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1 Einleitung
1.1 Einfihrung zur Bedeutung der Darmbarriere

Das Darmepithel des Menschen stellt eine enorme Fléche fur den Austausch von Stoffen
zur Verfligung. Auch wenn seine Resorptionsflache lange Zeit Gberschatzt wurde, betragt
diese nach neueren Berechnungen etwa 32 Quadratmeter und stellt somit die groRte
Grenzflache zwischen Umwelt und Koérperinnerem dar (Helander and Fandriks 2014).
Das Darmepithel wird aus einer einzelnen Schicht aus Zellen gebildet, die Gberwiegend
Enterozyten sind und das gesamte Darmlumen auskleiden. Diese Zellschicht bestreitet
zwei kritische Funktionen: Einerseits mussen Uber das Darmepithel essenzielle Nahr-
stoffe, Elektrolyte und Wasser den Ubertritt in den Blutkreislauf erreichen, was durch
einen komplex regulierten Transport erméglicht wird. Zum anderen muss das Darme-
pithel eine Barrierefunktion gegenuber potenziell schadlichen Stoffen, Mikroorganismen
und deren Toxinen bilden, die verhindert, dass diese in den Organismus eindringen. Die
Schutzfunktion wird durch auf dem Darmepithel befindliche Proteine wie Muzine und
antimikrobiell wirksame Defensine als zusatzliche Schutzschicht auf dem Epithel ver-
starkt (Hoffmann et al. 2004). Bei Entzlindungsreaktionen ist die Darmbarriere kompro-
mittiert, wobei insbesondere der parazellulédre Weg zwischen den Epithelzellen gestort ist
(Groschwitz and Hogan 2009). Bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen spielt
die Storung der Darmbarriere eine zentrale Rolle fiir die Manifestation und Aufrechter-

haltung der Krankheitssymptome.

1.2 Klinischer Bezug zu chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen

Als chronisch-entzindliche Darmerkrankungen (CED) werden hauptsachlich die beiden
Entitdten Morbus Crohn (MC) und Colitis Ulcerosa (CU) zusammengefasst. Die Pra-
valenz der CED in Deutschland wird auf bis zu 150 pro 100.000 Einwohner geschatzt
(Stallmach et al. 2012). Beide Entitaten treten meist zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr
erstmalig auf, kdnnen sich jedoch auch schon im Kindesalter manifestieren. Das friihe
Erkrankungsalter, der chronische Verlauf und die zum Teil hohen Behandlungskosten
unterstreichen den gesundheitsokonomischen Stellenwert beider Erkrankungen (Preiss et

al. 2014). Auch wenn sich die beiden Krankheitsbilder hinsichtlich Symptomatik und
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Therapie &hneln, existieren doch einige morphologische Unterschiede. MC weist histolo-
gisch eine transmurale, granulomatdse Entziindungsreaktion auf und kann diskontinuier-
lich im gesamten Gastrointestinaltrakt auftreten. Eine typische Lokalisation stellt hierbei
das terminale lleum dar. Die CU hingegen beginnt meist im Rektum und breitet sich kon-
tinuierlich nach proximal in das Kolon aus. Auch bleibt die Entzlindungsreaktion histo-
logisch bei CU auf die Mukosa beschrankt und zeigt Kryptenabszesse. Die Symptomatik
der CED ist vielseitig und kann neben gastrointestinalen Symptomen wie blutigen Durch-
fallen, Stenosierung und Gewichtsverlust auch extraintestinale Manifestationen wie
Uveitiden und Arthritiden aufweisen. Die chronische Entziindung bringt bei typischer
Lokalisation vor allem bei CU-Patienten ein erhohtes Risiko fir kolorektale Karzinome
mit sich, bei MC-Patienten kennzeichnen rezidivierende Darmstenosen, Fistel- und Abs-
zesshildung den Verlauf, was zu einer hohen Lebenszeitpravalenz fur viszeralchirurgi-
schen Operationen flihrt (Wehkamp et al. 2016).

Die Pathogenese beider Erkrankungen ist noch nicht abschlieRend verstanden, jedoch ist
eine multifaktorielle Genese anzunehmen. Die genetische Pradisposition stellt einen der
beitragenden Faktoren dar. So konnten in genomweiten Assoziationsstudien multiple ri-
sikobehaftete Genloci fir die Entwicklung einer CED isoliert werden (McGovern et al.
2015), und einzelne genetische Aberrationen wie die NOD-2-Genmutation bei MC wur-
den bei einem Teil der betroffenen Patienten als Ausldser der Erkrankung identifiziert
(Strober et al. 2008; Kupka et al. 2018). Ein weiteres Puzzleteil in der Pathogenese der
CED ist eine Storung der Immunantwort auf lokaler und systemischer Ebene (Kaser et al.
2010; Uhlig 2013; Geremia et al. 2014). Zusétzlich existieren, wie bei vielen anderen
Erkrankungen, auch bei CED begiinstigende Umweltfaktoren. Beispielhaft ware die Ein-
nahme von Antibiotika oder nichtsteroidalen Antirheumatika zu nennen (Dubeau et al.
2013; Ananthakrishnan et al. 2018). Als letzter Faktor ist die Zusammensetzung des Mik-
robioms zu erwahnen. Auch wenn eine direkte Kausalitat mit dem Auftreten von CED
noch nicht bewiesen werden konnte, verdichten sich die Hinweise, dass die Zusammen-
setzung bzw. Dysbalance des Darmmikrobioms zur Entstehung bzw. zum Unterhalt von

Entzindungsreaktionen im Darm beitragt (Barko et al. 2018).



Die genannten Faktoren wirken sich allesamt wechselseitig auf die intestinale Barriere-
funktion aus, wobei der Verlust der Integritat der Barrierefunktion des Darms als Uiberge-
ordnetes Schlusselereignis in der Pathogenese und Aufrechterhaltung der Entziindungs-
reaktion bei CED betrachtet wird (Abraham and Cho 2009; Martini et al. 2017). Der Ver-
lust der physiologischen Barrierefunktion geht mit strukturellen VVerédnderungen im Auf-
bau und einer alterierten Expression von Tight-Junction-Proteinen einher (Edelblum and
Turner 2009). Zusétzlich zeigen sich proinflammatorische Zytokinmuster. In der Folge
der Inflammation kommt es zu einer herabgesetzten Integritat der Darmbarriere, wodurch
eine Invasion von luminalen Antigenen in die Submukosa erleichtert wird. Diese Anti-
gene begiinstigen eine Freisetzung von Entziindungsmediatoren wie Tumornekrosefak-
tor-alpha (TNF-a), Interferon-gamma (IFN-y) und verschiedenen Interleukinen, was den
Zusammenbruch der Barrierefunktion weiter voranschreiten lasst (Hollander 2002; Salim
and Soderholm 2011). Die Pathogenese dieses sich selbst unterhaltenden Teufelskreises
ist trotz intensiver Forschung noch nicht abschlieRend geklart, da es sich um ein komple-
xes multifaktorielles Geschehen handelt. In diesem Kontext ist interessant, dass der mak-
roskopisch sichtbaren Entziindungsreaktion der Darmschleimhaut Permeabilitatsveran-
derungen in makroskopisch nicht entzindeten Bereichen vorausgehen (Peeters et al.
1994). CED-Patienten kdnnen auch wéhrend Remissionsintervallen an Symptomen wie
abdominellen Schmerzen und Diarrhoe leiden, was laut Chang und Kollegen auf eine
weiterhin beeintrachtigte intestinale Barrierefunktion zurtickzufiihren ist (Chang et al.
2017).

Es gibt Hinweise, dass im Besonderen enterische Gliazellen [engl. enteric glial cells
(EGC)] und die von ihnen sezernierten neurotrophen Faktoren in die Pathogenese der
CED involviert sind. Pochard und Kollegen postulieren in einer Ubersichtsarbeit zu die-
sem Thema, dass Morbus Crohn womdglich eine enterische Gliopathie darstelle (Pochard
et al. 2018) und damit das enterische Nervensystem sogar einen entscheidenden Einfluss

auf die Krankheitsdynamik haben kénnte.



Abbildung 1: OP-Situs und Endoskopie-Bild bei Morbus Crohn

Entziindetes terminales Ileum im OP-Situs (links). Odematés geschwollene Schleimhaut mit Einblutungen
bei florider Entzlindung (rechts).

Quelle: Dr. med. Michael Meir (Universitatsklinikum Wirzburg), Genehmigung zur Verwendung im Rah-
men der Dissertation liegt vor.

Aufbauend auf diesen Beobachtungen und der Bedeutung der intestinalen Barrierefunk-
tion bei CED soll in dieser Arbeit die Rolle eines neurotrophen Faktors, der von Gliazel-
len sezerniert wird, untersucht werden. Aus diesem Grund wird nachfolgend der Aufbau
der Darmbarriere dargestellt, bevor das enterische Nervensystem und neurotrophe Fakto-

ren skizziert werden.

1.3 Aufbau der Darmbarriere

1.3.1 Histologischer Wandaufbau des Magen-Darm-Traktes

Die folgende Abbildung zeigt einen schematischen Querschnitt des Magen-Darm-Traktes
(MDT). Dieser stellt einen Teil des Rumpfdarmes dar und seine Wandschichten folgen

im Aufbau, bis auf einige regionale Unterschiede, demselben histologischen Muster.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Wandschichten des MDT

Die Querschnitte verdeutlichen den allgemeinen Wandaufbau des Verdauungskanals. Bei den intraperi-
toneal gelegenen Organen wird die Adventitia durch die Subserosa und Serosa ersetzt.

Quelle: Taschenlehrbuch Histologie, 6. Auflage, Georg Thieme Verlag, Genehmigung zur Verwendung im

Rahmen der Dissertation liegt vor.

Schematisch l&sst sich die Darmbarriere in eine extrazellulare, kommensale und zellulére
Komponente gliedern (Schlegel et al. 2021). Am weitesten apikal gelegen ist die Mukus-
schicht. Diese bedeckt die Darmschleimhaut und repréasentiert damit die extrazellulére
Komponente der Darmbarriere. Sie besteht aus glykolisierten Proteinen, sog. Muzinen,
die von Becherzellen sezerniert werden und eine hohe Wasserbindungskapazitat besitzen.
Zum einen erschwert diese Schutzschicht den rein mechanischen Kontakt von hydrophi-
len Pathogenen mit Enterozyten. Zum anderen enthalt der viskdse Schleim eine Vielzahl
von antimikrobiell aktiven Peptiden, Immunglobulin A und Defensinen, die durch Pa-
neth-Zellen gebildet werden. Zur Abwehr potentieller Pathogene mit hydrophoben Ei-
genschaften existieren an der apikalen Zellmembran der Enterozyten ABC-Transporter
(MDR-1-Protein), die Stoffe aktiv aus der Zelle hinausbeférdern konnen (Lillmann-
Rauch and Asan 2019).

Der kommensale Anteil der Darmbarriere wird durch eine Vielzahl von Bakterien ge-
formt, die eng mit Darmepithelzellen interagieren (Deplancke and Gaskins 2001). Bei-

spielsweise konnte gezeigt werden, dass Darmbakterien tber Toll-like-Rezeptoren (TLR)
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die Barriere-Eigenschaften des Darms verédndern konnen, was die Entwicklung einer
CED oder anderer durch Inflammation charakterisierter Erkrankungen beginstigt (Frosali
et al. 2015).

Mit Ausnahme des Osophagus und des Analkanals ist der MDT durch ein einschichtiges
Zylinderepithel ausgekleidet, das die Lamina epithelialis bildet und die zellulare Kompo-
nente der Darmbarriere darstellt. Regionale Besonderheiten lassen sich den jeweiligen
Funktionen des Darmabschnittes zuordnen. So ist die Epithelzellschicht im Dinndarm in
Zotten und Krypten (Villi intestinales) angeordnet, um eine Oberflachenvergréfierung zu
erzielen. Andernfalls waren die zahlreichen Resorptionsvorgange in diesem Darmab-
schnitt nicht effektiv zu bewaéltigen. Im Dickdarm hingegen finden sich ausschlieBlich
Krypten, die tubuldse Einsenkungen des Zylinderepithels darstellen. Die Krypten beher-
bergen die Stammzellen fir die Zellregeneration des Epithels, das sich alle drei bis funf
Tage erneuert (Williams et al. 2015). Ergénzend konnen enterische Gliazellen und Neu-
rone auch der zellularen Komponente der Darmbarriere zugeordnet werden. Diese wer-
den jedoch im zugehdérigen Kapitel ,Enterisches Nervensystem* ausfiihrlich charakteri-

siert.

Eine entscheidende Rolle fiir den interzellularen Zusammenhalt der Enterozytenschicht
und damit fur die Aufrechterhaltung der Darmbarriere spielen Junktionsproteine, die die
parazelluldren Zwischenrdume zwischen einzelnen Enterozyten versiegeln. Da die Plas-
mamembran der Darmepithelzellen fir hydrophile Molekiile undurchlé&ssig ist, wird so
eine selektive Passage durch Endo- und Transzytose-Vorgange ermdglicht. Jedoch erlau-
ben bestimmte Expressionsmuster der Junktionsproteine einen passiven Transport von
Stoffen aus dem Darmlumen hinaus, womit keine uneingeschrankte Barriere besteht
(Krug et al. 2014).

1.3.2 Aufbau und Verteilung von Zell-Zell-Kontakten

Zell-Zell-Kontakte folgen einem gemeinsamen Bauprinzip. Sie sind Transmembranpro-
teine, die benachbarte Zellen tGber den Intrazellularspalt miteinander verbinden. Eine Ver-

ankerung im Zytoskelett von Zellen erfolgt tiber Adapterproteine. Zellkontakte zeigen
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zudem unterschiedliche gewebetypische Expressionsmuster. Der junktionale Komplex,
oder Schlussleistenkomplex, ist typisch fur alle einschichtigen Epithelien und folgt von

apikal nach basal folgendem Aufbau:

1. Zonula occludens oder Tight-Junctions
2. Adhdrenskontakte oder Zonula adhaerens

3. Desmosomen oder Macula adhaerens

1.3.2.1 Tight-Junctions

Transmembranproteine der Tight-Junction-Familie repréasentieren die in der Zelle am
weitesten apikal gelegenen Zell-Zell-Kontakte des Schlussleistenkomplexes (Farquhar
and Palade 1963). Schneeberger und Lynch teilen den multimolekularen Tight-Junction-
Komplex in drei Gruppen ein. Die erste Gruppe bilden integrale Tight-Junction-Proteine.
Hierzu zéhlen Claudine (CI), Occludin und Junktions-Adhasions-Molekiile [engl. Junc-
tion Adhesion Molecules (JAMSs)]. Diese versiegeln den interzellularen Spalt und erhal-
ten so die Zellpolaritat aufrecht. Die zweite Gruppe besteht aus Adapterproteinen wie
Zonula Occludens (ZO) 1, 2 und 3, die die Verankerung des Komplexes im Zytoskelett

der Zellen lber den Kontakt zu filamentarem Aktin (F-Aktin) herstellen.

Wie suffizient der Tight-Junction-Komplex den Interzellularspalt verschlief3t, hangt von
der Zusammensetzung des Komplexes entsprechend der jeweiligen Funktion des Gewe-
bes ab und wird dynamisch an den jeweiligen Bedarf angepasst. Bewerkstelligt wird diese
Anpassung durch unterschiedliche Expressionsmuster der Transmembranproteine. Der
menschliche Kérper exprimiert mindestens 26 verschiedene Claudine. Wéhrend Claudin
1,3,4,5,6, 8,12, 18 und 19 abdichtende Eigenschaften aufweisen, reduzieren Claudin
2, 10, 15 und 17 den transepithelialen Widerstand. Diese Reduktion wird unter anderem
durch den Einbau von Aquaporinen bewerkstelligt, was die Regulation des Wasser- und
Elektrolythaushalts im Kdrper beeinflusst (Rosenthal et al. 2020).Verdeutlicht wird dies
auch durch das unterschiedliche Vorkommen der Claudin-Typen im humanen Intestinum.
Einige Subtypen, wie Claudin 1,2 ,7 ,12 und 15, werden entlang des gesamten Intesti-
nums exprimiert. Claudin 5 konnte bisher nur im Colon, nicht aber im lleum nachgewie-

sen werden und die Expression der Claudin-Subtypen 3, 4, 7 und 8 ist im distalen Colon
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ungleich hoher als im restlichen Intestinum (Lameris et al. 2013; Garcia-Hernandez et al.
2017). Dies beschrankt sich nicht nur auf die unterschiedlichen Darmabschnitte, sondern
betrifft auch den Entwicklungszustand von Enterozyten. Voll differenzierte Enterozyten
an der Villusspitze enthalten einen hoheren Anteil an hochabdichtendem Claudin 1. Un-
differenzierte oder unreife Enterozyten in den Krypten exprimieren dagegen vermehrt das
,leaky* Claudin-2-Protein, das zusétzlich zu seiner porenbildenden Funktion auch prolife-
rative Eigenschaften aufweist (Turner 2009; Lu et al. 2013; Garcia-Hernandez et al.
2017). In Biopsien von MC-Patienten ist eine durch Interleukine vermittelte Hochregula-
tion von Claudin 2 regelhaft zu beobachten. Demgegeniber ist die Expression von Clau-
din 5 und 8 sowie von Occludin in den entsprechenden Darmabschnitten vermindert, was

auf eine Stérung der Barrierefunktion hindeutet (Zeissig et al. 2007).

1.3.2.2 Adherens Junctions

Adharenz-Kontakte (engl. adherens junctions) spielen eine entscheidende Rolle bei der
Aufrechterhaltung von Zellverbanden. Sie sind fur das Aneinanderhaften von Zellen ver-
antwortlich und sichern somit Tight-Junction-Verbindungen mechanisch ab. Sie gehdren
den Protein-Familien der Cadherine (Ca?*-dependend adhesion molecules) bzw. Nectinen
an, wobei epitheliales Cadherin (E-Cadherin) eine dominante Rolle im Zusammenhalt
von Epithelzellverbanden einnimmt (van Roy and Berx 2008; Campbell et al. 2017). Die
Basis fur die mechanische Stabilitat von Epithelzellen stellt die Dimerisierung von zwei
extrazellulér gelegenen E-Cadherin-Domanen sich gegentberliegender Zellen dar. Diese
Verbindung ist Kalzium-abhangig. Die zytoplasmatische Domane der E-Cadherin-Prote-
ine ist hierbei Uber Plaque-Proteine mit dem Aktin- und Myosin-Netzwerk der Zelle ver-
bunden. Die Verbindung zu R-Catenin stellt die am besten verstandene intrazelluldre Bri-
cke der beiden Proteine dar. An der Plasmamembran wird der Proteinkomplex durch a-
Catenin erganzt und um weitere Aktin-assoziierte Proteine erweitert (Quiros and Nusrat
2014). Dieser Multiproteinkomplex tbertragt extrazelluldare mechanische Reize an den
Zellkern. 3-Catenin fungiert hierbei als Transkriptionsfaktor. Die dyadische Rolle von [3-
Catenin wird dadurch deutlich, dass ein E-Cadherin-unabhangiges 3-Catenin Reservoir
uber den Wnt-Signalweg eine wesentliche Funktion bei der Embryogenese und Zell-

proliferation einnimmt (Pronobis and Peifer 2012).
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1.3.2.3 Desmosome

Desmosome bilden die Klasse der am weitesten basal liegenden Zell-Zell-Kontakte im
Schlussleistenkomplex. Sie sind schiffsnietenartig an den Zellgrenzen angeordnet und
sorgen durch eine mechanische Stabilisierung fur den Zusammenhalt des Zellverbandes.
Als Desmosome wird die Superfamilie der kalziumabhangigen Cadherine Desmoglein
(Dsg 1-4) und Desmocollin (Dsc 1-3) klassifiziert (Getsios et al. 2004; Kottke et al. 2006).
Im Darmepithel werden Dsg2 und Dsc2 exprimiert. Bis vor wenigen Jahren war die funk-
tionelle Rolle der Desmosomen im Darm weitgehend unerforscht, inzwischen ist jedoch
gut belegt, dass insbesondere Dsg2 eine zentrale Rolle fiir die Aufrechterhaltung der in-
testinalen Barrierefunktion spielt (Schlegel et al. 2010). Mukosa-Biopsien von MC-Pati-
enten zeigen eine verminderte Expression von Dsg 2, was darauf hinweist, dass die Sto-
rung der Darmbarriere bei diesen Patienten unter anderem durch den Verlust von Dsg2
mitverursacht wird (Spindler et al. 2015). Dazu passend wurde in Tierversuchen nachge-
wiesen, dass Mé&use mit einer Defizienz fiir Dsg2 im Darmepithel eine erhohte Vulnera-
bilitat fir eine Dextran-Sulfat-Sodium(DSS)-induzierte Colitis aufweisen (Gross et al.
2018). Dsc2 reguliert die Integrin-abhangige Zelladhésion und -migration und scheint
dabei fir die intestinale Wundheilung der Mukosa von Bedeutung zu sein (Flemming et
al. 2020). Die Bedeutung der Desmosome beschrankt sich hierbei nicht nur auf die Funk-
tion als Zell-Zell-Kontakte. Sie treten auch als Ankerproteine an Intermediarfilamenten
in Erscheinung. Eine mechanische Stabilisierung wird hierbei Uber eine Verankerung zu
Proteinen der Armadillo-Famillie, wie Plakoglobin und Plakophilin, erreicht. Diese wie-
derrum fixieren tber eine Verankerung an Desmoplakin den desmosomalen Komplex am
Geflecht der Intermediarfilamente (Kowalczyk and Green 2013). Neben den bereits ge-
nannten Aufgaben dienen Desmosome als Signalknotenpunkte fiir die intra- und interzel-
luldare Kommunikation (Hartlieb et al. 2014; Spindler and Waschke 2018; Yulis et al.
2018).
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Abbildung 3: Schlussleistenkomplex
Die Abbildung zeigt den schematischen Aufbau des Schlussleistenkomplexes zwischen zwei Enterozyten.

Quelle: Schlegel et al. 2021, Genehmigung zur Verwendung im Rahmen der Dissertation liegt vor.

1.3.3 Mechanismen zur Regulation der Darmbarriere

Physiologische und immunologische Reize Gben einen Einfluss auf zelluldre und extra-
zelluldre Komponenten der intestinalen Barriere aus. Einer der am besten untersuchten
Mechanismen stellt in diesem Zusammenhang die Wirkung der Zytokine TNF-a und
INF-y auf Tight-Junction-Proteine dar. Durch eine Zytokin-induzierte Aktivierung der
Myosin-Leichtketten-Kinase [engl. Myosin light chain kinase (MLCK)] erfolgt eine Kon-
traktion des Zytoskeletts der Darmepithelzellen. Diese Kontraktion wird ber Trans-
membranproteine an die Tight-Junction-Proteine fortgeleitet. Die erhdhte mechanische
Spannung an den Junktions-Proteinen bewirkt ein Auseinanderdriften der apikalen Zell-
Zell-Kontakte. Dies resultiert in einer Steigerung der parazellularen Permeabilitat. Nicht
nur die genannten Zytokine fiihren zu einer Aktivierung der MLCK, sondern eine Viel-
zahl inflammatorischer und immunologischer Stimuli beeinflussen Uber die MLCK
Tight-Junction-Proteine (Zolotarevsky et al. 2002; Clayburgh et al. 2005; Turner 2009).

Weitere Triggerfaktoren des beschriebenen Mechanismus stellen das Zytokin Interleukin-
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1-beta (IL-1B) (Al-Sadi et al. 2008), bakterielle Toxine von enteropathogenen E-
scherichia-coli-Stdammen (Zolotarevsky et al. 2002) und Lipopolysaccharide (LPS)
(Moriez et al. 2005) dar. Ein weiterer bedeutsamer Mechanismus beztglich der Barrie-
reregulation im Darm betrifft p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK). Diese wer-
den als Reaktion auf unterschiedliche extrazellulare Stressreize von Zellen aktiviert und
tragen, Uber Zytokine vermittelt, zu inflammatorischen Prozessen bei (Zarubin and Han
2005). Die enge Regulation der p38-MAPK-AKktivitat scheint fir den Erhalt des Homdo-
stase-Zustandes des Darmepithels von entscheidender Bedeutung zu sein. Dies wird
dadurch verdeutlicht, dass eine fast vollstandige Deletion der p38a-Protein-Kinase in
dendritischen Zellen Mé&use vor der Entwicklung einer DSS-induzierten Colitis schitzt
(Zheng et al. 2018) und eine Inhibierung der p38-MAPK bei In-vitro-Experimenten den
durch TNF-a ausgeldsten Zusammenbruch der intestinalen Barriere verhindert (Spindler
et al. 2015). Ferner ist eine Dsg2-vermittelte Aktivierung der p38-MAPK fiir die Wieder-
herstellung der Barrierefunktion von Enterozyten von Bedeutung (Ungewiss et al. 2017).

In-vitro-Studien an Zellmodellen mit Darmepithelzellen haben ergeben, dass eine Be-
handlung mit TNF-a eine Desorganisation und verminderte Expression abdichtender
Tight-Junctions-Proteine zur Folge hat (Schmitz et al. 1999). Vice versa verursacht die
gleiche Behandlung aber eine vermehrte Expression des porenbildenden Claudin 2, was
uber eine vermehrte Aktivierung der PI3-Kinase vermittelt wird (Mankertz et al. 2009).
In beiden Fallen erhoht sich die parazellulare Permeabilitat. Im Einklang mit diesen Er-
gebnissen stehen Untersuchungen an Darmproben von CED-Patienten. Diese zeigen in
Gefrierschnitten eine verminderte Anzahl der abdichtenden Tight-Junction-Proteine Oc-
cludin, Claudin 5 und Claudin 8 sowie einen erhdhten Anteil an Strangdiskontinuitaten.
Zudem sind bei beiden Krankheitsentitdten die Apoptoserate und die Expression von
Claudin 2 erhoht. Als ein Schlusselzytokin fiir die Induktion von Barrierestorungen bei
CED wurde TNF-a identifiziert (Schulzke et al. 2009).

Das einschichtige Zylinderepithel des MDT stellt keinen statischen Zellverband dar, son-
dern entspricht vielmehr einem sich standig erneuernden Kontinuum. Dabei kdnnen zwei
Arten der Zellerneuerung unterschieden werden. Zum einen die stetige Zellerneuerung

unter Homdostase-Bedingungen. Die Basis fur diesen Kreislauf bilden Stammzellen am
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Kryptengrund, die zwischen Paneth-Zellen und Myofibroblasten eingebettet sind. Ver-
schiedene lokale Wachstumsfaktoren erzeugen einen Proliferationsreiz. Dabei migrieren
hoch aktive Progenitorzellen in Richtung der Villusspitze und differenzieren sich wéh-
renddessen zu Enterozyten, enteroendokrinen oder sekretorischen Zelltypen. Nach Errei-
chen der Zottenspitze und der vollstandigen Ausdifferenzierung sterben die Zellen durch
Apoptose ab und der Zyklus beginnt neu (Bankaitis et al. 2018; Lullmann-Rauch and
Asan 2019).

Zum anderen wird die Zellerneuerung durch Mechanismen der Wundheilung definiert.
Als Reaktion auf eine Beschadigung des Schleimhautepithels wandern Epithelzellen aus
den angrenzenden Krypten in den Defekt ein und bedecken ihn. Dieser als Rekonstitution
bezeichnete Prozess beginnt bereits wenige Minuten nach Entstehung einer Wunde. Da-
bei finden auch Veranderungen am Zytoskelett der Epithelzellen statt, was ein Abflachen
und eine Art Vorwértsbewegung zur Abdeckung der Wunden ermdglicht (Quirds and
Nusrat 2019). Dieser Vorgang ist im Kontext der vorliegenden Arbeit vor allem im Zu-
sammenhang mit CED interessant, da die intestinale Wundheilung bei diesen Krankheits-
bildern beeintrachtigt ist. Das proinflammatorische Zytokin TNF-o nimmt hierbei eine
doppelte Funktion wahr. TNF-a trigt zur Pathogenese von CED bei, was durch den er-
folgreichen Einsatz von TNF-a-Antikdérpertherapien in der Behandlung und Remissions-
erhaltung der CED demonstriert wird (Shah and Mayer 2010; Bank et al. 2015). Jedoch
besitzt TNF-a auch pleiotrope Effekte, die sich forderlich auf die Wundheilung auswir-
ken. Beispielweise untersuchten Bradford und Kollegen die Tatsache, dass der TNF-a-
Antikorper Etanercept, der l16sliches TNF-a bindet, keinen Erfolg bei der Behandlung von
Patienten mit CED zeigt. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass TNF-o auch positiv auf die
Heilung von intestinalen Ulcera wirken kann (Bradford et al. 2017). Dieser vordergrin-
dige Widerspruch konnte eine Erklarung fir ein Nichtansprechen der Antikorpertherapie

bei einem Teil der Patienten sein.

Neben Zytokinen existiert aber noch eine Vielzahl anderer Faktoren, die die intestinale
Barrierefunktion und die Wundheilung beeinflussen. Diese Faktoren entstammen dem

enterischen Nervensystem.
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1.4 Enterisches Nervensystem

1.4.1 Aufbau, Funktion und wesentliche Komponenten

Das enterische Nervensystem (ENS) stellt ein intramurales Nervengeflecht dar, das den
MDT vom Osophagus bis zum Rektum durchzieht (Furness 2000). Gebildet wird es aus
zahlreichen Neuronen und Gliazellen. Durch Entwicklungsstudien an Modellorganismen
und genetische Studien an der bekanntesten Erkrankung des ENS, Morbus Hirschsprung,
konnte ein detailliertes Verstandnis flr dessen Entwicklungsgeschichte geschaffen wer-
den. Die pluripotenten Vorlauferzellen des ENS stammen aus der Neuralleiste und mig-
rieren bis zur 12. Schwangerschaftswoche in den Darm. Nach der initialen Besiedlung
entwickelt und differenziert sich das ENS weiter in verschiedene Subtypen von Gliazellen
und Neuronen. Wachstumsfaktoren, die diesen Vorgang steuern, sind unter anderem
GDNF- (engl. glial cell line-derived neurotrophic factor) und der zugehérige RET- (engl.
rearranged during transfection) Rezeptor, Endothelin-3 sowie verschiedene Transkripti-
onsfaktoren wie SOX10 oder PHOX2B (Hollander 2003; Lake and Heuckeroth 2013).
Das ENS besteht aus einer Gesamtzahl von ungefahr 5x10® Neuronen. Mit einem Ver-
haltnis von im Durchschnitt 7:1 sind enterische Gliazellen (enteric glial cells=EGC) den
Neuronen im ENS zahlenmaRig weit Uiberlegen. Beide Gruppen organisieren sich in zwei
ganglienhaltige Strange um die glatte Muskulatur des MDT: den Plexus myentericus (Au-
erbach) zwischen &uf3erer und innerer Schicht der Tunica muscularis und den Plexus sub-
mucosus in der Tela submucosa, der nur im Dick- und Dinndarm ausgebildet ist (Young
2012; Vergnolle and Cirillo 2018). Im Gegensatz zu anderen Saugern setzt sich der hu-
mane Plexus Submucosus aus drei verschiedenen Plexus zusammen: dem Meissner-Ple-
xus direkt unter der Mukosa, dem Intermediér-Plexus auf Hohe der mukosalen Blutgefalie
und dem Henle-Plexus, der in Kontakt zur zirkulédren Muskelschicht der Darmwand steht
(Neunlist et al. 2003). Das ENS orchestriert die Innervation des gesamten MDT, wobei
sich seine Rolle je nach Lokalisation dndert. Wahrend die Kontraktion der Osophagus-
muskulatur und die Steuerung der Magenfunktionen Uber vasovagale Reflexe zu einem
Grolteil dem ZNS obliegen, weist das ENS im Dunn- und Dickdarm vollausgebildete
Reflexkreislaufe auf, um Moatilitat, epitheliale exo- und endokrine Sekretionsmechanis-
men, den Blutfluss sowie die Immunantwort im Darm zu steuern. Dies ist moglich, da
fast jede Zelle in der Darmwand mit Nervenzellen des ENS kommuniziert. Die Steuerung

dieser Funktionen erfolgt weitestgehend autonom vom Zentralnervensystem, weshalb das
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ENS auch oft als ,zweites Gehirn‘ bezeichnet wird. Dartber hinaus erfolgt aber auch im
Intestinum eine Interaktion mit zentralen sympathischen und parasympathischen Reizen
sowie Hormonen, um auf Bedirfnisse des Gesamtorganismus zu reagieren (Benninghoff
et al. 2008; Furness et al. 2014; Schneider et al. 2019).

Um die komplizierte Biologie dieses Systems in Kirze verstdndlich zu beschreiben, ist
es notwendig, das ENS auf seine beiden Hauptkomponenten zu reduzieren: Neurone und

Gliazellen.

1.4.2 Enterische Neurone

Es existiert eine groRe Anzahl verschiedener Subtypen von Neuronen im Gastrointesti-
naltrakt. So lassen sich zum Beispiel neben exzitatorischen und inhibitorischen Motoneu-
ronen vaso- und sekretomotorische Neurone sowie Interneurone und sensorische Neurone
unterscheiden (Furness 2000). Uber 30 Neurotransmitter wurden im Zusammenhang mit
dem ENS bereits identifiziert. Oftmals enthalten Vesikel in den Synapsen gemal ihrer
Funktion mehrere verschiedene Transmitter, was als ,chemical coding‘ bezeichnet wird.
Exzitatorische Motoneurone sezernieren meist Acetylcholin oder Substanz P. Inhibitori-
sche Motoneurone sezernieren dagegen vasoaktives intestinales Polypetid (VIP), Stick-
stoffmonoxid (NO) oder Enkephaline. Sekretion und Blutfluss der Mukosa werden durch
sekreto- und vasomotorische Neurone reguliert. Diese reagieren auf luminale Reize, wo-
bei sie durch freigesetzte lokale Mediatoren wie Serotonin (5-HT) aktiviert werden
(Hansen 2003). Auch ein direkter Einfluss von enterischen Neuronen auf die Permeabili-
tat der Darmbarriere ist beschrieben. So reduzieren submukosale Neurone die intestinale
Permeabilitat durch die Modulation der Expression von Tight-Junction-Proteinen tber
VIPerge neuronale Leitungsbahnen (Neunlist et al. 2003). Der Neurotransmitter Neu-
ropeptid Y (NPY) hingegen kann Uber eine PI13-Kinase-vermittelte Hochregulation von
Claudin-2-Proteinen die Permeabilitat der intestinalen Barriere wéhrend Entziindungsre-

aktionen erhdhen (Chandrasekharan et al. 2013).
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1.4.3 Enterische Gliazellen

EGC &hneln mit ihrem sternformigen Aussehen und ihren verzweigten Auslaufern den
ihnen in Morphologie und Funktion verwandten Astrozyten im ZNS. Lange Zeit wurden
sie lediglich als passive Stiitzzellen enterischer Neuronen wahrgenommen. Dieses Kon-
zept &nderte sich jedoch Uber die vergangenen zwei Jahrzehnte, in denen gezeigt wurde,
dass diese sowohl bei physiologischen als auch pathologischen Prozessen im Darm eine

zentrale Rolle einnehmen.

Intestinale Gliazellen bilden eine sehr heterogene Zellgruppe im ENS, fur die noch kein
einheitliches Klassifikationssystem existiert. Sie besitzen, &hnlich wie Astrozyten, ein
dichtes Netz aus Intermediarfilamenten, das reich an saurem Gliafaserprotein [engl. Glial
fibrillary acidic protein (GFAP)] ist. Weitere bekannte und gut evaluierte Glia-Zellmarker
sind das Calcium-bindende Protein S1008 und SOX 10 (Gulbransen 2014; Pochard et al.
2018). Da nicht alle intestinalen Gliazellen GFAP exprimieren, kénnen diese als Marker
verwendet werden, um GFAP-positive und -negative Subpopulationen zu identifizieren.
Bei dieser Einteilung muss gleichwohl bedacht werden, dass durch Stimulation mit Zy-
tokinen wie TNF-a, IFN-y oder Lipopolysaccharid (LPS) die Expression von GFAP sig-
nifikant ansteigt. Dieser Effekt lasst sich nur zum Teil durch Proliferation der GFAP-
positiven Zellen erklaren. Vielmehr werden durch die Entziindungsmediatoren GFAP-
negative Gliazellen aktiviert und exprimieren fortan GFAP als Folge der Behandlung
(von Boyen et al. 2004). Auch lasst sich durch die Behandlung mit Entziindungsmedia-
toren die Expression und Sekretion von neurotrophen Faktoren wie GDNF in den intesti-
nalen Gliazellen steigern (von Boyen et al. 2006). Die gesteigerte Expression von GFAP
wird im Rahmen von Entzindungsreaktionen auch als Gliose bezeichnet. Im ZNS wird
dieses Phanomen Astrogliose genannt und dient vornehmlich dazu, Entziindungsreaktio-
nen zu kontrollieren, wobei aber auch eine Rolle in der Pathophysiologie von neurodege-
nerativen Erkrankungen diskutiert wird (Pekny et al. 2014; Osborn et al. 2016). Wie be-
reits angedeutet, tbernehmen EGC im ENS mannigfaltige Funktionen, sodass sich ein
intaktes Netzwerk aus Gliazellen als existenziell fiir das Uberleben enterischer Neuronen
herausgestellt hat. Die von ihnen sezernierten neurotrophen Faktoren wie Neurturin,
GDNF, BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) und NGF (Nerve growth factor) schiit-
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zen enterische Neurone vor Apoptose. AuBerdem stellen sie die Balance der extrazellu-
laren Hamostase im ENS durch die Bereitstellung von Né&hrstoffen und Entsorgung von
Abfallmetaboliten sicher (Heuckeroth et al. 1998; Cabarrocas et al. 2003; Hansebout et
al. 2012). In einer In-vivo-Studie am Mausmodell konnten neuroprotektive Effekte auch
fiir von enterischen Gliazellen bereitgestelltes Glutathion (GSH) nachgewiesen werden
(Brown and Gulbransen 2018). Allerdings gibt es auch Grund zur Annahme, dass durch
Inflammation aktivierte enterische Gliazellen tGiber Connexin-43-Kanéle und NO zu neu-

ronalem Zelltod fiihren kénnen (Brown et al. 2016).

Eine weitere kritische Funktion betrifft die wechselseitige Kommunikation (engl.
Crosstalk) des ENS mit dem Immunsystem. Hier nehmen enterische Gliazellen eine ent-
scheidende Rolle ein. Diese kdnnen diverse Zytokine wie IFN-y, TNF-a oder Prostaglan-
din D2 selbst sezernieren oder durch diese aktiviert werden (Chow and Gulbransen 2017).
Auch Interaktionen von EGC mit der adaptiven und angeborenen Immunantwort sind
nachgewiesen. Beispielsweise kénnen diese als Antigen-prasentierende Zellen fiir Leu-
kozyten fungieren. Sie prasentieren im Besonderen nach Kontakt mit Bakterien Haupt-
histokompatibilitdtskomplex-Molekile der Klasse Il (engl. major-histocompatibility
complex 1l molecules) (MHC I1) und tragen somit zur Immunantwort des adaptiven Im-
munsystems bei (Geboes et al. 1992; da Silveira et al. 2011). Gruppe-3-innate lymphoide
Zellen [engl. group 3 innate lymphoid cells (ILC3)] gelten im Intestinum als Regulator-
zellen der angeborenen mukosalen Immunabwehr und sind tber die Expression von In-
terleukin 22 und 17 wahrend Inflammationsprozessen entscheidend an der Aufrechter-
haltung der epithelialen Hamostase beteiligt. Enterische Gliazellen initiieren tiber die pa-
rakrine Sekretion von neurotrophen Faktoren die Expression von IL-22 in ILC3. Die Ak-
tivierung der ILC3 erfolgt hierbei tiber den Ret-Rezeptor (Ibiza et al. 2016). Ferner kon-
nen EGC durch die Sekretion des Neurotransmitters Substanz P eine Degranulation in

Mastzellen induzieren (Neunlist et al. 2008).

Die Betrachtung der EGC im Zusammenhang mit CED und der damit verbundenen In-
teraktion mit Epithelzellen ist gegenwartig ein viel diskutiertes Thema unter Barriere-
Forschern und wird deshalb im nachsten Unterkapitel 1.4.4 ausfihrlicher dargestellt. An

diesem Punkt lasst sich konstatieren, dass enterische Gliazellen eine zentrale Rolle in der
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Aufrechterhaltung der intestinalen Homdoostase und in der Immunabwehr spielen. Sie in-
teragieren mit verschiedenen Zelltypen und reagieren mit einer gewissen Plastizitat auf

Entzindungsreize in ihrer Umgebung.

1.4.4 Charakterisierung von enterischen Gliazellen im Zusammenhang mit chro-
nisch entzindlichen Darmerkrankungen

Studien an Mausmodellen haben gezeigt, dass eine immunologische Ablation von enteri-
schen Gliazellen, die immunologisch oder iber den Promotor des GFAP-Gens vermittelt
ist, zu einer schweren hdmorrhagischen Jejuno-llieitis fiihren. Die morphologischen Ver-
anderungen der Darmwand der Méuse &hneln hierbei dem histologischen Bild einer CED
(Bush et al. 1998; Aube et al. 2006; Savidge et al. 2007). Daraus l&sst sich schlielen. dass
ein funktionierendes Netzwerk aus enterischen Gliazellen fiir eine unbeeintréchtigte in-
testinale Barrierefunktion bendtigt wird und dessen Verlust eine mogliche Rolle in der
Pathophysiologie der CED einnimmt.

In neueren Studien mit transgenen Mausmodellen konnten dagegen keine akuten Effekte
einer Gliazellablation auf die intestinale Barrierefunktion nachgewiesen werden, wohl
aber auf die Darmmotilitat (Rao et al. 2017) und Sekretionsfunktion des Darmepithels
(Grubisi¢ and Gulbransen 2017). Rao und Kollegen verwendeten bei ihrer Studie den
Gliazellmarker Proteolipid Protein 1 (PLP-1) als Zielstruktur fir die Ablation. Dieser
weist zwar eine gute Co-Expression mit S100R-positiven Zellen auf, die Co-Expression
mit GFAP-positiven Zellen ist jedoch stark limitiert (Rao et al. 2015). Doch gerade diese
Subpopulation spielt, wie bereits im vorherigen Abschnitt dargelegt, bei entziindlichen
Prozessen im ENS und ZNS eine tragende Rolle. Dies konnte als Hinweis auf die unter-
schiedlichen Funktionen von EGC-Subpopulationen gewertet werden, wird aber von Rao
und Kollegen nicht weiter diskutiert (Rao et al. 2017). Grubisi¢ und Gulbransen nutzten
in ihrer Arbeit zwei verschiedene komplizierte Mausmodelle. Im ersten Modell abladier-
ten sie keine EGC, sondern Ca2*-abhingige Connexin-43-Kanile. Damit wurde selektiv
die Gber diesen Weg verlaufende Kommunikation zwischen EGC untereinander und mit
Neuronen blockiert. Im zweiten Modellansatz wurde eine tiber den GFAP-Promotor in-

duzierbare pharmakologische Aktivierung der EGC verwendet. Die Ergebnisse zeigten,
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dass die EGC-AKktivitat die sekretomotorische Funktion beeinflusst, aber keine akuten
Effekte auf die Permeabilitat der Darmbarriere hat. Die Autoren versuchen die Diskre-
panz zu vorhergehenden Studien damit zu erklaren, dass Effekte auf Junktionsproteine
womdglich eine langere Zeit in Anspruch nehmen als den Versuchszeitraum und gliale
Connexin-43-Kandle eine Rolle bei der chronischen Regulation der Darmbarriere spielen,
indem Uber diese die Freisetzung von neurotrophen Faktoren gesteuert wird (Grubisi¢ and
Gulbransen 2017). Unterstltzt wird diese These durch In-vitro-Studien an Zellmodellen,
die barrierestabilisierende Eigenschaften der von EGC sezernierten neurotrophen Fakto-
ren beschreiben. So unterstutzt rekombinantes GDNF nicht nur die Differenzierung von
Enterozyten, sondern fordert auch die Wundheilung nach epithelialer Verletzung (Meir
et al. 2015). GSNO (S-Nitrosogluthation) mildert die Wirkung von Entziindungsmedia-
toren durch direkte Effekte auf Tight-Junction-Proteine ab (Cheadle et al. 2013). Auch
fir den von enterischen Gliazellen sezernierten Faktor 15-Hydroxyeicosatetraensaure
(15-HETE) konnten Pochard und Kollegen eine stabilisierende Wirkung auf die Epithel-
barriere nachweisen und einen direkten Zusammenhang zu CED herstellen. So wurden
EGC aus Biopsien von MC-Patienten isoliert und kultiviert. Diese zeigten eine signifikant
geringere Expression an 15-HETE und hatten keine barrierestabilisierenden Eigenschaf-
ten, verglichen mit EGC von Kontrollpatienten (Pochard et al. 2016).

Veranderungen der ENS-Struktur bei CED-Patienten konnten noch durch weitere Studien
identifiziert werden (Villanacci et al. 2008). Als besonders interessant fur die vorliegende
Arbeit erweist sich in diesem Zusammenhang eine Publikation der Arbeitsgruppe um von
Boyen. Diese analysierte strukturiert die Veranderungen der GFAP-Expression und das
mukosale Sekretionsverhalten von GDNF in Colon-Biopsien von CED-Patienten. Bemer-
kenswert ist, dass sich die Ergebnisse hierbei flr die beiden CED-Entitaten unterschieden.
Proben von CU-Patienten zeigten sowohl in entziindeten als auch in nicht entziindeten
Darmabschnitten eine vermehrte immunhistochemische GFAP-Expression mit einem
verdichteten Glianetzwerk. Anhand von ELISA- und Westernblot-Messungen konnte zu-
dem eine stark erhohte mukosale Expression von GDNF in entziindeten Kolonabschnitten
beobachtet werden. Im Kontrast dazu war das Gliazellnetzwerk in Proben von MC-Pati-
enten in nicht entzlindeten Kolonabschnitten ausgediinnt und die GDNF-Expression stark
vermindert. Die entzlindeten Kolonabschnitte der MC-Proben zeigten in den CU-Proben

ahnliche, wenn auch nicht so stark ausgepréagte Tendenzen (von Boyen et al. 2011).
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Das Gros der Studien beziiglich EGC und CED deutet auf einen engen Zusammenhang
hin und auch ein Einfluss glialer Kommunikation auf die Integritat der Darmbarriere
scheint mehr als wahrscheinlich. Die Frage nach der Pathogenese der CED ist aber nach
wie vor nicht geklart, wenngleich die Regulation der intestinalen Barrierefunktion neben

anderen Faktoren einen hohen Stellenwert einzunehmen scheint.

1.5 GDNF und RET-Rezeptor

Der GDNF wurde Anfang der Neunzigerjahre des letzten Jahrhunderts erstmalig charak-
terisiert, wobei auch seine Bedeutung fiir das Uberleben von dopaminergen Neuronen im
Mittelhirn wéhrend der Embryonalentwicklung beschrieben wurde (Lin et al. 1993).
GDNF ist ein homodimeres Protein der Transforming growth factor beta (TGFR)-Super-
familie. Jedes Monomer besitzt eine Grof3e von 15 kDa. Innerhalb der TGFR-Superfami-
lie begriindet GDNF mit den GDNF-family Ligands (GFL) einen eigenen Zweig, dem

auch Neurturin, Persephin und Artemin angehdren (Airaksinen and Saarma 2002).

Die GDNF-Signaltransduktion erfolgt tberwiegend im Zusammenspiel mit dem protoon-
kogenen Multikomplexrezeptor RET. Der Komplex besteht aus der Tyrosinkinase RET
und einem Uber einen Glykosylphosphatidinositol(GPI)-Anker in der Zellmembran fi-
xierten GDNF-Familienrezeptor alpha (GFRa). Zum jetzigen Zeitpunkt sind vier Unter-
arten (1-4) des GFRa-Ko-Rezeptors beschrieben. Ein GDNF-Dimer bindet zwei GFRa-
Rezeptoren, woraufhin dieser Komplex zur Dimerisierung von zwei RET-Rezeptor-Ty-
rosinkinasen fiihrt. Diese Aktivierung des Rezeptors hat eine Autophosphorylierung von
intrazellularen Tyrosinresten (Tyr) zur Folge. Hierbei stehen die Tyrosinreste Tyr®® und
Tyr®% am Anfang der Signalkaskade, wohingegen Tyr'%?2 die zentrale Phosphorylie-
rungsstelle fur die Signalwege der Ras/MAP-Kinase sowie die Aktivierung der PI3/AKT-
Kinasen darstellt (Ibafiez 2013b). Das Binden von GDNF an den RET-Rezeptor veran-
lasst zudem eine Inhibierung des p38-MAP-Kinase-Pfades (Meir et al. 2019), die Uber
die PI3-Kinase vermittelt wird (Subramaniam et al. 2008). Eine hohe klinische Relevanz
besitzt der RET-Rezeptor bei der Behandlung des kleinzelligen Lungenkarzinoms. Hier-

bei werden seit kurzer Zeit selektive RET-Inhibitoren wie Pralsetinib bei der Behandlung
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von soliden Tumoren der Schilddrise und Lunge eingesetzt, die eine Mutation der RET-
Rezeptor-Tyrosinkinase aufzeigen (Subbiah et al. 2020; Passaro et al. 2022).

An dieser Stelle muss gleichwohl erwéhnt werden, dass Uber das NCAM (neural cellad-
hesion molecule) (Paratcha et al. 2003) und syndecan-3 (Bespalov et al. 2011) zwei von
RET unabhéngige alternative GDNF-Signalwege existieren. Diese nehmen jedoch eine
untergeordnete Funktion ein. Bezliglich NCAM ist auch eine geringere Affinitat von

GDNF zum Rezeptor, verglichen mit dem RET-Rezeptor, beschrieben (Duarte Azevedo

et al. 2020).
ﬂ Plasmamembran

|'; ]
Ras/MAP-Kinase /\ pI3/akt-Kinase —| p38 MAP-Kinase
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Signaltransduktion Gber den RET-Rezeptor

Ein GDNF-Dimer bindet zwei membranstindige GFRa-Rezeptoren, die wiederum zwei RET-Kinasen zu-
sammenfihren. Daraufhin erfolgt eine gegenseitige Phosphorylierung der RET-Kinasen an verschiedenen
Tyrosin-Resten. Durch die Autophosphorylierung werden schlielBlich mehrere Signalketten aktiviert. Die
Darstellung beschrénkt sich auf zwei der durch RET aktivierten Signalwege.

Quelle: Eigene Darstellung

GDNF und strukturverwandte Proteine spielen eine entscheidende Rolle bei der Ausrei-
fung und dem Uberleben von Neuronen im zentralen (ZNS) und peripheren Nervensys-
tem (PNS). Diese neuro-supportiven Eigenschaften werden aktuell vor allem im Hinblick
auf neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Parkinson (MP) intensiv beforscht und
diskutiert. So konnten in zahlreichen Studien an Ratten- bzw. Primaten-Modellen der Par-
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kinsonkrankheit positive Effekte einer GDNF-Behandlung auf das Uberleben von dopa-
minergen nigrostriatalen Neuronen beobachtet werden, wohingegen bei der experimen-
tellen Anwendung am Menschen bisher keine relevante Verbesserung des klinischen Out-
comes erreicht werden konnte (d'Anglemont de Tassigny et al. 2015). Erste Erfolge auf
diesem Gebiet wurden jedoch in einer Studie aus England erzielt. Hierbei wurde Parkin-
son-Patienten GDNF oder ein Placebo mittels eines am Schédel implantierten Port-Ka-
theters direkt in das Putamen infundiert. PET-Scans des Gehirns zeigten nach dem pri-
maren Endpunkt der Studie (40 Wochen) einen um bis zu 100 % erhéhten Umsatz von
18F-Dopa in den betroffenen Hirnarealen der Probanden des GDNF-Arms. Signifikante
klinische Verbesserungen des Outcomes gegeniiber der Placebo-Gruppe konnten jedoch

nicht nachgewiesen werden (Whone et al. 2019).

Neben seinen neuroprotektiven Eigenschaften ist GNDF auch an einer physiologischen
Entwicklung der Nieren und der Ausreifung der Spermatogonien involviert (Sariola and
Saarma 2003). Auch konnten in mehreren Untersuchungen ein Zusammenhang zwischen
GDNF und gastroenterologischen Krankheitsbildern hergestellt werden. So entwickeln
Mause mit genetischen Ablationen des RET-Rezeptorkomplexes, neben anderen Fehlbil-
dungen, kein funktionierendes neuronales Netzwerk im Darm. Bemerkenswerterweise ist
es dabei unerheblich, ob sich der genetische Knockout auf GDNF, den RET-Rezeptor
oder den GFR 1a-Rezeptor bezieht (Cacalano, Farifias, et al. 1998). Diese Ergebnisse wer-
den von Studien an Patienten gestutzt, die an der Erkrankung Morbus Hirschsprung lei-
den. Bei dieser Erkrankung kommt es durch eine segmentale Agangliose des Dickdarms
und Rektums zu einer Motilitatsstorung des Darms mit einer deutlichen Dilatation des
vorgeschalteten Darmsegments. Als eine der Ursachen des M. Hirschsprung wurden Mu-
tationen im RET-Gen identifiziert (Tilghman et al. 2019). In mehreren Forschungsberich-
ten wurde zudem ein direkter Zusammenhang zwischen GDNF und der intestinalen Bar-
rierefunktion dargestellt. Hierbei sind sowohl anti-apoptotische Effekte als auch die po-
sitiven Eigenschaften des Proteins auf Junktionsproteine von Bedeutung. Auch konnte
eine therapeutische Relevanz bei Colitiden an Mausmodellen festgestellt werden
(Steinkamp et al. 2003; Zhang et al. 2010; Meir et al. 2015; Meir et al. 2019).

Als Quelle des neurotrophen Faktors mussen mehrere verschiedene Zell- und Gewebety-

pen genannt werden. So wird GDNF nicht nur von Gliazellen bzw. Neuronen im ZNS
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und Intestinum (Chow and Gulbransen 2017; Duarte Azevedo et al. 2020) sezerniert, son-
dern auch von Enterozyten (Meir et al. 2015) und glatten Muskelzellen in der Darmwand
(Han et al. 2015; Brun et al. 2015). Nebst dem setzen diverse Tumorzelllinien GDNF frei,
wobei das Protein die Migration bzw. Invasion sowie das Uberleben der Tumorzellen
moduliert (Funahashi et al. 2005; Garnis et al. 2005; Mulligan 2019).

Meissner-Plexus

(> Neuron

Enterische
Gliazelle

. Immunzelle

Auerbach-Plexus Faktoren

sympathisch parasympathisch

Abbildung 5: Schematische Darstellung des ENS

Das stark vereinfachte Schema verdeutlicht die wechselseitigen Beziehungen der verschiedenen Zelltypen
des ENS mit der barrierebildenden Enterozytenschicht und Zellen des Immunsystems. EGC kommunizie-
ren hierbei nicht nur direkt mit anderen Zelltypen, sondern modulieren auch die Reizweiterleitung innerhalb
der Nervengeflechte.

Quelle: Eigene Darstellung

1.6 Fragestellung

Zusammenfassend nimmt die Interaktion zwischen Darmepithel und enterischen Gliazel-
len eine Schlusselrolle ein, um die Integritat der Darmbarriere in Gesundheit und Krank-
heit zu modulieren. Einzelne neurotrophe Faktoren scheinen hierbei eine groRe Bedeu-
tung innezuhaben. Die genauen Mechanismen und Schliisselfaktoren dieser Interaktionen
sind jedoch nicht bekannt. Daher wird sich in der vorliegenden Arbeit mit dem Einfluss
des von EGC sezernierten neurotrophen Faktors GDNF sowie des dazugehorigen RET-
Rezeptors auf die Integritdt der Darmbarriere beschéftigt. Die Hypothese der Untersu-
chungen ist, dass GDNF fir die Stabilisierung und Differenzierung der Darmbarriere eine
spezifische Rolle spielt.
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Im ersten Schritt sollen hierfir methodisch die Moglichkeiten der Messungen der intesti-
nalen Barrierefunktion optimiert und eine Ko-Kultur aus enterischen Gliazellen und in-

testinalen Epithelzellen etabliert werden.

Im zweiten Schritt soll an diesem System untersucht werden, ob von EGC sezerniertes
GDNF hauptverantwortlich fir die barrierestabilisierenden Eigenschaften der EGC auf
das intestinale Epithel ist. Weiterhin gilt es zu eruieren, ob die barrierestabilisierenden
Eigenschaften von GDNF auch im Intestinum tber den RET-Rezeptor-Komplex vermit-

telt werden.

AbschlieBend wird in einem translationalen Ansatz ermittelt, welchen Einfluss proin-
flammatorische Zytokine, die bei CED von Bedeutung sind, in diesem System ausuben.
Hierfir werden Darmproben von MC- und CU-Patienten auf ihren GDNF-Gehalt hin
analysiert, Gliazellen mit verschiedenen Entziindungsmediatoren behandelt und eine Ent-
zlindungsreaktion im Ko-Kultur-Modell durch den Entzindungsmediator TNF-o, simu-

liert.

28



2. Material und Methoden
2.1 Ethik- und Tierversuchsvotum

Es wurde ausschlie3lich menschliches Gewebematerial verwendet, das bei Darmoperati-
onen entnommen wurde, fir die eine Indikation zur chirurgischen Resektion bestand. VVor
der Operation gaben alle Patienten eine schriftliche informierte Einwilligung zur Auf-
nahme in die Studie. Die ethische Zustimmung wurde durch den Ethikrat der Universitét
Wirzburg erteilt (Antragsnummern 113/13, 46/11, 42/16).

In der vorliegenden Arbeit wurde kein tierisches Gewebematerial verwendet.

2.2 Definitionen

Konfluenz: Beschreibt den Zustand von Epithelzellen, die sich in einem horizontalen
Verband befinden, der geschlossen ist. Das heif3t, es gibt keine Liicken mehr im Zellver-
band und die Zellen bedecken beispielsweise eine Petrischale oder einen Objekttrager
vollstandig. Das Stadium C - 1 beschreibt den Zustand 24 Stunden vor Erreichen dieses
Zustandes. Hier sind noch Luicken im Zellverband sichtbar und dieser ist erst zu 80-90 %
geschlossen. Analog hierzu beschreibt das Stadium C + 1 den Zustand 24 Stunden nach
Erreichen der Konfluenz, bei dem bereits ein fortgeschritten differenzierter Zell-Mo-

nolayer vorliegt.

C+1

Abbildung 6: Konfluenzstadien von Caco2-Zellen

Die Abbildung zeigt die fir die Arbeit relevanten Konfluenzstadien der verwendeten Darmepithelzellen.
Wiéhrend links im Bild im C - 1-Stadium noch unbewachsene Licken im Zellverband auszumachen sind
(rote Markierung), sind diese bei Erreichen der Konfluenz (C = 0) geschlossen. 24 Stunden spater (rechts
im Bild) zeigt sich dann ein weiter differenzierter Monolayer (Maf3stabsbalken = 100 pm).

Quelle: Eigene Darstellung
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2.3 Material

2.3.1 Testreagenzien

Um den Einfluss von Storfaktoren zu minimieren, wurden fiir die Inkubation der Caco2-
Zellen die unten genannten Testreagenzien mit Dulbeccos’s Modified Eagles Medium
(DMEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) verdiinnt, dem ausschlief3lich 50 U/ml Penicil-
lin-G und 50 pg Streptomycin (P/S) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) zugesetzt wurde.

Die Inkubationszeit betrug, falls nicht anders angegeben, 24 Stunden.

2.3.1.1 GDNF

Fur die Versuchsreihen wurde rekombinant hergestelltes GDNF (rGDNF) der Firma
PeproTech (Rock Hill, USA) verwendet. Die gewahlte Konzentration von 100 ng/ml ori-
entierte sich hierbei an bereits publizierten Daten (Meir et al. 2015; Bergauer 2017). Das

kalkulierte Molekulargewicht betragt laut Herstellerangaben 30,4 Kilodalton (kDa).

2.3.1.2 TNF-a

Der Tumornekrosefaktor-a ist entscheidend an der Aufrechterhaltung der Hom@ostase
des Immunsystems beteiligt. Die pleiotropen Effekte beinhalten sowohl eine schiitzende
Wirkung bei Inflammation und der Wirtsabwehr als auch einen schadigenden Einfluss
bei Autoimmunerkrankungen, chronischen Entziindungen, Kachexie oder septischen
Krankheitsbildern (Hehlgans and Pfeffer 2005). Um eine Entziindungsreaktion zu simu-
lieren, fiel die Wahl auf das Zytokin TNF-a, da dieses eines der Schlusselzytokine bei
CED ist (Shah and Mayer 2010) und die Inkubation mit TNF-a mit einer Konzentration
von 100 ng/ml ein gut etabliertes Inflammationsmodell bei In-vitro-Versuchen darstellt
(Schmitz et al. 1999). Das verwendete TNF-o wurde von der Firma Biomol GmbH (Ham-

burg, Deutschland) bezogen.

30



2.3.1.3LPS

LPS (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) sind ein Membranbestandteil von gramnegativen
Bakterien. Die Verbindung aus fettdhnlichen und Zuckerbestandteilen wirkt als Endoto-
xin und beglnstigt den Unterhalt von systemischen Inflammationsprozessen. Die ver-
wendete Konzentration von 100 ng/ml orientiert sich an bereits publizierten Daten von

In-vitro-Experimenten mit Endothelzellen (Flemming et al. 2015).

2.3.14 LTA-SA

Der Agonist des Toll-like-Rezeptors 2 (TLR2) Lipoteichoenséure aus Staphylokokkus
aureus (LTA-SA) (InvivoGen, San Diego, USA) wurde in einer Konzentration von 500
ng/ml verwendet. In In-vivo-Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass dieser die
Produktion von GDNF in glatten Muskelzellen des Méausedarms reguliert (Brun et al.
2015).

2.3.1.5 Blue 667

Der RET-Inhibitor Blue 667 (Pralsetinib) (MedChemExpress, Monmuth Junction, USA)
hemmt spezifisch die Phosphorylierung von Wildtyp- und onkogenen RET-Varianten
(Subbiah et al. 2018). In von uns durchgefiihrten Dosis-Wirkungs-Experimenten mit
Caco-2-Zellen wurde eine wirksame Hemmung der fiir die GDNF-Signaltransduktion re-
levanten RET-Phosphorylierungsstelle RETY1%2 bei Konzentrationen von 533 ng/ml (1
uM) festgestellt.

2.3.2 Antikorper

Tabelle 1: Antikorper indirekte Immunfluoreszenz

Antikorper Hersteller Verdunnung Bestellnummer
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Primarantikorper

Desmoglein 2 (rb) Milipore 1:100 ABT-181
E-Cadherin (rb) BD 1:100 610182
Claudin 1 (m) Thermo Fisher 1:50 37-4900
Claudin 5 (m) Invitrogen 1:50 34-1600
Sekundarantikdrper
Ziege gegen Maus (gam | Dianova 1:600 115-165-003
cy3)
Esel gegen Maus (dam | Invitrogen-Ther- 1:200 A-21201
Alexa Fluor 488) mofisher

Tabelle 2: Antikdrper Western Blot
Antikorper Hersteller Verdunnung Bestellnummer
Primarantikorper
a-GDNF R&D Systems 1:200 AF-212-NA
a-RET Abcam 1:700 Ab184189
a-p-RETTYe05 Cell Signaling 1:500 3221
a-p-RETY1062 R&D Systems 1:500 AF5009
a-Vimentin Abcam 1:500 Ab8978
a-R-Actin-Peroxidase Sigma-Aldrich 1:10000 A3854
a-pp38 Cell Signaling 1:1000 9211
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a-p38 Cell Signaling 1:1000 9212

a-GFRal Abcam 1:1000 Ab186855
a-GFRa2 Abcam 1:1000 Ab19146
a-GFR a3 Abcam 1:1000 Ab89343

Sekundarantikdrper (POX-gekoppelt)

Ziege gegen Maus (gam | Dianova 1:2000 115-035-003
pox)

Ziege gegen Kaninchen | Dianova 1:2000 111-035-003
(garb pox)

Ziege gegen Kaninchen | Cell Signaling 1:1000 7074 S

(garb pox-cs)

Esel gegen Ziege (dag Dianova 1:1000 705-035-003
pox)

2.3.3 Fluoreszenzfarbstoffe

Neben den bereits tabellarisch aufgefiihrten an spezifische Antikérper gekoppelten Flu-
oreszenzfarbstoffen wurde DAPI(4",6 Diamidin-2-phenylindol) (Calbiochem, Darm-
stadt, Deutschland) verwendet. Der Einsatz erfolgte, um bei der Fluoreszenzmikrosko-
pie Zellkerne anzufarben. Die Verbindung lagert sich an Arginin- und Thymidin-reiche
DNA-Sequenzen an und erstrahlt blau bei der Anregung durch ultraviolettes Licht
(Kapuscinski 1995).

2.4 Zellkultur

Als Grundlage der vorliegenden Arbeit dienen drei verschiedene Zellkulturlinien fir In-
vitro-Versuchsreihen: zwei verschiedene Klone-Caco-2-Zellen (ATCC, Wesel und Deut-

sche Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig) und ein Klon
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CRL2690 (ATCC, Wesel). Caco-2-Zellen wurden in den Siebzigerjahren des letzten Jahr-
hunderts urspringlich aus einem menschlichen kolorektalen Adenokarzinom gewonnen.
In der Zellkultur durchlaufen sie einen spontanen Differenzierungsprozess, sodass es zur
Ausbildung eines Enterozytenmonolayers kommt. Neben der fur Enterozyten typischen
zylindrischen und polarisierten Morphologie bilden die Zellen apikale Mikrovilli und
Verschlusskontakte aus (Sambuy et al. 2005). Hierdurch qualifizieren sich Caco-2-Zellen

als haufig verwendetes Modell zur Untersuchung der intestinalen Barriere.

CRL2690-Zellen sind eine enterische Gliazelllinie der Ratte. Die Isolierung aus dem je-
junalen Plexus myentericus erfolgte 1999 (Ruhl et al. 2001). Die Zellen exprimieren die
typischen Gliazellmarker: GFAP, S100R sowie Vimentin. In der vorliegenden Arbeit
wurden zusétzlich die Expression und Sekretion von GDNF sowie das Vorhandensein

des RET-Rezeptors und der GDNF-Rezeptoren 2 und 3 verifiziert.

Routinekultur:

Die Kultivierung beider Zelllinien erfolgte mit DMEM. Dieses wurde mit zehnprozenti-
gem fetalem Kalberserum (FCS, Biochrom, Berlin, Deutschland) sowie 50 U/ml Penicil-
lin-G und 50 pg Streptomycin (P/S, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) versetzt. Das Wachs-
tum der Zellen erfolgte in T-75-Zellkulturflaschen in einem Brutschrank (Heracell 150,
Thermofisher, Darmstadt, Deutschland) bei 37 °C und einer Atmosphéare mit 80 % Luft-
feuchtigkeit sowie 5 % CO,-Séattigung. Da FCS selbst GDNF erhélt, wurde fur die ein-
zelnen Versuche wéhrend der Inkubation auf die Supplementierung von FCS 24 h vor

Versuchsbeginn verzichtet.

Um einer Kontamination der Zellkulturen vorzubeugen, wurden samtliche Arbeiten an
den Kulturen unter einer sterilen Werkbank durchgefiihrt (Hera safe, Thermofisher Sci-
entific, Waltham, USA). Die Arbeitsflache wurde regelmaRig nach Beendigung der Ar-
beit sorgféltig mit Terralin Liquid® (Schilke & Mayr, Norderstedt, Deutschland) desin-
fiziert. Alle Gerdte und Instrumente, die keine sterilen Einmalprodukte waren, wurden

vor direktem Kontakt mit den Zellen bei 180 °C autoklaviert.
Passagierung und Aussaat:

Die Passagierung (engl. Splitting) und Aussaat der Zellen erfolgten in einem wochentli-

chen Rhythmus. Die fur die Experimente benétigten Zell-Behdltnisse wurden vor dem
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Uberfuihren der Zellen gelatiniert, da die Zellhaftung an Oberflachen dadurch maRgeblich
verbessert wird. Hierzu wurden die Behéltnisse fur 30 Minuten mit 0,5 % Gelatine be-
deckt und anschliefend abgesaugt. Nachfolgend wurde das Zellmedium vorgelegt und
die Zellen wurden tberfihrt. Das wochentliche Splitten der Zellen erfolgte fur die Caco-
2-Zellen im Verhaltnis 1:20 und fur die CRL2690-Zellen im Verhéltnis 1:40. Eine Kon-
fluenz in den verwendeten T-75-Zellkulturflaschen fir die Routinekultur wurde nach
sechs bis sieben Tagen erreicht. Die ausgesate Zellzahl fir einzelne Versuchsreihen ist

dem jeweiligen Experiment zu entnehmen.

2.5 Zellbiologische Methoden

2.5.1 Permeabilitatsmessung mithilfe des Transwell-Filtersystems im Ko-Kultur-
Modell

Ein Transwell-Assay stellt eine Mdglichkeit dar, um die Permeabilitat einer Epithelbarri-
ere zu beurteilen. Hierbei wird der Durchfluss eines fluoreszierenden, groRendefinierten
Farbstoffes durch eine semipermeable Membran sowie eine Epithelzellschicht gemessen
Es handelt sich hierbei um eine Endpunktmessung. Caco-2-Zellen wurden auf semiper-
meable Filter (0,4 pm PorengrdBe; Falcon, Heidelberg) ausgesit (1x10° Zellen in 1 ml
DMEM) und anschlielend einen Tag im Brutschrank inkubiert. Zeitgleich erfolgte die
Aussaat von EGC auf 12-Well-Platten (1x10° Zellen in 1 ml DMEM), die ebenfalls einen
Tag im Brutschrank inkubiert wurden. Nach 24 Stunden erfolgte dann die Zusammen-
fuhrung der Zelllinien. Durch das Einbringen der Filter in die Vertiefung der 12-Well-
Platte entstanden so zwei voneinander getrennte Kompartimente, mit enterischen Glia-
zellen im unteren und Caco-2-Zellen im oberen Kompartiment. AnschlieRend erfolgte ein
Mediumwechsel, bei dem 500 pl frisches DMEM (5 % P/S, ohne FCS) dem oberen Kom-
partiment und 1600 pul dem unteren Kompartiment hinzugefligt wurden. Die Inkubation
der Zellen erfolgte bis zur Konfluenz der Caco-2-Zellen (C = 0), was im Schnitt weitere
2 Tage beanspruchte. Nach Erreichen der Konfluenz wurde das Kulturmedium abgesaugt
und die Filter sowie 12-Well-Platten wurden vorsichtig mit farblosem DMEM (5 % P/S,
ohne FCS, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) dreimal gewaschen. Dieser Schritt ist not-

wendig zum Entfernen von Phenolresten und etwaigen Zellleichen, um die spéatere Fluo-
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reszenzmessung nicht zu verfalschen. Nach erfolgter Waschung wurden die Komparti-
mente wieder mit farblosem DMEM befillt (500 pl oben, 1600 pl unten). Zusétzlich
wurden dem oberen Kompartiment 100 ul FITC (Fluorescein Isothiocyanat)-Dextran mit
einer Molekilgrofie von 4 kDA in der Verdinnung 10 mg/ml (in PBS) zugefugt. Sofort
danach erfolgte die erste Probenentnahme von 50 pl aus dem oberen Kompartiment (Zeit-
punkt 0), die mit 50 pl farblosem DMEM verdiinnt und auf eine 96-Loch-Platte aufgetra-
gen wurde. Die nachfolgenden Probenentnahmen erfolgten mit 100 pl aus dem unteren
Kompartiment im Abstand von 30-Minuten-Schritten und wurden nicht verdiinnt. Es
wurden bis 2 Stunden nach dem Nullwert Proben entnommen. Wéhrend des Assays
wurde die 96-Loch-Platte lichtgeschitzt aufbewahrt, wahrend die 12-Well-Platte mit den
Filtereinsatzen sanft auf einem Schittler (Typ 3017, Gesellschaft fir Labortechnik, Burg-
wedel, Deutschland) bei 37 °C bewegt wurde. Nach der letzten Probenabnahme wurde
die Fluoreszenz der 100 pl Aliquots, der 96-Loch-Platte mit einem Spectrophotometer
(Tecan GENios Microplate Reader, MTX Lab systems, Bradenton, USA) bei einer Exzi-
tation von 485 nm und der Emission von 535 nm gemessen. Die Berechnung des Perme-
abilitatskoeffizienten (Pe) erfolgte anschlieRend nach folgender Formel (Hollander
1999): Pe = [(ACA/AL) X Va]/S x ACL, Pe = Permeabilitatskoeffizient (cm/s), ACa = Ver-
anderung der FITC-Dextran-Konzentration, At = VVoranschreiten der Zeit, Va = Volumen
des fluoreszierenden Mediums, S = Oberflache, AC. = konstante luminale Konzentration.

Oberes Kompartiment

Caco2 Monolayer

Semipermeable
= B Membran
»x
D}C] oo FITC-Dextran Fluss
* ! * Unteres Kompartiment
000000000000 Enterische Gliazellen

Abbildung 7: Transwell-Filter

Schematische Abbildung des Transwell-Filtersystems. FITC-Dextran wird in das obere Kompartiment ein-
gebracht und anschlieend werden alle 30 Minuten Proben aus dem unteren Kompartiment entnommen,
um den Durchfluss von FITC-Dextran durch den Caco-2-Monolayer zu messen.

Quelle: Eigene Darstellung
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2.5.2 Messung des transepithelialen Widerstandes

Im Gegensatz zu Endpunkt-Assays findet bei der Messung des transepithelialen Wider-
standes [engl. transepithelial electric resistance (TEER)] eine kontinuierliche Messung
der Barrierefunktion statt. Das dabei verwendete ECIS(Electric Cellsubstrate Impedance
Sensing)1600R-Gerat (Applied BioPhysics Inc., USA) misst zeitaufgelost die Spannung
uber zellbedeckte Impedanzelektroden bei einem angelegten Strom von 1 pA bei 400 Hz
(Meir et al. 2015).

Durch Adhérenz und das Ausbilden von Zell-Zell-Kontakten wird der Stromfluss zwi-
schen der Elektrode und dem Medium zunehmend erschwert, sodass der Wechselstrom-
widerstand steigt. Die Anderungen der parazelluldren Permeabilitat werden dann in den
Varianzen der gemessenen Impedanz abgebildet (Rédler and Wegener 2009; Srinivasan
et al. 2015).

Es erfolgte die Aussaat von 108 Caco-2-Zellen pro Well auf einer ECIS-8-Well-Platte mit
Goldfilmelektroden. Pro Well waren insgesamt 40 Goldfilmelektroden verarbeitet, Gber
die die Messung erfolgte. Nach der Aussaat in 400 ul Zellsuspension wurde eine Setzzeit
von vier Stunden abgewartet und anschlieRend die Messung fiir 30 Stunden gestartet. Bei
dem verwendeten Medium handelte es sich entweder um DMEM (5 % P/S, ohne FCS)
(Kontrollgruppe) oder DMEM (5 % P/S, ohne FCS) mit konzentriertem Zelliiberstand
oder verschiedenen Reagenzien (Interventionsgruppen).

2.5.3 Herstellung von Zell-Lysaten

Um Western-Blot- und ELISA-Untersuchungen durchfiihren zu kénnen, mussten Gewe-
beproben und geerntete Zellen erst zu Lysaten verarbeitet werden. Dieser Vorgang wird

nachfolgend fiir beide Gruppen beschrieben.
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2.5.3.1 Herstellung von Zelllysaten

Caco-2-Zellen und EGC wurden in 6-Well-Kulturplatten (Cellstar, greiner bio-one,
Kremsmiinster, Osterreich) ausgesat, nachdem diese mit 0,5 % Gelatine beschichtet wur-
den. Die Zellzahl bei Aussaat betrug 1x10°. Diese wurde mit einer Zellzihlkammer be-
stimmt. Anschlie3end erfolgte die Kultivierung in einem Brutschrank bis zum Erreichen
der Konfluenz. Daran schloss sich eine Inkubation mit Mediatoren oder Zellkulturlber-
stand fir 24 Stunden an. Nach dem Verstreichen der Zeit wurden die Zellen einmalig mit
phosphathaltiger Pufferlésung (PBS) gewaschen. Nach der Zugabe von 150 ul Lysepuffer
[25mm ol/L HEPES-Puffer (pH 7,6), 2 mmol/L Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA),
25 mmol/L einprozentiges Sodium dodecyl sulfate (SDS)] und Halt™-Protease-Inhi-
bitor-Cocktail im Verhaltnis 1:100 (Thermofisher Scientific, Waltham, USA) wurden die
Zellen abgeschabt und in 1,5-ml-Eppendorf-Gefale (Hamburg, Deutschland) Gberfihrt.
Vor der Weiterverwendung wurden die Proben sonifiziert und mit einem Vortexgeréat
(MSI Minishaker, IKA, Staufen, Deutschland) bearbeitet. Anschlie3end konnten die Ly-

sate direkt fur Versuche benutzt oder bei -20 °C gelagert werden.

2.5.3.2 Herstellung von Lysaten aus Gewebeproben

Die Proben von Patienten mit MC stammten alle aus dem terminalen lleum. Nach der
Entnahme im Operationssaal wurden diese in das Schnellschnittlabor der Universitatskli-
nik Wirzburg gebracht und von einem Pathologen begutachtet. Durch diesen erfolgte die
Gewebeentnahme eines circa 3 x 3 cm groRen Abschnittes aus dem Zentrum des entziin-
deten Areals und aus der Peripherie, die makroskopisch entziindungsfrei war. Bei Patien-
ten mit Colitis Ulcerosa wurde &hnlich verfahren. Da bei diesen Patienten zumeist der
gesamte Dickdarm entziindet war, konnte jedoch kein makroskopisch nicht entziindetes

Gewebe enthnommen werden.

Kontrollgewebeproben (Kolon oder terminales lleum) stammten von Patienten, die nicht
an einer CED oder anderen inflammatorischen Darmerkrankung litten. Bei diesen war

zumeist aufgrund eines Kolonkarzinoms eine Hemikolektomie rechts erforderlich, bei der
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die chirurgische Resektion routinemaRig einen Teil des gesunden Dinndarms bzw. Ko-
lons involviert. Detaillierte Daten zu den Patientencharakteristika sind tabellarisch im
Anhang dargestellt.

Die Weiterverarbeitung der Proben erfolgte unmittelbar nach der Begutachtung durch den
Pathologen. Die Proben wurden mit einem chirurgischen Skalpell in sechs bis sieben
gleich grof3e Gewebestiicke zerteilt. Fiir eine getrennte Analyse der Mukosa und des Voll-
wandgewebes erfolgte zu diesem Zeitpunkt eine Mukosa-Dissektion bei einem Teil der
Proben durchgefiihrt. Hierfir wurden die Proben mit einer Pinzette fixiert und mit einem
Skalpell wurde die Schleimhaut vom Rest des Darmgewebes abgeschabt. Das Skalpell
wurde dafiir in einem 45 °-Winkel zur Horizontalen gefiihrt. Anschlielend erfolgte die
Schockfrostung des Gewebe flr Western-Blot- und ELISA-Analysen in flissigem Stick-
stoff und eine anschlieBende Lagerung bei -80 °C. Die verbleibenden Gewebeproben
wurden in Paraformaldehyd fixiert, in Parraffin eingebettet und anschlieRend mit einem
Mikrotom sektioniert (1 um).

Die Verarbeitung zu Lysaten erfolgte bei Vollwand- und Mukosa-Gewebe gleicherma-
Ren. Die Proben wurden aufgetaut und anschlieBend in 2-ml-Eppendorf-GeféaRRe Uber-
fuhrt. Danach erfolgte die Zugabe von 500 pl Gewebelysepuffer (Tris ultrapure 1,212 g,
NaCL 4 g, EDTA 0,3723 g, TritonX 100 5 ml, Glycerol 50 ml, ad 500 ml Aqua Dest. bei
pH 8) und einer 5 mm grof3en Stahlkugel (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland). An-
schlieend wurde das Gewebe fir 20 Minuten bei einer Frequenz von 30/s in einem
Tissue Lyser (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) zerkleinert und lysiert. Danach
wurden die Eppendorf-GefaRe fiir eine Minute bei 2000 rpm zentrifugiert und der Uber-
stand vorsichtig in 1,5-ml-Eppendorf-Geféalie abpipettiert und in einem Verhaltnis von
1:100 mit Halt™-Protease-Inhibitor versetzt. Die Stahlkugeln und etwaige Gewebereste
wurden verworfen. AnschlielRend erfolgte die Sonifizierung und Lagerung der aufberei-
teten Proben bei -20 °C.

2.5.4 Western Blot

Mit einer Western-Blot-Untersuchung kann eine semiquantitative Untersuchung be-

stimmter Proteine vorgenommen werden. Sie teilt sich in die Schritte Auftrennung,
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Transfer und den schlussendlichen Nachweis eines spezifischen Proteins auf (Renart et
al. 1979).

Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration:

Um bei der Auftrennung der Proteine in der spéteren Gelelektrophorese dquivalente Pro-
teinmengen auftragen zu kdnnen, wurde mit Hilfe der Bicinchinon-Saure-Methode (engl.
Bicinchoninic Acid, BCA) der Proteingehalt jeder einzelnen Probe ermittelt. Hierfur
wurde ein Kit der Firma ThermoFisher scientific (Waltham, USA) verwendet. Die Kon-
zentrationsermittlung erfolgte tiber ein Spektralphotometer (Dynatech Laboratories MRX
Microplate Reader, El Paso, USA) bei einem Absorptionsmaximum von 595 nm. Fir die
definitive Konzentrationsbestimmung wurde tber einen Proteinstandard eine Kalibrie-

rungsgerade erstellt.
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE):

Eine Auftrennung der im Lysat enthaltenen Proteine erfolgte durch die Sodiumdode-
cylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli 1970). Bei dieser
Methode werden die verschiedenen Laufgeschwindigkeiten von Proteinen in einer Gel-
matrix aus Acrylamid und Bisacrylamid im elektrischen Feld genutzt. Die Laufgeschwin-
digkeit wird hierbei durch die GroRRe des Proteins bestimmt. Das zugesetzte anionische
Detergenz SDS Uberdeckt die Eigenladung der Proteine in der Probe und es kommt si-
multan zu einer Auflésung der Sekundér-, Tertidr- und Quartérstruktur der Aminosaure-
ketten. Die Vorbereitung der Proben erfolgte mit einem vierfach konzentrierten Proben-
puffer, der SDS und Glycerin enthélt. Durch das Glycerin bewirkt dieser eine Dichterho-
hung der Probe und damit ein spateres Absinken in den Geltaschen. Durch den Zusatz
des Reduktionsmittels Dithiothreitol (DTT) (PanReacAppliChem, Darmstadt, Deutsch-
land) werden Disulfidbriicken zwischen Aminoséauren gebrochen. Das kurzzeitige Erhit-
zen der Proben (5 Minuten) auf 95 °C verstérkt dabei die Denaturierung der Proteine. Da
eine einheitliche negative Ladung zum Molekulargewicht proportional ist, wandern die
SDS-Proteinkomplexe in der polymerisierten Gelmatrix nach Anlegen einer Spannung
unterschiedlich schnell zur Anode und werden entsprechend ihres Molekulargewichtes
aufgetrennt. Kleinere Proteine bewegen sich schneller und erscheinen bei Abschluss der

Gelelektrophorese weiter unten im Gel.
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Es kamen Zwei-Komponenten-Gele (NuPage 4-12 % Bis-Tris-Gel) von Thermo Fisher
scientific (Waltham, USA) zum Einsatz. Die Gelplatten wurden in die mit einfach kon-
zentriertem MOPS SDS Running Buffer (ThermoFisher, Darmstadt, Deutschland) ge-
flllte Elektrophoresekammer (Novex MiniCell, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) ein-
gespannt. Bei diesen sogenannten Gradienten-Gelen erfolgt im ersten Abschnitt des Gels
(Sammelgel) eine Konzentrierung der Proteine, wahrend im zweiten Abschnitt (Trenngel)
die Proteinfraktionen aufgetrennt werden. VVor dem Anlegen der Spannung wurde in min-
destens eine Geltasche ein Proteinmarker fur die GroRenzuordnung der getrennten Prote-
ine aufgetragen. Die weiteren Geltaschen wurden mit einem 1:1-Gemisch aus 4-fach-
Probenpuffer mit zugesetztem DTT und Zell-Lysat beladen. Zu Beginn der Gelelektro-
phorese wurde eine Spannung von 120 Volt angelegt. Nach circa 20 Minuten war die
farblich markierte Lauffront in das Trenngel tbergetreten und die Spannung wurde auf
175 Volt erhéht. Nun wurde abgewartet, bis der Farbstoff aus dem Gel herauslief. Danach

wurde die Gelplatte aus der Kammer herausgenommen und der Immunoblot vorbereitet.
Proteintransfer mittels Western Blot:

Die nach GroRe aufgetrennten Proteine im Gel wurden nun positionsaquivalent auf eine
Nitrocellulose-Membran Gbertragen und immobilisiert. Diese Methode entspricht der
Southern-Blot-Technik nach Towbin, wobei die Proteine mithilfe einer zweiten Elektro-
phorese auf das Nitrocellulose-Papier Ubertragen werden. Dies erfolgte im Nass-Blot-
Verfahren und das erneute Anlegen einer Spannung in einer im Gegensatz zur ersten Ge-
lelektrophorese nicht mehr vertikalen, sondern horizontalen Blot-Kammer (Towbin et al.
1979).

Der Ablauf dieser Technik gliedert sich wie folgt: Zuerst wurde eine Nitrocellulose-
Membran mit den MaRen 8,5 x 13,5 cm und der PorengroRe 0,2 um (life technologies,
Carlsbad, USA) zwischen zwei Filterpapiere (sog. Whatmanpaper) gelegt und anschlie-
Rend fir 3 Minuten in Blot-Puffer (Nupage, life technologies, USA) getrankt. Danach
erfolgte die Positionierung des Gels auf der Nitrocellulose-Membran, die im Anschluss
zwischen die beiden Whatmanpaper gelegt wurde. Das gesamte Paket wurde nun zwi-
schen zwei Schwamme in einer Siebvorrichtung in der Blot-Kammer (Peglab, Erlangen,
Deutschland) positioniert. Die Ausrichtung des Gels erfolgte zur Kathode, und jene der
Nitrocellulose-Membran zur Anode, um der Wanderungsrichtung der Proteine Folge zu
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leisten. Durch das Anlegen einer Stromstarke von 200 mA wanderten die Proteine entlang
des elektrischen Feldes aus dem Gel heraus auf die Nitrocellulose-Membran. Dieser Vor-
gang dauerte je nach Proteingrofie 45 bis 60 Minuten und wurde im Kihlraum bei 4 °C

durchgefiihrt.
Detektion durch proteinspezifische Antikorper:

Um nach dem Transfer unspezifische Bindungsstellen zu blockieren und den spezifischen
Antikdrpernachweis zu ermdglichen, wurde die Membran fiir eine Stunde in PBS mit 5
% Magermilchpulver und 0,05 % Polyethylenglykol-Sorbitan-Fettsaureester (Tween) in-
kubiert.

Anschliel3end erfolgte die Inkubation der Membran mit verschiedenen Primé&rantikorpern
im Kihlraum bei 4 °C. Die Antikdrper wurden in der oben genannten Blockierungslésung
gelost (Verdinnung siehe Antikdrpertabelle) und tUber Nacht auf einem Schattler (Uni-
max 1010, Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland) positioniert, um eine gleich-
maRige Benetzung der Membran zu gewahrleisten. Nach erfolgter Inkubation wurde die
Nitrucellulose-Membran dreimal fur finf Minuten mit PBS mit 0,05 % Tween gewaschen
und anschliefend mit den entsprechenden an Meerrettich-Peroxidase (POX) gekoppelten
Sekundarantikorpern fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Wiederholung
der Waschschritte erfolgte die Detektion der Enzym-Antikérper-Komplexe. Hierfiir
wurde die Membran fur zwei Minuten in einer Luminol- und Wasserstoffperoxid-haltigen
Belichtungslosung (ECL-L6sung 1 und 2 im Verhaltnis 1:1, PanReacAppliChem, Darm-
stadt, Deutschland) getrénkt. Bei dieser Methode katalysiert die gebundene POX in An-
wesenheit von Wasserstoffperoxid die Umwandlung von Luminol in seine oxidierte
Form: lichtemittierendes Carbonyl. Die Belichtung und Digitalisierung der Membran
wurden anschlieRend mit einer automatisierten Entwicklermaschine (ChemiDoc™ MP
Imaging System, BioRad, Hercules, USA) vorgenommen. Zur Auswertung wurde die
Image-Lab-Software von BioRad herangezogen. Mit Ausnahme der qualitativen Protein-
bestimmung koénnen hierbei durch den Vergleich der GrolRe und Intensitat der Banden
auch semiquantitative Aussagen uber die Proteinmenge getroffen werden. Als Ladungs-
kontrolle wurden Priméarantikorper gegen das Strukturprotein B-Actin verwendet und wie

oben beschrieben inkubiert.

42



2.5.5ELISA

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) stellt ein antikdrperbasiertes Nach-
weisverfahren dar und basiert auf einer enzymatischen Farbreaktion, mit deren Hilfe Kon-
zentrationen von Antigenen bestimmt werden kdnnen. Die Messung von Konzentrationen
wird hierbei durch das Verwenden einer Kalibrierungskurve moglich. Das Prinzip dieser
Methode wurde im Jahr 1971 von Eva Engvall und Peter Perlmann in Stockholm entwi-
ckelt (Engvall and Perlmann 1971).

Bei den durchgefiihrten Versuchen wurde ein humaner GDNF Sandwich ELISA (Ab-
nova, Heidelberg, Deutschland) mit einer unteren Detektionsgrenze von 4 pg/ml und ei-

ner Kalibrierungsspannweite von 31,2 pg/ml bis 2000 pg/ml verwendet.

Die Herstellung der Lysate und Messung der Gesamtproteinkonzentration wurden nach
den unter Punkt 2.5.3 beschriebenen Methoden durchgefihrt. Um vergleichbare Ergeb-
nisse zu erhalten, wurden die Gewebelysate nach einer BCA-Messung auf eine einheitli-

che Proteinkonzentration von 1 mg/ml mit Gewebelysepuffer verdunnt.
Prinzip des Assays:

Der verwendete ELISA basiert auf der Sandwich-ELISA-Technologie. Hierbei wird ein
monoklonaler Antikorper spezifisch gegen GDNF auf eine 96-Well-Platte beschichtet.
Anschliel3end erfolgt das Auftragen der zu untersuchenden Proben sowie des Test-Stan-
dards.

Herstellung des Proteinstandards:

Die benotigten Konzentrationen des Proteinstandards zur Erstellung einer Kalibrierungs-
kurve wurden durch eine Verdunnungsreihe mithilfe der mitgelieferten GDNF-Standard-
I6sung (10.000 pg/ml) und dem im Kit ebenfalls enthaltenen Probenpuffer hergestellt:

Tabelle 3: Verdinnungsreihe

Zielkonzentration Proteinstandard (Volumen | Probenpuffer

und Konzentration)

10.000 pg/ml 10.000 pg/ml 1ml
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2000 pg/mi 200 pl (10.000 pg/ml) 800 pl
1000 pg/ml 300 pl (2000 pg/ml) 300 pl
500 pg/ml 300 pl (1000 pg/ml) 300 pl
250 pg/ml 300 ul (500 pg/ml) 300 pl
125 pg/ml 300 pl (250 pg/ml) 300 pl
62,5 pg/ml 300 pul (125 pg/ml) 300 pl
31,25 pg/ml 300 ul (62,5 pg/ml) 300 pl

Durchfihrung des Assays:

Als erstes wurden der Proteinstandard und die Proben fur 30 Minuten bei Raumtempera-
tur equilibriert. AnschlieBend wurden die Gewebelysate oder Zellkulturtiberstande im
Verhéltnis 1:3 (40 pl Probe + 80 pl Probenpuffer) verdinnt. Danach wurden jeweils 100
ul verdinnte Probe und Proteinstandard als Duplikate in die Vertiefungen der ELISA-
Platte aufgetragen. Zusatzlich erfolgte noch das Auftragen eines Nullwertes. Die Platte
wurde danach mit dem mitgelieferten Plattenversiegler verschlossen und fur zwei Stun-

den bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Abdeckung entfernt und die Platte auf einem
Zellstofftuch entleert. Hierbei war darauf zu achten, dass es zu keiner vollstandigen
Trocknung kam. Danach wurden 100 pl des vorgefertigten biotinylierten humanen
GDNF-Antikorpers je Well zugegeben. Nach einer erneuten Versiegelung wurde der An-

tikorper fir 1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
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Nach der Inkubation des Antikorpers wurde die Platte ein weiteres Mal auf einem Zell-
stofftuch entleert und anschlieend zweimal mit dem mitgelieferten Waschpuffer gerei-
nigt. 100 ul des vorgefertigten Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes wurden je Well hin-

zugeflgt und fur 40 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach der wiederholten Entleerung der Platte erfolgte die Zugabe von 300 pl Waschpuffer
je Vertiefung. Dieser Schritt wurde insgesamt flinfmal wiederholt, bevor 90 pl Farbrea-
genz in jedes Well pipettiert wurden. Nach einer lichtgeschiitzten Inkubationszeit von 30
Minuten bei Raumtemperatur wurde die Farbreaktion durch die Zugabe von 100 pl Stopp-
Losung je Well gestoppt, woraufhin die Farbe der Losung unmittelbar in einen gelben
Farbton umschlug. Nach weiteren 30 Minuten Stoppreaktion wurde die Extinktion der
Losung mit einem Mikroplatten-Spektralphotometer (MWG-Biotech, Ebersberg,

Deutschland) bei 450 nm gemessen.

2.5.6 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie

Die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie ermdglicht eine Visualisierung und Beur-
teilung von spezifisch markierten Proteinen in Zellen. Hierdurch lassen sich Rick-
schlusse auf die Konzentration und Verteilung der Proteine in den untersuchten Zellen
ziehen. Das Prinzip dahinter ist die spezifische Bindung eines Primarantikorpers an Ziel-
strukturen. AnschlieRend erfolgt die Inkubation mit einem Sekundéarantikorper, der an
den Fc-Teil der gebundenen Priméarantikorper bindet. Die Kopplung des Sekundéranti-
korpers an einen Fluoreszenzfarbstoff ermdglicht eine Anregung durch Lichtstrahlen spe-
zifischer Wellenléangen, wodurch dieser selbst zum Strahlen angeregt wird und Licht im
sichtbaren Farbspektrum emittiert. Die verwendeten Farbstoffe leuchten beispielsweise
rot (Cyan3), grun (Alexa Fluor 488) oder blau (DAPI).

Die Aussaat fir die sekundare Immunfluoreszenz erfolgte mit jeweils 1x10° Zellen auf
Transwell-Filtern oder 12 mm @ messenden gelatinierten Deckgléschen. Folgend wurden
die Zellen, je nach Versuch, mit DMEM (10 % FCS, 5 % P/S) in der Ko-Kultur bis zum
Erreichen der Konfluenz (drei bis vier Tage) oder ohne Ko-Kultur bis zum Stadium einen
Tag vor Erreichen der Konfluenz (C - 1) inkubiert. In der Ko-Kultur erfolgte die Farbung
nach Durchftihrung eines Transwell-Assays. Ohne Ko-Kultur wurden die Zellen vor der
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Farbung noch fur 24 Stunden mit Zellkulturiiberstand oder Mediatoren behandelt. Der
Inkubation schlossen sich in beiden Fallen die folgenden Schritte an: Zuerst wurde das
vorhandene Zellmedium abgesaugt und die Zellen flr dreimal 5 Minuten vorsichtig mit
PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 2 % Paraformaldehydlésung (PFA) flr
10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Auf einen dreimaligen Waschschritt mit PBS
folgte die Permeabilisierung der Zellen mit 0,1 % Triton-X 100 (in PBS) flr 15 Minuten.
Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Deckgléschen bzw. der Boden
der Transwell-Filter auf Objekttréger tberflhrt. Zur Sattigung von unspezifischen Anti-
korperbindungsstellen erfolgte nun das Blocken mit jeweils 25 pl BSA-NGS (Bovine se-
rum albumine-Normal goat serum: 0,1-prozentiges Rinderserumalbumin mit 10-prozen-
tigem Ziegenserum in PBS) bei Raumtemperatur. Nach einer Stunde wurde das BSA-
NGS vorsichtig abgesaugt und es wurden 25 pl der Primérantikérper aufgebracht sowie
uber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4 °C inkubiert. Die jeweilige Verdinnung ist
der Antikorpertabelle in Unterkapitel 2.3.2 zu entnehmen. Am Folgetag wurden die nicht
gebundenen Primarantikorper durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt und die Se-
kundéarantikorper fir eine Stunde bei Raumtemperatur aufgetragen. Nach erfolgter Inku-
bation wurden die Uberschissigen Sekundérantikérper durch dreimaliges Waschen mit
PBS entfernt. Danach wurden die Objekttrager einmal kurz in destilliertes Wasser ge-
taucht und anschlie3end auf einem Labortuch vorsichtig abgetupft. Als néchster Schritt
wurde auf den Objekttrager ein Tropfen (25 ul) Vector Shield Mounting Medium mit
DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) aufgebracht und die Deckgléschen
wurden mit der Zellseite nach unten zeigend blasenfrei aufgelegt. Analog hierzu wurden
die Transwell-Filter mit der Zellseite nach oben auf den Objekttréger aufgelegt und nach
Aufbringen von Vectorshield mit einem Deckglas bedeckt. Vectorshield vermindert ein
Ausbleichen der Fluoreszenz (Florijn et al., 1995), wahrend das zugefligte DAPI die Zell-
kerne blau anférbt. Die Immunfluoreszenzen wurden mit einem Confokal-Mikroskop
(Leica) oder einem Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 (BIOREVO; Keyence, Osaka, Ja-
pan) fotografiert. Die Bearbeitung der Bilder beschréankte sich auf die Balance von Hel-
ligkeit und Kontrast und erfolgte mit Adobe Photoshop CS2.
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2.5.7 Transfektion von Zellen mit siRNA fiir einen Protein-Knockdown

Small interfering RNA (siRNA) sind kurze, einzel- oder doppelstrangige Ribonuklein-
séure-Molekdle. Sie codieren nicht flr Proteine, sondern interferieren mit komplementé-
ren einzelstrangigen Ribonukleinséuren, wodurch deren Funktion inhibiert oder herabge-
setzt wird. Ihre Rolle in der postranskriptionellen Ausschaltung von Genen wurde Ende
der Neunzigerjahre von den Pflanzenforschern Hamilton und Baulcombe beschrieben
(Hamilton and Baulcombe 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde siRNA benutzt, um die Expression des RET-Rezeptors
in Caco-2-Zellen herunterzuregulieren. Die verwendete SiRNA wurde von Thermo Fisher
Scientific (s11936) und Santa Cruz Biotechnology [Non Target (NT)-siRNA, sc-37007].
bezogen. Die NT-siRNA diente als interne Kontrolle, um transfektionsbezogene Veréan-
derungen an den Zellen ausschlielen bzw. kontrollieren zu kénnen. Prinzipiell gliedert

sich der Vorgang der Transfektion in drei Teilabschnitte.
Aussaat/Kultivierung:

Zuerst erfolgte die Aussaat der Zellen. Hierflir wurden Caco-2-Zellen in 6-Well-Platten
(Zellzahl = 10°), Transwell-Filtern (108), Deckgléschen (10°) oder ECIS-Elektroden (10°)
ausgebracht. AnschlieRend erfolgte eine 24-stiindige Inkubation in DMEM mit FCS und
P/S, an deren Ende der Zell-Monolayer zu circa 70 % konfluent gewachsen war.

Transfektion: (Angaben beziehen sich auf die Transfektion von 6-Well-Platten)

Nach Ablauf der 24-stiindigen Wachstumsphase erfolgte ein Mediumwechsel und die
Zellen wurden flr zwei Stunden mit 2 ml pro Well antibiotikafreiem DMEM inklusive
FCS inkubiert. Danach wurden die Transfektionsreagenzien angesetzt. 150 pl Opti-
MEM®-Medium (Thermofisher Scientific, Waltham, USA) wurden mit 9 ul Lipofecta-
mine®RNAiIMax-Reagenz (Thermofisher Scientific, Waltham, USA) je Well durch
mehrmaliges vorsichtiges Pipettieren vermischt. Ein zweiter Ansatz bestand aus 150 pl
Opti-MEM®-Medium und 3 pl siRNA (10 uM) je Well. Beide Ansatze wurden anschlie-
Rend durch vorsichtiges Pipettieren ineinander tberfihrt und funf Minuten bei Raumtem-
peratur inkubiert, damit sich stabile Komplexe aus der siRNA und dem Transfektionsre-
agenz bilden konnten. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden jeweils 250 ul des ge-
mischten Ansatzes pro Well zum vorgelegten antibiotikafreien DMEM hinzugegeben und

die Zell-Platten mehrere Male vorsichtig geschwenkt.
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Kontrolle der Transfektion:

Nach 48 Stunden erfolgten die Ernte der Zell-Lysate und die Kontrolle des Transfekti-
onserfolges mithilfe der Western-Blot-Methode. Zusatzlich wurde eine optische Kon-
trolle mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops (BZ-9000, BIOREVO; Keyence, Osaka, Ja-
pan) und mit grin fluoreszierendem Protein (GFP; engl. green fluorescent protein) mar-
kierter NT-siRNA vorgenommen.

Abbildung 8: NT-siRNA mit GFP-Tag

Die Abbildung zeigt ein Overlay-Bild mit 20-facher VergroRerung von Caco-2-Zellen 48 Stunden nach
Transfektion mit einer Non-Target-siRNA. Die siRNA verfugt iber eine GFP-Markierung, die unter dem
Fluoreszenzmikroskop griin leuchtet. Das Zellmedium wurde kurz vor der Bildaufnahme gewechselt. Die
Aufnahme diente als Qualitatskontrolle, um zu testen, ob das Transfektionssetting funktioniert (MaRstabs-
balken = 100 pm).

Quelle: Eigene Darstellung

2.5.8 Knockdown von GDNF in der CRL2690-Zellline mithilfe der CRISPR/Cas-9-
Methode

Die in dieser Arbeit verwendeten EGC wurden mithilfe der CRISPR/Cas-Methode da-
hingehend manipuliert, dass sie weniger GDNF exprimierten. Ein vollstandiger Knockout
konnte indes nicht erreicht werden. Die Herstellung der GDNF-defizienten Zelllinie er-
folgte durch die Arbeitsgruppe Diefenbacher am Biozentrum der Universitat Wirzburg.

Sie wird hier der Vollstdndigkeit halber beschrieben.

Die durch die Arbeitsgruppe von Emmanuelle Charpentier und Jennifer Doudna in Pro-
karyonten beschriebene und etablierte Methode (Jinek et al. 2012; Doudna and
Charpentier 2014) wurde durch die Arbeitsgruppe um Feng Zhang entscheidet verbessert,
wobei erstmals eine Anwendung in Eukaryonten gezeigt werden konnte (Cong et al.
2013).
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Bei der erwdhnten Methode handelt es sich um eine Genschere, mit deren Hilfe an einer
beliebigen Stelle im Genom einer Zelle ein Doppelstrangbruch der DNA induziert werden

kann. Hierdurch wird eine Genomeditierung ermdglicht.

CRISPR(clustered regularly interspaced short palindromic repeats)-Sequenzen sind nicht
codierende Stellen im Genom von Prokaryonten, die im Verbund mit der RNA-gefiihrten
DNA-Endonuklease Caspase9 genutzt werden, um eine Immunitét gegentiber Viren und
eindringenden Plasmiden zu erzeugen. Durch eine Anderung der RNA-Leitsequenz (engl.
single guide RNA) kann die Schnittstelle im Genom neu programmiert werden und es
kdnnen beispielsweise durch virale Vektoren neue DNA-Sequenzen eingefugt werden.
Die Position der Mutation wird hierbei lediglich durch sog. PAM(Protospacer Adjacent
Motif)-Sequenzen limitiert (Sander and Joung 2014).

Die AG Diefenbacher verwendete flr das Design der sgRNA das Onlinetool chopchop
(Labun et al. 2016). Fur die Herstellung der sgRNA wurden vier Oligonukleotide mit den
Zielpunkten Exon 3 und 5 auf der Gensequenz fiir murines GDNF verwendet:

Tabelle 4: Oligonukleotide CRISPER/Cas

Primer: Sequenz:

rat-ccGDNF 1f CACCGTTCGAGAAGCGTCTTACCGG
rat-ccGDNF 1r AAACCCGGTAAGACGCTTCTCGAAC
rat-ccGDNF 2f CACCGTCACCAGATAAACAAGCGG
rat-ccGDNF 2r AAACCCGCTTGTTTATCTGGTGAC

Fur das Einbringen in die Zellen erfolgte anschlieBend die Klonierung der sgRNA in zwei
virale Vektoren. Die SgRNA mit dem Zielpunkt Exon 3 wurde in pLentiCRISPR v2 klo-
niert (Geschenk von Feng Zhang, Broad Institute of MIT and Harvard, Cambridge Center
Cambridge, MA, USA). Die Klonierung von sgRNA mit dem Zielpunkt Exon 5 erfolgte
in pLKO5.sgRNA.EFS.GFP (Geschenk von Benjamin Ebert, Division of Hematology,
Department of Medicine, Brigham and Women's Hospital, Harvard Medical School, Bos-
ton, MA, USA). Lentivirale Partikel wurden von HEk293T-Zellen mithilfe eines lentivi-
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ralen Verpackungssystems der zweiten Generation, das pPAX und pMD2-Packungsplas-
mide umfasst, produziert. Die murinen EGC wurden auf 6-Well-Platten ausgesat und 24
Stunden spéter in Gegenwart von Polybren infiziert. Der virale Uberstand beinhaltete die
viralen Partikel LKO-sgRNA-EFS GFP sowie CrisprVV2. Drei Tage nach der Infektion
wurden die Zellen fiir eine Woche mit Puromycin (15 pg/ml) selektioniert. Dies wurde
dadurch ermdglicht, dass der virale Vektor pLKO5.sgRNA.EFS.GFP neben einer GFP-
Markierung auch ein Resistenzgen fir Puromycin besitzt. Ein Mediumwechsel mit
DMEM erfolgte alle zwei Tage. Puromycin-resistente Klone wurden anhand der GFP-
Expression mit einem Fluss-Sortierer [engl. fluorescence-activated cell sorting (FACS)]
identifiziert und sortiert. Daraufhin wurden einzelne GFP-positive Klone auf 24-Well-
Platten ausgesat. Der Verlust von GDNF wurde anschlieRend durch quantitative Echtzeit-
PCR (qPCR) und Western-Blot-Analysen verifiziert.

Die Kultivierung der GDNF-Zelllinie erfolgte wie unter Punkt 1 beschrieben. Zusétzlich
wurden die Zellen einmal wdchentlich fir 24 Stunden mit Puromycin behandelt. Dieser
Schritt war notwendig, da die Zellen nach einiger Zeit ihre GFP-positiven und GDNF-
defizienten Eigenschaften verloren. Nach der wochentlichen Replattierung erfolgte au-

Rerdem eine Kontrolle der GFP-Expression mit dem Fluoreszenzmikroskop. Durch die

genannten MaRnahmen konnte die Transfektionsrate (iber den Zeitraum der Experimente
bei 80 bis 90 % gehalten werden.

Doppelstrangbruch

DNA-Zielsequenz ’

PAM-Sequenz

Abbildung 9: EGC mit GFP-Tag und schematische Darstellung CRISPR/Cas

Die Abbildung zeigt links GFP-positive (griin) EGC in 20-facher VergréfRerung unter dem Fluoreszenz-
mikroskop (MaRstabsbalken =100 pm). Rechts im Bild ist eine schematische Darstellung der CRISPR/Cas-
Methode zu sehen.

Quelle: Eigene Darstellung
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2.5.9 Immunprazipitation von GDNF aus Zelluberstand zur Depletion von GDNF

Die Immunprazipitation beschreibt ein Verfahren, bei dem mithilfe eines Antikorpers ein
Antigen aus einer Losung isoliert werden kann (Kaboord and Perr 2008). In der vorlie-
genden Arbeit wurde diese Methode verwendet, um von EGC sezerniertes GDNF aus
Zellliberstand zu isolieren. Dazu wurde der GDNF-Antikorper auf Sepharose-Kugeln —
sogenannten Beads — beschichtet, um damit die Konzentration von GDNF im Zellkultu-
riberstand zu verringern. Der GDNF-reduzierte Zelliberstand diente in der Folge als Ba-

sis flr Permeabilitatsexperimente und das Anfertigen von Immunfluoreszenzen.

Als erster Schritt erfolgte die Aussaat von enterischen Gliazellen in T75-Well-Platten mit
einer Zellzahl von 10x10°. Die Zellen wurden fiir sechs Tage mit DMEM (20 ml) inku-
biert, wobei das Zellmedium alle zwei Tage ausgetauscht wurde. Nach Erreichen der
Konfluenz erfolgte eine Inkubation der Zellen mit FCS-freiem DMEM (15 ml) fir 24
Stunden. AnschlieBend wurde der Zelltberstand in 15-ml-Falcon™-Réhrchen (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) geerntet und die Zellen verworfen. Um etwaige Zell-
reste zu entfernen, wurde der Uberstand bei 400 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Unter
Belassung des Zellpellets wurde danach der Zelliiberstand in 15 ml-Amicon®-Filterréhr-
chen 10K (Merck Millipore, Burlington, USA) um pipettiert. Mithilfe der Filter konnte
der Zelluberstand aufkonzentriert werden, da alle Proteine, die kleiner als 10 kDa waren,
herauszentrifugiert wurden. GDNF verblieb aufgrund seiner Molekulgréfie von 15 kDa
im Konzentrat. Die Aufreinigung erfolgte in einer vorgekuhlten Zentrifuge (8 °C) bei
4000 g fiir 30 Minuten. Als Resultat blieben 700-1000 pl aufgereinigter Uberstand tibrig.

Jetzt erst erfolgte die eigentliche Immunprazipitation, die sich in die folgenden Schritte
gliederte und fur die das Immunoprecipitation Starter Pack (GE Healthcare, Chicago,
USA) verwendet wurde. Die Behandlung des Kontrollzelliiberstandes erfolgte analog,
wobei auf die unter dem Punkt ,Antigen-Antikorper-Kopplung® beschriebene Zugabe von

GDNF-Antikorper verzichtet wurde.
Vorbereitung Medium:

Bevor die nProtein-A-Sepharose- und nProtein-G-Sepharose-Beads verwendet wurden,
erfolgte eine dreimalige Waschung mit Lysepuffer (RIPA-Puffer: 150 mM NaCl, 1 %
IGEPAL CA-360, 0,5 % sodium deoxycholate (DOC) 0,1 % SDS, 50 mM Tris, ad 500
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ml Aqua Dest, pH 8,0). Hierzu wurde jeweils 1 ml der verwendeten Beads mit 1 ml Ly-
sepuffer vermengt und anschlielend bei 12.000 g fur 20 Sekunden zentrifugiert. An-
schlieRend wurde der Lysepuffer wieder abpipettiert und verworfen. Die gewaschenen

Sepharose-Beads konnten dann bei 4 °C gelagert werden.
Preclearing:

Der néchste Schritt beinhaltete die sog. Vorklarung (engl. Preclearing). Er war notwen-
dig, daim zu analysierenden Zelltiberstand unspezifische Antikorper vorhanden sein kon-
nen, die das Potential haben, die nachfolgenden Analysen zu stéren. Um dies zu vermei-
den, wurden zu 700-1000 pl aufgereinigtem Zelltiberstand in 1,5-ml-Eppendorf-GefaRen
jeweils 25 pl nProtein-A-Sepharose- und nProtein-G-Sepharose-Beads zugegeben. Die
erhaltene Losung wurde anschlieRend auf einem Rotationsgerdt (Model MXICI Dynal
Sample Mixer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) fur 60 Minuten bei 4 °C sanft
gemischt. Anschliel3end erfolgten das Abzentrifugieren der Sepharose-Beads bei 12.000
g fiir 20 Sekunden sowie die Ruckgewinnung des Zelliberstandes durch vorsichtiges Pi-

pettieren in neue 1,5-ml-Eppendorf-Gefale.
Antigen-Antikérper-Kopplung:

Nachfolgend wurde der Zelluberstand mit 15 pl GDNF-Antikorper versetzt und fur wei-
tere 60 Minuten auf dem Rotationsgerat bei 4 °C belassen.

Prazipitation der Immunkomplexe:

Damit die GDNF-Antikdrper mitsamt des gebundenen GDNF an die Sepharose-Beads
binden konnten, wurde der Zellliberstand mit jeweils 25 ul nProtein-A-Sepharose- und
nProtein-G-Sepharose-Beads versetzt. Daran schlossen sich weitere 60 Minuten auf dem
Rotationsgerét bei 4 °C an.

Ruckgewinnung des GDNF-freien Zelltberstandes:

Die Ldsung mit den an Sepharose-Beads gebundenen GDNF-Antikdrpern und GNDF
wurde anschlieend flr eine Minute bei 12.000 g zentrifugiert. Anschlielend wurde der
Zelluberstand vom entstandenen Pellet abpipettiert. Hierbei war ein Sicherheitsabstand
einzuhalten, um keine Sepharose-Beads in den Zelluberstand zu verschleppen. Der so
entstandene GDNF-freie Zelltberstand konnte nun fur Versuche verwendet werden. Der
GDNF-Entzug wurde anschlielend mittels Western Blot und ELISA verifiziert.
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Vorbereitung der Sepharose-Beads fur Western Blot:

Das ubriggebliebene Pellet mit den Sepharose-Beads wurde in 1 ml Lysepuffer (RIPA)
mit der unter Punkt ,VVorbereitung Medium* aufgezeigten Methode dreimalig gewaschen.
Ergénzend erfolgte ein weiter Waschschritt mit 1 ml Waschpuffer (50 mM Tris, pH 8,0).
AnschlieBend wurden die Sepharose-Beads in 50 ul Zelllysepuffer (25 mmol/L HEPES-
Puffer (pH 7,6), 2 mmol/L EDTA, 25 mmol/L einprozentiges Sodium dodecyl sulfate
(SDS)) und Halt™-Protease-Inhibitor-Cocktail im Verhaltnis 1:100 (Thermofisher Sci-
entific, Waltham, USA) uberfihrt und flr drei Minuten bei 95 °C erhitzt. Danach erfolgte
das Abzentrifugieren der Beads bei 12.000 g fiir 20 Sekunden. Nachfolgend wurde der
Uberstand vorsichtig von den Beads mit der Pipette getrennt. Das verbleibende Beadspel-
let wurde verworfen und der erhaltene Uberstand mit dem enthaltenen GDNF sonifiziert
sowie mit dem Vortexgerat (S1-0236 Scientific Industries, New York, USA) bearbeitet.
Die weitere Verarbeitung erfolgte analog zu den unter 2.5.3 beschriebenen Punkten.

Zelluberstand +
Beads

Protein
A/G

GDNF-Antikdrper

_______

Abbildung 10: Schema Immunpréazipitation

Die Abbildung zeigt stark vereinfacht den beschriebenen Versuchsablauf auf. Die GNDF-Antikorper bin-
den das im Gliazelluberstand vorhandene GDNF. AnschlieBend wird der GDNF-Antikérper durch die Pro-
tein-A/G-Beads prézipiert. Durch Zentrifugieren erfolgt die Auftrennung des Zelliberstandes und der Se-
pharose-Beads.

Quelle: Eigene Darstellung
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2.5.10 Zellviabilitats-Assay

Ein Zellviabilitats-Assay bestimmt die Anzahl von vitalen Zellen. Hierflr existieren meh-
rere etablierte Verfahren. In dieser Arbeit fiel die Wahl auf den CellTiter-Glo® 2.0 Assay
(Promega, Fitchburg, USA). Dieser quantifiziert die Anzahl vitaler Zellen anhand der
ATP-Prasenz, woraus ein Ruckschluss auf eine intakte Atmungskette und damit metabo-
lisch aktive Zellen zul&ssig ist. Die ATP-Prasenz wird hierbei anhand einer enzymati-
schen Reaktion eines lumineszenten Farbstoffes mit dem Photometer quantifiziert. Der
ATP-Assay birgt einige Vorteile. Beispielsweise lasst er im Vergleich zur Methode der
Succinat-Dehydrogenase-Inhibition genauere Rickschlusse auf die Zahl der lebenden
Zellen zu (Maehara et al. 1987) und ist auch dem gerne verwendeten MTT (Tetrazolium-
Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)-Assay in den
Punkten Sensitivitit und Reproduzierbarkeit tiberlegen (Petty et al. 1995).

Die Durchfiihrung des Assays gliederte sich in zwei Schritte:
Aussaat/Kultivierung:

Die enterischen Gliazellen wurden auf lichtundurchlassigen 96-Well-Platten (Greiner
Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich) ausgesit (10*) und bis zur Konfluenz kultiviert. Um
den Zeitpunkt der Konfluenz mit dem Mikroskop bestimmen zu kdnnen, war es notig, die
Zellen zeitgleich auf einer lichtdurchlassigen 96-Well-Platte (Greiner Bio-One, CEL-
LSTAR®), Kremsmiinster, Osterreich) zu kultivieren. Die Kultivierung folgte der bereits
beschriebenen Routinekultur, wobei 200 pl Zellmedium je Well verwendet wurden. Die
Konfluenz war nach zwei bis drei Tagen erreicht. Dann erfolgte die Inkubation mit Zyto-
kinen fur 24 Stunden mit den unter Punkt 2.2.1 beschriebenen Konzentrationen. Fiir die
Inkubation mit den Entziindungsmediatoren wurde ausschlie}lich DMEM ohne FCS ver-
wendet. Als Positiv-Kontrolle fir Apoptose wurde Staurosporin in einer Konzentration

von 1 uM verwendet.
Durchfihrung Lumineszenz-Messung:

Das Medium mit den Testreagenzien wurde vorsichtig abgesaugt und je Well durch 100
ul frisches DMEM ohne FCS-Zusatz ersetzt. Um ein Hintergrundsignal bei der spateren
Lumineszenz-Messung herausfiltern zu kénnen, wurden zusatzlich zwei Kontroll-Wells

je Platte beftllt. Die Zellplatten wurden dann fiir 30 Minuten auf einem Orbitalschttler
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(Modell 3017, Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel Deutschland) bei Raumtempe-
ratur equilibriert. Danach erfolgte die Zugabe von 100 pl CellTiter-Glo®-Reagenz, an
die sich eine zweiminutige Phase auf dem Orbitalschuttler anschloss, um die Zell-Lyse
zu induzieren. Nach weiteren 10 Minuten Inkubationszeit wurde die Lumineszenz-Mes-
sung mit dem Spectrophotometer (Tecan GENios Microplate Reader, MTX Lab systems,
Bradenton, USA) durchgefihrt.

2.5.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Entdeckung des PCR-Verfahrens wird Kary Mullis zugeschrieben (Mullis et al.
1986). Hierbei handelt es sich um eine Methode, um spezifische DNA-Sequenzen eines
Gens zu vervielfaltigen. Die namensgebende Kettenreaktion bezieht sich hierbei auf eine
exponentielle DNA-Vervielfaltigung, da Produkte vorheriger Zyklen als die Ausgangs-
produkte nachfolgender Zyklen dienen. Ein PCR-Zyklus teilt sich schematisch betrachtet
in drei Teile:

Denaturierung: Durch das Erhitzen auf circa 95 C und das hieraus resultierende Auf-
brechen von Wasserstoffbriickenbindungen werden die komplementaren DNA-Strange

in Einzelstrange aufgetrennt.

Primer-Anlagerung: Die fur die jeweilige DNA-Sequenz spezifischen Startsequenzen
(engl. Primer) lagern sich bei einer flr jeden Primer charakteristischen Temperatur an die
DNA-Einzelstrange an. Hierfiir wird jeweils ein Vorwarts- (engl. forward) bzw. ein
Ruckwarts-Primer (engl. reverse) bendtigt. Die notige Temperatur fiir diesen Prozess
wird durch die Lange der Primer-Sequenzen bestimmt und bewegt sich zwischen 55 und
65 °C.

Elongation: Das Enzym DNA-Polymerase beginnt nun damit, die spezifischen DNA-
Strange zu verlangern und mit Oligonukleotiden aufzufillen. Die Elongation beginnt stets
am 3‘-Ende der Primer. Der Prozess lauft auBerdem bei einer fir die DNA-Polymerase

spezifischen Temperatur ab (68-72 °C).

Dadurch ergeben sich flr eine PCR die folgenden bendtigten Reagenzien: Primer (for-
ward and reverse), Oligonukleotide, thermostabile DNA-Polymerase, DNA-Ldsung und
eine Polymerase-Pufferldsung. Die Schritte eines Zyklus werden repetitiv wiederholt.
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Durch die Verwendung der Produkte als Matrix flr neue Replikationen fuhrt dies zu einer
exponentiellen Vervielfaltigung der gewiinschten Gen-Sequenz. VVon Bedeutung ist hier
die Anmerkung, dass die Produkte der Verlangerung der Original-DNA zu lang sind, da
sie zwar Uber einen Startpunkt (Primer), aber keinen Endpunkt verfiigen. Die im weiteren
Verlauf entstehenden Produkte besitzen jedoch die richtige Sequenz-Lange, da sie auf-
grund der Arbeitsrichtung der DNA-Polymerase in 5°=> 3°-Richtung tber einen End-
punkt verfugen. Die Produkte mit der richtigen Sequenz-Lange vervielfaltigen sich im
weiteren Verlauf exponentiell, wohingegen die Produkte mit Uberlange nur die Original-
DNA als Matrix aufweisen und so nur eine lineare Vermehrung erfahren. Dadurch ist
bereits nach einigen PCR-Zyklen der quantitative Gehalt der Uberlangen DNA vernach-

lassigbar.

Das eben ausgefiihrte Prinzip ermdglicht zwar die Vervielféltigung einer bestimmten
DNA-Sequenz, jedoch lasst es keine Rickschlusse auf die relative oder absolute Menge
der fur ein spezifisches Genprodukt kodierenden RNA-Sequenz in der Ausgangsprobe
zu. Zu diesem Zweck muss die gewonnene RNA aus der Ausgangsprobe erst in cDNA
umgewandelt werden. Dies geschieht mithilfe des Enzyms Reverse-Transkriptase, das
einen zur gewonnenen RNA komplementaren DNA-Strang synthetisiert. Diese cDNA
kann dann fur die Vervielfaltigung mithilfe der PCR verwendet werden. Um nun auch
noch eine quantitative Aussage Uber die in der Ausgangsprobe vorhandene RNA treffen
zu konnen, wird eine Erweiterung der herkdmmlichen PCR-Methode benétigt, namlich
die quantitative Echtzeit-PCR (qPCR). Neben den oben aufgefiihrten Reagenzien wird
hierbei zunéchst ein inaktiver Fluoreszenzfarbstoff, wie bspw. SYBR-Green, hinzuge-
fugt. Dieser Farbstoff wird durch eine Interkalation mit der DNA aktiviert und emittiert
in der Folge Licht mit einer Wellenldnge im griinen Bereich. Diese Fluoreszenz wird nun
im Verlauf bei jedem Zyklus photometrisch erfasst. Durch diese Messung lassen sich
Ruckschlisse auf die Menge der insgesamt amplifizierten DNA-Menge ziehen. Diese
Menge kann nun in das Verhaltnis mit der Menge des gleichen DNA-Abschnittes bei

gleicher Anzahl von Zyklen in einer Kontrollprobe gesetzt werden.

Die PCR-Analyse wurde in dieser Arbeit ausschlieBlich fir die Analyse von Zell-Lysaten

verwendet. Fir die Extraktion der RNA aus den Zell-Lysaten wurde TRIzol (Thermofis-
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her Scientific, Waltham, USA) benutzt. Das iScript™ -cDNA Synthesekit (Biorad, Miin-
chen, Deutschland) wurde fur die Herstellung der bendtigten cDNA verwendet. Folgende

Primer fanden flr die gPCR Verwendung:

Tabelle 5: Primer gPCR

Primer: Sequenz:
rat-GDNF forward AAGAGAGAGGAACCGGCAAG
rat-GDNF reverse CGACCTTTCCCTCTGGAAT

Die qPCR wurde mittels MESA GREEN gPCR MasterMix Plus [Reaktionspuffer: (Gly-
cerol < 10 %, Dimethylsulfoxide < 20 %), Desoxyribonukleosidtriphosphate mit Des-
oxyuridintriphosphat, Meteor Tag DNA-Polymerase, MgCl. (4 mM finale Konzentra-
tion), SYBR® Green I] fur SYBR® Assay No ROX (beides Eurogentec, Kdln, Deutsch-
land) durchgefiihrt. Die Gen-Expression wurde anschlieBend mithilfe der Biorad CFX
Manager Software mit 3 2-Mikroglobulin (B2M) als Referenz-Gen analysiert. Alle Re-
aktionen fanden als Duplikat statt. Die Hybridisierungstemperatur betrug 64,5 °C. Die

Primer wurden in einer Konzentration von 5 uM hinzugefgt.

2.6 Angaben zur Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Software Prism (GraphPad, La Jolla,
USA). Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes angegeben
(SEM). Als statistisch signifikant wurden Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlich-
keit kleiner als 5 % (p < 0.05) erachtet und in den graphischen Darstellungen mit *p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 oder ****p < 0.0001 gekennzeichnet. Die statistische

Auswertung erfolgte durch Felix Kannapin und wurde wie folgt durchgefthrt.

Ob eine Normalverteilung vorliegt, wurde abhangig von der StichprobengroRe mithilfe
des D’Agostino-Pearson-Omnibus-Tests oder des Shapiro-Wilk-Normalitatstests tber-

praft.

Der Vergleich von zwei Gruppen mit normalverteilten Werten wurden mit dem Student’s

t-Test vorgenommen. Nicht parametrisch verteilte, unverbundene Werte wurden beim
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Vergleich zweier Gruppen mithilfe des Mann-Whitney-Tests analysiert. Der Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test wurde fur den Vergleich von zwei verbundenen Gruppen mit nicht

parametrisch verteilten Werten verwendet.

Unterschiede zwischen mehreren Versuchsgruppen mit parametrisch verteilten Werten
wurden mithilfe einer Varianzanalyse (ANOVA, analysis of the variance) und nachge-

schalteter Bonferroni-Korrektur zur Elimination des a-Fehlers verifiziert.

Waren die Werte innerhalb mehrerer Versuchsgruppen nicht parametrisch verteilt, wurde

der Kruskal-Wallis-Test mit nachfolgendem Dunn’s-Test verwendet.

Der Vergleich mehrerer Gruppen unter dem Einfluss von zwei Faktoren erfolgte durch
Anwendung der zweifachen Varianzanalyse (Two-way Anova).

Die erhobenen Daten basieren auf mindestens drei voneinander unabhangigen Experi-
menten (N > 3). Die genaue Bezeichnung der jeweiligen StichprobengréRe ist den Abbil-

dungen im Ergebnisteil zu entnehmen.
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3. Ergebnisse
3.1 Optimierung der Methodik und vorbereitende Untersuchungen

Nachfolgend werden den zur Beantwortung der Fragestellung durchgefiihrten Experi-

menten einige vorbereitende Untersuchungen vorangestellt.

3.1.1 Untersuchungen zur Optimierung der TEER-Messung an Caco-2-Zellen

Zunéchst wurde zur Beantwortung der Fragestellung eine methodische Optimierung der
Messungen des TEER bei Caco-2-Zellen und eine Charakterisierung der Caco-2-Zellen
als Modell fiir die Enterozytenbarriere vorgenommen. Es zeigte sich, dass bei Messun-
gen des TEER der Caco-2-Zellen nach Erreichen der Konfluenz ein Abfall der Wider-
stdnde beobachtbar war. Um diesen Effekt zu untersuchen, wurde der Differenzierungs-
prozess in zwei verschiedenen Caco-2-Zell-Klonen evaluiert. Initial wurden Immunflu-
orenzfarbungen von charakteristischen Junktionsproteinen durchgefiihrt. Anhand derer
wurde ersichtlich, dass eine voll ausdifferenzierte Barriere bei Klon 1 (ATCC, Wesel)
nach 14 Tagen und bei Klon 2 (Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkul-
turen, Braunschweig) nach sechs Tagen ab Erreichen des Konfluenzstadiums vorliegt.
Erst nach dem genannten Zeitraum waren die untersuchten Junktionsproteine vollstan-

dig an den Zellgrenzen lokalisiert.

AnschlieBend erfolgten funktionelle Messungen der Enterozytenbarriere. Permeabili-
tatsmessungen mit 4 kDa FTIC-Dextran in Transwell-Filterkammern ergaben fiir Klonl
eine signifikante Abnahme des Permeabilitatskoeffizienten nach sieben Tagen Differen-
zierungsprozess [Pe = 0,31 + 0,11 (cm/s *107)] gegeniiber dem Konfluenzstadium [Pe =
3,32 + 0,13 (cm/s *10°%)]. Dies anderte sich auch nach 14 Tagen Differenzierungspro-
zess nicht signifikant [Pe = 0,36 + 0,10 (cm/s *10°%)]. Die Ergebnisse lieBen sich mit
Klon 2 reproduzieren. Im Konfluenzstadium zeigte sich ein Permeabilitatskoeffizient
von 1,64 + 0,26 (cm/s *10°%). Dieser fiel nach vier Tagen signifikant ab [Pe = 0,35 +

0,19 (cm/s *107)] und verharrte auch nach sechs Tagen auf diesem Niveau.

In den parallel durchgefuhrten TEER-Messungen fiel dagegen, nach kontinuierlicher

Zunahme, ein maximaler gemessener transepithelialer Widerstand mit Erreichen der

59



Konfluenz auf. Dieser betrug bei Klon 1 137 + 16 Q*cm?. Nach sieben Tagen wurde ein
Abfall auf 88 + 7 Q*cm? detektiert, der sich erst nach der vollstandigen Ausdifferenzie-
rung des Monolayers nach 14 Tagen wieder vollstandig ausglich [TEER: 139 + 18
(Q*cm?)]. Ahnliche Beobachtungen waren bei Klon 2 anzustellen. Mit Erreichen der
Konfluenz konnte ein TEER von 87 + 2 Q*cm? detektiert werden, der nach vier Tagen
signifikant abfiel, um erst bei einer vollstandig differenzierten Barriere das Ausgangsni-
veau zu erreichen [TEER: 91 + 1 (Q*cm?)].

Ausgehend von diesen Beobachtungen wurde, um reproduzierbare und vor allem ver-
gleichbare Ergebnisse zu erhalten, bei den nachfolgenden Ko-Kultur-Experimenten nur
noch ein Caco-2-Klon (ATCC, Wesel) verwendet.
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Abbildung 11: Differenzierung von Caco-2-Zellen im zeitlichen Verlauf

A/B:  Dargestellt sind représentative Immunfluoreszenzfarbungen wéhrend des Differenzierungspro-
zesses von Caco-2-Zellen (StichprobengréRe: N = 6, MaRstabsbalken = 20 pum).

C/D:  Die Permeabilitdtsmessungen mit 4kDa FITC-Dextran zu unterschiedlichen Zeitpunkten wéh-
rend des Differenzierungsprozesses zeigte eine kontinuierliche Abnahme des Permeabilitatskoeffizienten.
Statistische Tests: One-way Anova und Shapiro-Wilk-Normalverteilungstest, *p < 0,05 (Stichproben-
grofe: N = 6).
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E/F: Die Messung des TEER wéhrend unterschiedlichen Zeitpunkten im Differenzierungsprozess
ergab einen wellenférmigen Verlauf. Statistische Tests: Two-way Anova und D’ Agostino-&-Pearson-
Normalitatstest, *p < 0,05 (Stichprobengréfe: n = 10).

Quelle: Eigene Darstellung

3.1.2 Etablierung des Ko-Kultur-Modells und GDNF-Expression in vivo

Fur alle folgenden Untersuchungen war die Etablierung eines Ko-Kultur-Modells zwi-
schen Caco-2-Zellen und enterischen Gliazellen notwendig. Zusatzlich erfolgten der
Nachweis von GDNF-Rezeptoren in den verwendeten Zelllinien und eine Uberpriifung,
ob EGC in vivo ausreichend zur GDNF-Produktion im Intestinum beitragen.

3.1.2.1 Ko-Kultivierung von Caco-2-Zellen mit EGC

Es existieren bereits mehrere Untersuchungen, in denen ein Einfluss von EGC auf Entero-
zyten und die Darmbarriere nachgewiesen wurde. Trotzdem musste zu Beginn der vor-
liegenden Dissertation das verwendete Ko-Kultur-Modell getestet werden. Dazu wurden
Caco-2-Zellen auf Transwell-Filtern ausgebracht und bis zum Stadium C-1 kultiviert. An-
schlielend erfolgte ein Wechsel auf ein FCS-freies Medium und die subkonfluenten Zel-
len wurden flir 24 Stunden mit EGC bis zum Erreichen der Konfluenz ko-kultiviert. Nach-
folgend wurde als Malistab fir die intestinale Barrierefunktion ein Transwell-Assay
durchgefuhrt, bei dem der Flux von FITC-Dextran tiber den Enterozyten-Monolayer ge-
messen wurde. Die Caco-2-Zellen in Ko-Kultur zeigten hierbei eine um 32 % reduzierte
Permeabilitat von FITC-Dextran [Pe = 0,99 + 0,15 (cm/s *107%)] gegeniiber den Kontroll-
zellen ohne Ko-Kultur [Pe = 1,32 + 0,15 (cm/s *10°)].

Im Anschluss wurde eine Immunfluoreszenzfarbung der Transwell-Filter durchgefihrt,
um den Einfluss der EGC auf die Junktionsproteine der Enterozyten zu visualisieren.
Hierbei wurden jeweils drei Proteine der unterschiedlichen Teile des Schlussleistenkom-
plexes angefarbt. Bei der Betrachtung unter dem Fluoreszenzmikroskop présentierten die
ko-kultivierten Caco-2-Zellen eine schnellere Differenzierung der Zell-Zell-Kontakte.
Sehr deutlich zu sehen war dies bei dem desmosomalen Junktionsprotein Dsg 2, das in

der Ko-Kultur im typischen Schiffsnieten-dahnlichen Muster linear an den Zellgrenzen
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lokalisiert war. In der Kontrollgruppe zeigte sich dagegen ein diffuseres Expressionsmus-
ter. Ahnlich prasentierte sich dies beim Tight-Junction-Protein Claudin 1, das unter Ko-
Kultur-Bedinungen an den Zellgrenzen lokalisiert war, wohingegen in der Kontroll-
gruppe keine zellrandstandige Féarbung evident war. Ein weniger auffallender Unter-
schied war beim Adhdarenskontakt E-Cadherin auszumachen, wenngleich auch dieses eine
groRere Linearisierung an den Zellgrenzen als in der Kontrollgruppe vermuten lieR3.

AbschlieBend wurden Messungen des TEER durchgefiihrt, um die Veranderung der
Enterozytenbarriere im Laufe der Zeit abbilden zu kénnen. Es wurden rGDNF (100
ng/ml) und EGC-Zelllberstand auf subkonfluente Caco-2-Zellen appliziert. Danach star-
tete die Messung. Der ermittelte Endpunkt (24 Stunden) des transepithelialen Widerstan-
des (TEER) war in der Kohorte mit EGC-Zelliberstand um den Faktor 1,9 [TEER:2,88
+ 0,27 (Q)] und in der Kohorte mit rGDNF um den Faktor 1,7 [TEER: 2,53 + 0,26 (Q)]
gegenuber den Kontrollen [TEER: 1,48 = 0,26 ()] erh6ht. Zwischen beiden Interventi-
onsgruppen kam es zu keinem messbaren signifikanten Unterschied, jedoch verlief die
Kurve des Widerstandanstiegs in der EGC-Gruppe steiler als in der rekombinanten

GDNF-Gruppe und erreichte gegentiber den Kontrollen friiher das Signifikanzniveau.

Diese Ergebnisse bestatigen die Funktionalitat des verwendeten Ko-Kultur-Modells. Die
in Ko-Kultur gereiften Caco-2-Zellen zeigten einen deutlich differenzierten Monolayer
im Konfluenzstadium, was sich auch durch die niedrigere Permeabilitét fir 4-kDa FITC-

Dextran im durchgefuhrten Transwell-Assay ausdrickt.

Die Messungen des TEER lassen erkennen, dass die Applikation von EGC-Uberstand
und rekombinantem GDNF zu einer &hnlichen Steigerung des transepithelialen Wider-
standes und damit vergleichbar zur Ausreifung der Zell-Zell-Kontakte beitrégt.
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Abbildung 12: Veranderungen der Permeabilitat und Lokalisation von Junktionsproteinen

A: Die Abbildung stellt den durchgefiihrten Transwell-Assay mit und ohne EGC-Ko-Kultur dar. Sta-
tistische Tests: Student’s t-Test und D’ Agostino-&-Pearson-Normalitatstest, *p < 0,05 (Stichprobengrofe:
N =16, n = 32).

B: Die Abbildung zeigt eine deutliche Linearisierung der Zell-Zell-Kontakte an den Zellgrenzen in
der EGC-Ko-Kultur (MaRstabsbalken = 20 um, StichprobengréRe N > 3).

C: Eine Inkubation von subkonfluenten Caco-2-Zellen mit Gliazelluberstand oder rekombinantem
GDNF flhrte bei Messungen des transepithelialen Widerstandes zu vergleichbaren Ergebnissen. Statisti-
sche Tests: Two-way Anova und D’ Agostino-&-Pearson-Normalitétstest, *p < 0,05 EGC Uberstand signi-
fikant gegentiber Kontrollen, #p < 0,05 rGDNF signifikant gegentiber Kontrollen (Stichprobengréfie: N =
5,n=15).

Quelle: Eigene Darstellung
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3.1.2.2 Caco-2- und CRL2690-Zellen exprimieren GDNF-Rezeptoren.

Mithilfe einer Western-Blot-Analyse wurde uberprift, ob die in der Ko-Kultur verwen-
deten Zelltypen den RET-Rezeptorkomplex exprimieren. Die verwendeten Zellkulturen
wurden hierzu zum Zeitpunkt der Konfluenz geerntet und zu Zell-Lysaten verarbeitet.
Caco-2-Zellen exprimierten sowohl RET-, GFRal-, GFRa2- als auch GFRa3-Rezepto-
ren. Die verwendeten EGC exprimierten sowohl als Wildtyp (EGC **) als auch in der
GNDF-defizienten Variante (EGC KP) alle der bereits genannten Rezeptoren mit Aus-

nahme des GFRal-Rezeptors. Als Ladungskontrolle wurde B-Actin verwendet.

S L oo

S & @
RET | == wesw o | -~ 124 kDa
GFRa1 | | - s1x0a
B-Actin d ~ 42kDa
GFRa2 | o W | - 51kDa
GFRa3 Y L s1ka
B-Actin w - 42kDa

Abbildung 13: GDNF-Rezeptorexpression in den verwendeten Zelllinien

In Western-Blot-Untersuchungen wurde die Proteinexpression von RET, GFRal, GFRo2 und GFRa3 in
den untersuchten Zelllinien verifiziert. R-Actin diente als Ladungskontrolle. N = 3.

Quelle: Eigene Darstellung

3.1.2.3 Unterschiedliche Expression von GDNF in der humanen Mukosa und den

Ubrigen Darmwandanteilen in vivo

Die GDNF-Expression von EGC steht im Mittelpunkt der vorliegenden Dissertation. Um
anndherungsweise bestimmen zu kénnen, welchen Beitrag EGC in vivo zur GDNF-Ex-

pression im Intestinum leisten, erfolgte eine getrennte Analyse der GDNF-Konzentration
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in Darmwandproben aus Vollwand- und Mukosa-Gewebe. Bei den Proben handelte es
sich um drei Proben aus dem Kolon und zwei Proben aus dem terminalen lleum von
Kontrollpatienten, von denen jeweils eine Vollwand- und eine Mukosa-Probe mit ELISA

analysiert wurden.

Bei der Auswertung der flnf korrespondierenden Gewebeproben konnte eine um den
Faktor 1,9 hthere GDNF-Konzentration in den VVollwandgewebeproben detektiert wer-
den [GDNF: 42,61 vs. 22,38 + 7,79 (pg/ml)]. Mit Blick auf den schematischen Aufbau
der Darmwand sind EGC hauptséchlich in den beiden Plexus lokalisiert, die vollstandig
nur in den transmuralen Gewebeproben enthalten waren. Unter diesem Gesichtspunkt
stitzt das Ergebnis die These, dass EGC einen grof3en Beitrag zur GDNF-Produktion in

vivo leisten.
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Abbildung 14: GDNF-Expression in Vollwand- und Mukosa-Lysaten

ELISA-Messung der GDNF-Konzentration in VVollwand- und Mukosa-Gewebeproben. Statistische Tests:
Student’s t-Test und Shapiro-Wilk-Normalverteilungstest, *p < 0,05 (Stichprobengrofe: n = 5).

Quelle: Eigene Darstellung

3.2Von EGC sezerniertes GDNF fuhrt zu einer schnelleren Reifung der intestinalen
Barriere in Enterozyten.

Um zu eruieren, ob von EGC sezerniertes GDNF fur die schnellere Reifung des Entero-
zyten-Monolayers verantwortlich ist, oder es sich um einen unspezifischen Ko-Kulturef-
fekt handelt, wurden verschiedene Versuchsreihen konzipiert. Diese basierten einerseits

auf der Reduktion der GDNF-Konzentration im glialen Zelliberstand mittels Immunpré-
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zipitation. Andererseits wurde eine Genomeditierung der verwendeten Gliazelllinie mit-
tels CRISPR/Cas durchgefihrt, wobei eine partielle Herunterregulation der GDNF-Ex-
pression erreicht wurde. Um die Veranderung der Barrierefunktion gegen die Zeit dar-
stellen zu kénnen, wurde erneut der TEER bestimmt. Die Darstellung der Zell-Zell-Kon-

takte erfolgte durch Immunfluoreszenzfarbungen.

3.2.1 Eine Reduktion von GDNF aus dem Zellkulturuberstand von EGC mittels Im-
munprazipitation verhindert den Anstieg des TEER.

Um das durch EGC in den Zelltberstand sezernierte GDNF zu entfernen, wurde das be-
reits im Material- und Methoden-Teil ausfiihrlich beschriebene Verfahren der Immunpra-
zipitation angewandt. Durch diese auf Antikérperbindung basierende Methode wurde der
GDNF-Gehalt im EGC-Uberstand reduziert. In Western-Blot-Versuchen konnte eine Re-
duktion des GDNF-Gehaltes um 59 % (OD: 0,41 + 0,18) gegeniiber dem Kontrolllber-
stand festgestellt werden. Als zusatzliche Kontrolle dienten die aufgetragenen Sepharose-
Beads, die ein spezifisches Signal flir GDNF zeigten, und rekombinantes GDNF. Ein
nachfolgend durchgefuhrter ELISA-Assay bestatigte eine GDNF-Reduktion um 83 %
[GDNF: 0,17 £ 0,10 normalisiert zu Kontrollen].

Nachfolgend wurden bei Messungen des TEER subkonfluente Caco-2-Zellen sowohl mit
GDNF-depletiertem Zelliiberstand (EGC-Uberstand GDNFdP'etierty ' EGC-Kontrolliiber-
stand (EGC-Uberstand) als auch serumfreiem Zellmedium (Kontrollen) inkubiert. Der
hierbei gemessene TEER zeigte im Zeitverlauf von 24 Stunden keinen messbaren signi-
fikanten Unterschied, wenn serumfreies Medium oder GDNF-depletierter Uberstand ver-
wendet wurde [TEER: 1,34 vs. 1,13 + 0,15 (Q)]. Der applizierte EGC-Kontrolliiberstand
wies am Endpunkt der Messung (24 Stunden) jedoch einen um den Faktor 2,1 erhohten
TEER gegeniber Kontrollen [TEER: 2,87 vs. 1,34 £ 0,12 (Q)] bzw. einen um den Faktor
2,6 erhdhten TEER im Vergleich zu den GDNF-depletierten Uberstanden [TEER: 2,87
vs. 1,13 £ 0,13 (Q2)] auf.
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Abbildung 15: GDNF-Immunprazipitation aus Zelltberstand

A Die Western-Blot-Analyse zeigt die erfolgreiche Depletion von GDNF aus dem Zelliberstand von
EGC. Statistische Tests: Wilcoxon-Signed-Ranked-Test und Shapiro-Wilk-Normalitatstest, *p < 0,05
(StichprobengroRe N = 3).

B: Die abgebildeten Daten des durchgefuhrten ELISA-Assays bestatigen den erfolgreichen GDNF-
Entzug aus dem EGC-Uberstand. Statistische Test: Wilcoxon-Signed-Ranked-Test und Shapiro-Wilk-Nor-
malverteilungstest, *p <0,05 (StichprobengréRe n = 6).

C: Die Messung des TEER zeigte keinen signifikanten Unterschied nach der Applikation von GDNF-
depletiertem Uberstand und Kontrollen. Die Zugabe von unbehandeltem EGC-Uberstand beschleunigte die
Reifung des Enterozyten-Monolayers. Statistische Tests: Two-way Anova und D’Agostino-&-Pearson-
Normalitatstest, *p < 0,05 EGC-Uberstand signifikant gegeniiber Kontrollen und EGC-Uberstand GDNF-
depletiert (StichprobengréRe: N =5, n = 15).

Quelle: Eigene Darstellung
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3.2.2 Herstellung und Verwendung einer GDNF-knock-down-EGC-Zelllinie mit-
hilfe von CRISPR/Cas

Die GDNF-defiziente Zelllinie wurde durch einen Kooperationspartner bereitgestellt.
Dieser manipulierte die CRL2690-Zellen unter Verwendung der CRISPR/Cas9-Methode
dahingehend, dass sie weniger GDNF exprimierten. Western-Blot-Analysen von Zell-
Lysaten wiesen eine gegenuber Kontrollen um 50 % reduzierte optische Dichte (OD:
49,68 + 0,06) bezlglich der GDNF-Expression auf. Eine Untersuchung der in den Zell-
Lysaten exprimierten RNA wies eine mit 42 % (OD: 1,94 vs. 1,13 + 0,26) vergleichbare
Reduktion auf. Relevanter als die Reduktion auf zellularer Ebene war im Hinblick auf die
durchgefuhrten Experimente jedoch die Reduktion von GDNF im untersuchten Zelluber-
stand. Hierbei ergab sich in Western-Blot-Analysen ein um 72 % verringerter GNDF-
Gehalt (OD: 1,00 vs. 0,27 + 0,05). Entsprechend wiesen ELISA-Untersuchungen eine
Reduktion von 80 % auf [GDNF: 78,60 vs. 15,97 £ 5,76 (pg/ml)].

Nach der Bestatigung des Erfolges der Genomeditierung schloss sich eine Wiederholung
der bereits oben beschriebenen Bestimmung des TEER an. Der Zelluberstand aus unbe-
handelten enterischen Gliazellen (EGC**) wies nach 24 Stunden eine Erhéhung des
TEER gegeniber Kontrollen um den Faktor 2,4 auf [TEER: 3,18 vs. 1,32 + 0,20 ()],
wohingegen die GDNF-defiziente Zelllinie (EGC ©PNFKP) diesen lediglich um den Faktor
1,5 erhdhte [TEER: 1,93 vs. 1,32 £ 0,21 (Q)]. Die Messwerte der TEER-Messung unter-
schieden sich ebenfalls signifikant zwischen den beiden verwendeten EGC-Ubersténden
um den Faktor 1,6 [TEER: 3,18 vs. 1,93 £ 0,14 (Q)].
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Abbildung 16: GDNF-Knockdown in EGC mithilfe von CRISPR-Cas

Die Abbildung zeigt die verminderte Expression von GDNF in EGC-Zell-Lysaten nach der Geno-
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B: Western-Blot-Untersuchungen zeigten auf, dass EGC ¢PNFKDP weniger GDNF in den Zelliiberstand
sezernieren als EGC*'* -Zellen. Statistische Tests: Mann -Whitney-Test und D’ Agostino-&-Pearson-Nor-
malitatstest, **p < 0,01 (StichprobengréRe: n = 8).

C: gPCR-Messungen der GDNF-mRNA in Zell-Lysaten bestatigten die reduzierte GDNF-Expression
auf translationaler Ebene. Statistische Tests: Mann-Whitney-Test und D’ Agostino-&-Pearson-Normalitats-
test, **p < 0,01 (StichprobengréRe: n = 9).

D: Ein durchgefihrter ELISA-Assay bestétigte die verminderte GDNF-Sekretion in den Zelluber-
stand von EGC C®PNF KD Gtatistische Tests: Student’s t-Test und D’ Agostino-&-Pearson-Normalitatstest,
****p < 0,0001 (StichprobengréBe: n = 9).

E: Der gezeigten TEER-Messung ist zu entnehmen, dass der Uberstand von EGC SPNF XD den (iber
dem subkonfluenten Caco-2-Monolayer gemessenen TEER wesentlich schwécher erhéhte als EGC**-
Uberstand. Statistische Tests: Two-way Anova und D’Agostino-&-Pearson-Normalitatstest, *p < 0,05
EGC** signifikant gegentiber Kontrollen, #p < 0,05 EGC** signifikant gegentiber EGC CPNFKD §p < 0,05
EGC GPNFKD signifikant gegentiber Kontrollen (StichprobengroRe: N =5, n = 15).

Quelle: Eigene Darstellung

Die dargelegten Versuche deuten auf die Relevanz des von EGC sezernierten GDNF fiir
die Reifung der intestinalen Barriere von Enterozyten hin. Um dies auf der Ebene der
Junktionsproteine zu veranschaulichen, erfolgte im Anschluss die Anfertigung von Im-
munfluoreszenzfarbungen der Caco-2-Zellen. Die Inkubation der Zellen mit den Zell-
uberstdnden wurde einen Tag vor Erreichen der Konfluenz (C-1) durchgefuhrt. Am Tag
der Konfluenz (C = 0) wurden die Zellen fixiert und flr die Farbung prépariert. Danach

wurden Bilder mit einem Konfokalmikroskop aufgenommen.

Das Verteilungsmuster der Junktionsproteine lieR bei den Kontrollzellen, die lediglich
mit Medium inkubiert wurden, bereits einen geschlossenen Enterozyten-Monolayer er-
kennen. Die Junktionsproteine waren jedoch noch nicht ausschlieflich an den Zellgren-
zen lokalisiert, sondern zeigten ein diffuses Verteilungsmuster. Dies betraf alle drei Klas-
sen der Junktionsproteine. Im Gegensatz dazu zeigten die mit rGDNF (100 ng/ml) oder
EGC**-Uberstand inkubierten Zellen einen besser differenzierten Enterozyten-Mo-
nolayer. Dieser war an der vermehrt auf die Zellgrenzen beschrénkten Distribution der
Junktionsproteine zu erkennen. Vor allem bei Dsg 2 war der typische punktformige Ver-
lauf innerhalb der Zellgrenzen auszumachen. Aber auch CI 1 und 5 sowie E-Cadherin
wirkten geordneter. Die mit EGCCPNF KP. oder EGCCPNF 9Pl Zell{iberstand inkubierten
Zellen &hnelten hingegen den Kontrollzellen und prasentierten ein eher diffuses Erschei-

nungsbild der Junktionsproteine.
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Abbildung 17: Immunfluoreszenzfarbung von Caco-2-Zellen unter verschiedenen Versuchsbedin-
gungen

Sowohl die mit rtGDNF als auch die mit EGC**-Zelluiberstand behandelten Zellen zeigten eine Linearisie-
rung der Zell-Zell-Kontakte im gerade erreichten Konfluenzstadium. Die unter Kontrollbedingungen sowie
mit GDNF-defizienten Zellliberstanden inkubierten Zellen lieen zwar einen geschlossenen Zell-Mo-
nolayer erkennen, jedoch war das Expressionsmuster der Junktionsproteine weitaus diffuser (MaRstabsbal-
ken = 20 um, StichprobengroBe: N = 3).

Quelle: Eigene Darstellung
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3.3 GDNF-Effekte auf Enterozyten sind RET-Rezeptor-abhéangig.

GDNF fungiert als Ligand des Multikinase-Rezeptor-Komplexes RET. Diese Wirkungs-
beziehung wurde bisher nur flr Zelltypen im ZNS und im Zusammenhang mit Schilddri-
senkarzinomen aufgezeigt (Takahashi 2001; Ibafiez 2013b). Um die Signaltransduktion
uber den RET-Rezeptor auch in Enterozyten zu verifizieren bzw. zu blockieren, wurde
bei einem ersten Versuchsaufbau ein spezifischer RET-Inhibitor und im weiteren Verlauf

eine RET-spezifische siRNA verwendet.

3.3.1 Behandlung mit Blue667

Blue667 inhibiert die Phosphorylierungsstelle Tyr-1062 (Subbiah et al. 2018). Diese
nimmt eine Schliisselrolle bei der Aktivierung von RET ein, wobei die Autophosphory-
lierung an Tyr-1602 einen kritischen Schritt fur die Aktivierung des Ras/MAP-Kinase-
Pfades und der PI13-Kinase/AKT darstellt (Ibafiez 2013a).

Da bisher keine Daten zur Behandlung von Darmepithelzellen mit dem genannten Medi-
kament existierten, wurden Caco-2-Zellen auf 6-Well-Platten bis zum Erreichen des C-
1-Stadiums kultiviert. Danach erfolgte eine zweistiindige Inkubation der Zellen mit dem
RET-Inhibitor mit Konzentrationen von 100 nM bis 1 uM. AnschlieRend wurde eine Be-
handlung mit rGNDF (100 ng/ml) vorgenommen, wobei sich, wenn auch nicht signifi-
kant, eine erhohte Phosphorylierungsrate an pRET Y192 ergab. In den gleichzeitig durch-
geflihrten Dosis-Wirkungs-Experimenten mit Caco-2-Zellen konnte eine effektive Inhi-
bierung (59 %) der GDNF-induzierten Phosphorylierung ab einer Konzentration von 1
UM festgestellt werden (OD: 1,27 vs. 0,53 £ 0,09).

In einer ergadnzenden Versuchsreihe konnte die effektive Hemmung der GDNF-induzier-
ten Phosphorylierung von pRET durch eine Dosis von 1 uM Blue667 bei einer grofieren
Stichprobenanalyse bestétigt werden (OD: 1,21 vs. 0,68 + 0,11). Zusatzlich wurden in
Western-Blot-Untersuchungen eine tendenziell vermehrte Phosphorylierung von RET so-
wie eine Reduktion der Tyrosin Kinaseaktivitat auch bei nicht durch rGDNF stimulierten
Zellen beobachtet (OD: 1,21 vs. 0,79 £ 0,11).
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In den darauffolgenden Messungen des TEER konnten durch den Einsatz des RET-Inhi-
bitors die Effekte sowohl von rGDNF als auch durch EGC-Uberstand erfolgreich blo-
ckiert werden. Die Applikation von rGDNF erhéhte den TEER nach 24 Stunden in Ab-
wesenheit des Inhibitors um den Faktor 1,3 gegentiber Kontrollen [TEER: 2,18 vs. 1,70
+ 0,16 (Q)]. Eine Steigerung des TEER um den Faktor 1,3 gegenuber Kontrollen zeigte
ebenso die Inkubation der Zellen mit EGC-Uberstand [TEER: 1,90 vs. 1,45 + 0,12 (Q)].
Bei Hinzugabe des Inhibitors konnte weder nach Applikation von rGDNF noch nach der
Hinzugabe von EGC-Uberstand eine signifikante Erhohung des TEER gegeniiber Kon-

trollen erreicht werden.
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Abbildung 18: Der Ret-Inhibitor Blue667 hemmt GDNF-Effekte auf Enterozyten

A: Die Abbildung zeigt die Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen Blue667und der RET-Phosphory-
lierung an. Eine signifikante Hemmung konnte ab einer Dosis von 1 UM erreicht werden. Statistische Tests:

Kruskal-Wallis-Test und D’ Agostino-&-Pearson-Normalitétstest, *p < 0,05 (StichprobengréBe: N = 3).

B: Durch den Einsatz des spezifischen RET-Inhibitors konnte die Phosphorylierung am Tyrosin-
rest 1062 nach GDNF-Stimulation reduziert werden. Auch zeigte sich eine Reduktion der Tyrosinkinase-
aktivitét in unbehandelten Zellen nach Zugabe von Blue667. Statistische Tests: Kruskal-Wallis-Test und

D’ Agostino-&-Pearson-Normalitétstest, *p < 0,05, **p < 0,01 (StichprobengréBe: N =5, n = 9).
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C: Nach der Behandlung mit dem RET-Inhibitor zeigten die Enterozyten postinterventionell keine
durch rGDNF beschleunigte Reifung der Barrierefunktion in der Messung des TEER (ECIS) mehr. Statis-
tische Tests: Two-way Anova und D’Agostino-&-Pearson-Normalitatstest, *p < 0,05 GDNF signifikant
gegentber Blue667+GDNF, #p < 0,05 GDNF signifikant gegentiber Kontrollen, 8 p <0,05 GDNF signifi-
kant gegeniiber Blue667 (Stichprobengrofle: N =5, n = 10).

D: Die Messung des TEER bestatigte, dass auch bei der Applikation von EGC-Uberstand der ver-
wendete RET-Inhibitor den GDNF-Effekt blockierte. Statistische Tests: Two-way Anova und D’ Agostino-
&-Pearson-Normalitatstest, *p < 0,05 EGC signifikant gegeniiber Blue667, #p < 0,05 EGC signifikant ge-
genliber EGC+Blue667, §p < 0.05 EGC signifikant gegenuber Kontrollen (Stichprobengréfe: N = 6, n =
12).

Quelle: Eigene Darstellung

3.3.2 Behandlung mit RET-siRNA

Der zweite Versuchsaufbau beinhaltete den Einsatz von RET-spezifischer siRNA. Ana-
log zum Einsatz des RET-Inhibitors wurde hierbei zuerst die Phosphorylierung des RET-
Rezeptors anhand von Western-Blot-Untersuchungen Uberpriift. Diesmal wurde jedoch
die Phosphorylierungsstelle Tyr-905 untersucht. Diese stellt einen Phosphorylierungsrest
sehr weit Upstream in der Phosphorylierungskaskade von RET dar und wird fur die ge-
nerelle Aktivierung der Tyrosinkinase benétigt (Ibafiez 2013b). Anschlielend erfolgte die
Transfektion der Caco-2-Zellen mit RET-siRNA. Hierbei wurde der Transfektionserfolg

ebenfalls mit einer Western-Blot-Untersuchung verifiziert.

Um die funktionellen Auswirkungen der Transfektion mit RET-siRNA zu testen, wurden
subkonfluente Caco-2-Zellen auf Elektroden zur Messung des TEER ausgesét und 24
Stunden spater transfiziert. Nach weiteren 24 Stunden erfolgte die Behandlung mit 100
ng/ml rGDNF und die Widerstandmessung wurde gestartet. Als Kontrollen dienten mit
NT-siRNA transfizierte Zellen. Hierbei konnte keine Erhéhung des TEER in der RET-
siRNA-Kohorte nach GDNF-Behandlung gemessen werden. Lediglich die mit NT-
siRNA transfizierten Zellen zeigten eine signifikante Erhdhung des TEER im Endpunkt
der Messung um den Faktor 1,3 gegentiber Kontrollen [TEER: 2,20 vs. 1,71 £ 0,13 (Q)].

Ebenso zeigten angefertigte Immunfluoreszenzbilder der transfizierten Zellen im Stadium
C = 0 keinen GDNF-Effekt auf Dsg2, wenn RET-siRNA verwendet wurde. Die mit NT-
siRNA transfizierten Kontrollen wiesen dazu im Vergleich jedoch eine deutliche Linea-

risierung der desmosomalen Zell-Zell-Kontakte auf.

76



PRETWO0S [L ol g ~131kDa RET |"™— — ~ 124 kDa
RETtotal E W= - 124 kDa R-Actin  |"=> "= w=—w | - 42 kDa

. & <

R-Actin E ~ 42KkDa ° <zt =

= 14

: s & 5

o c . =

g ; :co ; %

c (]
c S 9o D
GDNF 261 *
Kontrollen r —e— NT siRNA Kontrollen

N
IS
1

-~ NT siRNA rGDNF
-+ RETsiRNA Kontrollen
—*- RET siRNA rGDNF

N
N
1

N
o
1

1.84

NT-siRNA
Dsg2/DAPI

i o
I 1

1

o N

L T 1 ¥ | Y | g. & B L] L]
UEN O DO ORD NP PR D

o 4

RET-siRNA
Dsg2/DAPI
TEER (Q - normalisiert zum Startwert)

£

Abbildung 19: GDNF-Effekte auf Enterozyten sind RET-abhéngig

Zeit (Stunden)

A: Die Abbildung zeigt eine erhdhte Phosphorylierungsrate am Tyrosinrest 905 infolge einer GDNF-
Behandlung (Stichprobengrofie: N = 3).

B: In der beispielhaften Western-Blot-Abbildung ist die Expression des RET-Rezeptors nach Trans-
fektion mit NT- und RET-siRNA festzustellen (Stichprobengrofie: N = 3).

C: Die Immunfluoreszenzfarbung in 62-facher VergroBRerung lasst eine deutliche Linearisierung der
Dsg2-Zellkontakte nach GDNF-Behandlung erkennen, die nach der Transfektion mir RET-siRNA nicht
mehr zu beobachten war (Mal3stabsbalken = 20 um, Zoomabschnitt mit 2,5-facher VergréRerung, Stich-
probengrofle: N = 3).

D: Die Transfektion mit RET-siRNA blockierte die durch GDNF induzierte schnellere Barriererei-
fung der Enterozyten, was sich durch eine Entwicklung des TEER auf Kontrollniveau ausdriickte. Statisti-
sche Tests: Two-way Anova und D’ Agostino-&-Pearson-Normalitatstest, *p < 0,05 GDNF signifikant ge-
geniiber Kontrollen (StichprobengréRe: N = 4, n = 8).

Quelle: Eigene Darstellung
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3.4 GDNF und enterische Inflammation

In diesem Abschnitt wird der Zusammenhang zwischen GDNF und enterischer Inflam-
mation thematisiert. Einleitend erfolgte eine Untersuchung, inwiefern inflammatorische
Stimuli die GDNF-Expression in EGC beeinflussen und ob diese in den verwendeten
Konzentrationen eine Apoptose der Zellen zur Folge haben. AbschlieRend wurden die
Auswirkungen von EGC auf die intestinale Barriere in einem In-vitro-Inflammationsmo-

dell untersucht.

3.4.1 Die Inkubation mit Zytokinen steigert die GDNF-Expression und Sekretion in
CRL-2690-Zellen.

Fur die nachfolgenden Analysen wurden EGC auf 6-Well-Platten bis zum Erreichen der
Konfluenz kultiviert. AnschlieBend erfolgten ein Mediumwechsel auf ein FCS-freies
Zellmedium und die Zugabe von unterschiedlichen Zytokinen. Die Zellen wurden mit
TNF-0. (100 ng/ml), LPS (100 ng/ml) und LTA-SA (500 ng/ml) fur 24 Stunden inkubiert.
Danach wurde der Zelliberstand asserviert und die Zellen wurden zu Lysaten verarbeitet,
damit die GDNF-Expression mithilfe einer Western-Blot-Untersuchung analysiert wer-
den konnte. Dabei wurde der GDNF-Gehalt in den Zell-Lysaten und im Zelliberstand

getrennt voneinander untersucht.

In den Zell-Lysaten zeigte sich im Western Blot nach der Inkubation mit TNF-o eine um
den Faktor 1,7 (OD: 1,70 + 0,25) erhohte Expression von GDNF gegentiber unbehandel-
ten Kontrollen. Auch die Applikation von LPS (OD: 1,53 * 0,25) erhéhte das gemessene
GDNF signifikant. Keine relevante Expressionserhthung konnte nach der Zugabe von
LTA-SA (OD: 1,12 + 0,25) gemessen werden.

Im korrespondierenden Zelliberstand wurde unter allen der erwéhnten Bedingungen ein
erhohter GDNF-Spiegel detektiert. Die Behandlung mit LPS (OD: 1,59 + 0,30) erhohte
das gemessene GDNF-Signal im Western Blot um den Faktor 1,6, wobei aber das Signi-
fikanzniveau verfehlt wurde. TNF-a (OD: 1,88 £ 0,30) und LTA-SA (OD: 1,75 £ 0,30)
fUhrten hingegen zu einer signifikanten Erhéhung des gemessenen GDNF-Signals im

Zelllberstand.
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Abbildung 20: GDNF-Expression und Sekretion in EGC nach Zytokin-Behandlung

A: Das intrazelluldr detektierte GDNF stieg nach der Behandlung mit TNF-o und LPS signifikant an.
Statistische Tests: Kruskal-Wallis-Test und D’ Agostino-&-Pearson-Normalitétstest, *p < 0,05, **p < 0,01
(Stichprobengrofie: N =5, n = 10).

B: Das im Zelliberstand detektierte GDNF stieg nach der Behandlung mit TNF-a und LTA-SA sig-
nifikant an. Statistische Tests: Kruskal-Wallis-Test und D’ Agostino-&-Pearson-Normalitétstest, *p < 0,05
(StichprobengroRe: N =5, n = 10).

Quelle: Eigene Darstellung

Um ausschlieRen zu kénnen, dass die detektierten Veranderungen im Uberstand der Zel-
len auf eine durch die Behandlung induzierte Apoptose der Gliazellen zurlickzufihren
waren, wurde ein Zell-Viabilitats-Assay durchgefiihrt. Die Ergebnisse des ATP-basierten
Tests konnten hierbei eine relevante Apoptose der Zellen nach 24-stiindiger Zytokin-Be-
handlung in den verwendeten Konzentrationen ausschlielen. Es kam zu keiner signifi-
kanten Verringerung der Zellzahl unter den Untersuchungsbedingungen [(OD: TNF-a:
1,06 + 0,07), (OD: LPS: 0,97 + 0,07), (OD: LTA-SA: 1,09 £ 0,07), (OD: Kontrollen:
1,00)]. Hingegen konnte in der Positivkontrolle mit Staurosporin (1 uM) eine um 69 %
(OD: 0,31 £ 0,07) verringerte Zellzahl gegeniiber den unbehandelten Kontrollen detek-

tiert werden.
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Abbildung 21: Zellviabilitat nach Zytokin-Behandlung

Die Behandlung mit Zytokinen zeigte keine relevanten Auswirkungen auf das Zelluberleben der EGC. Sta-
tistische Tests: Kruskal-Wallis-Test und D’Agostino-&-Pearson-Normalitdtstest, **p < 0.01, ****p <
0.0001, (StichprobengréRe: N =3, n=12).

Quelle: Eigene Darstellung

In Summe wird anhand der Ergebnisse deutlich, dass sowohl die intrazellulare Expression
von GDNF als auch die Sekretion in den Zelllberstand durch die Behandlung mit in-
flammatorischen Stimuli gesteigert werden kann. Dies entspricht bereits publizierten Da-
ten mit anderen Gliazelllinien (von Boyen et al. 2006) und wurde damit auch fur die in

der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellen verifiziert.

3.4.2 GDNF stabilisiert die Barrierefunktion von Enterozyten im Inflammationsmo-
dell Gber den RET-Rezeptor.

Um die RET- bzw. GDNF-abhéngigen Effekte auch in einem In-vitro-Inflammationsmo-
dell zeigen zu kdnnen, wurden drei Versuchsansatze angewandt: Die Inhibition des RET-
Rezeptors erfolgte einmal mit RET-siRNA und im Ko-Kultur-Modell pharmakologisch
durch Blue667. Des Weiteren wurde die bereits etablierte EGC-GDNF-knock-down-Zell-
linie verwendet. Die Simulation einer Entziindungsreaktion erfolgte bei allen drei Ver-

suchsaufbauten mit der Applikation von TNF-a (100 ng/ml), wobei die Behandlung der
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Zellen auf 24 Stunden beschrankt war und erst nach dem Erreichen des Konfluenzstadi-
ums (C = 0) der Caco-2-Zellen begann. Wéhrend des gesamten Interventionszeitraums

wurde ausschlieRlich FCS-freies Medium verwendet.
RET-Rezeptor siRNA-Modell:

Fur die Herunterregulation des RET-Rezeptors mit SiRNA wurden die Epithelzellen auf
Transwell-Filtersystemen ausgesat, nach 24 Stunden transfiziert und anschlieBend bis
zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Danach erfolgte die Behandlung mit TNF-a und
rGDNF. Durch die Behandlung mit rGDNF konnten der Zytokin-induzierte Zusammen-
bruch der Barrierefunktion in der NT-siRNA-Kohorte und der damit verbundene erhthte
Flux von FITC-Dextran Uber die Membran deutlich abgeschwécht werden [Pe: 1,26 vs.
0,89 + 0,13 (cm/s *107%)]. Jedoch zeigte sich dies nicht in den mit RET-siRNA transfizier-
ten Zellen [Pe: 1,11 vs. 1,10 + 0,12 (cm/s *109)].

Da ein Teil der barrierestabilisierenden Eigenschaften von GDNF tber die Hemmung der
Phosphorylierung der p38-MAPK vermittelt wird (Huang et al. 2014; Meir et al. 2015;
Xiao et al. 2017), wurde dies im Zusammenhang mit der Expression des RET-Rezeptors
evaluiert. Western-Blot-Analysen der transfizierten Zellen ergaben, dass die Phosphory-
lierung der p38-MAPK in der mit NT-siRNA transfizierten Kontrollgruppe (OD: 1,00 vs.
2,07 = 0,20) sowie in der RET-siRNA-Gruppe (OD: 1,00 vs. 1,49 + 0,13) signifikant
durch die Zytokin-Behandlung gesteigert wurde. Dieser Effekt wurde durch die gleich-
zeitige Gabe von rGDNF abgeschwacht. Jedoch konnte dies nur bei NT-siRNA-trans-
fizierten Zellen (OD: 2,07 vs. 1,33 £ 0,20) beobachtet werden und nicht bei der Verwen-
dung von RET-siRNA (OD: 1,49 vs. 1,48 *+ 0,13). Gleichzeitig konnte auch ohne Zyto-
kin-Stimulation eine tendenziell, aber nicht signifikant vermehrte Phosphorylierung der
p38-MAPK nach RET-siRNA-Transfektion gegenuber der NT-siRNA beobachtet wer-
den (OD: 1,00 vs. 2,51 + 1,07).
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Abbildung 22: GDNF- und RET-Rezeptor-vermittelter barrierestabilisierender Effekt im Inflam-
mationsmodell

A Western-Blot-Analysen der p38-MAPK bei mit NT-siRNA transfizierten Zellen zeigten eine er-
hohte Phosphorylierung unter dem Einfluss von TNFa. Diese war durch die Zugabe von rGDNF reversibel.
Bei Zellen, die mit RET-siRNA transfiziert wurden, konnte durch die gleichzeitige Applikation von rGDNF
und TNFa hingegen keine verminderte Phosphorylierung von der p38-MAPK beobachtet werden. Statisti-
sche Tests: Kruskal-Wallis-Test und D’ Agostino-Pearson-Normalitatstest, *p < 0,05, **p < 0,01 (Stichpro-
bengréRe: N=4,n=7).

B: Die Transfektion mit RET-siRNA zeigte gegeniiber NT-siRNA auch ohne Zytokin-Stimulation
eine erhohte Phosphorylierung von p38-MAPK, wenngleich dieser Unterschied auch nicht statistisch sig-
nifikant war. Statistische Tests: Wilcoxon-Signed-Ranked-Test und D’ Agostino-Pearson-Normalitétstest,
n. s. (StichprobengréBe: N=4,n=7).

C: Die Stimulation mit rGDNF konnte den TNFa-vermittelten Barrierezusammenbruch bei der Ver-
wendung von NT-siRNA deutlich abschwéchen, was sich durch den niedrigeren Pe ausdriickte. Dieser Ef-
fekt konnte nicht bei der Verwendung von RET-siRNA gefunden werden. Statistische Tests: Kruskal-Wal-
lis-Test und D’ Agostino-Pearson-Normalitatstest, *p < 0,05 (Stichprobengréfle: N =7, n = 14).

Quelle: Eigene Darstellung

Ko-Kultur-Modell:

In einem zweiten Versuchsansatz erfolgte die Evaluierung des Effektes von glialen

GDNF auf die intestinale Barriere im Inflammationssetting. Caco-2-Zellen wurden auf
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Transwell-Filtersystemen ausgesat und bis zum Erreichen des Stadium C - 1 kultiviert.
Die weitere Kultivierung erfolgte im Ko-Kultur-Modell mit EGC, wobei FCS-freies Me-
dium verwendet wurde. Es wurden fiir diesen Schritt sowohl Wildtyp-EGC (EGC*Y) als
auch GDNF-Knockdown-Zellen (EGCKP) verwendet. Dabei wurden die Zellen bis zum
Stadium der Konfluenz (C = 0) inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von TNF-a
(100 ng/ml) fur 24 Stunden, nach deren Ablauf sich eine Fluoreszenzmessung mit FITC-
Dextran im Transwell-Assay anschloss. Caco-2-Zellen ohne Ko-Kultur, die mit TNF-a
behandelt wurden, zeigten hierbei eine um den Faktor 1,5 signifikant erhohte transepithe-
liale Permeabilitat [Pe = 1,73 + 0,18 (cm/s *10)] gegentiber Kontrollen [Pe = 1,13 + 0,18
(cm/s *10°%)]. Die Ko-Kultivierung mit EGC** konnte den Zytokin-induzierten Barriere-
zusammenbruch fast vollstandig abschwéchen [Pe = 1,18 + 0,17 (cm/s *10®)]. Dieser
Effekt war hingegen in der Ko-Kultivierung mit EGC*P kaum ausgepragt [Pe = 1,51 +
0,17 (cm/s *107)]. Die Ko-Kultur von Caco-2-Zellen mit EGCKP zeigte ohne die Zugabe
von TNF-a keinen negativen Effekt auf die Barrierepermeabilitét [Pe = 1,19 + 0,18 (cm/s

*107)]. Diese unterschied sich nicht wesentlich von der in den Kontrollen.
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Abbildung 23: Barrierestabilisierende Wirkung einer EGC-Ko-Kultur im Inflammationsmodell
Die Ko-Kultivierung von Caco-2-Zellen mit EGC (EGC**) fiihrte zu einer Abschwachung des TNF-a-
induzierten Effektes auf den Pe. GDNF-defiziente EGC (EGCXP) hatten dazu im Vergleich keinen signifi-
kanten Effekt auf die Barrierepermeabilitat. Statistische Tests: One-way-Anova und D’Agostino-Pearson-
Normalitatstest, *p < 0,05 (Stichprobengréfie: N =5, n = 9).

Quelle: Eigene Darstellung
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RET-Inhibitor-Modell:

In einem letzten Versuchsansatz wurde untersucht, ob der bereits an anderer Stelle ver-
wendete RET-Inhibitor (Blue667) auch unter Inflammationsbedingungen funktioniert.
Hierfur wurde der Versuchsaufbau im Ko-Kultur-Modell durch die Zugabe von Blue667
(1 uM) ergénzt. Dieser wurde zwei Stunden vor der Zugabe des Zytokins appliziert. Je-
doch wurden fiir die Ko-Kultur jetzt ausschlieBlich EGC** verwendet. Die Inkubation
mit TNF-a fiihrte auch hier zu einer signifikanten Erhohung der Barrierepermeabilitat fiir
FITC-Dextran [Pe = 1,78 + 0,11 (cm/s *10°®)] gegeniiber unbehandelten Kontrollen [Pe
=1,31 + 0,11 (cm/s *10°)] und auch die barrierestabilisierende Wirkung der EGC lieR
sich reproduzieren [Pe = 1,40 = 0,11 (cm/s *107)]. Durch die Zugabe des RET-Inhibitors
in Kombination mit TNF-a. wurde der stabilisierende Effekt der EGC fast vollstandig
aufgehoben [Pe = 1,70 + 0,11 (cm/s *10°)]. Hingegen zeigte die alleinige Zugabe von
Blue667 keinen signifikanten Effekt [Pe = 1,25 + 0,11 (cm/s *107)] auf die Barriereper-

meabilitat gegentiber den Kontrollen.
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Abbildung 24: Eine RET-Inhibition schwécht den barrierestabilisierenden Effekt von EGC ab.

Die Zugabe des RET-Inhibitors Blue667 schwéchte den barrierestabilisierenden Effekt von EGC in den
durchgeflhrten Transwell-Assays deutlich ab. Statistische Tests: One-way-Anova und D’ Agostino-Pear-
son-Normalitatstest, *p < 0,05, **p < 0,01 (Stichprobengréfle: N =7, n = 13).

Quelle: Eigene Darstellung
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Um die gezeigten Effekte auf die Barrierefunktion von Enterozyten zu prazisieren und
eine Aussage beziglich der Junktionsproteine treffen zu kdnnen, wurden die mit Caco-2-
Zellen bewachsenen Transwell-Filter im Anschluss an die Permeabilitatsexperimente ei-
ner Immunfluoreszenzfarbung unterzogen. Hierbei erfolgte eine Farbung von Vertretern
der drei bekannten Klassen von Junktionsproteinen des Schlussleistenkomplexes. Deut-
lich zu erkennen war ein TNF-a-induzierter Verlust von Dsg2 an den Zellgrenzen. Ahn-
lich verhielt es sich mit den Tight-Junction-Proteinen Claudin 1 und 5. Kein relevanter
Effekt war auf das Adharensprotein E-Cadherin zu beobachten. Die Ko-Kultivierung mit
EGC konnte den Zytokin-Effekt deutlich abschwéchen und die Junktionsproteine blieben
weiterhin an den Zellgrenzen lokalisiert. Dieser Effekt wurde durch den RET-Inhibitor

weitgehend aufgehoben.
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Abbildung 25: Expressionsmuster von Junktionsproteinen nach der Behandlung mit TNF-a

Eine Ko-Kultivierung mit EGC fiihrte zu einer Abschwéachung der Zytokin-vermittelten Umverteilung von
Junktionsproteinen. Die mit EGC kultivierten Caco-2-Zellen zeigten trotz TNF-a-Applikation ein lineares

85



und auf die Zellgrenzen begrenztes Expressionsmuster der Junktionsproteine, vergleichbar mit den Kon-
trollen. Dieser Effekt war durch die Behandlung mit Blue667 reversibel (Mal3stabsbalken = 20 um, Stich-
probengréfle: N = 3).

Quelle: Eigene Darstellung

Anhand der beschriebenen Versuche wird ersichtlich, dass EGC tber die Sekretion von
GDNF die Barrierefunktion der Enterozyten wahrend einer Inflammationsreaktion schiit-
zen. Dieser Mechanismus ist RET-Rezeptor abhangig. Die Daten des ersten Versuchs-
aufbaus mit RET-siRNA legen zudem nahe, dass die barrierestabilisierende Wirkung von
GDNF Uber eine Phosphorylierungsinhibition der p38-MAPK vermittelt wird.

3.5 Relevanz der intestinalen GDNF-Expression bei CED

In diesem Unterkapitel wird der Zusammenhang zwischen GDNF und einem mdglichen
veranderten Expressionsmuster bei CED betrachtet. Um einen Bezug zu CED herzustel-
len und eine translationale Relevanz der vorangegangenen Untersuchungen feststellen
zu koénnen, wurden Patienten-Proben auf ihren GDNF-Gehalt hin analysiert, wobei die
transmurale und die mukosale GDNF-Expression getrennt voneinander analysiert wur-

den.

3.5.1 Histopathologische Einteilung der verwendeten CED-Proben

Die Methode der Probengewinnung und Verarbeitung des humanen Gewebes wurde im
Material- und Methoden-Teil bereits ausfuhrlich beschrieben. Initial erfolgte eine histo-
pathologische Begutachtung zur Beurteilung der Inflammation des verwendeten Resekti-
onsmaterials. In Paraffin eingebettete Gewebeproben wurden mit Hamatoxylin und Eosin
[(H&E)-Farbung] gefarbt und anschlieend einfach verblindet durch einen Pathologen
beurteilt, wobei ein modifizierter Inflammations-Score verwendet wurde (Truelove and
Richards 1956). Hierbei stehen die Zahlen 1 bis 3 fur folgende histopathologische Be-

funde:
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Tabelle 6: Einteilung histopathologischer Befund

1 = keine Entziindung, Schleimhaut ist entziindungsfrei, es gibt keine Anzeichen von Erosion oder
Lymphozyten-Infiltration

2 = moderate Entziindung, das Epithel ist intakt, zeigt aber Anzeichen eines Odems, einer intersti-
tiellen Blutung oder einer signifikanten Lymphozyten-Infiltration

3 = schwere Entziindung, die Oberfl&che der Schleimhaut ist unregelméRig und zeigt Briiche im
Epithel, eine schwere Lymphozyten-Infiltration und die Bildung von Granulomen

Quelle: Eigene Darstellung modifiziert nach Meir et al. 2020, S. 1477

AnschlieRend wurden die in dieser Arbeit verwendeten Proben von Kontroll- und MC-
Patienten mit der bestehenden Analyse abgeglichen. Hierbei zeigte keine der verwende-
ten Kontrollen eine Entziindungsaktivitat. Die makroskopisch als nicht entziindet identi-
fizierten Darmabschnitte wiesen im Mittelwert einen Entziindungswert von 1,73 (1,73 £
0,23) auf und wurden fortan als moderat entzlindet klassifiziert. Die als entziindet bewer-
teten Proben derselben Patienten besalien hingegen einen durchschnittlichen Entziin-

dungswert von 2,53 (2,53 + 0,20) und wurden fortan als schwer entziindet bezeichnet.

An dieser Stelle ist darauf hinzuweisen, dass sich die pathologische Untersuchung des
Untersuchungsgewebes auf Proben aus dem terminalen lleum von Kontroll- und MC-
Patienten beschrankte. Eine pathologische Bewertung der Kolonproben von Kontroll-
und CU-Patienten fand nicht statt.
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Abbildung 26: Inflammations-Score der verwendeten Patientenproben des terminalen lleums

Die verblindete histopathologische Analyse des verwendeten Darmgewebes zeigt den Schweregrad der
Entzlindung der verwendeten Darmproben an. Signifikante Unterschiede lieBen sich hier sowohl zwischen
den verwendeten Kontrollen und dem stark entziindeten Gewebe wie auch zwischen dem moderat entziin-
deten und stark entziindeten Gewebe feststellen. Statistische Tests: Kruskal-Wallis-Test und D’ Agostino-
&-Pearson-Normalitétstest, *p < 0.05, ***p < 0.001 [StichprobengroRe: n (Kontrollen) =9, n (MC) = 15].

Quelle: Eigene Darstellung

3.5.2 Die GDNF-Expression im Intestinum ist bei CED-Patienten teilweise vermin-
dert.

Um die Relevanz der intestinalen GDNF-Expression im Zusammenhang mit CED zu
uberprifen, wurde eine Western-Blot-Analyse von Darmgewebeproben angefertigt. Bei
den Gewebeproben handelte es sich um Vollwand-Proben, das heilt die gesamte Darm-
wand wurde zu einem Lysat verarbeitet und anschlielend gegen einen GDNF-Antikorper
inkubiert. Als Ladungskontrolle diente B-Actin. Es wurden hierbei Proben von MC- und
CU-Patienten gegen Kontrollen tberprift. Als Bestatigungstests und um eine Quantifi-
zierung der GDNF-Expression zu ermdglichen, erfolgte eine weitere Analyse mit einem
ELISA-Assay.

Die Auswertung der OD zeigte eine um 55 % signifikant verminderte Expression von
GDNF in schwer entziindeten Darmabschnitten von MC-Patienten (OD: 0,51 + 0,28) ge-
genuber Kontrollen (OD: 1,12 + 0,28). Die GDNF-Expression in moderat entzlindeten

Darmabschnitten (OD: 1,01 + 0,28) unterschied sich hingegen nicht wesentlich von der
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in den Kontrollen. Die Expression von GNDF in Kolonproben von CU-Patienten (OD:
0,23 £ 0,16) war ebenfalls um 72 % gegenuber Kontrollen (OD: 0,81 + 0,16) signifikant

vermindert.
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Abbildung 27: GDNF-Expression der gesamten Darmwand bei CED im Western Blot

A Die Western-Blot-Analyse von Patientenproben bestehend aus der gesamten Darmwand zeigte fir
MC-Patienten eine signifikante Verringerung der GDNF-Expression in stark entziindeten Darmabschnitten
des terminalen lleums gegentiber Kontrollpatienten (Statistische Tests: Kruskal-Wallis-Test und Shapiro-
Wilk-Normalverteilungstest, **p < 0,01 [StichprobengroRe: n (Kontrollen) =5, n (MC) = 7)].

B: Die transmurale semiquantitative Analyse des Kolons von Patienten mit Colitis Ulcerosa prasen-
tierte eine verringerte GDNF-Expression verglichen mit Kontrollen. Statistische Tests: Mann-Whitney-
Test (*p < 0.05) und Shapiro-Wilk-Normalverteilungstest, *p < 0,05, [StichprobengréRe: n (Kontrollen) =
3,n(CU) =6].

Quelle: Eigene Darstellung

Um die gewonnenen Ergebnisse zu verifizieren und eine quantitative Aussage bezlglich
der GDNF-Konzentration treffen zu kdnnen, wurde anschlielend eine Analyse der Ge-
webelysate mittels eines ELISA durchgefiihrt. Die zu analysierenden Proben wurden mit-
hilfe einer BCA-Messung auf eine einheitliche Konzentration von 1 mg/ml gebracht. Die
Ergebnisse dieser Untersuchung deckten sich mit den Western-Blot-Analysen. So war die

GDNF-Konzentration bei MC-Patienten in schwer entzlindeten gegeniiber den moderat
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entziindeten Darmabschnitten [GDNF: 11,89 vs. 22,19 + 3,93 (pg/ml)] und Kontrollen
[GDNF: 23,87 = 4,30 (pg/ml)] deutlich reduziert. Auch die GDNF-Konzentration der
CU-Proben [GDNF: 21,05 + 6,42 (pg/ml] war mit einer Reduktion um 68 % verglichen
mit den Kontrollen [GDNF: 50,67 + 6,42 (pg/ml)] stark vermindert.
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Abbildung 28: GDNF-Konzentration der gesamten Darmwand bei CED im ELISA

A/B:  Die ELISA-Daten decken sich zum groBten Teil mit den Western-Blot-Analysen. Zuséatzlich er-
reicht jedoch die verminderte GDNF-Expression in stark entziindeten Proben des terminalen lleums das
vorgegebene Signifikanzniveau gegeniiber den Proben aus weniger stark entziindeten lleum-Abschnitten
von MC-Patienten. Statistische Tests: Fir A: One-way-Anova und Shapiro-Wilk-Normalverteilungstest,
*p < 0,05 [StichprobengroBe: n (Kontrollen) = 5, n (MC) = 7]. Fiur B: Student’s t-Test und Shapiro-Wilk-
Normalverteilungstest, *p < 0,05 [StichprobengréRe: n (Kontrollen) =4, n (CU) = 8].

Quelle: Eigene Darstellung

An dieser Stelle gilt es anzumerken, dass bei den verwendeten Colitis-Proben keine Un-
terscheidung bezlglich des Schweregrades der vorliegenden Inflammation stattfand. Da
sich unerheblich davon die Ergebnisse von bereits publizierten Daten unterschieden,
schloss sich eine erweiterte Untersuchung der GDNF-Expression an, wobei isoliert die

Mukosa betrachtet wurde.
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3.5.3 Die mukosale GDNF-Expression im Intestinum ist bei CED-Patienten teilweise
erhoht.

In Bezug auf diese Thematik existiert bereits eine Publikation von van Boyen und Kolle-
gen, in der eine hohere GDNF-Konzentration in Biopsien von CED-Patienten festgestellt
werden konnte. Allerdings wurden keine Vollwand-Proben, sondern endoskopisch ge-
wonnene Mukosa-Biopsien verarbeitet. Um die Diskrepanz zu bereits publizierten Daten
der GDNF-Expression bei CED (von Boyen et al. 2011) zu klaren, erfolgte im nachfol-
genden Versuchsaufbau eine Mukosa-Dissektion. Da bei der mechanischen Trennung der
Mukosa eine Kontamination mit Teilen des Plexus Submukosus nicht ausgeschlossen
werden konnte, wurde eine Validierung mit Nachweis von Vimentin im Western-Blot-
Verfahren vorgenommen. Vimentin ist ein Intermediérfilament und wird im Zytoplasma
aller Zellen mesenchymaler Herkunft exprimiert. Dazu z&hlen beispielsweise glatte Mus-
kelzellen, Gliazellen oder Endothelzellen. Epithelzellen wie auch Enterozyten exprimie-
ren unter normalen Umstanden kein Vimentin. Proben, die im Western Blot eine Vimen-
tin-Bande aufwiesen, wurden von weiteren Analysen ausgeschlossen. Die Kolonproben
von Kontroll- und CU-Patienten waren auch bei sehr sorgféltiger Praparation oftmals Vi-

mentin-positiv. Eine GDNF-Analyse der Kolon-Mukosa fand dennoch statt.
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Abbildung 29: Vimentin-Analyse von lleum-Proben im Western Blot

Die Abbildung zeigt beispielhaft die Vimentin-Expression der verwendeten Ileum-Proben. Wéhrend Voll-
wand-Lysate eine deutliche Vimentin-Bande bei 55 kDa zeigen, fehlt diese bei Mukosa-Lysaten vollstan-
dig. Als Positiv-Kontrolle wurden Lysate von EGC, als Negativ-Kontrolle Caco-2-Zellen aufgetragen.

Quelle: Eigene Darstellung

Aus der darauffolgenden Western-Blot-Analyse der Mukosa-Proben aus dem terminalen
Ileum ging eine um den Faktor 2,5 erhdhte Expression von GDNF in moderat endzinde-
ten Abschnitten hervor (OD: 2,48 £ 0,39). Die GDNF-Expression in Kontrollen (OD:
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1,00 + 0,39) und schwer entzundeten Abschnitten (OD: 0,97 = 0,39) prasentierte sich
hingegen annahernd gleich. Das GDNF-Signal der Mukosa in Proben von CU-Patienten
(OD: 2,07 vs. 1,00 + 0,49) war hingegen zweifach erhoht.

Der erganzende ELISA-Assay konnte die Ergebnisse der Western-Blot-Untersuchung be-
statigen. Die GDNF-Konzentration in moderat entziindeten lleum-Abschnitten war um
den Faktor 1,6 gegeniiber Kontrollen (GDNF: 28,31 vs. 17,69 + 3,67 pg/ml) und den
Faktor 1,5 gegenuber schwer entziindeten Abschnitten [GDNF: 18,31 + 3,54 (pg/ml)]
statistisch signifikant erhoht. Auch die GDNF-Konzentration in der Mukosa von CU-Pa-
tienten war um den Faktor 1,7 gegentber den Kontrollen erhoht [GDNF: 43,24 vs. 26,02
+ 9,87 (pg/ml)].

Zusammenfassend konnten anhand der Analyse der mukosalen GDNF-Expression die
von von Boyen und Kollegen beschriebenen Tendenzen bestatigt werden, wenngleich
sich deren Analyse auf Probebiopsien aus dem Kolon beschréankte und die absoluten Zah-

len in der ELISA-Messung differieren.
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Abbildung 30: GDNF-Expression der Mukosa bei CED im Western Blot und ELISA

Die Proteinanalyse mittels Western Blot und ELISA der Mukosa von CED-Patienten zeigte eine gegenuber
Kontrollen signifikant verdnderte Expression von GDNF.

A Die Mukosa moderat entziindeter Darmabschnitte des terminalen lleums wies bei MC-Patienten
eine hohere semiquantitative GDNF-Expression auf als in stark entziindeten Darmabschnitten und bei Kon-
trollpatienten (Statistische Tests: One-way-Anova und Shapiro-Wilk-Normalverteilungstest, **p < 0,01
[StichprobengréRe: n (Kontrollen) = 6, n (MC) = 8].

B: Die Western-Blot-Analyse der Kolon-Mukosa von Patienten mit aktiver Colitis Ulcerosa weist
gegeniber Kontrollpatienten eine hohere GDNF-Expression auf. Statistische Tests: Mann-Whitney-Test
und Shapiro-Wilk-Normalverteilungstest, **p < 0,01, [StichprobengréRe: n (Kontrollen) =7, n (CU) =9].

C/D:  Ein durchgefilhrter ELISA-Assay konnte die Ergebnisse der Western-Blot-Analysen quantitativ
verifizieren (Statistische Tests: Fur C: One-way-Anova und Shapiro-Wilk-Normalverteilungstest, *p <
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0,05, [StichprobengrélRe: n (Kontrollen) = 7, n (MC) = 8]. Fiir D: Mann-Whitney und Shapiro-Wilk-Nor-
malverteilungstest, *p < 0.05 [StichprobengroRe: n (Kontrollen)= 4, n (CU) = 8].

Quelle: Eigene Darstellung
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von EGC auf die Integritat der Darmbarri-
ere untersucht. Im Fokus standen hierbei der neurotrophe Faktor GDNF sowie dessen
Signaltransduktion Uber die Tyrosinkinase RET. Die etablierte humane Darmepithel-
Zelllinie Caco2 wie auch eine murine EGC-Zelllinie (CRL 2690) wurden fur In-vitro-
Ko-Kultur-Experimente genutzt. Es erfolgte der Nachweis, dass die murine EGC-Zellli-
nie in physiologisch relevanten Dosen GDNF sezerniert. Zusatzlich wurden In-vivo-Da-
ten von Patienten ausgewertet, um einen Zusammenhang zu CED herstellen zu konnen.
Die Daten zeigen, dass EGC tber GDNF die Differenzierung von Darmepithelzellen be-
schleunigten und gliales GDNF einer Zytokin-induzierten Destabilisierung der intestina-
len Barrierefunktion im In-vitro-Modell entgegenwirkte. Erstmals konnte auch belegt
werden, dass GDNF-assoziierte Effekte auf Enterozyten durch die Tyrosinkinase RET
vermittelt werden. Die GDNF-Sekretion und Expression von EGC lielRen sich zudem
durch die Inkubation mit verschiedenen Zytokinen steigern. Die Analyse der GDNF-Ex-
pression aus Patientenproben konnte eine erhdhte mukosale Expression bei CED-Patien-
ten bestatigen. Ein Novum stellt die detektierte transmurale Reduktion der GDNF-EXx-
pression bei CED-Patienten dar.

4.1 Optimierung der TEER-Messungen

Die Daten der durchgefiihrten Messungen des TEER zeigen, dass die gemessenen Werte
in den verwendeten Zelllinien nach einem konstanten Anstieg bis zum Erreichen der Kon-
fluenz einen wellenformigen Verlauf nehmen. Die mit FITC-Dextran registrierte Memb-
randurchlassigkeit nahm jedoch nach erreichter Konfluenz weiter stetig ab. Begriinden
lasst sich diese Diskrepanz damit, dass, obwohl beide Versuchsansétze prinzipiell zur
Bewertung der intestinalen Barrierefunktion geeignet sind, sie jeweils von unterschiedli-
chen Transportmechanismen durch einen Zell-Monolayer abhdngen. Wahrend Messun-
gen mit Marker-Molekilen wie FITC-Dextran gleichermalen vom parazelluldren Flux
und von der PorengroRe von Junktionsproteinen abhangig sind, werden TEER-Werte
maligeblich durch die lonenleitfédhigkeit des parazelluldren Transportweges beeinflusst

(Zucco et al. 2005). Aus ergédnzenden Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, die nicht

95



in der vorliegenden Arbeit enthalten sind, ging zudem hervor, dass der TEER eines kon-
fluenten Zell-Monolayers in friihen Differenzierungsphasen maf3geblich durch die zuneh-
mende Zellzahl und den damit einhergehenden Anstieg der gemessenen Junktionslangen
bestimmt wird. Der Gesamt-TEER wird hierbei durch einen niedrigen Widerstand des
parazellularen Weges im Vergleich zum transzellularen Weg dominiert. Dieser Effekt
kehrt sich erst mit einer Starkung der interzellularen Verbindungen im weiteren Differen-

zierungsprozess um (Kannapin et al. 2022).

Als Konsequenz aus diesen Beobachtungen wurden die TEER-Messungen im ECIS-Ge-
rat bei der vorliegenden Dissertation ausschlielRlich bei subkonfluenten Zellen angewen-
det, um Unterschiede in der Barrierereifung darzustellen. Die Transwell-Messungen mit
FITC-Dextran nach erfolgter Behandlung mit Zytokinen wurden hingegen an bereits kon-
fluenten Zellen durchgefuhrt. Wie die gesammelten Daten zeigen, ist zwar die Barriere-
funktion eines Zell-Monolayers zum Zeitpunkt der Konfluenz noch nicht fertig ausge-
reift, das Stadium der Konfluenz stellt aber ein leicht und sicher zu reproduzierendes Kri-
terium der Reife eines Zell-Monolayers dar und wurde deswegen fir die Permeabilitats-

experimente als Maf3stab bzw. Startpunkt gewahlt.

4.2 Eine Ko-Kultur mit Caco-2-Zellen und CRL-2690-Zellen stellt ein geeignetes In-
vitro-Modell zur Untersuchung der Barrierefunktion von Enterozyten dar.

Das verwendete Zellmodell beinhaltete mit humanen Caco-2-Zellen eine fur Barriere-
und Permeabilitatsexperimente etablierte Zelllinie (Schlegel et al. 2010; Cheadle et al.
2013; Meir et al. 2015). Zwar wurden diese urspriinglich aus einem Kolonkarzinom ge-
wonnen, allerdings &hneln Caco-2-Zellen in funktioneller sowie morphologischer Hin-
sicht sehr stark differenzierten Enterozyten nicht tumordsen Ursprungs (Sambuy et al.
2005). Die verwendeten EGC entstammten Rattenzellen, jedoch war fir GDNF eine hohe
speziesubergreifende Konservierung anzunehmen, da dieses eine elementare Rolle in der
Ausbildung des enterischen Nervengeflechtes wahrend der Embryonalphase von Sdugern
einnimmt (Cacalano, Farinas, et al. 1998; Hollander 2003; Lake and Heuckeroth 2013).

Bereits publizierte Daten zeigen zudem, dass EGC speziesunabhangig dhnliche funktio-
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nelle Eigenschaften auf die intestinale Barrierefunktion haben (Soret et al. 2013). Zusatz-
lich wurden ausschlieBlich humane GDNF-Antikorper fir die Detektion bei Western-
Blot- oder ELISA-Untersuchungen verwendet, was zusatzlich auf die hohe evolutionare
Konservierung des neurotrophen Faktors hinweist. Die fiir die GDNF-Signaltransduktion
bendtigen Rezeptoren konnten in beiden Zelllinien nachgewiesen werden. Eine Aus-
nahme bildete hierbei der GFRa1-Rezeptor in den verwendeten EGC. Da sowohl Mause
als auch Ratten diesen aber exprimieren (Chen et al. 2001; Ortega-de San Luis and
Pascual 2016), konnte hierbei der fir den Nachweis verwendete humane Antikorper zu
einem falsch negativen Ergebnis beigetragen haben. Da die verwendeten EGC ohnehin
nur als Donor von GDNF waéhrend der Ko-Kultur-Experimente dienten, konnte dieser

Umstand aber fiir die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse vernachlassigt werden.

Ein erheblicher Anteil der durchgefiihrten Experimente wurde in vitro auf der Basis von
Zellkulturlinien durchgefiihrt. Vor diesem Hintergrund muss nattrlich diskutiert werden,
inwieweit die gewonnenen Ergebnisse in vivo (bertragbar sind. Grundsétzlich muss dazu
angemerkt werden, dass ein In-vitro-Modell immer Uber gewisse Limitationen hinsicht-
lich der Aussagekraft von wissenschaftlichen Ergebnissen verfugt. Ein Modell kann die
Komplexitat von physiologischen Vorgéngen nur begrenzt abbilden (Ghallab 2013).
Gleichwonhl ist es tblich, molekulare Mechanismen erst an Zellmodellen zu demonstrie-
ren, bevor diese mit In-vivo-Experimenten getestet werden. Bei den verwendeten Zell-
kulturen handelte es sich um weltweit gut etablierte und charakterisierte Zelllinien und
Untersuchungsmethoden. Die Relevanz der an diesen Zelllinien erhobenen Daten wird
dadurch verdeutlicht, dass in von dieser Arbeit unabhéngigen weiteren Versuchen unserer
Arbeitsgruppe die barrierestabilisierenden Eigenschaften von EGC bzw. GDNF mit
Maus-Organoiden aus Darmepithelzellen reproduziert werden konnten (Meir et al. 2021).
Organoide bzw. in diesem Fall Enteroide werden aus pluripotenten Stammzellen gene-
riert. Gegeniber einer primaren Zellkultur im herkémmlichen Sinne haben diese aber den
entscheidenden Vorteil, dass physiologische und pathophysiologische Eigenschaften ih-
res Ursprungsgewebes in einem grofReren Malie erhalten bleiben (Yoo and Donowitz
2019). Die Reproduzierbarkeit in einem anderen In-vitro-Modell verstarkt die Aussage-
kraft der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. Dennoch missen entsprechende Validie-

rungen in geeigneten In-vivo-Systemen in kiinftigen Arbeiten erfolgen.
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4.3 Von enterischen Gliazellen sezerniertes GDNF beschleunigt die Reifung der Bar-

rierefunktion von Enterozyten und stabilisiert diese wahrend einer Inflammation.

Es existieren bereits Daten aus In-vitro- und In-vivo-Experimenten, die einen Einfluss
von GDNF auf die intestinale Barrierefunktion zeigten. Jedoch wurde in diesen Untersu-
chungen ausschliel3lich rtGDNF verwendet. Dieses wurde M&usen mit viralen VVektoren
(Zhang et al. 2010; Xie et al. 2020) oder intraperitoneal (Meir et al. 2019) verabreicht.
Der gemeinsame Nenner der genannten Publikationen ist, dass in Folge der GDNF-Inter-
vention eine Abschwéachung einer durch DSS-Applikation verursachten Colitis zu be-
obachten war. Eine Stimulation von Caco-2- und HT29B6-Zellen mit rGDNF bei In-
vitro-Versuchsreihen zeigte eine schnellere Reifung von Zell-Zell-Kontakten und eine
verbesserte Wundheilung von Epithelzellen (Meir et al. 2015). Obwohl in den gerade
genannten Arbeiten EGC als wahrscheinlichste Quelle von GDNF im MDT postuliert
wurden, gab es keine Verifizierung, dass diese auch tatsachlich tber eine Sekretion von
GDNF die intestinale Barrierefunktion beeinflussen. In In-vitro-Studien an Ko-Kultur-
modellen konnte zwar die Wirkung anderer neurotropher Faktoren auf das Darmepithel
nachvollzogen werden (Cheadle et al. 2013; Pochard et al. 2016), der entsprechende
Nachweis wurde aber nicht fir durch EGC sezerniertes GDNF geflhrt. Die vorliegende

Arbeit wurde unter anderem konzipiert, um diese Informationsliicke zu schlieRRen.

In dieser Arbeit wurde herausgefunden, dass EGC Uber die Sekretion von GDNF zu einer
schnelleren Reifung von Zell-Zell-Kontakten und damit einer verbesserten Barrierefunk-
tion von Enterozyten beitragen. Die Effekte von rekombinant appliziertem GDNF waren
mit denen von EGC-Uberstand vergleichbar. In beiden Fallen konnten eine Erhéhung des
TEER und eine Linearisierung der Zell-Zell-Kontakte bei subkonfluenten Zellen beo-
bachtet werden. Wurde dem EGC-Uberstand GDNF entzogen, schwachten sich die posi-
tiven Effekte auf die Barrierereifung der Enterozyten ab oder glichen sich génzlich dem
Kontrollniveau an. Hierbei war es unerheblich, ob das GDNF mittels Immunpréazipitation
extrahiert wurde oder EGC mithilfe der CRISPR/Cas-Methode dahingehend manipuliert
wurden, dass sie weniger GDNF exprimierten. Ahnliche Effekte zeigten sich auch im
verwendeten Inflammationsmodell bei konfluenten Caco-2-Zellen. Die Applikation von
TNFa fuhrte zu einer Erhohung des Permeabilitatskoeffizienten Giber den Zell-Monolayer
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und einer Reorganisation der Junktionsproteine. Diese waren infolge der Zytokin-Be-
handlung nicht mehr stringent an den Zellgrenzen lokalisiert. In diesem Zusammenhang
ist aber zu erwéhnen, dass dies nur fir Dsg2 und die untersuchten Claudine 1 und 5 galt.
Die Lokalisation von E-Cadherin, als Vertreter der Adharens-Kontakte, schien durch die
Zytokin-Applikation weitestgehend unbeeinflusst. Diese Beobachtung wurde bereits in
Mausmodellen nach DSS-induzierter Colitis vorweggenommen (Meir et al. 2019) und
konnte somit nun auch in vitro bestétigt werden. Eine durch unsere Arbeitsgruppe zusatz-
lich durchgefiihrte quantitative Analyse der Zell-Zell-Kontakte auf Grundlage von Im-
munférbungen, die nicht in der vorliegenden Arbeit enthalten ist, konnte die beobachteten
Verteilungsmuster infolge der GDNF bzw. EGC-Intervention bestatigen (Meir et al.
2021).

Ein streitbarer Punkt an den geschilderten Beobachtungen ist die mit im Mittel 80 pg/ml
gemessene GDNF-Konzentration im EGC-Uberstand. Die gemessene Konzentration war
zwar im Hinblick auf die gemessenen GDNF-Konzentrationen in humanen Darmproben
plausibel und bestatigte aus anderen Studien vorliegende Sekretionsdaten (von Boyen et
al. 2006; Hansebout et al. 2012), jedoch war die initial gewéhlte Konzentration fur
rGDNF (100 ng/ml) um den Faktor 1000 hoher. Diese Konzentration wurde bewusst ge-
wahlt, da sie bereits in vorhergehenden Untersuchungen zur Stimulation von Epithelzel-
len angewandt wurde (Meir et al. 2015; Bergauer 2017). Um die Stringenz der Daten
nicht zu gefahrden, wurde die gewahlte Konzentration fur rGDNF beibehalten, auch
nachdem eine Diskrepanz zu der im EGC-Uberstand detektierten Konzentration zu be-
obachten war. In nachfolgenden Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe, die tber die
vorliegende Dissertation hinausreichten, wurde jedoch herausgefunden, dass eine Stimu-
lation von Caco-2-Zellen mit rGDNF in einer Konzentration von 80 pg/ml ausreicht, um
einen Effekt auf den Reifungsprozess der Epithelbarriere zu erzielen (Meir et al. 2021).
Eine mogliche Erklarung hierfir liefern Untersuchungen, in denen eine maximale Stimu-
lation von Retinazellen bei einer GDNF-Konzentration von 200 pg/ml festgestellt wurde.
Daruiber hinaus konnte keine zusatzliche Aktivierung erreicht werden (Jing et al. 1996).
Da sowohl Retina- als auch Epithelzellen epithelialen Ursprungs sind, ist ein moglicher
Ceiling-Effekt auch bei Epithelzellen sehr wahrscheinlich. GDNF-Konzentrationen im
Pico-Gramm-Bereich scheinen bezogen auf Untersuchungen von humanem Darmgewebe

eher den physiologischen Rahmenbedingungen zu entsprechen. Dies konnte durch Gber
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diese Arbeit hinausgehende Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe auch an einem Maus-
und primaren Zellkulturmodell gezeigt werden (Meir et al. 2021). Schlussendlich bedeu-
tet dies, dass die gewahlte Konzentration fir rGDNF urspriinglich zu hoch war, dies aber
aufgrund eines wahrscheinlichen Ceiling-Effektes und einer nachgewiesenen Stimulation
der Epithelzellen — auch bei niedrigeren Konzentrationen — nicht die Integritat der Ergeb-
nisse gefahrdete.

Anhand der durchgefuhrten Untersuchungen konnte eindeutig belegt werden, dass die
beobachteten Effekte auf Enterozyten von GDNF abhangig waren. Da aber auch die Wir-
kung anderer neurotropher Faktoren auf die intestinale Barriere belegt sind, l&sst sich an
dieser Stelle nicht ausschlielRen, dass auch andere neurotrophe Faktoren wie GSNO oder
15-HETE einen Einfluss auf die Barrierereifung und Resilienz gegen inflammatorische
Stimuli von Enterozyten haben (Cheadle et al. 2013; Pochard et al. 2016). Bezugnehmend
auf Pochard et al., die Auswirkungen von 15-HETE auf die intestinale Barrierefunktion
beschreiben, lasst sich argumentieren, dass bei deren Versuchsaufbau konditionierte Zell-
medien verwendet wurden, um eine erhohte Expression von 15-HETE in EGC zu indu-
zieren (Pochard et al. 2016). Das von uns verwendete Standardkulturmedium DMEM
hingegen enthalt laut Herstellerangaben kein 15-HETE, was zu der Annahme flhrt, dass
die vorhandene Menge des neurotrophen Faktors im verwendetenVersuchsaufbau ver-
nachlassigbar ist. Synergien zwischen den verschiedenen bekannten neurotrophen Fakto-
ren sind aber trotzdem denkbar, bzw. hochst wahrscheinlich. Beispielweise ist eine anti-
apoptotische Wirkung von GDNF auf EGC der Ratte nur in Verbindung mit BDNF (brain
derived neurotrophic factor) beschrieben, wohingegen die alleinige Behandlung mit
GDNF oder BDNF keine antiapoptotischen Effekte zeigte (Gundel 2008). Ahnliche Ab-
hangigkeiten konnten auch bei Darmepithelzellen vorliegen. Diese These wird von einer
Arbeit von Hagbom und Kollegen untermauert, die eine barrierestabilisierende Wirkung
sowohl fir GDNF als auch GSNO im Zusammenhang mit einer Rotavirusinfektion und
Experimenten an humanen sowie murinen Ex-vivo-Modellen (Ussing chamber) aufzei-
gen konnten (Hagbom et al. 2020). Es war aber nicht das Ziel der vorliegenden Arbeit,
die Wirkung von glialem GDNF im Kontext anderer neurotropher Faktoren zu beurteilen.

Die Zusammenschau der geschilderten Ergebnisse sttzt die Hypothese, dass von EGC

sezerniertes GDNF einen der Hauptmediatoren im Zusammenspiel zwischen EGC und
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Darmepithelzellen darstellt. Die GDNF-Sekretion von EGC schutzt wahrend einer In-
flammation die Barrierefunktion von Enterozyten und fiihrt bei subkonfluenten Entero-

zyten zu einer schnelleren Ausreifung der intestinalen Barriere.

4.4 Die GDNF-Effekte auf Enterozyten werden Uber den RET-Rezeptor vermittelt.

Der Mechanismus der Signaltransduktion von GDNF Uber den RET-Rezeptor wurde im
Zusammenhang mit Neuronen und EGC bereits intensiv beforscht (Kramer and Liss
2015; Kearon et al. 2021). Nach der fir die vorliegende Arbeit ausgewerteten Literatur
existiert aber keine Analyse, die die Relevanz dieses Signalweges auch fur Enterozyten
aufzeigt. In den meisten Publikationen bezlglich GDNF und intestinaler Barrierefunktion
wurde davon ausgegangen, dass hierbei die Signaltransduktion auf bekannte Weise er-
folgt, weil Enterozyten unter anderem die hierfur benétigten Rezeptoren exprimieren. Ein
Nachweis wurde gleichwohl nicht gefuhrt (Steinkamp et al. 2003; Xiao et al. 2014; Meir
et al. 2015). Mit dieser Arbeit wurde dieses fehlende Wissen erganzt. Zwei Versuchsan-
sétze wurden hierzu verwendet, namlich die Expressionshemmung des RET-Rezeptors in
Caco-2-Zellen mittels siRNA und die Inhibition der Signaltransduktion mithilfe eines
spezifischen RET-Inhibitors. Beide Ansétze lieferten &hnliche Ergebnisse und zeigten,
dass die GDNF-vermittelte Barriere-Reifung von Enterozyten und die Resilienz gegen
Zytokine maBgeblich von der Signaltransduktion tber den RET-Rezeptor vermittelt wur-
den. Im Gegensatz dazu war die Phosphorylierung von RET an den Tyrosinresten 905
und 1062 nach einer GDNF-Behandlung zwar erhoht, verfehlte aber das Signifikanzni-
veau gegenuber unbehandelten Kontrollen. Ein méglicher Erklarungsansatz hierfir sind
die Autophosphorylierungsfunktion von RET oder eine nicht ausreichende Stichproben-
grole. Autophosphorylierungskaskaden laufen mit einer hohen Geschwindigkeit ab und
ein Phosphorylierungsnachweis durch eine Western-Blot-Untersuchung ermdglicht hier-
bei immer nur eine Momentaufnahme. Daher wurde die erfolgreiche Inhibition der RET-
Phosphorylierung in Verbindung mit den vorliegenden Ergebnissen als ein ausreichender
Nachweis fir die Wirkungsbeziehung zwischen GDNF und dem RET-Rezeptor erachtet
— zumal die Auswertung erster klinischer Daten des verwendeten RET-Inhibitors in der
Behandlung von Schilddriisenkarzinomen das uberproportional haufige Auftreten von
gastrointestinalen Nebenwirkungen zeigte (Mulligan 2019; Taylor et al. 2019). Radiolo-

gisch zeigten sich bei den mit RET-Inhibitoren behandelten Patienten VVeranderungen die

101



mit gastrointestinalen Inflammationsprozessen vereinbar sind. Histologische Untersu-
chungen deuteten auf die Entwicklung eines Mukosa-Odems hin (Tsang et al. 2022).
Nach derzeitigem Kenntnisstand fulen die von GDNF auf Epithelzellen vermittelten Ef-
fekte auf einer Blockade des p38-MAPK-Signalwegs (Meir et al. 2015; Xiao et al. 2017).
Ubereinstimmend damit zeigten die verwendeten Caco-2-Zellen nach der Transfektion
mit RET-siRNA keine GDNF-vermittelte Inhibition des p38-MAPK-Pfades mehr auf.
Zusétzlich war eine tendenziell vermehrte Phosphorylierung der p38-MAPK nach RET-
siRNA-Transfektion gegentiber der NT-siRNA auffallig. Auch wenn der Unterschied sta-
tistisch nicht signifikant war, konnte er auf einen erhohten Zellstress der Epithelzellen
aufgrund der Abwesenheit des RET-Rezeptors hinweisen.

Zusammenfassend weisen die dargelegten Ergebnisse darauf hin, dass die GDNF-Signal-
transduktion auch in Darmepithelzellen Gber den RET-Rezeptor in Verbindung mit der
p38 MAPK vermittelt wird.

4.5 EGC sind eine der wichtigsten GDNF-Quellen im Intestinum und kdnnten eine

erhebliche Rolle in der Pathogenese von CED einnehmen.

Diese Arbeit fuBt auf der Hypothese, dass EGC eine der grofiten Quellen des neurotro-
phen Faktors GDNF im Intestinum sind. Fur diese Annahme spricht, dass fir EGC so-
wohl in dieser Arbeit als auch in anderen Publikationen eine Sekretion des neurotrophen
Faktors in ausreichenden Konzentrationen nachgewiesen wurde (von Boyen et al. 2004;
Hansebout et al. 2012). Zwar sezernieren auch Enterozyten GDNF (Meir et al. 2015),
eine durchgefiihrte ELISA-Messung reiner Mukosa-Biopsate konnte aber nur eine weit-
aus niedrigere GDNF-Konzentration als in den korrespondierenden Vollwandproben de-
tektieren. Wird zudem bedacht, dass Mukosa-Biopsien fast ausschlieBlich aus Enterozy-
ten, Vollwandproben jedoch aus einer Vielzahl von Gewebetypen bestehen, scheiden
Enterozyten als Hauptquelle des intestinalen GDNF aus. Dies wird auch dadurch gestitzt,
dass im verwendeten Ko-Kultur-Modell die autokrine GDNF-Sekretion von Enterozyten
nicht ausreichte, um die Effekte einer GDNF-Reduktion im EGC-Uberstand auszuglei-

chen. In der Literatur werden als weitere GDNF-Quelle noch glatte Muskelzellen der
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Darmwand genannt (Han et al. 2015; Brun et al. 2015). Der relative Beitrag des aus glat-
ten Muskelzellen stammenden GDNF l&sst sich derzeit allerdings schwer abschatzen.
Gleichwohl kdnnten diese als zusatzliche GDNF-Quelle dazu in der Lage sein, die intes-

tinale Homdoostase bei einer verringerten GDNF-Sekretion von EGC aufrechtzuerhalten.

In mehreren wissenschaftlichen Publikationen der letzten 20 Jahre konnte die Bedeutung
von neurotrophen Faktoren (Cheadle et al. 2013; Pochard et al. 2016) und im Besonderen
von GDNF fur die intestinale Barrierefunktion dargelegt werden (Zhang et al. 2010; Meir
et al. 2015; Meir et al. 2019; Xie et al. 2020). Jedoch fehlte bislang der Nachweis einer
direkten Verbindung zwischen einer GDNF-Sekretion aus EGC und einer daraus resul-
tierenden Verdnderung der Barriereeigenschaften von Enterozyten. Die vorliegende Ar-

beit ergdnzt an diesem Punkt die bereits vorhandenen Erkenntnisse.

Im Hinblick auf die Involvierung von EGC in den Pathomechanismus von CED ist die
Datenlage widersprichlich. Wahrend sich bei einigen Untersuchungen die intestinale
Barrierefunktion nach der Ablation von EGC signifikant verschlechterte und eine Ent-
ziindung des Darmgewebes auftrat (Bush et al. 1998; Aube et al. 2006; Savidge et al.
2007), konnten in anderen Studien hingegen keine messbaren akuten Effekte auf die
Darmbarriere durch die Absenz von EGC festgestellt werden (Rao et al. 2017; Grubisic¢
and Gulbransen 2017). Eine mogliche Erklarung fur diesen Widerspruch ist neben der
bereits erwahnten kompensatorischen Wirkung von anderen Zelltypen wie glatten Mus-
kelzellen die komplexe Pathogenese der CED, die sich anhand von Modellen nur schwer
abbilden lasst. Mehrere Faktoren tragen zur Entwicklung und zum Unterhalt des inflamm-
atorischen Milieus bei. So spielen neben einer veranderten intestinalen Permeabilitét
(Michielan and D'Inca 2015) auch die Genetik, das Mikrobiom, Umwelteinflusse und
eine verdnderte Immunantwort eine Rolle (Zhang and Li 2014). Welchen Anteil die je-
weiligen Faktoren jedoch an der CED-Pathogenese haben, lasst sich nicht pauschal be-
antworten. Denkbar ist, dass sich nur durch das gleichzeitige Auftreten mehrerer Faktoren
Erkrankungsschiibe oder messbare Auswirkungen auf die intestinale Permeabilitat erge-
ben. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen aber nahe, dass moglicherweise die
GDNF-Sekretion von EGC einen Anteil an der Pathogenese von CED hat. Durch die

schon dargelegten Limitationen des In-vitro-Versuchsansatzes konnte diese Frage aller-
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dings nur durch die Verwendung eines fortschrittlichen In-vivo-Modells beantwortet wer-
den. Denkbar ware in diesem Zusammenhang eine medikamentds induzierbare Herunter-

regulation von GDNF in enterischen Gliazellen im Mausmodell.

4.6 CED-Patienten zeigen Veranderungen der GDNF-Expression im Darm.

Patienten, die an einer CED leiden, weisen unterschiedliche strukturelle Verédnderungen
im MDT auf. So wurden beispielsweise Veranderungen in der Expression von Junktions-
proteinen (Landy et al. 2016) beschrieben. Interessant ist die Tatsache, dass Veranderun-
gen der Junktionsproteine auch bei humanen Organoiden von CED-Patienten Bestand
haben, was auf eine Konservierung der Alterationen auf Stammzellniveau hinweist
(d'Aldebert et al. 2020; Meir et al. 2020). Daneben wird dem enterischen Nervensystem
eine mogliche Schlusselrolle in der Pathogenese der CED zugestanden, da unter anderem
isomorphe Verdnderungen des enterischen Nervengeflechtes dokumentiert sind (Pochard
et al. 2018). So wurde in Untersuchungen an MC-Patienten eine verminderte Anzahl an
EGC mit einer reduzierten GDNF-Expression festgestellt. Gleichzeitig war jedoch die
mukosale Expression von GDNF in entziindeten Biopsaten erhéht (von Boyen et al.
2011).

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen dem enterischen Nervensystem und CED
zu detektieren, wurde die Reaktion von kultivierten EGC auf inflammatorische Reize
evaluiert. Zuséatzlich erfolgten bei Vollwand- und Mukosa-Biopsien von CED-Patienten
eine semiquantitative sowie quantitative GDNF-Analyse. In den mit Zytokinen behandel-
ten EGC liel3en sich sowohl die Expression als auch die Sekretion von GDNF durch die
Behandlung steigern. Dies steht im Einklang mit bereits publizierten Daten (von Boyen
et al. 2004) und festigt die Hypothese, dass EGC bzw. GDNF mdglicherweise einen An-
teil an der Pathogenese der beiden Krankheitsbilder haben. Die Analyse der GDNF-Kon-
zentration in Patientenproben hatte zwei unterschiedliche Ergebnisse. In reinen Mukosa-
Biopsien konnte in Proben aus moderat entztindeten Darmabschnitten von MC-Patienten
eine Erhohung der GDNF-Expression festgestellt werden. Stark entziindete Abschnitte
wiesen hingegen keine signifikanten Verénderungen gegeniiber den Kontrollpatienten

auf. Ebenfalls war die GDNF-Expression in entziindeten Abschnitten der Mukosa von
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CU-Patienten erhoht. Jedoch wurde in der Analyse der Vollwandlysate in den stark ent-
zlindeten Abschnitten von MC-Patienten eine erniedrigte GDNF-Konzentration festge-
stellt. In gleicher Weise war die GDNF-Expression in entziindetem Vollwandgewebe von
CU-Patienten vermindert. Um diesen scheinbaren Widerspruch zu erklaren, muss die am
Anfang dieses Abschnitts zitierte Arbeit von von Boyen und Kollegen aus dem Jahre
2011 hinzugezogen werden. In deren Analyse von Mukosa-Biopsien wurde nicht zwi-
schen verschiedenen Entziindungsstadien unterschieden und es wurde eine Erhéhung der
mukosalen GDNF-Expression bei beiden CED-Entitaten festgestellt, was grundsatzlich
unseren Ergebnissen der Mukosa-Analyse von moderat entziindeten Gewebeproben ent-
spricht. Die erhohte GDNF-Expression der Mukosa deuteten von Boyen und Kollegen
als eine unspezifische Reaktion auf inflammatorische Reize, da diese beispielweise auch
bei einer Infektion mit Clostridium difficile auftrat. In der gleichen Arbeit wurde aber
auch eine reduzierte EGC-Population bei MC-Patienten beschrieben. Diese ging mit einer
verminderten GDNF-Expression einher und wurde immunhistochemisch verifiziert. Un-
sere Ergebnisse stutzen diese Hypothese. Die in moderat entziindeten Darmabschnitten
von MC-Patienten festgestellte Erhhung der GDNF-Expression kann als ein Rettungs-
mechanismus der Mukosa infolge der Inflammation interpretiert werden. Hierbei konnte
die vermehrte Expression sowohl durch EGC des Plexus submukosus als auch Enterozy-
ten bedingt sein. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung untermauert, dass im Rah-
men einer akuten Entziindungsreaktion eine Aktivierung von EGC, vornehmlich im Ple-
Xus submukosus, durch eine erhéhte Expression von GFAP, S100R oder GDNF vorliegt
(Villanacci et al. 2008; Steinkamp et al. 2012; Esposito et al. 2014). Die Tatsache, dass
in schwer entzlindeten Darmabschnitten der Patienten keine GDNF-Erhéhung mehr nach-
weisbar war, kénnte Ausdruck dessen sein, dass dieser Mechanismus irgendwann er-
schopft ist. Die in schwer entzlindeten VVollwandproben registrierte verminderte Expres-
sion des neurotrophen Faktors verifiziert indirekt die von der Arbeitsgruppe um von
Boyen beobachtete Degeneration der EGC und steht im Einklang mit histochemischen
Untersuchungen, in denen eine Reduktion von GFAP oder S100R-positiven Zellen bei
Patienten mit einer CED im Plexus myentericus festgestellt werden konnte (Cornet et al.
2001; Villanacci et al. 2008; von Boyen et al. 2011; Bernardini et al. 2012). Dass sich die
GDNF-Expression in VVollwandproben von MC-Patienten mit einem moderaten Inflam-

mations-Score nicht signifikant von den Kontrollen unterschied, deutet tberdies darauf
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hin, dass ein strukturelles Defizit der EGC im Anfangsstadium einer CED durch eine
Hochregulation der GDNF-Ausschittung auf mukosalem Niveau oder durch andere Zell-

typen kompensiert wird.
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5. Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Dissertation wurde das Zusammenspiel von enterischen Gliazellen
(EGC) und Darmepithelzellen (Caco-2) thematisiert, wobei der Fokus auf der Bedeutung
des neurotrophen Faktors GDNF fur die Interaktion zwischen den beiden genannten Zell-
typen lag. Weiterhin wurde evaluiert, ob die Tyrosinkinase RET auch in Darmepithelzel-
len fur die GDNF-Signaltransduktion unter Ruhebedingungen und bei Entziindungen ver-

antwortlich ist.

Als Grundlage diente ein Ko-Kultur-Modell mit Caco-2 und EGC. Durch Permeabilitats-
und Widerstandsmessungen wurden die Auswirkungen von GDNF auf Zell-Monolayer
ermittelt. Effekte auf die Barrieredifferenzierung wurden anhand subkonfluenter Zell-
Monolayer charakterisiert, wohingegen die Auswirkungen auf Entziindungsstimuli an
konfluenten Zellen untersucht wurden. Veranderungen von Junktionsproteinen wurden
mit Immunfluoreszenzfarbungen und Western-Blot-Analysen aufgezeigt. Abschliellend
erfolgte eine Analyse humaner Gewebeproben von Patienten mit und ohne chronisch-

entziindlichen Darmerkrankungen (CED) in Bezug auf deren GDNF-Expression.

Die verwendeten intestinalen Epithelzellen exprimieren die GDNF-Rezeptoren GFRal,
GFRa2, GFRa3 und RET. Nach Etablierung des Kultursystems zeigten Permeabilitats-
messungen, Messungen des Epithelwiderstandes sowie Immunfluoreszenz-Farbungen,
dass die Differenzierung der Darmepithelzellen in der Ko-Kultur mit EGC durch GDNF
vermittelt wird. Zudem war eine GDNF-abhéangige, barrierestabilisierende Wirkung in
einem Inflammationsmodell zu beobachten. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass GDNF-
Effekte auf Enterozyten auch im Darmepithel Gber die RET-Tyrosinkinase mit nachfol-
gender Hemmung des p38-MAPK-Signalwegs bedingt werden. Eine Stimulation der
EGC mit Zytokinen bestétigte eine Hochregulation der GDNF-Expression und Sekretion.

In humanen Proben war intestinales GDNF bei schwerer Entziindung reduziert.

Zusammenfassend wurde erstmalig der Nachweis erbracht, dass von EGC sezerniertes
GDNF die Differenzierung der Barriere in Darmepithelzellen induziert und diese gegen
einen Zytokin-vermittelten Zusammenbruch schiitzt. Dies wird iber eine RET-abhéngige
Regulation der p38-MAPK vermittelt. Die Reduktion der GDNF-Konzentration in trans-
muralen Gewebeproben von Patienten mit CED tragt moglicherweise zur Pathogenese
der CED bei.
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Appendix

I Abklrzungsverzeichnis

15-HETE
S5-HT
BCA

B2M
BDNF
BSA-NGS

CED

Cl
CRISPER
CuU
DAPI
DMEM
Dsc
Dsg
DSS
DTT
E-Cadherin
ECIS
EGC
EGF
ELISA
engl.
ENS
F-Aktin
FCS
FITC
GDNF
GFAP
GFL

15-Hydroxyeicosatetraensaure
Serotonin
Bicinchinon-S&ure-Methode
32-Mikroglobulin

Brain-derived neurotrophic factor

Bovine serum albumine-Normal goat serum: 0,1-prozen-
tiges Rinderserumalbumin mit 10%igem Ziegenserum in
PBS

Chronisch entzundliche Darmerkrankungen
Claudin

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
Colitis Ulcerosa

4",6 Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Dulbeccos’s Modified Eagles Medium
Desmocollin

Desmoglein

Dextran-Sulfat-Sodium

Dithiothreitol

Epitheliales Cadherin

Electric Cellsubstrate Impedance Sensing
Enterische Gliazellen

epidermal growth factor

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Englisch

Enterisches Nervensystem

Filamentéres Aktin

fetales Kélberserum

Fluorescein Isothiocyanat

Glial cell line-derived neurotrophic factor
Saures Gliafaserprotein

GDNF-family Ligands



GFP Grin fluoreszierendes Protein

GFRa GDNF-Familienrezeptor alpha

GPI Glykosylphosphatidinositol

GSH Glutathion

GSNO S-Nitrosogluthation

IFN-y Interferon-gamma

IGF insulin-like growth factor

IL-1B Interleukin-1-beta

ILC3 group 3 innate lymphoid cells

JAM Junktions Adhéasions Molekdil

kDa Kilodalton

LPS Lipopolysaccharide

LTA-SA Lipoteichoensaure aus Staphylokokkus aureus

MAPK Mitogenaktivierte Proteinkinasen

MC Morbus Crohn

MDT Magen-Darm-Trakt

MHC Il Major-histocompatibility complex Il molecules

MLCK Myosin-Leichtketten-Kinase

MTT Tetrazolium-Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
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sgRNA
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Single guide RNA

Small interfering RNA
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Transforming growth factor beta
Toll-like-Rezeptor 2
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Versus
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V Patientencharakteristika der verwendeten Darmgewebeproben

Tabelle 7: Kontrollpatienten

Pseudonym Geschlecht | Alter Diagnose Resektat (verwendetes
(Jahre) Gewebe)

Kontrolle 1 w 64 Kolon ascendens Karzi- Kolon (Mukosa = M)
nom

Kontrolle 34 w 72 Kolon ascendens Karzi- Kolon (Vollwand =
nom VW) / (M)

Kontrolle 35 w 68 Kolon ascendens Karzi- Kolon (VW)
nom

Kontrolle 37 m 72 Rektumkarzinom Kolon (VW/M)

Kontrolle 38 w 57 Rektumkarzinom Kolon (VW/M)

Kontrolle 12 m 44 nicht bekannt lleum (M)

Kontrolle 13 m 73 nicht bekannt lleum (M)

Kontrolle 14 m 71 Kolon ascendens Polyp lleum (VW/M)

Kontrolle 18 m 82 Kolon ascendens Polyp lleum (M)

Kontrolle 19 m 60 Caecum Polyp lleum (VW/M)

Kontrolle 21 w 76 Caecum Karzinom lleum (M)

Kontrolle 24 w 59 NET (neurendokriner Tu- leum (VW/M)
mor)

Kontrolle 25 m 66 NET lleum (VW)

Kontrolle 31 w 46 NET lleum (VW)




Tabelle 8: CED-Patienten

Pseudonym | Geschlecht Alter Diagnose Resektat (verwen-
detes Gewebe)
(Jahre)
Dsg 2 w 55 Morbus Crohn (MC) lleum (M)
Dsg 4 w 26 MC lleum (M)
Dsg 30 w 48 MC lleum (M)
Dsg 31 m 54 MC lleum (M)
Dsg 40 m 53 Colitis ulcerosa (CU) Kolon (M)
Dsg 45 m 48 Cu Kolon (VW/M)
Dsg 52 m 63 CuU Kolon (VW/M)
Dsg 57 m 25 MC lleum (M)
Dsg 59 m 41 Cu Kolon (VW/M)
Dsg 61 m 24 MC lleum (VW)
Dsg 63 m 32 MC lleum (VW)
Dsg 65 w 41 CuU Kolon (VW/M)
Dsg 67 w 45 MC lleum (M)
Dsg 69 m 43 MC lleum, (VW)
Dsg 70 w 22 MC lleum (VW)




Dsg 71 62 MC lleum (VW/M)
Dsg 72 53 CuU Kolon (VW)
Dsg 74 43 MC lleum (VW/M)
Dsg 76 30 MC lleum (VW)
Dsg77 25 Cu Kolon (VW/M)
Dsg 78 31 MC lleum (VW)
Dsg 83 59 CuU Kolon (VW/M)
Dsg 87 18 MC lleum (M)
Dsg 89 67 CuU Kolon (VW/M)






