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Zusammenfassung
Chronisch-entziindliche  Darmerkrankungen (CED) sind  multifaktoriell  bedingte

Entziindungen des Darms, charakterisiert durch pathologische Umbauprozesse der
Darmschleimhaut und Einwanderung von Entziindungszellen. Es konnte gezeigt werden,
dass Hyaluronsaure (HA), ein Hauptbestandteil der Extrazellularmatrix (EZM), welcher von
drei HA-Synthasen (HAS-1, -2,-3) synthetisiert wird, im Rahmen der CED im Kolongewebe
akkumuliert. Ziel dieser Studie war daher, den Einfluss eines (l) Has-3 spezifischen
Knockouts (Has-3 KO) im Vergleich zu einer (II) pharmakologischen HA-Synthese-Inhibition
mittels des Nicht-Isoenzym-spezifischen HAS-Inhibitors 4-Methylumbelliferon (4-MU) auf die
Entwicklung und den Verlauf der CED im Dextrannatriumsulfat (dextran sodium sulfate;
DSS)-induzierten murinen Model der akuten Kolitis zu untersuchen.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass eine Has-3 Defizienz keiner Verringerung der
gewebestéandigen HA-Verteilung flihrte, sodass physiologische Aufgaben der HA nicht
reduziert werden. Darlber hinaus war die Has-3 Defizienz mit protektiven Effekten auf die
Entwicklung und den Schweregrad der sich entwickelnden Kolitis verbunden. Dabei kam es
zu einem geringeren Gewichtsabfall, einem besseren histologischen Outcome und es trat
eine geringere Einwanderung von Leukozyten und Makrophagen in das entziindete Gewebe
auf.

Durch eine Nicht-Isoenzym-spezifische Inhibition der HA-Synthese durch 4-MU konnten wir
eine verringerte Expression von HA sowohl basal, als auch wahrend der DSS-induzierten

Kolitis nachweisen.

Diese flihrte jedoch zu negativen Effekten im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis: Es kam
zu einer verstarkten Destruktion der Kolonschleimhaut sowie zu einer verstarkten
Einwanderung von Leukozyten und Makrophagen. Ebenso war die Expression
proinflammatorischer Zytokine deutlich erhéht.



Summary
Chronic inflammatory diseases (CED) are multifactorially induced inflammations of the

intestine, characterized by pathological reorganization processes of the intestinal mucosa
and migration of inflammatory cells. Hyaluronic acid (HA), a major component of the
extracellular matrix (EZM) synthesized by three HA synthases (HAS-1, -2, -3), has been
shown to accumulate in colon tissue. Therefore, the aim of this study was to investigate the
influence of a (l) Has-3 specific knockout (Has3-KO) compared to a (ll) pharmacological HA
synthesis inhibition using the non-isoenzyme-specific HAS inhibitor 4-methylumbelliferone (4-
MU ) On the development and course of CED in the dextran sodium sulfate (DSS) -induced

murine model of acute colitis.

The present work has shown that a Has-3 deficiency did not lead to a reduction in the tissue-
bearing HA accumulation, so that physiological tasks of the HA are not reduced. In addition,
the Has-3 deficit was associated with protective effects on the development and severity of
the developing colitis. This resulted in a lesser weight loss, a better histological outcome, and
a lower migration of leukocytes and macrophages into the inflamed tissue.

By a non-isoenzyme-specific inhibition of HA synthesis by 4-MU, we were able to detect a
reduced expression of HA both basally and during DSS-induced colitis.

However, this led to negative effects in the context of DSS-induced colitis: increased
destruction of the colonic tissue as well as increased migration of leukocytes and
macrophages. Similarly, the expression of proinflammatory cytokines was significantly

increased.
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1 Einleitung

1.1 Chronisch-entziindliche Darmerkrankung
Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen stellen multifaktoriell bedingte Entziindungen

des Darms dar, die durch rezidivierende blutige Diarrhoen und Tenesmen klinisch in
Erscheinung treten [1]. Es lassen sich schubférmige von chronischen Verlaufen
unterscheiden. Die beiden Hauptformen Kolitis ulcerosa (CU) und Morbus Crohn (MC)
unterscheiden sich in ihrem makroskopischen als auch histologischen Befallsmuster. Die CU
beginnt im Rektum und beschrénkt sich in der Regel auf den Dickdarm und tritt in der
Mukosa und Submukosa der Darmschleimhaut auf. Die MC breitet sich hingegen
segmentférmig Gber Dickdarm- als auch distale Dinndarmabschnitte, in Fallen auch auf die
Magenschleimhaut Ubergreifend, aus und befallt alle Darmschichten [1]. Die Inzidenz der CU
betragt insgesamt in Deutschland 3,0-3,9/100.000 pro Jahr [2, 3], welche gehauft um das
15.-25. Lebensjahr in Erscheinung tritt [2, 4]. Damit handelt es sich um eine Erkrankung des
jungen Lebensalters, die mit einer langen Behandlungsphase Uber die Schul- und
Berufsausbildung hinaus bis in das héhere Lebensalter verbunden ist.

Die genaue Atiologie der CED ist bislang noch nicht vollstandig geklart. Einflussfaktoren
stellen eine Dysregulation des Immunsystems sowie genetische und Umweltfaktoren dar [5].

1.1.1 Pathophysiologie
Pathophysiologisch wird ein Ungleichgewicht der Immunabwehr gegen kommensale

Bakterien als ursachlich erachtet [6]. Zum einen bietet eine durchlédssige Epithelbarriere
keinen anhaltenden Schutz gegen gastrointestinale Bakterien [7]. Zum anderen weisen
Immunzellen ein veréndertes Toll-like-Rezeptor (TLR)-Profil auf. Das fahrt Gber eine
Modulation von Pathogen-assoziierten molekularen Mustern (pathogen-associated molecular
pattern; PAMP) zu einer gestérten Antigenerkennung und -prozessierung durch dendritische
Zellen [8]. Eine gesteigerte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine fihrt zu einer
massiven Einwanderung von Entzindungszellen [9]. Diese akkumulieren und setzen
wiederum selbst aggressive Metabolite und Mediatoren frei, die zu einer weiteren Zerstérung
der Darmschleimhaut und Kryptenarchitektur beitragen [10] .

1.1.2 Therapie der Kolitis ulcerosa
Bei der Auswahl der geeigneten Therapiemethode werden Befallsmuster, Krankheitsaktivitat,

extraintestinale Manifestation (Mund, Auge, Gelenke, Haut), Vor- und Begleitmedikation und
Nebenwirkungsprofile beriicksichtigt [1]. Es wird dabei eine akute Schubtherapie von einer
remissionserhaltenden Therapie unterschieden [1].



Die pharmakologische Therapie bleibt bislang auf unspezifische anti-inflammatorische und
immunsuppressive Komponenten beschrankt. Diese fihren zu einer Reduktion der
klinischen Beschwerden, kénnen aber in haufigen Fallen keine ausreichende Remission der
Erkrankung erzielen. Damit kann die aktuelle Therapie zum jetzigen Zeitpunkt keine
vollstandige Ausheilung der Krankheit bewirken [11]. Bei leichten bis mittelschweren Formen
der CU wird laut Therapie-Leitlinie aktuell 5-Aminosalicylat (5-ASA) verwendet [1]. Der
genaue Wirkmechanismus von 5-ASA ist derzeit noch nicht abschlieBend geklart [12].
Frihere Studien legen nahe, dass 5-ASA durch Inhibition von Leukotrienen und
Prostaglandin E,, sowie Produktion freier Radikale antiinflammatorische Effekte hat [13]. Die
Applikationsform (topisch versus oral) hangt von der Lokalisation des befallenen
Darmabschnittes ab. Bei einem ausgedehnten Befall wird in der Regel die Dosis von oralem
5-ASA gesteigert. Klinische Studien beweisen, dass eine Dosisabhangigkeit hinsichtlich des
Ansprechens auf die Therapie, jedoch nicht hinsichtlich der Remission besteht. Im Falle des
Versagens der Therapie mit 5-ASA werden bei der Proktitis topische Steroide verwendet.
Eine systemische Steroidtherapie erfolgt bei der Linksseitenkolitis und ausgedehntem Befall.
Bei schweren Formen der CU v.a. mit systemischer Beteiligung ist eine stationare Aufnahme
indiziert und es wird eine intravendse Steroidtherapie eingeleitet. Tritt eine Kontraindikation
flr oder Intoleranz gegen eine Steroidtherapie auf, werden je nach Begleiterkrankungen und
Nebenwirkungsprofil Calcineurin-Inhibitoren wie Ciclosporin A bzw. Tacrolimus oder auch
Infliximab, ein monoklonarer Antikérper gegen Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) eingesetzt.
Nach Ansprechen der Therapie kann im Hinblick auf das Nebenwirkungsprofil dieser
Medikamente auf Thiopurine wie Azathioprin oder 6-Mercaptopurin gewechselt werden.
Kommt es im Krankheitsfall trotz dieser Therapie zu einer Verschlechterung des Zustandes,
sollte eine chirurgische Intervention angedacht werden. Zum jetzigen Zeitpunkt laufen
verschiedene Studien, welche sich vor Abschluss oder noch in der Auswertungsphase
befinden. Die vorlaufigen Ergebnisse zeigen ein positives Ansprechen auf Adalimumab,
einen weiteren TNF-a Antikdrper, sowie ein positives Ansprechen auf die Leukozyten-
Apherese. Die Methotrexat-Therapie bleibt umstritten, da bislang kein Vorteil gegentber den

beschriebenen Leitlinientherapien festgestellt werden kann.

Entsteht ein akuter Schub wahrend der Remissionserhaltung, erfolgt zunachst die
Dosiserhéhung von 5-ASA, in schweren Fallen die Therapie mit Thiopurinen. Bei
Nichtansprechen wird auf eine systemische Steroidtherapie gewechselt [1].

Chirurgisch ist derzeitig eine restaurative Proktokolekomie (Entfernung von Rektum und
Kolon) mit ileoanaler Pouchanlage (Anlage eines Reservoirs durch direkte Verbindg
zwischen lleum und Anus) Goldstandart. Indikation zu einer operativen Therapie stellen
therapierefraktare Blutungen/Verlauf, eine Kolonstenose oder intraepitheliale Neoplasie und
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gesicherte Karzinome dar. Akute chirurgische Notfélle, wie das toxische Megakolon, die
freie oder gedeckte Perforation, eine nicht stillbare Hamorrhagie oder Abszesse mit
konsekutiver Sepsis, stellen die Notfallindikation zu einer Operation. Wenn mdglich erfolgt
direkt anschlieBend die Anlage einer kontinenzerhaltenden ileoanalen Pouch. Bei erh6htem
perioperativem Risiko sollte die Proktokolektomie dreizeitig Uber eine zwischenzeitliche
lleostoma-Anlage (Ausleitung des Dinndarms an die Hautoberflache) operiert werden. Trotz
Operation ist die Mortalitdt mit 20% hoch, zudem kann es zu einer Mangelerndhrung,

Inkontinenz und Pouchitis kommen [1].

Da bei Patienten mit Kolitis ulcerosa ein erhéhtes Kolorektales Karzinomrisiko im Vergleich
zur Normalbevélkerung vorliegt, sollen regelmaBige Uberwachungskoloskopien erfolgen [1].

1.2 Hyaluronsaure
Hyaluronsaure (HA), ein hochmolekulares Polysaccharid aus alternierend verbundenen

Einheiten von D-Glukuronsaure und N-Acetyl-Glucosamin unterschiedlicher Kettenlange, ist
ein ubiquitarer Bestandteil der Extrazellularmatrix [14]. Eine schematische Darstellung des
Hyaluronsauresystems ist in Abbildung 1 aufgefihrt.

1.2.1 Hyaluronsaure-Funktion
Die lange Zeit bestehende Ansicht, HA erfllle aufgrund ihrer hohen wasserbindenden

Kapazitat lediglich die Funktion eines viskésen Flllmaterials [15], das dem Gewebe sowohl
Stabilitét als auch Flexibilitdt verleiht, ist Uberholt. Es kénnen ihr eine Vielzahl anderer
Funktionen zugeschrieben werden. HA ist an der Bildung der perizellularen Matrix beteiligt,
welche mafBgeblich an Zellmigration und —proliferation beteiligt ist [16]. Ebenso nimmt HA an
Prozessen der Embryogenese [17] und der Regeneration von Geweben teil [18]. Als
Ursache fir die unterschiedlichen Zellantworten wird dabei die Kettenldange der HA diskutiert.
Hochmolekulare (high-molecular weight; HMW) HA mit einem Molekulargewicht von 2x10°
bis 2x10° Dalton (Da) gilt als anti-angiogen [19, 20], immunsupprimierend [21, 22] und anti-
inflammatorisch. Beispielsweise fuhrt eine HA-Quervernetzung mit Pentraxin-related protein
3, Thrombospondin 1, Tumor necrosis factor-inducible gene 6 protein zu einer verstarkten
Bindung von Leukozyten an diese HA-Strdngen, wodurch der Kontakt von Leukozyten mit
anderen inflammatorischen Rezeptoren verhindert wird [23]. Demgegeniber wird die
fragmentierte, niedermolekulare (low-molecular  weight;, LMW) HA mit einem
Molekulargewicht <120 kDa [24] als angiogen [25], proinflammatorisch [26, 27] und
migrationsférdernd [28, 29] beschrieben. Neuere Versuche konnten zeigen, dass HA-
Oligosaccharide, ahnlich den exogenen PAMPs, Uber TLR, insbesondere TLR-2 und -4, als
Gefahrensignale an inflammatorischen Prozessen beteiligt sind [30]. Darlber hinaus
induzieren HA-Fragmente die Expression verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine wie
Interleukin (IL)-12 [30] sowie C-C Chemokine MIP (Macrophage inflammatory protein)-la,
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MIP-IB und RANTES (regulated upon activation normal T-cell expressed, and presumably
secreted) [31] und kénnen so zu einer verstarkten Aktivierung von Makrophagen fiihren [32].

1.2.2 Hyaluronsaure-Synthese
Die Synthese von HA erfolgt Giber die membranstandigen HA-Synthasen- 1-3 (HAS- 1-3) [33,

34], die von diversen Zelltypen exprimiert werden. Die Polymerisation der einzelnen Zucker
erfolgt unter Beteiligung von Uridindiphosphat. Die sich bildenden HA-Polymere werden
hierbei Uber Porenstrukturen in den Extrazellularraum entlassen [35] (Abb. 1). Die drei
Synthasen verfligen Uber ahnliche Aminosduresequenzen, aber Uber unterschiedliche
Aktivitdten [33]. Die Regulation und Aktivierung der HA-Synthese wird durch
Wachstumsfaktoren (growth factors) und Zytokine, insbesondere TNF-a und IL-1B3, in
Abhéngigkeit vom Zelltyp und dem physiologischen Kontext vermittelt [36]. Ebenso zeigen
Studien, dass die drei unterschiedlichen HAS-lIsoenzyme unterschiedliche biologische
Funktionen steuern. So konnte bewiesen werden, dass Mesenchymalzellen im Umfeld von
Myelomen eine Uberexpression von HAS-1 aufweisen [37]. Eine HAS-2 gesteuerte
Produktion von HA in Hautfibroblasten flhrt beispielsweise zu einer gesteigerten
Wundheilung im Rahmen der durch Stressfaktoren hervorgerufenen Zellapoptose [38]. Eine
Uberexpression von HAS-2 steigert demgegeniiber das Tumorwachstum [39]. Zudem konnte
festgestellt werden, dass eine Has-2-Defizienz im Mausmodell durch eine dysfunktionelle
kardiale Entwicklung embryonal letal verlauft [40]. FOr die Has-3 wurde eine wichtige
Funktion im Extrazellularraum des Gehirns am Mausmodell beschrieben, bei der eine Has-3
Defizienz fur ein erhdhtes Krampfanfallpotential pradisponierte [41]. Darlber hinaus ging
eine Has-3 Defizienz am Mausemodell mit einer verbesserten Resistenz gegeniber
Ventilations-induzierten Lungenerkrankungen einher [42]. Andere Studien konnten zeigen,
dass eine Has-1/-3 Doppeldefizienz eine gesteigerte dysfunktionellen Wundheilung bedingt
[38]. Eine aktuelle Arbeit von Kessler et al. beschreibt eine verstarkte Has-3 Expression in
der Dextrannatriumsulfat (DSS)-induzierten Kolitis am Mausmodell [43].

1.2.3 Hyaluronsaure-Degradation
Der Abbau bzw. die Fragmentierung von HA erfolgt einerseits unter Beteiligung von

reaktiven Sauerstoffspezies, die im Rahmen von Gewebeverletzungen den Abbau von
Extrazellularmatrix (EZM)-Komponenten wie HA, Kollagen oder Laminin katalysieren [44],
zum anderen Uber spezifische Hyaluronidasen (HYAL) [45].

Die HYAL-1 liegt intrazellul&r vor und katalysiert als lysomales Enzym den Abbau von HMW-
HA zu kleinen HA Fragmenten, vorzugsweise Tetrasacchariden [46]. Die HYAL-2 ist
plasmamembrangebunden und hydrolisiert HMW-HA zu mittellangkettigen HA-Molekullen mit
einem Molekulargewicht von 20 kDa bzw. 50 Disaccharideinheiten [47] (Abb. 1). Eine



Degeneration von HMW-HA kann unter Beteiligung von CD44 (cluster of differentiation 44)
[45] oder aber CD44-unabhéangig tber das KIA1199 Protein [48] erfolgen.

1.2.4 Hyaluronsaure-Rezeptoren
Die vielfaltigen Funktionen der HA beruhen zum GroBteil auf einer direkten Interaktion und

Aktivierung spezifischer HA-Rezeptoren wie CD44 [49] und RHAMM (Hyaluronan-mediated
motility receptor). CD44 wird von den meisten Zelltypen exprimiert (Abb. 1) [49] und ist Uber
die Bindung von HA an Leukozyten Uber deren Aktivierung an Inflammation, T-Lymphozyten-
Rekrutierung und an Tumorwachstum und Metastasierung beteiligt [50]. Weiterhin erfolgt der
Abbau von HA CD44-abhéngig, indem diese von Makrophagen internalisiert und zu
niedermolekularem HA abgebaut wird. RHAMM ist mafBgeblich an der HA-abhangigen
Zelllokomotion beteiligt [51]. Es wurde gezeigt, dass eine RHAMM-Defizienz mit einer
gestérten Wundheilung einhergeht [52]. Interessanterweise wird eine CD44-Defizienz durch
RHAMM kompensiert, indem RHAMM HA-Bindung, Zellmigration und Hochregulation von
inflammatorischen Genen anstelle von CD44 vermittelt [51].

1.2.5 Pharmakologische Beeinflussung der Hylauronsaure-Synthese
Zur Untersuchung der Einflisse einer HA-Matrix wird seit langerem eine pharmakologische,

Nicht-Isoenzym-spezifische Inhibition der HA-Synthese mittels 4-Methylumbelliferon (4-MU)
genutzt [53]. 4-MU ist ein Cumarinderivat, welches jedoch keine antikoagulierende Wirkung
wie das strukturell verwandte Phenprocoumon hat. Die hemmende Wirkung erfolgt, indem 4-
MU als kompetitiver Agonist der Uridintriphosphat-abhangigen Glucoryltransferase den Pool
an aktivierten Vorlauferzuckern (UDP-GIcUA) reduziert und so die Polymerisation von HA-
Ketten stoppt. Zum anderen reduziert 4-MU die Expression von Has-2 und -3 mRNA
(messenger ribonucleic acid), wobei der genaue Mechanismus jedoch nicht bekannt ist [54].
4-MU wurde in Deutschland unter dem Handelsnamen Cholspasmin® therapeutisch bei
Gallenblasenstérungen aufgrund seiner choleretischen Wirkungen genutzt [55, 56]. Diese
Wirkung beruht wahrscheinlich auf seiner Strukturverwandtschaft zum spasmolytischen
Papaverin [57]
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des HA-Systems: In Anlehnung an die Darstellung
von J. Miiller et al. [58]

Hyaluronsdure (HA) wird ber membransténdige Hyaluons&duresynthasen (HAS) von verschiedenen
Zelltypen produziert. Dabei werden die sich bildenden HA-Polymere Uber Porenstrukturen in den
Extrazelluldrraum entlassen. Der Abbau von HA wird u.a. Uber spezifische Hyaluronidasen (HYAL)
katalysiert. HYAL-1 liegt intrazellular vor; HYAL-2 ist plasmamembrangebunden. Die Bindung und
Signaltransduktion von HA erfolgt Uber verschiedene Rezeptoren wie RHAMM und CDA44.
Extrazellulér erfolgt eine Bindung und Quervernetzung von HA Uber verschiedene Hyaladhérine wie
z.B. Versican oder TNF-stimuliertes Gen 6/Inter a Inhibitor (TSG6/lal).

1.3 Hyaluronsauresystem und chronisch entziindliche
Darmerkrankungen

1.3.1 Hyaluronséaure
Bereits seit einigen Jahren rickt das HA-System als modulierender Faktor der Entwicklung

und des Schweregrades von CED in den Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen. In
wissenschaftlichen Arbeiten wird dabei die akute Kolitis mittels DSS-Trinkwassergabe in
Mausmodellen induziert [59].

Der genaue Wirkmechanismus von DSS ist nicht bekannt, jedoch wird eine direkt toxische
Schéadigung der Darmepithelien innerhalb der basalen Krypten sowie ein negativer Einfluss
auf die Integritat der Schleimhautbarriere mit nachfolgender Bakterieninvasion als urséchlich
vermutet [59, 60].

In friheren Studien zur akuten DSS-induzierten Kolitis [26, 61, 62] und Experimenten an
humanen glatten Muskelzellen (smooth muscle cells, SMC) sowie intestinalen
mikrovaskularen Endothelzellen (intestinal microvascular endothelial cells, HIMEC) konnte
eine verstarkte Akkumulation von HA im inflammatorischen Gewebe bei CED beobachtet
werden [63]. Diese HA-Akkumulation wurde insbesondere innerhalb der Submukosa und

Lamina propria beschrieben [43] . Dabei konnte eine vermehrte Leukozyten-Bindung an HA-
6



Kabeln beobachtet werden [63], welche U(ber CD44 stabilisiert wird und einen
proinflammatorischen Effekt hat [61, 63]. Auf der anderen Seite wurden aber auch anti-
inflammatorische Effekte durch hochmolekulare HA im Rahmen von Kolitis-Modellen
beschrieben [64]. Die protektive Wirkung von HA soll hierbei Uber eine direkte TLR-4-
Signaltransduktion erfolgen und einen Einfluss auf die Reparaturmechanismen von
epithelialem Kolongewebe haben [62].

HA wird im Darm von verschiedensten Zelltypen wie glatten Muskelzellen und
mikrovaskularen Endothelzellen [26], aber auch von Immunzellen produziert [62] . Dadurch
ist HA an der Regulation immunologischer Prozesse beteiligt [26, 43, 62].

1.3.2 Rezeptoren
Uber die Beeinflussung von Zell-Zell- sowie Zell-Matrix-Interaktion [65] spielt CD44 im

Rahmen der CED eine wichtige Rolle [63]. Zudem ist CD44 an der Wanderung von
Immunzellen entlang von HA-Kabeln beteiligt und vermittelt die Adhasion von T-Helferzellen-
1 und -2 im entzindeten intestinalen Gewebe [65, 66] sowie die Extravasation von
Leukozyten [67].

Bisher liegen keine Studien vor, die den Einfluss von RHAMM und die Interaktion mit HA im
Rahmen der Kolitis beschreiben. Ebenso wenig ist der Einfluss von RHAMM auf die
T-Zellfunktion im Kontext der CED bekannt.

1.3.3 Hyaluronsauresynthasen-Expression
Bislang wurde eine verstarkte Regulation der einzelnen HAS-Isoenzyme im Rahmen der

CED kontrovers diskutiert [26, 61, 68]. In einigen Studien wurde eine gesteigerte Has-3 und
auch Has-2 mRNA-Expression beobachtet. Diese wurden lediglich in einzelnen
Zellpopulationen, wie Makrophagen [62, 68] oder intestinalen mikrovaskularen
Endothelzellen, nachgewiesen [26]. Zum Zeitpunkt der Erstellung der vorliegenden Arbeit
veroéffentlichten Kessler et al. eine Arbeit, die eine reduzierte intestinale Inflammation und
Gewebezerstdérung in Has-3 defizienten Mausen nach DSS-induzierter Kolitis zeigt und somit
eine direkte kausale Rolle dieses Isoenzyms belegt [43]. Dabei bleibt der konkrete Einfluss
einer HAS-Expressionsveranderung auf den Verlauf der CED sowie die beteiligten
Zellpopulationen ungeklart. Ebenso sind die moglichen pro- und antiinflammatorischen
Effekte einer modulierten HA-Matrix noch unklar. Bisher liegen keine Studien vor, die den
Einfluss einer HA-Synthesehemmung als pharmakologisch-therapeutischen Ansatzpunkt

untersuchen.



1.3.4 Ziel
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Gewinnung detaillierter Einblicke in die kausale Rolle der

HA-Synthese in der Pathogenese der CED und ihr Einfluss auf die Immunzellinvasion in das

entziindete Darmgewebe im murinen Model der DSS-induzierten Kolitis mittels

(h eines Has-3 -spezifischen Knockouts sowie
(11 einer pharmakologischen, Nicht-Isoenzym-spezifischen Hemmung der HA-
Synthese durch 4-MU.



2 Fragestellung
In der vorliegenden Arbeit sollen die Effekte einer spezifischen Has-3 Defizienz (Knockout,

KO) auf die DSS-induzierte Kolitis untersucht werden. Vergleichend soll darliber hinaus die
pharmakologische, Nicht-lsoenzym-spezifische Inhibition der HA-Synthese mittels 4-MU als
mogliche therapeutische Option analysiert werden. Hierzu wird der Schweregrad der sich
entwickelnden akuten Kolitis anhand makroskopischer und histologischer Parameter
beurteilt.

Auch Veradnderungen weiterer EZM-Komponenten, sowie unterschiedliche, am
inflammatorischen Geschehen beteiligte Zellpopulationen, sollen hinsichtlich ihrer
Einbindung in eine HA-vermittelte Antwort beurteilt werden. SchlieBlich wird die Expression
verschiedener proinflammatorischer Zytokine im Rahmen der akuten Kolitis untersucht.



3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Puffer und Lésungen

Tabelle 1: Verwendete Puffer und Lésungen zu Gewebepréaparation und Histologie

Puffer bzw. Lé6sung

Zusammensetzung

10% Formalin nach Lilie

46 mM Na,HPO, (wasserfrei)

(Gewebefixierung) 29 mM Na,HPO,x H,O
Ethanol absolut gebrauchsfertig von Merck KGaA, Darmstadt
(Gewebefixierung)
Aceton gebrauchsfertig von Merck KGaA, Darmstadt
(Gewebefixierung)
20x PBS 2,7 mM KCI

1,5 mM KH2P04

1,5 mM NaCl

8,3 mM NaH,PO,

pH 7,4

3% H,0,/PBS

1:10 aus 30% H.O,und 1xPBS
gebrauchsfertig von Merck KGaA, Darmstadt

ABC-Puffer (Chondroitinase-Verdau)

109 mM Tris-HCI
15% BSA

18 mM Na-Acetat
pH 8,0

1% HCI

1:10 aus 10% HCI
gebrauchsfertig von Applichem GmbH,
Darmstadt

Tabelle 2: Verwendete Blockierlésungen zur Gewebepréaparation und Histologie

Puffer bzw. L6sung

Zusammensetzung

Tris-HCI

Trispuffer 0,5 M
10% HCI
pH 7,6

10x TBS

100 mM Tris/HCI
1,5 mM NaCl
pH 7,4

1% BSA (in 1x PBS)

BSA gebrauchsfertig von Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA

10% FCS

gebrauchsfertig von Gipco, Thermo Fisher
Scientific, Erlangen

Avidin-Biotin-Block

gebrauchsfertig von Thermo Fisher
Scientific, Erlangen

3.1.2 Farbstoffe und Farblésungen

Tabelle 3: Verwendete Farbstoffe und Farblésungen

Farbstoff

Farbelésung

Hamalaun nach Mayer

gebrauchsfertig von Merck KG aA,
Darmstadt

Eosin 1%

gebrauchsfertig von Sigma-Aldrich, St.Louis,
USA
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3.1.3 Substanzen und Arzneistoffe

Tabelle 4:Verwendete Substanzen in der Genexpressionsanalyse

Substanz

Hersteller

Flissiger Stickstoff (N,)

Linde, Minchen

Oligonukleotide

Invitrogen, Carlsbad, USA

10 mM dNTP-Mix

Merck KG aA, Darmstadt

gPCR Supermix

Invitrogen, Carlsbad, USA

Tabelle 5: Verwendete Substanzen in der Histochemie

Substanzen

Hersteller

Aquatex

Merck KG aA, Darmstadt

Diaminobenzidin (DAB)

Zytomed Systems, Berlin

Roti-Mount (Eindeckmedium)

Roth, Karlsruhe

KP-Cryocompound (Kryoprotektion)

Klinikpath BV, Niederlande

Chondroitinase (2U/100ul)

Sigma-Aldrich, ST. Louis, USA

DSS Salz (36.000-50.000 Da)

MP Biomedicals, Eschwege

Tabelle 6: Verwendete Arzneistoffe

Wirkstoff

Arzneimittel-Name

4-Methylumbelliferon (4-MU)

Hymecromon, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

3.1.4 Antikérper

Tabelle 7: Verwendete Antikérper in der Immunhistochemie

Antikdrper Hersteller Verdiinnung
rabbit anti-Biglykan LF 159, | Von Larry Fisher (NIH 1:200
polyklonal (National Institutes of
Health), Maryland, USA) zur
Verflgung gestellt
rat anti-CD45 BD Biosciences, San Jose, 1:50
USA
rabbit anti-Decorin LF 113, Von Larry Fisher (NIH, 1:200
polyklonal Maryland, USA) zur
Verfligung gestellt
rat anti-F4/80 AbD Serotec, Puchheim 1:100
Fab Fragment, Rockland Immunichemicals, | 1:25
goat anti mouse IgG Limerick, PA

Tabelle 8: Verwendete Sekundéarantikérper in der Inmunhistochemie

Antikérper

Hersteller

Verdiinnung

Goat anti-rabbit IgG-HRP

Santa Cruz Biotechnology,

Dallas, USA

1:400 (Decorin, Biglykan)

Goat anti-rat IgG HRP

Santa Cruz Biotechnology,

Dallas, USA

1:200 (CD45), 1:400 (F4/80)
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Tabelle 9: Verwendete Bindeproteine

Bindeprotein Hersteller Verdiinnung
Hyaluronsaurebindeprotein Calbiochem, San Diego, 1:100
(HABP) biotinyliert USA

Streptavidin Peroxidase Sigma-Aldrich, St. Louis, 1:200 (HA)

USA

3.1.5 Screening-Test

Tabelle 10: Verwendeter Screening-Test

Material

Firma, Sitz

Hamocculttest

Hemo Care, Fresenius AG, Hilden
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3.2 Methoden

Die Etablierung, Haltung und Versorgung der Versuchstiere, sowie Gewinnung der Proben
zur histologischen und genexpressorischen Analyse wurde durch Kollegen und Mitarbeiter
des Institutes fir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie der Universitat Dusseldorf
durchgefuhrt.

3.2.1 Tiere und Futter
Zunachst wurden ubiquitdre Has-3 KO Mause (Genoways, Lyon, Frankreich) [69] auf

C57BL/6J Hintergrund und die zugehdrigen Wildtyp (WT) Geschwistertiere hinsichtlich der
Entwicklung und des Verlaufs der akuten Kolitis untersucht. Zudem wurden C57BL/6J
Wildtypmause (WT; Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) mit einem
pharmakologischen Inhibitor der HA-Synthese (4-Methylumbelliferon; 4-MU) bzw. Placebo-
Futter behandelt und wiederum die Entwicklung und der Verlauf der akuten Kolitis analysiert.
Alle Tiere wurden im zentralen Tierlabor des Universitatsklinikums Essen bzw. in der
Zentralen Einrichtung fur Tierforschung und Tierschutzaufgaben (Aktenzeichen des LANUV:
87-51.04.2010.A142) der Heinrich-Heine-Universitat DuUsseldorf gehalten. Fur die
Experimente wurden Mannchen im Alter von 6-12 Wochen gewahlt, da diese, basierend auf
Literaturangaben, besonders sensitiv auf die DSS-Behandlung ansprechen [70, 71] und
homogene Versuchsergebnisse zeigen [72] .

Die unterschiedlichen Versuchsgruppen wurden in konstantem 12 Stunden Tag- und
Nachtrhythmus gehalten. Futter und Wasser wurden ad libitum verabreicht.

3.2.1.1 Futtermischungen
Alle Tiere erhielten bis zum Versuchsbeginn eine Standard-Chow-Diat. AnschlieBend

erfolgte in einigen Versuchsgruppen die Verwendung einer speziellen Placebo-
Futtermischung (Ssniff, S7200) bzw. eine Futtermischung mit Beimischung von 4-MU (50
g/kg Futter). Dabei galt der mittlere Futterverbrauch von 5 g Futter/Maus/Tag als Grundlage
fir die kalkulierte Arzneistoffdosierung von 250 mg/Maus/Tag.

3.2.1.2 Dextrannatriumsulfat-induzierte Kolitis
Zur Induktion der akuten Kolitis [73] wurde DSS mit einem Molekulargewicht von 36.000-

50.000 Da eingesetzt. Zur Herstellung einer 2%igen Lésung wurden 2 g DSS in 100 ml
autoklaviertem Wasser gel6st, da sich diese Konzentration als optimal zur Induktion einer
moderaten Kolitis nach Literaturangabe und in vorangegangenen Experimenten erwiesen
hatte [72].
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3.2.2 Studiendesign
Es wurden zwei Versuchsanordnungen untersucht: die spezifische genetische Deletion der

Hyaluronsauresynthase- 3 (Has-3 KO) sowie eine durch 4-MU Nicht-Isoenzym-spezifische
HA-Inhibition im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen. Die akute Kolitis wurde mittels DSS-
Gabe Uber das Trinkwasser induziert. Ein Wechsel des Trinkwassers erfolgte alle 2 Tage
wéahrend der Behandlung.

3.2.2.1 Selektiver Hyaluronséduresynthase-3 Knockout
Zunachst wurden die Auswirkungen einer genetischen Deletion der Has-3 (Has-3 KO) auf

histologische und makroskopische Verdnderungen unter DSS-Gabe untersucht. Dazu
erhielten die entsprechenden Versuchstiere fir die Dauer von 5 Tagen DSS-Trinkwasser
(Abb. 2).

Has-3 KO -DSS/ +DSS
I I Behandlungsdauer (Tage)
WT 0 5

Abbildung 2: Behandlungsverlauf der Has-3 KO Studie
Es wurden die Effekte der Has-3 KO Tiere im Vergleich zu Wildtyp (WT) Geschwistertieren im murinen
Modell der DSS-induzierten Kolitis untersucht. Die Untersuchungsgruppen wurden nach 5-tagiger

Behandlung mit bzw. ohne DSS-Behandlung analysiert.

3.2.2.2 Systemische Hyaluronséaure Inhibition mittels 4-Methylumbelliferon
In einer zweiten Versuchsanordnung wurden die Effekte einer Nicht-Isoenzym-spezifischen

HA-Syntheseinhibition jeweils zu zwei Versuchszeitpunkten untersucht, um mdgliche friihe
und spate Effekte auf die Immunzellinvasion untersuchen zu kénnen. In beiden Gruppen
erfolgte eine 14-tdgige Vorbehandlung mit 4-MU- bzw. Placebo-Futter. Fir die
Untersuchungsreihe der kurzen Behandlungsdauer (KBD) erhielten die Mause 5 Tage DSS-
Trinkwasser, fur die lange Behandlungsdauer (LBD) 7 Tage (Abb. 3).

4-MU Vorbehandlung -DSS/ +DSS
I [ I | Behandlungsdauer
Placebo 0 14 0 5 7 (Tage)

Abbildung 3: Behandlungsverlauf der Arzneimittelgruppe (4-MU)

Zur Untersuchung der Effekte einer Nicht-Isoenzym-spezifischen, pharmakologischen Inhibition der
HA-Synthese wurde 4-MU dem Futter beigemischt. Analog erfolgte die Behandlung der
Placebogruppe mit einer Placebo-Futtermischung. Im Anschluss an die 14-tdgige Vorbehandlung
wurde die akute Kolitis mittels DSS-Gabe im Trinkwasser induziert. Die DSS-Gabe erfolgte fur 5 Tage

in der kurzen Behandlungsdauer (KBD) sowie fir 7 Tage in der langen Behandlungsdauer (LBD).
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3.2.3 Bewertung der akuten Kolitis

3.2.3.1 Gewichtsverlauf

Zur Beurteilung des Gewichtsverlaufes unter DSS diente jeweils das Gewicht der DSS
unbehandelten Kontrollgruppe an Tag 1 als Bezugspunkt. Dabei wurde das mittlere
Ausgangsgewicht (1. Behandlungstag) der jeweiligen DSS unbehandelten Kontrollgruppe
(Placebo/4-MU/WT/Has-3 KO) als Referenzwert von 100% festgesetzt. Und das Gewicht der
entsprechenden DSS-behandelten Gruppe wurde als prozentuale Abweichung vom
Ausgangswert der Kontrollgruppe dargestellt. Der Gewichtsabfall dokumentierte hierbei die
Schwere der induzierten Kolitis.

Zur Bestimmung des Gewichtsverlaufes der Mause unter DSS-Behandlung wurden die Tiere
am 1. Tag des Versuchs, sowie im Verlauf ab dem 4. Tag taglich auf einer Minimalwaage
(EMB 500-1. Kern&Sohn GmbH, Balingen) gewogen. Alle Tiere erhielten im Versuchsverlauf
gleichen Zugang zu Futter und Trinkwasser.

3.2.3.2 Makroskopische Veranderungen
Auf makroskopischer Ebene wurden Kolonldnge und -gewicht erfasst. Dazu wurde das Kolon

direkt nach der Organentnahme vermessen und gewogen. Die Gesamtlange des Kolons
wurde vom ileozékalem Ubergang bis zum Rektum bestimmt. Zusétzlich wurden die relativen
Kolongewichte, welche sich aus dem Verhaltnis von Kolongewicht zu Kolonlange ergeben,
verglichen. Der Mittelwert der jeweiligen Kontrollgruppe wurde dabei auf 100% gesetzt und
die prozentuale Abweichung der jeweiligen Behandlungsgruppe damit verglichen.

3.2.4 Praparation der Mause zur weiteren Analyse
Die Organentnahme erfolgte je nach Versuchsgruppe am 5. bzw. 7. Tag. Der Bauchraum

wurde mittels eines medianen Schnittes gedffnet und es erfolgte die Darmentnahme (siehe
3.2.4.1). Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. Um eine Degradierung der Ribonukleinsdure
(RNA) durch RNAsen zu vermeiden, wurde die Praparation und Gewinnung der RNA-Proben
innerhalb weniger Minuten vorgenommen. Zudem wurde ein steriles, RNAse-freies Besteck
(Aesculap AG, Tuttlingen) verwendet um eine Degradierung der RNA auszuschlieBen. Die
Praparation und Organentnahme erfolgte durch Mitarbeiter des Institutes flir Pharmakologie
und Klinische Pharmakologie der Universitat Disseldorf.

3.2.4.1 Dickdarmentnahme und -aufbereitung
Der Dickdarm wurde wie oben beschrieben zwischen dem ileozbkalem und rektalem

Ubergang abgesetzt. Ex situ wurde der Darm auf eine Objektplatte mit sterilem 1xPBS auf
Eis Gberfihrt und von restlichem noch anhaftendem Bindegewebe und Fett vorsichtig befreit
und anschlieBend gemessen und gewogen (Minimalwaage, EMB 500-1. Kern&Sohn GmbH,
Balingen). Es erfolgte eine Trennung des Dickdarms in drei Teile: ein proximaler, medialer

und distaler Darmabschnitt. Dadurch konnten die Kolonabschnitte getrennt ausgewertet
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werden. Jeder Dickdarmabschnitt wurde halbiert, um separate Abschnitte fir die
histologische und die Genexpressions-Analyse zu erhalten. Die eine Darmhalfte wurde in
flussigem Stickstoff kaltefixiert und bis zur weiteren RNA-Analyse bei -80°C gelagert. Die
andere Darmhalfte wurde nativ in eine mit KP-Cryocompound-Einbettmedium (Klinik Path,
Belgien) geflllte Kryoform mittig platziert und eingebettet. Es wurde darauf geachtet, dass
das Darmlumen senkrecht zur Schnittflache steht, um bei der histologischen Aufarbeitung
Querschnitte des Darmlumens zu erhalten. Bis zur Anfertigung der Schnitte wurden die
Proben bei -80 °C gelagert.

3.2.5 Auswertung von histologischem Material

3.2.5.1 Gefrierschnitte

Um Risse in den Gewebeproben zu vermeiden, wurden die Bldcke eine halbe Stunde vor
dem Schneiden bei -20 °C im Kryostaten (Leica CM 1850, Leica Microsystems, Wetzlar)
aufgetaut. AnschlieBend wurden 20-30 14 um dicke aufeinanderfolgende Schnitte vom
distalen Kolonabschnitt angefertigt. Dabei wurden jeweils zwei Schnitte auf einem
Objekttrager in gleicher Orientierung aufgezogen. Bis zur Farbung wurden die Schnitte unter
Ausschluss von Feuchtigkeit bei -20 °C gelagert. Direkt vor dem Anfarben wurden die
Schnitte eine Stunde bei Raumluft aquilibriert, um Risse im Gewebe beim Auftauen zu

vermeiden.

3.2.6 Histologische Analyse des Schweregrades der Kolitis

3.2.6.1 Hédmalaun-Eosin (HE) Farbung

Die Gefrierschnitte wurden in kaltem 10% Formalin fir 20 Minuten bei 4 °C nachfixiert. Die
Kerne wurden mit Hamalaun nach Meyer angeférbt. AnschlieBend wurde das Gewebe mit
1% Eosinlésung behandelt, um das Zytoplasma anzuférben. Mit Hilfe dieser Doppelfarbung
ergab sich eine histologische Ubersichtsdarstellung distaler Kolonabschnitte. Die Schnitte
wurden nach der Behandlung einer aufsteigenden Alkoholreihe mit Roti®-Mount (Carl Roth,
Karlsruhe) eingedeckt.

3.2.6.2 Histologische Beurteilung des Schweregrades der Kolitis
Zur Beurteilung histologischer Veranderungen in Abh&ngigkeit vom Schweregrad der Kolitis

wurden die HE-Ubersichtsfarbungen lichtmikroskopisch (Axio Imager. M2; Axio Vision SE 64
Rel.4.9.1, Zeiss, Gottingen) untersucht. Mit Hilfe eines modifizierten Punktesystems nach
Lahat et al. [74] wurden die einzelnen Schnitte anhand der in Tabelle 11 aufgefihrten
Parameter beurteilt. Diese sind nach Kolitis-spezifischen histologischen Veranderungen
gewahlt worden.

Der Aufbau der Dickdarmwand ist durch eine typische Dreiteilung gekennzeichnet, die sich in
Mukosa, Submukosa und Muskularis gliedert (Abb. 4). Die Mukosa wiederum gliedert sich in
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eine Lamina epithelialis mucosae mit Oberflachen- und Kryptenepithelien, eine Lamina
propria aus lockerem Bindegewebe und einer Lamina muscularis mucosae, aus dinnen
glattmuskuléaren Fasern (Abb. 5). Das Epithel wirft tiefe Krypten und enthélt viele
Becherzellen, die einen Schleimfilm auf der Darmoberflache bilden. Innerhalb der Lamina
propria befinden sich die Immunzellen, die unter physiologischen Bedingungen nur vereinzelt
vorhanden sind. Der Mukosa schlieBt sich die gefaBfiihrende Submukosa aus
Bindegewebsfasern an, die im Vergleich zur menschlichen Submukosa wesentlich dinner
ausgepragt ist. Die nach auBBen gelegene Muskularis besteht aus einer dickeren langs- und
dinneren quermuskularen Schicht. Die Dickdarmwand ist gekennzeichnet durch Bildung von
groBen Falten, die das Lumen physiologisch sternférmig konfiguriert darstellt. In den
Abbildungen 4 und 5 ist die histologische Architektur der Dickdarmwand exemplarisch

dargestellt.

Submukosa ——>

Lamina Muskularis =———>

Mukosae :

'
of
<€—=Lamina epithelialis

& (Krypten)
A

. g Lamina —> 2
P ! Propria b

N\

Abbildung 4: Histologischer Darmquerschnitt  Abbildung 5: AusschnittsvergréBerung
der Mukosa

&

L

Deutlich ausgepragte sternférmige Lumen- Darstellung der drei Mukosa (M)-
konfiguration durch hoch aufschlagende Falten. schichten, bestehend aus Lamina
Dargestellt ist die gesamte Darmwand (GDW) epithelialis, Lamina propria (LP) und
bestehend aus Mukosa (M), Submukosa (SM) Lamina muscularis mucosae (LMM). Es
und Muskularis (Mk). MaBstabsbalken 100 um. liegen physiologisch tiefe Krypten vor.
MaBstabsbalken 100 pm.

Um entsprechende histologische Veranderungen im Rahmen der DSS-induzierten akuten
Kolitis in den einzelnen Versuchsgruppen zu untersuchen, wurden die HE-
Ubersichtsfarbungen der einzelnen Versuchsgruppen lichtmikroskopisch mit Hilfe eines
histologischen Kolitis-Punktescores (Tabelle 11) beurteilt. Je héher die Punktesumme des
Kolitis-Punktescores, desto starker war der Schadigungsgrad zu bewerten.

17



Tabelle 11: Histologischer Kolitis-Punktescore.
Punktwerte der einzelnen Beurteilungskriterien nach histologischem Befund, sowie die detaillierte
Beschreibung der Beurteilungskriterien. LMM (Lamina muscularis mucosae), GDW (gesamte

Darmwand), SM (Submukosa), Mk (Muskularis), M (Mukosa), LP (Lamina propria), Bindegewebe

(BGW).

Parameter Punkte Beschreibung
Kryptentiefe 0: normal Bis LMM
1: leicht abgenommen | Auf 2/3 M bis 10% der GDW
2: stark abgenommen | Auf 2/3 M mehr als 10% der GDW oder auf 1/3 M
3: nicht beurteilbar Voélliger Verlust der Kryptenstruktur
Kryptenstruktur | 0: normal tubulér, scharf abgrenzbarer geschlossener
Zellverband
1: vereinzelt entformt | bis 10% der GDW
2: maBig entformt 10-70 % der GDW
3: stark entformt >70% der GDW
Submukosa 0: normal kompakt, sehr diinn, schwer abgrenzbar
1: verbreitert BGW/Zellen vermehrt, aufgelockerte SM
2: +Absetzung + Absetzung SM und Mk

Zelluntergang

0: physiologisch

kompaktes Gewebe, Zellzusammenhalt,
Homogenitat

1: gering gesteigert Oberflachenepithel verstarkt abgeldst
2: stark apoptotisch M apoptotisch, keine klare Abgrenzung Epithelien
3: komplett zerstért GDW zerstort
Einwanderung 0: nicht vermehrt LP sehr diinn, keine klare Abgrenzung MM
von 1: leicht LP umgibt komplett basalen Anteile E innerhalb
mononukle&ren GDW
Zellen in LP 2: maBig LP Verbreiterung bis 10%
3: stark LP Verbreiterung mehr als 10%
Follikel 0: Nicht vorhanden
1.<2
2:>2

Jedes Praparat wurde durch drei unabhangige Auswerter bezlglich der einzelnen
Behandlungsgruppen verblindet beurteilt. Farbe-, Schnitt- und Fixierungsartefakte wurden
bericksichtigt, so dass eine praparationsbedingte Fehlbeurteilung weitestgehend vermieden
wurde.

3.2.7 Histologische Analyse der Extrazellularmatrix-Komponenten und der
inflammatorischen Zellen

3.2.7.1 Immunhistochemische Farbungen

Die Gefrierschnitte wurden entsprechend der jeweiligen Farbung fir 20 min bei 4 °C fixiert.
Bei allen Farbungen wurden allgemein unspezifische Bindungsstellen mit einer 10x 10%
TBS (Tris gepufferte Kochsalzlésung), 10% FCS (fetal calf serum, Fétales Kalberserum) und
1% BSA (Bovines Serumalbumin) Blockierldsung fir eine Stunde bei Raumtemperatur
abgesattigt, um den unspezifischen Hintergrund zu reduzieren. Der obere der beiden
Schnitte auf einem Objekttrager wurde mit dem Primar-Antikérper (AK) Gber Nacht bei 4 °C
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inkubiert, der andere als Negativkontrolle verwendete Schnitt wurde mit 1% BSA (Bovines
Serumalbumin) Pufferlésung feucht gehalten. Zur Blockierung endogener Peroxidasen
wurden die Schnitte mit 3% H,0,/PBS-Lésung (Phosphatgepufferte Kochsalzlésung)
abgesattigt. Die Detektion erfolgte mit einem entsprechenden HRP (horseradish peroxidase)-
konjugierten Zweit-AK durch eine Peroxidase-katalysierten Farbreaktion mit DAB
(Diaminobenzidin). Die Kerne wurden anschlieBend mit Hamalaun nach Meyer angefarbt.
Nach Behandlung wurden die Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe und mit dem
Intermedium Roticlear mit Roti-Mount eingedeckt.

Zum allgemeinen Nachweis von Leukozyten wurde ein Primar-AK gegen CD45 verwendet.
Die entsprechenden Schnitte wurden zunachst mit Aceton fixiert. Der Blockierlésung folgte
ein 30-minutiger Fab-Block (antigen binding fragment) zur Absattigung unspezifischer Fc-
(fragment crystallizable) Bindungsstellen im Gewebe. Als Zweit-AK diente ein anti-rat 1gG
(Immunglobulin) HRP-konjugierter AK.

Makrophagen wurden mit Hilfe eines F4/80 Primar-AK nachgewiesen. Schnitte dieser
Farbung wurden mit 10% Formalin fixiert. Auch hier wurde nach allgemeiner Blockierung ein
30-mindtiger Fab-Block angewandt. Als Zweit-AK wurde ein anti-rat 1IgG HRP-konjugierter
AK verwendet.

HA wurde mittels biotinyliertem HA-Bindeprotein angefarbt. Nach Acetonfixierung wurde das
Gewebe mit einem Avidin-Biotin-Block nach Herstellerprotokoll behandelt, um endogenes
Biotin zu blockieren. Fir das HA-Bindeprotein wurde zur Detektion eine Streptavidin-
gekoppelte Peroxidase verwendet.

Zur Anfarbung der Proteoglykane Biglykan und Decorin wurden die Schnitte mit 10%
Formalin fixiert. Um das Gewebe fir die Primar-AK von Larry Fischer, die am Kernprotein
der jeweiligen Proteoglykane binden, zuganglich zu machen, wurden die Schnitte mit
geldster Chondroitinase fiir eine Stunde in einem 37 °C warmen Wasserbad inkubiert. Nach
Blockierung und Inkubation mit dem Primar-AK wurden die Proteine mittels goat anti-rabbit
HRP-gekoppelten Zweit-AK angeférbt.

3.2.7.2 Mikroskop
Die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Mikroskop mit Axio Kamera

(Axio Imager. M2; Axio Vision SE 64 Rel.4.9.1, Zeiss, Gottingen) angefertigt.

Fir die HE und immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden Bilder in verschiedenen
VergréBerungen aufgenommen. Neben einem Ubersichtsbild dienten jeweils drei mdglichst
dberschneidungsfreie Detailaufnahmen, mit einem 20er- Objektiv, zur spateren quantitativen
Beurteilung der angefarbten Zielstrukturen innerhalb eines distalen Kolonpraparates. Die

19



Histologie des Kolons wurde anhand HE-geféarbter histologischer Schnitte mittels des Kolitis-
Punktescores (Tabelle 11) beurteilt.

3.2.7.3 Quantitative Auswertung mittels Image J
Die immunhistochemischen Farbungen wurden mittels Image J Software (MIH, Maryland,

USA) ausgewertet. Die Zielstrukturen wurden innerhalb der Schicht der Kolonwand, in der
sie auftreten, in den jeweiligen Detailaufnahmen ausgewahlt, wodurch eine quantitative
Aussage uber ihr Vorkommen gemacht werden konnte. Die EZM-Komponenten HA, Biglykan
und Decorin wurden innerhalb der Submukosa, Makrophagen und Leukozyten als
Inflammations-modulierende Zellen innerhalb der Mukosa beurteilt.

Indem die Farbkanale fur die Kernféarbung und unspezifischer Hintergrundfarbung von denen
fir die jeweilige Zielstruktur getrennt wurden, konnte das Farbsignal der Zielstruktur einzeln
quantitativ ausgewertet werden. Fir die angefarbten Bereiche wurde manuell ein
Schwellenwert flir die jeweilige Farbung festgelegt, der fur alle Schnitte einer Farbung
beibehalten wurde. Dieser deckte im Mittel alle Schnitte einer Farbung ab, wobei alle Werte

unterhalb des Schwellenwerts eliminiert wurden.

In der Analyse wurde die Menge des angefarbten Bereiches bei durch den Schwellenwert
gegebener Intensitat auf die Gesamtflache bezogen und lieferte den Wert der Area fraction.
Fir jedes Praparat wurden die drei Ausschnitte separat ausgewertet und der Mittelwert
gebildet.

3.2.8 Isolierung und Analyse von Ribonukleinsaure aus Dickdarm

3.2.8.1 Ribonukleinséure-Isolierung

Die Isolierung von RNA erfolgte mittels RNeasy fibrous Tissue Kit® (Qiagen, Hilden) geman
Angaben des Herstellers. Zunachst wurde das bei -80 °C gelagerte Kolongewebe mit
Gewebeklopfern pulverisiert, in ein Eppendorf-Gefa3 Gberfihrt und abgewogen. Nachfolgend
wurden maximal 30 mg Gewebe verwendet. Das pulverisierte Gewebe wurde zuné&chst in
10 pl Puffer (RLT Buffer) pro 1 mg Gewebe suspendiert und Uber Nacht bei -20°C
eingefroren. Das entstehende Lysat wurde nach Herstellerprotokoll weiterbehandelt und in
25 ul DEPC- (Diethylpyrocarbonat-)Wasser resuspensiert.

3.2.8.2 Ribonukleinsédure-Quantifizierung
Der Reinheitsgrad der praparierten RNA wurde mit einem Photospektrometer (Nanodrop

1000, PeQLab, Erlangen) durch Bildung der Quotienten der Absorptionswerte der
unterschiedlichen Wellenldangen (230/260 nm, sowie 260/280 nm) bestimmt. Die
Konzentration der RNA wurde durch die Messung der Absorption bei 260 nm gemessen.
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Die Qualitat der Proben wurde mittels LabChip™ Technologie des Biologisch-medizinischem
Forschungszentrums der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf anhand der Bandenmuster
und Peak-Flow-Kurven Uberprift.

3.2.8.3 Reverse Transkription
Die isolierte RNA wurde zunachst in doppelstrangige cDNA mittels Superscript || Reverse

Transcriptase Kit® (Invitrogen, Carlsbad, USA) im PCR-Cycler (Primus 96, PeQLab,
Erlangen) in cDNA umgeschrieben. Dazu wurden 1000 ng RNA der Proben in insgesamt
10 ul DEPC-Wasser suspensiert und nach dem unten aufgefihrten Herstellerprotokoll

weiterverarbeitet.

Superscript Il Reverse Transcriptase Kit Verlaufsprotokoll:

1) 1 pl Oligonukleotide, 1 pl 10 mM dNTP-Mix

2) 7 ul Mastermix: 4 ul 5x First Strand Buffer, 2 ul 0,1 M (molar) DTT ,
1 pl RNAsin (40 u/ pul Promega)

3) 1 ul Superscript Il Reverse Transkriptase

Superscript || Reverse Transcriptase Kit Temperaturprofil:

1
2
3
4

) 5 Minuten; 65°C

) 2 Minuten; 42°C

) 50 Minuten; 42°C

) 10 Minuten; 70°C

Zwischen den einzelnen Homogenisierungsschritten wurden die Proben auf Eis gelagert. Die
umgeschriebene cDNA wurde im Anschluss mit 100 pl ultrafiltriertem Wasser verdinnt und
bei 4 °C gelagert.

3.2.9 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (q-PCR)
Mit Hilfe einer Polymerase-Kettenreaktion erfolgt eine Vervielféltigung ausgewahlter

Nukleotidsequenzen. Mittels fluoreszierender Farbstoffe wurde die zeitliche DNA-Produktion
verfolgt. Genspezifische Oligonukleotide, sogenannte Primer, werden verwendet, um die
entsprechende Nukleotidsequenz zu markieren. Zudem dienen sie zur Anlagerung einer
hitzestabilen sogenannten Tag- (thermus aquaticus-) Polymerase, die eine Verknlpfung
angelagerter Basenpaare vornimmt. Die dadurch neu entstehenden Doppelstrange werden
unter Hitze wieder voneinander getrennt (denaturiert) und dadurch neue Matrizen gebildet.
Im Verlauf werden die einzelnen Zyklen aus Anlagerung, Synthese und Denaturierung bis
zum Verbrauch zugeflgter Basen wiederholt und die Produkimenge folglich exponentiell
gesteigert. Das Expressionslevel wurde nach der 2°2°M Methode berechnet. Bei jeder

Reaktion wurde GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) als interner
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Standard koamplifiziert. Die Durchflihrung der g-PCR (Applied Biosystems 7300 Real-Time
PCR-System, Applied Biosystems, Darmstadt) wurde durch Kollegen und Mitarbeiter des
Institutes fUr Pharmakologie und klinische Pharmakologie der Universitdt Dusseldorf

durchgefihrt.

gRT-PCR Ansatz:
5 pl cDNA

10 pl gPCR Supermix
5 nM; 2,5 pl je Primer

Temperaturprofil

Zeit Zyklen Vorgang
50°C 2 min 1Xx
95°C 2 min 1x Denaturierung
95°C 15sek  40-60 Anlagerung
60°C 30 sek Elongation

Tabelle 12: Verwendete Primer

Primer fir gRT- PCR

Gen Primer- Sequenz

Gapdh 5 TGGCAAAGTGGAGATTGTTGCC &

5 AAGATGGTGATGGGCTTCCCG 3
Tnf-a 5 CGAGTGACAAGCCTGTAGCC &

5 AGCTGCTCCTCCACTTGGT 3
I-18 5 GGATGAGGACATGAGCACCT &

5 CGTCACACACCAGCAGGTTA 3
Mcp-1 5" CCCAATGAGTAGGCTGGAGA &

5 TCTGGACCCATTCCTTCTTG 3
Hyal-1 5" GAAATGACAGATTATCTTCTGCC &

5TTGTCTGAGCTTAGCCAGAG 3
Hyal- 2 5’ GGTGGACCTTATCTCTACCAT 3

5 TATTGGCAGGTCTCCATACTT 3
Rhamm 5 GCAGAAGGAGGAGCAGAGTG 3

5 GGCGTGAGCAGCAATATGT 3
Cd44 5"GACCGGTTACCATAACTATTGTC 3

5 CATCGATGTCTTCTTGGTGTG &
Biglykan 5 CTGAGGGAACTTCACTTGGA &

5 CAGATAGACAACCTGGAGGAG 3
Decorin 5 TAAAAGGTCGTGAAAATACAT 3

5 GAAGTCAAATAAGCCTCTCTG 3

Als endogenes Referenzgen diente Gapdh, so dass die relative Expression der Gene auf

dieses normalisiert wurde.




3.2.10 Statistik
Die statistische Auswertung der einzelnen Experimente wurde mit GraphPad Prism 5-

Software (Scinetific Software, San Diego, USA) vorgenommen. Die Messdaten wurden als
Mittelwerte +/- Mittelwert des Standardfehlers (standard error of the mean, SEM) aus einer
Anzahl von n unabhangigen Versuchen entsprechend der Versuchsgruppen angegeben. Zur
Uberpriifung signifikanter Unterschiede zwischen mehreren Versuchsgruppen (= 3) wurde
eine One-way Analysis of Variance (ANOVA) mit nachfolgendem Bonferroni-Test fir multiple
Vergleiche durchgefiihrt. Dabei wurde das Signifikanzniveau P fir a mit 0,05 festgelegt. Das
Konfidenzintervall lag bei 95%.

23



4 Ergebnisse

4.1 Hylauronsaure-Expression bei einer isolierten

Hyaluronsauresynthase-3 Defizienz
Mausen mit einer ubiquitédren Has-3 Defizienz (Has-3 KO) und WT Geschwistertieren wurde

fir 5 Tage DSS im Trinkwasser verabreicht, um die Effekte im Rahmen der DSS-induzierten
Kolitis auf die HA-Expression zu untersuchen. Has-3 KO Tiere wiesen histologisch im
Vergleich zu WT Tieren basal keine Verédnderungen der HA-Akkumulation in den einzelnen
Kolonschichten auf. Nach 5 Tagen DSS-Behandlung war es lediglich in der Submukosa bei
WT Tieren mit einer Steigerung der HA-Verteilung um 150% zu einem Trend von mehr HA
gekommen. Bei der Has-3 KO Gruppe war eine Steigerung inhibiert (Abb. 6 B).
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Abbildung 6: Verteilung von HA innerhalb der einzelnen Darmschichten der Kolonwand

(A-C) Quantitative Auswertung der HA-Farbung in (A) Mukosa (M), (B) Submukosa (SM) und (C)
Muskularis (Mk) von WT und Has-3 KO Tieren ohne und mit DSS-Gabe mittels ImageJ. (D)
Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung von HA, MaBstabsbalken: 50 um. In
braun dargestellt HA, die Hdmalaun-gefarbten Zellkerne in blau. Darstellung der Daten als Mittelwert +
SEM. n=5,7,3,7 (M), 5,6,3,6 (SM), 5,6,3,5 (Mk).
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4.2 Einfluss einer isolierten Hyaluronséuresynthase-3 Defizienz auf den
Schweregrad und die Auspragung der akuten Kolitis
Im Weiteren sollten Auswirkungen des ubiquitaren Has-3 KO auf den Schweregrad der DSS-

induzierten Kolitis untersucht werden. Beurteilt wurden hierzu Gewichtsverlauf sowie
makroskopische und histologische Veranderungen der distalen Kolonabschnitte. Mittels
immunhistochemischer Farbungen wurde die Einwanderung von Leukozyten und
Makrophagen beurteilt. Als weitere EZM-Komponenten wurden die Expression von Biglykan
und Decorin histologisch und auf mRNA Ebene untersucht.

4.2.1 Gewichtsverlauf
Bei den DSS behandelten WT Tieren fiel nach 5 Tagen im Vergleich zu unbehandelten

Geschwistertieren ein signifikanter Gewichtsabfall von 5 % auf. Bei den Has-3 KO Tieren war
es dagegen zu keinem Gewichtsabfall unter der DSS-Behandlung gekommen (Abb. 7).
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Abbildung 7: Gewichtsverlauf Has-3-defizienter Mause im Vergleich zu WT Geschwistertieren
nach DSS-Behandlung

Dargestellt ist der Gewichtsverlauf der DSS-behandelten Gruppen als prozentuale Abweichung vom
Ausgangsgewicht der jeweiligen Kontrolle ohne DSS-Behandlung an Behandlungstag 1 (=100%).
Darstellung der Daten als Mittelwert + SEM; *P <0,05; n=8-11.
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4.2.2 Makroskopische Veranderung von Kolongewicht und -lange
Unter der DSS-Behandlung konnte eine signifikante Verklrzung des Kolons der WT Tiere als

Zeichen einer manifesten Kolitis festgestellt werden. Hingegen zeigte die entsprechende
Verklrzung des Kolons bei den Has-3 KO Tieren unter DSS nur eine abnehmende Tendenz
(Abb. 8 A). Sowohl bei den WT als auch bei den Has-3 KO Tieren kam es zu einer
signifikanten relativen Gewichtszunahme des Kolons unter DSS, es bestanden aber keine
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen mit oder ohne DSS-Behandlung (Abb. 8 B).
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Abbildung 8: Verédnderungen der Kolonlédnge und des Kolongewichts unter DSS-Behandlung.

(A) Auswertung der Kolonlédnge und (B) des langenbezogenen Kolongewichtes nach DSS-Behandlung
bei WT und Has-3 KO Tieren. Dargestellt wird die prozentuale Abweichung der Kolonldnge und des
langenbezogenen Kolongewichtes zur unbehandelten WT Gruppe. Darstellung der Daten als
Mittelwert +/- SEM; *P < 0,05; n=6, 11, 7, 10.
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4.2.3 Histologische Beurteilung der Darmstruktur
Unter DSS-Gabe kam es zu ausgepragten Veréanderungen der tubuldren Kryptenstruktur, bei

der sich der Epithelverband zunehmend auflockerte und unschéarfer abzugrenzen war (Abb.
9 A-C). Die Tiefe der Krypten nahm stark ab. Durch einwandernde mononukleére Zellen
verbreiterte sich die Lamina propria, wodurch sie von der Lamina muscularis mucosae
abzugrenzen war (Abb. 9 A, C, breiter Pfeil). In einigen Praparaten fielen auch
charakteristische Lymphfollikel auf, die als pathognomonisches Zeichen der CU beschrieben
werden (nicht dargestellt) [5]. Auch die Submukosa stellte sich als Zeichen einer schweren
Kolitis verbreitert dar, indem sie an Gewebefasern und Zellen zunahm und stark auflockerte
(Abb. 9 A, C, schmaler Pfeil). Als Zeichen einer allgemeinen Schadigung des Kolons kam es
zum Zerfall von Zellen. Je héher die Schadigung fortschreitet, desto weiter breitet sich diese
von luminal, nur das Kryptenepithel betreffend, bis auf die gesamte Darmwand aus.

Abbildung 9: Exemplarische Darstellung histologischer Veranderungen im Rahmen der DSS-
induzierten Kolitis

Darstellung der HE-Ubersichtsfarbung distaler Kolonabschnitte in unterschiedlichen VergréBerungen
beurteilt. Verbreiterung der Lamina propia: breiter Pfeil; Verbreiterung der Submukosa: schmaler Pfeil.
(A; B) MaBstabsbalken 100 um, (C) MaBstabsbalken 50 pum.
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Mittels HE-Ubersichtsfarbung wurden histologische Verdnderungen unter DSS-Behandlung
von WT und Has-3 KO Tieren untersucht.

Nach der DSS-Behandlung zeigten die WT Tiere eine signifikant erhdhte Punktesumme im
Kolitis-Punktescore (Tabelle 11) gleichbedeutend mit einer verstarkten Kolitis. Dabei kam es
zu einer verstarkten Einwanderung von mononuklearen Zellen sowie zu einer Veranderung
der Kryptenstruktur. Bereits basal traten sowohl bei WT als auch Has-3 KO milde
histologische Veranderungen mit einer Punktesumme von 4 auf. Nach der DSS Behandlung
zeigten die WT Tiere einen signifikanten Anstieg der Punktesumme auf 10 entsprechend
einer starken histologischen Veranderung. Dieser Effekt war bei den DSS-behandelten Has-
3 KO Tieren nicht mehr detektierbar (Abb. 10 A, B).
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Abbildung 10: Histologische Beurteilung des Schweregrades der Kolitis

(A) Auswertung histologischer Veranderungen anhand des histologischem Kolitis-Punktescores von
WT und Has-3 KO Tieren ohne und mit DSS mittels Imaged. (B) Exemplarische Darstellung der HE-
Ubersichtsfarbung distaler Kolonabschnitte von WT und Has-3 KO Tieren ohne und mit DSS-
Behandlung; MaBstabsbalken 100 um. Darstellung der Daten als Mittelwert £+ SEM; *P < 0,05; n=5-7.
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4.3 Inflammation
Die Einwanderung von Leukozyten und Makrophagen innerhalb der Lamina propria wurde

mittels immunhistochemischer Farbungen (CD45, F4/80) beurteilt.

4.3.1 Histologische Analyse von Leukozyten
WT und Has-3 KO Tiere zeigten ohne DSS-Behandlung basal einen ahnlichen Anteil an

Leukozyten. Unter DSS-Behandlung trat eine signifikante Akkumulation von Leukozyten bei
WT Tieren innerhalb der Lamina propria auf. Bei DSS-behandelten Has-3 KO Tieren wurden
signifikant weniger Leukozyten gegeniber den DSS-behandelten WT Tieren detektiert (Abb.
11 A, B).
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Abbildung 11: Detektion von Leukozyten mittels einer CD45-Farbung innerhalb der Mukosa

(A) Quantitative Auswertung der CD45-Farbung innerhalb der Lamina propria von WT und Has-3 KO
Tieren ohne und mit DSS mittels Imaged. (B) Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen
Farbung von CD45-positiven Zellen in distalen Kolonabschnitten; MaBstabsbalken 50 um. In braun
dargestellt die CD45-positiven Zellen, die Hamalaun-geférbten Zellkerne in blauer Darstellung.
Darstellung der Daten als Mittelwertx SEM; *P < 0,05; n=5-8.
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4.3.2 Histologische Analyse von F4/80-positiven Makrophagen
Nach der DSS-Behandlung war es bei WT Tieren zu einer signifikanten Steigerung der

Makrophagenakkumulation gekommen. Die Has-3 KO Tiere konnten diesen Effekt inhibieren
und zeigten signifikant weniger Makrophagen als die WT Kolitistiere (Abb. 12 A, B).
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Abbildung 12: Detektion F4/80-positiver Makrophagen innerhalb der Mukosa

(A) Quantitative Auswertung der F4/80-Farbung innerhalb der Lamina propria von WT und Has-3 KO
Tiere ohne und mit DSS mittels ImagedJ. (B) Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen
Farbung von F4/80-positiven Makrophagen; MaBstabsbalken 50 um. In braun dargestellt die F4/80-
positiven Zellen, die Hdmalaun-geféarbten Zellkerne in blauer Darstellung. Darstellung der Daten als
Mittelwertx SEM; *P < 0,05; n=4-6.
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4.4 Extrazellularmatrix-Komponenten
Als weitere EZM-Komponenten wurden Biglykan und Decorin in immunhistochemischen

Farbungen sowie die jeweilige mRNA Expression analysiert.

4.4.1 Biglykan
Basal trat bei Has-3 KO Tieren ein Trend zu einer gesteigerten Biglykan-Expression

innerhalb der Submukosa im Vergleich zum WT Tieren auf. Wahrend bei WT Tieren mit
DSS-Kaolitis ein leichter Trend zu mehr Biglykan auffiel, war bei Has-3 KO Tieren unter DSS
eine Tendenz zu einer geringeren Biglykan-Akkumulation zu beobachten (Abb. 13 A, B).

Analog zur Immunhistochemie war die mRNA Expression von Biglykan in Has-3 KO Tieren
basal ein Trend zu einer gesteigerten Expression von Biglykan gegenuber den WT Tieren
festgestellt worden. Unter DSS konnte in beiden Gruppen ein deutlicher Trend zu einer
geringeren Biglykan mRNA Expression detektiert werden (Abb. 13 C).
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Abbildung 13: Histologische Verteilung und Genexpressionsanalyse von Biglykan innerhalb
distaler Kolonabschnitte

(A) Quantitative Auswertung der Biglykan-Farbung innerhalb der Submukosa von WT und Has-3 KO
Tieren ohne und mit DSS mittels Imaged. (B) Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen
Analyse des Auftretens von Biglykan innerhalb der Submukosa; MaBstabsbalken 50 pm. In braun
dargestellt Biglykan, die Hamalaun-gefarbten Zellkerne in blauer Darstellung. Darstellung der Daten
als Mittelwert + SEM; *P < 0,05; n=3,5,3,4. (C) Genexpressionsanalyse von Biglykan in distalen
Kolonproben mittels gqRT-PCR. Darstellung der Daten als Mittelwert £ SEM; *P < 0,05; n=6,9,4,5.
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4.4.2 Decorin
Immunhistochemisch stellten sich im Decorin-Gehalt innerhalb der Submukosa keine

Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen unabhangig von der DSS-Kolitis dar
(Abb. 14 A, B).

Auch in der gRT-PCR war die mRNA Expression von Decorin bei Has-3 KO und WT Tieren
vergleichbar. Bei DSS-induzierter Kolitis zeigte sich bei beiden Behandlungsgruppen eine
Tendenz zu reduzierten Decorin mRNA-Expressionsleveln (Abb. 14 C).
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Abbildung 14: Histologische Verteilung und Genexpressionsanalyse von Decorin innerhalb
distaler Kolonabschnitte

(A) Quantitative Auswertung der Decorin-Farbung innerhalb der Submukosa von WT und Has-3 KO
Tieren ohne und mit DSS mittels Imaged. (B) Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen
Analyse des Auftretens von Decorin innerhalb der Submukosa; MaBstabsbalken 50 pm. In braun
dargestellt Decorin, die Hdmalaun-gefarbten Zellkerne in blauer Darstellung. Daten als Mittelwert +
SEM; *P < 0,05; n=3,4,4,4. (C) Genexpressionsanalyse von Decorin in distalen Kolonproben mittels
gRT-PCR. Darstellung der Daten als Mittelwert £ SEM; *P < 0,05; n=6,9,6,4.
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4.5 Hyaluronsaure-Expression im Rahmen einer pharmakologischen,
Nicht-lsoenzym-spezifischen Hyaluronsaure-Synthese-Inhibition

mittels 4-Methylumbelliferon
Des Weiteren sollten die Effekte einer Nicht-Isoenzym-spezifischen pharmakologischen

Inhibition der HA-Synthese mittels 4-MU untersucht werden. Zunachst sollte nachgewiesen
werden, dass es durch 4-MU zu einer suffizienten Reduktion der HA-Expression im Gewebe
kommt und innerhalb welcher Darmschicht diese ggf. besonders ausgepragt ist.

Immunhistochemisch konnte HA in allen Darmschichten detektiert werden (Abb. 15). Durch
die 4-MU Behandlung bestatigte sich in allen Darmschichten der Trend zu weniger HA im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Placebo). Signifikant weniger HA zeigten 4-MU Tiere unter der
DSS-Behandlung im Vergleich zu Kontrolltieren (Placebo DSS) nach der kurzen
Behandlungsdauer in der Submukosa (Abb. 15 B) und in der Muskularis (Abb. 15 C). Im
Rahmen der DSS-induzierten Kolitis zeigten sowohl Placebo als auch 4-MU Tiere den Trend
zu mehr HA in allen Darmschichten. Eine signifikante Steigerung der HA Expression war bei
Placebo Tieren nach der kurzen DSS-Behandlungsdauer (KBD) in Mukosa mit (Abb. 15 A)
und Muskularis (Abb. 15 C) aufgetreten. Die 4-MU Gruppen zeigten unter DSS lediglich
einen Trend zu mehr HA.
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Nach der langen Behandlungsdauer (LBD) stellten sich vergleichbare Trends, jedoch keine
signifikanten Unterschiede mehr dar (Abb. 15 E-G). Ebenso fallt der reduzierende Effekt der
4-MU Behandlung sowohl basal als auch unter DSS-Behandlung geringer aus. Dies kdnnte
mit der Zerstérung der histologischen Architektur zusammenhangen, wie Ergebnisse des
Kolitis-Punktescores gezeigt haben (siehe 4.6.3).

Zusammenfassend zeigt sich der starkste Effekt der 4-MU Wirkung im Rahmen der DSS-
induzierten Kolitis innerhalb der Muskularis mit einer Reduktion von um 75% des HA-
Gehaltes (Abb. 15 C).
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Abbildung 15: Verteilung von HA innerhalb der einzelnen Darmschichten der Kolonwand

(A-C, E-G) Quantitative Auswertung der HA-Farbung in der (A, E) Mukosa, (B, F) Submukosa und (C,
G) Muskularis fur (A-C) die kurze Behandlungsdauer (KBD) und (E-G) die lange Behandlungsdauer
(LBD) von Placebo und 4-MU behandelten Tieren ohne und mit DSS mittels Imaged. (D, H)
Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung von HA in distalen Kolonabschnitten
(D) der KBD und (H) LBD; MaBstabsbalken 50 pum. In braun dargestellt HA, die Hamalaun-
angefarbten Zellkerne in blauer Darstellung. Darstellung der Daten als Mittelwert £ SEM; *P < 0,05;
Mukosa KBD n=3-4; LBD n=4-6. Submukosa KBD n=3-4; LBD n=4-5. Muskularis KBD n=3-4; LBD
n=4-6.
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4.6 Einfluss einer Nicht-lsoenzym-spezifischen Inhibition der
Hyaluronsauresynthese auf den Schweregrad und die Auspragung
der akuten Kolitis

Im Folgenden wurden der Gewichtsverlauf, makroskopische und histologische Effekte mit

und ohne DSS-inudzierter Kolitis nach einer kurzen und nach einer langen
Behandlungsdauer beurteilt und verglichen. Darliber hinaus wurden inflammatorische Zellen
und Zytokine, sowie die Expression weiterer EZM-Komponenten und die Expression HA-
spezifischer Rezeptoren untersucht.

4.6.1 Gewichtsverlauf
Im Zuge der DSS-Behandlung kam es zu einem signifikanten Gewichtsabfall der 4-MU-

behandelten Tiere im Vergleich zu den Placebo Tieren (Abb. 16). Wahrend bei den Placebo
Tieren unter DSS von Tag 6 auf Tag 7 ein Gewichtsabfall von 4% im Vergleich zu Tag 1
auftrat, betrug dieser bei der 4-MU Tieren 19%.

- -
- N
o o
1 1

1004

-# Placebo
* - 4-MU

[
o
1

Gewichtsabweichung (%
vom Mittelwert der Kontrolle
~ [{=}
< e

=2}
(=}

2 3 4 5 6 7
DSS Behandlung (Tage)

o
-

Abbildung 16: Gewichtsverlauf 4-MU behandelter Tiere im Vergleich zu Placebo Tieren nach
DSS-Behandlung

Gewichtsverlauf der DSS behandelten Tiere nach 14-tdgiger Vorbehandlung mit 4-MU bzw. Placebo-
Futter, dargestellt als prozentuale Abweichung vom Ausgangsgewicht der jeweiligen Kontrolle ohne
DSS-Behandlung an Behandlungstag 1 (=100%). Darstellung der Daten als Mittelwert + SEM; *P <
0,05; n=10.
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4.6.2 Makroskopische Veranderung der Kolongewicht und -lange
Im Zuge der DSS-induzierten Kolitis zeigte sich nach der kurzen Behandlungsdauer der

Trend einer Verkirzung des Kolons (Abb. 17 A) in beiden Behandlungsgruppen. Nach der
langen Behandlungsdauer fiel eine signifikante Abnahme der relativen Darmlange sowohl in
der Placebo als auch 4-MU Gruppe auf (Abb. 17 B). Es stellten sich keine Unterschiede

zwischen Placebo und 4-MU behandelten Tieren dar.

Nach der kurzen Behandlungsdauer war bei 4-MU-behandelten Tieren unter DSS im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle das relative Darmgewicht signifikant erhéht, fir die
Placebo Tiere zeigte sich nur ein Trend zu mehr (Abb. 17 C). Nach der langen
Behandlungsdauer konnte demgegenuber eine signifikante Zunahme des relativen
Kolongewichtes bei den Placebo behandelten Tieren unter DSS-Gabe im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Bei den 4-MU Tieren war dieser DSS-induzierte
Effekt nicht detektierbar und es zeigte sich keine Kolongewichtszunahme mehr. Das
Darmgewicht der 4-MU DSS Tiere war signifikant leichter als das der DSS Placebo Tiere
(Abb. 17 D), was auch in diesem Fall mit der starken histopathologischen Zerstérung der

Darmgewebe erklart werden kénnte.
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Abbildung 17: Verdanderungen der Kolonldnge und des Kolongewichts unter DSS-Behandlung

(A, B) Auswertung der Darmlange (A) der kurzen Behandlungsdauer (KBD) und (B) der langen
Behandlungsdauer (LBD) sowie (C, D) des Darmgewichtes im Verhaltnis zur Darmlange (C) der KBD
und (D) LBD von Placebo und 4-MU behandelten Tieren. Dargestellt ist die prozentuale Abweichung
zur jeweiligen Kontrolle (-DSS), welche als jeweilige Referenzgruppe gleich 100% gesetzt wurde.
Darstellung der Daten als Mittelwerte + SEM; *P < 0,05; KBD n= 4, 4, 6, 8; LBD n=6, 5, 6, 5.
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4.6.3 Histologische Beurteilung der Darmstruktur
Basal zeigten Placebo und 4-MU behandelte Tiere eine vergleichbare histologische Struktur

und Kolitis-Punktescore. Unter der DSS-induzierten Kolitis zeigte sich histologisch ein
signifikant erhéhter Kolitis-Punktescore sowohl der Placebo Tiere als auch der 4-MU Tiere im
Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe ohne Kolitis (-DSS) zu beiden Behandlungsdauern.
Nach der kurzen Behandlungsdauer war der Kolitis-Punktescor der 4-MU behandelten
Kolitis-Tiere mit einer mittleren Punktesumme von 12 im Vergleich zur Placebo Kolitis
Gruppe signifikant erhdéht (Abb. 18 A, B). Dieser Unterschied zwischen den
Behandlungsgruppen war in Folge der massiven Destruktion des Kolons nach der langen
DSS-Behandlungsdauer nicht mehr zu beobachten. (Abb. 18 C, D).
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Abbildung 18: Histologische Beurteilung des Schweregrades der Kolitis

(A, C) Auswertung histologischer Veranderungen anhand des histologischen Kolitis-Punktescores
nach (A) der kurzen Behandlungsdauer (KBD) und (C) der langen Behandlungsdauer (LBD) von
Placebo und 4-MU behandelten Tieren mittels Imaged. (B, D) Exemplarische Darstellung der HE-
Ubersichtsfarbung distaler Kolonabschnitte fiir die (B) KBD und die (D) LBD; MaBstabsbalken 100 pm.
Darstellung der Daten als Mittelwert + SEM; *P <0,05; KBD n=4; LBD n=6.
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4.7 Inflammation
Zur Beurteilung von Veranderungen des Inflammationsgeschehens der akuten Kolitis nach

pharmakologischer, Nicht-Isoenzym-spezifischer HA-Syntheseinhibition mittels 4-MU wurden
Leukozyten und Makrophagen immunhistochemisch gefarbt und die mRNA Expression der
proinflammatorischen Zytokine Tnf-a, /I-18 und Mcp-1 mittels qRT-PCR analysiert.
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4.7.1 Histologische Analyse von Leukozyten
Basal zeigten Placebo und 4-MU Tiere gleich viele Leukozyten. Bei DSS-induzierter Kolitis

kam es zu einer signifikanten Erhéhung von Leukozyten innerhalb der Lamina propria bei
Placebo und 4-MU behandelten Tieren zu beiden Behandlungsdauern. Unterschiede
zwischen beiden Gruppen waren nicht detektierbar (Abb. 19 A-D).
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Abbildung 19: Detektion von Leukozyten mittels CD45-Farbung innerhalb der Mukosa

(A, C) Quantitative Auswertung der CD45-Farbung innerhalb der Lamina propria fir (A) die kurze
Behandlungsdauer (KBD) und (C) die lange Behandlungsdauer (LBD) von Placebo und 4-MU
behandelten Tieren ohne und mit DSS mittels Imaged. (B, D) Exemplarische Darstellung der
immunhistochemischen Farbung von CD45-positiven Zellen in distalen Kolonabschnitten der KBD (B)
und LBD (D); MaBstabsbalken 50 um. In braun dargestellt die CD45-positiven Zellen, die Hamalaun-
geférbten Zellkerne in blauer Darstellung. Darstellung der Daten als Mittelwertx SEM; *P < 0,05; KBD:
n=4-9; LBD: n=6.
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4.7.2 Histologische Analyse von F4/80-positiven Makrophagen
Nach der kurzen DSS-Behandlungsdauer von 5 Tagen zeigte sich eine signifikante

Steigerung der Makrophagenakkumulation innerhalb der Lamina propria sowohl bei Placebo
als auch 4-MU Tieren. Unterschiede zwischen beiden Kolitis-Gruppen zeigten sich nicht
(Abb. 20 A, B). Nach der langen Behandlungsdauer hingegen trat eine signifikante
Makrophagenakkumulation lediglich bei der 4-MU Kolitisgruppe auf (Abb. 20 C, D).

A B
F4/80 KBD
-~ -DSS +DSS Kon
*
[}
5 * |
= 20 I
[}
g X
2 10 4-MU
©
0

" + i o 4MU | DSS

4-MU

F4/80 LBD

-DSS +DSS
401 *

Kon

304

204

4-MU

% angeférbte Flache

T H T +  4MU |27
DSS

- T "~ amu

Abbildung 20: Detektion F4/80-positiver Makrophagen innerhalb der Mukosa

(A, C) Quantitative Auswertung der F4/80- Farbung innerhalb der Lamina propria der Mukosa fiir (A)
die kurze Behandlungsdauer (KBD) und (C) die lange Behandlungsdauer (LBD) von Placebo und 4-
MU behandelten Tieren ohne und mit DSS mittels Imaged. (B, D) Exemplarische Darstellung der
immunhistochemischen Farbung von F4/80-positiven Zellen in distalen Kolonabschnitten der (B) KBD
und (D) LBD; MaBstabsbalken 50 um. In braun dargestellt die F4/80-positiven Zellen, die Hamalaun-
geférbten Zellkerne in blauer Darstellung. Darstellung der Daten als Mittelwert + SEM; *P < 0,05; KBD
n=3-4. LBD n=3-4.
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4.7.3 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion-Untersuchungen
proinflammatorischer Zytokine
Mittels qRT-PCR wurden die proinflammatorischen Zytokine Tnf-a, /I-18 und Mcp-1

untersucht. Basal gab es keine Expressionsunterschiede der Zytokine zwischen Placebo und
der 4-MU Tieren. Nach der langen DSS-Behandlungsdauer trat sowohl bei Placebo als auch
4-Mu behandelten Tieren eine signifikante Steigerung der Tnf-a mRNA Expression im
Vergleich zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle auf. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Tnf-a Expression zwischen Placebo und 4-MU behandelten DSS
Tieren detektiert (Abb. 21 A). Die Expression von /I-18 fiel bei den 4-MU Kolitistieren
signifikant gesteigert aus, die Placebo behandelten Kolitistiere zeigten lediglich den Trend zu
mehr [I-18 (Abb. 21 B). In beiden Behandlungsgruppen fiel eine Tendenz zu einer
gesteigerten Mcp-1 Expression bei der DSS-induzierter Kolitis auf, Unterschiede zwischen
Placebo und 4-MU Tieren konnten jedoch nicht nachgewiesen werden. (Abb. 21 C).

Tnfo. mRNA LBD I-13mRNA LBD
- DSS +DSS 25- -DSS +DSS
254 ——— _FUes —_—
* [0 *
(0] = .
S 20 * 2 20 |
E (®]
4 2 15
X 154 T = 15 T
H o
8 104 % 10+
8 8
Tg 54 g 5
ol 0l =milim . AU
- + - + 4-MU - + - +
Mcp-1 mRNA LBD
-DSS +DSS
25- _*DSS
@
o 204
=
(*]
< 151
(0]
©
g 10+
©
T s T
s
AN —— : i
+ - + 4-MU

Abbildung 21: Darstellung der mRNA Expression proinflammatorischer Zytokine

(A-C) Untersucht wurde die mRNA Expression von (A) Tnf-a, (B) II-18 und (C) Mcp-1 jeweils fir die
lange Behandlungsdauer (LBD) von Placebo und 4-MU behandelten Tieren ohne und mit DSS.
Darstellung der Daten als Mittelwert £+ SEM; *,P < 0,05; Tnf-a n= 4,5,4,4. II-18 n=4,5,3,3. Mcp-1 n=
4,5,4,3.
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4.8 Extrazellularmatrix
Neben der HA-Akkumulation wurden die Proteoglykane Biglykan und Decorin, als weitere

EZM-Komponenten, innerhalb der Submukosa mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen
und gRT-PCR untersucht.

4.8.1.1 Biglykan
Histologisch zeigte sich ein Trend zu mehr Biglykan-Expression nach DSS Behandlung bei

den Placebo und 4-MU Tieren nach der kurzen Behandlungsdauer. Dabei gab es keine
Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 22 A, B). Nach der langen Behandlungsdauer
war kein entsprechender Trend mehr detektierbar (Abb. 22 C, D). Ebenso erbrachte die gRT-
PCR keine Unterschiede der einzelnen Behandlungsgruppen nach der langen
Behandlungsdauer (Abb. 22 E).
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Abbildung 22: Histologische Verteilung und Genexpressionsanalyse von Biglykan innerhalb
distaler Kolonabschnitte

(A, C) Quantitative Auswertung der Biglykan-Farbung innerhalb der Submukosa fir (A) die kurze
Behandlungsdauer (KBD) und (C) die lange Behandlungsdauer (LBD) von Placebo und 4-MU
behandelten Tieren ohne und mit DSS mittels Imaged. (B, D) Exemplarische Darstellung der
immunhistochemischen Farbung von Biglykan innerhalb der Submukosa in der (B) KBD und (D)
LBD; MaBstabsbalken 50 um. In braun dargestellt Biglykan, die Hamalaun-gefarbten Zellkerne in
blauer Darstellung. Darstellung der Daten als Mittelwert £ SEM; * P < 0,05; KBD n=4-6. LBD n=3-7.
(E) Genexpressorische Auswertung Biglykan-mRNA mittels qRT-PCR distaler Kolonproben in der
LBD. Darstellung der Daten als Mittelwert + SEM; *P < 0,05; n=4,5,4,4.
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4.8.1.2 Decorin
Immunhistochemisch fiel nach der kurzen DSS-Behandlungsdauer bei den Placebo Tieren

der Trend zu weniger, bei den 4-MU Tieren unter DSS demgegenilber ein Trend zu mehr
Decorin auf. Dabei zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen (Abb. 23 A, B).

Auch nach der langen Behandlungsdauer gab es immunhistochemisch keine Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen (Abb. 23 C, D).

Die Analyse der mRNA Expression zeigte lediglich einen Trend zu mehr Decorin bei den 4-
MU behandlten Tieren gegenlber den Placebo Tieren ohne und mit DSS, jedoch keine
signifikanten Unterschiede (Abb. 23 E).
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Abbildung 23: Histologische Verteilung und Genexpressionsanalyse von Decorin innerhalb
distaler Kolonabschnitte
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(A, C) Quantitative Auswertung der Decorin-Farbung innerhalb der Submukosa fur (A) die kurze
Behandlungsdauer (KBD) und (C) die lange Behandlungsdauer (LBD) von Placebo und 4-MU
behandelten Tieren ohne und mit DSS mittels Imaged. (B, D) Exemplarische Darstellung der
immunhistochemischen Analyse des Auftretens von Decorin innerhalb der Submukosa in der (B) KBD
und (D) LBD; MaBstabsbalken 50 um. In braun dargestellt Decorin, die Hamalaun-gefarbten Zellkerne
in blauer Darstellung. Darstellung der Daten als Mittelwert + SEM; *P < 0,05; KBD n=4-9. LBD n=5-6.
(E) Genexpressorische Auswertung Decorin-mRNA mittels gRT-PCR distaler Kolonproben nach der
LBD. Darstellung der Daten als Mittelwert + SEM; *P < 0,05; LBD n=4,5,3,4.
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4.9 Genexpression weiterer Komponenten des Hyaluronsaure-Systems
Mit Hilfe der qRT-PCR sollten Veranderungen des Expressionsprofiles von Cd44 und

Rhamm analysiert werden.

4.9.1 Cd44
Die Analyse der Cd44 Expression zeigte basal keine Unterschiede zwischen Placebo und 4-

MU behandelten Tieren. Nach der langen DSS-Behandlungsdauer kam es zu einer
signifikanten Reduktion von Cd44 bei sowohl den Placebo als auch den 4-MU Tieren (Abb.

24). Unterschiede zwischen den beiden Gruppen waren jedoch nicht erkennbar.
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Abbildung 24: Bestimmung der mRNA Expression von Cd44

Genexpressionsanalyse der Cd44 mRNA nach der langen Behandlungsdauer (LBD) von Placebo und
4-MU behandelten Tieren ohne und mit DSS. Darstellung der Daten als Mittelwert £ SEM; *P < 0,05.
LBD n=4,5,3,3.

4.9.2 Rhamm
Basal zeigten beide Behandlungsgruppen (Placebo/4-MU) die gleiche mRNA Expression von

Rhamm. Nach der langen DSS-Behandlungsdauer fiel eine signifikante Reduktion der
Rhamm Expression bei den 4-MU Tieren auf. Die Placebo behandelten Tiere wiesen bei
DSS-Kaolitis nur einen Trend zu weniger Rhamm Expression auf (Abb. 25).
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Abbildung 25: Bestimmung der mRNA Expression von Rhamm

Genexpressionssanalyse der Rhamm mRNA nach der LBD von Placebo und 4-MU behandelten
Tieren ohne und mit DSS. Darstellung der Daten als Mittelwert £ SEM; LBD n=4,5,3,4."P <0,05.
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5 Diskussion
Verschiedene Studien konnten belegen, dass es im Rahmen chronischer

Inflammationsprozesse, wie z.B. der Atherosklerose, zu einer Akkumulation von HA im
Gewebe kommt [75].

Auch bei CED Patienten ist bekannt, dass es in der entzindeten Darmschleimhaut zu einer
verstarkten Akkumulation von HA kommt [76]. In unserer Studie konnten wir eine solche HA-
Akkumulation am Mausmodell in Abh&ngigkeit der DSS-Behandlungsdauer nachweisen.
Bereits Studien von Kessler et al. haben eine Abhéangigkeit der Hyaluronsdureexpression
sowohl innerhalb der einzelnen Darmschichten als auch der DSS-Behandlungsdauer
postuliert [43, 61]. Hierbei wurden pro- und antiinflammatorischen Effekte der HA kontrovers
diskutiert. Frihere Studien legten einen maBgeblichen Einfluss der Has-3 im
inflammatorischen Geschehen der akuten Kolitis nahe, obschon auch der Einfluss weiterer
Has-lsoenzyme mdglich schien [26, 43, 62, 68].

Hinsichtlich einer therapeutischen Option, welche eine Modulation der HA-reichen Matrix
bewirkt, besteht Mdglichkeit des Einsatzes des pharmakologischen Inhibitors der HA-
Synthese 4-MU. Bislang liegen keine Studien vor, die den Einfluss einer solchen Nicht-
Isonezym-spezifischen pharmakologischen Inhibition im inflammatorischen Geschehen der
akuten Kolitis untersuchen. Ebenso wurde eine Beteiligung weiterer Komponenten des HA-
Systems wie Rezeptoren, Hyaluronidasen aber auch andere Matrix-Komponenten wie
Decorin und Biglykan, bislang nicht untersucht.

Aufgrund dieser Uberlegungen sollte in unserer Studie untersucht werden,

l) inwieweit ein Has-3 selektiver KO den Schweregrad und die Inflammation im
Rahmen der der akuten Kolitis beeinflusst und es zu weiteren Auswirkungen auf
Komponenten des HA-Systems kommt
und

1) ob eine pharmakologische HA-Synthesehemmung eine mdégliche Therapieoption
liefert.
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5.1 Hyaluronsauresynthase-3 Defizienz
Die vorliegende Arbeit konnte positive Effekte einer Has-3 Defizienz im Rahmen der DSS-

induzierten Kolitis nachweisen. Basal waren keine Veranderung der HA-Expression und
Lokalisation zwischen WT und Has-3 KO Tieren in allen drei Darmschichten
immunhistohemisch nachweisbar. Dies ermdglicht eine ungestdrte Funktionsaustbung der
physiologischen HA-Funktion im Gewebe und der Zell-Zell-Interaktion, sowie der
Geweberegeneration [18, 36]. Die im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis verstarkte HA-
Akkumulation war jedoch in den Tieren mit einer genetischen Has-3 Deletion inhibiert (Abb.
6).

Frihere Studien von de la Motte et al. und Kessler et al. stellten eine Akkumulation von HA
im Rahmen einer DSS-induzierten Kolitis dar und postulierten, dass dies mit einem klinisch
und histologisch verschlechtertem Outcome einhergeht [43]. Demgegentber wurde bei
Zheng et al. ein protektiver Effekt nach exogen zugefuhrter HMW-HA bei DSS-induzierter
Kolitis aufgezeigt [62]. Somit erschien es unklar, welche Rolle die HAS3-abhangige HA nun
fir den Krankheitsverlauf der akuten Kolitis besitzen wirde. Insgesamt konnte in den Has3-
defizienten Tieren eine deutlich mildere Kolitissymptomatik einhergehend mit einem
besseren histologischen Outcome, einem reduzierten Gewichtsverlust, einer geringeren

Kolonverkirzung und geringeren Invasion von Entziindungszellen festgestellt werden.

In friheren Studien konnten de la Motte et al. eine Expressionssteigerung der Has-2 und -3
mRNA in mikrovaskularen Endothelzellen und glatten Muskelzellen [26], Kessler et al. eine
Steigerung der Has-3 mRNA in Makrophagen zeigen [61]. Wé&hrend der Erstellung dieser
Arbeit wiesen Kessler et al. nach, dass es bei einer genetischen Deletion der Has-3 im
Mausmodell zu einer verringerten intestinalen Inflammation im Rahmen der DSS-induzierten
Kolitis kommt und dies mit einer verringerten Gewebezerstdérung einhergeht [43]. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit den hier gezeigten Ergebnissen.

Bislang liegen nur wenige Studien vor, die untersuchen, welcher Zelltyp maBgeblich an der
gesteigerten HA-Expression in der Darmwand beteiligt ist. Der beobachtete HA-Anstieg in
der Submukosa rickt Zellen in dieser Gewebeschicht, wie z.B. glatte Muskelzellen und
mikroendovaskulare Endothelzellen [63], aber auch extravasierende Entziindungszellen wie
Makrophagen [61] in den weiteren Untersuchungsfokus. Kessler et al konnten zeigen, dass
insbesondere endotheliale Mukosazellen unter DSS-induzierter Kolitis verstarkt HA
exprimieren [61]. De la Motte et al. beschrieben eine verstarkte HA Produktion bei in vitro
Untersuchungen in glatten Muskelzellen von CED-Patienten [26]. Nach nun erfolgter
Identifikation des malBgeblichen HAS-Isoenzyms soll eine spezifischere Charakterisierung
des von der Has3-Defizienz am starksten betroffenen Zelltyps das Ziel weiterflhrender

Untersuchungen sein.
50



Es konnte ein signifikanter Gewichtsabfall der WT Tiere zwischen Tag 3 und 5 im Rahmen
der DSS-induzierten akuten Kolitis gesichert werden (Abb.7) und liefert damit vergleichbare
Ergebnisse zu anderen Forschungsgruppen [59, 62, 77], welche diesen Effekt beschreiben.
Bei Has-3 defizienten Tieren hingegen blieb eine entsprechende Verdnderung des
Gewichtes im Verlauf der DSS-Behandlung aus, was als protektiver Effekt zu werten ist
(Abb. 7).

Wahrend sich bei WT Tieren im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis eine signifikante
Darmverkirzung zeigte, konnte diese bei Has-3 KO Tieren inhibiert werden (Abb. 8 A). Das
relative Darmgewicht zeigte sich bei beiden Behandlungsgruppen im Rahmen der akuten
Kolitis gesteigert (Abb. 8 B).

Die Ergebnisse der Arbeit belegen, dass im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis bei WT
Tieren ein signifikant schlechterer Kolitis-Punktescore nachweisbar war, gleichbedeutend mit
einer starkeren Kolitis. Die DSS-induzierte akute Kolitis brachte deutliche histologische
Veranderungen im Rahmen des inflammatorischen Geschehens mit sich. Dabei kam es zur
Einwanderung mononukleérer Zellen [26, 43, 62], einem Verlust der Kryptenstruktur [60, 78]
sowie einer Verbreiterung der Submukosa [61, 79]. Die Verbreiterung der Submukosa
kénnte mit einer verstarkten HA- Akkumulation in Form von sogenannten HA-Kabeln [43],
welche sich um die aus dem Kolongewebe isolierten glatten Muskelzellen von CED
Patienten darstellten, erklart werden [63],

Bei Has-3 defizienten Tieren blieb jedoch histologisch eine entsprechende Schadigung der
Kolonschleimhaut unter DSS weitestgehend aus. Der Kolitis-Punktescore war signifikant
niedriger als der der WT Kolitis Tiere (Abb. 10). Spezifisch kam es im Rahmen der DSS-
induzierten Kolitis zu einer signifikanten Leukozyteninvasion innerhalb der Submukosa bei
WT Tieren. In den Has-3 defizienten Tiere war dieser Effekt inhibiert und die Tiere wiesen
signifikant weniger Leukozyten im Vergleich zu WT-Tieren mit Kolitis auf (Abb. 11). Diese
reduzierte Leukozyteninvasion basierte auch maBgeblich auf einem Effekt auf die
Makrophagen: Wéahrend in WT-Tieren eine signifikant erh6hte Makrophageneinwanderung
innerhalb der Submukosa auftrat, wurde dieser Effekt beim Isoenzym-spezifischen Has-3
KO ebenfalls inhibiert und es lagen signifikant weniger Makrophagen im Rahmen der DSS-
induzierten Kolitis vor (Abb. 12). Frihere Studien belegen, dass es im Rahmen des
inflammatorischen Geschehens der akuten Kolitis zu einer deutlichen Einwanderung von
Leukozyten innerhalb der Dickdarmschleimhaut [7, 10], sowie zur gesteigerten Expression
proinflammatorischer Zytokine [9, 26, 80], die eine Lokomotion und Aktivierung weiterer
Immunzellen férdern, kommt. Eine Extravasation von Entziindungszellen erfolgt dabei unter
anderem CD44 vermittelt [67, 81], was auf eine modulierende Rolle der HA hindeutet. Die

initiale Immunantwort wird dabei durch Mastzellen und Neutrophile eingeleitet [80], die
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TNF-a vermittelt zu einer Aktivierung von T-Helferzellen fiihrt, die wiederum Uber Sekretion
diverser Zytokine die Aktivierung weiterer Immunzellen einleiten. Insgesamt decken sich die
beschriebenen protektiven Effekte mit Untersuchungen von Kessler et al. [43].

Im Rahmen verschiedener Aktivierungsvorgange konnte eine Bindung von Leukozyten an
eine perizelluldare HA-reiche Matrix glatter Muskelzellen [63, 82] sowie intestinaler
mikrovaskularer Endothelzellen [61] gezeigt werden. Wie de la Motte et al. beschrieben,
tragen Monozyten und Lymphozyten Uber diese Bindung zu der mdglichen Einwanderung
weiterer Entziindungszellen und —Mediatoren bei [63]. Makrophagen Ubernehmen durch die
Freisetzung von Wachstumsfaktoren, Proteasen und Zytokinen vielféltige Aufgaben im
inflammatorischen Geschehen. Ebenso interagieren sie als phagozytierende Zellen im
Rahmen von Heilungsprozessen. Durch eine Phagozytose funktionsloser oder apoptotischer
Zellen [83] férdern sie physiologische Heilungsprozesse [18], sorgen aber durch die
Phagozytose von HA ebenso fir eine Gewebeneubildung [80]. Als Antigen-prasentierende
Zellen sind sie an der Aktivierung der spezifischen Immunabwehr beteiligt [18]. Die
Aktivierung erfolgt zum einen zytokinvermittelt, zum anderen durch Entzindungszellen der
frdhen Immunantwort (s.0.). Untersuchungen im Lungengewebe zeigen, dass
niedermolekulare HA Makrophagen aktiviert und die Expression proinflammatorischer
Zytokine wie IL-8 [31] oder IL-12 [84] steigert; entsprechende Untersuchungen im Rahmen
der CED stehen derzeit noch aus. Diese HA-vermittelten Effekte kdnnten somit maBgeblich
zu der Protektion bei einer genetischer Deletion der Has-3 beitragen. Die reduzierte HA-
Matrix bietet weitaus weniger Potential der Immunzellbindung und —rekrutierung in das
Gewebe. Auch direkte proinflammatorische Effekte kurzkettiger HA-Fragmente bleiben aus
und kénnen zur deutlich abgemilderten Immunzellantwort wahrend der akuten Kolitis in Has-
3 defizienten Tieren beitragen.

Auch die kleinen leucinreichen Proteoglykanen (small leucine rich proteoglykans) Biglykan
und Decorin gehéren der EZM-Matrix an [85]. Die Funktion dieser EZM Komponenten im
Rahmen der akuten Kolitis ist bislang nicht untersucht. Jedoch macht die Modulation der HA
eine Anderung auch anderer Matrixmolekiile wahrscheinlich, welche ihrerseits wieder
spezifische Funktionen austben kénnen.

Neben der Organisation der EZM [86, 87] erflllen die Poretoglykane Biglykan und Decorin
Aufgaben im Rahmen der Signaltransduktion wahrend des Zellwachstums und der
Differenzierung [88]. Auf der einen Seite wirken Biglykan und Decorin via TLR-2 und TLR-4
signaling an Lungenuntersuchungen proinflammatorisch [89]. Es liegen darlber hinaus
Studien vor, die ein verringertes Auftreten der Proteoglykane mit einer verstérkten
Inflammation in Verbindung bringen [85], da mdgliche antiinflammatorische Effekte [87, 90]

nur ungentgend vermittelt werden kdnnen. Auf der anderen Seite wirken sie Gber Inhibition
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von C1qg, dem initialen Komplementfakior des klassischen Weges der unspezifischen
Immunantwort [90, 91], wie auch Uber eine Bindung und Immobilisierung von TNF-a [92]
antiinflammatorisch. Studien, die den Einfluss oder das Vorkommen der Proteoglykane im
Rahmen der akuten Kolitis untersuchen, liegen derzeit nicht vor.

Basal wiesen Has-3 defiziente Tiere den Trend zu mehr Biglykan Expression sowohl
histologisch als auch auf mRNA Ebene auf. Im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis wurde
bei Has-3 KO Mausen der Trend zu weniger Biglykan Expression als beim WT Tieren
beobachtet (Abb. 13 A). Die mRNA Expression von Biglykan zeigt sich nach DSS-
Behandlung bei beiden Versuchsgruppen in gleichem MaB reduziert (Abb. 13 B). Bislang
liegen keine Studien vor, die eine Has-3 abhangige Veranderungen der Biglykanexpression
im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis beschreiben. In gréBeren Studien soll der Einfluss
von Biglykan , welches selbst TLR-2 und -4 signaling vermittelt [89, 93], genauer fokussiert

werden.

Der Decoringehalt beider Versuchsgruppen mit und ohne DSS-Behandlung zeigte sich
immunhistochemisch unveréandert (Abb. 14 A). Jedoch war auch hier der Trend zu einer
verringerten mRNA Expression im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis bei beiden
Behandlungsgruppen aufgetreten (Abb. 14 B). Bislang liegen keine weiteren Studien vor, die
einen entsprechenden Einfluss der Decorin Expression unter DSS belegen. Die im Vergleich
zu Biglykan deutlich moderateren Veranderungen der Expression lassen jedoch darauf
schlieBen, dass Decorin hier wahrscheinlich keine mafBgebliche Rolle spielt.
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5.2 Pharmakologisch Nicht-lsoenzym-spezifische Inhibition der
Hyaluronsaure-Synthese

Hinsichtlich einer mdglichen pharmakologischen Modulation der HA-reichen Matrix im
Rahmen der akuten Kolitis wurde im né&chsten Schritt der Nicht-lsoenzym-spezifische
Inhibitor 4-MU eingesetzt. Unter der Behandlung mit 4-MU konnte der Trend zu einer
reduzierten HA-Expression in allen drei Darmschichten nachgewiesen werden (Abb. 15).
Eine signifikante Steigerung der HA-Akkumulation im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis
trat nach 5 Tagen innerhalb der Mukosa und Muskularis bei Placebo-Kolitis Tieren auf. In 4-
MU behandelten Tieren hingegen war der HA-Gehalt nach der kurzen Behandlungsdauer mit
DSS in der Submukosa und Muskularis im Vergleich zur Placebo behandelten Kolitisgruppe
reduziert (Abb. 15 B, C).

Nach der langen DSS-Behandlungsdauer zeigten sich nur Trends der beschriebenen Effekte
auf, was aller Wahrscheinlichkeit nach auf die starke Gewebeschadigung zurlickzufiihren ist,
welche mdgliche Unterschiede maskiert.

Im Zuge der DSS-Behandlung kam es bei Placebo behandelten Tieren zu einer Kolitis-
typischen, moderaten Gewichtsabnahme. Im Rahmen der 4-MU-Behandlung trat jedoch
weitaus schneller eine signifikante Gewichtsabnahme auf (Abb. 16). Nach der langen DSS-
Behandlungsdauer war sowohl bei Placebo als auch 4-MU Tieren eine signifikante
Darmverkirzung (Abb. 17 B) zu beobachten, welche sich zwischen den
Behandlungsgruppen nicht unterschied. Zudem trat nach der kurzen Behandlungsdauer eine
starkere Gewichtszunahme des Kolons unter 4-MU-Behandlung gegeniber der
Placebogruppe auf (Abb. 17 C). Nach der langen Behandlungsdauer waren entsprechende
Effekte aufgrund der geschadigten Darmarchitektur nicht mehr zu bewerten.

Somit zeigen diese Ergebnisse, dass eine pharmakologische Nicht-lsoenzym-spezifischen
Inhibition der HA-Synthese mittels 4-MU in Bezug auf die Gewichtsabnahme, die
Darmverkirzung und Zunahme des Darmgewichts negative Effekte im Rahmen der DSS-
induzierten Kolitis entwickelt.

Neben diesen makroskopischen Verdnderungen kam es sowohl bei Placebo als auch 4-MU-
behandelten Tieren zu einer signifikanten Verschlechterung des histologischen Outcomes im
Rahmen der DSS-induzierten Kolitis. Wiederum war dieser Effekt darlber hinaus durch die
4-MU-Therapie signifikant schlechter als die der WT Kolitisgruppe nach der kurzen
Behandlungsdauer. Der verschlechterte histologische Outcome zeichnete sich insbesondere
durch die Abnahme der Kryptentiefe aus (Abb. 18 A, B). Nach der langen DSS-

Behandlungsdauer konnte ein entsprechender Effekt nicht mehr detektiert werden
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(Abb. 18 C, D). Jedoch war zu diesem Zeitpunkt die Morphologie des Kolons derart gestort,
dass keine eindeutige Beurteilung mehr méglich war und mégliche Unterschiede somit nicht

mehr darstellbar waren.

Zusammenfassend konnte somit im Einklang mit der verschlechterten Symptomatik und den
verschlechterten makroskopischen Kriterien auch auf histologischer Ebene nur ein negatives
Outcome durch eine Therapie mit 4-MU erzielt werden.

Des Weiteren liegen bislang keine Studien vor, die den Einfluss einer Nicht-lsoenzym-
spezifischen pharmakologischen Inhibition der HA-Synthese auf die Immunzellinvasion im
Rahmen der akuten Kolitis untersuchen.

Die unter DSS zu beobachtende signifikante Einwanderung von Leukozyten konnte unter der
4-MU-Behandlung nicht inhibiert werden (Abb. 19). Ebenso konnte eine Einwanderung von
Makrophagen nicht reduziert werden (Abb. 20). Darlber hinaus zeigten lediglich die 4-MU
Kolitistiere nach der langen Behandlungsdauer weiterhin eine signifikante Einwanderung von
Makrophagen (Abb. 20 C). Somit konnte die 4-MU Therapie nur einen negativen Effekt auf
die Einwanderung der Leukozyten und Makrophagen erzielen.

Neben der Einwanderung inflammatorischer Zellen diente die Expressionsuntersuchung
unterschiedlicher proinflammatorischer Zytokine zur Beurteilung des
Inflamationsgeschehens. Bereits frihere Studien konnten darstellen, dass es im Rahmen der
CED zu einer Heraufregulation verschiedener proinflammatorischer Zytokine kommt [9].
TNF-a steht aktuell im Fokus therapeutischer Untersuchungen. Als Hauptvertreter flr lokale
und systemische Entziindungsreaktionen, wird es initial von Mastzellen und Neutrophilen
exprimiert und im weiteren aktiviert Gber verschiedene Signalwege sowohl Lymphozyten als
auch Makrophagen [80]. Im Rahmen der akuten Kolitis konnte unter anderem eine erhéhte
TNF-a Expression gezeigt werden [94]. Eine TNF-a Antikérper Therapie wird derzeit als
therapeutisch versuchter Ansatzpunkt genutzt. Bislang kann dadurch jedoch nur eine
symptomatische Reduktion der Beschwerden bewirkt werden und zu keiner deutlichen
Therapieverbesserung fuhren [9, 95].

Alle drei untersuchten Zytokine (Tnf-a, II-18 und Mcp-1) waren basal nur minimal exprimiert
(Abb.21).

Unter DSS kam es zu einer signifikanten Expressionssteigerung von Tnf-a. Auch die
Inhibition der HA-Synthese durch 4-MU konnte dies nicht inhibieren und somit keinen
protektiven Effekt zeigen (Abb. 21 A).
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IL-18 wurde vor allem im Rahmen einer verzdgerten Immunantwort eine Rolle
zugesprochen, wie Untersuchungen von Melgar, und Dieleman et al zeigten, da sie eine
Expressionssteigerung von /-1 im Rahmen von chronischen DSS-Kolitismodellen
beschreiben [71, 96]. Auch in unserem Mausmodell der akuten Kolitis zeigte die /I-18-
Expression den Trend einer gesteigerten Expression im Rahmen. Unter der 4-MU Therapie
war die Expression jedoch signifikant gesteigert und 4-MU hatte somit einen eher
proinflammatorischen Effekt (Abb. 21 B).

Es liegen nur wenige in vitro Studien vor, die eine gesteigerte Expression von MCP-1 durch
HA beschreiben [31, 97]. In vivo war die Expression von Mcp-1 im Rahmen der DSS-
induzierten Kolitis war unverandert und die 4-MU Behandlung hatte keinerlei Einfluss (Abb.
21 C). Im Rahmen der DSS-Behandlung zeigte sich ledilgich der Trend zu einer gesteigerten
Expression von Mcp-1, jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen.

Somit zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass eine pharmakologische, Nicht-lsoenzym-
spezifische Inhibition der HA-Synthese mittels 4-MU zu einer signifikanten Steigerung der
Expression von Tnf-a und /-1 fuhrt. Dies wird begleitet von einer verstarkten Invasion von
Immunzellen in das Darmgewebe und einer verschlechterten Symptomatik der 4-MU
behandelten Kolitistiere.

Bislang liegen keine Studien vor, die Expressionsveranderungen der Proteoglykane im
Rahmen einer systemischen HA-Synthesehemmung und bei Kolitis beschreiben. Wie bereits
weiter oben beschrieben, konnten bei  beiden Proteoglykane keine signifikanten
Expressionsveranderungen im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis gezeigt werden, jedoch
schien Biglykan im Rahmen der akuten Kolitis etwas deutlicher moduliert zu werden als
Decorin. Inwieweit dies von funktioneller Relevanz ist, ware das Ziel zukinftiger Studien.
Auch die Nicht-Isoenzymische Inhbition der HA-Synthese mittels 4-MU hatte keinen Einfluss
auf die Expression der untersuchten Proteoglykane (Abb. 22, 23).

Unter DSS trat eine signifikante Reduktion der Expression von Cd44 auf. Dabei fielen keine
Unterschiede zwischen Placebo und 4-MU behandelten Gruppe auf (Abb. 24).

Das HA Signaling im Rahmen von Entzlindungsprozessen umfasst verschiedene
Interaktionspartner, wobei CD44 [49] maBgeblich an der Extravasion von Entziindungszellen
[67] und insbesondere der Einwanderung von CD8+-Lymphozyten [81] beteiligt ist. Darlber
hinaus beweisen Studien, dass eine Adhasion von Leukozyten an HA CD44-abhéangig erfolgt
[63, 66]. Demgegeniiber stehen jedoch Studien an Mausmodellen mit E.coli Pneumonie und
Bleomycin-induzierter nichtinfektiéser Lungeninflammation Lungenkrankheiten, welche eine

gesteigerte HA-Akkumulation und Inflammation bei Mausen mit einer genetischen Cd44-
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Defizienz im inflammatorischen Geschehen postulieren [84, 98] und somit
antiinflammatorische Effekte vermittelt.

Die hier beobachtete gesteigerte Immunzellinfiltration ins Gewebe trotz Reduktion der Cd44-
Expression deutet entweder auf CD44-unabhangige Prozesse im Rahmen der akuten Kolitis
hin oder zeigt, dass mdgliche antiinflammatorische Effekte des Rezeptors nur ungentigend
vermittelt werden kénnen, wie Studien von Wang und Teder et al. nahelegen.

Als weiterer HA-spezifischer Rezeptor kam es im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis zu
einer signifikanten Reduktion der Rhamm Expression durch die 4-MU Behandlung,
wohingegen die Placebo gefltterten Ttiere lediglich einen Trend zu weniger Rhamm
Expression im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis zeigten (Abb. 25). Die verringerte
Expression von Rhamm kdénnte, wie bereits in einer Studie von Tolg et al. beschrieben,
Auswirkungen auf einen gestdrten Heilungsprozess im Rahmen des inflammatorischen
Prozesses der Kolitis haben, zumal RHAMM an der Motilitdt und Proliferation von Zellen [51]
von Geweben beteiligt ist [29] und eine wichtige Funktion fir die Wundheilung Gbernimmt
[52].

Bislang gibt es allein die Mdglichkeit der unspezifischen Inhibition aller HAS-Isoenzyme
mittels 4-MU als therapeutische Option. Diese Mdglichkeit schlieBt sich nach den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit jedoch aus, da der weitest gehende Verlust der HA-
reichen Matrix im Gewebe sich als auBerst negativ zumindest wahrend der akuten
Inflammation erwiesen hat. Es kann postuliert werden, dass der HA-reichen Matrix eine
essentielle Rolle zur Aufrechterhaltung von Struktur und Funktion im Gewebe zukommt,
welche bei einer kompletten Inhibition zu einer deutlichen Verschlechterung der
Krankheitssymptomatik bei akuter Inflammation fuhrt.

Hingegen erwies sich die spezifische Inhibition der Has-3 als protektiv. Weiterfihrende
Untersuchungen kénnten darauf abzielen, den spezifischen Zelltyp, der fir die gesteigerte
HAS-3 Expression im Rahmen der akuten Kolitis verantwortlich ist, zu identifizieren und eine
evil. mégliche Zelltyp-spezifische Inhibierung der HAS-3 Synthese im weiteren therapeutisch
Rahmen der akuten Kolitis zu nutzen. Bislang stehen hierfir jedoch noch keine
pharmakologischen Mdéglichkeiten zur Verfigung.
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5.3 Fazit
Unsere Untersuchungen konnten belegen, dass es im Rahmen der DSS-induzierten Kolitis

zu einer Heraufregulation der HA-Expression in Abhangigkeit der Behandlungsdauer kommt
und diese Expression unterschiedlich in den einzelnen Darmschichten auftritt. Festzuhalten
bleibt, dass sich eine selektive Has-3 Defizienz protektiv auf die Entwicklung und den
Schweregrad der DSS-induzierten Kolitis auswirkt. Dieser protektive Effekt kann durch

a) einen signifikant geringeren Gewichtsverlust der Tiere unter akuter Kolitis,

b) eine geringere Darmverkirzung

c) eine Inhibition der schadigenden Effekte auf histologischer Ebene (Kolitis-
Punktescore)

d) eine signifikant verringerte Einwanderung von Leukozyten und Makrophagen

gezeigt werden.

Auf der anderen Seite wurde gezeigt, dass eine pharmakologische Nicht-lsoenzym-
spezifische Inhibition der HA-Synthese mittels 4-MU negative Effekte auf die Entwicklung
und den Verlauf der akuten Kolitis durch

QO

) einen signifikant hheren Gewichtsabfall,

O

ein signifikantes schlechteres histologisches Outcomes

O

)
) eine verstarkte Einwanderung von Leukozyten und Makrophagen
)

o

signifkant gesteigerte Tnf-a und //-8 Expression
gekennzeichnet war.

Im Weiteren bleibt jedoch offen, welcher Zelltyp im Rahmen einer verringerten Has-3
Expression protektiv wirkt. Dies soll durch weiterfihrende Arbeiten mit Zelltyp-spezifischen
Has-3 KO geklart werden. Diesen Untersuchungen kénnte womdglich therapeutische

Relevanz in der Therapie der chronisch-inflammatorischen Darmerkrankungen zukommen.
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