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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Chronisch entziindliche Darmerkrankungen - MCrohn und Colitis ulcerosa
Die Darmerkrankungen M. Crohn und Colitis ulceragahtren zur Gruppe der
chronisch entzundlichen Darmerkrankungen. Dieseadaikungen stehen wegen ihres
langen, schweren und teilweise mit multiplen Korkgiionen einhergehenden
Verlaufes seit geraumer Zeit im Fokus der Wissesf$chSie sind durch eine
diskontinuierliche, segmentale im ganzen Gastretmtaltrakt alle Wandschichten
betreffende Entziindung (M. Crohn) bzw. eine konériche, die oberflachlichen
Schleimhautschichten mit einbeziehende Entzind@uijt(s ulcerosa) charakterisiert.
Die Hauptlokalisation fur Lasionen bei M. Crohnglieim terminalen lleum bzw.
proximalen Colon, die der Colitis ulcerosa befindeh immer im Rectum und dehnt
sich nachfolgend nach proximal aus. Die Hauptkokagibnen des M. Crohn liegen in
Stenosen des Darmes, Fistelungen und Abszesseerb€blitis ulcerosa in Blutungen

und einem im Vergleich zum M. Crohn weit erhOhtenidftungsrisiko begrindet.

Abb.1. M.Crohn Abb.2. M.Crohn
mikroskopisch: granulomattse Entziindung (Pfeil) moképisch: Stenose (Pfeile-grof3)
Pflastersteinrelief (Pfeile-klein)

Abb.3. Colitis ulcerosa Abb.4. Colitis ulcerosa
makroskopisch: Verlust des Faltenreliefs makrokdpidongitudinale Ulcerationen
Pseudopolypen (Pfeil) (Pfeile)

Quelle: Karlinger K., Gyorke T., Maké E., Mester, Aarjan Z. (2000) - “The epidemiology and the pathogenesis
of inflammatory bowel disease. - " Eur J Radg&H, 154-162



Einleitung

Obwohl sie schon lange bekannt sind, konnte ihrage Ursache noch nicht bestimmt
werden. Viele Studien befassten sich mit der Pahesge der beiden Erkrankungen. So
konnten in den Untersuchungen Indizien dargebragigrden, welche die
Wabhrscheinlichkeit fir ein Auftreten einer chroisentziindlichen Darmerkrankung
erhohen. Unter anderem spielen geographische,setimibzw. genetische Faktoren
sowie bestimmten Verhaltensweisen, Infektionen,egjschen Veranderungen, das
Alter der Probanden sowie deren Geschlecht, vivaile. bakterielle Infektionen sowie
autoimmune Reaktionen eine entscheidende Rolle.

Im Auftreten der chronisch entziindlichen Darmerktangen zeigte sich eine Haufung
im Verlauf des Nord-Sud Geféalles, wobei im Nordereenohere Inzidenz als im Suden
gefunden werden konnte. Diese ,Regel” ist jedoathinhur auf Europa, sondern auch
auf Amerika anwendbar (103, 106). Eine Lactoseurdglichkeit, welche gehauft in
Afrika und in Asien auftritt, scheint ein Selektgworteil bei den chronisch
entzuindlichen Darmerkrankungen zu sein. Populatiomé& dieser Unvertraglichkeit
zeigen ein deutlich reduziertes Risiko einer Erkuang (73).

Bestimmte Bevoélkerungsgruppen zeigen ebenfalls ermeeringerte Inzidenz fur
chronisch entziindliche Darmerkrankungen. So kodrgs fur die in Ungarn lebenden
Roma und Sinti bewiesen werden (53). Bei beidenrdBtungen liegt der erste
Erkrankungsgipfel zwischen 15 und 25 Jahren. Einitenee Haufung dieser
Erkrankungen tritt zwischen dem 50. und 70. Leksnsauf (11, 98). Im Hinblick auf
die Geschlechter ist in der Verteilung ein geringdiserwiegen von maénnlichen
Patienten bei Colitis ulcerosa und eine Haufung weblichen Erkrankten bei M.
Crohn zu beobachten (81, 98).

Auch ist der Nachweis, dass Bestandteile der Nahhmw. deren Zusammensetzung
als definitive Ausléser in Frage kommen, bis jeiizht erbracht. Jedoch ist der Konsum
bestimmter Kohlenhydrate, vor allem raffinierte Kec Alkohole, bestimmte
Fettsauren und sogar von Ballaststoffen mit einer rhokgen
Erkrankungswahrscheinlichkeit in Zusammenhang gérevorden (43, 53, 73, 115).
Des Weiteren zeigen voll gestillte Kinder im Veigke zu Kindern, welche
Flaschennahrung erhielten, eine geringere Inzideam chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen. Diese Kinder scheinen auch déuthiaufiger an chronischen
Bronchitiden zu erkranken als die Vergleichspopartaf25, 36, 60). Moglicherweise ist
eine unzureichende Prasentation von Antigenen mit Flaschennahrung bzw. das
Fehlen von Antikdrpern aus der Muttermilch in deérhen Kindheit ein Faktor, der die

Bereitschaft, eine chronisch entzindliche Darmedknag zu entwickeln, erhoht.
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Einleitung

Neben Nikotin als moglichem Pathogen (25) werdextleoKontrazeptiva in der Genese
der chronisch entztindlichen Darmerkrankungen diskRutEs besteht die Hypothese,
dass es durch die vasokonstriktive Wirkung von Mikbzw. durch die thrombogenen
Eigenschaften der Kontrazeptiva zu einer Mikrothipose mit nachfolgender lokaler
Ischdmie der Mucosa und anschliel3ender erhohterdéameabilitat und Eindringen
von Gallensauren sowie Mikroorganismen kommt (53).

Wegen der familiaren Haufung von Erkrankungen wuwig#fach Uber eine genetische
Pradisposition zur Ausbildung von chronisch entdighédn Darmerkrankungen
spekuliert. Dies zeigt sich daran, das¥/.caller Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen ein ebenfalls betroffenes Fammiigglied aufweisen (53).
Ebenfalls zeigen ca. 50-70% aller Erkrankten eipesitiven Nachweis fur HLA-B27
(86). So konnte am Beispiel des M. Crohn ein ventiges Gen lokalisiert werden.
Dieses Gen liegt auf dem langen Arm des Chromosafq16q) und wird als
NOD2/CARD15 bezeichnet. Bei M. Crohn Patienten Kkenrdort ein Gen-
Polymorphismus nachgewiesen werden, der bei métafad/orhandensein das Risiko
an M. Crohn zu erkranken auf das 20-40fache steiggann. Alle diese Varianten
zeigen eine verminderte Aktivierung von NMB- auf bakterielle Reize (7). Der
Polymorphismus NOD2/CARD15 geht mit einer Haufunigee lleitis, friherem
Krankheitsbeginn und einer Neigung zu Striktureshloig bei Patienten mit M. Crohn
einher. Andere Polymorphismen auf Chromosom 126m&8onnten auch bei Patienten
mit Colitis ulcerosa nachgewiesen werden (7). Diesrde auch bei spéateren
Untersuchungen weiter positiv belegt (79, 92). Abelstehen Parallelen zwischen den
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen und deurabegischen Erkrankung
Multiple Sklerose. Es gibt eine geringe, jedoclistiach signifikant erh6hte Fallzahl
von chronisch entzundlichen Darmerkrankungen in ik@mmit Multipler Sklerose
(44).

Die Idee einer infektiosen Genese der chronisclziewllichen Darmerkrankungen
erhielt zum einen Unterstitzung durch den Nachwe® Escherichia coli in
Biopsieproben von Patienten mit Colitis ulcerosa f2w. durch einen Anstieg der
Inzidenz durch eine Infektion mit atypischen Paraowren, wie dem Masern-Virus in
der Kindheit (77). Jedoch wird von anderen Autorkeine Verbindung einer
Maserninfektion mit dem Auftreten einer chronisahtzéindlichen Darmerkrankung
propagiert (91).

Bei M. Crohn handelt es sich um eine teils ulceetteils granulomatése Entziindung

des Darmes. Granulomatds-ulcerose Entziindungenreand@rgane koénnen zum
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Beispiel durch Mycobacterium leprae i.B. der Haderodurch Mycobacterium bovis
I.B. des Darmes verursacht werden. Aus diesem Grumtl mit dem
pathohistologischen Korrelat einer granulomatdsetziihdung bei M. Crohn und dem
Nachweis von Mycobacterium kansasii in mesentariajgnphknoten eines M. Crohn-
Patienten geriet die Gruppe der Mycobaterien uMerdacht am Auftreten der
chronisch entzindlichen Darmerkrankung M. Crohn vemdantwortlich zu sein.
Ebenfalls konnten in experimentellen Tiermodellem kMycobacterien granulomatdse
Entzindungen des Darmes, ahnlich denen des M. Caobgelost werden (10, 23).
Erstaunlich ist, dass 85% der untersuchten M. Crétatienten und 89% der
Tuberkulose- bzw. Lepra-Patienten, jedoch nur 12%Qblitis ulcerosa Patienten einen
positiven Nachweis von Antikdrpern gegen Mycobaatarparatuberculosis aufwiesen
(38).

Einen weiteren Ansatz zur Klarung der Pathogenesme chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen lieferte die Annahme, dass eshdumtraluminal befindliche
pathogene Substanzen oder Mikroorganismen und leichgeitiges Auftreten von
Mikrotraumata zu einer Uberwindung der epithelial@arriere kommt. Die
nachfolgende Stimulation von Makrophagen und T-Ljogyten bewirkt eine
Immunreaktion.  Die, durch die korpereigene Immunatiow bedingte
Entzindungsreaktion fuhrt zu einer weiteren Schiijgder Mucosa mit nachfolgend
verstarkter Penetration von Pathogenen ins GewRigemindet schlie3lich in einer
sich selbst unterhaltenden, chronischen (Auto)-Imamiwort (53). Eine weitere Studie
an Mausen untermauerte die Rolle des Immunsystendeb Entstehung von chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen. Die Tiere entwiekeldurch eine Mutation eine
chronische Colitis. Dies blieb jedoch bei Tiererelene schon frih (innerhalb von 6
Wochen) appendektomiert wurden, aus (74). Weitente gezeigt werden, dass 80%
der Patienten mit Colitis ulcerosa zirkulierendetik@rper gegen Bestandteile von
Neutrophilen aufweisen (100). Ob jedoch die Antgeir zu der Entwicklung des
chronischen Geschehens beitragen, oder ob sie inen eMarker fir bestimmte
pathogene Allergene darstellen, ist nicht bekah®t). Ahnliches gilt fiir Patienten mit
M. Crohn. Makrophagen und Endothelzellen sowie loeyken und sogar Hepatozyten
scheinen an der immunvermittelten EntzindungsreaMlbeteiligt zu sein (53). Eine
Untersuchung aus dem Jahr 2004 kam zu dem Ergelasis,Leukozyten von M. Crohn
Patienten eine geringere Produktion von IL-8 im gkeich zur Kontrollgruppe
aufwiesen (41). In einer weiteren Studie konntewlern weitere Chemokine und

Cytokine nachgewiesen werden, welche bei Patiemi@nchronisch entziindlichen
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Darmerkrankungen im Vergleich zu gesunden Probaddetlich erhéht waren. Unter
anderem waren unter den genanntenf3|{L-23 sowie das schon zuvor erwéhnte IL-8
(107). Jedoch sind bei den beiden genannten Erkrgah nicht nur der Magen-
Darmtrakt, sondern auch andere Organe und Systeim&ffen. Unter anderem kénnen
die Erkrankungen die Haut (Dermatitis, Erythemaasann), die Augen (Iridozyklitis,
Episkleritis), das muskuloskelettale (Arthritis) wse das urogenitale System
(Urolithiasis) betreffen (53).

Wie bereits angesprochen, ist die Ursache der Brgrankungen bis heute nur
unzureichend verstanden. Neben einer genetischi&disposition sowie Ernadhrungs-
und Umweltfaktoren werden virale bzw. bakteriellafektionen, eine gestérte
Schleimhautbarriere, Entziindungsreaktionen undhisgicer Stress fur die Auslosung
und Unterhaltung dieser Entzindungen diskutiert).(@uf immunhistochemischer
Ebene konnte z.B. eine verstarkte Expression desedde-aktivierten Rezeptor 2
(PAR2) und von Tumornekrosefaktor alpha (TYFaufgezeigt werden. PAR2 ist ein
G-Proteingekoppelter Rezeptor, der unter andererh atark im Gastrointestinaltrakt
nachgewiesen wurde. Er gehort zur Gruppe der Pyetaktivierten Rezeptoren. Dies
umfasst insgesamt vier Mitglieder (PAR1, PAR2, PARBR4). PAR2 kann durch eine
proteolytische Spaltung, z.B. durch Trypsin und @byrypsin, aber auch durch
bestimmte membranstandige Serin-Proteasen (TTSRjeskwerden.

Die oben erwédhnte Studie untersuchte die Aktivigruan PAR2 durch die Mastzell-
Tryptase. Dabei wurden 9 Gewebeproben von Patiemié¢nColitis ulcerosa mit 9
Gewebeproben von gesunden Patienten auf das Vahseid von PAR2 und TN&-
hin mittels Immunhistochemie verglichen (56). Zudewrde in dieser Arbeit die
Sekretion von TNFx durch die humane Mastzell-Zelllinie HMC-1 (humaukemic
mast cell line—1) nach der Aktivierung von PAR2 aufTrypsin, Tryptase und dem
PAR2-aktivierenden Peptid SLIGRL ndher beleuchks. zeigte sich, dass bei den
Gewebeproben von Patienten mit Colitis ulcerosalidaumehr Zellen vorlagen, die
PAR2 oder TNFa exprimierten. Es konnte ebenfalls belegt werdassda. 65% der in
den Gewebeproben nachgewiesenen PAR2 positiverenZalch Tryptase-positive
Zellen waren. 60% der TN&- exprimierenden Zellen waren Tryptase—positive
Mastzellen. Mastzellen wird dabei eine wichtige IRdbei der Auslosung und der
Unterhaltung von Entziindungen durch die Mastzefpliase Uber die Aktivierung von

PAR2 zugeschrieben.
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Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass durcAldieierung von PAR2 entziindliche
Prozesse ausgelost werden kénnen und es sches#t, REeR2 durch seine beinahe
ubiquitare Expression fir den Ablauf eines Entzimg$prozesses eine bedeutende
Rolle spielt. PAR2 ist dabei fur die Ausldsung gilegender Reaktionsmechanismen
wie der Aktivierung von Mastzellen (31), neutroghil (48) und eosinophilen (71)
Granulozyten verantwortlich.

Bisherige Studien konnten zwar eine Mitwirkung V@AR2 und seinen regulierenden
Genen PSTI und T8 bei der Auslésung und Modulatiom Entziindungsprozessen in
vitro bei intestinalen Epithelzellen bzw. in vivoeib Entziindungsmodellen im
Tierversuch nachweisen, jedoch gibt es nur wentgdié&n, die sich mit dem Einfluss
von PAR2 bei chronisch entztindlichen Darmerkrankandes Menschen, wie z.B. M.
Crohn oder Colitis ulcerosa, befassen. Fir PARZ kaimsammenfassend festgestellt
werden, dass es durch die Aktivierung des RezeptardRkelaxation von BlutgefalRen
(40), Hypotension (19, 89), vermehrter Adh&sion dhidration von Leukozyten (111)
und Granulozyten (119), verstarkter GefaRdurchyiesi mit Odem (105) und zu
neurogenen Schmerzen (112) kommt. Aul3erdem zeigtenach der Aktivierung von
PAR2 ein Anstieg von Prostaglandinen und Cytokifi€9). Wie zuvor erwahnt, ist bei
beiden Erkrankungen die genaue Ursache noch nictiewatig geklart, jedoch werden
bei beiden Erkrankungen Theorien Uber eine abndmmaunreaktion, eine gesttrte
Schleimhautbarriere sowie bakterielle bzw. viraliektionen diskutiert. Wir konnten in
der Vergangenheit zeigen, dass es bei chronischatestinalen in vivo
Entziindungsreaktionen wie den chronisch entzinetidbarmerkrankungen M. Crohn
und Colitis ulcerosa fur PAR2 sowie fir die ihn indessenden Gene PSTI und T8 ein

verandertes Expressionsmuster gibt.
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1.2. Die PAR-Familie

Die Proteasaktivierten Rezeptoren (PAR’s) gehdren zu einer in den 90er Jahren des
letzten Jahrhunderts neu entdeckten Klasse v&mo&in gekoppelten Rezeptoren, die,
wie der Name andeutet, durch eine proteolytische Spaltung aktivesdew (29).
Bisher wurden vier Rezeptoren, PAR1 bis PAR4, entdeckt.

Der erste Rezeptor dieser Gruppe, PAR1, der Thrombin—Rezeptor, wurde bei
Untersuchungen, die die Aktivierung von Thrombozyten nadher beleuchten sollte,
identifiziert.

Zwei Arbeitsgruppen klonierten den Rezeptor, der aus 425 Aminosauren hexdeht
die fur einen GProteirgekoppelten Rezeptor typischen 7 hydrophoben Doméanen
enthielt. Die Schnittstelle fir Thrombin liegt zwischen Argfhiond Serifi* (87, 95,

132).

Der zweite Proteasaktivierte Rezeptor, PAR2, wurde bei der Durchsuchung einer
GenBibliothek der Maus mittels eines Primers fir die 6. bzw. 7. trandmanare
Doméane des bovinen Neurokinh Rezeptors entdeckt. Der Klon kodierte fir ein
Protein, welches aus 395 Aminosauren aufgebaut ist und wies zudem haeutlic
Eigenschaften eines Proteaddivierten Rezeptors auf. Der PAR2 zeigte aul3erdem eine
30-prozentige Ubereinstimmung der Aminosauresequenz mit der SequenZR|és P
Rezeptors. Das {terminale Ende besteht aus 46 Aminoséuren, wobei zwischen
Arginin®** und Serif® die Schnittstelle fiir Trypsin zu finden ist (83, 84, 87).

Einer Arbeitsgruppe aus San Francisco gelang es, aus humaner d&@NRrotease
aktivierten Rezeptor 2 zu isolieren. PAR2 des Menschen besteht ausdsEip8aren,

die fur ein aus 397 Aminosauren aufgebautes Protein kodieren. Der humB2eifeA

zu 83 Prozent mit dem MaUdBAR2 (MPAR) identisch (6).

Die Erkenntnis, dass Thrombozyten von Mausen, die kein mPAR1 exprimieremkdnne
trotzdem auf Thrombin reagierten, wéahrend Fibroblasten, welche nabbkweis
ausschlieBlich PAR1 exprimieren, keinen Effekt aufzeigten (24, 8% thg Theorie
nahe, dass weitere Protease—aktivierte Rezeptoren existieren mussen.

Die Suche nach Homologen zwischen PAR1 und PAR2 Sequenzen in der RNA von
Ratten—Thrombozyten fuhrte zur Entdeckung von PAR3. Der humane Rezeptor PAR3
hat eine 28prozentige Ahnlichkeit mit dem humanen PAR1 bzw. PAR2 (49).

Wie PAR1 und PAR2 ist auch PAR3 ein charakteristischd?r@ein gekoppelter
Rezeptor mit einer ThrombiSchnittstelle im extrazellularen -tédrminalen Ende
zwischen Lysif? und Threonir’ (87).
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PAR-ahnliche Sequenzen wurden beim Screening von Seddetenbanken entdeckt
(52, 87). Diese wurden fur die Klonierung von PAR4 verwendet (140). Die Beotea
Schnittstelle befindet sich bei PAR4 zwischen Ardihind Glycirf®. PAR4 ist zu 33

Prozent mit den anderen Protease—aktivierten Rezeptoren identisch (87).

1.2.1. Expressionsmuster der Proteasaktivierten Rezeptoren

Die Proteasaktivierten Rezeptoren sind eine im menschlichen Kérper weit viatarei
Gruppe von Rezeptoren.

PARL1 befindet sich z. B. in humanen Thrombozyten (51), Epithelzellen der huiMane
umbilicalis (72, 85), den glatten Muskelzellen der humanen Blutgefaliei8®ehirn

von Ratten (80), in den Epithelzellen des Gastrointestinaltraktes,eflen ¥on glatter
Muskulatur, den Nervenzellen des Gastrointestinaltraktes (6, 27), denwwAgen der
Ratte (19und in der Haut (108).

PAR2 wird von humanen Granulozyten (neutrophil) (48), von Epithelzellen der
humanen V. umbilicalis (72, 85), Muskelzellen der GefaRwand (30), dem miehsahl
Gehirn (30), dem ersten affarenten Neuron des Rickenmarks (109) und ref@)ie
exprimiert. Besonders stark kann PAR2 im Gastrointestinaltrakigeagesen werden,
hier vor allem in den Epithelzellen des Dammnd Dickdarms, dem Magen, dem
Pankreas und der Leber (6). In den Atemwegen ist PAR2 in den Eplithelzten
glatten Muskelzellen der Luftwege, einigen Drusen und im EndothelGaé#lie
anzutreffen (19, 22, 30). In der Haut zeigt sich PAR2 im Stratum spindSuatum
corneum, den Haarfollikeln, nicht jedoch in Melanozyten (109).

PAR3 ist, wie auch PAR1 und PAR2, in der humanen V. umbilicalis (72) und im
Dunndarm (49) exprimiert.

PAR4 konnte in humanen Thrombozyten (51), im Pankreas und-RingnDickdarm

(52, 140) nachgewiesen werden.

Dabei Ubernehmen die Rezeptoren in Physiologie wie auch Pathophysieicigiige
Aufgaben. In bisherigen Studien konnte nachgewiesen werden, dass die rAkgvie
von PAR2 zur Relaxation von BlutgefaRen (42), Hypotension (21, 96), vermehrter
Adhasion und Migration von Leukozyten (128) und Granulozyten (129), verstarkter
GefaRdurchlassigkeit mit Odem (109) und zu neurogenen Schmerzen (130) fiihrte
Aul3erdem zeigte sich nach der Aktivierung von PAR2 ein Anstieg vongRrodinen

und Cytokinen (123).

Mit dem Nachweis, dass intestinale Epithelzellen auf entziind&tineuli mit einem

Anstieg der I8 Expression reagieren, war es maoglich, die Reaktion der intestinal
10
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Epithelzellen nach Aktivierung des PAR2 zu untersuchen. Eine Studieteetach mit
dem Nachweis von PAR2 und mit der Produktion vor8lund IL-1 in dermalen
Kapillarendothelzellen (104). Diese Ergebnisse sprechen PAR2 eigidddeg bei der

der Initiation und Modulation von entziindlichen Reaktionen zu.

In einer weiteren Studie fuhrte die Aktivierung von PAR2 in nativen El&usu
proinflammatorischen Effekten (13). Andere Studien zeigten fir PARR ei
proinflammatorische Wirkung und wiesen dies in einem PAR2 KiakMaus
Modell bei Tieren mit einem Mangel an PAR2 nach (67). In weit8tadien mit PAR2
Knock-OutMausen konnte im Zusammenhang mit der Aktivierung von PAR2 ebenfalls
eine proinflammatorische Wirkung nachgewiesen werden (39, 101). Die Esgelder
genannten Studien kénnen als weitere Hinweise fir die proinflamnuueri®/irkung

von PAR2 angesehen werden. Zwei Studien zeigten fur PAR2 eine
antiinflammatorische Wirkung auf (40, 54). Alle diese Studien, bis aufdeiten von
Fiorucci et al. (40) und Kawabata et al. (54), welche fir PAR2 eine
antiinflammatorische Wirkung proklamieren, zeigten, dass sich dunehAddtivierung

von PAR2, sei es durch Proteasen wie Trypsin undry@tase oder PAR2

aktivierendem Peptid, proinflammatorische Prozesse auslosen lassen.

1.2.2. Signaltransduktion

Trypsin bindet an den #&rminalen Teil des PAR2 und spaltet diesen zwischen
Arginin®** und Serif. Durch diese Spaltung entsteht ein neuer, verandeffaridinus.
Dieser dient als Ligand, welcher eine intramolekulare Bindung @nepor eingeht.
Beim humanen PAR2 besteht dieser neue Ligand aus den Aminosauren.&esin,
Isoleucin, Glycin, Lysin und Valin (6).

Dass Trypsin eine Spaltung von PAR2 bewirkt, zeigten Versuche ntikdkpern
gegen den Nerminalen Anteil des Rezeptors an der Oberflache von Epithelz8é&
diesen Versuchen wurden zunachst PAR2 exprimierende Epithelzellemrypgin
versetzt. Nachfolgend konnte immunhistochemisch durch das Ausbleiben der
Immunantwort gegen das Oberflachenantigen des Rezeptors die SpaltumAR2
aufgezeigt werden (5). Fur die intramolekulare Bindung des Liganden mmtfdadie
Aktivierung des Rezeptors ist die zweite extrazellulare #ehleon besonderer
Bedeutung (64), da Mutationen in diesem Teil des Rezeptors zu eindichadgut
Reduktion der Signalstarke bzw. Zellantwort nach Stimulation mit Trypsin fihrten (2)
Nachdem die Bindung des Liganden an der zweiten extrazellulareeif&ctes

Rezeptors zu Stande gekommen ist, wird die intrazellulare Phospkdifasktiviert,
11
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was in der Bildung von Inositol-Triphosphat muindete. Dies bewirkte z.B. in
Enterocyten, PAR2-transfizierten Zellen und Tumorzellen einen Anstleg
zytosolischen C&, eine Zunahme von Diacylglycerol und die Aktivierung der Pretein
KinaseC (6, 61, 82, 83).

PAR2 vermittelte Effekte werden wahrscheinlich Uber dig Whtereinheit des
Rezeptors G Ubertragen, da die Signalantwort von PAR2 nicht durch Pertussis—Toxin,
welches das @rotein G hemmt, beeinflusst wird (34). Aul3erdem spricht die Kopplung
von PAR2 an Phospholipasez und das Expressionsmuster des Rezeptors fir gie G
und gegen die Gsubfamilie oder andere Mitglieder dey Gubfamilie. Des Weiteren
kommt es in Enterocyten und PAR2nsfizierten Zellen durch die Aktivierung von
PAR2 zur Freisetzung von Arachidonsdure und zur verstarkten Bildung von
Prostaglandin £ und FRq. Wahrscheinlich fuhrt die Aktivierung von PAR2 zur
Aktivierung von Phospholipase A2 und Cyclooxygendsésl, 87). Substanzen, die die
PAR2-Signalkaskade in Gang bringen, aktivieren zudem Mitadeivierte Protein
Kinasen (MAP- Kinasen) (4, 34).

1.2.3. Desensitisierung

Da Proteasen wie Trypsin PAR2 spalten und damit irreversibeiexkin, konnte dies
prinzipiell zu einer standigen Signalubertragung fiihren. Der gemevidchanismus,
durch den die Signaliibertragung von PAR’s beendet wird, ist gut an Wdhtiengen

des Rhodopsins und dBs—adrenergen Rezeptors beschrieben (4, 87). Jedoch bestehen
gewisse Unterschiede zwischen konventionelleAr@ein gekoppelten Rezeptoren und
den Proteasaktivierten Rezeptoren.

Repetetive Stimulation von Enterozyten und PAR#sfizierten Zellen mit Trypsin
und PAR2aktivierendem Peptid zeigen einen verminderten Anstieg von intrazelal

c& (5).

Dieser nachlassende Effekt von PAR&ivierendem Peptid und Trypsin, gemessen am
intrazellularen C&-Anstieg, lasst auf ein ausgepragtes Regulationssystem schlieRen.
Die durch GProteirgekoppelte Rezeptoren vermittelten Effekte nehmen nach langerer
Zeit der Aktivierung ab. Eine Schlisselrolle fur diesen Aktivitaisige spielen dabei
Proteinkinasen, die zu einer Phosphorylierung der intrazellularen Domdesn
Rezeptors (G&erminale Serin oder ThreonirReste) fuhren. Generell missen dabei
zwei Typen von Kinasen unterschieden werden. Dies sind zum einen-Flieté€n

gekoppelten Rezeptorkinasen und zum anderen Kinasen, welche durch -Second

12
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Messenger aktiviert werden. Die Phosphorylierung deiPr@ein gekoppelten
Rezeptoren kann, je nach Rezeptor, zu einer Konfirmationsanderung d¢xoReze
ausgelost durch bestimmte elektrochemische Wechselwirkungen fuhreneioger
Bindung des Rezeptors nfitArrestinen herbeifiihren. Diese Reaktion @yrrestinen
verhindert bei manchen Rezeptoren die Wiederankopplung d&o@inuntereinheit
bzw. fuhrt durch die Bindung gitArrestin zur Internalisierung des Rezeptors.

Bei PAR2 ist der Mechanismus der Desensitisierung wahrscheiplicteinKinase C
vermittelt, wobei dieser durch Phosphorylierung verandert wird. Beim memBAR2
besteht der neue Ligand aus den Aminosduren Serin, Leucin, Isoleucim, Gijgn
und Valin (6). Die ProteiKinaseC mit ihrer Spezifitat zur Phosphorylierung von
Serin und Threoninresten scheint deshalb eine besondere Rolle zu spielen (5n 34). E
Hinweis fur die Inaktivierung des Rezeptors durch die PreékemaseC liefert die
Aktivierung der Kinase durch PhorbBkter. Die Aktivierung von PAR2 in Enterocyten
und transfizierten Zellen zeigt keinen messbaren Effekt derRi&Rierung, wahrend
eine Hemmung der ProteKinaseC eine Verstarkung der PAR®irkung hervorruft
(87).

Ein weiterer Hinweis fur die Beteiligung der Prot&imaseC wird durch Versuche,
mit einer Mutation des PAR2 im carboxyterminalen Teil belaggra Teil, der fir den
Angriff der ProteinKinaseC und damit fir die Signalterminierung von Bedeutung ist.
Bei dieser Mutation fuhrt eine Aktivierung der Prot&imaseC durch PhorbeEster
nicht zu einer Signalterminierung. Die Mutation bewirkt im Gegkateen tberhthten
Cd* Anstieg und eine geringere Desensitisierung bei wiederholterul&tionen mit
Trypsin und PARzZaktivierendem Peptid (5, 34).

Durch die permanente Bindung des Liganden am Rezeptor erfolgt dietiBekrg
intrazellular gelegener -BroteinRezeptoiKinasen zum PAR2. Bei den-Brotein
RezeptoiKinasen handelt es sich um SefihreoninKinasen, die den aktivierten
Rezeptor im carboxyterminalen Bereich bzw. in der dritten inttddeen Schleife
phosphorylieren (87).

Daraus resultiert nun eine Trennung des Rezeptors voRrotein, was die
Signaltibertragung des Rezeptors im Zytosol beendet.

Die Phosphorylierung wiederum bewirkt eine Translokation Yg#Arrestin vom
Zytosol zur Plasmamembrarf;-Arrestin, ein mit dem Rezeptor interagierendes
Membranprotein, koppelt den Rezeptor an Clathrin und AP2, ein weiteres

Adapterprotein. Nachdem der Rezeptor voAR1@tein entkoppelt wurde, wird er tber
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Bi-Arrestin und ClatrinCoatedPits endozytiert und PAR2 urféi-Arrestin erscheinen
kurze Zeit spéater gleichzeitig in frihen Endosomen (5, 35).

Bi-Arrestin taucht spater wieder im Zytosol auf, wahrend PAR2 indgmen abgebaut
wird. Viele dieser Schritte werden durch 1@ Pasen, im speziellen durch Rabba,
vermittelt (97). Zwei Beobachtungen verdeutlichen, asArrestin flr die Endozytose
von PAR2 von besonderer Bedeutung ist.

Eine Mutation im Bereich der ClathrBindungsstelle vonB;-Arrestin, genaupi-
Arrestin'®1° verhindert eine Endozytose. Zudem zeigt ein PARZant, welcher
unfahig ist, mitB;-Arrestin zu interagieren, eine fehlende Internalisation des Rezept
und eine beeintrachtigte Desensitisierung (87).

Des Weiteren ist am Vorgang der Endozytose auch Dynamin bietélles belegen
Untersuchungen, bei denen es unter GTHa$ektem Dynamin nicht zur Endozytose
kam (97).

Bei herkdmmlichen &rotein gekoppelten Rezeptoren mit I6slichem Liganden ist der
Rezeptor nach der Aktivierung und Bindung de$Gteins an den Rezeptor wieder
aktivierbar.

Wie schon beschrieben, ist die Spaltung von PAR’s und damit deren Akityiem
einmaliger Vorgang, da die Rezeptoren nicht regeneriert werden kdvmedie Zelle
weiterhin fir neue Signale empfangsbereit zu halten, missen newptdten
synthetisiert und/ oder vorhandene in die Membran eingebaut werden. im Zatlen

sind fur PAR2 vorgefertigte Speicher nachweisbar (5). Fir den TrangpoPAR2 aus
dem GolgtApparat sind wiederum GTPasen von Bedeutung. Im Falle des Transportes
zur Zellmembran ist dies Rablla (97). Rablla defekte Zellen, welattdessen
Rabl11aS25N exprimieren, zeigen eine deutliche Ansammlung von PAR2
Speichervesikeln im Golgi—Apparat. Die Uberexpression von Rablla wiedéhum

zu einer schnelleren Erholung der Rezeptorantwort nach repetetinamedionen mit

Trypsin.
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1.2.4. PAR2 aktivierende Proteine

PAR2 kann durch die unterschiedlichsten Proteasen aktiviert werden (49)r&@).
anderem erfolgt die Spaltung und Aktivierung von PAR2 durch Enzyme,
Gerinnungsfaktoren, Proteasen von Mikroorganismen, proteolytische Alleigelien

der Immunabwehr, ein synthetisch hergestelltes Peptid sowie dursbhiegiene
membranstandige SefProteasen.

Zu den Enzymen gehdren vor allem Trypsin und Chymotrypsin. Dies sind Endien

im Gastrointestinaltrakt eine wichtige Rolle bei der Verdauung einnehmen (61)

Ein Komplex der Gerinnungskaskade bestehend aus Gewebsfaktor, Faktor Vila
(Konvertin) und Faktor Xa (aktivierter Stuart—Prower—Faktor) ist eltenh der Lage,
PAR2 zu aktivieren (12).

Des Weiteren ist bekannt, dass Staubmilben, Dermatophagoides pteronyssd
Dermatophagoides farinae tber Proteasen wie Trypsin und Chymotrypsigeveund
damit PAR2 spalten kdnnen.

Die proteolytischen Allergene DerP3 und DerP9 fiihrten in Epithelzeles humanen
Atemtraktes zu einer Ausschiittung von Cytokinen und einem intrazefiu(@ze-
Anstieg mittels Aktivierung von PAR2 (57). Es konnte nachgewiesen weniess
diese Allergene in der Lage, sind Teile von PAR2 zu spalten, wedeim zu den
beschriebenen Effekten bei den Epithelzellen des Bronchialsystents fiibt). Auch

ist eine PAR2 Aktivierung durch Mastzellen (31), neutrophile (48) und eosladghi)
Granulozyten in der Literatur beschrieben.

Fur experimentelle Zwecke wurde ein spezielles Peptid entwickelches aus der
Aminosaurensequenz SeilieucinlsoleucinGlycin-Lysin-Valin besteht und in der
Lage ist, PAR2 selektiv zu aktivieren.

PAR2 kann auch durch membranstandige Sroteasen gespalten werden. Zur
Familie der membrangebundenen Sétmteasen gehodren vier Skbmilien. Die
HAT/ DESC Familie, Corin, die Hepsin/ TMPRSS Familie und degrigtase Familie.

Die membranstandigen Seifroteasen Ubernehmen neben der Aktivierung von PAR2
bedeutende Aufgaben in diversen physiologischen wie auch pathophysiologischen
Zellfunktionen. Vor allem die Hepsin/ TMPRSS Familie sowie detrigtase Familie
sind im Gastrointestinaltrakt weit verbreitet und riicken wegerr Mvestreichenden
Funktionen und dem Potenzial, PAR2 zu aktivieren, immer mehr in den Fokus des
wissenschatftlichen Interesses (15, 17, 32, 33, 50, 59, 93).
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1.3. Die Familie der membranstandigen SerinproteasenTTSP

Die proteolytische Spaltung von Proteinen ist eine fir den menschi@tgamismus
existenzielle Funktion. Diese Funktion wird durch Proteasen wahrgenondieeim

funf Klassen eingeteilt werden kénnen. Dazu gehdren die-Sétneonin, Cystein,
Metallo- und Aspartatproteasen. Die am langsten bekannte Klasse istuppeCaer
SerinProteasen. Trypsin und Chymotrypsin, beides fir die Verdauung essentielle
Enzyme, sind dabei die bekanntesten Vertreter. In den letzten Jadwamrg eine
Unterklasse der SeriRroteasen, die transmembranaren Seroteasen, immer mehr an
Bedeutung. Die transmembrandren Sé&nateasen, kurz TTSP, gehodren zur Familie
der membrangebundenen Sdfroteasen. Zu dieser Familie der Sdthoteasen
gehdren diverse Subgruppen. Die Gruppe der $&oiteasen spielen eine bedeutende
Rolle in diversen physiologischen wie auch pathophysiologischen Zellfunktionésr.
anderem sind sie in Aufgaben bei der Zellentwicklung, der Gerinnung, der
Komplementaktivierung, der Wundheilung, der Verdauung, beiZ&dlinteraktionen,
Entzindungsreaktionen sowie bei Tumorwachstum und Metastasierung eingebunden
(15, 17, 32, 33, 50, 59, 93). Die kirzlich entdeckte Gruppe der transmembranéren Serin
Proteasen sind entweder uber eine Carb¢Xyp 1) oder eine Aminogruppe (Typ II)
zellmembrangebunden, wobei sich der katalytisch wirkende BereichedaiPsotease
extrazellular befindet. Die intrazellulare Kopplung wird bei deangmembranaren
SerinProteasen Uber die Carbes®yuppe (Typ |) oder Uber eine Verbindung der
Aminogruppe ins Zytoplasma (Typ Il) erreicht (46). Nach dieser Natur ergibt

sich die Bezeichnung Typ Il transmembranare Srotease (TTSP). Zu dieser Familie
zahlen bis dato 17 Proteasen (46), welche in vier Subgruppen katalogisibrt
Enterokinase, eine schon seit hundert Jahren bekannte Protease, konnte durch den
Vergleich von Gensequenzen zur Gruppe der TTSP zugeordnet werden, nashdem e
gelungen war, die TTSP Hepsin mittels cDNA zu klonen (58, 65). Mit dem
Fortschreiten des ,Humanen Genom Projektes” war es mdglich rev€iteteasen wie

die Human airway trypsttike Protease (HAT) (143) und TMPRSS2 (90), gefolgt von
Corin (144), Matriptase/ MTSP1 (118), TMPRSS3 (133), TMPRSS4 (125), Spinesi
TMPRSS5 (142), DESC (78, 142), DES@ (127, 142), DESG@ (127, 142)
Matriptase 2 (63) und Matriptase 3 (78) als TTSP’s zu identiizie Die
Katalogisierung erfolgte anhand &ahnlicher phylogenetischer Eigetesthdér Serin
ProteaseRegion, der Zusammensetzung des StaBemeiches und der Lokalisation auf
dem informationstragenden Chromosom. Wie schon beschrieben, bestehen®lise TTS

aus einer intrazellularen Aminogruppe, einer transmembranédren Eielret sich
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extrazellular befindenden, aus unterschiedlichen Bereichen zusametetggeStamm
Region und einem Kkatalytisch wirkenden Sd?notease Bereich. Die Gruppe von
Hepsin/ TMPRSSA stellt bislang die grofdte Subfamilie, gefolgt von der HAT/ DESC
Gruppe, der Matriptas€ruppe und der Corifsruppe dar.

HepsinfTMPRSS subfamily
TMPRSSZ/epitheliasin |\ e}~ C
TMPRSS3TAGD-12  N—=J0x -~ C
TMPRSS4/TMPRSS3  N=L{=  ~ais- C
MSPL NP0 C
Hepsin Nl i C
Enteropeptidase  N-I-Em-O<CD-IIIm-CD-r -l C
HAT/DESC subfamily
HAT  N-I-<l»> C
DESC!  N=Imm-wll» C
DESCZ  N=[IZm- > C
DESC3  N-i——alli» C
Matriptase subfamily
Matriptase/MT-SP1/epithin/TAGD-15 N e == OO~ C
Matriptase-2 N eI~ C
Matriptase-3 N s m— e =l C

Corin subfamily

Corin/LRP4

N=I—T-OOOOOImDO00: < C

7= transmembrane domain == CUB domain

«= LDLA domain
== frizzled domain
-~ MAM domain

- —

group A scavenger receptor domain
-~ SEA domain

- - serine protease domain

AbDb.5.

Quelle: Szabo, R., Wu Q., Dickson, R.B., Net&atett, S., Antalis, T.M., Bugge, T.H. (2003) -
» Type Il transmembrane serine proteases” - Thromb biste®0, 185 - 193
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1.3.1. Die HAT/ DESC Familie

Die HAT/ DESC Familie der TTSP wird hauptsachlich von epithetiaGeweben
exprimiert. HAT wurde im zilientragenden Epithel des Bronchisdsgs und des
Oesophagus nachgewiesen. HAT zeigte in vitro fibrinolytische Epaften (116), ist
ebenfalls in der Lage, PAR2 zu aktivieren (137) und scheint eine Rolider
extravascularen Fibrinstabilisierung zu tbernehmen (146). Die Exqgummessn DESCL
konnte im Epithel der Haut, den Speicheldriisen, dem Oesophagus, den Hoden und der
Prostata aufgezeigt werden (63, 78). Fur DESIizgen die Hauptexpressionsorte im
Bereich der Tonsillen, dem Herzen, der Niere, der Brustdrise, der uha dem
Dunndarm (63, 78). DESG konnte noch keinem Gewebe sicher zugeordnet werden
(114).

1.3.2. Corin

Im menschlichen Herz wurde eine weitere membrangebundenePetgase entdeckt
und nachfolgend als Corin bezeichnet (144). In Studien konnte gezeigt werden, da
Corin in atrialen und ventrikularen cardialen Myozyten exprimiertiwnd die inaktive
Vorstufe des atrialen natriuretischen Peptides -@N&) in die aktive Form (ANP)
umwandeln kann (47, 144, 145). Eine Mutation von Corin bedingt das vollige
Aussetzen der Umwandlung von PABIP in ANP, was vermuten lasst, dass es sich bei
Corin um die Convertase von ANP handelt (138). Eine Fehlfunktion von Corin fiiihrt i
vivo bei Mausen zu Bluthochdruck und Hypertrophie des Herzmuskels.

1.3.3. Die Hepsin/ TMPRSS Familie

Die Enteropeptidase stellt das am besten untersuchte Mitglie&dgpe Hepsin/
TMPRSS dar. Seine Hauptaufgaben liegen im Verdauungstrakt. Entedagepti
wandelt die inaktive Vorstufe Trypsinogen in das stoffwechselaktiypsin um (99).
Trypsin wiederum wandelt verschiedene verdauungsinaktive Vorstufen im eine
proteolytischen Aktivierungskaskade in ihre aktiven Formen um. Unter amdere
werden so Chymotrypsin, Elastase und Lipase aktiviert (37). Eine idtutiatw. ein
Ausfall von Enteropeptidase fiihrt zu chronischer Diarrhoe, generisi@demen und
infantilen Entwicklungsstorungen (99). Die Ursache fur die Funktionsstdnuagente

in Mutationen in verschiedenen Regionen des extrazellularen Stantees
Enteropeptidase identifiziert werden (45).

Die mRNA von TMPRSS2 wurde unter anderem in den Epithelien des

Gastrointestinaltraktes z.B. im Colon, im Dunndarm, im Pancreas, gkoh8ldrisen
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sowie in vielen anderen Geweben wie der Niere, der Lunge, der Brasstdder der
Prostata nachgewiesen werden (90, 126). Die Genexpression wird durch exedrog
reguliert (66). Ein erhohter TMPRSS2 mRNA Level ist zum Beispe einem
androgenabhangigen Prostatakarzinom zu finden (17). Eine deutlich gésteige
Genexpression konnte in colorectalen Karzinomen und Pancreaskarzinomen
nachgewiesen werden (1). Des Weiteren wurde fir TMPRSS2 eineolptistdhe
Aktivierung des humanen Metapneumovirus, einem Atemwegsvirus, sowiesfi®da
Influenza Virus Hamagglutinin aufgezeigt (14, 17). Uber diese TMPZR&rmittelte
Aktivierung ist eine Ausbreitung der Virusinfektion mdglich. Ebenfédtsinte fur
TMPRSS2 ein Zusammenhang zu entzindlichen Veranderungen der Proggaséelier
werden. Diese Entziindungen laufen dabei PAR2 vermittelt ab (8, 137).

Ein weiteres Mitglied der Hepsin/ TMPRSS Familie, TMPRS&8)nte kirzlich mit
kongenitaler Entwicklung in Zusammenhang gebracht werden. Eine Fehlfurkiion
TMPRSS3 fuhrt zu kongenitaler oder einer in der frihen Jugend einsetZBEmaleheit
(102). Auch TMPRSS3 wird im Gastrointestinaltrakt im Dinndarm, demerBas, den
Speicheldrisen, dem Knochenmark, dem Gehirn, der Lunge, dem Hoden, dem Ovar
und der Niere exprimiert (102). Trotz der weiten Verbreitung imsuoelichen Korper

fuhrt eine Funktionsstorung hauptsachlich zu Taubheit, was mdglicheradissEne
Kompensation der TMPRSS3unktion durch andere Proteasen schlieRen lasst. Eine
Uberexpression der TMPRSS3 Genexpression konnte in Ovarialkarzinomen
nachgewiesen werden (125).

TMPRSS4 wird in vielen Geweben des Verdauungssystems und des Ualbigeés
exprimiert. Dies sind unter anderem das Colon, der Dinndarm, der Oesophédglis
Gallenblase. Auffallig ist, dass die Protease ebenfalls in exiklen Karzinomen,
Magen und Leber, Lungen, Ovariat, Schilddrisen Pancreas sowie
Prostatakarzinomen Uberexprimiert ist (133). Fiur das Prostatakarkdoonte eine
Korrelation zwischen dem erhbéhten Expressionsmuster von TMPRSS4 und dem
Tumorwachstum, der Invasivitat und der Metastasierung aufgezeigenv€l8). Eine
Arbeitsgruppe um Chaipan konnte neben TMPRSS2 auch fiur TMPRSS4 eine
Aktivierung des 1918 Influenza Virus und damit eine TMPRSS4 vermittelte
Ausbreitung des Virus im Lungengewebe nachweisen (14).

Wie aus dem Zweitnamen von TMPRSS5, Spinesin, ersichtlich, ist Eiesease vor
allem im Nervensystem zu finden. Das Gen konnte in Axonen und Synapsen von
Nerven nachgewiesen werden, wodurch seine Funktion mdglicherweise in der

Entwicklung und der Regeneration von Nerven begrundet liegt (142).
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Eine weitere Protease dieser Familie, Hepsin, wird hauptsécimMicder Leber
exprimiert (65). In einer in vitro Studie konnte gezeigt werden, dagsin in der Lage

ist, Faktor VII, einen Gerinnungsfaktor, der eine wichtige Rolle extrinsischen
System der Gerinnung einnimmt, zu aktivieren (55). Des Weiteren koRttelen
Hepsin eine Rolle in der Zellentwicklung von Leberzellen zuschreibebeweine
Senkung des Hepsinspiegels zu einer veranderten Zellmorphologie dezellebeund
einer gestorten Zellteilung dieser Zellen fihrte (122). Hepsin kdretEmbryonen der
Maus bereits im ZweZell-Stadium nachgewiesen werden, was neben den Funktionen
bei der Gerinnung und dem Leberzellwachstum eine Rolle bei der Befngcund
Embryogenese vermuten lasst (131). Jedoch ist die Funktion von Hepsinssefied|

fur die Entwicklung und das Wachstum eines Organismus, wie auch fir den
physiologischen Ablauf der Gerinnung und die Leberfunktion. Dies zeigten
Experimente an HepsikinockoutMausen, die trotz fehlender bzw. reduzierter
Expression von Hepsin lebensfahig waren, eine normal ablaufende Gerireigtan z
und sich unaufféallig entwickelten (139, 147). Bei den Tieren konnten ledigliabhte
Level von verschiedenen Leberenzymen, wie der Alkalischen Phosphatase, der
AspartatAminotransferase und der AlarAkminotransferase nachgewiesen werden
(139, 147). Hepsin wurde zudem in humanen Prostatatumoren, Ovarialzellkarzinome
Nierenzellkarzinomen und Hepatomen nachgewiesen (113). Frihere Studien
proklamierten fur Hepsin eine bedeutende Rolle in der Tumorentstehung ({141).
neueren Studien wurde Hepsin zusatzlich eine tumorprogressive sotaiasierende
Wirkung zugeschrieben, wobei eine Inaktivierung von Hepsin durch Antikdrper in
einem MausModell zur Inhibierung der Tumorinvasivitat fuhrte (141). Eine weitere
Studie wies fur Hepsin in einem MaModell ein Zusammenspiel mit Desmosomen
und damit eine Rolle bei Tumorwachstum und Progression nach (70). Heaiohisn

die Auslésung und Modulation von Infektionen eingebunden. Eine Studie konnte
zwischen HBX, einem Bestandteil des humanen Hepatitis B Virus, apditdin vivo

und in vitro Interaktionen nachweisen und legte so flr Hepsin eine Miimgrbei der
Proliferation sowie der Inhibierung der Apoptose bei Leberzellen nbh®).(Eine
weitere Studie beschrieb fur Hepsin nach der Verletzung von broncEipigelzellen
proinflammatorische Funktionen (120).
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1.3.4. Die MatriptaseFamilie (MTSP-1, MTSP-2, MTSP-3)

Eine weitere Familie von TTSP’s ist die Matriptase Familu ihr gehodren die
Matriptase oder MTSR, Matriptase 2 und 3. Von diesen drei Proteasen ist MII &ie

am besten untersuchte. Sie ist vielfaltig im Epithel der Hautn dees
Gastrointestinaltraktes, dem Bronchialsystem, dem Urogenitalttekt Thymus sowie

in Endothelzellen, Monozyten, Granulozyten;L¥mphozyten und in Zellen des
zentralen Nervensystems exprimiert (114). Ein Fehlen von MIT&Rirt bei Mausen
innerhalb von 48 Stunden nach der Geburt zum Tod. Die Versuchstiere zeigten
ausgepragte Veranderungen im Bereich des Stratum corneum, wasneau e
eingeschrankten epidermalen Flissigkeitsbarriere mit unkontralliBrydratation
und Hypothermie fuhrte (68). Des Weiteren bedingt ein Fehlen von epigéenmal
MTSP-1 eine veranderte Entwicklung des epidermalen Haarfollikels (68). &bens
bewirkt das Fehlen von MTSP einen deutlichen Anstieg der Apoptoserate von
unreifen CD4+ und CD8+ Thymozyten (68). Matriptase ist auch verstarkielen
Tumoren exprimiert. Dazu gehdren unter anderem MaimhMiaren, Colon, Leber,
Lungen, Ovariat und Prostatakarzinome sowie Mesotheliome (17). Es wird
angenommen, dass durch MT$Rlie Karzinomentstehung tber eine Aktivierung der
Vorstufen Urokinasé€’lasminogen Aktivator sowie den Hepatoegtewth Faktor (pre
HGF) vermittelt ablauft (17). Fur beide konnte ein Zusammenhang nvétsivem
Wachstum aufgezeigt werden (124). In einem Mausexperiment konntendesve
Wachstum direkt am Beispiel von epidermalem Gewebe lber dieteggder MTSP

1 Expression nachgewiesen werden (17). AuRerdem wurde fur NI TfePeigt, dass es
MTSP-1 vermittelt zu einer Veranderung der Z&#ll Adhasion bzw. zur Aktivierung
von PAR2 und daruber zu Gewebsinvasion und Infektion kommt. Dies beschrieb auch
eine Arbeitsgruppe um Seitz et al., die Untersuchungen an arteratigideen Lasionen
durchfuhrten. Dabei kam es nach Aktivierung von MIISPPAR2 vermittelt, zu einem
Anstieg von Entziindungsmediatoren (88). Eine weitere Studie legte TGP wie
auch for Hepsin nach der Verletzung von bronchialen Epithelzellen
proinflammatorische Funktionen nahe (120). Dies wird weiter durch den Necher
erhohten MTSHL Expression in frihen Leishmanien Infektionen erhartet, bei der
MTSP-1 eine Assoziation in der Pathogenese dieser Infektion zugeschrielvda w
(76). Zudem scheinen MTSP und seine Inhibitoren eine wichtige Rolle bei der
Tumorentstehung und Metastasierung zahlreicher Karzinome sowierkentséehung
und Unterhaltung von Entzindungen zu spielen und werden als potentielle

Tumormarker diskutiert (8, 17, 117, 118, 124). Einige der nachgeschalteteroReakti
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bei der Tumorentstehung und Metastasierung sind unter anderem Uber decyepa
growth Faktor, den Prarokinase Plasminogen Aktivator und, den von uns naher
untersuchten, PAR2 vermittelt (8).

Zusammenfassend koénnen wir feststellen, dass bis heute die Funktion v@nifPAR
Physiologie und Pathophysiologie des Gastrointestinaltraktes noch umn@eichend
verstanden ist.

Um ein besseres Verstandnis der Funktion von PAR2 in Bezug auf
Entzindungsreaktionen zu erhalten, war die Fragestellung dieser ,Adsest
Expressionsmuster der den Rezeptor beeinflussenden Faktoren zu avaliietgsen
Faktoren gehdrt zum Beispiel die Gruppe der membranstandigen-P3etaasen
(TTSP). Bis heute gibt es in der Literatur keine Studien, di&egpsessionsmuster der
membranstandigen Setiroteasen bei Entziindungen, wie den chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen widerspiegeln. Aus diesem Grund haben wir bei vieetéan der
membranstandigen SefRroteasen das Expressionsmuster bei Gewebsbiopsieproben

von Patienten mit M. Crohn und Colitis ulcerosa naher untersucht.
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2.  Allgemeine Materialien

Fir die Punkte 2.1.1. bis 2.2.9. wurden folgende Pipetten (Greiner Bio One (gnbH
2ml Art.Nr.710180, 5ml Art.Nr.606180, 10ml Art.Nr.607180, 25ml Art.Nr.760180 und
50ml Art.Nr.768160) in Verbindung mit einem Pipetboy (Integra Biosciengs)s
eingesetzt. Zudem sind Pipetten mit Volumina zwischen 0,2ul und 1000uIndEppe
), Research, 0;2,5ul Art.Nr.3111 000.114, 0,50pl Art.Nr.3111 000.122, 1000l
Art.Nr.3111 000.149, 20.000ul Art.Nr.3111 000.165) und Filterpipettenspitzen
(Greiner Bio One GmbHaig), 10l Art.Nr.765288, 100ul Art.Nr.772288, 1000ul
Art.Nr.740288) verwendet worden.

2.1. Spezifische Materialien

2.1.1. M. Crohn und Colitis ulcerosa Patientenproben

Bei den Proben handelt es sich um Biogaieben mit einem maximalen Volumen von
2mnt. Die Proben wurden in Form von 10ng/pl cDNA aus Stuttgart -@Rtgart,
Robert Bosch Klinikum, Dr. M. Schmid) bezogen und jede Probe einzelnlsmitte
quantitativer Realime-PCR mit dem entsprechenden Primer/Probe Gemisch
gemessen. Anschlielend bestimmten wir von den jeweiligen Expressgmmster
gemessenen Gene der einzelnen Gewebeproben die Mittelwerte bammnites die

Signifikanz der erhaltenen Messwerte und stellten diese graphisch dar.

2.1.2. RNAlsolierung

FUr unsere Versuchsreihe verwendeten wir die oben genannten Pipatembinmdung
mit ebenfalls oben genannten Filterpipettenspitzen. AuRerdem wurden Eppeéogsrf
(Eppendorfz), 22339 Hamburg, Safeock, 2ml, farblos, Art.Nr.0030 120.094) oder
Cups der Marke Sarstedt (Sarstedf 500 Reagiergefasse, 1,5ml, No./REF 72.690)
eingesetzt. Das Mischen durch Vortexen erfolgte mit einemt@erdMarke Heidolph,
(Heidolph Instruments Gmbkii), Typ Reax 1DR). Wir benutzten eine Zentrifuge
(Eppendorfz), 22339 Hamburg, Centrifuge 5417R, Art.Nr.5407 000.317) mit maximal
14000 Umdrehungen pro Minute.

Die RNA-Isolierung erfolgte mit einem Kit der Firma Quiagen (Quiagen 40724
Hilden, Deutschland, RNeasy Mini Kit, Cat.Nr. 74104), bestehend aus 5GRMea
Columns, 50 Collection Tubes (1,5ml), 50 Collection Tubes (2ml), RNase\¥aeer
(10ml), RLT Lysis Buffer (45ml), RPE Wash Buffer (11ml), RW1 \W&uffer (45ml).
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Der RPE Buffer war bei Lieferung noch nicht einsatzbereit. Voredgen Benutzung
musste der RPE Buffer noch mit 44ml Alkohol abs. versetzt werden.

Weiter bendtigte man fir die RNA IsolierufigMercaptoethanol (Mercleg), 64293
Darmstadt, 50ml, ZA 157356841). -Mercaptoethanol (Merckye, 50ml, ZA
1573506541) mischten wir im Verhaltnis 1:100 mit dem RLT Puffer. D.h. zu 600ul
RLT-Buffer wurden 6plB-Mercaptoethanol (Merclko, 64293 Darmstadt, 50ml, ZA
1573506541) in ein Eppendorf Cup gegeben. Dieses Gemisch wurde kurz gevortext
und konnte so fur die nachsten 4 Wochen gebrauchsfertig bei 4°C im Kuhlschrank
gelagert werden. AulRerdem setzten wir zur RNA Isolierung eiasRN¥ree DNase Set
(Quiagen zs), Art.Nr. 79254), das aus DNase, RNase Free Water und RDD Buffer
bestand. Die in Pulverform gelieferte DNase wurde mit dem &Nmise Water in
Losung gebracht und erreichte so bei 4°C im Kihlschrank eine Haltbackeid
Wochen. Vor der Anwendung fur die RN&olierung mussten je 10ul der geldsten

DNase mit je 70ul RDD Buffer versetzt werden.

2.1.3. cDNA Synthese

Auch fur die cDNA Synthese wurden oben genannte Pipetten und Pipetiemspitz
verwendet. Wie bei der RNA Isolierung, nutzten wir denselben Vort@teidolph
Instruments GmbH11, Typ Reax 1DR) und dieselbe Zentrifuge (Eppendeyf
22339 Hamburg, Centrifuge 5417R, Art.Nr.5407 000.317).

Fur die cDNASynthese verwendeten wir einen Kit der Firma Fermentas (MBI
Fermentas Gmbhhg, Revert Aid First Strand cDNA Sythesis Kit (MBI Fermenta
GmbH (19), Art.Nr.1622). Dieser enthalt 1,5ml destilliertes Wasser, 120pl Random
Hexamer Primer (0,2pug/ml), 120ul Ribonuclease Inhibitor (20U/ul), 288IP Mix
(10mM), 240ul MMuLV Reverse Transcriptase (200U/ul), 40ul Control Primer
(10pmol/ul) und 120ul Oligo (dT) 18 Primer (0,5ug/ul). Die cDNA Syrghgarde in
einem Thermocycler (Landgraf Laborgerag, Typ - Varius V) durchgefuhrt. Die
Temperatw und Zykluseinstellungen wurden den Anweisungen der Firma- MBI
Fermentas entsprechend am Thermocycler vorgenommen. Diese werddilim

Methoden 2.2.6. genauer beschrieben.
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2.1.4. Quantitative RealTime-PCR

Fir die Quantitative Redlime-PCR wurden folgende Materialien benutzt:

96 Well Optical Reaction Plate (Part.Nr.4306737) der Firma AppliedyBtemsy) in
Kombination mit Optical Caps (Part.Nr.4323032) und das ABI Prism 7700 Sequence
Detection System desselben Herstellers.

Auch fur die Quantitative Redlime-PCR nutzten wir bei der RNAolierung und der
cDNA-Synthese die gleichen Pipetten und Pipettenspitzen, dieselbe Zentrifug
(Eppendorf (75, Centrifuge 5417R Art.Nr.5407 000.317) und denselben Vortexer
(Heidolph Instruments GmbHh), Typ Reax 1DR).

Die eingesetzten Primer bzw. fluoreszierenden Gensonden (Probed@nwzmvor
individuell gefertigt. Verwendet wurden Primer und Probes von AppliedySiesis,)

und SigmaAldrich (xq)/ SigmaGeniosysg). Die quantitative PCR wurde au3erdem mit
einem Kit von Applied Biosystemsz, TaqgMan Universal PCR Master Mix
(Part.Nr.4304437), welcher AmpliTag Gold DNA Polymerase, AMPErasesG,UN
dNTPs (Nucleotidtrisphosphate), dUNPs und optimierte Puffer enthélt, durchgefuhrt.
Zudem wurden die PsPeveloped Assay Reagents, Human IL8 (20x) (Applied
Biosystems(), Art.Nr.4327042F, 4 x 125ul), 18s Ribosomal RNA (20x) (Applied
Biosystemsy), Art.Nr.4310875, 2 x 500pl) eingesetzt. Dabei diente IL8 als Marker fur
die Entzindungsaktivitat bzw. 18s als Housekeefrg.

Alle Untersuchungen mittels quantitativer Ré&ahe-PCR wurden mit Molecular
Biology Grade Water (1 Liter, Eppendesf Art.Nr.0032006.159) durchgefihrt.

2.1.5. Konventionelle PCR

Fur die konventionelle PCR bendétigten wir dieselben Primer wie #imgdantitative
RealTime-PCR. Zusatzlich wurden eine TagDNA Polymerase (Roghs,
Art.Nr.1146173), 10xBuffer + Mg (Rochgyz), Art.Nr.1271318) und ein dNFRIix
(MBI Fermentas GmbkHhg), Art.Nr.R0192) eingesetzt. Wir benutzten Eppendorf Cups
(Eppendorfz), SafeLock, 500ul, farblos, Art.Nr.003021.023) und fiir die PCR einen
Thermocycler der Firma Landgraf (Landgraf Laborgegasevarius V).

2.1.6. Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese wurde ein Agar@s# verwendet, das, je nach
nachzuweisendem Produkt bzw. dessen Anzahl an Basenpaaren, eine Koozentrati
zwischen 1% und 3% besal3. Bei PER®dukten die aus 100 bis 250 Basenpaaren

bestehen, nutzten wir Agare&ele mit einer Konzentration von 3%, bei PCR
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Produkten mit mehr als 1000 Basenpaaren dagegen Agaeb$@®nzentrationen von
1%. Da die meisten PCRrodukte unserer Experimente zwischen 50 und 150
Basenpaaren enthielten, wurde eine Agarose (SHjarich (g, Art.Nr.A2790)
eingesetzt, die fur die von uns verwendeten Peptide und deren Anzahlespd&asn
geeignet war. Diese konnte DNA Fragmente zwischen 50 und 1000 Basenpaar
separieren. Fur die Gelelektrophorese kam ein-PBfer (BioRad), 10x Tris/Boric
Acid/EDTA (TBE), 1L, Art.Nr.1620733) zum Einsatz der zuvor noch verdinnt werden
musste. Die Gelelektrophorese wurde in einer GelelektophoresekdBigraaAldrich

9, Typ SHU13) und einer Stromquelle (BioRag Modell 200/2.0 Power Supply)
durchgefuhrt. Die Abdichtung der Gelkammer bei der Herstellung dés gBelgte
mithilfe von Tesaband (Tesgy) Extra Power Gewebeband). Die cDNA wurde mit
Ethidiumbromid (Sigm&Aldrich (29, 10ml, Art.Nr.E1510) im Gel markiert. Des
Weiteren wurde die cDNA fur die Verlaufskontrolle der Elektrophonese einem
Farbstoff (MBI Fermentas Gmbldg), 6x Loading Dye Solution, Art.Nr.R0611) in
Eppendorf Cups (Eppendorf, SafeLock, 500ul, farblos, Art.Nr.003021.023)
angefarbt. Um die GroRR3e des PERoduktes abschatzen zu kénnen, diente uns als
Referenz ein GeneRuler (MBI Fermentas GmbJl Art.Nr.SM0241). Dieser enthielt
Fragmente von 80, 100, 200 usw. Basenpaaren. Die Auswertung des Gels gasahah
UV-Licht (MWG Biotech,2) und wurde mit Kamera und Drucker (Biophotonics Corp.
), Gelprint 1000i) dokumentiert.
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2.2. Methoden

2.2.1. M. Crohn und Colitis ulcerosa Patientenproben

Wie bereits erwahnt bezogen wir die cDNA der Patientenbiopsierstaftgart. Die
Proben wurden im Robert Bosch Klinikum durch die Arbeitsgruppe um Dr. 8chumi
Beginn mit einem Skalpell Grof3e 11 (Dr. Junghans medgigalrt.Nr.8902481) in
madglichst kleine Teile zerlegt und anschliel3end in ein 2ml Eppendor§€agben, mit

600 pul RLT und 1% -Mercaptoethanol versetzt und mittels Ultraschallsonde (B.Braun
) LabSonicU Art.Nr.853972/3) weiter zerkleinert. Aus dem erhaltenent lwysede

dann, wie im Kapitel 2.2.5. beschrieben, mittels Quiagen Kit die Rdghert. Bereits

in Stuttgart untersuchte man die Proben histopathologisch, um das Ausmal3 de

Entziindung zu bestimmen.

2.2.2.RNA-Isolierung

Zu Beginn musste das Medium aus der Zellkulturflasche (Cellstmue Culture
Flasks, 75 cm2, 250 ml, Greiner Bio One Gmid) Cat.658170) oder dem 6 Well
Plate (Greiner Bio One Gmbf), Art.Nr.657160) entfernt und dann der Zellrasen mit
10 ml PBS, welches danach wiederum abgesaugt wurde, gewaschen \ixaden.
Vorlegen von 5 ml PBS wurden die Zellen mit einem Cell Scrapegifier Bio One
GmbH (10, Cat.541070) in die L6sung geschabt. Dabei sollte darauf geachtet werden,
dass vom Flaschenende zum Flaschenhals und nicht wieder zuriick geartkiteas

so gewonnene Zell/lPBSemisch gaben wir nachfolgend in ein Testtube (Cellstar PP
Testtubes, Rohrchen 50 ml, Greiner Bio One Gmji Cat.Nr.227261) und
zentrifugierten es fir 3 Minuten bei 1200 U/min. Danach wurde der @berst
abgesaugt.

Die folgenden Arbeitsschritte zur RNI&olierung wurden mit dem RNeasy Mini Kit
(50)( Quiagengs), Cat. 74104) der Firma Quiagen durchgefiihrt. Auf die Zellen wurde
jetzt 600 pl RLT Buffer/B-Mercaptoethanol (Merckzo, 50ml, ZA 157350641)
gegeben. Mit einer Pipette sollte solange gemischt werdenjngishemogene zah
flissige Losung entsteht. Diese LOsung wurde nun auf die ShiBdder
(QlAshredder (50), Qiuagen, Cat. 79654) pipettiert und bei 14000 U/min fur 2evlinut
zentrifugiert. Den Einsatz des Shredders verwarfen wir veesetias Gemisch danach
mit 600 pl 70% Ethanol absolut (Riedd Haenye), 32205). 700 pl dieser Probe gaben
wir nun auf die RNase Mini Column und zentrifugierten diese bei 8000nUi{m 15

Sekunden. Die im Collection Tube befindliche Flussigkeit musste entf@rden. Die
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RNA befand sich vorerst im Einsatz der RNeasy Mini Column. Nachm de
Zentrifugieren konnte die Flussigkeit im Collection Tube deshalb \toiermer
verworfen werden.

Im Anschluss gaben wir den Rest des Eth#&winisches auf die Saule und
wiederholten den vorangegangenen Arbeitsschritt. Dann wurden 700 pl RWt Buff
die Saule pipettiert und wieder fur 15 Sekunden bei 8000 U/min zentrifuter
nachsten Schritt mischten wir 10 pl DNase und 70 pul RDD BuffedamsRNase Free
DNase Set (50, Quiagess), Cat. 79254) und pipettierten das Gemisch auf die Saule.
Nach einer Wirkzeit von 15 Minuten bei-30°C. wurde die Saule auf ein neues 2ml
Collection Tube gesetzt, 500 ul RPE Buffer hinzupipettiert und nochfiiald5
Sekunden bei 8000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum YenvbDer
letzte Arbeitsgang musste wiederholt und das Gemisch fiur e&@tktinuten bei 14000
U/min zentrifugiert werden. Um alle Pufferreste zu entfernemfifugierten wir ein
weiteres Mal fur 1 Minute auf einem neuen Collection Tube bei 14000nUDer
Sauleneinsatz wurde nachfolgend auf ein neues Cup (Sassiei0 Reagiergefasse,
1,5ml, No./REF 72.690) gegeben und mit 25 pl RNase Free Water versehatie Um
RNA aus dem Einsatz zu waschen, zentrifugierten wir wiedeiiurh Minute bei 8000
U/min mit 251 RNase Free Water. Dieses Procedere sodte wiederholen. Bei zu
erwartender geringer RNKonzentration sollte nur mit 2x 25ul Wasser gewaschen
werden. Sollten hohere Mengen an RNA zu erwarten sein, kann das VolorRéfaae

Free Water erhoht werden. Die gewonnene RNA sollte208C gelagert werden.

2.2.3.cDNA-Synthese

Zu Beginn wurde die genaue RNfonzentration des Isolates im Photometer
(Amersham Bioscienceg), Pharmacia, GeneQuant, Art.Nr.-800198) bestimmt. Fur

den Einsatz des Photometers (Amersham BiosciepgePharmacia, GeneQuant,
Art.Nr. 80-210198) wurde zunachst mit 80ul RNase Free Water (QuiggeRNeasy

Mini Kit) in der 10mn? Micro-Quarzkiivette (Hellmayz), Art.Nr.105.202QS) der
Referenzstandard eingestellt. Danach pipettierten wir 8ul deorgeenen RNA und
72ul RNase Free Water (Quiages), RNeasy Mini Kit) in die 10mrh Micro-
Quarzkivette der Firma Hellma) (Best.Nr. 105.200S) und mafien die Extinktion

bei 260nm. Die genaue RNA Konzentration ergab sich aus dem Produkt der zuvor
bestimmten Extinktion bei 260nm und dem Faktor 0,4. Aus der errechneten

Konzentration konnte das Volumen errechnet werden, welches 2 ug RNA enthielt.
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Fir jede cDNASynthese setzten wir 1pg RNA und einen Kit der Firma MBI Eatas
(MBI Fermentas Gmbhhg), Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit (#K 1622))
ein.

Alle folgenden Arbeitsschritte aufRerhalb des Thermocyclers wurdgén Eés
durchgefihrt.

Das zuvor bestimmte Volumen mit 1 pg RNA wurde in ein Eppendorf Canstéslt

«28), 500 Reagiergefalle, 500ul, No./REF 72.690 oder Eppegglo8afeLock, 500ul,
farblos, Art.Nr.0036121.023) gegeben und mit deionisiertem Wasser kombiniert. Das
so vorlaufig erhaltene Volumen aus RNA/Wasser betrug 11pl. Im e#ciSsthritt
wurde 1pl Random Hexamer Primer hinzugefiigt und das Gemisch nacmkbuzeh
mischen im Thermocycler (Landgraf Laborger@ie Varius V) fur 5 Minuten bei 70°C
inkubiert. Nach Zugabe von 4ul Reaction Buffer, 1ul RNAdgbitor und 2ul dNTP

Mix im anschlieenden Schritt verblieb das Cup fur 15 Minuten bei 25 °C im
Thermocycler. Im letzten Arbeitsgang wurde das Cup nach Addition voMaMuL
Reverse Transcriptase (200U/ul) 10 Minuten bei 25°C inkubiert. Die Sgthéolgte

nun fur 60 Minuten bei 42°C. Durch Aufheizen auf 70°C fur 10 Minuten wird die
Reaktion beendet. Die bei der Transkription gewonnene cDNA wird dann 1 zum125
Wasser (Water, Molecular Biology Grade, 1l, EppenggrfOrder.No. 0032006.159)

verdunnt, alliquotiert und be20°C gelagert.

2.2.4.Quantitative Real-Time-PCR

Die zuvor synthetisierte cDNA wurde in 5ul Volumina in die entdpeaden Wells
pipettiert. Es empfiehlt sich erst ein Pipettierschema ziellens, um Irrtimern beim
Pipettieren vorzubeugen bzw. die spatere Auswertung zu erleichtern.

Da die Probes lichtempfindlich reagieren, wurde vorher, um das PBipettizu
beschleunigen, ein Mastermix zusammengestellt. Dieser wurde Bppendorf Cup
(Eppendorf 7, SafeLock, farblos, Art.Nr.0030 120.094) gegeben und bestand aus
folgenden Einzelkomponenten: 12,5ul TagMan Universal Mastermix, 2,5ul Ebrwar
Primer, 2,5ul ReversBrimer, 1ul Probe und 1,5ul Wasser. Je nach bendtigter Menge
wurde ein Vielfaches der Einzelkomponenten pipettiert.

Der entstandene Mastermix wurde in Volumina zu 20ul auf die enitsgorée cDNA
gegeben.

Um gute Ergebnisse zu erhalten, nahmen wir am Thermocyclenfl@deinstellungen
vor. Initial wurde das Gemisch fur 2 Minuten auf 50°C aufgeheizt. Dias

erforderlich, um eine optimale AmpErase UNG Enzym Aktivitat swd@hrleisten.
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Danach wurde fur 10 Minuten eine Temperatur von 95°C bendtigt, um die AmpliTa
Gold Polymerase zu aktivieren. Die dann ablaufenden 40 Zyklen wechaeitahen
15 Sekunden bei 95°C und 1 Minute bei 60°C.

Bei der PCR wird ein definiertes Stiick cDNA, das durch zwen@ribegrenzt ist, in
immer wieder aufeinander folgenden Reaktionen in wvienanehrt. Die Quantifizierung
der synthetisierten PGRrodukte in der quantitativen ReBime-PCR erfolgt durch
kontinuierliche Erfassung laserinduzierter Fluoreszenzsignalee [B@male werden
von in der Reaktion enthaltenen Fluoreszenzfarbstoffen emittiert. MBTR
Produktmenge ist dabei direkt proportional zur Intensitat des eneittier
Fluoreszenzsignals. Es wird davon ausgegangen, dass mit dem Ulersctes
Fluoreszenzschwellenwertes, Threshold genannt, in jeder gemesseberdiérgleiche
Kopienzahl der zu analysierenden DM#&quenz enthalten ist. Als -@fert, auch
Threshold Cycle bezeichnet, wird der PR&i&klus spezifiziert, bei dem der
Schwellenwert Uberschritten wird. Dies ist die Zykluszahl, bisdeu die linearen
Verhéltnisse des exponentiellen Wachstums gelten. Die TagPobkergmathetisiert im
idealisierten Fall den cDN#trang nach der Formel: Anzahl der cDi$#range nach n
Zyklen = 2'. Dieser wird von den zu untersuchenden Genen bestimmt.

In einem vorgeschalteten Lauf wurde mit definierten cBDW&dinnungsreihen in
Schritten tGber mindestens 5 Zehnerpotenzen, die Konzentration bestintat, sicth
die endogene Kontrolle (18s) und das zu bestimmende Gen linear zueinahdkene
Dies war nétig, um zu gewdahren, dass sich die eingesetzten Gemeschiedenen
Konzentrationen gleich verhalten. Es wurde dann fur weitere Messungerzuvor
beschrieben, die Konzentration gewdahlt, welche gleiches Verhalten di@r
Genexpressionen erwarten liel3.

Die gewonnenen Daten wurden nun mittels Microsoft Exel ausgewertet.

Der CT Wert eines Genes wurde nun von den sogenannten Houskeeping Genen (18s
oder GAPDH) subtrahiert. Die erhaltenen Differenzen wurden nun nockorakinem
Normwert (gesunder Patient, nicht stimulierte Zelle) subtrahied das Ergebnis als
Potenz zur Basis 2 gestellt. Die berechnete Zahl gab die Erhéhwngd/brringerung

der Genexpression wieder.
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2.2.5. Konventionelle PCR

Zu Beginn wurden alle Reagenzien zentrifugiert (EppenggriCentrifuge 5417R,
Art.Nr.5407 000.317) und anschlieRend auf Eis gelagert. In ein 500ul Eppendorf Cup
(Eppendorf 7, SafeLock, 500ul, farblos, Art.Nr.003021.023) wurden jetzt 5Spl
10xPuffer+Md*, 1ul dNTRMix, je 0,5u1 Reverseund ForwarePrimer, die 2,4ul
TagPolymerase und zuletzt 2ul cDNA pipettiert. Auf dieses Gdmggben wir nun
noch 38,6 pl steriles destilliertes Wasser, um ein Endvolumen von 5@eghaten. Der
Inhalt des Eppendorf Cups wurde nochmals gemischt (Heidolph Instrumebts @Gim
Reax 1DR) und zentrifugiert. Auf den fertigen Losungsansatz der W@#e im
nachsten Schritt noch 1 Tropfen Mineral Ol (Sighldrich (0, Mineral Oil,
Art.Nr.M5904) gegeben, um das Gemisch vor Verdunstung zu schitzen. len letzt
Arbeitsgang wurde das Eppendorf Cup in den Thermocycler (Landgraf leafitegy),
Varius V) gestellt und die PCR gestartet.

2.2.6. Gelelektrophorese

Die nachfolgende Methodik der Gelelektrophorese beschreibt die Adbeitss zur
Herstellung eines 3%igen Agare&els. Alle anders konzentrierten Agardsele
wurden auf die gleiche Weise hergestellt bzw. es wurde bei dkslet@trophorese
gleichartig verfahren.

Zu Beginn wogen wir 1,5g Agarose flr ein 3%iges Agafesemit der Waage (Mettler

1)y Typ AE163) ab. Die 1,59 Agarose ergeben sich aus der Endmasselldsurige

von 50ml bzw. 50g. Die Agarose wurde nachfolgend in 50ml -PBEHer in einem
Erlenmyerkolben geldst und in der Mikrowelle (Whirlpeg), VIP 20) bei 900 Watt fir

2-3 Minuten belassen. In dieser Zeit bereiteten wir die GelkamareD.h. die offenen
Seitenflachen wurden mit Tesaband (Tgsa Extra Power Gewebeband) verschlossen
und der die Taschen bildende Kamm eingesetzt. Die ElektrophoresekdBigrea
Aldrich (29, Typ SHU13) wurde jetzt mit TBPuffer (BioRada), 10x Tris/Boric
Acid/EDTA (TBE), 1L, Art.Nr.1620733) geflllt, so dass spater das gesamte Gel von
TBE-Puffer bedeckt war. Fir den folgenden Arbeitsgang sollten zum Schuotz de
Gesundheit Vorsichtsmal3Bnahmen getroffen werden. Da Ethidiumbromid (Sigma
Aldrich (29, 10ml, Art.Nr.E1510) hochgiftig ist, mussen NiHiandschuhe
(Haddenham Healthcare, SafeEx, Art.Nr.371714) getragen werden. Die ankn st
erhitzte Agarose/TBPufferLésung wurde jetzt unter flieRendem Wasser leicht
abgekuhlt, 1pl Ethidiumbromid hinzugefiigt und unter leichtem Schwenken kurz

durchmischt. Die Agarose/TBEuffer/Ethidiumbromiel6sung gossen wir nun, ohne
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Blasen zu verursachen, vorsichtig in die Gelkammer. Nach ca. 60 Mivatetias Gel
milchig geworden und damit einsatzbereit. Die Seitenteile Pee®h wurden, wie auch

der Kamm, entfernt und das Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt.

Die cDNA musste vor dem Einsetzten in die Gelkammer noch ner €i6sung (MBI
Fermentas Gmbldg), 6x Loading Dye, Art.Nr.R0611) gefarbt werden.

Dies war notwendig, um den Stand der Elektrophorese ohntith beurteilen zu
konnen. Dazu wurden 13ul cDNA und 2ul Farbstoff in ein Eppendorf Cup (Eppendorf
), SafeLock, 500ul, farblos, Art.Nr.003021.023) gegeben, durchgemischt und in
eine Tasche des Agare&els pipettiert. In eine ausgewéhlte Tasche des Gels setzten
wir nun den Referenzmarker (MBI Fermentas Gmbli GeneRuler, Art.Nr.SM0241)

ein und nach Anschluss an die Stromquelle (Bioga®odell 200/2.0 Power Supply)
konnte die Elektrophorese gestartet werden.

Nach 1 bis 2 Stunden kontrollierten und dokumentierten wir anschlieRend e@dsmiErg
der Elektrophorese bzw. der PCR unter-Ught (MWG Biotech (o), mit Kamera
(Biophotonics Corp.s), Gelprint 1000i) und Drucker (Sony Corp.). Anhand des
Referenzmarkers und der bekannten Anzahl an Basenpaaren déy@tDRtes, konnte

jetzt eine Aussage uber das Ergebnis der PCR getroffen werden.

2.2.7.Statistische Testverfahren

Alle Daten wurden nach der Erhebung auf ihre statistische Sigmifilkdaerprift. Daftr
wurden der Mittelwert, die Standardabweichung, der ,error of the meanfe die
Konfidenzintervalle fur alle erhaltenen Daten erhoben. Fir die Gruppésicary
wurde der StudentT-Test verwendet. Die Signifikanz wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 angenommen. Als signifikant gak&fene
<0,05 mit jeweils entsprechendem 9%¥¥%nfidenzintervall. Alle gemessenen Daten

bzw. erhobenen Unterschiede erwiesen sich als statistisch signifikant.
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Ergebnisse

3. Ergebnisse

Nachdem in unserer ersten Studie die ExpressionhrPAR2, PSTI und T8 in vivo
bei den chronisch entzindlichen Darmerkrankunges Menschen M. Crohn und
Colitis ulcerosa untersucht wurde, stellte sichkfigge nach dem Verénderungen PAR2
beeinflussender Faktoren, wie z.B. den membrangf@ndSerin Proteasen (TTSP).
Deshalb wurden Schleimhautproben einer Kontrollgeumit gesundem Darm (griiner
Balken) mit solchen von an chronisch entziindlicbanmerkrankungen wie M. Crohn
bzw. Colitis ulcerosa Erkrankten verglichen. Nadr Gewinnung der Epithelzellen
erfolgte die Isolierung der RNA und die Messung dgy. Gene mittels quantitativer
Real-Time-PCR.

Die Gewebeproben von den Patienten mit M. CrohnQuoidis ulcerosa wurden weiter,
entsprechend dem histopathologischen Befund, diiigert. Proben die
histopathologisch eine Entziindung zeigten, wurdetien folgenden Diagrammen mit
rotem Balken, Proben von Patienten mit chronisdzierlichen Darmerkrankungen,
die histopathologisch einen Normalbefund aufwiesgarden mit einem rot-griinen
Balken dargestellt.

In den nachfolgenden Diagrammen werden die Expressin IL8, PAR2, PSTI, T8,
TMPRSS2, TMPRSS4, MTSP-1 und Hepsin in den Schlautgroben von Patienten
mit M. Crohn und Colitis ulcerosa gezeigt. Dabeainsinen die Diagramme und Daten
fur IL8, PAR2, PSTI und T8 aus der vorherigen AtbgRegulation der PAR2
Genexpression durch entzundliche Stimuli im Intesti”.

In den Grafiken werden die Balken, welche statistisignifikante (p<0,05) Ergebnisse
darstellen mit einem Sternchen gekennzeichnet. Au3erdem sind in jedem Diagramm

die Standardabweichungen wiedergegeben.
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Ergebnisse - Gewebeproben von Patienten mit M. Crohn

3.1. Gewebeproben von M. Crohn Patienten

Die statistisch signifikante Steigerung der IL8 Expression (p<diéB)sich bei den
entziindeten Proben (Abb.3.1b.) im terminalen lleum (12fach), im Caecurh)(8fat

im Sigma (17fach) nachweisen. Bei den nicht entziindeten Proben (Abb.3.4d.8wa
gesteigert, lag jedoch unter der Expression der entzindeten Praipeingles lleum
7,5fach, Caecum 3,1fach, Sigma 14,6fach). Auffallig war eine verande8e |
Expression im Rectum, die bei den nicht entzindlichen Proben (Abb.3.1a.) 34,8fach

und bei den entziindeten Proben (Abb.3.1b.) 14,5fach gesteigert war.

IL8 M.Crohn - histopath. o0.p.B.
g 40 34814 %
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gesunde Probe term. lleum Coecum Sigma Rectum
* p<0,05 Biopsie
’ Abb.3.1a.
Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitdr Diagnose: M. Crohn

Probenanzahl: n-krank-nicht entziindet: term. lleum:10, Coecum:10, SigmRaeXtum:6
n-gesund: term. lleum:11, Coecum:11, Sigma:11, Redidim
Methode: quantitative Realime-PCR

IL8 M.Crohn - histopath. entziindlich verandert
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gesunde Probe  term. lleum Coecum Sigma Rectum
* p<0,05 BiOpSie
Abb.3.1b.
Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: M. Crohn

Probenanzahl: n-krankentziindet: term. lleum:11, Coecum:8, Sigma:10, lRecil
n-gesund: lleum:11, Coecum:11, Sigma:11, Rectum:10
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Ergebnisse - Gewebeproben von Patienten mit M. Crohn

Im Vergleich von entzindlich veranderten M. Crohn—Proben (Abb.3.1d.) und nicht
entziuindlich veranderten (Abb.3.1c.) zeigte sich eine gering verringefie2
Expression (0,8fach) im Bereich des terminalen lleums bei den amtiiindeten
Proben, wahrend bei den entziindeten Proben kaum eine Veranderung der PAR2
Aktivitat vorlag (0,9 bis 1,3fach). Bei den restlichen nicht entziindeten Proben liel3 sich
eine Steigerung der PAR2 Aktivitat bis auf das 3,1fache nachweisen.

PAR2 M.Crohn - histopath. o0.p.B.
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Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitdr Diagnose: M. Crohn

Probenanzahl: n-krank-nicht entziindet: term. lleum:10, Coecum:10, Sigmaetum:6
n-gesund: lleum:11, Coecum:11, Sigma:11, Rectum:10
Methode: quantitative Realime-PCR

PAR2 M.Crohn - histopath. entziindlich verandert
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Abb.3.1d.

Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: M. Crohn

Probenanzahl: n-krankentziindet: term. lleum:11, Coecum:8, Sigma:10, lrecil
n-gesund: lleum:11, Coesum:11, Sigma:11, Rectum:10

Methode: quantitative Realime-PCR
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Ergebnisse - Gewebeproben von Patienten mit M. Crohn

Die entzindlich verdnderten Patientéroben (Abb.3.1f.) zeigten eine Steigerung der
PSTI Expression im terminalen lleum (12,5fach), Caecum (6fach) gmaS{3fach)

und im Rectum (2fach). Bei den M. Crohn Patiefffeoben, bei denen sich
histologisch keine Entzindungsaktivitat nachweisen lie3 (Abb.3.1e.), war die
Genexpression deutlich geringer erhoht (terminales lleum (2facdgcuth (4fach),
Sigma (2,6fach), Rectum (2,5fach)), als bei den entzindlich verandedkenPr

PSTI M.Crohn - histopath. 0.p.B.
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gesunde Probe term. lleum Coecum Sigma Rectum

* p<0,05 Biopsie

Abb.3.1e.
Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitdr Diagnose: M. Crohn

Probenanzahl: n-krank-nicht entziindet: term. lleum:10, Coecum:10, Sigmaetum:6
n-gesund: lleum:11, Coecum:11, Sigma:11, Rectum:10
Methode: quantitative Realime-PCR

PSTI M.Crohn - histopath. entziindlich verandert
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Abb.3.1f.
Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitdr Diagnose: M. Crohn

Probenanzahl: n-krank-entziindet: term. lleum:11, Coecum:8, Sigma:10, lreritl
n-gesund: lleum:11, Coecum:11, Sigma:11, Rectum:10
Methode: quantitative Realime-PCR
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Ergebnisse - Gewebeproben von Patienten mit M. Crohn

Die Genexpression von T8 war bei den akut entziindeten Proben (Abb.3.1h.) in Bezug
zur gesunden Kontrollgruppe im term. lleum (10fach), im Coecum (103fatligma
(106fach) und im Rectum (90fach) deutlich gesteigert. Bei den nichktirediich
veranderten Patienten Proben (Abb.3.1g.) fiel die Steigerung der Gessexprien term.

lleum (5fach), im Coecum (12fach), im Sigma (8fach) und im RectR@iach)

insgesamt geringer, jedoch dennoch erhoéht aus.

T8 M.Crohn - histopath. o0.p.B.
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Abb.3.1g.
Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitdr Diagnose: M. Crohn

Probenanzahl: n-krank-nicht entziindet: term. lleum:10, Coecum:10, Sigmastum:6
n-gesund: lleum:11, Coecum:11, Sigma:11, Rectum:10
Methode: quantitative Realime-PCR

T8 M.Crohn - histopath. entziindlich verandert
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Abb.3.1h.
Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitdr Diagnose: M. Crohn

Probenanzahl: n-krank-entziindet: term. lleum:11, Coecum:8, Sigma:10, lreril
n-gesund: lleum:11, Coecum:11, Sigma:11, Rectum:10
Methode: quantitative Realime-PCR
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Ergebnisse - Gewebeproben von Patienten mit M. Crohn

Die Genexpression von TMPRSS2 war im Vergleich zu den gesunden Prolmde
den entzindlich veranderten Patientenproben (Abb.3.1i.) im terminalen lleaam)4f
Coecum (2,7fach), Sigma (2,7fach) und Rectum (3,5fach) statistischfiksighi
(p<0,05) gesteigert. Bei den nicht entzindlich veranderten Proben (Abb.3idie ze

sich eine bis auf das Sigma in allen Darmabschnitten 2fach gesteigertgesarx.

TMPRSS2 M.Crohn - histopath. o0.p.B.
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Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: M. Crohn

Probenanzahl: n-krank-nicht entziindet: term. lleum:10, Coecum:10, SigmRaeXtum:6
n-gesund: lleum:11, Coecum:11, Sigma:11, Rectum:10

Methode: quantitative Realime-PCR

TMPRSS2 M.Crohn - histopath. entziindlich verandert
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Abb.3.1j.

Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgdr Diagnose: M. Crohn

Probenanzahl: n-krankentziindet: term. lleum:11, Coecum:8, Sigma:10, lecitl
n-gesund: lleum:11, Coecum:11, Sigma:11, Rectum:10

Methode: quantitative Realime-PCR
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Ergebnisse - Gewebeproben von Patienten mit M. Crohn

Die Genexpression von TMPRSS4 war in allen gemessenen Darmatesclenitoht.
Bei den entzundlich veranderten Proben (Abb.3.1l.) war die TMPRSS4 Gersexpres
im terminalen lleum (2,7fach), Coecum (2,6fach), Sigma (1,7fach) undeotuRR
(1,6fach) gesteigert. Bei den nicht entziindeten Proben (Abb.3.1k.) war (RISH
Expression im terminalen Illeum (2fach), Coecum (2,7fach), Sigma ¢h)5fa
angestiegen und im Rectum (1,2fach) kaum verandert.

TMPRSS4 M.Crohn - histopath. o0.p.B.
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Abb.3.1k.
Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitdr Diagnose: M. Crohn
Probenanzahl: n-krank-nicht entziindet: term. lleum:10, Coecum:10, Sigmastum:6
n-gesund: lleum:11, Coecum:11, Sigma:11, Rectum:10
Methode: quantitative Realime-PCR
TMPRSS4 M.Crohn - histopath. entziindlich verandert
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Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgdr Diagnose: M. Crohn

Probenanzahl: n-krankentziindet: term. lleum:11, Coecum:8, Sigma:10, lecitl
n-gesund: lleum:11, Coecum:11, Sigma:11, Rectum:10

Methode: quantitative Realime-PCR
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Ergebnisse - Gewebeproben von Patienten mit M. Crohn

Bei den entziindlich, wie auch den nicht entziindlich veranderten Proben alkmin

Darmabschnitten eine statistisch signifikante Steigerung (p<0,05) MIESP-1

Genexpression nachweisbar. Bei den entzindlich veranderten Proben (Abb.3.1n.) war

ein Maximum der Expression im terminalen lleum (3fach) und im @uoe(3fach)

sowie eine gesteigerte Expression im Sigma (1,9fach) und Ré2t6fach) messbar.

Bei den nicht entziindlichen verdnderten Proben (Abb.3.1m.) war die Genexpressi

maximal im Coecum (4fach) jedoch auch im terminalen lleum (2,3fauhjm Rectum

(1,7fach) gesteigert.

MTSP1 M.Crohn - histopath. o0.p.B.
4,372 *
c 5
0
a
S 4
(e}
) 2,356 *
& 3 ' 1,706 *
o 1,392
3 2
= 1
2 1
Ee)
£
w o
gesunde Probe  term. lleum Coecum Sigma Rectum
% Biopsie

Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitdr Diagnose: M. Crohn

Probenanzahl: n-krank-nicht entziindet: term. lleum:10, Coecum:10, Sigmaetum:6
n-gesund: lleum:11, Coecum:11, Sigma:11, Rectum:10

Methode: quantitative Realime-PCR

MTSP1 M.Crohn - histopath. entziindlich verandert
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Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitdr Diagnose: M. Crohn

Probenanzahl: n-krank-entziindet: term. lleum:11, Coecum:8, Sigma:10, lreritl
n-gesund: lleum:11, Coecum:11, Sigma:11, Rectum:10
Methode: quantitative Realime-PCR
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Ergebnisse - Gewebeproben von Patienten mit M. Crohn

Die Genexpression von Hepsin war bei Patienten mit M. Crohn in beiden
Patientenkollektiven (entzundlich/ nicht entzindlich verandert) statissgynifikant
gesteigert (p<0,05). Bei den Patienten im akuten Entziindungsschub (Abb.3.1glig war
Genexpression von Hepsin im terminalen lleum auf ein Maximum micB2m
Anstieg, im Coecum (8fach), Sigma (10fach) und Rectum (6fach) erhd@mh D
gegenuber konnte bei den nicht entzindlich veradnderten Proben (Abb.3.10.) eine
geringere Steigerung der Genexpression (terminales lleumh,9@aecum: 3fach,

Sigma: 9fach, Rectum: 4fach) gefunden werden.
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Abb.3.10.
Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitdr Diagnose: M. Crohn

Probenanzahl: n-krank-nicht entziindet: term. lleum:10, Coecum:10, Sigmastum:6
n-gesund: lleum:11, Coecum:11, Sigma:11, Rectum:10

Methode: quantitative Realime-PCR
Hepsin M.Crohn - histopath. entziindlich verandert
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Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitdr Diagnose: M. Crohn

Probenanzahl: n-krankentziindet: term. lleum:11, Coecum:8, Sigma:10, lrecitl
n-gesund: lleum:11, Coecum:11, Sigma:11, Rectum:10
Methode: quantitative Realime-PCR
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Ergebnisse - Gewebeproben von Patienten mit Colitis ulcerosa

3.2. Gewebeproben von Colitis ulcerosa Patienten

Fur die IL8 Expression in den entzindeten Colitis—Proben (Abb.3.2b.) liefdrsich i
Sigma bzw. Rectum eine Induktion der Genexpression mibAw. 44facher Erhéhung
nachweisen. In den nicht entziindeten Colitis—Proben (Abb.3.2a.) konnte eine 3,6fache

Steigerung im Sigma und eine 2,1fache Steigerung im Rectumggewsiden.
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Abb.3.2a.
Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitdr Diagnose: Colitis ulcerosa

Probenanzahl: n-krank- histopath. nicht entziindet: Sigma:7, Rectum:6
n-gesund: Sigma:11, Rectum:11
Methode: quantitative Realime-PCR

IL8 Colitis ulcerosa - histopath. entziindlich veran dert
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Abb.3.2b.

Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: Colitis ulcerosa
Probenanzahl: n-krank- histopath. entziindet: Sigma (S): 12, Rectum(R): 12

n-gesund: (S):11, (R):10
Methode: guantitative Realime-PCR
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Ergebnisse - Gewebeproben von Patienten mit Colitis ulcerosa

Bei den entzindlich veranderten Colitis—Proben (Abb.3.2d.) zeigte sichegingeg
statistisch nicht signifikante Supression von PAR2 im Sigma unduReauf das 0,8

bzw. 0,6fache. In den nicht entzindeten Colitis-Proben (Abb.3.2c.) war PAR2 im
Sigma auf das 1;3und im Rectum nicht gesteigert.
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Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: Colitis ulcerosa
Probenanzahl: n-krank- histopath. nicht entziindet: Sigma:7, Rectum:6

n-gesund: Sigma:11, Rectum:11
Methode: guantitative Realime-PCR

PAR2 Colitis ulcerosa - histopath. entzundlich vera  ndert
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Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: Colitis ulcerosa
Probenanzahl: n-krank- histopath. entziindet: Sigma:12, Rectum:12

n-gesund Sigma:11, Rectum:10
Methode: guantitative Realime-PCR
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Ergebnisse - Gewebeproben von Patienten mit Colitis ulcerosa

Bei den histologisch nicht entziindeten Colitis ulcerosa Proben (Abb.3.2elieva
PSTI Genexpression im Sigma auf das 3,9fache und im Rectum duybtiashe erhoht.
Die histologisch nachgewiesen entziindlich veranderten Proben (Abb.3.2f.) zeigten
einen Anstieg der PSTI Genexpression im Sigma auf das 2,8fache tlRecium eine

Supression auf das 0,8fache.
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Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: Colitis ulcerosa
Probenanzahl: n-krank- histopath. nicht entziindet: Sigma:7, Rectum:6

n-gesund: Sigma:11, Rectum:11
Methode: quantitative Realime-PCR

PSTI Colitis ulcerosa - histopath. entzindlich ver&  ndert
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Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: Colitis ulcerosa

Probenanzahl: n-krank- histopath. entziindet: Sigma:12, Rectum:12
n-gesund: Sigma:11, Rectum:10
Methode: quantitative Realime-PCR
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Ergebnisse - Gewebeproben von Patienten mit Colitis ulcerosa

Fur die T8 Expression fand sich bei den nicht entziindeten Colitis dcemben
(Abb.3.29.), im Vergleich zu den gesunden Kontrollen, eine im Sigmab&)8. im
Rectum 14,3fache Induktion und eine deutlicher ausgepragte Induktion verb2&,6
33,3fache bei den entzindeten Colitis ulcerosa Proben (Abb.3.2h.).
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Abb.3.2g.

Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: Colitis ulcerosa
Probenanzahl: n-krank- histopath. nicht entziindet: Sigma:7, Rectum:6

n-gesund: Sigma:11, Rectum:11
Methode: quantitative Realime-PCR
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Abb.3.2h.
Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: Colitis ulcerosa

Probenanzahl: n-krank- histopath. entziindet: Sigma:12, Rectum:12
n-gesund: Sigma:11, Rectum:10
Methode: quantitative Realime-PCR
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Ergebnisse - Gewebeproben von Patienten mit Colitis ulcerosa

Die Genexpression von TMPRSS2 war in beiden Colitis ulcerosanteatik®llektiven

im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe statistisch signifikanD,@&) gesteigert.
Dabei betrug die Genexpression bei den akut entzindlich veranderten Proben
(Abb.3.2j.) im Sigma (3fach) und im Rectum (1,3fach). Bei den nicht entztindli
veranderten Gewebsproben (Abb.3.2i.) war eine Steigerung der ExpressRignma
(2fach) und im Rectum (2,5fach) nachweisbar.
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c 4

R

[%)]

(%]

o 3 2,514 *

S ° 2,146 *

Q

c

Q

O 2

g

o 1

1 J

<

‘0

=

L 0 -

gesunde Probe Sigma Rectum
* p<0,05 Biopsie .
Abb.3.2i.

Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: Colitis ulcerosa

Probenanzahl: n-krank- histopath. nicht entziindet: Sigma:7, Rectum:6
n-gesund: Sigma:11, Rectum:11
Methode: quantitative Realime-PCR
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Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: Colitis ulcerosa

Probenanzahl: n-krank- histopath. entziindet: Sigma:12, Rectum:12
n-gesund: Sigma:11, Rectum:10
Methode: quantitative Realime-PCR
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Ergebnisse - Gewebeproben von Patienten mit Colitis ulcerosa

Im Vergleich von Proben von Colitis ulcerosa Patienten, die sich kotem
Entzindungsschub (Abb.3.2l.) befinden, zur gesunden Kontrollgruppe war die
TMPRSS4 Genexpression im Sigma (2,3fach) gesteigert und imurRe,5fach)
gesenkt. Die nicht entziindlich veranderten Colitis ulcerosa Gewebspbibie3.2k.)
wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Steigerung der Geassion im Sigma
(3fach) und im Rectum (3fach) auf.

TMPRSS4 Colitis ulcerosa - histopath. o0.p.B.
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Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: Colitis ulcerosa
Probenanzahl: n-krank- histopath. nicht entziindet: Sigma:7, Rectum:6
n-gesund: Sigma:11, Rectum:11
Methode: quantitative Realime-PCR
TMPRSS4 Colitis ulcerosa - histopath. entzindlichv  eréandert
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Probenart; Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitdr Diagnose: Colitis ulcerosa
Probenanzahl: n-krank- histopath. entziindet: Sigma:12, Rectum:12

n-gesund: Sigma:11, Rectum:10
Methode: quantitative Realime-PCR
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Ergebnisse - Gewebeproben von Patienten mit Colitis ulcerosa

Die Genexpression von MTSP1 war bei den Patienten mit Colitisoskewelche
keine pathohistologische Entziindungsaktivitat zeigten (Abb.3.2.m.), im \Grgter
gesunden Kontrollgruppe im Sigma (2,4fach) und im Rectum (2,6fach) ggstédie
Genexpression bei den akut entziindlich veranderten Proben (Abb.3.2n.) wigsnan Si

eine Steigerung (2,2fach) auf und war im Rectum kaum verandert.
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Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: Colitis ulcerosa
Probenanzahl: n-krank- histopath. nicht entziindet: Sigma:7, Rectum:6
n-gesund: Sigma:11, Rectum:11
Methode: gquantitative Realime-PCR
MTSP1 Colitis ulcerosa - histopath. entztndlich ver  andert
53 2,160
(9]
(%]
o
o
© 0,924
]
@ 1
©
o 17
c
>
<
fe)
<
L 0 -
gesunde Probe Sigma Rectum
* p<0,05 Biopsie
Abb.3.2n.

Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: Colitis ulcerosa
Probenanzahl: n-krank- histopath. entziindet: Sigma:12, Rectum:12

n-gesund: Sigma:11, Rectum:10
Methode: quantitative Realime-PCR
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Ergebnisse - Gewebeproben von Patienten mit Colitis ulcerosa

Die Genexpression von Hepsin war in den entzindlich verdnderten Catéiosd
Patienten Proben (Abb.3.2p.), bezogen auf die gesunde Kontrollgruppe, im Sigma
(7fach) und im Rectum (2fach) erhoht. Die Genexpression bei den nictindhth
veranderten Patientenproben (Abb.3.20.) war im Sigma (10fach) und im R@taatm)

angestiegen.
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Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: Colitis ulcerosa

Probenanzahl: n-krank- histopath. nicht entztindet: Sigma:7, Rectum:6
n-gesund: Sigma:11, Rectum:11
Methode: quantitative Realime-PCR
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Probenart: Biopsiematerial von Patienten mit histopath. gesitgr Diagnose: Colitis ulcerosa

Probenanzahl: n-krank- histopath. entziindet: Sigma:12, Rectum:12
n-gesund: Sigma:11, Rectum:10
Methode: quantitative Realime-PCR
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Ergebnisse - Zusammenfassung - Gewebeproben von M. Crohn und Colitis ulcerosa

3.3. Zusammenfassung der Ergebnisse der Gewebeproben

Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse der Biopsieproben:

Genexpression
IL8 PAR2 PSTI T8
chronisc Darmabschnitt
entziindliche
Darmerkrankung
M. Crohn__ terminales + 0 + +
nicht entziindet lleum
Coecum + + + ++
Sigma ++ + + +
Rectum ++ + + ++
M. Crohn terminales Tt 0 + t
entzindet lleum
Coecum + 0 + +++
Sigma ++ 0 + +++
Rectum ++ 0 + ++
Colitis ulcerosa [ Sigma + 0 + +
nicht entziindet
Rectum + - + ++
Colitis ulcerosa [ Sigma + 0 + ++
entziindet
Rectum ++ 0 0 ++
>100 = +++ (hoch)
>10 =++ (mittelwertig)
>1,5 =+ (gering)
- =0
<0,75 =-
<05 =--

Die Genexpression von IL8 war bei beiden chronisch entztindlichen Darmiarigen
(M. Crohn, Colitis ulcerosa) in den nicht entztindlich veranderten Probe&rdhn:
term. lleum: 7fach, Coecum: 3fach, Sigma: 15fach, Rectum: 35fach <SowliBs
ulcerosa: Sigma: 4fach, Rectum: 2fach), wie auch bei den entzundliéghdeeen
Proben (M. Crohn: term. lleum: 12fach, Coecum: 8fach, Sigma:17fach, Reltianh
sowie Colitis ulcerosa: Sigma: 14fach, Rectum: 45fach), im ¥miglzur gesunden
Kontrollgruppe gesteigert.

Bei der Expression von PAR2 zeigte sich bei den nicht entziindlich vemde
Patientenproben mit M. Crohn keine signifikante Veranderung im termin&um,
jedoch ein Anstieg der PAR2 Expression im Coecum (2fach), Signaah{2iund
Rectum (3fach). Bei den entzindlich veranderten M. Crohn Patientenprogensiei
kein statistisch signifikanter Unterschied der PAR2 Expression zur Kontnogigr

50



Ergebnisse - Zusammenfassung - Gewebeproben von M. Crohn und Colitis ulcerosa

Bei den Proben der Colitis ulcerosa Patienten zeigte sich waeleden nicht
entzundlich (Sigma: 0,8fach, Rectum: 0,6fach) noch bei den entziindlich vesandert
(Sigma: 1,4fach, Rectum: 1fach) eine statistisch signifikante lmfukider Inhibition
der PAR2 Expression.

Die Genexpression von PSTI zeigte bei den nicht entzindlich verandért€nohn
Patienten Proben (term. lleum: 2fach, Coecum: 4fach, Sigma:2,6fadchniRe;6fach)
sowie bei den entzindlich veranderten Proben (term. lleum: 12fach, Coéfaai,;
Sigma:3fach, Rectum: 2fach) eine deutliche, statistisch signiékaSteigerung
(p<0,05). Bei den Proben des Colitis ulcerosa Kollektives zeigtensichm Sigma bel
den nicht entzuindlich veranderten (4fach), wie auch bei den entzindlich veFénder
(3fach) ein statistisch signifikanter Anstieg der PSTI Geresgion. Die Expression im
Rectum zeigte weder bei den nicht entzindlich veranderten Proben noderbei
entzindlich verdnderten Proben einen statistisch signifikanten Uneatschir
Kontrollgruppe.

Die Genexpression von T8 wies bei beiden chronisch entziindlichen Danmnkerkgan

in den nicht entzindlich veranderten Proben (M. Crohn: term. lleum: 6fachu@oe
12fach, Sigma:8fach, Rectum: 20fach sowie Colitis ulcerosa: Sig§faah, Rectum:
l4fach) wie auch bei den entzindlich verdnderten Proben (M. Crohn: team: lle
10fach, Coecum: 103fach, Sigma:107fach, Rectum: 90fach sowie Coliti©osdcer
Sigma: 27fach, Rectum: 33fach) eine deutliche Steigerung iméfengtur Expression

der gesunden Kontrollgruppe auf.
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Ergebnisse - Zusammenfassung - Gewebeproben von M. Crohn und Colitis ulcerosa

Genexpression
TMPRSS2| TMPRSS4| MTSP-1 Hepsin
chronisc Darmabschnitt
entzindliche
Darmerkrankung
M. Crohn“ terminales + + + ++
nicht entziindet lleum
Coecum + + ++ ++
Sigma 0 + 0 ++
Rectum + 0 + ++
M. Qrohn terminales — + 4t St
entzindet lleum
Coecum + + ++ ++
Sigma + + + +++
Rectum ++ 0 + ++
Colitis ulcerosa [ Sigma + + + ++
nicht entziindet
Rectum + ++ + +
Colitis ulcerosa [ Sigma + + + ++
entziindet
Rectum + -- 0 +
>10 = +++ (hoch)
>3 =++ (mittelwertig)
>1,5 =+ (gering)
*l- =0
<0,75 =-
<0,5 =--

Die Genexpression von TMPRSS2 war bei beiden chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen (M. Crohn, Colitis ulcerosa) in den nicht entzindlich vetémde
Proben (M. Crohn: term. lleum: 2fach, Coecum: 2fach, Sigma: 0,9fachyrike2tach
sowie Colitis ulcerosa: Sigma: 2fach, Rectum: 2,5fach), wie auctemeentziindlich
veranderten Proben (M. Crohn: term. lleum: 4fach, Coecum: 3fach, Sigwta:3f
Rectum: 3,5fach sowie Colitis ulcerosa: Sigma: 3fach, Rectum:ch)3fin Vergleich
zur gesunden Kontrollgruppe gesteigert.

Bei der Expression von TMPRSS4 zeigte bei den nicht entztndlich veeindér
Crohn sowie Colitis ulcerosa Patientenproben (M. Crohn: term. lleuanh2Coecum
2,8fach, Sigma: 1,5fach) (Colitis ulcerosa: Sigma: 3fach, Rectunch)3faine
Steigerung der Genexpression. Die TMPRSS4 Genexpression waaciimiRder nicht
entzundlich veranderten M. Crohn Gewebeproben nicht verandert.

Bei den entzundlich veranderten Proben der Patienten mit M. Crohn ggilgteine

Steigerung der Genexpression (term. lleum: 2,7fach, Coecum: 2,6fantg: Sigyfach,
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Ergebnisse - Zusammenfassung - Gewebeproben von M. Crohn und Colitis ulcerosa

Rectum: 1,6fach). Bei den Colitis ulcerosa Proben war die Geneigoressn
TMPRSS4 im Sigma: 2fach gesteigert im Rectum auf das 0,5fache reduziert.

Die Genexpression von MTSPzeigte bei den nicht entziindlich veranderten M. Crohn
Patienten Proben (term. lleum: 2,3fach, Coecum: 4,3fach, Sigma:l,4fadtumRec
1,7fach) sowie bei den entzindlich veranderten Proben (term. lleum: 3faet,g:
3fach, Sigma: 2fach, Rectum: 2,6fach) eine deutliche, statistgaifilsante Steigerung
(p<0,05). Bei den Proben des Colitis ulcerosa Kollektives zeigtami&igma bei den
nicht entziindlich veranderten (2,4fach), wie auch bei den entzindlich veranderte
(2fach) ein statistisch signifikanter Anstieg der MTEBenexpression. Die Expression
zeigte im Rectum bei den nicht entzindlich veranderten Proben eirgerihg
(Rectum: 2,6fach) und bei den entziindlich veradnderten Proben keinen echatistis
signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe.

Die Genexpression von Hepsin wies bei beiden chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen in den nicht entzindlich veranderten Proben (M. Crohn: term.
lleum: 9,4fach, Coecum: 3fach, Sigma:9,2fach, Rectum: 4fach sowiesQdtgrosa:
Sigma: 9,6fach, Rectum: 2fach) wie auch bei den entziindlich verandestzeanKM.
Crohn: term. lleum: 32fach, Coecum: 8fach, Sigma: 10fach, Rectum: 6fagie
Colitis ulcerosa: Sigma: 7fach, Rectum: 2fach) eine deutlicage3tng (p<0,05) im

Vergleich zur Expression der gesunden Kontrollgruppe auf.
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4.  Diskussion

Wie in der Einfuhrung bereits erwéhnt, gibt es fir die Genese kemisch
entziindlichen Darmerkrankungen bisher keinen eindeutigen Nachweis. Jedoch kdnnen
drei ganz klare pathogenetische Konzepte, eine genetische Pradisp@&idrungen
der mucosalen Barrierefunktion sowie der intestinalen Flora bzwktiofen als
Ursache der chronischen Darmerkrankung herausgestellt werden. Studiletzids
Jahre zeigen, dass den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen andieiseals
angenommen, eine Storung der angeborenen unspezifischen Immunitat zugmginde li
Die Charakterisierung der Funktion von NOD2/Card15, des im Jahr 2001stds er
beschriebenes mit M. Crohn assoziierten Gens, unterstreicht dedseveise. Das
Genprodukt von NOD2 fungiert als intrazellularer Sensor fir ein bakési
Peptidoglycan und wird durch das sowohl in gram positiven als auch ggativea
Bakterien vorhandene Muramyldipeptid (MDP) aktiviert (16). Die Stuiga
Arbeitsgruppe um Stange und Wehkamp sieht die gestdrte Bildung von iDefens
korpereigenen, antimikrobiell wirkenden Peptiden als wesentlichen audéis&aktor

in der Pathogenese von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, vor alletesaber
M. Crohn an (36). Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Expression von 3
Defensinen bei Biopsieproben von Patienten mit Colitis ulcerosa und dhnGm
Vergleich zu gesunden Kontrollproben veréndert waren. ERsf@sin hBB1 war bei
beiden Patientengruppen im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe marginal
supprimiert, wohingegen die Expression von khBDei Patienten mit Colitis ulcerosa
deutlich gesteigert war. In den Patientenproben des M. Crohn Kollektaste
dagegen keine Veranderung der Expression d@sef@nsines hBE2 gemessen werden
(134). Wehkamp et al. konnten aul3erdem zeigen, dass bei Patienten mahik, ¥r
allem beim Befall des terminalen lleums, die SpiegelodBefensine HB5 und HD6
supprimiert sind (135Wie zuvor erwahnt, wird Uber die Aktivierung von PAR2 durch
Porphyromonas gingivalis eine Steigerung der Expression des Defemdie? in
humanen Epithelzellen der Gingiva hervorgerufen (20). Diese Steigedeng
Genexpression von Defensinen durch die Aktivierung von PAR2 belegte ernguit, da
PAR2 auch in antimikrobielle Prozesse eingebunden ist und neben dergeizbigiten
proinflammatorischen Rolle damit auch eine mogliche antiinflamnsatee Wirkung
besitzt.

Anderen Daten zeigten wiederum, dass auch Mastzellen eine widRtle in der
Pathogenese der Colitis ulcerosa einnehmen (94). Es fiel auf, d&sswiebeproben

von Patienten mit Colitis ulcerosa die Anzahl an Mastzellen und déeeliatoren, wie
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Histamin, SeriAProteasen, Leukotrienen und Prostaglandinen deutlich gesteigert waren.
Des Weiteren konnte bei Mausen mit einem Defizit an Mastzddéane chemische
Colitis induziert werden (3).

Zusammenfassend legen alle Studien nahe, dass bei chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen zum einen eine Stérung der mucosalen Immunabwehrnenit ei
Uberschie3enden-Zell Reaktion und Sekretion proinflammatorischer Cytokine und
zum anderen eine veranderte Mikroflora verbunden mit einer Stérung der
Darmpermeabilitéat vorliegt (62, 110). Ein Teil der Entzindungskaskade dabgi

PAR2 vermittelt ab.

Hochstwahrscheinlich sind dies jedoch nicht die einzigen und allein andks
Veranderungen, die zu einem chronisch entztindlichen Prozess fiihren.

In unserer Studie haben wir die Expression von PAR2 un8 $owie die PAR2
regulierenden Gene PSTI, T8, TMPRSS2, TMPRSS4, MT8Rd Hepsin in humanen
Gewebeproben von Patienten mit chronisch entzundlicher Darmerkrankung im
Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe untersucht. Um ein gesaderstandnis

von PAR2 und der Rolle der PAR2 Genexpression sowie PAR2 regulie@aderzu
erhalten, haben wir nachfolgend nochmals innerhalb der M. Crohn und Coktiessc
Patientenkollektive Gewebeproben im akuten Entzindungsschub mit Gewebeproben
von Patienten, welche klinisch und histologisch entziindungsfrei warennamideir
verglichen.

Festzustellen ist, dass die Genexpression veB Ih allen Patientenkollektiven in
unseren Messungen wirksam gesteigert war, unabhangig davon, ob es sich um
Gewebeproben von Patienten mit M. Crohn oder Colitis ulcerosa handelta, beobe
Gewebeproben im akuten Entzindungsschub deutlich héhere Anstiege -8er IL
Genexpression gemessen werden konnten, als bei Gewebeproben, die nichtielmtzindl
verandert waren.

Bei der Expressionsrate von PAR2 fallt auf, dass nur in den nichtinetizh
veranderten Proben von Patienten mit M. Crohn eine starkere Erhohung der
Genexpression von PAR2 nachweisbar war. Fir alle anderen Probenchekesi
signifikanter Unterschied im Expressionsverhalten von PAR2 finden.

Mit den Erkenntnissen der zuvor erwahnten Studien und den bereits genagetem ei
Ergebnissen konnten wir belegen, dass es auch in vivo beim Menschenodoésathr
entziindlichen Darmerkrankungen, wie M. Crohn oder Colitis ulcerosa, zu einem

Anstieg der Expression von-& kommit.
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Hervorzuheben ist, dass wir nachweisen konnten, dass in Gewebeproben vaerPatie
mit M. Crohn und Colitis ulcerosa, welche klinisch und histologisch atht ni
entziindlich veranderte Proben eingeordnet worden sind, trotzdem eine datidibte
Genexpression von 4B vorlag. Dies legt den Verdacht nahe, dass trotz des Fehlens von
klinischen und histologischen Entzindungszeichen bei Patienten mit chronisch
entzuindlichen Darmerkrankungen im Vergleich zu gesunden Probanden ein \terander
Ablauf der Immunreaktion von intestinalen Epithelzellen bzw. eine datwerhaihte
Abwehrbereitschaft mit mdoglicherweise dauerhaft gesteigeReoduktion und
Sekretion von IE8 vorliegt. Auch lasst dies vermuten, dass neben dem von uns
bestimmten IL8 die Expressionsund Sekretionsraten weiterer proinflammatorisch
wirkender Cytokine und Chemokine in Ruhe bzw. auRerhalb eines Entziindungsschubes
deutlich erhdht sind.

Eventuell ist gerade das erhohte Auftreten von proinflammatorischeoki@sn als
Zeichen einer veranderten Immunitat zu werten.

Die Veranderung des Expressionsverhaltens mit einer erhdhten Rulssexpreon
proinflammatorischen Cytokinen kann wahrscheinlich als Ausdruck eineznfidh
Normalisierung gewertet werden.

Moglicherweise sind in den nicht entzindlich veranderten Gewebeproben he8en |
und anderen proinflammatorisch wirkenden Cytokinen auch Cytokine mit
antiinflammatorischer Wirkung exprimiert, wobei bei diesen Padremntas Verhaltnis
zugunsten der antiinflammatorisch wirkenden Cytokine verschoben sein kdnnte.

Um diese Hypothesen zu bestétigen, missen aber weitere Untersucturaigefihrt
werden, um zu klaren, ob und ggf. wann eine immunologische Restutio adinmtegr
auftritt. Dies konnte an das Vorhandensein weiterer pmw. antiinflammatorisch
wirkender Cytokine, Chemokine oder anderer Molekule geknupft sein.

Die gesteigerte Expression von PAR2, die wir nur in den nicht entztinddranderten
Gewebeproben der Patienten mit M. Crohn nachweisen konnten, kdnnte eirrweiter
Hinweis fur eine antiinflammatorische Komponente der Wirkung von PAR2 sein.

Dass PAR2 eine wichtige Rolle in antiinflammatorischen Preresgnnehmen kann,
wurde in zwel in vivo Tiermodellen belegt. Im ersten Tiermodeldem bei Mausen
mittels TNBS (2, 4, 6 — trinitrobenzene sulfonic acid) eine expatetie Colitis
induziert wurde, fuhrte die Aktivierung von PAR2 durch das PAaR®vierende Peptid
SLIGRL zu einer dosisabhdngigen Reduktion der makroskopischen und

mikroskopischen Entziindungszeichen der Colitis (40).
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Im zweiten Tiermodell wurde bei Ratten die SchleimsekretionMigens nach Gabe

von Indomethacin (9mg/kg KG) in Verbindung mit der Aktivierung von PAR2 durch
das intravends verabreichte PARRivierende Peptid SLIGRL untersucht (54).
AulRerdem wurde der Einfluss der PAR2 Aktivierung auf die Folgen von
Magenschleimhautschadigungen durch ein Ethanol/HCI Gemisch (60% Ethanol/
150mM HCI) und Indomethacin (25mg/kg KG) naher beleuchtet. Zusatzliciserst

die Arbeitsgruppe in einer zweiten Versuchsreihe die Rolle vomeaten Neuronen

auf die Schleimsekretion nach Capsaicinblockade (insgesamt 125mg/kg KG) (54).

Es zeigte sich, dass durch die Gabe von Indomethacin und gleichzAkiggaerung

von PAR2 die Schleimsekretion im Magen der Ratte nicht unterbunden werden konnte.
Im zweiten Experiment wurde durch die Aktivierung von PAR2 durch das2PAR
aktivierende Peptid SLIGRL eine dosisabhangige (0,02, 0,2 und 0,5umol/kg KG
SLIGRL) Reduktion der Magenschleimhautschadigungen, unabhéangig von der
eingesetzten Noxe, hervorgerufen. Die protektiven Effekte der PARRiking
waren nach Blockade afferenter Neurone mittels Capsaicin nicht mehr nachweisba

Bis auf die erhohte PAR2 Expression in den nicht entzindlich veranderten
Gewebeproben von M. Crohn Patienten waren in unseren Untersuchungen keine
signifikanten Verédnderungen der Genexpression von PAR2 im Vergleithdeni
gesunden Kontrollgruppe erkennbar.

Da es keine Daten fur die PAR2 Expression in vivo bei humanen chronischen
Darmerkrankungen gibt, stehen uns keine Studienergebnisse als \feagleicBezug

zur Verfigung.

Sicher ist, dass es vor der Entnahme der Gewebeproben eine inf@Edleziehung
zwischen den von uns untersuchten intestinalen Epithelzellen und Zellen des
Immunsystems sowie zwischen den intestinalen Epithelzellen undnBésiten der
intraluminalen Flussigkeit wie Nahrungsbestandteilen und der FloraDadesies
gegeben hat.

Deshalb ist die scheinbar unveranderte Genexpression von PAR2 einehmdglige

der Interaktion der intestinalen Epithelzellen mit allen Zellea,idieiner biopsierten
Darmschleimhaut gefunden werden kénnen.

Mdglicherweise ist aber auch das Fehlen einer Verdnderung de2 BABtession nur

ein Zeichen dafir, dass die Entstehung einer chronisch entzindlichenrk¥ankeng

wie M. Crohn oder Colitis ulcerosa, nicht durch die Medtter Minderexpression eines
einzelnen Rezeptors zu erklaren ist. Das Vorhandensein von verstarkhiexen

proinflammatorisch wirksamen Cytokinen, wie-8l_zeigt vielmehr, dass die Auslésung
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und das Unterhalten sowie die Modulation einer Entziindung, wie z.B. bei dhronis
entzuindlichen Darmerkrankungen beim Menschen, einen aufR3erst komplexen Prozess
darstellt, der hochstwahrscheinlich multifaktorieller Genese ist.

Eine genetische Pradisposition sowie eine gestdrte Immunitat konmsaohidn fur die
Entstehung einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung sein.

Wir konnten ebenfalls eine Uberexpression fir TMPRSS2 bei den M. CroberPin
den entzindlich veranderten (terminales lleum: 4fach, Coecum: 3facha:Sgjach,
Rectum: 4fach) sowie geringer oder unverandert bei den nicht entztindkchben
(terminales lleum: 2fach, Coecum: 2fach, Sigma: 1fach, Recturoh)2fachweisen.
Auch bei den Colitis ulcerosa Proben war die Genexpression von TMPRSS2n
nicht entziindlich veranderten Proben (Sigma: 2fach, Rectum: 2,5fachgualiebei
den entzindlich veranderten Proben (Sigma: 3fach, Rectum: 1,3fach) gheitterzur
gesunden Kontrollgruppe gesteigert. Dabei ist zu bemerken, dass B2RRE allem

in den M. Crohn Proben in beiden Patientenkollektiven (entzindlich/ nicht entzundli
verandert) erhoht ist, wobei die starkere Expression bei den Probakuien Schub
vor allem im terminalen lleum zu finden war. Bei den Colitis idsa Proben war
TMPRSS2 vor allem bei den nicht entzuindlich veranderten Proben sowigelbei
entzuindlich veranderten Proben im Sigma erhoht. TMPRSS2 wird unter ranohere
Gastrointestinaltrakt (Dickdarm, Dinndarm, Pancreas, Speicheldrigseig) i vielen
anderen Geweben (Niere, Lunge, Mamma, Prostata) exprimiert (90, ub2i6)st
nachgewiesenermalden in pulmonale Infektionen involviert. Die Aktivierung vrem V
und deren verstarkte Gewebsausbreitung ist iber TMPRSS2 mdglich. |@#bei.B.

die proteolytische Aktivierung des humanen Metapneumovirus, einem Ateviwey
sowie des 1918 Influenza Virus Hamagglutinins TMPRSS2 vermitkel{14, 17).
Ebenfalls konnte fir TMPRSS2 eine Beziehung zu entzindlichen Verandemggen
Prostata hergestellt werden. Diese Entziindungen laufen nachgewieséae PAR2
vermittelt ab (8, 137). Auch bei den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen M.
Crohn und Colitis ulcerosa spielt dies wahrscheinlich eine Rolle.iaha, wie auch
Uber MTSP1 vermittelt, die TMPRSS2 vermittelte PAR2 Aktivierung den
Entziindungsprozess proinflammatorisch beeinflussen. Uber TMPRSS2 nerdirgile
Atemwegserkrankung durch die Aktivierung und proteolytische Stérung deZelel
Adhasion geftrdert. Diese Barrierestérung kénnte maoglicherweise BMERSS2
vermittelt durch andere Mirkoorganismen im Darm hervorgerufen weklerh ist so

ein Klarungsansatz fir eine infektiocse Genese der chronisch enthé@mdlic
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Darmerkrankungen und den Nachweis von Mycobacterien (10, 23, 38) in den
mesenterialen Lymphknoten von M. Crohn Patienten gegeben.

Da vor allem Patienten mit Colitis ulcerosa eine erhdhte Neigungntwicklung von
kolorektalen Karzinomen zeigen, spielt die deutlich gesteigertgeXpeession von
TMPRSS2 in Karzinomen eine wichtige Rolle (1, 17, 66). Ein Einsatz WARSS2

als Tumormarker bei der Diagnostik, dem Staging sowie als Tlearsgatz ist dabei bei

den chronisch entztindlichen Darmerkrankungen denkbar.

TMPRSS4 war bei den nicht entziindlich veranderten M. Crohn sowie Qidiésosa
Patientenproben (M. Crohn: terminales lleum: 2fach, Coecum 2,8fach, :Sigsfech)
(Colitis ulcerosa: Sigma: 3fach, Rectum 3fach) deutlich gestegxprimiert. Bei den
nicht entzindlich veranderten M. Crohn Gewebeproben konnten wir im Rectum keine
Veranderung des Expressionsmusters aufzeigen. Die entziindlich veéndesben

der Patienten mit M. Crohn zeigten in allen gemessenen Darmaischeine
gesteigerte Genexpression (terminales lleum: 2,7fach, Coecum:ch,6&gma:
1,7fach, Rectum: 1,6fach). Bei den Colitis ulcerosa Proben war die @ession von
TMPRSS4 im Sigma 2fach gesteigert im Rectum jedoch auf das 0,5fache reduziert
Eine Arbeitsgruppe um Chaipan konnte, genau wie fur TMPRSS2, auch flRS&¥P

eine Aktivierung des 1918 Influenza Virus und damit eine TMPRSS4 veltmitt
Induktion sowie Ausbreitung der viralen Infektion im Lungengewebe nachweisen (14).
Dies kdnnte mdglicherweise auch fir TMPRSS4 eine Mitwirkung beEdé&tehung

der chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (dber eine Stérung der
Darmwandbarriere bedeuten. Auffallig ist aul3erdem, dass die Rroreaslorectalen
Karzinomen sowie anderen Tumoren Uberexprimiert ist (133) bzw. bei
Prostatakarzinomen ein Zusammenhang zwischen dem erhdhten Expressiemsonus
TMPRSS4 und dem Tumorwachstum, der Invasivitat und der Metastasielfigegeigt
werden konnte (18). Dies legt nahe, dass TMPRSS4, wie auch MT&8 TMPRSS2

bei der Tumorentstehung der colorectalen Karzinome bei ColitisoskdPatienten
wichtig sein kdnnte.

Die Expression von MTSR war bei den M. Crohn Gewebeproben vor allem im
terminalen lleum sowohl bei den akut entzindlich veranderten, als auderbeicht
entzindeten Proben deutlich erhdht. Jedoch waren in der Hohe des Anstieges
Unterschiede zu erkennen. Die Proben von M. Crohn Patienten im akuten Sekeb wi
eine deutlich héhere Expression von MTSBM Coecum (3fach) und im terminalen

lleum (3fach) auf, dem bei M. Crohn am haufigsten erkrankten Darmatis@w®iiden
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nicht akut entzindeten M. Crohn Proben war die Expression im Coecumnsatgar
starker induziert (4fach).

Bei den Proben des Colitis ulcerosa Kollektives konnten wir im Sigenalen nicht
entziindlich veranderten (2,4fach), wie auch bei den entzindlich verandertem) (2fa
einen statistisch signifikanten Anstieg der MIISFGenexpression aufzeigen. Im
Rectum war die Expression bei den nicht entziindlich veranderten Probesh 2l&fa

den entzindlich veranderten Proben nicht statistisch signifikant gesteigert.

Es war auffallig, dass die gesteigerte Expressionsrate voSPMTin fast allen
gemessenen Darmabschnitten gefunden werden konnte. W T&fd vielféltig in den
unterschiedlichsten Geweben und Zellen (Haut, Gastrointestinaltnakictalsystem,
Urogenitaltrakt, zentrales Nervensystem, Immunsystem, Thymus, Ehdothe
Monozyten, Granulozyten, -Bymphozyten) exprimiert (114). Dabei nimmt es
essentielle Funktionen in Wachstum sowie Immunabwehr wahr, was z.B. demnc
frihen Tod von Versuchstieren im Tiermodell bewiesen wurde. Ein FehleMT8R-

1 fuhrte dort zu einer gestorten Schleimhautbarriere sowie zu @rigihten
Apoptoserate von unreifen Leukozyten (68). Demgegentber konnte eine
Uberexpression zu einer verminderten Apoptoserate, damit einem erhéhten
Vorhandensein von unreifen Leukozyten und dartber zu einer verstarkten
unspezifischen Entziindungsreaktion fiihren. AuBerdem konnte die Uberexpression
ebenso wie der Mangel von MTSPin einer Stérung der Darmwandpermeabilitat
minden und damit eine mdgliche Pforte fir Mikroorganismen darstelles. Vidirde
bereits durch eine weitere Studie positiv belegt, bei der Express&randerungen von
MTSP-1 zu einer Stérung der Zellell Adhasion bzw. zur Aktivierung von PAR2 und
dariiber zu Gewebsinvasion und Infektion fuhren (18). Seitz et al. zeigien be
Untersuchungen an arteriosklerotischen Lasionen im Endothel, dass es nach
Aktivierung von MTSP1 PAR2 vermittelt zu einem Anstieg von
Entzindungsmediatoren kam (88). Eine weitere Studie zeigte, dassclesdea
experimentellen Verletzung von bronchialen Epithelzellen zu einer IVMITS
Uberexpression und MTSP vermittelt zu einer Entziindung kam. Dabei wurden
MTSP1 proinflammatorische Funktionen zugesprochen (120). Die
proinflammatorische Wirkung wird weiter durch den Nachweis eirfeéilgen MTSPL
Expression in frihen Leishmanien Infektionen erhartet, bei der MITS#ne
Assoziation in der Pathogenese dieser Infektion zugeschrieben wurdeU(&re
Studien belegen fir MTSP bei den von uns untersuchten chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen eine wichtige Rolle bei der Ausldsung sowie derHafiteng der
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Entziindungsreaktion. Dies kann einerseits in der Aktivierung von PAR2 sseltyén

der MTSR1 vermittelten Storung der Zellell Adhasion und damit einer verdnderten
Darmwandpermeabilitat begrindet sein.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die verstarkte Expression vonSMIT in vielen
Tumoren. Dies sind zum Beispiel MamimBlieren, Colon, Leber, Lungen, Ovariat

und Prostatakarzinome sowie Mesotheliome. Dabei scheinen die erhdhten
Expressionsraten von MTSP und seiner Inhibitoren eine wichtige Rolle bei der
Tumorentstehung und Metastasierung zahlreicher Karzinome zu speld, (117,
118, 124). Eine These geht dabei von einer MISRrmittelten Karzinomenstehung
aus. Dies lauft unter anderem Uber eine Aktivierung der Vorstufen ki
Plasminogen Aktivator sowie den Hepatoegtewth Faktor (preHGF) ab (17).
Frihere Studien belegten fur Urokinddasminogen Aktivator sowie den Hepatoeyte
growth Faktor (preHGF) einen Zusammenhang mit invasivem Wachstum (124). In
einem Mausmodell konnte das invasive Wachstum direkt am Beispiel \aermepiem
Gewebe Uber die Steigerung der MTSEXxpression nachgewiesen werden (17). Dabei
wird MTSP-1 in der Zukunft als moglicher Tumormarker eine Rolle spielen. Bei de
chronisch entziundlichen Darmerkrankungen M. Crohn sowie Colitis ulcerosizeis
Tumorentstehung vor allem bei der Colitis ulcerosa wichtig. Moghehise ist MTSP

1 bei diesem Krankheitshbild ebenfalls an der Karzinomentstehung eilititetind
kdnnte auch hier zukinftig als Tumormarker in der Diagnostik eingesetden. Aber
nicht nur bei der Krankheitserkennung, sondern auch in der Therapie kbnnte eine
selektive Blockade von MTSP von Bedeutung sein (8, 17, 117, 118, 124).

Wir konnten zeigen, dass im M. Crohn Patientenkollektiv im akuten Entzindbogss
Hepsin in allen gemessenen Darmabschnitten (terminales lleurach32€oecum:
8fach, Sigma: 10fach, Rectum: 6fach) sowie geringer bei den nidiineleten Proben
(terminales lleum: 9fach, Coecum: 3fach, Sigma: 9fach, RecturhMiderexprimiert
war. Auch bei den Proben des Colitis ulcerosa Patientenkollektivediev&ixpression

im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe bei den nicht entzindlich veréndert
(Sigma: 9,6fach, Rectum: 2fach) wie auch bei den entzindlich verand@daben
(Sigma: 7fach, Rectum: 2fach) deutlich erhdht. Auch fir Hepsin wurddfugse auf
Infektionen beschrieben. So konnte zwischen einem Bestandteil des humapaditidHe
B Virus (HBx) und Hepsin in vivo wie auch in vitro Interaktionen aufggzeerden.
Hepsin wurde dabei eine virusabhangige Modulation der Proliferation sdevie
Inhibierung der Apoptose von Leberzellen zugeschrieben (148). Eine wSttste

beschrieb flr Hepsin proinflammatorische Funktionen nach der Verletzung von
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bronchialen Epithelzellen (120). Hepsin kann eine Rolle bei der Entstebwig dem
Unterhalt des Entzindungsprozesses bei chronisch entziindlichen Darmerkrankunge
zugeschrieben werden.

Hepsin wurde in humanen Tumoren (Prostatatumoren, Ovarialzellkarzinomen,
Nierenzellkarzinomen, Hepatomen) nachgewiesen (113). Frilhere Studiemecida

fur Hepsin eine bedeutende Rolle in der Tumorentstehung (141). In neuerezn Studi
wurde Hepsin zusatzlich eine tumorprogressive sowie metastat@erd/irkung
zugeschrieben, wobei eine Inaktivierung von Hepsin durch Antikdrper in eireums M
Modell zur Inhibierung der Tumorinvasivitat fuhrte (141). Da Hepsin sowoim be
Wachstum als auch bei der Embryogenese eine Rolle zu spielent $&B4&j), stellt die
veranderte Expression von Hepsin mdoglicherweise eine Pradispositiordidlr
Entstehung der chronisch entzindlichen Darmerkrankung sowie fir die
Tumorentwicklung bei der Colitis ulcerosa dar.

Zusammenfassend konnen wir fur die gemessenen membranstdndigen ®aseprot
erstmals ein statistisch signifikantes, deutlich erhdhtes Esipresnuster bei den
chronisch entztindlichen Darmerkrankungen M. Crohn und Colitis ulcerosa naamweis
Einzig fur TMPRSS2 im Sigma sowie TMPRSS4 im Rectum beinilgnt entztndlich
veranderten M. Crohn Proben sowie fur TMPRSS2, TMPRSS4 und MTB#®
Rectum bei den entzindlich veranderten Colitis ulcerosa Proben wéaErgelsnis
statistisch nicht signifikant.

Die statistisch signifikant erhdhte Expression der gemessenenbnanestandigen
Serinproteasen bestatigt unsere These, dass die membranstandigamot8asen zum

Teil PAR2 vermittelt in die Auslésung bzw. Unterhaltung und Modulation der
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen eingebunden sind. Dies kann einerseits
Uber eine Storung der Zelell-Adhasion, andererseits Uber die proteolytische
Aktivierung von bestimmten Mikroorganismen verursacht sein. Ein Teil der
Entzindungskaskade lauft dabei PAR2 vermittelt ab. Fur die Genesdirdarsch
entziindlichen Darmerkrankungen bedeutet dies, wie frihere Studien schon
proklamierten, eine TTSP abhéangige Stdrung der Schleimhautbaroere sler
mucosalen Immunabwehr (62, 68, 110).

Auch ist eine TTSP vermittelte Tumorgenese von colorectaleniriGanen bei der
Colitis ulcerosa denkbar. Da aber auch bei den Proben des M. Crohn
Patientenkollektives die TTSP’s erhdht exprimiert waren, missem rigme TTSP’s

und PAR2 noch andere Veranderungen bei der Tumorentstehung bei der Colitis

ulcerosa eine Rolle spielen. Diese gilt es in Zukunft zu ergrinden.
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Mit diesem Wissen konnte in der Folgezeit mdglicherweise egndsischer Ansatz
Uber TTSP’s als Tumormarker sowie ein therapeutischer Ansatzdidbeselektive
Blockade der Proteasen gegeben sein. Es gibt derzeit jedoch kdere D& das
Expressionsverhalten der membranstandigen Proteasen bei Tumoren gateRatiit
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen naher beleuchten. Deshalb sind zunkuinftig
weitere Untersuchungen notwendig, um die Genese sowie Therapie dieser

Erkrankungen und aller auftretenden Komplikationen besser verstehen zu kénnen.
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7. Zusammenfassung

Die Darmerkrankungen M. Crohn und Colitis ulcerosa gehdéren zur Gruppe der
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen. Diese Erkrankungen stehen wegen ihre
langen, schweren und teilweise mit multiplen Komplikationen einhergehende
Verlaufes seit langem im Fokus der Wissenschaft. Sie sind duink e
diskontinuierliche, segmentale, im ganzen Gastrointestinaltra&t \&hndschichten
betreffende Entzindung (M. Crohn) bzw. eine kontinuierliche, die oberflachliche
Schleimhautschichten mit einbeziehende Entziindung (Colitis ulcerosaktehmesiert.

Die Hauptlokalisation fur Lasionen bei M. Crohn liegt im terminaleum bzw.
proximalen Colon, die der Colitis ulcerosa befindet sich immer @oti®n und dehnt
sich nachfolgend nach proximal aus. Die Hauptkomplikationen des M. Crolen lieg
Stenosen des Darmes, Fistelungen und Abszessen, bei der ColisaliceBlutungen
und einem im Vergleich zum M. Crohn weit erhdhten Entartungsrisikolbdet.
Obwonhl die Krankheitsbilder schon lange bekannt sind, konnte ihre genauddJrsac
noch nicht eindeutig bestimmt werden. Viele Studien befassten sithdeni
Pathogenese der beiden Erkrankungen. Unter anderem werden geographsisuoieet
bzw. genetische Faktoren sowie bestimmte Verhaltensweisen, amiekti genetische
Veranderungen, das Alter der Probanden sowie deren Geschlecht, vimle bz
bakterielle Infektionen sowie autoimmune Reaktionen als Faktoren ditkEgehaufen
sich die Hinweise, dass virale bzw. bakterielle Infektionen, einstoge
Schleimhautbarriere sowie autoimmune Entztindungsreaktionen fur die Ausldsding
Unterhaltung dieser Entztindungen urséchlich sind. Auf immunhistochemisobee E
konnte z.B. eine verstarkte Expression des Proiglasaerten Rezeptor 2 (PAR2) und
von Tumornekrosefaktor alpha (TN} aufgezeigt werden. PAR2 ist ein-G
Proteingekoppelter Rezeptor, dessen Expression vor allem im Gastioiatrakt
nachgewiesen wurde. PAR2 kann durch eine proteolytische Spaltung, z.B. durch
Trypsin, Chymotrypsin, aber auch durch membranstandige -Besteasen (TTSP)
aktiviert werden. Bis heute ist jedoch die Funktion von PAR2 in Physiologte
Pathophysiologie des Gastrointestinaltraktes noch immer unzureichestanden. Um

ein besseres Verstandnis der Funktion von PAR2 in Bezug auf Entziindungassakt
zu erhalten, war die Fragestellung dieser Arbeit, das Expressistey der den
Rezeptor beeinflussenden Faktoren zu evaluieren. Zu diesen Faktoren galaren
Beispiel die Gruppe der membranstdndigen Seroteasen. Neben der Aktivierung

von PAR2 Ubernehmen die membranstandigen $aoteasen wichtige Aufgaben in
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diversen physiologischen wie auch pathophysiologischen Zellfunktionen. Unter
anderem sind sie in Aufgaben bei der Zellentwicklung, der Gerinnung, der
Komplementaktivierung, der Wundheilung, der Verdauung, derZ&tHinteraktion,

aber auch bei Entziindungsreaktionen sowie bei Tumorwachstum und Metastpsie
eingebunden. Bis heute gibt es in der Literatur keine Studien, diexgessBionsmuster

der membranstandigen Sefmoteasen bei Entzindungen wie den chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen widerspiegeln. Aus diesem Grund haben werbei
Vertretern der membranstandigen Sdnoteasen das Expressionsmuster bei
Gewebsbiopsieproben von Patienten mit M. Crohn und Colitis ulcerosa naher
untersucht. Unsere Ergebnisse weisen fir die gemessenen menmoligestéSerin
Proteasen (TMPRSS2, TMPRSS4, MTFEPund Hepsin) erstmals ein statistisch
signifikantes, deutlich erhdhtes Expressionsmuster bei den chronisdmdiitizen
Darmerkrankungen M. Crohn und Colitis ulcerosa nach. Die statistigeiifilaant
erhohte Expression der gemessenen membranstandigerP8saasen liefert weitere
Hinweise, dass die membranstandigen SBroteasen, zum Teil PAR2 vermittelt, in

die Auslosung bzw. Unterhaltung und Modulation der chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen eingebunden sind. Fir die Genese der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen konnte dies, wie frihere Studien schon proklamierten,egine S
Protease abhéangige Stérung der Schleimhautbarriere sowie der Il®aoicosa
Immunabwehr bedeuten. Auch ist eine Uber membranstandige -F3ete@asen
vermittelte Tumorgenese von colorectalen Karzinomen bei der Qdiesosa denkbar.

Mit diesem Wissen konnte in Zukunft moglicherweise ein diagnostisthsatz tUber

die membranstandigen Seifmoteasen als Tumormarker sowie ein therapeutischer
Ansatz Uber die selektive Blockade der Proteasen gegeben seibt Hsrgeit jedoch
keine Daten, die das Expressionsverhalten der membranstandigesiri®ézasen bei
Tumoren von Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen néher
beleuchten. Deshalb sind in der Zukunft weitere Untersuchungen notwendigeum di
Genese sowie Therapie dieser Erkrankungen und aller auftretenden kaiiopén

besser verstehen zu kdnnen.
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