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1. Einleitung

1.1 Aufbau der Darmwand

Zum besseren Verstandnis der folgenden Abschnitte soll zunachst der Aufbau der
Darmwand néher beschrieben werden (Abbildung 1-1).

Die Darmwand besteht aus Schleimhaut oder Mukosa (Epithel, Lamina Propria,
Lamina Muscularis Mucosae), Submukosa, Muscularis Propria und Serosa. Zum
Darmlumen wird die Mukosa durch die Epithelzellschicht begrenzt, die auf einer
Basalmembran fixiert ist. Den gro3ten Teil der Mukosa stellt die Lamina Propria dar,
welche aus Lymphozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Kapillaren und extrazellularer
Matrix besteht. An die Lamina Propria schlief3t sich als letzte Schicht der Mukosa die
Lamina Muscularis Mucosae an, auf die dann die Submukosa folgt. Wahrend die
Lamina Muscularis Mucosae eine etwa 5-Zellen-dicke Schicht von glatten
Muskelzellen ist und bei der Darmmotilitdt eine wesentliche Rolle spielt, besteht die
Submukosa aus einem losen Maschenwerk von dinnen Kollagenfibrillen, die die
Mukosa mit der Muscularis Propria verbindet und Blutgefal3e und Lymphbahnen zur
Muscularis fuhrt. Die Muscularis Propria besteht aus einer dicht gepackten Schicht
glatter Muskelzellen, die von diinnen Kollagenfibrillen umgeben sind. Diese Fibrillen
verbinden sich zu Kollagenfasern, die die intramuskularen Septae bilden. An die
Langsmuskelschicht grenzt Bindegewebe (die Serosa). Die Serosa enthalt als
Deckschicht ein Epithel, das sie zum Peritoneum abgrenzt. Die vorherrschenden
Bindegewebsproteine im Darm sind Kollagene. Sie werden von mesenchymalen
Zellen wie glatten Muskelzellen und Fibroblasten produziert. Dabei handelt es sich

vor allem um Kollagen des Typs | und Il %,
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Krypten Epithelzellschicht

Lamina propria

Mukosa
Lymphknoten

Lamina muscularis mucosae

Submukosa

Zirkuldre Muskelschicht

Longitudinale Muskelschicht

Serosa

i e — e — — — . —. S— e P

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der Kolonmukosa *. Erklarungen siehe Text.

1.2 Chronisch entziundliche Darmerkrankungen

Zu den chronisch verlaufenden entzindlichen Darmerkrankungen (CED) zahlen der
Morbus Crohn (MC) und die Colitis ulcerosa (CU), an denen insbesondere junge
Menschen zwischen dem 20. und dem 40. Lebensjahr erkranken. Aber auch Kinder
und &ltere Menschen konnen betroffen sein, wobei M&nner und Frauen dabei fast
gleich haufig erkranken.

Die hochste Inzidenz chronisch-entzindlicher Darmerkrankungen wird in Nord-
Amerika und (Nord-)Europa beobachtet. In Stid-Amerika, Asien und Afrika kommen
hingegen wesentlich weniger Falle vor, jedoch mit steigender Tendenz. Zudem
werden neben den geographischen auch ethnische Unterschiede verzeichnet. In den
USA sind Kaukasier deutlich héaufiger betroffen als Afroamerikaner, letztere

wiederum haufiger als Asiaten.
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Die Atiologie der CED ist bisher noch nicht vollstandig verstanden. Beide
Erkrankungen gehen mit einem Verlust der Mukosa-Integritdt, verminderter
Resorptionsleistung und verstarkter Sekretion bzw. Exkretion von Flissigkeit einher.
Unterschiede zwischen MC und CU bestehen hinsichtlich makroskopischem und
histologischem Erscheinungsbild sowie im Verteilungsmuster. Wahrend eine CU-
Erkrankung auf das Kolon beschrankt bleibt, ist beim MC der gesamte
Gastrointestinaltrakt vom Mund bis zum Anus betroffen (Abbildung 1-2).
Charakteristisch fir den MC ist dabei, dass nur einzelne Darmsegmente krankhaft
verandert sind und zwischen ihnen gesunde Abschnitte liegen. Besonders haufig
sind der letzte Abschnitt des Diinndarms (terminales lleum), die Ubergangsregion

vom Dinndarm in den Dickdarm (lleozékalregion) und das Kolon verandert.

Morbus Crohn Colitis ulcerosa

Speiserdhre
Magen

Didnndarm naur
und Dhinndanm
Dickdarm
nur
Deckadarm
Enddarmerkrankung
:"“i'“'“‘““ mit EissurenEistein/
Enddarms A bR P San

Abbildung 1-2: Lokalisation der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn

und Colitis Ulcerosa. Quelle: www.kompetenznetz-ced.de

Das Zusammenspiel von mikrobieller Darmflora und intestinalem Immunsystem

sowie Erndhrungsgewohnheiten stellt bei der Entstehung von CED einen wichtigen

2-4

Faktor dar Im Gastrointestinaltrakt finden Immunreaktionen auf pathogene
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Substanzen statt, wahrend gleichzeitig Antigene aus der Nahrung sowie
physiologische Bakterienflora toleriert werden. Beim gesunden Menschen wird durch
standigen Kontakt der Lamina propria mit Antigenen eine milde, genau regulierte
chronische Entziindung aufrechterhalten. Kommt es zu einer Permeabilitdtsstorung
des Darmepithels, gerat die Regulation aus dem Gleichgewicht. Vor dem Hintergrund
einer genetischen Disposition und unter Einfluss exogener Faktoren kann dieses
Ungleichgewicht in eine CED minden. Rauchen ist ebenfalls ein wichtiger
Risikofaktor fur einen aggressiven Krankheitsverlauf und das Rezidiv bei MC. Bei
einer CU-Erkrankung hat das Rauchen in mehreren Studien hingegen einen
protektiven Effekt auf die Krankheitsmanifestation gezeigt °.

Andere Befunde deuten auf eine besondere Rolle von genetischen und auch
immunologischen Faktoren bei beiden Erkrankungen. So gilt eine positive
Familienanamnese als Risikofaktor bei MC. Aus familidren Untersuchungen und
Konkordanzstudien an Zwillingen kann auf eine genetische Pradisposition fir MC
geschlossen werden. Monozygote Geschwister haben bei Erkrankung ihres Zwillings
ein  15-35-fach  erhdohtes Risikko an MC zu erkranken als die
Durchschnittsbevolkerung * °. Durch Kopplungsanalysen konnten unter anderem
Risikoregionen auf den Chromosomen 12 und 16, sowie weitere potentielle
Regionen auf den Chromosomen 3, 7 und 11 im Zusammenhang mit einer MC-
Erkrankung identifiziert werden °. So treten bei MC-Patienten gehauft Varianten
(single nucleotide polymorphisms (SNP)) von Nod2/CARD15 auf dem Chromosom
16 auf " 8. Das Nod2/CARD15 Protein erkennt zytoplasmatisch Bestandteile der
Bakterienwand (Muramyldipeptide (MDP)) und interagiert mit der Kinase RICK/RIP2
(RIP-like interacting caspase-like apoptosis-regulatory protein kinase/receptor
interacting protein2) ° (Abbildung 1-3). Diese bindet den IKK-Komplex *°, der fiir die

Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB (ber die Phosphorylierung und
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Degradierung des endogenen NF-kB-Inhibitors IkB-o. verantwortlich ist . Die
beobachteten SNP8, 12 und 13 im Nod2/CARD15 Gen zeigen eine verminderte, von
der Mutation individuell abh&angige Induzierbarkeit von NF-kB nach Stimulation mit
Bakterienwandbestandteilen bzw. MDP *?**, die mit dem Risiko an MC zu erkranken
korreliert *2. Es konnte nachgewiesen werden, dass eine heterozygote Mutation zu
einem doppelten bis vierfachen Risiko fuhrt, einen MC zu entwickeln. Homozygote

bzw. mehrere compound heterozygote NOD2-Mutationen steigern das Risiko um das

20 — 40-fache & .

PON-derived
Modi/Nod? molecules

——
T wOD _# '..
¢ T

Kirnase
RICK
IKK&, MAFKs
Cazpasas HF-«B AP-1, EIk1

Proinflammatory cytokines {e.g. THF, IL-1[1)
Cell-surase proteins (eg. 1CAMA)

Host defense response

Abbildung 1-3: Vereinfachte schematische Darstellung des Nod2 Signalwegs. Die Erkennung
von bakteriellem MDP durch die Leucin-reiche Domane (leucine rich repeats, LRR) des Nod2-Proteins
fuhrt zu einer Oligomerisation und Rekrutierung der Kinase RICK durch eine CARD-CARD-Interaktion.
Verschiedene Kinasekomplexe werden gebildet sowie aktiviert, das in einer Phosphorylierung von
IKKs, MAPKs und IRF-3 resultiert und zu einer Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-xB, AP-1
und Elk-1 und Caspasen (wichtigste Enzyme der Apoptose) fuhrt. Im Zellkern stimulieren die Faktoren
die Transkription von proinflammatorischen Zytokinen und Zelloberflachenmolekilen. Caspasen wie
Caspase-1 induzieren die Aktivierung von pro-IL-1 und pro-IL-18 durch proteolytische Spaltung.

Modifiziert nach Inohara *°.
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Die Annahme einer Barrierestérung im Intestinum konnte bei Patienten mit MC durch
das vermehrte Finden von intrazellularen Bakterien in intestinalen Epithelzellen und

17

in tieferen Schichten der Mukosa bestatigt werden ~°. Bei Patienten kann diese

erhohte  Permeabilitit schon lange vor dem Auftreten der ersten

18-20 |nteressanterweise lassen sich

Krankheitssymptome nachgewiesen werden
diese Beobachtungen nicht nur auf mukosale Entzindungsaktivitat zurtickfuhren,
sondern sind auch mit einer genetischen Pradisposition verbunden, da Verwandte

von CED-Patienten eine hodhere intestinale Permeabilitat im Vergleich zur

Normalbevélkerung aufweisen .

1.3 Mogliche Komplikationen und extraintestinale Manifestationen

bei MC und CU

Bedingt durch die entziindlichen Veranderungen und deren Folgen an der Darmwand
kommt es beim MC zu verschiedenen Symptomen wie Malabsorption, krampfartigen
Schmerzen, Diarrh6en und Gewichtsverlust. Abszesse, Fisteln (siehe 1.3.1) und
Fissuren konnen als perianale Verédnderungen erscheinen. Des Weiteren kénnen
Stenosen (siehe 1.3.2), Strikturen sowie Perforationen mit folgender Peritonitis
auftreten. Bei einer CU-Erkrankung sind die Hauptsymptome blutig-schleimige
Diarrhden, rektale Blutungen und Tenesmen. Es kdnnen ebenfalls Perforationen mit
folgender Peritonitis aber auch toxisches Megakolon bis hin zum haufig multifokalen,
spat diagnostizierbaren Colonkarzinom entstehen.

Bei beiden Erkrankungen sind jedoch auch Manifestationen aufR3erhalb des Darmes,
SO genannte extraintestinale Veranderungen, moglich. Diese kdnnen sich z.B. in

Form von Gelenkschmerzen (Arthritis), Andamie sowie in Entzindungen der Augen,
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der Haut, der Gallenwege (Gallensteine) und der Leber (primar sklerosierende

Cholangitis) auf3ern.

1.3.1 Gestorte Wundheilung und Bildung von Fisteln

MC und CU gehen mit Ulzerationen und groRen Wundarealen einher ?*. Die

Wundheilung ist bei diesen Erkrankungen jedoch haufig gestort. Gerade nach einer

22-27 22

Proktektomie oder Proktokolektomie ist eine langsame Heilung der
Operationswunden nicht selten. Eine weitere Komplikation stellen Fisteln dar
(Abbildung 1-4). Fisteln sind abnorme roéhrenférmige Génge, welche von einem
Hohlorgan ausgehen und an der Korperoberflache (aul3ere Fisteln) minden oder nur
im Korperinneren verlaufen (innere Fisteln). Im Verlauf ihrer Erkrankung entwickeln
mehr als ein Drittel aller Patienten mit MC eine oder mehrere Darmfisteln. Sie heilen
sehr schlecht ab, da eine Wundheilung in diesem Bereich gestort ist. Zur Klarung der
Entstehung von perianalen Fisteln gibt es verschiedene Hypothesen. Eine besagt,
dass Fisteln als tiefe penetrierende Ulzeration im Anus oder Rektum beginnen. Dort
lagert sich Uber die Zeit der Kot in die Ulzeration ein. Wahrend der Darmentleerung
wird durch den intraluminalen Druck der Kot in das subkutane Gewebe gedrickt, so
dass die Ulzeration zunimmt und Fisteln entstehen. Die zweite Hypothese vermutet,
dass sich perianale Fisteln aus einem Analdriisenabsess entwickeln %°. Eine haufig
angewendete anti-TNF-Therapie zur Behandlung der Fisteln zeigt bei Giber 50% der
Patienten keine Verbesserung %°.

Die Heilungsprozesse sind meist langwierig und stellen fur die behandelten Patienten
eine hohe physische und psychologische Belastung dar. Neue Therapieanséatze zur

medikamentdsen Behandlung von Fisteln und zur Verbesserung der postoperativen

Wundheilung bei MC und CU sind deshalb zwingend notwendig. Dafir mussen
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allerdings erst die Mechanismen, die bei der Wundheilung eine Rolle spielen,

verstanden werden.

Colon
deszendens

Abbildung 1-4: Entero-
kolische Fistel: Magen-
Darm-Passage im Mono-
kontrast.

Quelle: Prof. Dr. K. J. Klose:
Medizinisches Zentrum fir
Radiologie, Klinik far
Strahlendiagnostik, Klinikum
der Philipps-Universitat
Marburg
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Abbildung  1-5: Mono-
kontrastdarstellung des
MC-Dinndarms mit lang-
streckiger Stenose des
praterminalen lleums
(Pfeilspitze) und terminalen
lleums (Pfeil) = klassische
lleitis terminalis (string sign)
(Akutstadium)

Quelle: Prof. Dr. K. J. Klose:
Medizinisches Zentrum fir
Radiologie, Klinik far
Strahlendiagnostik, Klinikum
der Philipps-Universitat
Marburg

1.3.2 UberschieRende Wundheilung und Entstehung von Stenosen

Etwa 40-50% der MC-Patienten (jedoch weniger CU-Patienten) leiden unter
Stenosen (Darmverengungen) (Abbildung 1-5). Ein operativer Eingriff ist trotz
arztlicher Betreuung und richtiger medikamentdser Behandlung meist unumganglich.
Die Ursache der Entstehung von Stenosen ist noch nicht endgultig geklart. Bekannt
ist jedoch, dass Patienten mit einer Mutation im Nod2-Gen (siehe oben) ein erhdhtes
Stenoserisiko aufweisen. Auch neigen diese Patienten eher zu rezidivierenden
Stenosen als Patienten, die das Wildtyp-Nod2-Gen tragen ** 3%,

Als Ursache fur die Stenoseentstehung wird eine tberschie3ende Wundheilung nach
Gewebezerstdrung in der Mukosa, Submukosa und Muscularis Propria vermutet *.

Im gesunden Darm ermdglichen die dinnen Kollagenfibrillen der Submukosa die

Bewegung der Mukosa Uber die Muscularis. Diese Beweglichkeit geht im
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entziindeten Darm verloren und fuhrt zur Haftung der Mukosa an der Muscularis
Propria (Abbildung 1-6).

Weitere wichtige Faktoren fur die Stenosebildung sind die Starke der Entziindung
und deren Chronizitdt. So scheint eine Verletzung der Submukosa flr eine
mesenchymale Zellantwort nétig zu sein. Mesenchymale Zellen migrieren in die beim
MC typischerweise involvierte Submukosa ein, um dort zu proliferieren und durch
Bildung von Kollagen den Gewebedefekt zu verschlieRen. Dies kann zu einer
verstarkten Kollagenanhaufung und somit zu einer Stenose fiihren *. Die Migration
von Fibroblasten, Myofibroblasten (durch PDGF differenzierte und aktivierte
Fibroblasten) und glatten Muskelzellen aus der Muscularis Mucosae in die
Submukosa und auch Mukosa ist bisher unzureichend verstanden, ebenso wie die
Faktoren, die zur Induktion der Migration fuhren. Sicher ist, dass es bei einer CED zu
einer uberschielBenden Wundheilungsreaktion durch vermehrte Kollagen- und
mesenchymaler Zellanhdufung kommen kann. Dieser Prozess fuhrt zu einer
veranderten Architektur des Darms und somit zu einer Beeintrdchtigung der
Darmfunktion. Das eigentliche Hohlorgan wird durch die uberschie3ende
Wundheilung, die Unbeweglichkeit der Mukosa sowie die Verdickung aller Schichten
undurchgdngig. Die entstandenen Stenosen weisen neben der verstarkten
Kollageneinlagerung in der Submukosa verdickte Muskelschichten auf, die

wahrscheinlich auf Zellproliferation und Hypertrophie zuriickzufiihren sind *.
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Abbildung 1-6: Die Rolle des submukosalen Kollagens in Bezug auf die Beweglichkeit der

Mukosa uiber die Muscularis. Modifiziert nach Graham, S. 221 *

Wenn mesenchymale Zellen wie Fibroblasten, Myofibroblasten und Muskelzellen in
den Wundheilungsprozess involviert sind, erfahrt repariertes Gewebe eine
Kontraktion, welches auch bei Hautverbrennungen beobachtet wird. Dies lasst sich
wahrscheinlich dadurch erklaren, dass sowohl glatte Muskelzellen als auch
Fibroblasten fremde Matrix, auf der sie wachsen, kontrahieren kénnen. Im vernarbten
Darm fihrt diese Kontraktion von Matrix und mesenchymalen Zellen zur Bildung

einer Stenose .

1.4 Migration von Fibroblasten und Myofibroblasten

Myofibroblasten und Fibroblasten sind in allen humanen Organen und Geweben zu
finden. Sie gehodren zur Familie der Bindegewebszellen und sind fir das
architektonische Gerist des Korpers von groRer Bedeutung. Sie Uben eine wichtige

Stutzfunktion aus und sind wichtige Strukturgeber.
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Bei der Wundheilung spielen die Migration, Proliferation von Fibroblasten und
Myofibroblasten aber auch deren Produktion von extrazellularer Matrix eine
wesentliche Rolle *2. So ist das Einwandern von mesenchymalen Zellen aus dem
umliegenden unverletzten Gewebe in die Wunde ein essentieller Schritt zur Heilung.
In der frihen Phase der Wundheilung wird geschadigtes Bindegewebe durch
intensive Abbauaktivitat entfernt. Eine Induktion dieser Abbauprodukte bewirkt eine
Modulation von Fibroblasten und somit deren Einwanderung in das Wundareal.
Fibroblasten, die in das Granulationsgewebe migrieren, stammen von ruhenden und
maoglicherweise undifferenzierten Fibroblasten aus dem umliegenden Gewebe. Nach
ihrer Aktivierung verandern sich die Fibroblasten phanotypisch und wandern durch
zyklische Anheftung und Ablosung der Adhé&sionsmolekile von den Proteinen der
Extrazellularmatrix gerichtet entlang eines chemotaktischen Gradienten zur Wunde
33.

Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte sind essentiell fur die Wundheilung. Die noétigen
Kommunikationsprozesse werden dber Adhasionsmolekile vermittelt, deren
Expression zu einem durch ihre Liganden oder zum anderen durch ein suppressiv
oder stimulierend wirkendes Zytokinmilieu reguliert wird. Die Adh&asionsmolekile
Ubertragen anschlieBend Signale in das Zellinnere. Dadurch wird eine
Kommunikation mit dem Zellkern ermdglicht, die h&ufig mit einer Aktivierung oder
Deaktivierung der entsprechenden Zelle einher geht 3.

Adhasionsmolekile werden in charakteristischen Mustern von allen an der
Wundheilung beteiligten Zelltypen exprimiert. In der Frihphase der Wundheilung
kommt es wahrscheinlich durch Hochregulation bestimmter Adhasionsmolekiile auf
der Zelloberflache zu einer Induktion von Wanderungsprozessen. Fibroblasten
scheinen gerade in diesen frihen Phasen ihre maximale Aktivitat zu entfalten. Das

Eindringen in das Granulationsgewebe erfolgt somit sehr schnell.
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1.5 Morphologie sich bewegender Fibroblasten: Mikrospikes und
Lamellipodien

Fibroblasten gehdren zu den humanen Zellen, die selbstandig tber Oberflachen
wandern konnen. Dabei strecken sie in regelmalligen Abstidnden Lamellipodien und
Mikrospikes aus. Wahrend Lamellipodien dinne, flachige Fortsatze sind, die aus
einem dichten Geflecht von Aktinfilamenten bestehen, enthalten die diunnen, steifen
Mikrospikes mit einem Durchmesser von ca. 0,1 um und einer Lange von 5-10 um im
Inneren lockere Biindel aus etwa 20 Aktinfilamenten 3*.

Die Aktinfilamente im Lamellipodium erscheinen starker geordnet als in anderen
Bereichen der Zellrinde. Ein grol3er Teil dieser Filamente ragt nach auf3en, wahrend
das Plus-Ende im Leitsaum plasmamembranstandig ist (Abbildung 1-7). Das
Lamellipodium verhélt sich als Struktureinheit. Bei einer Nicht-Anheftung an der
Unterlage, klappt es meistens schnell als ,Krduselung® Uber die Zelle nach hinten
(Abbildung 1-8).

Lamellipodien und Mikrospikes konnen sich sehr schnell bilden und wieder
verschwinden. Wahrscheinlich entstehen sie durch 6rtlich begrenzte Polymerisation
von Aktin an der Plasmamembran. Dabei kann sich die Plasmamembran schnell -

ohne zu zerreiRen - nach auRen wolben 34,
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enger Kontakt mit der Unterlage Actin-Querverbindungsproteine

Abbildung 1-7: Schematische Darstellung des Lamellipodiums mit seinen Aktinfilamenten (rot).
Quelle: Alberts et al. **

5um

Abbildung 1-8: Wandernder humaner Fibroblast mit Lamellipodien und Mikrospikes am
Leitsaum (Rasterelektronenmikroskopie).  Wahrend  sich  der  Fibroblast  bewegt,
Wanderungsrichtung ist mit dem Pfeil angedeutet, gleiten Lamellipodien und Mikrospikes nicht an der
Kulturschale haftend Uber die Oberseite zum hinteren Ende der Zelle. Diese Bewegung wird

,Krauselung* genannt. Quelle: Alberts et al. *
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1.6 Die Migration von humanen Zellen ist Aktin-abhangig

Die Bewegung von humanen Zellen ist ein auf molekularer Ebene schwer zu
erklarendes Phanomen. Es verandern sich verschiedene Teile der Zelle gleichzeitig
und es gibt kein erkennbares Bewegungsorganell wie beispielsweise eine Flagelle
bei Einzellern.

Die Wanderung der Tierzelle beruht auf viele Aktinumwandlungen. Bei genauer
Betrachtung der Aktinfilamente im Leitsaum kann eine ununterbrochene Wanderung
des Aktins durch die Zelle nach hinten von 1 pm je Minute beobachtet werden. Im
Zellinneren hingegen wird das Aktin fortlaufend depolymerisiert. Anscheinend bilden
sich im Leitsaum nicht nur neue Filamente, sondern werden auch Monomere
angefiigt, so dass sich die Filamente verlangern *>. Das Aktin lagert sich dabei unter
anderem zu Lamellipodien und Mikrospikes zusammen, es verbindet sich mit
Fokalkontakten oder bildet Stressfasern.

Damit sich ein Fibroblast Gber eine Oberflache bewegen kann, ziehen Stressfasern
an der extrazellularen Matrix oder einer anderen Zelle. Die Stressfaser muss dabei
an der richtigen Stelle fest in der Plasmamembran uber
Transmembranverbindungsproteine zwischen zellinneren Aktinfilamenten und
extrazellularer Matrix verankert sein. Der grof3te Teil der Fibroblastenzelloberflache
ist durch einen uber 50 nm breiten Spalt von der Unterlage getrennt. Die
Fokalkontakte dagegen verringern diesen Abstand auf 10-15 nm. Dort besteht eine
Anheftung der Plasmamembran an Bestandteile der extrazellularen Matrix Gber die
extrazellulare Doméne der Integrine. Der zytoplasmatische Integrinteil ist Gber das
Protein Talin und das wiederum Uber Vinculin an die Aktinfilamente in den

Stressfasern gekoppelt (Abbildung 1-9) *°.
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EXTRAZELLULARE MATRIX

Fibronectin

Abbildung 1-9: Modell des Mechanismus, mit dem Integrine in der Plasmamembran die
intrazellularen Aktinfilamente an einem Fokalkontakt mit der extrazelluldaren Matrix koppeln. Es

bildet sich ein Fokalkontakt, wenn sich Integrine an der Kontaktstelle ansammeln und an der

ZellauRBenseite an Matrixglykoproteinen wie Fibronektin binden. Quelle: Alberts et al. %,

Stark vereinfacht kann man die Bewegung von Zellen in drei Einzelvorgange
unterteilen (Abbildung 1-10):

° Die Ausstulpung: Durch die Polymerisation von Aktin am Leitsaum strecken
sich Lamellipodien und Mikrospikes aus der Vorderseite der Zelle nach vorne
uber das Substrat.

° Die Anheftung: Transmembranrezeptoren fur Proteine der extrazellularen
Matrix verbinden die Plasmamembran mit der Unterlage. Aktinfilamente im
Zytoplasma der Stressfasern treten Uber Aktin-bindende Proteine mit den
zytoplasmatischen Domanen dieser Rezeptoren in Wechselwirkung. Die
Kontakte zwischen Zelle und Unterlage missen stéandig neu hergestellt und
wieder gelost werden, damit sich die Zelle vorwarts bewegen kann.

° Der Zug: Der Zellkorper bewegt sich vorwarts, indem sich wahrscheinlich der
vordere Teil der Zelle aktiv wie eine Muskelfaser zusammen zieht und der
Zellkern, sowie die Hauptmenge des Zytoplasmas passiv hinterher gezogen

werden. Nach einer anderen Theorie schiebt sich die Aktin-haltige Zellrinde
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durch die Polymerisation der Aktinfilamente vorwarts, so dass in der Zellrinde
eine Spannung entsteht. Die dadurch entstehende Kontraktionskraft zieht die

hinteren Teile der Zelle nach .

Actin-haltige Zellrinde Lamellipodium Unterlage

I |
Zellrinde unter Zug Lamellipodium erweitert

| I sich durch Polymerisie-
rung von Actin

-

E}“m‘l‘_— —ﬂ\h L FALELL R

Zurickziehen

-

o
Fokalkontakte

AL

Abbildung 1-10: Modell fur die Fortbewegung der Zelle. Die Aktin-haltige Zellrinde dehnt sich
durch Aktin-abhéangige Ausstilpung und feste Anheftung eines Lamellipodiums am Leitsaum. Die
Zelle wird durch die entstehende Zugkraft nach vorne gezogen. Es entstehen neue Fokalkontakte,
wahrend sich alte auflésen. Die Zelle kann sich vorwérts bewegen, indem sich dieser Kreislauf standig
wiederholt. Das neu polymerisierte Aktin in der Zellrinde ist rot hervorgehoben. (Modifiziert nach

Alberts et al. %)
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1.7 Die Rolle der Focal Adhesion Kinase (FAK) bei der Zellmigration

Die Fokalkontakte haben neben der Verankerungsfunktion die Aufgabe, Signale von
der Extrazellularmatrix an das Zytoskelett weiterzuleiten. Es sind mehrere
Proteinkinasen in den Fokalkontakten lokalisiert *. In den fokalen Adhé&sionen findet
man unter anderem eine Phosphorylierung der zytoplasmatischen, rezeptorfreien
Protein-Tyrosin-Kinase FAK (p125 focal adhesion kinase). Da FAK-defiziente Zellen
ein stark vermindertes Migrationspotential aufweisen, geht man davon aus, dass die
Phosphorylierung von FAK eine wichtige Rolle bei der Zellmigration spielt *’. Die
FAK-Phosphorylierung ist von einer Vielzahl an Stimuli abhéngig, die an der
Regulierung von Zellmorphologie, -adh&asion und -bewegung beteiligt sind. Bei der
Bindung von Integrinen an Proteinen der EZM wird FAK an Tyrosinresten
phosphoryliert ’.

FAK ist ein Teil eines Zytoskelett-assozierten Netzwerks von Signalproteinen, zu
dem die Protein-Tyrosin-Kinasen der Src-Familie, p130“®*, Shc und Grb2 gehéren.
Sie wirken gemeinsam bei der Ubermittlung der Integrinsignale in die ERK/JNK MAP
(mitogen-activated protein) Kinase-Kaskade *’. FAK bindet an Proteine, die eine Src
Homologe 2 (SH2)-Doméne enthalten *¥“°. SH2-Domanen, die mit FAK assoziieren,
sind pp60°'¢, GRB-2, p85a, PLC-y, Nck, Crk und Csk 8. Die FAK-Phosphorylierung
wird unter anderem von der zytoplasmatischen Doméne des Integrins induziert **.
FAK ist indirekt zur Seite der Integrin-Rezeptor-Kluster lokalisiert und interagiert -
vermittelt durch die C-terminale Domane “? — iber die Integrin-assoziierten Proteine

43, 44

Talin “° und Paxillin mit den Rezeptoren. Talin wiederum bindet an Vinculin, das

sich mit a-Aktinin zusammenlagert und an ein Aktinfilament koppelt (Abbildung 1-11).
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Abbildung 1-11: Integrin-assoziierte Proteine
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Durch die Bindung eines Liganden wie Fibronektin an Integrine erfolgt eine
Phosphorylierung von FAK an 7 — 8 verschiedenen Tyrosinresten u. a. an der
Autophosphorylierungsstelle Tyr 397 und damit eine Integrin-vermittelte Migration
Uber a-Aktinfilamente. Uber seine N-terminale Domane bindet FAK an die

Rezeptoren von Wachstumsfaktoren und foérdert so die PDGF- und EGF-stimulierte

37

Zellmigration Durch die Bindung des jeweiligen Wachstumsfaktors an den

4 Diese

Rezeptor wird diese Protein-Tyrosin-Kinase schliel3lich phosphoryliert
Phosphorylierung wird durch das Klustern von Ligand-besetzten Integrinen
synergistisch erhoht.

FAK fungiert somit als Rezeptor-proximales Brickenprotein, da es die
37

Signaltransduktionswege von Wachstumsfaktoren und Integrinen verbindet

(Abbildung 1-12).
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Abbildung 1-12: Model der Funktionsweise von FAK: Die indirekte Co-Lokalisation von FAK mit

Actin stress

Integrin- und Wachstumsfaktor-Rezeptor-Klustern fiihrt zur Wirkung von FAK als Rezeptor-proximales
regulatorisches Protein. Es sind sowohl die Phosphorylierung von FAK an der
Autophosphorylierungsstelle Tyrosin 397 als auch die Integritéat des Zytoskeletts nétig, damit FAK die

Wachstumsfaktoren- und Integrin-vermittelte Migration férdern kann. In Anlehnung an Sieg et al.*’

Die Wachstumsfaktoren fihren wahrscheinlich zu einer erhéhten Expression von

Oberflachenintegrinen und zu einer Expressionsverstarkung von bestimmten

46, 47

Extrazellularmatrixproteinen Dies tragt zum Synergismus zwischen

Wachstumsfaktor- und Integrin-vermittelter Migration bei. Die Fibroblastenmigration

wird also durch ein komplexes Zusammenspiel von EZM-Proteinen - Fibronektin %,

49 50

sind Extrazellularmatrix-

Vitronektin **, Kollagen |, Kollagen IV und Laminin
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Komponenten, die fur die Zellmigration eine agonistische Funktion ausiben -, FAK-
Phosphorylierung, Wachstumsfaktoren und Integrinexpression bewirkt. Beeinflusst
wird die Migration somit unter anderem durch die Regulierung von Integrinexpression

und die Aktivierung von FAK und MAP-Kinasen.

1.8 Fibronektin, Wachstumsfaktoren und Zytokine und deren
Bedeutung fur die Zellmigration

Die Migration intestinaler Myofibroblasten wird wahrscheinlich durch eine Vielzahl
l6slicher Faktoren moduliert, die wahrend der Wundheilung und der Entztindung von
intestinalen Fibroblasten, Myofibroblasten und anderen Zellen verstéarkt sezerniert
werden konnen. Im folgenden Abschnitt soll auf migrationsbeeinflussende Faktoren
wie Fibronektin, Wachstumsfaktoren und Zytokine eingegangen werden, mit denen

die Experimente dieser Arbeit durchgefuhrt wurden.

1.8.1 Fibronektin

Fibronektin (FN) ist ein extrazellulares Glykoprotein, das Migration, Zelladhasion,
Proliferation und Differenzierung vermittelt. AulRerdem spielt es wichtige
physiologische  Rollen  wéahrend der embryonalen  Entwicklung  und
Gewebsverwundung >*.

Fibronektine (FNe) sind dber Disulfidbriickenbindungen verbundene, dimere
Matrixproteine mit strukturellen Typ I, Il und IIl Domanen, welche an Zellen, Kollagen,
Proteoglykane, Oberflachenrezeptoren und Fibrin binden kénnen °% °2. Aufgrund
alternativen SpleiRens des RNA-Primartranskripts kdnnen bis zu 20 verschiedene

Isoformen exprimiert werden. Hauptsachlich tritt das alternative SpleiRen in den 2
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homologen Typ Il Domanen ED-A und ED-B sowie in der nicht homologen Domane
namens type Il connecting segment (IlicS) auf *>*’. Die ED-A und ED-B Segmente
sind entweder komplett enthalten oder entfernt (Abbildung 1-13). Alternatives
SpleiRen der llicS-Region ist komplexer. IlicS kann komplett integriert, teilweise oder
vollig entfernt sein *. Uber eine zusétzliche SpleiRvariante ohne die 1llcS Domane,
ohne das zehnte Typ | (I10) und das finfzehnte Typ IIl Segment (lll;5) wurde berichtet

®  So erscheint die 1llcS Region in 5 verschiedenen Varianten wahrend des

SpleiRens % °.
ED-B ED-A IIIcs
HFibrir:l CG?llati" Cell " ) ko
eparin ollagen eparin 1brin
(IRRIn, gen SH — p SORRER SH
NH,— L H COOH

Typell @ 2

Typelll { | < ‘_:Jf, m V95
V120
v 89
V64

Abbildung 1-13: Schematische Darstellung des FN Molekils. FN enthalt Typ I, Il und Il Doménen,
die unter anderem Zellen, Kollagen, Integrine und Fibrin binden kénnen. Aufgrund von alternativem
SpleiBen kann FN in 20 verschieden Isoformen vorliegen. Modifiziert nach Hynes °*.

FN wird von unterschiedlichen Zellen produziert. Losliches Plasma-FN, das weder
die ED-A noch die ED-B Domane besitzt, wird vor allem von Hepatozyten sezerniert.
Dafur enthalten Plasma-FNe eine Vielzahl von verschiedenen llicS-Regionen. Eine
zellassoziierte Form des FN (zellulares Fibronektin genannt) wird von Zellen wie
Fibroblasten, Epithelzellen und Makrophagen synthetisiert und enthalt variable

Mengen an ED-A, ED-B und llicS.
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Die FN Splei3formen weisen deutliche funktionelle Unterschiede auf. Die Expression
von ED-A und ED-B enthaltendem FN ist wahrend Wundheilungsprozessen und
physiologischen und pathophysiologischen Konditionen ®* bei Leber-, Nieren- und

6365 nhach Herztransplantation ®°, bei vaskulérer Intimalproliferation ©’

Lungenfibrose
und vaskularem Bluthochdruck ®® signifikant erhoht. Das ED-B Segment - keine
andere Domane - ist ein Marker fiir Angiogenese ®°. Die SpleiBvariante ED-A spielt

® und -differenzierung der

eine Rolle bei der Regulation der Zellproliferation
Adipozyten und Fibroblasten in Myofibroblasten "* ™*. Bei der Zellmigration ist ED-A
enthaltendes FN wirksamer als FN ohne ED-A Doméne. Manabe et al. konnten
zeigen, dass eine erhdhte Migration von humanen HT1080 Fibrosarkomzellen durch
eine vermehrte Bindung von ED-A enthaltendem FN an Integrin a531 hervorgerufen
wurde 2. Zudem ist diese FN SpleiRform fahig, TLR4 zu aktivieren 3. Ein Teil der
nicht homologen IllicS Domane (VLA-4) ist eine Bindungsstelle fir unterschiedliche

Zellen und ein Ligand fur Integrin a4p1 "'

1.8.2 Integrine

Die Integrine gehdren zur Familie von heterodimeren Transmembranrezeptoren und
bestehen aus einer a- und einer B-Kette, die nicht kovalent miteinander verbunden
sind  (Abbildung  1-14). Integrine haben eine  kurze intrazellulare
Transmembrandoméne, die eine Verbindung zum Zytoskelett herstellt, und eine
lange extrazellulare Doméne, die als Rezeptor fungiert. Unter anderem die a-Kette
weist eine grof3e Heterogenitat auf, so dass Uber 20 unterschiedliche Integrine

bekannt sind, die sich aus Kombination von verschiedenen a- und 3-Ketten ergeben.
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Vitronektin
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W, 9 U
Abbildung 1-14: Die Struktur der Integrine. (a) Ubersichtsdarstellung des Aufbaus, wie er durch
Elektronenmikroskopie bekannt ist: die Cystein-reichen repeats der B-Untereinheit (schraffiert) und die
Metallbindungsstellen in der a-Untereinheit (M™). Der schwarz ausgefilllite Bereich reprasentiert die

Liganden-Bindungsregion, die von beiden Untereinheiten gebildet wird. b) verdeutlicht den

chemischen Aufbau der Polypeptid-Ketten (nach Hynes ’")

Integrine vermitteln Zell-Matrix- und Zell-Zell-Interaktionen ** und interagieren mit FN
(Abbildung 1-15) an der 11114-V Region und an der zentralen zellbindenden Domane
(central cell-binding domain, CCBD). CCBD ist die Hauptdoméane fur die
Zelladhasion im FN Molekiil und enthalt das Arg-Gly-Asp (RGD) Motiv "®. Dieses
RGD Motiv steigert intestinale epitheliale Restitution "® und wird durch verschiedene
Integrine wie a5p1, avpl, avp3, avps, avp5, avp6, allbpf3 und a8B1 erkannt. Integrin
abB1 ist dabei spezialisiert auf die Bindung an FN und stellt somit den Haupt-FN-
Rezeptor dar ®. Interaktionen der Integrine mit dem extrazellularen Matrixprotein FN
sind fur die Vermittlung von Zelladhasion und Migration von entscheidender

Bedeutung.
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Abbildung 1-15: Schematische Darstellung der molekularen Mechanismen bei der Zelladhasion
an den EZM-Proteinen FN und Kollagen. Es kann durch den Kontakt von zellularen Integrinen und
Adhésionsproteinen der EZM zu einer Neuordnung des Zytoskeletons kommen, das zu einer Nukleus-

Signaliibermittlung und einer Beeinflussung der Genexpression fiihrt (nach Yue ).

1.8.3 Wachstumsfaktoren und Zytokine

Wachstumsfaktoren werden von einer Vielzahl von Immun- und Nichtimmunzellen
sezerniert. Sie sind wichtige und potente Regulatoren der Migration von
Myofibroblasten und steuern die Phanotypveranderung von Zellen, so dass eine
Gewebsneubildung im Rahmen der Wundheilung oder Morphogenese hervorgerufen
wird 8. Wachstumsfaktoren modulieren die Proliferation und Differenzierung von
Zellen. Sie spielen zudem eine wichtige Rolle bei Abwehrmechanismen und
Entzindungsprozessen im Gastrointestinaltrakt, da sie sowohl fir die Ablagerung als
auch fir die Degradation von extrazellularer Matrix verantwortlich sind 2. In

verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass eine Vielzahl von
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83-88

Wachstumsfaktoren und Zytokinen im Darm vorhanden ist und somit ein

kompliziertes Netzwerk an interagierenden Faktoren existiert.

1.8.3.1 Transforming Growth Factor (TGF-4)

TGF-Bist in viele verschiedene physiologische Prozesse wie embryonale

89-91 92-95

Entwicklung, Zellproliferation . Zellmigration . Zelldifferenzierung 9°°,

94, 95, 97, 98 9

extrazellulare Zellmatrixdeposition und Immunantworten *° involviert. Da
TGF-B von einer Vielzahl von Zellen wie Thrombozyten, Monozyten, Makrophagen
und Lymphozyten sezerniert wird, nimmt man an, dass es eine entscheidende Rolle
wahrend der Embryogenese, der Hauptantwort bei Tumoren und der Wundheilung
nach Gewebsentziindung durch Immun- und Nichtimmunreaktionen % spielt.

Das Zytokin TGF-B kommt in drei Isoformen (TGF-B1, 2 und 3) vor. Alle drei
Spleil3formen sind verantwortlich fur die Inhibition der Proliferation in den meisten
Zelltypen und fur die Induktion der Apoptose in Epithelzellen. Gleichzeitig stimulieren
sie mesenchymale Zellen zur Proliferation und zur Produktion von extrazellularer
Matrix. Zudem induzieren sie eine fibrotische Antwort in einer Vielzahl von Zellen.
Somit ist TGF-f ein wichtiger Vermittler in vielen fibrotischen Krankheiten wie
Lungen-, Leberfibrose oder chronischer Pankreatitis °° oder stenosierendem MC %%,
In fibrotischem Gewebe und Regionen mit erhdhten extrazellularen
Matrixablagerungen steigt die TGF-f3 Expression, besonders die der Isoform TGF-1
steigt stark an *°. TGF-B verandert die Balance zwischen Synthese und Degradation

der extrazellularen Matrix. Es induziert einen Anstieg der Synthese von

Matrixkomponenten bei gleichzeitigen Hemmung der Matrix-proteolytischen Aktivitat

98, 99
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TGF-B wird als Proform synthetisiert und durch multiple Mechanismen aktiviert. Das
aktivierte TGF-f kann dann an seine Rezeptoren binden (Abbildung 1-16). Die
dadurch  aktivierten  Rezeptoren  phosphorylieren und  verbinden die
zytoplasmatischen Smad Proteine. Danach wandern die Smad Komplexe in den

Zellkern und fungieren dort als Transkriptionsfaktoren *-1%2 .

dimeric
TGF-p
|I|*
{00y (0D -3 ao >

extracell.
region endosome
cmplasm‘ u '

type Il type |

receptor receptor
nucleus

Note that the ligand-receptor complex in
reality consists of one dimeric TGF-heta
molecule hinding to a heter o-tetrameric

receptor complex.

Abbildung 1-16: Schematische Darstellung des TGF-B-Signalwegs. TGF-f bindet an seine
Rezeptoren, die dadurch aktiviert werden und die zytoplasmatischen Smad Proteine phosphorylieren
und verbinden. Die Smad Komplexe wandern in den Zellkern und fungieren dort als

Transkriptionsfaktoren. Quelle: www.reactome.org

TGF-p ist auch ein potentes Chemoattraktants fir humane Hautfibroblasten. Intakte
Disulfidbricken und wahrscheinlich die dimere Struktur von TGF-B sind entscheidend

fur die Fahigkeit die Fibroblastenmigration zu stimulieren, da eine Reduktion an TGF-

B in einem markanten Verlust der chemoattraktiven Eigenschaften resultiert *%°.

TGF-B1 stimuliert aul3erdem die Expression von «a-smooth muscle actin und

Stressfaserformation in Fibroblasten und bewirkt damit die Differenzierung in

103

Myofibroblasten *°. Des Weiteren begiinstigt in bovinen granulosen Zellen und

104, 105

tubuléaren Epithelzellen eine Behandlung mit TGF-B1 das Verbleiben der extra
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Doméne A im Fibronektin mRNA-Transkript, in Fibroblasten aul3erdem das der extra

Domane B 106108,

1.8.3.2 Tumor Nekrose-Faktor und Interferon-y

In chronisch entzindlichen Entzindungen spielt das Gleichgewicht zwischen
proinflammatorischen Zytokinen wie Tumor Necrosis Factor (TNF), Interferon-gamma
(IFN-y), Interleukinen (IL-1p, IL-6, IL-8) ! und antiinflammatorischen Zytokinen
(IL-4, IL-10, IL-13) % '8 eine zentrale Rolle. Dieses Gleichgewicht sorgt trotz
permanenter Besiedlung des Darmes durch Bakterien fir eine normale intestinale
Immunregulation. Bei CED Uberwiegt Sekretion und Transkription pro-entzindlicher
Zytokine, das =zu einer Stbrung des Gleichgewichts und der Aktivierung
proinflammatorischer intrazellularer Signalkaskaden z.B. NF-«xB (nuclear factor- kB)
fUhrt 114-116.

Diese entzindlichen Mediatoren spielen auch bei der Fibroblastenmigration eine
wichtige Rolle. Wahrend der Wundheilung oder auch im Entzindungsprozess
werden die Zytokine TNF und IFN-y von mononuklearen Zellen sezerniert. In der
intestinalen Mukosa von Patienten mit MC und CU wird TNF in grol3en Mengen von
aktivierten Makrophagen gebildet **"*?1. |FN-y scheint hauptsachlich bei einer MC-

117, 122

Erkrankung erhoht exprimiert zu sein . Interferone gelten in erster Linie als

Inhibitoren der Zellbewegung **.

Die Isoformen IFN-o. und IFN-y inhibieren die
Migration von Hautfibroblasten dosisabhangig *?*. Diese durch Interferone inhibierte
Migration kénnte bei der Wundheilung und bei der Entstehung von Fibrosen ein
wichtiger Bestandteil regulatorischer Mechanismen sein.

Uber den Einfluss von TNF auf die Migration von Fibroblasten gibt es

unterschiedliche Erkenntnisse. Bei Hautfibroblasten induziert TNF keine Migration
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125 Es fungiert bei diesen Zellen *?° und bei smooth muscle cells der Aorta **’ als
Chemoattraktants und Aktivator der Migration. Durch Vorinkubation mit TNF konnte
das Einwandern dieser Hautfibroblasten in ein Kollagen | Gel verstarkt werden *2°.

Verschiedene Konzentrationen von IFN-yoder TNF im konditionierten Medium
zeigen eine dosisabhangige Reduktion der Migration von CLPF, die aus der
gesunden Mukosa von Patienten isoliert wurden. Fur 3 Tage mit IFN-y und/oder TNF
im konditionierten Medium vorinkubierte Kontroll-CLPF zeigen ein signifikant
geringeres Migrationspotential als unbehandelte Zellen. Selbst nach 7 Tagen zeigen
diese vorbehandelten Kontroll-CLPF ohne weitere Zugabe von Zytokinen im

konditionierten Medium eine signifikant reduzierte Migration *?%.

1.8.3.3 Platelet Derived Growth Factor

PDGF wurde vor uber 30 Jahren als mitogene Hauptkomponente des Blutes
beschrieben, die jedoch in zellfreiem Serum abwesend war. PDGF wird von

129-131 gazerniert.

Thrombozyten, Megakaryozyten, Epithelzellen und Endothelzellen
Dieses unterschiedliche Expressionsmuster weil3t auf einen parakrinen Signalweg
hin 32134 PDGF ist ein potentes Mitogen fiir mesenchymale Zellen wie Fibroblasten,

smooth muscle cells und Gliazellen %7

und induziert verschiedene und wichtige
Zellprozesse. So spielt es eine Rolle bei der Chemotaxis, beim Uberleben, bei der
Apoptose und Transformation in vitro 34’ AuRBerdem ist es in vivo wichtig bei der
Embryonalentwicklung, der Entziindung und Wundheilung *** 48153 zusatzlich wird
es als entscheidend bei der Tumorgenese vermutet, da das Onkogen des
Affensarkomvirus eine 92-prozentige Homologie zu PDGF-B hat 3% 139 140. 142

Klinische Studien zeigten, dass eine anormale PDGF-Expression und dessen

Rezeptors mit einer Vielzahl an Stérungen wie Arteriosklerose, Lungen-,
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Nierenfibrose NeoplaSie 135-137, 139, 140, 142, 144, 145, 151, 154

einher geht, so dass man von
einer Rolle von PDGF in Krankheitsentwicklung und —verlauf ausgehen kann.

PDGF gehort zur PDGF/VEGF-Familie, welche durch 8 strikt konservierte
Cysteinreste mit ahnlichen Zwischenabstanden charakterisiert ist *> **.  PDGF
erscheint aufgrund der A-, B-, C- und D-Ketten in mehreren Isoformen. lhre
Expression ist unterschiedlich reguliert 3¢ 149 151,153,135, 157180 'hyia hejden Formen
der PDGF A-Kette resultieren aus einem differentiellen SpleiRen des
Primartranskripts. Sie werden synthetisiert, dimerisiert, am N-Terminus proteolytisch
gespalten und als ein ca. 30 kDa groRes Dimer von den Zellen sezerniert *** %2, Dje
PDGF B-Kette wird ebenfalls dimerisiert und proteolytisch gespalten, um als 24 kDa
groRes Dimer sezerniert zu werden *** '®* Dije heterodimeren PDGF AA, BB und
auch AB bestehen aus 3 Disulfidbriickenbindungen zwischen den 1. und 6., 3. und 7.
sowie 5. und 8. Cysteinresten in der N-terminalen Region. Der 2. und 4. Cysteinrest
ist asymmetrisch iiber zwei Disulfidbriickenbindungen miteinander verbunden **°. Die
PDGF C- und D-Proteine haben einzigartige Doméanen-Strukturen mit einer N-
terminalen CUB Domane, welche Sequenzéhnlichkeiten mit der CUB-Doméne von
C1r/C1 und BMP-1 aufweisen *®° und einer C-terminalen 2-PDGF/VEGF Domane.
Obwohl diese growth factor Domanen eine groRere Ahnlichkeit zu den VEGF als zu
den PDGF aufweisen, kdnnen sie den VEGF-Rezeptor nicht aktivieren. Es ist bisher
nicht bekannt, ob PDGF C- und D-Ketten Heterodimere untereinander oder zu den
A- und B-Ketten bilden. Es dimerisieren lediglich die C- und D-Ketten zu PDGF-CC
und PDGF-DD.

Fir Fibroblasten aus den verschiedensten Organen stellen die PDGF-Isoformen (AA,
AB, BB) potente Mitogene und Chemoattraktantien dar, auflerdem sind sie die

38, 167-173

Schlusselfaktoren in der Fibrogenese . In in vitro Versuchen an murinen

Fibroblasten konnte interessanterweise nur PDGF-BB eine transformierende
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Fahigkeit zugeschrieben werden > ** 1™ AuRerdem verstérkt PDGF seine initialen
Proliferationssignale, indem das Expressionslevel an PDGF und andere Mitogenen

erhoht wird *>*"”. PDGF reguliert zudem auch die Produktion an Kollagen 1 179,

182 und Kollagenase %, Diese

Fibronektin *®, Proteoglykanen *®', Hyaluronsaure
Beobachtungen lassen darauf schlieen, dass PDGF sich aktiv am Gewebeumbau
beteiligt, indem es essentielle zellulare Komponenten rekrutiert und den Umsatz an

extrazellularer Matrix reguliert.

1.9 Bisherige Ergebnisse

Die Migration von Fibroblasten spielt bei der Gewebeformation und Wundheilung
eine wichtige Rolle. Einer Schéadigung des Gewebes folgt eine Reparatur mit
Entziindung, Gewebeneuentstehung und Narbenbildung 100, Die
Fibroblastenmigration in und durch die extrazellulare Matrix wahrend der initialen
Phase der Wundheilung erscheint als fundamentale Komponente der
Wundkontraktion. Die Differenzierung und Aktivierung von Fibroblasten in
Myofibroblasten ist dabei ein wichtiger Schritt. Das vortibergehende Erscheinen von
Myofibroblasten ist ein Merkmal der normalen Wundheilung, aber ein andauerndes
Verbleiben dieser aktivierten Zellen ist mit einer exzessiven Kollagenablagerung und

% Diese verlangerte Prasenz und die Uberprasentation sind

Fibrose assoziiert
Zeichen in der Pathophysiologie der Gewebsfibrose *#.

In vorangegangenen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden,
dass konditioniertes Medium von humanen CLPF die CLPF-Migration in der

modifizierten Boyden Kammer induzieren kann, so wie es andere Gruppen zuvor

schon mit humanen Hautfibroblasten zeigen konnten %% Das von den CLPF
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sezernierte FN konnte im konditionierten Medium als Migration induzierender Faktor

ermittelt werden *&°

. Wahrend eine Depletion des FN aus dem konditionierten
Medium mittels Immunprazipation eine Hemmung der Migration bewirkte, konnte
Plasma-FN in nicht-konditioniertem serumfreien Medium die Fibroblastenmigration
induzieren. Dahingegen konnten verschiedene Wachstumsfaktoren wie TGF-f1 im

190 \wahrend die entziindlichen

konditionierten Medium die Migration nur steigern
Mediatoren IFN-y und TNF die Migration hemmten 2%,

Eine differenzierte Migration der CLPF konnte ebenfalls bei CED beobachtet werden.
So zeigten aus MC-Mukosa isolierte CLPF ein signifikant reduziertes
Migrationsverhalten im Vergleich zu CLPF aus nicht entziindeter Kontrollmukosa *?%.
Des Weiteren migrierten CLPF, die aus Fisteln von MC-Patienten isoliert wurden, im
Vergleich zu einfach entzindeten MC-CLPF weniger und MC-CLPF aus
Stenosearealen mehr *°*. Dieser beobachtete Migrationsunterschied ging mit einer
verminderten Phosphorylierung der focal adhesion kinase (FAK) einher 2. FN ist
dabei der Induktor der FAK-Phosphorylierung tber Integrinaktivierung.

Subtraktive Hybridisierungen mit der cDNA von 3 verschiedenen CLPF-Kulturen von
Patienten mit stenosierendem MC und von 4 Kontrollpatienten zeigten, dass in
Stenosearealen von Patienten mit MC FN-mRNA vermehrt exprimiert wurde 2. Es

konnten auf3erdem vermehrt mRNA-Transkripte der FN-Domé&ne B nachgewiesen

werden.
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2. Arbeitsziele

Dieser Arbeit vorangegangene Migrationsversuche zeigten, dass CLPF abhangig
von dem Ort ihrer Isolation und vom Entziindungsgrad der Mukosa vermindert oder
gesteigert migrierten. Wahrend CLPF aus Fistelgewebe von Patienten mit MC
weniger migrierten als CLPF aus einfach entziindeter Mukosa, zeigten CLPF aus
Stenosearealen ein hoheres Migrationspotential. Im Vergleich zu CLPF, die aus der
Mukosa von MC-Patienten isoliert wurden, zeigten Kontroll-CLPF ein starkeres

Migrationsverhalten.

1. Da in fibrotischem MC-Gewebe im Vergleich zu Kontrollgewebe mehr FN-
MRNA nachzuweisen und FN der Migration-induzierende Faktor ist, sollten
vergleichende Migrationsanalysen zwischen Kontroll-CLPF und MC-CLPF
aus Stenosearealen in der modifizierten Boydenkammer durchgefuhrt

werden, da dies bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht untersucht wurde.

2. Da neben der vermehrten mRNA-Expression von FN auch eine starkere
MRNA-Expression von FN ED-B bei subtraktiven Hybridisierungen in
stenosierter Mukosa von Patienten mit MC verglichen mit der Mukosa von
Kontrollpatienten beobachtet wurde, sollte das Expressionsmuster von FN
bei CED untersucht werden. Dabei sollte die Expression von Gesamt-FN als

auch die der Splei3varianten ED-A und ED-B analysiert werden.

3. Der Hauptoberflachenrezeptor fur FN ist Integrin 531 und bei der Migration
essentiell. Darum sollte auch die Expression des Integrins a5p31- bei den

verschiedenen CED-CLPF ermittelt werden.
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Im Darm gibt es eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren und Zytokinen, welches das
Vorhandensein eines komplizierten Netzwerks von vielen interagierenden Faktoren
aufzeigt. Diese wichtigen und potenten Regulatoren der Migration von verschiedenen
Zelltypen spielen eine wichtige Rolle bei den Abwehrmechanismen und
Entzindungsprozessen im Gastrointestinaltrakt (siehe Abschnitt 1.8). Bei einer MC-
Erkrankung sind die proentzindlichen Mediatoren wie IFN-y und TNF erhoht,
wahrend die Migration die CLPF der einfach entziindeten Mukosa im Gegensatz zu

Kontroll-CLPF reduziert ist.

4. Deshalb sollten Kontroll-CLPF mit den Migration reduzierenden Zytokinen
IFN-y und TNF behandelt und die Expression der FN Spleil3varianten bzw.

der Integrine in diesem ,entzindliche Milieu” untersucht werden.

Verglichen mit Kontrollpatienten findet man in Stenosearealen von Patienten mit MC
TGF-B in erhdhten Konzentrationen. Erhoht ist auch die Migration der CLPF, die aus
der stenosierten Mukosa von MC-Patienten isoliert wurden. Durch TGF-B-Stimulation

in sehr geringen Konzentrationen konnte das Migrationspotential von Kontroll-CLPF

gesteigert werden.

5. Deshalb sollten quantitative mRNA- und Western Blot-Analysen an TGF-1
behandelten Kontroll-CLPF hinsichtlich der FN Expression durchgefihrt
werden. Zudem sollte eine Veranderung der Integrin a5p1 Expression

Uberpruft werden.
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TGF-B1 steigert nicht nur die Migration, sondern beeinflusst auch das alternative
SpleiRen von Fibronektin, so dass die Domane ED-A im Primartranskript integriert

bleibt.

6. Aus diesem Grund sollte die mRNA- und Proteinexpression von Gesamt-FN,
ED-A und ED-B bei zwei verschiedenen hoheren TGF-B1 Konzentrationen an
Kontroll-CLPF untersucht werden. Dieser Ansatz sollte zu einem fir 2 Tage
und zum anderen fir 6 Tage durchgefihrt werden, da bei
Migrationsversuchen an CLPF in der modifizierten Boydenkammer ein

zweiphasiger Effekt beobachtet werden konnte.

FAK und deren Phosphorylierung spielen eine wichtige Rolle in der Zellmigration.
FAK verbindet Signaltransduktionswege, die Uber Wachstumsfaktorrezeptoren und
Integrine vermittelt werden und kann deshalb sowohl die Integrin als auch die

Wachstumsfaktoren-vermittelte Migration beeinflussen (siehe Abschnitt 1.7).

7. Es sollte deshalb in dieser Arbeit mittels Western Blot untersucht werden, ob
FAK-Protein sowohl die Autophosphorylierung von FAK am Tyrosin-Rest 397
im Verlauf der Migrationsinduktion einer Regulation unterliegt. Dafir sollten
fur 6 Tage Kontroll-CLPF mit und ohne TGF-f1 behandelt und in einem
Verwundungsexperiment 4 h nach Verwundung des konfluenten Monolayers
lysiert werden. Die FAK-Expression, die FAK-Autophosphorylierung sowie
die FN Expression sollte abhangig von einer steigenden
Wachstumsfaktorkonzentration untersucht werden. Durchgefuhrt werden

sollten diese Untersuchungen mit Kontroll-CLPF.
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Hintergrund dieses Experiments ist es aufzuzeigen, ob Wachstumsfaktoren
wie PDGF-AB eine durch TGF-B unter Langzeitinkubation induzierte bereits

beobachtete reduzierte Migration wieder zu restituieren ist.
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3. Materialien

3.1. Chemikalien und Kits

3.1.1. Zellkultur

Amphotericin B

Bristol-Myers Squibb GmbH, Minchen

Bovine Serum Albumin (BSA)

Biomol, Hamburg

Ciprobay ® 200

Bayer, Leverkusen

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Steinheim

DNase |

Roche, Mannheim

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) High Glucose

PAA, Pasching, Osterreich

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Fotales Kélberserum (FCS)

PANSystems, Aidenbach

Gentamycin

PAA, Pasching, Osterreich

Hanks’ Balanced Salt Solution ohne Ca*
und Mg*

PAA, Pasching, Osterreich

Hyaluronidase

Sigma-Aldrich, Steinheim

Kollagenase

Sigma-Aldrich, Steinheim

MEM-Vitamine

PAA, Pasching, Osterreich

Natriumpyruvat

PAA, Pasching, Osterreich

Nicht essentielle Aminosauren

PAA, Pasching, Osterreich

Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS)
ohne Ca?* und Mg**

Gibco, Karlsruhe

Phosphat-gepufferte Salzldsung (PBS)
mit Ca** und Mg?*

Biochrome, Berlin

Penicillin/Streptomycin-Mischung

PAA, Pasching, Osterreich




Materialien

48

Trypanblau

Biochrome, Berlin

Trypsin ohne EDTA

PAA, Pasching, Osterreich

3.1.1.1 Zytokine, Wachstumsfaktoren

Interferon-y (IFN-y)

Chemicon, Hofheim

Tumor Nekrose Faktor (TNF)

Tebu Bio, Offenbach

Transforming Growth Factor (TGF-1)

Tebu Bio, Offenbach

Platelet Derived Growth Factor

R&D Systems, Wiesbaden

3.1.1.2 Kit

Hemacolor-Schnellfarbekit

Merck, Darmstadt

3.1.2 Immunhistochemie

Aceton

Merck, Darmstadt

Fotales Kélberserum (FCS)

PANSystems, Aidenbach

Mayer’s Hematoxylin-Solution

Sigma-Aldrich, Steinheim

Vector® NovaRED

Linaris, Wertheim

Vectastain ABC-Kit

Linaris, Wertheim

3.1.2.1 Antikdrper

Maus anti-human Fibronektin

Pharmingen, Hamburg

Maus anti-human Fibronektin ED-A [IST-
9]

Abcam, Cambridge, GroR3britannien

Maus anti-human Fibronektin ED-B
[PhiloMab-2]

Philogen, Genova, Italien

Biotin-SP-konjugierter Ziege anti-Maus
19G

Dianova, Hamburg
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3.1.2.2 Isotypkontrollen

Maus IgG1 kappa [ MOPC-21]

Sigma-Aldrich, Steinheim

Maus 1gG1

R & D Systems, Wiesbaden

3.1.3 Durchflusszytometrie (FACS)

Fotales Kalberserum (FCS)

PANSystems, Aidenbach

3.1.3.1 Antikdrper

FITC-konjugierter Maus anti-CD49e

DPC Biermann

PE- konjugierter Maus anti-CD29

DPC Biermann

3.1.3.2 Isotypkontrollen

FITC-konjugierter Maus anti-lgG2b

Caltag, Burlingame, USA

PE- konjugierter Maus anti-lgG1

Caltag, Burlingame, USA

3.1.4 RNA-Prozedur

3.1.4.1 RNA-Isolation

RNeasy® Kit Qiagen, Hilden
QiaShredder Qiagen, Hilden
RNase-free DNase-Kit Qiagen, Hilden

3.1.4.2 RT-PCR

Reverse Transcriptase System

Promega, Madison, USA
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3.1.4.3 Primer und Sonden

Gene Checker™ Kit

Invitrogen, Carlsbad, USA

GAPDH Applied Biosystems, Forster City, USA
Name Primer/Sonde Sequenz5 > 3
ED-A Forward AGGACTGGCATTCACTGATGTG

Reverse GTCACCCTGTACCTGGAAACTTG

Probe FAM-TGTCGATTCCATCAAAATTGCTTGGGA-TAMRA
ED-B Forward GGTGGACCCCGCTAAACTC

Reverse ACCTTCTCCTGCCGCAACTA

Probe FAM-TCCACCATTATTGGGTACCGCATACCA-TAMRA
FN total Forward CCAGACACCATGGTGTCA

Reverse TGAGTAACGCACCAGGAAGTTG

Probe FAM-CTGGGCTCCACCCCCATCCATT-TAMRA
Integrin a5 Forward CGCCCCATCGTGTCCGCTAGT

Reverse CGGCTCTGGTTCACGGCAAAGTA
Integrin 1 Forward GCCGGGTTTCACTTTGCTGGAGAT

Reverse CCCTGTTCCATTCACCCCGTTCTT

3.1.4.4 Polymerasen

HotStar Mastermix

Qiagen, Hilden

Universal Master Mix

Applied Biosystems, Forster City, USA

3.1.5 SDS-PAGE und Western Blot

3.1.5.1 RIPA-Lysepuffer

Tris

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt

Deoxycholsaure

Sigma-Aldrich, Steinheim

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Steinheim

SDS

Merck, Darmstadt
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complete proteinase inhibitor mixture

Roche, Mannheim

3.1.5.2 Proteinbestimmung

BSA

Biomol, Hamburg

Bicinchoninsaure

Sigma-Aldrich, Steinheim

Copper(ll) Sulfat Losung

Sigma-Aldrich, Steinheim

3.1.5.3 Gr6Renstandard

Rainbow markers

Amersham, Buckinghamshire,

Grof3britannien

3.1.5.4 SDS-PAGE Gele

30% Acrylamid Mix

Roth, Karlsruhe

Tris Merck, Darmstadt
SDS Merck, Darmstadt
APS Sigma-Aldrich, Steinheim
TEMED Sigma-Aldrich, Steinheim

3.1.5.5 Running-Puffer

Tris Merck, Darmstadt
Glycin Sigma-Aldrich, Steinheim
SDS Merck, Darmstadt

3.1.5.6 Transfer-Puffer

Tris

Merck, Darmstadt

Glycin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Methanol

Fluxa, Buchs
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3.1.5.7 Wasch-Puffer

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt

Tris

Merck, Darmstadt

Tween 20

Sigma-Aldrich, Steinheim

3.1.5.8 Detektion

ECL-Plus

Amersham Life Science, Braunschweig

Ponceau S

Fluxa, Buchs

3.1.5.9 Stripping

Re-Blot Plus, Western Blot Recycling Kit

Chemicon, Hofheim

3.2 sonstige Verbrauchsmaterialien

Zellkulturflaschen 25 cm?

Falcon, Heidelberg

384-Well Platte

Abgene, Epsom, Grol3britannien

1,5 ml Reaktionsgefalle

Eppendorf, Hamburg

Cellscraper

Costar, Bodenheim

50 ml Reaktionsgefalle

Falcon, Heidelberg

Zellkulturschalen 75 cm?

Costar, Bodenheim

15 ml Reaktionsgefalde

Falcon, Heidelberg

Pipettenspitzen

Sarstedt, Nurnbrecht

Pasteurpipetten

Brand, Wertheim

Ritips

Ritter, Schwabmiinchen

Pipetten

Costar, Cambridge, USA

Kryo-Reaktionsgefale

Nunc, Roskilde, Ddnemark

5100 Cryo 1°C Freezing Container

Nunc, Roskilde, Danemark

Deckglaser 24x60 mm

Laborcenter, Nirnberg

Gel-Kassetten

Invitrogen, Karlsruhe
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Gel-Kamme Invitrogen, Karlsruhe

Hyperfilm ECL Amersham, Braunschweig
Immersionsol Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Kanulen Becton-Dickinson, San Josa, USA

Kapillarspitzen

Biozym, Hessisch Oldendorf

Nitrozellulosemembran-Filterpapier-

Invitrogen, Karlsruhe

Sandwich
Objekttrager Laborcenter, Nurnberg
Pinzetten Labor Schubert&Weil3, Iphofen

Polycarbonat-Membranen 25x80 mm

(8 um Poren)

Gerbu Biotechnik, Gaiberg

Spritzen

Becton-Dickinson, San Josa, USA

Stericup  Vakuum-Filtereinheiten  mit

Auffanggefanid

Millipore, Essen

Sterilfilter Acrodisc 0,2 pum

Gelman Sciences, Michigan, USA

3.3 Gerate

ABI PRISM® 7700 Sequence Detection
System

Applied Biosystems, Forster City, USA

Megafuge 1.0R

Kendro Heraeus, Nirnberg

Epics XL.MCL

BeckmanCoulter, Krefeld

Handbohrgerat Xenox

Proxxon GmbH, Niersbach

Pipetboy

Integra Biosciences, Fernwald

Eppendorf Research Pipetten

Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge 5415 D

Eppendorf, Hamburg

Analysenwaage  sartorius  analytica | Sartorius, Gottingen
A120S

Autoklav sanoclav Wolf, Geislingen

Biofuge 15R Kendro Heraeus, Nirnberg
Biofuge pico Kendro Heraeus, Nirnberg

BioMax TranScreen HE

Kodax, Rochester, USA
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Brutschranke

Kendro Heraeus, Nirnberg

Digitale Bildverarbeitungsanlage

Visitron Systems, Minchen

Eismaschine Ziegra, Isernhagen
ELISA-Reader MWG Biotech, Denkendorf
Entwickler AGFA, Minchen

Filmkassette

Olympus, Stuttgart

Laborwaage

Sartorius, Gottingen

Lamin Air Sterilbank

Kendro Heraeus, Nurnberg

Liquitherm FV, Heizbad

Labora Mannheim, Mannheim

Magnetrihrer Heidolph, Kelheim
Mikroskop Leica, Wetzlar
Mikroskop Olympus, Stuttgart

Millipore Wasserfiltrationsanlage

Millipore, Eschhorn

Modifizierte Boyden Kammer

Receptor Technologies Ltd., Adderbury,

GroRbritannien

Neubauer Zahlkammer Improved

Blaubrand, Wertheim

pH-Meter

Beckmann, Miinchen

Xcell 1l Blot Module

Invitrogen, Karlsruhe

3.4 Software

Fur die Ermittlung von geeigneten Primern und Sonden fur die real-time PCR:

Primer Express 1.5 software (PE Applied Biosystems, Forster City, USA)

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentrationen mittels BCA-Test:

SOFTmax PRO (Molecular Devices, USA)
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4. Methoden

4.1 Isolierung, Lagerung und Kultur von priméaren humanen Colon

lamina propria Fibroblasten (CLPF)

4.1.1 Isolierung und Kultivierung von CLPF

Priméare Colon lamina propria Fibroblasten wurden aus Biopsien und chirurgischem
Material isoliert. Dafir wurde die Mukosa in 1mm grof3e Stiicke geschnitten, wahrend
die Biopsien direkt verwendet wurden. Die intestinalen Epithelzellen wurden in 10 ml
Hanks’ Balanced Salt Solution ohne Ca** und Mg?* und 2 mM 0,5 M EDTA bei 37°C
fur 20 min durch Schitteln entfernt. Das verbliebene Gewebe wurde anschlie3end in
1ml PBS mit Ca*/Mg®" mit 1 mg/ml Kollagenase, 0,3 mg/ml DNase | und 2 mg/ml
Hyaluronidase fur 30 min bei 37°C verdaut. Der Kollagenase-Verdau der isolierten
Zellen wurde mit 10% FCS in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium abgestoppt.
Durch Zentrifugation (Tischzentrifuge, 4500 rpm, 5 min) und Resuspension wurden
die isolierten Zellen gewaschen und anschlieRend in 5 ml sterilem FCS-haltigem
Medium in einer 25 cm? Kulturflasche bei 37°C und 10% CO, kultiviert. Nicht
adharente Zellen wurden durch Wechsel des Mediums entfernt.

Sobald die Zellen konfluent gewachsen waren, wurden sie vom Flaschenboden
abgelost (0,5 % Trypsin in PBS), zentrifugiert (Megafuge, 1200 rpm, 10 min, RT), in
eine Petrischale (100 x 20 mm) Uberfuhrt und in einem Inkubator weiterkultiviert. Das
Medium wurde alle 4 Tage gewechselt bis die Zellen dicht genug gewachsen waren.
Die in den Versuchen der vorliegenden Arbeit verwendeten CLPF wurden in den
Passagen 3 bis 10 eingesetzt, da die Fibroblastenpopulationen nach der dritten
Passage nicht mehr durch Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen oder

Epithelzellen verunreinigt waren (S. N. Leeb, persodnliche Mitteilung).
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Kontroll-CLPF wurden aus der intestinalen Mukosa von Patienten isoliert, bei denen
eine chronisch entziundliche Darmerkrankung ausgeschlossen werden konnte.
AuRerdem wurden CLPF aus dem Intestinum von Morbus Crohn Patienten isoliert.

Eine Patientencharakteristik ist in Tabelle 4-1 zusammengestellt.

Zusammensetzung des verwendeten Zellkultur-Mediums:
500 ml  DMEM high glucose

50ml FCS (10x)

5 mi MEM nicht essentielle Aminosauren (100x)

5ml Natriumpyruvat (100 mM)

5ml Penicillin-Streptomycin-Mischung (10 000 IE, 10 mg/ml)
5 mi MEM Vitamine (100x)

2 mi Ciprobay (2 mg/ml)

0.5ml  Gentamycin (50 mg/ml)

0.5ml  Amphotericin B (1 mg/ml)
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Tabelle 4-1: Zusammenstellung verwendeter Patienten fir die Herstellung von primaren CLPF

Nr. | Geschlecht | Alter Erkrankung Entziindung/Fistel/Stenose Behandlung
44 m 34 MC - Azathioprin, 5-ASA
124 f 36 MC - -

140 f 59 MC - -

62 m 27 MC Stenose 5-ASA

67 f 32 MC Stenose -

105 f 34 MC Stenose Steroide

123 f 36 MC Stenose -

72 f 26 MC Fistel 5-ASA, Steroide
141 f 51 MC Fistel Steroide

142 m 35 MC Fistel Azathioprin
143 f 33 MC Fistel Azathioprin, 5-ASA
149 m 40 MC Fistel Azathioprin
152 f 46 MC Fistel 5-ASA, Azathioprin
153 f 44 MC Fistel Azathioprin, Steroide
94 f 59 Transversum Karzinom - -

96 f 69 Polyp - -

97 m 32 - - -

98 m 64 Rektumkarzinom - -

107 m 52 -

110 m 58 Transversum Karzinom - -

121 f 74 Colonkarzinom - -

148 m 64 Polyp - -

178 W 25 -

181 m 43 Colonkarzinom - -

186 m 72 Colonkarzinom - -

187 m 26 -

191 w 25 -

194 W 67 -

199 m 51 -

200 w 68 -

4.1.2 Einfrieren der CLPF

Die frisch isolierten, auf einer Petrischale dicht gewachsenen CLPF wurden erneut
mit Trypsin behandelt und 1:5 in neuen Petrischalen kultiviert. Nachdem auch diese
Fibroblasten wieder konfluent den Schalenboden bedeckten, wurden sie mit Trypsin
abgelost und durch Zentrifugation (Megafuge, 1200 rpm, 10 min) sedimentiert. Das
Zellpellet wurde mit 5 ml Einfriermedium (CLPF-Medium mit 20% FCS und 10%
DMSO resuspendiert und in funf 1,8 ml Kryo-Reaktionsgefal3e uberfuhrt. Diese
Rohrchen wurden sofort in eine spezielle Einfrierbox gestellt und bei -80°C
eingefroren, wobei sich die Innentemperatur der Box um 1°C pro min senkte. Spater
konnten die eingefrorenen CLPF in flissigen Stickstoff fur eine langere

Aufbewahrung umgelagert werden.
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4.1.3 Auftauen der Zellen

Die eingefrorenen Zellen wurden mdglichst schnell aus dem Flussigstickstofftank
entnommen, mit 37°C warmen Medium resuspendiert und fir 5 min zentrifugiert
(Megafuge, 1200 rpm). Das im Uberstand befindliche DMSO, das bei RT toxisch auf
die Zellen wirkt, wurde entfernt und die Zellen mit 10 ml Fibroblasten-Medium in einer

75 cm? Zellflasche kultiviert.

4.1.4 Zellzahlbestimmung

Die Zellen wurden in der modifizierten Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Auf einer
Glasplatte sind auf einem leicht abgesenktem Mittelstreifen zwei gegenuberliegende
quadratische Zahlnetze eingraviert. Durch Aufbringen eines Spezial-Deckglases
entsteht eine definierte Kammerhdéhe von exakt 0,1 mm (Abbildung 4-1). Das
Zentrum der kreuzformig verstarkten Glasgravur stellt das so genannte Thoma-Netz
(Abbildung 4-2) dar. Das Zahlnetz von 3 mm Seitenlange und 9 mm?2 Flache enthalt
GroRRquadrate mit je 1 mm2 Flache. In den vier sich diagonal gegenuberliegenden
nicht vom Thoma-Netz durchzogenen GroRquadraten wurden die Zellen gezahlt. Die

Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension ergab sich nach folgender Formel:

gezahlte Zellen +10% — Zellen
Anzahl der ausgezahlten Grol3quadrate ml
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0,1 mm

NN

Abbildung 4-1: Neubauer-Zahlkammer Abbildung 4-2: Zahlnetz der Neubauer-
Zahlkammer ",

4.2 Herstellung von konditionierten Medien

Als konditionierte Medien wurden Zellkultur-Uberstande bezeichnet, die fiur eine
bestimmte Zeit auf den Zellen belassen wurden.

Konfluent gewachsene CLPF wurden zwei Mal mit Medium ohne FCS gewaschen,
um nicht adharente Zellen und Reste von FCS zu entfernen. Schlie3lich wurden die
Zellen mit diesem FCS-freien Medium flir 24 h inkubiert. Der Zelliberstand wurde
gepoolt, bei -20°C eingefroren und fur Migration-induzierende Experimente

herangezogen.

Zusammensetzung des verwendeten Zellkultur-Mediums zur Herstellung von
konditionierten Medien:

500 ml  DMEM high glucose

5 mi MEM nicht essentielle Aminosauren (100x)

5 mi Natriumpyruvat (100 mM)

5 mi Penicillin-Streptomycin-Mischung (10 000 IE, 10 mg/ml)
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5mi MEM Vitamine (100x)
2 mi Ciprobay (2 mg/ml)
0.5 ml Gentamycin (50 mg/ml)

0.5ml  Amphotericin B (1 mg/ml)

4.3 Migrationsassay

4.3.1 Allgemeines zur Methode

Zur Quantifizierung der Migration von CLPF wurde die modifizierte 48-well-Boyden-
Kammer verwendet. So konnten 48 Bestimmungen zur gleichen Zeit mit wenigen
Zellen und geringen Volumina von den zu testenden Substanzen durchgefihrt
werden. Diese Methode basiert auf der Fahigkeit, dass Zellen aktiv durch Filterporen

einer definierten bestimmten GrolRe wandern kdnnen.

4.3.2 Beschreibung der Technik

In die Bodenplatte der modifizierten Boyden Kammer wurden pro Well 30 pl
serumfreies Medium mit 25 pg/ml FN luftblasenfrei einpipettiert. Fir jede zu testende
CLPF-Kultur wurden 6 Wells vorgesehen, um die Genauigkeit des Versuchs zu
erhéhen. Eine Polycarbonatmembran mit einer Porengréf3e von 8 um wurde auf die
Platte gelegt, die Deckplatte mit Silikondichtung aufgesetzt und festgeschraubt. Fur
die Einstellung des pH-Werts des konditionierten Mediums auf 7,4 wurde die
Kammer in den Inkubator bei 37°C und 10% CO2 gestellt. Nach 30 min wurden
schlie3lich 200.000 CLPF pro 50 upl 1 % BSA/CLPF-Medium in das obere
Kompartiment luftblasenfrei einpipettiert. Durch eine 6 stindige Inkubationszeit

waren ein Teil der Zellen durch die Membran auf die andere Seite gewandert.
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Die Kammer wurde aus dem Brutschrank entnommen und zerlegt. Die Membran
wurde drei Mal abwechselnd mit PBS gewaschen und mit einem Gummischaber von

nicht migrierten Zellen befreit.

4.3.2 Farben der migrierten Zellen auf der Membran

Nach kurzem Trocknen wurden die migrierten Zellen fur 5 sec mit Methanol des
Hemacolor-Schnellfarbekit (Losung 1) auf der Membran fixiert und dann fur 3 sec in
eine Farbelésung nach ,Giemsa“ getaucht. Diese Lésung 2 enthalt Methanol als
Losungsmittel, Glyzerin als Stabilisator und Azur(ll)-Eosin und Azur Il als saure
Farbstoffe, mit den basischen azidophilen Zellproteinen eine stabile Verbindung mit
charakteristischer Farbung bilden. Die dritte Losung, in die die Membran 15 sec
getaucht wurde, ist eine Farblésung nach ,May-Grinwald“, die eosinsaures
Methylenblau als basischen Farbstoff und Glyzerin als Stabilisator gel6st in Methanol
enthalt. Der basische, positive Ladung besitzende Farbstoff lasst die sauren und
basophilen Zellbestandteile mit negativer Ladung wie die DNA und RNA in wassriger
Losung blau anfarben. Zum Schluss wurde die Membran in PBS gewaschen. Die
getrocknete Membran wurde mit Immersionsoél auf einem Objekttrager fixiert. Fur die
Auswertung wurden bei 400-facher VergréRerung unter einem Durchlichtmikroskop

vier zufallige mikroskopische Felder in jedem Well gezéhlt.
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4.4 Stimulation von CLPF mit IFN-y, TNF und TGF-B1

4.4.1 Stimulation mit IFN-y, TNF und TGF-1

Kontroll-CLPF wurden auf Petrischalen ausgesat und im Inkubator (37°C, 10% CO,)
kultiviert, bis eine 80%-ige Konfluenz erzielt wurde. Die Zellen wurden zwei Mal mit
serumfreien Medium gewaschen und mit gleichem Medium und Zusatzen versehen.
Je 8 Petrischalen wurden mit 10 ng/ml IFN-y, 20 ng/ml TNF, 10 ng/ml IFN-y und 20
ng/ml TNF bzw. 20 pg/ml TGF-f1 in 6 ml Medium sowie 8 Petrischalen nur mit
serumfreien Medium stimuliert. Nach 72 h wurden die Zellen mit eiskaltem PBS
gewaschen. Zu je 3 Petrischalen wurden 400 ul 1x RIPA + Proteinase-Inhibitor
gegeben und fur 30 min auf Eis inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen mit einem
Cellscraper vom Schalenboden abgel6st und zentrifugiert (Tischzentrifuge, 4500
rpm, 4°C). Der die Proteine enthaltende Uberstand wurde bei -20°C eingefroren.
Weitere 3 Petrischalen wurden direkt nach dem Waschen abgekratzt und
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 350 ul RLT-Puffer (RNeasy Kit, Qiagen, Hilden)
mit B-ME gelost und fur die nachfolgende RNA-Isolation (siehe 4.4) bei -80°C
eingefroren. Fir die FACS-Untersuchung wurden die Zellen mit 0,5% Trypsin in PBS
im Inkubator behandelt. Die Enzymaktivitat wurde mit 1% BSA in PBS abgestoppt,
die Zellen zentrifugiert und mit 1 ml 1% BSA in PBS resuspendiert. Je 5x10° Zellen
wurden auf 4 Eppendorf-Reaktionsgefal3e verteilt und auf Eis inkubiert. Nach 20 min
wurden die jeweiligen Antikérper und Isotypkontrollen hinzugegeben, gemischt und
fur weitere 30 min auf Eis im Dunklen inkubiert. Die Zellen wurden kurz mit PBS
gewaschen und in 500 pl PBS resuspendiert und fur die FACS-Analyse (siehe 4.10)

herangezogen.
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4.4.2 Stimulation mit TGF-B1

Fir die Stimulation mit TGF-B1 in verschiedenen Konzentrationen wurden ebenfalls
Kontroll-CLPF auf Petrischalen ausgesat und im Inkubator (37°C, 10% CO,) bis zur
80%-igen Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden zwei Mal gewaschen und mit
serumfreien Medium oder mit 10 ng/ml TGF-f1 bzw. 50 ng/ml TGF-1 in 6 ml
Medium versehen. Ein Teil der Stimulation wurde bereits nach 48 h abgebrochen
und die Zellen fir RNA-Isolation, FACS- und Western Blot Analyse verarbeitet. Der
andere Teil der Zellen erhielt nach 72 h eine Medium-Erneuerung und wurde fir

weitere 3 d bei 37°C inkubiert. Dann wurden auch die Zellen aufgearbeitet.

4.4.3 Stimulation mit TGF-B1 und PDGF-AB (Verwundungsassay)

Fir die Stimulation mit TGF-B1 und PDGF-AB wurden Kontroll-CLPF zunéachst fur 6
d mit und ohne 10 ng/ml TGF-1 in serumfreien Medium inkubiert. Nach dieser Zeit
wurde mit einem Kamm durch die konfluenten Zellen in den Schalen Spuren
gezogen. Dazu wurde der auf den Radius einer Petrischale gekirzte Kamm auf die
Zellen gesetzt und dieser einmal um seine eigene Achse gedreht. Das Medium der
abgekratzten Zellen wurde durch mit 0, 5, 10 oder 20 ng/ml PDGF-AB versetztes
konditioniertes Medium ersetzt und die Zellen fir weitere 4 h darin inkubiert. Danach
wurden die stimulierten Zellen fir die Untersuchung der RNA und der Proteine

verwendet.
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4.5 RNA-Isolation

Die Gesamt-RNA wurde nach Anleitung des RNeasy® Kits isoliert. Fiur die
Gewinnung der RNA aus Gewebeproben wie Biopsien oder Préparaten (Tabelle 4-2)
wurde das humane Material zunéachst mit der Schere stark zerkleinert und dann in
350 pl RLT-Puffer mit 3-ME mit einer Kanule und Spritze homogenisiert und lysiert.
Die Suspension wurde anschliel3end Uber eine QiaShredder-Saule gegeben, um die
Nukleinsé&uren von Zelltrimmern und Geweberesten zu trennen.

Humane CLPF wurden mit 1xPBS gewaschen, mit Trypsin oder einem Cellscraper
vom Kulturflaschenboden abgel6st, durch Zentrifugation sedimentiert und direkt in
350 pl RLT-Puffer lysiert.

Die jeweils erhaltene Suspension wurde mit 350 pl 70% EtOH vermischt, auf eine
Saule gegeben und zentrifugiert (Tischzentrifuge, 10 000 rpm). Wahrend Proteine
u.a. sich im Filtrat befanden und verworfen wurden, verblieben die RNA und die DNA
auf der Siliziummembran der S&ule. Um eine DNA-freie Gesamt-RNA zu erhalten,
wurden die Nukleinséduren fur 15 min mit RNase-freier DNase | behandelt. Danach
wurde die Saule einmal mit 700 pl RW1-Puffer und zwei Mal mit 500 pl RPE-Puffer
gewaschen und zentrifugiert, um Reste an DNA-Sticken zu entfernen. Danach
wurde die Saule auf ein Eppendorf-Reaktionsgefald gesetzt und die Gesamt-RNA mit

RNase-freiem Wasser eluiert.
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Tabelle 4-2: Zusammenstellung verwendeter Patienten fir die Herstellung von Gesamt-RNA

Nr. | Geschlecht Alter Erkrankung Entziundungsgrad Behandlung
1 m 39 MC fibrotisch Prednisolon
2 w 33 MC fibrotisch Budesonid
3 m 50 MC fibrotisch -
4 w 28 MC fibrotisch Budenofalk
5 w 62 MC fibrotisch Azathioprin, Steroide
6 w 36 MC fibrotisch Steroide, 5-ASA
7 m 50 MC fibrotisch
8 w 33 MC leicht entziindet Budesonid
9 m 66 MC stark entziindet -
10 m 36 MC stark entziindet -
11 w 51 MC leicht entziindet Steroide
12 m 39 MC leicht entziindet -
13 m 50 MC leicht entziindet -
14 w 28 MC leicht entziindet Budenofalk
15 m 36 MC leicht entziindet Steroide
16 w 32 MC stark entziindet Azathioprin, Steroide
17 w 36 MC stark entziindet Steroide, 5-ASA
18 m 50 MC stark entziindet -
19 m 41 MC leicht entziindet -
20 m 39 MC leicht entziindet Steroide
21 m 37 MC stark entziindet Azathioprin, Steroide
22 w 37 MC leicht entziindet Azathioprin
23 m 17 MC leicht entzlindet Pantozol, Steroide
24 m 26 MC stark entziindet Steroide
25 w 27 MC leicht entziindet Azathioprin, Budenofalk
26 m 35 MC leicht entziindet -
27 m 24 MC leicht entziindet Steroide
28 w 48 MC stark entziindet Budenofalk, Steroide
29 m 66 MC leicht entziindet -
30 m 36 MC leicht entziindet -
31 w 51 MC stark entziindet Steroide
32 m 36 MC stark entziindet Steroide
33 m 39 MC stark entziindet -
34 m 73 Sigmadivertikulose - -
35 m 56 Sigmakarzinom - -
36 m 53 Sigmadivertikulose - -
37 w 50 - fibrotisch -
38 m 75 - - -
39 w 74 Rektumkarzinom - -
40 w 48 Hysterektomie - -
41 w 80 - - -
42 w 74 - - -
43 m 49 GvHD - -
a4 m 65 Sigmakarzinom - -
45 w 32 Sigmaendometriose fibrotisch -
46 m 63 - Polyp -
47 w 68 Rektumkarzinom - -
48 m 60 Rektumkarzinom fibrotisch -
49 m 63 Transversum Karzinom - -
50 w 68 Rektumkarzinom fibrotisch -
51 m 76 - Polyp descendens -
52 m 51 Rektumadenokarzinom - -
53 m 61 Colonkarzinom fibrotisch -
54 m 62 Rektumadenokarzinom - -
55 m 68 Colonkarzinom - -
56 m 43 CU - 5-ASA
57 m 36 CU - 5-ASA
58 w 31 CuU - 5-ASA, Steroide, Azathioprin
59 w 31 CcuU stark entziindet 5-ASA, Steroide, Azathioprin
60 m 38 CU - 5-ASA
61 m 38 CU stark entziindet 5-ASA
62 f 49 Ccu stark entzuindet 5-ASA
63 m 43 Sigmadivertikulitis leicht entziindet -
64 m 30 Sigmadivertikulitis leicht entztindet -
65 m 61 Sigmadivertikulitis leicht entziindet -
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4.6. Photometrische Bestimmung des RNA-Gehalts

4.6.1 Allgemeines zur Methode

Die Bestimmung der RNA erfolgte mit dem RiboGreen™-Kit (Molecular Probes,
Eugene, USA). Gegentber der spektrometrischen Messung von RNA kénnen bei
dieser sensitiven Methode durch die spezifische Bindung der fluoreszierenden
Ribogreen-Partikel sehr geringe RNA-Konzentrationen bis zu 1ng/pul gemessen

werden.

4.6.2 Beschreibung der Technik

Die im Kit enthaltene RiboGreen-Stammlésung wurde zur Messung von Gesamt-
RNA verdunnt. Fiur die Erstellung einer Standardkurve wurde diese ribosomale RNA
in TE und RiboGreen®-Losung verdinnt. Insgesamt wurden pro Messbereich 6
Konzentrationen verwendet (Messbereich: 1000 ng/ml, 750 ng/ml, 500 ng/ml, 250
ng/ml, 100 ng/ml, 20 ng/ml). Die Proben wurden ebenfalls mit TE und der
RiboGreen®-LOosung verdunnt. Die Verdinnungen der Standardkurve und Proben
wurden direkt in einer optischen Platte angesetzt, gemischt und vor dem Messen fur
5 min bei RT unter Lichtausschluss inkubiert. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte
im Spectra Fluor Plus Fluorometer (Tecan, Crailsheim) bei einer Anregungs-
Wellenlange von 480 nm und einer Emissions-Wellenlange von 520 nm. Die RNA

Konzentration wurde anschliel3end mit Hilfe der Magellan Software ermittelt.
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4.7 cDNA Synthese

Die mRNA der isolierten Gesamt-RNA wurde nach den Vorschriften des Promega
Reverse Transcription System reverse transkribiert. Daftr wurde zunachst die 1 ug
Gesamt-RNA und RNase-freies Wasser in einem Endvolumen von 9,9 pul fir 10 min
bei 70°C denaturiert. Nachdem die entwundene RNA auf 4°C herunter gekuhlt war,
wurden Puffer, Oligo-(dT)s, dNTPs, RNase-Inhibitor und reverse Transkriptase in
einem Endvolumen von 20 pl hinzu gegeben und fiir 15 min bei 42°C inkubiert. Zur
Abstoppung der Enzymaktivitat wurde der Ansatz fur 5 min bei 99°C hitzeinaktiviert
und auf 4°C herunter gekuhilt.

Um die Vollstandigkeit der revers transkribierten mRNA zu testen, wurde eine PCR
mit 5°B-Aktin, 3"B-Aktin, GAPDH, 6K Clathrin und 2K Clathrin Primern des Gene

Checker™ Kits durchgefiihrt.

4.8 RT-PCR fur Integrin a5p1 und FN

Die erhaltende cDNA wurde auf die mRNA-Expression von Integrin o581 und FN
sowie dessen Isoformen untersucht. Mit Hilfe der verwendeten Primer (Abschnitt
3.1.5.3) erhielt man fir die Integrin Untereinheit o5 ein 713 bp groRes Fragment, fur
die Untereinheit 1 ein 390 bp grofRes Fragment.

Fur die Amplifikation dieser Produkte wurden 2x HotStar-PCR-Mix, je 20 uM forward
und reverse Primer, 20 ng cDNA und Nukleinséure-freies Wasser in einem Volumen
von 20 ul pipettiert und unter folgenden Konditionen behandelt: Denaturierung und
Aktivierung der Polymerase bei 94°C fur 15 min, gefolgt von 40 Zyklen Denaturierung
bei 94°C fur 30 sec, Primer und Polymerase-Anlagerung bei 55°C fur 30 sec und

Strangverlangerung (Elongation) bei 72°C fur 60 sec und einem abschlieRenden
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Elongationsschritt fir 3 min bei 72°C. Die PCR wurde in einem TRIO-Thermoblock
(Biometra, Gottingen) durchgefuhrt. Alle erhaltenen Amplikons wurden durch

Gelelektrophorese auf ihre richtige Grol3e hin Uberprift.

4.9 Gelelektrophorese

Nukleinsduren sind Polyanionen, die an jeder Monomereinheit eine Ladungseinheit
trdgen. Verschieden grol3e Nukleinsauren tragen demnach eine Ladung, die zu der
Molekullange proportional ist. So kdnnen durch Gelelektrophorese Nukleinsauren
aufgrund der Gelmatrix nach ihrer Gro3e getrennt werden.

In dieser Matrix, wandern die Nukleinsauren nach Anlegen von gleicher Spannung
(in einem elektrischen Feld) zur Anode, wobei die kleineren Fragmente schneller als
groRere Fragmente wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist umgekehrt
proportional zu dem Logarithmus der Fragmentlange.

Aufgrund der GroRRe der aufzutrennenden DNA von 390 — 789 bp wurden 1,2 %
Agarosegele (w/v) verwendet. Dafur wurde die entsprechende Menge an Agarose in
1x TAE-Puffer gegeben und durch Aufkochen gel6st. War die flissige Gelmatrix auf
ca. 60°C abgekuhlt, wurde EtBr hinzu gegeben, in eine Gel-Kammer gegossen und
die KAmme eingesetzt. Nach dem Polymerisieren des Agarosegels, wurde es in die
Elektrophorese-Apparatur gesetzt und konnte mit Proben beladen werden.

Als Langenstandard diente der GeneRuler™.

Zur Sichtbarmachung der DNA-Banden wurde das Agarosegel mit UV-Licht
bestrahlt. EtBr interkaliert zwischen die Basenpaare der DNA Molekile. In

kurzwelligem UV-Licht fluoresziert es und macht damit die DNA sichtbar.
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4.10 Quantitative mRNA Analyse mittels real-time PCR

4.10.1 Allgemeines zur Methode

Die real-time PCR ist eine Methode, um quantitativ eine Aussage Uber die
Amplifikation eines bestimmten DNA-Abschnitts treffen zu kénnen. Im Gegensatz zur
herkdbmmlichen  Polymerase-Kettenreaktion enthdlt der PCR-Ansatz eine
Fluoreszenz-gebundene Sonde, die zwischen dem down- und upstream-Primer
hybridisiert. An das 5 -Ende dieser Sonde ist ein Reporterfarbstoff (6-FAM oder VIC)
und am 3"-Ende der Quencher-Farbstoff TAMRA (6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin)
kovalent gebunden. Der Abstand zwischen diesen Farbstoffen ist so gewahlt, dass
der Quencher das Fluoreszenz-Signal des Reporters unterdriickt. Wahrend der
Amplifikation wird die bereits gebundene Sonde durch die 3°-5"-Exonuklease-
Aktivitat verdrangt und gespalten. Dadurch verandert sich der Abstand zwischen
Quencher und Reporter, so dass das Reportersignal frei wird und vom Detektor des
Gerats nach jedem PCR-Zyklus erkannt werden kann. Die wahrend der 40 Zyklen
freigesetzten Fluoreszenzen werden direkt nach Beendigung der PCR mit Hilfe der
Sequence Detector software (SDS version 2.1, PE Applied Biosystems) zur
Zyklenzahl graphisch dargestellt. Im exponentiellen Bereich der erhaltenen Kurven
wird eine Gerade gezogen. Die Zyklenzahl, bei der diese Basislinie Uberschritten

wird, nennt man Ct (Cycle threshold)-Wert.

4.10.2 Beschreibung der Technik

Ein optimierter PCR-Ansatz enthielt Universal Master Mix, 750 nM des forward und
reverse Primers, 250 nM der fluoreszierenden Sonde und isolierte cDNA (50

ng/Well). Alle Reaktionen wurden im Triplikat in einer 384-Well-Platte untersucht. Die
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Zykler Konditionen waren: 50°C fur 2 min, 95°C fur 10 min, gefolgt von 40 Zyklen bei

95°C fur 15 sec (Denaturierung) und bei 60°C fir 1 min (Annealing und Elongation).

4.10.3 Datenverarbeitung

Die Ct-Werte des house keeping genes GAPDH wurden von den Fibronektin-Werten
subtrahiert:

dCt = Ct (FN Isoformen) — Ct (GAPDH)

Fur die Auswertung bei CED wurde der Mittelwert der dCt-Werte der Triplikate
ermittelt. Der dCt-Mittelwert der zusammengefassten Kontrollgruppe wurde dann von
dem der gesamten MC-, stenosierten MC- oder fistulierten MC-Gruppe abgezogen:

ddCt = dCt (MC) — dCt (Kontrolle)

Die relative cDNA-Startkonzentration wurde unter Berucksichtigung der

exponentiellen Amplifikation errechnet:

x =  -ddCt

Fur die Auswertung von stimulierten Kontroll-CLPF wurde der Mittelwert der dCt-
Werte der Triplikate ermittelt. Die stimulierten Mittel-dCt-Werte wurden von denen der
unbehandelten Kontrolle der gleichen Gruppe abgezogen:

ddCt = dCt (stimuliert) — dCt (Kontrolle)

Die relative cDNA-Startkonzentration wurde unter Bertcksichtigung der

exponentiellen Amplifikation errechnet:

x =  -ddCt
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4.10.4 Statistische Analyse

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse der quantitativen PCR wurde der Mann-
Whitney Rank Sum Test verwendet. Die real-time PCR Daten wurden entweder als
Mittelwert + SEM (standard error of the mean) oder mit Boxplots dargestellt.
Unterschiede zwischen den Mittelwerten zweier Gruppen waren bei einem p Wert <

0,05 signifikant.

4.11 Durchflusszytometrie

4.11.1 Allgemeines zur Methode

FACS steht fur Fluorescence activated cell sorting und beschreibt ein Verfahren zur
Messung der Eigenschaften von Zellen. Die allgemeine Bezeichnung des Verfahrens
lautet Durchflusszytometrie. Das Prinzip der Untersuchung beruht auf der Emission
von optischen Signalen seitens der Zelle, wenn diese einen Laserstrahl passiert.

Hierbei werden in einer Losung befindliche Zellen durch eine Kapillare gesaugt und
passieren im Sensormodul einzeln einen Laserstrahl. Die Zelle emittiert dabei
Streulicht und, wenn Antikérper gebunden sind, Fluoreszenzimpulse, woraus man
unterschiedliche Eigenschaften der Zelle ableiten kann. Das Streulicht wird durch
ZellgrolRe, die Struktur der Zellwand sowie intrazellulare Bestandteile beeinflusst. Die
Zellen kbnnen damit in unterschiedliche Fraktionen sortiert und gezahlt werden.

Hierzu dienen zwei Parameter: Das Vorwartsstreulicht FSC (forward scatter) als Mal3
fur die Zellgrofe und Seitwartsstreulicht SSC (side scatter) als Mal3 fur die
Granularitat (GroRe und Struktur des Zellkerns etc.). Mit diesen beiden Parametern
lassen sich zum Beispiel die Zellen des Blutes bereits recht gut auftrennen. Zudem

kann man die Probe vorher mit Antikérpern, die mit verschiedenen fluoreszierenden
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Farbstoffen verbunden sind, inkubieren. Die Antikérper sind gegen bestimmte
Oberflachenmerkmale (z.B. CD = cluster of differentiation) gerichtet. Nach der
Markierung kann dann auch die Sortierung nach diesen Merkmalen erfolgen. Durch
Einsatz verschiedenfarbiger Laser kann die Anzahl der einsetzbaren Farbstoffe und

damit die Informationsdichte erhdht werden.

4.11.2 Beschreibung der Technik

Fur die FACS-Analyse wurden die zu untersuchenden CLPF mit Trypsin oder
Accutase abgeldst, ohne dabei die Oberflachenstruktur der Zellen zu zerstéren. Die
Zellen wurden gezahlt und jeweils 5x10° Zellen in 250 pl 1% BSA/PBS in vier 1,5 ml
Eppendorf-ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Nach einer Inkubationszeit von 20 min auf
Eis, wurden die entsprechenden Antikérper hinzu gegeben und mit den Zellen
vermischt. Zur Detektion der Integrin a5-Untereinheit wurde der FITC-konjugierte
anti-CD49e Antikorper (10 ul / 10° Zellen), zum Nachweis der B1-Untereinheit der
PE-konjugierte anti-CD29 Antikorper (10 pl / 10° Zellen) verwendet. Die Isotyp-
Kontrollen waren FITC-konjugierter Maus anti-lgG2b (10 pl / 10° Zellen) und PE-
konjugierter Maus anti-lgG1 Antikorper (20 pl / Ansatz). Die 30 mindtige Inkubation
erfolgte wieder auf Eis im Dunklen.

Die entsprechenden Proben wurden ein Mal mit PBS gewaschen und im
Durchflusszytometer Epics XL.MCL untersucht. Die FITC- (530 nm, FL1) und PE-
(580 nm, FL2) Fluoreszenzsignale von 10 000 Zellen wurden fur die Auswertung

herangezogen.
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4.11.3 Datenanalyse und Statistik

Auf dem forward scatter versus side scatter dot plot wurde um die intakten
Fibroblasten ein Analyse-Gate gesetzt. Innerhalb dieses Bereiches wurden die
generierten X-Mean Werte zur Auswertung herangezogen. Daflr wurden die X-mean
der Isotyp-Kontrolle von denen der jeweiligen Integrin-Untereinheit abgezogen. Um
eine statistische Aussage treffen zu kdnnen, wurde der Mann-Whitney Rank Sum

Test angewandt.

4.12 Immunhistochemie

4.12.1 Allgemeines zur Methode

Die spezifischen FN Splei3formen wurden mit einer indirekter Immunperoxidase
Technik untersucht.

Bei dieser von Hsu et al. 1* entwickelten Methode werden an das Zielprotein im
Gewebe bindende Priméar-Antikdrper verwendet, sowie Biotin-konjugierte Sekundar-
Antikorper, die den ersten Antikérper erkennen, aber nicht an ein Gewebeprotein
binden. Spater wird ein vorgefertigter Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC) dazu
gegeben. Avidin ist ein im HUhnereiweild enthaltenes Glykoprotein (MG 68 kDa) mit
einer sehr hohen Affinitat zu dem sehr kleinen Molekil Biotin. Avidin hat vier
Bindungsstellen fir Biotin und bildet im Experiment eine Briicke zwischen einem
biotinylierten  Antikérper und einem Peroxidase-assoziierten Biotinmolekiil
(sogenannte BRAB-Technik **°). Man entwickelt die Praparate schlieflich mit einem

Substrat des Enzyms Peroxidase, z.B. mit Vector Nova Red.
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ﬁvidinI-Biotin-Peroxidase
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Abbildung 4-3: Modell der Immunhistochemie. Der Primé&rantikorper bindet mit seinem Fab- Anteil
spezifisch an ein Gewebsantigen. Der biotinylierte Zweitantikdrper bindet an das Fc-Fragment des
Erstantikorpers. Zusammen mit dem Biotinrest am Fc-Fragment des Sekundéarantikbrpers kann sich
nun ein Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC) ausbilden, der mit Diaminobenzidin zu einem
farbigen Produkt reagieren kann. Auf diese Weise kann man Gewebsantigene farbig sichtbar machen.
A — Avidin; B — Biotin; Ag — Antigen; POD — Peroxidase

4.12.2 Beschreibung der Technik

Die immunhistochemische Farbung wurde an gefrorenen 5 pum dicken Schnitten
intestinaler Mukosa, die auf Glasobjekttragern gebracht wurden, durchgefihrt. Die
Gewebeschnitte wurden in eiskaltem Aceton (100%) fur 10 min fixiert und
anschlieBend getrocknet. Durch eine 30 minitige Behandlung mit 3 %
Wasserstoffperoxid (H.O,) wurde die in der Mukosa befindliche endogene
Peroxidase Aktivitat inaktiviert werden. Reste von H,O, wurden mit 1xPBS entfernt
und unspezifische Bindungen fir 30 min mit 10% FCS in PBS blockiert. Nach
erneutem Waschen der Schnitte in PBS wurden sie mit dem primaren Antikorper in
der Blockierldsung in einer feuchten Kammer bei RT inkubiert. Alle FN Isoformen
wurden mit dem Maus anti-FN (0.5 pg/ml; 35041A, Pharmingen, Hamburg) detektiert.

Fir den Nachweis von ED-A positiven FN wurden der Antikorper I1IST-9 (5 pg/mi;



Methoden 75

ab6328, Abcam, Cambridge, GroRbritannien) verwendet, fir FN, die die ED-B
Doméne enthielten, PhiloMab-2 (4,6 pg/ml; ANG 202, Philogen, Genua, Italien). Als
Isotyp-Kontrolle diente ein Maus anti-lgG1 kappa (5 pg/ml; MOPC-21, Sigma). Nach
1 h wurde der Primarantikérper entfernt und der Biotin konjugierte Sekundéar-
antikorper fur 30 min hinzugegeben. Die Farbung wurde dann durch Inkubation mit
dem Vectastain® ABC Kit fur 30 min verstarkt und anschlieBend mit Vector®
NovaRed™ sichtbar gemacht. Im Anschluss wurden die Zellen mit Hamatoxilin
gefarbt. Nach dem Trocknen wurden die Objekte mit Crystal Mount (Biomeda;

Forster City, USA) versiegelt.

4.13 Western Blotting

4.13.1 Probenvorbereitung

Entzindete und nicht entziindete Mukosa von Patienten wurde in kleine Stiickchen
geschnitten und in 1xRIPA-Puffer mit Proteinase-Inhibitor (1 Tablette auf 10 ml 1x
RIPA-Puffer) tberfuhrt, mit einem Handbohrgerat homogenisiert und ftr 30 min auf
Eis gelagert und anschlieRend zentrifugiert (4000 rpm, 5 min bei 4 °C). Fibroblasten
wurden direkt fur 30 min mit dem RIPA-Puffer inkubiert, dann vom Boden der
Zellkulturflasche mit einem Cellscraper abgeldst und ebenfalls sedimentiert. Die
Konzentration der im Uberstand befindlichen Proteinfraktion wurde mit dem BCA-
Test ermittelt. 30 pg Gesamtprotein einer Probe wurde 1:1 mit Proteinladepuffer,
welcher B-ME enthielt, in einem Endvolumen von 20 ul vermischt und fir 5-10 min
bei 99°C aufgekocht. Nach einer Zentrifugation bei 13000rpm flr 1 min, um das
Kondenswasser zu sedimentieren, konnten die Proteine auf SDS-Polyacrylamidgele

aufgetragen werden.
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4.13.2 Proteinbestimmung (BCA-Protein Assay)

4.13.2.1 Allgemeines zur Methode

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgt nach Smith et al. ** mit dem BCA
(bicinchoninic acid) Reagenz. Das Reaktionsschema kombiniert die Biuret-Reaktion
(Protein und Cu®" in alkalischer Loésung fuhrt zur Bildung von Cu'*) mit dem
wasserloslichen Natriumsalz der Bicinchoninsaure, einem sehr spezifischen
Nachweisreagenz fiir Cu'*. Durch die Interaktion von zwei BCA-Molekiilen mit einem
Cu'*-lon entsteht ein wasserldsliches, violettes Reaktionsprodukt mit einem
Absorptionsmaximum bei 562 nm. Dies erlaubt die photometrische Quantifizierung
von Proteinen in wassriger Losung.

Im Labor wird die Proteinbestimmung in Mikrotiterplatten nach Lane et al. ¥’
durchgefuhrt. Diese Methode erfordert nur geringe Probenmengen und die

photometrische Auswertung kann mit einem Mikrotiterplatten-Lesegerat durchgefuhrt

werden.

4.13.2.2 Beschreibung der Technik

Zur Quantifizierung der Proteinmengen wurden zundchst fur eine Standard-
Eichgerade definierte Proteinlésungen hergestellt. In 1x RIPA-Puffer wurden
aufsteigend Mengen (0; 200; 400; 600; 800; 1000; 1200 und 2000 pg/ml) an
Rinderserumalbumin (BSA) gel6st und in einer Doppelbestimmung jeweils 10 pl auf
eine 96-Well Platte tberfuhrt. Von den zu messenden Proben wurden im Anschluss
ebenfalls 2x10 pl Probe auf dieselbe 96-Well Platte tberfiihrt. Allen Proben wurde
dann 200 pl des BCA-Reagenz (50 Teile BCA und 1 Teil Cu®**-Sulfat) hinzugegeben,
geschuttelt und fur 30 min bei 37°C inkubiert. Nach dem Abkuhlen der Platte auf RT

konnte die Proteinkonzentration mit Hilfe eines Plattenlesegerates, welches die
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gemessenen Probenwerte mit denen der Eichgerade ins Verhaltnis setzt, bei 562 nm

bestimmt werden (Programm SOFTmax PRO von Molecular Devices, USA).

4.13.3 SDS-PAGE [modifiziert nach Lammli %]

Fur SDS-PAGE wurden Minigele (6 cm Trennstrecke) verwendet. Uber ein 6% oder
8% Polyacrylamid enthaltenes Trenngel, das zur Auftrennung von grof3en Proteinen
wie FN bendtigt wird, wurde ein Sammelgel mit einer Polyacrylamidkonzentration von
5 % gegossen. Zur Herstellung der Gele wurde eine Acrylamidstammiésung mit 30
% Acrylamid und 0,8 % Bisacrylamid verwendet. Die Polymerisierung der Gele
wurde durch Zugabe von APS (Endkonzentration 0,05 %) und TEMED
(Endkonzentration 0,1%) erreicht.

Nach dem Ausharten wurde das Gel in eine Kammer eingesetzt und mit Running
Buffer gefillt. In die Taschen des Sammelgels wurden 20 ul Probe pipettiert. Die

Elektrophorese erfolgte bei 25 mA pro Minigel.

Zusammensetzung der Gele fir 2 Minigele (15 ml):

6% 8% 5% Sammelgel
H.O 7,9 ml 6,9 ml 2,7ml
30% Acrylamid Mix 3,0 ml 4,0 ml 0,67 ml
1,5 M Tris (pH 8.8) 3,8 ml 3,8 ml 0,5 ml
10% SDS 0,15 ml 0,15 ml 0,04 mi
10% APS 0,15 ml 0,15 ml 0,04 ml
TEMED 0,012 mi 0,009 mi 0,004 mi
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4.13.4 Western Blot

Nach erfolgter Elektrophorese (SDS-PAGE) wurde das Proteingel kurz in
Transferpuffer geschwenkt und auf eine zuvor ebenfalls mit Transferpuffer benetzte
Nitrozellulosemembran gelegt, die auf zwei mit Transferpuffer getrankten
Schwammen und einem dinnen Filterpapier platziert war. Auf das Gel kamen
wiederum Filterpapier und Schwamme zum Liegen. Dieser Stapel wurde in ein Xcell
Il Blot Modul (Invitrogen) gelegt und ein Transfer mit 1 - 2 mA pro cm? des
Filterpapiers fur 1,5 h durchgefihrt.

Der Nachweis der transferierten Proteine erfolgte durch Inkubation mit spezifischen
monoklonalen Antikérpern gegen FN und seine Spleildvarianten. Vor der
Antikorperinkubation wurde die Membran fur 30 min mit Blockierlésung (5 %
Magermilchpulver in Waschpuffer) abgesattigt. Die Antikorperinkubation erfolgte mit
der fur die Antikérper optimalen Konzentration in 5 % Blockierldsung (FN (1:1000);
FN ED-A (1:400); FN ED-B (1:200); FAK (1:1000); B-Aktin (1:1000)) oder in 1% BSA-
Waschpuffer (Phospho-FAK (1:1000) tGN. Die ungebundenen Antikérper wurden am
nachsten Tag durch sechs Waschschritte von jeweils 10 min mit Waschpuffer (0,1%
Tween 20 in PBS) entfernt. Danach erfolgte eine weitere Inkubation mit dem HRP
(horseradish peroxidase) -konjugiertem anti-Maus Sekundarantikérper in 5 %
Wasch-Milch. Bei diesem Enzym-Antikorper-Konjugat wird durch das Enzym eine
Chemilumineszenzreaktion katalysiert (Abbildung 4-4). HRP katalysiert die
Umsetzung von Luminol (bzw. je nach Hersteller dessen Derivate) in seine oxidierte

Form, bei der eine Lumineszenz detektiert werden kann.
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Abbildung 4-4: Schematische Darstellung des Western Blot-Prinzips. Der Primarantikorper bindet
spezifisch an das nachzuweisende Protein (Antigen), der wiederum von einem HRP-gekoppelten
Sekundarantikorper erkannt und gebunden wird. Bei der durch HRP katalysierten Reaktion kann die

freigesetzte Lumineszenz detektiert werden. Quelle: www.wickipedia.org

4.13.5 Stripping

Nach der Exposition konnten die gebundenen Antikorper von der verwendeten
Membran mit der Re-Blot Plus-Strong-Losung entfernt werden. Dafur wurde die
Membran kurz gewaschen und anschlief3end fir 15 min mit dem Detergenz inkubiert.
Nach erneutem Waschen wurden frei gewordene unspezifische Bindungen wieder in
Blockierlosung gesattigt bevor die Membran fur eine weitere Antikdrperinkubation

genutzt werden konnte.

4.13.6 Ponceau$S Farbung

Da SDS-PAGE Gele, auf denen grol3ere Protein nachgewiesen werden sollten, Aktin
nicht mehr enthielten, wurde zur Kontrolle, ob fiir jede zu untersuchende Probe

gleich viel Gesamtprotein aufgetragen wurde eine PonceauS Farbung durchgefihrt.
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Dafur wurde die Membran in Waschpuffer gewaschen und in der Farbel6sung bis zur
vollstdndigen Rotfarbung (ca. 10 min) inkubiert. Danach wurde Uberschissige Farbe
durch erneutes Waschen entfernt. Zum Schluss waren nur noch die Proteinbanden

auf der Membran gefarbt.
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5. Ergebnisse

5.1 FN und Integrin o581 bei CED

5.1.1 Migrationsverhalten der aus Stenosearealen isolierten MC-CLPF

Basierend auf den Erkenntnissen des subtraktiven Screenings mit cDNA von MC-
Stenose- und Kontroll-CLPF sowie der beobachteten Migrationsunterschiede
zwischen den einzelnen CLPF-Kulturen von Patienten mit und ohne CED, wurden
zunéchst Migrationsversuche durchgefihrt. Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden zwar
Migrationsunterschiede zwischen Kontroll- und MC-CLPF bzw. zwischen MC-CLPF,
die aus Stenosearealen, aus einfach entziindeter Mukosa oder aus Fistelgewebe
isoliert wurden, untersucht, jedoch wurden nie die gut migrierenden Kontroll- und
Stenose-CLPF miteinander verglichen. Da der identifizierte Migrationsinduktor FN
durch die substraktiven Hybridisierungen in fibrotischem MC-Gewebe als vermehrt
exprimiert nachgewiesen wurde, lag die Vermutung nahe, dass CLPF, die aus
stenotischem Gewebe von Patienten mit MC gewonnen wurden, mehr oder ahnlich
stark migrieren wie CLPF aus gesundem Kontrollgewebe.

Fur die Untersuchung wurden 3 unabhangige Migrationsassays mit Kontroll-, MC-,
MC-Stenose- und MC-Fistel in der modifizierten Boyden Kammer durchgefiihrt. Die
gegen FN durch die Membran gewanderten CLPF wurden unter dem
Durchlichtmikroskop bei 400 facher VergroRerung gezahlt und die Ergebnisse
graphisch dargestellt (Abbildung 5-1A).

Wie bereits gezeigt wurde '*, wanderten CLPF aus Fisteln (19 + 6 Zellen) signifikant
(Student’s t-Test, p < 0,02) weniger als CLPF aus einfach entziindeter Mukosa von

MC-Patienten (25 + 8 Zellen), wahrend CLPF aus Stenosearealen starker migrierten

(40 + 12 Zellen; p < 0,00002). MC-CLPF zeigten ein signifikant geringeres
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Migrationspotential (p < 0,02) als Kontroll-CLPF (40 + 19 Zellen) **. Verglichen mit
der Zahl der migrierten MC-CLPF aus stenosierter Mukosa wanderten Kontroll-CLPF
im Durchschnitt gleich stark. Das Migrationsverhalten der Kontroll-CLPF schwankte
jedoch starker als das der CLPF aus Stenosegewebe von MC-Patienten (Abbildung

5-1B).
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Abbildung 5-1: Migration von Kontroll-CLPF und CLPF, die aus der einfach entziindeten,
stenosierenden oder fistulierenden Mukosa von MC-Patienten isoliert wurden. Die Migration
wurde mit serumfreien Medium und 25 pg/ml FN induziert. Die Anzahl der migrierten CLPF ist als
durchschnittliche Migrationsrate (A) und als Gesamtmigrationsrate (B) grafisch dargestellt.

Im Vergleich zu Kontroll-CLPF wanderten Stenose-CLPF von MC-Patienten gleich stark. CLPF, die
aus einfach entziindeter Mukosa von Patienten mit MC isoliert wurden, hatten ein geringeres
Migrationspotential. CLPF aus Fistelgewebe wanderten dahingegen noch weniger.

(B) Student’s t-Test

Bei den durchgefiihrten Migrationsversuchen in der modifizierten Boydenkammer
konnte das beobachtete verringerte Migrationsverhalten von MC- und Fistel-CLPF
128,191 hastatigt werden. CLPF, die aus Stenosearealen isoliert wurden, zeigten nicht

F 191

nur ein hoheres Migrationspotential als MC-CLP , denn sie migrierten im

Durchschnitt so wie die untersuchten Kontroll-CLPF.
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5.1.2 Expression von FN Splei3formen in der Mukosa von Patienten mit

CED

Wegen der Erkenntnisse, die bei den subtraktiven Hybridisierungen gewonnen
wurden, sollte im weiteren Verlauf dieser Arbeit die Verteilung von FN und seinen
Isoformen in der Mukosa von Patienten mit CED im Vergleich zu gesunder Mukosa
untersucht werden.

Dafir wurde zuerst Gesamt-RNA aus Biopsien oder aus der Mukosa von
Darmpraparaten isoliert. Nach reverser Transkription der RNA wurde die cDNA auf
Transkripte von FN ED-A, FN ED-B und IlicS untersucht (Abbildung 5-2). In
entzindeter Mukosa und Stenosearealen von Patienten mit MC sowie in
Kontrollmukosa konnten mRNA aller FN Isoformen nachgewiesen werden.
Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen waren mit dieser nicht

guantitativen Methode nicht zu beobachten.

Ko MC MC-St

Abbildung 5-2: Nachweis der FN Spleil3varianten ED-A, ED-B und IllicS auf mRNA-Ebene mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Aus entziindeter Mukosa und Stenosearealen von MC-Patienten
sowie aus Kontrollmukosa wurde Gesamt-RNA isoliert und auf die Expression von FN ED-A- (1), FN
ED-B- (2) und lllcS-mRNA (3) untersucht. Es konnten fir alle 3 Gruppen mRNA-Transkripte
nachgewiesen werden. Unterschiede in der Expressionsstérke konnten nicht beobachtet werden.

Da durch die qualitative RT-PCR keinerlei Aussage uber Unterschiede in der FN-
und Isoformenexpression in der Mukosa von Patienten mit und ohne MC getroffen

werden konnte, wurde die mRNA auch quantitativ mittels real-time PCR untersucht.



Ergebnisse — FN und Integrin in CED 85

Far 22 Kontrollen, 26 MC-Patienten und 7 Patienten mit fibrotischem MC wurden die
Ct-Werte (siehe 4.10.1) FN, FN ED-A, ED-B und GAPDH als house-keeping gene
ermittelt und daraus die relativen Startkonzentrationen berechnet, wobei die
Konzentration der cDNA, die aus der Mukosa von Kontrollpatienten isoliert wurde,
gleich 1 gesetzt wurde. Mukosa von Patienten mit stenosierendem MC zeigten eine
hohere FN- und FN-Isoformen-Expression im Vergleich zu den anderen Gruppen
(Abbildung 5-3A). Verglichen mit der Kontrollgruppe war in Stenosearealen von MC-
Patienten die FN-mRNA 1,9 fach, FN ED-A-mRNA 2,9 fach (p= 0,06) und FN ED-B-
MRNA 4,1 fach erhoht (p< 0,01). Im Gegensatz dazu lag in MC-Mukosa die FN-
MRNA um 40 % (p<0,05) und die FN ED-A-mRNA um 25 % reduziert vor. FN ED-B-

MRNA wurde in ahnlicher Menge zur mRNA von Kontrollpatienten detektiert.

p =006 p <001

o
—

Startkonzentration rel. zur Kontrolle
(%] =
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Gesamt-FN FN ED-A FN ED-B
[l Kontrolle [[] MC [] MC-Stenose

Abbildung 5-3A: Quantitative mRNA Analyse von FN Spleil3varianten mittels real-time PCR. Die
mMRNA wurde aus Mukosa von 22 Kontroll-, 26 MC- und 7 MC Stenose-Patienten isoliert. Die cDNA
Startkonzentration der Kontrollgruppe wurde 1 gleichgesetzt. Im Gegensatz zu Kontrollpatienten
zeigten Patienten mit stenosierendem MC eine hohere und Patienten mit einfach entzindetem MC
eine geringere FN- und FN ED-A- und FN ED-B-Expression. Statistik mit dem Mann-Whitney Rank

Sum Test. Alle angegebenen Fehler sind Standardfehler.

Des Weiteren wurde die Expression der FN-mRNA bei Patienten mit CU und mit

Divertikulitis, als eine entzindliche aber nicht CED (,Entziindungskontrolle),
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untersucht. Dafur wurde Gesamt-RNA aus Mukosa von Patienten mit leichter und
schwerer CU sowie von Patienten mit Divertikulitis isoliert und die FN- bzw. GAPDH-
Expression mittels TagMan-PCR quantitativ gemessen. Die Startkonzentration wurde
wieder ermittelt, wobei die der Kontrollgruppe (n=22) erneut gleich 1 gesetzt wurde.
Mukosagewebe von Patienten mit schwerer CU zeigten eine signifikant um ca. 6 fach
héhere mMRNA-Expression an FN (p < 0,007), FN ED-A (p < 0,008) und eine 5,5
fache starkere ED-B mRNA-Expression (p < 0,01) im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Abbildung 5-3B). Keine signifikanten Expressionsunterschiede konnten in leichter
CU bzw. CU in Remission sowie Divertikulitis beobachtet werden. Die mRNA von FN
und FN ED-A war in einfach entziindetem Gewebe von CU-Patienten und Patienten
mit Divertikulitis exprimiert. Die Expression der FN ED-B mRNA stieg in der Mukosa
von Patienten mit CU und Divertikulitis im Gegensatz zu der Mukosa von

Kontrollpatienten leicht an. Diese Unterschiede erreichten jedoch keine Signifikanz.

P < 0,007 P < 0,008 P <0,01

Startkonzentration rel. zur Kontrolle

Gesamt-FN FN ED-A FN ED-B
Il Kontrolle [l CU entziindet [_]CU nicht entziindet [_] Divertikulitis

Abbildung 5-3B: Quantitative mRNA Analyse von FN SpleiBvarianten bei CU- und Divertikulitis-
Patienten. Die mRNA wurde aus Mukosa von 3 Patienten mit schwerer CU, 4 Patienten mit leichter
CU und 3 Divertikulitis-Patienten isoliert. Die cDNA Startkonzentration der Kontrollgruppe (n=22)

wurde 1 gleichgesetzt. Im Gegensatz zu Kontrollpatienten zeigten Patienten mit stark entztindeter CU
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eine héhere FN- und FN ED-A- und FN ED-B-Expression, wahrend Patienten mit nicht entziindeter
CU oder Divertikulitis keine Unterschiede in der mRNA-Expression zeigten. Statistik mit dem Mann-
Whitney Rank Sum Test. Alle angegebenen Fehler sind Standardfehler.

Um eine Aussage hinsichtlich der Verteilung und der Starke der Proteinexpression
treffen zu kdnnen, wurden immunhistochemische Farbungen gegen FN durchgefuhrt.
An 5 pm Kryoschnitten humaner intestinaler Mukosa von Kontrollpatienten und
Patienten mit MC, stenosierendem oder fistulierendem MC wurde die Verteilung an
FN sowie ED-A und ED-B enthaltendes FN untersucht (Abbildung 5-4). Dafur wurden
die monoklonalen Antikorper anti-FN, der alle FNe erkennt, 1IST-9, welcher spezifisch
fur FN ED-A ist, und PhiloMab-2, der an die ED-B Doméne bindet, verwendet. Alle
FN Isoformen wurden mit Vector® NovaRed™ visualisiert. Um die Zellen sichtbar zu
machen, wurden die Gewebeschnitte mit Hamatoxilin behandelt.

FN konnte in den Geweben aller untersuchten Patienten nachgewiesen werden
(Abbildung 5-4A-D). Im Vergleich zur Kontrollmukosa (Abbildung 5-4A) erschien
Gesamt-FN in Fisteln (Abbildung 5-4D) ahnlich stark, in entziindeter Mukosa bei
Patienten mit MC (Abbildung 5-4B) vermindert und in Stenosen (Abbildung 5-4C)
erhoht exprimiert. Die Farbung der Isoformen ED-A und ED-B wies vergleichbare
Ergebnisse auf. In entziindeter MC-Mukosa (Abbildung 5-4F+J) waren ED-A und ED-
B im Gegensatz zum Intestinum von Kontrollpatienten (Abbildung 5-4E+1) erniedrigt.
Dagegen fand man die SpleiRformen in fibrotischem MC-Gewebe vermehrt
(Abbildung 5-4G+K). Interessanterweise konnten die Spleil3formen in Fistelgewebe
nicht sichtbar gemacht werden (Abbildung 5-4H+L). Diese Beobachtungen lie3en
darauf schlieBen, dass sowohl FN als auch die SpleiRformen ED-A und ED-B in
entziindeter Mukosa vermindert und in stenosierenden Arealen von MC-Patienten

vermehrt im Vergleich zu Kontrollpatienten vorliegen.
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Eine unspezifische Bindung der verwendeten Antikdrper konnte ausgeschlossen

werden, da die Isotyp-Kontrollen keine Farbungen aufwiesen (Abbildung 5-4M-P)

Abbildung 5-4: Immunhistochemische Farbung von FN, FN ED-A und ED-B in Kontrollmukosa
und entzindeter Mukosa von MC Patienten. Gefrorenes humanes Gewebe wurde fir
Immunperoxidase-Farbungen geschnitten und in Aceton fixiert. Die obere Reihe zeigt normale nicht
entziindete Mukosa von Kontroll-Patienten. Entziindete, stenosierende und fistulierende Mukosa von
MC-Patienten sind in den Reihen darunter gezeigt. Alle Gewebe wurden mit Antikbrper gegen
Gesamt-FN (links), FN ED-A (2. von links) und FN ED-B (3. von links) geférbt. Isotyp-Kontrollen sind
in der rechten Spalte dargestellt. Im Gegensatz zu Kontrollgewebe wurden FN und die FN
SpleiRformen in Stenosearealen erhdht und in einfach entziindeter Mukosa von Patienten mit MC
vermindert gefunden. In Fistelgewebe war die FN-Proteinexpression ahnlich der in Kontrollmukosa,
wahrend die Spleil3varianten nicht sichtbar gemacht werden konnten.

Diese Abbildung zeigt eine reprasentative Farbung von insgesamt 7 unabhangigen Experimenten.

Hinsichtlich der FN Proteinexpression wurde auch Gewebe von Patienten mit
schwerer CU und Divertikulitis untersucht. Im Vergleich zu Kontrollgewebe

(Abbildung 5-4 A+E+I) konnte in der Mukosa von Patienten mit schwerer CU eine
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erhohte Farbung an FN (Abbildung 5-5A) und den FN Isoformen ED-A (Abbildung 5-
5B) und ED-B (Abbildung 5-5C) beobachtet werden. Die FN-, FN ED-A- und FN ED-
B-Proteinfarbung in Gewebe von Divertikulitis-Patienten (Abbildung 5-6A-C)
hingegen erschien im Vergleich zu der von Kontrollpatienten (Abbildung 5-4A+E+I)
ahnlich stark. Vor allem die FN Spleil3form ED-B (Abbildung 5-6C) war nur sehr
schwach nachzuweisen.

Die in den immunhistochemischen Untersuchungen mitgefuhrten Isotypkontrollen
(Abbildung 5-5D und 5-6D) zeigten keine Farbung, so dass eine unspezifische

Markierung durch die verwendeten Antikdrper ausgeschlossen werden konnte.

Abbildung 5-5: Immunhistochemische Farbung von FN, FN ED-A und ED-B in stark entziindeter
Mukosa von CU Patienten. Gefrorenes humanes Gewebe wurde fir Immunperoxidase-Farbungen
geschnitten und in Aceton fixiert. Die Mukosa wurde gegen Gesamt-FN (A), FN ED-A (B) und FN ED-
B (C) gefarbt. FN und die FN SpleiRvarianten waren erhoht in der stark entziindeten Mukosa von CU

Patienten nachweisbar. Die Isotyp Kontrolle (D) zeigte keine Farbung.

Abbildung 5-6: Immunhistochemische Farbung von FN, FN ED-A und ED-B in Divertikulitis.
Gefrorenes humanes Gewebe wurde fur Immunperoxidase-Farbungen geschnitten und in Aceton
fixiert. Die Mukosa wurde gegen Gesamt-FN (A), ED-A positive (B) und ED-B positive FN (C) gefarbt
und zeigte eine ahnliche Expression wie in Kontrollgewebe (siehe Abb. 5-4). Die Isotyp Kontrolle (D)

zeigte keine Farbung.
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Um die bei der Immunhistochemie beobachteten unterschiedlichen Proteinmengen
an FN, FN ED-A und ED-B in der intestinalen Mukosa von Kontroll- und MC-
Patienten zu bestatigen, wurden Mukosalysate im Western Blot untersucht. Je 30 ug
Gesamt-Protein des jeweiligen zu untersuchenden Mukosalysates wurde in einem 6
% igen Gel mittels SDS-PAGE aufgetrennt. AnschlieRend wurde das Proteingel auf
eine Membran geblottet und diese mit den jeweiligen Antikérpern, die die
nachzuweisende Isoform erkannten, inkubiert. Die exponierten Filme (Abbildung 5-7)
zeigten vergleichbare Ergebnisse zu den immunhistochemischen Farbungen. In
Stenoseareal-Lysaten von Patienten mit MC konnten hdohere Proteinmengen an FN
und den FN Isoformen detektiert werden. Die FN-SpleiBvariante ED-B war im
Gegensatz zu Kontrolllysaten deutlich nachweisbar. Dahingegen war in den
Mukosalysaten von MC-Patienten FN ED-B sowie ED-A nicht mehr detektierbar.
Auch war die Gesamt-Menge an FN-Protein in diesen Lysaten niedriger als in denen
von Kontrollpatienten. Zudem konnten fir FN ED-A und FN ED-B Doppelbanden
beobachtet werden, die auf ein vom Molekulargewicht kleineres FN aufgrund von
alternativem SpleiRen schlieBen lieRen. Die PonceauS Farbung zeigte, dass die

verschiedenen Lysate gleiche Gesamtproteinmengen enthielten.
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Abbildung 5-7: Ein reprasentativer Western blot von FN, FN-ED-A und FN-ED-B Proteinen in
Mukosalysaten von Kontrollpatienten (Ko) und Patienten mit MC und MC-Stenose (MC-St). Die
Proteine wurden mittels eines 6% SDS-PAGE Gels aufgetrennt und durch Western blotting mit Hilfe
von Antikbrpern gegen FN visualisiert. In Lysaten, die aus Stenosearealen von Patienten mit MC
gewonnen wurden, zeigte sich eine héhere und in MC-Mukosalysaten eine stark erniedrigte FN- und
FN Spleil3formen-Proteinexpression als in Kontrolllysaten. Die gleiche Proteinbeladung auf dem Gel
konnte mit einer PonceauS Féarbung gezeigt werden. Diese Abbildung ist reprasentativ fir 4 weitere
Experimente.

Es konnten deutliche Unterschiede in der Expression von FN und den FN
SpleiRformen ED-A und ED-B in der Mukosa von Kontroll- und CED-Patienten
beobachtet werden. In der Mukosa von Patienten mit MC zeigte sich eine Reduktion
von FN, FN ED-A und FN ED-B auf mRNA- und Proteinebene im Vergleich zu
gesunder Mukosa von Kontrollpatienten. Die mRNA- und Proteinexpression von FN
und den FN Isoformen war in Stenosearealen von MC-Patienten dahingegen erhoht.
In MC-Fistelgewebe konnte durch Immunhistochemie kein FN ED-A- und FN ED-B-

Protein nachgewiesen werden. Bei Patienten mit einer Divertikulitis oder einer
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leichten CU konnte keine mRNA- und Proteinexpressionsveranderung von FN und
den Isoformen beobachtet werden. Dahingegen wiesen Patienten, die eine schwere
CU entwickelten, anders als Patienten mit einer MC-Erkrankung eine Erhéhung der

FN-Expression auf mMRNA- und Proteinebene auf.

5.1.3 Unveranderte Integrin a5p1 Expression bei Kontroll- und MC-CLPF

Untersucht werden sollte nun, ob die verdnderte Expression an FN und den FN
SpleilRformen sowie die beobachteten verédnderte Fibroblastenmigration mit einer
unterschiedlichen  FN-Rezeptorexpression  einherging. Dafir wurde die
Oberfachenexpression des FN-Rezeptor Integrin o581 auf CLPF untersucht, die aus
der Mukosa von Kontroll- und MC-Patienten isoliert wurden.

Zuerst wurde das Vorhandensein der Integrin a51-mRNA per RT-PCR uberpruft
(Abbildung 5-8). PCR Produkte, die den Integrin Untereinheiten o5 und B1
entsprachen, konnten in allen CLPF-Lysaten detektiert werden (n = 3). In dieser
semiquantitativen Analyse konnten keine Unterschiede zwischen Kontroll- und MC-

Fibroblastenkulturen beobachtet werden.

Integrin o5 Integrin 1
Abbildung 5-8: Nachweis der Integrin Untereinheit a5 und Bl auf mRNA-Ebene mittels PCR.

Aus Kontrollmukosa (1) sowie entziindeter Mukosa (2), Stenosearealen (3) und Fistelgewebe (4) von
MC-Patienten wurde Gesamt-RNA isoliert und auf die Expression von Integrin o5 und B1 untersucht.
In allen Geweben konnten Transkripte der Integrin Untereinheit o5 und B1 nachgewiesen werden.

Unterschiede wurden nicht beobachtet.
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Nachdem die Prasenz der Integrin-mRNA nachgewiesen werden konnte, wurde die
Zelloberflachenprasentation von Integrin a5p1 mittels FACS analysiert. Aus
intestinaler Mukosa von Kontroll- und MC-Patienten isolierte CLPF wurden mit FITC-
und PE-konjugierten Antikdrpern gegen die Integrin Untereinheit a5 und B1 gefarbt.
Abbildung 5-9A zeigt Histogramme fur die untersuchten CLPF-Kulturen, in denen die
detektierte  Fluoreszenz der untersuchten Integrin-Untereinheit und der
dazugehdrigen Isotyp-Kontrolle logarithmisch zur Zellzahl dargestellt ist. Die
Fluoreszenz der Integrin ab5- (hellgraues Histogramm) bzw. B1- (dunkelgraues
Histogramm) positiven Zellen ist im Histogramm im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle
(weil3es Histogramm) nach rechts verschoben. Es wurde eine Expression beider

Integrin-Untereinheiten auf allen Fibroblastenzelloberflachen detektiert (Abbildung 5-

9A).
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Abbildung 5-9A: Darstellung reprasentativer Ergebnisse der FACS-Analyse der Integrin a5p1
Expression auf humanen CLPF von Kontrollpatienten und Patienten mit MC als Histogramm.
Die Zellen wurden gefarbt mit FITC-gebundenem anti-integrin a5 (hellgraues Histogramm), PE-
gebundenen anti-integrin 1 (dunkelgraues Histogramm) und FITC- bzw. PE-gebundenem Kontroll-
Antikorpern (weil3es Histogramm). Die Integrin a5 (1) und Bl Proteinexpression (2) konnte auf der
Oberflache von Kontroll-CLPF (A), von Patienten mit MC (B), von Patienten mit MC-Stenose (C) und
von Patienten mit fistulierendem MC (D) detektiert werden. Unterschiede zeigten sich nicht.
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Abzisse: logarithmische Auftragung der Fluoreszenzintensitat; Ordinate: lineare Auftragung der Anzahl
detektierter fluoreszierender Zellen

Um eine konkretere Aussage bezuglich der Integrin a5p1-Expression treffen zu
kénnen, wurden die mittleren Fluoreszenzsignale (Mean X-Werte) der detektierten
FITC- und PE-Farbstoffe auf der Zelloberfliche der CLPF analysiert. Die Mean X-
Werte der entsprechenden Isotypkontrollen wurden von den CLPF isoliert aus
Kontrollmukosa, aus entzindeter Mukosa, Stenosearealen und Fistelgewebe von
MC-Patienten abgezogen. Signifikante Unterschiede konnten dabei weder fir die

Integrin Untereinheit a5 noch fur B1 nachgewiesen werden (Abbildung 5-9B).
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Abbildung 5-9B: Graphische Darstellung der FACS-Analyse der Integrin a5l Expression in
humanen CLPF von Kontrollpatienten und Patienten mit MC. Signifikante Unterschiede der
Integrin a5B1 Expression wurden in den untersuchten CLPF-Kulturen nicht gefunden. FACS-Analysen

wurden drei Mal an 9 Kontroll-, 3 MC-, 4 MC-Stenose- und 7 MC-Fistel-CLPF Kulturen durchgeftihrt.

Wahrend sich in der Mukosa von Patienten mit MC im Gegensatz zu Kontrollmukosa
eine erniedrigte Expression an FN und seinen Splei3formen zeigte und in
Stenosearealen von MC-Patienten mehr FN exprimiert wurde, war die

Integrinexpression bei den untersuchten CLPF-Kulturen, die aus Kontrollmukosa und
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aus einfach entziindeter, stenosierter oder fistulierender Mukosa von MC-Patienten

isoliert wurden, unverandert.
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5.2 Stimulation von Kontroll-CLPF mit IFN-y, TNF und TGF-f1

Die Zytokine TNF und IFN-y werden wahrend der Wundheilung oder auch im
Entzindungsprozess sezerniert. In der intestinalen Mukosa von Patienten mit MC
und CU wird TNF in groRen Mengen von aktivierten Makrophagen gebildet /%%,
IFN-y scheint hauptséchlich bei einer MC-Erkrankung erhéht exprimiert zu sein **"
122 |nterferone gelten in erster Linie als Inhibitoren der Zellbewegung '?*. Die
Isoformen IFN-a und IFN-y inhibieren die Migration von Hautfibroblasten
dosisabhangig ***. Uber den Einfluss von TNF auf die Migration von Fibroblasten gibt
es unterschiedliche Erkenntnisse. Bei Hautfibroblasten induziert TNF keine Migration
125 Es fungiert bei diesen Zellen eher als Migrationsaktivator **°, da durch TNF-
Vorinkubation das Einwandern in ein Kollagen | Gel verstarkt werden kann '%. Der
Wachstumsfaktor TGF-f stimuliert mesenchymale Zellen zur Proliferation und zur
Produktion von extrazellularer Matrix und ist somit ein wichtiger Vermittler in vielen
fibrotischen Krankheiten wie stenosierendem MC °*. AuRerdem ist er ein potentes
Chemoattraktant ~ fir ~ humane  Hautfibroblasten  zur  Stimulation  der
Fibroblastenmigration *°°. TGF-B bewirkt eine Expressionserhdhung von a-smooth
muscle actin und Stressfaserformation in Fibroblasten und damit die Differenzierung
in Myofibroblasten .

Wie bereits erwahnt, zeigten verschiedene Konzentrationen von IFN-y oder TNF im
konditionierten Medium eine dosisabhangige Reduktion der Migration von CLPF, die
aus der gesunden Mukosa von Patienten isoliert wurden. Fir 3 Tage mit IFN-y
und/oder TNF im konditionierten Medium vorinkubierte Kontroll-CLPF zeigen ein
signifikant geringeres Migrationspotential als unbehandelte Zellen. Selbst nach 7

Tagen zeigen diese vorbehandelten Kontroll-CLPF ohne weitere Zugabe von

Zytokinen im konditionierten Medium eine signifikant reduzierte Migration *?%. Es
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stellte sich nun die Frage, ob die durch Inkubation mit IFN-y, TNF reduzierte bzw.
durch TGF-B gesteigerte CLPF-Migration mit einer entsprechenden Expression von
FN und den FN SpleiRvarianten korrelierte.

Vorerst wurde jedoch geprtift, ob die durch TGF-B1, IFN-y und/oder TNF modifizierte
Migration von einer veranderten Integrin-Expression abhing. Dafir wurden Kontroll-
CLPF far 72 h mit 10 ng/ml IFN-y, 20 ng/ml TNF, 10 ng/ml IFN-y und 20 ng/ml TNF
sowie 20 pg/ml TGF-B1 in 6 ml serumfreien Fibroblasten-Medium inkubiert und auf
Oberflachenexpression des Integrin a5B1 durch FACS-Analyse untersucht. Als
unstimulierte Kontrolle wurden die Zellen nur mit serumfreiem Medium kultiviert.
Abbildung 5-10A zeigt Histogramme fiir die untersuchten CLPF-Kulturen, in denen
die detektierte Fluoreszenz der untersuchten Integrin-Untereinheit und der
dazugehdrigen Isotyp-Kontrolle logarithmisch zur Zellzahl dargestellt ist. Die
Fluoreszenz der Integrin ab5- (hellgraues Histogramm) bzw. B1- (dunkelgraues
Histogramm) positiven Zellen ist im Histogramm im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle
(weil3es Histogramm) nach rechts verschoben. Es wurde eine Expression der
Integrin Untereinheit o5 und B1 auf allen Fibroblastenzelloberflachen mit FITC- und

PE-konjugierten Antikérpern detektiert.
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Abbildung 5-10A: Darstellung repréasentativer FACS-Analysen der Integrin a5B1
Oberflachenexpression auf stimulierten humanen Kontroll-CLPF als Histogramm. Die Zellen
wurden mit FITC-gebundenem anti-integrin a5 (hellgraues Histogramm), PE-gebundenen anti-integrin
Bl (dunkelgraues Histogramm) und FITC- bzw. PE-gebundenem Kontroll- Antikérpern (weil3es
Histogramm) gefarbt. Die detektierte Fluoreszenzintensitat ist auf der Abzisse logarithmisch und die
Anzahl der entsprechend detektierten Zellen auf der Ordinate linear aufgetragen. Die Integrin a5 und
B1 Proteinexpression konnte auf der Oberflache aller CLPF-Kulturen detektiert werden, Unterschiede

konnten nicht beobachtet werden.

Um konkretere Aussagen hinsichtlich der Integrinexpression zu den verschiedenen
CLPF-Kulturen geben zu kénnen, wurden die ermittelten Mittel-MnX-Werte (mittlere
Fluoreszenzintensitat) der FITC und PE Fluoreszenz von fiunf unabhangigen
Experimenten statistisch beurteilt (Abbildung 5-10B). Es konnten dabei keine
signifikanten Unterschiede durch Zytokinstimulation beobachtet werden. Weder fur

die Integrin Untereinheit a5 noch fur 1 wurden durch Zugabe von IFN-y, TNF, IFN-y

und TNF oder TGF-B1 eine veranderte Integrinexpression nachgewiesen.
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Abbildung 5-10B: Graphische Darstellung der FACS-Analyse der Integrin a5pB1 Expression in
stimulierten humanen CLPF von Kontrollpatienten (n=5). FACS-Analysen wurden an 5 Kontroll-
CLPF Kulturen durchgefihrt, die mit 10 ng/ml IFN-y, 20 ng/ml TNF, 10 ng/ml IFN-y und 20 ng/ml TNF
oder 20 pg/ml TGF-B1 inkubiert worden waren. Signifikante Unterschiede der Integrin o531

Expression wurden in den untersuchten CLPF-Kulturen nicht gefunden.

Nach dem sich die Integrinexpression auf behandelten und unbehandelten CLPF als
unveréndert erwies, wurde die Expression von FN und den Splei3formen ED-A und
ED-B untersucht. Dafur wurden wieder Kontroll-CLPF mit 20 pg/ml TGF- 1, 10 ng/ml

IFN- vy und/oder 20 ng/ml TNF inkubiert. Nach 72 h wurden die Zellen gewaschen
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und lysiert. Die isolierte Gesamt-RNA wurde revers transkribiert. Die dabei erhaltene
cDNA wurde durch real-time PCR auf mRNA-Expression von FN, FN ED-A und ED-B
untersucht. Die jeweilige FN-mRNA-Expression der unbehandelten Kontrolle jedes
einzelnen Versuches wurde bei der Auswertung gleich 1 und die Expression der
stimulierten CLPF dazu in Relation gesetzt. Die Ergebnisse von 7 unabhangigen
Versuchen wurden zusammengefasst und statistisch bewertet.

Bei der Untersuchung der mRNA-Expression von Gesamt-FN konnte im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle eine vermehrte Expression durch TGF- f1-Inkubation (p
< 0,001) beobachtet werden (Abbildung 5-11A). Durch Zugabe von TNF und IFN-y
ITNF zusammen zum Medium der Kontroll-CLPF wurde die Expression von Gesamt-
FN im Durchschnitt um 30 % gehemmt (p < 0,03). Dahin gegen hatte IFN-y allein
keinen signifikanten Effekt.

Bei der Analyse der ED-A (Abbildung 5-11B) und ED-B (Abbildung 5-11C) mRNA-
Expression konnten &hnliche Beobachtungen gemacht werden. Eine TGF- B1-
Stimulation fihrte zu einer signifikanten 1,3 bzw. 1,5 fachen Steigerung der mRNA-
Expression von FN ED-A bzw. FN ED-B (jeweils p < 0,001) im Vergleich zur
Expression der Splei3formen-mRNA in unbehandelten Kontrollen. Eine Kombination
von IFN-y und TNF verringerte die mRNA-Expression der Spleil3formen ED-A und
ED-B signifikant um 25 % und 60 % (p < 0,03 bzw. p < 0,001). Verglichen mit den
unstimulierten CLPF wurde durch Inkubation mit TNF die mRNA-Expression von ED-
A und ED-B in den untersuchten Kontroll-CLPF ebenfalls reduziert (20 % bzw. 25 %),
jedoch nur bei der SpleiRform ED-B waren die Unterschiede signifikant (p < 0,03).
Eine durchschnittliche Reduktion der mRNA-Expression von FN ED-B um 15 %

erfolgte durch IFN- y Inkubation, erreichte jedoch keine Signifikanz.
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Abbildung 5-11: Quantitative mRNA Analyse von FN (A) und den Splei3varianten ED-A (B) und
ED-B (C) mittels real-time PCR. Die mRNA wurde aus stimulierten und unbehandelten Kontroll-
CLPF isoliert. Die cDNA Startkonzentration der Kontrollgruppe wurde 1 gleichgesetzt. Im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle wurde durch TGF-B1-Inkubation eine Erhdhung der mRNA-Expression von
FN, FN ED-A und ED-B beobachtet, wéhrend eine Stimulation mit IFN-y und TNF die Expression
hemmte.

Statistik: Paired T-Test

Zur Bestatigung dieser Beobachtung wurde die Proteinexpression von FN und den
Spleildvarianten mittels Western Blot untersucht.

Abbildung 5-12 zeigt einen reprasentativen Blot fir den Nachweis von FN, FN ED-A
und FN ED-B in stimulierten Kontroll-CLPF. Im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle wurde durch Zugabe von IFN-y und TNF die Proteinexpression von FN und

den Spleil3varianten reduziert. Vor allem die Expression der Spleil3variante ED-B
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wurde stark gesenkt. Das Zytokin TGF-f1 hingegen erhéhte die FN- und Isoformen-

Proteinexpression im Gegensatz zur unstimulierten Kontrolle stark.

Kontroll-CLPF

Gaad as @ <N
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Abbildung 5-12: Ein reprasentativer Western Blot von FN, FN ED-A und FN ED-B Proteinen in
stimulierten und unbehandelten Kontroll-CLPF. Die Proteine wurden mittels eines 8% SDS-PAGE
Gels aufgetrennt und durch Western blotting mit Hilfe von Antikérpern gegen FN visualisiert. Die
Beladung wurde mit B-Aktin Uberpruft. In den Lysaten der mit TGF-B1 stimulierten CLPF konnten
hoéhere Mengen an FN-, FN ED-A und FN ED-B-Protein nachgewiesen werden. Eine Behandlung mit
IFN-y und TNF senkte diese Proteinexpressionen. Diese Abbildung ist reprasentativ fir 4 weitere

Experimente.

Grundsatzlich zeigten Kontroll-CLPF, die fur 3 Tage gleichzeitig mit IFN-y und TNF
behandelt wurden, neben der bereits beobachteten verminderten Migrationsfahigkeit
eine verminderte Expression an FN, FN ED-A und ED-B. Im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen wurden weniger mRNA-Transkripte und auch weniger
Protein von FN und seinen Spleil3formen nachgewiesen.

Im Gegensatz dazu zeigten mit TGF-f1 stimulierte Kontroll-CLPF eine FN-
Expressionserhohung. Zu einem wurden vermehrt mRNA-Transkripte von FN, FN

ED-A und FN ED-B in den behandelten CLPF beobachtet, zum anderen zeigte sich
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eine gesteigerte Expression der Proteine. Dies korrelierte mit der beschriebenen

durch TGF-B1 gesteigerten und FN induzierten Migration.
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5.3 Modulation von Kontroll-CLPF mit TGF-p1

5.3.1 FN und Integrinexpression in mit TGF-B1 stimulierten Kontroll-CLPF

Da bekannt ist, dass TGF-B1 das Verbleiben der ED-A Doméne in FN begiinstigt *°®
197" sollten Kontroll-CLPF mit verschiedenen und hoheren als in 5.2 verwendeten
TGF-B1-Konzentrationen stimuliert werden, um eine FN-, FN ED-A- und FN ED-B-
Expressionsveranderung zu untersuchen. Dafir sollten Kontroll-CLPF mit 10 ng/ml
und 50 ng/ml TGF-B1 behandelt werden. Als Kontrolle wurden unstimulierte CLPF
mitgefuhrt. Die Inkubation erfolgte fir 2 und 6 Tage, da dem Wachstumsfaktor TGF-
Bl ein biphasiger Effekt zugeschrieben wird. Bei vorangegangenen
Migrationsversuchen zeigten intestinale CLPF bei einer Langzeitinkubation von 6
Tagen mit TGF-B1 ein reduziertes Migrationspotential, wahrend eine 6 stindige
Inkubation der Kontroll-CLPF mit TGF-B1 zu einer dosisabhangigen Steigerung der
Zellmigration fuhrte.

In dieser hier vorliegenden Arbeit wurde zunachst die Veranderung der FN- und
SpleilRformexpression hinsichtlich der ansteigenden TGF-1 Konzentration
untersucht. Kontroll-CLPF wurden mit O ng/ml, 10 ng/ml und 50 ng/ml TGF- 1
inkubiert. Nach 48 h bzw. nach 6 Tagen wurden die Zellen gewaschen und lysiert.
Die isolierte Gesamt-RNA wurde revers transkribiert. Die dabei erhaltene cDNA
wurde durch real-time PCR auf mRNA-Expression von FN, FN ED-A und ED-B
untersucht. Fir die Auswertung wurde die unbehandelte 2 Tageskontrolle fur die
jeweilige FN-mRNA-Expression jedes einzelnen Versuches gleich 1 und die
Expression der stimulieren CLPF in Relation gesetzt. Die Ergebnisse von 7
unabhangigen Versuchen wurden zusammengefasst und statistisch bewertet

(Abbildung 5-14).
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Die Gesamt-FN mRNA-Expression stieg durch 2-tagige Inkubation mit 10 ng/ml TGF-
B1 im Median signifikant um das 20-fache (Paired t-Test; p < 0,002) und mit 50 ng/ml
TGF-B1 um das 26-fache an (p < 0,002). Durch 6-tagige Inkubation hingegen kam es
mit 10 ng/ml TGF-B1 zu einem 6-fachen FN mRNA-Expressionsanstieg und mit 50
ng/ml TGF-B1 zu einem 10-fachen Anstieg. Die mMRNA-Expression von FN ED-A
stieg durch Inkubation mit 10 ng/ml TGF-B1 nach 2 Tagesinkubation durchschnittlich
um das 20-fache (p < 0,04) und von FN ED-B um das 13-fache (p < 0,002), wahrend
nach 6 Tagen Stimulation ein Expressionsanstieg um das 5-fache (FN ED-A, p =
0,04) bzw. 3-fache (FN ED-B, n. s.) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
beobachtet werden konnte. Mit 50 ng/ml TGF-f1 war FN ED-A mRNA nach einer
48h-Inkubation im Median 23 fach (p < 0,009) und nach 6 Tagen 6 fach starker
exprimiert. Ein FN ED-B mRNA-Expressionsanstieg durch 50 ng/ml TGF-f1-
Inkubation wurde im Median nach 2 Tagen um das 15 fache (p < 0,006) und nach 6
Tagen um das 4 fache signifikant im Vergleich zu unstimulierten Kontrollen
nachgewiesen.

Es konnte somit durch eine 2 tagige TGF-B1-Inkubation eine starke und
dosisabhangige Expressionssteigerung von FN und seinen Isoformen erzielt werden,
die nach 6 Tagen wieder abflachte, aber immer noch dosisabhangig verlief.
Durchschnittlich sank der mRNA-Expressionsanstieg von Gesamt-FN im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle durch Zugabe von 10 ng/ml TGF-1 zum
Inkubationsmedium um 70 % in der Zeit von 2d auf 6d (p < 0,04), wahrend die FN
ED-A und FN ED-B (p < 0,02) mRNA-Expression sogar um 80 % niedriger
beobachtet wurde. Mit 50 ng/ml TGF-B1 reduzierte sich im Inkubationsverlauf von 2
auf 6 Tage die Expression der mRNA von Gesamt-FN um 55 % (p < 0,02), von FN

ED-A und FN ED-B (p = 0,05) um 75 %.
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Abbildung 5-14: Quantitative mRNA Analyse von FN (A) und den SpleiRvarianten ED-A (B) und
ED-B (C) mittels real-time PCR. Die mRNA wurde aus mit TGF-B1 stimulierten und unbehandelten
Kontroll-CLPF isoliert. Die cDNA Startkonzentration der Kontrollgruppe wurde 1 gleichgesetzt. Im
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle wurde durch TGF-B1-Inkubation eine dosisabhangige Erhéhung
der mRNA-Expression von FN, FN ED-A und ED-B beobachtet. Eine TGF-B1- Stimulation bewirkte
nach 48 h einen htheren mMRNA-Expressionsanstieg als nach 6 Tagen.

Paired t-Test: * p < 0,002; ** p < 0,009; *** p < 0,006; # p <0,04; § p < 0,02

Diese beobachteten mRNA-Expressionsanstiege wurden auf Proteinebene Uberpruft.
Dafur wurden die Kontrollzellen mit 0; 0,1; 1; 10 und 50 ng/ml TGF-B1 fir 2 und 6
Tage stimuliert, lysiert und anschlieend gleiche Mengen an erhaltenem
Gesamtprotein auf einem 8 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Durch Western
Blot Analyse wurden die Proteine von FN und den FN Spleil3varianten visualisiert.
Dosisabhangig konnte ein Anstieg an FN, FN ED-A und FN ED-B beobachtet werden
(Abbildung 5-15). Es war nach 6 Tagen mehr FN, FN ED-A und ED-B

Proteinexpression als nach nur 2 Tagen zu beobachten. Ohne die Zugabe von TGF-
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B1 war die Proteinexpression sehr gering und unterschied sich kaum zwischen den
zwei Inkubationszeitraumen. Eine Inkubation der Kontroll-CLPF mit 0,1 ng/ml TGF-1
zeigte im Western Blot keine eindeutige Steigerung der FN und Isoformen
Proteinexpression. Mit 1 ng/ml TGF-f1 im serumfreien Medium wurde eine
Expressionssteigerung von FN und FN ED-A Protein nach 2 und 6 Tagen im
Vergleich zu den unbehandelten Proben bewirkt. Eine FN ED-B Proteinexpression
war im Western Blot nach 2 Tagesinkubationen nur bei den Konzentrationen von 10
und 50 ng/ml TGF-B1 zu sehen. Nach 6 Tagen konnte bei 1, 10 und 50 ng/ml TGF-
B1 FN ED-B deutlich beobachtet werden. Durch 50 ng/ml TGF-B1 konnte die héchste

Stimulation der Proteinexpression von FN, FN ED-A und ED-B erreicht werden.

2d 6d
ng/ml TGF-B1 0,1 1 10 50 O 0,1 1 10 50 O

FN  » -
ED-A p S ——

ED-B p»
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Abbildung 5-15: Ein reprasentativer Western Blot von FN, FN ED-A und FN ED-B Proteinen in
mit TGF-B1 stimulierten und unbehandelten Kontroll-CLPF nach 2 und 6 Tagen. Die Proteine
wurden mittels eines 8% SDS-PAGE Gels aufgetrennt und durch Western blotting mit Hilfe von
Antikdrpern gegen FN visualisiert. Durch Inkubation mit TGF-B1 konnte eine dosisabhéngige
Proteinexpressionssteigerung nachgewiesen werden. Nach 6 Tagen war mehr Protein des Gesamt-
FN und jeder FN SpleiRvariante als nach 2 Tagen zu finden. Die Beladung wurde durch (-Aktin

Uberprift. Diese Abbildung ist repréasentativ fir 2 weitere Experimente.
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Da bei der Migration von Zellen die adhésive Wechselwirkung zwischen EZM-
Proteinen wie FN und Integrinen wichtig ist, wurde wieder die Integrinexpression mit
Hilfe von FACS-Analysen uberpruft. Daflr wurden 5 verschiedene Kontroll-CLPF fir
2 bzw. 6 Tage mit serumfreien Medium und 0 ng/ml, 10 ng/ml sowie 50 ng/ml TGF-
Bl inkubiert. Nach dem Ernten der Zellen wurde einerseits gegen die
Integrinuntereinheit a5, andererseits gegen die Untereinheit 1 und die
dazugehdrigen Isotypkontrollen gefarbt. Die bei der Durchflusszytometrie gemessene
durchschnittliche Fluoreszenz (Xmean) der Isotyp-Kontrolle wurde von der der
jeweiligen Integrinuntereinheit abgezogen. Bei der Auswertung der Daten konnte
weder bei der Integrinuntereinheit a5 noch bei B1 ein signifikanter Unterschied
beobachtet werden (Abbildung 5-13). Tendenziell war jedoch nach einer 6 tagigen
Inkubation mit ansteigender TGF-B1 Konzentration auch eine leicht steigende
Integrin a5B1-Proteinexpression zu verzeichnen, die jedoch keine Signifikanz

erreichte.
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Abbildung 5-13: Graphische Darstellung der FACS-Analyse der Integrin a5B1 Expression in
stimulierten humanen CLPF von Kontrollpatienten (n=5). FACS-Analysen wurden an 5 Kontroll-
CLPF Kulturen durchgefiihrt, die mit 0 ng/ml, 10 ng/ml und 50 ng/ml TGF-B1 fur 2 und 6 Tage inkubiert
wurden. Signifikante Unterschiede der Integrin a5p81 Expression wurden in den untersuchten CLPF-

Kulturen nicht gefunden.
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Durch Zugabe von ansteigenden Konzentrationen an TGF-f1 konnte eine
dosisabhéngige Expressionszunahme an FN, FN ED-A und FN ED-B auf mRNA-
und auf Proteinebene beobachtet werden. So konnte nach 2 Tagen ein Anstieg der
MRNA-Expression von FN und den SpleiRvarianten FN ED-A und FN ED-B
beobachtet werden, der nach einer 6 tagigen TGF-B1-Stimulation um durchschnittlich
75 % niedriger verlief. Dahingegen konnte auf Proteinebene nach 6 Tagen eine
hohere Expression des Gesamt-FN und jeder FN Spleil3variante hinsichtlich der
unstimulierten Kontrolle als nach 2 Tagen beobachtet werden, wéhrend sich die

Integrin a5B1 Expression kaum anderte.
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5.3.2 FN und Integrinexpression in mit TGF-B1 vorbehandelten Kontroll-
CLPF und PDGF-Stimulation im Verwundungsassay

Die dynamische adh&sive Wechselwirkung zwischen Integrinen und EZM hat bei der
Migration von Zellen eine Schlisselfunktion. Durch Kluster- und Integrin-Rezeptor-
Bildung kommt es zu einer Ausbildung von fokalen Adhasionen, in denen man eine
Phosphorylierung der focal adhesion kinase (FAK) findet. Die Phosphorylierung
dieser rezeptorfreien 125 kDa Tyrosin-Kinase ist von einer Reihe verschiedener
Stimuli, die auch die Zellmorphologie, -adh&sion und -bewegung regulieren,
abhangig. Die Migration durch Integrine und Wachstumsfaktorenrezeptoren wird
durch die Autophosphorylierung von FAK am Tyrosinrest 397 induziert. Die
Phosphorylierung an dieser Stelle schafft eine SH»-Bindungsstelle fur viele
verschiedene signaling- und Adapterproteine 3" und ist ein MaR fiir die Aktivierung
der FAK. In vorangegangenen Experimenten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt
werden, dass CLPF, die zum Beispiel aufgrund von Zytokinstimulation mit IFN-y und
TNF ein geringeres Migrationspotential zeigten, auch weniger FAK-Protein
exprimierten und eine geringere Autophosphorylierung aufwiesen *%2. Wie bereits in
5.3.1 erwéhnt, zeigten andere Untersuchungen bei einer kurzen Inkubation der
Kontroll-CLPF mit TGF-B1 fur 6 Stunden eine dosisabhéangige Steigerung der
Zellmigration. Im Gegensatz dazu, fuhrte eine Langzeitinkubation von 6 Tagen mit
TGF-B1 zu einer Differenzierung der intestinalen CLPF in Myofibroblasten mit einer
gesteigerten a-Aktinexpression und einem reduzierten Migrationspotential, das selbst
durch Zugabe von Wachstumsfaktoren wie PDGF-AB nicht wieder restituiert werden
konnte, wahrend TGF-B1 unbehandelte Zellen erneut eine starke und

dosisabhangige Migration aufwiesen.
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Nun stellte sich die Frage, inwiefern diese Inkubation mit TGF-p1 und PDGF-AB die
Expression von FN beeinflusst. Dafir wurden Kontroll-CLPF mit O bzw. 10 ng/ml
TGF-B1 im serumfreien Medium fir 6 Tage vorinkubiert und nach einer Verwundung
mit dem Kamm fur weitere 4 h mit verschiedenen Konzentrationen (0, 5, 10, 20
ng/ml) des Wachstumsfaktors PDGF-AB im konditionierten Medium inkubiert, um die
Migration der Zellen zu initiieren. PDGF ist fur Fibroblasten aus den verschiedensten
Organen ein potentes Mitogen und Chemoattraktans und spielt eine zentrale Rolle
bei der Fibrogenese. Nach einer Verwundung fihrt der Wachstumsfaktor im
konditionierten Medium zu einer Induktion der Zellmigration.

Abbildung 5-15 zeigt die quantitative Analyse der isolierten mRNA von 5
unabhangigen Experimenten. Die mRNA-Expression der ohne TGF-f1 und ohne
PDGF-AB behandelten Kontrolle wurden 1 gleichgesetzt und die mRNA-Expression
der stimulierten Zellen in Relation gesetzt. Wahrend die nicht vorbehandelten Zellen
durch die Zugabe von PDGF-AB eine leichte Expressionssteigerung von FN-, FN
ED-A- und FN ED-B-mRNA zur Folge hatten, zeigten die mit 10 ng/ml TGF-B1
vorinkubierten Zellen einen starkeren Anstieg der mRNA-Expression von FN und
seinen SpleiBvarianten. Eine Stimulation mit 5 ng/ml PDGF-AB fir 4 h im
konditionierten Medium fuhrte in TGF-B1 unbehandelten Kontroll-CLPF zu einer
Verdopplung der mRNA-Expression von FN und FN ED-B, die aufgrund der
Standardabweichungen nicht signifikant war. Die mRNA-Expression von FN ED-A
war dahingegen signifikant um das 1,5 fache hoher (Paired t-Test; p < 0,05) als die
der PDGF-unbehandelten Probe. In mit TGF-B1 vorinkubierten CLPF bewirkte 5
ng/ml PDGF-AB verglichen mit der unstimulierten Kontrolle eine signifikante
Erhdhung der mRNA-Level um das 3 fache (FN ED-A (p < 0,003) und FN ED-B (p <

0,01)) und das 4,5 fache (FN (p < 0,03)). 10 ng/ml PDGF-AB fiuhrten bei diesen
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Zellen zu einer 2,5 fachen Expressionssteigerung der mRNA der Isoformen FN ED-A
und FN ED-B (p < 0,006 und p < 0,009) bzw. zu einer Vervierfachung der Gesamt-
FN-mRNA (p < 0,009), wahrend die Expression der mRNA in TGF-B1 unstimulierten
Zellen im Gegensatz zu den Kontrollen 3,5 fach héher (FN und FN ED-A) war bzw.
sich nur verdoppelte (FN ED-B). Eine 4 stiindige Behandlung mit 20 ng/ml PDGF-AB
steigerte in den vorinkubierten Kontroll-CLPF im Vergleich zu den TGF-f1- und
PDGF-unbehandelten Zellen, die mRNA-Expression um das 4,5-, 4- bzw. 3-fache
(FN (p < 0,02), FN ED-A (p < 0,04) bzw. FN ED-B (p < 0,006)). Wurden die CLPF
nicht mit TGF-B1 stimuliert, war eine mRNA-Expressionssteigerung um 50 % (FN
ED-A (p <0,02), FN und FN ED-B (n. s.)) zu beobachten.

Bei der Betrachtung des Einflusses von PDGF-AB im konditionierten Medium auf die
FN mRNA-Expression konnte man beobachten, dass eine Vorinkubation mit TGF-1
eine starkere Erh6hung bewirkte als eine Inkubation mit serumfreien Medium.
Wahrend bei TGF-B1 die mRNA-Expression am hdchsten ohne und mit 20 ng/ml
PDGF-AB zu beobachten war, fuhrte ohne Vorinkubation 10 ng/ml PDGF-AB zur
starksten mRNA-Expressionssteigerung der FN Spleil3formen. Durchschnittlich stieg
die mRNA-Expression von Gesamt-FN, FN ED-A und FN ED-B nach TGF-p1-
Inkubation nach der Verwundung ohne PDGF-AB signifikant um das 4 fache im
Gegensatz zu der TGF-f1- und PDGF-unbehandelten Kontrolle (p < 0,02 fir FN und
FN ED-A; FN ED-B p < 0,005). Mit 5 ng/ml des migrationsinduzierenden
Wachstumsfaktors im konditionierten Medium verdoppelte sich die mMRNA-
Expression der FN SpleiRvarianten bei einer TGF-f1-Stimulation (FN ED-A (p <
0,02)). Die mRNA-Expression von FN und FN ED-B stieg im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle durch Vorstimulation mit 10 ng/ml TGF-1 nur um 20 %,

wéahrend die FN ED-A mRNA-Expression sogar um 30 % niedriger beobachtet
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wurde. Mit 10 ng/ml TGF-B1 und 20 ng/ml PDGF-AB nach der Verwundung der
Zellen stieg die mRNA-Expression von Gesamt-FN um 3 fache (p < 0,03), von FN
ED-A um das 2,5 fache (p = 0,06) und die FN ED-B-mRNA (p < 0,005) verdoppelte

sich.
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Abbildung 5-16: Quantitative mRNA Analyse von FN (A) und den SpleiRvarianten ED-A (B) und
ED-B (C) mittels real-time PCR. Kontroll-CLPF (n = 7) wurden fur 6 Tage mit und ohne TGF-f1
vorinkubiert, mit einem Kamm verwundet, fir weitere 4 h mit verschiedenen Konzentrationen an
PDGF-AB behandelt. Die mRNA wurde isoliert und in cDNA umgeschrieben. Fir die Auswertung
wurde die cDNA Startkonzentration der Kontrollgruppe 1 gleichgesetzt.

Paired t-Test: ** p < 0,009; *** p < 0,006; § p < 0,02; 88 p < 0,03; # p < 0,04; ## p < 0,05; + p < 0,003;
++ p < 0,005

Der Wachstumsfaktor PDGF-AB wurde als Induktor der Migration von CLPF
beobachtet *°° und deshalb nach der Verwundung des Zell-Monolayers als Stimulanz
ins konditionierte Medium gegeben. Zellen, die daraufhin durch ein geringeres

Migrationspotential gekennzeichnet waren, exprimierten auch weniger FAK-Protein

8

und zeigten eine geringere FAK-Autophosphorylierung *?8, wahrend eine starkere

Migration auch mit einer hoheren Phosphorylierung in CLPF (S.N. Leeb, persoénliche
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Mitteilung) und in anderen Zellen wie Keratinozyten assoziiert war. Das

beobachtete trotz PDGF-Induktion reduzierte Migrationsverhalten intestinaler
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Kontroll-CLPF bei einer Langzeitinkubation von 6 Tagen mit TGF-B1 ging mit einer
gesteigerten Expression der mRNA von FN und den Splei3formen FN ED-A und FN
ED-B einher.

Im nachsten Schritt sollte nun Uberprift werden, ob sich durch eine TGF-B1-
Vorinkubation und anschlieRender Migrationsinduktion mit PDGF die Proteinlevel an
FN, FN ED-A und FN ED-B é&hnlich wie die Mengen der mRNA-Transkripte
veranderten. Dafur wurden die Kontroll-CLPF, die mit 0 bzw. 10 ng/ml TGF-f1 im
serumfreien Medium flr 6 Tage vorinkubiert und nach einer Verwundung mit dem
Kamm fur weitere 4 h mit verschiedenen Konzentrationen (0, 5, 10, 20 ng/ml) des
Wachstumsfaktors PDGF-AB im konditionierten Medium zur Migrationsinduktion
stimuliert wurden, lysiert und die erhaltenen Proteinsuspensionen im Western Blot
auf veranderte FN-, FN ED-A- und FN ED-B-Proteinmengen untersucht. Gleichzeitig
sollten die Proteinlevel von FAK und phosphoryliertem FAK Uberprift werden.
Abbildung 5-16 zeigt einen reprasentativen Blot der untersuchten Proteine. Durch
Vorinkubation der Kontroll-CLPF mit 10 ng/ml TGF-f1 sank die FAK-
Autophosphorylierung im Gegensatz zu den nicht vorbehandelten CLPF. Auch die
Expression des FAK-Proteins wurde durch die TGF-B1-Vorinkubation reduziert. Ohne
Zugabe von PDGF-AB zum konditionierten Medium nach der Verwundung des
Monolayers war FAK-Protein nachweisbar. Durch Zugabe des Wachstumsfaktor
nahm die Menge des FAK-Protein erheblich ab. Die Kontroll-CLPF, die nicht mit
TGF-B1 vorstimuliert wurden, zeigten eine gesteigerte FAK-Proteinexpression, die
am starksten bei einer Konzentration von 5 ng/ml PDGF-AB war. Die
Proteinexpression von FN, FN ED-A und FN ED-B stieg durch Vorinkubation mit
TGF-B1 im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen stark an. Nach Verwundung

und Zugabe von PDGF-AB und konditioniertem Medium erhdhte sich die
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Proteinexpression der FNe verglichen mit der mitgefihrten Kontrolle vor der
Verwundung (Nullwert). Durch TGF-B1-Inkubation hingegen war dieser Unterschied
zwischen dem Proteingehalt des Nullwerts und denen der verwundeten CLPF nicht

zu beobachten.

ng/ml TGF-B1 NW 0 O O O NW 10 10 10 10
ng/mlPDGF-AB NW O 5 10 20 N\W 0 5 10 20

PFAK

FAK

FN

FN ED-A

FN ED-B

Beladungskontrolle:
Ponceau$S

Abbildung 5-17: Ein repréasentativer Western Blot von Phospho-FAK, FAK, FN, FN ED-A und FN
ED-B Proteinen in mit und ohne TGF-B1 vorstimulierten Kontroll-CLPF (fir 6 d), die nach einer
Verwundung fir 4 h mit unterschiedlichen Konzentrationen von PDGF-AB behandelt wurden.
Die Proteine wurden mittels eines 8% SDS-PAGE Gels aufgetrennt und durch Western blotting mit
Hilfe von Antikérpern gegen FAK und FN visualisiert. Wahrend phospho-FAK- und FAK-
Proteinmengen durch TGF-B1-Vorinkubation sanken, stieg die Proteinexpression an FN, FN ED-A und
ED-B im Vergleich zu den nicht vorbehandelten Kontrollen. Die Beladung wurde durch PonceauS
Uberprift. Als Nullwert (NW) dienten Kontroll-CLPF-Lysate, die vor der Verwundung gewonnen

wurden. Diese Abbildung ist représentativ fur 2 weitere Experimente.
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Durch Vorinkubation mit TGF-B1 exprimierten die untersuchten Kontroll-CLPF nach
Verwundung und Zugabe von PDGF-AB im konditionierten Medium signifikant mehr
MRNA von FN, FN ED-A und FN ED-B als die PDGF-unbehandelte Kontrolle und als
die nicht mit TGF-B1 vorstimulierten Kontrollen. Wahrend bei TGF-B1 die mRNA-
Expression am hdochsten ohne und mit 20 ng/ml PDGF-AB zu beobachten war, fihrte
ohne Vorinkubation 10 ng/ml PDGF-AB zur starksten mRNA-Expressionssteigerung
der FN Splei3formen. Durchschnittlich stieg die mRNA-Expression von Gesamt-FN,
FN ED-A und FN ED-B nach TGF-B1-Inkubation nach der Verwundung ohne PDGF-
AB signifikant um das 4 fache im Gegensatz zu der TGF-f1- und PDGF-
unbehandelten Kontrolle. Die FN-, FN ED-A- und FN ED-B-Proteinexpression konnte
in den vorstimulierten im Gegensatz zu den nicht vorbehandelten CLPF stark
vermehrt nachgewiesen werden. Die FAK-Phosphorylierung war -verglichen mit den
unstimulierten Kontrollen- in den mit TGF-B1 inkubierten CLPF nach Verwundung
und Migrationsinduktion durch PDGF reduziert. Auch die exprimierte FAK-

Proteinmenge lag vermindert in diesen Zellen vor.
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6. Diskussion

6.1 FN- und Integrinexpression bei CED

Das Wandern von Fibroblasten zum Ort der Gewebsverletzung ist eine initiale
Notwendigkeit fir die optimale Reparatur eines Gewebsschaden *?°. Vor kurzem
konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass sich das Migrationspotential von CLPF in
der Mukosa von Patienten mit MC unterscheidet. So zeigten aus MC-Mukosa
isolierte CLPF ein signifikant reduziertes Migrationsverhalten im Vergleich zu CLPF
aus nicht entziindeter Kontrollmukosa *?®. Des Weiteren migrierten CLPF, die aus
Fisteln von MC-Patienten isoliert wurden, im Vergleich zu einfach entziindeten MC-
CLPF weniger und MC-CLPF aus Stenosearealen mehr ***. FN — im besonderen FN
ED-A - ist dabei essentiell fiir die Induktion der CLPF Migration "> *®°. Das durch FN
induzierte Signal wird zu der Zelle tGber die Oberflachenrezeptoren der Integrinfamilie
transferiert *°. Deshalb sollte in der vorliegenden Arbeit zunachst untersucht werden,
ob eine veranderte FN-Spleil3form- und/oder Integrinexpression mit den
beobachteten Migrationsunterschieden in den CLPF Kulturen (Abbildung 6-1), die

aus MC Mukosa isoliert wurden, assoziiert ist.
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Abbildung 6-1: Modell der Rolle der intestinalen CLPF bei (A) normaler Wundheilung, (B)
Stenose- und (C) Fistelentstehung nach einer Gewebsverletzung **. Eine verstarkte CLPF-
Proliferation und -Migration und Synthese von EZM fihrt zu einer Stenose, wahrend bei Fisteln eine
reduzierte Migration der CLPF und Matrixsynthese besteht, die durch Proliferation und Migration der

Epithelzellen kompensiert wird.

Die Expression des FN-Hauptoberflachenrezeptors, Integrin a5p81

, war in den
untersuchten verschiedenen CLPF Kulturen unverandert. AbiEzzi et al. konnten
zeigen, dass eine Reduktion von FN normalerweise mit einem Integrin a5p1-

Expressionsanstieg assoziiert ist 2%

. Die Expression unterschiedlichster Integrine
wurde in verschiedenen Fibroblastenkulturen untersucht 2°% 2%, pisher jedoch noch
nicht in CLPF, die aus intestinaler Mukosa isoliert wurde. In unserer Studie konnte

bei den CLPF Kulturen verschiedensten Ursprungs weder auf mRNA- noch auf

Proteinebene ein Unterschied in der Expression der Integrin Untereinheit o5 und 1
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beobachtet werden, so dass aufgrund der Beobachtungen eine verminderte oder
gesteigerte Migrationsfahigkeit nicht von einer differenziellen Integrin a5p1-
Expression abhangig sein konnte.

Bezuglich der FN-Expression mit Plasma von Patienten mit und ohne MC gab es

204-206  Allan et al.

mehrere Untersuchungen von verschiedenen Arbeitsgruppen
fanden reduzierte Konzentrationen an Plasma-FN und vermuteten, dass diese
Reduktion von einer verminderten Produktion, einem erhdhten Metabolismus oder
einer gesteigerten Deposition von FN in das Gewebe *°’ abhing. In Stenosen von
MC-Patienten fand eine andere Gruppe erhthte Mengen an Plasma-FN und
assoziierten das mit der Stenoseentstehung 2.

Die Verteilung der zellularen FN Isoformen wurde bis zum heutigen Tag in

verschiedenen Geweben wie Haut, Niere und Knochenmark untersucht 299

jedoch
noch nicht in intestinaler Mukosa von Patienten mit MC. Van Vliet et al. zeigten, dass
in Gebieten der Glomerulosklerose, in periglomerularen Regionen und intestinaler
Fibrose der Nieren FN im Vergleich zu Kontrollen erhdht zu finden war. ED-A- und
ED-B-positive FNe wurden in glomerulosklerotischen Lasionen erhdht exprimiert. In
alten Glomeruli war die Menge an Gesamt-FN und FN ED-A im Gegensatz zu
normaler mesangialer EZM signifikant reduziert, wahrend FN ED-B erhéht exprimiert
war 2. Bei Untersuchungen des Morbus Dupuytren und normaler Aponeurose
konnten FN, FN ED-A und FN ED-B in proliferativen und involuionalen Stadien des
Morbus Dupuytren lokalisiert werden. FN ED-B wurde in diesem Zusammenhang
geringer exprimiert gefunden als FN oder FN ED-A. Im riickstandigen Gewebe zeigte
sich eine signifikant verminderte Prasenz von FN und FN ED-A. FN ED-B konnte
nicht nachgewiesen werden. In normaler Aponeurose konnten die Isoformen nicht

beobachtet werden. Gesamt-FN konnte in immunhistochemischen Farbungen nur

leicht und auf loses Bindegewebe in der Umgebung der groRen Parallelbtindeln der
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Kollagenfasern beschrankt beobachtet werden %°°. Bei subtraktiven Hybridisierungen
mit MRNA isoliert aus Stenosearealen von MC-Patienten und von Kontrollmukosa
konnte in stenosierter Mukosa unter anderem eine erhéhte FN-mRNA Expression
nachgewiesen werden *°2. Immunhistochemische und Western Blot Analysen dieser
Studie bestatigten diese Beobachtungen auf Proteinebene.

Neben Gesamt-FN wurden auch die SpleiRformen ED-A und ED-B mittels
Immunhistochemie untersucht, da FN ED-A ein wichtiger Induktor der CLPF-
Migration ist 2. Es konnten Unterschiede in der Verteilung der FN Spleiformen in
intestinaler Mukosa von Kontrollpatienten und Patienten mit MC, MC-Stenose und
MC-Fistel in den untersuchten Proben beobachtet werden. So waren FN ED-A und
auch FN ED-B Protein in entztindeter MC-Mukosa im Vergleich zu Kontrollmukosa
verringert exprimiert. Die durch Immunhistochemie nachgewiesene FN ED-B
Proteinexpression konnte durch real-time PCR nicht bestétigt werden. Der Grund der
Diskrepanz ist unklar. Eine mdgliche Erklarung kdnnte eine erhdhte Degradation des
ED-B Proteins in entzindeter Mukosa sein. Matrix-degradierende Enzyme konnten
wahrend mukosaler Entziindung erh6ht nachgewiesen werden.

In Fisteln von MC-Patienten waren die SpleiRformen durch immunhistochemische
Farbungen nicht nachweisbar, wahrend die Gesamt-FN Proteinexpression &hnlich
der von Kontrollen war. Wenn Fisteln durch ein Migrationsdefizit von Fibroblasten mit
verursacht werden und dort weniger FN ED-A zu finden ist, kdnnte die verminderte
FN ED-A Expression ein Grund fur die Fistelpathogenese sein. In stenosierter MC-
Mukosa waren die Isoformen ED-A, ED-B und auch Gesamt-FN im Gegensatz zu
den Fibronektinen in der Mukosa von Kontrollen erhoht. Ein Anstieg an ED-A und
ED-B Proteinen konnten auch Van Vliet und seine Mitarbeiter bei Glomerulosklerose

210

und interstitieller Fibrose humaner Nierenerkrankungen zeigen <. lhrer Theorie

nach fuhrt die Ablagerung von ED-A-positivem FN zu einer effizienteren Anheftung
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der Zellen an die EZM in den Nieren und koénnte ein Teil des
Gewebereparaturprozesses sein wie bei Stenosen des MC.

Grundsatzlich scheint FN ED-B in der intestinalen Mukosa im Vergleich zu Gesamt
FN und ED-A geringer exprimiert zu sein. Reduzierte FN ED-B Proteinmengen
wurden ebenfalls in anderen Erkrankungen wie Dupuytrensche Kontraktur oder in
Wundarealen von Rattenhaut beobachtet .

Nicht nur FN sondern auch die FN Spleil3formen sind in der MC-Mukosa
unterschiedlich exprimiert. Unzureichende Mengen der FN Isoform ED-A kénnten zu
einer reduzierten Migration der MC-CLPF, im Besonderen der MC-Fistel CLPF nach
verminderten Wundheilung, fihren. In Stenosearealen koénnte die hochregulierte FN
ED-A Synthese zu einer erhohten Migration der CLPF beitragen. Diese
Veranderungen lassen vermuten, dass sie relativ spezifisch fur MC sind, da bei einer
CU-Erkrankung die Expression von FN und seinen zwei Isoformen vom Grad der
mukosalen Entzindung abhéngig zu sein scheint. Bei Patienten mit Divertikulitis
wurden keine signifikanten Unterschiede bei der FN und FN Isoformexpression

beobachtet.
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Abbildung 6-2: Ubersicht tiber das Migrationsverhalten, die FN-Expression in den Geweben
und CLPF, die aus einfach entziindeter und fibrotischer Mukosa von Patienten mit MC isoliert

wurden.



Diskussion — IFN und TNF reduzieren die FN-Expression 128

6.2 IFN-y und TNF reduzieren die FN-Expression

Die proinflammatorischen Zytokine IFN-y und TNF sind entzindliche Mediatoren,
deren mRNA-Transkripte bei CED vermehrt exprimiert sind %> 3. Signifikante
Erhéhungen an TNF mRNA-Transkripten konnten nur bei aktivem MC gezeigt
werden, wobei ein leichter Gradient der Expression zu beobachten war ?**. TNF
wurde basal starker im lleum als im Rektum transkribiert. Durch Gabe von
Azathioprinen und/oder Steroiden konnte eine signifikante Reduktion des
proinflammatorischen Zytokins TNF nach 8 Wochen beobachtet werden ?*3. Hohe

Level an TNF aber auch an IL-1p steigern die Wahrscheinlichkeit eines wiederholten

Ausbruchs der CED. IFN-y scheint hauptsachlich bei einer MC-Erkrankung erhoht
exprimiert zu sein **" 122,
IFN-y und TNF spielen eine wichtige Rolle bei der Fibroblastenmigration. Interferone

inhibieren die Zellbewegung *?. Die Isoformen IFN-o. und IFN-y inhibieren die

Migration von Hautfibroblasten dosisabhéngig ***

, wahrend TNF keine Migration
induziert '#. Es fungiert bei diesen Zellen **® und bei smooth muscle cells der Aorta
127 als Chemoattraktants und Aktivator der Migration. Durch Vorinkubation mit TNF
konnte das Einwandern dieser Hautfibroblasten in ein Kollagen | Gel verstarkt

werden %

. In unserer Arbeitsgruppe konnte durch verschiedene Konzentrationen
von IFN-y oder TNF im konditionierten Medium eine dosisabhangige Reduktion der
Migration von CLPF, die aus der gesunden Mukosa von Patienten isoliert wurden,
gezeigt werden. Im Gegensatz zu unbehandelte Zellen zeigten fir 3 Tage mit IFN-y
und/oder TNF im konditionierten Medium vorinkubierte Kontroll-CLPF — selbst wenn
sie fur weitere 7 Tage ohne erneute Zugabe von Zytokinen im konditionierten

Medium inkubiert wurden - ein signifikant geringeres Migrationspotential *%2,
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Die Expression von FN, FN ED-A und FN ED-B wurde durch 3 tagige Inkubation
reduziert. Eine Zugabe von 10 ng/ml IFN-y zum serumfreien Medium der Kontroll-
CLPF veréanderte die mRNA- und Proteinexpression nicht signifikant. Dahingegen
fuhrte eine Inkubation mit TNF sowie IFN-y und TNF zu einer signifikanten Reduktion
der mRNA- und Proteinlevel von FN, FN ED-A und FN ED-B. Durch Zugabe von TNF
und IFN-y /TNF zusammen zum Medium der Kontroll-CLPF wurde die Expression
von Gesamt-FN mRNA im Durchschnitt um 30 % gehemmt. Verglichen mit den
unstimulierten CLPF wurde durch Inkubation mit TNF die mRNA-Expression von FN
ED-A und FN ED-B in den untersuchten Kontroll-CLPF ebenfalls reduziert (20 %
bzw. 25 %). Eine Kombination von IFN-y und TNF verringerte die mRNA der
SpleilRformen ED-A und ED-B signifikant um 25 % und 60 %.

Die Integrinproteinexpression hingegen zeigte durch Stimulation mit IFN-y und/oder
TNF keine signifikanten Unterschiede.

Wenn man die Ergebnisse, die in vivo und in vitro beobachtet wurden,
zusammenbringt (Abbildung 6-3), konnte man erkennen, dass es mdglich war, durch
Stimulation von Kontroll-CLPF mit IFN-y und TNF ein entzundliches Millieu, das bei
einer MC-Erkrankung besteht, zu initieren. Eine Zugabe von IFN-y und TNF zum
Medium von Kontroll-CLPF, fuhrte zu einer Reduktion der Migration und der FN
MRNA- und Proteinexpression, die auch bei CLPF, die aus der Mukosa von

Patienten mit MC isoliert wurden, gezeigt werden konnte.
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Ko MC Behandlung der CLPF
BExpression von IFN-y
und TNF ohne IFNy/TNF mit IFN-y/TNF
s |
Proteinexpression

Abbildung 6-3: Ubersicht tber IFN-y- und TNF-, FN-Expression und CLPF-Migration in vivo

verglichen mit den in vitro Beobachtungen.
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6.3 TGF-B1 stimuliert die FN-Expression bei Kurz- und
Langzeitinkubation

Die Myofibroblastendifferenzierung und -aktivierung durch TGF-B1 sind kritische
Ereignisse in der Gewebereparatur und in der Pathogenese humaner fibrotischer
Erkrankungen. Myofibroblasten und TGF-f1 sind Schlisselelemente fir die Bildung
der Zugkraft assoziiert mit Wundkontraktion und pathologischen Kontrakturen wie bei
der Entwicklung von stenotischem Gewebe. Myofibroblasten sind charakterisiert
durch das Vorhandensein von a-smooth muscle actin-beeinhaltende Stressfasern,
Vinculin-enthaltende Fibronexus Adhasionskomplexe und FN-Fibrillen, die ED-A
positives FN enthalten ?**. TGF-B1 fordert die Kontraktion von Kollagengelen mit
CLPF durch die Differenzierung in Myofibroblasten **°. AuRerdem induziert es einen
dosisabhéngigen  Anstieg der Zugkraftbildung und einem  begleiteten
Expressionsanstieg von a-Aktin 4. TGF-B1 stimuliert die Expression von a-smooth
muscle actin in CLPF und damit deren Differenzierung in Myofibroblasten begleitet
von einem verringerten Migrationspotential.

In dieser hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass TGF-B1 die
Expression von FN und den Spleil3formen moduliert und daher wahrscheinlich
Auswirkungen auf die Migrationsfahigkeit hat. Kontroll-CLPF, die fur 3 Tage mit
serumfreien Medium und 20 pg/ml TGF-B1 inkubiert wurden, zeigten einen leichten
aber signifikanten Anstieg der FN- und Splei3formenexpression auf mRNA- und
Proteinebene. Die Integrinexpression wurde durch TGF-B1-Behandlung nicht
beeinflusst.

Um eine a-Aktin Expression und somit eine Migration, die von a-Aktin abhéngig ist,

zu induzieren waren fur weitere Versuche héhere TGF-f Dosen notwendig als 20
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. 96 214 yerwendet

pg/ml wie sie in den Studien von Simmons et al. und Vaughan et a
wurden. Die Notwendigkeit hoherer Konzentrationen konnte ein Effekt sein, der vom
Alter der Zellen oder von der untersuchten Erkrankung abhangig ist, denn Simmons
et al. verwendeten fir ihre Untersuchungen CCD-18Co Fibroblasten, die aus dem
Kolon eines 2,5 Monate alten Kindes isoliert wurden, wahrend in dieser Studie
intestinale Fibroblasten aus Erwachsenen isoliert wurden. Vaughan et al. nutzten
Myofibroblasten, die durch Kollagenasedigestion aus Palmar Aponeurose-
Explantaten von Patienten mit Dupuytrenscher Kontraktur gewonnen wurden %4, Es
scheint, dass Fibroblasten, die aus Palmar Aponeurosen erhalten wurden, fur die
Migration sensitiver auf TGF-p1 reagieren als intestinale CLPF.

In dieser Arbeit konnte durch Zugabe von 10 ng/ml und 50 ng/ml TGF-B1 eine
dosisabhangige Expressionszunahme an FN, FN ED-A und FN ED-B auf mRNA-
und auf Proteinebene beobachtet werden. Nach 2 Tagen Inkubationszeit stieg die
MRNA-Expression von FN und den SpleiRvarianten FN ED-A und FN ED-B
signifikant an. Ein Expressionsanstieg durch TGF-B1, der aber um durchschnittlich 75
% niedriger verlief, wurde nach einer 6 tagigen Stimulation erzielt. Dahingegen
konnte auf Proteinebene nach 6 Tagen eine hohere Expression des Gesamt-FN und
jeder FN Splei3variante hinsichtlich der unstimulierten Kontrolle als nach 2 Tagen
beobachtet werden, wahrend sich die Integrin a5p1 Expression kaum anderte. Der
durch Kurz- und Langzeitinkubation induzierte biphasige Effekt von TGF-1, der auf
MRNA-Ebene mit FN bewiesen werden konnte, wurde bereits von unserer und
anderen Gruppen auf Migrationsebene beobachtet. So zeigten Cordeiro et al., dass
die Isoformen TGF-B1, -B2 und -B3 einen biphasigen Effekt auf die Migration von

humanen Fibroblasten aus der Tenon Kapsel hinsichtlich der Zeit und der

Wundheilung hatten ?*°. AuRerdem konnte TGF-B2 ein biphasiger Effekt auf die
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Differenzierung von Osteoklasten der fotalen ,Schweizer Albino-Maus*
zugeschrieben werden 2*'.

Es waren jedoch nach 6 Tagen TGF-B1-Stimulation héhere FN-Proteinmengen
nachzuweisen als nach einer Kurzzeitinkubation von 2 Tagen. Das kdnnte mit der
zeitlich versetzten Translation der mRNA-Transkripte und der Halbwertszeit der FN
Proteine zusammenhéangen.

TGF-B1 wird erhoht in Myofibroblasten an fibrotischen Stellen in experimenteller
Enterocolitis und bei MC produziert ®. Bei einer MC-Erkrankung betrifft die erhohte
TGF-B1 Expression alle Wandschichten, wahrend bei CU der Expressionsanstieg auf
die Lamina propria und die Submukosa beschrankt ist. Die Verteilung der TGF-1
Expression stimmt mit der Verteilung der entziindlichen Infiltrate Uberein. Der Anstieg
des Kollagen Typ Illl:I Ratios bei MC und CU deckt sich ebenfalls mit den
entziindlichen Infiltraten **®. AuRerdem sind TGF-B1, -2, -p3 und deren Rezeptoren
erhoht in stenosierten MC Gewebeproben zu finden **.

Gegensatzliche migrationsmodulierende Effekte wurden in der Literatur beschrieben.
Ellis et al. berichteten Gber ein diverses Muster von mitogenen Antworten zu den drei
TGF-B Isoformen. Die Migration von subkonfluenten Fibroblasten in ein 3D
Kollagengel wurde durch alle drei TGF-$ Isoformen inhibiert, wahrend die Migration
von konfluenten Zellen durch TGF-B1 und TGF-B2 nicht beeinflusst, aber durch TGF-
B3 stimuliert wurde %°. Postlethwaite et al. konnten zeigen, dass TGF-B1 ein potenter
Chemoattraktant in der modifizierten Boyden Kammer fir humane Hautfibroblasten
ist. 1%, Die Migration inhibierenden Effekte von TGF-B1 auf die Fibroblastenmigration
in ein 3D Kollagengel stehen im Gegensatz zu Berichten, die TGF-B1 als Stimulanz
der Migration von humanen Hautfibroblasten in der modifizierten Boyden Kammer

beschreiben %
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Vor kurzem untersuchte unsere Gruppe den Effekt von TGF-B1 auf die CLPF-
Migration in der modifizierten Boyden Kammer nach einer 6 h Inkubation. Es zeigte

sich eine signifikante Migrationsinduktion durch TGF-B1 '%°, wéhrend eine

Langzeitinkubation fir 6 Tage mit TGF-B1 eine kennzeichnende Reduktion der
Migration induzierte. Zudem zeigte sich, dass die Migration der fur 6 d mit TGF-p1
vorbehandelten Kontroll-CLPF selbst mit 4 stindiger PDGF-AB-Inkubation nicht
restituiert werden konnte, wahrend die Migrationsrate der Zellen, die Uber den
gleichen Zeitraum mit serumfreien Medium inkubiert wurden, im Gegensatz dazu
PDGF-Konzentrationsabhéngig stieg. Gleichzeitig zeigten die vorbehandelten
Kontroll-CLPF eine erhdhte Expression der mRNA von FN und den SpleiRformen FN
ED-A und FN ED-B als CLPF, die nicht mit TGF-B1 vorinkubiert wurden. Die
dosisabhéngige Steigerung der Zellmigration der nicht vorinkubierten Kontroll-CLPF
war auf mRNA-Ebene hinsichtlich des migrationinduzierenden Faktors FN nur leicht
zu erkennen. Eine Steigerung des mRNA Expressionslevels abhangig von der Dosis
an PDGF-AB zeigte sich, wobei 10 ng/ml PDGF-AB zur hochsten Stimulation der
MRNA-Expression der FN Spleil3varianten fuhrten. Bei der TGF-f1-Vorbehandlung
war eine starkere aber anders verlaufende mRNA-Expressionssteigerung von FN,
FN ED-A und FN ED-B zu beobachten. So erzielten 20 ng/ml PDGF-AB bzw. keine
Zugabe des Wachstumsfaktors zum konditionierten Medium im Verwundungsassay
die hoheren mRNA-Expressionsunterschiede. Im Western Blot konnte demonstriert
werden, dass mit TGF-B1 vorinkubierte Kontroll-CLPF-Monolayer, der mit einem
Kamm verwundet und mit PDGF-AB im konditionierten Medium stimuliert wurde,
nach 6 Tagen mehr Proteinmengen an FN, FN ED-A und FN ED-B exprimierten als

TGF-B1 unbehandelte Kontrollen.
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Die Integrinexpression, Uber die die Migration der Fibroblasten vermittelt wird, wurde
durch eine TGF-Bl-Stimulation kaum beeinflusst. Die Expression der Integrin-
Untereinheit o5 stieg durch Inkubation mit TGF-f1 zwar dosisabhéangig an, doch
waren die Unterschiede nicht signifikant. Nach einer 6 Tagesinkubation zeigte sich
zudem eine geringere Proteinexpression als nach 2 Tagen. Die Proteinlevel der
Integrin-Untereinheit B1 stiegen ebenfalls dosisabhéngig. Nach 6 Tagen war
aul3erdem eine starke Expression des Protein zu beobachten als nach 2 Tagen. Da
vor allem Integrin B1 Uber Talin und Paxillin mit FAK interagiert und somit die
Migration vermittelt (siehe 1.7), musste eigentlich eine stérke Migration beobachtet
werden. Da durch Langzeit-Inkubation mit TGF-B1 eine Differenzierung der
Fibroblasten in migrationsverminderte Myofibroblasten erfolgte (Abbildung 6-4),
haben wahrscheinlich leicht erh6hte Mengen an Rezeptoren (Integrin a5B1) keinen
Effekt.

Die Myofibroblastendifferenzierung durch TGF-B1 ist abhangig von Zelladhasion und
Integrin-signaling Uber FAK. TGF-B1 induziert Tyrosinphosphorylierung der
Autophosphorylierungsstelle Tyr-397 der FAK, ein Effekt, der von Zelladh&sion
abhangig ist und relativ zeitverzégert zur frihen Smad Signalkaskade verlauft.
Pharmakologische Inhibition der FAK oder die Expression der Kinase-defizienten
FAK, bei der die Autophosphorylierungsstelle Tyr-397 mit einem Phe substituiert
wurde, inhibierte die TGF-Bl-induzierte a-smooth muscle actin Expression und
Stressfaserformation **°.

Aber FAK ist nicht nur in Adhasion sondern auch in Zellmigrationsprozesse involviert.
FAK-defiziente Fibroblasten besitzen Defekte in der Zellmigration und eine erhdhte

Anzahl der Zellsubstrat-Kontaktstellen ??°. Das reduzierte Migrationsverhalten der
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MC- und CU-CLPF wird begleitet von einer Reduktion von FAK und einer FAK
Phosphorylierung .

Eine Langzeitinkubation der intestinalen Fibroblasten mit TGF-B1 induzierte eine
Differenzierung der Zellen in Myofibroblasten mit einer gesteigerten «-
Aktinexpression, einem verminderten Migrationspotential und korrelierender FAK-
Autophosphorylierung. Im Gegensatz dazu induzierte TGF-B1 bei einer kurzweiligen
Inkubation eine dosisabhangige gesteigerte Zellmigration sowie eine gesteigerte
FAK-Phosphorylierung ohne Induktion der a-Aktinexpression.

Eine mdgliche Erklarung dafiir kénnte sein, dass nach der Verwundung TGF-1 von
einer Vielzahl an verschiedenen Zellentypen sezerniert werden und daraufhin
mesenchymale Bindegewebszellen wie CLPF entlang des TGF-B1 Gradienten in die
Wunde migrieren (Abbildung 6-5). Eine Langzeitinkubation mit TGF-1 in der Wunde
fuhrt zur Differenzierung der Zellen in Myofibroblasten. Durch Wundkontraktion und
Bildung von EZM-Proteinen beteiligen sich die Myofibroblasten an der Wundheilung
221 Der lokale Anstieg der Anzahl der Zellen, die zudem ein vermindertes
Apoptoseverhalten aufweisen, und die gesteigerte Deposition der EZM wie FN
fuhren schlieBlich zur Fibrose. Wahrscheinlich fuhrt das von den eingewanderten
CLPF wahrend der Migrationsinduktion produzierte und (auch in der Wunde zur
Wundkontraktion) sezernierte FN zu einer Verstarkung des Migrationsgradienten,
zusatzlich zum bestehenden TGF-B1-Gradienten, der durch Sekretion von den
differenzierten Myofibroblasten verstarkt wird °°. Das wirde bedeuten, dass CLPF,
die kurzzeitig mit TGF-B1 in Kontakt treten, eine gesteigerte Migration aufgrund

erhohter FAK-Phosphorylierung und FN Expression aufweisen. Die FAK-

Phosphorylierung und die Migration ist bei den Zellen, die mit TGF-B1 langerfristig
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inkubiert wurden, reduziert, da TGF-B1 eine Differenzierung in migrationsverminderte
und EZM (u. a. auch FN)-bildende Myofibroblasten bewirkt (Abbildung 6-4).

Eine Inkubation mit PDGF steigert in CLPF die FN-Expression und fuhrt in
Abhangigkeit von FN zu einer Induktion der Migration. Durch TGF-B1 differenzierte
Myofibroblasten produzieren unter Einfluss von PDGF mehr FN Spleil3formen als
Komponente der EZM fir die Wundkontraktion. Der Wachstumsfaktor steigert zudem
die Synthese von anderen EZM-Bestandteilen wie Kollagen Typ I, Il und Ill. So
konnten Hanaoka et al. zeigen, dass Zellen aus dem Temporomandibular-Gelenk
durch PDGF-BB eine signifikant hohere Gesamt-Kollagen Synthese aufwiesen 222,

AulRerdem zeigte sich in diesen Zellen durch PDGF-Stimulation eine hohere

Zellproliferation und eine erhohte Kollagen Typ | und 1l mRNA-Expression. In

humanen periodontalen Fibroblasten ?** und in smooth muscle cells %** stieg die

EZM-Synthese ebenfalls durch die Inkubation mit dem Wachstumsfaktor.

~ruhender” Fibroblast

-

Wundkontraktierender
Laktivierter* migrierender i

- Myofibroblast
ﬁblast : — = ,
¥

. ] verminderte FAK-Phosphorylierung
gesteigerte ;Alggﬁsptuylerung verminderte Migration
gesteigerte H\% on gesteigerte EZViSyrthese
gesteigerte Bressi gesteigerte FN-Expression

Abbildung 6-4: Modell zur Differenzierung eines ruhenden Fibroblasts in einen migrierenden
Fibroblast oder Myofibroblast. Die Stimulation mit PDGF und/oder die kurzweilige Inkubation mit
TGF-B1 fuhrt in Gegenwart von FN zur Migrationsinduktion des Fibroblasts. Eine Langzeitinkubation
mit TGF-B1 resultiert in einer Differenzierung des ruhenden oder migrierenden Fibroblasts in einen

Myofibroblasten.
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Abbildung 6-5: Modell der durch TGF-Bl gerichteten CLPF-Migration und induzierten

Stenosebildung
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7. Zusammenfassung

Die Migration von Colon Lamina Propria Fibroblasten und die Wundkontraktion
spielen bei der Wundheilung und im Verlauf der Entzindung, Strikturen- und
Fistelbildung bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen eine wesentliche Rolle.
Es ist aus Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe bekannt, dass die Fibroblasten aus der
Mukosa von gesunden Kontrollen und Patienten mit unterschiedlichen Subtypen von
Morbus Crohn unterschiedlich stark migrieren. Fibroblasten aus einfach entziindeter
Mukosa von Patienten mit Morbus Crohn migrieren weniger als Fibroblasten, die aus
der gesunden Mukosa von Kontrollpatienten isoliert wurden. Fibroblasten aus
Stenosearealen weisen ein hoheres und Fibroblasten aus Fistelgewebe von Morbus
Crohn-Patienten ein vermindertes Migrationspotential verglichen mit einfach
entzindeten Morbus Crohn-Fibroblasten auf. Fibronektin und im Besonderen die
SpleilRvariante Fibronektin ED-A sind als die induzierenden Faktoren der
Fibroblastenmigration bekannt.

Des Weiteren ist durch vorangegangene Migrationsassays mit Kontrollfibroblasten,
die fur 3 Tage mit IFN-y und TNF inkubiert wurden, eine dosisabhéngige signifikante
Hemmung der Migration beobachtet worden.

Bei einer Langzeitinkubation von 6 Tagen mit TGF-B1 zeigen intestinale
Kontrollfibroblasten ein reduziertes Migrationspotential, wahrend eine 6 stindige
Inkubation der Kontrollfibroblasten mit TGF-B1 zu einer dosisabhéngigen Steigerung
der Zellmigration fuhrt. Wird ein Kontrollfibroblasten-Monolayer nach einer 6 tagigen
Inkubation mit TGF-B1 mit einem Kamm verwundet und anschlieend fiir 4 Stunden
mit dem Wachstumsfaktor PDGF inkubiert, weisen die vorstimulierten Zellen neben

der verminderten Migration auch eine reduzierte FAK-Autophosphorylierung auf,
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wahrend die Zellen ohne Vorinkubation eine mit erhdhter FAK-Phosphorylierung

verbundene Migrationserhéhung zeigen.

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, die Zusammenhénge zwischen der
Migration von Fibroblasten und der Fibronektin SpleiRformenexpression zu
beleuchten. In Fibroblasten mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen
korrelierte das Migrationsverhalten mit der Fibronektinexpression. Durch Hemmung
bzw. Stimulation der Zellmigration mit den Zytokinen IFN-y und TNF bzw. den
Wachstumsfaktor TGF-B1 konnte eine jeweilige verminderte bzw. gesteigerte
Fibronektinexpression erzielt werden. Auch der biphasige Effekt von TGF-1 konnte
auf Fibronektin mRNA-Ebene gezeigt werden. Mit TGF-B1 vorstimulierte und dadurch
zu Myofibroblasten differenzierte Fibroblasten zeigten nach Verwundung und
Inkubation mit PDGF eine gesteigerte Fibronektinexpression, die auf eine gesteigerte
Synthese der Extrazellularmatrix zurickzufuhren ist, da eine erhdhte Migration
aufgrund der verminderten FAK-Autophosphorylierung nicht méglich war. Nicht
vorinkubierte Zellen wiesen eine mit der bekannten Migrationserhéhung

korrelierende gesteigerte Fibronektinexpression und FAK-Phosphorylierung auf.

Weitere Studien zur Synthese der Extrazellularmatrix, die indirekt durch TGF-1 und
PDGF induziert wird, kbénnten zusatzliche Erkenntnisse hinsichtlich der Bildung von

Stenosen bei Morbus Crohn geben.
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8. Ausblick

Viele Versuche wurden entwickelt, um die FN Expression zu modulieren. Die
vielversprechendsten Modulatoren sind synthetische Peptide mit bekannter Funktion
abgeleitet von der Sequenz innerhalb des FN Molekils. Um die Anheftung von
Lymphozyten in rheumatoiden Arthritisgeweben zu blockieren, wurden CS-1 Peptide
abgeleitet von der IllcS-Sequenz verwendet ??°. Davies et al. zeigten, dass zyklische
RGD Peptide die Zellmigration und Tumormetastase in vivo modulieren konnten 2%°.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass Peptide der ED-A
Sequenz auf ihre Fahigkeit, die Migration von MC-CLPF zu modulieren, getestet
werden sollten. Bei Patienten mit MC Stenose konnte die Migration von CLPF durch
Blockieren der ED-A Sequenz blockiert werden. Kinftig mussten weitere Studien

folgen, um diese Strategie zur Pravention der Stenosebildung zu Uberprtfen.

Des Weiteren kdnnte untersucht werden, inwiefern eine ,Dauerinkubation® mit TGF-
B1 - neben der bewirkten Differenzierung der CLPF in Myofibroblasten und dadurch
verminderten Migration, FAK-Phosphorylierung und einer gesteigerten EZM-
Synthese wie Kollagen und FN - und der zusatzlichen Stimulation mit PDGF die
Synthese der Extrazellularmatrix induziert wird. So wirden zuséatzliche Erkenntnisse
hinsichtlich der Bildung von Stenosen bei Morbus Crohn gegeben werden, die aus

der Verstarkung der Matrixsynthese und der CLPF-Migration resultiert.
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