1	Einleitung





"The mechanism of epithelial cell migration from the crypts to the villi along the intestinal basement membrane is still a fascinating puzzle" (Hahn, 1990).





Die Aussage dieses Zitats von Ursula Hahn beinhaltet die Motivation für die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit. Die Migration, als essentielles Element der Physiologie des Darms und Voraussetzung für die Wundheilung, ist in zweierlei Hinsicht ein faszinierendes Puzzle. Zum einen, da sich ihre Regulation aus einer Vielzahl einzelner Komponenten zusammen�setzt, und zum zweiten, da ganz entscheidende Aspekte dieses Vorgangs noch unverstanden sind. So sollen die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgeführten Experimente einen Beitrag leisten, die Zusammensetzung dieses Puzzles zu erweitern.





1.1	Das intestinale Epithel





Das intestinale Epithel ist ein einschichtiges hochprismatisches Zylinderepithel. Es wird von dem darunterliegenden retikulären Bindegewebe, der Lamina propria mucosae, durch eine Basalmembran getrennt (Frick et al., 1992). Über dem Epithel befindet sich in Richtung zum Gastrointestinallumen eine visköse Gelschicht aus muzinösen Glycoproteinen, Trefoil Peptiden und anderen kleinen Peptiden unterschiedlicher Struktur (Podolsky et al., 1995). Die Dünn-darmschleimhaut verfügt über ein Grobrelief, welches von den Kerckringschen Falten (Plicae circularis) gebildet wird, die das Darmlumen in unvollständigen flachen Spiralen umgeben, ein Feinrelief, welches durch die ca. 0,5 bis 1,2 mm großen blattartigen oder fingerförmigen Ausstülpungen, die Dünndarmzotten (Villi intestinales) entsteht und das Submikrorelief, dessen Ursache die Mikrovilli sind, die 1,2 bis 1,5 µm große Auffaltungen der Plasmamembran der Enterozyten darstellen, und die in ihrer Gesamtheit als Bürstensaum bezeichnet werden (Frick et al, 1992; Feneis & Dauber, 1998).





Das intestinale Epithel verfügt über eine Vielzahl von Aufgaben zu denen die Verdauung, Nahrungsresorption, immunologische Funktionen und die Abgrenzung des Organismus zur Außenwelt gehören. Die Mukosa des Gastrointestinaltrakts ist ständig mit einer Vielzahl potentiell schädigender Substanzen innerhalb des gastrointestinalen Lumens konfrontiert. Hierzu gehören die Abbauprodukte der Mikroflora des Darms, pathogene Bakterien, Antigene, toxische Nahrungsbestandteile und luminale Komponenten, die von benachbarten Organen abgegeben werden, wie zum Beispiel Verdauungsenzyme und Gallensäurederivate. Die Aufrechterhaltung der Integrität der intestinalen Barriere ist essentiell zur Gewährleistung der normalen Hömöostase. Die Regulation dieses Vorgangs ist bisher nur unvollständig verstanden (Podolsky, 1995; Podolsky et al., 1995).





Das Epithel des Dünn- und Dickdarms von Säugern ist zusammengesetzt aus einer Population hochdynamischer Epithelzellen mit einem annähernd kompletten Turnover alle 24 bis 96 Stunden (Lipkin et al., 1963). Der proliferative Anteil der epithelialen Zellen ist in der Kryptenregion lokalisiert und räumlich getrennt von sich zunehmend differenzierenden Zellen entlang der vertikalen Achse des funktionalen Villus-Kompartiments. Die Balance zwischen proliferativer und differenzierender Aktivität erfordert fein abgestimmte Mechanismen zur Regulation dieses komplexen Systems. 





Die epithelialen Zellpopulationen werden von einer Vielzahl von Faktoren reguliert, die sich im Lumen des Gastrointestinaltrakts, den Epithelzellen selbst und der darunterliegenden Lamina propria befinden. Zu den im Lumen befindlichen Substanzen gehören Nahrungsbestandteile, Produkte der Verdauungssekrete, wie Enzyme des Magens und Pankreas, Säuren, intestinale Glycoproteine, sezernierte regulatorische Peptide, Produkte der intestinalen Darmflora (Endotoxine) und Bestandteile der Mikroflora. Bedeutende Faktoren innerhalb des Epithels sind verschiedene regulatorische Peptide, die von den Epithelzellen selbst produziert werden, lokal agierende Hormone, Produkte intestinaler Lymphozyten und lokale Zell-Zell-Interaktio�nen. Wichtige Faktoren, die in der Lamina propria präsent sind, oder aber von ihr gebildet werden, stellen regulatorische Peptide, Neurotransmitter und neurale Interaktionen dar (Dignass & Podolsky, 1994).





In den letzten Jahren konnten eine Vielzahl von regulatorischen Peptiden, die als Zytokine bezeichnet werden, im Lumen des Dünndarms, des Epithels selbst und der Lamina propria identifiziert werden (Kurokowa et al., 1987; Barnard et al., 1989; Koyama & Podolsky, 1989; Madara & Stafford, 1989; Chang et al., 1990; Suemori et al., 1991; Paimela et al., 1993). Diese regulatorischen Peptide beinhalten strukturell unterschiedliche Komponenten, wie Peptidwachstumsfaktoren, Interleukine, Interferone und Kolonie-stimulierende Faktoren. Im Gegensatz zu Peptidhormonen agieren Peptidwachstumsfaktoren lokal zwischen benach�barten Zellen in parakriner oder juxtakriner Form, oder sie interagieren mit der Zelle, von der sie selbst gebildet wurden (autokrine Regulation). Das Zytokinnetzwerk der intestinalen Mukosa zeichnet sich durch eine hohe Redundanz aus; so kann ein einzelnes Zytokin von einer Vielzahl von Zellen gebildet werden und auf eine große Zahl unterschiedlicher Zellpopulationen wirken (Nathan & Sporn, 1991; Dignass & Podolsky, 1994 und 1996). 





Intestinale Epithelzellen sind in der Lage ein großes Spektrum an Zytokinen zu produzieren und auf sie zu reagieren. So konnte die Bildung von TGFb, TGFa, IGF-II, Interleukin-6, -8, und -15 gezeigt werden (Shirota et al., 1990; Takacs et al., 1988; Wu et al., 1990; Dignass, 1997). Die Modulation von epithelialen Funktionen ist für Interleukin-1 und -2, TNFa, IFNg, HGF, FGF, EGF, TGFa und TGFb nachgewiesen (Dignass, 1997). TGFb kommt in diesem Zusammen�hang eine besondere Bedeutung zu, da festgestellt wurde, daß viele Zytokine ihre Wirkungen entfalten, indem sie Einfluß auf die Expression und Bioaktivierung von TGFb nehmen (Dignass, 1997). 























1.2	Die intestinale epitheliale Wundheilung





Das mukosale Epithel des Gastrointestinaltrakts bildet eine Barriere gegen eine Vielzahl schädigender Substanzen, die sich im Lumen befinden. Die schnelle Reparatur nach erfolgten Verletzungen ist essentiell um die normale Homöostase zu gewährleisten. Im Zusammenhang mit einer Reihe von Erkrankungen werden oberflächliche Verletzungen des Mukosaepithels beobachtet, aber auch eine mechanische Schädigung des gesunden Darms zum Beispiel durch Nahrungsbestandteile konnte gezeigt werden (McNeil & Ito, 1989). Zu den Erkrankun�gen, die mit gastroduodenalen Erosionen und Ulzerationen einhergehen, gehören zum Beispiel enteropathogene Infektionen, Ischämieschädigungen, Strahlenirritationen, Gluten-sensitive Sprue und vor allem chronisch entzündliche Darmerkrankungen (CED; englisch: inflammatory bowel diseases = IBD). Unter dem Begriff CED werden zwei Erkrankungen des Verdauungstrakts zusammengefaßt: der Morbus Crohn und die Colitis ulcerosa. Obwohl beide Erkrankungen differente pathophysiologische Merkmale aufweisen, werden sie aufgrund klinischer und therapeutischer Gemeinsamkeiten zusammen betrachtet. Die Ätiologie und Pathogenese dieser Erkrankungen ist bisher nicht geklärt, und eine dauerhafte Heilung ist nicht möglich. Die CED sind gekennzeichnet durch oberflächliche Epitheldefekte oder "Wunden" (Dignass & Goebell, 1995 und 1999). Die Zerstörung der epithelialen Barriere resultiert zunächst in einer lokalen, später auch einer systemischen Exposition der Oberfläche gegenüber schädigenden Substanzen und luminalen Antigenen, ein Phänomen, welches bei der Manifestation von Darmerkrankungen eine wichtige Rolle spielen könnte (Kirsner & Shorter, 1982). Daher ist die schnelle Reparatur auch oberflächlicher epithelialer Defekte essentiell für die Wiederherstellung der mukosalen Integrität. Beobachtungen der letzten Jahre belegen, daß die intestinale Epithelzellbarriere nach Schädigungen wie Mukosaerosionen, Ulzerationen, Einwirkung infektiöser oder toxischer Agentien und ischämischen oder Strahlenschädigungen (Strahlenenteritis) zu einer schnellen und effizienten Regeneration befähigt ist (Rutten & Ito, 1983; Feil et al., 1987; Silen, 1987 ; Lacy 1988; Moore et al., 1989, Nusrat et al., 1992).





Die Wiederherstellung der Integrität im Rahmen der epithelialen Wundheilung kann modellhaft in verschiedene Phasen unterteilt werden (verändert nach Dignass & Podolsky, 1995). Diese Vorgänge sind für die intestinale Wundheilung und auch während der physiologischen Regeneration des Epithels relevant. Wie in Abbildung 1 schematisch dargestellt, kommt es in einer frühen Phase der Wundheilung nach einer Epithelzellverletzung in den Zellen, die dem Wunddefekt benachbart sind, zu morphologischen Veränderungen, die eine Abflachung der Zellen und die Ausbildung eines migratorischen Phänotyps zur Folge haben (Basson et al., 1992a). Die verbliebenen Epithelzellen entwickeln cytoplasmatische Gebilde an der zur Wunde gerichteten Seite der Zellen. Diese Strukturen werden je nach Autor als Lamellipodien oder Filopodien bezeichnet (Nusrat, 1987; Feil et al., 1987; Moore et al., 1989). Die Ablösung der Zellen vom Untergrund und das Knüpfen neuer adhäsiver Verbindungen gestattet den Zellen den Eintritt in die zweite Phase der Wundheilung. Diese beinhaltet die Migration benachbarter Zellen in den Wunddefekt hinein zur raschen Versiegelung verletzten Oberfläche. Diesen Vorgang bezeichnet man als epitheliale Restitution und er ist sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen (Silen, 1987; Lacy, 1988; Nusrat et al., 1992). Die epitheliale Migration beginnt innerhalb weniger Minuten und benötigt einige Stunden (Rutten & Ito, 1983; Feil et al., 1987; Lacy, 1988). Sie ist unabhängig von der intestinalen Proliferation, die in einer dritten Phase verlorengegangene Zellen ersetzt. Im Mittelpunkt der vierten und letzten Phase der intestinalen epithelialen Wundheilung steht die Differenzierung der initial proliferierenden Zellen zu ausdifferenzierten Enterozyten zur Wiederherstellung der funktionalen Integrität. 





Abbildung 1:	Schematisches Modell der intestinalen epithelialen Wundheilung





�





Die modellhafte Einteilung in einzelne Phasen bedeutet nicht eine Separation in distinkte Prozesse in vivo. Vielmehr ist davon auszugehen, daß sich diese einzelnen Schritte überschneiden. Das dargestellte Modell ist trotzdem hilfreich um die Physiologie der Repara�turvorgänge besser zu verstehen und zu charakterisieren (Dignass & Podolsky, 1994). 





Eine Vielzahl der Faktoren, die in der intestinalen Mukosa gebildet werden, ist in der Lage, die physiologischen Vorgänge der intestinalen epithelialen Wundheilung zu modulieren. Hierbei sind besonders die Zytokine zu erwähnen, die Einfluß auf die Migration, Proliferation und Differenzierung nehmen (Barnard et al., 1989; Wu & Miyamoto, 1990; Sporn & Roberts, 1991; Housley et al., 1994; Gross et al., 1995; Simmons et al., 1995; Takahashi et al., 1995; Reinecker et al., 1996 ). Die Effekte von Zytokinen und anderer Faktoren auf die intestinale Restitution und Proliferation können sehr gut unter Zuhilfenahme der nicht transformierten Rattendünndarmepithelzellinie IEC-6 untersucht werden, da sie sich als Modellzellinie für Studien zur intestinalen Migration und Proliferation eignet. IEC-6 Zellen besitzen viele Gemeinsamkeiten mit Kryptenzellen und sind auch zu einer partiellen Differenzierung befähigt (Quaroni et al., 1979; Kurokowa et al., 1987; Barnard et al., 1989; Suemori et al., 1991). Untersuchungen an IEC-6 Zellen haben gezeigt, daß die epitheliale Restitution durch TGFa, EGF, TGFb, Interleukin-1 und -2, HGF, aFGF, bFGF und IFNg sowie Trefoil-Peptiden stimuliert wird. Bis auf Trefoil-Peptide bewirkten alle Zytokine eine TGFb-abhängige Stimulation der Wundheilung. Auch die intestinale epitheliale Proliferation wird von verschiedenen Zytokinen moduliert. Eine Proliferationsstimulation wurde für TGFa, EGF, Interleukin-2 und -15, aFGF, bFGF, KGF, HGF und IGF beschrieben. Eine Hemmung der intestinalen Proliferation konnte bisher nur für TGFb gezeigt werden (Dignass, 1997).





Die Bedeutung von TGFb für die Modulation intestinaler epithelialer Wundheilungsvorgänge wurde von Ciacci et al. (1993) beschrieben. Trotz einer starken Hemmung der intestinalen Epithelzellproliferation, führte die exogene Zugabe von TGFb in einem In vitro Wundheilungs�modell zu einer signifikanten Stimulation der epithelialen Restitution. Innerhalb der TGFb-Familie, zu der auch die Inhibine, Aktivine und weitere Mitglieder gehören, kann man fünf verschiedene TGFb-Isoformen (TGFb1-5) unterscheiden, von denen drei in Säugetieren beschrieben sind (Barnard et al., 1990; Massagué, 1990; Roberts & Sporn, 1991; Barnard et al., 1993). Als Prototyp der TGFb-Familie gilt TGFb1, ein Homodimer aus zwei identischen Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von je 12,5 kDa. TGFb wird als inaktive Vorstufe in den Extrazellularraum sezerniert, die aus der C-terminalen, 110 bis 140 AS langen, reifen Domäne, der 50 bis 375 AS langen Pro-Domäne und einer NH2-terminalen Präsequenz besteht (Lodish et al., 1996). Diese Vorstufe wird als TGFb-Propeptid oder als kleiner latenter TGFb-Komplex bezeichnet. Mit diesem Komplex assoziiert ist außerdem ein großes Polypeptid von mehr als 190 kDa, das latente TGFb-Bindungsprotein (LTBP), von dem bisher 3 Isoformen bekannt sind (LTBP1-3). LTBP-1 verfügt über Sequenzcharakteristika, die man auch in Fibrillinen findet und die auf Protein-Protein-Interaktionen mit Zelloberflächenrezeptoren und extrazellulären Matrixkomponenten hindeuten (Apella et al., 1988; Rao et al., 1995). Der kleine latente TGFb-Komplex und das LTBP bilden zusammen den großen latenten TGFb-Komplex, der biologisch inaktiv ist und nicht an TGFb-Rezeptoren binden kann (Lawrence et al., 1985; Pircher et al., 1986; Miyazono et al., 1991). LTBP ist mit der Pro-Domäne über eine Disulfidbrücke verbunden (Wakefield et al., 1988). Zur Bioaktivierung und Freisetzung des reifen TGFb-Monomers, welches dann über eine Disulfidbrücke mit einem weiteren Monomer dimerisiert, ist die Abspaltung der NH2-terminalen Sequenz, der Pro-Domäne und des LTBPs notwendig. Wie die Bioaktivierung in vivo vollzogen wird, ist bisher nicht geklärt. Experimentell führt die Behandlung mit Säure, Harnstoff und verschiedenen Proteasen zur Freisetzung aus dem latenten Komplex (Lyons et al., 1990; Massagué, 1990; Roberts & Sporn, 1991; Sporn & Roberts, 1992). In vivo diskutiert man die Beteiligung von Proteasen des Plasmintyps (Lyons et al., 1990). Dies ist von besonderem Interesse, da Nakajima et al. (1997) kürzlich zeigen konnten, daß die Verbindung zwischen der extrazellulären Matrix und LTBP plasminsensitiv ist. 


1.3	Adeninnukleotide und Purinrezeptoren





Schon lange ist die fundamentale und ubiquitäre Bedeutung intrazellulärer Nukleotide im Energiemetabolismus für die Nukleinsäuresynthese und die Enzymregulation bekannt. Darüber hinaus besitzen extrazelluläre Nukleotide und Nukleoside signifikante biologische Funktionen in vielen Zellen und Geweben. Im Jahr 1929 entdeckten Drury und Szent-Györgyi, daß Adenin-haltige Komponenten wie auch ATP, zu diesem Zeitpunkt ein neu identifiziertes und gereinigtes Biomolekül, signifikante Effekte auf den kardiovaskulären Zustand ausüben und zudem auch andere physiologische Funktionen modulieren können. Während des folgenden halben Jahrhunderts wurden zahlreiche pharmakologische Studien in kompletten Organsystemen, isolierten Geweben und Zellpräparationen zur Wirkung extrazellulärer Adeninnukleotide unternommen. Dabei zeigte sich, daß einige der Wirkungen direkt abhängig von ATP waren, andere aber den Abbau von ATP erforderten (Dubyak & El-Moatassim, 1993). Alle Zellen besitzen ATP und verfügen über komplexe Mechanismen ATP zu synthetisieren und die intrazellulären ATP-Speicher aufzufüllen. Aber nicht nur intrazellulär finden sich signifikante Mengen ATP, auch im Blut und in allen extrazellulären Flüssigkeiten ist es vorhanden. ATP kann aus einer Vielzahl von Zellen mittels Exocytose freigesetzt werden (Gordon, 1986). Größere Mengen ADP und ATP finden sich zudem in direkter Nachbarschaft geschädigter Zellen (Kartha et al., 1992a; Dubyak & El Moatassim, 1993). Auch die Freisetzung aus Nervenendigungen gehört zu den bereits sehr früh beschriebenen Quellen von ATP. 





Schon in den frühen 60er Jahren postulierten Burnstock et al. (1963) und Martinson & Muren (1963), daß der Gastrointestinaltrakt von autonomen Nerven begleitet wird, die weder cholinergene noch adrenergene Botenstoffe ausschütten, sondern sich purinergener Substanzen bedienen. Es stellte sich heraus, daß es sich bei der aus Nerven freigesetzten Substanz um  ATP handelte (Eccles, 1964) und so gab man diesem Vorgang den Namen purinergene Transmission (Burnstock, 1972). Burnstock vermutete weiter, daß die Zielzellen der purinergenen Nerven über Rezeptoren für Adeninnukleotide verfügen. Diese wurden als purinergene Rezeptoren oder Purinrezeptoren bezeichnet (Burnstock, 1978). Die Ergebnisse einer großen Zahl an Versuchen in einer Vielzahl von Geweben und Zellen unterstützten die vorgenommene Unterteilung in:





1.	P1-Rezeptoren, die im wesentlichen von Adenosin aktiviert werden und


2.	P2-Rezeptoren, die auf ADP und ATP reagieren.





P1-Rezeptoren werden auch als Adenosin-Rezeptoren bezeichnet. Sie sind an eine Adenylatcyclase gekoppelt und bewirken Änderungen des cAMP-Spiegels. Geringe Methyl�xanthin-Konzentrationen wirken an diesen Rezeptoren kompetitiv antagonistisch. Aufgrund von Studien mit Adenosin-Analoga wurden die P1-Rezeptoren später weiter unterteilt in A1, A2a, A2b und A3 (Fredholm et al., 1994).





P2-Rezeptoren, deren hauptsächliche Liganden ADP und ATP sind, zeigen keine Sensitivität gegenüber Methylxanthinen. Für P2-Rezeptoren konnten bisher keine geeigneten Antago�nisten entdeckt werden. Im Jahr 1985 wurde die erste Unterteilung der P2-Rezeptoren vorge�nommen. Burnstock und Kennedy (1985) formulierten die Trennung in P2x- und P2y- Purinrezeptoren. Diese erste Einteilung beruhte auf der Beobachtung, daß P2x-Rezeptoren Vasokonstriktion und Kontraktion viszeraler glatter Muskeln bewirken, ein Vorgang der durch den ATP-Agonisten abMe-ATP ausgelöst werden konnte, und daß P2y-Rezeptoren mit 2MeSATP als potentestem Agonisten Vasodilatation und Relaxation in den glatten Muskel�zellen des Darms vermitteln. In den folgenden Jahren diente die Erstellung von Agonisten�profilen der Beschreibung verschiedener Rezeptorsubtypen. Da bis zum heutigen Tag nicht alle Rezeptoren kloniert sind, bedient man sich pharmakologischer Profile zur Charakteri�sierung der Rezeptoren und ihrer Aktivität. Kurze Zeit nach Beschreibung des P2y-Rezeptors wurden der P2t Purinrezeptor, der ADP-spezifisch ist und der P2z-Rezeptor, der offensichtlich durch ATP4- aktiviert wird, entdeckt (Gordon 1986). Hinzu kamen der P2u- (O´Connor et al., 1991) und der P2d-Rezeptor (Pintor & Mira-Portugal, 1993). Weitere Rezeptorsubtypen folgten diesen Entdeckungen. Bei genauerer Betrachtung zeigte sich, daß P2x-Rezeptoren Liganden-abhängige Ionenkanäle darstellen, während P2y Rezeptoren in G-Protein-Aktivierungen involviert sind (Dubyak, 1991). Die ersten P2-Rezeptoren, die kloniert wurden, waren der P2y1-Rezeptor aus dem Gehirn von Hühnern (Webb et al., 1993) und der P2u Rezeptor aus Neuro�blastomzellen (Lustig et al., 1993). Es folgten die Klonierungen von zwei P2x-Rezeptoren aus dem Vas deferens (Valera et al., 1994) und PC12-Zellen der Ratte (Brake et al., 1994). Im selben Jahr wurde die Nomenklatur der Purinrezeptoren von Abbracchio und Burnstock (1994) überarbeitet. Obwohl auch heute in der Literatur viele der alten Bezeichnungen verwendet werden, lassen sich die P2-Rezeptoren in zwei große Familien einteilen, die P2x- und die P2y-Familie. Die Charakteristika dieser beiden Familien, ihr Agonistenprofil und ihre Mitglieder mit den früher gültigen Bezeichnungen sind in der folgenden Tabelle wiedergegeben:





Tabelle 1:	Einteilung der Purinrezeptoren in P2x- und P2y-Familien
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Die P2x-Rezeptorfamilie unterscheidet sich erheblich von Liganden-assoziierten Ionenkanälen und stellt zudem eine Gruppe mit strukturell sehr unterschiedlichen Mitgliedern dar. Die Purinrezeptoren P2x1 bis P2x6 werden von distinkten Genen kodiert (Suprenant et al., 1996). Zusätzlich zu den vielen Vertretern dieser Familie sind zahlreiche Spleißvarianten beschrieben. 





Die große Vielfalt der heute bekannten Purinrezeptoren spiegelt auch die große Anzahl von Wirkungen wider, die durch Adeninnukleotide vermittelt werden können. So werden biologische Antworten auf extrazelluläre Adeninnukleotide in fast jedem Organ und Gewebe beobachtet (Gordon, 1986; Dubyak & El Moatassim, 1993; Barnard et al., 1994). Adeninnu�kleotide spielen auch im Rahmen von Wundheilungsvorgängen eine wichtige Rolle. Sie beschleunigen zum Beispiel die epitheliale Wundheilung nach experimenteller Nieren�schädigung in vivo und in vitro (Siegel et al., 1983; Sumpio et al., 1984; Kartha & Toback, 1992a). Die Wirkung von Adeninnukleotiden im Zusammenhang mit gastrointestinalen Wundheilungsvorgängen war bisher nicht untersucht.











1.4	Die intestinale Basalmembran und ihre Bestandteile





Die Struktur und die Funktionen der Zellverbände höherer Organismen hängen in großem Maß von Interaktionen ab, die sowohl Zell-Zell-Kontakte als auch Zell-Matrix-Verbindungen betreffen. Die extrazelluläre Matrix beeinflußt eine Vielzahl zellulärer Funktionen. Sie ist beteiligt an der Regulation der Morphogenese, Wundheilung, Proliferation, Membranpolari�sation, Permeabilität und Differenzierung.





Extrazelluläre Matrizes bestehen aus einem komplexen Netzwerk von sezernierten Proteinen und Kohlehydraten. Die extrazelluläre Matrix verschiedener Gewebe enthält faserbildende Kollagene, Hyaluronsäure, Proteoglycane und Glycoproteine. Die Zusammensetzung der Matrix ist sehr komplex und zeigt gewebsspezifische Konfigurationen, die die unterschied�lichen Funktionen widerspiegeln (Lodish et al., 1996). Basalmembranen sind spezialisierte extrazelluläre Matrizes, die Gewebe voneinander abgrenzen und an der Gewebsdifferen�zierung und Morphogenese beteiligt sind (Vracko, 1974; Ekblom et al., 1986). Die Basalmembran überzieht als dünnes, blattartiges Netzwerk die basalen Oberflächen der meisten epithelialen und endothelialen Zellen. Sie trennt die Zellschicht von dem darunter�liegenden Bindegewebe. Dies gilt auch für das intestinale Epithel. Die Basalmembran hat eine Dicke von 60 bis 100 nm und kann nach einer Definition von Kefalides et al. (1979) in die Lamina lucida (Lamina rara), die sich in direkter Nachbarschaft zu den Epithelzellen befindet, die Lamina densa, die häufig als "eigentliche Basalmembran" oder Basallamina bezeichnet wird und die Lamina reticularis unterteilt werden. Zu den Hauptkomponenten der intestinalen Basalmembran zählen Kollagen Typ IV, Laminin, Nidogen, Fibronektin und Heparansulfat�proteoglycan (Hahn, 1990). Die Struktur der Basalmembran kann unterteilt werden in die molekulare Struktur jeder einzelnen Komponente und in die supramolekulare Architektur, die ein Resultat der Interaktionen verschiedener Komponenten ist.


Die Lokalisation der extrazellulären Matrixkomponenten wurde in der Basalmembran des Rattendünndarms insbesondere mit Hilfe der Immunelektronenmikroskopie untersucht. Diese Untersuchungen konnten zeigen, daß Kollagen Typ IV, Laminin, Fibronektin und Heparan�sulfatproteoglycan hauptsächlich in der Lamina densa, also der Basallamina, zu finden sind (Quaroni et al., 1978; Laurie et al., 1982). Über den Ursprung der Basalmembrankomponenten gab es lange Zeit unterschiedliche Auffassungen. Zunächst glaubte man an eine rein epitheliale Herkunft. Diese Auffassung mußte aber revidiert werden. Obwohl Heparansulfat�proteoglycan ausschließlich von Epithelzellen gebildet wird, sind Kollagen Typ IV, Laminin und Fibronektin vorwiegend mesenchymalen Ursprungs (Simon-Assmann et al., 1990a und b; Weiser et al., 1990). Dennoch sind auch intestinale Epithelzellen in der Lage alle drei genannten Basalmembrankomponenten zu bilden (Quaroni et al., 1978; Hahn et al., 1987; McCormack et al., 1992; Göke et al., 1996).





Kollagen Typ IV ist der Hauptbestandteil der Basalmembran. Es bildet ein zweidimensionales Netzwerk mit einer Maschendraht-artigen Struktur, auf der die Reißfestigkeit der Basalmembran beruht. Als strukturelles Rückgrat unterscheidet sich Kollagen Typ IV in seinem Aufbau deutlich von den Fibrillen-formenden Kollagenen. Das Kollagen Typ IV-Molekül wird aus verschiedenen a-Ketten gebildet. Während man lange Zeit nur von der Existenz zweier verschiedener Ketten wußte, werden heute fünf verschiedene a-Ketten beschrieben (a1(IV) bis a5(IV). Jeweils drei Typ IV-Kollagenpeptide bilden eine 400 nm lange Tripelhelix mit großen globulären Domänen an den C-Termini und kleineren Domänen unbekannter Struktur an den N-Termini. Die am besten charakterisierte Isoform ist das [a1(IV)]2[a2(IV)]-Kollagen. Der helikale Abschnitt hat eine ungewöhnliche Struktur. Das für alle Kollagene typische Aminosäuremotiv Gly-X-Y (X und Y für beliebige AS) ist hier ungefähr 24mal durch Abschnitte unterbrochen, die keine tripelhelikale Form bilden können. Diese Bereiche sind verantwortlich für ein gewisses Maß an Flexibilität. Vier dieser Tripelhelices lagern sich durch Überlappung ihrer N-terminalen Abschnitte zu einer tetrameren Einheit zusammen, die durch Disulfid�brücken stabilisiert wird. Diese Überlappungsregion wird häufig als 7S-Domäne bezeichnet. Durch seitliche Anlagerung der tripelhelikalen Abschnitte bilden sich unterschiedliche Verzweigungen. Es entsteht, unterstützt durch Wechselwirkungen zwischen den C-terminalen globulären Domänen und benachbarten Kollagen-Molekülen, das für eine Basalmembran typische zweidimensionale Netzwerk. Der Anteil von Polysaccharidseitenketten beträgt im Kollagen IV Molekül ungefähr 10% der Gesamtmasse (Timpl, 1989; Schuppan & Riecken, 1990; Yurchenco & Schittny, 1990; Burgeson & Nimni, 1991).





Laminin stellt den Hauptanteil der nicht kollagenösen Bestandteile der Basalmembran dar. Es ist in der Lage, an eine Vielzahl anderer Basalmembrankomponenten zu binden, zu denen zum Beispiel Kollagen Typ IV, Heparansulfatproteoglycan und vor allem Nidogen zählen. Nidogen hatte man aufgrund seiner festen Bindung zunächst für eine Laminin-Untereinheit gehalten; es ist aber ein hantelförmiges Glycoprotein von ungefähr 150 kDa, welches zwei globuläre Domänen am C- und N-Terminus besitzt, die von einem stäbchenförmigen mittleren Segment getrennt werden. Laminin besteht in den meisten Fällen aus einer a-, b- und g-Kette, die ein Molekulargewicht von 140 bis 400 kDa besitzen. Bisher sind elf verschiedene Laminin-
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