Isoformen beschrieben, die sich aus festgelegten Kombinationen von fünf a-, drei b- und zwei g-Ketten zusammensetzen. Damit ist die Vielfalt der möglichen Kombinationen nicht ausgeschöpft, und es liegt offensichtlich eine Beschränkung der Kombination der einzelnen Ketten vor. Die Zusammenlagerung der drei Ketten ergibt eine kreuzartige Molekülstruktur, wobei das lange Ende von allen drei Ketten gemeinsam gebildet wird. Die kurzen Arme bestehen jeweils aus den N-Termini der einzelnen Ketten. Als Prototyp gilt das zuerst im Engelbreth-Holm-Swarm-(EHS) Tumor entdeckte Laminin-1, welches sich aus der a1-, b1- und g1-Kette zusammen�setzt. In den kurzen Armen des Moleküls, also den N-terminalen Bereichen der Ketten, finden sich insgesamt sieben globuläre Domänen und 42 EGF-ähnliche Wiederholungen (Domänen III bis VI). Diese EGF-ähnlichen Motive verfügen über die Besonderheit von acht Cysteinresten, während man in anderen Proteinen häufig nur sechs Cysteinreste findet. Der von allen drei Lamininketten gebildete Verknüpfungspunkt im Inneren des Kreuzes wird von Disulfidbrücken zusammengehalten. Der lange Arm des Moleküls ist unterteilt in die Domänen I und II und besteht ungefähr aus 600 Aminosäureresten. Die b1- und g1-Kette sind über eine Disulfidbrücke am Ende der helikalen Domäne I miteinander verbunden. Bei der längeren a1-Kette schließt sich an dieser Stelle noch eine große C-terminale globuläre Domäne von über 1000 AS an. Diese als G-Domäne bezeichnete Struktur wird noch einmal in fünf Abschnitte unterteilt (G1-G5). Die Proteolyse des Laminin-Moleküls in eine Vielzahl von Fragmenten hat zu der Identifizierung vieler Bindungsdomänen für andere extrazelluläre Membrankomponenten geführt. Außerdem konnten auch RGD-Bindungs�sequenzen entdeckt werden (Sasaki et al., 1988; Beck et al., 1990; Engvall, 1993; Burgeson et al., 1994; Timpl & Brown, 1994; Talts, 1998)





Obwohl der Fibronektin-Anteil an der Basalmembran bei weitem nicht so groß ist wie der von Kollagen Typ IV oder Laminin, ist dieser extrazelluläre Matrixfaktor aufgrund seiner adhäsiven Fähigkeiten von großer Bedeutung für die Basalmembran. Fibronektin-Moleküle sind Dimere aus zwei ähnlichen 60 bis 70 nm langen und zwei bis drei nm dicken Polypeptiden, die über Disulfidbrücken am C-Terminus miteinander verbunden sind. Die Fibronektin-Monomere verfügen außerdem über eine große Zahl intramolekularer Disulfidbrücken. Etwa 20 verschiedene Fibronektinketten entstehen durch Spleißen des RNA-Transkripts aus einem einzigen Fibronektin-Gen. Nach vorsichtiger Proteolyse erhält man sechs verschiedene Domänen, die über spezifische und hochaffine Bindungsstellen zum Beispiel für Kollagen, Integrine und Fibrine verfügen. Jede einzelne Domäne setzt sich aus kurzen repetitiven Abschnitten zusammen, die aufgrund von Aminosäuresequenzhomologien in drei verschie�dene Klassen eingeteilt werden. Fibronektin verfügt über eine RGD-Sequenz in der Zellbindungsdomäne, die wichtig für die Bindung an Integrinrezptoren ist (Pierschbacher & Ruoslahti, 1984; Tamkun et al., 1984; Kornblihtt et al., 1985; Hynes, 1989)





Allen hier beschriebenen extrazellulären Matrixkomponenten ist die Bindung an spezielle Oberflächenrezeptoren gemein. Die meisten Rezeptoren für Kollagen Typ IV, Laminin und Fibronektin gehören zur Familie der Integrine. Diese plasmamembranständigen Rezeptoren bestehen aus zwei Transmembranpolypeptiden, die als a- und b-Untereinheiten bezeichnet werden. Die meisten Zellen exprimieren mehrere verschiedene Integrine. Außerdem verfügen einzelne Integrine über eine Vielzahl von Liganden. Es sind 15 verschiedene a- und acht b-Ketten beschrieben, von denen bisher 21 unterschiedliche Kombinationen identifiziert worden sind. Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, daß Integrine biochemische Signale von der extrazellulären Matrix in das Zellinnere vermitteln (Ruoslahti, 1991; Hynes, 1992; Santos et al., 1997b).





Die intestinale Basalmembran und ihre Komponenten sind von besonderer Bedeutung für die epitheliale Wundheilung besonders im Zusammenhang mit oberflächlichen Verletzungen, denn sie gewähren den Epithelzellen einen Untergrund auf dem sie migrieren können. Untersuchungen belegen, daß die Basalmembran nicht synchron als eine Einheit mit den darüberliegenden Epithelzellen wandert, sondern daß die intestinalen Epithelzellen in der Lage sind entlang der Basalmembran von den Krypten zu den Villusspitzen zu migrieren. Daher sind Wechselwirkungen zwischen den extrazellulären Matrixfaktoren und den intestinalen Epithelzellen von herausragender Bedeutung für die epitheliale Wundheilung (Hahn et al., 1990; Trier et al., 1990).











1.5	Fragestellung





Das intestinale Epithel ist einer Vielzahl regulatorischer Einflüsse unterworfen, die in ihrer Gesamtheit trotz beträchtlichen Fortschritts in den letzten Jahren nur unzureichend verstanden werden. Aufgrund der Modulation zahlreicher epithelialer Funktionen, wie der Migration und Proliferation durch Adeninnukleotide und Bestandteile der extrazellulären Matrix in anderen Untersuchungssystemen, wurde eine wesentliche Beteiligung dieser Faktoren an intestinalen epithelialen Wundheilungsvorgängen postuliert. 





Die vorliegenden Untersuchungen sollen mit Hilfe geeigneter In Vitro Experimente die Bedeutung verschiedener Adeninnukleotide für die epitheliale Migration und Proliferation charakterisieren. Desweiteren soll der Wirkmechanismus einer Adeninnukleotid-vermittelten Modulation intestinaler Epithelzellfunktionen sowie die Beteiligung spezifischer Rezeptoren und Signalübertragungssignale an diesen Vorgängen untersucht werden. Zur Charakteri�sierung der Effekte extrazellulärer Matrixkomponenten muß zunächst ein geeignetes Adhäsionsmodell etabliert und ein Migrationsmodell entwickelt werden. Nach Etablierung und Validierung geeigneter In vitro Testsysteme werden die Effekte einzelner extrazellulärer Matrixkomponenten auf die intestinale epitheliale Adhäsion, Migration und Proliferation untersucht. Weiterhin soll geklärt werden, ob extrazelluläre Matrixfaktoren in einen TGFb-Feedback-Regulationmechanismus involviert sind. Abschließend wird untersucht, ob Adeninnukleotide eine Modulation intestinaler Epithelzellfunktionen durch eine veränderte Expression von extrazellulären Matrixfaktoren bewirken.
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