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Zusammenfassung
Erhohte Induzierbarkeit von IFN-y in peripheren CD8+ Lymphozyten durch
Kokultur mit intestinalen Epithelzellen bei Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen

Stefan Liitke Brintrup

In dieser Arbeit wurden die zelluliren Wechselwirkungen zwischen intestinalen
Epithelzellen und PBMCs (engl.: peripheral blood mononuclear cells) von Patienten
mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen im Vergleich zu denen von
gesunden Kontrollen untersucht. Gearbeitet wurde mit einem Kokultur-Modell, in
welchem neben einer Monokultur von PBMCs eine Koinkubation von PBMCs mit
Zellen der Caco-2-Zellinie in Multiwell-Kultur-Platten erfolgte. Mit dem Verfahren
der Durchflulzytometrie wurde die intrazelluldre Zytokinexpression von IL-4 und
IFN-y in CD4+ und CD8+ Lymphozyten erfasst. In die Arbeit wurden 12 Patienten
mit Morbus Crohn, 15 Patienten mit Colitis ulcerosa und 10 gesunde Kontrollen
eingeschlossen. Im Gegensatz zu den gesunden Kontrollen wurde nach 24-stiindiger
Koinkubation mit Caco-2-Zellen ein signifikanter Anstieg IFN-y-produzierender
CD8+ Zellen bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
festgestellt. Die beobachteten Wechselwirkungen zwischen PBMCs und intestinalen
Epithelzellen scheinen dabei durch MHC-Oberflichenmolekiile der Klasse I
vermittelt zu werden. Auf CD4+ Lymphozyten hatte der epitheliale Stimulus keinen
Effekt. CD8+ Lymphozyten von Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen — auch in inaktiven Krankheitsstadien — zeigten eine erhohte

Induzierbarkeit fiir IFN-y nach Kokultur mit intestinalen Epithelzellen.
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Einleitung

Der Oberbegriff ,,chronisch entziindliche Darmerkrankungen® (CED) umfasst
die beiden Entititen Colitis wulcerosa und Morbus Crohn. Sie sind
gekennzeichnet durch eine  dauerhafte, sich selbst unterhaltende
Entziindungsreaktion unbekannter Ursache, die, in der Regel schubweise
auftretend, dauerhaft zu narbigen Destruktionen der Darmwand und zu einer
erhohten Inzidenz von Darmneoplasien fiihrt. Des weiteren ist bekannt, dass eine
Vielzahl von extraintestinalen Krankheitsmanifestationen an den Organen Haut
(z.B. Pyoderma gangraenosum, Erythema nodosum), Augen (Uveitis,
Episkleritis), Gelenken (Arthritis, ankylosierende Spondylitis), Leber (z.B.
primir sclerosierende Cholangitis) und Urogenitaltrakt (entziindliche Stenosen)
mit dem Auftreten chronisch entziindlicher Darmerkrankungen assoziiert ist.
Hinzu kommen Sekundérfolgen der Patienten, die mit dem Auftreten von
Komplikationen wie Absorptionsstorungen, Darmfisteln, -stenosen, anorektalen
Fisteln, Cholesterin-Gallensteinen und Oxalat-Nierensteinen vergesellschaftet
sind. Einen Anspruch auf Vollstindigkeit nicht erhebend soll an dieser Stelle
lediglich auf die Vielgestaltigkeit der beiden Erkrankungen hingewiesen werden,
die die Vermutung plausibel erscheinen ldsst, es handele sich hierbei nicht nur
um ein lokales Entziindungsgeschehen, sondern vielmehr um einen systemisches
immunpathologisches Phianomen. Die Erstmanifestation beider Erkrankungen
kann grundsitzlich in jedem Alter auftreten, am héaufigsten ist sie jedoch
zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr. Der Morbus Crohn ist dabei durch ein
segmentales, diskontinuierliches Befallsmuster unter Einbeziehung der gesamten
Darmwand gekennzeichnet. Er kann sich im gesamten Gastrointestinaltrakt
manifestieren, wobei bevorzugt das terminale Ileum betroffen ist, eine Tatsache,
die 1932 Crohn, Ginsberg und Oppenheimer veranlasste, die Erkrankung als
Ileitis terminalis zu beschreiben. Histologisch finden sich hier massive Infiltrate
mononukledrer Zellen in allen Schichten der Darmwand mit Auftreten von
epitheloidzelligen Granulomen und mehrkernigen Riesenzellen sowie eine
Hyperplasie angrenzender lymphatischer Strukturen. Typisch sind ferner auch

gastrale Metaplasien im Diinndarm. Makroskopisch werden die Befunde als



aphtése Schleimhautldsionen mit Strikturen und Stenosen des Darmrohres und
als sogenanntes ,Kopfsteinpflasterrelief (hervorgerufen durch fissurale
Ulzerationen im Wechsel mit Vorwolbungen entziindeter Schleimhautareale)
beschrieben. Im Gegensatz dazu befillt die Colitis ulcerosa ausschlieBlich das
Kolon, und zwar unter kontinuierlicher Ausbreitung der Entziindung vom
Anorektum aus nach proximal. Wilks und Moxon beschrieben 1875 erstmals die
Colitis ulcerosa als ein eigenstindiges Krankheitsbild, welches vorwiegend die
Mukosa und Submukosa betraf. Auch das terminale Ileum kann, als sogenannte
Back-wash-Ileitis, mit betroffen sein. Histologische Hauptmerkmale sind
Kryptenabszesse und Epitheldysplasien sowie ein progredienter Verlust an
Becherzellen. Eine Infiltration der Darmwand mit mononukledren Zellen bleibt
bei der Colitis ulcerosa weitestgehend auf Mukosa und Submukosa beschrénkt.
Makroskopisch imponiert eine hyperdmische, Odematdse Schleimhaut von
gelockerter Struktur, die leicht zu Kontaktblutungen neigt. Es finden sich
Erosionen und Ulzerationen der Schleimhaut die im Verlauf der Erkrankung zu
einem Verlust des Schleimhautreliefs fiihren. Das Nebeneinander von
Schleimhautulzerationen und stehen gebliebenen, 6dematds geschwollenen
Schleimhautinseln fiihrt zum Bild der sogenannten Pseudopolypen. Der narbige
Umbau des entziindeten Gewebes verursacht auf Dauer eine Zerstdrung der
Kryptenarchitektur und eine Verkiirzung des Darmrohres mit Verlust der
natiirlichen Haustrierung.

Im Fokus wissenschaftlichen Interesses stehen derzeit vor allem genetische und
immunologische Mechanismen sowie die Bedeutung von Umwelteinfliissen bei
der Atiologie und Pathogenese der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen.

Dabei konnten eine Entziindung initiierende Faktoren bei Patienten mit gestorter
Immunregulation  die  Vorraussetzung  fiir  eine  chronifizierende
Entziindungsreaktion sein. Als solche initiierenden Faktoren werden so z.B. eine
Infektion mit pathogenenen Keimen (in Betracht gezogen werden
Mycobacterium paratuberculosis, Listeria monocytogenes, das Masernvirus
sowie abnorme E.coli-Stimme), eine defekte Schrankenfunktion der Darmwand
oder eine pathologische Immunantwort gegeniiber der kommensalen Darmflora

vermutet.



Hinweise fiir die Bedeutung von Umweltfaktoren lieferten epidemiologische
Daten, die eine ansteigende Inzidenz dieser Erkrankungen im Zuge der
zunehmenden Industrialisierung beschrieben (23). Auch konnte beobachtet
werden, dass das Risiko, innerhalb einer Population an Morbus Crohn oder
Colitis ulcerosa zu erkranken, sich mit dem Umzug in eine neue Umgebung
andert (86). Mehrfach beschrieben sind ebenso die Einfliisse des Rauchens und
der Erndhrung als Risikofaktoren fiir das Auftreten von Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa. Die Rolle der genetischen Prédisposition unterstreichen
Zwillingsuntersuchungen und Studien, die eine gehédufte Prdvalenz von
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen innerhalb von Familien aufzeigen
(63, 101). Eine Anzahl von Arbeiten beschéftigte sich mit der Assoziation
genetischer Marker mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen. So konnten
bisher teils negative, teils positive Korrelationen von HLA-Antigenen und
Allelen von IL-1 receptor antagonist, TNF-a, [CAM-1 und Komplementfaktoren
mit den beiden Krankheitsentititen festgestellt werden. Bemiihungen, fiir die
Atiopathogenese der chronisch entziindlichen Erkrankungen direkt oder indirekt
verantwortliche Genloci zu identifizieren, blieben lange ohne nennenswerten
Erfolg (2). Mit der Entdeckung des NOD2-Gens wurde erstmalig ein Genlocus
identifiziert, dessen Mutation offenbar direkt mit der Entstehung eines Morbus
Crohn-artigen Krankheitsbildes zusammenhingt (33). Das Produkt dieses Gens
scheint dabei durch Vermittlung von Signalen bakterieller Produkte an die
Wirtszelle die natiirliche Immunantwort auf Bakterien zu verdndern. Die NOD2-
Mutation korreliert offensichtlich mit einem strikturierenden Phénotyp mit
Befall des Diinndarms (1, 20, 47).

Neben epidemiologischen Befunden und den FErgebnissen genetischer
Assoziationsstudien bestehen Hinweise auf eine gestorte Immunregulation bei
Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen. Zum einen entdeckte
man, dass in der Mukosa von Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen in Abhéngigkeit vom Auspridgungsgrad der Entziindung eine
deutliche Zunahme von Plasmazellen vorlag. Insbesondere dominierte hierbei
der Typ der Immunglobulin G produzierenden Zellen. Bei der Colitis ulcerosa

herrschte dabei eine Zunahme der Immunglobulin-Klasse IgG1, bei dem Morbus



Crohn eine Zunahme der Immunglobulin-Klasse 1gG2 vor. Andererseits konnte
eine, durch die defizitdire Expression der J-Kette bedingte, verringerte
Produktion von IgA, dem Hauptimmunglobulin der externen Sekretion,
festgestellt werden. In aktiv entziindeten Herden lag dabei ein Uberwiegen des
IgA1-Subtyps vor. Die Bedeutung dieses Immunglobulin-Klassen-Shifts wird
deutlich, wenn man sich vor Augen fiihrt, dass IgG im Gegensatz zu IgA in der
Lage ist, Komplement zu aktivieren, NK-Zellen zu besetzen und Phagozyten zu
aktivieren. Ein weiteres immunologisches Phdnomen bei chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen liegt in dem Vorliegen spezifischer (Auto)-
Antikorper, liber deren Krankheits-auslosende Bedeutung allerdings gestritten
wird, zumal eine positive Korrelation der entsprechenden Antikorper-Titer mit
der Krankheits-Aktivitdit hdufig fehlt. Die am héufigsten beschriebene
Autoantikorper-Klasse bei den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ist
sicherlich die der anti-neutrophilen cytoplasmatischen Antikérper (ANCASs), vor
allem mit perinukledrem Verteilungsmuster (pANCAs). Die Privalenz dieser
Autoantikorper liegt bei der Colitis ulcerosa bei ca. 80 % und ist sogar noch
hoher bei Patienten mit einer primér sclerosierenden Cholangitis. Dabei scheinen
Patienten mit nachweisbarem pANCA-Titer besonders schwere Verlaufsformen
zu entwickeln. Eine Krankheits-Spezifitit liegt bei den pANCA’s allerdings
ebenso wenig vor wie bei den ebenfalls bei der Colitis ulcerosa beschriebenen
Autoantikdrpern gegen das Kolonepithel-Protein gp 185 oder bestimmten
Tropomyosin-Isoformen. Auch wurde {iber Fille von antierythrozytdren
Autoantikorpern sowohl bei Morbus Crohn- als auch bei Colitis ulcerosa-
Patienten berichtet. Spezifische Antikorperbildung wurde dagegen bei Morbus
Crohn mit den Antikdrpern gegen Saccharomyces cerevisiae und Antikorpern
gegen Pankreassekret beschrieben (90). Ist eine direkt aggressive Wirkung der
Antikorper auch nicht immer nachweisbar, so ist mit ihrem Auftreten doch eine
Aktivierung des Komplementsystems verbunden. Ahrenstedt et al. konnten eine
gesteigerte Produktion von Komplementfaktoren im Diinndarm von Morbus
Crohn-Patienten feststellen. Zur Pathologie des humoralen Immunsystems treten
offensichtlich auch pathologische Phidnomene beziiglich der zelluldren

Immunitdt. Kontrovers diskutiert wird, ob Unterschiede im Verhéltnis von CD4+



zu CD8+ Lymphozyten im peripheren Blut zwischen Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen und gesunden Kontrollen existieren. Hierbei
widersprechen sich Arbeiten, die einen verminderten Anteil an CD4+ Zellen
postulieren und Arbeiten, die keinen Unterschied im Verteilungsmuster
unterschiedlicher Lymphozyten-Populationen feststellen konnten. Andererseits
gilt als gesichert, dass eine Aktivierung der Lymphozyten des peripheren Blutes
von Morbus Crohn-Patienten proportional zur Krankheitsaktivitat vorliegt, wie
an dem Anteil der T9-Antigen tragenden Lymphozyten und anderer frither
Aktivierungs-Parameter ersichtlich (64, 77). Eine Anzahl von Studien
dokumentiert ferner eine von der Norm abweichende Zusammensetzung der T-
Lymphozyten im GALT (gut-associated lymphoid tissue), welches sich aus
Peyer-Plaques, intraepithelialen Lymphozyten (IELs) und den diffus verteilten,
primidren Immunzellen der Lamina propria (Lamina-propria-Lymphozyten;
LPLs) zusammensetzt (24). Zum einen weisen diese Zellen, ebenso wie die
Lymphozyten aus dem peripheren Blut, erhohte Aktivierungs-Parameter auf,
zum anderen zeigen sie ein verdndertes Verhéltnis von CD4+ zu CD8+ Zellen
und ein verdndertes Rekrutierungsverhalten CD 8-assoziierter T-Zell-
Rezeptoren. Einer Arbeit von James et al. zufolge unterscheiden sich die
Populationen der Lymphozyten in der Lamina propria von denen des peripheren
Blutes durch einen erhohten Anteil von CD4+ Leu-8- Lymphozyten unter den
LPLs. Dieser Zelltyp zeichnet sich verantwortlich fiir eine Aktivierung von B-
Lymphozyten (35). Ein weiterer zellgebundener Krankheits-auslosender
Mechanismus besteht moglicherweise in der Aktivitit zytotoxischer T-Zellen
und natiirlicher Killer (NK-) Zellen. Dabei existieren auf der einen Seite
Arbeiten, die eine Konditionierung peripherer mononukledrer Zellen auf Kolon-
Epithelzellen - sei es spontan, sei es durch Aktivierung mittels aus den Seren
von Patienten gewonnener Lipopolysaccharide oder IgM-Fraktionen — -
beschreiben. Auf der anderen Seite wird iiber eine verminderte Aktivitdt von
NK-Zellen bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen berichtet. Auch die
Zellen der unspezifischen Immunitit, namentlich Makrophagen und neutrophile
Granulozyten, weisen ein verdndertes Verhalten bei chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen auf. Sowohl Morbus Crohn- als auch Colitis ulcerosa-
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Patienten weisen eine leichtgradige Monozytose auf. Diese Ergebnisse gehen
mit der Beobachtung gehduften Auftretens frisch rekrutierter Monozyten in
geschidigter Mukosa einher. Ebenso zeigten szintigraphische Untersuchungen
an Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen mit radioaktiv
markierten Monozyten und neutrophilen Granulozyten ein gesteigertes
Migrationsverhalten dieser Zellen in die Darmwand. Dieses Phdnomen konnte
durch eine erhohte Expression von Adhédsionsmolekiilen wie ICAM-1
(intercellular adhesion molecule 1) auf Endothelzellen in der Darmmukosa und
dessen korrespondierenden Rezeptor CD11a auf Monozyten, wie in einer Studie
von Malizia et al. beschrieben, begriindet sein. Diesen Beobachtungen stehen
Arbeiten gegeniiber, die liber ein vermindertes Migrationsverhalten neutrophiler
Granulozyten in der Haut von Patienten mit Morbus Crohn und iiber eine
Malfunktion derselben beziiglich ihres Sauerstoff-Metabolismus und ihrer
Konzentration an Superoxid-Dismutase berichten (einen Uberblick iiber die
Forschungsergebnisse der letzten Jahre vermitteln 12, 25, 85, 88).

Ein zunehmendes Augenmerk in der Erforschung der Atiologie und Pathogenese
der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen gilt derzeit der Bedeutung der
Zytokine. Insbesondere scheint eine Dysregulation in der Balance zwischen pro-
und antiinflammatorischen Zellen und den von ihnen produzierten ldslichen
Mediatoren ein wichtiges Element in der multifaktoriellen Pathogenese der
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen darzustellen. Dabei entstand in den
vergangenen Jahren das Konzept von Polarititen einer Immunantwort, die sich
durch das Vorliegen zweier Phinotypen von CD4+ T-Helferzellen (Th-Zellen)
und CDS8+ zytotoxischen T-Zellen (Tc-Zellen) unterscheiden. Demzufolge
produzieren Thl/Tcl-Zellen proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-2
(IL-2), Interferon gamma (IFN-y) und Tumor Necrosis Factor 3 (TNF-f), die
Makrophagen und andere Antigen-prasentierende Zellen aktivieren und eine
allergische Reaktion vom verzégerten Typ initiieren. Im Gegensatz dazu
produzieren Th2/Tc2-Zellen antiinflammatorische Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-
10 und IL-13, die fiir eine humorale Antikérper-Antwort, insbesondere durch
IgE, verantwortlich sind und eine Aktivierung von Makrophagen inhibieren (80,

81).
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Trotz widerspriichlicher Aussagen von Studien im Bezug auf die Expression
dieser immunregulatorischen Zytokine in der entziindeten intestinalen Mukosa,
scheint die Immunantwort bei Morbus Crohn von einer Thl-, und bei Colitis
Ulcerosa von einer Th2-Reaktion geprigt zu sein. So finden sich im Falle des
Morbus Crohn erhohte Zytokin-Level von IFN-y, IL-2, TNF-a und IL-12 und im
Falle der Colitis Ulcerosa eine gesteigerte Sekretion von IL-4, IL-5, und IL-10
(68, 72, 84). Ferner deuten experimentelle Daten aus Maus-Modellen darauf hin,
dass eine einzige Abweichung vom Gleichgewicht der pro- und
antiinflammatorischen Zytokine zu erheblichen Verdnderungen in der
Immunantwort und somit zu entziindlichen Reaktionen fithren kann (30, 34).
Eine Schliisselrolle in der Unterscheidung zwischen Th/Tcl und Th/Tc2 —Zellen
kommt dabei der Produktion von den sich in reziproker Weise beeinflussenden
Zytokinen IFN-y und IL-4 zu, die sich in der Wirkung dieser beiden Zytokine
widerspiegelt.

So steigert IFN-y die Expression von Major Histocompatibility Complex -
Molekiilen der Klasse II (MHC II) auf Makrophagen, B-Lymphozyten,
dendritischen, endothelialen, mesenchymalen und epithelialen Zellen, was zu
einer erhohten Antigen-Prisentation durch eben diese fiihrt (84). Auch an der
monozytiren Differenzierung promyelotischer Zellen scheint IFN-y
synergistisch mit anderen Faktoren beteiligt zu sein (21). Insbesondere scheint
ein Effekt von IFN-y auf intestinale Epithelzellen vorzuliegen; unter Einwirkung
von IFN-y kommt es zu einer vermehrten Expression von Rezeptoren fiir
proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNF-a (26 und 67), als auch
zu einer gestorten epithelialen Transportfunktion. Zusammen mit TNF-a scheint
IFN-y sogar direkt eine zytotoxische Wirkung auf Epithelzellen auszuiiben,
welches sich u.a. durch eine gesteigerte Permeabilitdt der tight junctions des
Epithelverbandes duBlert (22, 26, 51, 54). Dies wire beispielsweise durch eine
Erhohung der Sensibilitit der Epithelzellen auf Apoptose induzierende Faktoren
durch eine IFN-y vermittelte Expressionssteigerung der proatoptotischen
Protease Caspase-1 erkldrbar, wie es O’Conell et al. zeigen konnten (61).

Neueren Studienergebnissen zufolge sind mdglicherweise reziproke Wirkungen
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von IFN-y und Transforming Growth Factor beta (TGF-p) fiir das Auftreten von
Entziindungsreaktionen in der intestinalen Mukosa verantwortlich (93).

Als klassischer Vertreter der antiinflammatorischen Zytokine moduliert IL-4 das
Wachstum und die Differenzierung einer Reihe von Zelltypen; so ist IL-4 im
Sinne eines autokrinen Wachstumsfaktors in der Lage, die Differenzierung von
CD4+ T-Lymphozyten in die Richtung von IL-4 produzierenden Th2-Zellen zu
beeinflussen (34, 59, 95), wohingegen Lymphozyten vom Thl-Phénotyp in
Gegenwart von IL-4 in ihrer Proliferation gehemmt werden (69). Bei
therapeutischer Anwendung im Maus-Modell senkt IL-4 die Konzentration von
IFN-y in Serum und Kolongewebe und die Aktivitit der Myeloperoxidase sowie
der induzierbaren Nitrit-Oxid Synthase II (NOS II) im distalen Kolon. Diese
Enzymhemmung vermindert das Ausmall von Gewebedestruktionen durch
schidigende Agenzien wie freien Sauerstoffradikalen und Nitrit-Oxid (29). Ein
negativer Effekt auf die IL-2 und IFN-y-Produktion konnte auch in in-vitro
Versuchen mit stimulierten T-Lymphozyten beobachtet werden (97). In
peripheren mononukledren Zellen (PBMCs) vermag IL-4 die gesteigerte
Produktion von vascular endothelial growth factor (VEGF) bei Patienten mit
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen zu unterdriicken (28). Als potenter
Wachstumsfaktor fiir B-Lymphozyten wurde IL-4 zunidchst als B-cell
stimulating factor 1 (BSF-1) identifiziert (60), der sich an selbigen insbesondere
fir die IgE - und IgGl - Produktion durch ein Switching der
Immunglobulinklassen als auch fiir eine Induktion von MHC II-Molekiilen
verantwortlich zeigt. Ebenso nimmt IL-4 auch Einfluss auf Stromazellen und
hidmatopoetische Stammzellen des Knochenmarks (69). IL-4 inhibiert
dosisabhdngig die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1f3
und TNF-a, steigert das Verhiltnis von IL-1 Rezeptor Antagonist zu IL-1f3 (IL-
Ira/IL-1B) und induziert die Expression des Mannose-Rezeptors auf
Makrophagen - ein Molekiil das fiir die Makrophagen-gebundene Immunabwehr
von Bedeutung ist - wenngleich auch diese Wirkungen im Rahmen von
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen vermindert erscheinen (45, 87). Bei
intestinalen Epithelzellen reduziert das Hinzufiigen von IL-4 die Produktion von

monocyte-chemoattracting protein-1 (MCP-1); ein Chemokin mit aktivierenden
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und chemotaktischen Eigenschaften auf Monozyten, dem eine wesentliche Rolle
im Entziindungsgeschehen der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
zugeschrieben wird (44).

Intestinale Epithelzellen dienen jedoch in dem Netzwerk immunologischer
Interaktionen nicht nur als Ziel von durch Leukozyten exprimierten Effektoren;
vielmehr zeigen neue Erkenntnisse, dass die Epithelzellen neben ihrer
Schranken-, Sekretions- und Absorptionsfunktion eine Reihe immunologischer
Eigenschaften besitzen, eine zentrale Rolle bei der Regulierung sowohl der
angeborenen als auch der erworbenen Immunitit einnehmen und ein wichtiges
Moment im Bezug auf die Auslosung und Unterhaltung einer
Entziindungsreaktion darstellen koénnten (einen Uberblick vermitteln 17 und
39). Neben der Produktion von MCP-1 sind intestinale Epithelzellen unter
Einwirkung verschiedener Zytokine oder Lipopolysaccharide (LPS) ebenso eine
Quelle von proinflammatorischen Chemo- und Zytokinen wie granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), IL-1, IL-6 und IL-8 (31, 38,
50, 78, 83, 89 und 92). Insbesondere scheinen Epithelzellen unter dem Einfluss
von invasiven Bakterien eine Reihe von Zytokinen zu exprimieren, was auf ihre
Rolle als immunologische Schildwidchter im Falle einer Infiltration der
Darmwand durch Bakterien schlieen ldsst (38). Des weiteren setzen Kolon-
Epithelzellen Mediatoren wie Eicosanoide und TGF-B frei, die neben
immunregulatorischen Eigenschaften eine wichtige Rolle in der Differenzierung
und Karzinogenese von Darmepithel zu spielen scheinen. (3, 46, 75 und 79). Li
Y et al. konnten zeigen, dass eine Kokultur von intestinalen Epithelzellen mit T-
Zellen aus peripherem Blut von Gesunden zu einer T-Zell-Proliferation und
Tyrosin-Phosphorylierung von p56Ick, einer Proteinkinase, die mit dem CDS-
Molekiil auf T-Lymphozyten assoziiert ist, fiihrt (48) Dass fiir diese T-Zell-
Aktivierung hauptverantwortlich ein 180-kD Glykoprotein (gp 180), ein Ligand
auf der Oberfldche von Darmepithelzellen, ist, demonstrierten Yio et al. (104).
Weiterhin exprimieren Darmepithelzellen MHC II-Antigene, deren Produktion
im entziindeten Darm hochreguliert wird (53 und 91). Konsequenterweise sind
diese Zellen auch zum Antigen-Processing und deren Prisentation in der Lage

und sind somit an der Regulation der Immunantwort durch mukosale T-Zellen
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beteiligt (9, 65). Des weiteren beschreiben einige Studien einen Einfluss von
Darmepithelzellen auf Proliferation wund Zytokinproduktion von T-
Lymphozyten, deren Aussagen sich bislang allerdings zum Teil noch erheblich
widersprechen. So stellten Joseph et al. einen stimulierenden Effekt von
Epithelzellen auf Lamina propria T-Lymphozyten (LPTs) fest, der allerdings bei
Lymphozyten von an Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa erkrankten Patienten
vermindert sei (36). Demgegeniiber fanden andere Studien einen negativen
Effekt von Darmepithelzellen auf die CD3-vermittelte Proliferation und
Zytokinproduktion von T-Lymphozyten (53). Ob dieses Phidnomen durch
Zellmembran-Bestandteile der Epithelzellen oder durch 16sliche Faktoren
vermittelt wird, und ob es sich nur auf intestinale intraepitheliale Lymphozyten
oder auch auf Lymphozyten des peripheren Blutes erstreckt, ist unter diesen
Studien allerdings strittig (18 und 103).

T-Lymphozyten vermogen ihrerseits - neben der bereits erwédhnten
Einflussnahme durch die von ihnen produzierten Zytokine IL-4 und IFN-y - eine
Reihe von Wirkungen auf die Darmepithelzellen zu entfalten. So konnte
nachgewiesen werden, dass Wechselwirkungen zwischen T-Lymphozyten und
Monozyten zellphysiologische FEigenschaften wie Elektrolyttransport und
Schrankenfunktion des Darmepithels verdndern konnen (54). Es ist bekannt,
dass T-Lymphozyten und deren Zytokine, die im Falle der chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen vermehrt gebildet werden (74), die mukosale
Immunantwort regulieren, in dem sie beispielsweise stimulierend auf die
Epithelproliferation und die Expression von MHC-Antigenen wirken, und die
sekretorische Aktivitdt von Epithelzellen zu verdndern vermdgen (25, 39, 50, 68,
72 und 84). Werden die aus Mukosa gewonnenen IELs in vitro zuriick auf eine
Monolayer-Kultur von Darmepithelzellen gegeben, verdndern die durch die
Kokulturbedingungen freigesetzten loslichen Faktoren den Elektrolyttransport
und die Schrankenfunktion von Darmepithelzellen (40). Des weiteren fordern
IELs, die den yd -T-Zellrezeptor (TCR) tragen, das Wachstum von
Darmepithelien, indem sie keratinocyte growth factor sezernieren (11).
Zusammenfassend scheint demzufolge also eine fein abgestimmte bidirektionale

Einflussnahme von Epithelzellen auf T-Lymphozyten und vice versa von grof3er
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Bedeutung fiir eine intakte Immunititslage der Darmwand sowie fiir die

Auslésung und Unterhaltung einer Entziindungsreaktion zu sein.
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Zielsetzung der Arbeit

Intention dieser Arbeit war es, vier zum Teil aufeinander aufbauende

Fragestellungen zu beantworten:

1. Gibt es eine wechselseitige Einflussnahme von T-Lymphozyten und
Darmepithelzellen, die die T-Lymphozyten zu einer Verdnderung in ihrem
Zytokinprofil veranlasst ?

2. Wenn ja, besteht dieser Effekt in einer Verschiebung des Gleichgewichtes
der T1/T2-Phénotypen bei Th- und/oder Tc-Zellen ?

3. Wird ein etwaiger Effekt durch 16sliche Faktoren oder durch direkte Zell-
Zell-Interaktionen vermittelt ?

4. Im Falle eines gegebenen Effektes auf das Zytokinprofil der T-
Lymphozyten: Ist dieser physiologisch oder krankheitsspezifisch ?

Zur Kldrung dieser Fragen wurde ein Modell entwickelt, welches ermoglichte,

1. den Effekt einer Kokultur von Darmepithelzellen und Lymphozyten auf die
Produktion der Zytokine IL-4 und IFN-y in ihrer Indikatorfunktion fiir die
Unterscheidung von T1/T2-Lymphozyten zu messen und

2. festzustellen, ob eine Verdnderung im Zytokinprofil der Lymphozyten durch

16sliche Faktoren oder durch Zell-Zell- Interaktionen getragen wird.
Gleichzeitig wurde durch Bestimmung der CD-Molekiille 4 und 8 auf den

Zelloberflichen der Lymphozyten eine Differenzierung zwischen Th- und Tc -

Zellen durchgefiihrt.
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3.1

Material und Methoden

Studienpopulation

Fir die Versuche wurden mononukledre Zellen aus peripher-vendsem Blut
(PBMCs) verwendet, die aus dem Blut von einerseits gesunden Freiwilligen und
andererseits von Patienten gewonnen wurden, bei denen ein Morbus Crohn oder
eine Colitis ulcerosa vordiagnostiziert worden war. Bei diesen Patienten wurde
die Krankheitsaktivitit mittels des Rachmilewitz-Index bei Patienten mit Colitis
ulcerosa (76) bzw. mittels des Cohn’s disease activity index (CDAI) bei
Patienten mit Morbus Crohn definiert (7); (siche Tabelle 1). Insgesamt gingen in

die Studie Daten von 15 Patienten mit Colitis ulcerosa, 12 Patienten mit Morbus

Crohn und 10 gesunden Kontrollen ein.

Morbus Crohn Colitis ulcerosa Kontrollen
Minnlich n=6 n=2_§ n=9
Weiblich n=6 n=7 n=1
CDAI/CAI 133 4,83 neg.
Leukozyten; @ 10.200/pl 8.430/ul 6.600/pul
Thrombozyten; @ 380.000/ul 333.000/pl 280/000ul
Hamoglobin; & 13,2 g/dl 13,6 g/dl 13,8 g/dl
CRP; O 2,78 g/dl 1,4 g/dl neg.
Fibrinogen; © 378 mg/dl 461 mg/dl 258 mg/dl
BSGnach 1 h; @ 12,9 mm 14,9 mm 5 mm
extraintestinale Symptome Arthritis: 2 von 12 Arthritis: 1 von 15 0von 10

Fisteln: 1 von 12 Periostitis: 1 von 15

Stomatitis: 1 von 12
Mesalazin 10 von 12 15 von 15 0von 10
Azathioprin 1 von 12 0von 15 0von 10
Kortikosteroide/Budenosid 8 von 12 11 von 15 0von 10

Zwischen 4 und 60 mg

zwischen 7,5 und 35 mg

Tabelle 1: Patienten-Eigenschaften
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3.2

3.2.1

Zellkultur von Darmepithel Zell-Linie Caco-2

Materialien :

Sterilbank (Laminarflow), Unterdruckpumpe, Inkubationsschrank (37°C, 5%
(v/v) CO,, H,O-gesittigte Kammer), Zentrifuge (Beckmann: Radius: 254 mm),
Eppendorf Zentrifuge fiir Microtubes, Warmebad fiir Medien, Kulturflaschen
(250/ 125 ml: Greiner), Zellkulturschalen (Greiner), Mikrotiterplatten,
Pipettenspitzen verschiedener Volumina (Eppendorf), Multipipette, Autopipette
(Eppendorf: Reference), Pasteurpipetten, Glaspipetten (10/20 ml: Greiner),
Autopipetus, Cell Scraper (Costar), Mikroskop (Leica), Neubauer-Zdhlkammer
mit Objekttragerglaschen, Cellcounter, Sterilfilter, 1,5 ml Microtubes (Sarstedt),
15 ml und 50 ml Tubes (Greiner).

Medien :

Das fiir die Caco-2-Zellkultur verwendete Medium setzte sich zusammen aus
MEM-Medium (Dulbecco), supplementiert mit 1% Penicillin/Streptomycin, 1%
NEAA, 1% Glutamin und 10% FCS. Das fir die Kokultur verwendete
Lymphozyten-Medium setzte sich zusammen aus RPMI 1640-Medium (Serva),
supplementiert mit 1% Penicillin/Streptomycin, 1% NEAA, 1% Glutamin und
10% AB-Serum (Serva). PBS-Losung (w/o Ca'', Mg ")(Dulbecco), EDTA-
(Athylendiamin-Tetraessigsiure) (Sigma)/Trypsin-Losung 0,025 %
(v/v)(Boehringer), Ethanol 70%, Trypanblau.

Beschreibung der Caco-2-Zellinie

Bei der fiir die Kokulturen verwendeten Caco-2 Zell-Linie handelt es sich um
menschliche Kolon-Adenokarzinom-Zellen, die primidr von einem Kolon-
Adenokarzinom eines 72-jdhrigen kaukasischen Mannes stammen. Die Zellen,
bezogen von der deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

(DSMZ, Nr.. ACC 169), sind frei von Mycoplasma-Kontamination sowie
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3.2.2

folgenden Viren: EBV, HBV, HLV, HIV, HTLV-1 und HTLV-2.
Immunologisch sind sie Zytokeratin-positiv und negativ beziiglich Desmin,
Endothel, GFAP, Neurofilament sowie Vimentin. Die Zellen weisen ein in der
Multiplex PCR einheitliches DNA-Profil hinsichtlich D1S80, D2S44, D17S30
und ApoB auf.

Die Zell-Linie wurde 1974 von Jorgen Fogh entwickelt und gewann in den
vergangenen Jahren zunehmende Bedeutung in in-vitro Studien iiber die
enterozytidre Funktion und epitheliale Eigenschaften intestinaler Epithelzellen.
Diese Tatsache verdanken sie ihrer Fahigkeit, sich in der Kultur unter
Voraussetzung der Konfluenz (102) spontan und schnell in morphologischer und
funktioneller Hinsicht homogen enterozytir zu differenzieren (37). Dabei
wurden, abgesehen von morphologischen Charakteristika, die Expression von
Biirstensaum-Hydrolasen, anderen Membran-Proteinen sowie sekretorischen
Proteinen, Lipiden und Lipoproteinen untersucht. So zeigte sich, dass
menschliche Kolonkarzinom Zell-Linien dieser Art u.a. TGF-a, TGF-B, EGF
sowie damit verbundene Rezeptoren exprimieren. Neben der Eigenschaft von
Caco-2-Zellen als Transportsystem zu fungieren, demonstrierten Studien diese
Zell-Linien als wertvolles System zur Untersuchung der Mechanismen bei
intestinaler parasitdrer Infektion. Diese Eigenschaften sind umso bedeutsamer,
als dass man sah, dass Versuche, Zell-Linien von normalem Darmepithel
abzuleiten, fehlschlugen (71).

Insgesamt gesehen erschien die Verwendung dieser Zell-Linie als besonders
geeignet zur Untersuchung von Interaktionen zwischen Lymphozyten und

Darmepithel.

Kultivieren und Umsetzen von Caco-2-Zellen

Alle Arbeiten im Bereich der Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen
durchgefiihrt. Die Caco-2-Zellen wuchsen als Monolayer in Zellkulturflaschen
in dem oben beschriebenen Mediumansatz und wurden in H,O geséttigter
Umgebung bei 5% (v/v) CO; und 37°C im Brutschrank inkubiert. Sie

konditionierten ihr Medium und zeigten bei entsprechenden Kulturbedingungen
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3.2.3

ein logarithmisches Wachstum (Verdopplungszeit ca. 80 Stunden). Das
Wachstumsverhalten wurde taglich mikroskopisch kontrolliert, wobei die Farbe
des Mediums, die Morphe der Einzelzellen und die Gesamtkonfluenz beurteilt
wurden.

Vorgehen beim Umsetzen/Splitten der Zellen:

Das Medium aus der Kulturflasche wurde mithilfe der Unterdruckpumpe und
Pasteurpipetten abgesaugt und verworfen. Durch Zugabe und anschlieBendem
Absaugen von 5 ml steriler PBS-Losung (w/o Ca', Mg'") wurde der
Zelldetritus abgespiilt. Die Zellen wurden nach erneuter Zugabe von Sml EDTA-
/Trypsin-Lésung 0,025% (v/v) flir ca.15 Minuten bei 37°C inkubiert. Dieser
Arbeitsschritt diente einerseits der Komplexierung von Ca’™ Ionen, die eine
Desmosomenlockerung durch Ca™ -Entzug erzeugte, und andererseits der
tryptischen Andauung und somit der Ablosung der Zellen. Unter dem Mikroskop
wurde der Zeitpunkt der Ablosung der Zellen vom Flaschenboden und
voneinander bestimmt, worauf die tryptischen Digestion durch Zugabe von 10-
15 ml Medium limitiert wurde. Wenn notwendig, um eine kritische Zeitdauer
des Andauungsprozesses von 15 Minuten nicht zu iiberschreiten, wurden die
Zellen behutsam mechanisch unter Zuhilfenahme eines Cell Scrapers vom
Flaschenboden gelost. Es erfolgte die Aufnahme der Zellen in ein 15ml Tube
und eine Sedimentierung der Zellen mittels der Zentrifuge tiber 5 Minuten bei
30g. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in frischem Medium, das
auf 37°C vorgewdrmt wurde, aufgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen
durch Resuspension vereinzelt und in einer Verdiinnung von 1:6 - 1:10 zur
Ausgangszellzahl mit Medium in neue Kulturflaschen eingebracht, wobei eine
Dichte von ca. 1*10° Zellen/ 80 cm? in 10 ml Medium angestrebt wurde. Hierfiir

war zuvor eine Bestimmung der Zellzahl durch Zellzéhlung notwendig.

Zellzahlung mit der Neubauer-Kammer und definiertes Aussden von

Zellen

Von den vereinzelten und resuspendierten Zellen wurde 1 ml in ein

Reaktionsgefal tiberfiihrt mit Trypanblau 1:10 verdiinnt. Von diesem Volumen
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3.24

33

wurde nach erneuter Resuspension ein Tropfen unter ein Objekttrigerglas
gebracht, das der Neubauer-Kammer auflag. Es wurden 16er Felder ausgezéhlt.
Die Summe der gezédhlten Zellen multipliziert mit Verdiinnungsfaktor und dem
Kammerfaktor (10%) entsprach der Zellzahl/ml. Somit konnte durch Pipettieren
eines bestimmten Volumens des Suspensionsansatzes eine definierte Zellzahl

ausgesdt werden.

Praparieren der Caco-2-Zellen fir die Kokultur

Die Zell-Aufnahme, -Reinigung, und -Zihlung erfolgte nach den in 3.2.2 und
3.2.3 beschriebenen Prinzipien. Fiir die Kokultur wurde die Konzentration der

Zellen auf 4*10°/ml in Lymphozyten-Medium eingestellt.

Praparation von Lymphozyten

Materialien :

Sterilbank (Laminarflow), Unterdruckpumpe, Inkubationsschrank ( 37°C, 5%
(v/v) CO,, H,O-gesittigte Kammer), Zentrifuge (Beckmann: Radius: 254 mm),
Eppendorf Zentrifuge fiir Microtubes, Wérmebad fiir Medien,, Kulturflaschen
(250/ 125 ml: Greiner), Mikrotiterplatten, Pipettenspitzen verschiedener
Volumina (Eppendorf), Multipipette, Autopipette (Eppendorf: Reference),
Pasteurpipetten, Glaspipetten (10/20 ml: Greiner), 5 ml Einwegpipette
(Sarstedt), Autopipetus, Mikroskop (Leica), = Neubauer-Zdahlkammer mit
Objekttragergldschen, Cellcounter, Sterilfilter, 1,5 ml Microtubes (Sarstedt), 15
ml und 50 ml Tubes (Greiner), EDTA-Vollblut von Probanden (aus in der Regel
3 EDTA Blutentnahme-Rohrchen) (Braun).

Medien :

Das verwendete Medium setzte sich zusammen aus RPMI 1640-Medium

(Serva), supplementiert mit 1% Penicillin/Streptomycin, 1% NEAA, 1%
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3.3.1

3.3.2

Glutamin und 10% AB-Serum (Serva). PBS-Losung (w/o Ca',
Mg ")(Dulbecco), Ficoll-Lésung (Dulbecco), Ethanol 70%, Trypanblau.

Praparation von PBMCs

Nach einem Protokoll von Romeu et al. (82) wurden Lymphozyten durch Ficoll-
hypaque Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert. Dazu wurden zunichst 15 ml
Ficoll-Lésung in einem 50 ml Tube vorgelegt, welche mit dem EDTA-Vollblut
behutsam {iberschichtet wurde, so dass eine deutliche Trennung dieser 2 Phasen
bestehen blieb. Anschliefend wurden die verschlossenen Tubes fiir 40 Minuten
bei 1400 rpm (= 1650 x g) zentrifugiert. Der mithilfe der Ficoll-Losung so
erzielte Dichte-Gradient bedingte die Auftrennung des Vollblutes in folgende
Phasen: 1. Zell-Plasma-Suspension, 2. Lympho- und Monozyten (PBMC's =
Interphase), 3. Ficoll-Losung, 4. Erythrozyten und Neutrophile. Im Folgenden
wurde dann — moglichst selektiv - die Interphase abgesaugt, in ein neues 50 ml
Tube tiberfiihrt und hier auf 50 ml mit PBS-Losung aufgefiillt. Es schlossen sich
nun 2 Wasch-Schritte an. Hierfiir wurde jeweils 15 Minuten bei 1200 rpm (=
1500 x g) zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und verworfen. Die PBMCs
wurden anschlieend resuspendiert; beim erstenmal mit 20 ml PBS-Losung und
beim zweitenmal mit 20 ml Medium. Nach dem ersten Wasch-Schritt wurde die
absolute Zellzahl in den 20 ml PBS bestimmt, so dass durch erneute
Zentrifugation, Abnehmen des Uberstandes und Resuspension der Zellen in
einer adiquaten Menge Medium eine gewiinschte Konzentration von 2%*10°

Zellen/ml eingestellt werden konnte.

Reinigung der PBMCs von Monozyten

Um einen storenden FEinfluss von Monozyten auf die untersuchten
wechselseitigen Beziehungen zwischen Lymphozyten und Epithelzellen
weitestgehend zu unterbinden, wurden die PBMCs im Weiteren von Monozyten
gereinigt. Daflir wurden die in Medium resuspendierten PBMCs in

Kulturflaschen ausgesét und fiir drei Stunden in H,O gesittigter Umgebung bei
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3.3.3

5% (v/v) COz und 37°C im Brutschrank inkubiert. Die wéhrend dieser Zeit
stattfindende Depletion und Adhédrenz der Monozyten am Flaschenboden
ermoglichte es, selektiv die nicht adhédrierenden Lymphozyten zusammen mit
dem Medium wieder aufzunehmen respektive mit weiterer PBS-Losung
abzuspiilen. Beim Spiilen des Flaschenbodens wurde darauf geachtet, dass die
eingebrachte PBS-Losung nicht direkt auf den Boden gespritzt wurde, um die
nach dem Abnehmen des Mediums verbleibenden Lymphozyten nur durch
Schwenken der Fliissigkeit in der Kulturflasche zu l6sen und die adhérierenden
Monozyten dort zu belassen. Die in Medium bzw. PBS aufgenommenen
Lymphozyten wurden danach in einem weiteren 50 ml Tube 15 Minuten bei
1200 rpm (= 1500 x g) zentrifugiert und mit 20 ml Medium wieder
resuspendiert. Nachdem die absolute Zellzahl in diesem Volumen durch
Zellzdhlung ermittelt worden war, wurde die Zellkonzentration im Medium
durch erneute Zentrifugation, Abnehmen des Uberstandes und Resuspension in
einer adiquaten Menge Medium auf 2%*10° Zellen/ml eingestellt. Die so
aufgereinigten Lymphozyten hatten einen Reinheitsgrad von mindestens 95%,

wie flowzytometrisch ermittelt werden konnte.

Zellzahlung nach Lymphozyten-Isolierung

Von den resuspendierten Zellen wurden 100 pl in ein Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt
und mit Trypanblau 1:10 verdiinnt. Von diesem Volumen wurde nach erneuter
Resuspension ein Tropfen unter ein Objekttragerglas gebracht, das der
Neubauer-Kammer auflag. Es wurden 16er Felder ausgezihlt. Die Summe der
gezdhlten Zellen multipliziert mit Verdiinnungsfaktor und dem Kammerfaktor
(10%) entsprach der Zellzahl/ml, die absolute Zellzahl somit dieser Konzentration

multipliziert mit der Menge des Ausgangs-Volumens, nimlich 20 ml.
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3.4

Kokultivierung von PBMCs und Caco-2 — Zellen

Materialien :

Sterilbank (Laminarflow), Unterdruckpumpe, Inkubationsschrank ( 37°C, 5%
(v/v) CO,3, H,O-gesittigte Kammer), Zentrifuge (Beckmann: Radius: 254 mm),
Eppendorf Zentrifuge fiir Microtubes, Wérmebad flir Medien, 24-Well-Platten
(Falcon), Kiihlschrank (Bosch), Transwell-Filter (0,4 um, Falcon),
Kulturflaschen (250/125ml:  Greiner), Mikrotiterplatten, Pipettenspitzen
verschiedener Volumina (Eppendorf), Multipipette, Autopipette (Eppendorf:
Reference), Pasteurpipetten, Glaspipetten (10/20 ml: Greiner), 5 ml
Einwegpipette (Sarstedt), Autopipetus, Mikroskop (Leica), Neubauer-
Zahlkammer mit Objekttragergldschen, Cellcounter, Sterilfilter, 1,5 ml
Microtubes (Sarstedt), 15 ml und 50 ml Tubes (Greiner).

Medien :

Es wurde das Lymphozyten-Medium auf RPMI-Basis verwendet.
Stimulationsmix, bestehend aus: 5 ml Medium, S5ul PMA-(Phorbol myristated
acetate) Losung (Serva), in einer Konzentration von lpg/ml DMF, 5ul
Monensin-Losung (Fluka), in einer Konzentration von ImM/ml DMF und 5 pl
Ionomycin-Losung (Serva), in einer Konzentration von 1mM/ml DMF. PFA-
Losung aus 8g PFA (Merck) ad 100 ml PBS, auf pH 7,2 eingestellt. PBS-Lsung
(w/o Ca™", Mg ")(Dulbecco), Ethanol 70%, Trypanblau.
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3.4.1 Anlegen der 4 Kultur-Ansatze

Die in Medium resuspendierten PBMCs wurden zu 1ml, also 2*10° Zellen/Well

in 24-Well-Platten ausgesidt. Die Anzahl der belegten Wells wurde in vier

Sektoren unterteilt, mit denen im einzelnen wie folgt verfahren wurde:

1. Sektor:

2. Sektor:
3. Sektor:

4. Sektor:

Negativkontrolle; die Zellen verblieben unstimuliert in
Monokultur.

Positivkontrolle; Zugabe von 2 pul Pokeweed (PW)-Mitogen/Well
Indirekte Kokultur; getrennt durch einen Transwell-Filter wurden
diesen Ansitzen 2*10° Caco-2-Zellen in 500 pl Medium
hinzugefligt.

Direkte Kontaktkokultur; diesen Ansdtzen wurden 2*10° Caco-2-

Zellen in 500 pl Medium ohne Transwell-Filter hinzugefiigt.

2)

1)
Kulturmedium
PBMCs

a Transwell-Filter
1 Kulturmedium
OOOOQ | Caco-2 Zellen

Kulturmedium +
Pokeweed Mitogen

PBMCs

4)

PBMCs

Kulturmedium

Kokultur
PBMCs / Caco-2 Zellen

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Kokultur-Versuche
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3.4.2

3.4.3

Zellaufnahme, -stimulation und —fixierung aus den 4 Kultur-Ansatzen

Nach 24 Stunden Inkubationszeit in H,O gesittigter Umgebung bei 5% (v/v)
CO, und 37°C im Brutschrank wurden die Transwell-Filter mitsamt den Caco-2-
Zellen von den Ansitzen des 3. Sektors entfernt und verworfen. Die Zellen der 4
Sektoren wurden in vier 15 ml Tubes iiberfiihrt. Daflir wurde zunichst das
Medium mit den darin enthaltenen Zellen abgenommen und in die Tubes
gegeben. Dann wurden die Wells mit 1 ml PBS-Lésung (w/o Cat++, Mg++)
gesplilt und dieses Volumen ebenfalls in die Tubes gegeben. Anschliefend
wurde 15 Minuten bei 1200 rpm (= 1500 x g) zentrifugiert, dann der Uberstand
abgenommen und verworfen und schlieBlich die Zellen mit 500 ml Medium
resuspendiert. Zu den 4 Ansédtzen wurden nun je 500 ml Simulationsmix, der
zuvor gevortext worden war, hinzugegeben. Die Ansédtze wurden danach fiir 4
Stunden inkubiert und dabei alle 15 Minuten zum Schiitteln aus dem Inkubator
geholt. Nach den 4 Stunden wurden die Tubes fiir 15 Minuten bei 1200 rpm (=
1500 x g) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die Zellen in 500 pl
PBS resuspendiert und in 1,5 ml Microtubes iiberfiihrt. Dort wurden ihnen 500
ul PFA-Losung zugesetzt, so dass sich eine PFA-Endkonzentration von 4%
ergab. Nachdem die Ansétze fiir 30 Minuten bei 4°C gekiihlt gelegen hatten,
wurde die PFA-Ldsung nach einer Short-Spin Zentrifugation abgenommen und
die Zellen in PBS resuspendiert. Bis zu ihrer weiteren Verarbeitung wurden die

Zellen dann bei 4°C gelagert.

Ausschluss der IL-12 abhangigen Aktivierung durch Monozyten

Von Makrophagen produziertes IL-12 induziert bei T-Lymphozyten eine
Differenzierung in Richtung einer Typ-1 Reaktion mit IFN-y -Produktion. Um
einen Einfluss von Makrophagen auf diesem Weg auf die Interaktion von T-
Lymphozyten und Darmepithelzellen auszuschlieBen, fiihrten wir Experimente
unter Verwendung von anti-IL-12 Antikoérpern durch. Dabei wurden den 4
Kultur-Ansitzen vor Beginn der Kokultivierung neutralisierende Maus IgG1

C8.6 anti-human IL-12 (p40/70) —Antikorper (Pharmingen) in Konzentrationen
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3.5

von 10-1000 ng/ml hinzugegeben. Im iibrigen wurde in diesen Experimenten

wie in 3.4.1 und 3.4.2 beschrieben verfahren.

Untersuchung auf MHC | -abhangige Oberflachenaktivierung

Um unterscheiden zu konnen, ob stimulierende bzw. inhibierende Effekte
beziiglich der Produktion von IL-4 oder IFN-y von Lymphozyten durch 16sliche
Mediatoren oder durch zellulire Oberflaichenkontakte zwischen CD28+
zytotoxischen T-Lymphozyten mit Darmepithelzellen bedingt sind, fiihrten wir
Experimente unter Verwendung von anti-MHC I-Antikdrpern durch. Dabei
wurden den 4 Kultur-Ansdtzen vor Beginn der Kokultivierung anti-MHC I-
Antikorper (Maus IgGlkappa, Clone G-46-2.6 anti human HLA A/B/C,
Pharmingen) in Konzentrationen zwischen 1 bis 5 pug/ml hinzugegeben. Im
iibrigen wurde in diesen Experimenten wie in 3.4.1 und 3.4.2 beschrieben

verfahren.

Flowzytometrische Bestimmung der Parameter CD 4, CD 8, IFN-y, sowie
IL 4

Materialien:

Eppendorf Zentrifuge fiir Microtubes, Inkubationsschrank ( 37°C, 5% (v/v)
CO,, H;0-gesittigte Kammer), Wiarmebad fiir Medien, Kiihlschrank (Bosch),
Mikrotiterplatten, Pipettenspitzen verschiedener Volumina (Eppendorf),
Multipipette, Autopipette (Eppendorf: Reference), Pasteurpipetten, Sterilfilter,
1,5 ml Microtubes (Sarstedt), FACS-Zellsorter (Becton Dickinson), FACS-
Rohrchen (Sarstedt), gelabelte AK: anti-CD4 (Cytochrome®, clone RPA-T4
mouse IgG1), anti-CD8 (Cytochrome®, clone RPA-T8 mouse IgG1), anti-IFN-y
(FITC, clone 4S.B3 mouse IgG1), anti-1I-4 (PE, clone 8D4-8 mouse IgG1; alle

Becton Dickinson)
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Medien:

Lymphozyten-Medium auf RPMI-Basis, Permeabilisierungspuffer bestehend aus
80 Vol% Lymphozyten- Medium, 10 Vol% FCS-Serum (Dulbecco) und 10
Vol% einer 1%igen Saponin-Losung, FACS-Solution (Becton Dickinson).

Prinzip der Flowzytometrie

Die DurchfluBBzytometrie als Verfahren zur multiparametrischen Analyse von
Zellen beruht auf der Messung und Auswertung optischer Signale von
unterschiedlicher Qualitét, nimlich Fluoreszenz und Lichtstreuung.

Dabei werden die Partikel durch hydrodynamische Fokussierung in Reihe

einzeln durch eine Messkammer geschleust, in der sie von einem fokussiertem

Lichtstrahl beleuchtet werden. Gemessen werden dann zum einen das Streulicht

in verschiedenen Raumwinkeln und zum anderen die Fluoreszenz der Partikel.

Zur Entstehung und quantitativen sowie qualitativen Detektion der Signale

miissen folgende Voraussetzungen gegeben sein:

I. Die Zellen/Partikel miissen als Einzelzellen in Suspension vorliegen.

2. Zellbestandteile von Interesse miissen selektiv mit Farbstoffen versehen
werden, deren Fluoreszenz mit dem fokussierten Lichtstrahl einer
Lichtquelle angeregt werden kann wund deren Emission vom
Detektionssystem gemessen werden kann.

Als Lichtquelle finden dabei Bogenlampen und Laser Verwendung, welche

neben einer konstanten Strahlungsleistung von hoher Intensitit ihr

Emissionsspektrum im Bereich des Absorptionsmaximums der verwendeten

Fluorochrome haben miissen. Wihrend Bogenlampen ein  breites

Emissionsspektrum mit hoher Intensitit im UV-Bereich aufweisen (mit dem

Nachteil einer relativ unspezifischen Anregung der eingesetzten UV-anregbaren

Fluorochrome) und vor allem zum Zwecke von DNA-Messungen verwandt

werden, emittieren Laser definitionsgemal monochromatisches Licht, sodass - je

nach Gasfiillung des Gerites (in Gebrauch sind Argon-, Helium-Neon-,

Krypton-, Helium-Cadmium-, Mischgaslaser sowie kombinierte Systeme mit
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mehreren Lasern) - ein nur relativ enges Spektrum an Fluorochromen, welche
ihre Absorptionsmaxima im Bereich der jeweiligen Wellenldngen der Laser
aufweisen, eingesetzt werden kann, mit dem Vorteil, dass die Anregung der
Farbstoffe sehr spezifisch erfolgt.

Farbetechnisch konnen Protein-Fluorochrom-Konjugate wie z.B. Fluoreszenz-
markierte monoklonale Antikorper von direkt firbenden Affinitits-gebundenen,
sowie interkalierenden Fluorochromen unterschieden werden. Bei der zur
Anwendung kommenden  Mehrfarbenfluoreszenzanalyse  eignen  sich
insbesondere Fluorochrome, die sich zwar hinsichtlich ihrer emittierten
Fluoreszenzfarbe  unterscheiden, jedoch  iiber einen  gemeinsamen
Exitationsbereich verfiigen, welcher sich mit den Emissionslinien der
eingesetzten Lichtquelle deckt, d.h. einen unterschiedlichen Abstand zwischen
Anregungs- und Emissionswellenlidnge (Stokes schem Shift) aufweisen. Bei der
Wabhl der zu verwendenden Fluorochrome in der Mehrfarbenfluoreszenzanalyse
sind ferner deren relative Empfindlichkeiten sowie relative spektrale
Uberlappungen zu beriicksichtigen. So ist es sinnvoll, schwicher exprimierte
Antigene mit Fluoreszenzfarbstoffen von relativ hoher Sensitivitit anzufirben
und Fluorochrome miteinander zu kombinieren, deren relative spektrale
Uberlappung moglichst klein ist, um eine spétere Kompensation ( Korrektur der
Frequenziiberlappung ) nach Mdglichkeit zu vermeiden. Dabei wird, durch eine
Elektronik gesteuert, jedem Signalimpuls derjenige Anteil subtrahiert, der
theoretisch durch spektrale Frequenziiberlappung verursacht wurde, sodass im
Idealfall eine mit Fluorochrom A angeférbte Zelle beziiglich einer weiteren mit
A tberlappenden Fluoreszenz B die selbe Klassenzahl (s.u.) zugeordnet wird

wie einer ginzlich ungefarbten Zelle.

Die Analyse des im Kreuzungspunkt zwischen Lichtstrahl und Zelle
entstehenden Streulichts in verschiedenen Raumwinkeln beruht auf der
Kenntnis, dass die bestrahlten Partikel in starker Abhdngigkeit ihrer
physikalischen Eigenschaften das Licht in unterschiedlicher Quantitit und
Qualitdt streuen. Zur Analyse bedient man sich der Detektion in zwei

Winkelbereichen, ndmlich: 1. dem Engwinkelbereich von 0-10° des einfallenden
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Lichtstrahls ( Vorwiértsstreulicht, Forward Angle Light Scatter, [FSC] ), dem
Bereich mit der grofBten Intensitit des Streulichts und 2. dem Bereich des rechten
Winkels zum einfallenden Lichtstrahl ( Seitwirtsstreulicht, Side Scatter [SSC] ).
Das fiir die Querschnittsfliche sensitive Vorwértsstreulicht erlaubt somit eine
Aussage liber die ZellgroBe, das fiir den Refraktionsindex des Partikels sensitive
Seitwirtsstreulicht erteilt Information {iber die dullere Form (Membranfaltung)
und Zellgranularitdt. Mithilfe dieser beiden Parameter lassen sich einzelne

Leukozyten-Populationen relativ klar voneinander abgrenzen.

Aufbau eines DurchflulRzytometers

Ein Durchflusszytometer ldsst sich in die drei Elemente Fliissigkeitssystem,
optisches System und Signalverarbeitung gliedern.

Im Flissigkeitssystem vereinigen sich die Zuleitung aus dem Probenrdhrchen,
welche der Messkammer {iber ein Ansaugsystem die Zellsuspension zufiihrt, mit
einer zweiten, Tragerfliissigkeit mit sich fiihrenden, Leitung derart, dass das
Probenvolumen aus der einen Leitung zentral in den Laminarstrom der
Tragerflissigkeit geleitet wird, wodurch das Probenvolumen eine
Beschleunigung um mehrere Zehnerpotenzen erfahrt. Diese ,,hydrodynamische
Fokussierung® gewéhrleistet, dass die zu erfassenden Partikel dem
Detektionssystem einzeln — in Reihe — zugefiihrt werden.

Das optische System besteht zum einen aus einem Anregungsteil, in welchem
prismatische Linsen bzw. Strahlexpander den Laserstrahl derart verformen, dass
er einen horizontal-elliptischen Durchmesser erhélt, und zum anderen aus einem
Detektionsteil. In diesem wiederum wird in einem Element das
Vorwirtsstreulicht gemessen, dessen zentrale Anteile von 0 — 2° von einem
Blockerstreifen abgefangen werden, sodass selektiv das Streulicht in den
Raumwinkeln 3- 10° von einer Sammellinse gebiindelt einer Photodiode
zugefiihrt werden. Ein orthogonal dazu angeordnetes Element dient sowohl der
Messung des Seitwértsstreulichtes als auch der Fluoreszenz. Das im rechten
Winkel iiber ein Mikroskopobjektiv eingesammelte Licht wird zu diesem

Zwecke in einem System aus Teilerspiegeln, dichroitischen Filtern, Blenden,
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Bandpass- und Kantenfiltern in Seitwértsstreulicht und Fluoreszenzlicht
getrennt, die Fluoreszenz in verschiedene Teilbereiche zerlegt und hernach
sowohl das Seitwértsstreulicht als auch die verschiedenen Komponenten des
Fluoreszenzlichtes in Photor6hren quantitativ erfasst. Die Blenden in diesem
Element dienen der Regulierung der Hintergrundfluoreszenz und der
Vermeidung des Effektes der Koinzidenz (gleichzeitige Erfassung mehrerer
Zellen).

Das System der Signalverarbeitung dient der Umwandlung der optischen Signale
in elektrische Impulse, der Signalverstirkung, als Filter fiir Rausch- und
Storsignale und digitalisiert und speichert schlieBlich die gewonnenen Daten.
Zum Zwecke der Signalumwandlung werden fiir den FSC Photodioden, fiir den
SSC und das Fluoreszenzlicht Photordhren eingesetzt. Der wesentliche
Unterschied dieser beiden Instrumente liegt darin, dass die zur Messung des
vergleichsweise signalintensiven Vorwdértsstreulichts eingesetzten Photodioden
durch die auf die Photokathode treffenden Photonen ohne Verstirkung
elektrische Spannung erzeugt, wohingegen bei der Photordhre durch eine
externe Spannungsquelle das Signal  tber Sekundirelektronen
(Dynodenelektronen) verstarkt wird. SchlieBlich muss im FElement der
Signalverstdrkung je nach Dynamik des Messbereiches die Wahl getroffen
werden zwischen linearer bzw. logarithmischer Signalverstirkung, um der
Differenz von z.T. mehreren hunderttausend Fluoreszenziquivalenten innerhalb
eines Messbereiches gerecht zu werden. So ist also bei einer logarithmischen
Verstiarkung der Signalunterschied zwischen zwei benachbarten Klassen (s.u.)
erheblich hoher als bei einer linearen. Als Filter fiir Rausch- und Storsignale
fungiert nun der Threshold, ein elektronischer Mindestwert beziiglich eines
Trigger-Parameters ( z.B. FSC ), den es zu iiberschreiten gilt, bevor die
dazugehorigen Werte der anderen Detektoren aufgezeichnet werden. Um zu
gewihrleisten, dass zusammengehorige Impulse, die jedoch nicht exakt
zeitgleich detektiert werden, einander zugeordnet werden, priorisiert ein
elektronisches Impuls-Koordinationssystem dasjenige Signal mit dem hochsten
Signal-Rausch-Abstand und ordnet dann die Impulse der iibrigen Detektoren,

welche innerhalb einer fest eingestellten Koinzidenzzeit eintreffen, dem
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Priorisierten zu. Nach  Umrechnung der Spannungsbetrige im Analog-
/Digitalwandler (ADC) in eine Klassen- bzw. Kanalzahl, die je nach Auflésung
des eingebauten ADCs Werte zwischen 0 und 255 (256-Klassenauflosung) oder
0 und 1023 (1024-Klassenauflosung) annehmen kann. Die so gewonnenen Daten
werden schlieBlich im Listendateiformat abgespeichert, um miteinander

korrelierende Werte fiir die spitere Datenauswertung zuganglich zu machen.

Zellpraparation fur die FACS-Analyse, Durchfihrung der FACS-Analyse

In Anlehnung an das von Prussin beschriebene Verfahren (73) wurde in dieser

Studie mit einer 3-fach Immunfluoreszenz-Farbung gearbeitet. Dafiir wurden die

wie in 3.4.2 beschrieben fixierten Zellen mittels short spin in der Eppendorf-

Zentrifuge zunichst pelletiert. AnschlieBend wurden die Uberstéinde

abgenommen und verworfen, sowie das Pellet mit 1 ml Permeabilisierungspuffer

resuspendiert. Danach wurden die Ansétze fiir 10 Minuten bei 37°C inkubiert.

Im Folgenden wurde aus jedem Ansatz nochmals das halbe Volumen

abpipettiert und in ein neues Tube lberfiihrt, sodass fiir die anschlieBende

Farbung mit gelabelten Antikdrpern 2 parallele Pools bereit standen, die mit

unterschiedlichen Farbelosungen inkubiert wurden:

- Im Pool A wurde jeder Ansatz mit einer Farbelosung bestehend aus 14
ul einer 1%igen Saponin-Losung, 10ul  CD4-Antikorper, 2 pl IL 4-
Antikorper und 2pl IFN-y - Antikorper versehen.

- Im Pool B wurde jeder Ansatz mit einer Féarbelosung bestehend aus 14
ul einer 1%igen Saponin-Losung, 10ul  CD8-Antikdrper, 2 pl IL 4-
Antikorper und 2pul IFN-y - Antikorper versehen.

Danach wurden die Proben 1 Stunde bei 4°C gelagert und dabei alle 15 Minuten

gevortext. Nachdem  die  Ansitze anschliefend  2-malig  mit

Permeabilisierungspuffer gewaschen worden waren um unspezifische, nicht

gebundene Antikdrper zu entfernen, wurden die Proben abschlieBend in FACS-

Losung wieder aufgenommen, in FACS-Analyserohrchen iiberfiihrt und
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schlieBlich im FACS-Analysegeridt gemessen. Die Daten wurden auf Disketten

gespeichert.

Darstellung der Messergebnisse

Um eine moglichst selektive Aufzeichnung der Lymphozytenpopulation zu
erreichen, erfolgte eine Vorauswahl nach dem Prinzip des ,,Live-Gatings®, bei
dem das Gerit nur solche Zellen aufzeichnet, die sich innerhalb eines zuvor
festgelegten Auswertefensters (Gate) in einem dot plot mit den Parametern FSC
gegen SSC befinden. Durch dieses Definieren von Auswertefenstern (Gating) ist
es moglich, die interessierenden Zellen von Artefakten, Zellaggregaten und —
trimmern sowie anderen Zellarten abzugrenzen und bei weiteren Analysen nur
noch solche Ereignisse zu beriicksichtigen, die innerhalb dieses eingegrenzten
Bereiches liegen. Ebenso ist es aber auch moglich, Gates zu definieren, deren
Inhalt offensichtlich Artefakte enthilt und diesen nachtrdglich aus anderen dot
plots zu subtrahieren.

Die Darstellung der Messergebnisse erfolgt als Zweiparameter—Punkteplot (dot
plot). In dieser Form der graphischen Darstellung, in welcher die Relation
zweier verschiedener Parameter zueinander gezeigt wird, steht ein Punkt

stellvertretend fiir eine Zelle mit ihren beiden Eigenschaften.

Statistische Methoden

Die erzielten Daten wurden graphisch als Dot Plot-Graphen dargestellt und mit
dem Programm WinMDI analysiert. Die statistische Auswertung erfolgte
mithilfe der Programme Sigma Plot und SPSS. Es wurden der Wilcoxon-Test fiir
unverbundene Stichproben und der Mann-Whitney-U-Test fiir zwei unabhingige
Stichproben verwendet. Signifikanz wurde bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit P

< 0,05 angenommen.
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3.7.1

RT-PCR

Prinzip der RT-PCR

In einer zusitzlichen Testreihe wurde versucht, die mittels FACS-Analyse
erzielten Daten durch das Verfahren der RT-PCR mit anschlieBender Agarose
Gel-Elektrophorese zu visualisieren. Die ,, Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction® (RT-PCR) ist eine sehr sensitive Methode zum Nachweis in
geringen Mengen vorkommender spezifischer mRNA — Molekiile, welche vor
allem zum Einsatz kommt, wenn nur geringe Mengen an spezifischer mRNA
vermutet werden oder wenn nur eine geringe Anzahl an Zellen zur Verfligung
steht. Sie ist ein semiquantitatives Verfahren um die Transkriptionsstirke
verschiedener Gene zu bestimmen. Dabei konnen immer nur die Mengen an
mRNA eines Gens verschiedener Proben untereinander verglichen werden, nicht
aber etwa die zweier Gene z.B. innerhalb eines Gewebes. Das Verfahren der
RT-PCR kombiniert dabei zwei sequentielle enzymatische Schritte: Die
Synthese von cDNA von einer mRNA-Matrize  durch eine reverse
Transkriptase, gefolgt von der Polymerase Kettenreaktion mithilfe einer DNA
Polymerase (Tag-Polymerase). Dabei hybridisiert man einen Primer an die
RNA-Matrize und erstellt mittels der reversen Transkriptase und einer
anschlieBenden PCR eine cDNA-Kopie. Unter den grundsitzlich moglichen 3
verschiedenen Methoden des cDNA-Primings wurde hier mit dem oligo(dT)-
Priming gearbeitet. Dabei werden oligo(dT) Oligonukleotide (mit Langen
zwischen 12 und 18 Nukleotiden) an die Poly-A-Sequenz am 3'-Ende der m-
RNA angelagert, wobei die gesamte mRNA-Population als Matrize fiir die
cDNA-Synthese dient. Die zu Einsatz gekommene Reverse Transkriptase des
Moloney-Maus-Leukdmie-Virus (MMLV)  besitzt zusidtzlich zu  ihrer
Polymeraseaktivitdt, mit der sie in Gegenwart des Primers in 5'->3 ’"-Richtung
eine komplementidre DNA synthetisiert, ebenfalls eine (wenn auch im Vergleich
zu derjenigen des Affen-Myeloblastosis-Virus verhéltnisméfBig geringe) RNA-
DNA-Heteroduplexmolekiile spezifische Ribonuclease-H-Aktivitidt. Sie ist
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dennoch verhdltnismédBig gut in der Lage, auch groBe mRNA-Molekiile
vollstindig zu kopieren.

Um mehrere Proben miteinander vergleichen zu konnen, wird von jeder Probe
die gleiche Menge Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben. Von dieser Reaktion
wird anschlieBend {iberall das gleiche Volumen in eine PCR-Reaktion als
Template-DNA eingesetzt. Die PCR erfolgt mit Primern, die spezifisch sind fiir
cDNAs ausgewdhlter Marker-Gene. Man geht davon aus, dass die Bandenstérke
des PCR-Produkts auf einem Agarosegel direkt proportional ist zu dem Anteil
der entsprechenden mRNA an der Gesamt-RNA, falls die Zyklenzahl der PCR-
Reaktion nicht im Sattigungsbereich liegt. Die Vergleichbarkeit der PCR-
Produkte verschiedener Proben ist daran gekniipft, dass die als Matrix fiir die
PCR dienende cDNA &hnliche Mengen an intakter Nukleinsdure enthélt. Da die
photometrische Vermessung der RNA-Isolate nicht zwischen intakter und
degradierter Nukleinsdure differenzieren kann und da trotz grofter Sorgfalt bei
der Reversen Transkription Variationen zwischen den zu vergleichenden Proben
auftreten konnen, gelten PCR-Amplifikate von verschiedenen Proben erst dann
als direkt vergleichbar, wenn gezeigt wurde, dass ein sogenanntes Houskeeping-
Gen der zu vergleichenden Proben in der PCR gleiche Mengen an Amplifikat
liefert. In dieser Arbeit fungierte B-Aktin als ein solcher interner Standard (13,
15, 41).

RNA Isolierung

Materialien:

Zentrifuge (Beckmann: Radius: 254 mm), Eppendorf Zentrifuge fiir Microtubes,
Wiérmebad fiir Medien, Kiihlschrank (Bosch), -80°C — Gefrierschrank (Sanyo),
Photometer (Eppendorf: Bio Photometer), Pipettenspitzen verschiedener
Volumina (Eppendorf), Autopipette (Eppendorf: Reference), 1,5 ml Microtubes
(Eppendorf), 15 ml Tubes (Greiner) Photometrie-Geféalle (Eppendorf).
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Medien:

PBS - Losung (w/o CaH/MgH)(Dulbecco), Denaturierungslosung (20 mmol/l
Natriumcitrat, pH 7,0, 4 mol/l Guanidinium Thiozyanat, 0,5% Sarcosyl, 0,1
mol/l  B-Mercaptoethanol), p-Mercaptoethanol, Natrium-Acetat, Phenol,
Chloroform-Isoamyl Alkohol, Isopropanol (Stratagene), Ethanol [75%(v/v)] in
DEPC (diethylpyrocarbonate) behandeltem Wasser, DEPC behandeltes Wasser
(Clontech).

Dem RNA Isolierungs-Verfahren lag ein Protokoll nach Chomczynski und
Sacchi zugrunde (16).

Wie in 3.4.1 beschrieben wurden in diesem Versuch nochmalig jeweils 4 Kultur-
Ansitze aus den PBMCs von zwei gesunden Kontrollen, eines Morbus Crohn
Patienten und eines Colitis ulcerosa Patienten angelegt.

Nach 24 Stunden Inkubationszeit in H,O gesittigter Umgebung bei 5% (v/v)
CO, und 37°C im Brutschrank wurden die Transwell-Filter mitsamt den Caco-2-
Zellen von den Ansidtzen des 3. Sektors entfernt und verworfen. Die Zellen der 4
Sektoren wurden in vier 15 ml Tubes iiberfiihrt. Daflir wurde zunichst das
Medium mit den darin enthaltenen Zellen abgenommen und in die Tubes
gegeben. Dann wurden die Wells mit 1 ml PBS-Solution (w/o Cat++, Mg++)
gespiilt und dieses Volumen ebenfalls in die Tubes gegeben. Anschlieend
wurde 15 Minuten bei 1200 rpm (= 1500 x g) zentrifugiert, dann der Uberstand
abgenommen und verworfen und schlieBlich die Zellen mit 500 ml PBS-
Solution (w/o Ca++, Mg++) resuspendiert. Die folgenden Arbeitsschritte wurden
dann unter strikt RNAse—freien Bedingungen (Tragen von Handschuhen,
Verwendung ausschlieBlich RNAse-freier Materialien und Medien)
durchgefiihrt. Zunéchst wurden die Tubes fiir 15 Minuten bei 1200 rpm (= 1500
x g) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die Zellen in 500 pl
Solution D resuspendiert und in 1,5 ml  Microtubes {berfiihrt. Nach
Verschlieen der Caps wurden diese fiir 15 Sekunden gevortext. Im Anschluss
wurden jeweils 50 pl Natriumacetat hinzugegeben, 15 Sekunden gevortext,

500ul Phenol hinzugefiigt, nochmalig gevortext, 150 ul Chloroform hinzu
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pipettiert und abermals fiir 15 Sekunden gevortext. Die so behandelten Proben
wurden dann bei —4°C 20 Minuten gelagert. Wurden die Proben danach bei
14.000 rpm (10.000 g) zentrifugiert, so ergab sich eine Trennung des Gemisches
in 2 Phasen: Die obere wissrige Phase enthielt die RNA, wohingegen die
Proteine und die DNA in der unteren Phenol-Phase und Interphase angesiedelt
waren. Die Oberphase wurde dann in ein neues 1,5 ml Tube {iberfiihrt, die
Unterphase verworfen. Zu dem gewonnenen Volumen aus der Oberphase wurde
anschlielend ein identisches Volumen Isopropanol (ca. 350 pl) hinzugefiigt und
durch Vortexen fiir 15 Sekunden mit derselben vermischt. Die so behandelten
Proben wurden darauf hin fiir 1,5 Stunden bei —20°C gelagert, einer Temperatur,
bei der die RNA aus der Losung ausfillt. Nach dieser Zeit wurden die Proben 30
Minuten bei 14.000 rpm (=10.000 g) zentrifugiert und die daraus entstehenden
Uberstéinde aus den Caps entfernt und verworfen. Sodann wurden die Pellets mit
700 pul 70%igem Ethanol versetzt und abermals fiir 15 Sekunden gevortext. Im
Anschluss daran wurde nochmals fiir 10 Minuten bei 14.000 rpm (= 10.000 g)
zentrifugiert. Nachdem dann die Uberstinde wiederum entfernt worden waren,
wurden die Caps mit den darin enthaltenen RNA-Pellets 20 Minuten zum
Trocknen (zwecks Verdampfen des restlichen Ethanols) bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Bis zur weiteren Verwendung wurden die RNA-Pellets danach
mit 20 pl Aqua dest. versetzt, darin fiir 15 Sekunden gevortext und bei —80°C
gelagert.

Die Konzentration der isolierten RNA im Eluat wurde spektrophotometrisch
bestimmt. Dazu wurden 1pul Eluat mit 49 ul RNAse freiem Wasser in jeweils
einem Photometrie-Gefd3 gemischt. Eine Abschétzung der erzielten Menge an
RNA konnte dabei durch Absorptionsmessungen bei 260 nm und 280 nm
vorgenommen werden. Dabei gibt die Absorption bei 280 nm nur die
Konzentration der Proteine wieder, wohingegen die Absorption bei 260 nm mit
der Konzentration an Nukleinsduren korrespondiert. Das Verhéltnis Azeo/Aszso
sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen, wenn die RNA-Priparation frei von
Proteinen ist. Die Konzentration ergibt sich dann aus der Berechnung:

Axeo*Verdiinnungsfaktor*Extinktionskoeffizient (fiir RNA: 44,19). Das
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3.7.3

Verhiltnis Asq0/Azso der gemessenen Proben betrug dabei stets > 1,60, ein Wert,

der eine fiir die weitere Verwendung geniigend reine Priparation anzeigte.

cDNA Synthese

Materialien:

Thermocycler (Biometra: Trio-Thermoblock), Eppendorf Zentrifuge fiir
Microtubes, Kiihlschrank (Bosch), Pipettenspitzen verschiedener Volumina
(Eppendorf), Autopipette (Eppendorf: Reference), 1,5 ml Microtubes
(Eppendorf), 100ml-Becherglas (Schott), gecrashtes Eis.

Medien:

RNA-Eluat (gewonnen wie in 3.7.2 beschrieben), 5x Erststrangpuffer (Gibco),
RNAse-Inhibitor (Promega), DTT (0,1 M; Gibco), dNTPs: dATP, dCTP, dGTP,
dTTP (100 mM; Pharmacia-Amersham), Oligo dt 18 (Gibco), Superscript
MMLYV Reverse Transkriptase (10.000 U/ul; Gibco), DEPC behandeltes Wasser
(Clontech).

Um RNA in cDNA umzuschreiben wurden umgerechnet je 1 ug Gesamt-RNA
aus den gewonnenen Eluaten in ein 1,5 ml Tube iiberfithrt und mit DEPC
behandeltem Wasser auf ein Volumen von 20 ul aufgefiillt. Fiir 2 Minuten
wurden die ProbengefiBle dann im Thermocycler auf 70 °C erhitzt und
anschlieend sofort auf Eis abgekiihlt. Berechnet auf die Endkonzentration
wurden nach und nach 1 mM eines jeden dNTP, 1x Erststrangpuffer, 0,01 M
DTT, 170 pmol Oligo dt 18, 40 U/ul RNAse Inhibitor und 200 U/ul Superscript
MMLYV Reverse Transkriptase hinzupipettiert, sodass durch Auffiillung mit
DEPC behandeltem Wasser ein Endvolumen von 50 pl erreicht wurde. Die
Ansitze wurden dann fiir eine Stunde bei 37°C im Thermocycler inkubiert und

anschlieend fiir 5 Minuten einer Temperatur von 95°C ausgesetzt, um restliches

39



3.7.4

Enzymmaterial zu denaturieren. Gelagert wurde die in Losung befindliche

cDNA bei —40°C.

cDNA Amplifizierung

Materialien:

Thermocycler  (Biometra:  Trio-Thermoblock),  Kiihlschrank  (Bosch),
Pipettenspitzen verschiedener Volumina (Eppendorf), Autopipette (Eppendorf:
Reference), 1,5 ml Microtubes (Eppendorf), Mineraldl (Sigma).

Medien:

Fir die Amplifizierung des gesuchten IFN-y kodierenden cDNA-Abschnittes
wurden spezifische Primer (Clontech) eingesetzt:

5¢ Primer: 5" GCATCGTTTTGGGTTCTCTTGGCTGTTACTGC 3°

3'Primer: 5° CTCCTTTTTCGCTTCCCTGTTTTAGCTGCTGG 3°

Die Linge des amplifizierten Abschnitts betrug 427 Basenpaare.

Zur Kontrolle wurde ein B-Actin Primer mitgefiihrt (Eurogentec: RT-QP73-
BACTIN):

5’- Primer: 5" CAAGAGATGGCCACGGCTGCT 3’

3’- Primer: 5" TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA 3’

Die Lange des amplifizierten Abschnittes betrug 340 Basenpaare.

cDNA aus den Ansidtzen (wie in 3.7.3 beschrieben), dNTPs: dATP, dCTP,
dGTP, dTTP (20 mM; Pharmacia-Amersham), 10x Taq Puffer (Gibco), MgCl,
(50mM; Gibco), Tag-DNA Polymerase (5U/ul; Gibco)

Fiir jeden PCR-Ansatz wurden 5 pul cDNA in ein neues 1, 5 ml Tube iiberfiihrt.
Berechnet auf die Endkonzentration wurden dann 0,1 mM je dNTP, 1x Taq
Puffer, ImM Mg Cl,, 2,5 U Taq Polymerase, 25 pmol IFN-y - Antisenseprimer,
25 pmol IFN-y - Senseprimer, 25 pm -Actin — Antisenseprimer und 25 pm -
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3.7.5

Actin — Senseprimer hinzupipettiert, sodass sich durch Auffiillung mit DEPC-
behandeltem Wasser ein Endvolumen von 50 pl ergab. Danach schloss sich die

cDNA Amplifizierung an:

PCR-Protokoll:

I min 95°C Denaturierung der DNA-Strange
I min 55°C Annealing-Temperatur

I min 72°C Polymerase-Reaktion

Es wurden 30 Zyklen gefahren.

Agarose Gel-Elektrophorese

Materialien:

Pipettenspitzen verschiedener Volumina (Eppendorf), Autopipette (Eppendorf:
Reference), 1,5 ml Microtubes (Eppendorf), 100 ml Becherglas (Schott),
Analysenwaage (Kern: 770), Microwelle (Electrolux), Spatel, Glasstab,
Gelschale, 12-zdhnige Elektrophorese-Taschenkdmme, Elektrophorese-Kammer,
Stromgeber ( 11,5 x 14 cm; Biometra), Ethidiumbromid-Farbekammer (Schott),
UV-Schirm mit UV-Kamera (Polaroid: MP4+ instant camera system), Fotofilm
(Polaroid).

Medien:

Agarose (Gibco), 10x TAE-Puffer (Serva), DNA-Ladungspuffer: 14% Ficoll-
Losung (Dulbecco), 1 % SDS (Serva), 50mM EDTA (Serva), 0,4%
Bromphenolblau (Sigma), Ethidiumbromid-Losung (1pg/ml; Sigma).

Die Auswertung erfolgte durch elektrophoretische Auftrennung von je 10 pl des
Reaktionsproduktes der PCR auf einem 1,5 %igen Agarose-TAE-Gel. Das Gel
wurde in der Mikrowelle aufgekocht, auf ca. 60°C abgekiihlt und in die

Gelschale gegossen. AnschlieBend wurde der Taschenkamm eingesetzt. Nach
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dem Erstarren des Gels wurde der Taschenkamm entfernt und das Gel in die mit
TAE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer gegeben. Es wurde so viel Puffer
hinzugefiigt bis das Gel komplett bedeckt war. Die PCR-Ansétze wurden mit 2
ul des Ladungspuffers gemischt und luftfrei in die Taschen des Agarose Gels
geladen. Nach einer Laufzeit von etwa 30 Minuten bei 80 Volt wurde das Gel
entnommen und flir 15 Minuten in die Ethidiumbromid-Losung gelegt. Das Gel
wurde darauthin unter ultravioletter Beleuchtung fotografiert. Die
Ubereinstimmung der MolekiilgroBe des tatsichlich amplifizierten cDNA-
Fragmentes mit dem fiir das Primerpaar erwarteten Wert wurde mit einer 100

Basenpaar-DNA-Leiter kontrolliert.
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4.1

Ergebnisse

Einfluss intestinaler Epithelzellen auf die intrazelluliire IFN-y- und IL-4-
Expression in CD8+ und CD4+ Lymphozyten Populationen

Untersucht wurden wéhrend der gesamten Studie IFN-y- und IL-4-produzierende
T-Lymphozyten. Von den gegateten 10.000 Zellen eines jeden Ansatzes wurden
aus den Dot-Plot Diagrammen die Zellen der oberen Quadranten (d.h. die
CD4+/CD8+ Zellen) ausgezahlt und daraus folgender Quotient gebildet: Anzahl
der Zellen im oberen rechten Quadranten (doppelt positiv fiir die Marker CD4+
bzw. CD8+ und IFN-y bzw. IL-4) geteilt durch die Summe aller Zellen in den
beiden oberen Quadranten. Somit wurde der Anteil der Zytokin produzierenden
Zellen (IFN-y bzw. IL-4) an der jeweiligen T-Lymphozyten-Population (CD4+
bzw. CD8+) in jedem Ansatz getrennt bestimmt. Beispielhaft fiir die so erzielten
Daten sind in Abbildung 2 die vier Dot Plot — Diagramme einer CD8/IFN-y
Messung eines Morbus Crohn —Patienten dargestellt. Hier zeigte sich in der
PBMC Monokultur eine Rate IFN-y produzierender CD8+ Lymphozyten von
3,1 %. Diese wurde durch Pokeweed-Stimulation auf einen Betrag von 63 %,
durch die Transwell Kokultur mit Epithelzellen auf 15,3 % und durch die direkte
Kontaktkokultur mit Epithelzellen auf 44,3 % gesteigert.

Nach 24-stiindiger direkter Koinkubation mit Caco-2-Zellen wurde, bei einem
Verhéltnis Caco-2 Zellen zu Lymphozyten von 1:10, eine deutlich signifikante
Zunahme IFN-y-produzierender CD8+ Zellen festgestellt. (21,7% + 6,95/-11,15
gegeniiber 13,4% +10,8/-11,3; p=0,0001, n=37; direkte Kontaktkokultur
gegeniiber Kontrolle, Median +/- Interquartilsabstand = IQR)(Abbildung 3).
Demgegeniiber zeigte sich eine leichtgradige, nicht signifikante Abnahme IL-4
produzierender CD8+ Zellen (3,3 % +2,95/-1,25 gegeniiber 2,7 % +2,65/-0,8;
p>0,05, n=37; Kontrolle gegeniiber direkter Kontaktkokultur, Median +/- IQR)
(Abbildung 4).
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Abbildung 2: Dot Plot Diagramme aus flowzytometrischer Analyse der Marker
CDS8/ IFN-y von Lymphozyten eines Morbus Crohn Patienten. Die Werte im oberen
rechten Quadranten geben den Anteil der CD8+/IFN-y+ Zellen an der Gesamtzahl der

(CD8+) gegateten Lymphozyten in den oberen Quadranten wieder.
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Bei der Koinkubation von Caco-2-Zellen und Lymphozyten unter Einsatz eines
Transwells konnte ebenso ein Anstieg, jedoch geringeren Ausmales,
hinsichtlich IFN-y produzierender CD8+ Zellen beobachtet werden. (15,65%
+12,15/-11,85 gegeniiber 13,4% +10,8/-11,3; p=0,007, n=37; Transwell-
Kokultur gegeniiber Kontrolle, Median +/- IQR) (Abbildung 5). Eine Abnahme
IL-4 produzierender CD8+ Lymphozyten zeigte sich in der Kokultur unter

FEinsatz eines Transwells nicht.

OPBMC Monokultur O PW-stimuliert
Transwell Kokultur E direkte Kontaktkokultur
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Abbildung 3: Einfluss intestinaler Epithelzellen auf die intrazellulire IFN-y -
Produktion

(Anteil CD8+/IFN-y+ Lymphozyten an allen CD8+Lymphozyten in %; Mediane + 1./3.
Quartil; n=37). Gezeigt wird ein Anstieg IFN-y produzierender CD8+ Lymphozyten
von 13,4% in der PBMC-Monokultur auf 15,65% in der Transwell-Kokultur (P=0,007)
und auf 21,7% in der direkten Kontaktkokultur (P=0,0001).
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Abbildung 4: Einfluss intestinaler Epithelzellen auf die intrazellulire IL-4 -

Produktion

(Anteil CD8+/IL-4+Lymphozyten an allen CD8+Lymphozyten in %,; Mediane =+
1./3. Quartil; n=37). Einer basalen IFN-y Produktionrate von 3,3 % in der PBMC
Monokultur steht ein Anteil von 3,75 % in der Transwell Kokultur (P>0,05) und von
2,7 % in der direkten Kontaktkokultur (P>0,05) gegeniiber.

Beziiglich der CD4+ Lymphozyten konnte weder ein fordernder noch ein
hemmender Effekt der Kokultur mit Caco-2 Zellen auf die Zytokinproduktion
von IFN-y bzw. IL-4 festgestellt werden. Signifikante Unterschiede im
Vergleich zur PBMC Monokultur konnten hier weder nach indirekter noch nach
direkter (Kontakt-) Kokultur mit Epithelzellen festgestellt werden. (Abbildungen
5 und 6). Die bisher genannten Signifikanzniveaus wurden mithilfe des

Wilcoxon-Testverfahrens ermittelt.
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Abbildung 5: Einfluss intestinaler Epithelzellen auf die intrazellulire IFN-y -
Produktion
(Anteil CD4+/IFN-y+Lymphozyten an allen CD8+Lymphozyten in %; Mediane +

1./3. Quartil; n=37). Eine signifikante Anderung der IFN-y Produktionsrate CD4+
Lymphozyten zeigt sich weder nach Transwell Kokultur noch nach direkter

Kontaktkokultur mit Epithelzellen im Vergleich zur PBMC Monokultur.

O PBMC Monokultur O PW-stimuliert
Transwell Kokultur E direkte Kontaktkokultur

% CD8+/IL-4+ Lymphozyten

7

Abbildung 6: Einfluss intestinaler Epithelzellen auf die intrazellulire IL-4 —
Produktion

(Anteil CD4+/IL-4+Lymphozyten an allen CD8+Lymphozyten in %; Mediane +
1./3. Quartil; n=37). Eine signifikante Anderung der IL-4 Produktionsrate CD4+
Lymphozyten lag im Vergleich zur PBMC Monokultur weder nach Transwell Kokultur
noch nach direkter Kontaktkokultur mit Epithelzellen vor.
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4.2

Zytotoxische T-Lymphozyten von Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen zeigen im Gegensatz zu denen von gesunden
Kontrollen eine starke Induzierbarkeit fiir IFN-y nach Kokultur mit

intestinalen Epithelzellen

Wurde eine differenzierte Betrachtung der Zytokinproduktion der T-
Lymphozyten von gesunden Kontrollen und Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkerkrankungen durchgefiihrt, so zeigten sich Unterschiede
hinsichtlich der basalen IFN-y-Expression und des Anstiegs der IFN-y-
Expression nach 24-stiindiger Koinkubation mit Caco-2-Zellen. Der basale
Anteil von CD8+ Lymphozyten mit intrazelluldrer Expression von IFN-y war
bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen tendenziell groBer
(16,15% +11,05/-15,55; Median +/- IQR, Anteil CD8+/IFNy+ Zellen bei
Morbus Crohn und 13,4% +12,3/-11,4; Median +/- IQR, Anteil CD8+/IFN-y+
Zellen bei Colitis ulcerosa gegeniiber 10,35% +10,25/-5,22; Median +/- IQR,
Anteil CD8+/IFNy+ Zellen bei gesunden Kontrollen, p>0,05; Bestimmung der
Signifikanz durch das Mann-Whitney-U Testverfahren).

Die intrazellulire IFN-y Produktion in CD8+ Lymphozyten von Patienten mit
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wurde durch Koinkubation mit
intestinalen Epithelzellen um ein erhebliches mehr induziert als dies bei
Lymphozyten von gesunden Kontrollen der Fall war. Bei Morbus Crohn
Patienten wurde ein Anstieg der IFN-y Expression von 16,15% in der
Monokultur auf 18,45% +8,38/-16,8; Median +/- IQR in der Transwell Kokultur
(p>0,05) und einen weiteren Anstieg bis auf 24,35% +18/-23,62; Median
+/- IQR in der direkten Kontaktkokultur (p=0,012) beobachtet. Colitis ulcerosa
Patienten demonstrierten eine dhnlich starke IFN-y Induzierbarkeit von 13,4%
in der Monokultur auf 19,1% +11,5/-15,3; Median +/- IQR in der Transwell
Kokultur (p=0,015) und 24,1% +6/-9,7; Median +/- IQR in der direkten
Kontaktkokultur  (p=0,006) (Abbildung 7). Die zuletzt genannten
Signifikanzniveaus wurden erneut mithilfe des Wilcoxon Testverfahrens

bestimmt.

48



O gesunde Kontrollen Morbus Crohn [ Colitis Ulcerosa

45 o *

IS
S

@
&

*%

15
S

25 4 %/

v

% CD8+/IFN-gamma+ Lymphozyten

7
%

7
i
%%

%/
|
|
}

PBMC Monokultur Transwell Kokultur direkte Kontaktkokultur

Abbildung 7: Einfluss intestinaler Epithelzellen auf die intrazellulire IFN-y -
Produktion
(Anteil CD8+/IFN-y+Lymphozyten an allen CD8+Lymphozyten in %; Mediane =+

1./3. Quartil). Im Gegensatz zu gesunden Kontrollen weisen zytotoxische Lymphozyten
von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen eine starke
Induzierbarkeit beziiglich IFN-y durch den epithelialen Stimulus auf. Gezeigt wird ein
Anstieg IFN-y-produzierender CD8+ Lymphozyten von Morbus Crohn-Patienten von
16,15% in der Monokultur auf 18,45% in der Transwell Kokultur und auf 24,35% in
der direkten Kontaktkokultur mit Caco-2-Epithelzellen (P=0,012); des weiteren ein
Anstieg [FN-y-produzierender CD8+ Lymphozyten von Colitis ulcerosa-Patienten von
13,4% in der Monokultur auf 19,1% in der Transwell Kokultur (P=0,015) und 24,1% in
der direkten Kontaktkokultur mit Caco-2-Epithelzellen (P=0,006).
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4.3

Die durch den epithelialen Stimulus vermittelte IFN-y Induktion in
peripheren zytotoxischen Lymphozyten verliuft unabhingig von

Monozyten

Um einen etwaigen Einfluss von ebenfalls in der PBMC Fraktion des Blutes
enthaltenen Monozyten auf die interzelluliren Wechselwirkungen von
Epithelzellen und Lymphozyten auszuschlieBen, wurden in einem Zusatzversuch
Monozyten vor der Kokultur mit Caco-2 Zellen aus den PBMCs depletiert. Die
daraus erzielten Ergebnisse zeigen, dass Monozyten keinen Einfluss auf die in
4.1 und 4.2 dargestellten Ergebnisse haben. Der Anteil IFN-y produzierender
CD8+ Zellen stieg von 7,02% in der Monokultur auf 11,55% in der Transwell-
Kokultur und 13,21% in der direkten Kontaktkokultur. Die Kontamination mit

Monozyten war kleiner als 5%.

Ebenfalls die Zugabe von neutralisierenden anti-IL-12 (p40/p70) Antikdrpern zu
Beginn der 24-stiindigen Kokultur (mit verschiedenen Konzentrationen von
10ng/ml bis 1000ng/ml) ergab keinen Einfluss auf die IFN-y Induktion in
zytotoxischen Lymphozyten. In diesem Zusatzversuch, in dem ebenfalls nahezu
eine Verdopplung des IFN-produzierenden Anteils CD8+ Zellen verzeichnet
werden konnte, flihrte die Zugabe von neutralisierenden IL-12 Antikdrpern in
Konzentrationen von 10 ng/ml bis 1000 ng/ml zu keiner quantitativen Abnahme
der IFN-y+/CD8+ Zellen. Dementsprechend ldsst sich schlieBen, dass die IFN-y
Induktion in zytotoxischen Lymphozyten auf einem von IL-12 unabhéngigen

Mechanismus basiert.
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4.4

Die Blockierung MHC I-Molekiil gebundener Transduktionsvorgige durch
anti MHC 1 Antikorper vermindert die IFN-y Induzierbarkeit durch

intestinale Epithelzellen

Ergebnisse von Zusatzversuchen unter Zugabe von anti-MHC 1 Antikorpern
(mouse IgGl, kappa, clone G46-2.6) lassen die Vermutung zu, dass die durch
die Koinkubation von Lymphozyten und Epithelzellen angestoene IFN-y
Produktion — zumindest teilweise - durch an MHC Klasse I - Molekiile
gebundene Transduktionsvorgdnge vermittelt wird. Nach 24-stiindiger
Inkubation wurde in den mit anti-MHC I Antikdrpern versetzten Ansédtzen der
direkten Kontaktkokultur eine intrazellulire IFN-y Expression beobachtet, die
niedriger war als die basale IFN-y Expression in den Monokultur-Ansétzen. In
den Ansdtzen ohne Zugabe von anti-MHC I-Antikérper wurden 25,6% IFN-
y+/CD8+ Lymphozyten in der direkten Kontaktkokultur gegeniiber 19,7%
[FNy+/CD8+ Lymphozyten in der Monokultur gemessen. Durch die Zugabe der
anti-MHC I-Antikorper wurde das intrazelluldre IFN-y Signal deutlich verringert
(17,2% IFN-y/CD8+ Lymphozyten, 16,3 % IFN-y/CD8+ Lymphozyten und
18,2% IFN-y/CD8+ Lymphozyten unter Zugabe von 1, 2,5 und 5 pug/ml anti-
MHC I-Antikérpern) (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Interaktionen zwischen intestinalen Epithelzellen und CDS8+
Lymphozyten werden durch MHC I-Oberflichenmolekiile vermittelt

(Anteil CD8+/IFN-y+Lymphozyten an allen CD8+Lymphozyten in % in Abhdngigkeit
von ansteigenden Konzentrationen an anti-MHC I-Antikorpern). Gezeigt wird eine
Absenkung des intrazelluldren IFN-y-Signals unter den Wert der basalen Expression

von IFN-y in der Monokultur durch Inkubation mit anti-MHC I Antikdrpern.

Transkriptionelle  Aktivierung von IFN-y in der Epithelzell/
Lymphozytenkultur

Ziel dieses Zusatzversuches war es, die auf Proteinebene demonstrierte
Regulation von IFN-y in Lymphozyten-Subpopulationen bei CED auch auf
transkriptioneller Ebene durch das Verfahren der RT-PCR mit anschlieender
Gel-Elektrophorese zu analysieren. Die Verteilung und Stirke der Banden
innerhalb der Proben zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der IFN-y-Expression von Lymphozyten zwischen den untersuchten
Untergruppen. Da eine Zunahme der IFN-y- Expression der Lymphozyten von
Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen somit auf
transkriptioneller Ebene nicht nachgewiesen werden konnte, wurde das RT-

PCR-Verfahren in dieser Arbeit nicht weiter verfolgt.
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Diskussion

Die in dieser Studie gewonnenen Daten zeigen - statistisch signifikant - dass
intestinale Epithelzellen in Kokulturbedingungen mit Lymphozyten in der Lage
sind, IFN-y in deren CD8+ Subpopulation zu induzieren. Diesbeziiglich
verweise ich an dieser Stelle auf unsere kiirzlich erschienene Arbeit (8).

Mit dem Einfluss von Epithelzellen auf T-Lymphozyten beschiftigten sich
bereits eine Reihe von vorhergehenden Studien: So beobachteten Panja et al.,
dass Lamina propria T-Lymphozyten (LP T-Zellen) in Gegenwart von
intestinalen Epithelzellen proliferieren (65). Auf der Suche nach dafiir
verantwortlichen Effektoren fanden sie, dass anti-CD 1d Antikorper die
Proliferation der Lymphozyten, vor allem der CD8+ Zellen, in diesem
gemischten allogenen Kokulturmodell zu inhibieren vermdgen; was auf die
mogliche Bedeutung des CD 1d — Liganden auf den Epithelzellen in diesem
Zusammenhang hinweisen konnte (66). Diese Ergebnisse werden gestiitzt durch
Arbeiten, die ebenfalls eine CDI-vermittelte Stimulation von T-Lymphozyten
beschreiben (5, 6). Die Bedeutung dieses nicht-klassischen MHC I — Molekiils
im Bezug auf Wechselwirkungen mit Lymphozyten wird unterstrichen durch die
Induzierbarkeit desselben durch IFN-y (19). Einen anderen Weg der
Lymphozytenaktivierung im  Kokulturmodell von Epithelzellen und
Lymphozyten beschreiben Studien mit Focus auf die Aktivierung der CD8 —
assoziierten Tyrosinkinase p56lck durch das 180 kD Membranprotein auf
Epithelzellen, gp180 (104). Des weiteren gibt es Hinweise, die darauf hin
deuten, dass eine Stimulation von Lymphozyten durch Epithelzellen von MHC
IT — Molekiilen getragen wird. Bland und Warren konnten zeigen, dass la+
(MHC-Klasse II) tragende Epithelzellen, die sie aus dem Diinndarm von Ratten
isoliert hatten, ein Protein-Antigen in vitro prasentieren und dadurch eine T-Zell-
Proliferation induzieren konnen (9). Diese offensichtlich Klasse II-vermittelte
Immunreaktion fithrte zu einer Antigen spezifischen Suppressions-Reaktion
(10). Auch Hoang et al. arbeiteten mit einem gemischtem allogenen

Kulturmodell, in dem sie eine Simulation von intraepithelialen Lymphozyten
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durch Epithelzellen beobachten konnten, die mit dem Grad der Expression von
MHC Klasse II — Molekiilen auf den Epithelzellen korrelierte (32).

Unter den Kokulturbedingungen dieser Studie demonstrierten CD8+
Lymphozyten eine Induzierbarkeit fiir IFN-y in Anwesenheit von
Darmepithelzellen, die in direkter Kontaktkokultur starker ausgeprigt war als in
indirekter Kokultur unter Einsatz eines Transwell-Filters. Diese Tatsache legt
die Vermutung nahe, dass die epitheliale Stimulation von CD8+ Lymphozyten,
die sich in einer erhohten Expression von IFN-y duBlert, groBtenteils durch
direkte Zell-Zell-Interaktionen in Form von Zellmembran-Antigenen vermittelt
wird. Somit scheinen Wechselwirkungen dieser Art denen, die durch 16sliche
Faktoren getragen werden, liberlegen zu sein, oder zumindest letztere in ihrem
Effekt zu verstérken. Als moglicher Mechanismus mit stimulierendem Effekt auf
CD8+ Lymphozyten wurde in dieser Arbeit der Signalweg iiber den MHC I-
Komplex untersucht. Die Ergebnisse der Experimente unter Blockierung dieses
Signalweges durch anti-MHC I-Antikorper, die eine mit der Konzentration der
verwendeten Antikorper korrelierende Senkung der induzierbaren IFN-y
Expression besagen, sprechen fiir eine Beteiligung des MHC I Komplexes an der
Induktion von IFN-y durch Epithelzellen in CD8+ Lymphozyten.

Im Vergleich zwischen gesunden Kontrollen und CED-Patienten stellte sich in
dieser Studie heraus, dass sowohl die basale IFN-y-Produktion als auch die
Induzierbarkeit von IFN-y durch 24-stiindige Kokultur mit Caco-2 Zellen in
CD8+ Zellen von IBD Patienten - selbst im inaktiven Krankheitsstadium -
erhoht ist. Der Anteil an IL-4 produzierenden CD8+ Lymphozyten war nach
Kokultivierung mit Darmepithelzellen zwar vermindert, eine statistische
Signifikanz fiir diesen Trend bestand jedoch nicht. Auf das Zytokin-
Expressionsmuster von IL-4 und IFN-y in CD4+ Zellen hatten die in dieser
Studie gegebenen Kokulturbedingungen keine Auswirkungen. Demzufolge
scheint die IFN-y Expression in CD8+ Lymphozyten nicht nur eine
physiologische Reaktion auf Kontakt mit Darmepithelzellen, sondern im Falle
von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen dabei auch pathologisch
gesteigert und somit von pathogenetischer Relevanz zu sein. Von

untergeordneter Bedeutung und ohne krankheitsspezifische Relevanz scheint die
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suppressive Wirkung der Darmepithelien auf die IL-4 Produktion in CD8+
Lymphozyten zu sein. Denkbar wiére auch, dass im Falle des Zusammentreffens
von Lymphozyten und Darmepithelzellen sich allgemein das Gleichgewicht
zwischen den Polarititen der Immunantwort in Richtung eines Th/Tc-1
Geschehens mit dominierender Rolle des IFN-y verschiebt.

In Betracht gezogen werden musste auch, dass in dieser Studie mit PBMCs und
nicht mit komplett gereinigten Lymphozyten gearbeitet wurde und somit von
Monozyten produziertes IL-12 als Stimulus fiir die IFN-y-Induktion in
Erwagung zu ziehen ist. Die stdrkste und physiologisch vermutlich bedeutsamste
Wirkung dieses Zytokins besteht ndmlich darin, in NK- und T-Zellen die
Produktion von einigen Zytokinen, insbesondere jedoch die von IFN-y zu
induzieren. (Einen Uberblick iiber die diesbeziigliche Literatur vermittelt 100).
Da gezeigt werden konnte, dass IL-12 in den aus Darmgewebe von Morbus
Crohn Patienten gewonnenen mononukledren Zellen vermehrt gebildet wird
(56), war es somit denkbar, dass die stirkere Expression von IFN-y in CD8+
Lymphozyten von CED-Patienten auf den Effekt des monozytiren IL-12
zurlickzufiihren war. Dieser Effekt konnte jedoch durch Verwendung eines IL-
12 Antikdrpers in einem, sowie durch Depletion von Monozyten aus der PBMC-
Population in einem weiteren Erginzungsversuch andererseits ausgeschlossen
werden: Weder die Abwesenheit von Monozyten noch die Neutralisierung des
IL-12 hatten eine Auswirkung auf die beobachtete Stimulation von CD8+
Lymphozyten.

Ebenso jedoch, wie IL-12 in der Lage ist, IFN-y zu induzieren, ist dieses auch in
reziproker Weise der Fall; offensichtlich wirkt Letzteres wiederum verstiarkend
auf die IL-12 Produktion in Antigen prasentierenden Zellen (49). IL-12 vermag,
neben der Fihigkeit weitere Zytokine in T- Lymphozyten und NK-Zellen zu
induzieren, als Wachstumsfaktor fiir priaaktivierte T-Lymphozyten und NK-
Zellen und als die Zytotoxizitdt von CD8+ und NK-Zellen verstirkender Faktor
zu fungieren (42, 57). Des weiteren ist IL 12 an der Differenzierung vom Thl —
Phénotyp der Lymphozyten sowie zytotoxischen T-Lymphozyten beteiligt (27,
99). In diesem Zusammenhang mag die Bedeutung von IFN-y in der

Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen deutlich werden: Als
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typischer Vertreter aus der Klasse proinflammatorischer Zytokine verfiigt [FN-y
iiber eine Reihe von Wirkungen, die - wie bereits in der Einleitung beschrieben -
sowohl eine Entziindungsreaktion in Gang zu setzen als auch zu unterhalten
vermdgen. Der Ausbau an Kapazititen zur Antigenprisentation, die Stimulation
einer vornehmlich zellvermittelten Immunreaktion, die in erster Instanz von
zytotoxischen T-Lymphozyten, Makrophagen und NK-Zellen getragen wird,
sowie Auswirkungen auf zellphysiologische Eigenschaften der Epithelzellen,
impliziert, dass diese Reaktion in pathologisch gesteigerter Form eine
wesentliche Rolle in der Pathogenese von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa
einnimmt. So wére es denkbar, dass eine liberschieBende IFN-y Produktion in
den CD8+ T-Lymphozyten selbst, oder eine vermehrte Induktion von IFN-y
durch Faktoren weiter proximal einer Kaskade von Zytokinen — beispielsweise
durch eine erhohte Expression von IFN-gamma-inducing factor (IGIF = IL 18)
in intestinalen Epithelzellen (43, 96) - dazu fiihrt, dass dieses IFN-y durch eine
Aktivierung mononukledrer Zellen — insbesondere von CD8+ Zellen eine
zytotoxische Reaktion gegen Darmepithelzellen induziert oder zumindestens
mitbedingt. In diesem Szenario mag es dazu kommen, dass Darmepithelzellen
zum Target fiir zytotoxische Lymphozyten werden. Dieses ist umso
wahrscheinlicher, als dass im Falle einer Entziindung die Permeabilitit der
Darmmukosa, u.a. durch IFN-y vermittelt, durch Lockerung der tight junctions
erhoht ist und somit eine Durchwanderung des Epithels mit direkten
Zellkontakten zwischen Enterozyten und Lymphozyten ermdglicht wird. Dass
bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, insbesondere bei Morbus
Crohn, die Darmschleimhaut, auch bei Abwesenheit von morphologischen,
endoskopischen oder klinischen Symptomen einer Entziindung diffus von
Immunzellen, einschlieBlich ~ T-Lymphozyten, durchsetzt sein kann,
verdeutlichen Ergebnisse aus dem Vergleich von Histologien aus der
Magenschleimhaut von Morbus Crohn Patienten mit der von Gesunden (62).

Die Tatsache, dass unter den Bedingungen dieser Studie nur CDS8+
Lymphozyten eine Stimulation hinsichtlich vermehrter IFN-y Produktion
erfuhren und bei CD4+ Lymphozyten keine signifikante Anderung des

Zytokinprofils gemessen werden konnte, scheint im Widerspruch zu Ergebnissen
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vorangehender Studien zu stehen. So beschreiben Mayer und Eisenhardt, wie in
ithrem allogenen Kokulturmodell Enterozyten von Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen im Gegensatz zu denen von Gesunden nicht in
der Lage sind, CD8+ T-Suppressorzellen zu stimulieren, sondern CD4+
Lymphozyten mit ausgeprigter T — Helfer Aktivitat aktivieren (52). Als Korrelat
dieser verminderten Aktivierung von T-Suppressorzellen konnte laut Toy et al.
eine defekte Expression von gpl80 auf intestinalen Epithelzellen von CED-
Patienten stehen (98). Im Gegensatz zu dieser Studie wurde in jenen Arbeiten
jedoch nicht auf die Expression von Zytokinen eingegangen. Auf der anderen
Seite konnten Mayer und Shlien zeigen, dass frisch isolierte Ia+
Darmepithelzellen selektiv. Lymphozyten vom Suppressor/Zytotoxischen
Phinotyp stimulieren (53). Diese durch einen Komplex von CD1d und gp180
auf intestinalen Epithelzellen hervorgerufene Stimulation einer Subpopulation
von CD8+ Zellen scheint sich funktionell von einer durch klassische Klasse I —
Molekiile hervorgerufenen Aktivierung zu unterscheiden (14). Dass es sich bei
den Zytokin-produzierenden Zellen in der Darmwand in erster Linie um CD8+
Zellen handelt, fanden auch Taguchi et al. heraus. Allerdings wird in ihrer Arbeit
ein Anstieg sowohl von IFN-y - als auch IL-5 - produzierenden Zellen nach
Stimulation durch Con A beschrieben (94).

Zytotoxisches Verhalten von peripheren Lymphozyten gegeniiber menschlichen
fetalen Kolonzellen konnte bereits durch eine in-vitro- Studie von Broberger und
Perlmann gezeigt werden (70). Da es sich gezeigt hat, dass zytotoxische CD8+
Lymphozyten in groferer Anzahl im Blut von Patienten mit chronisch
entziindlichen = Darmerkrankungen  vorkommen (58) und intestinale
intraepitheliale Lymphozyten vornehmlich vom CD8+ CD28- Phénotyp sind (4),
ist es denkbar, dass durch Zell-Zell-Kontakte mit Darmepithelzellen eine
vermehrte Induktion von IFN-y produzierenden CD8+ Lymphozyten stattfindet,
welche sich fiir die permanente entziindliche Aktivitit in der Darmmukosa
verantwortlich zeigen. Dass in den ilELs vom CD8+ CD28- Phinotyp unter
anderem erhohte Level an IFN-y zu messen sind demonstrierten Arosa et al.
ebenfalls in ihrer Studie (4). Die Tatsache, dass die von uns auf Proteinebene

ermittelten  signifikanten Unterschiede mit Hilfe der RT-PCR nicht
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nachzuvollziehen waren, ist am chesten darauf zuriickzufithren, dass die
Aktivierung von IFN-y nicht einer transkriptionellen Regulation unterliegt.
Daneben sind jedoch auch technische Probleme als Ursache zu diskutieren. Da
die Proteinergebnisse eine eindeutige Aussage lieferten und IFN-y als Protein
das funktionell wirksame Zytokin darstellt, wurde dieser Ansatz in unserer
Studie nicht weiterverfolgt. Als sensitiveres Verfahren hitte zur Detektion
kleiner Unterschiede in der Zytokinexpression, die mit der RT-PCR nicht

darstellbar waren, eher mit der REAL-time PCR gearbeitet werden miissen.
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Zusammenfassung

Die in dieser Studie gewonnenen Daten belegen eine wechselseitige
Einflussnahme von Darmepithelien und Lymphozyten, die eine Anderung des
Zytokinprofils der Lymphozyten bewirkt. Die Wechselwirkungen zwischen
Darmepithelien und Lymphozyten bestehen in einer erhohten IFN-y-Induktions-
Kapazitit in CD8+  Lymphozyten. Spiegelbildlich dazu besteht eine
leichtgradige Abnahme der IL-4 Produktion in CD8+ Lymphozyten nach
Kokultivierung mit Darmepithelzellen. Als klassische Vertreter von Zytokinen
von Th/Tcl- bzw. Th/Tc2- Zellen getragenen Reaktionen kann diese Tatsache
als Hinweis auf eine Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen T1/T2-
Phénotypen in Richtung einer T1-Reaktion gewertet werden.

Das Phéanomen der IFN-y Induzierbarkeit in CD8+ Lymphozyten durch Kokultur
mit Darmepithelien ist signifikant ausgepragter bei Lymphozyten von Patienten
mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen im Vergleich zu gesunden
Kontrollen. Ein Unterschied zwischen Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-
Patienten hinsichtlich der Zytokinprofile ihrer Lymphozyten als Antwort auf
einen epithelialen Stimulus konnte nicht festgestellt werden. Ebenso bestand
kein signifikanter Effekt der Epithelzell/ Lymphozyten-Kokultur auf die
Zytokinproduktion von CD4+ Lymphozyten.

Die Induktion von IFN-y scheint sowohl iiber 16sliche Mediatoren als auch durch
direkten Zell-Zell Kontakt vermittelt zu sein. Bei letzterem diirften insbesondere
Oberflachenmolekiile der MHC 1 Klasse eine wesentliche Rolle spielen. Die
Anregung von Lymphozyten zur IFN-y Produktion verlduft dabei unabhéngig
von einer monozytdren IL-12 Produktion.

Diese erhobenen Daten sprechen dafiir, dass die IFN-y -Induktion in CD8+
Lymphozyten durch Darmepithelzellen einen wichtigen Mechanismus fiir die
Inititerung und Aufrechterhaltung einer Entziindungsreaktion bei chronisch

entziindlichen Darmerkrankungen darstellen konnte.
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