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1 Einleitung

1.1 Morbus Crohn und Colitis ulcerosa

Der Morbus Crohn und die Colitis ulcerosa sind chronisch-entztindliche Darmerkrankungen,
deren Atiologie und Pathogenese bislang nicht gekléart sind. Epidemiologischen Studien
zufolge liegt die jahrliche Neuerkrankungsrate fur Morbus Crohn bei 2-4 und fur Colitis
ulcerosa bei 3-9 Personen pro 100.000 Einwohner. In Deutschland schétzt man die Zahl der
Erkrankungen auf tber 300.000. Bel Erstdiagnose sind die Patienten meist zwischen 20 und
30 Jahre alt.

Im Moment werden die é&tiopathogenetischen Faktoren, die zur Entstehung einer chronisch-
entzindlichen Darmerkrankung fuhren, wieder verstarkt diskutiert. Als bewiesen gilt, dassein
polygenetischer Hintergrund vorliegen muss, der zu einer familidren Haufung bel Morbus
Crohn fuhren kann. Dennoch treten 80% der Falle sporadisch auf. Auch lieferten familidre
Untersuchungen und Konkordanzstudien an Zwillingen Hinweise auf das Vorhandensein
einer genetischen Pradisposition fur Morbus Crohn. Monozygote Zwillinge haben beli
Erkrankung ihres Geschwisters im Vergleich zur Durchschnittsbevolkerung ein bis zu 35-fach
erhohtes Risiko, an Morbus Crohn zu erkranken (Neurath MF et al., 2000; Binder V et al.,
1996). In den spaten 1990er Jahren gelang es durch Kopplungsanalysen, Risikoregionen auf
den Chromosomen 12 und 16 sowie weitere potentielle Regionen auf den Chromosomen 3, 7
und 11 zu identifizieren (Schreiber S et al., 1998). Nach der Identifizierung von
NOD2/CARD15-Mutationen auf Chromosom 16 (Hugot JP et al., 2001; OguraY et al., 2001)
vor einigen Jahren sind mitlerweile mehr as 30 Gene identifiziert worden, die mit chronisch
entztindlichen Darmerkrankungen in Verbindung stehen (Cooney R. et a., 2009).
Umwelteinfllisse wie Rauchen, Erndhrungsgewohnheiten und Infektionen scheinen ebenfalls
eine Rolle bel der Genese von chronisch-entziindlichenen Darmerkrankungen zu spielen
(Neurath MF et d., 2000; Klein | et al., 1998). Rauchen ist ein wichtiger Risikofaktor fir
einen aggressiven Krankheitsverlauf und das postoperative Rezidiv bel Morbus Crohn.
Interessanterweise hatte dagegen in mehreren Studien bel der Colitis ulcerosa das Rauchen
eine protektive Wirkung auf die Krankheitsmanifestation (Neurath MF et al., 2000).
Wahrscheinlich mussen genetische Faktoren mit epigenetischen Komponenten (Umwelt)

zusammentreffen, damit sich chronisch-entziindliche Darmerkrankungen manifestieren.
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Klinisch haben Morbus Crohn und Colitis ulcerosa viele Gemeinsamkeiten. Typisch fur den
Morbus Crohn sind abdominelle Schmerzen, wahrend bei der Colitis ulcerosa vor allem
Diarrhten mit bis zu funfzehn Stuhlgéngen am Tag im Vordergrund stehen. Auf3erdem fuhren
beide Erkrankungen haufig zu Gewichtsabnahme und Mangelerndhrung. Verlauf,
Ausdehnung und Schweregrad der beiden Erkrankungen sind sehr variabel und nicht
vorhersehbar. In der Mehrzahl der Félle werden mehr oder weniger lange Remissionsphasen
von akuten Schuiben unterbrochen. Bei etwa 20-30% der Patienten findet sich ein chronisch
aktiver Verlauf (Adler G, 1996).

M. Crohn:

Der Morbus Crohn ist eine entzindliche Erkrankung aler Schichten der Darmwand
(transmural). Er ist charakterisiert durch einen diskontinuierlichen Befall der Schleimhaut
(Abbildung 1-1). Samtliche Abschnitte des Magen-Darm-Traktes vom Mund bis zum

Enddarm kdnnen betroffen sain.

Abbildung 1-1 Morbus Crohn-Lokalisation im Gastrointestinaltrakt (in Anlehnung an M. Reinshagen, , Praxis
der chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen - Eine Fibel fur den Hausarzt”, 2001, S.12)



Beim Morbus Crohn handelt es sich um ein komplexes Krankheitsbild, das durch
verschiedene intestinale und extraintestinale Manifestationen gekennzeichnet ist. Eine
medikamentdse und chirurgische Heilung der Erkrankung gelingt bisher nicht. Die Therapie
zielt vielmehr unspezifisch auf eine Reduktion des Entziindungsgeschehens ab (Adler G,
1996).

Caoalitis ulcerosa:

Die Colitis ulcerosa ist eine Erkrankung, die auf die Colonmucosa beschrankt bleibt. Sie
beginnt im Rectum, breitet sich kontinuierlich nach proximal aus und beféllt in etwa 18% der
Félle das gesamte Colon (Abbildung 1-2). Die Erkrankung ist nur durch eine totale
Colektomie, d.h. durch eine operative Entfernung des gesamten Dickdarms, heilbar (Adler G,
1996).

Proktitis
A0

Abbildung 1-2 Calitis ulcerosa-Lokalisation im Gastrointestinaltrakt (in Anlehnung an M. Reinshagen, , Praxis
der chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen - Eine Fibel fur den Hausarzt”, 2001, S.12)



Eine spezifische medikamentds-kurative Therapie ist fur beide Erkrankungen nicht bekannt.
Ziel der therapeutischen Mal3nahmen ist bis heute die symptomatische Behandlung der akuten
Entzindung und die Verlangerung der Remissionsphase. Prognose und Verlauf der Erkran-
kungen konnen derzeit medikamentts nicht wesentlich beeinflusst werden (Schdlmerich J,
2004).

1.2 Aufbau der Darmwand

Zum besseren Verstdndnis der folgenden Abschnitte soll hier kurz auf den Aufbau der
Darmwand eingegangen werden (Abbildung 1-3).

Die Mucosa wird zum Darmlumen hin durch die Epithelschicht begrenzt, die auf einer
Basalmembran fixiert ist. Ihren grofdten Tell stellt die Lamina propria, die aus Lymphozyten,
Makrophagen, Fibroblasten, Kapillaren und extrazellulérer Matrix besteht, dar. Die Mucosa
wird durch die Submucosa von der Muscularis mucosae getrennt. Diese ist eine etwa funf
Zéelllagen dicke Schicht aus glatten Muskelzellen, die der Darmmotilitét dient.

Die Submucosa ist ein loses Maschenwerk von diinnen Kollagenfibrillen, das die Mucosa mit
der Muscularis propria verbindet. Auf3erdem fuhrt sie Blutgefée und Lymphbahnen zur
Muscularis.

Die Muscularis propria besteht aus dicht gepackten, glatten Muskelzellen, umgeben von
dinnen Kollagenfibrillen. Diese Fibrillen verbinden sich zu Kollagenfasern, die
intramuskul ére Septen bilden.

Das vorherrschende Bindegewebsprotein im Darm ist Kollagen, welches von den
mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten und glatten Muskelzellen, produziert wird. Analysen
des Kollagentyps im intestinAlen Muskel zeigen, dass die Typen | und Il Uberwiegen
(Graham MF et a., 1995).
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Abbildung 1-3 Aufbau der Darmwand. (in Anlehnung an Alberts B, ,,Molekularbiologie der Zelle*, 2004,
4. Auflage, S. 1238)

1.3 Mdgliche Komplikationen bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa

1.3.1 Gestorte Wundheilung und Bildung von Fisteln

Morbus Crohn und Calitis ulcerosa sind Erkrankungen, die oft mit Ulzerationen und grof3en
Gewebedefekten einhergehen (Lorenz R et al., 1996). Haufig ist bei diesen Erkrankungen die
Wundheilung gestort. Gerade nach einer Entfernung des Rectums (Hartz RS et al., 1980; Mc
Garity WC et al., 1976; McLeod R et al., 1983; Oakley JR et al., 1985; Tompkins RG et 4.,
1985; Waits JO et al., 1982) oder nach Entfernung des Colons und des Rectums (Hartz RS et
a., 1980) stellt eine gestorte Heilung der Anastomose der Resektionsrander eine héufige
Komplikation dar. Eine weitere Komplikation ist die Bildung von Fisteln, die ebenso schlecht
abheilen (Abbildung 1-4). Eine anti-TNF-Therapie zur Fistelbehandlung zeigt bei Gber 50%
der Betroffenen keinen Erfolg (Accent 11-Studie, 2004), so dass oft nur noch die operative

Fistelentfernung oder intermittierend eine Anus-praeter-Anlage bleibt.



A) B)

Abbildung 1-4 A) zeigt mogliche Fistellokalisationen bel Morbus Crohn, ,,Praxis der chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen - Eine Fibel fir den Hausarzt“, 2001, S.17, M. Reinshagen; B) zeigt eine endoskopische
Aufnahme einer Fistel bei Morbus Crohn (von Prof. Dr. Dr. G. Rogler zur Verfligung gestellt).

Diese langwierigen Heilungsprozesse stellen fir die Patienten sowohl psychisch als auch
physisch eine enorme Belastung dar. Deshalb sollten neue Therapieanséitze zur
medikamentdsen Abheilung von Fisteln und zur Verbesserung der postoperativen
Wundheilung bei Morbus Crohn und Calitis ulcerosa erprobt werden. Dazu missen alerdings
die Mechanismen, die bei der Wundheilung eine Rolle spielen untersucht und identifiziert

werden.

1.3.2  UberschielRende Wundheilung und Entstehung von Stenosen

Eine bel Morbus Crohn haufig auftretende Komplikation ist die Entstehung von Stenosen
(Abbildung 1-5). Dieses Phanomen ist bei der Colitis ulcerosa nur selten zu beobachten,
wohingegen bei Morbus Crohn bis zu 50% der Patienten betroffen sind. Meist ist wahrend des
Krankheitsverlaufes trotz maximaler medikamentGser Therapie und guter &rztlicher
Betreuung eine Operation unumganglich.



(A) (B)

Abbildung 1-5 (A) zeigt ein Resektat eines stenosierten Darmabschnittes bei Morbus Crohn; (B) zeigt eine

endoskopische Aufnahme einer Stenose bei Morbus Crohn (von Prof. Dr. Dr. G. Rogler zur Verfligung gestellt).

Grunde fur eine Stenosenentstehung sind bisher weitgehend unbekannt. Auch ist unklar,
weshalb die eine Patientengruppe rezidivierende Stenosen aufweist, wahrend eine andere
eher Fisteln und Abszesse entwickelt. M. F. Graham vermutet a's Ursache fir die Entstehung
von Stenosen eine Uberschieffende Wundhellung des zerstérten Gewebes in  den
verschiedenen Wandschichten des Darmrohrs wie der Mucosa, Submucosa und Muscularis
propria (Graham MF et al., 1995). Die Untersuchungen hierzu liefern aber noch keine
schltissigen Konzepte.

Einige Faktoren scheinen die Stenosenbildung zu beginstigen: So spielt die Starke der
Entzindung genauso wie die Chronizitdt derselben eine wichtige Rolle. Auch fur die
mesenchymale Zellantwort muss wohl eine Verletzung der Submucosa vorausgehen.

Beim Morbus Crohn ist diese Submucosa typischerweise stark entziindet und dient den
mesenchymalen Zellen nach ihrer Migration als Ort der Proliferation. Aul3erdem produzieren
die mesenchymalen Zellen dort vermehrt Kollagen um Gewebedefekte zu schliefden,
wodurch es zu einer Kollagenanhaufung in der Submucosa kommen kann (Graham MF et al.,
1995).

Die Mechanismen der Migration von mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten, Myofibro-
blasten oder glatten Muskelzellen und die Induktion einer Migration aus der Muscularis
mucosae in die Submucosa, z.T. aber auch in die Mucosa sind bisher weitgehend unverstan-
den. Der kritische Punkt der intestinalen Wundheilung ist, dass diese in einem Hohlorgan
stattfindet; dies wird vom Wundheilungsprozess bel der Defektdeckung nicht berticksichtigt.
Bel einer chronischen Entztindung kann es zu einer Uberschief3enden Wundheilung kommen,

die zu einer Veranderung der Darmwandarchitektur fihren kann. Dies wiederum hat einen



Verlust der Funktion und der Durchgangigkeit des Lumens zur Folge. Es bilden sich
Strikturen und Stenosen.

Histologische Untersuchungen zeigen, dass beim stenosierten Darm die Muskelschichten
massiv verdickt sind. Dies lasst auf eine Zellproliferation und Hypertrophie in gleicher Weise
schliel3en; zusétzlich findet man durch die verstérkte Kollageneinlagerung eine verdickte
Submucosa (Graham MF et a., 1995).

Im gesunden Darm ermdglichen die diinnen Kollagenfibrillen der Submucosa eine Bewegung
der Submucosa Uber der Muscularis. Im entzindeten Darm dagegen kann diese
Beweglichkeit verloren gehen und die Mucosa haftet an der Muscularis propria an (Graham
MF et a., 1995). Diese Mobilitéatseinschrankung und die Verdickung aller Schichten der
intestinlen  Wand tragen mit zur Stenosenentstehung bei. Dies wird durch
el ektronenmikroskopische Untersuchungen bestétigt.

Theoretisch l&sst sich dieser Beweglichkeitsverlust zumindest tellweise auf die Anhéufung
und Vernetzung des submucosalen Kollagens zurtckfihren. Es ist moglich, dass diese
abnorme submucosale Matrix von phanotypisch veranderten glatten Muskelzellen verursacht
wird (Graham MF et d., 1995).

Repariertes Gewebe erfahrt eine Kontraktion, wenn mesenchymale Zellen wie Fibroblasten,
Myofibroblasten und Muskelzellen in den Hellungsprozess involviert sind. Dieses Phdnomen
ist auch bel der Heilung von Hautverbrennungen zu beobachten. Begriinden lésst sich dies
damit, dass glatte Muskelzellen und Fibroblasten dazu neigen, die fremde Matrix, auf der sie
wachsen, zu kontrahieren. Ein dhnlicher Vorgang lasst sich im vernarbenden Darm
beobachten; es kommt zu einer Kontraktion von Matrix und mesenchymalen Zellen und
schliefdich zu einer Stenose (Graham MF et dl., 1995).

1.4 Migration von Fibroblasten und Myofibroblasten

Im menschlichen Koérper sind Myofibroblasten in allen Organen und Geweben vorhanden.
Fibroblasten und Myofibroblasten gehtren zur Familie der Bindegewebszellen und spielen
deswegen fir das architektonische Geriist des Korpers eine wichtige Rolle. Sie sind in fast
jedem Organ und Gewebe wichtige Strukturgeber und Uben stitzende Funktion aus.
Aul¥erdem spielen Migration und Proliferation von Fibroblasten und Myofibroblasten, aber



auch deren Produkte von Extrazellularmatrix (ECM), eine herausragende Rolle bei der
Wundheilung (Dale PD et al., 1997).

Das Einwandern von mesenchymalen Zellen aus umliegendem, unverletztem Gewebe in die
Waunde ist ein essentieller Schritt bel der Wundheilung (Jones MK et a. 1999, Sartor RB et a.
1995, Rieder F et al. 2007). Die fruhe Phase der Wundheilung ist durch intensive
Abbauaktivitét zur Entfernung des geschadigten Bindegewebes charakterisiert. Diese
Abbauprodukte induzieren unter anderem die Einwanderung von Fibroblasten in das
Waundgebiet. Die chemotaktisch wirkenden proteolytischen Fragmente der Matrixproteine
haben einen wichtigen Anteil an der Modulation der Fibroblastenfunktion. Fibroblasten, die in
das Granulationsgewebe einwandern, stammen von ruhenden, madglicherweise
undifferenzierten Fibroblasten aus dem umliegenden Gewebe ab.

Aktivierte Fibroblasten verandern sich wahrend ihrer Wanderung in die Wunde phanotypisch.
Diese gerichtete Wanderung der Fibroblasten entlang eines chemotaktischen Gradienten ist
eng mit einer zyklischen Anheftung und Ablésung der Adhé&sionsmolekiile von den Proteinen
der extrazellul&ren Matrix verbunden (Goris RIJH et a., 1997). Zel-Zell- und Zell-
Matrixkontakte nehmen in allen Phasen der Wundheilung eine zentrale Stellung ein. Diese
Kommunikationsprozesse werden u.a. Uber Adhasionsmolekile vermittelt. Die Expression der
Adhasionsmolektile wird einerseits durch ihre Liganden und andererseits durch ein suppressiv
oder stimulierend wirkendes Zytokinmilieu reguliert. Adhasionsmolekile Ubertragen auch
Signale in das Z€llinnere, was eine Kommunikation mit dem Zellkern ermdglicht und haufig
mit einer Aktivierung oder Deaktivierung der entsprechenden Zellen verbunden ist (Goris
RJH et a., 1997). Alle am Prozess der Wundheilung beteiligten Zelltypen exprimieren ein
charakteristisches Muster an Adhasionsmolekilen. Wahrscheinlich kommt es in der
Fruhphase der Wundheilung durch die Hochregulation der Adhasionsmolekile auf der
Zelloberflache zusétzlich zu einer Induktion von Wanderungsprozessen. Dies bedeutet fur die
Waundheilungsphasen, dass Fibroblasten ihre maximale Aktivitdt wahrend der frihen
Wundheilungsphase entfalten, wenn sie in das Granulationsgewebe eindringen sollen. Im
Granulationsgewebe teilen sich die Fibroblasten sehr schnell um anschlief3end das verletzte
Gewebe durch maximale Extrazellularmatrix-Proteinsynthese zu  rekonstruieren.
Adhasionsmolekile sind auch an Vorgangen wie Matrixsynthese oder Wundkontraktion
beteiligt (Goris RJH et al., 1997). Bel schweren Féllen eines Gewebeschadens oder
gastrointestinalen Mukosadefekts im speziellen wandern Myofibroblasten in den Defekt ein
und produzieren eine Extrazellulére Matrix (ECM) um die Regeneration moglichst schnell zu
vervollstandigen (Thampatty BP et a. 2006, Peters T et a. 2005). Dieser physiologische



Prozess ist im entzindlichen Mileu einer chronsiche entziindlichen Darmerkrankung gestort,
was in der Bildung von Fisteln oder Strikturen resultiert (Leeb S et a. 2003). Eine
Verzogerung der Wundregeneration fihrt zu einer Stérung der natirlichen Barrierefunktion
der Darmwand was zu einer bakteriellen Transokation vom Darmlumen in die Mukosawand
fahrt (Cho JH et a. 2003). Die lokalisierte Expression von Integrinen und Matrix-
Metalloproteinasen scheint eine wichtige Voraussetzung fur die Migration von Fibroblasten
zu sein. In Hautfibroblasten induzieren Tumor Nekrose Faktor (TNF), Interleukin-1 (IL-1)
und Interferony (IFNy) die Hochregulierung von a5B1- und alp1-Integrinen (Gailit J et al.,
1997). Die lokale proteolytische Aktivitét der Metalloproteinasen (MMP) baut Matrixproteine
ab und fuhrt damit zur Ablosung der wandernden Fibroblasten von der Matrix. Ob eine
funktionelle Vielfalt dieser Zellen vorliegt oder ob Fibroblastensubpopulationen existieren, ist
noch nicht eindeutig geklart. Eine spezifische Integrin-Ligand-Interaktion induziert drastische
Veranderungen im Cytoskelett von Fibroblasten; es entstehen Aktinblndel entlang der
Zdllangsachse und die Zellform verandert sich. In verschiedenen Publikationen werden diese
Zellen ds Myofibroblasten bezeichnet. Man schreibt ihnen die oben erwahnte Fahigkeit zu,
Wunden zu kontrahieren (Goris RJH et al., 1997) wobel Fibroblasten aus fibrotischen Arealen
im Vergleich bei Mucoppolysaccharidosepatienten eine -durch PDGF-getriggerte- erhohte
Migrationsleistung erzielen (Suganuma H et a. 1995). Pontz and Albini konnten ausserdem
zeigen, dass die Reaktion auf chemotaktische Reize deutlich reduziert war (Pontz BF et al.
1984).

1.5 Morphologie sich bewegender Fibroblasten: Mikrospikes und Lamellipodien

Der Leitsaum eines kriechenden Fibroblasten streckt in regelméfdigen Absténden dinne,
flachige Fortsdtze aus, so genannte Lamellipodien, die ein dichtes Geflecht aus Aktin-
filamenten enthalten. Viele Zellen bilden auch Mikrospikes aus; dies sind dinne, steife
Auswiichse mit einem Durchmesser von ca. 0,1um und einer Lange von 5-10um, in deren
Innerem lockere Bundel aus etwa 20 Aktinfilamenten liegen.

Aktinfilamente erscheinen in elektronenmikroskopischen Aufnahmen in Lamellipodien
stérker geordnet als in anderen Bereichen der Zellrinde. Das Lamellipodium verhdlt sich als
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Struktureinheit: wenn es sich an der Unterlage nicht festheften kann, klappt es meistens
schnell als Kréuselung tber die Zelle nach hinten (Abbildung 1-6, Alberts B et al., 2004).

Abbildung 1-6 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines humanen Fibroblasten, der sich in Pfeilrichtung
fortbewegt. Wahrend der Vorwértshewegung der Zelle gleiten Lamellipodien und Mikrospikes, die nicht an der
Kulturschale festhaften, Uber die Oberseite der Zelle nach hinten. Diese Bewegung bezeichnet man as
LKrauselung® (In Anlehnung an Alberts B. et a., ,Molekularbiologie der Zelle", 2004, 4. Auflage, S. 1132).

Lamellipodien und Mikrospikes bilden sich sehr schnell und verschwinden ebenso schnell
wieder. Sie entstehen wahrscheinlich durch ortlich begrenzte Polymerisation von Aktin an
der Plasmamembran. Bel diesem Vorgang kann sich die Plasmamembran schnell nach auf3en

wolben ohne zu reiflfen.
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1.6 Die Migration von Zellen ist aktinabhangig

Die Bewegung von Zellen ist ein Phanomen, das sich auf molekularer Ebene schwer erklaren

l&sst, da sich verschiedene Teile der Zelle gleichzeitig verandern und es kein erkennbares

Bewegungsorganell gibt, das beispielsweise einer Flagelle bei Einzellern entspréche.

Die Wanderung einer Zelle beruht darauf, dass Aktin viele Umwandlungen durchléauft,

waéhrend sich die Zelle fortbewegt. Das Aktin lagert sich unter anderem zu Lamellipodien

und Mikrospikes zusammen, es verbindet sich mit Fokalkontakten oder bildet Stressfasern.

Stark vereinfacht kann man die Zellbewegung in drei Einzelvorgange unterteilen (Abbildung
1-7):

Ausstilpung: Lamellipodien und Mikrospikes werden aus der Vorderseite der Zelle nach
vorne Uber das Substrat herausgestreckt. Angetrieben wird die Ausstilpung wahrschein-
lich durch die Polymerisation von Aktin am Leitsaum. Sicher bewiesen ist diese Hypo-
these jedoch noch nicht.

Anheftung: Gemeint ist damit die Verbindung zwischen aktinhatiger Zellrinde und
Unterlage. Es handelt sich dabel um spezialiserte Anheftungsstrukturen, die in
Gewebekulturfibroblasten mit den Enden der Stressfasern assoziiert sind.
Transmembranrezeptoren fir Proteine der Extrazellularmatrix verbinden die
Plasmamembran mit der Unterlage und Aktinfilamente im Zytoplasma treten Uber
aktinbindende Proteine mit den zytoplasmatischen Domanen dieser Rezeptoren in
Wechselwirkung. In ihren Einzelheiten sind diese Wechselwirkungen noch nicht geklart;
als sicher gilt, dass die Kontakte zwischen Zellen und Unterlage stdndig neu hergestellt
und wieder gel6st werden mussen, wenn sich die Zelle fortbewegt.

Zug: Hierbel bewegt sich der Zellkorper vorwarts. Der vordere Teil der Zelle zieht sich
wahrscheinlich aktiv wie eine Muskelfaser zusammen und der Zellkern sowie die
Hauptmenge des Cytoplasmas werden passiv hinterhergezogen. Nach einer anderen
Theorie schiebt sich die aktinhaltige Zellrinde durch die Polymerisation der
Aktinfilamente vorwarts, sodass in der Zellrinde eine Spannung entsteht. Die daraus
resultierende Kontraktionskraft zieht dann die hinteren Anteile der Zelle nach (Alberts B
et a., 2004).
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Zellrinde unter Zug

Lamellipodium erweitert
sich durch Polymerisation

mmp von Aktin
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Abbildung 1-7 Modell zur Fortbewegung der Zelle. Durch die aktinabhéngige Ausstilpung und feste Anheftung
eines Lamellipodiums am Leitsaum dehnt sich die aktinhaltige Zellrinde. Die entstehende Zugkraft zieht die
Zelle dabei nach vorne. Es entstehen neue Fokalkontakte, wahrend sich alte auflsen. Der gleiche Kreidauf kann
sich stdndig wiederholen, wodurch sich die Zelle fortbewegen kann. Das neu polymerisierte Aktin in der
Zéllrinde ist rot hervorgehoben (In Anlehnung an Alberts B. et a., ,Molekularbiologie der Zelle", 2004, 4.
Auflage, S. 1127).

1.7 Wachstumsfaktoren, Zytokine und Fibronektin und ihre Bedeutung fir die Zellmigration

Die Migration von intestinalen Myofibroblasten wird wahrscheinlich durch verschiedene
Faktoren moduliert, die wahrend des Wundheilungss und Entziindungsprozesses, von
intestinalen Fibroblasten, Myofibroblasten und anderen Zellen verstérkt, sezerniert werden

konnen.
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Im Folgenden soll auf Zytokine und das Extrazellularmatrix-Protein Fibronektin naher
eingegangen werden, die in dieser Arbeit auf ihre migrationmodulierende Funktion hin
untersucht wurden. Wachstumsfaktoren und Fibronektin spielen zwar vor alem be der
mucosalen Wundheilung eine tragende Rolle, aber ebenso wie TNF und IFNy kdnnen sie auch

an Entztindungsprozessen beteiligt sein.

1.7.1 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren werden von vielen verschiedenen Immun- und Nichtimmunzellen
sezerniert und sind wichtige und potente Regulatoren der Migration von Myofibroblasten; sie
kénnen die Veranderung des Phéanotyps von Zellen steuern um eine Gewebeneubildung im
Rahmen der Morphogenese oder Wundheilung hervorzurufen (Xu J et a., 1996).
Wachstumsfaktoren modulieren die Proliferation und Differenzierung von Zellen und sind
sowohl fur die Ablagerung von Extrazellularmatrix as auch fir deren Degradierung verant-
wortlich; deshab spielen Wachstumsfaktoren bei Abwehrmechanismen und Entzindungs-
prozessen im Gastrointestinaltrakt eine wichtige Rolle (Dignass AU et al., 2001). In ver-
schiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren und
Zytokinen im Darm vorhanden ist und somit ein kompliziertes Netzwerk von vielen
interagierenden Faktoren existiert. In der intestinalen Mukosa wird zum Beispiel die mRNA
von platelet-derived growth factor (PDGF), insulin-like growth factor-I (IGF-I), epidermal
growth factor (EGF) und transforming growth factor-p1 (TGF-B1) exprimiert (Chowdhury A
et a., 1996; Grimm MC et al., 1996; Ito M et al., 1990; Lawrence DA et al., 1984; Lawrance
IC et d., 2001; Zimmermann EM et a., 2001).

Neueren Erkenntnissen zu Folge erhéhen PDGF-AB, IGF-1, EGF und TGF-1 die autokrin
induzierte Migration von intestinalen Myofibroblasten (Leeb S et al., 2002). TGF-$1 wird in
seiner biologisch-inaktiven Form sezerniert. Die Mechanismen, die schliefdlich zur
Aktivierung von latentem TGF-B1 fuhren, sind bis heute noch nicht voll verstanden (Dignass
AU et a., 2001). TGF-B1 ist ein wichtiges Stimulans der Proliferation von intestinalen Myo-
fibroblasten (Jobson TM et al., 1998). Es unterstitzt den intestinalen Heilungsprozess und
spielt eine wichtige Rolle bel der Entziindung und der Reparatur von Geweben (Sturm A et
al., 2000).

TGF-B stimuliert die chemotaktische Migration von Endothelzellen, EpithelzellenA und
stromalen Fibroblasten (Grant NB et al., 1992). Darlber hinaus stimuliert TGF- die
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Migration von Mastzellen (Gruber BL et al., 1994), von Monozyten (Wahl SM et a., 1987)
und Hautfibroblasten (Postlethwaite AE et al., 1987). Es hat aul3erdem eine Schltisselposition
bei der Induktion der Matrixproteinsynthese. Da TGF-3 chemotaktisch aktive Substanzen
auch neutralisieren kann, ist es beim Beenden der Fibroblastenmigration in das Wundareal
von Bedeutung (Goris RJH et al., 1997). Eine Erklarung fur diesen scheinbaren Widerspruch
liefert S. Leeb, wonach Langzeitkontakt mit TGF-B1 zu einer Hemmung der Migration von
intestinalen Myofibroblasten durch Induktion von o-Aktin fihrt; dagegen bewirkt ein
kurzzeitiger Kon-takt mit TGF-f1 eine Steigerung der Migrationsleistung (Leeb S et al.,
2002).

Des Weiteren hat TGF-$ einen entscheidenden Einfluss auf die Produktion von Extrazellu-
larmatrix durch Fibroblasten. McKaig konnte zeigen, dass TGF-f zu einer vermehrten
Matrix-Produktion fuhrt und die Entstehung von Stenosen beglnstigt (McKaig BC, 2003).

1.7.2 Entzindungs-Mediatoren: TNF und IFNy

Auch Entziindungs-Mediatoren spielen eine wichtige Rolle bel der Zellmigration. Hier stehen
neben der Wundheilung vor alem krankhafte Verénderungen wie zum Beispiel die Bildung
von Stenosen, Fisteln und Ulzerationen bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen im
Vordergrund. Die Zytokine TNF und IFNy werden wahrend der Wundheilung oder einer
ablaufenden Entziindung von mononukledren Zellen sezerniert.

In der intestinalen Mucosa von Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-Patienten wird TNF in
grofl3en Mengen von aktivierten Makrophagen produziert (Braegger CP et a., 1994; Elsasser-
Belle U et al., 1994; Funakoshi K et a., 1995; Monteleone G et al., 2000; Murata Y et a.,
1995). Uber den Einfluss von TNF auf die Migration von Fibroblasten gibt es
unterschiedliche Erkenntnisse. TNF induziert keine Migration bei Hautfibroblasten und
beeinflusst auch nicht deren Migration, die durch fibroblastenkonditionierte Medien oder
Fibronektin induziert wurde (Schirren CG et a., 1990). Allerdings soll ein Einwandern von
Hautfibroblasten in ein Kollagenl-Gel durch Vorinkubation der Zellen mit TNF verstarkt
werden koénnen (Schirren CG et al., 1990). Auch Postlethwaite et al. haben gezeigt, dass
pikomolare TNF-Konzentrationen die Fibroblastenmigration induzieren  konnen
(Postlethwaite AE et a., 1990). Interferone gelten hauptsichlich als Inhibitoren der
Zellbewegung (Brouty-Boye D et al., 1980). IFNa und IFNy inhibieren die Migration von
Hautfibroblasten dosisabhéngig (Adelmann-Grill BC et al., 1987). Die Inhibition der
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Migration von Hautfibroblasten durch Interferone konnte bei der Wundheilung und bei der
Entstehung von Fibrosen ein wichtiger Bestandteil regulatorischer Mechanismen sein. Bei
intestinalen Myofibroblasten konnte S. Leeb dhnliche Beobachtungen machen: eine dreitégige
IFNy-Inkubation mit anschlieBender siebentégiger Passage ohne IFNy-Zusatz bewirkte eine
Senkung des Migrationspotentials von intestinalen Myofibroblasten um 72% (Leeb S, 2003).
Darauf aufbauend konnte in der vorangegangenen humanmedizinischen Dissertation, dass
MC-CLPF durch IFNy-Zusatz eine deutliche Reduktion ihres Migrationspotentials erfahren,
wohingegen eine Inkubation mit TNF ohne Einfluss auf deren Migrationsleistung bleibt (siche
Abb. 1-8, Meier J, 2005).
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Abb. 1-8 Gewanderte Myofibroblasten nach Inkubation mit [IFNy und TNF im Vergleich zu den unbehandelten
MC-CLPF. IFNy reduziert signifikant das Migrationspotential der CLPF; TNF nicht.

Statistik: Mann-Whitney rank sum test: mit IFNy behandelte versus unbehandelte MC-CLPF: p<0,0001; mit
TNF behandelte versus unbehandelte MC-CLPF: p=0,95
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1.7.3 Die Extrazellularmatrix- K omponente Fibronektin

In mehreren Arbeiten wird Fibronektin as migrationinduzierende Substanz fur Fibroblasten
und Myofibroblasten beschrieben (Dean JW et a., 1997; Gauss-Muller V et al., 1980;
Grotendorst GR, 1984; Kawamoto M et al., 1997; Maheshwari G et al., 1999; Schor SL et al.,
1996). In Hautfibroblasten konnte mit konditioniertem Medium von Hautfibroblasten
Migration induziert werden; konditionierte Medien sind ZellUberstande (ohne FCS [fetal calf
serum)), die Uber einen bestimmten Zeitraum auf den Zellen belassen wurden (z.B. 24h). In
diesen konditionierten Medien konnte unter anderem Fibronektin als migrationinduzierender
Faktor gefunden werden (Mensing H et a., 1983). Von Fibronektin existieren mehrere
Isoformen, darunter das |6sliche Plasmafibronektin, das vermutlich an der Wundheilung, der
Blutgerinnung und der Phagozytose beteiligt ist. Alle anderen Isoformen bilden sich an der
Oberflache von Zellen und werden in der Extrazellularmatrix as unlésliche
Fibronektinfilamente abgelagert; hierbel  sind  Fibronektindimere durch  weitere
Disulfidbricken miteinander verknUpft. Fibronektinmolekile vereinigen sich nur auf der
Oberflache bestimmter Zellen zu Filamenten, was einen Hinwels darauf gibt, dass zur
Bildung von Filamenten weitere Proteine nétig sind. Fibronektin ist nicht nur fur die
Zellanheftung an die Matrix wichtig, sondern es dirigiert auch die Migration dieser Zellen.
Eine kontrollierte Proteolyse von gebundenem Fibronektin durch Metalloproteinasen kann die
Zellmigration stark erleichtern. Vermutlich férdert Fibronektin die Zellwanderung, weil es
den Zéllen hilft, sich an der Matrix anzuheften. Diese Wirkung muss jedoch genau dosiert
sein, damit sich die Zellen auf der Matrix anheften kdnnen, ohne immobilisiert zu werden
(Alberts B et a., 2004).
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Abb. 1-9 A) Elektonenmikroskopische Aufnhahme eines Fibronektindimers: Die Pfeile markieren die C-
terminalen Enden. B) Struktur eines Fibronektindimers C) Raumstruktur der Haupt-Bindungsstellen fir Zellen
(in Anlehnung an Alberts B, 2004, 4. Auflage, S. 1281)

Hierauf aufbauend hat S. Leeb gezeigt, dass Fibronektin be intestinalen Fibroblasten der
entscheidende Bestandtell des konditionierten Mediums ist, der die Migration induziert (Leeb
Set d., 2004). Wahrend bei intestinalen Zellen von Gesunden nur die Fibronektin-1soform-A
exprimiert vorliegt, sind bei colorectalen Carzinomen sowohl die Isoform A als auch die
Isoform B des Fibronektin deutlich vermehrt expremiert (Pujuguet P et a., 1996). Die
Fibronektin-lsoform ED-A ist as die migration-induzierende Variante zu verstehen (Manabe
R et a., 1997) wohingegen die Fibronektin-Isoform ED-B unter anderem als ein Marker fir
Angiogenese und verstarkte Wundheilung dient (Santimaria M, et al., 2003). Ein weiteres
Mitglied unserer Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass bei Morbus Crohn-Myofibroblasten beide
Isoformen ED-A und ED-B des Fibronektins deutlich herunterreguliert vorlagen aber
nachweisbar waren, wéhrend sie bei Fibroblasten aus fistulierten Bereichen ganz fehlten. In
Zellen aus stenosierten Arealen dagegen waren die beiden Isoformen verstarkt exprimiert
(Brenmoehl J et al., 2004), was den Verhaltnissen bei colorectalen Carcinomen &hnelt. Diese
Beobachtungen liefern womaoglich eine Erklarung fir das, in dieser Arbeit beschriebene,
unterschiedliche Migrationsverhaten von Morbus Crohn-Myofibroblasten aus stenosierten
und fistulierten Bereichen.
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Fibronektin
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Abbildung 1-10 fasst Faktoren zusammen, welche die Migration von intestinalen Myofibroblasten modulieren.
All diese Faktoren werden in der intestinalen Mucosa exprimiert.
(in Anlehnung an S. Leeb, 2002)

1.8 Mechanismen der Migration mesenchymaler Zellen und Rolle der Focal Adhesion Kinase
(FAK)

Zur Migration von intestindlen Myofibroblasten liegen bis heute nur wenige
Verdffentlichungen vor. Uber die Mechanismen der Migration von Fibroblasten, glatten
Muskelzellen und von anderen Zell-Typen existieren allerdings schon diverse
Datenmaterialien. Es ist zu vermuten, dass bel der Migration intestinaler Myofibroblasten
ahnliche Mechanismen und Faktoren beteiligt sind. Nach (Juliano RL et Haskill S, 1993)
spielt die dynamische adhésive Wechselwirkung zwischen zellul&ren Oberfl&chenrezeptoren
(Integrinen) und der Extrazellularmatrix (ECM) eine Schllsselfunktion hinsichtlich der
Zellbewegung. Der aul3ere Bestandtell der Integrine bindet an die ECM, der zytoplasmatische
Integrinanteil ist an Aktinfilamente in den Stressfasern gekoppelt. Hierbei handelt es sich um
eine indirekte Verbindung, die von mehreren Anheftungsproteinen hergestellt wird und als
Fokalkontakt oder fokale Adhason bezeichnet wird.
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Die zytoplasmatische Doméne des Integrins bindet an das Protein Talin, das sich seinerseits
an Vinculin heftet. Vinculin lagert sich mit a-Aktin zusammen und wird so an ein Aktin-
Filament gekoppelt. Neben der Verankerungsfunktion haben die Fokalkontakte auch die
Aufgabe, Signale von der ECM an das Zytoskelett weiterzuleiten. Mehrere Protein-Kinasen
sind an den Fokalkontakten lokalisiert (Alberts B et al., 1997). In den fokalen Adhisionen
findet man eine Phosphorylierung von FAK (p125 focal adhesion kinase oder pp125 rax). Es
wird angenommen, dass FAK und deren Phosphorylierung eine wichtige Rolle in der Zell-
Migration spielt, da zum Beispiel FAK-difiziente Zellen eine stark reduzierte Migration
zeigen. (Sieg DJ et al., 2000). Sowohl die Menge des zytosolischen FAK als auch dessen
Phosphorylierung steigen wihrend der Zellmigration an (Schlaepfer DD et al, 1999; Sieg DJ
et al, 1999). FAK ist eine zytoplasmatische rezeptorfreie 125 kDa Protein-Tyrosin-Kinase
(PTK), deren Phosphorylierung von einer Vielzahl von Stimuli abhédngig ist. Diese Stimuli
sind an der Regulierung von Morphologie, Adhédsion und Bewegung der Zellen beteiligt. Bei
der Bindung von Integrinen an ECM-Proteine wird FAK an Tyrosin-Resten phosphoryliert.
(Sieg DJ et al., 2000).

FAK ist ausserdem Teil eines Zytoskelett-assoziierten Netzwerks von Signalproteinen, zu
dem die PTKs der Src-Familie, p130cas, Shc und Grb2 gehéren, die gemeinsam wirken, um
Integrin-Signale in die ERK/INK MAP (mitogen-activated protein) Kinase-Kaskade zu
iibermitteln (Sieg DJ et al., 2000). FAK kann an Proteine binden, die eine Src Homologe 2
(SH2)-Domine enthalten (Abedi H et al., 1995). SH2-Doménen, die mit FAK assoziieren
sind pp60sre, GRB-2, p85a, PLC-y, Nck, Crk und Csk (Abedi HR et Zachary I, 1995).

Die Ergebnisse von Clyman et al. Zeigen, dass beta 1-Integrine fiir die Zell-Adhision notig
sind, wihrend beta 3-Integrine eine wichtige Rolle bei Chemotaxis und Migration spielen
(Clyman RI et al, 1992). FAK verbindet Signaltransduktionswege, die {iiber
Wachstumsfaktor-Rezeptoren und Integrine vermittelt werden. Die durch Liganden-Bindung
(z.B. Fibronectin) ausgeloste Integrin-vermittelte Migration kann synergetisch auf die
Wachstumsfaktor-vermittelte Migration wirken.

FAK bindet iiber seine N-terminale Doméne an Wachstumsfaktor-rezeptoren und fordert so
die PDGF- und EGF-stimulierte Zell-Migration (Sieg DJ et al., 2000). Wachstumsfaktoren
filhren wahrscheinlich zu einer erhohten Expression von Oberflachen-Integrinen, was
bestimmte ECM-Proteine zusitzlich verstarken (Gailit J et al., 1997; Schor SL et al., 1996).
Dies triagt ebenfalls zum bestehenden Synergismus zwischen Integrin-vermittelter und

Wachstums-vermittelter Migration bei. ECM-Komponenten, die in der Zell-Migration eine
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agonistische Rolle spielen sind Fibronektin (Xu J et al., 1996), Vitronektin (Naito M et al.,
1991), Kollagen Typ 1 und 4 sowie Laminin (Nelson PR et al., 1996).

Die Fibroblastenmigration wird also durch ein komplexes Zusammenspiel von
Wachstumsfaktoren, Integrin-Expression, FAK-Phosphorylierung und ECM-Proteinen
bewirkt. Die Regulierung von Integrin-Expression, FAK- und MAP-Kinasen-Aktivierung
sind nur ein kleiner Teil von Mechanismen, die die Zell-Migration beeinflussen. Das Wissen
iiber die Faktoren, welche die Migration beeinflussen und {iber Mechansimen, die daran
beteiligt sind ist noch bei weitem unvollstindig. Im Falle der intestinalen Myofibroblasten
steht man diesbeziiglich erst am Beginn, wobei S. Leeb zeigen konnte, dass in entziindeter
Mucosa bei Patienten mit M. Crohn oder Colitis ulcerosa die Expression und
Phosphorylierung von FAK reduziert ist. Dies konnte ebenfalls durch eine Inkubation mit
TNF und IFN-y bei normaler Schleimhautmucosa von Kontrollpatienten induziert werden

(Leeb S et al, 2003).

1.9 Arbeitsziele

Die zahnmedizinische Promotionsarbeit soll auf den in der humanmedizinischen Promotion
erarbeiteten Erkenntnissen aufbauen.

In der genannten Promotion wurden intestinale Myofibroblasten von Morbus Crohn-Patienten
mit stenosierenden, fistulierenden und rein entziindlichen Verldufen isoliert und Migrations-
Assays in der modifizierten Boydenkammer durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die Zellen aus
den stenosierten Arealen unabhéngig vom konditionierten Medium starker migrierten als die
Zellen aus entziindlich verdnderter, nicht fibrosierter Darmschleimhaut. Die intestinalen
Myofibroblasten aus Fisteln wanderten signifikant weniger als Zellen aus entziindeter
Mukosa.

Zudem wurden Migrations-Assays mit steigenden Konzentrationen von Fibronektin
durchgefiihrt, um den Einfluss von Fibronektin auf das Migrationsverhalten intestinaler

Myofibroblasten zu untersuchen. Auch hier zeigte sich, dass Zellen aus stenosierten Mukosa-

21



Arealen starker wanderten als Fibroblasten aus entziindeter Darmwand, die wiederum die
Zellen aus den fistulierten Arealen in ihrem Migrationspotential Ubertrafen. Dies spricht fir
eine gesteigerte Empfindlichkeit der Stenose-Zellen gegenuber Fibronektin. Fistel-
Myofibroblasten hingegen scheinen gegentber Fibronektin relativ unempfindlich zu sein.
Migrations-Assays mit Morbus Crohn-Myofibroblasten, die jeweils drei Tage lang mit IFNy
bzw. TNF inkubiert waren und danach eine Woche normal passagiert wurden, ergaben, dass
diese Zellen mit einem signifikant reduzierten Migrationsverhalten reagierten. Dieser
migrationshemmende Einfluss von INFy auf die Myofibroblasten kénnte in der Pathogenese
der Fistelentstehung eine wichtige Rolle spielen.

In einem neu etablierten dreidimensionalen Migrationsmodell gelang es im Rahmen der
medizinischen  Promotionsarbeit, das Migrationsverhalten von Morbus Crohn-
Myofibroblasten aus stenosierten, fistulierten und entziindeten Arealen in ihrer autokrin
produzierten Extrazellularmatrix zu analysieren. Es zeigte sich, dass die Zellen aus den
stenosierten Arealen den mittels Laser erzeugten Defekt am schnellsten verschlief3en konnten,
wéhrend die Fibroblasten aus entzindeter Mucosa die Fistel-Zellen hinsichtlich der
Geschwindigkeit des Defektverschlusses noch Ubertrafen. Dies bestétigte die Ergebnisse der
Boydenkammer-Experimente und stellte klar, dass die drei untersuchten Zellgruppen
unterschiedliche Phanotypen darstellen.

Die Ergebnisse legen daher nahe, dass sich die drei untersuchten Zellgruppen (intestinale
Fibroblasten aus stenosierten, fistulierten und nur entzindlich veranderten Bereichen)
hinsichtlich ihres Migrationspotential s deutlich voneinander unterscheiden und auch auf Reize
wie Kontakt mit Fibronektin oder TNF und IFNy unterschiedlich reagieren. Bei allen
Versuchen wurde deutlich, dass intestinale Morbus Crohn-Myofibroblasten aus stenosierten
Arealen im Vegleich zu CD-CLPF aus entzindeter Mucosa en gesteigertes
Migrationspotential besitzen und dass intestinale Morbus Crohn-Myofibroblasten aus
fistulierten Bereichen signifikant weniger migrieren als die CD-CLPF aus rein entzindlich
veranderter Schleimhaui.

Die aktuelle Arbeit soll diese Daten aufgreifen und zugrunde liegende Mechanismen

untersuchen.
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ZIELE UND ARBEITSPLAN

1. Mittels Dreifachbestimmung sollte das Migrationsverhalten von Zellen aus stenosierter,
fistulierter und nicht verénderter Morbus Crohn-Mucosa innerhab einer dreidimensionalen
von den Zellen selbst synthetisierten Matrix Uber einen Zeitraum von 36h verglichen werden.
Hierzu wurde das in der humanmedizinischen Promotionsarbeit bereits etablierte 3D-Modell

mit Laserzelllyse verwendet.

In einer Arbeit von S. Leeb konnte gezeigt werden, dass as biochemisches Korrelat fur die
unterschiedlichen Migrationspotentiale von CD-CLPF eine reduzierte Phosphorylierung und
Expression der Focal-Adhesion-Kinase (FAK) anzusehen ist. Durch TNF und |IFNy lief3 sich
eine éhnlich dauerhafte reduzierte Migration bei Darmfibroblasten von gesunden Patienten
induzieren (Leeb Set a., 2003).

2. Deshdb sollte die Expression der Focal-Adhesion-Kinase (FAK) bei CD-CLPF aus
stenosierten, fistulierten und nicht stenosierten oder fistulierten Arealen mittels Western-Blot
untersucht und miteinander verglichen werden. Zu diesem Zweck wurden CD-CLPF aus
stenosierten, fistulierten und nur entzindlich verdnderten Arealen in  einem
Verwundungsexperiment 4h und 8h nach Verwundung eines konfluenten Monolayers lysiert.
Die resultierende FAK Expression wurde schliefdlich mit ruhenden CD-CLPF (Oh, verwundet)
verglichen um mdgliche Unterschiede in der Migrationsregulation durch FAK aufzeigen zu

konnen.
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2 Materialien und Ger ate

2.1 Chemikalien und Kits

2.1.1 Zdlkultur

Amphotericin

Bovine Serum Albumin (BSA)
Ciprobay 200
Dimethylsulfoxid (DM SO)

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)

High Glucose

Fotales Kéberserum (FCS)
Gentamycin

MEM-Vitamine

Natriumpyruvat

Nichtessentielle Aminoséduren
Phosphat gepufferte Salzlsung (PBS)
Ohne Calcium, Magnesium
Penicillin/Streptomycin-Mischung
Tryptanblau

Trypsin ohne/mit EDTA
Gelatinlosung in PBS

2.1.2 Immunhistochemie

Universal DAKO-APAAP-Kit
Bovine Serum Albumin (BSA)
Aceton

Glycergel

Biochrom, Berlin
Biomol, Hamburg
Bayer, Leverkusen
Merck, Darmstadt
PAA, Linz/Aut

PAN Systems, Aidenbach
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin

Gibco BRL, Eggenstein

PAN Systems, Aidenbach
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Dako Diagnostika GmbH, Hamburg
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Dako Diagnostika GmbH, Hamburg
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Mayer's Hematoxylin-Solution
Natriumchlorid

Salzsdure
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

2.1.3 Migrations-Assays in der modifizierten Boydenkammer

2.1.3.1 Zytokine

Interferony (IFNy)

Tumor Necrosis Factor (TNF)

2.1.3.2 Extrazellularmatrixproteine

Fibronektin (aufgereinigt aus humanem
Plasma)

2.1.4 Western Blot und Vorarbeiten
2.1.4.1 Lysepuffer

3-[(3-Cholamidopropyl)-
Dimethylammonium]-1-Propansulfonat
(CHAPS)

Complete Mini Tabletten

Dithiothreitol (DTT)
N-[2-Hydroxyethyl]-piperazin-N"-[ 2-
ethansulfonat] (HEPES)
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PM SF)
Saccharose

Roche, Mannheim
Knoll AG, Ludwigshafen

Chemicon International, Hofheim

Sigma-Aldirch Chemie, Taufkirchen

Boehringer, Mannheim
Sigma-Aldirch Chemie, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldirch Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldirch Chemie, Taufkirchen
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2.1.4.2 Proteinbestimmungen

Bicinchoninic Acid Solution (BCA Solution)

Sigma-Aldirch Chemie, Taufkirchen

Copper(l1)sulphate Pentahydrate 4% Solution Sigma-Aldirch Chemie, Taufkirchen

2.1.4.3 Grolenstandarts (M arker)

Rainbow coloured protein molecular weight

markers
SeeBlue Plus2

2.1.4.4 Gradientengele

NUuPAGE- Gradientengele, 1mm, 1.5 mm

2.1.4.5 Running- und Transfer-Puffer

Running-Buffer 10x
Tranfer-Buffer 10x
M ethanol

2.1.4.6 Waschpuffer

Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)
Salzsdure

Natriumchlorid

Tween 20

2.1.4.7 Detektion

Ponceau S
ECL-Plus

2.1.4.8 Antikorper

Anti-Focal Adhesion Kinase Antikorper

(Maus anti-human), HRP-linked, Klon 4-4A

Amersham Life Science, Braunschweig

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs
Amersham Life Science, Braunschweig

Chemicon International, Hofheim
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Anti-Aktin Antikorper (Maus anti-human),
HRP-linked, Klon C4

2.1.4.9 Positiv-Kontrolle

3T3 Zell-Lysat

2.1.4.10 Stripping

Re-Blot Plus, Western Blot Recycling Kit

2.2 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Chamber-dlides, 2 und 8 well
Deckgléser 24x60mm

Einmal-Pipetten, steril

Einmal-Skalpell

Immersionsol

Kanulen

Kapillarspritzen

Objekttrager 76x26mm

Pasteurpipetten

Pinzetten

Petrischalen 100x20mm

Pipettenspitzen
Polycarbonatmembranen, 25x80 mm (8um
Poren)

Reaktionsgeféaiie (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml)
Reaktionsgefal3e (15ml, 50 ml)

Stericup Vakuum-Filtereinheiten mit
Auffanggefal?

Zd lkulturflaschen 25 cm?

Chemicon International, Hofheim

Upstate, Lake Placid/USA

Chemicon International, Hofheim

Brand, Wertheim

L aborcenter, Nurnberg

Costar, Cambridge/lUSA

pfm, Kdln

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Becton-Dickinson, San Jose/USA
Biozym, Hessisch Oldendorf

L aborcenter, Nurnberg

Brand, Wertheim

Labor, Schubert& Weil3, Iphofen
Falcon, Heidelberg

Sarstedt, Nimbrecht

Gerbu Biotechnik, Gaiberg

Eppendorf, Hamburg
Falcon, Heidelberg
Milipore, Eschborn

Falcon, Heidelberg
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2.3 Gerdte

2.3.1 Laborausstattung

Analysewaage, sartorius analytic A120S
Autoclav sanoclav

Biofuge 15R

Biofuge pico

BioMAX TranScreen HE

Brutschranke

Densitometer

Digitale Bildverarbeitungsanlage
Eismaschine

L aborwaage

Lamin Air Sterilbank

Liquitherm FV, Heizbad
Magnetruhrer

Megafuge 1,0R

Mikroskop

Mikroskop

Milipore Wasserfiltrationsanlage
Modified Boyden Chamber
Neubauer Z&hlkammer improved
Ph-Meter

Pipetboy acu

Pipetten

Reagenzglas-Rotator

Schittel apparat

Sonorex Ultraschallbad
Trockenschrank

Vortex-Mixer

Sartorius, Gottingen

Wolf, Geislingen

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Kodak, Rochester/USA
Heraeus, Hanau

Molecular Dynamics, Amersham Pharmacia
Biotech; Braunschweig
Visitron Systems, Minchen
Ziegra, Isernhagen

Sartorius, Gottingen

Heraeus, Hanau

Labora Mannheim, Mannheim
Heidolph, Kehlheim

Heraeus, Hanau
Leica, Wetzlar
Olympus, Stuttgart
Milipore, Eschhorn
Receptor Technologies Ltd., Adderbury/GB
Blaubrand, Wertheim
Beckmann, Minchen
Tecnomara, Ruhberg
Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Kehlheim
peglab, Erlangen
Bandelin, Berlin
Heraeus, Hanau
Heidolph, Kehlheim
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2.3.2 Lasertechnik

Erbium:YAG Laser Gerdt MCL 29 Aesculap Meditec
Dermablate

Schutzbrille Uvex

Aufsatz fur Laserkopf (5 cm) Aesculap Meditec
Brutraum Klimatechnik, Regensburg
Digitalkamera FinePix Fuji, Japan
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3 Methoden

3.1 Isolation und Kultur von priméren humanen intestinalen Myofibroblasten

Alle Versuche in dieser Arbeit wurden mit priméren intestinalen Myofibroblasten-Kulturen
von Morbus Crohn-Patienten durchgefiihrt. Es wurden jeweils Myofibroblasten aus der
intestinalen Mucosa von Morbus Crohn-Patienten, bel denen Stenosen auftraten, und aus der
intestinalen Mucosa von Morbus Crohn-Patienten mit fistulierendem Verlauf isoliert. Als
Kontrolle dienten Morbus Crohn-Myofibroblasten (MC-CLPF) aus rein entzindlich
verdnderten Darmarealen. In Tabelle 3-1 sind alle in dieser Arbeit verwendeten
Myofibroblasten-Kulturen aufgelistet. Die Isolation der intestinalen Myofibroblasten erfolgte
Uber einen Kollagenaseverdau:

In 10ml Hank”s Solution mit 40ul 0,5 M EDTA wurden 6 Mukosastiicke (je ca. 1 mm? grof3)
20 Minuten lang bei 37°C geschiittelt. Im Uberstand befanden sich die abgeldsten
Epithelzellen, die verworfen wurden. Anschlief3end wurden je 3 Biopsien in ein 1,5ml-
ReaktionsgefaR uberfihrt, in dem 700ul PBS mit Ca2/Mg?", 250ul Kollagenase | (4 mg/ml),
30ul DNAse (10 mg/ml) und 20ul Hyaluronidase (100mg/ml) vorgelegt waren. Nach 30-
minittigem Schiitteln bei 37 °C wurde der Uberstand verworfen und der Kollagenaseverdau
wurde durch Zugabe von FCS-haltigem Medium gestoppt.

Durch wiederholte Zentrifugation (Biofuge pico, 5 min mit 3500 rpm bel RT) und
Resuspension wurden die isolierten Zellen mit Medium gewaschen. Schlief3dlich wurden sie in
sterilem Medium in eine sterile 25 cn? Flasche tberfihrt.

Sobald die Myofibroblasten konfluent gewachsen waren, wurden sie nach Abtrypsinieren
(0,5% Trypsin in PBS) und Sedimentation durch Zentrifugation (Megafuge, 1200 rpm, 5 min,
RT) in Petrischalen (100x20mm) in einem Inkubator mit 10%-iger CO2-Atmosphére und
37°C Temperatur weiter kultiviert, wobel die Zellen im Abstand von 4 Tagen mit neuem
Zellkulturmedium versorgt wurden. Nachdem die Zellen dicht genug gewachsen waren, wur-
den sie mit einer 0,5%-igen Trypsinlosung (ohne EDTA) bei 37°C ca. 5-10 min lang
behandelt und durch sanftes Klopfen und Spllen vom Schalenboden gel6st, durch Zentrifu-
gation (Megafuge, 1200 rpm, 5 min, RT) sedimentiert, mit Zellkulturmedium resuspendiert
und im Verhdltnis 1 zu 3 in neue Petrischalen aufgeteilt. Fir die dargestellten Versuche wur-
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den intestinale Myofibroblasten in den Passagen 3-8 eingesetzt. Abbildung 3-1 zeigt eine bei
800-facher Vergrolderung aufgenommene Morbus Crohn-Myofibroblastenkul tur.

Abbildung 3-1 Humane primére intestinale Morbus Crohn-Myofibroblasten (800fach vergrofert)

Zusammensetzung des verwendeten Zellkulturmediums:

500 ml  Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), high glucose 4,5 g/ml
50 ml  Fotales Kélberserum (FCS), 10x

ml MEM-Vitamine, 100x

ml  Nichtessentielle Aminosduren (NEA), 100x

ml Natriumpyruvat (NaPyr), 100mM

ml Penizillin/Streptomycin (Pen/Strep), 10000 |E/ 10mg/ml

ml Ciprofloxacin, 2 mg/ml

500 I Gentamycin, 50 mg/ml

500 ul  Amphotericin B, 1 mg/ml

N o1 o1 o1 Ol
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Tabelle 3-1 Aufzdhlung und Charakterisierung der in den Versuchen verwendeten intestinalen Myofibroblasten

Nummer
62
63
67
68
69
72
105
123
124
141
149

Alter Geschlecht Diagnose Entnahme-Stelle  Verénderung
28 mannlich Morbus Crohn C.ascendens Stenose
28 mannlich Morbus Crohn Sigma Kontrolle
32 weiblich Morbus Crohn Terminaeslleum  Stenose
32 weiblich Morbus Crohn C.transversum Kontrolle
32 weiblich Morbus Crohn Rectum Stenose
23 weiblich Morbus Crohn Rectum Fistel

24 weiblich Morbus Crohn C.ascendens Stenose
36 weiblich Morbus Crohn Terminaeslleum  Stensose
36 weiblich Morbus Crohn Coecum Kontrolle
51 weiblich Morbus Crohn Termindeslleum  Fistel

41 mannlich Morbus Crohn C.ascendens Fistel

Zusammensetzung des verwendeten Zellkulturmediums:

500 ml
5ml
5ml
5ml
5ml
2ml

500 pl

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), high glucose (4,5g/ml)
MEM-Vitamine, 10x

Nichtessentielle Aminoséuren ( NEA ) , 10x

Natriumpyruvat ( NaPyr ) , 10 mM

Penizillin/Streptomycin ( Pen/Strep ) , 10000 1E / 10 mg/ml
Ciprofloxacin, 2 mg/ml

Gentamycin, 50 mg/ml

500 ul Amphotericin, 1 mg/mi

32



3.2 Herstellung der dreidimensionalen Myofibrobl astenmatrix

3.2.1 Hintergrund

Noch vor einigen Jahren betrachtete man die Extrazellularmatrix (ECM) als ein passives
Gebilde, das den Zellen lediglich als strukturelle Stitze dient. In letzter Zeit wurde in diversen
Arbeiten gezeigt, dass die Extrazellularmatrix vielmehr ein dynamisches Konstrukt ist, das
eine Reihe von physiologischen Prozessen induzieren kann. Uber Integrine kommt es zur
Regulation von Zellwachstum, Migration, Differenzierung und Organisation von Zellen zu
einer Gewebeform. Auch bei chronisch entziindlichen Erkrankungen spielt die ECM eine be-
deutende Rolle: in entziindeten Geweben findet ein gesteigerter ECM-Umbau statt (Korhonen
M. et a., 2000), was zu morphologischen Verénderungen der Gewebearchitektur fihrt.
McKaig konnte nachweisen, dass im Darm eine vermehrte ECM-Produktion die Entstehung
von Stenosen beginstigt (McKaig BC et a., 2003). Auch Kirkegaard begrindet die
Enstehung von Fisteln bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen durch Veranderungen
der ECM (Kirkegaard T. et al., 2004). Aufgrund der Bedeutsamkeit der ECM fur die im
Korper ablaufenden Vorgange war es winschenswert, ein Modell zu konstruieren, mit dem
das Verhalten von humanen intestinalen Fibroblasten in ihrem physiologischen Umfeld
simuliert und analysiert werden konnte. Fir eine geregelte Kommunikation der Zellen
untereinander spielen sowohl die Zell-Zell-Verbindungen as auch die Kontakte der Zellen
mit der umgebenden Matrix eine herausragende Rolle. Die Zell-Matrix-Verbindungen sind in
drei Hauptgruppen zu unterteilen:

die fokale Adhasion, die fibrillare Adhasion und die dreidimensionale Matrixadhasion.

Um sich diese herstellen zu kdnnen bendtigen die Zellen neben einer hohen Zelldichte ausrei-
chend Zeit (Cukiermann E. et a., 2001) fur die Synthese. Dieses 3D-Matrix-Modell wurde in
der humanmedizinischen Promotionsarbeit etabliert um Migrationsversuche ndher an den
Verhdltnissen in vivo durchftihren zu konnen. In dieser Promotionsarbeit wurden MC-CLPF
aus stenosierten, fistulierten und lediglich entziindlich verédnderten Arealen in einem
Dreifachansatz  Uber enen Beobachtungszeitraum von 36h hinsichtlich  ihres

Migrationsverhaltens verglichen.
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3.2.2 Vorbereitungen

Die 2-well-chamber-dlides wurden mit 0,5ml einer 0,2% Gelatinel 6sung befillt und fir 1h bei
37°C inkubiert. Danach wurde die Uberschiissige Flussigkeit aspiriert und durch 0,5ml PBS

ersetzt um ein Austrocknen zu verhindern.

3.2.3 Matrix

Ein 80%-konfluenter Zellrasen wurde nach Absaugen des Mediums und Waschen mit PBS
nun mit Trypsin-EDTA-LAsung von der Kulturschale gelost und die Myofibroblasten in
Matrixmedium Uberfuhrt. Danach wurden die Zellen gezahlt und auf eine Konzentration von
1x10° Zellen pro ml verdinnt. Nun wurde das PBS von den vorbereiteten 2-well-chamber-
dides aspiriert und verworfen. Auf der von Gelatine bedeckten Oberflache wurden dann 2ml
der Myofibroblasten-Suspension ausgesédt und fur 24h kultiviert. Danach sollte das Medium
gewechselt werden. Die nachsten funf Tage wurde das Medium alle 48h durch neues ersetzt.
Nach sechs Tagen hatten die Myofibroblasten autokrin eine dreidimensionale Matrix erstellt,
dieihnen als Leitstruktur und Halteapparat dienen konnte.

3.3 Zdllyse mittels Erbium:Y AG-L aser

3.3.1 Hintergrund

Seit Ende der achtziger Jahre findet der in dieser Arbeit verwendete Erbium Laser bei
unterschiedlichen medizinischen Indikationen Anwendung. Der grofdte Vorteil dieses
Lasersystems mit Wellenlangen um die 3um nahe des Infrarotbereichs ist die hervorragende
Absorption in Gewebefllssigkeiten oder in hartem Gewebe wie zum Beispiel Knochen.
Daraus ergeben sich eine sehr geringe optische Eindringtiefe und damit auch ein méglichst
geringer thermischer Schaden am Gewebe. Ein weiterer Vortell gegentber UV-Lasern ist,
dass L aserstrahlung nahe am Infrarotbereich nicht mutagen ist.

Der gute Gewebeabtrag bei minimaler Koagulationszone und die Tatsache, dass Erbium-
Laser relativ smpel zu konstruieren sind, fihren dazu, dass sie in der Medizin immer welter
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auf dem Vormarsch sind. So finden Erbiumlaser-Systeme aufgrund ihrer positiven
Eigenschaften vor alem in letzter Zeit sowohl in der &sthetischen Chirurgie (Fincher EF et al.,
2004; Alster TS et a., 2004; Nocini PF et a., 2003) als auch in der operativen
Ophthalmologie (Joseph DP et al., 2004; Radner G et al., 2004; Pallikaris IG et a., 2003)
immer mehr Verwendung. In der Dermatologie kommt dieses System vor alem bei der
Entfernung von epidermalen N&vi zum Einsatz (Pearson IC et a., 2004). Schon seit mehreren
Jahren wird der Erbiumlaser in den dentoalveoldren Fachgebieten zur Patientenbehandlung
genutzt. So wird er in der Parodontologie (Ishizaki NT et a., 2004; Ishikawa | et al., 2004)
und in der maxillo-fazidlen Chirurgie (van As G. et a., 2004) vor alem wegen seiner
geringen thermischen Belastung fur das umgebende Gewebe eingesetzt. Zu
Dekontaminationszwecken dient der Erbiumlaser in der Implantologie (Miller RJ et a., 2004)
und der Endodontologie (Flax HO et a., 2004).

Fir den Laserprozess verantwortlich sind Erbium-lonen (Er®); im Festzustand Y ttrium-
Aluminium-Garnet (YAG) oder Yttrium-Scandium-Gallium-Garnet (YSGG). Um
Laseremission im medizinischen Bereich von 3 um zu erzielen wird Ublicherweise eine
Erbiumkonzentration von 30-50 % (4-7 x 10* cm®) verwendet.

In den meisten Fallen werden Erbium-Laser mittels Xenon- oder Krypton-Lampen optisch
gepumpt. Um eine noch groRere Laseraktivitat zu erreichen werden manchmal Crs'- oder
Tm3'- lonen zusétzlich eingesetzt.

Der 2, 94 um Er:YAG-Laser entsendet Licht bel Wellenlangen, die einen sehr hohen
Absorptionskoeffizienten haben und deswegen eine sehr geringe Eindringtiefe in Wasser
aufweisen. Dies ermdglicht eine schnelle und genaue Gewebeabtragung bei minimalem
thermischen Schaden und Koagulationszone. Das Lasersystem findet immer mehr
Anwendung in verschiedenen medizinischen Fachrichtungen, auch well die Systeme immer
kompakter und praktikabler werden; durchschnittliche Outputleistungen von bis zu 30 Watt
werden bel einer Effizienz von 1-2% erreicht. All diese Eigenschaften pradestinieren den
Erbium-Laser fur den Einsatz in dieser Arbeit, bei der eine kreisrunde Zelllyse bel erhaltener
Matrixstruktur und minimaler Nekrosezone erwiinscht ist.

3.3.2 Erzeugung eines kreisrunden Defektes im Zellrasen bei erhaltener ECM

Um die Migration der Myofibroblasten am besten beobachten zu kénnen wurde in dem
Zellrasen von insgeamt 9 Morbus Crohn-Patienten (jeweils 3 mit rein entztndlichem,
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stenosierendem und fistulierendem Verlauf) unter Schonung der Extrazellularmatrix eine
zylinderformige Lyse von 1cm Durchmesser mittels Laserstrahlung (Abbildung 3-2 und 3-3:
Lasergeratschaften) gesetzt; nachdem das Medium kurzzeitig vom Zellrasen abgesaugt
worden war, wurde der Laserkopf senkrecht auf die Matrix gerichtet und eine Strahlung von
200 mJ und 1 Hz abgegeben. Die abgeldsten Zellfragmente wurden mit Medium abgesplilt
und der Zellrasen mit neuem CO,-unabhéngigen Medium bedeckt. Danach wurde der 2-well-
chamber-dide sofort auf dem Mikroskoptischchen fixiert und der Beobachtungszeitraum
begann. Die einsetzende Migration wurde unter konstanten Laborbedingungen im Brutraum
(37°C; 10% CO: ; alle 8h Wechsal des CO2-unabhéangigen Mediums) mit einem invertierten
Mikroskop (Abbildung 3-4: 2-well-chamber-slide auf Mikroskoptischchen) beobachtet,
digital fotografiert (Abbildung 3-5: am Mikroskop angebrachte Digitalkamera) und am
Rechner sowohl qualitativ als auch quantitativ ausgewertet; Kriterium waren die pro
Zeiteinheit Uber den Grenzbalken in den Defekt eingewanderten Zellen.

Abb. 3-2 Erbium-YAG:Laser Abb.3-3 Laserkopf mit Aufsatz
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Abb.3-4 2-well-chamber-dide auf Mikroskoptisch Abb.3-5 Digitalkameraam Mikroskop befestigt

3.3.2.1 Ablauf

Die 2-well-chamber-dlides, auf denen die Myofibroblasten innerhalb von sechs Tagen eine
Matrix erzeugt hatten, wurden auf die Bestrahlung vorbereitet, indem das PBS aspiriert und
durch ein CO2-unabhéngiges Medium (Migrationsmedium) ersetzt wurde. Zur Bestrahlung
wurde das Migrationsmedium kurzzeitig abgesaugt und der Laserkopf mittig im Lot auf den
Zellrasen gesetzt. Die folgende Bestrahlung erfolgte mit 200 mJ sowie 1 Hz und erzeugte im
ZdlIrasen einen zylinderformigen Defekt von 1cm Durchmesser, wobei die Matrix unversehrt
blieb; die lysierten Zelltrimmer mussten sodann mit Medium vorsichtig abgespult werden.
Der verbliebene Zellrasen wurde wieder mit COz-unabhangigem Medium (Migrationsme-
dium) bedeckt. Um eine Proliferation der Zellen auszuschlief3en und um ausschliefdlich die
Migration der bereits vorhandenen Zellen beobachten zu kdnnen wurde zum Migrations-
medium noch Mitomycin in der Konzentration 1pl/ml Medium gegeben. Nach Uberfiihrung
in den Brutraum, in dem sich das Mikroskop mit der angebrachten Digitalkamera befand,
konnte nun das erste mikroskopische Bild (T=0h) aufgenommen werden.

3.3.2.2 Dokumentation

Alle 4h wurde eine Aufnahme der Migrationsverhaltnisse gemacht, wobel das Medium alle 8h

gewechselt werden musste. Das 2-well-chamber-slide blieb die ganze Beobachtungszeit von
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36 Stunden konstant unter dem Mikroskop fixiert und durfte unter keinen Umsténden
verschoben werden.

Die so gewonnenen Daten wurden ausgewertet und erlaubten es, eine Aussage Uber das
Migrationsverhalten von Morbus Crohn-Myofibroblasten aus entziindeter Mucosa im
Vergleich zu Fibroblasten aus Stenosen oder Fisteln zu machen. Diese in vitro Ergebnisse
ermdglichten Rickschlisse auf die Verhdtnisse in vivo, da sich die Myofibroblasten wahrend
des Migrationsversuchs, @nlich den physiologischen Verhdltnissen, in ihrem unversehrten
und von ihnen autokrin synthetisierten dreidimensionalen Matrixgertst bewegen konnten und
die ganze Zeit Uber Brutkammeratmosphére herrschte.

3.4 Vorarbeiten fur den Nachweis der Focal Adhesion Kinase (FAK) auf Proteinebene

3.4.1 Verwundung eines konfluenten Monolayers und Induktion der Migration von CD-CLPF

Die CD-CLPF aus stenosierten, fistulierten und lediglich entziindeten Arealen wurden in je 9
Petrischalen kultiviert. Zusétzlich erfolgte die Kultivierung von konfluenten Kontroll-
Myofibroblasten (ohne Entziindung) tber 3 Tage mit TNF (20 ng/ml) und IFN-y (10 ng/ml).
Vor der Verwundung wurden die Myofibroblasten tber Nacht mit Kultur-Medium ohne FCS
gehungert. Im Anschluss erfolgte die Verwundung, indem mit einem Kamm durch die
konfluenten Zellrasen Spuren gezogen wurden. Hierzu wurde der Kamm auf einem Radius
der Schale aufgesetzt und diese einmal um 360° gedreht. Das Medium mit den geltsten
Myofibroblasten wurde abgekippt und durch neues ersetzt. Ab dem Zeitpunkt der so erfolgten
Migrationsinduktion wurden die Zellen zu den Zeitpunkten Oh, 4h und 8h in jeweils 3 Schalen
lysiert.

3.4.2 Lyse der Fibroblasten

Nach der Entnahme des Mediums aus den Petrischalen erfolgte eine zweimalige Wasche mit
kaltem PBS. Danach wurden die Zellen abgeschabt und in kaltem PBS aufgenommen sowie
in 50 ml-Tubes Uberfihrt. Nach Abzentrifugation (Megafuge, 1200 rpm, 5 min, 4°C) wurde
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der Uberstand verworfen und das Zellpellet mit 150 pl Lysepuffer lysiert. Das erhaltene Lysat
wurde anch Uberfilhrung in ein 1,5 ml Plastik-Tube mit kurzen Impulsen 10mal ultrabeschallt
um die Zellen aufzuschliel3en. Vor der Kryokonservierung bel -20°C erfolgte noch eine
Zentrifugation der aufgeschlossenen Zellen mit anschlieRender Uberfiihrung in neue 1,5 ml-
Tubes.

Zusammensetzung von 10 ml Lyse-Puffer:

HEPES 10mM
Saccharose 1%
CHAPS 0,01%
PMSF 1ImM
DTT 0,1mM
Natriumorthovanadat 1mM

Complete Mini  Tablette (Mix aus 1
Proteaseinhibitoren)

3.4.3 Proteinbestimmung mittels Bicinchoninic acid (BCA)-Test

Der BCA-Test dient zur spektrophotomethrischen Bestimmung von Protelnkonzentrationen.
In wassriger alkalischer Losung wird Cu 2+ durch Protein zu Cu 1+ reduziert. Cu 1+ bildet mit
zwel BCA-Molekilen einen farbigen Komplex desse Absorption im ELISA-Reader bei 562
nm gemessen wird.

Die Myofibroblasten-Lysate wurden 1:50 und 1:100 verdinnt und in einer 96-Well Platte
zusammen mit einer BCA-Verdinnungsreihe bekannter Proteinkonzentration vermessen.
Durch die Auftagung der Absorption gegen die entsprechende BCA-Proteinkonzentration
erh@lt man eine Eichgerade, aus der der Proteingehalt des Lysats bestimmt werden kann.
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Abb. 3-6 Reduktion von Cu 2+ und anschlief3ende Komplexbildung mit BCA (Pierce, Produktbeschreibung)

3.5 Nachwels von Focal Adhesion Kinase (FAK) mittels Gelelektrophorese und Western
Blotting

3.5.1 Elektrophoretische Eigenschaften von Proteinen und Struktur von Polyacrylamidgelen

Proteine enthalten als amorphe Makromolekiile unterschiedliche Anteile an positiv (Lysin und
Arginin) und negativ (Aspargat, Glutamat) geladenen sowie ionisierbaren (Histidin und
Cystein) Aminosaureresten. Dies gestattet eine elektophoretische Mobilitét von Proteinen, die
in einer pordsen Gelmatrix nicht nur von Form und Grof3e der Proteine sondern auch von der
Nettoladung abhangt.

Um eine Proteinauftrennung nach der Grof3e zu erreichen ist eine Behandlung mit einem
anionischen Detergens wie Natriumdodecylsulfat (SDS) sowie mit
schwefel briickenspaltenden Thiolreagenzien wie [3-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol noétig.
Hierbel kommt es zur vollkommenen Denaturierung der Proteine und Zerlegung in deren

40



Untereinheiten. Durch hydrophobe Wechselwirkungen werden die Polypeptidketten
gleichmélig mit dem negativ geladenen SDS versehen, was die Proteineigenladungen
Uberdeckt. So enstehen SDS-Proteinmizellen, die hydrodynamisch  &quivalente
Konformationen haben (Stoke-radius proportional zum Molekulgewicht) und gleiche
Ladungsdichte pro Lé&ngeneinheit besitzen. Dies ermoglicht eine elektophoretische
Proteintrennung nach der Grof3e durch unterschiedliche Retardierung innerhalb der Gelmatrix
(-Molekularsieb®).

Polyacrylamid  wird als Trennmittel verwendet und die Vinyladditions-
Polymerisationsreaktion wird durch freie Radikale gestartet, welche bei der Wechselwirkung
zwischen Ammoniumpersulfat  (APS) und dem tertidren aliphatischen Amin
Tetramethylethylendiamin (TEMED) entstehen. TEMED katalysiert den APS-Zerfdl in
Sulfatradikale: S20s2- -> 2 * SOa-

Diese Sulfatradikale aktivieren TEMED indem sie ihm ein Elektron entreissen. Die so
aktivierten TEMED-Molekile fungieren als Startradikale und reagieren mit den
Acrylamidmonomeren wodurch die radikalische Kettenreaktion gestartet wird. Es entsteht ein
komplexes dreidimensionales Netz mit bestimmter Porengrof3e, welche entscheidend fir die
Trenneigenschaften des Gels ist (Eckert und Kartenbeck, 1996).

3.5.2 SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese (SDS-PAGE)

Das am haufigsten verwendetet System ist das diskontinuierliche nach Laemmli (1970),
welches auf dem , Disk-Elektrophorese-Prinzip“ nach Ornstein und Davis (1964) aufbaut.
Diskontinuierlich beziehnt sich auf die Gelstruktur, den pH-Wert und die Art sowie
Konzentration der lonen in den verschiedenen Puffern. Im Gel ist ein grof3poriges Sammelgel
einem engporigen Trenngel aufgelagert. Der Elektrodenpuffer enthdlt Tris-Glycin (pH 8,8),
Proben- und Sammelpuffer enthalten Tris-HCI (pH 6,8) und der Trenngelpuffer Tris-HCI (pH
8,8). Nach Anlegen einer Spannung bewegen sich die Cl-lonen als sogenannte Leitionen,
wéhrend die Glycinmolekile zurtickbleiben (Folgeionen). Die Glycinmolekile liegen beim
pH des Proben- und Sammel puffers hauptsachlich as Zwitterionen mit der Nettoladung O vor:

NH2CH2COO- + H+ -> +NH3CH2CO00-
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Zwischen den Let- und Folgeionen bildet sich eine Zone geringer lonendichte aus, was
geringe Leitfdhigkeit und hohen elektrischen Widerstand bedeutet. Da ein konstanter
Stromfluss Uber das gesamte System aufrechterhalten wird bildet sich wegen U=I*R in dieser
Zone ein steiler Feldstarke-Gradient aus. Hier werden die SDS-Proteinkomplexe konzentriert,
so dass sie in einer schmalen Zone auf das Trenngel gelangen.

Im Trenngel bewirkt der Anstieg des pH-Wertes eine Negativladung des Glycin:

+NH3CH2COO- -> NH2CH2C00- + H+
Das negativ geladene Glycin Uberholt die Proteine, welche wegen ihrer Grof3e im engporigen

Trenngel durch Wechselwirkungen mit der Gelmatrix retardiert und somit nach dem
»Molekularsiebeffekt* aufgetrennt werden (Eckert u. Kartenbeck, 1997).
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Abb. 3-7 Schematische Darstellung der Auftrennung von gelGsten Proteinen durch SDS-PAGE. (a) die
Testsubstanz inhomogener MolekilgroRe, wird auf das Sammelgel aufgetragen. (b) Nach Anlegen ener
Spannung wandern die Proteine ins Sammelgel ein und konzentrieren sich an der Grenze zum Trenngel. (c)
durch den ,,Molekularsiebeffekt” kommt es im Trenngel zur Auftrennung der Proteine in Fraktionen gleichen
Molekulargewichtes (Eckert W.A. und Kartenbeck J.; Proteine: Standartmethoden der Molekular- und
zellbiologie. Praparation, Gelelektrophorese, Membrantransfer und Immundetektion, 1996, S.72)
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Anschliel3end werden die durch die PAGE aufgetrennten Proteine aus dem Gel moglichst
vollstandig auf eine synthetische Membran Ubertragen (Western-Bottinger), so dass ein
Replikat der Gelelektrophorese entsteht. Die auf der Membran gebundenen Molekiile sind
dann fur einen immunol ogischen Nachweis mit Antikorpern (Immunblotting) zuganglich.
Beim Tank-Blotting-Verfahren befindet sich ein  Schwamm-Gel-Membran-Schwamm-
Sandwich zwischen vertikal angeordneten Plattenelektroden in einem Transfer-Puffer-Bad.
Die Schwamme, Nitrocellulose-Membran und die Filterpapiere werden vorher mit Transfer-
Puffer getrankt. Aufgrund der Geometrie sowie des geringen Elektrodenabstandes sind relativ
starke und homogene elektrische Felder bel geringer Stromstérke und Leistung erreichbar,
was die Transferzeit verkirzt und eine Systemkihlung Gberfllissig macht.

3.5.3 Vorbehandlung der Proteinproben

In dieser Arbeit wurde die Gelelektrophorese mit dem NUuPAGE Elektrophoresis System
durchgefuhrt. Alle Arbeitsschritte wurden nach den Angaben des Herstellers (Invitrogen)
vollzogen.

Die Proben (31-60 pg Gesamtprotein) wurden mit destilliertem Wasser auf 19,5, 26, 32,5 und
39 ul ergdnzt und mit Reducing Agent und Loading Buffer (4x), wie in Tabelle 3-2

beschrieben, versetzt. Die Proteinproben wurden fir 5 min bel 95 °C denaturiert.

Probenvolumen 30 ul 40 50 ul 60 pl
Protein + H20 19,5 26 32,5 39
Reducing Agent 3 4 5 6
Loading Buffer 4x 7,5 10 12,5 15

3.5.4 Beladen des Gels und Elektrophorese

Fur die Gelelektrophorese werden 4-12% Gradientengele der Firma Invitrogen verwendet. Je
nach Probenvolumen wurden die Gele der Stéarke 1 mm (max. Beladung 40 pl) oder 1,5 mm
(max. Beladung 60 pl) verwendet. Die Gel-Kassetten wurden in die NUPAGE-Kammer
eingestzt und die Kammer wurde mit 1x-Running-Buffer aufgeflllt bis die Geltaschen
vollstéandig gefullt waren. Anschlief3end wurden die Proteinpoben mit einer Mikropipette mit
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aufgesteckter Kapillarspitze vorsichtig eingeftillt. Durch das Glycin im Loading Buffer wird
in den Proben eine grof3ere Dichte erreicht, wodurch sie auf dem Boden der Taschen blieben.

Zusammensetzung des 1x-Running-Buffers:

Dest. H20 950 ml
10x-Running-Buffer (Invitrogen) 50 mi

Zur Elektrophorese wurde die Elektrode der unteren Puffer-Kammer an den positiven Pol des
Netzgerdtes angeschlossen, die obere Puffer-Kammer an den negativen Pol. Die
Elektrophorese erfolgte bei konstanter Stromstérke, wobei sich die anzulegende Stromstérke
nach Gelbreite und-dicke richtete. Meist wurden konstant 70 mA angelegt, bei einer Laufzeit
von ca. 1 % Stunden.

3.5.5 Western-Blotting: Transfer der Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf eine

Tragermembran

Nach erfolgter Elektrophorese wurde die Gelkassette aus der Gelkammer entfernt und mit
einem Spatel aufgehebelt. Das Sammelgel wurde mit einem Skalpell entfernt, das Trenngel
zurechgeschnitten und in 1x-Transfer-Buffer mit 10 % Methanol gelegt. Zwe Streifen
Filterpapier und ein Streifen Nitrocellulose-Membran in der Groél3e des Gels wurden ebenfalls
in 1x Transfer-Buffer mit 10 % Methanol eingelegt. Der Zusatz von Methanol soll die
Bindungseffizienz der Proteine an die Membran erhohen.

Der Transfer wurde schliefdlich in einem Tank-Blotting-Modul (Invitrogen) durchgefuhrt. Auf
die Anode der Blotting-Apparatur wurden nun zwei mit Transfer-Buffer getrénkte Schwamme
und darauf ein getranktes Filterpapier gelegt. Danach folgten Nitrocellulose-Membran, Gel
und wiederum ein Filterpapier und zwei getrankte Schwamme. Uber das entstandene
Sandwich wird die Kathode der Blotting-Apparatur angebracht (Abb. 3-8). Schliefdich wurde
Uber 1h ein konstanter Stromfluss von 10 mA angelegt. Nach Beenden des Blottings wurde
die Membran aus dem Sandwich entfernt und zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
Uber Nacht bei 4°C in 5% BSA (in Waschpuffer gelost) gelegt. Das im Waschpuffer
befindliche Tween 20 diente als Detergens.
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Abb. 3-8 Querschnitt: Aufbau des Filter-Membran-Sandwich in einem Tank-Blotting-Modul (Eckert W.A. und
Kartenbeck J.; Proteine: Standartmethoden der Molekular- und zellbiologie. Préparation, Gelelektrophorese,
Membrantransfer und |mmundetektion, 1996, S.145)

Zusammensetzung des 1x Transfer-Buffer:

Dest. H20 850 ml
Methanol (98%) 100 ml
10x Transfer-Buffer (Invitrogen) 50 mi

Zusammensetzung des Waschpuffers:

Dest. H20 1420 ml
Tris0,5M 40 ml
NaCl 40 ml
Tween 20 2ml
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3.5.6 Ponceau S-Farbung und Immunoblotting

Der saure Azofarbstoff Ponceau S diente zur visuellen Kontrolle des Transfers. Die Farbung
ist reversibel und stért demzufolge den nachfolgenden immunchemischen Nachwels nicht.
Von Nachtell ist die geringe Empfindlichkeit (Nachweisgrenze bei 250 ng/Proteinbande,
Eckert und Kartenbeck, 1996). Nach erfolgter Farbung wurde die Nitrocellulose-Membran
mit Waschpuffer bis zur Farblosigkeit gewaschen und in 5 % BSA (in Waschpuffer geldst)
Uber Nacht bel 4°C blockiert. Im Anschluss konnte ein Nachweis des membrangebundenen
Proteins mit Antikorpern durchgefihrt werden (Immunoblotting). Der monoklonale
Primérantikorper wurde in 5 % BSA (in Waschpuffer gel6st) verdunnt (anti-FAK-AK 1:670).
In dieser verdinnten Antikorperlosung wurde die Nitrocellulose-Membran 1h bel
Raumtemperatur bewegt. Danach wurde die Antikdrperl6sung abgekippt und die Membran 1h
lang mit Waschpuffer gewaschen, wobel dieser alle 10 min durch frischen ersetzt wurde.

Der Sekundarantikorper (anti-Kaninchen oder anti-Maus, horseadish peroxidase gekoppelt)
wurde 1:5000 in 5 % BSA (in Waschpuffer geldst) verdinnt. Wie beim Primérantikorper
folgte eine einstiindige Inkubation der Nitrocellulose-Membran. Im Anschluss daran wurde
die Membran 1h lang gewaschen.

3.5.7 Protei ndetektion durch Chemiel umineszenz

3.5.7.1 Allgemeines

Zum Nachwels der Peroxidase, und damit des Membran-gebundenen Proteins wird im ECL-
System Luminol (3-Aminophthalhydrazid) eingesetzt (Abb. 3-9). Eswird bel der Peroxidase-
katalysierten Umsetzung von H202 unter akalischen Bedingungen Uber mehrere
Zwischenstufen und unter N2-Abspaltung zu einem kurzlebigen, energiereichen zyklischen
Peroxid oxidiert. Das Peroxid zerfalt unter Abspaltung der Peroxid-Bindung in ein 3-
Aminophthalat-Dianion. Die beim Zerfal freiwerdende Energie (70 kcal/mol) fuhrt zur
Anregung einer der beiden entstehenden Carbonylverbindungen.
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Abb. 3-19 Reaktionsverlauf im ECL-System (Eckert W.A. und Kartenbeck J.; Proteine: Standartmethoden der
Molekular- und zellbiologie. Préparation, Gelelektrophorese, Membrantransfer und Immundetektion, 1996,
S.193)

Das Spektrum des emittierten Lichtes (max. 428nm) liegt im Bereich der Sensitivitét
blauempfindlicher Standart-Rontgenfilme. Lichtausbeute und Chemielumineszenz werden im
ECL-System durch Reaktion parasubstituierter Phenole mit den Enzymzwischenstufen bis
Uber 1000fach verstarkt und auf einige Stunden verlangert. Wegen der hohen Empfindlichkeit
dieser Nachweisreaktion ist eine optimale Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen
auf der Nitrocellulose-Membran unabdingbar. Ebenfalls stérend wirken zu hohe
Antigenkonzentrationen, zu gering verdinnte Antikorperldsungen und Antikdrperlésungen
ohne Blockierungssubstanzen (z.B. Tween 20). (Eckert und Kartenbeck, 1996).

3.5.7.2 Beschreibung der Technik

Substanz A (Ethanol) und Substanz B (Dioxan) des ECL- Western blotting detection systems
wurden im Verhdltnis 40:1 gemischt, so dass sich ein Endvolumen von mind. 0,1 ml/cm?
Nitrocellulose-Membran ergab. Nach Abtropfen des Uberschiissigen Waschpuffers wurde die
Membran mit der Proteinseite nach oben in einer Schale mit ECL-Detektions-Gemisch 2min
bei Raumtemperatur bewegt. Danach wurde die Membran mit einer Pinzette entnommen und
Uberschiissige Flussigkeit auf einer Kichenrolle abgestreift. Die feuchte Membran wurde mit
der Proteinseite nach oben in eine Klarsichthille gelegt und in einer Rontgenkassette mit
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Klebestreifen fixiert. Bei Rotlicht wurde in der Dunkelkammer ein Rontgenfilm aufgelegt,
wobei sich die Expositionsdauer nach der Signalintensitét richtete (2 sec bis 2 min). Der Film

wurde schliefdlich im Entwicklungsautomaten entwickelt.

3.5.8 Stripping

Nach erfolgter Immundetektion des Zielproteins konnte die Nitrocellulose-Membran fir
weitere Antikorperinkubationen verwendet werden. Liegt das zweite Zielprotein auf dhnlicher
Hohe, muss der an die Membran gebundene Antikdrper der gegen das erste Zielprotein
gerichtet ist, entfernt werden. Diesen Vorgang nennt man Sripping der Membran. Hierfir
wurde die Membran fur 3-5 min in einer milden Stripping-Ldsung des Western Blot Recycling
Kits (Chemicon) inkubiert. Anschlieffend wurde die Membran kurz in Waschpuffer
geschwenkt und tber Nacht bel 4°C in 5 % BSA (in Waschpuffer geldst) blockiert. Danach
konnte wie oben beschrieben ein zweites Zielprotein auf der Membran nachgewiesen werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Migrationsversuche mit einer von Fibroblasten induzierten dreidimensionalen Matrix

Fibroblasten kénnen bel geeigneten Bedingungen eine Matrix ausbilden, die ihnen nicht nur
as passive Stitze dient, sondern ein aktives Konstrukt darstellt, das den Zellen sowohl Halt
bietet als auch als Leitstruktur fur Zellmigration dient und die Zellkommunikation unterstitzt
(Cukiermann E et a., 2001). Auf diese Erkenntnisse aufbauend wurde in der
vorangegangenen Promotion ein 3D-Matrixmodell entwickelt, das die Moglichkeit bietet, die
Laborversuche wirklichkeitsndher nachzustellen. Die verwendeten Myofibroblasten wurden
aus Biopsien oder Darmresektaten aus dem Colon gewonnen. Das Colon reicht von der Valva
ileocaecalis bis zum Rectum und schlief3t Coecum, Pars ascendens, Pars transversa, Pars
descendens und Sigma mit ein. Es wurden Myofibroblasten aus dem Colon (CLPF) von
Patienten mit Morbus Crohn isoliert. Die Biopsien erfolgten aus drel verschiedenen Arealen,
namlich aus stenosierten (Stenose), fistulierten (Fistel) oder nur entzindlich verénderten
Darmabschnitten (CD-CLPF). Letztere dienten als ,, Kontroll-Zellen®.

Abb. 4: CLPF-Zellkulturen von Morbus Crohn-Patienten aus drei verschiedenen Arealen: A aus fistulierten
(Fistel), B aus stenosierten (Stenose) oder C nur entziindlich verénderten Darmabschnitten. D zeigt die von den
CLPF synthetisierte Matrix vor der Beladung mit Zellen fir die Migrationsassays. 400-fache Vergréf3erung
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Als grofdtes Problem erwies sich, auf dem Zellrasen eine scharf begrenzte Zelllyse zu
erzeugen, wobel die Matrixstruktur und die umgebenden Zellen unangetastet bleiben sollten.
Nach diversen monatelangen und frustrierenden Versuchsansdtzen mit UV-Strahlung, die
zwar Zelllyse erzeugte, sich aber durch die auftretende Streustrahlung schliefdich als
ungeeignet erwies, und einem Ansatz mit einer lokal applizierten zelllytisch wirkenden
Substanz wie zum Beispiel Trypsin, bei der das Problem der Abdichtung nicht behoben
werden konnte, und es so immer zu grofl3flachigen Lasionen des Zellrasens kam, erwies sich
nach dreimonatiger erfolgloser Experimentierzeit mit anderen Methoden ein Laserverfahren
fur eine lokal begrenzte Lyse als am besten geeignet. Wir fanden heraus, dass sich als
optimales Laserverfahren die Bestrahlung des Zell-Matrix-V erbundes mit einem ErbiumY ag-
Laser zeigte, der eine wirksame Zelllyse erzeugte und keinerlel Nekrosesaum hinterlief3.
AulRerdem fuhrt er bei Fibroblasten zu keinerlei morphologischen Verénderungen (Rossa CJ
et a., 2002).

Nachdem die Zellen Uber sechs Tage ihre Extrazellularmatrix auf einem 2-well-chamber-slide
gebildet hatten, wurden sie mit 200mJ und 1Hz mittels Erbium:YAG-Laser bestrahlt.
Unmittelbar im Anschluss daran wurde das alte Medium durch ein CO2-unabhéngiges
Medium mit Zusatz von 1lul Mitomycin pro ml Medium ersetzt, um eine Proliferation
waéhrend des Beobachtungszeitraumes auszuschlief3en. Danach wurde der 2-well-chamber-
dide sofort in die Beobachtungsvorrichtung (im Brutraum befindliches Mikroskop mit
angeflanschter Digitalkamera) eingebracht und fixiert. Daraufhin erfolgte alle 4h eine digitale
Aufnahme und alle 8h wurde das CO2-unabhéangige Medium erneuert; die gewonnenen Daten
lieferten folgende Ergebnisse.
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4.1.1 Quantitative Auswertung
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Abb. 4-1 Anzahl der in den Lysebereich migrierten Zellen aus fistulierten Darmschleimhautarealen bei CD-
Patienten Uber einen Beobachtungszeitraum von 36 Stunden: es zeigt sich ein konstanter Anstieg ohne positive
oder negative Ausbriiche bis zum Endpunkt der Untersuchung bel 36 Stunden. Wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraumes liegt mit 10 + 2 CLPF/ Gesichtsfeld (p=0,10) die Anzahl der gewanderten CLPF pro
Zeiteinheit deutlich unter der Referenz (CD-CLPF).
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Abb. 4-2 Anzahl der in den Lysebereich migrierten Zellen aus rein entzindlich verénderten
Darmschleimhautarealen bei CD-Patienten tiber einen Beobachtungszeitraum von 36 Stunden: es zeigt sich ein
konstanter Anstieg ohne negative oder positive Ausbriiche bis zum Endpunkt der Untersuchung bei 36 Stunden
mit 14 + 3 CLPF/Gesichtsfeld.
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Abb. 4-3 Anzahl der in den Lysebereich migrierten Zellen aus stenosierten Darmschleimhautarealen bei CD-
Patienten Uber einen Beobachtungszeitraum von 36 Stunden: es zeigt sich ein inkonstanter Anstieg mit positiven
Ausbriichen, vor allem nach 8 Stunden und leichter Abflachung nach 20 Stunden des Beobachtungszeitraums.
Wahrend der gesamten Zeit liegt die Anzahl der gewanderten CLPF pro Zeiteinheit signifikant Gber der Referenz
(CD-CLPF). Zum Untersuchungsendpunkt bei 36 Stunden waren 22 + 3 CLPFGesichtsfeld (p<0,005) in den
Lysebereich gewandert.
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Abb. 4-4 Mittelwerte des zeitlichen Verlaufs der Migration von Myofibroblasten aus stenosierten und fistulierten
Areden in den Lysebereich innerhalb von 36 Stunden bezogen auf die Fibroblasten aus entziindeter Darmwand:
es wird deutlich, dass die Zellen aus den stenosierten Arealen wéhrend des ganzen Beobachtungszeitraumes von
36h die MC-CLPF aus entziindeter Mucosa in ihrem Migrationspotential deutlich Ubertreffen. Dies wird bereits
nach 4 Stunden ersichtlich, wenn die Zellen aus den stenosierten Bereichen die CD-CLPF aus entziindeter
Mucosa um den Faktor 1,4 im Migrationspotential Uberragen. Im Zeitraum zwischen 12 und 20 Stunden erreicht
das Migrationspotential der Zellen aus stenosierten Bereichen sogar beinahe den doppelten Wert (Faktor 1,9) der
Referenz. Das Migrationspotential der Zellen aus den fistulierten Bereichen liegt vor allem zu Beginn der
Untersuchung mit 57 % signifikant unter dem Migrationspotential der CD-CLPF und bleibt wahrend des
gesamten Zeitintervalls von 36 Stunden deutlich unter der Referenz.

Bei den digitalen mikroskopischen Aufnahmen im Brutraum (37°C und 10% CO-) zeigten
sich teils signifikante Unterschiede im Migrationsverhalten der drel untersuchten
Populationen, wobei die Ergebnisse der Vorversuche (im Rahmen der humanmedizinischen
Dissertation) mit der modifizierten Boydenkammer bestétigt wurden. Die Fibroblasten aus
fistulierten Arealen wiesen mit 10 + 0 (p=0,1) gewanderten CLPF nach 36h/Bild (Abb. 4-1)
eine reduzierte Migration im Vergleich zu denen aus entztindeter Mucosa auf, bei denen 14 +
1 CD-CLPF nach 36h/Bild gewandert waren (Abb 4-2). Die Stenosefibroblasten wanderten
mit 22 £+ 1 CLPF nach 36h/Bild signifikant (p<0,005) stéarker als die CD-CLPF aus
entzindeter Mucosa (Abb. 4-3).



Durch die Aufnahme einer Bildersequenz tber 36 Stunden war es aul3erdem moglich, eine
Aussage Uber den zeitlichen Verlauf der Migration zu machen (Abb.4-4). Es zeigte sich, dass
die Zellen aus den Stenosearealen gleich von Beginn an massiv (nach 4 Stunden 140%
Migration der CD-CLPF) dazu tendierten, in den Gewebedefekt einzuwandern. Dieser Effekt
hielt dann auch die ersten 20 Stunden an (190% Migration der CD-CLPF), fiel dann stetig ab,
wobel die Werte mit 160 % nach 36 Stunden zu jeder Zeit deutlich tGber denen der CD-CLPF
lagen. Bei den Fibroblasten aus fistulierten Bereichen zeigte sich ein genau entgegengesetzes
Bild. Schon zu Beginn des Beobachtungsintervalls von 36h lag das Migrationspotential unter
dem Niveau der CD-CLPF (nach 4h 60% Migration der CD-CLPF). Im Zeitraum von der 8.
bis zur 20. Stunde erreichten die Fistel-CLPF mit 90 % beinahe das Migrationspotential der
Referenz, um aber danach wieder auf Werte deutlich unter 75 % abzufallen.

Dies bestétigte wiederum die Ergebnisse der humanmedizinischen Vorversuche mit der
modifizierten Boydenkammer und machte deutlich, dass Fibroblasten aus stenosierten
Aredlen ein signifikant erhdhtes Migrationspotential im Vergleich zu den CD-CLPF aus
entziindeter Mucosa aufweisen, wobei diese wiederum die Fibroblasten aus fistulierten
Areden hinsichtlich ihres Migrationspotentials deutlich Ubertreffen.

Dieses stark differierende Migrationsverhalten lésst die drei untersuchten Populationen as

unterschiedliche Phénotypen erscheinen.

4.1.2 Qualitative Beobachtung und Beschreibung des Migrationsverhaltens

4.1.2.1 Beobachtungen wahrend und nach der Migration der Fibroblasten aus entziindeter
Mucosa (CD-CLPF)

Die MC-CLPF zeigten eine rege Tendenz den mittels Laserstrahl erzeugten Defekt zu
verschlief3en; dies geschah vornehmlich durch die Ausstilpung von Lamellipodien, die auf
der Suche nach neuen Zellkontakten in das verletzte Area einwanderten. Wahrend ihrer
Migration legten die CD-CLPF die Distanz ihrer eigenen Ausgangszelllénge zurtick und
schafften es schliefdlich, nach 36 Stunden durch zirkuléres Einwachsen den zylinderformigen
Defekt zu 75% zu verschlief3en. Man kann davon ausgehen, dass die CD-CLPF in der Lage
gewesen waren, selbst bel gestoppter Proliferation durch Mitomycin den Gewebedefekt nach
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spatestens 52 Stunden zu verschlief3en. Dies stellte eine Leistung dar, die beim Vergleich mit
den anderen beiden Zéllrethen als Referenzmarke betrachtet wurde (Abb. 4-5).

4.1.2.2 Beobachtungen wahrend und nach der Migration der Stenosefibroblasten

Die Migration der Zellen aus den stenosierten Arealen zeigte ein massives Bestreben der
Zellen, den Gewebedefekt mdglichst schnell zu reparieren (nach 4h 140% Migration der CD-
CLPF). Die Zellen bewegten sich formationsartig auf die Lasion zu, wobei sie standig Zell-
Zell-Kontakt hatten. So schafften es die Stenosezellen, trotz mittels Mitomycin gestoppter
Proliferation, Audléufer zu bilden und innerhalb relativ kurzer Zeit in die Wunde
einzuwandern (nach 12h 190 % Migration der Referenz) und auf diese Weise den Defekt nach
36h vollkommen zu decken (nach 36h 160 % Migration der CD-CLPF). Betrachtet man die
Strecke, die die Zellen dabei zurticklegten, dann kann man feststellen, dass die Stenosezellen
wéhrend der 36 Stunden ene Distanz bewdltigten, die dem Doppelten ihrer
Ausgangszelllange entspricht. AulRerdem ist zu erwarten, dass es bel erhaltener Proliferation
zu einem wucherungshaften Verschluss des Defektes kommen wirde. Dieses in vitro
beobachtete Verhalten ist dhnlich den Verhdltnissen in vivo bei der Entstehung von
Darmstrikturen, die bekanntermal3en bis zum vollstandigen Verschluss des Darmlumens
fuhren konnen. AulRerdem bestétigten die hier gemachten Untersuchungen das massiv
gesteigerte Migrationsverhalten der Stenosezellen in der modifizierten Boydenkammer (Abb.

4-5) im Rahmen der humanmedizinischen Dissertation).

4.1.2.3 Beobachtungen wahrend und nach der Migration von Fibroblasten aus fistulierten
Darmareaen

Bel Zellen aus fistulierten Aredlen wurde vor allem deutlich, dass die Zellen relativ trége
migrierten und keine grof3e Tendenz zeigten, den erzeugten Defekt so schnell wie mdglich
wieder zu verschliefzen. Viel mehr bildeten sie kleinste Audaufer und dehnten sich entlang

56



ihrer Langsachse aus, ohne aber - im direkten Vergleich zu den anderen Zellreihen -
untereinander einen intensiven Zell-Zell-Kontakt herstellen zu konnen; folglich war der
Defekt im Zellverbund auch nach 36 Stunden Migration (70% Migration der CD-CLPF)
beinahe genauso grof3 wie direkt nach der Zelllyse bel 0 Stunden. Es ist davon auszugehen,
dass (wenn Uberhaupt) diese Lasion erst nach mehr als 72 Stunden verschlossen gewesen
wére. Die Wundheilung in vitro war also massiv reduziert, was den Verhdtnissen in vivo
entspricht. Dies bestdtigte ebenfalls die Ergebnisse der Voruntersuchungen mit der
Boydenkammer (Abb. 4-5).

CD-CLPF aus Myofibroblasten aus Myofibroblasten aus

entziindeter Mucosa stenosierten Arealen fistulierten Arealen

nach Oh

hach 8h
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CD-CLPF aus Myofibroblasten aus Myofibroblasten aus
entzindeter Mucosa stenosierten Arealen fistulierten Arealen

nach 36h

Abb. 4-5 Mikroskopische Bildersequenz 0-36 Stunden; 400-fache Vergrofierung
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4.2 Die unterschiedlichen Migrationspotentiadle von Myofibroblasten aus entziindeter,
fistulierter und stenosierter Darmschleimhaut gehen mit einer unterschiedlichen Expression
der Focal Adhesion Kinase (FAK) einher.

Als entscheidender Faktor bel der Zelmigration wird die dynamische adhésive
Wechselwirkung zwischen Integrinen der Zelle einerseits und der Extrazellul&rmatrix
andererseits gesehen. Fokale Adhasionen enstehen hierbei durch Integrin-Rezeptor-
Betelligung und Cluster-Bildungen. Die phosphorylierte fokale adhesion kinase (FAK) ist in
diesen fokalen Adhésionen zu finden. Die Phosphorylierung der rezeptorfreien 125 kDa
Tyrosinkinase FAK ist von diversen Stimuli abhéngig und spielt bel der SignalGbermittlung
zwischen Zelloberflachenrezeptoren und Aktinzytoskelett eine wichtige Rolle. In den
durchgefuihrten Versuchen soll deshalb die Expresson der FAK zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Verwundung eines konfluenten Zellrasens von Myofibroblasten aus

entziindeten, fistulierten und stenosierten Darmarea en untersucht werden.

4.2.1 Regulation der FAK in Myofibroblasten aus entziindeten, fistulierten und stenosierten

Darmarealen nach Verwundung

Zu den Zeitpunkten 4h und 8h nach Verwundung eines konfluenten Zellmonolayers und
damit verbundener Migrationsinduktion wurde mittels Western Blot die jeweilige Expression
von FAK Uberprift. Als Kontrolle fanden jewells Myofibroblasten aus unverwundeten
Zellmonolayern (Oh-Zeitpunkt) Verwendung. In die Untersuchung waren Myofibroblasten
von jewells 3 Morbus Crohn-Patienten mit fistulierter, stenosierter oder rein entzindlich
veranderter Darmschleimhaut eingeschl ossen.

In Abbildung 4-6 sind exemplarisch die Ergebnisse der Gelelektrophorese von
Myofibroblasten jeweils eines Morbus Crohn-Patienten mit stenosierendem (Stenose-CLPF),
fistulierendem (Fistel-CLPF) oder rein entziindlichem Verlauf (CD-CLPF) zusammengefasst.
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CD-CLPF Fistel-CLPF Stenose-CLPF

FAK e — e
(125kD) :
Aktin e —— — — D WD S—" S————

Oh 4h 8h Oh 4h 8h Oh 4h 8h

Abb 4-6 Western Blot: Regulation von FAK zum Zeitpunkt vor der Verwundung (Oh) sowie 4 bzw 8h nach der
Verwundung des konfluenten Zellrasen von entziindeten Arealen (CD-CLPF) sowie von Stenosen (Stenose-
CLPF) und Fisteln (Fistel-CLPF). Beladungskontrolle mit house keeping protein Aktin

Die Western Blots wurden densitometrisch ausgewertet, die erhaltenen Werte auf das house
keeping protein Aktin bezogen und schliefdlich relativ zum Oh-Zeitpunkt graphisch dargestellt.
In den CD-CLPF nahm die Expression von FAK 4h nach Verwundung bezogen zum Oh-
Zeitpunkt um 20 £ 5 % ab. Nach 8h war die FAK-Expression bereits um 30 = 5 % reduziert.
Diese Werte wurden als Referenz gewertet. Im Vergleich dazu zeigten die Fistel-CLPF 4h
nach Verwundung mit 37 £ 5 % eine deutlich reduzierte FAK-Expression. Dieser Unterschied
wurde 8h nach Verwundung noch deutlicher, wobel sich eine Reduktion der FAK-Expression
um 60 + 10 % (p=0,08) ergab. Die Stenose-CL PF hingegen zeigte im Vergleich zur Referenz
mit Werten von 7 £ 3 % nach 4h und 5 + 2 % nach 8h eine signifikante (p=0,04) Zunahme der
FAK-Expression (Abb. 4-7). Diese Ergebnisse stimmen mit den Resultaten aus den
Migrationsuntersuchungen Uberein, wonach ein im Vergleich zur Referenz (CD-CLPF)
reduziertes Migrationspotential der Fistel-CLPF mit einer reduzierten FAK-Expression
einhergeht. Die gesteigerte FAK-Expression bel Stenose-CL PF spiegelt sich in einer erhthten
Migrationsleistung wieder.
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40 —————

FAK-expression {in %) bezogen auf Oh

Jok

CD 4h CD 8h Fistel 4h Fistel 8h  Stenose 4h Stenose 8h

Abb. 4-7 Densitometrische Auswertung der Gelelektrophoreseergebnisse von FAK, 4h und 8h nach
Verwundung eines konfluenten Zellmonolayers von CLPF. Als Kontrolle dienten jeweils CLPF eines
unverwundeten Zellrasens (Oh). In die Untersuchung waren Myofibroblasten von jeweils 3 Morbus Crohn-
Patienten mit fistulierter, stenosierter oder rein entziindlich verdnderter Darmschleimhaut eingeschlossen. Alle
Fehler sind Standartfehler.

4.2.2 Die Expression von FAK in Myofibroblasten aus entziindeten, fistulierten und
stenosierten Darmarealen nach 3 Tagen Inkubation mit IFN-y und TNF und anschlieender 7-

tagiger Normalkultur

In der vorangegangenen humanmedizinischen Dissertation konnte gezeigt werden, dass eine
Inkubation von Myofibroblasten aus rein entziindlich verdnderter Darmschleimhaut mit IFN-y
zu einer signifikanten Reduktion des Migrationspotentials fiihrt. Eine Inkubation mit TNF
hingegen zeigte keinerlei Effekt auf die Migrationsleistung. Nun soll untersucht werden, ob
sich diese Ergebnisse auch in einer entsprechenden Reduktion der FAK-Expression
widerspiegeln. Nach Verwundung von konfluenten Zellmonolayern und damit resultierender

Migration wurde mittels Western Blot die jeweilige FAK-Expression untersucht. Es kamen
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Myofibroblasten aus rein entziindlich verdnderter (CD-CLPF), stenosierter oder fistulierter
Darmschleimhaut von jeweils 3 Patienten, die 3 Tage mit IFN-y (10 ng/ml) und TNF (20
ng/ml) inkubiert und anschlieend fiir 7 Tage ohne Zytokinzugabe kultiviert wurden zur
Anwendung. Exemplarisch sind in Abbildung 4-8 die Gelelektrophorese-Ergebnisse jeweils

eines Patienten zusammengefasst.

CD-CLPF Fistel-CLPF Stenose-CLPF

Fax — — - ————
(125kD)

Aktin

Oh 4h 8h Oh 4h 8h Oh 4h 8h

Abb 4-8 Western Blot: Regulation von FAK zum Zeitpunkt vor der Verwundung (Oh) sowie 4 bzw 8h nach der
Verwundung des konfluenten Zellrasen von entziindeten Arealen (CD-CLPF) sowie von Stenosen (Stenose-
CLPF) und Fisteln (Fistel-CLPF) nach 3-tdgiger Inkubation mit IFN-y (10 ng/ml) und TNF (20 ng/ml) sowie
konsekutiver Normalkultivierung fiir 7 Tage. Beladungskontrolle mit house keeping protein Aktin

Die Western Blots wurden wiederum densitometrisch ausgewertet, die erhaltenen Werte auf
das house keeping protein Aktin bezogen und schlieflich relativ zum Oh-Zeitpunkt graphisch
dargestellt.

In den CD-CLPF nahm die Expression von FAK 4h nach Verwundung bezogen zum Oh-
Zeitpunkt um 40 + 5 % ab. Nach 8h war die FAK-Expression auf dhnlichem Niveau um 38 +
5 % reduziert. Diese Werte wurden als Referenz gewertet. Die Fistel-CLPF zeigten,
verglichen mit der Referenz, 4h nach Verwundung mit 50 + 5 % eine deutlich reduzierte
FAK-Expression. Dieser Unterschied wurde 8h nach Verwundung noch deutlicher wobei sich
eine signifikante Reduktion (p<0,005) der FAK-Expression um 64 = 10 % ergab. Die
Stenose-CLPF hingegen zeigte im Vergleich zur Referenz mit Werten von 20 + 5 % nach 4h
und 20 = 7 % nach 8h eine signifikant (p<0,005) geringere Reduktion der FAK-Expression
(Abb. 4-9). Diese Ergebnisse stimmen mit den Resultaten aus den Migrationsuntersuchungen
iiberein, wonach die Inkubation mit IFN-y und TNF =zu einer Reduktion des
Migrationsverhaltens aller 3 untersuchten Zelltypen fiihrt. Ein im Vergleich zur Referenz

(CD-CLPF) reduziertes Migrationspotential der Fistel-CLPF geht wiederum mit einer
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reduzierten FAK-Expression einher. Die gesteigerte FAK-Expression bei Stenose-CLPF
spiegelt sich in einer erhdhten Migrationsleistung wieder, wobei alle Werte der FAK-
Expression deutlich unter denen ohne Inkubation liegen, was wiederum die vorangegangenen

Boydenkammer-Versuche bestatigt.

A0k

ey )

FAK-expression nach 2d
IFM- und TMF- Inkubation {in %) bezogen auf Oh

J0 =

CD 4h CD 8h Fistel 4h  Fistel 8h  Stenose 4h Stenose 8h

Abb. 4-7 Densitometrische Auswertung der Gelelektrophorese-Ergebnisse von FAK, 4h und 8h nach
Verwundung eines konfluenten Zellmonolayers von CLPF. Als Kontrolle dienten jeweils CLPF eines
unverwundeten Zellrasens (Oh). In die Untersuchung waren Myofibroblasten von jeweils 3 Morbus Crohn-
Patienten mit fistulierter, stenosierter oder rein entziindlich verdnderter Darmschleimhaut nach 3-tdgiger
Inkubation mit IFN-y (10 ng/ml) und TNF (20 ng/ml) sowie konsekutiver Normalkultivierung fiir 7 Tage
eingeschlossen. Alle Fehler sind Standartfehler
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5 Diskussion

5.1 Das Migrationsverhalten unterscheidet sich bei Myofibroblasten aus stenosierten,
fistulierten und entzindeten Darmarealen von Patienten mit Morbus Crohn im
dreidimensionalen Migrationsmodell.

Wo auch immer am menschlichen Korper eine Verwundung auftritt, spielt fir den Wundver-
schluss die Rekrutierung und die folgende Migration von Fibroblasten eine entscheidende
Rolle; fur eine optimale Reparatur von verletztem Gewebe ist dies unabdingbar (Postlethwai-
te AE et al., 1990). Die Mechanismen dieser Prozesse sind bislang noch nicht abschlief3end
geklart. Lediglich die Studie von Kernochan et al. identifizierte Endothelin-1 als eine bei
Myofibroblasten migrationstimulierende Substanz (Kernochan LE et al., 2002). Bei humanen
Hautfibroblasten konnte in vitro eine Migration beobachtet werden, die durch ein von den
Zellen selbst konditioniertes Medium induziert wurde (Albini A et al., 1988; Heckmann M et
al., 1993; Mensing H et a., 1983). Frau Dr. rer. nat. Sandra Leeb, ein ehemaliges Mitglied
unserer Arbeitsgruppe, konnte zeigen, dass dieses Phdnomen auch bel intestinalen
Myofibroblasten zu beobachten ist, und dass die Extrazellularmatrix- K omponente Fibronektin
hierfir ursachlich ist (Leeb S et al. 2004). Aus der Literatur war bis dahin bekannt, dass
Fibronektin die Migration von Fibroblasten stimulieren kann (Dean JW et al., 1997; Gauss-
Miuller V et al., 1980; Grotendorst GR, 1984; Kawamoto M et a., 1997; Maheshwari G et al.,
1999; Schor SL et a., 1996).

Des Weiteren konnte in Vorarbeiten gezeigt werden, dass Myofibroblasten autokrin
Fibronektin, das prinzipiell eine gerichtete Bewegung aus unversehrtem Gewebe in defekte
Aredle bewirken kann, produzieren. Dies ist eine Grundvoraussetzung dafir, dass ein
Wunddefekt schnell und effektiv verschlossen werden kann. Aulerdem konnte S. Leeb
nachweisen, dass intestindle Myofibroblasten von Morbus Crohn-Patienten ein deutlich
reduziertes Migrationspotential im Vergleich zu Kontrollfibroblasten zeigen; dies lief3
vermuten, dass Morbus Crohn-Myofibroblasten einen anderen Phanotyp darstellen als

Kontrollfibroblasten aus nicht-entziindeten Darmabschnitten von gesunden Patienten.
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Unverstanden war aber nach wie vor, weshalb es bei Morbus Crohn bei der einen
Patientengruppe zu einem fistulierenden Verlauf kommt, wihrend bei der anderen Gruppe
Stenosen oder entziindliche Verldufe zu beobachten sind. Dies gab dazu Anlass, diese drei
Gruppen genauer zu untersuchen um eventuelle phénotypische Unterschiede aufzudecken.

In Migrations-Assays mit der modifizierten Boydenkammer konnte im Rahmen der
humanmedizinischen Dissertation gezeigt werden, dass sich die intestinalen Myofibroblasten
aus stenosierten, fistulierten und entziindeten Arealen hinsichtlich ihres Migrationsverhaltens
signifikant voneinander unterscheiden. Die Myofibroblasten aus stenosierten Darmarealen
migrierten signifikant starker als Myofibroblasten aus rein entziindlich verdanderten Bereichen.
Die Myofibroblasten aus fistulierenden Arealen hingegen zeigten, verglichen mit der
Referenz, ein signifikant reduziertes Migrationspotential. Auch nach Erzeugung eines
kiinstlichen Entziindungsmileus durch TNF und IFN-y Inkubation fiir 7 Tage konnten die
signifikant  differierenden Migrationspotentiale auf einem insgesamt niedrigeren
Migrationsniveau bestétigt werden. Dieses Phdnomen war sowohl auf Medien von Stenosen
als auch auf Medien von Fisteln und entziindeter Mucosa zu beobachten. Wihrend das
relative Migrationsverhalten zwischen den drei konditionierten Medien beinahe identisch war,
unterschieden sich die Absolutzahlen der migrierten Zellen doch deutlich: auf konditioniertem
Medium von Morbus Crohn-Fibroblasten aus entziindeter Mucosa migrierten insgesamt mehr
Zellen als auf konditioniertem Medium von Myofibroblasten aus fistulierten
Darmabschnitten. Dies lies vermuten, dass Zellen aus entziindeter nicht fistulierter oder
stenosierter Darmmukosa mehr migrationsinduzierendes Fibronektin produzierten als die
Myofibroblasten aus den fistulierten Arealen. Diese Beobachtungen deckten sich mit den
darauf durchgefiihrten Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe, wonach in Morbus-Crohn-
Mukosa  aus  entziindlich  verdnderten = Arealen  die  migrationinduzierenden
Fibronektinisoformen ED-A und ED-B im Vergleich zu gesunder Darmschleimhaut deutlich
reduziert vorkamen und bei Mucosa aus Fistelarealen sogar ganz fehlten. Bei
Darmschleimhaut aus stenosierten Arealen hingegen waren beide Formen deutlich vermehrt
nachweisbar (Brenmoehl J et al., 2004). Dies erklart die gesteigerte Migration der Zellen aus
den stenosierten Bereichen auf der einen Seite und die verminderte Migration der
Myofibroblasten aus den fistulierten Arealen auf der anderen Seite. Da bekannt war, dass der
Integrin-Ligand Fibronektin sowohl bei Zellen aus Bronchialkarzinomarealen (Meng XN et
al, 2009) als auch bei intestinalen Myofibroblasten dosisabhingig Migration induzieren kann
(Leeb S et al., 2002), wurde der Einfluss von unterschiedlichen Fibronektinkonzentrationen

auf intestinale Myofibroblasten von Morbus Crohn-Patienten aus stenosierten, fistulierten und
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entziindeten Arealen untersucht, um Aussagen Uber die Empfindlichkeit der einzelnen
Myofibroblastentypen machen zu kénnen. Dabel zeigte sich, dass Fibronektin mit steigender
Konzentration eine zunehmende Migration bel alen drel untersuchten Gruppen bewirken
kann. Die Zellen aus den Stenosearealen legten eine deutlich gesteigerte Migration an den
Tag, wohingegen die Fibroblasten aus den fistulierten Bereichen im Vergleich zu den CD-
CLPF aus entziindeter Mucosa signifikant weniger wanderten. Damit war eine gesteigerte
Empfindlichkeit gegenliber Fibronektin auf Seiten der intestinalen Myofibroblasten aus
stenosierten Arealen bewiesen.

Zusammenfassend lief3 dies den Schluss zu, dass sich intestinde Myofibroblasten aus
stenosierten, fistulierten und entztindeten Arealen phanotypisch voneinander unterscheiden;
durch unterschiedlich stark ausgepragte Fibronektinproduktion einerseits und differierende
Empfindlickeit gegeniber Fibronektin andererseits kommt es zu unterschiedlichen
Migrationspotentiaen.

Noch vor einigen Jahren betrachtete man die Extrazellularmatrix (ECM) als ein passives
Gebilde, das den Zellen lediglich als strukturelle Stutze dient (Abbildung 5-1).

Abb. 5-1: Elektronenmikroskopische Aufnahme: Fibroblasten umgeben von kollagenen Fasern der ECM
(in Anlehnung an Alberts B, ,,Molekularbiologie der Zelle*, 2004, 4. Auflage, S. 1266)

In letzter Zeit wurde in diversen Arbeiten gezeigt, dass die Extrazellularmatrix vielmehr ein
dynamisches Konstrukt ist, das eine Reihe von physiologischen Prozessen induzieren kann.
Uber Integrine kommt es zur Regulation von Zellwachstum, Migration, Differenzierung und
Organisation von Zellen zu einer Gewebeform (Alberts B, 2004). Auch bei chronisch-
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entzindlichen Erkrankungen spielt die ECM eine bedeutende Rolle: in entziindeten Geweben
findet ein gesteigerter ECM-Umbau statt (Korhonen M et al., 2000), was zu morphologischen
Veranderungen der Gewebearchitektur fihrt. McKaig konnte nachweisen, dass im Darm eine
vermehrte ECM-produktion die Entstehung von Stenosen begunstigt (McKaig BC et 4d.,
2003). Kirkegaard begrindet die Entstehung von Fisteln bel chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen durch Veranderungen der ECM (Kirkegaard T et al., 2004). Aufgrund der
Bedeutsamkeit der ECM fir die im Korper ablaufenden Vorgénge war es wiinschenswert, ein
Modell zu konstruieren, mit dem das Verhalten von humanen intestinalen Fibroblasten in
ihrem physiologischen Umfeld simuliert und analysiert werden konnte.

Bis dato gelten zweidimensionale Migrationsmodelle wegen der schwierigen Datenerhebung
in 3D-Modellen (Rey SM et a, 2009) as Standart, wissend, dass zweidimensionale
Konstrukte die Situation in einem dreidimensionalen Organ wie dem Darm nicht
entsprechend widerspiegeln kénnen (Liu YW et a, 1998).

Durch unser neu etabliertes dreidimensionales Migrationsmodell ist es gelungen, in vitro
Untersuchungen durchzufUhren, die den Verhdltnissen in vivo sehr nahe kommen. Wir
konnten zeigen, dass auch im dreidimensionalen Matrixmodell die Myofibroblasten aus den
stenosierten Arealen im Vergleich zu Myofibroblasten aus entziindeter Morbus Crohn-
Mukosa ein signifikant gesteigertes Migrationspotential besitzen, wobel die Fibroblasten aus
entzindeter Mucosa die Zellen aus den fistulierten Bereichen in ihrem Migrationspotential
signifikant Gbertreffen.

Dieses Migrationsmodell ist bis jetzt einzigartig, wobei dem Erbium-YAG-Laser eine
besondere Bedeutung zukommt. Sowohl in der Dermatologie und Ophthalmologie as auch in
der Zahnmedizin gehort dieses Lasersystem seit noch nicht all zu langer Zeit zum klinischen
Standard. Wéahrend die Dermatologie vor allem die Behandlung von epidermalen Naevi als
Haupteinsatzgebiet sieht (Pearson IC et a., 2004), findet er auch bei asthetischen Operationen
(Alster TS et al., 2004; Fincher EF et a., 2004) und Narbenkorrekturen (Nocini PF et al.,
2003) Verwendung. Cheng begrindet den positiven Einfluss auf Narbengewebe damit, dass
die Strahlung zu einer reduzierten TGF-B-Produktion fuhrt, was wiederum eine verminderte
Neigung des Gewebes zur Fibrosierung bewirkt (Cheng ET et d., 2003). In der
Ophthalmologie schédtzt man ebenfalls die Anwendungssicherheit und den geringen
thermischen Schaden, der beim Gewebeabtrag entsteht. So werden heute Capsulotomien
(Radner et a., 2004), Sklerotomie (Pallikaris IG et al., 2003) und retinale Eingriffe (Joseph
DP et al., 2004) mittels Laserstrahlung erfolgreich durchgefiihrt. Haupteinsatzgebiet fir den
Erbium-YAG-Laser ist alerdings die Zahnheilkunde. So werden mittlerweile
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Zahnwurzelkandle (van As G et al., 2004; Flax HD et a., 2004) und Implantate (Miller PJ et
a., 2004) mittels Laserstrahlung desinfiziert. Die geringe thermische Belastung der
benachbarten Strukturen prédestiniert dieses Lasersystem fir peridontale Eingriffe (Ishizaki
NT et a., 2004; Ishikawal et a., 2004).

Der gute Gewebeabtrag, verbunden mit einer geringen Hitzeentwicklung, macht diesen Laser
fur die Bestrahlung eines Zell-Matrix-Verbundes so geeignet. Ein noch schonenderes
Verfahren konnte mit einem so genannten femtosecond-Laser erzielt werden, der in der
Innenohrchirurgie wegen seiner noch geringeren Hitzeentwicklung bereits dem Erbium-Y AG-
Laser vorgezogen wird (Schwab B et al., 2004). Ebenfalls eine Alternative zu den genannten
Systemen ist der low-powered-excimer-Laser, der in neuesten Untersuchungen eine noch
geringere thermische Belastung des umliegenden Gewebes ergab als die beiden vorher
erwahnten Systeme (Vaughan MB et al., 2004). Ob diese Systeme dem Erbium-Y AG-Laser
bei der Bestrahlung eines Matrix-Zellverbundes Uberlegen sind, ist in  spéteren
Untersuchungen noch zu klaren. Die Praktikabilitét des hier eingesetzten Versuchaufbaus
konnte durch den Einsatz einer Brutkammer mit integriertem Mikroskop noch verbessert
werden. Leider stand diese Gerétschaft zur Durchfiihrung dieser Arbeit nicht zur Verfligung.
Zusammenfassend konnten die Ergebnisse der Boydenkammer-Versuche aus der
humanmedizinischen Dissertation durch dieses dreidimensionale Modell bestdtigt werden.
Die Uberlegenheit dieses Modells gegeniiber der Boydenkammer begriindet sich darin, dass
die Verhdltnisse in vivo besser ssimuliert werden kdnnen und so der Bezug zum Patienten
besser hergestellt werden kann. In kinftigen Versuchsansétzen sollte vor alem der Einfluss
von migrationswirksamen Substanzen wie IFNy, Fibronektin oder TGFj3 auf Myofibroblasten

aus stenosierten oder fistulierten Darmarealen untersucht werden.

5.2 Die Fokale Adhesion Kinase (FAK) als wesentlicher Faktor der Migration von
Myofibroblasten

In ener Vorarbeit von S. Leeb konnte gezeigt werden, dass sowohl die
Tyrosinphosphorylierung als auch die quantitative Expression von pl25 FAK bel
Darmschleimhaut-Myofibroblasten von Patienten mit M. Crohn im Vergleich zu

Myofibroblasten aus Darmschleimhaut gesunder Vergleichspatienten signifikant erniedrigt
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ist. Des Weiteren ist bekannt, dass sich die Zellmigration sowohl zu der Menge der
zytosolischen FAK-Proteinmenge als auch zu deren Phosphorylisierungsgrad direkt
proportional verhdlt (Haq F et al, 1998).

Untersuchungen mit FAK-Mutanten, denen die Autophosphorylierungsstelle Tyrosin 397
(SH2-Bindestelle), die primére p130-Bindestelle oder die Kinaseaktivitit fehlte, zeigten ein
gestortes Migrationsverhalten der FAK-defizienten Zellen. Auflerdem lieB sich bei diesen
Zellen eine gesteigerte Migration mittels Fibronektin nicht erzeugen (Sieg DJ et al., 1999).
Dies ldsst den Schluss zu, dass FAK fiir die Integrin-vermittelte Zellmigration eine
wesentliche Rolle spielt. In dieser Arbeit wurde die Expression von FAK wihrend der
Migration von Myofibroblasten aus stenosierten, fistulierten und rein entziindlich verdnderten
Darmarealen untersucht. In der humanmedizinischen Dissertation konnte gezeigt werden, dass
sich Myofibroblasten aus stenosierten, fistulierten und rein entziindlich verdnderten
Darmarealen hinsichtlich ihres Migrationspotentials unterscheiden, wobei die Zellen aus
stenosierten Bereichen ein signifikant groferes Potential zeigten als Zellen aus rein
entzlindlich verdnderter Darmschleimhaut. Diese allerdings tibertrafen wiederum Zellen aus
fistulierten Abschnitten hinsichtlich des Migrationspotentials signifikant.

Im Verwundungs-Assay zeigten Myofibroblasten aus stenosierten Darmarealen eine
signifikant erhohte FAK-Expression im Vergleich zu Myofibroblasten aus rein entziindlich
veranderten Darmarealen, bei denen die FAK-Expression im Beobachtungszeitraum abnahm.
Eine noch deutlichere Abnahme der Expression ergab sich bei Myofibroblasten aus
fistulierten Abschnitten. Die gleichen Tendenzen zeigten sich bei Myofibroblasten aus
stenosierten, fistulierten und rein entziindlich veréinderten Darmarealen nach 3-tdgiger
Inkubation mit IFN-y und TNF und anschlieBender 7-tdgiger Normalkultivierung auf einem
insgesamt niedrigeren Niveau der FAK-Expression, was die Ergebnisse der Vorarbeit
bestitigte, wonach eine IFN-y/TNF- Inkubation zu einer Reduktion des Migrationspotentials
fiihrt. Eine reduzierte FAK-Expression korreliert also mit einer reduzierten Migrationsleistung
in vitro.

FAK ist ein Rezeptor-Briickenprotein, das Signaltransduktionswege von Wachstumsfaktoren
und Integrinen verbindet (Sieg DJ et al., 2000). In FAK-defizienten Zellen ldsst sich durch
PDGF-BB keine Migration induzieren. In FAK-defizienten Zellen, die oben genannte FAK-
Mutanten tragen, lieB sich durch PDGF Migration induzieren, wobei eine Tyrosin-
Phosphorylierung erfolgte. Nur in FAK-defizienten Zellen, die die FAK-Mutante
exprimierten, der die Autophosphorylierungsstelle Tyr397 fehlte, liel sich keine Migration

induzieren. Daraus lésst sich schlieBen, dass es in FAK eine gemeinsame Bindungsstelle gibt,
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die sowohl fir die Fibronektin-induzierte as auch die PDGF-induzierte Migration nétig ist.
Diesist die Autophosphorylierungsstelle Tyr397 (SH2-Bindestelle) (Sieg DJ et. Al., 2000).
Andie FAK Tyr397-Stelle binden PTKs der Scr-Familie, wobei die katalytische Aktivitét von
PKTs den Umsatz von fokalen Kontakten wahrend der Zellmigration unterstitzt (Fincham VJ
and Frame MC, 1998; Brunton VG et al., 1997). Bei der PDGF-induzierten Migration wird im
Gegensatz zur Fibronektin-induzierten Migration die Kinaseaktivitdt nicht gebraucht und
FAK nach PDGF-Stimulation von anderen PTKs transphosphoryliert. Es assoziieren PDGF-
Rezeptor und Tyrosin-phosphoryliertes FAK (Sieg DJ et a., 2000). In FAK-defizienten
Zellen 1&sst sich ebenfals keine Migration mit EGF induzieren, obwohl der EGF-Rezeptor
Tyrosin-phosphoryliert war. Hier assoziierte ebenfalls aktivierter EGFR mit FAK nach
Wachstumsfaktorstimulation. Auch hier lield sich in FAK-defizienten Zellen, die die FAK-
Mutante ohne Autophosphorylierungsstelle Tyr397 exprimierten, trotz Stimulation mit dem
Wachstumsfaktor keine Migration induzieren. Diese FAK-Mutante konnte also weder
Integrin- noch Wachstumsfaktor-stimulierte Migration unterstitzen, da keine SH2-mediierte
Bindung eines Adapterproteins an Tyr397 moglich war und sich somit kein Signaling-
Komplex mit nachgeschalteten Zielproteinen wie PTKs der Scr-Familie ausbilden konnte
(Sieg DJet d., 2000).

Die Integritét des N-terminalen Endes der FAK ist von grof3er Bedeutung um Interaktionen
mit dem EGFR zu mediieren. Nur so findet eine Assoziation zwischen EGFR und FAK fir
eine resultierende Zellmigration statt. Auch bei EGF-induzierter Migration wird die
Kinaseaktivitdét von FAK nicht gebraucht, was darauf hinweist, dass FAK wahrend der
Stimulation mit Wachstumsfaktoren Substrat fur andere PTKs ist. Obwohl EGF nur dann
Migration induzieren kann, wenn ein aktivierter EGFR an den N-Terminus von FK bindet
und Tyr397 phosphoryliert wird, braucht FAK zusétzlich sein C-terminales Ende, um seine
volle Funktion der Migrationsinduktion zu entfalten. Die C-terminale Domane von FAK
bindet an Integrin-Rezeptor Kluster (Leeb S., 2002, Sieg DJ et a., 2000).

Fibronektin scheint also fur die Migration von intestinalen Myofibroblasten ein
obligatorischer Stimulus zu sein, der aber durch die Zugabe von Wachstumsfaktoren noch
getriggert werden kann. Daraus lasst sich folgern, dass bel der autokrinen Stimulation der
Myofibroblastenmigration die Lokalisation des C-Terminus von FAK bei Integrin-Rezeptor
Cluster und die Phosphorylierung an Tyr397 nétig ist und optional eine durch
Wachstumsfaktoren stimulierte Bindung aktivierter Wachstumsfaktorrezeptoren an den N-
Terminus moglich ist, um die Fibronektin induzierte Migration noch zu erhéhen.
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Um die Fibronektin induzierte Migration zu unterstiitzen, ist die Kinase Aktivitdt von FAK
notig und die direkte Bindung von FAK an p130 (Cary LA et al., 1998). Fiir PDGF- oder
EGF-induzierte Migration gilt dies allerdings nicht. Eine Erkldrung hierfiir wire, dass
Integrine keine intrinsische katalytische Aktivitdt besitzen. Dies wird durch Arbeiten von
Jones et al. gestiitzt, indem er beschreibt, dass IGF-1 stimulierte Migration von glatten
Muskelzellen nur in Gegenwart von Serum oder Vitronektin mdglich war, weil nur so eine
Ligand-Bindung an alpha V beta 3 Integrin (Vitronektinrezeptor) moglich war (Jones JI et al.,
1995).

Wundheilung und Fibrosierung im Kontext der Myofibroblastenmigration

Die Mechanismen der (gestorten) Wundheilung sind bis heute nicht in Génze verstanden.
Allerdings liefert diese Arbeit Ansatzpunkte fiir weitere Hypothesen und Untersuchungen.

IFN-y hemmt das Migrationspotential von intestinalen Myofibroblasten bei Morbus Crohn-
Patienten und Gesunden (vgl. Leeb S, 2002). TNF jedoch {ibt eine inhibierende Funktion
lediglich bei intestinalen Myofibroblasten aus gesunder Schleimhaut aus, was dafiir spricht,
dass intestinale Myofibroblasten von Morbus Crohn- Patienten gegen TNF durch das
ubiquitdre entziindliche Milieu relativ inert geworden sind. Dennoch scheint klar, dass sowohl
TNF als auch IFN-y die Wundheilung storen und so das Entstehen von Fissuren und Fisteln
begiinstigen. Auf der anderen Seite fiihrt eine {iberschieBende Freisetzung von
Wachstumsfaktoren zu einer erhohten Extrazellularmatrix-Produktion (Graham MF, 1995),
was in der Bildung von Stenosen und Strikturen resultieren kann. Potenzierend kommt das
reduzierte Abwandern von Zellen in Anwesenheit von TNF und IFN-y hinzu, was die
Stenose-Entstehung begiinstigt. Diese Erkenntnisse konnten vielleicht einer Verbesserung der
Therapie fistulierender und stenosierender Verldufe des Morbus Crohn dienlich sein und

Ansitze fiir neue Untersuchungen liefern.
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Die Ursachen der Komplikationen bei Colitis ulcerosa und Morbus Crohn beruhen oft auf
einer gestorten Wundheilung; hinzu kommt, dass momentan kaum effektive préventive
Behandlungsmethoden zur Verfligung stehen, was dazu fihrt, dass a's ultima ratio haufig nur
ein operativer Eingriff bleibt (Pucilowska JB et al., 2000). Probleme wie grof3e Wundfl&chen
und Ulzerationen (Lorenz D et a., 1993), sowie mangelhafte Wundheilung nach
Proktektomie (Waits JO et a., 1982) oder Proktokolektomie (Hartz RS et a., 1980) machen
héufig zusatzliche operative Versorgungen notwendig.

Vor dlem beim Morbus Crohn ist die Fibrosierung der Darmwand as Folge einer
Uberschiefienden Wundheilung eine haufige Komplikation und die Hauptursache fir eine
Darmresektion (Pucilowska JB et a., 2000). Weitere Komplikationen sind refraktére Fisteln
und Abszesse, die durch eine insuffiziente Wundheilung entstehen kdnnen. Die Ursache fir
die Komplikationen bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen liegt
hochstwahrscheinlich in einer pathologischen Wundheilung; Uber deren Mechanismen ist
noch nicht viel bekannt. Nachdem S. Leeb nachweisen konnte, dass Morbus Crohn-
Fibroblasten wesentlich schwacher migrieren als Kontrollfibroblasten, konnte dieses Ergebnis
durch die vorliegende Arbeit noch etwas konkretisiert werden, indem nachgewiesen wurde,
dass Myofibroblasten aus stenosier-ten Bereichen wesentlich starker wanderten (erhohte
Fibroseneigung) als die CD-CLPF aus rein entziindlich veranderten Darmarealen, wéhrend
die Myofibroblasten aus fistulierten Arealen signifikant weniger migrierten (reduzierte
Fibroseneigung). Dies veranlasste dazu, den Einfluss von Entziindungsmediatoren wie TNF
und IFNy, die im chronisch entziindeten Darmgewebe bei Morbus Crohn in grol3em Male
prasent sind (Holtmann MH et al., 2002), auf das Migrationsverhalten der Crohn-Fibroblasten
in vitro zu untersuchen, um Therapiekonzepte mit TNF- oder IFNy-Antikorpern zu bestétigen

oder in Frage zu stellen.

[FNYy:
Die Therapie mit INFy gilt zurzeit bel schweren Verlaufen der idiopathischen Lungenfibrose

as Mittel der Wahl (Selmann M et al., 2004). Ebenso verbessert es die Hautmanifestationen
der systemischen Sklerose (Bletry O et al., 2002). Bei der Therapie von Morbus Crohn-
Patienten finden anti-IFNy Antikorper wie Fontolizumab mit wechselndem Erfolg
Verwendung (Sandborn WJ et a., 2004).

Der in der Vorarbeit von S. Leeb gezeigte reduktive Einfluss von IFNy auf die Migration von
Kontrollfibroblasten (Leeb S et al., 2002) gesunder Patienten konnte bel Morbus Crohn-
Fibroblasten im Rahmen der humanmedizinischen Dissertation bestétigt werden. Das
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signifikant reduzierte Migrationsverhaten der Morbus Crohn-Fibroblasten nach Inkubation
mit IFNy erganzte die Ergebnisse von Adelmann-Grill, wonach sowohl normale menschliche
Zellen als auch virus- oder tumortransformierte Zellen auf IFNy mit einer verminderten
Migration reagierten (Adelmann-Grill BC et al., 1987). Bel der idiopathischen Lungenfibrose,
ebenfalls ein Vertreter der fibrotischen Erkrankungen, bei dem die IFNy Aktivitét systemisch
vermindert ist (Aggarwal AN et al., 2000), kann ein ebensolcher Effekt beobachtet werden.
So bewirkt INFy vor allem bei fortgeschrittenem Krankheitsverlauf eine deutliche Senkung
der Mortalitét (King TE et al., 2005) und eine Verbesserung der Lungenfunktionsparameter
Vitakapazitdt und Diffusionskapazitét, was vom Autor auf eine verminderte
Migrationstendenz der Typ2-Pneumocyten zurlckzufihren ist (Nathan SD et a., 2004). Dies
deckt sich auch mit den Beobachtungen von Scala, der bel der systemischen Sklerose, einem
weiteren Vertreter der fibrotischen Erkrankungen, eine verminderte Konzentration von |FNy
bei gleichzeitig erhdhten Werten fir TNF beschreibt (Scala E et a., 2004). Auch in der
Angiogenese wird ein migrationsinhibierender Effekt von IFNy auf mikrovasculére
Endothelzellen beschrieben (Maier JA et al., 1999). Ebenso hemmt IFNy die Migration von
aortalen Endothelzellen und glatten Muskelzellen (Kipshidze N et al., 2002). Das von uns
beobachtete reduzierte Migrationsverhaten von Morbus Crohn-Fibroblasten auf INFy wird
durch Yamanakas Beobachtungen bestétigt, wonach subconjunctivale Fibroblasten im
Verwundungsmodel nach Behandlung mit INFy eine reduzierte Tendenz des
Wundverschlusses zeigen (Yamanaka O et a., 2003). Als Erklarung vermutet man eine durch
das IFNy verminderte Empfindlichkeit der Zellen auf die migrationsfordernde Substanz TGFj3
(Bletry O et a., 2002), die zu einer Uberschief?enden Wundheilung und Narbenbildung
(Komarcevic A et a., 2000), sowie zu Fibrosen (Sme PJ et al., 2001) fuhrt. Schliefdich wirkt
IFNy auch bel Sarkoidosen anti-proliferativ (TamuraR et a., 1998).

Uber wel che Mechanismen dies genau geschieht ist bis heute noch nicht ganz verstanden. Die
im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesene Reduktion der FAK-Expression nach dreitagiger
Inkubation von CD-CLPF kénnte ein Erklarungsansatz fur die funktionelle Veranderung der
Zelle, was sich in einem reduzierten Migrationspotential widerspiegelt, sein. Dieses reduzierte
Migrationsverhalten wurde von Albini und Pontz auch bei &lteren Fibroblasten beobachtet
(Albini A et a., 1988) und Pfeffer zeigte, dass sich IFNy-behandelte Zellen wie alternde
Fibroblasten verhielten (Pfeffer LN et al., 1980). Die Induktion von Migration ist ein
Rezeptor-vermittelter Prozess, der eine reibungsfreie Interaktion zwischen Rezeptor und
Fibronektin voraussetzt (Albini A et a., 1988). IFNy beeinflusst die Verteilung von
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Fibronektin in der Zelle, was eventuell den migrationsmodulierenden Effekt erklaren kdnnte
(Gerfaux J et al., 1981). Der mdgliche TGFB-Antagonismus wurde oben schon beschrieben.
Einen anderen Ansatz liefert Brouty-Boye, der postuliert, dass IFNy einen Einfluss auf das
Zytoskelett besitzt, was ein wichtiges Organell fir die Zellbewegung darstellt (Brouty-Boye
D et a., 1981). Im Verbund mit unseren Ergebnissen scheint die Theorie eines verénderten
Rezeptorstatus fur Fibronektin as am wahrscheinlichsten. Als sicher kann die
migrationshemmende Wirkung betrachtet werden, die in zukinftigen Therapieschemata
gezielt gegen stenosierende Verlaufe eingesetzt werden sollte.

TNF:

Die anti-TNF-Therapie wird seit geraumer Zeit bel chronischer Fistelung eingesetzt, wobei
nur ca. 50% der Patienten langfristig beschwerdefrei bleiben (ACCENT I11-Studie, 2004).

In der Literatur wird die Wirkung von TNF auf die Migration von Zellen kontrér behandelt.
Waéhrend eine migrationsinhibierende Wirkung auf Darmfibroblasten (Leeb S et al., 2003)
und mikrovaskuldre Endothelzellen (Maier JA et a., 1999) beschrieben wird, wirkt es auf
Fibroblasten aus anderen Geweben migrationsinduzierend (Postlethwaite AE et al., 1990). So
konnte gezeigt werden, dass be typischen fibrotischen Krankheitsbildern, wie der
systemischen Sklerodermie oder der idiopathischen Lungenfibrose, TNF eine bedeutende
Rolle bei der Fibroseentstehung spielt (Alekperov RT et a., 2003; Bolster MB et d., 1997;
Krein PM et d., 2002; Lasky JA et al., 2000; Thrall RS et al., 1997). Selmann stellt sogar fest,
dass Fibroblastenmigration und -proliferation, die unter anderem durch TNF induziert
werden, urséchlich fr die Lungenfibrose wéren (Selmann M et al., 2004). Auch beim Morbus
Crohn scheint TNF eine bedeutende Rolle in der Pathogenese zu spielen. So ist im Vergleich
zu Kontrollzellen auf den T1-Zellen der Lamina propria der TNF-Rezeptor Typ2 deutlich
verstarkt exprimiert (Holtmann MH et al., 2002). Dieses Phdnomen ist auch bel der
Lungenfibrose zu beobachten, wo der TNF-Rezeptor Typ2 ebenfalls hochreguliert ist
(Pantelidis P et al., 2001). Ebenso ist bel onkologischen Therapien mit Bleomycin gehauft mit
der fatalen Nebenwirkung der Lungenfibrose zu rechnen, wenn der Patient einen TNFa.2-
Genpolymorphismus aufweist, was mit einer verstéarkten Produktion von TNF einhergeht
(Libura J et al., 2002). Eine Erklarung fur diese Beobachtungen liefert Vancheri, indem er
postuliert, dass die Produktion von TNF durch aktivierte Monozyten normalerweise durch
das, von Fibroblasten bel Kontakt mit TNF produzierte PGE2, ein Fibroblastenmigration-
hemmendes Agens (White ES et al., 2005), in einer Art Kontrollregelkreis reguliert wird. Bei
fibrotischen Fibroblasten sind alerdings die TNF-Rezeptoren an der Oberflache vermindert
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ausgebildet, was zu einer zu geringen Ausschittung von PGE2 fiuhrt und in ener
unkontrollierten TNF-Produktion endet (Vancheri C et al., 2000). Spoelstra begriindet die
migrationsinduzierende Wirkung von TNF mit einer verstarkten Expression der
Adhéasionsmolekile ICAM1 und VCAM1 durch TNF (Spoelstra FM et a., 1999).

Goetze und Mitarbeiter wiesen bei Muskelzellen von Rattenaorten nach, dass eine frihe
Aktivierung der MAP-Kinase ein entscheidender Schritt in der TNF-vermittelten
Signaltransduktion ist, der zur Migration der Muskelzellen fuhrt; allerdings war nur der TNF-
Rezeptor-1 und nicht der TNF-Rezeptor-2 an der Migrationsinduktion beteiligt (Goetze S et
al., 1999).

In Untersuchungen im Rahmen der humanmedizinischen Dissertation fihrte eine dreitgige
Inkubation der Zellkulturen mit TNF und anschlief3ender Normal passagierung fur eine Woche
zu keiner Veranderung des Migrationsverhatens. Dies lasst den Schluss zu, dass im
Migrationsmodell Morbus Crohn-Myofibroblasten relativ unsensibel auf TNF reagieren, was
die momentan aktuelle anti-TNF-Therapie bel stenosierenden Verlaufen in Frage stellt.
Aul3erdem ist zu vermuten, dass die Myofibroblasten bel chronisch entzindlichen
Erkrankungen keine globale Veranderung des Zellaufbaus erfahren, sondern eher eine ganz
selektive. Dies bestétigt G. Rogler in einer Untersuchung, wonach IFNy/TNF- behandelte
Zellen keine signifikante Veranderung der Zytokinexpression zeigten (Rogler G et al., 2001).
Was nun im Letzten an der Entstehung von Stenosen und Fisteln ursachlich ist, kann nur
vermutet werden. So wére es denkbar, dass eine |FNy-vermittelte punktuelle Verénderung der
zelluldren Rezeptordichte fur Fibronektin zu einer verminderten Einwanderungsfahigkeit in
Woundareale fuhrt; dies konnte zu einer schlechten Wundheilung und, in VVerbindung mit einer
gesteigerten Proliferation der Zellen, zur Entstehung von Fisteln fuhren. Die Stenosen-
entstehung wiederum lief3e sich durch eine gesteigerte Sensibilitét gegentiber Fibronektin und
konsekutiv vermehrtes Einwandern in Wundareale erkléren. In Verbindung mit einer erhdhten
Zéellproliferation wére ein Verschluss des Darmlumens die Folge. Unter Berticksichtigung der
Fibronektinisoformen ED-A und ED-B in der Diagnostik, kénnte ene gezielte
migrationshemmende Therapie mit IFNy die Progression von Stenosen positiv beeinflussen.
Insgesamt kann man sagen, dass unsere Ergebnisse eine Erklarung fur die Ergebnisse der
ACCENT Il Studie liefern. Die Studie zeigte, dass eine reine Blockade von TNF bel Morbus
Crohn nicht den gewlnschten Erfolg brachte. Mit dem Hintergrundwissen, dass Morbus
Crohn-Fibroblasten nicht besonders sensibel auf TNF reagieren, erscheint dieses Ergebnis
plausibel.
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6 Zusammenfassung

e In der vorangegangenen humanmedizinischen Dissertation zeigte sich in Migrations-Assays
in der modifizierten Boydenkammer, dass die Zellen aus den stenosierten Arealen unabhéngig
vom konditionierten Medium stérker migrierten as die Zellen aus entzindlich veranderter
Darmschleimhaut. Die intestindlen Myofibroblasten aus den fistulierten Arealen hingegen
wanderten signifikant weniger als die Zellen aus entziindeter Mucosa. Insgesamt migrierten
die intestinalen Myofibroblasten auf konditioniertem Medium von Zellen aus Stenosearealen
am besten, was fir eine verstérkte autokrine Sekretion von Fibronektin der Zellen aus den
stenosierten Bereichen sprach.

Darauf aufbauend wurden in dieser Arbeit intestinale Myofibroblasten von Morbus Crohn-
Patienten mit stenosierenden, fistulierenden und rein entzindlichen Verlaufen zuerst isoliert
und kultiviert. In einem neu etablierten dreidimensionalen Migrationsmodell ist es gelungen,
das Migrationsverhalten von Morbus Crohn-Myofibroblasten aus stenosierten, fistulierten und
entzindeten Arealen in ihrer autokrin produzierten Extrazellularmatrix zu analysieren. Es
zeigte sich, dass die Zellen aus den stenosierten Arealen den mittels Laser erzeugten Defekt
am schnellsten verschlief3en konnten, wahrend die Fibroblasten aus entziindeter Mucosa die
Fistel-Zellen hinsichtlich der Geschwindigkeit des Defektverschlusses noch Ubertrafen. Dies
bestétigte die Ergebnisse der Boydenkammer-Experimente und stellte klar, dass die drel
untersuchten Zellgruppen unterschiedliche Phanotypen darstellen.

e S. Leeb konnte in lhren Vorarbeiten zeigen, dass bel intestinalen Myofibroblasten eine
reduzierte Migrationsleistung mit einer Reduktion der Expression und Phosphorylierung der
Fokal Adhesion Kinase (FAK) einhergeht. Nun konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt
werden, dass diese Erkenntnis auch auf intestinale Myofibroblasten von M. Crohn-Patienten
Zu Ubertragen ist. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die gesteigerte
Migrationsleistung von Zellen aus stenosierten Arealen mit einer erhdhten FAK-Expression
einhergeht. Bei Zellen aus entztindlich verénderter Darmschleimhaut lag die FAK-Expression
analog zur Migrationsleistung tber der von intestinalen Myofibroblasten aus den fistulierten
Areden.

e Abschliefiend konnte gezeigt werden, dass eine mehrtégige Inkubation mit TNF und INFy
und darauffolgende Normalpassagierung der drel untersuchten Zellgruppen zu einer

Reduktion der FAK-Expression analog der Migrationsleistung fihrt.
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Dieser migrationshemmende Einfluss auf die Myofibroblasten kdnnte in der Pathogenese der
Fistelentstehung eine wichtige Rolle spielen, konnte allerdings auch in der gezielten Therapie

der stenosierenden Verléaufe des Morbus Crohn eingesetzt werden.

Durch die Ergebnisse aus dieser und der vorangegangenen Arbeit ist damit der Beweis
gelungen, dass sich die drei untersuchten Zellgruppen (intestinale Fibroblasten aus
stenosierten, fistulierten und nur entzindlich verénderten Bereichen) hinsichtlich ihres
Migrationspotentials deutlich voneinander unterscheiden und auch auf Reize wie Kontakt mit
Fibronektin oder TNF und IFNy unterschiedlich reagieren. Bel alen Versuchen wurde
deutlich, dass intestinde Morbus Crohn-Myofibroblasten aus stenosierten Arealen im
Vergleich zu CD-CLPF aus entziindeter Mucosa ein gesteigertes Migrationspotential besitzen,
und dass intestinale Morbus Crohn-Myofibroblasten aus fistulierten Bereichen signifikant
weniger migrieren as die CD-CLPF aus rein entziindlich veranderter Schleimhaut. Dies

korreliert mit einer proportionalen FAK-Expression.

Ausblick:

Vor alem das reduzierte Migrationspotential der Fistel-Zellen und die Empfindlichkeit der
Zellen auf INFy sollte Anlass fur neue Untersuchungen geben und kénnte ein erster Schritt fir
die Entwicklung neuer Medikamente zur Behandlung von stenosierenden und fistulierenden
Verlaufen des Morbus Crohn sein. Kinftige Therapien sollten sowohl auf die Entziindung
abzielen, als auch der unterschiedlichen Migration und Proliferation der Fibroblasten bei
Morbus Crohn Rechnung tragen. So wére es wiinschenswert, dass die verschiedenen Verlaufe
zukinftig gezielt unterschiedlichen Therapieschemata zugefihrt werden. In Fistelmodellen
sollte die Wirkung von migrationsférdernden Substanzen, wie zum Beispiel menschlichen
anti-IFNy Antikorpern untersucht werden. Bel stenosierenden Verlaufen hingegen, sollte die
Hemmung der Zellmigration ahnlich der Therapie der idiopathischen Lungenfibrose im
Vordergrund stehen. Denkbar ware zum Beispiel die Anwendung von anti-TNF-AK und IFNy
mit dem Ziel, das offensichtlich bestehende Ungleichgewicht zwischen TNF, also Fibrose,
und IFNy, das migrationshemmend wirkt, wieder herzustellen. Aul3erdem sollte man Uber eine
gezilte Hemmung der migrationinduzierenden Substanzen Fibronektin und TGFB

nachdenken und in kiinftigen Versuchen an intestinalen Morbus Crohn-Fibroblasten erproben.
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