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Abbildung 29:	Untersuchung zur Reversibilität des proliferationshemmenden Effektes von bgMe-ATP. 2,5 x 104 Zellen wurden in jede Vertiefung einer 24-well Gewebekulturschale pipettiert und mit Kulturmedium ohne Zusätze oder mit 250 µM bgMe-ATP inkubiert. Parallel auf zwei Gewebekulturplatten wurde die Proliferation nach 72 h mit Hilfe eines MTT-Assays bestimmt oder aber das bgMe-ATP wurde von den Zellen entfernt und anschließend zweimal mit DMEM ohne Zusätze gewaschen. Die Zellen wurden erneut mit Kulturmedium für 72 h inkubiert und die Proliferation gemessen. Der Proliferationszuwachs ausgehend von den Daten nach der Inkubation mit dem P2-Agonisten  wurde in Prozent bestimmt. Die Darstellung zeigt die Ergebnisse drei- bis fünffacher Bestim�mungen (Kontrolle) oder vier- bis achtfacher (bgMe-ATP) von drei unabhängigen Versuchen.





Die Untersuchungen zur Vitalität der IEC-6 Zellen nach Behandlung mit Adeninnukleotiden ergeben ein einheitliches Bild. Sowohl die Vitalitätsfärbung mit Trypanblau als auch die Untersuchung der DNA auf Fragmentierung durch Nukleasen geben keinerlei Anzeichung für eine erhöhte Letalität der Zellen oder die Beteiligung apoptotischer Vorgänge an der Proliferationsinhibition. Auch die Tatsache, daß die Wirkungen der Adeninnukleotide auf die intestinalen Epithelzellen reversibel sind, sprechen gegen toxische Effekte.











3.2	Modulation intestinaler Wundheilungsvorgänge durch extrazellu-läre Matrifaktoren in vitro 





Der Prozeß der intestinalen epithelialen Wundheilung wird von einer Vielzahl von Faktoren beeinflußt. Neben Wachstumsfaktoren, luminalen Nahrungsbestandteilen sowie darm-spezifischen und systemischen Hormonen sind auch Bestandteile der extrazellulären Matrix in diesen Vorgang involviert. Die extrazelluläre Matrix ist an der Adhäsion, Migration, Morphogenese und Differenzierung von intestinalen Epithelzellen beteiligt (Carroll et al. 1988; Hahn et al., 1990; Olson et al., 1991; Moore et al., 1994). Sie befindet sich in Form einer Basalmembran in direkter Nachbarschaft der Epithelzellen und grenzt diese von den darunterliegenden mesenchymalen Zellen ab. Mit Hilfe von Immunfluoreszenzuntersuchungen wurden die strukturellen Hauptkomponenten der intestinalen Basalmembran identifiziert. So sind Kollagen Typ IV, Laminin, Fibronektin, Entactin/Nidogen und Heparansulfatproteoglycane an ihrem Aufbau beteiligt (Laurie et al.; 1982, Hahn et al., 1990). Untersuchungen von Trier et al. (1990) konnten zeigen, daß die Basalmembran den intestinalen Epithelzellen als Gerüst für die Migration dient, und es nicht zu einer synchronen Wanderung der Epithelzellen mit der darunterliegenden Basalmembran kommt. Vielmehr migrieren intestinale Mukosazellen bei gleichzeitiger Differenzierung aus der Kryptenregion heraus entlang der Basalmembran bis zu ihrem funktionellen Bestimmungsort, den Villusspitzen. Hierbei sind Interaktionen zwischen den Zellen und den Komponenten der extrazellulären Matrix essentiell für die epitheliale Adhäsion, Migration, Proliferation und Differenzierung (Beaulieu, 1992; Edelmann, 1992). Diese Interaktionen spielen aber nicht nur während der physiologischen Regeneration des Mukosaepithels eine entscheidende Rolle, sondern sie sind in besonderem Maße bedeutsam im Falle oberflächlicher Epithelzellverletzungen. Obwohl die Bedeutung der extrazellulären Matrixfaktoren hinlänglich akzeptiert ist, sind dennoch die Wechselwirkungen zwischen ihnen und den Zellen der intestinalen Mukosa nicht vollständig aufgeklärt.











3.2.1	Anwendbarkeit des Hexosaminidase-Adhäsionsassays zur Messung der Adhäsionsfähigkeit intestinaler Epithelzellen





Bei der Untersuchung intestinaler epithelialer Wundheilungsvorgänge unter dem Einfluß von extrazellulären Matrixbestandteilen müssen eine Reihe physiologischer Prozesse betrachtet werden. Direkt nach einer epithelialen Verletzung erfolgt die Migration unverletzter Zellen in den Wunddefekt sowohl in vivo als auch in vitro. Es handelt es sich hierbei um einen komplexen Prozeß bei dem die Zellen an der migratorischen Front morphologische Veränderungen durchmachen, die dann in der Adaption an einen migratorischen Phänotyp resultieren (Basson et al., 1992). Bedeutsam für die Migration sind hierbei die Ausbildung und Wiederauflösung von adhäsiven Kontakten. Die Zellen bilden sogenannte Adhäsionsplaques von zunehmender Anheftungsstärke in Zellbereichen migratorischer Aktivität. Hieraus entwickeln sich Kräfte und Spannung für die Migration. Einhergehend mit diesen Veränderungen können morphologische Modifikationen an den Zellen beobachtet werden. Hierzu gehören primär die Abflachung der Zellen und die Ausbildung dünner cytoplas�matischer Gebilde, die als Lammellipodien oder als Filopodien-artige Gebilde bezeichnet werden (Nusrat et al., 1992, Feil et al., 1987). Vor dem Hintergrund dieser morphologischen Veränderungen erscheint es sinnvoll, die Adhäsionseigenschaften von intestinalen Epithelzellen zu untersuchen, um ein besseres Verständnis für die Bedeutung der extrazellu�lären Matrixfaktoren bei den initialen Vorgängen der Wundheilung zu erlangen. Dies ist auch interessant, wenn man betrachtet, daß die Veränderung adhäsiver Interaktionen zu  pathologischen Fehlfunktionen führen können (Clark & Brugge, 1995). Die Wirkung  extrazellulärer Matrixfaktoren auf die Adhäsion von intestinalen Epithelzellen sollte ebenfalls mit Hilfe von IEC-6 Zellen charakterisiert werden, da die Untersuchung von Wundheilungs�vorgängen dieser Zellinie ein besonders gut charakterisiertes System darstellt, und IEC-6 Zellen eine Vielzahl der Charakteristika undifferenzierter Villuszellen aufweisen. Ihre Eigenschaften wurden in Kapitel 3.1.1 eingehend beschrieben. Das Adhäsionsverhalten von IEC-6 Zellen wurde unter Zuhilfenahme eines kolorimetrischen Assays bestimmt. Dieser Adhäsionsassay beruht auf der Umsetzung eines p-Nitrophenolderivats durch ein ubiquitär vorkommendes lysosomales Enzym (2-Acetamido-2-deoxy-b-D-Glukosidacetamidodeoxu-glukohydrolase = Hexosaminidase EC 3.2.1.30). Dieses von Banerjee und Basu (1975) beschriebene Enzym wurde von einer Vielzahl von Autoren zur Untersuchung des Adhäsionsverhaltens von Zellen eingesetzt (Rubin et al., 1979; Koponen et al., 1982; Landegren, 1984, Santoro et al., 1994). Da diese Methode bisher nicht zur Bestimmung der Adhäsion von IEC-6 Zellen eingesetzt wurde, war es zunächst notwendig, experimentell darzulegen, daß IEC-6 Zellen über dieses lysosomale Enzym verfügen und zur Umsetzung des Substrats befähigt sind. Da die Aktivität der Hexosaminidase in Zellen sehr verschieden sein kann (Santoro et al., 1994), war zunächst das Erstellen einer Kinetik für die Adhäsion der IEC-6 Zellen notwendig. Abbildung 30 und 31 zeigen die Ergebnisse zur Findung einer geeigneten Adhäsionsdauer und Zellzahl.
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Abbildung 30:	Untersuchung zur Bestimmung der geeigneten Adhäsionsdauer für IEC-6 Zellen im Hexosaminidase-Adhäsionsassay. 3,5 x 104 Zellen wurden unterschiedlich lang zur Adhäsion auf 96-well Gewebekulturschalen gegeben. Die Adhäsion wurde nach einer, zwei, drei, vier und fünf Stunden durch Absorptionmessung des umgesetzten Substrates ermittelt. Den Daten liegen die Ergebnisse von drei unabhängigen Versuchen mit zehnfach Bestimmungen zugrunde.





Zunächst konnte anhand der durchgeführten Untersuchungen festgestellt werden, daß IEC-6 Zellen über die Hexosaminidase verfügen und die Umsetzung des Substrates bewirken können. Als Untersuchungszeitraum erwies sich eine Dauer von 3,5 Stunden als geeignet. Die Umsetzung des Substrates nahm mit zunehmender Dauer der Adhäsion zu und erreichte nach drei bis vier Stunden ihr Maximum. Eine längere Inkubationszeit bewirkte keine Erhöhung der Anzahl adhärenter Zellen. Nach Festlegung der geeigneten Dauer der Adhäsion wurde anschließend untersucht, ob eine lineare Beziehung zwischen der eingesetzten Zellzahl und der Substratumsetzung existiert. Abbildung 31 bestätigt diese lineare Beziehung. Das Bestimmtheitsmaß der Kurve zur Beschreibung der Linearität unterstreicht ebenfalls die Eignung zur Untersuchung von Adhäsionsvorgängen. Zudem unterscheiden sich die eingesetzten Zellzahlen eindeutig signifikant voneinander. Für die Adhäsionsuntersuchungen zum Einfluß extrazellulärer Matrixfaktoren wurden anhand der ermittelten Daten zwischen 1,5 und 2,5 x 104 Zellen eingesetzt.
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Abbildung 31:	Darstellung des Verhältnisses zwischen Zellzahl und gemessener Absorption in einem colorimetrischen Farbassay. 1 x104 bis 4 x 104 IEC-6 Zellen wurden wie in Material und Methoden beschrieben im Adhäsionsassay eingesetzt und für die Dauer von 3,5 h in den Vertiefungen der 96-well Gewebekulturplatten belassen. Nach dieser Inkubationsdauer wurden nicht adhärente Zellen entfernt. Die verbliebenen adhärierten Zellen wurden anhand der Umsetzung des Enzymsubstrates mittels Absorption bei 405 nm bestimmt. Die Daten wurden als fünffach Bestimmungen in drei unabhängigen Versuchen bestimmt. Zusätzlich zu den Signifikanzen ist in der Tabelle das Bestimmtheitsmaß der nicht eingezeichneten Regressionsgeraden angeben.











3.2.2	Modulation der Adhäsionsfähigkeit von IEC-6 Zellen durch die Anwesenheit extrazellulärer Matrixfaktoren





Das intestinale Epithel ist gekennzeichnet durch eine hohe Dynamik. Innerhalb von wenigen Tagen kommt es zu einer vollständigen Erneuerung aller Epithelzellen der Mukosa. Dies bedeutet, daß es aufgrund des Verlustes ausdifferenzierter Enterozyten an den Villusspitzen zu einer ständigen Wanderung von Zellen entlang der Krypten-Villus Achse kommt (Podolsky, 1995). Dies gilt im besonderen Maße nach oberflächlichen Epithelzellverletzungen, die eine schnelle Regeneration der Mukosa zum Schutze des Organismus erfordern. Die Adhäsion von Epithelzellen an Komponenten der extrazellulären Matrix stellt einen initialen Schritt bei der Migration von Zellen und damit auch bei Wundheilungsvorgängen dar (Ruoslahti, 1991). Die extrazelluläre Matrix von intestinalen Epithelzellen hat die Gestalt einer Basalmembran, zu deren Hauptkomponenten Kollagen Typ IV, Laminin und Fibronektin zählen (Quaroni et al., 1978; Laurie et al., 1982). Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, daß diese Komponenten der extrazellulären Membran in der Lage sind, die Adhäsion von Zellen zu modulieren. So konnte gezeigt werden, daß Rinderendothelzellen (BAEC = bovine aortic endothelia cells) eine erhöhte Anheftung an Fibronektin und Kollagen zeigen (Madri et al., 1988). Eine erhöhte Adhäsion an Laminin zeigen zum Beispiel epitheliale Zellen aus der Mausepidermis (Terranova et al., 1980). Auch für intestinale Zellen sind Modulationen der Adhäsion an verschiedene Matrizes beschreiben. So demonstrierten Hahn et al. (1990), daß foetale intestinale Epithelzellen im Vergleich zur Anheftung an eine Plastikmatrix eine gesteigerte Adhäsion an Kollagen Typ IV, Laminin und Fibronektin zeigen. 
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Abbildung 32:	Untersuchung der Adhäsionsfähigkeit von IEC-6 Zellen an Oberflächen, die zuvor mit extrazellulären Matrixfaktoren beschichtet worden waren. 2 x 104 Zellen in Kulturmedium wurden für die Dauer von drei Stunden in 96-well Gewebekulturschalen gegeben, die zuvor mit Laminin, Fibronektin, Kollagen Typ IV oder aber nicht (Kontrolle) beschichtet worden waren. Wie in Material und Methoden genauer erläutert wurde nach Zugabe des Substrates die Farbentwicklung im Photometer bei 405 nm gemessen. Den Daten liegen fünffach Bestimmungen von drei unabhängigen Versuchen zugrunde.





Die Untersuchung der Adhäsion von intestinalen Epithelzellen an extrazelluläre Matrixfaktoren konnte primär den Beweis erbringen, daß IEC-6 Zellen über Rezeptoren zur Bindung an Kollagen Typ IV, Laminin und Fibronektin verfügen. Diesen Schluß läßt die Tatsache zu, daß die Adhäsion von IEC-6 Zellen an alle drei untersuchten Matrixfaktoren deutlich höher war als die Anheftung an eine unbeschichtete Plastikmatrix. Abbildung 32 gibt die Ergebnisse der In vitro Adhäsionsuntersuchungen mit IEC-6 Zellen wieder. Es zeigte sich ein deutlicher Unterschied bei der Modulation der Anheftung zwischen den einzelnen Matrixfaktoren. So wurde die Adhäsion der intestinalen Zellen durch das Vorhandensein der Kollagen Typ IV-Matrix mit 207% im Vergleich zu den Kontrollen am stärksten gefördert. Laminin und Fibronektin (je 170%) bewirkten ebenfalls eine Adhäsionssteigerung, die aber signifikant kleiner war, als die durch Kollagen Typ IV vermittelte. Zusammenfassend läßt sich also feststellen, daß IEC-6 Zellen Adhäsionsrezeptoren besitzen, die ihnen eine Anheftung an die drei Hauptkomponenten der Basalmembran intestinaler Epithelzellen erlauben. Zudem bewirken diese Bestandteile der extrazellulären Matrix adhäsionsfördernde Eigenschaften, die am deutlichsten bei Kollagen Typ IV ausgeprägt sind. 











3.2.3	Effekte ausgewählter extrazellulärer Matrifaktoren auf die Migration intestinaler Epithelzellen der Ratte 





Die in 3.2.2 untersuchte Adhäsion von intestinalen Epithelzellen an die extrazelluläre Matrix ist mitverantwortlich für die Migration von Zellen, die wiederum einen entscheidenden Prozeß für die Wiederherstellung des intestinalen Epithels darstellt. Obwohl lange Zeit die Rolle der Proliferation bei der intestinalen Reepitheliarisierung in den Mittelpunkt der Betrachtung gestellt worden war (Lipkin, 1987), mußte man aufgrund von in vitro und in vivo Beobachtungen feststellen, daß die Schnelligkeit mit der das intestinale Epithel regenerieren kann, nicht allein auf Proliferationsvorgänge zurückgeführt werden kann. Schon 1981 beobachtete Powell, daß die Reparatur der Magenschleimhaut von Meerschweinchen zu schnell abgeschlossen war, daß sie allein durch eine gesteigerte Proliferation erklärt werden konnte. Auch Feil et al. (1987) und Moore et al. (1988) beobachteten die Wiederbesiedelung der Dünndarmmukosa nach Säure-bedingter Verletzung innerhalb weniger Stunden. Lacy et al. konnten 1988 demonstrieren, daß die Migration den initialen Schritt bei der Wundheilung oberflächlicher Verletzungen darstellt, der Minuten nach der Verletzung beginnt und in Stunden abgeschlossen sein kann. Des weiteren konnte diese Arbeitsgruppe die Unabhängig�keit der epithelialen Migration von der Proliferation darlegen. Fortan betrachtete man die epitheliale Restitution als die Abfolge initialer Migrationsvorgänge und sich anschließender Proliferations- und Differenzierungsereignisse. Die Entwicklung eines In vitro Wundheilungs�modells für IEC-6 Zellen von McCormack et al. (1992) erlaubte eine gezielte Untersuchung der epithelialen Migrationsvorgänge und stellt eines der am besten charakterisierten Systeme dar (Dignass et al., 1993; 1994a und b). Dennoch ist es nicht möglich die Zellmigration auf extrazellulären Matrixfaktoren mit diesem In Vitro Wundheilungsmodell zu realisieren, da die Verwendung von Rasierklingen zu einer Verletzung der Matrix führen kann. Daher war es erforderlich ein geeigneteres Untersuchungssystem zu entwickeln, welches gewährleistet, daß die aufgetragenen Matrixfaktoren unbeschädigt bleiben. Als Anleitung diente ein von Pratt et al. (1984) entwickeltes Modell, welches die Bestimmung der Migration von Aorta-Endothelzellen (BAEC) auf Fibronektin und Kollagen I/III unter der Verwendung von Teflonzylindern untersucht. Dieses Modell wurde von Basson et al. (1992) auch bei Experimenten mit humanen Kolonenterozyten verwandt. In Anlehnung an dieses Modell wurden mit Hilfe der Feinwerkstatt der Tumorforschung des Universitäts�klinikums Essen Zylinder aus rostfreiem Stahl hergestellt. Anders als bei dem von Pratt et al. (1984) entwickelten Modell betrug der Innendurchmesser des Zylinders, in dem die Zellen bis zur Konfluenz angezüchtet wurden, nur 3 mm. Zur Unterscheidung und aufgrund der Tatsache, daß es in dem vorgestellten Modell nicht zu einer Verletzung von Zellen kommt, wurde diese Untersuchungsmethode als In Vitro Migrationsmodell bezeichnet. Das Ausschließen einer Verletzung von Zellen stellt einen wesentlichen Vorteil des Modells dar, da wie zuvor beschrieben und anhand der Ergebnisse in 3.1 dokumentiert, viele der von verletzten Zellen freigesetzen Substanzen einen Einfluß auf die Migration von IEC-6 Zellen ausüben können und damit die Experimente sekundären, nicht genauer definierbaren  Einflüssen ausgesetzt wären. Abbildung 33 dokumentiert den Zustand des Zellayers nach Entfernen der Zylinder. 
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Abbildung 33:	Untersuchung der Migration von IEC-6 Zellen in einem In vitro Migrationsmodells mit Hilfe von Stahlzylindern


	Zur Untersuchung der Migration auf extrazellulären Matrixfaktoren wurden IEC-6 Zellen in Stahlzylindern angezüchtet. Die fotographische Abbildung des mikroskopischen Bildes bei 100facher Vergrößerung zeigt die Begrenzung des Monolayers direkt nach der Entfernung des Stahlzylinders. Der Rand wurde mit einem wasserfesten Stift markiert ((), um später den Startpunkt für eine Rasterzählung zu erkennen. Die schwarze Linie zeigt, wie das im Okular befindliche Gitternetz bei der Auszählung ausgerichtet wurde.





Obwohl der Zellrand nicht so gleichmäßig verläuft, wie in dem zuvor beschriebenen In Vitro Wundheilungsmodell, ist dennoch eine eindeutige Begrenzung der Zellen gewährleistet. Die Quantifizierung der Ergebnisse wurde anhand eines eigens entwickelten Schemas vorgenom�men. Dabei wurde zunächst die ursprüngliche Begrenzung des Monolayers mit Hilfe eines Stiftes auf der Unterseite der Zellkulturschalen markiert. An diesen Punkt wurde - in Abbildung 33 in Form einer Linie dargestellt - ein in das Okular des Mikroskops eingebrachtes Gitternetz mit zehn Zonen angelegt. Der Migrationsursprung ist in den Abbildungen 34A und B als roter Pfeil wiedergegeben. 24 Stunden später wurden dann die Zellen in den einzelnen Zonen ausgezählt. 





�








Abbildung 34:	Untersuchung der Migration von IEC-6 Zellen auf extrazellulären Matrixfaktoren in einem In vitro Migrationsmodells mit Hilfe von Stahlzylindern


	Die Abbildungen A und B zeigen die Migration der IEC-6 Zellen 24 h nach Entfernung der Stahlzylinder. Die eingezeichneten Raster verdeutlichen das Bild, welches sich bei der mikroskopischen Betrachtung mit im Okular eingelegten Raster ergibt. Die roten Pfeile (() markieren die Begrenzung der IEC-6 Monolayer nach Entfernung der Stahlzylinder. Beide Aufnahmen sind bei 100facher Vergrößerung aufgenommen. Abbildung A zeigt die Migration ohne extrazellulären Matrixfaktor, Abbildung B die Migration der Zellen auf Kollagen Typ IV. Die Anzahl der Zellen in jeder Zone wurde bei Betrachtung des mikroskopischen Bildes bestimmt.





In Abbildung 34A und B lassen sich deutliche Unterschiede bei der Migration von IEC-6 Zellen auf einer Plastikmatrix und Kollagen IV erkennen. Die intestinalen Epithelzellen ohne extrazelluläre Matrix wanderten bis in die Zonen 5-7, einige wenige auch bis zur Zone 8, während IEC-6 Zellen auf Kollagen IV auch die Zonen 8-10 oder sogar darüber hinaus liegende Bereiche erreichten. Die Verhältnisse der Fotographien werden auch in den graphischen Darstellungen wiedergegeben. 
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Abbildung 35:	Migrationsverhalten von IEC-6 Zellen unter dem Einfluß verschiedener Matrixfaktoren. IEC-Zellen wurden in einem Stahlzylinder bis zur Konfluenz angezüchtet wie in Material und Methoden beschrieben. Die Graphik stellt die Migration der IEC-6 Zellen nach Entfernen des Zylinders dar. Differenziert wurde hier nur das Erreichen einer definierten Zone. Zone 1 lag hierbei am nächsten, Zone 10 am weitesten vom Migrationsursprung entfernt. Zusammengefaßt sind die Daten von sechsfachen Bestimmungen drei unabhängiger Versuche. Werte < 1 wurden als Nichterreichen der Migrationszone gewertet. 





Abbildung 35 dokumentiert, daß die untersuchten Zellen im Durchschnitt eine bestimmte Zone erreichen können oder nicht. So zeigte sich ohne Berücksichtigung der Anzahl, daß Zellen ohne extrazelluläre Matrix maximal bis in die siebte Zone vordrangen, IEC-6 Zellen auf Fibronektin oder Kollagen IV bis zur Zone 8 und auf Laminin sogar bis Zone 10 migrierten. 





Eine differenzierte Aussage über das Migrationsverhalten ist in den Abbildungen 36 und 37 dargestellt. Erstere erlaubt eine Betrachtung der Zellen, die sich direkt am Migrationsursprung befanden. Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den intestinalen Epithelzellen, die ohne extrazelluläre Matrix migrierten (Kontrolle) und Zellen, die über Laminin, Kollagen IV oder Fibronektin wanderten. Die Anzahl der Zellen, die sich direkt am "Startpunkt" der Migration befanden, war in den Kontrollen am höchsten. Betrachtet man Beschreibungen der Migration von intestinalen Epithelzellen in der Literatur, so wird als ein initialer Schritt dieses Vorgangs die Abflachung der Zellen beschrieben, die mit einer Bildung Lammelipodien-ähnlicher Gebilde einhergeht (Nusrat et al., 1992). Die Zellen nutzen ihre maximale Oberfläche zur Abdeckung der zellfreien Bereiche (Moore et al., 1989). Ausgehend von diesen Beschrei�bungen, erlaubt die Untersuchung der Zellen in Zone 1 des dargestellten Modells eine Interpretation der Ausbreitungszunahme der Zellen; dieses wird in der Literatur häufig als "spreading" bezeichnet. 
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Abbildung 36:	Migrationsverhalten von IEC-6 Zellen unter dem Einfluß verschiedener Matrixfaktoren. IEC-Zellen wurden in einem Stahlzylinder bis zur Konfluenz angezüchtet wie in Material und Methoden beschrieben. Dargestellt ist die Anzahl der Zellen in der Zone 1, die sich am nächsten zum Migrationsursprung befindet. Die Daten sind Mittelwerte von drei unabhängigen Versuchen mit jeweils sechsfacher Bestimmung.





Abbildung 36 gibt wieder, daß IEC-6 Zellen auf den Matrixfaktoren Laminin und Kollagen Typ IV eine eindeutig signifikante und auf Fibronektin eine signifikante Zunahme der Ausbreitung nahe des Migrationsbeginns aufwiesen. Untersuchungen der Zonen 6-10 erlauben weitere Aussagen bezüglich des Wanderungsverhaltens von IEC-6 Zellen auf unterschiedlichen extrazellulären Matrixfaktoren. Abbildung 37 gibt die Anzahl der Zellen in den weiter vom Ursprung der Migration entfernten Regionen wieder. Die Auswertung dieser Daten erlaubt damit eine Aussage über die Geschwindigkeit der Migration. So ist die Migration der intestinalen Epithelzellen auf Laminin deutlich größer als auf allen anderen untersuchten Matrixfaktoren und unterscheidet sich zudem hoch signifikant von der Kontrolle. Auch für Fibronektin und Kollagen konnte eine eindeutig signifkante bzw. signifkante Erhöhung der Migration beobachtet werden. Faßt man die erhobenen Daten zusammen, so sind extrazelluläre Matrixfaktoren in der Lage, daß Migrationsverhalten von IEC-6 Zellen zu modulieren. Sie verändern die Ausbreitung der Zellen und stimulieren die Geschwindigkeit des Migrationsvorgangs in vitro. Hierbei erweist sich der extrazelluläre Matrixfaktor Laminin vor Fibronektin und Kollagen Typ IV als am wirksamsten.


�





Abbildung 37:	Migrationsverhalten von IEC-6 Zellen unter dem Einfluß verschiedener Matrixfaktoren. IEC-Zellen wurden in einem Stahlzylinder bis zur Konfluenz angezüchtet wie in Material und Methoden beschrieben. Dargestellt ist die Anzahl der Zellen in den Zonen 6-10, wobei Zone 10 die am weitesten vom Migrationsursprung entfernte Zone darstellt. Die Daten sind Mittelwerte von drei unabhängigen Versuchen mit jeweils sechsfacher Bestimmung.











3.2.4	Zeitabhängiger Einfluß der extrazellulären Matrixfaktoren Fibronektin, Laminin und Kollagen Typ IV auf die Proliferation von IEC-6 Zellen





Die epitheliale Restitution erfordert neben den in den Kapiteln zuvor beschriebenen Adhäsions- und Migrationsvorgängen auch die Proliferation der Epithelzellen, um den Zellpool, der durch den Verlust ausdifferenzierter Zellen in das Gastrointestinallumen oder aber Verletzungen verringert wurde, wieder zu komplettieren. Das intestinale Epithel ist gekenn�zeichnet durch eine extrem hohe Umsatzrate, die zu den schnellsten im Organismus von Vertebraten gehört, und in den meisten Lebewesen zwischen 24 und 72 Stunden beträgt (Quaroni et al., 1979; Potten et al., 1992). Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, daß extrazelluläre Matrixfaktoren in der Lage sind die Proliferation von Zellen zu modulieren. Dies wird vor allen Dingen auch im Zusammenhang mit einer parallelen Differenzierung beobachtet (Kleinmann et al., 1987; Laurie et al.; 1989, Hahn et al., 1990). Madri et al (1988) konnten zum Beispiel zeigen, daß die Proliferation von Rinderendothelzellen aus Aorten (BAEC) in vitro durch die Anwesenheit von extrazellulären Matrixfaktoren verändert wird. Auch Studien von Basson et al. (1992) beschrieben Einflüsse von Bestandteilen der Basalmembran auf die Vermehrung von Caco-2 Zellen. 
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Abbildung 38:	Einfluß extrazellulärer Matrixfaktoren auf die Proliferation von IEC-6 Zellen. Der Beobachtungs-zeitraum für die Proliferationsmessung betrug 24 Stunden. 3,5 x 104 Zellen wurden in jede Vertiefung einer 24-well Gewebekulturschale pipettiert, die zuvor mit entsprechenden Matrix-faktoren beschichtet worden war. Mit Hilfe eines MTT-Assays wurde die Proliferation, wie in Material und Methoden genauer erläutert, bestimmt. Den Daten liegen die Ergebnisse von drei unabhängigen Versuchen mit vier- bis achtfach Bestimmungen zugrunde. 





In einem Kaninchenmodell, welches die Proliferation von Magenzellen untersucht, modulierten Kollagen Typ IV, Fibronektin und Laminin die epitheliale Proliferation. Diese Untersuchung konnte zudem zeigen, daß Proliferationsveränderungen zeitabhängig erfolgen können (Mikami et al., 1994). 





Daher wurden zur Untersuchung der Proliferation von IEC-6 Zellen verschiedene Zeitpunkte zur Bestimmung der Zellwachstumsrate gewählt, die mit 24-72 Stunden ungefähr den kompletten Erneuerungszyklus der intestinalen Epithelzellen umspannen. Die Ergebnisse der durchgeführten Untersuchungen sind in den Abbildungen 38 bis 40 wiedergegeben. Nach 24 Stunden (Abbildung 38) war die IEC-6-Zellproliferation auf den Laminin- und Fibronektin-beschichteten Zellkulturplatten unverändert im Vergleich zu der Kontrolle. Für Kollagen Typ IV konnte eine Stimulation der epithelialen Proliferation auf 129% im Vergleich zur Kontrolle gemessen werden. 





Nach einem Untersuchungszeitraum von 48 Stunden (Abbildung 39) blieb die Proliferations-stimulation für IEC-6 Zellen, die auf einer Kollagen IV-Matrix gewachsen waren, erhalten. Auch die Höhe der Stimulation veränderte sich mit einem Wert von 131% nicht wesentlich. Eine signifikante Proliferationssteigerung konnte nach zwei Tagen auch bei den Zellen beobachtet werden, die mit einer Fibronektin-Matrix inkubiert worden waren.
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Abbildung 39:	Einfluß extrazellulärer Matrixfaktoren auf die Proliferation von IEC-6 Zellen. Der Beobachtungs-zeitraum für die Proliferationsmessung betrug 48 Stunden. 3 x 104 Zellen wurden in jede Vertiefung einer 24-well Gewebekulturschale pipettiert, die zuvor mit entsprechenden Matrix-faktoren beschichtet worden war. Mit Hilfe eines MTT-Assays wurde die Proliferation, wie in Material und Methoden genauer erläutert, bestimmt. Den Daten liegen die Ergebnisse von vier unabhängigen Versuchen mit vier- bis achtfach Bestimmungen zugrunde. 





Diese lag mit 122% allerdings unter der in Anwesenheit von Kollagen IV beobachteten Stimulation. Laminin bewirkte keinerlei Veränderung der epithelialen Zellproliferation in den in vitro Versuchen mit IEC-6 Zellen nach 48 Stunden. Die Betrachtung der Proliferation nach 72 Stunden, die in Abbildung 40 wiedergegeben ist, zeigte dann ein völlig anderes Bild als die Bestimmungen nach 24 und 48 Stunden. Fibronektin übte keinen Einfluß auf die intestinale Proliferation mehr aus und Kollagen IV bewirkte nur noch eine leichte, jedoch nicht mehr signifikante Proliferationssteigerung. Dagegen war Laminin in der Lage, die Proliferation eindeutig signifikant zu inhibieren. Die Proliferation der IEC-6 Zellen wurde im Vergleich zu der Kontrolle um ungefähr 40% auf 63% reduziert.





Zusammenfassend läßt sich festhalten, daß die extrazelluläre Matrix in der Lage ist, die intestinale epitheliale Proliferation von IEC-6 Zellen in einem In vitro Proliferationsmodell zu modifizieren. In den durchgeführten Untersuchungen wirkten alle verwendeten Matrixfaktoren  modulierend. Kollagen IV, Fibronektin und Laminin zeigten Veränderungen der Proliferation, die sich je nach Untersuchungszeitraum deutlich voneinander unterschieden. Kollagen Typ IV und Fibronektin erwiesen sich als Proliferationsstimulatoren, Laminin dagegen als Inhibitor.
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Abbildung 40:	Einfluß extrazellulärer Matrixfaktoren auf die Proliferation von IEC-6 Zellen. Der Beobachtungs-zeitraum für die Proliferationsmessung betrug 72 Stunden. 2 x 104 Zellen wurden in jede Vertiefung einer 24-well Gewebekulturschale pipettiert, die zuvor mit entsprechenden Matrix-faktoren beschichtet worden war. Mit Hilfe eines MTT-Assays wurde die Proliferation, wie in Material und Methoden genauer erläutert, bestimmt. Den Daten liegen die Ergebnisse von sieben unabhängigen Versuchen mit vier- bis achtfach Bestimmungen zugrunde. 











3.2.5	Semiquantitative PCR-Analyse der Expression von TGFb in intestinalen Epithelzellen nach Wachstum auf Fibronektin, Laminin und Kollagen Typ IV





Die in den Kapitel 3.2.1 bis 3.2.4 dargelegten Ergebnisse belegen eine Modulation der entscheidenden Prozesse der intestinalen Wundheilung, wie der epithelialen Adhäsion, Migration und Proliferation durch extrazelluläre Matrixfaktoren. Da die Signalübertragungs-mechanismen extrazellulärer Matrixfaktoren nicht vollständig geklärt sind, kann über die Wirkungsvermittlung von Kollagen Typ IV, Laminin und Fibronektin in intestinalen Epithelzellen bisher nur spekuliert werden. Als sicher gilt aber die Beteiligung von Integrinen. Diese Moleküle, deren Funktion man zunächst im wesentlichen in der Verankerung der Zellen in der Basalmembran vermutete, werden heute als Rezeptoren verstanden, die für die bidirektionale Vermittlung von Signalen aus der Zelle heraus (inside-out signaling) und in die Zelle hinein (outside-in signaling) verantwortlich sind (Hynes, 1992). Die Integrine stellen die wesentlichen Rezeptoren von Kollagen Typ IV, Laminin, Fibronektin und vielen anderen Komponenten der extrazellulären Matrix dar. Die Informationsvermittlung der Integrine ist vielfältig. Sie beinhaltet direkte Wirkungen auf das Cytoskelett von Zellen, ein Aspekt, der für die Wundheilung von Bedeutung sein könnte (Miyamoto al., 1995). Desweiteren ist auch die Aktivierung von Wachstumsfaktor-regulierten Signalwegen, wie z.B. MAP-Kinase-abhängige Informations-vermittlung beobachtet worden (Clark & Brugge, 1995). Daher ist es denkbar, daß die Bindung extrazellulärer Matrixfaktoren an Integrine Signalkaskaden aktiviert, die letztendlich in einer Veränderung der Expression von Genen resultiert. Diese Möglichkeit diskutiert auch Podolsky (1995), der annimmt, daß die unterschiedliche Zusammensetzung der extrazellulären Matrix im Dünndarm und Kolon einen Mechanismus darstellen könnte, der in der Lage ist, die Cytokin-produktion zu modulieren. Der Basalmembran käme demnach keine statische, sondern eine dynamische Rolle bei der Modulation intestinaler Reparaturvorgänge zu. Diese Annahme wird durch Beobachtungen von Gressner & Wulbrand (1997) unterstützt, die zeigen konnten, daß die Expression von TGFb in Rattenhepatozyten in Abhängigkeit von der angebotenen Matrix variiert. In Bezug auf die vorliegenden Untersuchungen scheint dies besonders interessant, da TGFb umfangreiche Wirkungen auf das intestinale Epithel ausübt. So haben zahlreiche In Vitro Untersuchungen die TGFb-abhängige Modulation intestinaler epithelialer Wundheilungs-vorgänge beschrieben (Barnard et al., 1989; Dignass & Podolsky, 1993 und 1995 Babyatsky et al., 1996). 
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Abbildung 41:	Multiplex-PCR-Analyse der mRNA von IEC-6 Zellen nach Wachstum auf extrazellulären Matrixfaktoren nach 24 h


	1-2 µg der aus IEC-6 Zellen gewonnenen mRNA wurden zunächst einer reversen Transkription unterzogen. Die gewonnene cDNA wurde in der anschließenden PCR eingesetzt. Den Proben wurden gleichzeitig Primer für GAPDH, als interner Größenstandard, und TGFb zugegeben. Die Amplifikation umfaßte 25 Reaktionszyklen mit 1 min Denaturierung bei 94°C, 1 min bei 54 °C zur Anlagerung der Primer und 2 min bei 72°C zur Verlängerung der Primer. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem 1,2%igen Agarose-Gel in der angegebenen Reihenfolge: 1 - DNA Größenmarker pBR322, MvaI und Alw44I geschnitten; 2 - Negativkontrolle ohne RNA; 3 - Negativkontrolle ohne reverse Transkription; 4 - Kontrolle, Wachstum ohne Matrixfaktor;  5 - Kollagen Typ IV; 6 - Fibronektin; 7 - Laminin; 8 - Positivkontrolle für TGFb; 9 - Positivkontrolle für GAPDH; 10 - DNA-Größenmarker pUC19, MspI geschnitten. Bei den Größenangaben der Marker handelt es sich um Basenpaare.


Zur Überprüfung der These, daß auch die in IEC-6 beschriebenen Änderungen der Migration und Proliferation im Zusammenhang mit Expressionsänderungen des Wachstumsfaktors TGFb stehen könnten, wurde eine semiquantitative PCR-Analyse der mRNA aus IEC-6 Zellen durchgeführt, die auf verschiedenen Matrixfaktoren gewachsen waren. Als interner Größenmarker wurde im gleichen Ansatz die Expression des konstitutiv exprimierten Gens von GAPDH untersucht. Eine Verwendung von b-Actin erschien als ungeeignet, da eine Veränderung der b-Actin-Expression im Rahmen von Differenzierungsvorgängen in Enterozy�ten beobachtet werden konnte (Weiser et al., 1990) und nicht auszuschließen ist, daß das Wachstum von IEC-6 Zellen auf extrazellulären Matrixfaktoren zur Induktion dieser führt. Das Ergebnis der PCR-Analyse ist in Abbildung 41 wiedergegeben. Es zeigte sich, daß die Expression von TGFb auf mRNA-Ebene nicht durch die Anwesenheit der extrazellulären Matrix reguliert wird. Vielmehr war die Expression sowohl bei Wachstum auf einer Plastikmatrix als auch auf Zellkulturplatten, die mit Kollagen Typ IV, Laminin oder Fibronektin beschichtet worden waren, mengenmäßig gleich. Die Ergebnisse belegen, daß in IEC-6 Zellen die Expression von TGFb nicht durch Interaktionen der untersuchten Basalmembrankomponenten mit Integrinen oder anderen Rezeptoren moduliert wird. Dies schließt aber nicht aus, daß es auf einer anderen Ebene der Expression, zum Beispiel im Bereich der Bioaktivierung zu Veränderungen kommt. 











3.2.6	Bestimmung von bioaktivem und latentem TGFb in Zellkulturüber-ständen von IEC-6 Zellen nach Wachstum auf extrazellulären Matrixfaktoren





Nachdem anhand der Ergebnisse des vorangegangenen Kapitels ausgeschlossen werden konnte, daß die mRNA Expression von TGFb durch extrazelluläre Matrixfaktoren moduliert wird, stellte sich die Frage, ob Kollagen Typ IV, Laminin und Fibronektin eine Veränderung der TGFb-Expression auf einer anderen Ebene bewirken können. Dies wäre denkbar, da TGFb unterschiedlichen Regulationsvorgängen unterworfen ist, zu denen intrazelluläre und extrazelluläre Mechanismen zählen (Sporn & Roberts, 1992). So kann die zelluläre Sekretion ebenso wie die Bioaktivierung des latenten TGFb-Komplexes moduliert werden. Die Mechanismen der Regulation sind bisher nicht aufgeklärt, aber man vermutet die Beteiligung von Proteasen, im besonderen von Plasmin (Flaumenhauft et al., 1992). Die Ermittlung der Peptidkonzentrationen von latentem und bioaktivem TGFb sollte daher darlegen, ob extrazelluläre Matrixfaktoren in der Lage sind, eine TGFb-Expressionänderung auf dieser Ebene zu bewirken. Eine gebräuchliche Methode zur Bestimmung von TGFb ist die von Danielpour et al. (1989) beschriebene Messung unter Verwendung der Nerz-Zellinie Mv1Lu. Die Anwendung eines Enzymassays ermöglicht aber eine noch genauere Ermittlung der Peptidmengen. So wird die Sensitivität bei Untersuchung von humanen Seren mit 25 pg/ml spezifiziert (Sindern et al., 1996). 
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Abbildung 42:	Beispielhafte graphische Darstellung einer Eichkurve zur Bestimmung von bioaktivem TGFb in Zell-kulturüberständen von IEC-6 Zellen. Mit Hilfe der Eichkurve wurde eine Regressionskurve ermittelt, die die Grundlage zur Berechnung der ermittelten Absorptionswerte darstellte. Zur Aufstellung der Eichkurve wurden definierte Konzentrationen eines TGFb-Standards eingesetzt, die genauso wie die zu untersuchenden Proben behandelt wurden. Die Absorptionswerte folgender TGFb-Konzentrationen wurden in Doppelbestimmung ermittelt: 15,6; 31,3; 62,5; 125; 250; 500; 1000 pg/ml. Die Berechnung der Regressionsgeraden wurde mit dem Windows Programm Excel vorgenommen.





Die Verwendung des ELISAs in den vorliegenden Untersuchungen zur Messung von TGFb in Zellkulturüberständen erbrachte ebenfalls eine hohe Sensitivität. Zudem zeigte sich bei der Regressionsanalyse der Eichkurven, wie beispielhaft in Abbildung 42 dargestellt, ein hohes Bestimmtheitsmaß für die Messungen. Mit Hilfe des Enzymassay wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, die Menge des bioaktiven TGFbs (nicht aktivierte Proben) und des gesamten TGFbs (aktivierte Proben) bestimmt. Die Ermittlung latenten TGFb-Peptids erfolgte rechnerisch aus den erhobenen Daten. Die Bioaktivierung konnte experimentell durch Ansäuerung der Proben erreicht werden (Danielpour et al., 1989).





In den Abbildungen 43 bis 45 sind die Ergebnisse der Untersuchungen wiedergegeben. Parallel zu den Zellkulturüberständen von IEC-6 Zellen, die auf verschiedenen Matrizes gewachsen waren, wurde das Zellkulturmedium auf Fremd-TGFb aus den zugesetzten Seren untersucht. Es enthielt eine größere Menge an Gesamt-TGFb (500 pg/ml). Um auszu�schließen, daß variierende TGFb-Mengen im Serum die Untersuchungsergebnisse verfälsch�ten, wurden stets alle Zellen mit dem gleichen Medium inkubiert und parallel zu jedem Versuch wurde eine Mediumprobe auf den Gehalt an TGFb untersucht. In Abbildung 37 sind die gemessenen Gesamt-TGFb-Mengen dargestellt. Obwohl sich geringe Schwankungen erken�nen lassen, sind die Unterschiede nicht signifikant. 
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Abbildung 43:	Einfluß extrazellulärer Matrixfaktoren auf die Bildung von Gesamt-TGFb-Peptid in Zellkulturüber�ständen von IEC-6 Zellen. IEC-6 Zellen wurden in definierter Anzahl auf unbeschichtete oder mit extrazellulären Matrixfaktoren beschichtete Platten pipettiert und für die Dauer von 24h inkubiert. Parallel wurde das Kulturmedium auf seinen Gehalt an TGFb untersucht. Jeweils 200 µl Aliquots dieser Überstände wurden zunächst zur Aktivierung des latenten TGFb-Peptids angesäuert und anschließend zur Untersuchung im TGF-b-ELISA eingesetzt. Die Ergebnisse stellen die Daten von vier unabhängigen Versuchen mit vier- bis achtfach Bestimmungen dar. 





Es kann daher geschlossen werden, daß sich die Gesamtmenge des vorhandenen TGFbs durch das Wachstum der intestinalen Epithelzellen auf extrazellulären Matrixfaktoren nicht ändert. Dies schließt aber nicht aus, daß die beobachteten Effekte von Kollagen Typ IV, Laminin und Fibronektin auf die epitheliale Migration und Proliferation auf einen TGFb-abhängigen Mechanismus zurückzuführen sind. Es wäre zum Beispiel möglich, daß die Komponenten der Basalmembran auf Proteasen wirken, die in die Bioaktivierung von TGFb involviert sind. Ob die extrazellulären Matrixfaktoren eine Entlassung von TGFb aus dem latenten TGFb-Komplex bewirken können, kann anhand der Bestimmung latenter und bioaktiver TGFbs in den Zellkulturüberständen untersucht werden. 





In Abbildung 44 und 45 sind die Ergebnisse dieser Bestimmungen wiedergegeben. Das Wachstum der untersuchten IEC-6 Zellen auf Kollagen Typ IV, Laminin und Fibronektin führte zu keiner Änderung des Gehalts an bioaktivem TGFb. Da sich die Menge des latenten TGFbs rechnerisch aus Gesamt-TGFb und biaktivem TGFb ergibt, zeigen diese Werte ebenfalls keine Unterschiede. Eine Bioaktivierung durch die untersuchten Komponenten der Basalmembran kann daher ausgeschlossen werden. 





Zusammenfassend läßt sich festhalten, daß die ELISA-Bestimmungen ergeben haben, daß sich die Mengen bioaktiven und latenten TGFb-Peptids bei IEC-6 Zellen durch das Wachstum auf extrazellulären Matrixfaktoren nicht ändern.
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Abbildung 44:	Einfluß extrazellulärer Matrixfaktoren auf die Bildung von bioaktiven TGFb-Peptid in Zellkulturüber-ständen von IEC-6 Zellen. IEC-6 Zellen wurden in definierter Anzahl auf unbeschichtete oder mit extrazellulären Matrixfaktoren beschichtete Platten pipettiert und für die Dauer von 24 h inkubiert. Parallel wurde das Kulturmedium auf seinen Gehalt an TGFb untersucht. Jeweils 100 µl Aliquots dieser Überstände wurden unverdünnt und unbehandelt zur Untersuchung im TGF-b-ELISA einge-setzt. Die Ergebnisse stellen die Daten von vier unabhängigen Versuchen mit vier- bis achtfach Bestimmungen dar. 
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Abbildung 45:	Einfluß extrazellulärer Matrixfaktoren auf die Bildung von latentem TGFb-Peptid in Zellkulturüber-ständen von IEC-6 Zellen. IEC-6 Zellen wurden in definierter Anzahl auf unbeschichtete oder mit extrazellulären Matrixfaktoren beschichtete Platten pipettiert und für die Dauer von 24 h inkubiert. Parallel wurde das Kulturmedium auf seinen Gehalt an TGFb untersucht. Die Ermittlung der latenten TGFb-Peptidmenge erfolgte rechnerisch durch Subtraktion der Menge aktiven TGFbs von der Gesamtmenge an TGFb. Die Ergebnisse stellen die berechneten Daten von vier unabhängigen Versuchen mit vier- bis achtfach Bestimmungen dar. 
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