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10.

11.

12.

1,0 ml AA/BAA

2,5 ml Tris pH 6,8

0,5 ml SDS

5,94 ml Aqua dest.

50 pl APS-Lsg. 10 %

10 ul TEMED

Sammelgel vorsichtig iiber das Trenngel schichten, Elektrophoresekamm in Sammel-

gel einsetzen, 30 - 60 Minuten polymerisieren lassen

Zur Vorbereitung der Proteinproben Proteinlysat mit 4x Auftragspuffer im Verhélt-
nis 1:4 mischen, bei 60°C fiir 20 Minuten denaturieren lassen, danach 5 Min. auf Eis

abkiihlen

Zentrifugation der denaturierten Proben (5 Min., 4°C, 1000 g), um unldsliche Be-

standteile abzutrennen

Elektrophoresekamm entfernen, Taschen mit 1x Elektrodenpuffer spiilen, beide Elek-

trodenkammern der Elektrophoreseapparatur mit Puffer auffiillen

Alternativ wurden auch industriell gefertigte Fertiggele gleicher Konzentration (Fa.

Biorad, Miinchen) verwendet. Diese wurden nach Herstellerangeben verwendet.

Proben (Proteinlysate sowie Protein-Langenstandard und evtl. Positivkontrolle) in

die entstandenen Geltaschen pipettieren

Elektrophoreseprogramm am Spannungsgeber (PowerPac 200, Fa. Biorad) starten

(40 mA), Dauer der Elektrophorese bei den hier verwendeten Minigelen ca. 60 Min.

Gel aus der Apparatur entnehmen, Immunoblot

3.4 Immunologische Methoden

3.4.1 Immunoblotting

Prinzip Beim Immunoblotting nach [177]| (auch Western Blotting genannt [22]) wird ein

Proteingemisch elektrophoretisch getrennt und auf eine Membran iibertragen. Die Pro-
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teine werden mittels Antigen-Antikorper-Reaktion spezifisch nachgewiesen und anhand
ihrer Laufeigenschaften im Vergleich zu einem Proteinstandard charakterisiert.

Die proteinbeladene Membran wird in Blockierungspuffer zur Abséttigung tiberschiissi-
ger Proteinbindungsstellen und zur Verhinderung einer unspezifischen Bindung der Nach-
weisreaktion inkubiert. Die ,geblockte” Membran wird anschlieffend mit einem gegen das
nachzuweisende Protein gerichteten Antikorper inkubiert. Der entstandene Protein-Anti-
korperkomplex wird mittels eines zweiten, gegen die konstanten Bereiche des ersten Anti-
korpers gerichteten Antikorpers, der an das Enzym Meerrettichperoxidase (engl. horsera-
dish peroxidase; HRP) gekoppelt ist, detektiert. Die Aktivitéit dieses Enzyms wird bei der
folgenden Nachweisreaktion (enhanced chemoluminescence reaction; ECL) nachgewiesen.
Hierbei wird nach Umsatz eines Substrates Licht emittiert, was zur Schwéarzung eines
Roéntgenfilms fiihrt [36].

Bendtigtes Material

e Polyacrylamidgel mit elektrophoretisch getrennten Proteinproben

Nitrocellulosemembran (Hybond ECL, Fa. Amersham, Braunschweig)

Cellulosefilterpapier (Gel Blottingpapier 460 x 570 mm, Fa. Schleicher & Schuell,
Dassel)

Stromgeber Power-Pac 200 (Fa. Biorad, Hercules, CA, USA)

flache Inkubationsschalen, Schiittler (GFL 3015, Fa. GFL, Burgwedel)

Semi-Dry-Blottingapparatur (Trans-Blot SD, Fa. Biorad, Hercules, CA, USA)

Transferpuffer (pH 8,3):

— 3,03 g Tris - Base (25 mM Tris)

14,4 g Glycin (192 mM Glycin)

100 ml Methanol (10 % (v/v) Methanol)
— Aqua bidest. ad 1000 ml

e 1 % Tween-20 in PBS -Ca/Mg (1 ml Tween-20 ad 1000 ml mit PBS auffiillen)

e Block-Puffer (5 % (w/v)):

39



3 Methoden

— 2 g Trockenmilchpulver entfettet (Fa. Sigma, Deisenhofen)
— in 40 ml 0,5 %iger (v/v) Tween-20 Lsg. in PBS

Primérantikorper in 0,5 % Tween-20 Lsg. (beim Nachweis von VCAM-1: pAb Konz.
1:200)

Konjugat aus einem Sekundérantikorper gegen den Primérantikorper (bei VCAM-1:
anti - Ziege IgG, Fa. Sigma, Verd. 1:10000) und Meerrettichperoxidase (HRP)

Detektionsreagenz enhanced chemoluminescence reaction (ECL) western blotting de-

tection reagents (Fa. Amersham)
Réntgenfilm (Hyperfilm MP, Fa. Amersham)

Filmkassette 35,6 x 43,2 cm (Fa. Biotech Trade and Services, St. Leon-Rot)

Protokoll

1.

4.

D.

Auf die Grofe des Polyacrylamidgels zugeschnittene Membran und sechs etwas gros-
sere Stiicke Whatman-Papier in Transferpuffer einweichen, das Gel in Transferpuffer

dquilibrieren (5 Min. unter leichtem Schwenken)

Blottingapparatur nach Anweisungen des Herstellers zusammensetzen, zwischen den

Elektroden das Blotting-Sandwich aufbauen:

a) drei in Puffer getrinkte Filterpapiere blasenfrei aufeinanderlegen

b) darauf die Membran legen

)
)
c) das Gel mittig auf die Membran legen
d)

mit drei feuchten Filterpapieren bedecken

Den Deckel der Blottingapparatur gleichméfig mit Transferpuffer anfeuchten und
iiber dem Blotting-Sandwich schliefsen

45 Min. bei konstant 400 mAmp blotten

Nach Ende des Blottingvorgangs die Membran entnehmen und die Banden des
Protein-Grofenstandards sowie die Laufrichtung des Gels mit Kugelschreiber vor-

sichtig auf der Membran markieren
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6. Blockieren der Membran mit Block-Puffer fiir 1 Std. bei RT
7. Waschen der Membran mit 1 % PBST Lsg. (2 x 1 Min.)

8. Inkubation der Membran mit Primérantikorperlosung (Menge s.o., bei leichtem
Schwenken und 4°C iiber Nacht)

9. Waschen der Membran mit 1 % PBST Lsg. (3 x 5 Min.)
10. Inkubation mit Sekundérantikorperlosung (RT, 1 Std.)
11. Waschen der Membran mit 1 % PBST Lsg. (3 x 5 Min.)

12. Visualisierungsreaktion mit dem ECL-Reagenz in Dunkelkammer nach Anweisung

des Herstellers, Entwicklung des Rontgenfilms

3.4.2 Indirekte Immunfluoreszenz und durchflusszytometrische
Analyse

Prinzip Bei der durchflusszytometrischen Analyse werden einzelne Zellen, die den Fokus

eines Laserstrahls passieren, detektiert, gezdhlt und nach Gréfe und Granularitdt (dem

Scatterverhalten) analysiert. Oberflichenantigene (hier VCAM-1) der zu untersuchenden

Zellen werden vor der Analyse mittels Antikorpern markiert, welche mit Fluoreszenzfarb-

stoffen gekoppelt sind. Die Analyse erfolgte mit dem FACScalibur (FACS fir fluorescence

activated cell sorting, Fa. Becton Dickinson, Erembodegem, Belgien).

benottigtes Material
e zu untersuchende Zellpopulation z.B. HIMEC in Medium

e FACS-Rohrchen aus Glas oder Kunststoff

PBS - Ca/Mg (eisgekiihlt)

Trypsin-EDTA (kalt)

Zentrifuge Megafuge 1,0 R (Fa. Heraeus, Osterode)

e Monoklonaler Antikorper gegen ein Oberflachenantigen der zu identifizierenden Zell-
population, hier: anti-humanes VCAM (mAB aus Maus) sowie biotinylierter Sekun-

dédrantikorper und Streptavidin-Fluorochrom-Konjugat (hier Streptavidin-PE)
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o FACScalibur-Gerat

Protokoll

10.

11.

. Trypsinisierung adhérenter Zellen auf Eis

Uberfiihrung der jeweiligen Zellpopulation (in Medium, PBS 0.A.) in spezielle FACS-
Rohrchen

Zentrifugation (2 Min., 370g)

. Vorsichtiges Dekantieren des Uberstandes

5 ul Antikorperlsg. auf das Zellpellett pipettieren, vorsichtig vortexen
30 Min. Inkubation bei 4°C unter Lichtschutz

Resuspendieren in 1ml eisgekiihltem PBS (zum Abwaschen des ungebundenen An-

tikorpers)

Zentrifugation der Réhrchen (2 Min., 370g)

. Vorsichtiges Verwerfen des Uberstandes, Wiederholung der Inkubation mit 5 xl des

Sekundérantikorpers sowie des Streptavidin-Fluorochrom-Konjugates, Resuspendie-
ren des Zellpelletts in 300 pl eiskaltem PBS

Durchfiihrung der durchflusszytometrischen Analyse

Auswertung der gewonnenen Daten mit dem Programm WinMDI 2.7 (Autor: James
Trotter, Scipps Research Institute, La Jolla, CA, USA)

3.4.3 Immunhistochemie

Anfertigung von Gefrierschnitten zur immunhistochemischen Aufarbeitung

Aus Operationsresektaten oder Bioptaten gewonnene Gewebeproben von menschlichem

Colon werden zur immunhistochemischen Untersuchung mit Hilfe der Gefrierschnittme-

thode untersucht:

Ein mittels Einmalskalpell auf eine Gréfe von ca. 2 x 2 x 2 mm zugeschnittenes Gewe-

bestiick, das sowohl Epithel als auch Anteile der Darmsubmukosa, aber nicht der Tunica
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muscularis enthalten soll, wird in einem mit OCT Tissue Tek gefiillten speziellem Cryo-
mold (Cryomold Intermediate (15 x 15 x 5 mm), Fa. Miles, Elkhart, IN, USA) in durch
fliissigen Stickstoff gekiihltem Isopentan eingefroren. Die so gewonnenen Proben lassen
sich bei - 80°C fiir mehrere Monate lagern.

Die Proben werden mit einem Kryostaten (hier: Kryostat HM 500 OM, Fa. Microm,
Walldorf) bei -25°C bei einer Schichtdicke von 5 ym geschnitten. Auf speziell beschichteten
Objekttrager (hier: Superfrost Plus, Fa. Microm, Walldorf) werden die Schnitte 30 Min.
bei RT getrocknet und anschlieffend fixiert.

Fixierung der Gewebeschnitte

Die Fixierung der Schnitte erfolgt in kaltem Aceton fiir 10 Min. bei -20°C. Nach Trocknen
konnen die Schnitte bei -80°C gelagert werden. Vor der immunhistochemischen Farbung
erfolgt nach dem Auftauen der Schnitte unter einem kontinuierlichen Luftzug ein weiterer
Fixierungsschnitt in Aceton (s.o.), durch diesen weiteren Schritt scheint die Morphologie

der Gewebsschnitte besser erhalten zu werden (eigene Beobachtung).

Immunhistochemische Farbungen

Zur Untersuchung der Expression von VCAM-1, von-Willebrand-Faktor sowie des fiir
HEV (high endothelial venules) typischen peripherial Node Adressins (PNAd) [171] wur-
den Gefrierschnitte von Gesunden und CED-Patienten nach Acetonfixierung mit immun-
histochemischen Methoden geférbt.

Nach Inkubation der Schnitte mit dem Primér-Antikérper wird ein zweiter, gegen den
Fc-Anteil des priméren Antikorpers gerichteter biotinkonjugierter Antikorper zugegeben.
Es erfolgt eine Inkubation mit HRP-konjugiertem Streptavidin bzw. einem Fluoreszenz-
farbstoff wie Cy3 oder FITC. Die Fluoreszenzfarbstoffe kénnen mit einem Fluoreszenz-
mikroskop (Leica DMLB, Fa. Leica, Solms) bei einer charakteristischen Wellenlénge des
Lichts nachgewiesen werden (Cy3: 457 nm, FITC: 495 nm). HRP setzt ein zugegebenes
Substrat (Diaminobenzidin-DAB) zu einem im Lichtmikroskop braun erscheinenen Kom-
plex um. Diese Gewebsschnittfarbungen kénnen nach einer Gegenfarbung mit Hamatoxy-
lin nach Harris (5 Min. im Hamatoxylinbad farben, 1 Min. Spiilen mit Leitungswasser)
lichtmikroskopisch ausgewertet werden.

Bei den Versuchsreihen fiir die vorliegende Arbeit erfolgte der Nachweis sowohl iiber

die Peroxidasereaktion als auch tiber die Immunfluoreszenz.
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Immunfluoreszenz

benoétigtes Material

e DaKo-Pen

e 10% Serum (aus der Tierart, in der der Sekundérantikorper hergestellt wurde, Fa.
Sigma, Deisenhofen) in PBS zum Blockieren (100 pl pro Schnitt)

e Biotin/Avidin - Blockingkit (Fa. Vector Labs, Burlingame, CA, USA)

e Priméir/Sekundéarantikérper und Streptavidin-Farbstoff-Konjugat in der individuell
ermittelten Arbeitskonzentration in 10%iger Serumlésung (s.o.)

e PBS - Ca/Mg

e Fiérbetroge nach HELLENDAHL

e feuchte, dunkle Kammer zur Inkubation

e Deckgldser (Fa. Menzel, Braunschweig)

e Eindeckmedium Vectashield (Fa. Vector Labs), Klarlack

Protokoll

1. Fixierte und luftgetrocknete Gefierschnitte auf dem Objekttrager mit dem Dako-Pen
umfahren und fiir 5 Min. bei RT trocknen lassen

2. Schnitte 5 Min. in PBS rehydrieren

3. 0,1 ml 10%ige Serumlosung iiberschichten, Inkubation 1h bei RT (zum Blockieren
der unspezifischen Proteinbindung)

4. Waschen: 3 x 5 Min. in PBS

5. Avidin/Biotin-Blockierung mittels Kit geméf Anweisungen des Herstellers

6. Waschschritt (siehe 4.)

7. Zugeben von 0,1 ml Priméarantikérper, Inkubation 1h bei RT; Konzentration:

e anti-VCAM-1 pAb: 1:100
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o anti-vWF: 1:200

e anti-MeCa-79: unverdiinnt (in Medium) einsetzen
8. Waschschritt (siehe 4.)
9. Zugeben von 0,1 ml Sekundérantikorper, Inkubation 1h bei RT; Konzentration:

o bei VCAM-1: anti-Ziege: 1:1000
o bei vWE: anti-Kaninchen: 1:500
o bei MeCa-79: anti-Maus: 1:1000

10. Waschschritt (siche 4.)

11. Mit 0,1 ml Streptavidin-Farbstoff-Konjugat tiberschichten, Inkubation 15 Min. bei

RT unter Lichtschutz; Konzentration:

o bei VCAM-1: Streptavidin-Cy3: 1:1000
o bei vWFE: Streptavidin-FITC'" 1:500
e bei MeCa-79: Streptavidin-FITC'": 1:1000

12. Waschschritt (sieche 4.) unter Lichtschutz

13. Eindeckeln mit Vectashield, Fixierung des Deckglases mit Klarlack

Immunhistochemie mit Peroxidasetechnik

bendtigtes Material

o 3%ige Wasserstoffperoxidlosung (zum Blockieren der endogenen Peroxidase im Schnitt)

Streptavidin-HRP-Konjugat (Meerrettichperoxidase)

HRP-Substratlosung mit Diaminobenzidin (DAB)

Hématoxylin nach HARRIS (Fertiglosung), Farbebad

Eindeckmedium KAISERS Glyceringelatine
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Protokoll Das Protokoll gleicht dem der Immunfluoreszenzfarbung mit folgenden Er-

ganzungen:

e Vor dem Blockieren mit Serumlésung erfolgt das Blockieren der endogenen Peroxi-

dasen mit Wasserstoffperoxidlosung fiir 5 Min. bei RT

e Nach Inkubation des Tertidrantikorpers (Streptavidin-HRP-Konjugat,1:500 in Ser-
umlosung) erfolgt nach einem Waschschritt die Umsetzung des DAB-Substrats durch
die HRP unter lichtmikroskopischer Kontrolle

e Gegenfiarbung mit Hamatoxylin nach Harris (Schnitte 5 Min. im Hématoxylinbad

farben, darauf eine Min. Waschen in Leitungswasser)

e Eindeckeln mit im Wasserbad auf 37°C erwarmter Kaisers Glyceringelatine

Die Konzentrationen der verschiedenen Antikorper entsprechen denen bei der Immunfluo-
reszenz, das Streptavidin-HRP-Konjugat sowie das Substrat wurde nach Anweisung des

Herstellers des DaKo-Kits angewendet.

Farbung von Zellmonolayern auf chamber slides Um in Kultur gehaltene adhérente
Zellen immunhistochemisch farben zu konnen, werden diese auf kollagenbeschichtete Ob-
jekttrager mit aufgesetzten Zellkulturkammern (chamber slides ,,Labtek”, Fa. Nalge Nunc,
Naperville, IL, USA) ausgedehnt. Nach Erreichen der Konfluenz wird das Medium abge-
saugt. Die Zellen in den Kammern werden mit jeweils 0,5 ml 4 % Paraformaldehyd in
PBS fiir 10 Min. bei RT fixiert. Dann folgt eine Permeabilisierung der Zellen mit je 0,5
ml 0,1 % Triton X100 in PBS fiir 5 Min. bei RT.

Die anschlieftende Immunfluoreszenzfarbung der chamber slides erfolgt entsprechend
dem Protokoll fiir Gewebeschnitte (siche Abschnitt 3.4.3, Seite 44), pro Zellkulturkammer
sind 300 pl der entsprechenden Losungen einzusetzen.

Mit Hilfe einer vom Hersteller gelieferten Abschervorrichtung kénnen die aufgekleb-
ten Zellkulturkammern nach Beendigung der Farbung vom Objekttrager gelost werden.
Anschliefsend erfolgt die Eindeckelung mit Vectashield entsprechend des Protokolls fiir

Gewebeschnitte .

46



4 Ergebnisse

4.1 HIMEC sind Endothelzellen

Bei allen Versuchen mit Endothelzellprimérkulturen mufs die endotheliale Herkunft der
Zellen gesichert werden. SCOTT et al. empfehlen, die Kulturen auf mehrere (mindestens
drei) verschiedene endotheliale Eigenschaften zu iiberpriifen [160]. Bei der vorliegenden

Arbeit erfolgte standardmifig eine Uberpriifung der Kulturen auf:

e die pflastersteinartige Morphologie einer konfluenten Kultur (Abbildung 4.1, Seite
47)

Abbildung 4.1: Aufsicht auf eine kon-
fluente HIMEC-Kultur: Charakteristische
Pflasterstein (engl. cobblestone) Morpholo-
gie. Phasenkontrast-Mikroskopie, Vergrofie-
rung: 100fach

e die starke Expression des von Willebrand Faktors (im Vergleich zu Endothelzellen
von Lymphgefafen, die den vWF nur schwach exprimieren): Abbildung 4.2, Seite
48

e die Hochregulation des Adhésionsmolekiils VCAM-1 durch Stimulation mit TNF-«
[153] (auf RNA und/oder Proteinebene, siche Abbildung 4.3, Seite 48 sowie Abbil-
dung 4.4, Seite 49)
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Abbildung 4.2: Endothelzellen exprimieren den von Willebrand Faktor: Abbildung A: Immun-
histochemische Darstellung des vWF (braun), Colonmukosa eines gesunden Probanden, Vergro-
Rerung 200fach. Abbildung B: no primary-Kontrolle zu Abb. A. Abbildung C: vWF-Darstellung
(Immunfluoreszenzmikroskopie: vWF: FITC (griin), Zellkernfarbung mit DAPI (blau), Vergro-
fserung 400fach).
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Abbildung 4.3: In HIMEC kann durch Stimulation mit TNF-« das Adhéisionsmolekiil VCAM-1

induziert werden. Abbildung A: Nachweis des induzierten VCAM-1 mittels RT-PCR. Abbildung
B: Westernblot. Abbildung C: Flowzytometrie.

e die Abwesenheit des fiir Endothelzellen spezialisierter Venolen (high endothelial ve-
nules) spezifischen Oberflichenmarkers PNAd (peripherial node addressin) [171]
(Abbildung 4.5, Seite 50). Die HEVs werden in sekundéren lymphatischen Organen,
also auch der Darmmukosa, angetroffen. Eine versehentliche Isolation von HEV-
Endothelzellen kann nach der beschriebenen Methode nicht ausgeschlossen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden PNAd-positive Primérkulturen verworfen.

Da in der Colonmukosa, aus der HIMEC isoliert werden, keine makrovaskuldren Gefafe
vorhanden sind, muf es sich um mikrovaskuldre Endothelzellen handeln (siehe Abbildung
3.1, Seite 22).
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Abbildung 4.4: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Induktion von VCAM-1 in
HIMEC: Abbildung A: unstimulierte HIMEC; Abbildung B: HIMEC nach Stimulation mit TNF-
a tiber 16 Std. (VCAM-1: Cy3 (rot), Kernfarbung mit DAPI (blau))

4.2 Genexpressionsprofile von HIMEC und der
Referenzzellinie HMEC-1

Zur Ermittlung des Genexpressionsprofils humaner intestinaler mikrovaskuldrer Endo-
thelzellen wurden diese fiir 4 und 24 Stunden mit 20 ng/ul TNF-« stimuliert oder unsti-
muliert als Kontrolle verwendet. Der frithe Zeitpunkt wurde gewéhlt, um autokrine oder
parakrine Beeinflussung der Zellen zu minimieren. Die 24-stiindige Stimulation der Zellen
diente zur Identifikation der para- oder autokrin aktivierten Gene. Fiir die Analyse mittels
DNA-Microarrays wurden drei aus chirurgischen Darmresektaten verschiedener Patienten
(meist Tumor-OP, keine CED) isolierte HIMEC-Primérkulturen verwendet.

Die Aktivierung der Endothelzellen durch TNF-a wurde durch Hochregulation des
Oberflichenadhésionsmolekiils VCAM-1 (siehe hierzu die Abbildungen 4.3 und 4.4, Seite
48) sowie durch Verdnderung der Zellmorphologie bewiesen. Nach BINION et al. zeigen
TNF-a-stimulierte HIMEC eine spindelformige, langliche Morphologie. Sie ist lichtmi-
kroskopisch einfach von der bei den unstimulierten HIMEC anzutreffenden rundlichen,

,Cobblestone‘~Zellform der Endothelzellen zu differenzieren [16].

Bei der Auswertung wurden nur Gene, die signifikant um einen Faktor > 3 reguliert oder
um einen Faktor > 5 an-/ausgeschaltet wurden, beriicksichtigt. In HIMEC wurden nach
vierstiindiger TNF-a-Stimulation 62 Gene signifikant hochreguliert und die Expression
von 68 Genen signifikant angeschaltet. Herunterreguliert wurden 13 Gene, die Expressi-

on von drei Genen wurde ausgeschaltet. Nach 24 Stunden wurden 115 Gene signifikant
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Abbildung 4.5: Um eine Kontamination der Priméarkultur mit Endothelzellen aus den spezia-
lisierten Venolen (HEVs) auszuschliefien, erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische Kontrolle auf
die fiir HEVs typischen PNAds. Abbildung A: immunfluoreszenzmikroskopischer HEV-Nachweis
(PNAd: FITC (griin), Vergroferung 400fach) in der Colonmukosa eines Patienten mit Colitis
ulcerosa. Abbildung B: kein PNAd-Immunfluoreszenznachweis in einer HIMEC-Kultur (PNAd:
FITC (griin), Kerne: DAPI (blau), Vergroferung 400fach). Abbildung C: no primary-Kontrolle
zu Abbildung B

heraufreguliert und 52 Gene angeschaltet. Herunterreguliert wurden 44 Gene, 16 wurden
ausgeschaltet. Bei der Kontrollzellinie HMEC-1 wurden 137 Gene hochreguliert und 76
angeschaltet (4 Std. TNF-«) bzw. 117 Gene hochreguliert und 61 angeschaltet (24 Std.
TNF-«). Herunterreguliert wurden 24 bzw. 18 Gene, ausgeschaltet 22 bzw. 18 Gene.

Die Schnittmenge dieser Expressionsprofile ist relativ gering. Von den nach vier- und
24-stiindiger Stimulation hochregulierten bzw. angeschalteten Genen sind nur 93 Gene bei
beiden Zellarten gleichermafsen anzutreffen, 148 Gene werden nur in HIMEC, 199 Gene
nur in der Referenzzellinie gefunden. Von den herunterregulierten bzw. abgeschalteten
Genen wurden nur 4 in beiden Endothelzellpopulationen reguliert, 65 nur in HIMEC und
74 in der Referenzzellinie HMEC-1 (siehe hierzu die sog. Venn-Diagramme, Abbildung
4.6, Seite 50).

Abbildung 4.6: Schnittmengendiagramme ( Venndiagramme) der in HIMEC und HMEC-1
durch vier- und/oder 24-stiindige Stimulation mit TNF-«a hochregulierten bzw. angeschalteten
und herunterregulierten bzw. abgeschalteten Gene: Nur einer kleiner Teil der differenziell regu-
lierten Gene ist beiden Zellarten gemeinsam
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Die differenziell regulierten Gene werden gemaéfs der Einteilung nach biologischer Funk-
tion des GENE ONTOLOGY CONSORTIUM(www.geneontology.org, [6]) in Gruppen sor-
tiert. Die durch TNF-a-Stimulation regulierten Gene kénnen den Gruppen der Zelloberfla-
chenrezeptoren, Chemo- und Zytokine, Transkriptionsfaktoren, Entziindungsmediatoren,
Apoptose, Zellmetabolismus, Transportmolekiile und der Modifikatoren der extrazellulé-

ren Matrix zugeordnet werden.

4.2.1 Oberflachenrezeptoren

Tabelle 4.1: Durch TNF-a-Stimulation differenziell regulierte Oberfléchenrezeptoren (Auswahl)

Gen HIMEC 4h p-Wert HIMEC 24h p-Wert HMEC 4h HMEC 24h
VCAM-1 24,41 < 0,01 22,54 < 0,01 69,22 50,88

ICAM-1 12,55 < 0,005 13,17 < 0,005 22,13 13,44

CD47 3,62 4,34

CD74 7,75 < 0,005 ++

CSF2RB ¢ 6,03 < 0,05

GPR 12,24 < 0,005 8,33 < 0,005

MMD/ 4,52 < 0,005

TNFR11b 9 ++ < 0,05 + 0,059 -+ o+

®Anschaltungen der Genexpression von Faktor 5 — 10 werden mit einem + gekennzeichnet, bei Faktor
10 — 25 mit +-+, bei Faktor 25 — 50 mit +++ sowie bei einem Faktor > 50 mit ++-++

®CD44 antigen (homing function and Indian blood group system)

¢CD58 antigen (lymphocyte function-associated antigen 3)

deolony stimulating factor 2 receptor, beta, low-affinity (granulocyte-macrophage)

¢G protein-coupled receptor 56

fmonocyte to macrophage differentiation associated

9tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b (osteoprotegerin)

hcoxsackie virus and adenovirus receptor

Durch Stimulation mit dem Zytokin TNF-a wurden in HIMEC und HMEC-1 Gene,
die fiir Oberflaichenadhéisionsmolekiile und Rezeptoren kodieren, hochreguliert. Neben
den klassischen Adhésionsmolekiilen E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 wurden in bei-
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den Zellarten nur der G protein-coupled receptor 56 (GPR56), CD74, der TNF Rezeptor
3 (TNFR3) und der TNF Rezeptor 11b (TNFR11b, Osteoprotegerin) hochreguliert. Aus-
schliefslich in HIMEC reguliert oder angeschaltet wurden die Gene CD44, CD58, CD83,
der colony stimulating factor 2 receptor 5 (CSF2RB), ein G-Protein gekoppelter Rezeptor
(chemokine orphan receptor, der Interleukin-3 Rezeptor (IL3R) und das Gen monocyte to

macrophage differentiation associated (MMD).

4.2.2 Zytokine

Tabelle 4.2: Durch TNF-a-Stimulation differenziell regulierte Zytokine

Gen HIMEC 4h p-Wert HIMEC 24h p-Wert HMEC 4h HMEC 24h
IL1-8 +¢ +
Inhibin, 8 a T

EBI3 ++ < 0,01 +++ < 0,005

IL6 4,07 3,81

IL7 ++

IL8 15,32 < 0,05 11,22 < 0,05 i TFaFaEaE
IL15 6,42 < 0,05 6,45 < 0,01 3,54 3,19
LT-8 14,42 < 0,01 9,53 < 0,05 +

?Anschaltungen der Genexpression von Faktor 5 — 10 werden mit einem + gekennzeichnet, bei Faktor
10 — 25 mit ++, bei Faktor 25 — 50 mit +++ sowie bei einem Faktor > 50 mit +-+++

Die durch TNF-a-Stimulation in beiden Zellarten hochregulierten Zytokine sind die
Interleukine 8 und 15 sowie Lymphotoxin 3. Das Epstein-Barr virus induced gene 3 (EBI3)
wurde nur in HIMEC signifikant angeschaltet. Interleukin 153, Inhibin fa und Interleukin
6 und 7 wurden nur in HMEC-1 hochreguliert bzw. angeschaltet.
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4.2.3 Chemokine

Tabelle 4.3: Durch TNF-a-Stimulation differenziell regulierte Chemokine
Gen HIMEC 4h p-Wert HIMEC 24h p-Wert HMEC 4h HMEC 24h

CCL2 (MCP-1) 18,64 18,97

CCL8 (MCP-2) + < 0,05 + 4+ + a4t

CXCL1 (GRO-a) < 0,05 7,75 < 0,05 ++ ++

CXCL3 (GRO-v) < 0,00001 ++ < 0,00001 ++

CXCL6 (GCP-2) 0,081 0,079

CXCL10 (IP10) + < 0,05 4+ I

CX3CL1 (Fractalkine) ++ < 0,05 ++ < 0,005

®Anschaltungen der Genexpression von Faktor 5 — 10 werden mit einem + gekennzeichnet, bei Faktor

10 — 25 mit ++, bei Faktor 25 — 50 mit +++ sowie bei einem Faktor > 50 mit +-+++

Durch TNF-a-Stimulation wurden in HIMEC und HMEC-1 zahlreiche Chemokine
hochreguliert oder angeschaltet. Die Chemokine CXCL6 (GCP-2) und CX3CL1 (Frac-
talkine) wurden nur in HIMEC reguliert, CCL2 (MCP-1) nur bei der Referenzzellinie
HMEC-1. Grofse Unterschiede zwischen den Regulationsfaktoren der einzelnen Gene in
den beiden Zellarten bestehen bei den Chemokinen CCL8 (MCP2, bei HMEC-1 stérker
und frither angeschaltet), CXCLS8 (Interleukin 8, in HMEC-1 stérker angeschaltet) und

CXCL10 (IP10, beit HMEC-1 deutlich stérker und friither angeschaltet).
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4.2.4 Entziindungsreaktion

Tabelle 4.4: Durch TNF-« differenziell regulierte, mit Entziindungsreaktionen assoziierte Gene

(Auswahl)
Gen HIMEC 4h p-Wert HIMEC 24h p-Wert HMEC 4h HMEC 24h
PS-PLA1 ++ < 0,005 ++
Cyclooxygenase 2 8,96 0,069 7,5 0,053
Komplementkomponente 1r ++ < 0,00001 3,71
Komplementkomponente 1s =k < 0,005 ==k
PLA2, IV A 3,82 < 0,05 5,16 < 0,05
Cathepsin S 5,01 < 0,00001 3,08 10,46
TNFAIP2 15,73 < 0,00001 7,7 < 0,00001 19,37 5,52
LST1 b +++ < 0,005

?Anschaltungen der Genexpression von Faktor 5 — 10 werden mit einem + gekennzeichnet, bei Faktor
10 — 25 mit ++, bei Faktor 25 — 50 mit +++ sowie bei einem Faktor > 50 mit ++++

bleukocyte specific transcript 1

Die durch TNF-a-Stimulation in HIMEC und HMEC-1 hochregulierten Gene der Grup-
pe der Entziindungsgene sind die phosphatidylserinspezifische Phospholipase Al (PS-

PLA1), die Komponenten des Komplementsystems 1r und 1s, Cathepsin S und das TNF'
alpha induced protein 2 (TNFAIP2). Die Cyclooxygenase 2, die Phospholipase A2 (PLA2
Typ IV A) und das leukocyte specific transcript 1 wurden nur in HIMEC hochreguliert.
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4.2.5 Transkriptionsfaktoren und Signaltransduktion

Tabelle 4.5: Ausgewéhlte, durch TNF-a-Stimulation differenziell regulierte Transkriptionsfak-

toren oder Signaltransduktionsgene

Gen HIMEC 4h p-Wert HIMEC 24h p-Wert HMEC 4h HMEC 24h
TNFAIP 30,31 < 0,00001 8,03 < 0,00001 4,96

TSSC3% 5,38 < 0,05

IBa 5,89 < 0,01 4,77 < 0,01 9,63 8,17

RIPK2¢ 8,38 < 0,005 4,31 < 0,05 +e

NF-xB 2 (p49/p100) 5,1 < 0,005 3,83 < 0,01 7,95

=
ot
[0

activating transcription 8,93 < 0,00001 3,08 < 0,01 3,17
factor 3

FSTL3f < 0,00001

MAPKK3 3,67 < 0,005

Jagged 1 < 0,05

Ephrin-A1 6,8 3,16

NF-xkB 1 (p105) 3,04

LPS-induced TNF-alpha ++ < 0,05 ++ < 0,05

factor

tumor protein p63 + < 0,05

T-box 1 - 9,01 < 0,01 - 4,99 < 0,01 - 3,65

%tumor suppressing subtransferable candidate 3
binterferon regulatory factor 1
°NK3 transcription factor related, locus 1 (Drosophila)

dreceptor-interacting serine-threonine kinase 2

€Anschaltungen der Genexpression von Faktor 5 — 10 werden mit einem + gekennzeichnet, bei Faktor
10 — 25 mit ++, bei Faktor 25 — 50 mit +++ sowie bei einem Faktor > 50 mit ++-++

Ffollistatin-like 3 (secreted glycoprotein)

9nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 1

Durch TNF-a-Stimulation wurden in HIMEC und HMEC-1 Transkriptionsfaktoren dif-
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ferentiell reguliert. Von den Bestandteilen der Nuclear factor kB (NF-xB)-Signalkaskade
wurden NF-kB 2, [kBa und IkBe in beiden Zellinien reguliert, NF-xB 1 nur bei HMEC-1.
Weiterhin wurden die Gene TNF alpha induced protein (TNFAIP), interferon regulatory
factor 1 (IRF1), receptor-interacting serine-threonine kinase 2 (RIPK2), activating tran-
scription factor 3 (ATF3), jun B proto-oncogen und bone marrow stromal cell antigen 2
in HIMEC und HMEC-1 hochreguliert bzw. angeschaltet.

Nur in HIMEC reguliert wurden S100A11 (Calgizzarin), tumor suppressing subtrans-
ferable candidate 3 (TSSC3), NK3 transcription factor related (Drosophila, NK3X3),
Nibrin (Nigmegen breakage syndrome 1 (nibrin), follistatin-like 3 (secreted glycoprotein,
FSTLS), Jagged 1, nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent
1 (NFAT1), LPS-induced TNF-alpha factor, basic heliz-loop-heliz domain containing, class
B, 2 (BCL2) und das tumor protein p63. Von der Familie der Mitogen-aktivierten Kinasen
wurde die MAPKKK?S5 in HIMEC und HMEC, die MAPKK3 nur bei HIMEC hochregu-
liert.

Das Gen fiir Follistatin wurde nur in HIMEC herunterreguliert, T-boz 1 und inhibitor
of DNA binding 1, dominant negative heliz-loop-heliz protein in beiden Endothelzellpo-

pulationen.

4.2.6 Apoptose und Zellproliferation

Tabelle 4.6: Durch TNF-a-Stimulation differenziell regulierte Apoptosegene (Auswahl)

Gen HIMEC 4h p-Wert HIMEC 24h p-Wert HMEC 4h HMEC 24h
baculovirales IAP 3 ++@ < 0,05 +4 < 0,05 ++ +
TRAF1 = < 0,00001 Sin < 0,00001 Simn ++
TNFAIP 30,31 < 0,00001 8,03 < 0,00001 4,96

TNFAIP3IP1 4,63 < 0,005 5,64 < 0,005 8,67 5,65
CASP1 5,6 < 0,00001

TNFAIP1 6,93 < 0,005 4,7 < 0,005 AR +
CASP8 3,59 < 0,005 7,52 5,15
TRAF4 F
TRAIL ° 3,88

?Anschaltungen der Genexpression von Faktor 5 — 10 werden mit einem + gekennzeichnet, bei Faktor
10 — 25 mit ++-, bei Faktor 25 — 50 mit +++ sowie bei einem Faktor > 50 mit ++++
btumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10

Durch TNF-a-Stimulation wurden in HIMEC und HMEC-1 Apoptose-relevante Gene
hochreguliert. In beiden Zellinien reguliert wurden Mitglieder der TNF-Familie (TNF' al-
pha induced protein (TNFAIP), TNFAIP1, TNFAIPS interacting protein 1 (TNFAIP3IP1),
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TNF receptor activating factor 1 (TRAF1) und Caspase 8 (CASPS8). Die CASP8 wurde
in HMEC-1 starker und zu einem spateren Zeitpunkt als in HIMEC hochreguliert. Die
Caspase 1 (CASP1) wurde nur in HIMEC hochreguliert. Der TNF' receptor activating
factor 4 (TRAF4) und TRAIL wurden nur in HMEC-1 reguliert.

4.2.7 Zellmetabolismus

Tabelle 4.7: Durch TNF-« differenziell regulierte Zellmetabolismus-Gene (Auswahl)

Gen HIMEC 4h p-Wert HIMEC 24h p-Wert HMEC 4h HMEC 24h
Acetylcholinesterase +@ < 0,005

Superoxid-Dismutase (mit- 5,87 < 0,005 8,51 < 0,00001 18,68 22,48
ochondriell)

Proteasom Untereinheit (3 7,97 < 0,00001

|
o

GGH® < 0,05

Hydroxymethylglutaryl- 3,82 < 0,00001 4,19
Coenzym A Synthase 1
(gelost)

Lanosterolsynthase 3,42 < 0,005

eNOS © < 0,0005

%Anschaltungen der Genexpression von Faktor 5 — 10 werden mit einem + gekennzeichnet, bei Faktor 10
— 25 mit ++, bei Faktor 25 — 50 mit +++ sowie bei einem Faktor > 50 mit ++++. Die Darstellung
der Ausschaltung von Genen erfolgte entsprechend mit - bis - - - -

bproteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 9 (large multifunctional protease 2)

¢gamma-glutamyl hydrolase (conjugase, folylpolygammaglutamyl hydrolase)

dproteasome (prosome, macropain) activator subunit 2 (PA28 beta)

“nitric oxide synthase 3 (endothelial cell)

Durch TNF-a-Stimulation wurden in den untersuchten Endothelzellpopulationen einige
Zellmetabolismusgene positiv oder negativ reguliert. Nur bei HIMEC wurden das GTP
binding protein 1, die Proteasombestandteile proteasome (prosome, macropain) subunit,
beta type, 9 (large multifunctional protease 2) und proteasome (prosome, macropain)
activator subunit 2 (PA28 beta) und die Enzyme Acetycholinesterase, gamma-glutamyl
hydrolase (conjugase, folylpolygammaglutamyl hydrolase), Cathepsin H und Lanosterol-

synthase reguliert.
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Das Enzym hydrozysteroid (17-beta) dehydrogenase 2 (17 f HSD) wurde nur in HIMEC
herunterreguliert, die Gene fiir nitric oxide synthase 3 (endothelial cell) (eNOS) und cy-

tochrome b reductase 1 nur in HIMEC nach 24-stiindiger Stimulation ausgeschaltet.

4.2.8 Transport und lonenkanale

Tabelle 4.8: Durch TNF-« differenziell regulierte Gene fiir Transporter und Ionenkanéle (Aus-

wahl)
Gen HIMEC 4h p-Wert HIMEC 24h p-Wert HMEC 4h HMEC 24h
putative mitochondrial so- +¢ < 0,005 + < 0,01

lute carrier

solute carrier family 2 (fa- 4 < 0,01
ciliated glucose transpor-

ter) member 2

solute carrier family 21 =+ < 0,01
(organic anion transpor-

ter) member 9

Peptidtransporter 3 s < 0,00001 5,89
MCSP (Maus)® + < 0,05

chloride channel (intracel- ++ < 0,05

lular) 2

gap junction protein, alpha - 3,86 < 0,01 - - < 0,05

4, 37kDa (connexin 37)

carbonic anhydrase IV -- < 0,005

?Anschaltungen der Genexpression von Faktor 5 — 10 werden mit einem -+ gekennzeichnet, bei Faktor 10
— 25 mit ++, bei Faktor 25 — 50 mit ++-+ sowie bei einem Faktor > 50 mit +-+++. Die Darstellung
der Ausschaltung von Genen erfolgte entsprechend mit - bis - - - -

blikely ortholog of mouse mitochondrial solute carrier protein

Durch die Stimulation mit TNF-a wurde in HIMEC und HMEC-1 der Peptidtrans-
porter 3 angeschaltet. Folgende Gene wurden nur in HIMEC hochreguliert: putative mit-
ochondrial solute carrier, solute carrier family 2 (faciliated glucose transporter) member
2, solute carrier family 21 (organic anion transporter) member 9, chloride channel (intra-

cellular) 2 und likely ortholog of mouse mitochondrial solute carrier protein (MCSP).
Das Connexin 37 wurde nur in HIMEC nach 4-stiindiger Stimulation herunterreguliert

und nach 24 Stunden ausgeschaltet. Die Expression des Gens fiir carbonic anhydrase IV

wurde nur in HIMEC nach 24-stiindiger Stimulation ausgeschaltet.
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4 Ergebnisse

4.2.9 Modifikatoren der extrazellularen Matrix

Tabelle 4.9: Durch TNF-« differenziell regulierte, die extrazellulare Matrix modifizierende Gene

Gen HIMEC 4h p-Wert HIMEC 24h p-Wert HMEC 4h HMEC 24h
BMP2 5,57 < 0,05

MMP10 4,33 0,092 11,56 < 0,05 ++ ++

%Anschaltungen der Genexpression von Faktor 5 — 10 werden mit einem + gekennzeichnet, bei Faktor
10 — 25 mit ++, bei Faktor 25 — 50 mit +++ sowie bei einem Faktor > 50 mit ++-++

Nach TNF-a-Stimulation wurden in den untersuchten Endothelzellen die Matrixme-
talloproteinasen (MMP) 1 und 10 hochreguliert. Die Anschaltung von MMP1 erfolgte in
HIMEC deutlich spéter und stéarker als bei HMEC-1. Das Bone morphogenetic protein 2
(BMP2) wurde nur HIMEC nach 4 Stunden hochreguliert.

4.2.10 Weitere regulierte Gene

Tabelle 4.10: Weitere durch TNF-« regulierte Gene (Auswahl)

Gen HIMEC 4h p-Wert HIMEC 24h p-Wert HMEC 4h HMEC 24h
PSTPIP2¢ 4,59 < 0,005 7,86 < 0,005

natural Kkiller cell trans- 4,81 < 0,005 € ++++
cript 4 (NK4)

pleckstrin homology do- 4,24 < 0,00001
main containing, family

C (with FERM domain)

member 1

LOXL2 ++ < 0,01

%proline-serine-threonine phosphatase interacting protein 2

*Wilms’ tumour 1-associating protein

¢Anschaltungen der Genexpression von Faktor 5 — 10 werden mit einem + gekennzeichnet, bei Faktor
10 — 25 mit ++, bei Faktor 25 — 50 mit +++ sowie bei einem Faktor > 50 mit ++-++

dtissue factor pathway inhibitor (lipoprotein-associated coagulation inhibitor)

Durch Stimulation mit TNF-a wurden in HIMEC und HMEC-1 Gene hochreguliert,

angeschaltet oder herunterreguliert, die keiner der aufgefithrten funktionellen Gruppe
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eindeutig zuzuordnen sind. Bei beiden Endothelzellen wurden das Wilms’ tumour 1-
associating protein (WTAP1), EH-domain containing 1, myzovirus (influenza virus) re-
sistance 1, interferon-inducible protein p78 (mouse) hochreguliert. Das Gen natural killer
cell transcript 4 (NKj) wurde in HMEC-1 zu beiden Zeitpunkten stark angeschaltet, in
HIMEC nur schwach nach 24 Stunden. Nur in HIMEC wurden hochreguliert proline-
serine-threonine phosphatase interacting protein 2, pleckstrin homology domain contai-
ning, family C (with FERM domain) member 1 und lysyl oxidase-like 2 (LOXL2). tissue
factor pathway inhibitor (lipoprotein-associated coagulation inhibitor) (TFPI) wurde nur

in HIMEC herunterregeguliert.

4.3 Validierung der Microarray-Ergebnisse durch
quantitative Realtime RT-PCR

Die mittels DNA-Microarray-Technologie gewonnenen Expressionsprofile von HIMEC wur-
den im Rahmen der vorliegenden Arbeit in Stichproben durch quantitative Realtime RT-
PCR kontrolliert. Zur Uberpriifung wurden drei bisher noch nicht fiir Endothelzellen
beschriebenen Gene ausgewdhlt: Das Enzym Phospholipase Al (PS-PLA1), der Zyto-
kinbestandteil Epstein-Barr virus induced gene 3 (EBI3) und der Entziindungsmediator
leukocyte specific transcript 1 (LST1). Eine Ubersicht der Ergebnisse ist in Tabelle 4.11
dargestellt.

Bei den PCR~Validierungsuntersuchungen wurden die HIMEC neben dem Zytokin TNF-
a (20 ng/ml) auch mit den proinflammatorischen Agenzien Interleukin-15 (40 ng/ml),
Interferon-y (20 ng/ml), bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS, 1ug/ml) sowie der Kom-
bination TNF-a + LPS stimuliert. Die Stimulation erfolgte bei allen PCR-Versuchen
und beim Nachweis des EBI3-Proteins mittels Westernblot iiber einen Zeitraum von 24
Stunden (bei LST1 zusétzlich auch 4-stiindige Stimulation).
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Tabelle 4.11: Uberpriifung der Microarraydaten mittels Realtime RT-PCR

Gen Bestitigung durch PCR  Bestitigung auf Proteinebene
leukocyte specific tran- ja (siehe Abb. 4.10) -

seript 1 (LST1)

Phospholipase Al (PS- ja (siehe Abb. 4.7) ja (Enzymaktivitdtsassay)
PLA1)

Epstein-Barr virus in- ja (siehe Abb. 4.8) ja (siehe Abb. 4.9)

duced gene 3 (EBIS3)

160

138,141
140
120
PS-PLAT 100
80
60
40
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20
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Abbildung 4.7: Bestdtigung der Hochregulation von PS-PLA1 in HIMEC nach Stimulation mit
TNF-a. Abb. A: semiquantitative RT-PCR. Abb. B.: quantitative Realtime RT-PCR

20 20 19,4
15
10
. 5
£ = é 3 2
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Abbildung 4.8: Bestitigung der Hochregulation von EBI3 in HIMEC nach Stimulation mit
TNF-a. Abb. A: semiquantitative RT-PCR. Abb. B.: quantitative Realtime RT-PCR
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_ 24h
unstim. TNF

Abbildung 4.9: Bestitigung der Hochre-
gulation von EBI3 in HIMEC nach TNF-a-
Stimulation auf Proteinebene mittels Wes-
ternblot.

4h 24h
unstim. TNF TNF

Abbildung 4.10: Bestéitigung der Mi-
croarrayergebnisse flir das Gen LST1 mit-
tels semiquantitativer RT-PCR. Die Ban-
den — der Primer schneidet die verschiede-
nen splice-Varianten von LST1 — der stimu-
lierten Zellen sind deutlich starker als die
der unstimulierten Zellen
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5.1 Validitat der Datenbasis

In dieser Arbeit wurde das Genexpressionsprofil humaner intestinaler mikrovaskulérer
Endothelzellen (HIMEC) vor und nach Stimulation mit dem proinflammatorischen Zyto-
kin TNF-a untersucht. Die Daten der analog kultivierten und stimulierten mikrovaskulé-
ren Endothelzellinie HMEC-1 dienten zum Vergleich.

DNA-Microarrays wurden zuvor bereits mehrfach zur Ermittlung der Genexpressions-
profile von Endothelzellen eingesetzt [116, 200, 52, 184|. Hierbei kamen neben HUVEC
auch Primérzellkulturen aus Haut, Leber, Hirn, Aorta und anderer Organe zum Ein-
satz. Bei dhnlichen Versuchsaufbauten fielen jedoch deutliche Unterschiede in den Genex-
pressionsprofilen auf. Neben der bekannten Variabilitédt innerhalb von HUVEC-Kulturen
[187] war die Qualitédt des Versuchsdesigns bei den einzelnen Studien sehr unterschied-
lich [184]. Nach CHURCHILL ist die Validitdt der ermittelten Daten besonders bei DNA-
Microarrayexperimenten stark von der Qualitit des Versuchsaufbaus abhéngig [28|.

Einer der Hauptfaktoren fiir das Erreichen von validen, signifikanten Daten bei Microarray-
Experimenten ist eine ausreichende Anzahl von Wiederholungen der einzelnen Experi-
mente. Weiterhin ist die Anzahl der im Versuchsansatz vorhandenen ,technischen Re-
plikationen“ eines Gens von Bedeutung. Die Verwendung von ,mismatch probes® dient
zur Vermeidung von Fehlhybridisierungen und falsch-positiven Ergebnissen. Zudem sollte
eine moglichst hohe Anzahl von Genen auf dem Microarray représentiert sein, um ein
moglichst umfassendes Genexpressionsprofil zu erstellen.

In der Vergangenheit wurde z.T. ganz auf Versuchswiederholungen verzichtet bzw. nur
eine Wiederholung durchgefiihrt. Eine Ermittlung von statistischen Signifikanzen ist bei
solchen Versuchsansétze nicht moglich. Mit der in dieser Arbeit durchgefiihrten dreifachen
Versuchswiederholung ist eine solche statistischen Auswertung moglich.

Bei POLACEK et al. wurde abweichend von anderen Arbeiten die sehr grofte Anzahl
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von 1150 Genen als differenziell reguliert ermittelt [128]. Diese hohe Anzahl signifikant
regulierter Gene wurde auf den Aufbau der verwendeten Microarrays zuriickgefiihrt. Diese
enthielten nur zwei technische Replikationen pro Gen und keine , mismatch probes®. Trotz
der ausreichenden Anzahl von Versuchswiederholungen (n=3) konnte mit den verwendeten
Arrays daher kein valides Expressionsprofil erstellt werden. Diese Expressionsdaten wur-
den nur zu 66 % mittels anderer Verfahren verifiziert. VIEMANN et al. hingegen erzielten
einen Verifikationsgrad von fast 100 %. Sie verwendeten Microarrays vom Typ Affymetriz
HG-U133A mit ausreichender technischer Replikation durch multiple Oligonukleotidson-
den fiir jedes Gen und mismatch probes. Die verwendeten HG-U133A Microarrays enthal-
ten Daten von 13.220 bekannten Genen und 10.000 ESTs [1]. Somit decken die ermittelten
Expressionsprofile einen Grofsteil des menschlichen Genoms ab.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden HG-U133A-Microarrays verwendet und
durch eine ausreichende Zahl von Experiment-Wiederholungen die Voraussetzungen fiir
die Ermittlung eines validen Genexpressionsprofils geschaffen. Die Datenverarbeitung mit
dem Programm GeneData Expressionist Analyst Pro ermoglichte durch die Normalisie-
rung der experimentellen Daten der Einzelexperimente, die Zusammenfassung der Expe-
rimente zu Clustern und eine strenge statistische Auswertung der Ergebnisse eine ver-
lassliche Auswertung. Der Analyst Pro ist auch durch die Moglichkeit der zahlenméfsi-
gen Erfassung von On/Off-Phinomenen den iibrigen Softwareprodukten zur Analyse von
Microarraydaten iiberlegen. Die stichprobenartige Uberpriifung der Ergebnisse mittels
Realtime RT-PCR, FACS und Westernblot konnte bei allen Genen die Microarraydaten
bestatigen. Von Bedeutung ist auch, dafl zur Validierung der Ergebnisse vor allem Gene,
deren Expression in Endothelzellen bislang nicht bekannt war, ausgewéhlt wurden.

Die zum Vergleich ermittelten Expressionsprofile der mikrovaskulédren Referenzzellinie
HMEC-1 erfiillen die hohen Qualitdtsanspriiche der HIMEC-Studie nicht, da aufgrund feh-
lender Wiederholungen der Einzelexperimente eine statistische Auswertung nicht moglich
ist. Auch Variabilitdten der Genexpression, wie z.B. bei On/Off-Phdinomenen wichtig,
finden hier keine Beachtung. Allerdings wird bei Experimenten mit einer immortalisier-
ten Zellinie wie HMEC-1 keine derartige Variabilitdt wie bei Primérkulturen erwartet.
Die Wahl der HG-U133A-Microarrays mit den erwahnten technischen Replikationen und
mismatch probes stellt eine hohe Datenqualitéit sicher. Die Verwendung der HMEC-1 Gen-
expressionsprofile erscheint trotz fehlender statistischer Auswertung zum orientierenden
Vergleich mit den validen HIMEC-Daten sinnvoll. Gegeniiber Genexpressionsdaten von
HMEC-1 aus der Literatur haben diese Daten den Vorteil, daf die Referenzzellen unter

den gleichen Bedingungen kultiviert und stimuliert wurden wie die intestinalen Primér-
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kulturen.

5.2 Literaturanalyse des Genexpressionsprofils von
HIMEC

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals das Genexpressionsprofil humaner intestinaler
mikrovaskuldrer Endothelzellen nach Stimulation mit dem proinflammatorischen Zytokin
TNF-a beschrieben. Es wurde die signifikante Hochregulation oder Anschaltung von 62
bzw. 68 Genen nach vierstiindiger Stimulation und von 115 bzw. 52 Genen nach 24 Stun-
den TNF-a-Behandlung gezeigt. Signifikant herunterreguliert wurden 13 bzw. 44 Gene,
die Expression von 3 bzw. 18 Genen wurde ausgeschaltet. Durch Stimulation mikrovas-
kuldrer Endothelzellen der Kolonmukosa, welche eine Schliisselrolle in der Pathogenese
der CED spielen, mit TNF-a, einem bei CED pathogenetisch wichtigem Zytokin, konnten
Hinweise auf ihre funktionelle Bedeutung im Rahmen der chronischen Entziindung gezeigt
werden.

Um Gene mit potentieller Bedeutung im Gastrointestinaltrakt zu identifizieren, wurde
das Expressionsprofil der mikrovaskuldren Referenzendothelzellinie HMEC-1 unter identi-
schen Versuchsbedingungen ermittelt. Aufgrund der bekannten Heterogenitidt von Endo-
thelzellen waren Unterschiede der Genexpressionsprofile der beiden mikrovaskuléren Zell-
populationen waren zu erwarten. Gene, die in HIMEC anders reguliert werden als in
HMEC-1 konnten Hinweise auf die Rolle des Endothels im Rahmen der Entstehung von
CED geben. Unter Beriicksichtigung der organspezifischen Heterogenitét der Endothelzel-
len wire eine im Bereich der Darmmukosa angreifende spezifische immunmodulatorische
Therapie denkbar.

Der in dieser Arbeit beschriebene deutliche Unterschied zwischen den Expressionsprofi-
len zweier mikrovaskulédrer Zellpopulationen ist grofer als erwartet (sieche Abbildung 4.6,
Seite 50). Eine Ubereinstimmng von weniger als 50 % der hochregulierten bzw. angeschal-
teten Gene und weniger als 10 % der herunterregulierten Gene wére ensprechend der Er-
gebnisse von RIBATTI et al. zwischen den Endothelien funktionell vollig unterschiedlicher
Organe (z.B. Leber und Gehirn) eher erwartet worden [136]. Bei der vorliegenden Arbeit
stammten die Zellen aus Darmschleimhaut (HIMEC) und Haut (HMEC-1). CHI et al.
zeigten fiir diese zwei mikrovaskuliren Endothelzellpopulationen eine relative Ahnlichkeit
der unstimulierten Genexpressionsprofile [26]. Durch Einfiigen von Genomsequenzen von

Tumorzellen wurde das Expressionsprofil der HMEC-1 Zellinie anscheinend grundlegend
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verandert.

Die vorliegende Arbeit wurde mit HMEC-1 Zellen durchgefiihrt, da sie ein Standardmo-
dell fiir Mikrovaskulatur darstellen und konstant verfiighar sind [195]. Durch den Einsatz
von Primérkulturen mikrovaskulédrer Endothelzellen anderer Organe hétte ein nicht durch
Immortalisierung verandertes Vergleichs-Genexpressionsprofil ermittelt werden kénnen.

Weiterhin wurden in dieser Arbeit HIMEC aus chirurgischen Darmresektaten nicht
an CED erkrankter Patienten isoliert. BINION et al. beschrieben die unterschiedliche
Leukozyten-Bindungsfiahigkeit von HIMEC gesunder und an CED erkrankter Patienten
[16, 17|. Die Autoren fiihrten diese Eigenschaft auf einen im Laufe der CED ,erworbe-
nen Defekt” der Zellen zuriick. Daher erscheinen HIMEC aus Darmresektaten gesunder
Patienten zunéchst als Modell der CED nicht sinnvoll. Allerdings muf zum Nachweis ei-
nes erworbenen Defektes der Genexpression zunédchst das normale Expressionsprofil von
HIMEC ermittelt werden. Ein Vergleich dieses Profils mit dem Expressionsprofil von HI-
MEC aus Darmabschnitten von CED-Patienten zur Identifikation der fiir den von BINI-
ON beschriebenen Defekt verantwortlichen Gene wird in Folgeexperimenten unternommen
werden.

Im Folgenden werden eine Auswahl der in HIMEC differenziell regulierten Gene und
ihre potentielle Relevanz fiir CED diskutiert. Entsprechend der im Ergebnisteil erwahn-
ten GENE ONTOLOGY Einteilung der Gene nach ihrer biologischen Funktion werden die
ausgewahlten Gene gruppenweise beschrieben [6]. Der Schwerpunkt der Analyse lag bei
den bisher noch nicht fiir Endothel oder Darmendothel beschriebenen Genen sowie den
nur im Darm, jedoch nicht in der Referenzzellinie regulierten neuen spezifischen Kandi-

datengenen.

5.2.1 Oberflachenrezeptoren

Zur Rekrutierung von Leukozyten produzieren Endothelzellen fiir das Organ und die Um-
gebung spezifische Muster von Oberflaichenadhésionsmolekiilen und Chemokinen. Durch
die Stimulation mit dem proinflammatorischen Zytokin TNF-a werden fiir die jeweiligen
Endothelzellen spezifische Muster dieser Molekiile differenziell reguliert. HILLYER et al.
sehen in diesen spezifischen, heterogenen Expressionsmustern eine Erklarung der sich von
Gewebe zu Gewebe unterscheidenden im Rahmen einer Entziindungsreaktion rekrutierten
Leukozytenpopulationen [64]. Die Analyse dieser Expressionsmuster bei HIMEC kann zu
einem genaueren Verstdndnis der Vorginge bei der CED fiihren.

Erwartungsgeméaft werden durch die Stimulation mit dem proinflammatorischen Zyto-

66



5 Diskussion

kin TNF-a Oberflichenadhésionsmolekiile, die der Rekrutierung und Extravasation von
Leukozyten dienen, hochreguliert. Die Regulation von E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1
wurde in HIMEC und HMEC-1 nachgewiesen und ist fiir alle Endothelzellen bekannt.
Die ICAM-1 und E-Selektin-Expression ist bei CED erhoht [54], eine Blockade oder Hem-
mung der Translokation von ICAM-1 kann bei der Therapie von CED mittels antisen-
se-Oligonukleotiden positive Effekte zeigen [196]. Antikorper gegen VLA4, den Liganden
von VCAM-1, fithren bei entziindlichen Erkrankungen zu einer Besserung [69].

Das Adhésionsmolekiil CD44 spielt bei chronisch entziindlichen Erkrankungen wie CED
eine Rolle als Adhésionsmolekiil auf aktivierten T-Lymphozyten. CD44 bindet auf Endo-
thelzellen durch TNF-« oder IL-15 Stimulation hochregulierte Hyaluronséure [41]. Eine
Blockade von CD44 fiihrt iiber Apoptoseinduktion in T-Zellen zu einem Schutz gegen
schwere Kolitis im Mausmodell [193|. Fiir HUVEC ist eine Hochregulation von CD44 nach
TNF-a-Stimulation auf Endothelzellen beschrieben [81], fiir Darmendothelzellen nicht.
Nach CHI et al. ist die Expression von CD44 in unstimulierten Endothelzellen auf das
Endothel von Arterien beschrénkt [26]. Die hier beschriebene Hochregulation des Gens
um den Faktor 4,16 nach 24 Stunden ist als eher gering anzusehen.

Das Gen fiir CD58 (lymphocyte function-associated antigen-3 (LFA-3) wurde nur in HI-
MEC schwach (Faktor 3,7 nach 4 Std.) hochreguliert. LFA-3 ist als kostimulatorisches Mo-
lekiil von T-Lymphozyten bekannt. Durch LFA-3 wird antigenunabhéngig eine maximale
Zytokinsekretion, Proliferation und Aktivierung von T-Zellen induziert. Eine konstituti-
ve Expression auf intestinalem Epithel ist bekannt [99]. Uber die Interaktion LFA-3/CD2
konnen intestinale Epithelzellen intraepitheliale T-Lymphozyten stimulieren [83]. MESTAS
et al. zeigten die Expression von LFA-3 in aktivierten Endothelzellen, eine Blockade von
LFA-3 fithrte zu einer deutlich verminderten T-Zellaktivierung [106].

Das Gen fiir CD74 (MHC class II invariant chain) wurde sowohl in HIMEC als auch in
HMEC-1 hochreguliert. CD74 ist fiir die Beladung von MHC IT Molekiilen in endosomalen
Kompartimenten wichtig [35]. In der Darmwand von CED-Patienten ist die CD74-mRNA
erhoht [87]. Fiir Endothelzellen ist eine CD74-Expression bisher nicht beschrieben.

Das nur in HIMEC auf RNA-Ebene schwach (Faktor 3,25 nach 4 Stunden) hochregu-
lierte CD83 ist als Marker reifer dendritischer Zellen (DC) bekannt. Fiir Endothelzellen
wurde eine Expression von CD83 bisher nicht berichtet [113].

Der CSF2RB (colony stimulating factor 2 receptor beta (granulocyte-macrophage)) wur-
de nur in HIMEC hochreguliert, er ist ein Teil des Rezeptors fiir das Zytokin granulocyte
macrophage colony stimulating factor (GMCSF) und wird auf aktivierten Endothelzellen

exprimiert. Seine Aktivierung fordert die Proliferation von Endothelzellen [38].
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Der G-protein-coupled receptor 56 (GPR56) ist ein orphan receptor, also ein Rezeptor,
dessen Ligand noch unbekannt ist. Uber eine Funktion im Rahmen entziindlicher Reak-
tionen ist derzeit noch nichts bekannt [96]. GPR56 wurde durch TNF-« in HIMEC zu
beiden Zeitpunkten, in HMEC-1 nur nach 4 Stunden Stimulation hochreguliert. Ahnli-
ches gilt fiir das nur bei HIMEC, hier aber stéirker als GPR56 (Faktor 12,24 gegeniiber
5,8 bei vierstiindiger Stimulation) hochregulierte Gen G-protein-coupled receptor (GPR),

ein chemokine orphan receptor.

Sowohl nach 4- als auch 24-stiindiger Stimulation wurde die Expression des Interleukin-
3-Rezeptors (IL3R) in HIMEC angeschaltet. Er gehort wie der Rezeptor fiir das Zyto-
kin GMCSF zur Hamatopoietin-Rezeptorfamilie. Diese Rezeptoren besitzen eine fiir das
Zytokin spezifische a-Untereinheit und eine gemeinsame [-Untereinheit [102|. Diese (-
Untereinheit des GMCSF-Rezeptors, das Gen CSF2RB wurde wie IL3R nur in HIMEC
hochreguliert. Diese Hochregulation erfolgte erst nach 24 Stunden, wahrend IL3R schon
nach vier Stunden deutlich (10-25x) angeschaltet wurde. Die Aktivierung des IL3R in
Endothelzellen fiihrt dhnlich wie eine Aktivierung durch GMCSF zu einer erhéhten Pro-
liferation und Angiogenese [34]. Eine Rolle des IL3R bei CED ist bisher nicht bekannt,
bei einer akuten Shigelleninfektion jedoch wird die mukosale Expression des IL3R, aber
nicht des GMCSF-Rezeptors herunterreguliert [133]. Eine Anderung der Expression des
Interleukin 5 Rezeptors, auch ein Mitglied der Hamatopoietin-Rezeptorfamilie, konnte fiir
HIMEC oder HMEC-1 nicht nachgewiesen werden. Dieses Phénomen héngt eventuell mit
der Nachbarschaft von IL3R und CSFR auf dem X-Chromosomen zusammen, das Gen
fiir IL5R befindet sich auf Chromosom 3 [102].

Das Gen monocyte to macrophage differentiation-associated (MMD) wurde nur nach
vierstiindiger Stimulation in HIMEC schwach (Faktor 4,52) hochreguliert. MMD wurde
als Rezeptormolekiil reifer Makrophagen beschrieben, seine Funktion in Endothelzellen
ist unklar [135].

Das Gen fiir cozsackie virus and adenovirus receptor (CAR) wurde in beiden Endothel-
zellpopulationen durch TNF-a-Stimulation herunterreguliert. CAR ist der endotheliale
Oberflachenrezeptor fiir Adenoviren, VINCENT et al. zeigten die Herunterregulation von
CAR in Zytokin-stimulierten Endothelzellen. Die Autoren postulierten einen protektiven
Einflufs der CAR-Herunterregulation gegeniiber adenoviraler Infektion bei Entziindungs-
zustanden [185].
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5.2.2 Zytokine

Durch Stimulation mit TNF-a wurden in beiden Endothelzellarten Zytokine hochreguliert
oder angeschaltet. Die Hochregulation von IL15 und Lymphotoxin 2 in HIMEC und
HMEC-1 ist bereits bekannt.

Das Epstein-Barr virus induced gene 3 (EBI3) wurde nur in HIMEC deutlich (4h TNF:
10-15x; 24h TNF. 25-50x) angeschaltet. EBI3, strukturell verwandt mit IL12p40 wird von
intestinalen Epithelzellen, aktivierten dendritischen Zellen, B-Zellen und in der Plazenta
exprimiert. Zusammen mit dem IL12p35 verwandten Molekiil p28 bildet es das Zyto-
kin Interleukin 27. IL27 stimuliert die klonale Vermehrung von naiven CD4-T-Zellen,
hat Bedeutung in der Th2-Immunantwort und fordert zusammen mit IL12 die IFN-v-
Produktion von T-Zellen. Nach MAASER et al. produziert das intestinale Epithel zwar
EBI3, aber nicht p28. Die Autoren vermuten daher eine Rolle fiir einen anderen, noch
unbekannten Reaktionspartner fiir EBI3 im Epithel [100]. Auch in HIMEC konnte eine
differenzielle Expression von p28 und anderen Mitgliedern der IL12-Familie nicht nachge-
wiesen werden. Eine Expression von EBI3 ist aufer fiir intestinales Epithel und Endothel
nur fiir Plazenta und Blutzellen bekannt. Eine wichtige Rolle von EBI3 bei intestinalen

Entziindungsprozessen ist daher zu diskutieren.

5.2.3 Chemokine

Wie oben erwahnt, sahen HILLYER et al. in dem Chemokin-Expressionsmuster der Endo-
thelzellen einen Schliissel zum Verstdndnis der Rekrutierung einer gewebsspezifischen Leu-
kozytenpopulation im Rahmen einer Entziindung [64].

In HIMEC und HMEC-1 wurden eine Anzahl von Chemokinen der CC- und CXC-
Familien durch TNF-a-Stimulation hochreguliert. In HIMEC, aber nicht in HMEC-1
wurden die Chemokine CXCL6 (GCP-2) und CX3CL1 (Fractalkine) hochreguliert bzw.
angeschaltet. CCL2 (MCP-1) hingegen wurde nur in HMEC-1 reguliert.

Das Chemokin GCP-2 bindet wie IL8 an den Rezeptor CXCR1. GIJSBERS et al. konn-
ten die vermehrte Expression von GCP-2 im mikrovaskuldren intestinalen Endothel bei
CED zeigen. Bei diesen in vivo Beobachtungen wurde gezeigt, dafs mit GCP-2 strukturell
(CXCL5 (ENA-78)) oder funktionell (CXCLS8 (IL8)) verwandte Chemokine nicht erhéht
waren, wiahrend sie bei in vitro Beobachtungen an stimulierten Endothelzellkulturen deut-
lich stérker erhoht waren als GCP-2 [50]. Diese Beobachtung konnte in der vorliegenden
Arbeit bestétigt werden. Die scheinbar prominente Rolle von GCP-2 in den in vivo Stu-

dien zusammen mit der nur in HIMEC gezeigten Hochregulierung unterstreicht die Rolle
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von GCP-2 als potentielles Kandiatengen.

Die differenzielle Expression von Fractalkine (CX3CL1) ist nur fiir wenige Endothel-
zellarten beschrieben, darunter makrovaskuldare ECs und das mikrovaskulédre intestinale
Endothel [63]. Fractalkine ist das einzige bekannte Chemokin der CX3C-Familie. Es in-
itiiert iiber seine Bindung an den Rezeptor CX3CR1 intrazelluldre Prozesse, die u.a. zur
Expression von Adhésionsmolekiilen fithren. Weiterhin ist Fraktalkine durch seine feste
Bindung an den Rezeptor direkt an der Adhésion von CX3CR1-positiven Leukozyten an
das Endothel beteiligt. Eine Hochregulation der Fractalkine-Expression in der intestinalen
Mukosa bei CED konnte von MUHLHOFER et al. gezeigt werden [115]. Da Fractalkine so
selektiv exprimiert wird, wére auch dieses Chemokin als Kandidatengen fiir eine immun-
modulatorische Therapie denkbar. Allerdings fanden COOK et al. bei Fractalkine-knock-
out Méusen keinen Unterschied im Verlauf einer DSS-induzierten Kolitis [29].

Das Chemokin CCL2 (MCP-1) wurde nur beit HMEC-1, nicht bei HIMEC hochreguliert.
Allerdings ist eine erhohte Expression von MCP-1 bei CED bekannt [10]. Diese erhohte
MCP-1 Expression ist allerdings nur fiir Epithelzellen und intraepithelialen Leukozyten
bekannt, im Stroma, wo die Mikrovaskulatur lokalisiert ist, wurde MCP-1 jedoch nicht

nachgewiesen.

5.2.4 Entziindungsreaktion

Durch Stimulation mit dem proinflammatorischen Zytokin TNF-a wurden in den un-
tersuchten Endothelzellen Mediatoren der Entziindungsreaktion hochreguliert oder ange-
schaltet.

Das Enzym Cyclooxygenase 2 (COX-2) wurde nur in HIMEC hochreguliert. Eine Hoch-
regulation von COX-2 durch TNF-a-Stimulation war bereits fiir mikrovaskuldre Hirn-
endothelzellen gezeigt worden [101]. COX-2 vermittelt die Prostaglandinsynthese aus der
Arachidonséure. Prostaglandine wirken proinflammatorisch. Mikrogefafien von intestina-
len Tumoren zeigen eine erhéhte COX2-Expression, eine COX-2-Hemmung fiihrt zu einer
Hemmung der Tumorangiogenese [168]. Durch die Inhibition von COX-2 durch Cyclos-
porin A oder Natriumbutyrat wird die Angiogenese von HIMEC gehemmt [131]|. Die
fir COX-2 in HIMEC ermittelten Regulationswerte waren nicht signifikant (4h TNF: p=
0,069, 24h TNF: p=0,053), aufgrund der Vorbeobachtungen der Gruppe von BINION wird
eine Hochregulation von COX-2 in HIMEC aber als wahrscheinlich angesehen.

Weiterhin wurden zwei Phospholipasen hochreguliert. Die phosphatidylserinspezifische
Phospholipase A1 (PS-PLA1) wurde in HIMEC und HMEC-1 nach 24-stiindiger TNF-a-
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Stimulation um den Faktor 10-25 angeschaltet, die Phospholipase A2 Typ IV A (PLA2)
wurde nur in HIMEC hochreguliert. Eine Hochregulation der PLA2 durch TNF-a-Stim-
ulation in Endothelzellen ist bekannt [174], die fehlende Hochregulation in HMEC-1 ist
iiberraschend. Eine endotheliale Expression der PS-PLA1 konnte bisher nicht gezeigt wer-
den. PS-PLA1 vermittelt die Bildung von Acyllysophosphatidylserin (LysoPS) aus dem
Phosphatidylserin der Zellmembranen apoptotischer Zellen oder aktivierter Thrombozy-
ten [4]. LysoPS aktiviert Mastzellen und T-Zellen. HOSONO et al. zeigten eine durch
Lyso-PS induzierte Ausschiittung von Histamin aus Mastzellen [66]. Fiir ein von Schisto-
somen produziertes Lyso-PS konnte eine Wirkung auf den Toll-like receptor 2 (TLR2)
nachgewiesen werden [183]. Aufgrund der grofsen Homologien dieser Lipidmediatoren ist
eine Wirkung des durch PS-PLA1 produzierten Lyso-PS auf andere Rezeptoren dieser
Familie denkbar.

Das Gen leukocyte specific transcript 1 (LST1) wurde nur in HIMEC nach 24-stiindiger
Stimulation deutlich (25-50x) angeschaltet. Eine konstitutive Expression von LST1 wurde
bisher in Leukozyten, dendritischen Zellen, Milz, Lunge, Tonsille und einer Leberzellinie
nachgewiesen. In Monozyten kann die Expression von LST1 durch IFN-v-Stimulation
deutlich gesteigert werden. Das Gen liegt in der major histocompatibility complex (MHC)
Klasse IV Region auf Chromosom 6. Diese Region kodiert fiir Gene mit besonderer Be-
deutung bei Entziindungsreaktionen, u.a. TNF-a und Lymphotoxin-3. LST1 besitzt eine
Vielzahl von Spleifvarianten mit unterschiedlichen, z.T. noch unbekannten Funktionen
[139]. Neben einer Induktion von langen Filopodien und Morphologieianderungen in LST1-
transfizierten Zellen [132] wurde eine Hemmung der Lymphozytenproliferation beobachtet
[139]. LEHNER et al. zeigten die Interaktion einer LST1-Spleifvariante mit dem IxBa ubi-
quitinierenden Cactin-Komplex [89]. Eine Forderung der Ubiquitinierung fiithrt zu einer
Aktivierung des NFxB-Signalwegs, iiber welchen die Bildung verschiedener Entziindungs-

mediatoren reguliert werden [184].

5.2.5 Transkriptionsfaktoren und Signaltransduktion

Durch TNF-a-Stimulation wurden in HIMEC und HMEC-1 mehrere Gene hochreguliert
oder angeschaltet, die Transkriptionsfaktoren sind oder eine Funktion in der Signaltrans-
duktion haben.

Bei beiden Endothelzellpopulationen wurden wie erwartet Komponenten des NFxB-
Signalwegs reguliert [184|. NF-xB 2, IkBa und IxBe wurden in beiden Zellinien hochre-
guliert, NF-xB 1 nur bei HMEC-1. Ein Grofteil von den in Endothelzellen durch TNF-a-
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Stimulation hochregulierten Gene ist vom NF-xB-Signalweg abhéngig [184]. Durch Hoch-
regulation des diesen Signalweg inhibierenden Gens IxBa kommt es zu einer negativen
Riickkopplung. Die Induktion von IxBe hat auch eine riickkoppelnde Funktion, allerdings
eher im Sinne eines Regelkreislaufes, um bei lingerdauernder Aktivierung des NF-xB-
Signalwegs eine gleichméfige Funktion sicherzustellen [65]. So erklart sich die spéter als
bei [kBa stattfindende Hochregulation des Gens IxkBe. Die nur in der Zellinie HMEC-
1 und nicht bei HIMEC gefundene Hochregulation von NF-xB 1 scheint angesichts der
geringen Regulation (3,04x) eher durch die bei der Auswertung der Versuche gewihlte
Ausschlussgrenze (Regulationsfaktor > 3x) begriindbar als durch eine in HIMEC verén-
derte Signalkaskade. Auch in HIMEC wurden viele NF-xB-abhéngige Gene reguliert.

S100A11 (Calgizzarin), ein Mitglied der Calcium-bindenden S100-Proteinfamilie, wurde
nur in HIMEC hochreguliert. SI00A11 wirkt hemmend auf die Zellproliferation. Durch
einen hohen Calciumspiegel wird S100A11 phosphoryliert und an Nucelolin gebunden
in den Zellkern transportiert. Dort hemmt es die Transkription iiber den p21¢TP1/WAF.
Mediator [149]. Die S100A11-Expression sinkt bei maligner Transformation von Zellen.
Die S100A11-Expression im gesunden Driisengewebe ist bekannt, nicht aber im Endothel
[78]. Die genaue Funktion von S1I00A11 im mikrovaskuldren Endothel ist nicht geklért.
Eine Hemmung der Zellproliferation auf einen proinflammatorischen Stimulus ist mit ei-
nem Kontext von hochregulierten Proliferations- und Angiogenesegenen nicht in Einklang
zu bringen. Zur Klarung der Rolle dieses Gens in der intestinalen Immunantwort sind wei-
tergehende Studien notwendig.

Der Transkriptionsfaktor NK3 transcription factor related, locus 1 (drosophila) (NKX3.1)
wurde nur in HIMEC durch TNF-a-Stimulation hochreguliert. Die Expression von NKX3.1
ist in Prostata, Hoden und Karzinomen der Mamma und Prostata sowie geringer in Ton-
sillen und Nieren beschrieben. In der Prostata hat NKX3.1 einen wachstumshemmenden
und differenzierungsfordernden Effekt auf Epithelzellen [46]. Eine NKX3.1-Expression ist
in Endothelzellen oder intestinalem Gewebe nicht bekannt.

Das Gen Nibrin, welches nur in HIMEC hochreguliert wurde, ist an Reparationsvorgan-
gen von DNA-Doppelstrangbriichen beteiligt. Nach DNA-Doppelstrangbriichen wird Ni-
brin phosphoryliert und in einem MRFE11/Rad50/Nibrin-Komplex in den Zellkern trans-
portiert. Dort ist es an der Kontinuitatswiederherstellung der DNA beteiligt. Ein Mangel
oder eine Mutation von Nibrin 16st eine erhohte Empfindlichkeit gegeniiber ionisierender
Strahlung mit dem Krankheitsbild des Nijmegen breakage syndrome aus [25]. Eine diffe-
renzielle Expression von Nibrin in TNF-a-stimulierten makrovaskuldren Endothelzellen
(HUVEC) wurde gezeigt [184]. Da TNF-« indirekt DNA-Doppelstrangbriiche auslosen
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kann, wenn auch in geringerem Mafe als ionisierende Strahlung, erscheint die Hochregu-
lation von Nibrin in HIMEC plausibel [201]. Die nicht gesteigerte Expression in HMEC-1
148t sich nicht erkldren. Angesichts des geringen Regulationsfaktors bei HIMEC (Faktor
3,22 bzw. 4,24) kann aufgrund des gewdhlten Einschlusskriteriums Regulationsfaktor >
3 eine Regulation des Gens in HMEC-1 durch den Auswertungsmodus verloren gegangen
sein.

Follistatin-like 3 (secreted glycoprotein) (FSTL3) wurde nur in HIMEC nach vierstiin-
diger TNF-a-Stimulation hochreguliert. FSTL3 bindet Activin und bone morphogenetic
proteins (BMP) und inhibiert so ihre Wirkung. Da BMP2 (siche unten) durch TNF-
a-Stimulation ebenfalls nur in HIMEC zum selben Zeitpunkt und mit einem &@hnlichen
Faktor hochreguliert wurde, erscheint ein Zusammenhang der Regulation beider Gene im
Rahmen der intestinalen Immunantwort moglich. Bisher war eine Expression von FSTL3
nur in Hoden und in geringerem Mafse in Herz, Nieren und Lunge bekannt [179]. Welche
Funktion das Gen in der intestinalen Mikrovaskulatur hat, ist nicht geklart. Die paradox
erscheinende Herunterregulation von Follistatin nach 24-stiindiger Stimulation in HIMEC
ist eventuell durch einen negativen Riickkopplungsmechanismus zu erkléren.

Der Transkriptionsfaktor nuclear factor of activated T-cells 1 (NFAT1) wurde nur in
HIMEC schwach (3,62x) nach vierstiindiger Stimulation hochreguliert. NFAT1 wird nach
Aktivierung von T-Zellen durch Calcineurin dephosphoryliert, in den Zellkern transloziert
und bindet dort an die enhancer-Regionen von Zytokinen, Chemokinen und Rezeptoren
[73]. Dieser Signalweg wird durch die Substanzen Cyclosporin A und FK506 gehemmt,
welche beide im Rahmen der CED-Therapie eingesetzt werden [120]. Neben Blutzellen
ist NFAT auch in Chondrozyten, Myozyten, Adipozyten und Endothelzellen beschrieben,
dort wirkt es auf die Zell-Differenzierung. Beim Endothel ist der NFAT-Signalweg wichtig
fiir die Angiogenese, z.B. durch VEGF [199]. Die fehlende Hochregulation von NFAT1 in
HMEC-1 scheint wie beim Gen Nibrin moglicherweise eher verfahrensbedingt zu sein als
durch eine biologische Diversitat begriindet.

Das Gen Jagged 1, ein Notch-Ligand, wurde nur in HIMEC schwach nach vierstiindi-
ger Stimulation hochreguliert (3,23x). Eine Aktivierung des Notch-Signalwegs fiihrt zu
einer Differenzierung und Proliferation von Zellen. Jagged 1 wurde immunhistochemisch
im Darmendothel und -Epithel nachgewiesen, ebenso Notch [152]|. Eine Stimulation von
Endothelzellen mit Jagged 1 hat eine mesenchymale Umwandlung der Zellen mit Herun-
terregulation von endothelialen Genen wie PECAM-1 und der endothelialen NO-Synthase
und Hochregulation von mesenchymalen Genen wie Aktin und Fibronektin zur Folge [119].

Bei Angiogeneseprozessen wurde eine signifikante Hochregulation von Jagged 1 in Endo-
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thelzellen gezeigt [13|. Da in HIMEC auch andere Gene mit méglicher Funktion im Rah-
men der Angiogenese und Proliferation durch TNF-a-Stimulation vermehrt exprimiert
werden, iiberrascht eine Hochregulation von Jagged 1 nicht. Allerdings erfolgt die Hoch-
regulation der anderen Gene zumeist erst nach 24-stiindiger Stimulation. Da Jagged 1
aber am Anfang des Notch-vermittelten Signalwegs steht, ist die alleinige Hochregulation

nach vierstiindiger Stimulation erklarbar.

Eine Induktion von Jagged 1 erfolgt iiber den NFxB-Signalweg oder iiber den Tran-
skriptionsfaktor p63, ein Mitglied der p53-Familie [11, 155]. Mitglieder der NFxB-Familie
wurden beim Zeitpunkt 4 Std. in beiden Endothelzellarten hochreguliert, p63 nur in HI-
MEC nach 24-stiindiger Stimulation. Die Expression von p63 ist konstitutiv nur in Epi-
thelzellen bekannt, p63 ist wie die verwandten Gene p53 und p73 an der zelluldren Antwort
auf DNA-Schidigung beteiligt. Anders als bei p53 hingegen 16st ein Mangel an p63 keine

maligne Transformation von Zellen sondern eine Hemmung der Differenzierung aus [114].

Der Transkriptionsfaktor basic heliz-loop-helix domain containing, class B, 2 (bHL-
HB2,DEC1) ist ein Zielgen des Notch-Signalwegs . Das Gen wurde wie der Notch-Ligand
Jagged 1 nur in HIMEC zu beiden Zeitpunkten deutlich angeschaltet (4h TNF: 10-25x,
24h TNF: 5-10x). Eine Expression der Gene der heliz-loop-heliz-Familie ist fiir viele Zellar-
ten bekannt, in Chondrozyten wurde ein Einfluft von bHLHB2 auf die Differenzierung der
Zellen nachgewiesen. Eine Rolle im Endothel oder bei Entziindungsreaktionen ist fiir bHL-
HB2 nicht bekannt. bHLHB2 hemmt die eigene Transkription im Sinne einer negativen
Riickkopplung [162]. Daher kann der abnehmende Anschaltungsfaktor fiir bHLHB2 sowohl
durch die auf den fritheren Zeitpunkt beschriankte Hochregulation des Notch-Liganden

Jagged 1 als auch auf den Riickkopplungsmechanismus zuriickgefiihrt werden.

Das Gen fiir inhibitor of DNA binding 1, dominant negative heliz-loop-helix protein
(ID1) wurde in HIMEC und HMEC-1 nach 24-stiindiger Stimulation herunterreguliert.
ID1 hemmt Transkriptionsfaktoren der helix-loop-heliz-Familie und hat einen negativen
Einfluft auf Zellproliferation und -differenzierung . Die Herunterregualtion von ID1 fiihrt

also zu einer Forderung der Proliferation iiber Transkriptionsfaktoren wie bHLHB2.

Das Gen fiir T-boz 1 (Thbx1) wurde in beiden Endothelzellpopulationen herunterregu-
liert. Thx1 gehort zur Familie der T-box Transkriptionsfaktoren, die eine wichtige Rolle
in der Entwicklung spielen. Eine Expression von Tbx1 ist fiir den Aortenbogen bekannt,
Mutationen im Thx1-Gen fithren dort zu Fehlbildungen [192]. Die Funktion von Thx1 im

mikrovaskuldren Endothel ist bisher unbekannt.
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5.2.6 Apoptose und Zellproliferation

Durch TNF-a-Stimulation werden in Endothelzellen pro- und antiapoptotische Gene dif-
ferenziell reguliert. Die Hochregulation von Mitgliedern der Familie TNF-induzierter Gene
in beiden Endothelzellpopulationen wurde bei dieser Arbeit erwartet. Unterschiede zwi-
schen HIMEC und der Referenzzellinie HMEC-1 bestehen in einer nur in HIMEC statt-
findenden Hochregulation von Caspase 1 (CASP1) und in der Regulation von Caspase 8
(CASPS).

KING et al. postulierten eine Rolle der CASP1 bei der durch Serumentzug-induzierten
Apoptose von Endothelzellen [75]. Da die Hochregulation der CASP1 erst nach 24-stiindiger
Stimulation in serumarmem Medium erfolgte und die Endothelzellen zuvor bereits iiber
einen Zeitraum von 16 Stunden in serumarmen Medium (1% FCS gegeniiber 10 % FCS
in normalem Endothelzellmedium) kultiviert wurden, lafst sich die Hochregulation in den
empfindlicheren HIMEC gegeniiber den HMEC-1 erklédren. Andererseits ist eine proin-
flammatorische Funktion der CASP1 durch Aktivierung von IL-14 und Interleukin 18
sowie des NFxB-Signalwegs bekannt [85]. Weder IL-13 noch Interleukin 18 werden in
HIMEC hochreguliert, die Transkription vieler hochregulierter Gene wird aber {iber den
NFxB-Weg vermittelt. Ob die Aktivierung und Hochregulation von NFxB auf die TNF-
a-Stimulation zuriickzufiithren ist oder ob CASP1 auch eine Rolle bei der Initiation der
intestinalen Entziindungsreaktion iiber NFxB spielt ist, muf im Rahmen weiterer Studien

geklart werden.

Die Initiatorcaspase 8 wurde in HIMEC und HMEC-1 hochreguliert, in HIMEC aller-
dings nur nach vierstiindiger Stimulation und ca. 50 % schwécher als in HMEC-1. Nach
Bindung von apoptoseinduzierenden Rezeptoren der TNF-Familie (TNFR, Fas, TRAIL-
R) an ihre Liganden (TNF-«, FasL, TRAIL) erfolgt die Rekrutierung von FADD (Fas-
associated death domain protein) und der Procaspase 8, die durch den resultierenden DISC
(death-inducing signaling complex) zu CASP8 gespalten wird. CASP 8 aktiviert die Effek-
torcaspasen 3, 6 und 7 direkt und iiber mitochondriales Cytochrom C. Die Caspaseakti-
vierung wird tiber NFxB-abhéngige inhibitor of apoptosis proteins (IAP) gehemmt [190].
In HMEC-1 wird nach 24-stiindiger Stimulation anders als in HIMEC das Gen TRAIL,
das auch zur Aktivierung von CASPS8 beitragen kann, hochreguliert. Die Hochregulation
von CASPS8 nach 24 Stunden in HMEC-1 kann also auch iiber den TRAIL-Signalweg

vermittelt werden, der bei intestinalen Endothelzellen keine Rolle zu spielen scheint.
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5.2.7 Zellmetabolismus

In der funktionellen Gruppe Zellmetabolismus wurden die Gene zusammengefafst, die
am Stoffwechsel der Endothelzelle, dem Abbau oder Aufbau von Materie beteiligt sind.
Von den Genen dieser Gruppe wurde ein groferer Teil nur in HIMEC hochreguliert oder

angeschaltet.

Das Enzym Acetylcholinesterase (AChE) wurde nur in HIMEC schwach (5-10x) ange-
schaltet. Acetylcholin (ACh) fiithrt in Endothelzellen zu NO-Produktion, die Expression
des ACh abbauenden Enzyms AChE wurde fiir mikrovaskuldre Endothelzellen des Gehirns
gezeigt. Die genaue Funktion der AChE in Endothelzellen hingegen ist nicht bekannt [76].
Die bei mikrovaskuldren Endothelzellen aus der Mukosa von CED-Patienten gefunde-
ne verminderte vasodilatatorische Potenz ist bisher auf einen Verlust der induzierbaren
NO-Synthase zuriickgefithrt worden [60]. Ein NO-Mangel mit folgender Vasokonstriktion
und Durchblutungsverminderung kann moglicherweise auch auf einen vermehrten ACh-
Abbau durch AChE und daraus resultierende verminderte NO-Produktion zuriickgefiihrt
werden. Weiterhin wurde nur in HIMEC nach 24-stiindiger TNF-a-Stimulation die endo-
theliale NO-Synthase ausgeschaltet (Faktor 5-10x), was auch zu einer verminderten NO-
Produktion beitragen kann. An eNOS-defizienten Mausen konnte ein protektiver Einflufs
von eNOS bei einer experimentellen Kolitis gezeigt werden [182]. Eine Ausschaltung des
fiir eNOS kodierenden Gens in den mikrovaskuldren Endothelzellen der intestinalen Mu-

kosa kann daher ein Faktor bei der erhéhten Entziindungsaktivitiat sein.

Die Expression des Gens GTP binding protein 1 (GTPBP1) wurde nur in HIMEC
zu beiden Zeitpunkten deutlich (10-25x) angeschaltet. GTPBP1 gehort zur Familie der
GTPasen, welche Aufgaben bei der Proliferation und Differenzierung von Zellen, der Pro-
teinsynthese, dem intrazelluldren Transport und der Regulation des Zellskeletts haben.
Das Gen wurde bisher in IFN-v-stimulierten Makrophagen, Gehirn und Thymus nachge-
wiesen [80]. Die genaue Funktion von GTPBP1 in Endothelzellen ist nicht bekannt.

Das Enzym gamma glutamyl hydrolase (GGH) zeigte nur in HIMEC eine schwache
(Faktor 5,08) Hochregulation. GGH ist eine ubiquitdr vorkommendes Enzym mit Wir-
kung im Folsdurestoffwechsel, es baut Polyglutamate ab. Eine hohe Expression von GGH
ist mit einem Wirkungsverlust der zytotoxischen Substanz Methotrezat (MTX) durch
vermehrten Abbau der Wirkform des MTX assoziiert [97]. MTX wird gelegentlich in
der CED-Therapie verwendet, die Therapieerfolge hingegen sind deutlich schlechter als
bei anderen chronisch entziindlichen Erkrankungen wie z.B. rheumatoider Arthritis [178].

Ein Grund hierfiir konnte méglicherweise in der Hochregulation der GGH in intestinalen
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Endothelzellen liegen.

Mit PA28 3 und dem Gen proteasome subunit, beta type 9 wurden nur in HIMEC Be-
standteile des Proteasoms hochreguliert. Das Proteasom ist in TNF-a-stimulierten Endo-
thelzellen fiir seine Beteiligung im NFxB-Signalweg bekannt. Der (in HIMEC und HMEC-
1 durch TNF-a-Stimulation hochregulierte) Inhibitor IxBa bindet in unstimulierten Zel-
len an NF«xB. In der akuten Entziindungsreaktion wird IxBa durch die Proteasomeinheit
26S abgebaut und in der Folge der Transkriptionsfaktor NFxB aktiviert. Eine Inhibition
des Proteasoms verhindert iiber die Hemmung des NFxB-Signalwegs eine Hochregulation
von Adhésionsmolekiilen auf den Endothelzellen und vermindert so die Extravasation von
Leukozyten [70].

Das Cathepsin H wurde nur in HIMEC schwach (Faktor 3,68) nach 24-stiindiger TNF-a-
Stimulation hochreguliert. Die Expression von Cathepsin H ist fiir viele Gewebe bekannt.
Im Endothel wurde das Gen bisher nur in der Leber gezeigt, eine Hochregulation durch
inflammatorische Stimuli ist nicht bekannt. Das Enzym hat eine Matrix-degradierende
Wirkung und ist ein Marker fiir invasive, fortgeschrittene Tumore [33]. Daher kann ei-
ne Rolle von Cathepsin H bei der Angiogenese im Rahmen einer Entziindungsreaktion
vermutet werden.

Die lanosterol synthase (2,3-oxidosqualene-lanosterol cyclase) (LSS) ist ein an der Syn-
these von Lanosterol (einem Vorldufermolekiil von Cholesterin), Vitamin D und anderen
Steroiden beteiligtes Enzym [198|. Es wurde nur in HIMEC nach 24-stiindiger Stimulation
schwach hochreguliert. Eine denkbare Funktion der LSS in einer aktivierten Endothelzel-
le ist die Beteiligung an der Cholesterin-Synthese fiir die Zellmembran im Rahmen von
Differenzierung und Proliferation der Zellen. Diese Hypothese wird gestiitzt durch die
in beiden Endothelzellpopulationen erfolgte Hochregulation eines weiteren Enzyms mit
Beteiligung an der Cholesterinsynthese, der Hydroxymethylglutaryl-Coenzym A Syntha-
se 1 (HMGCS1). Eine Hochregulation von Enzymen der Cholesterinsynthese bei in vitro
Versuchen zur Angiogenese wurde bereits von BELL et al. gezeigt [13].

Nur in HIMEC herunterreguliert wurde das Gen fiir hydrozysteroid (17-beta) dehydro-
genase 2 (17 3 HSD). 17 3 HSD inaktiviert Testosteron und Ostrogen, es wird ubiquitinér
exprimiert. Die Rolle der Herunterregulation des Gens bei entziindlichen Reaktionen ist
bislang unbekannt [110].

Das fiir cytochrome b reductase 1 (CYBRD1) kodierende Gen wurde nur in HIMEC
ausgeschaltet. Eine Expression von CYBRD1 ist bislang nur fiir Enterozyten bekannt, im
Duodenum ist das Enzym fiir seine Rolle im Eisen-Stoffwechsel bekannt. CYBRD1 redu-

ziert Eisen und Kupfer, diese Metalle kénnen nur in der reduzierten Form aufgenommen
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werden [77]|. Durch eine Ausschaltung des Gens wird die Eisen- und Kupferaufnahme der
Zellen reduziert. Die Rolle dieser Aufnahmehemmung im Rahmen entziindlicher Reaktio-

nen ist bislang ungeklért.

5.2.8 Transport und lonenkanale

Durch TNF-a-Stimulation wurden in HIMEC und der mikrovaskulédren Zellinie HMEC-1
Gene hochreguliert bzw. angeschaltet, die beim intra- oder interzellularen Stofftransport
der Endothelzellen beteilgt sind. Nur in HIMEC wurden die Gene putative mitochon-
drial solute carrier (SLC), solute carrier family 2 (faciliated glucose transporter) mem-
ber 2 (SLC2A3,GLUTS), solute carrier family 21 (organic anion transporter) member
9 (SLC21A9,0ATP-B) und likely ortholog of mouse mitochondrial solute carrier protein
(MCSP) angeschaltet. Diese Anschaltung der Genexpression erfolgte bis auf SLC erst nach
24-stiindiger TNF-a-Stimulation und nur schwach (5-10x). SLC21A9, ein Transportmole-
kil fiir organische Anionen wurde zuerst in der Plazenta beschrieben, die Expression in der
Brustdriise ist ebenfalls bekannt [126]. MSCP, ein Homolog eines mitochondrialen solute
carrier Proteins, wurde in der Milz nachgewiesen, die genaue Funktion und eine Expressi-
on in anderen Geweben ist bisher unbekannt [94]. GLUT3 ist einer der sechs Transportern,
welche die Diffusion von Glucose erleichtern. Er wurde bisher fiir die Axonmembran von
Neuronen beschrieben und stellt dort eine addquate Glucoseversorgung der Zelle sicher
[121]. Fiir Endothelzellen ist eine Expression des Transportermolekiils GLUT1 beschrie-
ben. Allerdings wurde eine Expression on GLUT3 auf der apikalen Seite von intestinalen
Epithelzellen (Caco-2) in vitro gezeigt. Eine erhéhte Expression von GLUT1 und GLUT
3 in Tumoren des GIT wurde bereits beschrieben [59]. Hier wird ein Zusammenhang der
erhohten Expression mit Umbauvorgédngen in der Zelle vermutet. Derartige Umbauvor-
giange und Zellproliferationen, wenn auch in geringerem Umfang als bei der malignen
Transformation einer Zelle, finden auch im Rahmen der Aktivierung einer Endothelzelle
statt. Die Aktivierung des Transportmolekiils nach 24-stiindiger TNF-a-Stimulation gibt
Hinweise auf erhohten Energiebedarf z.B. in der Angiogenese.

Das Gen chlorid intracellular channel 2 (CLIC2) wurde nur in HIMEC angeschaltet.
Die Familie der CLIC hat Aufgaben beim Chloridaustausch und somit bei der Aufrecht-
erhaltung der Membranintegritéit, des intrazelluliren pH-Wertes und des Zellvolumens.
Sie finden sich in den intrazellularen Membranen von z.B. Zellkern, ER und Mitochon-
drien. Eine Expression von CLIC in Endothelzellen ist bisher nicht bekannt [42]|. Eine
Funktion von CLIC2 bei HIMEC kann in der Aufrechterhaltung der Zellintegritét bei der
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Proliferation vermutet werden.

Das fiir Connexin 37 (Cx37) kodierende Gen wurde nur in HIMEC nach 4-stiindiger
TNF-a-Stimulation schwach (-3,86x)herunterreguliert und nach 24-stiindiger Stimulation
ausgeschaltet (10-25x). Cx37 ist ein in allen Endothelzellen exprimiertes gap junction-
Protein. Zusammen mit Cx40 ermoglicht es den interzelluldren Stoffaustausch und hat
eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Blutgefifien. Cx37/Cx40-defiziente Tiere zei-
gen eine starke Mifbildung der Geféfse mit kavernendhnlichen Ausbuchtungen und Blut-
stauungen [166]. Da die Funktionen von Cx37 und Cx40 dhnlich sind, ist dieser Effekt
nur bei Ausschaltung beider Gene zu beobachten. Bei dieser Arbeit wurde eine Anderung
der Expression von Cx40 nicht beobachtet. Daher scheint ein Effekt der Ausschaltung von
Cx37 fraglich.

Weiterhin wurde das Gen fiir carbonic anhydrase IV (CAR IV) nach 24-stiindiger Sti-
mulation in HIMEC ausgeschaltet. Die CAR 1V ist fiir Endothelzellen beschrieben. Durch
Hydrierung von CO, reguliert sie die Bicarbonatkonzentration und damit den pH-Wert.
Bei Ansduerung des extrazelluldren Milieus ist eine Hochregulation von CAR IV gezeigt
worden [141]. MIZOGUCHI et al. zeigten die Herunterregulation von CAR IV in intes-
tinalen Epithelzellen bei experimenteller Kolitis. Eine Inhibition der CAR IV Aktivitét
fiihrte zu einer Verbesserung der Kolitis, die Autoren postulierten eine entziindungsfor-
dernde Rolle der CAR IV [111]. Eine Ausschaltung des CAR IV-Gens in Endothelzellen

ist bislang nicht bekannt, eine entziindungshemmende Wirkung kann vermutet werden.

5.2.9 Modifikatoren der extrazellularen Matrix

In beiden Endothelzellpopulationen wurden durch TNF-a-Stimulation Gene hochreguliert
oder angeschaltet, die fiir Enzyme der extrazellularen Matrix kodieren. Sowohl in HIMEC
als auch in HMEC-1 wurden die Matrixmetalloproteinasen (MMP) 1 und 10 hochregu-
liert bzw. angeschaltet. Aufféallig war die deutlich stérkere und spéatere Anschaltung von
MMP1 in HIMEC (Faktor > 50 nach 24 Std. TNF-a). Auch bei MMP10 erfolgte eine
stiarkere Hochregulation des Gens bei HIMEC erst nach 24-stiindiger TNF-a-Stimulation.
Die Hochregulation der MMP-Expression in mikrovaskuldren Endothelzellen durch pro-
inflammatorische Stimuli ist bekannt. MMPs werden zur Desintegration der Basalmem-
bran benétigt und stellen somit eine Vorraussetzung fiir die Angiogenese dar [68]. Eine
Erh6hung der Expressionslevel der tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP), die
gleichzeitig mit der Hochregulation der MMPs stattfindet [68], konnte in dieser Arbeit

nicht beobachtet werden.
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Nur in HIMEC wurde das bone morphogenetic protein 2 (BMP2) nach 4-stiindiger
TNF-a Stimulation schwach (5,57x) hochreguliert. Die BMPs sind TGF-{ strukturell
verwandte Wachstumsfaktoren mit einer matrixaufbauenden Wirkung. FEine Hochregula-
tion von BMP2 durch TNF-a-Stimulation wurde fiir HUVEC beschrieben [184]. BMP2
wird im Rahmen von chronischen Entziindungen der Luftwege hochreguliert [144]. FEi-
ne Rolle von BMP2 in der intestinalen Entziindung ist daher denkbar, moglicherweise
als Mediator der bei CED auftretenden Fibrose. Allerdings wurde auch nach 4 Stunden
das Gen follistatin-like 3 hochreguliert, fiir das eine neutralisierende Bindung von BMPs
bekannt ist [179]. Die genaue Funktion der eigentlich wiederspriichlichen Hochregulation

dieser beider Gene ist in zukiinftigen Versuchen zu kléren.

5.2.10 Weitere regulierte Gene

Durch TNF-a-Stimulation wurden in HIMEC noch weitere Gene, die keiner der funk-
tionellen Gruppen des GENE ONTOLOGY CONSORTIUMS zugeordnet werden konnten,
differenziell reguliert.

Das Gen proline-serine-threonine phosphatase interacting protein 2 (PSTPIP2) wurde
nach 4- und 24-stiindiger Stimulation nur in HIMEC reguliert. Fiir PSTPIP2 ist eine
konstitutive Expression in mehreren Zellarten bekannt, eine Induzierbarkeit des Gens
oder eine Expression im Endothel wurde jedoch bisher nicht gezeigt. PSTPIP2 interagiert
mit protein thyrosine phosphatases (PTP) vom PEST-Typ, eine Funktion im Rahmen der
Regulation des Zytoskeletts wird vermutet [194].

Pleckstrin homology domain containing, family C (with FERM domain) member 1
(PLEKHC1,Mig-2) wurde nur nach 4-stiindiger Stimulation in HIMEC schwach (4,24x)
hochreguliert. Mig-2 wirkt auf die Modulation der Zellform und den Aufbau des Aktinge-
riists durch Interaktion mit Migfilin, einem mit der extrazelluldren Matrix interagierenden
Protein. Mig-2 wird ubiquitar konstitutiv exprimiert [180]. Auch in HIMEC ist eine Wir-
kung von Mig-2 auf die Anderung der Zellform durch TNF-a-Stimulation méglich. Diese
Zellforménderung tritt innerhalb weniger Stunden konsekutiv mit der frithen Hochregu-
lation des Gens auf. In HMEC-1 hingegen konnte weder eine derartige Anderung der
Zellform noch eine Regulation von Mig-2 gezeigt werden.

Weiterhin wurde nur in HIMEC das Gen Lysyl-ozidase like 2 (LOXL2) nach 24-
stiindiger Stimulation angeschaltet (10-15x). Das bis auf Leukozyten ubiquitar exprimier-
te LOXL2 gehort zur Familie der Lysyl-Oxidasen, die iiber eine kupferbindende Doméne

katalytische Funktion ausiibt und moglicherweise eine Rolle bei der Regulation von Zell-
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proliferation und Entwicklung spielt [156]. Angesichts der deutlichen, hochsignifikanten
Anschaltung dieses Gens nur in den intestinalen Endothelzellen sind weitere Versuche zur
Klérung der Funktion von LOXL2 bei der intestinalen Entziindung notwendig.

Das fiir tissue factor pathway inhibitor (TFPI) kodierende Gen wurde nur in HIMEC
schwach (-3,56x) nach 24-stiindiger TNF-a Stimulation herunterreguliert. TFPI ist ein
wichtiger Inhibitor des extrinsischen Gerinnungssystems. Eine Herunterregulation dieses
Gens hat eine verstirkte Blutgerinnung und Thrombenentstehung zur Folge [40]. Eine
Rolle der TFPI-Herunterregulation in HIMEC bei der Enstehung der fiir CED charakte-

ristischen mikrovaskularen Thrombose und Ischamie ist denkbar.

5.3 Fazit und Ausblick

Durch den Vergleich des Genexpressionsprofil humaner intestinaler mikrovaskulérer Endo-
thelzellen (HIMEC) mit dem der mikrovaskuldren Referenzzellinie HMEC-1 konnte die
Heterogenitét zweier mikrovaskuldrer Endothelzellpopulationen gezeigt werden. Mehr als
50 % der in den Endothelzellen durch TNF-a-Stimulation hochregulierten Gene und mehr
als 80 % der herunterregulierten Gene wurde nur in einer der beiden Zellarten reguliert.
Der Vergleich der Expressionsprofile ergab eine Anzahl von neuen darmspezifischen Kan-
didatengene, deren weitere Charakterisierung in Zukunft neue Hinweise auf die Rolle des
mikrovaskuldren Endothels bei intestinalen Entziindungen geben konnte. Die Validitat der
ermittelten Expressionsdaten wurde gezeigt. Dabei gilt es zu beachten, dafs eine erhohte
Expression eines Gens nicht automatisch eine erhéhte Proteinproduktion und gesteigerte
Funktion zur Folge hat. Weiterfiihrende Versuche zur Translation und Funktionsfahigkeit
der produzierten Proteine und Enzyme sind notwendig.

Allerdings macht es trotz der bekannten Heterogenitdt von Endothelzellen biologisch
wenig Sinn, daft Gene, die in mikrovaskuldren Endothelzellen der Haut exprimiert werden,
nicht auch in mikrovaskuliren Endothelzellen anderer Herkunft (z.B. Darm) exprimiert
werden. Die beobachtete fehlende Expression einiger Gene in HIMEC ist daher mogli-
cherweise auf einen durch die Immortalisierung bedingten bzw. einen erworbenen Defekt
der HMEC-1 Referenzzellen zuriickzufiihren. Daher ist zu folgern, dafs nur Primérendo-
thelzellkulturen wie HIMEC aussagekréftige Modelle fiir Untersuchungen der Rolle des
Endothels in verschiedenen Organen darstellen.

Weiterhin sollte in Zukunft ein Vergleich der ermittelten Expressionsprofile von HIMEC
aus gesundem Darmgewebe mit HIMEC von CED-Patienten stattfinden. BINION et al.
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hatten fiir HIMEC aus Darmgewebe von CED-Patienten einen ,erworbenen Defekt der
Genexpression postuliert, der in stimulierten HIMEC zu einer erhdhten Leukozytenbin-
dungskapazitéit und einer erniedrigten vasodilatatorischen Potenz fiihrt [16, 17, 15]. Durch
den Vergleich von Expressionsprofilen mittels DNA-Microarrays erscheint eine Identifika-
tion derjenigen Gene, die fiir den ,Defekt” verantwortlich sind, moglich. Diese Versuche

konnten zu einem weitergehenden Versténdnis der Veranderungen im mikrovaskuldren
Endothel bei der Pathogenese der CED fiihren.
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Anhang A

Rohdaten der

DNA-Microarrayuntersuchung

A.1 Hochregulierte bzw. angeschaltete Gene

A.1.1 Nach Stimulation mit TNF-«a tiber vier bzw. 24 Stunden in
HIMEC und HMEC-1 hochregulierte Gene

Tabelle A.1: Durch Stimulation mit TNF-« nach 4 Std. und 24 Std. in sowohl HIMEC als auch
HMEC-1 hochregulierte Gene

| Genbezeichnung | HIMEC 4h [ p (4h) [ HIMEC 24h | p (24h) | HMEC 4h | HMEC 24h
selectin E (endothelial adhesion molecule 1) 82,52 1,56E+4-07 23,36 0,001 7,691 A
vascular cell adhesion molecule 1 24,41 0,007 22,54 0,007 69,22 50,88
chemokine (C-X-C motif) ligand 5 21,55 0,018 11,01 14,52
intercellular adhesion molecule 1 (CD54), 12,55 0,004 13,17 0,004 22,13 13,44
human rhinovirus receptor
intercellular adhesion molecule 1 (CD54), 11,27 0,002 11,67 0,001 22,07 17,4
human rhinovirus receptor
matrix metalloproteinase 10 (stromelysin 2) 4,33 0,092 11,56 0,010 20,6 A 12,28 A
interleukin 8 15,32 0,015 11,22 0,022 120,8 A 85,14 A
lymphotoxin beta (TNF superfamily, mem- 14,42 0,009 9,53 0,013 8,662 A
ber 3)
interleukin 8 11,32 0,012 9,02 0,017 111,4 A 69,9 A
intercellular adhesion molecule 1 (CD54), 7,13 0,002 8,82 0,005 17,42 A 9,283 A
human rhinovirus receptor
superoxide dismutase 2, mitochondrial 5,87 0,002 8,51 6,89E-+07 18,68 22,48
tumor necrosis factor, alpha-induced protein 11,08 3,42E-+07 8,33 3,32E-+07 27,26 15,14
3
GTP cyclohydrolase 1 (dopa-responsive dys- 14,43 5,17TE+07 8,24 8,63E+07 7,65 4,51
tonia)
superoxide dismutase 2, mitochondrial 6,19 0,007 8,09 0,003 16,08 16,32
TNF-induced protein 30,31 1,63E4-07 8,03 6,60E+07 4,96
chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melano- 7,92 0,010 7,75 0,014 20,65 A 15,71 A
ma growth stimulating activity, alpha)
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Tabelle A.1: Hochregulation in HIMEC und HMEC-1 (Forts.)

Gen HIMEC 4h | p (4h) HIMEC 24h | p (24h) HMEC 4h | HMEC 24h
CD74 antigen (invariant polypeptide of 7,75 0,002 12,17 A
major histocompatibility complex, class II

antigen-associated)

tumor necrosis factor, alpha-induced protein 15,73 5,87E-+09 7,7 1,30E+08 19,37 5,52

2

interleukin 15 6,42 0,011 6,45 0,007 3,54 3,19
guanylate binding protein 1, interferon- 12,62 0,002 6,15 0,006 10,79 6,01
inducible, 67kDa

Wilms’ tumour 1l-associating protein 4,96 4,86E4-07 5,76 1,77TE4-07 4,33

TNFAIP3 interacting protein 1 4,63 0,002 5,64 0,001 8,67 5,65
Wilms’ tumour 1l-associating protein 5,12 6,25E+07 5,07 7,50E+07 5,95

cathepsin S 5,01 2,56E+07 | 3,08 10,46
interferon regulatory factor 1 6,3 1,48E4-07 4,9 2,05E+07 5,29

G protein-coupled receptor 56 5,8 0,012 4,87 0,012 3,33

guanylate binding protein 1, interferon- 10,89 5,96E-+07 4,87 5,66E-+07 11,1 6,34
inducible, 67kDa

natural killer cell transcript 4 4,81 0,002 48,81 A 76,64 A
nuclear factor of kappa light polypeptide ge- 5,89 0,005 4,77 0,008 9,63 8,17

ne enhancer in B-cells inhibitor, alpha

tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6,93 0,003 4,7 0,001 12,22 A 6,541 A
3

major histocompatibility complex, class I, C 4,64 0,012 3,76
H2A histone family, member O 4,47 0,004 5
hypothetical protein MGC5618 4,42 0,002 4,38 0,001 13,49 11,61
receptor-interacting serine-threonine kinase 8,38 0,003 4,31 0,030 6,507 A

2

hypothetical protein FLJ11259 3,16 0,004 4,27 0,001 4,18 3,42
basement membrane-induced gene 4,12 0,002 3,05
EH-domain containing 1 5,44 0,005 4,12 0,003 5,78

lectin, galactoside-binding, soluble, 9 (galec- 4,01 1,82E+07 27,68 A
tin 9)

colony stimulating factor 1 (macrophage) 4,72 0,002 3,97 0,004 3,97 3,14
major histocompatibility complex, class I, F 3,92 0,004 3,03
TNF-induced protein 11,73 0,003 3,9 0,003 3,94

nuclear factor of kappa light polypeptide ge- 5,1 0,001 3,83 0,007 7,95 6,58

ne enhancer in B-cells 2 (p49/p100)

3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A 3,82 9,20E-+08 4,19
synthase 1 (soluble)

interferon, alpha-inducible protein (clone 3,68 0,067 3,67 8,43
IFI-15K)

receptor-interacting serine-threonine kinase 4,5 0,004 3,41 0,010 7,1

2

EH-domain containing 1 5,95 3,69E 107 | 3,22 0,004 4,65

hypothetical protein FLJ20035 3,22 0,019 7,12
Major histocompatibility complex, class I, J 3,21 0,005 3,38
(pseudogene)

nuclear factor of kappa light polypeptide ge- 3,15 4,43E407 3,78 3,03

ne enhancer in B-cells inhibitor, epsilon

activating transcription factor 3 8,93 6,58E+07 3,08 0,009 3,17

ATPase, Ca++ transporting, plasma mem- 3,57 0,068 3,02 0,115 4,29

brane 1

chemokine (C-C motif) ligand 8 8,144 A 0,038 34,5 A 29,82 A
phospholipase A1 member A 24,38 A 0,001 11,66 A
interferon-induced protein 35 5,205 A 0,009 5,45
TNF receptor-associated factor 1 19,07 A 5,07E+08 13,64 A 3,08E+08 21,26 A 10,94 A
growth factor receptor-bound protein 10 3,51 0,001 3,2

chemokine (C-C motif) ligand 20 75,4 0,024 37,44 A 0,041 66,7 A 48,93 A
chemokine (C-X-C motif) ligand 10 7,38 A 0,039 35,93 A 52,06 A
chemokine (C-C motif) ligand 5 5,289 A 0,005 27,72 A 7,75E-++07 29,38 A
hypothetical protein FLJ21079 5,911 A 0,068 5,01

jun B proto-oncogene 3,08 0,027 3,09 3,15
EH-domain containing 1 3,83 9,66E-+07 3,63

SAM domain and HD domain 1 5,304 A 0,024 4,06
peptide transporter 3 33,61 A 7, TTE+07 5,89
CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 3,59 0,004 7,52 5,15
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Tabelle A.1: Hochregulation in HIMEC und HMEC-1 (Forts.)

Gen HIMEC 4h | p (4h) HIMEC 24h | p (24h) HMEC 4h | HMEC 24h
chemokine (C-X-C motif) ligand 2 9,506 A 0,002 16,11 A 0,003 19,26 A 11,02 A
chemokine (C-C motif) ligand 5 29,09 A 0,024 118,6 A 0,008 15,33 A 94,33 A
bone marrow stromal cell antigen 2 27,45 A 0,016 29,78 A
matrix metalloproteinase 1 (interstitial col- 53,24 A 0,005 12,45 A 24,57 A
lagenase)

myxovirus (influenza virus) resistance 1, 10,43 A 0,044 7,3 21,3
interferon-inducible protein p78 (mouse)

chemokine (C-X-C motif) ligand 11 7.663 A 0,079 56,66 A 0,010 6,773 A 29,68 A
tripartite motif-containing 14 5,096 A 0,005 3,42
CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 3,65 0,008 8,74 5,34
chemokine (C-X-C motif) ligand 11 28,52 A 0,003 8,967 A 27,81 A
mitogen-activated protein kinase kinase 4,15 0,006 3,7 3,26
kinase 5

interferon, gamma-inducible protein 30 15,3 A 6,26E-+07 4,87
Down syndrome critical region gene 1 5,37 0,003 3,11

hypothetical protein DKFZp434J037 3,56 0,017 4,94 3,43
phosphoprotein regulated by mitogenic pa- 3,28 0,141 6,76 4,25
thways

hypothetical protein FLJ90005 3,94 0,011 4,03

chemokine (C-X-C motif) ligand 3 14,73 A 5,44E+07 21,05 A 2,04E+09 19,45 A

interferon stimulated gene 20kDa 18,77 A 0,009 54,65 A 0,003 10,45 A 26,21 A
tumor necrosis factor receptor superfamily, 6,152 A 0,009 3,2
member 9

baculoviral IAP repeat-containing 3 20,08 A 0,011 15,13 A 0,016 12,9 A 8,268 A
EH-domain containing 1 8,186 A 0,052 5,868 A 0,093 3,97

LIM domain protein 7,849 A 0,015 6,99 A 0,016 9,373 A

zinc finger homeobox 1b 17,01 A 0,071 12,48 A 0,082 3,43

complement component 1, r subcomponent 13,14 A 4,26E4-07 3,71
complement component 1, s subcomponent 23,48 A 0,001 21,07 A
tumor necrosis factor receptor superfamily, 10,27 A 0,053 9,129 A 0,059 316,8 A 98,01 A
member 11b (osteoprotegerin)

baculoviral IAP repeat-containing 2 3,91 5,46E-+07 3,19

interferon stimulated gene 20kDa 7,658 A 5,16E+07 7,286 A
chemokine (C-X-C motif) ligand 5 134,1 A 0,004 22,11 A 29,21 A

A.1.2 Nach Stimulation mit TNF-« uber vier bzw. 24 Stunden
nur in HIMEC hochregulierte Gene

Tabelle A.2: Durch Stimulation mit TNF-« nach 4 Std. und 24 Std. nur in HIMEC hochregu-

lierte Gene

| Genbezeichnung HIMEC 4h [ p (4h) | HIMEC 24h | p (24h) |
G protein-coupled receptor 12,24 0,001 8,33 0,002
chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 10,2 0,037 9,95 0,013
follistatin-like 3 (secreted glycoprotein) 9,24 2,83E+07
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and 8,96 0,069 7,5 0,110
cyclooxygenase)
Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp586D1122 (from clone 6,62 5,35E+407
DKFZp586D1122)
Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp586D1122 (from clone 5,69 9,46E+-08
DKFZp586D1122)
KIAA0084 protein 5,64 6,25E407 4,3 4,01E4-07
retinal degeneration B beta 5,6 0,003
cysteine and glycine-rich protein 2 5,57 0,031 3,26 0,083
bone morphogenetic protein 2 5,57 0,025
bone morphogenetic protein 2 5,17 0,028
palladin 4,81 0,020
KIAA0692 protein 4,76 6,57E+408
chemokine (C-X-C motif) ligand 6 (granulocyte chemotactic protein 2) 4,75 0,041 10,21 0,0319
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Tabelle A.2: Hochregulation nur in HIMEC (Forts.)

Gen HIMEC 4h | p (4h) HIMEC 24h | p (24h)
Homo sapiens cDNA FLJ25677 fis, clone TST04054 4,71 0,005

proline-serine-threonine phosphatase interacting protein 2 4,59 0,002 7,86 0,001
guanylate binding protein 2, interferon-inducible 4,54 0,003

monocyte to macrophage differentiation-associated 4,52 0,005

zinc finger protein RINZF 4,49 0,005

mitogen inducible 2 4,24 5,67TE407

KIAA0692 protein 4,21 0,001

poliovirus receptor 4,11 0,001

Nijmegen breakage syndrome 1 (nibrin) 3,85 0,001 5,25 2,57TE+07
MO25 protein 3,84 0,003

phospholipase A2, group IVA (cytosolic, calcium-dependent) 3,82 0,041 5,16 0,036
CD58 antigen, (lymphocyte function-associated antigen 3) 3,7 6,86E+07

mitogen-activated protein kinase kinase 3 3,67 0,002

WW45 protein 3,64 0,006

nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 1 3,62 0,022

CCAAT /enhancer binding protein (C/EBP), delta 3,56 0,060 3,13 0,104
hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1 3,54 0,026

glutaredoxin (thioltransferase) 3,53 2,63E+07

protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit A (PR 65), beta 3,47 0,006

isoform

NK3 transcription factor related, locus 1 (Drosophila) 3,42 2,40E407 4,75 6,38E+407
human immunodeficiency virus type I enhancer binding protein 2 3,41 0,021

RAB27A, member RAS oncogene family 3,36 0,003

palladin 3,35 0,066

palladin 3,35 0,033

pannexin 1 3,29 0,010

CD58 antigen, (lymphocyte function-associated antigen 3) 3,28 8,562E+08

CD58 antigen, (lymphocyte function-associated antigen 3) 3,28 0,003

cysteine and glycine-rich protein 2 3,26 0,017

CD83 antigen (activated B lymphocytes, immunoglobulin superfamily) 3,25 0,008

jagged 1 (Alagille syndrome) 3,23 0,013

Nijmegen breakage syndrome 1 (nibrin) 3,22 0,002 4,24 1,42E407
human immunodeficiency virus type I enhancer binding protein 2 3,18 0,003

DKFZP586N0721 protein 3,17 2,42E+407

cytoplasmic linker 2 3,16 0,002

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 6 3,13 0,004

protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit A (PR 65), beta 3,12 0,001

isoform

guanylate cyclase 1, soluble, beta 3 3,1 0,003

mitogen inducible 2 3,09 6,39E407

exostoses (multiple) 1 3,08 0,006

dishevelled associated activator of morphogenesis 1 3,07 0,068

erythrocyte membrane protein band 4.1-like 3 3,04 0,060

E3 ubiquitin ligase SMURF2 3,03 0,043

hypothetical protein FLJ20234 3,41 2,78E-+07
tumor protein p63 3,89 0,004
Nijmegen breakage syndrome 1 (nibrin) 4,2 0,004
likely ortholog of mouse mitochondrial solute carrier protein 9,58 A 0,045
ATPase, Na+ /K+ transporting, beta 1 polypeptide 3,68 0,086
leukocyte specific transcript 1 42,09 A 0,001
Human metallothionein-If gene (hMT-If) 3,79 0,007
acetylcholinesterase (YT blood group) 8,24 A 0,003
uridine monophosphate kinase 3,01 0,012
chromosome 1 open reading frame 24 7,74 4,53E407
LPS-induced TNF-alpha factor 14,34 A 0,015 14,02 A 0,025
gamma-glutamyl hydrolase (conjugase, folylpolygammaglutamyl hydrolase) 5,08 0,026
S100 calcium binding protein All (calgizzarin) 5,86 0,013
basic helix-loop-helix domain containing, class B, 2 12,563 A 0,087 15,73 A 0,037
major histocompatibility complex, class I, B [BLAST] 3,28 0,003
Homo sapiens, Similar to RNA helicase-related protein, clone MGC:9246 3,41 0,006
IMAGE:3892441, mRNA, complete cds

interleukin 3 receptor, alpha (low affinity) 12,49 A 0,004 21,62 A 0,002
cathepsin H 3,68 0,007
major histocompatibility complex, class I, B 3,31 0,013
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Tabelle A.2: Hochregulation nur in HIMEC (Forts.)

Gen HIMEC 4h p (4h) HIMEC 24h p (24h)
HSPCO037 protein 6,09 A 0,168
KIAA1199 protein 5,03 A 0,073
leukocyte specific transcript 1 31,49 A 0,001
B-cell CLL/lymphoma 3 10,78 A 8,18E+07 9,351 A 5,88E+07
hypothetical protein LOC57333 3,4 0,016
adenylate kinase 3 3,21 0,033
MCM5 minichromosome maintenance deficient 5, cell division cycle 46 (S. 6,407 A 0,104
cerevisiae)

leukocyte specific transcript 1 21,21 A 0,002
insulin induced gene 1 3,28 0,012
musculin (activated B-cell factor-1) 6,148 A 0,011
sarcospan (Kras oncogene-associated gene) 5,282 A 0,028
synaptogyrin 3 5,356 A 0,091 5,813 A 0,062
Nijmegen breakage syndrome 1 (nibrin) 3,17 0,001
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 6b, decoy 5,118 A 0,006
proteoglycan 1, secretory granule 5,64 0,026
acetylcholinesterase (YT blood group) 7,429 A 0,004
transgelin 2 3,3 0,019
tumor protein p63 6,534 A 0,023
mevalonate (diphospho) decarboxylase 5,828 A 0,070
hypothetical protein FLJ10357 5,457 A 0,021
Homo sapiens metallothionein 1H-like protein mRNA, complete cds 3,563 0,010
fatty-acid-Coenzyme A ligase, long-chain 3 3,18 0,008
Notch homolog 2 (Drosophila) 3,34 0,041
cathepsin S 4,83 0,005
Epstein-Barr virus induced gene 3 14,77 A 0,009 44,28 A 0,003
butyrophilin, subfamily 3, member A3 5,41 A 0,019 8,562 A 0,006
colony stimulating factor 2 receptor, beta, low-affinity (granulocyte- 6,03 0,015
macrophage)

hypothetical protein FLJ20220 9,543 A 0,005 16,77 A 0,002
major histocompatibility complex, class I, F 3,56 0,005
tumor suppressing subtransferable candidate 3 5,38 0,019
leukocyte specific transcript 1 35,07 A 0,001
hypothetical protein MAC30 4,6 0,007
caspase 1, apoptosis-related cysteine protease (interleukin 1, beta, conver- 5,6 1,47E4-07
tase)

colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage) 38,13 A 0,005 20,61 A 0,005
cytochrome b-5 3,26 0,007
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9 7,441 A 0,003
synaptojanin 2 8,055 A 0,047
basement membrane-induced gene 3,57 9,6 TE407
CD44 antigen (homing function and Indian blood group system) 4,16 0,003
Homo sapiens cDNA: FLJ23105 fis, clone LNGO07677 7,862 A 0,060
lysyl oxidase-like 2 14,41 A 0,007
proteoglycan 1, secretory granule 8,37 0,012
heme oxygenase (decycling) 1 3,2 0,011
butyrophilin, subfamily 3, member A3 3,39 0,002
butyrophilin, subfamily 3, member A3 4,59 0,002
hypothetical protein FLJ22167 3,68 0,005
caspase 1, apoptosis-related cysteine protease (interleukin 1, beta, conver- 5,21 4,81E407
tase)

caspase 1, apoptosis-related cysteine protease (interleukin 1, beta, conver- 6,07 3,44E4-07
tase)

insulin induced gene 1 4,38 0,001
putative mitochondrial solute carrier 6,135 A 0,004 5,917 A 0,005
caspase 1, apoptosis-related cysteine protease (interleukin 1, beta, conver- 4,15 3,04E4-07
tase)

leukocyte specific transcript 1 38,69 A 0,001
LPS-induced TNF-alpha factor 7,942 A 0,046 6,244 A 0,068
chloride intracellular channel 2 12,39 A 0,029
interleukin 15 7,977 A 0,004 7,378 A 0,004
metallothionein 1X 4,26 0,005
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 9 (large multifunctio- 7,97 4,27TE4+07
nal protease 2)

CD44 antigen (homing function and Indian blood group system) 4,03 0,081
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Tabelle A.2: Hochregulation nur in HIMEC (Forts.)

Gen HIMEC 4h p (4h) HIMEC 24h p (24h)
ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide 4,57 0,187
solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 3 7,142 A 0,007
chromosome 1 open reading frame 24 12,62 A 0,006
7-dehydrocholesterol reductase 3,15 0,002
proteasome (prosome, macropain) activator subunit 2 (PA28 beta) 4,94 5,73E+07
chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 16,42 A 0,014 20,33 A 0,005
lysyl oxidase-like 2 4,93 0,012
fatty acid desaturase 2 3,81 0,003
sequestosome 1 3,39 9,93E+07
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 8 (large multifunctio- 7,077 A 0,039

nal protease 7)

GTP-binding protein 15,7 A 1,15E407 5,316 A 0,003
sterol-C4-methyl oxidase-like 3,12 0,003
leukocyte specific transcript 1 11,56 A 0,002
solute carrier family 21 (organic anion transporter), member 9 6,622 A 0,005
lanosterol synthase (2,3-oxidosqualene-lanosterol cyclase) 3,42 0,002

A.1.3 Nach Stimulation mit TNF-« iliber vier bzw. 24 Stunden
nur in HMEC-1 hochregulierte Gene

Tabelle A.3: Durch Stimulation mit TNF-« nach 4 Std. und 24 Std. nur in HMEC-1 hochre-

gulierte Gene

l Genbezeichnung ‘ HMEC 4h HMEC 24h
chemokine (C-C motif) ligand 2 18,64 18,97
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor type 1), 17,91 11,57
member 1
chromosome 8 open reading frame 4 12,5 4,01
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor type 1), 11,42 8,01
member 1
follistatin 7,84 3,11
transforming growth factor, beta 2 6,9 3,48
pentaxin-related gene, rapidly induced by IL-1 beta 6,82 4,12
ephrin-A1l 6,8 3,16
vascular endothelial growth factor C 6,64 6,99
jagged 1 (Alagille syndrome) 6,39
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 7 6,28 3,9
hypothetical protein FLJ20986 6,04
enhancer of filamentation 1 (cas-like docking; Crk-associated substrate related) 5,9
2’-5’-oligoadenylate synthetase-like 5,83 10,55
interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 5,77 11,78
EH-domain containing 1 5,56
retinoic acid- and interferon-inducible protein (58kD) 5,5 4,29
cylindromatosis (turban tumor syndrome) 5,43 3,19
lysyl oxidase 5,35 5,42
interferon-induced protein 44 5,28 15,69
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10 5,22 6,79
Homo sapiens CD44 isoform RC (CD44) mRNA, complete cds 5,17 3,49
interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 4 5,01 6,29
plasminogen activator, urokinase receptor 5 5,37
transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP) 4,99 6,56
transforming growth factor, beta 2 4,85
diphtheria toxin receptor (heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor) 4,72 3,43
human immunodeficiency virus type I enhancer binding protein 1 4,68
KIAA0062 protein 4,52
BMP-2 inducible kinase 4,49
ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 1 4,38
uridine phosphorylase 4,32
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Tabelle A.3: Hochregulation nur in HMEC-1 (Forts.)

Gen HMEC 4h HMEC 24h
neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4-like 4,27

hypothetical protein FLJ20073 4,22 4,52
lysyl oxidase 4,13 4,75
2’,5’-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa 4,11 12,18
interleukin 6 (interferon, beta 2) 4,07 3,81
H.sapiens mRNA for HMGI-C protein [BLAST] 4,05

immediate early response 3 4,02 3,52
jagged 1 (Alagille syndrome) 3,92

v-jun sarcoma virus 17 oncogene homolog (avian) 3,91

solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y-+ system), member 1 3,9

endothelial cell-specific molecule 1 3,85

LIM domain protein 3,83

v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F (avian) 3,8 3,52
tubulin, beta polypeptide 3,77 3,33
hypothetical protein FLJ20986 3,77

CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 3,71 3,21
tissue factor pathway inhibitor 2 3,64
glutamine-fructose-6-phosphate transaminase 2 3,64

CD47 antigen (Rh-related antigen, integrin-associated signal transducer) 3,62 4,34
core promoter element binding protein 3,62

ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 1 3,6

prostaglandin E receptor 4 (subtype EP4) 3,58 5,01
dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis) 3,58 3,28
core promoter element binding protein 3,57

cytochrome P450, subfamily I (dioxin-inducible), polypeptide 1 (glaucoma 3, primary infantile) 3,54

BH3 interacting domain death agonist 3,51
thrombospondin 1 3,49

mesenchyme homeo box 2 (growth arrest-specific homeo box) 3,49

hypothetical protein FLJ23548 3,49

tissue factor pathway inhibitor 2 3,45

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor type 1), 3,44

member 2

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 12 3,44
UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, polypeptide 1 3,42

deleted in lymphocytic leukemia, 2 3,41

pre-B-cell colony-enhancing factor 3,4

SPRY domain-containing SOCS box protein SSB-1 3,37

cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 3,31 3,13
transforming growth factor, beta 2 3,3

dual specificity phosphatase 6 3,3

inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 2 3,28

cysteine knot superfamily 1, BMP antagonist 1 3,27

GLI pathogenesis-related 1 (glioma) 3,26

CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 3,24

tripartite motif-containing 16 3,23 3,33
CD44 antigen (homing function and Indian blood group system) 3,21
dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated kinase 2 3,18

TGFB inducible early growth response 3,15
apolipoprotein L, 3 3,14

ras homolog gene family, member E 3,13

neuropilin 2 3,12 5,62
signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa 3,11 10,82
solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter, member 7 3,11

KIAA1046 protein 3,07

neuron navigator 2 3,05

KIAA1053 protein 3,05

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1 (p105) 3,04

FOS-like antigen 1 3,04

MAD, mothers against decapentaplegic homolog 3 (Drosophila) 3,03
thrombospondin 1 3,01
2’-5’-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa 4,27
neuregulin 1 10,3 A

tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6 9,326 A
dihydropyrimidinase-like 3 4,3
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Tabelle A.3: Hochregulation nur in HMEC-1 (Forts.)

Gen HMEC 4h HMEC 24h
2’-5’-oligoadenylate synthetase 3, 100kDa 6,31
hypothetical protein MGC34648 10,73
signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa 4,52
interferon, alpha-inducible protein (clone IFI-6-16) 3,8
B-cell CLL/lymphoma 2 14,32 A

proteolipid protein 1 (Pelizaeus-Merzbacher disease, spastic paraplegia 2, uncomplicated) 7,982 A
BCL2-related protein Al 108,7 A

interferon regulatory factor 7 6,31
protein kinase C, alpha 7,852 A

ceruloplasmin (ferroxidase) 662,2 A
tripartite motif-containing 22 7,44
v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B, nuclear factor of kappa light polypeptide 7,117 A 5,186 A
gene enhancer in B-cells 3 (avian)

HIV-1 Tat interactive protein 2, 30kDa 3,87
signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa 3,99
protocadherin 8 9,516 A

cyclin-E binding protein 1 7,1
chromosome 1 open reading frame 29 488,2 A
2’,5’-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa 8,28
laminin, gamma 2 8,179 A
TNF receptor-associated factor 4 7,023 A
H2B histone family, member T 3,15
HLA-G histocompatibility antigen, class I, G 3,07
signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa 3,59
leucine aminopeptidase 3 3,22
interferon, alpha-inducible protein 27 36,53
hypothetical protein FLJ20637 14,4 A
hypothetical protein PRO2893 6,19 A

T cell receptor alpha locus 23,7 A

Homo sapiens T-cell receptor alpha delta locus from bases 250472 to 501670 (section 2 of 5) of 7,009 A
the Complete Nucleotide Sequence

CD44 antigen (homing function and Indian blood group system) 13,64 A

Homo sapiens mRNA; ¢cDNA DKFZp586D0522 (from clone DKFZp586D0522) 23,55 A

LIM domain protein 8,202 A

ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat gene, X chromosome 7,497 A

GATA binding protein 6 5,432 A

p53-regulated apoptosis-inducing protein 1 9,627 A

neurofibromin 1 (neurofibromatosis, von Recklinghausen disease, Watson disease) 21,23 A

melanoma differentiation associated protein-5 7,857 A 15,25 A
28kD interferon responsive protein 13,83 A
ubiquitin specific protease 18 9,095 A
ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1 5,062 A
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 18 7,621 A

superoxide dismutase 2, mitochondrial 7,619 A

phospholipid scramblase 1 4,39
2’-5’-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa 13,29
protein kinase, interferon-inducible double stranded RNA dependent 3,63
RABY9, member RAS oncogene family, pseudogene 1 [BLAST] 14,39 A
multimerin 5,925 A
leukemia inhibitory factor (cholinergic differentiation factor) 41,86 A 17,37 A
nuclear antigen Sp100 3,44
fibroblast growth factor 5 8,113 A

testicular soluble adenylyl cyclase 16,17 A

asparagine synthetase 3,17
adaptor-related protein complex 1, mu 1 subunit 3,59
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 4 (tax-transcriptionally activated glycoprotein 5,677 A 9,532 A
1, 34kDa)

tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10 3,88
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b (osteoprotegerin) 21,65 A

matrix metalloproteinase 12 (macrophage elastase) 6,357 A
ubiquitin-conjugating enzyme E2L 6 3,33
KIAA1053 protein 6,093 A

hypothetical protein PRO2214 3,34
signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa 3,52
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Tabelle A.3: Hochregulation nur in HMEC-1 (Forts.)

Gen HMEC 4h HMEC 24h
A kinase (PRKA) anchor protein 7 5,079 A

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 2 (p49/p100) 12,65 A 9,878 A
phospholipid scramblase 1 3,18
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 15 5,88 A

Ras-induced senescence 1 6,715 A

tumor necrosis factor, alpha-induced protein 2 7,647 A

transporter 2, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP) 3,66
Integrin associated protein 3,2
lysosomal-associated membrane protein 3 6,48
glycoprotein A repetitions predominant 5,027 A

Nuclease sensitive element binding protein 1 23,87 A
XIAP associated factor-1 8,46 A
Vipirin 35,9 A
myxovirus (influenza virus) resistance 2 (mouse) 25,26 A
solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 6 5,569 A

lipase, endothelial 7,269 A

Homo sapiens cDNA FLJ39071 fis, clone NT2RP7015789, highly similar to Zinc finger protein 267 3,06
LIM protein (similar to rat protein kinase C-binding enigma) 6,595 A

diphtheria toxin receptor (heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor) 6,16 A

lymphocyte antigen 6 complex, locus E 4,06
ubiquitin D 90,46 A 213,3 A
claudin 1 18,69 A
phosphoribosylglycinamide formyltransferase, phosphoribosylglycinamide synthetase, phosphori- 3,22
bosylaminoimidazole synthetase

fibroblast growth factor 5 6,325 A

nuclear antigen Sp100 3,26
tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6 42,86 A 11,36 A
interleukin 1, beta 6,066 A 5,762 A
RNA helicase 7,62 A 9,955 A
muscle, skeletal, receptor tyrosine kinase 5,378 A

tenascin C (hexabrachion) 17,19 A 7,676 A
FLN29 gene product 8,221 A
2’-5’-oligoadenylate synthetase-like 4,9
methyl-CpG binding domain protein 2 9,335 A 5,694 A
inhibin, beta A (activin A, activin AB alpha polypeptide) 5,551 A

programmed death ligand 2 21,21 A 18,28 A
Homo sapiens clone 24739 mRNA sequence 15,41 A

interleukin 7 22,19 A
hypothetical protein MGC34648 8,55
intersectin 1 (SH3 domain protein) 3,23
interleukin 1, beta 7,913 A 8,042 A
Kruppel-associated box protein 5,838 A
insulin-like growth factor binding protein 5 6,916 A 7,155 A
insulin-like growth factor binding protein 5 9,022 A 10,45 A

A.2 Herunterregulierte bzw. ausgeschaltete Gene

A.2.1 Nach Stimulation mit TNF-« iiber vier bzw. 24 Stunden in
HIMEC und HMEC-1 herunterregulierte Gene

Tabelle A.4: Durch Stimulation mit TNF-« nach 4 Std. und 24 Std. in sowohl HIMEC als auch
HMEC-1 herunterregulierte Gene

| Genbezeichnung | HIMEC 4h [ p (4¢h) [ HIMEC 24h | p (24h) | HMEC 4h | HMEC 24h
coxsackie virus and adenovirus receptor 3,346999884 0,002082 5,462999821 0,0005652 5,012000084
T-box 1 9,013999939 0,009611 4,997000217 0,00784 3,65199995
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Tabelle A.4: Herunterregulation in HIMEC und HMEC-1 (Forts.)

formation inhibitor)

Gen HIMEC 4h p (4h) HIMEC 24h p (24h) HMEC 4h HMEC 24h
inhibitor of DNA binding 1, dominant nega- 4,386000156 0,01546 7,703000069
tive helix-loop-helix protein

programmed cell death 4 (neoplastic trans- 3,247999907 0,009244 3,282999992

A.2.2 Nach Stimulation mit TNF-«

nur in HIMEC herunterregulierte Gene

uber vier bzw. 24 Stunden

Tabelle A.5: Durch Stimulation mit TNF-« nach 4 Std. und 24 Std. nur in HIMEC herunter-

regulierte Gene

[ Genbezeichnung HIMEC 4h | p (4h) | HIMEC 24h [ p (24h) |
hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 2 10,46000004 0,001624
follistatin 8,774999619 0,01169
semaphorin 3C 8,548000336 0,041540001
doublecortin and CaM kinase-like 1 7,638000011 0,0001397
KIAA0644 gene product 4,929999828 0,03452 7,02699995 0,009811
progesterone receptor membrane component 2 3,325000048 0,002837 6,06799984 0,005247
cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2) 5,889999866 0,0009057
hypothetical protein FLJ10970 7,506999969 0,001358 5,56400013 0,001716
selenoprotein P, plasma, 1 5,449999809 0,02052
peroxisome proliferative activated receptor, gamma 5,441999912 0,005454
microfibrillar-associated protein 3-like 5,198999882 0,0002442
Arg/Abl-interacting protein ArgBP2 5,18900013 0,02142
KIAAQ0960 protein [BLAST] 5,177000046 0,00635
transmembrane 4 superfamily member 10 5,072999954 0,009533
nidogen (enactin) 4,980000019 0,0002159
follistatin 4,769999981 0,019619999
growth hormone receptor 4,278999805 0,002571
endomucin 4,032000065 0,021989999
serine/threonine kinase 38 like 3,993999958 6,205E-05
nidogen (enactin) 3,914000034 0,008151
butyrylcholinesterase 3,861000061 0,043019999
leptin receptor 3,644999981 4,161E-05
transient receptor potential cation channel, subfamily C, member 6 3,608999968 0,009286
tissue factor pathway inhibitor (lipoprotein-associated coagulation inhibi- 3,562000036 0,025760001
tor)

BTB (POZ) domain containing 3 3,546999931 0,04685
Kv channel interacting protein 1 3,546000004 0,01412
CTD (carboxy-terminal domain, RNA polymerase II, polypeptide A) small 3,407999992 0,01416
phosphatase-like

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 10 3,364000082 0,02722
programmed cell death 4 (neoplastic transformation inhibitor) 3,292000055 0,004319
chromosome 14 open reading frame 116 3,28399992 0,000115
progesterone receptor membrane component 2 3,230000019 0,00892
chondroitin betal,4 N-acetylgalactosaminyltransferase 3,214999914 0,04005
fat-like cadherin FATJ 3,198999882 0,01226
I-mfa domain-containing protein 3,127000093 0,01119
similar to KIAA0393 protein 3,117000103 0,001772
MADS box transcription enhancer factor 2, polypeptide C (myocyte enhan- 3,09800005 0,01437
cer factor 2C)

very low density lipoprotein receptor 3,085999966 0,009527
calcineurin A alpha 3,078000069 0,001001
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 4 3,068000078 0,003113
paternally expressed 10 3,055999994 0,006873
paternally expressed 10 3,053999901 0,001054
transforming growth factor beta 1 induced transcript 4 3,051000118 0,02832
macrophage expressed gene 1 4,868000031 0,006307
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Tabelle A.5: Herunterregulation nur in HIMEC (Forts.)

Gen HIMEC 4h | p (4h) HIMEC 24h | p (24h)
tripartite motif-containing 16 4,040999889 0,007073

gap junction protein, alpha 4, 37kDa (connexin 37) 3,862999916 | 0,006723 15,890A 0,02217
homeo box D1 3,413000107 0,008306

B cell RAG associated protein 3,256000042 0,01223

LDL receptor adaptor protein 3,128000021 0,02438

nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 3 3,085000038 0,002754

UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,3-galactosyltransferase, polypeptide 2 3,072000027 0,002618 19,040 A 0,03111

gap junction protein, alpha 4, 37kDa (connexin 37) 29,469 A 0,01568
carbonic anhydrase IV 21,309 A 0,004546
cytochrome b reductase 1 15,619 A 0,001483
chromosome 2 open reading frame 23 11,239 A 0,01424
v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog (avian) 6,843 A 0,046530001 9,102 A 0,0451
receptor (calcitonin) activity modifying protein 2 8,104 A 0,046730001
nitric oxide synthase 3 (endothelial cell) 7,590 A 0,0001644
LDL receptor adaptor protein 7,335 A 0,016890001 7,408 A 0,01877
cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2) 7,349 A 0,002885
cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2) 7,111 A 0,023460001
cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2) 5,947 A 0,001683
olfactomedin-like 3 5,627 A 0,001566
v-myc myelocytomatosis viral related oncogene, neuroblastoma derived (avi- 5,165 A 0,029449999
an)

KIAA0644 gene product 5,144 A 0,001491
hypothetical protein CG003 5,879 A 0,000213

A.2.3 Nach Stimulation mit TNF-«a tiber vier bzw. 24 Stunden

nur in HMEC-1 herunterregulierte Gene

Tabelle A.6: Durch Stimulation mit TNF-a nach 4 Std. und 24 Std. nur in HMEC-1 herunter-

regulierte Gene

l Genbezeichnung HMEC 4h HMEC 24h
CUG triplet repeat, RNA binding protein 2 34,720 A
lethal giant larvae homolog 2 (Drosophila) 20,670 A
CDNA FLJ14019 fis, clone HEMBA1002503 13,920 A
brain-specific angiogenesis inhibitor 2 13,359 A
zinc finger protein 516 12,800 A
nuclear receptor subfamily 2, group C, member 1 10,865 A
ribosomal protein L7 10,840 A
loss of heterozygosity, 11, chromosomal region 2, gene A 9,312 A
Homo sapiens cDNA FLJ11556 fis, clone HEMBA1003079 9,734 A 9,003 A
chromosome 19 open reading frame 2 8,618 A
CD163 antigen 7,429 A
complement component 5 7,385 A
TYRO3 protein tyrosine kinase 6,024 A
leucine rich repeat containing 1 5,981 A
hypoxia inducible factor 3, alpha subunit 5,616 A
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 17 5,350 A
vesicle-associated membrane protein 1 (synaptobrevin 1) 5,034 A
ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 8 5,627
biglycan 5,330
tetratricopeptide repeat domain 3 3,986
TAF6-like RNA polymerase II, p300/CBP-associated factor (PCAF)-associated factor, 65kDa 3,927
erythrocyte membrane protein band 4.1 like 5 3,908
glutathione peroxidase 3 (plasma) 3,805
glutathione peroxidase 3 (plasma) 3,737
small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N 3,723
dynamin 1 3,579
amphoterin induced gene 2 3,505
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Tabelle A.6: Herunterregulation nur in HMEC-1 (Forts.)

Gen HMEC 4h HMEC 24h
biglycan 3,475
mesoderm specific transcript homolog (mouse) 3,381
junction plakoglobin 3,183
mitochondrial tumor suppressor 1 4,016 3,178
secretory carrier membrane protein 1 3,083
KIAA0657 protein 3,068
coiled-coil domain containing 2 41,150 A
chromosome 5 open reading frame 4 15,810 A

thymus high mobility group box protein TOX 15,319 A

adenosine deaminase, RNA-specific, Bl (RED1 homolog rat) 10,970 A
ubiquitin-conjugating enzyme E2D 1 (UBC4/5 homolog, yeast) 10,789 A

homeo box Al 10,779 A

tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11 9,859 A
BRAF35/HDAC2 complex (80 kDa) 9,251 A
amyotrophic lateral sclerosis 2 (juvenile) chromosome region, candidate 8 9,027 A

fibroblast growth factor 7 (keratinocyte growth factor) 8,569 A
sushi-repeat-containing protein, X-linked 2 7,849 A

v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog 7,306 A

transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 1 7,268 A

histone 1, H2bk 6,317 A

EH-domain containing 3 6,265 A

stoned B-like factor 5,848 A

islet cell autoantigen 1, 69kDa 5,712 A

HLA-B associated transcript 1 5,632 A
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D (AU-rich element RNA binding protein 1, 37kDa) 5,242 A

X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 2 5,184 A

zinc finger protein 211 5,019 A

ankyrin repeat domain 10 5,182

chromosome 20 open reading frame 172 4,580

KIAA0738 gene product 4,429

mitochondrial tumor suppressor 1 4,259
DKFZP586A0522 protein 3,989

tribbles homolog 2 (Drosophila) 3,847

KIAAO0738 gene product 3,773

frizzled homolog 2 (Drosophila) 3,689

hypothetical protein MGC13024 3,597

pleckstrin homology-like domain, family A, member 1 3,490

homeo box D4 3,481

mitochondrial tumor suppressor 1 3,416

ralA binding protein 1 3,358

ferrochelatase (protoporphyria) 3,253

transcription factor Dp-2 (E2F dimerization partner 2) 3,188

nuclear receptor coactivator 1 3,184

CDC-like kinase 1 3,158

sphingomyelin phosphodiesterase, acid-like 3A 3,133

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 6 3,084

erythropoietin receptor 3,042
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Anhang B

Lebenslauf

Name
Geburtstag, -ort
Eltern

Schule

Wehrdienst

Studium

Approbation
z.7t.

Moritz Kebschull, Zahnarzt

05. September 1978 in Miinster (Westf.)

Dres. med. dent. Nicola und Gert Kebschull, Zahnérzte

1985 — 1989 Josefschule 33442 Herzebrock

1989 — 1998 Einstein-Gymnasium 33378 Rheda-Wiedenbriick
Juni 1998 Abitur ebendort (Notendurchschnitt 1,0)

Juli 1998 — April 1999 als Sanitétssoldat beim 1. Deutsch-
Niederlandischen Korps in Coesfeld und Miinster

SS 1999 — WS 2003/2004 Studium der Zahnmedizin an der
WWU Miinster

seit WS 1999,/2000 Mitglied der Fachschaft Zahnmedizin, des
Studierendenparlaments der WWU, seit SS 2000 (stellv.) Mit-
glied des FBR Medizin

WS 1999/2000 naturwiss. Vorpriifung (,,gut)

ab WS 2000 Stipendiat der Konrad-Adenauer-Stiftung, St.
Augustin

SS 2001 zahnérztl. Vorpriifung (,sehr gut®)

Marz/April 2003 Studienaufenthalt an der Tokyo Ikashika
Daigaku, Tokyo, Japan

28. Juni 2004 zahnérztliche Priifung (,sehr gut®)

29. Juni 2004

Weiterbildung im Fach Parodontologie
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