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Zusammenfassung

1. ZUSAMMENFASSUNG

Die Atiopathogenese chronisch entziindlicher Darna@kungen ist bis heute ungeklart. Um
das Verstandnis diesbeziglich zu erweitern, wurdalieser Arbeit die Expression des
Interleukin-12-Rezeptors bei Patienten mit chrdmisentziindlichen Darmerkrankungen

untersucht.

Die Interleukin-12-Sekretion ist im Vergleich zupl@is ulcerosa beim Morbus Crohn, als
THi-dominante Erkrankung, erhoht. Die biologische »ikdit von IL-12 wird durch einen
Rezeptor vermittelt, der aus zwei Untereinheitear, 81- und [32-Kette, besteht. Da die
Wirkung des IL-12 mit dessen Rezeptorexpressionrekert, wurde sowohl die
Rezeptorketten-Expression auf mRNA- und Proteinepenals auch die
Induktionsmechanismen von IL-12R-R1- und -32-Trapskn in mononukledren Zellen der
Lamina propria und des peripheren Blutes von Patiemit M. Crohn und Colitis ulcerosa

untersucht. Patienten mit einem kolorektalen Kamzirdienten als Kontrollgruppe.

Bei Patienten mit M. Crohn konnte im Vergleich zwli@s ulcerosa-Patienten und zur
Kontrollgruppe, ein erhthtes Expressionsniveau dyeill-12-Rezeptorketten beobachtet
werden. In-vitro-Stimulationen mononukleérer Zellder Lamina propria mittels Cross-
Linking durch Anti-CD3-Antikorpern in Anwesenheiiner B7.1-positiven bzw. —negativen
Maus-LtK- Zellinie, zeigten eine Erhohung der IL-12R-R1liiSkripte, die sich als

unabhangig von einer B7.1-Kostimulation erwies. IBegensatz dazu, konnte eine
signifikante Steigerung von IL-12R-32-Transkriptaumr durch Kostimulation mit Anti-CD3-

Antikdrpern und B7.1 induziert werden.

Die vorliegenden Daten unterstiitzen die vorhernsgeeMeinung einer lymphozytaren TH

Dominanz beim M. Crohn. Die erhdhte Expressionltdek?R-32 in entziindeter Mukosa bei
Patienten mit M. Crohn kann ein Ergebnis der Kostation durch B7.1-Molekiile sein. Das
Modulieren oder selektive Inhibieren der IL-12RR&Eession auf mononuklearen Zellen der
Lamina propria kbnnte somit einen neuen Therapaans der Behandlung des M. Crohn

darstellen.



Summary

1. SUMMARY

The pathogenesis of inflammatory bowel diseaseillsusclarified. In regard to enlarge our
knowledge, the expression of the interleukin-12eptor was investigated in patients with

inflammatory bowel disease.

The interleukin-12 secretion is increased in CrehitiSease compared to ulcerative colitis. Its
biological activity is mediated through a high-affy receptor, which is composed of two
subunits,f1 and 2. Since IL-12 responsiveness correlates with éseptor expression,
receptor expression of IL-1BR and B2 was analysed at mRNA and protein level in lamina
propria mononuclear cells and peripherial blood gimrcytes of patients with inflammatory
bowel disease, as well as mechanisms of inductiobdth receptor transcripts. Patients with

colorectal cancer served as control.

The expression for both receptor subunits wereeas®d in inflamed specimens of patients
with Crohn’s disease but not in ulcerative cobisl controls, respectively. To investigate the
role of costimulatory molecules, lamina propria mouaclear cells were stimulated by cross-
linking of anti-CD3 antibodies, in presence or atzgeof B7.1-transfected mouse-L-tells.
In-vitro stimulation of lamina propria lymphocytedgth anti-CD3-antibodies resulted in an
increase of IL-12B1 transcripts independant of B7.1-mediated costatiwt. Whereas anti-
CD3 stimulation alone resulted only in a slighthgriease of IL-12B2 transcripts, a distinct
accumulation of IL-12BR2 mRNA could be induced after anti-CD3/B7.1-costiation.

The data of this investigation support the pred@mée of TH cells in Crohn's disease. The
increased expression of IL-1BR subunit in lamina propria lymphocytes of patiemtish
Crohn’s disease may be a result of B7.1-costinomal herefore, the modulation or selective
inhibition of 1I-12R32 expression on lamina propria mononuclear cellgldcdoe a new

therapeutic approach in Crohn’s disease.



Einleitung

2. EINLEITUNG

Unter dem Begriff “Chronisch-entziindliche Darmerkmangen (CED)* werden der Morbus
Crohn und die Colitis ulcerosa zusammengefasst,eivalie Atiologie dieser Darm-

erkrankungen bislang ungeklart ist.

2.1. Krankheitshilder

2.1.1. Morbus Crohn (Enterocolitis regionalis, leitis terminalis)

Der M. Crohn ist eine diskontinuierlich, segmeraaftretende, transmurale Entztindung der
Darmschleimhaut. Prinzipiell kann der gesamte Gag#stinaltrakt, vom Mund bis zum
Anus betroffen sein, wobei die bevorzugte Lokaigatm terminalen lleum und Colon liegt.
Makroskopisch imponiert diese Erkrankung als sedaterEntztiindung aller Wandschichten,
mit 6dematdser und fibrotischer Verdickung der Daand unter Ausbildung segmentaler
Stenosen, sowie entero-enteraler und entero-cut@stgibildung. Histopathologisch ist der
M. Crohn durch eine fokale transmurale Entztindungtypischen, jedoch nicht obligaten
Epitheloidzellgranulomen mit mehrkernigen Rieselerelcharakterisiert. In vielen Fallen
zeigt sich des Weiteren eine Hyperplasie der zuggd® mesenterialen Lymphknoten.
Klinisch &uf3ert sich der M. Crohn durch abdomineBehmerzen, haufig im rechten
Unterbauch und schleimige Durchfélle, meist ohnetiglimengungen. An intestinalen
Komplikationen stehen vor allem Darmstenosen, Kistend anorektale Abszesse im
Vordergrund. Haufig kann man auch extraintestirg&fenptome beobachten. An den Augen
findet sich nicht selten eine Uveitis und Episkisrian der Haut ein Erythema nodosum und

an Gelenken finden sich haufig arthritische Veréuadgen
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2.1.2. Colitis ulcerosa

Die Colitis ulcerosa ist eine chronisch-entzindidickdarmerkrankung der oberflachlichen
Schleimhautschichten. Typischerweise liegt hierkaintinuierliches Ausbreitungsmuster vor.
Die Erkrankung beginnt meist distal im Rektum umelitet sich nach proximal im Colon aus,
wobei der Befall des Rektums jedoch nahezu oblggatle nach Ausdehnung des Befundes
unterscheidet man eine “Proktitis ulcerosa®, dig das Rektum betrifft, eine “Distale
Colitis", bei der das Rektum und Sigma betroffamsieine “Linksseiten-Colitis“, bei der die
Entzindung bis ins Colon transversum reicht unca éPancolitis, bei der das gesamte
Colon betroffen ist. Makro- und Histopathologiscluss ein akutes von einem chronisch
fortgeschrittenen Stadium unterschieden werden. akaten Stadium findet man eine
entzindlich gerbtete Schleimhaut mit kleinen Schhgutulzerationen, die 6dematos
verquollen erscheint und bei Kontakt blutet. Histiisch Uberwiegen Granulozyteninfiltrate
in Form von Kryptenabszessen. Das fortgeschritteBéadium ist durch die
Schleimhautatrophie gekennzeichnet. Die chroniseidivierenden Ulzerationen fiihren zur
Zerstorung der Schleimhaut mit Verlust des phygisichen Reliefs, wobei die restlichen
Schleimhautinseln als “Pseudopolypen” erscheinea.Histologie ist durch ein Infiltrat aus
Lymphozyten und Histiozyten gekennzeichnet. Je riabher der Erkrankung sind auch hier
Epithelzelldysplasien erkennbar, die ein erhohtearzkhomrisiko darstellen. Klinisch
manifestiert sich die Colitis ulcerosa durch abdwmile Schmerzen und blutig-schleimige
Durchfélle, die zu massiven Blutverlusten fuhrennm@n. Als weitere intestinale,
lebensbedrohliche Komplikation ist besonders diewiaklung eines sog “Toxischen
Megakolons” hervorzuheben. Extraintestinale Komgdiiknen an Augen, Haut und Gelenken

kommen auch bei der Colitis ulcerosa vor, sind ghdeesentlich seltener als beim M. Crohn.

Beiden Erkrankungen gemeinsam sind die chroniscftelBdung der intestinalen Mukosa,
der chronisch-rezidivierende Verlauf mit akutenrgpoen Exazerbationen und Remissionen

unterschiedlicher Dauer.
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2.2. Aspekte zur Krankheitsentstehung

In den letzten Jahren sind viele Theorien beziightiblogie und Pathogenese der chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen konzipiert und edbr worden. Man muss davon
ausgehen, dass es sich um eine multifaktoriellee&ehandelt. Bisweilen ist auch unklar, ob

beiden Erkrankungen eine gemeinsame oder untedsichie Atiologie zugrunde liegt.

Die atiopathologischen Konzepte der chronisch emli¢hen Darmerkrankungen lassen sich

in folgende Gruppen einteilen:

Umweltfaktoren
Genetische Faktoren

Mikrobielle Ursachen

w0 NP

Immunologische Faktoren

2.2.1. Umwelteinfllisse

In der grofRen Vielfalt pathogenetischer Faktoretfitsler Einfluss der Umwelt eines der am
wenigsten verstandenen Gebiete dar. VerschiedengenDaeigen jedoch an, dass
Umweltfaktoren in der Pathogenese chronisch entaied Darmerkrankungen eine grol3e

Bedeutung zukommt.

Zu den wichtigsten beeinflussenden Umweltfaktorezhégen unter anderem préanatale
Gegebenheiten, Futterung mit Muttermilch, Kinderkizeiten, Hygiene, Ernahrung, orale
Kontrazeptiva, Rauchen, Stressfaktoren, Kontakt méren und sportliche Aktivitaten
[KOUTROBAKIS et al, 1996]. Unter den genannten Ba&h stellt der Tabakkonsum wohl
einer der am besten erforschten Umwelteinfliisse wlabei insbesondere eine Assoziation
mit M. Crohn vorliegt [HARRIES et al, 1982; LOGAN al., 1984; REIF et al, 1995]. Ein
weiterer Aspekt stellt die Erndhrung dar. Einigebditsgruppen zeigten, dass durch eine
spezielle Diat bei Patienten mit Morbus Crohn elRemission erreicht werden kann
[O'MORAIN et al, 1984]. Obwohl die Untersuchungerf dem weiten Forschungsgebiet der
Umwelteinflisse enorm forciert werden, sind dielkeéaa pathophysiologischen Mechanismen

unklar.
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2.2.2. Genetische Faktoren

Viele Studien zeigen eine genetische Disposition zhronisch entzindlichen

Darmerkrankungen auf. Das Risiko an einer chronmatziindlichen Darmerkrankung zu
leiden, kann bei Verwandten 1.Grades bis zu 40%agen, wobei das Risiko bei M. Crohn
hoher zu sein scheint, als bei Colitis ulceros®[ECHI, 1998]. Neben familidren Haufungen
wurde auch eine hohere Konkordanz bei monozygovtgtizgen im Vergleich zu dizygoten

beobachtet [TYSK et al, 1988].

Ethnische Untersuchungen weisen auf unterschiezdlichidenzen bei verschiedenen Rassen
hin. In einer frihen randomisierten Studie konmteeiner europaischen Population die
Haufung von HLA-A11 und HLA-A7 bei Patienten mit I&is ulcerosa und ein vermindertes
Vorkommen von HLA-A9 bei Morbus Crohn-Patienten lbachtet werden [ASQUITH P. et
al, 1974]. Bei japanischen Patienten mit Colitiseubsa besteht eine Assoziation mit HLA-
DR2 [ASAKURA et al, 1982], die sich bei kaukasisohPatienten nicht bestatigte.

Des Weiteren vermutet man, dass die Heterogenitdt Rrognose der Erkrankung unter
anderem auf Polymorphismen und Mutationen in Gegmenickzufihren ist, die in
immunologische Prozesse involviert und regulatbrisen Entzindungsreaktionen beteiligt
sind [MURILLO et al, 2002]. Darunter ist vor alleBARD15 (friiher: NOD2) hervorzuheben
[HUGOT et al, 1996]. Dieses Gen codiert fur eintBin, welches von peripheren Monozyten
exprimiert wird. Insbesondere drei verschiedene ODARMutationen konnten bei M.
Crohn-, jedoch nicht bei Colitis ulcerosa-Patientdsmtifiziert werden [HAMPE et al, 2001,
HUGOT et al, 2001, OGURA et al, 2001]. Diese Miaga¢n bewirken eine C-terminale
Trunkierung der NODZ2-Proteine, wodurch eine ver@eddBindung von intrazellularen
Endotoxinen entsteht, die eine verstarkte Aktivigrudes Transkriptions-Faktors NdB-
initiileren und schliellich in einer gesteigertendiktion proinflammatorischer Zytokine wie
TNF-o und IL-12 mindet [CHARLES et al., 2002]. Ob sicke dMutationen in ihrem

klinischen Erscheinungsbild unterscheiden, musé ge&lart werden.
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2.2.3. Mikrobielle Faktoren

Seit der Entdeckung chronisch entzindlicher Darnagfungen werden, neben genetischen

Faktoren und Umwelteinfliissen, Mikroorganismenaaisiosende Agenzien diskutiert.

Fur den Morbus Crohn wird schon seit Jahren eirAation mit Mykobakterien postuliert
[CHIODINI et al., 1984]. Bei einigen M. Crohn-Patten konnten auch im Serum erhdhte
Antikdrper-Titer gegen Mykobakterium paratubercigasachgewiesen werden [THAYER et
al., 1984]. Ein eindeutiger Beweis fir die mykolmaildlle Atiopathogenese des Morbus
Crohn konnte jedoch bislang nicht erbracht werd»emnoch wird der Zusammensetzung der
autologen, luminalen mikrobiellen Flora eine bedade Rolle in der Entstehung und
Aufrechterhaltung entzindlicher Léasionen beigenmess®ies wird sowohl durch
experimentelle, als auch durch klinische Beobada®orunterstiitzt. Durch Zusammenbruch
der mukosalen Barriere kommt es vermutlich zunubnflerschiedenster luminaler Antigene,
wodurch der chronische Entziindungsprozess untdreEiehung immunkompetenter Zellen
der Lamina propria aufrechterhalten wird [STALLMACEt al., 2002]. Durch neuere
molekularbiologische Techniken konnten kirzlichngigante qualitative und quantitative
Unterschiede in der Zusammensetzung der intestinBlera bei Patienten mit chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen im Vergleich zu gdeu Kontrollen festgestellt werden.
Bei M. Crohn-Patienten wurden erhdhte luminale ¥amirationen von Bakterien der Gruppe
Bacteroides, Eubacteria und Peptostreptococcus ggeme wahrend die Besiedelung mit
Bifido-Bakterien deutlich erniedrigt ist. Bei Caditulcerosa Patienten scheint die Besiedlung
mit fakultativen Anaerobiern vorherrschend zu $eINSKENS et al., 2001].

Neben Bakterien werden von einigen Autoren Virergsbesondere der Masern-Virus, mit
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen in Zusanmaweg gebracht. So wurde
beobachtet, dass die perinatale Exposition mit déasern-Virus das Risiko an Morbus
Crohn zu erkranken, deutlich erhoht [EKBOM et @94]. Auch die Masern-Vakzine soll
ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung einer chssh entzindlichen Darmerkrankung
darstellen [THOMPSON et al, 1995], wobei diese Batibungen heftig umstritten sind.
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2.2.4. Immunologische Faktoren

Es existieren viele Hinweise, dass verschiedeneunulogische Phdnomene eine zentrale
Rolle in der Pathogenese des M. Crohn und deri€aliterosa spielen [PODOLSKY, 1991,
MACDERMOTT et al., 1988]. Obgleich einige immunoieche Stérungen sowohl beim M.
Crohn, als auch bei der Colitis ulcerosa zu fingmd, gibt es verschiedene wichtige
Gesichtspunkte, die einen unterschiedlichen Wegdar immunologisch vermittelten
intestinalen Entzindung beider Erkrankungen wideggin. Die Pathophysiologie der
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen ist vdenal durch die Entwicklung einer
zellular vermittelten Immunantwort gekennzeichng€&llZ, 1997], wobei insbesondere
Makrophagen und von T-Zellen sezernierte Zytokiee Mittelpunkt in der Ausdehnung und
Aufrechterhaltung des inflammatorischen Prozessesebmen [SARTOR, 1994]. Wéahrend
bei der Colitis ulcerosa eine pHssoziierte Immunantwort vorliegt [LAKATOS, 2000],
spielen aktivierte THZellen in der Pathogenese des Morbus Crohn eimérate Rolle
[FIOCCHI, 1998]. Dies gilt insbesondere fur die &itklung granulomattser L&asionen
[BREESE et al., 1993, FUSS et al., 1996].

2.2.4.1. TH1- und TH2-Zellen

CD4'-T-Helferzellen stellen das Hauptkontrollelementdier adaptiven Immunantwort dar.
Diese wird durch mindestens zwei verschiedene Suldptonen von CD4-positiven T-
Lymphozyten beeinflusst, den so genannten-Tihd TH-Zellen, [MOSMANN et al,
1989]. Phanotypisch kénnen diese nicht voneinaddtarenziert werden; sie unterscheiden
sich jedoch in ihrem Zytokinmuster. THellen produzieren Interferon- (IFN-y),
Interleukin-2 (IL-2) und Tumor-Nekrose-Faktpr(TNF), wahrend TH-Zellen IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10 und IL-13 sezernieren [ROMAGNANI, 1999Die Differenzierung naiver T-
Zellen zu TH1- respektive TH2-Zellen hat einen en¢sdenden Einfluss auf die resultierende
Immunantwort [THOMPSON, 1995].



Einleitung

2.2.4.1.1. Effektorfunktionen von TH1- und TH2-Zelen

Das Haupteffektor-Zytokin von T#Zellen stellt IFNy dar; es induziert ~ 400 verschiedene
Gene, u.a. aktiviert es Makrophagen und stimulcket Produktion von Antikdrpern der
Klasse IgG, die an der Opsonierung und Phagozywose mikrobiellen Partikeln durch
Makrophagen beteiligt sind. TNF-und IFNy rekrutieren und aktivieren Leukozyten. Des
Weitern fordert der Synergismus von IL-2 und IfNt#ie Differenzierung von CDST-
Lymphozyten zu zytotoxischen Zellen [ABBAS et al996]. Die wichtigsten Effektor-
Zytokine von TH-Zellen sind IL-4 und IL-5. Interleukin-4 nimmt di®&chlisselfunktion in
der IgE-vermittelten Mastzell-Degranulation ein [3A, 1993], wahrend IL-5 das
bedeutendste Zytokin fur die Aktivierung von eoghien Granulozyten darstellt
[WARDLAW et al., 1995] Daruber hinaus konnte beditat werden, dass verschiedene
Zytokine, die von THZellen sezerniert werden, anti-inflammatorischeteRtial zeigen: IL-

4 und IL-13 antagonisieren die durch IFNnduzierte Makrophagenaktivierung und IL-10
unterdrickt zahlreiche Makrophagen-Aktionen. Digsst vermuten, dass FHellen nicht
nur Effektorfunktionen besitzen, sondern auch raguisch in die Immunantwort eingreifen
[ABBAS et al., 1996]. Zusammenfassend kann manrsadg@ss je nach Induktion einer der
beiden Phanotypen, sich die daraus resultierendreutrantwort in eine unterschiedliche
Richtung entwickelt: ThZellen aktivieren durch ihre Zytokine Makrophagand sind
verantwortlich fur die zellulare Immunitdt, wahrentH,-Zellen neben einer starken
Antikdrper-Produktion und einer Aktivierung von @uaxphilen Granulozyten, eine
Phagozyten-unabhangige Immunantwort induzieren soaohit den humoralen Teil des
Immunsystems unterstitzen [OPENSHAW et al., 1999MRGNANI, 1995].

2.2.4.1.2. Induktion der T-Helfer-Subpopulationen

Die genauen Mechanismen, die zur Induktion von THibler TH2-Zellen bei der
Immunantwort fuhren, sind noch nicht vollstandigstanden. Es ist jedoch bekannt, dass
beide Untergruppen von der gleichen Vorlauferzalstammen, einer naiven CBE-Zelle.
Deren Differenzierung in TH1- oder TH2-Zellen wirdurch verschiedene Faktoren
beeinflusst: Neben der Antigen-Menge [PFEIFFERI.etl895, SECRIST et al., 1995] und
dem Typ der Antigenprasentierenden Zelle [GAJEWSK&I., 1991, CHANG et al., 1990],



Einleitung

lenken Zytokine, als potenteste Stimuli, die Diéiezierung in die eine oder die andere
Richtung [SEDER et al., 1994].

Interleukin-12 (IL-12) ist das bedeutendste Zytokur Induktion von TH-Zellen, wobei die
Signaltransduktion tber die Phosphorylierung undividrung von STAT-Molekdlen (signal
transducers and activators of transcription) vestitwird [IHLE, 1996]. Obwohl IL-12
STAT1, STAT3 und STAT4 aktivieren kann, ist die férenzierung in ThtZellen vor allem
STAT4-abhangig [JACOBSON et al., 1995, BACON et 4B95]. Auch IFNy, welches
durch IL-12 induziert wird, ist an der Differenzigig von TH-Zellen beteiligt. Einerseits
erhoht es die IL-12-Sekretion durch Makrophageeagrseits unterstiitzt es die Expression
eines funktionsfahigen IL-12-Rezeptors (IL-12R) duZellen [TRINCHIERI, 1994]. Die
Differenzierung naiver CD4Vorlauferzellen zu ThZellen wird durch IL-4 induziert
[SEDER et al., 1994], wobei die Signalweiterleitungrbei iber STAT6 erfolgt [HOU et al.,
1996, RYAN et al., 1996].

Ein weiterer wichtiger Faktor, der die T-Zellakevung und -differenzierung beeinflusst, ist
die Expression akzessorischer Molekile. Es hat gekeigt, dass vor allem die beiden
strukturell verwandten kostimulatorischen Molek@@.1 (CD80) und B7.2 (CD86), durch
Interaktion mit ihren Rezeptoren CD28 und CTLA#A,der Lage sind, T-Zellen zu aktivieren
und deren Differenzierung zu beeinflussen [KUCHR@a@I., 1995].

2.2.4.2. Interleukin 12 ( IL-12 ) und dessen Rezay

Interleukin 12 nimmt die zentrale Rolle in der Iktdan von TH1-Zellen und somit in der
zellular vermittelten Immunantwort ein [HSIEH et,a993, MANETTI et al. 1993, IHLE,
1996, STERN et al, 1996, MAGRAM et al., 1996]. Essliert die antigen- und mitogen-
induzierte Proliferation von T- und NK-Zellen [STERet al., 1990, WOLF et al., 1991,
GATELY et al., 1991] und erhoht die lytische Aktét von zytotoxischen T-Lymphozyten
[STERN et al, 1990, CHOUAIB et al., 1994]. IL-12 e von zwei unabh&ngigen
Arbeitsgruppen entdeckt. Die erste ArbeitsgruppenvB@enetics Institute, Massachusetts
identifizierte IL-12 erstmals als NKSF (NK cell miilatory factor) [KOBAYASHI et al.,
1989], wahrend ein Jahr spater der CLMF (cytotdyephocyte maturation factor) entdeckt

10
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wurde [STERN et al., 1990]. Nach Proteinreinigunmgl molekularbiologischen Analysen,
hat sich jedoch gezeigt, dass NKSF und CLMF idehtsnd und schliel3lich die gemeinsame
Bezeichnung IL-12 gewahlt wurde [GUBLER et al., 1I9%OLF et al., 1991]. Interleukin-12
ist ein heterodimeres Zytokin [BRUNDA et al., 199RINCHIERI et al., 1994, WOLF et
al.,, 1994]. Es besteht aus zwei N-glykosylierten lypeptidketten, mit einem
Molekulargewicht von 35 kD (IL-12p35) respektive A (IL-12p40), die Uber eine
Disulfidbricke miteinander verbunden sind [WOLF at, 1991]. Durch Interaktion des
CD40-Liganden (CD154, gp39), ein 33 kD Glykoproteimelches auf der Oberflache
aktivierter T-Zellen exprimiert wird [BANCHEREAU edl., 1994, FOY et al., 1996], mit
dessen Rezeptor CD40, der auf der Oberflache apiigsentiertender Zellen lokalisiert ist,
werden vor allem Makrophagen/Monozyten [D’ANDREA&., 1992] und dendritische
Zellen [HEUFLER et al., 1996, MACATONIA et al., 1SPzur IL-12-Sekretion angeregt.
Um seine biologische Aktivitat zu entfalten, agikrl12 via spezifischen membrangebunden
Rezeptoren, die eine limitierte Verteilung auf aiditen T-Zellen und NK-Zellen aufweisen
[DESAI et al., 1992].

Ein funktionsfahiger IL-12-Rezeptor besteht aus iziwatereinheiten, dem IL12R1, mit
einem Molekulargewicht von 100 kD und di&-Untereinheit mit 130 kD [PRESKY et al.,
1996, STERN et al., 1996, GATELY et al., 1998]. d=iUntereinheiten gehodren zur
Hamopoietin-Rezeptor-Superfamilie und zeigen eiestlche Homologie zu gp130, dff
Untereinheit verschiedener Zytokin-Rezeptoren, daoh Rezeptor fir G-CSF (granulocyte-
cell stimulatory factor) und LIF (leukemia-inhibrjofactor) [CHUA et al., 1994, PRESKY et
al., 1996]. Wie bei anderen Mitgliedern der HamegpioiRezeptor Superfamilie, spielen bei
der IL-12-vermittelten Signaltransduktion Rezegdesoziierte Tyrosinkinasen eine wichtige
Rolle. Nach der Rezeptorbindung von IL-12 resultene Aktivierung der JAK2- und Tyk2-
Kinase, gefolgt von einer Tyrosin-Phosphorylierumgl Aktivierung von STAT4, wodurch
die Diffenzierung in ThtZellen induziert wird [BACON et al., 1995, JACOBSCet al.,
1995]. Die fur die Induktion der zytoplasmatisch&ranskriptionsfaktoren notwendigen
Tyrosin-Reste sind nur in der intrazellularen Domdler IL-12RB2-Kette vorhanden und
fehlen im IL-12RB1 [YAO et al., 1999, VAN RIETSCHOTEN et al., 200@owohl in
humanen, als auch in experimentellen Modellen ichtgezeigt, dass nur TH1-Zellen auf IL-
12 reagieren konnen, wéhrend TH2-Zellen diese Eigeaft nicht besitzen, wobei dieses
Phanomen auf die unterschiedliche Expression deefler-Untereinheiten in den beiden

Subpopulationen zurtickzufiihren ist; wahrend THlefebeide Untereinheiten exprimieren
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(IL-12R-B1 und IL-12RB2), kdnnen TH2-Zellen nur IL-12B1 exprimieren [SZABO et al.,
1997, ROGGE et al.,, 1997]. Somit muss man vermutiass diep2-Kette fur die
Signaltbermittlung von Interleukin-12 verantwortlicst [CHANG et al., 1990] und folglich
das Gleichgewicht zwischen TH1- und TH2-Zytokinemrath die HOohe der IL-12IR2-
Expression reguliert wird [ZHANG et al., 1999, ROEB@t al., 1999].

2.2.4.3. T-Zell-Aktivierung und -Differenzierung durch akzessorische Molekiile

Damit korperfremdes Antigen eine spezifische T-Zlmulierung induzieren kann, muss
dessen molekulare Konfiguration eine Bindung inzpssierter Form an MHC-(major
histocompatibility complex)-Klasse-I- oder -—IlI-M&i@le bewirken. Beide MHC-
Molekilklassen, die durch Prasentation der eindetsgt Antigene eine Schllsselrolle bei
Reaktionen der Immunerkennung einnehmen, werden dem verschiedenen T-Zellen
erkannt und somit stimuliert. Wahrend CBB-Zellen Antigene in Verbindung mit MHC-I
erkennen, werden CD4-Zellen via MHC-II stimuliert. Innerhalb der MH&lassen
existieren verschiedene Gruppen unterschiedlichrgig@nspezifitat, wodurch ausschlief3lich
T-Zellen der gleichen Gruppenantigenspezifitat Etkennung des MHC-Molekuls befahigt
sind. Aufgrund dieser MHC-Restriktion kann dahetidéich ein Bruchteil des Effektorpools
rekrutiert werden. Zur Antigenerkennung mussen Bmtein/MHC-Komplexe dem T-
Zellrezeptor (TCR) in einer ausreichenden Konzeiotna an der Oberflache
antigenprasentierender Zellen dargeboten werdewoldobei T-Helferzellen, als auch bei
zytotoxischen T-Zellen sind die TCR mit einem Maldomplex aus nicht-kovalent
gebundenem Transmembranpolypeptiden (CD3) asdoziiBiese CD3-Untereinheit
Ubernimmt die aktivierende Signaltransduktion irglidnere, sobald die MHC-restringierte

Bindung des Antigens an den TCR erfolgt ist.

Zur optimalen lymphozytaren Stimulation ist jedagh zweites Signal unerlasslich, welches
als Rezeptor-Ligand-Interaktion erfolgt, jedochhtiewingend antigenspezifisch sein muss
[BRETSCHER et al., 1970]. Die effektivste Koaktimiag bei einer anti-CD3-induzierten T-
Zell-Proliferation wurde nach einer zusatzlicherb&a&on anti-CD28-Antikdrpern gemessen
[THOMPSON et al.,, 1989]. Das homodimere CD28-Glykiein ist auf etwa 80% der
peripheren T-Lymphozyten vorhanden und steigerZusammenwirken mit dem TCR/CD3-

Komplex die Sekretion zahlreicher Zytokine, in erdtinie IL-2, und die Proliferation naiver
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T-Zellen [JUNE et al., 1990, SCHWARTZ, 1992]. Diatiirlichen Liganden von CD28 sind
die B7-Glykoproteine, B7.1 (CD80) und B7.2 (CD8@e, neben anderen, nach Rezeptor-
Ligand-Vernetzung kostimulatorisch wirksamen Molekii wie ICAM-1 (CD54), LFA-3
(CD58) und VCAM-1 [DAMLE et al., 1992, DENNIG et.al1994], auf der Oberflache
antigenprasentierender Zellen exprimiert werdemNRIEY et al., 1990, JUNE et al., 1994]
und der Immunglobulin-Gene-Superfamilie zugehorigds[FREEMAN et al., 1989].
Abgesehen von einer initialen Aktivierung ungepeéighicht-stimulierter T-Zellen, sind diese
akzessorischen Molekile, insbesondere B7.1 und, Biél2en Zytokinen in groiem Umfang
in die Differenzierung aktivierter CD4T-Helferzellen zu Th bzw. TH-Zellen involviert
[THOMPSON et al.,, 1989]. Wahrend die Kostimulati&7.1/CD28 ein TH-assoziertes
Zytokinprofil induziert, wird durch die Interaktiooon CD28 mit seinem Liganden B7.2 eine
Differenzierung antigen-stimulierter T-Zellen zum HZPhanotyp hin beobachtet
[THOMPSON, 1995, KUCHROO et al., 1995, FREEMAN &t 4995, MATULONIS et al.,
1996]. Dariiber hinaus unterscheiden sich beiddr@r iBindungseigenschaft zu CD28 und
dem Zeitpunkt ihres Auftretens wahrend der Initiateiner Immunantwort; B7.2 erscheint
wesentlich friher auf der Oberflache antigenprasesrider Zellen als B7.1 und zeigt eine
geringere Bindungsaffinitat [TAYLOR-ROBINSON et,a1998].

2.3. Arbeitshypothese

Um das Verstandnis in der Pathogenese der chroeisitiindlichen Darmerkrankungen zu
erweitern, wurde in dieser Arbeit die Expressiom dmtereinheiten des Interleukin-12-
Rezeptors an mononukledren Zellen der Lamina paopgi Patienten mit Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa untersucht und mit einer gesuri€i@ntrollgruppe verglichen. Aufgrund oben
genannter Beobachtungen wurde die Hypothese asgfijestass der M. Crohn, als TH

assoziierte Erkrankung, im aktiven Stadium mit eieghOhten Expression der IL-17R-

Untereinheit einhergeht, die bei Colitis ulceros#s TH-dominante Erkrankung und in
gesundem, nicht entziindetem Gewebe nicht zu betraskin soll. Darlber hinaus wurde
das kostimulatorische Potential von CD28, durclerbiktion mit seinem Liganden B7.1,
bezuglich des Induktionsvermégens von IL-12R-Trenpgen an T-Lymphozyten der

Lamina propria in vitro untersucht.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Patienten

Fur diese Arbeit wurde ein Kollektiv von insgesa#tt Patienten zur Untersuchung von
mononukledren Zellen der Lamina propria und von omoikledren Zellen des peripheren
Blutes herangezogen.

Das Patientenkollektiv umfasste 12 Patienten mitbdse Crohn (Alter: 21 bis 49 Jahre), 9
Patienten mit Colitis ulcerosa (Alter: 32 bis 5%r&g und 14 Patienten mit kolorektalem
Karzinom (Alter: 43 bis 72 Jahre). Diese Patientssfanden sich zum Zeitpunkt der
Gewebeentnahme in stationdrer Behandlung der @mealren Abteilung der
Universitatskliniken des Saarlandes. Die Lymphozytevurden, nach schriftlichem
Einverstandnis der Patienten aus Darmgewebe isdli@s durch eine chirurgische Resektion

gewonnen wurde.

Alle Patienten mit einer chronisch entzindlicherr@arkrankung hatten zum Zeitpunkt der
Gewebeentnahme einen akuten Schub ilitdrankung und waren mit 5-ASA
(5-Aminosalicylsaure) und Kortikosteroiden fur mastens 3 Monate vorbehandelt, wobei
zwei Patienten zusatzlich Azathioprin als immunsapgive Therapie erhalten hatten. Die
Patienten mit kolorektalen Karzinomen dienten alessupde Kontrollgruppe. Nach

chirurgischer Entfernung des tumorbefallenen Dasuohabittes wurden bei diesen Patienten

Gewebestrecken entnommen, die nicht-entziindlichnemrt waren.

Des Weitern wurden 5 gesunde Blutspender fur diiselie herangezogen. Diese Proben
stammten von Angestellten der Universitatsklinildas Saarlandes, die zum Zeitpunkt der
Probenentnahme, nach betriebsarztlicher Untersigchala gesund galten und keinerlei
Medikamente einnahmen. Die Blutentnahme erfolgtehapei diesen Spendern nur nach

schriftichem Einverstandnis.
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3.2. Materialgewinnung

Direkt im Anschluss an die chirurgische Resektiorurden die Resektate einer
makroskopischen Beurteilung unterzogen. Anhandctgdener Entzindungskriterien, wie
Mukosafarbe, Ulzerationen, Eiterbelage, Fibrinbelad-ibrosierung, Stenosierung und
Pseudopolypenbildung, wurden die Abschnitte in @miiich bzw. nicht-entziindlich
verandert eingeordnet. Die entsprechenden Darmaltckvurden entnommen und sofort in
eine 0,9%ige Kochsalzlésung gebracht. Direkt imcdhhgss wurde das Gewebe, wie in 3.3.1.
beschrieben, aufgearbeitet. Neben der makroskamsdBeurteilung wurde auch eine
mikroskopisch-histologische Begutachtung durch FrBu med. Mdaller-Molaian im
Pathologischen Institut der Universitatsklinikers dgaarlandes durchgefihrt. Es erfolgte die
Klassifikation und Sicherung der chronisch entziatdin Darmerkrankung als Morbus Crohn

bzw. als Colitis ulcerosa.

3.3. Isolierung von Zellen

3.3.1. Isolierung von intestinalen mononuklearen 4ken der Lamina propria

aus Resektaten

Zu Beginn wurden die bei der chirurgischen Resaekgiewonnenen Gewebestlicke dreimal in
PBS (Merck, Darmstadt) (4°C) gewaschen, um daradfliebene Stuhlreste und Blutkoagel
zu entfernen. Danach wurde das Darmgewebe auf sieglen Unterlage aufgespannt und
die Lamina propria von den anderen Darmschichtéreget. Um den verbliebenen Schileim
zu entfernen, wurde die Mukosa fur 15 Minuten b&GQ auf einem Orbitalschittler in einer
Calcium- und Magnesiums-Freien Hanks balanced ssdiition, (HBSS, PAA laboratories
GmbH, Linz, Osterreich), pH 7.4, die zusatzlich 1mBITT (Dithiotreitol; Sigma,
Deisenhofen), 100 U/ml Penicillin (Hoechst, Frankfa. M.), 10Qug/ml Streptomycin
(Biochrom, Berlin), 50pg/ml Gentamicin (Biochromen), 2,5ug/ml Amphotericin B
(Boehringer, Mannheim), 25mM HEPES und 0,05 mM3-Rtercaptoethanol (Serva,
Heidelberg) enthielt, inkubiert. Nach dieser Inkiidva wurde der Uberstand verworfen und

die Mukosa solange in HBSS (ohne Zuséatze) pH &4agchen, bis der Uberstand klar
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erschien. Im Anschluss wurde die Mukosa dreimak edtunde bei 37°C mit der oben
beschriebenen HBSS-Losung, die nun anstatt DTT 2@BDITA enthielt, auf einem
Orbitalschuttler bei 37°C inkubiert. Nach der EDTi#ubation wurde die Mukosa mehrmals
in HBSS (ohne Zusatze) pH 7.4, gewaschen und dieligbene Mukosa Uber Nacht auf
einem Orbitalschittler in Kollagenasemedium (RPM#Q (Life Technologies, Karlsruhe),
10% Fetales Kéalberserum, 4mM L-Glutamin (BiochroBerlin), 0,05mg/ml Gentamicin
(Biochrom, Berlin), 2,5ug/ml Amphotericin B (Boehger, Mannheim), 0,025 M HEPES pH
7.3, 5 x 16 M R-Mercaptoethanol (Serva, Heidelberg), 200 UMMase | (Roche,
Mannheim), 14 U/ml Kollagenase CSL Il (Biochrom,erfBn), 100 U/ml Soybean
Trypsininhibitor (Sigma, Deisenhofen), bei 37°Cublert. Am darauffolgenden Tag wurde
die Suspension mehrmals durch eine 50ml Perfusdl&gmassagiert und durch ein 70um
Nylonzellsieb (Becton Dickinson, Heidelberg) in eéd®ml-Zentrifugenréhrchen (Greiner,
Frickenhausen) gegeben, um die unverdauten Muaisam entfernen. Im Anschluss
erfolgte eine Zentrifugation (360g fur 10 Minuterlym nun weitere Schleimreste zu
entfernen, wurde das Pellet in Waschmedium (RPMIO1@.ife Technologies; Karlsruhe),
10% Fetales Kalberserum, 0,05mg/ml Penicillin (H®c Frankfurt a. M.), 0,05 mg/ml
Streptomycin (Biochrom, Berlin), 0,01M HEPES pH,BA&M NaOH, 2,5mM NaHC¢) und
15ml Percolll (Amersham, Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schwgdeit einer Dichte
von 1,131 g/ml, aufgenommen, resuspendiert undB6@g fir 10 Minuten zentifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Das verbliebene Peligtde erneut in 20ml 30% Perddll
aufgenommen, resuspendiert und mit dem gleichemnirsieh 70% Percdll unterschichtet.
Nun wurde eine Dichtegradientenzentrifugation dgegtinrt (1230g, 20 Minuten ohne
Bremse, RT) und der Interphasering, der die Lympteye beinhaltet, abgenommen und
anschlieBend mehrmals in Waschmedium gewaschen I[FFfEBERDECKER et al., 1992, #;
ZEITZ et al.,, 1988, #, MONTELEONE et al., 1997, #Die Zellzahl und Vitalitat der

Lymphozyten wurden in einer Neubauer-ZahlkammetatsitTrypanblaufarbung bestimmt.

3.3.2. Separation peripherer mononukleérer Zellen

Humane mononukleare Zellen wurden aus frischem rivepiartem Vollblut mittels
Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Als Tremedium diente Ficoll-Paque (Amersham,

Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden).
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Hierzu wurden ungefahr 10 bis 20ml Blut mit 20nBB3?(Merck, Darmstadt) in einem 50-ml-
Zentrifugenréhrchen (Greiner, Frickenhausen) ventitimnd vorsichtig mit 10ml Ficoll-
Paquél unterschichtet. Die nach der anschlieRenden Diehtgugation (990g bei RT, 15
Minuten ohne Bremse) zwischen Plasma und Trennmrednistandene homogene Bande aus
mononukledren Zellen, der sogenannte Interphasenogle abpippetiert und die Zellen in
Waschmedium (RPMI 1640 (Life Technologies, Karl&yh0% Fetales Kélberserum, 0,05
mg/ml Penicillin (Hoechst, Frankfurt a. M.), 0,05md Streptomycin (Biochrom, Berlin),
0,01M HEPES pH 7.3, 5mM NaOH, 2,5mM NaHg®nehrmals gewaschen. Anschliel3end
erfolgte die Zellzahlung mittels einer Neubauerdkammer in 2%iger Essigséaure, um noch

eventuell vorhandenen Erythrozyten zu lysieren.

3.4. Zellkulturen

3.4.1. Allgemeine Kulturbedingungen

Samtliche Zellkulturen wurden in einem Inkubatorvimsserdampfgesattigter Atmosphéare
unter 5%iger C@Begasung bei 37°C durchgefiuhrt. Der Austausch Mékrmediums

erfolgte in Abhangigkeit vom Wachstumsverhalten jdereiligen Zellen. Je nach Bedarf und
Zellzahl erfolgte die Kultivierung in 50ml- oder @%l-Kulturflaschen oder 24- bzw. 96-

Well-Zellkulturplatten (Greiner, Frickenhausen).

3.4.2. Kulturmedien

3.4.2.1. Kulturmedium fir Lymphozyten

RPMI 1640 (Life Technologies, Karlsruhe), 10% HFetaKalberserum, 4mM L-Glutamin

(Biochrom, Berlin), 0,05 mg/ml Penicillin (Hoech&rankfurt a. M.), 0,05 mg/ml

Streptomycin (Biochrom, Berlin)
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3.4.2.2. Kulturmedium fur Fibroblasten

DMEM (Dulbeccos’'s MOD Eagle Medium; Life Technolegi Karlsruhe), 10% Fetales
Kalberserum, 4mM L-Glutamin (Biochrom, Berlin), 6,0mg/ml Penicillin (Hoechst,
Frankfurt a. M.), 0,05 mg/ml Streptomycin (BiochroBerlin)

3.4.3. Kultivierung und Stimulation von Zellen

3.4.3.1. Kultivierung von Lymphozyten

Die frisch isolierten Lymphozyten aus der Laminagpra oder aus peripherem Blut wurden,
je nach Versuchsansatz und Zellzahl, in Kulturthest oder auf Zellkulturplatten (Greiner,

Frickenhausen) gehalten. Dazu wurde das in 3.42schriebene Medium verwendet.

3.4.3.2. In-vitro-Stimulation von Lymphozyten durch mitogene Substanzen

Bei der mitogenen Stimulation von Lymphozyten auwsr dlamina propria oder aus
peripherem Blut wurde Phytohdmagglutinin (PHA), eectin aus der Roten Kidneybohne
phaseolus vulgaris eingesetzt. Darunter werden verschiedene Glykepm®

zusammengefasst, die eine Quervernetzung des IR2ebptors initiieren und somit einen

mitogenen Reiz auf den Lymphozyten ausldsen.

Hierzu wurden frisch isolierte mononukledre Zellmit einer Dichte von 10 bis 10
Zellen/ml Kulturmedium (siehe 3.4.2.1.) ausgesdt jgnnach Versuchsansatz, tber 6, 12 und
24 Stunden mit Phytohamagglutinin (2ug/ml) (Sigajsenhofen) inkubiert. Nach dieser
Stimulation wurden die Zellen erneut in Suspensigebracht und abzentrifugiert.
Anschliel3end wurde das Pellet in Waschmedium aofgemen und einmal gewaschen. Zur

weiteren Verarbeitung wurden die Zellen im entspeaclen Medium aufgenommen.
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3.4.3.3. In-vitro-Stimulation von peripheren Lymphazyten durch rekombinantes

humanes Interleukin-12

Um zu untersuchen, ob IL-12 die IL-1gR-Expression erh6hen kann, wurden frisch isolierte
periphere mononukledre Zellen mit einer Dichte 2o Zellen/ml Kulturmedium (siehe
3.4.2.1.) ausgeséat und je nach Versuchsansatz2ibberw. 72 Stunden mit rhiL-12 (d/ml)
(Sigma, Deisenhofen) und PHA (2ug/ml) (Sigma, Ddieden) inkubiert. Nach der
entsprechenden Inkubationszeit wurden die Zellelvaschmedium aufgenommen, einmal
gewaschen und zur weiteren Verarbeitung im enthpreden Medium zur RNA-Extraktion
bzw. FACS-Analyse suspendiert.

3.4.3.4. Kultivierung von Fibroblasten

Die Kultivierung von adhéarent wachsenden Fibrolelaserfolgte als Monolayerkultur in
einem Kulturmedium fir Fibroblasten (DMEM (Life Trewlogies, Karlsruhe), 10% Fetales
Kalberserum, 4mM L-Glutamin (Biochrom, Berlin), 6,0mg/ml Penicillin (Hoechst,
Frankfurt a. M.), 0,05 mg/ml Streptomycin (BiochroiBerlin) und in Abhangigkeit der

Zellkulturgro3e in Zellkulturflaschen oder auf Ridodenzellkulturplatten.

Je nach Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Zelbeh 2 bis 4 Tagen passagiert. Die
Zellen wurden hierzu mit Trypsin/EDTA (PAA laborats, Linz, Osterreich) inkubiert;
wobei Trypsin die Interzellularbriicken und die Vladungen zum Boden des Kulturgefal3es
auflost und EDTA als Komplexbildner, die fur dieoRsinwechselwirkung notwendigen
Calciumionen bereitstellt. Nach Auflésen des Zskas wurde die Suspension zentrifugiert
und die Zellen mehrmals gewaschen. AnschlieRendiemudie Fibroblasten im Verhaltnis

1:10 aufgesplittet und mit frischem Kulturmediumnieue Kulturbehaltnisse umgebettet.
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3.4.3.5. Kokultivierung von Lymphozyten und Fibroblasten

In dieser Kokultur wurden die Effekte auf Lymphoaytder Lamina propria (=LPL) durch
das kostimulatorische Molekull B7.1 (CD80) und AGD3-Antikdrper untersucht.

Es wurde hierzu eine B7.1-positive oder B7.1-negatstabil transfizierte Maus Ltiell-
Linie (freundlicherweise zur Verfigung gestellt vdn Giese, Immunologisches Institut,
Ruprecht-Karls-Universitat, Heidelberg) eingesetire, CDwW32 und die RRIl-Doméane des
CDw32 exprimieren [DEFRANCE et al., 1992]. Bei dieStimulation bindet der Fc-Teil von
CDw32 an den Fc-Teil des Anti-CD3-Antikorpers, wbbeieser nun den T-Zell-
Rezeptor/CD3-Komplex aktiviert. Durch die Bindungsdakzessorischen Moleklls B7.1
(CD80) an seinen Liganden CD28 an der Oberflachél déelle wird ein kostimulatorisches
Signal fur die T-Zell-Aktivierung ausgelost (siehgbb. 1) [EBERT et al.,, 1996;
GREENFIELD et al., 1998

Pro Versuchsansatz wurden 2,5 Xl - Zellen in eine 24-Well-Flachbodenzellkultur-
Platte ausgesat und fiir 45 Minuten bei 37°C inkub&nschlieBend wurden jeweils 1 x%10
Lymphozyten hinzugegeben. Durch Crosslinking wurden mononuklearen Zellen in den
entsprechenden Wells mit 2 pg/ml monoklonalen Aid3-Antikorper (OKT3; American

Type Culture Collection, Rockville, MD) fur 6 bzv22 Stunden stimuliert. Anschliel3end

wurden die Zellen im entsprechenden Medium zurexeit Analyse aufgenommen.

anti-CD3

CD32Fc-gamma-RII

Fibroblast

Abb. 2 : Schematische Zeichnung der Kostimulation von Lymyba durch B7.1 (CD80)
und Anti-CD3-Antikorper
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3.5. Molekularbiologische Analysen

3.5.1. RNA — Isolierung

Zur Isolierung von RNA (Ribonukleinsédure) aus Lyrapyten wurde der RNeasy Mini-Kit
(50) (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Diezelnen Arbeitsschritte wurden nach

Angaben des Herstellers wie folgt durchgefuhrt:

Zuerst wurden die aus der Lamina propria und demplperen Blut gewonnenen
Lymphozyten (max. 5 x fOZellen pro Ansatz) zur Zellyse in 350pl RLT-Puffe
aufgenommen, der Guanidin-lsozyanat zur Inaktivigruon RNase enthalt. Das Lysat wurde
durch Vortexen homogenisiert, um einerseits didatgéne genomische DNA zu scheren und
andererseits die Viskositat zu reduzieren. Um drelng der RNA an die Membran der im
Kit enthaltenen RNA-Isolationssaulen zu ermoéglichemirde das Homogenisat mit 350l
70% Ethanol gemischt und in das Saulensystem imerfDie membrangebundene RNA
wurde durch Zentrifugation fur 15 Sekunden be8000 x g separiert und dreimal gewaschen
(2 x 700ul RW1-Puffer; 2 x 500ul RPE-Puffer). Ditution erfolgte nach Zugabe von 2 x
25ul RNase-freiem Wasser mittels Zentrifugation O (6ekunden bei> 8000 x g).
Anschliel3end wurde der RNA-Gehalt photometrischitvest.

3.5.2. Konzentrationsbestimmung der RNA

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte nistieines Spektrometers. Die maximale
Lichtabsorption von Nukleinsduren findet sich beiee Wellenlange von 260 nm (UV-Licht).
Durch die Messung des absorbierten Lichtes diesdlevWange, lasst sich die Konzentration
der gelésten RNA bestimmen. Die RNA-haltige Losungde hierzu in DEPC-Wasser 1: 50
verdunnt. Zur Angabe des RNA-Gehaltes der urspicimgh Losung in ng/ml, wurde die in
einer QuarzklUvette gemessene Extinktion mit demtdfalkdO x Verdinnungspuffer

multipliziert.
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3.5.3. DNase — Verdau

Um noch eventuell vorhandene DNA zu inaktivieremyde vor der cDNA-Generierung ein
DNase-Verdau durchgefiuihrt. Hierzu wurde 1pg RNAs@ht) eingesetzt. Zu dieser wurde
1ul 10 x DNase | Reaktionspuffer (Life Technologigarlsruhe), 1ul (1U/ml) DNase | Amp
Grade (Life Technologies, Karlsruhe) hinzugefigt umit DEPC-Wasser auf ein Volumen
von 10ul aufgefillt. AnschlieRend erfolgte eine dJhktion fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur. Um die DNase | wieder zu inaktenerwurde 1ul 25mM EDTA (Life
Technologies, Karlsruhe) hinzugegeben und fir 1Qutén bei 65°C inkubiert. Hierbei ist
anzumerken, dass es sehr wichtig ist, die Inkubstieiten und —Temperaturen einzuhalten;
denn langere Inkubationszeiten und hohere Temperakonnen eine Magnesium-abhangige
Hydrolyse der RNA einleiten. AnschlieRend erfolgiee erneute Konzentrationsbestimmung
der RNA mit Hilfe eines Spektrometers (siehe 3)5.2.

3.5.4. Oligonukleotide

Die Herstellung der Primer wurde bei der Firma NMBLBIOL Syntheselabor (Berlin) in
Auftrag gegeben.

Zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente wurd@iigonukleotide mit den folgenden

Sequenzen verwendet:

Nachweis von R-Actin:
5 -GTT GGATAC AGG CCAGACTTTGTT -3
5 -GAT TCAACT TGC GCTCATCTTAGGC -3

Nachweis des IL-12 Rezeptors 31:
5 - GAT CTC AAA GAC AAC CAACTAGTG -3
5- CTC CAG CTG GAAGAC TCCTCCCAG -3

Nachweis des IL-12 Rezeptors 32:
5- GGAAGATTG TCAAGAAGAGACGG -3
5- TGA GAT TTT TAG AGT AAC AGG - 3°
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3.5.5. cDNA — Generierung

Nachdem die Gesamt-RNA aus Lymphozyten extrahiaitein DNase-Verdau durchgefiihrt
wurde, erfolgte die Umschreibung in c-DNA (=komplamtdre DNA) mittels reverser
Transkriptase. Hierzu wurde 1ug RNA mit 1ul (@&ul) Oligo(dT),-15 (Life Technologies,
Karlsruhe) versetzt, auf ein Volumen von insgesaftl mit DEPC-Wasser aufgefullt und
fur 10 Minuten bei 70°C erhitzt und anschlieenddine Minute auf Eis gelagert. Danach
wurden 4ul 1st Strand-Buffer (5fach Reaktionpuffafe Technologies, Karlsruhe), 2ul DTT
(=Dithiotreitol; Life Technologies, Karlsruhe), 1ADmM dNTP (= Nukleotidtriphosphate;
Sigma, Deisenhofen) hinzugefugt und bei 42°C fi#ibuten im Wasserbad inkubiert. Die c-
DNA-Synthese wurde nun durch die Zugabe von 1p0(Z@) Moloney murine leukemia
virus Reverse Transkriptase (M-MLV-RT; Life Techogies, Karlsruhe) gestartet und
erfolgte fur 50 Minuten bei 42°C und fur weitere Mthuten bei 70°C.

3.5.6. Konzentrationsbestimmung der c-DNA

Die Konzentrationsbestimmung der c-DNA erfolgte telg eines Spektrometers (siehe
3.5.2.). Die gemessene Extinktion wurde hierbeogidmit dem Faktor 50 x Verdinnungs-
faktor multipliziert, um eine Aussage Uber die ier d.6sung enthaltene c-DNA-Menge in

ng/ml, treffen zu kénnen.

3.5.7. Amplifikation spezifischer Produkte durch ene Polymerase — Ketten —
Reaktion (PCR)

Die Amplifizierung von DNA-Sequenzen erfolgte miste Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR). Diese Standardmethode ermdglicht die expgatenVervielfaltigung einzelstrangiger
DNA, wobei lediglich eine Kopie des Templates vegien muss. Um RNA durch eine PCR
zu vervielfaltigen, wird ein Primer an die RNA-Miat hybridisiert und mittels der reversen
Transkriptase (RT) eine einzelstrangige c-DNA-Koeistellt (siehe 3.5.5.). Diese Methode
erlaubt eine Semi-Quantifizierung von mMRNA (messefiRNA) [WANG et al., 1989 #;
STALLMACH et al., 1999 #].
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Das Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion bemuft einem dreiteiligen Reaktionszyklus.
Im ersten Schritt wird die Template-DNA bei ein@aniperatur von 95°C denaturiert, d.h. die
Tertiarstruktur wird aufgelést. Dies ist notwendigm im nachfolgenden Schritt eine
Anlagerung der Oligonukleotide (siehe 3.5.4.) an de amplifizierenden DNA-Abschnitt zu
ermdglichen. Um das Anbinden der Primer zu ermbglic wird der Reaktionsansatz auf die
sogenannte Annealing-Temperatur, welche je naclddstPrimers variiert, abgekuhlt. Zuletzt
erfolgt die vom Oligonukleotid ausgehende Doppatgjsynthese bei einer Temperatur von

72°C. Diese Reaktionsschleife kann beliebig ofttlaufen werden.

Alle verwendeten Reagenzien, auf3er dem Templatelemumit einem, ausschliel3lich fur die
PCR vorbehaltenen Pipettensatz zusammengegebdass@ine Kontamination so gering als
maoglich gehalten wurde. Dabei wurden 1ul c-DNA ({ulg 5ul 10fach-magnesium-freier-
PCR-Reaktionspuffer (Life Technologies, Karlsruhe),5u1 50mM MgCi (Life
Technologies, Karlsruhe), 1,541 10mM dNTP (Sigma&jsenhofen) und jeweils 0,5ul des
Upstream- und Downstream-Primers M) zusammengegeben und mit Aqua dest. auf ein
Volumen von 50ul aufgefullt. Zuletzt wurden 0,55IU{ul) Tag DNA-Polymerase (Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) hinzugefigt und die R€Rinem PCR-Gerat (Thermocycler
UNO II, Biometra, Gottingen) unter folgenden Bedingen durchgefuhrt

95°C 4 Min.
95°C 1 Min.
Annealing 1 Min. = 1 Schleife
72°C 2 Min.
72°C 10 Min.

Die Schleifenzahl und die exakte Annealing-Temparaind, je nach Art des verwendeten

Oligonukleotides, variabel:

3-Actin: 56°C Annealiigmperatur; 26 Zyklen
IL-12-Rezeptor R1: 60°C Annealing-Tempara32 Zyklen
IL-12-Rezeptor R2: 56°C Annealing-Tempara35 Zyklen
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3.5.8. Agarose — Gel — Elektrophorese

Die Agarose-Gel-Elektrophorese dient der Auftrergqumd somit der Identifikation der
mittels Polymerase-Ketten-Reaktion gewonnenen DN#gfmente. Das Prinzip basiert auf
der Trennung verschieden grof3er, negativ geladémeplifikationsprodukte in einem

Spannungsfeld.

Zur Auftrennung wurde die DNA-haltige PCR-Losung minem Probenpuffer markiert. Es
wurden 20ul der PCR-LOsung abgenommen und mit 3¢hpdr Bromphenolblau-Lésung
(400! Succrose 50% (Merck, Darmstadt), 63ul Broemaitblau 0,8% (Sigma, Deisenhofen),
537ul Agua dest.) versetzt. Die Agarose-Konzemraties Gels betrug 2%. Hierzu wurden
79 Agarose (Peglab, Erlangen) in 350ml 1 x TBE-®uff10,9mg Borsaure Merck,
Darmstadt), 5,4mg Tris-Puffer (Merck, Darmstadt);m#t 0,5mM EDTA ad 1000ml Aqua
dest.) durch Kochen aufgelost. Nach Abkihlen awae60°C wurden 10upl (10mg/ml)
Ethidiumbromid (Sigma, Deisenhofen) hinzugegebele. IDbsung wurde nun in einen mit
einem Kamm ausgestatteten Geltrager gegossen. Ralgimerisation der Polysaccharid-
Losung wurde der Kamm entfernt und das ausgeh&®@eten eine Gelkammer (Horizoh
2025, Life Technologies, Karlsruhe) mit 1 x TBE-PuffdLaufpuffer) gebracht.
Anschliel3end wurde die markierte DNA-LOsung in diesgesparten Slots pipettiert. In eine
der Taschen wurden DNA-Fragmente von bekannter &rél8 Langenmarker gegeben
(100bp-DNA-Ladder (jg/ul); Life Technologies, Karlsruhe). Nach Anlegen esn
Spannungsgradienten von etwa 110mV, wurde die ilegkorese fir 2,5 Stunden
durchgefuhrt. Nach entsprechender Laufstrecke chteng der Anode wurde das Gel aus
dem Schlitten entnommen und unter UV-Beleuchtung Ifiife eines Sofortbildkamera-

Systems (Biometra, Gottingen) photographiert.

3.5.9. Densitometrische Auswertung
Zur Dichtemessung der Banden wurde die aus demh&ekestellte Photographie mit Hilfe

eines Gel-Scanners eingescannt (FLA-2000 Soad) mit der entsprechenden Software

(Image Gauge 3.0 program, Fuji, Japan) die DicbteBainden ermittelt.
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Dazu wurden die Log2-Werte der optischen Einhg(tgkl) = light arbitrary units) gegen die
Anzahl der Zyklen aufgezeichnet (Abb. 3). Ein regrétatives Gel ist in Abbildung 4
dargestellt. Zwischen den Amplifikationsraten urmah definierten Zyklen besteht eine lineare
Beziehung. Die ermittelten Werte steigen ab einddeéhanzahl von n=36 nicht mehr weiter
an und erreichen schliel3lich ein Plateau.
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17,5 A

17 A

16,5

Log2 LAU

16

15,5 A

15

21 24 27 30 33 36 39

Anzahl der Zyklen

Abb. 3: Densitometrische Semiquantifizierung der RT-PCBdBkte. Es zeigt sich eine

lineare Korrelation zwischen der Anzahl der Zykiemd den Log2-Werten der optischen
Einheiten.

Anzahl der Zyklen
24 25 26 27 2829 3008 32 32 4 5 36 37 38 39

Abb. 4:Agarose-Gel: Mit zunehmender Zyklenanzahl zeidt sice Steigerung der RT-PCR-
Produkte, bis nach 36 Zyklen ein Plateau erreicintlw
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3.6. Immunzytochemische Teste

3.6.1. Durchflusszytometrie

Bei der Analyse und Auswertung der in der Duchflyssmetrie gewonnen Daten, wurden
die Gerate FACS-Vantage und FACS-Calibur (BectorkiDson, Heidelberg) und die

entsprechende Software des Herstellers verwenedt@aest] ).

Die Durchflusszytometrie erméglicht eine fluoreszashangige, multiparametrische Analyse
von vitalen Zellen in Suspension. In einem optiscH&ystem werden Streulicht- und
Fluoreszenzsignale von Partikeln analysiert. Esebégddie Mdglichkeit gleichzeitig bis zu
funf verschiedene physikalische und biochemischearReter einer einzelnen Zelle zu
bestimmen. Die Streulichtsignale geben Auskunftriihe Grol3e und Granularitat, der im
Flussigkeits-Strom fokussierten Zellen. Darlberabs kdnnen die Zellen durch bis zu drei
verschiedene Fluoreszenzmessungen charakteriseedew. Entsprechend der angewandten
Farbemethode kann die Fluoreszenzmarkierung aufZe#doberflache, im Zytosol oder

innerhalb des Zellkernes erfolgen.

Die zur Zellmarkierung verwendeten Fluoreszenztaibes lassen sich durch einen speziell
ausgerichteten Argonlaser bei einer Wellenlange #88 nm anregen. Die spezifischen
Emissionssignale werden mittels Photodetektoren uimgden vorgeschalteten Filtern
gemessen; wobei die Filtersysteme nur den fur jégebstoff charakteristischen Anteil des
Emissionsspektrums passieren lassen. Der charstidehie Bereich fur Fluorescein
(Fluorescein-Isothiozyanat = FITC) liegt bei 53Q,rfur Phycoerythrin (PE) bei 585 nm und
fur Rhodamin-Phycoerythrin-Cy5 bei 682 nm. Die sghien Signale werden in elektrische
Impulse konvertiert, wobei die H6he der elektristi@&gnale der Intensitat der detektierten
Lichtsignale entspricht. Ein Analog/Digitalwandlé&onvertiert die in Volt gemessenen
Signalintensitaten in digitale Daten, die mit dertsprechenden Software, Cell Quést
(Becton & Dickinson, Heidelberg), erfasst und awgget wurden.
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3.6.1.1. Farbung von Molekiilen der Zelloberflache

Die Fluoreszenzmarkierung von Zelloberflachenamtge erfolgte als indirekter

Immunfluoreszenztest.

Zur Vermeidung einer Internalisierung der gebundeAatikdrper bei der Markierung von
Zellmembranantigenen, erfolgten die Immunfluoregiesis bei 4°C. Die zu testenden
Zellen, frisch isolierte, sowie kultivierte Lymphgen, wurden zunachst in 4°C kaltes
PBS/5%FCS aufgenommen und auf eine Konzentration 30 bis 1x 16 Zellen/ml
eingestellt und je 100ul dieser ZellsuspensioninnT@strohrchen pipettiert. Es erfolgte eine
funfminatige Inkubation in PBS/5%FCS bei 4°C, umeeiunspezifische Bindung der
fluoreszenzmarkierten Antikdrper an Antigene dellaberflache zu verhindern. FCS bindet
hierbei an die Fc-Rezeptoren der Zellmembranantigen dass eine spezifische Bindung der
Antikdrper nur noch an den variablen Regionen dargene stattfinden kann.

Anschlieend wurde die entsprechende primare Amédbsung in austitrierter
Konzentration hinzugegeben (Anti-human CD4-PE, 1MtgAnti-human CD3-Rhodamin-

Phycoerythrin-Cy5, 10ug/ml; Ratte-anti-human LRI - und Ratte-anti-human IL-12R32-
Antikdrper, 10pg/ml). Nach einer Inkubation von Blinuten bei 4°C und zweimaligem
Waschen in PBS/5%FCS erfolgte die Zugabe von 10ug/sekundarem,

fluoresceinmarkiertem Antikérper. Es wurden Ziegé-&atte-FITC-Antikbrperkonjugate
verwendet. Nach Zugabe des sekundaren Antikérpamdenfir 30 Minuten bei 4°C
inkubiert. Die Zellen wurden zweimal in PBS/5%FCSwgschen und fur die FACS-Analyse
in 500ul PBS/5%FCS aufgenommen. Konnten die Prabeht innerhalb 24h gemessen
werden, wurden diese mit PBS/2%Formaldehyd fixaed bis zur Analyse lichtgeschutzt bei

4°C gelagert.
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3.6.1.2. Antikdrper

Klon Isotyp Konjugat Spezifitat Hersteller

UCHT1 | Maus IgG2 Rhodamin- : ) DAKO,
gGza Phycoerythrin-Cy5 CDS3; humane T-Lymphozyten Hamburg

DAKO,
MT310 | Maus1gG2a| phycoerythrin (PE)| CD4; humane T-Lymphozyten Hamburg

10D10 Ratte IgG2a --- IL-12RM32 *1
2B10 Ratte IgG2a IL-12RR1 DAKO,
Hamburg
Ziege Fluorescein- IgG: Ratte DAKO,
Isocyanat (FITC) Hamburg

*1 freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr.ADesky, Hoffmann-La Roche, Nutley,
N.J., USA

3.6.1.3. Auswertung der durchflusszytometrischen Mssungen

Zuerst wurden die, auf verschiedene Oberflacherkiitdehin gefarbten Zellen, hinsichtlich
ihrer Grol3e und Granularitdt im charakterisiertabBi erfolgte die Abgrenzung von
Lymphozyten zu noch eventuell vorhandenen Monozyterd avitalen Zellen durch
Definition eines digitalen Gates. Bei der anscldiafien Auswertung der Fluoreszenzen
wurden nur noch die Lymphozyten betrachtet. Die idbgung von CD3/CD4-positiven
Lymphozyten erfolgte durch das Definieren eines iteme digitalen Gates. Durch die
Kombination beider Auswahlkriterien kdnnen dieseZdllen von der Gesamtpopulation
ausgegrenzt und hinsichtlich entsprechender Fzereen ausgewertet werden. Die
Darstellung der Messungen erfolgte, je nach Inténsier Fluoreszenzsignale, in Form von
Punktewolken (Dot-Plots) oder Histogrammen. Mitteuadrantenstatistik oder einer

Histogramm-Subtraktionsanalyse erfolgte die Queaifung einer bestimmten Fluoreszenz.
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3.7. Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe des &¥on Rank Test durchgefiihrt; p-Werte

< 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

3.8. Laborbedingungen

Die Experimente dieser Arbeit wurden in einem imwiogisch-molekularbiologischen

Labor der Sicherheitsstufe S1 durchgefiihrt. Dieveedeten Chemikalien entsprachen dem

Reinheitsgrad ,pro analysi“.

3.9. Computersoftware

Diese Arbeit wurde mit dem TextverarbeitungsprograMicrosoft Word 2000 erstellt. Die

graphischen Darstellungen wurden mit den Programistierosoft Draw 98 Drawing, Excel
2000 und Power Point 2000 erstellt.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Expression der IL-12Rp1l- und IL-12R-p2-Transkripte in nicht-entziindetem
Darmgewebe der Kontrollgruppe

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Expressien kiL-12R{1- und IL-12RB2-mRNA an
mononukledren Zellen der Lamina propria untersudig, aus nicht-entziindeten Kolon-
Arealen isoliert wurden. Hierzu wurde Gewebe vom d@sten 7 Patienten mit einem
kolorektalen Karzinom, die als Kontrollgruppe demt entnommen und die Expression der
IL-12R-Untereinheiten an Lamina propria Lymphozytenttels RT-PCR untersucht. In
Abbildung 5 sind die RT-PCR-Transkripte frAktin, IL-12R1 und IL-12RB2 eines
Patienten exemplarisch dargestellt.

B-Aktin IL-R2p1 IL-12p2

Abb. 5: RT-PCR-Transkripte mononuklearer Zellen eines R mit kolorektalem Karzinom aus
Regionen nicht-entziindeter Mukosa}-Aktin - 26 Zyklen, 300bp; IL-12RE - 32 Zyklen, 531bp; IL-
12R$2 - 32 Zyklen, 472bp; Lane 1 jeweilsullODNA, Lane 2 jeweils 2.6 cDNA]

Wenn man das Fluoreszenz-Verhéaltnis von IL-BARzu B-Aktin betrachtet, welches das
Expressionsniveau der IL-12R-mRNA reprasentiert, kann ein Median von 20% dmttit
werden (Minimum: 12,2%; Maximum 28%). Das Fluoresz®erhaltnis von IL12R32 zu
B-Aktin ergibt einen Median von 17,9% (Minimum: 7,4%Maximum: 35,8%).
Zusammenfassend missen diese Ergebnisse, bei p=dlglticht signifikant gewertet
werden. Somit ist davon auszugehen, dass sich aht-antzindetem Gewebe Kkein
Unterschied in der Expression beider IL-12-Rezepttareinheiten findet (Abb.6).
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Abb. 6: A) Verhaltnis fur IL-12R81/6-Aktin-mRNA nicht-entziindeter Mukosa von Patierden
Kontrollgruppe; B) Darstellung der entsprechenden Median-Werte alleatighten (n=7):
IL-12RRB1/B-Aktin-mRNA = 20% (Min.:12,2%, Max.:28)09ad IL-12RA2/5-Aktin; Median= 17,9%
(Min.: 7,4%, Max.: 35,8%); p = 0,46.]
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4.2. Expression des IL-12RR1 und IL-12RR2 beichronisch entzindlichen Darm-
erkrankungen

4.2.1. Expression der IL-12R1- und IL-12R[(2-Transkpte in entztindeter Mukosa bei
Patienten mit M. Crohn und Colitis ulcerosa

Um die Expression der IL-12R-Untereinheiten-Trangkr bei chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen zu charakterisieren, wurden LPMNIR 12 Patienten mit M. Crohn und
9 Patienten mit Colitis ulcerosa aus entziindetegidRen des Kolons isoliert. AnschlieRend
wurden die Transkripte fip-Aktin, IL-12R-1 und IL-12RB2 mittels semiquantitativer RT-

PCR ermittelt.

IL-12R-B1- und IL-12RB2-Transkripte konnten in allen Lamina propria Lyrapiten bei
Patienten mit chronisch entztindlicher Darmerkragknachgewiesen werden. In Abbildung
7 und 8 ist je ein reprasentatives Ergebnis einesCkbhn- bzw. eines Colitis-Patienten

aufgezeigt.
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B-Aktin IL-12R IL-12p2
W s amm— e G -

Abb. 7: RT-PCR-Transkripte mononukledarer Zellen eines Radie mit aktiven M. Crohn aus
Regionen entzundeter Mukosa)i-Aktin - 26 Zyklen, 300bp; IL-12RE - 32 Zyklen, 531bp; IL-12R-
S2 - 32 Zyklen, 472bp; Lane 1 jeweilsulBDNA, Lane 2 jeweils 2i4 cDNA]

B-Aktin IL-12R1 IL-12p2

. —

Abb. 8: RT-PCR-Transkripte mononuklearer Zellen eines Rt mit aktiver Colitis ulcerosa aus
Regionen entziindeter Mukos#-pAktin - 26 Zyklen, 300bp; IL-12Rt - 32 Zyklen, 531bp; IL-12R2
- 32 Zyklen, 472bp Lane 1 jeweilsd@DNA, Lane 2 jeweils 2,66 cDNA]

In Abbildung 9 und 10 ist das ExpressionsniveauldreRezeptoruntereinheiten auf mRNA-
Ebene in entziindeter Mukosa aller untersuchtenefath mit chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen dargestellt. Durch densitometesdkuswertung der amplifizierten
Transkripte flr beide Rezeptoruntereinheiten, kenntentzindlich veranderter Mukosa von
Patienten mit M. Crohn, im Vergleich zu entzudéteikosa bei Patienten mit Colitis ulcerosa
eine gesteigerte Transkript-Konzentration des IRB2 und des IL-12R32 festgestellt

werden.
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Abb. 9: A)Verhaltnis IL-12RRB1-mRNA/RAktin-mRNA bei Patiem@&nM. Crohn (n=12) und Colitis
ulcerosa (n=9) in %.B) Darstellung der zugehdrigen Median-Werte alleri®aten mit M. Crohn
(=23,8%; Min.:1,7%, Max.: 52,3%) und Colitis ulcesa (=7,3%; Min.: 2,7%, Max.: 7,2%)
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Abb. 10: A) Verhéltnis IL-12RR2-mRNA/R-Aktin-mRNA bei Patiermeit M. Crohn (n=12) und
Colitis ulcerosa (n=9) in %B) Darstellung der zugehotrigen Median-Werte aller Baten mit M.
Crohn (=18%; Min.:1,2%, Max.:49,9%) und Colitis elmsa (=5,9%; Min.: 1,3%, Max.:25,9%).

4.2.2. Expression des IL-12R-32 auf Proteinebene ibdPatienten mit chronisch
entztindlichen Darmerkrankungen

Da sich bereits nach Untersuchung der ersten Raiegeine erhéhte Expression beider IL-12-
Rezpetoruntereinheiten auf mMRNA-Ebene in entzimdeBewebe von M. Crohn-Patienten
vermuten liel3, wurde im weiteren Verlauf der Vetsreihe, neben der Semiquantifizierung

von RT-PCR-Transkripten, die Expression des IL-12R&her charakterisiert.

Dazu wurde eine durchflusszytometrische Analyse Idet2RR2-Expression auf Lamina
propria Lymphozyten bei jeweils 5 Patienten mit@®ohn und Colitis ulcerosa durchgefihrt
und mit 7 Patienten der Kontrollgruppe verglichBre isolierten LPMNC wurden durch eine
Dreifach-Fluoreszenzfarbung hinsichtlich ihrer QOldehenantigene charakterisiert. Alle
Zellen wurden mit anti-CD3, anti-CD4- und anti-IRR2-Ak markiert. Durch Definition
eines digitalen Gates, wurde die Expression dek2RR2 selektiv auf CD3/CD4-positiven T-
Helferzellen ausgewertet.
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In Abbildung 11 ist der Anteil IL-12R[32-positiveiDd-Lymphozyten der Lamina propria der
untersuchten Patienten dargestellt. Bei 5 PatietégrKotrollgruppe war dieser Anteil unter
15% (Median: 10,3%), wobei 2 Patienten einen Anteh 32% bzw. 43% zeigten. Bei
Patienten mit einer aktiven Colitis ulcerosa konnte Vergleich zur Kontrollgruppe, ein
ahnliches Expressionsniveau beobachtet werden @We#i8%). Im Gegensatz dazu, war der
Prozentanteil IL-12R-[32-positiver Zellen bei Pategan mit einem aktiven M. Crohn
signifikant erhoht (Median: 42%).
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Abb. 11:FACS-AnalyseA) Expression der IL-12[R2-Untereinheit auf CD3/CD4+-Lymphozyten der
Lamina propria von Patienten mit einer aktiven afiszh entziindlichen Darmerkrankung und
Kontrollen..B)Darstellung der Median-Werte der untersuchten Raéa: M. Crohn (n=5) entzindet:
42%; Colitis ulcerosa (n=5) entzliindet: 8,8%; norm&lukosa/Kontrollen (n=7): 10,3%).

4.2.3. Expression der IL-12R-Untereinheiten in eniindeten und nicht entziindeten
Darmabschnitten bei Patienten mit M. Crohn

4.2.3.1. Expression der IL-12R-R1- und IL-12R-R32-Tanskripte in entzindlich und
nicht-entziindlich veranderten Darmabschnitten bei Rtienten mit M. Crohn

Bei der Untersuchung entziindeter Mukosa von Ratiemit M. Crohn konnte im Vergleich
zur Kontrollgruppe und zu Patienten mit Colitis arlesa eine erhdhtes Expressionsniveau
beider Rezeptorketten auf mMRNA- und Proteineber@bdehtet werden. Dieses Ergebnis
impliziert die Frage, ob sich dieser Unterschied¢haintra-individuell in entziindeter und

nicht-entziindeter Mukosa von M. Crohn-Patientegereiasst.
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Dazu wurde die Amplifikation von Transkripten dér12R-Untereinheiten mononuklearer
Zellen aus paarigen Regionen, die makroskopischidjt- entzindlich verandert und b)
entzindlich verandert waren, von M. Crohn-Patieiite=5) miteinander verglichen.

IL-12R-Transkripte konnten sowohl in entziindetés,auch in nicht-entzindeter Mukosa fur
beide Rezeptoruntereinheiten amplifiziert werderAbbildung 12 sind exemplarisch die RT-
PCR-Transkripte fur 3-Aktin, den IL-12RR1 und —@2entziindeter und nicht-entziindeter

Mukosa eines Patienten mit M. Crohn dargestellt.

B-Aktin IL-12R1 IL-12p2
- e S N e
a b a b a b

Abb. 12: RT-PCR-Transkripte mononukledrer Zellen eines Rggie mit aktiven M. Crohn aus
Regionen a) nicht-entziindeter Mukosa und b) en&énd/ukosa. [5-Aktin - 26 Zyklen, 300bp; IL-
12Rp1 - 32 Zyklen, 531bp; IL-12R2 - 32 Zyklen, 472bp; Lane 1 jeweilsdl@DNA, Lane 2 jeweils
2,5 cDNA]

In Abbildung 13 und 14 ist das Expressionsnivean J@-12RB1- und IL-12R-[32-
Transkripten und die entsprechenden Medianwertemtersuchten Patienten dargestellt.
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M. Crohn M. Crohn

Abb. 13: A)Verhaltnis IL-12RR1-/B-Aktin-mRNA in entziindeted nitht-entziindeter Mukosa bei
Patienten mit M. CrohnB) Darstellung der entsprechenden Medianwerte alletidtden (n=5) in
entziindeter Mukosa (= 22,8%; Min.:13,5%, Max.:52,4%nd nicht-entziindeter Mukosa (=5,2%
Min.:3,8%, Max.:12,3%).
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Abb. 14: A)Verhaltnis IL-12RR2-/3-Aktin-mRNA in entziindeted archt-entziindeter Mukosa bei
Patienten mit M. CrohnB )Darstellung der entsprechenden Medianwerte alletidtden (n=5) in
entziindeter Mukosa (= 22,3%; Min.:10,3%, Max.:49,9%nd nicht-entziindeter Mukosa (=6,2%;
Min.3,2%, Max.:10,8%).

Der intra-individuelle Vergleich der Expression vibnl2R-31- und IL-12R-32-Transkripten
in entzuindeter und nicht-entziindeter Mukosa baeR@n mit M. Crohn, zeigte auch hier in
entziindeter Mukosa eine deutliche Steigerung fittebRezeptorketten-Transkripte um mehr

als ein Dreifaches.

4.2.3.2. Vergleich der Expression des IL-12R[32 aWfroteinebene in entzindlich und
nicht-entziindlich verandertem Gewebe bei Patientemit M. Crohn

Eine erhohte IL-12R-[32-Expression in entziindetekdsa im Vergleich zu nicht-entziindeter
Mukosa bei Patienten mit M. Crohn, liel3 sich auehH Rezeptorebene bestéatigen. In
Abbildung 15 ist der Anteil CD3/CD4-positiver-T-Lyhozyten der Lamina propria
dargestellt, die auf ihrer Oberflache die IL-12RA&2ereinheit exprimieren. Es wurden die
gleichen M. Crohn-Patienten (n=5) wie in 4.2.3.hteusucht. Der Anteil IL-12R-32-
positiver Zellen betrug in entzindeter Mukosa 428edian) und in nicht-entztindeter
Mukosa 5,8% (Median).
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Abb. 15: FACS-Analsye:A) Anteil IL-12RR(2-positiver CD3/CD4+-Lymphozyten dekamina
propria aus paarigen Regionen von Patienterbjnmit einem aktiven M. CrohB) Darstellung
der entsprechenden Median-Werte in entziindeter buke42%; Min.: 32,3%; Max.: 62,1%) und
nicht-entziindeter Mukosa (=5,8%; Min.: 4,8%; Max;,8%).

Anteil IL-12R[2-positiver Zellen in %

4.3. Induktion der IL-12-Rezeptoruntereinheiten duch In-vitro-Stimulationen

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Induktlen IL-12-Rezeptoruntereinheiten durch
In-vitro-Stimulationen untersucht. Hierzu wurdenripbere mononukleare Zellen und

Lymphozyten der Lamina propria einer gesunden Kdighuppe stimuliert und untersucht.

4.3.1. Induktion der IL-12R-Untereinheiten durch rh IL-12 und PHA

IL-12 selbst ist an der Regulation der Expressiemldr IL-12-Rezeptoruntereinheiten auf T-
Lymphozyten beteiligt. Obwohl unstimulierte, nicktivierte periphere mononukleare Zellen
prinzipiell in der Lage sind anti-IL-12R1-Antikdrper zu binden, jedoch ist fir eine
hochaffine Bindung von rh IL-12 eine zusatzlichantsdation Uber den T-Zellrezeptor
notwendig. Dies kann durch anti-CD3-Antikérper bAHA erreicht werden [CHAN et al.,
1991, WU et al., 1996, WU et al. 1997, ROGGE etH97, THIBODEAUX et al., 1999].
Diese Beobachtungen zeigen, dass die Voraussefdumgne IL-12-vermittelte Aktivierung
von T-Lymphozyten, die Expression beider IL-12R-&fstnheiten darstellt.
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Durch In-vitro-Stimulation peripherer mononukledrgellen gesunder Spender (n=5) mit
rhiL-12 (4pg/ml) und PHA (2pg/ml) fir 24h konnteneideutliche Steigerung der Transkript-
Konzentration beider IL-12R-Untereinheiten im Veigh zu unstimulierten Zellen binduziert

werden. Wahrend die Expression der IL-12ZRUntereinheit nach 72stlindiger Stimulation

nochmals deutlich zu steigern war, anderte sichldd?R-$1-Transkriptsniveau nicht. In
Abbildung 16 bis 18 sind die RT-PCR-Transkripte esinSpenders auf mRNA-Ebene

exemplarisch dargestellt.

basal 248td. 725td.

Abb. 16: RT-PCR flrg-Aktin-Transkripte (300bp; 26 Zyklen) nach Stimiglatmit IL-12 (4.g/ml)
und PHA (2g/ml) [Lane 1: 10l cDNA; Lane 2: 2,5l cDNA]

basal 24td. 725td.--------- -

Abb. 17: RT-PCR fur IL-12Rp1-Transkripte (531bp; 32 Zyklen) nach Stimulationit rhiL-12
(4ug/ml) und PHA (2g/ml) [Lane 1: 1@l cDNA; Lane 2: 2,5l cDNA]

basal 24td. 725td.--------- -

Abb. 18:RT-PCR funL-12R$2-Transkripte (472bp; 32 Zyklen) nach Stimulatioih in-12 (4ug/ml)
und PHA (2g/ml) [Lane 1: 10l cDNA; Lane 2: 2,5l cDNA]

Durch Fluoreszenzmarkierung beider Rezeptorunteegen auf der Zelloberflache
peripherer mononuklearer Zellen (n=5) und anschhe®r Zytofluorometrieanalyse (siehe
3.6.1.3), konnten auf Proteinebene die gleicherlirgse erhoben werden (Abb.15).
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Abb. 19: Zytofluorometrieanalyse: Expression der IL-12-Rezeptor-Untereinheiten aufr de
Zelloberflache peripherer CD3/CD4-positiver T-Lymogyten gesunder Spender nach Stimulation
mit rhiL-12 (4g/ml) und PHA (2g/ml).

4.3.2 Induktion von IL-12RR1- und IL-12R-32-Transkripten in LPMNC durch In-
vitro-Kostimulation mit Anti-CD3-Antikdrpern und B7 .1-Molekilen

Um den Einfluss einer B7.1-vermittelten Kostimubatibeztglich der IL-12R-Transkript-
Expression in intestinalen Lymphozyten zu analgsiewurden LPMNC (1 x £@Zellen) von
7 weiteren Patienten der Kontrollgruppe durch Giwdsng mit monoklonalen anti-CD3-
Antikdrpern (2ug/ml), die das notwendige T-Zelkpior-Signal induzieren, in Anwesenheit
von B7.1-positiven respektive B7.1-negativen Matis-Zellklonen (2,5 x 10 Zellen), die

den humanen CDw32/f~RRezeptor Il exprimieren, stimuliert.

In Abbildung 22 bis 24 sind die mittels semiqutaiiver RT-PCR ermittelten Transkripte
fur B-Aktin, IL-12R-f1 und IL-12RB2 eines Patienten dargestellt.

Abb. 22: RT-PCR furg-Aktin-Transkripte (300bp) mononukledrer Zellen demmina propria eines
Patienten : 1/2 basal (102,5ul); 6h Stimulation mit 3/4 B7.1 (102,5ul); 5/6 anti-CD3
(1Qul;2,5ul); 7/8 B7.1/anti-CD3 (101;2,5ul); 22h Stimulation mit 9/10 B7.1 (4B2,5ul); 11/12 anti-
CD3 (1Qul;2,5ul); 13/14 B7.1/anti-CD3 (14;2,5ul)

40



Ergebnisse

————— basal 6h 22h

d-;--—-‘_

Abb. 23:RT-PCR fir IL-12R1-Transkripte (531bp) mononukleérer Zellen der Lizarpropria eines
Patienten : 1/2 basal (M02,54); 6h Stimulation mit 3/4 B7.1 (102,5ul); 5/6 anti-CD3
(1Qul;2,5ul); 7/8 B7.1/anti-CD3 (101;2,5ul); 22h Stimulation mit 9/10 B7.1 (&02,54l); 11/12 anti-
CD3 (1Qu;2,5ul); 13/14 B7.1/anti-CD3 (1@;2,5ul)

----- basal 6h 22h

Abb. 24:RT-PCR fur IL-12R52-Transkripte (472bp) mononuklearer Zellen der Lizarpropria eines
Patienten : 1/2 basal (102,5ul); 6h Stimulation mit 3/4 B7.1 (102,5ul); 5/6 anti-CD3
(1Qul;2,5ul); 7/8 B7.1/anti-CD3 (101;2,5ul); 22h Stimulation mit 9/10 B7.1 (4B2,5ul); 11/12 anti-
CD3 (1Qul;2,5ul); 13/14 B7.1/anti-CD3 (14;2,5ul)

Nach 6-stindiger In-vitro-Stimulation mononukle&a2ellen der Lamina propria konnte
weder durch anti-CD3-Antikdrper, membranstandige .1B\Molekile, noch durch
Kostimulation mit anti-CD3-mAk und B7.1 eine sigkédnte Steigerung der Transkript-
Konzentration des IL-12R1 beobachtet werden (Abb. 20 und 21). Auch IL-BZRMRNA-
Transkripte konnten im Vergleich zu unstimulier&gllen durch 6-stiindige Stimulation mit
anti-CD3-mAk in Abwesenheit von B7.1-Molekilen nicignifikant beeinflusst werden (-
19% (Median); p=0,78). Hier war jedoch durch 6-glige Kostimulation mit anti-CD3-mAk
und B7.1 (Abb.3) eine signifikante Erhdhung der 12Rf$2-Transkriptrate um 76%
(p=0,028) im Vergleich zur Basaltranskription zwbachten (Abb. 20 und 21).

Nach 22stundiger Stimulation intestinaler Lympyten mit anti-CD3-mAk konnte eine
erhohte Konzentration fir IL-12Bt-mRNA beobachtet werden, wobei die Transkript-
Konzentrationen weder durch die An- noch die Abwésd& von B7.1-Molekilen weiter
gesteigert werden konnte (Abb. 20 und 21). Im Gsgen dazu, konnten IL-12p2-
Transkripte durch eine alleinige Stimulation miti&dD3-mAk tberr 22h im Vergleich zu
unstimulierten Zellen nicht signifikant gesteigerérden (p>0,05). Allerdings konnte durch
Kostimulation mit anti-CD3-mAk und B7.1 fur 22h eisignifikante Steigerung um 110,4%
fur IL-12R-B2-Transkripte festgestellt werden (Abb. 20 und 21).
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Abb. 20: IL-12Rf#1- und IL-12R82-mRNA-Konzentrationen mononukledrer Zellen der iham
propria (n=7) nach 6 bzw. 22stindiger Stimulatioit emti-CD3 und B7.1-Molekllen im Verhaltnis
zu unstimulierten Zellen. Die mi¢ gekennzeichneten Median-Werte zeigen eine signifika
Steigerung der Transkript-Konzentrationen im Vdaayieu unstimulierten Zellen auf (0,05).

Die Ergebnisse deuten auf einen Zusammenhang zsvisdtem Expressionsniveau der IL-
12R{32-Transkripte intestinaler Lymphozyten der Lamimappia und der B7.1-vermittelten

Kostimulation hin.
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5. DISKUSSION

In den letzten Jahren haben sich unsere Erkenatiissr die Immunpathogenese chronisch
entzindlicher Darmerkrankungen enorm erweitert. Biesentlicher, pathogenetisch
bedeutsamer Faktor besteht in der gesteigerteresmkiproinflammatorischer Zytokine, wie
Interleukin-12, INFy und TNFe in der intestinalen Mukosa, welche die zentraldeRa der
Ausdehnung und Aufrechterhaltung des inflammatbesc Prozesses einnehmen und das

Zytokinprofil einer TH-vermittelten Immunantwort widerspiegeln.

Um das Verstdndnis des darmassoziierten Immunsgstamd den immunregulatorischen
Vorgangen unter physiologischen Bedingungen, sow& chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen, insbesondere beziglich der pagtsahen Krankheitsaktivitat TH

dominanter intestinaler Erkrankungen, denen auchMitwbus Crohn zugehdrig ist, weiter
auszudehnen, wurde in dieser Arbeit die ExpresdemlL-12-Rezeptor-Untereinheiten auf
mononukledren Zellen untersucht. Dazu wurden di@ 2RmRNA-Transkripte depl- und

derp2-Kette an T-Lymphozyten der Lamina propria und geripheren Blutes bei Patienten
mit einem aktiven Morbus Crohn und einer aktivenit@Soulcerosa analysiert und mit einer

Kontrollgruppe verglichen.

Ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit war diedEokung erhohter IL-12R2-Transkript-

Konzentrationen in mononukledren Zellen der Lampnapria (LPMNC) aus entziindeten
Darmabschnitten bei Patienten mit M. Crohn. Diessl&chtungen konnten weder in der
Mukosa bei Patienten mit Colitis ulcerosa, nochder Kontrollgruppe, bei Patienten mit
einem kolorektalen Karzinom, nachgewiesen werden.béiden Gruppen bestand kein
Unterschied hinsichtlich der Expression der IL-12R- und IL-12RB2-Transskripte.

Daruber hinaus konnten keine erhohten IL-JZRmRNA-Transkripte in nicht-entziindeten

Mukosaabschnitten bei M. Crohn-Patienten nachgeniesrden.
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Der M. Crohn gehért zu den chronischen Entzindurdgsh Gastrointestinaltrakts und ist
gekennzeichnet durch eine mukosale Infiltration 1@D4+-T-Zellen und Makrophagen
[FIOCCHI, 1998, ZEITZ, 1997], die funktionell akiert sind und gesteigerte Mengen an
Zytokinen, wie IFNy und TNFe sezernieren, die einen TH#Phanotyp widerspiegeln [FAIS
et al.,, 1991, BREESE et al., 1993, FUSS et al.6]l99ie Theorie einer lymphozytaren TH
Dominanz beim Morbus Crohn, wurde durch die Entdagkerhohter IL-12-Transkripte in
der Darm-Mukosa von M. Crohn-Patienten und der dotten Expansion [IFN-
sezernierender Zellen erhartet bzw. bestéatigt [MEGNHONE et al., 1997, PARRONCHI et
al., 1997, BERREBI et al., 1997]. In einem etatdie Tiermodell, in dem bei BALB/c- und
SJL/J-Mausen durch die rektale Gabe des HaptensST{2B4,6-trinitrobenzoesulfonsdure)
eine, dem M. Crohn &hnelnde, chronisch intestifalezindung induziert wurde, die sog.
TNBS-Caolitis, konnte schon friihzeitig gezeigt werddass die Gabe von monoklonalen anti-
IL-12-Antikérpern (mAb) eine deutliche Besserung #@nischen und histopathologischen
Aspekte der Erkrankung erzielt werden konnte [NEURIAet al., 1995]. In zwei weiteren
Tiermodellen konnte beobachtet werden, dass beiT&Idefizienten Mausen die IFN-
Produktion durch T-Zellen deutlich beeintrachtigft iDarlber hinaus waren diese T-Zellen
nach adoptivem Transfer in immundefiziente Mausétin der Lage, die Entwicklung einer
Colitis zu fordern [SIMPSON et al., 1998, WIRTZat, 1999]. Wenn man diese Ergebnisse
zusammenfassend betrachtet, muss man davon ausgessndie Signalkette IL-12/STAT4
eine entscheidende Rolle in der Induktion von-Bdllen spielt und somit in der Pathogenese
der chronisch intestinalen Entzindung [PALLONEa&., 1998, MONTELEONE et al.,
1999].

IL-12, ein heterodimeres, proinflammatorisch wirdlea Zytokin, stellt den
Hauptinduktionsfaktor von THZellen dar [HSIEH et al., 1993, MANETTI et al. 189
IHLE, 1996, STERN et al, 1996, MAGRAM et al., 1996k vermittelt seine Aktivitat durch
einen Rezeptor, der aus zwei Untereinheiten bestehiL-12R$1- und der IL-12R32-Kette
[PRESKY et al., 1996]. Ausschliellich dip2-Untereinheit kann direkt mit STAT4
interagieren [YAO et al., 1999, VAN RIETSCHOTEN &t, 2000] und wird selektiv von
TH1-Zellen exprimiert [ROGGE et al.,, 1997, SZABO al, 1997]. Die gesteigerte
Expression des IL-12R2 spiegelt die signifikant hohere T-Zellaktivierung entztindeter
Mukosa der Patienten mit M. Crohn im Vergleich nizéndeten Arealen bei Colitis ulcerosa

wider. Durch die verstarkte Expression fi2rKette wird die Reagibilitdt mukosaler T-Zellen
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auf IL-12 wohl aufrechterhalten und verstarkt. Datlukann die Signaltransduktion tber
STAT4 intensiviert erfolgen und die schlieBlicn der Differenzierung zu TH1-Zellen mit
Sekretion des typischen Zytokinprofiles minden. gliachsweise analoge Daten konnten
auch bei anderen THyesteuerten, granulomatbésen Erkrankungen, wie der
Lungentuberkulose und der Sarkoidose, erhoben wdidgHA et al., 1999, ZHANG et al.,
1999].

Die Beobachtungen der letzten Jahre, sprechen,d#dds die intestinale Entziindung beim
M. Crohn vornehmlich durch T#Zellen und deren sezernierten Zytokine ausgeldsd, w
wohingegen die Colitis ulcerosa durch eine phanstyyg TH-Domianz charakterisiert ist
[NIESSNER et al., 1995, FUSS et al., 1996, LAKATé&Sl., 2000]. Durch die vorliegenden
Daten der erhdhten IL-12R2-Expression beim M. Crohn, die bei Colitis ulcerashd der
Kontrollgruppe nicht nachzuweisen war, bestatigaases Konzept. Zusammenfassend
untermauern die erhobenen Daten die vorherrschibteieung einer lymphozytaren TH
Domianz beim M. Crohn.

IL-4, das Zytokin, welches fur die Induktion von FBellen verantwortlich ist, antagonisiert
die Differenzierung von THZellen, indem es die Expression @#@rKette des heterodimeren
IL-12R herabsetzt, wodurch die Signaltransduktion nterleukin-12 inhibiert wird. Durch
die Arbeit von NISHIKOMORI et al. [2000], konnte zgigt werden, dass eine IL-4-initiierte
Differenzierung von ThtZellen nicht umprogrammiert respektive verandeerden kann.
Diese Daten wurden durch die Untersuchung CDA4tipesiT-Zellen IL-12RB2-transgener
Balb/c-Mause und mittels TxZellklone, die mit einem IL-12R2-Konstrukt transfiziert
wurden, generiert. Infolgedessen wird ein festgeledTH-Programm™ gegen den Einfluss

und gegen die artifizielle Expression @@rUntereinheit fortgefihrt,
Auch wenn der Dualismus TH/ersus TH eine starke Vereinfachung der Komplexitat des

Immunsystems darstellt, bietet sich dadurch jedmnhhilfreiches Betrachtungskonzept zum

Verstandnis der Pathogenese chronisch entziindiizdwenerkrankungen.
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Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit war der NacBvesnes In-Vitro Induktionseffektes IL-
12R{2-Transskripte auf Lamina propria-Lymphozyten dudem kostimulatorischen Effekt
von B7.1/CD28.

Der Differenzierungsprozess von CD4+-T-Zellen wiitner die Ligation des T-Zellrezeptors
initiilert, wobei dieses Signal unerlasslich, jedochcht ausreichend ist, um eine
antigenspezifische klonale Expansion zu induziereim T-Zellen zur Proliferation
anzuregen, ist ein weiteres, sog. kostimulatoriscBeggnal notwendig. B7.1- und B7.2-
Molekile werden hierzu auf der Oberflache versamed antigenprasentierender Zellen, wie
Makrophagen [FREEDMAN et al., 1991], dendritiscéetlen [YOUNG et al., 1992] und B-
Zellen [LINSLEY et al., 1990] exprimiert und wirkedurch Interaktion mit ihren Rezeptoren
CD28 und CTLA-4 als effektive Kostimulatoren deitislen T-Zellaktivierung [FREEMAN

et al., 1993, HATHCOCK et al., 1994].

Wie bereits erwédhnt, ist IL-12 eines der wichtigsi#®ytokine, welches das dynamische und
bilaterale Wechselspiel zwischen antigenstimulrertel-Helferzellen und antigen-
prasentierenden Zellen via CD40-CD40-Ligand-Intacek vermittelt [D"ANDREA et al.,
1992, SHU et al., 1995, KATO et al., 1996] und Diferenzierung CD4+-T-Helferzellen in
Richtung TH-Zellen lenkt [HSIEH et al., 1993, MANETTI et al993, IHLE, 1996, STERN
et al, 1996, MAGRAM et al., 1996]. Die Regulatioerd -Zell-Differenzierung erfolgt durch
die Expression der IL-12R2-Untereinheit [ZHANG et al., 1999, ROGGE et aP99], die
selektiv auf TH-Zellen exprimiert wird [SZABO et al., 1997, ROG&E al., 1997]. Neben
Zytokinen, sind diese akzessorischen Molekuile aurcher Differenzierung und Proliferation
aktivierter T-Helferzellen beteiligt [THOMPSON eL,a1989]. Der Synergismus von B7.1
und IL-12 fordert die Aktivierung anti-CD3-stimulier TH-Klone. Abgesehen von einer
gesteigerten IL-2R-Expression [IGARASHI et al., 1996] und einer ert&h Proliferation,
wird durch dieses Zusammenspiel die IfHRroduktion begiinstigt [MURPHY et al., 1994].
Naive T-Zellen exprimieren ohne Stimulation wederlPR{31-, noch IL-12RB2-mRNA.
Wenn naive T-Zellen mit hohen Dosen anti-CD3 stierul werden, kann man eine
Akkumulation der IL-12R31-mRNA beobachten, wahrend IL-1ZR-Transskripte nicht
induziert werden. Somit muss man vermuten, das$2HRezeptoren, die auf naiven T-
Zellen nach anti-CD3-Stimulation exprimiert wen, ein niedrige Affinitat fur IL-12
zeigen, denn ein hoch-affiner IL-12R mussich aus beiden Untereinheiten

zusammensetzen [PRESKY et al., 1996]. Dies bestidigkann die Proliferation naiver
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CD4+CD44£"-T-Zellen, die mit anti-CD3 stimuliert werden, dhrdL-12 nicht gesteigert
werden [KATO et al.,, 1997]. Wie gezeigt werden kiennbeteiligen sich verschiedene
kostimulatorische Molekiile an der T-Zelldifferenzieg durch Regulation der IL-12-
Rezeptorexpression. Nach anti-CD3-Stimulation nerrinaiver T-Zellen, in Anwesenheit
von B7.2-transfizierten CHO-Zellen, kann eine Akkuation beider IL-12R3-
Untereinheiten-Transkripte und eine funktionellexding von IL-12 an die Zelloberflache
beobachtet werden [IGARASHI et al., 1998]. Die ;TZtllIproliferation durch Kostimulation
mit B7.1 und IL-12 ist durch eine verstarkte ILREExpression, durch die Aktivierung der
IL-12-Kaskade selbst, aber auch durch die gesteidgetpression der IL-12R2-Untereinheit
bedingt [KATO et al., 1997]. Auf diese Weise schalre Ligation der kostimulatorischen
Molekile B7.1 und B7.2 an ihren Rezeptor CD28 eieatscheidenden Einfluss auf die
Expression und die Funktion eines high-affinity 1R auf T-Zellen zu haben. In dieser
Arbeit konnte eine signifikante Induktion der ILR3B1- und IL-12RB2-Transkripte an T-
Lymphozyten der Lamina propria nach Kostimulatiort anti-CD3 und B7.1-Molekilen
demonstriert werden. Durch die erhdohte B7-Expressintigenprasentierender Zellen der
intestinalen Mukosa bei Patienten mit einer chmnientzindlichen Darmerkrankung
[HARA et al., 1997], zeigen die Daten dieser Arleite deutliche B7-vermittelte Interaktion
zwischen T-Helfer- und antigenprasentierenden Aedlef. Somit muss man vermuten, dass
zwischen der IL-12-vermittelten THZellaktivierung und der Kostimulation durch B7-

Molekdile ein essentieller Zusammenhang besteht.

Es ist jedoch kritisch anzumerken, dass auch beiediRan mit Colitis ulcerosa eine
gesteigerte B7-Expression in der intestinalen Makesrliegt [ROGLER et al., 1997,
RUGTVEIT et al., 1997]. Wie hier jedoch gezeigt dem konnte, findet sich bei Colitis-
Patienten in entziindetem intestinalem Gewebe kgaséeigerte Expression der IL-1BR-
Transkripte. Folglich muss man davon ausgehen, di@sfezeptor-Ligand-Interaktion von
B7.1 und CD28, die IL-12B2-Transkript-Expression unterstitzt, jedoch niciduziert.

Zusammenfassend betrachtet, stellt das vorherrdeh@&i-Zytokinmilieu wahrscheinlich

den Hauptfaktor zur IL-12R2-Induktion dar, wird jedoch vermutlich durch Kestilation
von B7.1/CD28 entscheidend gefordert.
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Diskussion

Die erhohte Sekretion von IL-12 und die gesteigBrpression des high-affinity Rezeptors in
entzundeten L&sionen bei Patienten mit M. Crohrghtnas vorstellbar, dass die Modulation
von IL-12 via Rezeptorblockade bei TH1-vermitteltechronischen Entztiindungen
therapeutisch bedeutsam werden konnte. Es existiégieerzeugende Daten, die in
experimentellen Modellen die therapeutische Efétédi neutralisierender anti-1L12-
Antikdrper bei Chronisch entzindlichen Darmerkramg@en demonstrieren. Aktuell beruht
jedoch nur ein Therapiemodell auf der Modulatiom Hel2-Rezeptorexpression: Durch
Herabsetzen der IL-12R[(2-Expression mittels Quéaksihlorid (HgC}), konnte bei
Nagetieren eine Resistenz gegen eine experimentalleimmun-Encephalitis induziert
werden. Dabei handelt es sich um ein;Mdrherrschendes Autoimmun-Syndrom, gegen
welches unbehandelte Lewis-Ratten sehr anfélligl §@GILLESPIE et al., 2000]. Des
Weiteren konnte im gleichen Tiermodell durch dieodkade des IL-12-Rezeptor-Signals
durch das neue anti-inflammatorisch wirkende Medi&at Lysofillin  (1-(5-R-
Hydroxyhexyl)-3,7-dimethylxanthin) die Krankheitssktat reduziert werden [BRIGHT et
al., 1998].

Schlussfolgernd liefern die Ergebnisse dieser Arben Beweis, dass die Expression des
kostimulatorischen Molekils B7.1 einen wichtigendidanismus in der Regulation dé2-
Untereinheit des IL-12-Rezeptors in mukosalen Lyomyten darstellt. Die selektive
Rezeptorblockade bzw. die Herabregulation der Rerexpression, kdnnte ein betrachtliches

Potential in der therapeutischen Regulation der umantwort beim M. Crohn erlangen.
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