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Zusammenfassung

Nach Mukosaverletzung des Darms mit der Folge von Epithelzellverlusten, z.B. durch
Erosionen, Ulzerationen, bei chronischen entziindlichen Darmerkrankungen, aber auch bei
Infektionen durch enteropathogene Mikroorganismen, ist eine schnelle Wiederherstellung der
Epithelkontinuitét essentiell. Hierbei sind zwei Wundheilungsprozesse von wichtiger
Bedeutung: die Migration und die Proliferation. Beide Prozesse werden iiber eine Vielzahl
von Einzelfaktoren (z.B. Fettsduren, Polyamine, Zytokine, Trefoilpeptide und
Wachstumsfaktoren) reguliert. Der Einfluss von direkt dem Epithel benachbarten
Myofibroblasten auf die Regulation der Migration und Proliferation ist jedoch noch
unzureichend charakterisiert und ist im Rahmen dieser Doktorarbeit untersucht worden.

Es wurde ein in vitro Modell verwendet, bei dem intestinale Epithelzellen (Caco-2-Zellen) mit
konditioniertem Medium primérer intestinaler subepithelialer Myofibroblasten inkubiert
wurden. Hierbei zeigte sich, dass Myofibroblasten sowohl die Proliferation als auch die
Restitution intestinaler Epithelzellen stimulieren. Diese Effekte werden iiber den durch
Myofibroblasten parakrin sezernierten Hepatozytenwachstumsfaktor HGF vermittelt. In
Zytokin-Regulations-Untersuchungen konnte evaluiert werden, dass unter dem Einfluss der
proinflammatorischen Zytokine IL-1o,, TNF-a und IFN-y sowohl die HGF- RNA- als auch
die HGF- Proteinkonzentration in primdren intestinalen subepithelialen Myofibroblasten
gesteigert wird. Demgegeniiber senkten die antiinflammatorische Zytokine IL-4 und TGF-f1
die mRNA-Expression. Die durch proinflammatorische Zytokine bedingte Steigerung der
HGF-Konzentration bewirkte konsekutiv eine weiter verstirkte Restitution und Proliferation
von Darmepithelzellen. Diese Myofibroblasten-induzierten Effekte sind durch ERK1/2 und
PIs- Kinasen vermittelt, da in Gegenwart etablierter ERK1/2 und PIs;-Kinase-Inhibitoren diese
Effekte erheblich reduziert wurden.

Die Steigerung der HGF-Expression im entziindeten Darm ist ein wichtiger Mechanismus zur
Forderung von Wundheilungsprozessen. In dieser Arbeit wurde in vitro gezeigt, dass
Myofibroblasten durch Hochregulation der HGF-Expression nach Stimulation mit
proinflammatorischen Zytokinen in der Lage sind, proinflammmatorische Signale in

proregeneratorische Signale umzuleiten.

Nicht-steroidale ~ Antirheumatika  (NSAR) zeigen neben ihren  analgetischen,
antiphlogistischen und antipyretischen Eigenschaften auch Effekte auf epitheliale



Schutzfunktionen (Steigerung der epithelialen Permeabilitit, verminderte
Epithelproliferation). Der Einfluss von NSAR auf die Myofibroblasten-vermittelte
Wundheilungsforderung wurde bislang nicht untersucht und war ein weiterer Gegenstand
dieser Arbeit.

In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass Acetylsalicylsdure, Diclofenac und der
COX-2-selektive Inhibitor Celecoxib gleichermalen die Wundheilungsférderung von
intestinalen Epithelzellen senken, wenn diese gleichzeitig mit Zytokin-konditionierten
Myofibroblasten-Uberstinden behandelt werden. In diesem Modell sind die Effekte von 5-
Aminosalicylsdure auf die Restitution schwécher ausgeprigt. Die restitutions- und
proliferationsinhibierenden Effekte der NSAR sind gekoppelt mit einer Reduktion der
Prostaglandin (PG)E,- und 6-keto-PGF;,- sowie HGF-Konzentration in Myofibroblasten
Kultur-Uberstinden. Bei Abwesenheit proinflammatorischer Zytokine zeigten NSAR keine
signifikante Beeinflussung der Restitution und Proliferation von Darmepithelzellen.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass klassische NSAR, im Gegensatz zu 5-ASA, in einem
in vivo-Modell fiir chronisch-entziindliche Darmerkrankungen den Krankheitsverlauf

verschlechtern.

Schlagworte: Wundheilung, HGF, Myofibroblasten



Summary

The epithelium of the intestinal mucosa is a barrier for a variety of noxious agents. Rapid
resealing of epithelial continuity is essential after various forms of mucosal injury, including
erosions and ulcerations, actions of toxic agents, infections, graft versus host disease,
ischemia, or radiation. Restitution and proliferation are key mechanisms for epithelial wound
healing in the intestinal tract. During the restitution phase, viable intestinal epithelial cells
migrate from the wound edge into the denuded area within minutes to hours. Later, cell
proliferation enables replacement of lost cell populations and contributes to wound closure.
Both, restitution and proliferation of intestinal epithelial cells, are regulated by a variety of
factors (fatty acids, polyamines cytokines trefoilpeptides and growth factors). The influence
of primary human intestinal myofibroblasts (HISMF) on epithelial wound healing has not
been characterized yet and should be analysed in this thesis.

Conditioned media from HISMF cultures effect an increase of the epithelial Caco-2 cell
restitution and proliferation compared to supernatants from unstimulated HISMF. These
effects are mediated by the myofibroblast-derived Hepatocyte Growth Factor (HGF).
Stimulation of colon myofibroblasts with the proinflammatory cytokines IFN-y, TNF-a and
IL-1a substantially increase HGF mRNA expression as well as HGF protein concentration in
HISMF supernatants. In contrast, addition of TGF- and IL-4 decrease HGF expression.
Cytokine-stimulated HGF expression/secretion by HISMF is associated with enhanced
intestinal epithelial wound healing. To determine the role of extracellular signal-regulated
kinase (ERK) and phosphatidylinositol 3 (PI3)-kinase for HISMF-mediated effects on
epithelial cells, specific inhibitors are used. In parallel HGF-mediated stimulatory effects of
HISMF on intestinal epithelial restitution and proliferation are further increased through PI3-
kinase and ERK signaling pathways.

The increase of HGF Expression is important for wound healing in the inflammed intestine.
By increasing HGF expression, myofibroblasts are able to change proinflammatory signals

into proregeneratory signals.

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) including diclofenac, aspirin and the Cox-2-
selective inhibitor celecoxib are effective anti-inflammatory drugs.
Since information about effects of non steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) on

intestinal epithelial repair mechanisms is incomplete it was another aim of this thesis to assess



the effects of cyclooxygenase (Cox) inhibitors on colon myofibroblast stimulated restitution
and proliferation of intestinal epithelial cells.

Diclofenac, ASS and celecoxib inhibit HISMF stimulated Caco-2 cell restitution and
proliferation in a dose-dependent manner. This is especially evident when myofibroblasts are
preincubated with IL-lac or TNF-o.. Moreover, diclofenac, ASS, and celecoxib decrease
protein concentrations of HGF, PGE; and 6-keto-PGF,, in CMF conditioned media. Of note,
5-ASA has no significant effect on restitution whereas it diminishes HISMF stimulated Caco-
2 cell proliferation. Compared to diclofenac, ASS and celecoxib, inhibitory 5-ASA effects on
HGF, PGE, and 6-keto-PGF;, in HISMF culture supernatants are substantially less
pronounced.

These results suggest that NSAIDs compared to 5-ASA decrease wound healing in inflammed

intestine.

Keywords: wound-healing, HGF, myofibroblasts
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1. Einleitung

1.1 Reparaturmechanismen des intestinalen Mukosaepithels

Das intestinale Mukosaepithel dient als Schutz und Barriere vor schidigenden Agenzien und
ist durch eine hohe Zellproliferationsrate gekennzeichnet (Goke und Podolsky, 1996). So wird
bei den meisten Sédugetieren innerhalb von 24-72 h der komplette Bestand an intestinalen
Epithelzellen erneuert (Lipkin und Newmark, 1985; Potten et al., 1992). Bei Schiadigungen
der intestinalen Mukosa, beispielsweise durch Einwirkung von Toxinen, Mikroorganismen
oder radioaktiver Bestrahlung, aber auch nach Ischdmien oder Ulzerationen, wird ein
schnelles Versiegeln der Epithelschicht beobachtet. Zu dieser schnellen Regenerationsleistung
tragen im Wesentlichen zwei Prozesse bei: Die Migration und die Zell-Proliferation (Feil et
al., 1987; Feil et al., 1989b; Podolsky, 1999; Rutten und Ito, 1983; Waller et al., 1988). Die
Migration (Restitution) setzt initial innerhalb weniger Minuten nach Darmmukosa-Verletzung
ein und beinhaltet das Einwandern von lebenden Epithelzellen aus der direkten Nachbarschaft
in das Wundgebiet (Wilson und Gibson, 1997a). Dieser Prozess, der auch Restitution genannt
wird, dient der Wiederherstellung einer intakten Darmmukosa, was eine schnelle
Wiederherstellung der Kontinuitdt des Epithelzellverbandes beinhaltet. Die Proliferation setzt
erst etwa 12-16 h nach Mukosaverletzung ein und dauert 1-2 Tage an (Podolsky und
Babyatsky, 1995). In dieser Wundheilungsphase zeichnen sich die Epithelzellen durch
erhohte Zellteilung aus, so dass die verlorengegangenen Epithelzellen wieder ersetzt werden
und die mukosale Integritit wieder hergestellt wird (Goke und Podolsky, 1996).

Weiterhin wird die Wundheilungsgeschwindigkeit durch die Steuerung des Gleichgewichts
von Proliferations- und Apoptoserate der Epithelzellen reguliert (Lu et al., 2001; Sun et al.,
1998). Komplettiert wird die Wundheilung durch die Wiederherstellung der sog.
Schlussleisten (,,tight-junction®, ,,occluding-junction®, ,,zonula-occludens®), die benachbarte
Zellen eines Epithels an ihrer luminalen Seite miteinander verbinden und die Grenze
zwischen der apikalen und basolateralen Membran jeder Einzelzelle bilden (Anderson et al.,
1995; Balda et al., 1992; Cereijido et al., 1993; Citi, 1993; Gumbiner, 1996; Gumbiner, 1987).
Die wiederhergestellte Integritdt der Epithelbarriere ist funktionell an einer verminderten
trans- bzw. vor allem parazelluldren Molekiildurchléssigkeit erkennbar (Katz et al., 1989). Die
Wiederherstellung des transepithelialen Membranwiderstandes geht konsekutiv mit einer
verminderten Permeabilitit einher. Dadurch wird der passive Ein- und Austritt von geldsten
hydrophilen Substanzen begrenzt, was somit die Aufnahme antigener und toxischer

Substanzen reduziert.



Die epitheliale Barriere ist jedoch keine statische Grof3e, sondern z.B. durch Veridnderung der
Durchléssigkeit des Schlussleistensystems, z.B. durch Modulation der tight-junction-

Elemente, variierbar (Bentzel et al., 1987; Fromm et al., 1985; Fromm et al., 1990).

1.2 Regulation von epithelialer Zellproliferation und

Mukosarestitution

In den letzten Jahren konnten Proliferations- und Restitutionsmodelle sowohl in vitro (Ciacci
et al., 1993a; Goke et al., 1998b; Rosenberg et al., 1997; Sato und Rifkin, 1989; Weiser,
1973) als auch in vivo (Covell und Herring, 1995; Fantidis et al., 2001; Guevara et al., 1999;
Navsaria et al., 1994;) etabliert werden. Auf diese Weise wurden zahlreiche Faktoren
charakterisiert, die in der Lage sind, die Proliferation und Restitution von Epithelzellen zu
regulieren. Erwdhnenswerte Faktoren sind in diesem Zusammenhang u.a. das pH-Milieu,
kurzkettige Fettsduren, Polyamine, Trefoilpeptide, Zytoskelett-Kompontenten, Rho-Proteine,
Extrazellulire Matrix (ECM), aber auch Cyclooxygenasen (COX), Prostaglandine,
verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine (Podolsky und Babyatsky, 1995; Wilson und
Gibson, 1997a)

Fiir den Einfluss des pH-Wertes wurde gezeigt, dass die Proliferation im leicht sauren pH-
Bereich gefordert wird (Lupton et al., 1985; Perdikis et al., 1998). Die Restitution wird
sowohl bei leicht alkalischen pH-Werten, als auch bei sauren pH-Werten (hier jedoch in
geringerem Ausmal}) gefordert (Feil et al., 1989a). Auch fiir kurzkettige Fettsduren, die beim
anaeroben Abbau von Kohlenhydraten und Proteinen durch die Darmbakterien entstehen,
konnten restitutionssteigernde Effekte dokumentiert werden (Wilson und Gibson, 1997b).
Nicht eindeutig ist jedoch die Datenlage beziiglich der Effekte von kurzkettigen Fettséduren
auf die epitheliale Proliferation (Wilson und Gibson, 1997b). Wachstumssteigernde, aber auch
restitutionssteigernde Effekte konnten fiir Polyamine belegt werden (Ginty et al., 1989; Luk
und Baylin, 1984; McCormack et al., 1998). In anderen Publikationen wurden die Effekte von
Eicosanoidmetaboliten beschrieben. So zeigen Blikslager et al., (1997) und Zushi et al.,
(1996), dass Prostaglandine sowohl die Proliferation als auch die Restitution von
Epithelzellen fordern. In diesem Zusammenhang sind auch die Effekte von

Cyclooxygenasehemmern erwdhnenswert: Durch Inhibition des Enzyms Cyclooxygenase
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konnte sowohl die Proliferation (Erickson et al., 1999; Sheng et al., 1997) als auch die
Restitution von Epithelzellen gehemmt werden (Horie-Sakata et al., 1998). Auch die Gruppe
der Trefoil-Peptide, die in Mukus-produzierenden Zellen exprimiert und auf die
gastrointestinale Mukosaoberfldche sezerniert werden, zeigen restitutionsfordernde Effekte
auf intestinale Epithelzellen (Dignass et al., 1994a; Marchbank et al., 1998). Eine iiberaus
wichtige Rolle in der Modulation von Proliferation und Restitution spielen bestimmte
Wachstumsfaktoren. Hierbei handelt es sich um eine Gruppe von Peptiden mit niedrigem
Molekulargewicht (< 25 kD), die von verschiedenen Zellpopulationen in der intestinalen
Mukosa luminal gebildet werden und luminal, intraepithelial sowie subepithelial nachweisbar
sind. Zu diesen Peptidwachstumsfaktoren gehoren die Transforming Growth Faktor-Familie
(TGFo/B), Insulin-like Growth Faktor-Familie (IGF-I und -II), Fibroblast Growth Faktor-
Familie (FGF), Glucagon-like-Peptide-2 (GLP) und der Hepatozytenwachstumsfaktor (HGF).
So fordert TGF-a sowohl die Proliferation als auch die Restitution (Acra et al., 1998; Coffey
et al.,, 1995; Xian et al., 2002), wiahrend TGF-B zwar die Restitution fordert (Ciacci et al.,
1993a; Dignass und Podolsky, 1993), die Proliferation jedoch hemmt (Barnard et al., 1989;
Barnard et al., 1995; Kurokowa et al., 1987). In anderen Untersuchungen wurde gezeigt, dass
HGF, aber auch Mitglieder der Fibroblast Growth Faktor-Familie und Insulin-like Growth
Faktor-Familie die Proliferation und Migration in vitro und in vivo stimulieren (Dignass et al.,
1994a; Dignass et al., 1994b; Fukamachi et al., 1994; Goke et al., 1998b; Housley et al., 1994;
Park et al., 1992). Auch fiir FGF-1, FGF-2 und KGF-1 (syn. FGF-7) sowie fiir IGF I, IGF II,
und GLP-2 konnten proliferationsfordernde Effekte nachgewiesen werden (Booth und Potten,
1995; Chen et al., 1999; Ghatei et al., 2001; Guo et al., 1992; Jasleen et al., 2000; Ohneda et
al., 1997; Wheeler und Challacombe, 1997).

Activin A gehort zu der TGF-B—Familie und gilt als proliferationshemmender
Wachstumsfaktor (Sonoyama et al., 2000; Richards et al., 1999). In interstiticllen
Eierstockzellen zeigte Activin A jedoch proliferationsfordernde Effekte (Duleba et al., 2001).
Dariiber hinaus wurde in transgenen Maiusen, bei denen Activin in Keratinozyten der
Epidermis iiberexpremiert ist, fiir Activin fibroseférdernde- und granulationsférdernde
Wirkungen nachgewiesen (Beer et al., 2000; Hubner et al., 1999). Dies deutet auf eine
Beteiligung von Activin an Wundheilungsprozessen hin.

Die groBe Gruppe der Zytokine hat nicht nur entscheidende Funktionen bei der Initiierung
und der Kontrolle von Entziindungsreaktionen. Vielmehr sind sie auch wichtige Mediatoren
in der zelluldren Interaktion. In letzter Zeit wurden neue Erkenntnisse tliber die Einflussnahme

von Zytokinen auf die Regulation der Proliferation und Restitution von Epithelzellen



gewonnen. Fiir das pleiotrop wirkende Interferone (IFN)-y konnten u.a. auch anti-proliferative
Eigenschaften nachgewiesen werden. Es konnte dokumentiert werden, dass IFN-y die
Proliferation von Darmepithelzellen hemmt (Emami et al., 1990; Ruemmele et al., 1998), die
Restitution jedoch fordert (Dignass und Podolsky, 1993; Rosenberg et al., 1991). Interleukin
(IL)-1, welches in zwei Formen (IL-loo und IL-1B) auftritt, ist ein pleiotroper pro-
inflammatorischer Faktor mit sowohl lokaler als auch systemischer Wirkung. Hinsichtlich
Proliferations- und Restitutionsbeeinflussung zeigte IL-1p auf beide Prozesse stimulierende
Eigenschaften (Panja et al., 1998; Varilek et al., 1994). Der Tumor Nekrose-Faktor (TNF)-a
zeigt neben seinen tumortoxischen Eigenschaften auch proliferationsmodulierende
Eigenschaften. Es konnte festgestellt werden, dass TNF-a in niedrigen Konzentrationen die
Proliferation von Darmepithelzellen steigert, wihrend er in hdheren Konzentrationen eher
proliferationshemmende Wirkung zeigt (Kaiser und Polk, 1997). Im Gegensatz dazu wurde
auf die Restitution durch TNF-a keine wesentlichen Effekte beobachtet (Dignass und
Podolsky, 1993). IL-2, das wegen seiner Wirkung auf T- und B-Zellen ein zentrales
Regulatormolekiil bei der Immunantwort darstellt, zeigt zeitabhingige Effekte auf die
Proliferation. So wurden proliferationssteigernde Effekte in den ersten 24 h beobachtet,
wihrend nach 48 h nach Stimulation mit IL-2 proliferationsinhibierende Effekte dokumentiert
wurden (Ciacci et al., 1993b; Hirokawa et al., 1997; Shigematsu et al., 1998). Dariiber hinaus
konnten an verwundeten Epithelzellen auch restitutionsfordernde Effekte von IL-2

dokumentiert werden (Dignass et al.; 1996) .

1.3. Zellulire Interaktionen zwischen intestinalen Fibroblasten und

dem Darmepithel

Im Gegensatz zu Kenntnissen der Effekte der oben beschriebenen Einzelfaktoren auf die
Proliferation und Restitution von Epithelzellen liegen bislang nur wenig Daten hinsichtlich
der Effekte von Zellen aus der Lamina propria vor. In direkter Nachbarschaft zu Epithelzellen
befinden sich unterhalb der Basalmembran Neurone bzw. Nervenendigungen, B- und T-
Lymphozyten, Granulozyten, Mastzellen sowie Fibroblasten (Donnellan und Beal, 1966;
Kaye et al., 1968). Zu der sehr heterogenen Population der Fibroblasten gehdren u.a. auch
Myofibroblasten, die im Gastrointestinaltrakt im Bereich der Krypten lokalisiert sind (Powell
et al.,, 1999b; Powell et al., 1999a). Unabhidngig von ihrer Lokalisation weisen
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Myofibroblasten erstaunliche Ahnlichkeit hinsichtlich ihrer Morphologie, Funktion und ihres
biochemischen Repertoires auf (Powell et al., 1999b). Intestinale Myofibroblasten lassen sich
in zwei Gruppen einteilen: in die interstitiellen Zellen von Cajal (ICC) und in die
subepithelialen intestinalen Myofibroblasten (Valentich et al., 1997). Gemeinsames Merkmal
von Myofibroblasten ist die Expression von smooth muscle Actin, das ihnen dadurch
Eigenschaften von Muskelzellen verleiht (Gabbiani, 1996).

Die friher nur als Strukturbildner bekannten Fibroblasten, die durch Produktion von
Matrixmolekiilen wie Collagen, Glycosamin, Glykanen und Fibronektin zur Bildung einer
kompletten Basalmembran beitragen (Hahn et al., 1987; Simo et al., 1992a; Weiser et al.,
1990), sind nach neueren Untersuchungen auch an mesenchymal-epithelialen Wirkungen
beteiligt (Simon-Assmann et al., 1995). Fiir Myofibroblasten wurde gezeigt, dass sie
untereinander durch gap-junctions verbunden sind (Joyce et al., 1987; Sanders, 1996;
Valentich et al., 1997). Fiir ICC konnte zudem gezeigt werden, dass sie auch gap-junctions zu
Muskelzellen und Nervenzellen besitzen (Thuneberg, 1982). Es wird vermutet, dass sie fiir
die Bildung von ,,slow waves* verantwortlich sind und somit Schrittmacherfunktionen fiir die
Motilitdt des Darms iibernehmen. Diese These unterstiitzend, wurden Ahnlichkeiten der ICC
mit kardialen Schrittmacherzellen gefunden (Faussone Pellegrini et al., 1977). Aktivierte
Myofibroblasten exprimieren dariiber hinaus Adhisions-Molekiile, wie z.B. das interzellulédre
Adhisions-Molekiil-1 (ICAM-1), das vaskuldre Zell-Adhdsionsmolekiill (VCAM) und das
neurale Zell-Adhésionsmolekiil (NCAM) (Hellerbrand et al., 1996; Knittel et al., 1996, Marra
et al., 1995; Pang et al., 1994; Racine-Samson et al., 1997). Durch Anlagerung von
Lymphozyten, Mastzellen und neutrophilen Granulozyten an Myofibroblasten sind diese auch
an immunologischen Prozessen beteiligt (Burns et al., 1996; Crowston et al., 1997; Fiocchi,
1997; Hogaboam et al., 1998; Roberts et al., 1997; Strong et al., 1998). Ferner konnte gezeigt
werden, dass Myofibroblasten die Morphogenese, Organogenese und die Differenzierung von
Epithelzellen durch Sekretion 16slicher Entziindungsfaktoren fordern (Haffen et al., 1987;
Kedinger et al., 1987). So scheint z.B die Differenzierung des intestinalen Epithels durch
TGF-B1 vermittelt zu sein (Halttunen et al., 1996; Simo et al., 1992b; Stallmach et al., 1989).
Bekannt ist auch, dass Myofibroblasten die Sekretion von Epithelzellen beeinflussen. So
konnte in Ussing-Kammer Experimenten die Chloridsekretion von T-84-Zellen nach
Stimulation mit Bradykinin, Serotonin und Histamin in Gegenwart intestinaler
Myofibroblasten gesteigert werden (Berschneider und Powell, 1992). Des Weiteren konnte
belegt werden, dass intestinale Rattenmyofibroblasten das Wachstum fetaler

Rattenendodermzellen stimulieren (Fritsch et al.,, 1997). Bemerkenswert ist, dass
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Myofibroblasten auch an Regenerationsprozessen beteiligt zu sein scheinen. So konnte
dokumentiert werden, das Myofibroblasten, bedingt durch ihre kontraktilen Eigenschaften, in
der Lage sind, die Oberfliche von Wunddefekten zu verkleinern (Moore et al., 1989; Racine-
Samson et al., 1997; Tomasek et al., 1992). Da Myofibroblasten ein breites Spektrum an
Zytokinen, Chemokinen und Entziindungsmediatoren produzieren (Hogaboam et al., 1998;
Pang et al., 1994; Papanicolaou et al., 1998; Simon-Assmann et al., 1995; Sprenger et al.,
1997; Youngman et al., 1993), scheinen sie dariiber hinaus eine entscheidende Rolle bei
Entziindungsprozessen zu spielen. Zudem konnte gezeigt werden, dass Myofibroblasten durch
thre Synthese von Prostaglandinen sowie durch konstitutive Cyclooxygenase-1- und
induzierbare Cyclooxygenase-2-Expression mit in den Arachidonsdurezyklus eingreifen
(Berschneider und Powell, 1992; Forstermann et al., 1998; Hinterleitner et al., 1996;
Hogaboam et al., 1998; Muhl und Pfeilschifter, 1996; Wilborn et al., 1995).

Auch wurde beschrieben, dass Fibroblasten restitutions- (Ohshima et al., 2000; Shimao et al.,

1999) und proliferationsfordernde (Goke et al., 1998b) Effekte ausiiben.

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass in der intestinalen Mukosa eine grof3e Anzahl
von Wachstumsfaktoren gebildet werden (Dignass et al., 1996; Kurokowa et al., 1987;
Suemori et al., 1991). Unter den durch Myofibroblasten sezernierten Wachstumsfaktoren
zeigt der Hepatozytenwachstumsfaktor (HGF) mitogene, morphogene, aber auch motogenen
Eigenschaften (Jiang und Hiscox, 1997). HGF wird in mesenchymalen, nicht aber epithelialen
Zellen des Gastrointestinaltraktes exprimiert (Fukamachi et al., 1994; Prat et al., 1991).

In der Extrazellularmatrix existiert eine pro-Form von HGF, die durch Serin Proteasen in eine
o- und P-Kette gespalten wird. Nach anschlieBender Disulfidbindung wird das aktive
heterodimere Glykoprotein HGF gebildet. HGF entfaltet seine Wirkung lokal durch Bindung
an seinen spezifischen, hochaffinen Zelloberflichenrezeptor c-Met (Stella und Comoglio,
1999), der in der Darmmukosa entlang der Krypt-Villus-Achse exprimiert ist (Sonnenberg et
al., 1993). Durch Bindung des HGF an c-Met werden Proteinkinasen aktiviert, die
nachgeschaltete intrazelluldre Signalmechanismen induzieren, die ihrerseits Funktionen der
intestinalen Mukosa modulieren (Boccaccio et al., 1998). Es wird vermutet, dass HGF und
sein Rezeptor c-Met fiir Wachstums-, Morphogenese-, und Differenzierungsprozesse
essentiell sind (Zarnegar, 1995). Bekannt ist auch, dass HGF die Transformation und
Tumorgenese in Fibroblasten der Maus fordert (Vande Woude et al., 1997).

Von besonders groBBem Interesse ist die Beobachtung, dass HGF neben einer Vielzahl von

Regulationsmechanismen sowohl die Migration von Epithelzellen (Delehedde et al., 2001;
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Dignass et al., 1994a; Takahashi et al., 1995) als auch die Proliferation von
Darmepithelzellen fordert (Fukamachi et al., 1994; Igawa et al., 1991; Mason et al., 1996;
Matsumoto et al., 1991; Goke et al., 1998b). Der letztgenannte Autor zeigte, dass die humane
Kolonmyofibroblasten-Zelllinie CCD-18 die Proliferation von Epithelzellen via HGF steigert.
Die beschriebenen mesenchymal-epithelialen Wirkungen wurden sowohl in direkter und
indirekter Co-Kultur als auch unabhiingig von Zell-Zell-Kontakten durch Uberstinde von
CCD-18 vermittelt. Eine weitere Ausgangsbasis dieser Arbeit waren Beobachtungen Zytokin-
bedingter Modulationen der HGF-Expression in Gingiva und Lungenfibroblasten. Hierbei

wurde gezeigt, dass die HGF mRNA-Expression durch Stimulation mit TNF-a, IL-1a and
IL-1B gesteigert wird (Tamura et al., 1993).

Ungeklart war bisher die Frage, ob die HGF-Expression in primdren intestinalen
Myofibroblasten durch verschiedene Zytokine moduliert wird, und ob dariiber hinaus diese
eventuelle Beeinflussung der HGF-Expression mit einer Forderung der Restitution bzw.
Proliferation von Kolon-Epithelzellen einhergeht. Dieser mdgliche Zusammenhang wird in

Abb. 1 schematisch dargestellt.

Restitution*? Proliferation*?

Epithel
o [ ) [ ) ® o o
f)
H(;JF + HGF-?
IL-1a +9 f _ ?
TNF-q ) TGP
IL-4
IFN-y

Myofibroblast

Abb. 1
Schematische Darstellung moglicher Zytokin-induzierter Myofibroblasteneffekte auf die HGF-Expression mit
konsekutiver Modulation der Restitution und der Proliferation in Darmepithelzellen.
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1.4 Funktion von Eicosanoiden im Arachidonsiurezyklus und deren

Modulation an Wundheilungsprozessen

Eicosanoide sind als Mediatoren an zahlreichen inter- wund intrazelluldren
Regulationsprozessen beteiligt. Neben vielen Funktionen in unterschiedlichen Organen
(Regulation des Herz-Kreislauf-Systems, der Blutgerinnung, der Entziindung, des Atmungs-
und Fortpflanzungssystems) tragen sie auch im Gastrointestinaltrakt zu Wundheilungs- und
Differenzierungsprozessen verschiedener epithelialer Zellpopulationen bei. Zu der
Substanzgruppe der Eicosanoide, deren Grundgeriist aus 20 Kohlenwasserstoffatomen
besteht, gehoren die fiir Regulationsprozesse wichtigen Prostaglandine, Thromboxan und
Leukotriene.

Die Synthese dieser Stoffe erfolgt iiber die Arachidonsidurekaskade, die in Abb.2 schematisch
dargestellt ist. Arachidonsdure, die zumeist in membranstindigen Phospholipiden inkorporiert
vorliegt, wird enzymatisch durch Phospholipase A, freigesetzt. Fiir die Synthese von
Leukotrienen, die bei immunologischen und entziindlichen Prozessen von Bedeutung sind,
wird die freigesetzte Arachidonsdure zundchst durch Katalyse von Lipoxygenase zu dem
Intermedidrprodukt Hydroxyeicosatetraensdure (5S-HPETE) oxygeniert. Anschlieend wird 5-
HPETE ebenfalls durch Lipoxygenase zu dem instabilen Epoxid Leukotrien As; (LTAj4)
umgewandelt, welches schlieBlich durch Hydrolase zu verschiedenen Leukotrienen umgesetzt
wird. Der Name Leukotrien riihrt daher, dass derartige Stoffe mit drei konjugierten
Doppelbindungen erstmals aus Leukozyten isoliert wurden. Leukotriene, insbesondere LTB4,
wirken chemotaktisch auf Leukozyten, Fibroblasten und Keratinozyten und sind daher auch
fiir Wundheilungsprozesse von grofler Bedeutung. LTC4 und LTD4 werden durch ihre starke
bronchokonstriktorische Wirkung mit der Auslosung von Asthma in Verbindung gebracht
(Ducharme et al., 2002; Parnes, 2002; Rorke et al., 2002). Auch wird angenommen, dass
Leukotriene an der Entstehung entziindlicher Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und
Morbus Crohn beteiligt sind (Bertran et al., 1996; Hammerbeck und Brown, 1996; Schmidt et
al., 1996; Taniguchi et al., 1997; Wallace et al., 1998; Zarif et al., 1996).

Prostaglandine und Thromboxan werden nach Freisetzung der Arachidonséure aus den
Zellmembranen unter Katalyse von Cyclooxygenasen synthetisiert. Nach Einbau von 2
Sauerstoffatomen in die Arachidonsdure entsteht das instabile Intermedidrprodukt

Prostaglandin (PG) G,, das dann durch nachfolgende Reduktion zu PGH, umgesetzt wird.
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SchlieBlich wird PGH, durch eine Reihe verschiedener gewebespezifischer Enzyme zu

Prostaglandinen oder Thromboxan umgewandelt.

Ungesattigte Fettsauren
(z.B Arachidonsaure)

NSAR*‘ Cyclooxygenase
1und 2 Lipoxygenase
+
Cyclische HGF 5-HPETE

Endoperoxide

|
/] LS

PGI, g \LTC
LTD,
HGF 1

Abb. 2
Schematische Darstellung des Arachidonsdurezyklus

Prostaglandine, die als Antwort auf inflammatorische Stimuli gebildet werden, sind
Entziindungsmediatoren und spielen eine Rolle bei der Entstehung von Schmerzen und
Schwellungen. Durch direkten Angriff an der glatten Muskulatur der Gefdlle wirken sie
zudem blutdrucksenkend; die renale Durchblutung wird gesteigert (Clark et al., 1973;
Hendriks, 1971; Suzuki et al., 1975). Zudem ist auch eine uteruskontrahierende Wirkung
beschrieben (Clark et al., 1973; Hendriks, 1971; Suzuki et al., 1975). Im Bereich des
Intestinaltraktes ist u.a. das PGE, von zytoprotektiver Bedeutung. Es wurde berichtet, dass
exogenes Prostaglandin PGE, die Proliferation von Stammzellen intestinaler Krypten
stimuliert (Cohn et al., 1997). Die vielschichtigen Interaktionen zwischen HGF und dem
COX-Stoffwechsel zeigen sich auch darin, dass durch lokale HGF-Applikation die COX-
Expression gesteigert wird. Hierbei wurde darliber hinaus die Wundheilung von gastralen
Ulzerationen gefordert (Brzozowski et al., 2001). Ferner wurde gezeigt, dass Prostaglandine

die HGF-Expression steigern (Bamba et al., 1998).
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Die analgetischen, antipyretischen und antiphlogistischen Wirkungen nicht-steroidaler
Antirheumatika (NSAR) beruhen auf der Hemmung der Cyclooxygenasen-1 und -2 mit
konsekutiver Hemmung der Prostaglandin-Synthese (Vane, 1971). Aufbauend auf der
Klonierung des COX-2 Genes konnte gezeigt werden, dass die Cyclooxygenase in zumindest
zwel Isoformen vorliegt (Kujubu et al., 1991; Xie et al., 1991). Die Regulation beider
Isoformen erfolgt in unterschiedlicher Weise. Wahrend COX-1 in allen gesunden Geweben
im Rahmen der normalen Zellfunktion konstitutiv exprimiert wird, also unabhidngig von
extrazelluldren Stimuli, erfolgt die Expression von COX-2 unter dem Einfluss externer
Stimuli wie z.B. Endotoxine, Phorbolester Wachstumfaktoren, Zytokinen (DuBois et al.,
1994a; DuBois et al., 1994b). Zur Zeit wird liber eine dritte Isoform der Cyclooxygenase
spekuliert (Botting, 2000; Willoughby et al., 2000).

Klassische NSAR hemmen sowohl COX-1 als auch COX-2 und reduzieren infolgedessen die
Bildung aller Prostanoide (Bjarnason et al., 1993). Als unerwiinschte Begleiterscheinungen,
die sich besonders im Bereich des oberen Gastrointestinaltraktes manifestieren, treten
Schleimhautschidigungen, petechiale Blutungen, Striae, Erosionen sowie Ulzerationen auf
(Allison et al., 1992; Cheatum et al., 1999; Graham und Smith, 1988; Griffin et al., 1991,
Langman, 1989; McCarthy, 1989). Einige Autoren berichteten, dass NSAR die Permeabilitit
im Kolon steigern, was durch Gabe von Metronidazol wieder reduziert werden konnte
(Davies et al., 1993). Die Autoren schlossen daraus, dass die Permeabilitdtsbeeinflussung
durch NSAR infolge bakterieller Coinfektion auftritt (Bjarnason et al., 1991; Davies et al.,
1993).

Mit der Entwicklung selektiver COX-2-Inhibitoren, wie Celecoxib und Rofecoxib, liegen
nunmehr Antiphlogistika/Analgetika vor, die mit wesentlich hoherer Selektivitit die COX-2-
Aktivitdit hemmen als klassische NSAR, so dass mit diesen Substanzen die
pathophysiologische Rolle der beiden Isogene differenziert werden kann (Leahy et al., 2002).
Klinische Studien belegen, dass das Nebenwirkungsspektrum zumindest im Bereich des
Gastrointestinaltraktes reduziert ist (Silverstein et al., 2000). Eine mogliche Erklarung ist,
dass die Bildung von Prostaglandinen im Gastrointestinaltrakt, welche die Magenschleimhaut
vor erodierenden Wirkungen der sauren Verdauungsséfte schiitzt, zum groBen Teil vom
Isoenzym COX-1 kontrolliert wird (Kargman et al., 1996).

Anzumerken ist, dass bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) auch heute
noch, neben anderen Medikamenten, das Salicylsdurederivat 5-Aminosalicylsdure (5-ASA,
Mesalazin) verordnet wird. Trotz seiner strukturellen Verwandtschaft mit klassischen NSAR

zeichnet sich nur 5-ASA, nicht aber die klassischen NSAR, durch schiitzende Wirkungen auf
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die Darm-Mukosa wihrend der aktiven Phasen von chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen aus. Die Mukosa-schiitzenden Eigenschaften in der Therapie des Morbus
Crohn beruhen auf einem noch weitgehend ungeklérten Wirkmechanismus.

Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen leiden haufig an Arthralgien und
Arthritis. Neuerdings werden hierbei zur Reduktion gastraler Nebenwirkungen statt der
klassischen NSAR COX-2-selektive Inhibitoren eingesetzt (Chan et al., 1999; Penning et al.,
1997)

Bei der familidren adenomatdsen Polyposis (FAP) zeigte die Behandlung mit Celecoxib eine
Verbesserung des Krankheitsbildes. Die fiir diese Erkrankung typischen adenomatdsen
kolorektalen Polypen, aus denen sich bei Nichtbehandlung in einem hohen Prozentsatz ein
Kolon-Karzinom entwickelt, wurden nach nur 6-monatiger Celecoxib-Einnahme in Anzahl
und GrofBe reduziert (Steinbach et al., 2000).

HGF steigert die Expression von Cyclooxygenasen (Jones et al., 1999). Auch die unter 1.2
bereits beschriebene Forderung der Proliferation und Restitution epithelialer Zellen durch
Cyclooxygenasen und Prostaglandine und die unter 1.3 beschriebene Steigerung der HGF-
Expression durch Prostaglandine stiitzt das Konzept, dass HGF fiir diese beiden Prozesse ein
zentrales Regulatormolekiil darstellt. Es ldsst sich hier die Hypothese aufstellen, dass
Prostaglandine moglicherweise die Proliferation und Migration von Epithelzellen
beeinflussen, indem sie die HGF-Expression in Myofibroblasten modulieren, was
schematisch in Abb. 3 illustriert wird. Die Frage nach Regulationsmdglichkeiten von
Cyclooxygenasehemmern auf Myofibroblasten-induzierte Wundheilungseffekte steht noch

offen.
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Restitution ? Proliferation ?

Epithel
® ® ® () ®o o
HGF +?/-?
PGE,/6-keto-PGF,+7/-?

Cox-2 +7?/-?
IL-10, +? = 3isc?ofenac
TNF-q ) Celecoxib
IFN-y 5-ASA

Myofibroblast

Abb. 3
Schematische Darstellung moglicher Einflussnahmen von NSAR auf Myofibroblasten-vermittelte
wundheilungsférdernde Effekte.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Zu Beginn dieser Arbeit soll eine Methode zur Kultivierung von primdren humanen

intestinalen subepithelialen Myofibroblasten etabliert werden.

Es soll anschlieBend geklart werden, ob die Proliferation und Restitution von
Darmepithelzellen durch primdre intestinale subepitheliale Myofibroblasen via HGF

moduliert wird.

In Expressionsanalysen soll untersucht werden, ob die HGF-Expression in intestinalen
subepithelialen Myofibroblasten durch pro- und antiinflammatorische Zytokine differenziert

reguliert wird.

Ferner soll analysiert werden, ob eine verdnderte HGF-Expression in intestinalen
Myofibroblasten mit einer Steigerung der epithelialen Proliferation und Restitution gekoppelt
st.

Durch selektive Inhibition von Signalkaskaden soll die Frage beantwortet werden, durch

welche Signalkaskadewege HGF-regulierte Myofibroblasten-Effekte vermittelt werden.

Es soll untersucht werden, ob Myofibroblasten via HGF die Apoptose intestinaler

Epithelzellen beeinflussen.

Auf die oben gestellten Fragen aufbauend, soll in einer in vitro-Studie untersucht werden, ob
Cyclooxygenase-Inhibitoren (ASS, Diclofenac, Celecoxib und 5-ASA)

a) - die HGF-Expression intestinaler Myofibroblasten,

b) - die Prostaglandin-Synthese intestinaler Myofibroblasten,

¢) - die COX-2-Expression intestinaler Myofibroblasten

regulieren.

Funktionsuntersuchungen sollen zeigen, ob Cyclooxygenase-Inhibitoren die restitutions- und

proliferationsférdernden Myofibroblasten-Effekte beeinflussen.

AbschlieBend soll analysiert werden, ob sich klassische NSAR von selektiven COX-2-
Inhibitoren und von 5-ASA beziiglich der aufgefiihrten Fragepunkte unterscheiden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien und Medien

2.1.1.1 Eukaryontische Zelllinien

Die Caco-2-Zelllinie ist eine adhidrente Adenocarcinom Zelllinie, die aus humanem Kolon
Epithel gewonnen wurde (Fogh et al.,, 1977). Die Zellen entwickeln nach Konfluenz
Charakteristika einer Enterozyten-Differenzierung (ATCC, HTB-37).

Die primédren humanen intestinalen subepithelialen Myofibroblasten (HISMF) stammen aus

normalem Kolongewebe und werden nach einem modifizierten Protokoll nach (Mahida et

al.1997) isoliert und immunhistochemisch charakterisiert.

2.1.1.2  Zellkultur-Reagenzien fiir Caco-2-Zellen und HISMF

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Deisenhofen
Dithiothreitol (DTT) Sigma, Deisenhofen

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) Life Technologies, Karlsruhe
Ethylendinitrilotetraessigsdure Merck, Darmstadt

[Dinatrimsalz-Dihydrat] (EDTA)
Minimal-Essentiales Medium (Eagle) Life Technologies, Karlsruhe
mit nicht essentiellen Aminosduren und

Eagle’BSS (MEM)

Fetales bovines Serum (FBS) Life Technologies, Karlsruhe
Fungizone® Life Technologies, Karlsruhe
L-Glutamin-Losung Life Technologies, Karlsruhe
Phosphate Buffered Saline (PBS) Life Technologies, Karlsruhe
Penicillin-/Streptomycin-Losung Life Technologies, Karlsruhe
Trypsin-Losung Life Technologies, Karlsruhe
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2.1.2 Desoxyribonukleinsiure (DNA)

2.1.2.1 Verwendete Plasmide

HGF

Dieses Plasmid basiert auf dem Vektor pcR 2.1™ und enthilt (in seiner multiple-cloning-site)
eine Teilsequenz der humanen HGF cDNA. Mit EcoRI 146t sich aus diesem Plasmid ein
538 bp umfassendes cDNA-Fragment von HGF isolieren, welches nach radioaktiver
Markierung mit **P CTP als Sonde fiir Northern Blot-Analysen verwendet wurde. (Goke et
al., 1998)

B-Aktin

Dieses Plamid basiert auf dem Vektor pBluescript.™ Es enthélt ein 250 bp cDNA B-Aktin-
Fragment, welches mit dem Restriktionsenzymen Kpml und Xbal herausgeschnitten werden
kann.

Das Plasmid trigt eine Ampicillin-Resistenz.

Beide Fragmente werden als Sonden in Northern Blot-Analysen eingesetzt.

Dieses Plamid wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. C. Trautwein aus der Abteilung

Gastroenterologie zur Verfiigung gestellt.

2.1.3 Chemikalien und Radionuklide

2.1.3.1 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid Roth, Karlsruhe

Agarose Life Technologies, Karlsruhe
Ammoniumpersulfat (APS) Serva, Heidelberg
Ampicillin Sigma, Deisenhofen
Ampuwa™ fiir Spiilzwecke Fresenius, Bad Homburg
Aprotinin Sigma, Deisenhofen

Bovines Serum Albumin, Fraktion V (BSA) Sigma, Deisenhofen
Bromphenolblau Serva, Heidelberg
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Butanol

Complete™ Mini Proteasen-Inhibitoren Cocktail
dATP

dCTP

dGTP

Emulsifier-Safe™ (Szintillationsfliissigkeit
zur Bestimmung der Aktivitit radioaktiv
markierter DNA-Sonden-bzw. Oligonukleotide)
dTTP

Essigsédure

Ethanol

Ethidiumbromid

Farbreagenz fiir Proteinmessung

(Dye reagent concentrate)

Ficoll™ 400

Formamid (deionisiert)

Glutaraldehyd
N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N’-[2-ethansulfonséure]
(HEPES)

Glyceringelatine

Himalaunlosung

Isopropanol

Leupeptin

Lipopolysaccharid (LPS)

Lysozym

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid

2-Mercaptoethanol

Methanol
3-[N-Morpholino]propansulfonsdure (MOPS)
Natriumacetat (CH;COONa)

Natriumchlorid (NaCI)
tri-Natriumcitrat-Dihydrat (CcHsNaz;O7-2H,0)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,POy,)

J.T. Baker, Griesheim

Roche Diagnostics, Mannheim

Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Promega, Mannheim

ICN, Eschwege

Promega, Mannheim
J.T. Baker, Griesheim
J.T. Baker, Griesheim
Sigma, Deisenhofen

BioRad, Miinchen

Amersham, Freiburg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

ICN, Eschwege

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Life Technologies, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
J.T. Baker, Griesheim
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt



di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Natrium-orthovanadat

Nonidet™ P40

Omniscript™ Reverse Transcriptase

pcR 2.1™

PCR-Puffer (10x)

Pefabloc™

Pepstatin A

Salzsdure (HCI)

TA cloning kit (pCR™ Vector)

Taq DNA Polymerase rekombinant

TagMan™ 1000 RXn Gold/Buffer A Pack
TagMan™ GAPDH Control Reagents
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypanblau

Tween™ 20

2.1.3.2 Radionuklide

[o-**P]-CTP
Methyl-[*’H]-Thymidin, 1 mCi/ml (6,7 Ci/mmol)

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Qiagen, Hilden
Invitrogen, Groningen,
Niederlande

Life Technologies, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Groningen,
Niederlande

Life Technologies, Karlsruhe
Perkin Elmer, Weiterstadt
Perkin Elmer, Weiterstadt
Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Amersham, Freiburg

ICN, Eschwege
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2.14 Molekulargewichtsmarker

2.14.1 DNA-Marker

1 kb-Leiter Life Technologies, Karlsruhe
50 b-Leiter New England BioLabs, Schwalbach

2.1.4.2 Protein-Marker

Kaleidoscope Prestained Standards™ BioRad, Miinchen

Prestained SDS-Page standard low range BioRad, Miinchen

2.1.5 Enzyme

Restriktionsendonukleasen: Kpml, Xbal New England Biolabs,

Schwalbach
T4-Kinase (Polynukleotid-Kinase) New England Biolabs, Schwalbach
RNasin™ Promega, Mannheim

2.1.6 Antikorper

Esel IgG anti-Kaninchen, Peroxidase-gekoppelt Amersham, Freiburg
(Sekundérantikorper)

Esel IgG anti-Ziege, Peroxidase-gekoppelt Santa Cruz Biotechnology,
(Sekundirantikorper) Heidelberg

Maus IgG2a anti-human Isotyp Kontrolle Dianova, Hamburg
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Maus IgM anti-human Isotyp Kontrolle
Maus monoklonal IgG1 und IgG2a
Anti-human Cytokeratin

Maus monoklonal IgG1 anti-human HGF

Maus monoklonal IgG1 anti-human

PI;-Kinase p85a

Maus monoklonal IgG2a

Anti-human a-Smooth Muscle Actin

Maus monoklonal IgM anti-human Vimentin

Kaninchen polyklonal IgG anti-human ERK 1

Kaninchen polyklonal IgG anti-human ERK 2

Kaninchen polyklonal IgG anti-human Akt

Kaninchen polyklonal IgG anti-human Phospho-Akt

Kaninchen polyklonal IgG anti-human
Phospho-p44/42 MAP Kinase

Schaf IgG anti-mouse, Peroxidase-gekoppelt
(Sekundérantikdrper)

Ziege polyclonal IgG anti-human Aktin

Dianova, Hamburg

Sigma, Deisenhofen

R&D, Wiesbaden

Santa Cruz Biotechnology,

Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Santa Cruz Biotechnology,

Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology,

Heidelberg

New England BioLabs,

Schwalbach

New England BioLabs,

Schwalbach

New England BioLabs,
Schwalbach

Amersham, Freiburg

Santa Cruz Biotechnology,

Heidelberg

25



2.1.7 Zytokine

Rekominanter humaner

Hepatozyten Wachstums-Faktor (HGF)

Rekombinanter humaner

Tumor Nekrose-Faktor (TNF)-a

Rekombinantes humanes Interferon (IFN) -y

Rekombinantes humanes Interleukin (IL)-1a

Rekombinantes humanes Interleukin (IL)-4

Rekombinanter humaner

Transforming Growth-Faktor (TGF)-1

2.1.8 Inhibitoren

LY294002

(2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one)

Mitomycin C

PD98059 (2-Amino-3-methoxyflavone)

R&D, Wiesbaden

R&D, Wiesbaden

R&D, Wiesbaden

R&D, Wiesbaden

R&D, Wiesbaden

R&D, Wiesbaden

Calbiochem, Schwalbach

Sigma Deisenhofen

Calbiochem, Schwalbach
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2.1.9 Arzneistoffe

Acetylsalicylsdure

5-Aminosalicylsdure

Celecoxib

Diclofenac

2.1.10 Sonstige Materialien

Agarose-Gel-Extraktions-Kit™, einschl. Silica-Gel-
Partikel (QIAEX 2)™

Cell Death Detection ELISAPY®

(Histon-ELISA)

Cell Scraper

Centrifuge-Tubes, Ultra-Clear™

Dako Pen ™

ECL-Detektions Kit™

Filmkassette mit Verstirkerfolie

Histostain™-Plus Kit

Imaging Plate

Micro Amp™ Reaction Tubes
MicroSpin Columns™

3MM Filterpapier
Neubauer-Ziahlkammer

Nunc Réhrchen

Nylonmembran fiir Northern Blot

Nylonmembran Immobilon-P™ fiir Western Blot

Sigma, Deisenhofen

Merckle GmbH, Ulm

Pharmacia Corporation,
St. Louis Missouri, USA

Sigma, Deisenhofen

Qiagen, Hilden

Boehringer Mannheim,
Mannheim

Sarstedt, Niimbrecht
Beckman, Miinchen
DAKO Diagnostika, Hamburg
NEN, Briissel, Belgien
Amersham, Freiburg
Zymed Laboratories,

San Francisco, USA

Fuji, Diisseldorf

Perkin Elmer, Weiterstadt
Amersham, Freiburg
Whatman, Géttingen
Brand, Wertheim/Main
Nunc, Wiesbaden
Qiagen, Hilden
Millipore, Eschborn
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Omniscript™

Plasmid Maxi Kit
Plastikkiivetten
Quantikine™-HGF Elisa
Quarzkiivetten
Ready-To-Go-DNA Labelling Kit
RNeasy Mini Kit

Rontgenfilme (HyperfilmMP™)
Szintillationsgefalle

Taq Polymerase

Zellkultur-Flaschen 5 ml mit Filter

Zellkultur-Schalen, @100mm
Zellkultur-Platten mit 24 Vertiefungen
(24 well-Platten)

Zellkultur-Platten mit 6 Vertiefungen
(6 well-Platten)

2.1.11 Gerite

Aufsatzkamera Progressive 3CCD
(fiir Olympus Mikroskop)
Begasungsbrutschrank HERA cell
B-Counter
Elektrophoresekammer, horizontal
Elektrophoresekammer, vertikal
ELISA-reader Rain Bow Thermo
Heizblock

Hybridisierungsofen fiir Northern Blot
Magnetriihrgerat

Mikroskop BX60

Okular fiir Restitutionsassays

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Sarstedt, Niimbrecht

R&D, Wiesbaden

Hellma, Mo6llheim
Amersham, Freiburg
Qiagen, Hilden

Amersham, Freiburg
Canberra-Packard, Frankfurt
Perkin Elmer, Weiterstadt
Nunc-Life Technologies,
Karlsruhe

Corning Costar, Bodenheim

Greiner, Niirtingen

Greiner, Niirtingen

Sony, Kéln

Heraeus, Hanau

Berthold, Hannover

Serva, Heidelberg

von Keutz, Reiskirchen
Tecan, Crailsheim
Eppendorf, Hamburg
Bachofer, Reutlingen
Jiirgens-Omnilab, Hannover
Olympus, Hamburg
Olympus, Hamburg

28



pH-Meter MP220

Schiittler fiir Bakterienkulturen

Schwenkgerit (Red Rocker)

Sonifiziergerit (Sonoplus-Ultraschall-Homogenisator)
Spannungsgerite

Spektralphotometer

Sterilarbeitsbank HERA safe

TagMan-Detektor ABI 7700™

Transferkammer fiir Western Blot

UV Stratalinker 1800™

Vortex

Wasserstrahlpumpe Plastibrand PP

Waagen:
Feinwaage Mettler H20T

Sartorius MCl1

Zentrifugen:
Laborzentrifuge 2 K 15
Laborzentrifuge GS-6R
Tischzentrifuge

Kiihlzentrifuge 5417R

Mettler-Toledo, Greifensee,
Schweiz

Edmund Biihler, Tiibingen
Amersham, Freiburg
Omnilab, Gehrden
Amersham, Freiburg
MWG-Biotech AG, Ebersberg
Heraeus, Hanau

Perkin Elmer, Weiterstadt
BioRad, Miinchen
Stratagene, Heidelberg
Jirgens-Omnilab, Hannover

Jiirgens-Omnilab, Hannover

Mettler-Toledo, Greifensee,
Schweiz

Sartorius, Gottingen

Sigma, Deisenhofen
Beckman, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Kultivierung von Caco-2-Zellen

Die Kultivierung von Caco-2-Zellen erfolgt in 10 cm Zellkultur-Schalen mit 10 ml MEM
Zellkultur-Medium (mit 20% FBS, 100 IU/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin,
4 mM L-Glutamin) bei 37 °C und 5% CO, im Begasungsbrutschrank. Der Zellkultur-
Mediumwechsel erfolgt alle drei Tage. Nach Erreichen der Zellkonfluenz werden die Zellen
analog zu 2.2.1.2. geteilt. Hierbei wird eine 0,2%ige Trypsin enthaltene Versene-Losung

verwendet. Die Caco-2-Zellen lassen sich in einem Verhéltnis von 1:7 teilen.

2.2.1.2  Isolation und Kultivierung priméarer humaner intestinaler

subepithelialer Myofibroblasten (HISMF)

Die Isolation primérer humaner intestinaler subepithelialer Myofibroblasten (HISMF) werden

nach Modifikation eines Protokolls isoliert (Mahida et al., 1997).

Normales humanes Kolongewebe, erhalten von Operationspriparaten, wird in HBSS
aufgenommen. Die Mukosa des Kolongewebes wird von der Submukosa unter Zuhilfenahme
eines Skalpells und einer Operationsschere abgetrennt und in etwa 5 mm grofle Stiicke
geschnitten, die mit HBSS gewaschen werden. Die Gewebestiicke werden in 1 mM DTT
(gelost in HBSS) fiir 15 min bei Raumtemperatur auf einem Schwenker inkubiert und
anschlieBend bei 1000 g zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und mit DTT-freiem
HBSS gewaschen. Der Waschvorgang mit HBSS wird zweimal wiederholt. Es folgt eine
30miniitige Inkubation der Gewebestiicke mit 1| mM EDTA-Losung (gelost in HBSS) bei
37 °C in einem Schiittelwasserbad. Nach erneuter Zentrifugation bei 1000 g werden die
Gewebestlicke dreimal, wie oben beschrieben, mit HBSS gewaschen. Die Inkubation mit
EDTA mit anschlieBendem Waschen wird zweimal wiederholt. Die Behandlung mit DTT und
EDTA bewirkt eine Ablosung der Epithelzellen, die durch die Waschschritte moglichst

vollstindig entfernt werden sollen. Die Kultivierung der Mukosastiicke erfolgt in 5 ml
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Zellkultur-Flaschen, die mit einem Filter am Deckel versehen sind, mit 5 ml MEM
Zellkultur-Medium (mit 10% FBS, 100 IU/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 4 mM
L-Glutamin, 2,5 pg/ml Fungizon) bei 37 °C und 5% CO, im Begasungsbrutschrank. Der
Zellkultur-Mediumwechsel erfolgt alle vier Tage. Nach drei bis fiinf Tagen Kultivierung
erscheinen die ersten Myofibroblasten. Nach weiteren fiinf Tagen etablieren sich erste
Kolonien von Myofibroblasten, die dann innerhalb von sieben Tagen zu einem konfluenten
Monolayer wachsen. Nach Erreichen der Zellkonfluenz werden die Zellen an einer
Sterilarbeitsbank auf mehrere Zellkultur-Schalen verteilt. Dazu wird nach Absaugen des
Kulturmediums der Zellrasen zundchst einmal mit 1ml 0,1% Trypsin enthaltender Versene-
Losung (0,14 M NaCl, 2,68 mM KCI, 8,1 mM Na,HPO,, 1,47 mM KH,PO4 und 0,68 mM
EDTA) gewaschen, worauthin sich eine ca. Sminiitige Inkubation der Zellen in 2 ml
0,1%Trypsin/Versene-Losung im Brutschrank anschlieBt. Hierbei verlieren die Zellen ihre
Adhédrenz an den Boden der Zellkultur-Schale. Die Zellen werden durch mehrfaches
Aufziehen in eine 5 ml-Pipette resuspendiert und mit frischem Zellkultur-Medium, welches
nun kein Fungizon mehr enthilt, im gewiinschten Verhiltnis (in der Regel 1:2) verdiinnt und
schlieBlich in 10 cm Kulturschalen ausgesit. Die erhaltene primédre Myofibroblasten-Zelllinie
kann bis zu zehnmal auf diese Weise passagiert werden.

Nachfolgendes Schema soll die einzelnen Isolationsschritte zusammengefasst

veranschaulichen:
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1. Spiilen des
Kolonresektates mit HBSS

=

Y .Y

2. Zerkleinerung

3. Inkubation in 1 mM
EDTA und 1 mM DTT

4. Kultivierung intestinaler
Myofibroblasten

Abb. 4
Schematische Darstellung der Isolation primérer intestinaler subepithelialer Myofibroblasten



2.2.2 Immunhistochemische Charakterisierung von HISMF

In immunhistochemischen Verfahren werden Proteine in situ durch spezifische Antikorper
und einer anschlieBenden Farbkomplexreaktion sichtbar gemacht.

Die immunhistochemische Reaktion wird auf Objekttragern durchgefiihrt. Um HISMF und
Caco-2-Zellen gut auf Objekttrdgern zu fixieren, werden die Objekttriger zuvor mit einer
0,5%igen  3-Aminopropyltriethoxysilan ~ Acetonlosung 5 min beschichtet. Nach
anschlieendem Spiilen in Aceton werden sie mit destilliertem Wasser gespiilt und bei
Raumtemperatur getrocknet und spiter autoklaviert. Die autoklavierten Objekttriger werden
in 10 cm-Kulturschalen mit MEM-Medium gelegt und mit einer trypsinisierten
Myofibroblasten-Zellsuspension betrdufelt. Nach 3 Tagen sind die Myofibroblasten bzw.
Caco-2-Zellen auf den Objekttragern adhdrent zur Konfluenz gewachsen. Die Zellen werden
in Aceton bei 4 °C fiir 10 min fixiert und dann bei Raumtemperatur getrocknet. Fiir spitere
immunhistochemische Versuche werden die Objekttrager in Alufolie eingewickelt und bei

—20 °C tiefgefroren.

2.2.2.1 Immunhistochemische Fiarbung

Die Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbung erfolgt mit Hilfe des kommerziell
erhéltlichen Histostain™-plus Kits gemil3 den Angaben des Herstellers.

Zur Eingrenzung des Reaktionsfeldes auf dem Objekttrager wird mit einem Dako-Fett-Stift
ein im Durchmesser etwa 0,5 cm grofler Kreis gezogen. Um unspezifische Bindungen zu
verhindern, werden die Zellen in einer 1%igen BSA Losung inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen in TBS-Tween (0,6% Tris Base; 0,9 % NaCl; 0,1% Tween; 37 mM HCI) fiir jeweils
5 min folgt die Inkubation des primiren Antikérpers in der individuell benétigten Verdiinnung
bei 4 °C fiir 12 Stunden. Anti-Cytokeratin und anti-Desmin werden in einer Verdiinnung von
1:100, anti-o-Smooth Muscle Actin und anti-Vimentin in einer Verdiinnung von 1:400
eingesetzt. Die 1gG2a Isotypkontrolle wird in einer Konzentration von 16,3 pg/ml und die
IgM Isotypkontrolle in einer Konzentration von 18,5 pg/ml verwendet. Es folgen ein
5-miniitiges Waschen in TBS-Tween und eine anschlieende Inkubation des unverdiinnten
Sekundérantikorpers des Histostain™-plus Kits fiir 20 min. Es wird dann erneut der

Objekttrager fir 5 min in TBS-Tween gewaschen und spéter mit einer Streptavidin-
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Enzymkomplexlosung des Histostain™-plus Kits, die an den Sekundirantikoérper bindet,
versetzt. Nach erneutem S-miniitigen Waschen in TBS-Tween wird eine Farbstofflosung
(D-Substratlosung AEC; Histostain™-plus Kit) verwendet. Bei positiver Reaktion farbt dieser

die zu untersuchenden Proteine braunlich-rot.

2.2.2.2 Hiamalaun-Farbung

Fiir die Farbung der Zellkerne wird Mayers’ Hamalaunlésung verwendet. Die Objekttrager
werden 2 s in die Fertiglosung getaucht und anschlieBend in flieBendem Leitungswasser
gespiilt. Die gefiarbten Gewebeschnitte werden mit einem Tropfen Kaisers’ Glyceringelatine

benetzt und mit einem Deckglidschen versehen.

2.2.3 Protein-Untersuchungen

2.2.3.1 HGF-Protein-Untersuchungen im Zellkultur-Uberstand

Unter Zuhilfenahme des Quantikine™-Kits kann humanes HGF quantitativ im Zellkultur-
Uberstand nachgewiesen werden. Diesem Test liegt eine ,,Enzym-gekoppelte

Immunsandwich-Technik® (enzyme-linked-immunosorbent assay) [ELISA] zugrunde.

HISMF werden in 10 cm-Zellkultur-Schalen ausgesdt und bis zu einer Konfluenz von ca. 70%
in MEM/10% FBS kultiviert. Die subkonfluenten Zellen werden anschlieBend mit 1xPBS
gewaschen und 15 h in MEM/0,2% FBS kultiviert. Hierdurch soll eine Adaptation der Zellen
an serumarme Kulturbedingungen erreicht werden. HISMF werden dann wahlweise mit
Interleukin-1a (IL-1a), Tumor Nekrose-Faktor-o (TNF-a), Interferon-y (INF-y) sowie den
Arzneistoffen Acetylsalicylsdure, 5-Aminosalicylsdure, Diclofenac und Celecoxib in
unterschiedlichen Konzentrationen fiir 24 h inkubiert. Die Zellkultur-Uberstinde werden
abgenommen und auf die Microtiterplatte des ELISAs, die mit einem monoklonalen
Antikorper beschichtet ist, zusammen mit entsprechenden Standardproben aufgetragen.
Wihrend einer 2-stiindigen Inkubation wird HGF von dem an die Mikrotiterplatte
gekoppelten Antikorper gebunden. Nicht gebundene Substanzen werden durch Waschen mit

34



einem Waschpuffer entfernt. Nach Zugabe eines Enzym-gekoppelten polyklonalen
Antikorpers entsteht wihrend einer 105-miniitigen Inkubation ein Antikorper-HGF-
Antikdrper-Komplex. Nach erneutem 4-maligen Waschen zur Entfernung von ungebundenen
enzymgekoppelten Antikorpern schlie3t sich eine 30-miniitige Inkubation mit einer Substrat-
Losung an, die eine Blaufdarbung proportional zur HGF-Konzentration bewirkt. Nachdem die
Farbreaktion durch eine Schwefelsdure enthaltende Stop-Losung beendet wird, kann die

Farbintensitdt und somit die HGF-Konzentration photometrisch bei 450 nm gemessen werden.

2.2.3.2  Eicosanoid-Protein-Untersuchungen im Zellkultur-Uberstand

Die Arachidonsiduremetabolite Prostaglandin-E, (PGE;) und 6-keto-ProstaglandinF, (6-keto-
PGF,,) konnen unter Zuhilfenahme eines kommerziell erhéltlichen ELISA-Microtitertests

quantitativ im Zellkultur-Uberstand nachgewiesen werden.

2.2.3.3  Gewinnung von Gesamtzell-Extrakten

HISMF werden zu Beginn des Experiments analog zu 2.2.3.1 kultiviert und mit den dort
aufgefiihrten Substanzen 24 h inkubiert.

Zur Gewinnung der Gesamtzell-Extrakte werden die HISMF zweimal mit PBS gewaschen,
mit einem Zellschaber in einem Volumen von 600 pul PBS von den Schalen geldst und in ein
1,5 ml EppendorfgefaB iiberfiihrt. AnschlieBend wird bei 4 °C 5 min bei 1000 g zentrifugiert
und das Zellpellet in 200ul 1%iger SDS-Losung resuspendiert. Die Lyse und Zerstérung der
Zellwiande und anschlieBende Homogenisierung der Protein-Suspension erfolgt mit Hilfe
eines Sonifiziergerites fiir 30 s.

Abschliefend werden die Proteine bei 95 °C fiir 10 min. in einem Heizblock denaturiert. Nach

Bestimmung des Proteingehaltes wird der Uberstand bis zur Verwendung bei —20 °C gelagert.
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2.2.3.4 Bestimmung von Protein-Konzentrationen

2.2.3.4.1 Spektrophotometrische Bestimmung der Protein-Konzentration

Die Protein-Konzentration eines Gesamtzellextraktes wird spektralphotometrisch bestimmt
(Kalb und Bernlohr, 1977).

10 pl der Extrakte werden mit 490 ul dH,O gemischt (1:50). Die Absorption wird bei 230 und
260 nm gemessen und gegen einen Nullwert, bestehend aus 10 pl einer 1%igen SDS Losung
und 490 pl dH,O, abgeglichen. Die Protein-Konzentration wird nach folgender Formel

berechnet:

(187 x OD330 x 50) - 81,7 x ODy69 x 50) = X pg/ml Protein

Der Quotient aus ODjy3 und ODyg stellt ein Mall fiir die Verunreinigung des
Gesamtzellextraktes mit DNA dar.

2.2.3.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen wird eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgefiihrt.
Dabei werden die Proteine zuerst durch SDS-Behandlung denaturiert, in Polyanionen
iiberfithrt und durch Elektrophorese aufgrund ihrer unterschiedlichen Molekulargewichte
aufgetrennt.

Die Bestimmung der molekularen Grofe einzelner Proteinbanden erfolgt durch direkten
Vergleich mit einem kalibrierten Molekulargewichtsstandard.

8 ug Proteinldsung werden mit destilliertem Wasser auf ein einheitliches Volumen gebracht,
mit 10 pl 3 x SDS-Auftragspuffer (150 mM Tris, 6% SDS, 15 mM DTT, 30% Glycerol
0,25% Bromphenolblau) versetzt und bei 95 °C 5 min erhitzt. Die Ansétze sowie 5 pl eines
Molekulargewichtstandards werden auf ein 5%iges Sammelgel (5% Acrylamid, 125 mM
Tris.Cl, pH 6,8, 0,1% APS, 0,1% TEMED) aufgetragen und einer konstanten Spannung von
130 V in 1xSDS-Laufpuffer (25 mM Tris, 0,192 M Glycin, 0,1% SDS, pH 8,8) ausgesetzt.
Die Spannung wird nach Eintritt der Bromphenolblau-Lauffront in das 10%ige Trenngel

(10% Acrylamid, 375 mM Tris«Cl, pH 8.8, 0,1% APS, 0,1% TEMED) auf 200V erhoht. Die
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Elektrophorese wird beendet, wenn die Bromphenolblau-Lauffront den unteren Gelrand
erreicht hat. Nach Beendigung der Elektrophorese kann das Gel z.B. fiir Western Blot-

Analysen verwendet werden.

2.2.3.6. Western Blot

Der Western Blot dient dem spezifischen Nachweis einzelner Proteine in einem
Proteingemisch. Zuvor elektrophoretisch aufgetrennte Proteine werden unter elektrischer
Spannung im nassen Milieu auf eine Nylonmembran transferiert (Limmli et al., 1970).

Zur Detektion des zu untersuchenden Proteins wird ein spezifischer Primérantikorper
verwendet, an den sich wiederum ein sekundirer Peroxidase-gekoppelter Antikdrper anlagert.
In einer Licht emittierenden Peroxidase-Reaktion (Chemolumineszenz) werden die
spezifischen Proteinbanden auf einem Rontgenfilm nachgewiesen.

Die durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine werden in einer
Standard-Nassblotkammer auf eine Nylonmembran, die zuvor fiir 30 s jeweils in Methanol
und anschlieend in Wasser benetzt wird, transferiert. Der Proteintransfer im Transferpuffer
(39 mM Glycin, 48 mM Tris, 0,037% SDS, 20% Methanol, pH 8,3) erfolgt bei 4 °C iiber
Nacht bei einer Spannung von konstant 20V. Nach Beendigung des Proteintransfers folgt eine
1-stiindige Inkubation der Membran in 5%iger Magermilchpulverlosung in Waschpuffer
(20 mM Tris, 137 mM NaCl, 3,8 mM HCI, 0,3% Tween 20, pH 7,6) bei Raumtemperatur.
Nach kurzem Waschen in TBS-Tween wird die Membran 60 min mit dem spezifischen
primiren Antikorper, der individuell unterschiedlich in Waschpuffer verdiinnt wird (fiir
ERK1/2 1:750, fiir Phospho MAP-Kinase, fiir PI; und B-Actin 1:1000), inkubiert. Es schlie3t
sich dreimaliges Waschen (2x10 und 1x5 min) der Membran und die Zugabe des sekundéren,
Peroxidase-gekoppelten Antikorpers iiber einen Zeitraum von einer h mit einer 1:10000- bzw.
1:20000-Verdiinnung an. Nach erneutem mehrmaligen Waschen (2x10 und 1x5 min) wird der
Blot anschliefend mit dem Substratansatz des ECL-Detektions Kits gemdB3 den Angaben des
Herstellers entwickelt. Die durch die Peroxidase-Reaktion emittierten Lichtsignale werden auf
einem Rontgenfilm aufgefangen.

Die Nylonmembran kann nach erfolgter Proteindetektion durch eine 30-miniitige Inkubation
mit Stripping-Puffer pH 6,7 (65,5 mM Tris-HCl, 2% SDS, 100 mM 2-Mercaptoethanol) bei
70 °C von den Antikorpern befreit und anschlieBend erneut zum Nachweis eines weiteren

Proteins verwendet werden.
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2.24 Ribonukleinsaure (RNA)-Untersuchungen

2.2.4.1 Isolation von Gesamt-mRNA aus Zellen

Zur Isolation von Gesamt-mRNA aus Zellen wird ein RNeasy Mini Kit™ verwendet. Die
folgenden Versuchsschritte werden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

HISMF werden initial analog zu 2.2.3.1 kultiviert. Nach Absaugen des Zellkultur-Mediums
werden die Zellen zunédchst zweimal mit jeweils 5 ml 1xPBS gewaschen. Nach dreiminiitiger
Inkubation des Guanidinium-Isothiocyanat, 10 ul/ml 2-Mercaptoethanol, 1 ul/ml DTT und
I pul/ml RNasin® enthaltenden Lysepuffers werden die lysierten Zellen mit Hilfe eines
Zellschabers von der Zellkultur-Schale abgeldst. Nach Homogenisierung der Proben folgt die
Zugabe von 70%igem Isopropanol, wodurch geeignete Bedingungen zur Bindung der Proben-
RNA an die Silica-Gel-Membran der Zentrifugationssiule geschaffen werden. Nach
mehrmaligem Waschen der Séule mit unterschiedlichen Waschpuffern zur Entfernung von
Verunreinigungen wird die Gesamt-mRNA in RNase-freiem Wasser eluiert und bei —80 °C

gelagert.

2.2.4.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentration wird mit Hilfe eines Spektralphotometers bei einer Wellenldnge von
260 nm gemessen. Der spezifische RNA-Faktor betrdgt 40, d.h. bei einer gemessenen
Extinktion von 1 bei 260 nm liegt eine RNA-Konzentration von 40 ug/ml vor. Die RNA-
Konzentration der Probe (in pg/ml) entspricht dem Produkt aus der Extinktion (260 nm), dem
Verdiinnungsfaktor und dem spezifischen RNA-Faktor (40). Die Reinheit der RNA errechnet
sich aus dem Quotienten der bei 260 nm und bei 280 nm gemessenen Extinktion (Maniatis et

al. 1982).
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2.2.4.3 Northern Blot

Die elektrophoretische Auftrennung von RNA mit nachfolgendem Transfer auf eine
Nitrocellulosemembran wird als Northern Blot bezeichnet und dient dem Nachweis
spezifischer RNA-Molekiile. Durch Hybridisierung mit radioaktiv markierten denaturierten
cDNA Sonden, die der gesuchten RNA komplementér sind, kdnnen durch Autoradiographie

die gesuchten RNA-Fragmente spezifisch sichtbar und nachgewiesen werden.

2.2.4.3.1 RNA-Gelelektrophorese

Um RNA gelelektrophoretisch aufzutrennen, wird ein 1%iges Agarose-Gel mit 1xMOPS-
Puffer (0,02 M MOPS, 5SmM Natriumacetat, | mM EDTA, pH 8) verwendet.

Von den zuvor gemessenen RNA-Proben werden jeweils 10 pg eingesetzt. Sie werden mit
RNase-freiem Wasser (Ampuwa®) auf ein jeweils gleiches Volumen gebracht und mit 1/5
Volumen 5xRNA-Ladepuffer (4 mM EDTA, pH 8, 0,22 M Formaldehyd, 20% Glycerol, 30%
deionisiertes Formamid, 4xMOPS-Puffer, 0,25% Bromphenolblau) versetzt. Es schliefit sich
eine 10-miniitige Inkubation der Proben bei 68 °C an. Nach Zugabe von 0,5 pl
Ethidiumbromid (10 mg/ml) werden die Proben in dem vorbereiteten Agarosegel bei 100-
150V elektrophoretisch —aufgetrennt (Laufpuffer mit 1xMOPS-Puffer). Auftrags-
gleichméBigkeit, die Auftrennungsgenauigkeit und Reinheit der RNA lassen sich
anschlieend unter UV-Licht abschitzen.

2.2.4.3.2 Kapillarblot

In diesem Abschnitt wird der Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten RNA vom Gel auf
eine Nylonmembran beschrieben. Die Nylonmembran und das RNA-Gel werden kurz in
Rnase-freiem Wasser und dann 15 Minuten in 10xSSC, pH 8 (1,5 M NacCl, 0,15 M tri-Na-
triumcitrat-Dihydrat) fiir 15 Minuten geschwenkt.
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Folgender Blot wird aufgebaut (von oben nach unten):
- Gewicht (ca. 600g)
- Glasplatte

- 50 Saugtiicher aus Cellulose

- 2 Whatman-Filter (gleiche Grofe wie Gel und Nylonmembran; angefeuchtet in
2xSSC-Puffer)

- Nylonmembran (hat gleiche GréBe wie das Gel)

- RNA-Gel (Beladungstaschen des Gels zeigen nach unten)

- 2 Whatman-Filter, die in eine mit 2xSSC-Puffer gefiillte Schale hineinhéngen

- Glasplatte

- Schale gefiillt mit 2x SSC-Puffer

Der RNA-Transfer findet {iber Nacht (ca. 16 h) bei Raumtemperatur statt. Die anschlieende
Hybridisierung wird analog zu 2.2.4.3.5 durchgefiihrt.

2.2.4.3.3 Isolierung und radioaktive Markierung von DNA-Sonden

DNA-Fragmente, welche fiir eine Hybridisierungsreaktion verwendet werden sollen, werden
mit geeigneten Restriktionsenzymen aus den in Kapitel 2.1.2.1 beschriebenen Plasmiden
herausgeschnitten, in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt und mit Hilfe eines Qiagen-Gel-
Extraktionskits aufgereinigt. Die cDNA-Fragmente werden nach radioaktiver Markierung

(2.2.4.3.4) fiir Northern Blot-Hybridisierungen (2.2.4.3.5) verwendet.

2.2.4.3.4 Radioaktive Markierung von DNA mit Random-Primern

Die radioaktive Markierung von DNA-Sonden wird mit Hilfe des ReadysTo.Go-DNA
Labelling Kits durchgefiihrt. An die im TE-Puffer (pH 8) geloste denaturierte Einzelstrang-
DNA (25-50 ng) lagern sich Random-Oligomere an. Diese dienen als Primer und ermdglichen
der DNA-Polymerase II (Klenow-Enzym) das Auffiillen der zwischen ihnen liegenden
Bereiche mit Nukleotiden. Bei dieser sich iiber 60 min bei 37 °C erstreckenden Reaktion wird

radioaktiv markiertes [o->°P]-dCTP verwendet. Es entstehen somit DNA-Doppelstringe,

40



deren Radioaktivitidt nach Reinigung durch Zentrifugation in einer MicroSpin-Column im

B-Counter bestimmt wird.

2.2.4.3.5. Hybridisierung

Die Tragermembran wird 20 min zwischen zwei Whatman-Filtern getrocknet. Die auf der
Nylonmembran fixierte RNA wird mit Hilfe eines UV-Crosslinkers kovalent an die
Nylonmembran gebunden. Die Membran wird mit einer radioaktiv markierten denaturierten
cDNA-Sonde mit einer Aktivitit von 10’cpm (Kap. 2.2.3.4) in Church-Lésung (0,25 M
Na,HPO4/NaH,PO4-Puffer, pH 7,2, 7% SDS, 1 mM EDTA, pH 8) iiber Nacht bei 65 °C
hybridisiert. Es folgt sechsmaliges Waschen mit Church-Waschlosung (20 mM
Na,HPO4/NaH,PO4-Pufter, pH 7,2, 1 % SDS) bei 65 °C um die Hybridisierungslésung und
nicht gebundene Radioaktivitit zu entfernen. AbschlieBend wird mit Hilfe eines
Phosphoimagers ein Autoradiogramm angefertigt, mit dem eine Quantifizierung moglich ist.

Hierzu wird das Programm PC-Bas verwendet.

2.2.44 TaqMan™ PCR: Quantifizierung von COX-2 mRNA-Expression

Die TagMan™ PCR beruht auf der in den 80er Jahren entwickelten Polymerase
Kettenreaktion (PCR), eine sehr sensitive enzymatische Methode, bei der eine anndhrend
exponentielle Amplifikation der Zielsequenz durch sich wiederholende Zyklen mit Hilfe von
spezifischen Primern in vitro erreicht wird. Die Tag-Man™PCR zeichnet sich dariiber hinaus
dadurch aus, dass die Amplifikation und der Nachweis des PCR-Produkts simultan in einem
Reaktionsgefdl ermdglicht wird, was mit einer Automatisierung der PCR, mit geringerem
Zeitaufwand, geringerem Reagenzienverbrauch und einer geringeren Gefahr einer
Kontamination verbunden ist. Zur Detektion wird eine spezielle fluorogene Sonde eingesetzt,
so dass mit Hilfe des ABI PRISM Sequence Detektors die Verdnderung der Fluoreszenzen im
geschlossenen Reaktionsgefdll Zyklus fiir Zyklus erfasst werden kann.

Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgt analog zu 2.2.4.1. Die Konzentrationsbestimmung der
RNA erfolgt wie in Abschnitt 2.2.4.2 beschriecben. Um eventuell vorhandene

Verunreinigungen an DNA zu entfernen, wird die in Ampuwa geloste RNA mit RNase freier
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DNase fiir 1 h bei 25 °C inkubiert. AnschlieBend wird die RNA mit Hilfe von Reverse
Transkriptase-gekoppelter PCR (RT-PCR) in DNA quantitativ umgeschrieben. Hierzu wird
das kommerziell zu erwerbende Transkriptase-Omniscript™ verwendet. Zur Uberpriifung des
Erfolgs der Transkription wird eine PCR mit den fiir eine spdtere TagMan™ PCR
einzusetzenden humanen COX-2 Primern durchgefiihrt. Folgende Oligonukleotid-Primer
werden verwendet: forward: 5°-GCC CTT CCT GTG CC-3’; reverse: 5°-AAT CAG GAA
GCT TTT TAC-3’. Es werden fiir die PCR folgende Bedingungen eingehalten: 1. 95 °C 15
min, 2. 95°C 155, 3.53°C30s,4.72°C 30s,5.72 °C 2 min, 6. 15 °C; die Punkte 2. bis 5.
werden jeweils 37 mal wiederholt. Die erhaltenen PCR-Produkte werden in einem 4%igen
Agarose Gel aufgetragen und gelelektrophoretisch nach Fragmentgrofle aufgetrennt. Die zu
erwartende Fragmentgro3e wird durch eine mitlaufende Basenpaarleiter bestitigt.

Fiir die nun folgende TagMan™ PCR wird neben den oben aufgefiihrten Primern folgende
5’-6-carboxyfluorescin (FAM) markierte Sonde eingesetzt: (FAM) 5°-ATG ATT GCC CGA
CTC CCT TGG GGT GT-3’. Fiir die PCR-Reaktion wird ein Gesamtvolumen von 25 pl
verwendet, das aus 200 nM beider Primer, 100 nM Sonde, 300 uM dNTPs, 3,5 mM MgCl,,
2,5 U Tag-Polymerase und einem PCR-Puffer (50 mM N,N’-bis2-Hydroxyethylglycin
(Bicine), 125 mM Kaliumacetat, 10 puM EDTA, 8% Glycerol, pH 8.2) besteht. Die
Amplifikation und Detection erfolgt nach folgendem Profil: 50 °C 2 min, 60 °C 30 min, 95 °C
5 min, 45 Zyklen 95 °C 15 s. Und 60 °C 1 min an einem ABI 7700 Detektor. Als interner
Standard dient die mit 2,7-Dimethoxy-4,5-dichloro-6-carboxyfluorescein (JOE) markierte
humane Glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH) Sonde mit folgender Sequenz:
JOE-5’-CCG ACT CTT GCC CTT CGA AC-3’. Als GAPDH Primer werden forward:
5'-GAA GGT GAA GGT CGG AGT CA-3; und reverse: 5’- GAA GAT GGT GAT GGG
ATT TC-3" verwendet. Die Quantifizierung erfolgt liber eine AACr-Methode (PE Applied
Biosystems, User Bulletin #2, ABI Prism 7700 SDS, 1997).
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2.2.5 Funktionsuntersuchungen

2.2.5.1 Restitutionsassays

Methode nach Sato und Rifkin 1990, modifiziert nach Ciacci (1993), Goke (1998) und
Rosenberg, 1997.

In einem Restitutionsassay wird die Migration von Darmepithelzellen unter serumarmen
Kulturbedingungen in vitro untersucht.

Caco-2-Zellen werden dazu in 6-well Zellkultur-Schalen ausgesit und bis zur Konfluenz in
MEM/20% FBS kultiviert. Die konfluenten Zellen werden anschlieBend mit 1xPBS
gewaschen und 15 h in MEM/0,2% FBS kultiviert. Der Zellrasen wird mit einer sterilen
100 ul Pipettenspitze, die einen SpitzengréBendurchmesser von 1 mm hat, verwundet. Hierzu
werden vor Verwundung auflen auf den Kulturschalenboden 4 parallele Linien gezeichnet.
Jeweils senkrecht zu diesen vier Linien werden mit der Pipettenspitze mechanische
Standardwunden in den Zellrasen eingebracht, so dass visuell ein Gitter mit 16 markierten
Kreuzungspunkten als definierte Abschnitte fiir die Analyse der Zellmigration entsteht. Die
Kulturmedien der verwundeten Caco-2-Zellen werden durch Kultur-Uberstinde von zuvor 24
h stimulierten und unstimulierten HISMF ersetzt. Um die sich eventuell iiberlagernden
Proliferationseffekte auszuschalten, werden in einem Zusatzexperiment HISMF-Uberstinde
fir 4 h mit Mitomycin C (2 pg/ml), einem etablierten Spindelinhibitor, der Zellen in der
M-Phase arretiert, versetzt. Unmittelbar nach Zugabe der Kultur-Uberstinde der
Myofibroblasten und ggf. anderer Stimuli auf die Caco-2-Zellen wird unter dem Mikroskop
bei 100facher VergroBerung mit Hilfe eines skalierten Okulars die Distanz der Wundrénder in
um zum Zeitpunkt Null festgestellt. Nach 8 und 24 h Inkubation der Caco-2-Zellen mit den
Myofibroblasten-Uberstinden im Brutschrank bei 37 °C wird die nun verminderte
Verwundungsgrofle festgehalten. Die Verkleinerung der Distanz der Wundrénder nach 8 h
bzw. 24 h im Vergleich zum Zeitpunkt ,,0° gibt die Migrationsstrecke in pm an. Bildet man
den Quotienten aus Migrationsstrecke zur Migrationszeitdauer und dividiert diesen Wert
anschliefend durch 2 (da die Migration von 2 Seiten erfolgt), so erhédlt man die

Migrationsgeschwindigkeit in pm/h. Untereinander lassen sich diese Werte vergleichen.
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Abb. 5
Photographisches Schema eines Restitutionsassays

2.2.5.2 Bestimmung der Zellproliferation mittels [*H]-Thymidineinbau
in DNA

Methode nach Weiser et al. (1973) und Goke et al. (1998)

Die DNA-Neusynthese von Zellen kann durch Messung der ["H]-Thymidininkorporation

quantifiziert werden und lésst so Riickschliisse auf das Ausmal} der Zell-Proliferation zu.

Caco-2-Zellen werden in 24-well Zellkultur-Schalen ausgesét und bis zu einer Konfluenz von
ca. 60% in MEM/20% FBS kultiviert. Die Caco-2-Zellen und HISMF werden initial analog
zu 2.2.3.1 und 2.2.5.1 kultiviert und stimuliert. Es erfolgt eine 28-stiindige Inkubation der
Caco-2-Zellen mit den Uberstiinden stimulierter HISMF bei 37 °C im Begasungsbrutschrank.
In den letzten 4 Inkubationsstunden wird zu jeder 24 well Schale zusitzlich 1,5 pCi [*H]-

Thymidin gegeben. AnschlieBend werden die Zellen zweimal mit kaltem 1x PBS gewaschen
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und mit Methanol/Essigsdure im Verhiltnis 3:1 (Vol/Vol) fiir 60 min bei Raumtemperatur
fixiert. Die fixierten Zellen werden dann durch Zugabe von 1N NaOH fiir mindestens 30 min
bei Raumtemperatur lysiert und in Szintillationsgefde, die anschlieBend mit
Szintilationsfliissigkeit aufgefiillt werden, {iberfithrt. Nach Aufschiitteln der Proben zur
moglichst gleichméfBigen Resuspendierung der lysierten Zellen, folgt die Thymidin-
incorporationsmessung, die in einem Szintillationszéhler durchgefiihrt wird. Die erhaltenen

Messwerte in [cpm] sind dem [*H]-Thymidineinbau direkt proportional.

2.2.5.3  Quantifizierung der Apoptose mittels Histon-ELISA

Wihrend der Apoptose werden endogene Endonukleasen in der Zelle aktiviert, welche die
chromosomale DNA ,,verdauen®. Die DNA ist nur an den sogenannten “Linker”’-Bereichen
fiir diese Enzyme zuginglich. An den Nukleosomen bildet die DNA mit den Kernhistonen
enge Komplexe; daher ist sie hier vor dem Angriff der Endonukleasen geschiitzt. Die
Spaltung der DNA findet in den internukleosomalen DNA-Abschnitten statt. Es entstehen so
180 Bp-grole Mono- und Oligonukleosomen, die noch die schiitzenden Core-Histone
enthalten. Im Cell Death Detection ELISA Kit werden diese Fragmente in einem speziellen
Sandwich-Verfahren nachgewiesen. Ein Biotin-gekoppelter anti-Histon-Antikorper bindet die
Partikel an die Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte. Der spezifische Nachweis der DNA
erfolgt mit einem Peroxidase-gekoppelten anti-DNA-Antikorper.

Caco-2-Zellen werden in 24 well Zellkultur-Schalen ausgesit und bis zu einer Konfluenz von
ca. 60% in MEM/10% FBS kultiviert. AnschlieBend werden die Caco-2-Zellen und HISMF
analog zu 2.2.3.1 und 2.2.5.1 kultiviert und stimuliert. Nach Beendigung der jeweiligen
Inkubation werden die Zellen in 200 ul des Lysepuffers 30 min bei Raumtemperatur inkubiert
und dann bei 800g 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und 1:10 verdiinnt.
20 pl dieses Ansatzes werden in jedes “well” einer beschichteten Mikrotiterplatte gegeben,
wobei fiir jede Probe Dreifachmessungen durchgefiihrt werden. In jedes ,,well* wird 80 pl
Immunoreagenz-Mix (4 pl anti-Histon-Antikorper, 4 pl anti-DNA-Antikorper, 72 pul
Inkubationspuffer) gegeben. Der Ansatz wird anschlieBend 2 h bei Raumtemperatur unter
leichtem Schiitteln inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit bindet der anti-Histon-Antikorper
an die Histonkomponente der in den Proben vorhandenen Nukleosomen. Der so entstandene

Immunkomplex wird iiber den Biotinteil am anti-Histon-Biotin-Antikérper an die
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Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte gebunden. Zusidtzlich bindet der anti-DNA-
Peroxidase-Antikdrper an die DNA-Komponente der Nukleosomen.

Die Platte wird 3 x mit Waschpuffer gewaschen, um nicht gebundene Antikdrper zu
entfernen. Nach Zugabe von 100 pl 2,2'-Azino-di[ethylbenzthiazolin-sulfonat] (ABTS®) als
Substrat wird der Anteil an freien Nucleosomen mittels der in den Immunkomplexen
vorhandenen Peroxidase bestimmt. Nach 5 min Inkubationszeit wird der Substratumsatz
durch Messung der Extinktionen am Spektralphotometer bei einer Wellenldnge von 405 nm
ermittelt. Dabei ist die gemessene Absorption der Menge an freien Nukleosomen in der Probe
direkt proportional und liefert einen relativen Wert fiir die Apoptoserate im Vergleich zu einer

unbehandelten Probe.

2.2.6 Plasmidisolation

2.2.6.1 DNA-Minipriparation

Die Methode der DNA-Minipréparation ermdglicht die Isolation kleiner Mengen Plasmid-
DNA aus transformierten Bakterienzellen. 1,5 ml einer Uber-Nacht-Kultur (Kap. 2.2.3.1)
werden in ein Eppendorfgefdl gefiillt und zwei min bei 18000g und Raumtemperatur
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wird das Bakterien-Pellet zur Lyse mit 300 ul
STET-Puffer (8% Sucrose, 0,5 % Triton X-100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris«Cl, pH 8) und
10 pl Lysozym (10mg/ml) versetzt, resuspendiert und 1 min bei 95 °C erhitzt. Es schlieB3t sich
eine 15-miniitige Zentrifugation bei 21500g und 4 °C an. Im Uberstand befindet sich nun die
Plasmid-DNA, die mit 400 pl Isopropanol iiber 10 min bei Raumtemperatur geféllt wird,
wiahrend das entstandene Pellet zuvor mit einer Pipettenspitze entfernt wurde. Nach einer
erneuten 15-miniitigen Zentrifugation bei 21500g und 4 °C wird das Plasmid-DNA-Pellet
einmal mit 70%igem Ethanol gewaschen. Es folgt eine letzte Zentrifugation (21000g, 4 °C,
10 min). Nach Absaugen des Uberstandes und einer etwa 30-miniitigen Lufttrocknung bei
Raumtemperatur wird das Plasmid-DNA-Pellet in 50ul TE-Puffer, pH 8 (10 mM Tris«Cl,
1 mM EDTA) aufgenommen. Die Lagerung der isolierten DNA erfolgt bei —20 °C.
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2.2.6.2 DNA-Maxipriparation

Die DNA-Maxipriparation wird mit dem Qiagen Plasmid Maxi Kit durchgefiihrt und dient
der Isolierung groBer Mengen hochreiner Plasmid-DNA.

Nach Pelletierung der Bakterien werden die Bakterienzellen unter alkalischen Bedingungen
lysiert. Die nach Zentrifugation gewonnene Plasmid-DNA wird darauthin auf eine
Anionenaustauschersdule gegeben und dort durch mehrmaliges Waschen mit Puffern
verschiedener Salzkonzentrationen von Verunreinigungen (z. B. durch RNA oder Proteine)
befreit. Es folgen die Elution und die Féllung der Plasmid-DNA mit Isopropanol. Nach
Waschen des Pellets mit 70%igem Ethanol und anschlieender Lufttrocknung wird das DNA-
Pellet in TE-Puffer, pH 8 aufgenommen und kann bei —20 °C gelagert werden. Die
Bestimmung der Plasmid-DNA-Konzentration erfolgt im Spektralphotometer. Eine Extinktion
von 1 bei einer Wellenldnge von 260 nm entspricht dabei einer DNA-Konzentration von
50 pg/ml. Als Mall zur Bestimmung der Reinheit der DNA dient der Quotient aus den
Extinktionen bei Wellenldngen von 260 nm und 280 nm, der zwischen 1,8 und 2,0 liegen

sollte.

2.2.6.3 Restriktionsenzymverdau der Plasmide

Zur Isolierung von DNA-Sonden fiir Northern Blot-Analysen werden die entsprechenden
Plasmide mit geeigneten Restriktionsenzymen geschnitten. Dabei wird fiir 1pg zu verdauende
DNA mindestens 1U Enzym eingesetzt. Der Restriktionsansatz wird flir mindestens 3 h bei

37 °C inkubiert.
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2.2.7 Statistische Analyse

Fiir jede experimentelle Bedingung wird aus jeweils mindestens drei Einzelwerten ein
arrithmetrischer Mittelwert (x) sowie der dazugehorige Standardfehler (+SEM = Standard
Error of the Mean) ermittelt. Die Ergebnisse sind graphisch in einem Sédulendiagramm
dargestellt. Zur Evaluation der statistischen Signifikanz wird der Wilcoxon-Test (syn.Mann-
Whitney-U-Test) fiir den Vergleich zweier unabhéngiger Stichproben eingesetzt (Mendenhall,
1987). Unterschiede zwischen Stichproben verschiedener Gruppen werden bei P-Werten<0,05

als signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Isolation primirer humaner intestinaler subepithelialer

Myofibroblasten (HISMF)

Fiir die Durchfiihrung der nachfolgenden Experimente werden primére humane intestinale
subepitheliale Myofibroblasten (HISMF) verwendet, die zuvor aus humanen Kolon-
Resektaten, wie unter 2.2.1.2 beschrieben, isoliert werden. In den Abbildungen 6 A-D sind
isolierte primédre Myofibroblasten zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Isolation zu sehen.

Abb. 6A zeigt Mukosa Gewebe, das sich seit etwa 4 Tagen in Kultur befindet. An den
Randbereichen des Mukosa Gewebes lassen sich erste Zellen mit spindelférmigem
Fibroblasten-typischen Phidnotyp erkennen, die seitlich aus dem Gewebe herauszuwachsen
scheinen. Nach weiteren etwa 3 Tagen Kultivierung werden auch auflerhalb des
Mukosagewebes erste spindelféormige Zellen sichtbar (Abb. 6 B). Nach etwa 10 Tagen
etablieren sich erste Fibroblasten-typische-Zellkolonien (Abb. 6 C), die dann innerhalb von

sieben Tagen zu einem konfluenten Monolayer wachsen (Abbildung 6 D).

Abb. 6 B

Abb. 6 C Abb. 6 D

Abb. 6 A-D
Photographische Abbildungen einer HISMF-Primérkultur.
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3.2 Charakterisierung der HISMF

Zur Charakterisierung der isolierten Zellen werden diese immunhistochemisch auf spezifische
Zell-Marker untersucht. Hierbei werden die isolierten Zellen auf die Expression des
mesenchymalen Markers Vimentin (Abb. 7 A;) und des Myofibroblasten-typischen Markers
a-Smooth-Muscle Actin (Abb. 7 C,) untersucht, die wie erwartet positiv getestet werden.
Zusitzliche immunhistochemische Untersuchungen auf epitheliale Cytokeratine erbringen
einen negativen Befund (Abb. 7 B;). Als Negativkontrollen fiir Vimentin und o-Smooth-
Muscle-Actin dienen Isotypkontrollen fir IgM (Abb. 7 A;) bzw. IgG2a (Abb. 7 C,). Die
epitheliale Zelllinie Caco-2 wird als Positivkontrolle fiir epitheliale Cytokeratine verwendet
(Abb. 7 B,). Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 7 A-C dargestellt; verwendete
Konzentrationen sind in 2.2.2.1 aufgefiihrt.

Abb.7 C1 ‘ Abb.7 C
a-Smooth-Muscle- Actin Negativkontrolle: Isotypkontrolle IgG2a

Abb. 7 A-C
Immunhistochemische Farbungen zur Charakterisierung von HISMF.
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Die immunhistochemischen Férbungen =zeigen, dass die isolierten Zellen nicht nur
phénotypisch das spindelformige Aussehen von Fibroblasten haben, sondern aufgrund des
oben dargestellten Expressionsmusters Myofibroblasten-typische-Charakteristika aufweisen.

Mit diesen Zellen werden alle im Folgenden beschriebenen Versuche durchgefiihrt.

3.3 Untersuchungen zur Expression des Wachstumsfaktors HGF

3.3.1 Zytokine modulieren die HGF-Protein-Expression in HISMF-

Kulturiberstanden

In nachfolgenden Untersuchungen wird gepriift, welchen Einfluss pro- und anti-
inflammatorische Zytokine auf die HGF-Konzentration im Uberstand primérer intestinaler
Myofibroblasten des Darms hat. Hierzu wird ein quantitativ auswertbarer HGF-ELISA

verwendet.

HISMF werden in 10 cm Zellkulturschalen ausgesit und bis zu einer Konfluenz von ca. 70%
in MEM/10% FBS kultiviert. Die Zellen werden anschlieBend mit 1xPBS gewaschen und fiir
weitere 15 h im serumarmen Medium (MEM/0,2% FBS) kultiviert. Es schlieit sich eine
24-stiindige Stimulation der HISMF mit IL-1a, TNF-a, INF-y, IL-6, IL-4 und TGF-B1 in
unterschiedlichen Konzentrationen an. Als Kontrollen dienen unstimulierte HISMF. In Abb. 8
wird die HGF-Konzentration in Relation zu unstimulierten HISMF dargestellt. Die
Ausgangskonzentration von HGF in unstimulierten HISMF liegt bei etwa 800 pg/ml. Es zeigt
sich, dass TNF-o die HGF Konzentration in HISMF-Uberstinden um den Faktor 4
(c= 3200 pg/ml), IL-1ae um den Faktor 3,5 (c= 2800 pg/ml) und IFN-y um den Faktor 1,6
(c= 1280 pg/ml) erhoht. Demgegeniiber hat IL-6, aber auch IL-4 und TGF-B1, keinen

signifikanten Einfluss auf die HGF-Konzentration.
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KO
TNF-a 10ng/ml
IL-Ta 10ng/ml

I [FN-y 100ng/ml
E1L-6 50ng/ml

[T IL.-4 10ng/ml
N TGF-B1 5ng/ml

Abb. 8

Effekte von Zytokinen auf die HGF-Konzentration (in % der Konzentration unstimulierter Zellen) im Uberstand
von HISMF, gemessen mit ELISA-Technik. Die proinflammatorischen Zytokine IL-la, TNF-o und IFN-y
steigern die HGF-Konzentration, wéahrend IL-6, IL-4 und TGFf1 keine signifikante Modulation bewirken.

3.3.2 HGF mRNA-Expression wird dosisabhiingig durch Zytokine

moduliert

Zur Analyse einer moglichen HGF mRNA-Modulation in HISMF durch pro- und
antiinflammatorische Zytokine werden HISMF analog zu 3.3.1 kultiviert. Es schlief3t sich eine
9-stlindige Inkubation mit jeweils unterschiedlichen Konzentrationen von IL-1a, IL-4, IL-6,
TNF-a, IFN-y, TGF-f1 und HGF an. Als Kontrollen dienen unstimulierte HISMF. Nach
Isolation der Gesamt-RNA nach 2.2.4.1 und RNA-Konzentrationsbestimmung analog zu
2.2.4.2, erfolgt die Bestimmung der HGF mRNA-Expression mittels Northern-Blot-Technik.
Die HGF mRNA-Signalintensitdt wird jeweils durch Vergleich mit der B-Aktin-Expression
validiert und zeigt eine gleichméfBige Beladung der RNA.

Abb. 9 veranschaulicht dosisabhingige Zytokineffekte auf die steady-state mRNA-Expression
von HGF in HISMF.

Die HGF steady-state mRNA-Expression steigt nach Inkubation mit IL-loe mit hoéher
werdenden Konzentrationen an, mit einem Maximum bei 0,5 ng/ml. Bei weiter steigenden IL-
la Konzentrationen nimmt die mRNA-Expression wieder leicht ab.

Auch durch die Inkubation der HISMF mit TNF-o wird die HGF mRNA-Expression
gesteigert. Die HGF steady-state mRNA-Expression steigt mit hoher werdender
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Konzentration bis 5 ng/ml an (Steigerung densitometrisch um den Faktor 3,2) und bleibt bei

hoheren Konzentrationen konstant.

Eine dhnlich deutliche Steigerung der HGF mRNA-Expression wird nach Stimulation mit
IFN-y festgestellt. Die HGF mRNA-Expression steigt mit hoher werdender Konzentration von

IFN-y bis 200ng/ml stetig an (max. Steigerung um den Faktor 2,5 ).

Demgegeniiber konnte nach Stimulation mit IL-6 keine signifikante Beeinflussung der HGF

mRNA-Expression in HISMF-Zellen eruiert werden.

Im Gegensatz zu den steigernden Effekten der proinflammatorischen Zytokine IL-1a, TNF-a
und IFN-y wurden nach Stimulation mit dem antiinflammatorischen Zytokin IL-4
reduzierende Effekte auf die HGF mRNA-Expression beobachtet. Mit hoher werdender
Konzentration von IL-4 wird die HGF mRNA-Expression in HISMF gesenkt (um Faktor 2,5
bei IL-4 ¢=50 ng/ml).

Parallel zu der IL-4 Zytokinregulation bewirkt auch eine TGF-1-Stimulation der HISMF-
Zellen eine dosisabhingige Hemmung der HGF mRNA-Expression. Mit hoher werdender
Konzentration von TGF-f1 wird die HGF steady-state mRNA-Expression erheblich
vermindert (um Faktor 6 bei TGF-B1; ¢c=50 ng/ml).

Untersuchungen zum Eigeneffekt von HGF auf die HGF mRNA-Expression zeigen auch nach

Variation der HGF-Konzentration keine signifikante Beeinflussung.
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Abb. 9
Effekte von Zytokinen auf die HGF mRNA-Expression in HISMF, dargestellt mittels Northern Blot-Technik.
HISMF werden mit unterschiedlichen Konzentrationen von IL-1a, TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-4, TGF-B1 und HGF

stimuliert. Die Hybridisierung erfolgt mit **P-CTP markiertem HGF und B-Aktin-spezifischen cDNA-Sonden.
Die Detektion wird mittels Autoradiographie durchgefiihrt.
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Zusammenfassend ldsst sich erkennen, dass die proinflammatorischen Zytokine IL-1a, TNF-
o und IFN-y die HGF mRNA-Expression konzentrationsabhéngig steigern. Demgegeniiber
senken IL-4 und TGF-B1 dosisabhingig die HGF mRNA-Expression. IL-6 und HGF selbst
haben keinen Einfluss auf die HGF mRNA-Expression.

3.4 Untersuchungen zur Beeinflussung der Restitution und

Proliferation von Darmepithelzellen durch Myofibroblasten

In den folgenden Funktionsuntersuchungen soll analysiert werden, ob Uberstinde von HISMF
die Restitution und Proliferation von Darmepithelzellen beeinflussen.

Da in fritheren Experimenten mit der Fibroblasten Zelllinie CCD-18 gezeigt werden konnte,
dass die Fibroblasteneffekte auf Darmepithelzellen unabhédngig von Zell-Zell-Kontakten sind
(Goke et al, 1998), werden fiir die folgenden Experimente Uberstinde von HISMF

verwendet.

3.4.1 HISMF steigern die Caco-2-Zellrestitution

Hier soll der Einfluss von intestinalen Myofibroblasten auf das Restitutionsverhalten
intestinaler Epithelzellen untersucht werden.
Die Effekte der Uberstinde von HISMF auf die Migration von Caco-2-Zellen werden unter

serumarmen Kulturbedingungen mittels eines in vitro-Assays durchgefiihrt (vgl. 2.2.5.1).
Abb. 10 zeigt, dass die Restitution von Caco-2-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit

HISMF-Uberstinden im Vergleich zu Zellen, die mit Kontrollmedium inkubiert werden, um

100% gesteigert wird.
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Abb. 10

Effekte von HISMF auf die Caco-2-Zellrestitution. 1. Sdule: Caco-2-Zellen unbehandelt; 2. Sdule: Caco-2-
Zellen, inkubiert mit Uberstinden von unstimulierten HISMF.
p* vs. KOMEM

3.4.1.1 Restitutionsfordernde Myofibroblasten-Effekte werden durch

proinflammatorische Zytokine noch weiter verstirkt

Des Weiteren soll analysiert werden, ob durch Stimulation der HISMF mit den
proinflammatorischen Zytokinen IL-la, TNF-a und IFN-y eine weitere Steigerung der
Restitution von Caco-2-Zellen erzielt werden kann. Hierbei werden HISMF fiir 24 h mit
proinflammatorischen Zytokinen in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. Die
Uberstiinde dieser stimulierten Myofibroblasten werden anschlieBend analog zu 3.3.1 auf
Caco-2-Zellen gegeben, woraufhin nach weiteren 8 h (Ergebnisse nicht dargestellt) bzw. 24 h
Inkubation die Restitution bestimmt wird.

Dariiber hinaus soll untersucht werden, ob durch Zugabe von anti-HGF-Antikorpern

Myofibroblasten-vermittelte Effekte auf die Caco-2-Zellrestitution inhibiert werden kénnen.

In Abb. 11 wird deutlich, dass durch Inkubation der Caco-2-Zellen mit IL-1a (0,5 ng/ml)
stimulierten HISMF-Uberstéinden, die Restitution von Caco-2-Zellen im Vergleich zur
Inkubation von Caco-2-Zellen mit unstimulierten HISMF noch weiter gesteigert werden kann.
Die Zugabe des HGF-Antikorpers (10 pg/ml) zu IL-1oa—stimulierten HISMF kann diesen
restitutionsfordernden Effekt inhibieren, was dafiir spricht, dass die Restitutionsteigerung von

Caco-2-Zellen iiber HGF vermittelt ist.
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Dartiber hinaus kann gezeigt werden, dass die Caco-2-Restitution nach Stimulation mit IL-1o
(5. Saule von links) nicht wesentlich gegeniiber unstimulierten Caco-2-Zellen (1. Sdule von
links) gesteigert wird. Zudem ist die Restitution von allein mit IL-1a stimulierten Caco-2-
Zellen (5. Sédule von links) im Vergleich zu IL-1a—stimulierten Myofibroblasten um 50%
vermindert. Hierdurch wird veranschaulicht, dass die restitutionssteigernde Wirkung
IL-Ta—stimulierter Myofibroblasten nicht durch IL-1a selbst bedingt ist und somit nicht auf
den Eigeneffekt von IL-1a zuriickzufiihren ist. Der starke restitutionssteigernde Effekt von

Caco-2-Zellen ist an das Vorhandensein von HISMF gebunden.
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Abb. 11

Effekte IL-1a—stimulierter Myofibroblasten auf die Caco-2-Zellrestitution. 1. Sdule: Caco-2-Zellen unbehandelt;
2. Ssule Caco-2-Zellen, inkubiert mit Uberstinden von unstimulierten HISMF; 3. Siule: Caco-2-Zellen,

inkubiert mit IL-loc (10 ng/ml)-Stimulierten HISMF-Uberstinden; 4. Siule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit
IL-1o (10 ng/ml)- stimulierten HISMF-Uberstinden unter Zusatz von anti-HGF-Antikorpern (10 pg/ml); 5.
Sdule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit IL-1c (10 ng/ml).

p* vs. KOMEM
p** vs. Fibro
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Ganz dhnliche Ergebnisse werden in den Abbildungen 12 und 13 dargestellt. Hier zeigt sich,
dass durch Inkubation der Caco-2-Zellen mit TNF-a (10 ng/ml)- bzw. IFNy (50 ng/ml)-
stimulierten HISMF-Uberstinden (3. Siule) die Restitution von Caco-2-Zellen im Vergleich
zur Inkubation von Caco-2-Zellen mit unstimulierten HISMF (2. Sdule) noch weiter gesteigert
werden kann. Auch hier wird durch Zugabe von anti-HGF-Antikorpern (10 pg/ml) zu
TNF-a— bzw IFN-y—stimulierten HISMF der restitutionsfordernde Effekt inhibiert, was die
Vermutung zulisst, dass der restitutionsfordernde Effekt iiber HGF vermittelt ist. Die 5. Sdule
zeigt, dass nach direkter Stimulation der Caco-2-Zellen mit TNF-o bzw. IFN-y keine
wesentliche Restitutionssteigerung von Caco-2-Zellen resultiert. Die durch Uberstinde der
mit TNF-o bzw. IFN-y stimulierten HISMF induzierte Caco-2-Restitutionssteigerung ist nicht

auf die Eigeneffekte der einzelnen Zytokine zuriickzufiihren.
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Abb. 12

Effekte TNF-a—stimulierter Myofibroblasten auf die Caco-2-Zellrestitution. 1. Sédule: Caco-2-Zellen
unbehandelt; 2. Sdule Caco-2-Zellen, inkubiert mit Uberstdnden von unstimulierten HISMF; 3. Saule: Caco-2-
Zellen, inkubiert mit TNF-o (10 ng/ml)-stimulierten HISMF-Uberstinden; 4. Siule: Caco-2-Zellen, inkubiert
mit TNF-a (10 ng/ml)-stimulierten HISMF-Uberstinden unter Zusatz von anti-HGF-Antikorpern (10 pg/ml);
5. Saule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit TNF-a (10 ng/ml).

p* vs. KO'MEM

p** vs. Fibro
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Abb. 13

Effekte IFN-y—stimulierter Myofibroblasten auf die Caco-2-Zellrestitution. 1. Séule: Caco-2-Zellen
unbehandelt; 2. Siule Caco-2-Zellen, inkubiert mit Uberstdnden von unstimulierten HISMF; 3. Saule: Caco-2-
Zellen, inkubiert mit IFN-y (50 ng/ml)-stimulierten HISMF-Uberstinden; 4. Siule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit
IFN-y (50 ng/ml)-stimulierten HISMF-Uberstinden unter Zusatz von anti-HGF-Antikoérpern (10 pg/ml);
5. Séule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit IFN-y (50 ng/ml).

p* vs. KO/MEM

p** vs. Fibro

3.4.2 HISMF steigern die Caco-2-Zellproliferation

Im Folgenden wird mittels Thymidineinbau der Einfluss primérer intestinaler

Myofibroblasten auf die Proliferation intestinaler Epithelzellen (Caco-2-Zellen) untersucht.
In Abb. 14 zeigt sich, dass die Proliferation von Caco-2-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation

mit HISMF-Uberstinden um ca. 100% gegeniiber Caco-2-Zellen, die mit Kontrollmedium

inkubiert werden, gesteigert wird.
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Abb. 14

Effekte von HISMF auf die Proliferation von Caco-2-Zellen. 1. Sdule: Caco-2-Zellen mit Kontrollmedium
inkubiert (KO/MEM); 2. Saule Caco-2-Zellen, inkubiert mit Uberstinden von unstimulierten HISMF-Zellen
(Fibro).

p* vs. KOMEM

3.4.2.1 Proliferationssteigernde Myofibroblasten-Effekte werden durch

proinflammatorische Zytokine noch weiter verstiarkt

Es wird gepriift, ob die Stimulation von HISMF mit den Zytokinen IL-1c,, TNF-o und IFN-y
eine weitere Steigerung der Proliferation von Caco-2-Zellen bewirkt.

Abb. 15 zeigt, dass nach Inkubation der Caco-2-Zellen mit IL-1a (10 ng/ml)-stimulierten
HISMEF-Uberstinden, die Proliferation von Caco-2-Zellen im Vergleich zur Inkubation von
Caco-2-Zellen mit unstimulierten HISMF-Kulturiiberstinden deutlich gesteigert wird. Die
Zugabe des HGF-Antikorpers (10 pg/ml) zu IL-la—stimulierten HISMF blockiert diesen
proliferationsfordernden Effekt, was dafiir spricht, dass die Proliferationssteigerung von
Caco-2-Zellen durch HGF vermittelt ist. Die direkte Stimulation der Caco-2-Zellen mit
IL-1a (IL-100 Eigeneffekt) zeigt im Vergleich zu unstimulierten Caco-2-Zellen (KO/MEM)
keine Proliferationssteigerung, was zeigt, dass die eventuell vorhandenen IL-10—FEigeneftekte

zu vernachlédssigen sind.
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Abb. 15

Effekte IL-lo—stimulierter Myofibroblasten auf die Caco-2-Zellproliferation. 1. Séule: Caco-2-Zellen
unbehandelt; 2. Sdule Caco-2-Zellen, inkubiert mit Uberstdnden von unstimulierten HISMF; 3. Saule: Caco-2-
Zellen, inkubiert mit IL-1ow (10 ng/ml)-stimulierten HISMF-Uberstinden; 4. Sdule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit
IL-1o (10 ng/ml)  stimulierten HISMF-Uberstinden unter Zusatz von anti-HGF-Antikérpern (10 pg/ml);
5. Sdule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit IL-1a (10 ng/ml).

p* vs. KOMEM

p** vs. Fibro

Ahnliche Ergebnisse werden in den Abbildungen 16 und 17 dargestellt. Durch die Inkubation
der Caco-2-Zellen mit TNF-o (10 ng/ml) bzw. IFN-y (50 ng/ml)-stimulierten HISMF-
Uberstéinden wird die Proliferation von Caco-2-Zellen im Vergleich zur Inkubation von Caco-
2-Zellen mit unstimulierten HISMF-Uberstinden noch weiter gesteigert. Die Zugabe der
HGF-Antikorper (10 pg/ml) zu TNF-o—bzw. IFN-y—stimulierten HISMF bewirkt eine
deutliche Inhibition der Proliferation. Die Proliferation wird nach direkter Stimulation mit
TNF-a und IFN-y im Vergleich zu unstimulierten Caco-2-Zellen um etwa 25 % gesteigert,
was auf schwache Eigeneffekte dieser Zytokine hindeutet. Der durch die direkte Caco-2-
Stimulation mit IFN-y und TNF-a (TNF-a—bzw. IFN-y—Eigeneffekt) bedingte
proliferationsfordernde Effekt ist jedoch um ca. 100% geringer als die TNF-a— bzw. IFN-y-
stimulierten Myofibroblasten-Effekte (Fibro +TNF-a bzw. Fibro+ IFN-y). Es kann auch hier
gefolgert werden, dass der proliferationssteigernde Effekt durch Myofibroblasten induziert

wird.

61



p**=0.025
e JK0/MEM
Fibro

[T Fibro+ TNF-a
1 E= Fibro+ TNF-o+ aHGF
TNF-a Eigeneffekt

7500- p*=0.003

5000+

2500+

[*H]-Thymidin Einbau
(cpm)

Abb. 16
Effekte TNF-a—stimulierter Myofibroblasten auf die Caco-2-Zellproliferation. 1. S&ule: Caco-2-Zellen

unbehandelt; 2. Sdule Caco-2-Zellen, inkubiert mit Uberstinden von unstimulierten HISMF; 3. Séule: Caco-2-
Zellen, inkubiert mit TNF-a (10 ng/ml)-stimulierten HISMF-Uberstéinden; 4. Sdule: Caco-2-Zellen, inkubiert
mit TNF-o (10 ng/ml)-stimulierten HISMF-Uberstinden unter Zusatz von anti-HGF-Antikérpern (10 pg/ml);
5. Sdule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit TNF-a (10 ng/ml).

p* vs. KOMEM
p** vs. Fibro
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Abb. 17

Effekte IFN-y—stimulierter Myofibroblasten auf die Caco-2-Zellproliferation. 1. Séule: Caco-2-Zellen
unbehandelt; 2. Siule Caco-2-Zellen, inkubiert mit Uberstdnden von unstimulierten HISMF; 3. Saule: Caco-2-
Zellen, inkubiert mit IFN-y (50 ng/ml)-stimulierten HISMF-Uberstéinden; 4. Séule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit
IFN-y (50 ng/ml)-stimulierten HISMF-Uberstinden unter Zusatz von anti-HGF-Antikorpern (10 pg/ml);

5. Séule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit IFN-y (50 ng/ml).
p* vs. KO/MEM
p** vs.Fibro
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Da durch Myofibroblasten sowohl die epitheliale Zellrestitution als auch die Zellproliferation
gesteigert wird, dringt sich die Frage auf, ob der restitutionssteigernde Effekt eventuell durch
die Steigerung der Proliferation vorgetduscht ist. Um dies zu untersuchen, werden die
HISMF-Kulturiiberstinde mit Mitomycin C (2 pg/ml), einem Spindelgift, das durch Zellarrest
die Zellproliferation verhindert, versetzt. (In hier nicht gezeigten Thymidin-Inkorporations-
Experimenten wurde zuvor gezeigt, dass eine Mitomycin C Konzentration von 2 pg/ml
proliferationsinhibierend wirkt.)

Nach 4-stiindiger Inkubation der Caco-2-Zellen mit Mitomycin C-haltigen HISMF-
Uberstinden wird anschlieBend die Restitution der Caco-2-Zellen bestimmt. Als Kontrolle

dienen Caco-2-Zellen, die mit HISMF-Uberstinden ohne Mitomycin C inkubiert sind.

Abb. 18 veranschaulicht, dass die restitutionssteigernden Myofibroblasten-Effekte auf Caco-
2-Zellen weitgehend unabhédngig von der Proliferation sind, da die Effekte unstimulierter
Myofibroblasten und auch die Effekte zytokinstimulierter Myofibroblasten durch Behandlung

der Epithelzellen mit Mitomycin C nicht wesentlich beeinflusst werden.
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Abb. 18
Effekte von Mitomycin C auf die Caco-2-Restitution. 1. Sédule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit HISMF-

Kulturiiberstinden; 2. Saule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit HISMF-Kulturiiberstinden unter Zusatz von
Mitomycin C (2 pg/ml); 3. Sdule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit TNF-a (10 ng/ml)-stimulierten HISMF-
Kulturiiberstinden; 4. Sdule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit TNF-a (10 ng/ml)-stimulierten HISMEF-
Kulturiiberstinden unter Zusatz von Mitomycin C (2 pg/ml).

p* vs Fibro

p** vs Fibro+TNF-a
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3.5 Untersuchungen zum Signalkaskadeweg der proliferations- und

restitutionsfordernden Myofibroblasten-Effekte

Es stellt sich die Frage, durch welche Signalkaskadewege die zuvor gezeigten restitutions-
und proliferationssteigernden Myofibroblasten-Effekte vermittelt werden. Mdgliche
Kandidaten fiir die Signalvermittlung sind die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3)-Kinase und
die Extracellular Signal Regulated Kinasen 1 und 2 (ERK1und ERK?2), die iiber Modulation
von Transkriptionsfaktoren im Zellkern die Restitution und Proliferation beeinflussen und in
nicht-intestinalen Epithelzellen als Signalvermittler von HGF bekannt sind. LY294002 ist ein
etablierter PI3-Kinase Inhibitor, wihrend PD98059 den MAP-Kinase Signaltransduktionsweg
durch Inhibition der MAP-Kinase-Kinase-1 (MEK1) inhibiert.

Um diesen Zusammenhang experimentell darzustellen, werden die Fibroblasteneffekte in
Gegenwart des Pls3-Kinase Inhibitors LY294002 und des MEKI-Inhibitors PD98059
untersucht. Hierfiir werden Caco-2-Zellen mit zytokinstimulierten Myofibroblasten-
Kulturiiberstidnden, die zusitzlich 1 uM PD98059 bzw. 10 uM LY294002 enthalten, fiir 24 h

inkubiert. Anschlieend wird die Restitution bzw. die Proliferation gemessen.

3.5.1 Restitutionsfordernde Myofibroblasten-Effekte werden iiber
PI;-und MAP-Kinasen vermittelt

Abbildungen 19-21 illustrieren, dass die restitutionsférdernden Effekte IL-1o—, TNF-o— und
IFN-y—stimulierter Myofibroblasten auf die Caco-2-Zellrestitution sowohl durch PD98059 als
auch durch LY294002 deutlich gehemmt werden. Dies deutet an, dass die Effekte intestinaler
Myofibroblasten auf die Caco-2-Restitution durch ERK1/2 und PI;-Kinase vermittelt sind.
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Abb. 19

Effekte von Signaltransduktions-Inhibitoren auf die Caco-2-Zellrestitution. 1. Sdule: Caco-2-Zellen unbehandelt;
2. Séaule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit unstimulierten HISMF Kulturiiberstinden; 3. Sdule: Caco-2-Zellen,
inkubiert mit IL-1o (10 ng/ml)-stimulierten HISMF-Kulturiiberstinden; 4. Sdule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit
IL-1a (10 ng/ml)-stimulierten HISMF-Kulturiiberstdnden unter Zusatz von PD98059 (1 uM); 5. Séule: Caco-2-
Zellen, inkubiert mit IL-1a (10 ng/ml)-stimulierten HISMF-Kulturiibersténden unter Zusatz von LY294002 (10
uM).
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Abb. 20

Effekte von Signaltransduktions-Inhibitoren auf die Caco-2-Zellrestitution. 1. Saule: Caco-2-Zellen unbehandelt;
2. Séaule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit unstimulierten HISMF-Kulturiiberstdnden; 3. Sdule: Caco-2-Zellen,
inkubiert mit TNF-a (10 ng/ml)-stimulierten HISMF Kulturiiberstinden; 4. Sdule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit
(10 ng/ml) TNF-a. (10 ng/ml)-stimulierten HISMF-Kulturiiberstdinden unter Zusatz von PD98059 (1 uM);
5. Séule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit TNF-a (10 ng/ml)-stimulierten HISMF-Kulturiiberstdnden unter Zusatz

von LY294002 (10 uM).
p* vs. Fibro + TNF-a
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Abb. 21

Effekte von Signaltransduktions-Inhibitoren auf die Caco-2-Zellrestitution. 1. Sdule: Caco-2-Zellen unbehandelt;
2. Séule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit unstimulierten HISMF-Kulturiiberstinden; 3. Sdule: Caco-2-Zellen,
inkubiert mit IFN-y (50ng/ml)-stimulierten HISMF Kulturiiberstinden; 4. Sdule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit
IFN-y (50ng/ml)-stimulierten HISMF Kulturiiberstinden unter Zusatz von PD98059 1uM); 5. Séule: Caco-2-
Zellen, inkubiert mit IFN-y (50ng/ml)-stimulierten HISMF-Kulturiiberstdnden unter Zusatz von LY294002

(10uM).
p* vs. Fibro + IFN-y

3.5.2 Proliferationsfordernde Myofibroblasten-Effekte werden iiber
PI;-und MAP-Kinasen vermittelt

Auch die proliferationsfordernden Effekte der mit IL-1o—, TNF-o— und IFN-y—stimulierten
Myofibroblasten auf die Caco-2-Zellproliferation werden sowohl durch PD98059 als auch
LY294002 stark gehemmt, wie die Abbildungen 22-24 veranschaulichen. Diese Befunde sind

Indizien dafiir, dass ERKI1/2 und PI;-Kinasen an den proliferationsfordernden

Myofibroblasten-Effekten auf Caco-2-Zellen beteiligt sind.
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Abb. 22

Effekte von Signaltransduktions-Inhibitoren auf die Caco-2-Zellproliferation. 1. Saule: Caco-2-Zellen
unbehandelt; 2. Sdule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit unstimulierten HISMF-Kulturiiberstinden; 3. Sdule: Caco-2-
Zellen, inkubiert mit IL-loe (10 ng/ml)-stimulierten HISMF-Kulturiiberstinden; 4. Sdule: Caco-2-Zellen,
inkubiert mit IL-1a. (10 ng/ml)-stimulierten HISMF-Kulturiiberstinden unter Zusatz von PD98059 (1uM);
5. Séule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit IL-1a (10 ng/ml)-stimulierten HISMF-Kulturiiberstdnden unter Zusatz
von LY294002 (10 uM).

p* vs. Fibro + IL-a
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Abb. 23

Effekte von Signaltransduktions-Inhibitoren auf die Caco-2-Zellproliferation. 1. Séule: Caco-2-Zellen
unbehandelt; 2. Siule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit unstimulierten HISMF-Kulturiiberstdnden; 3. Saule: Caco-2-
Zellen, inkubiert mit TNF-o (10 ng/ml)-stimulierten HISMF-Kulturiiberstdnden; 4. Séule: Caco-2-Zellen,
inkubiert mit TNF-a (10 ng/ml)-stimulierten HISMF-Kulturiiberstinden unter Zusatz von PD98059 (1 uM);
5. Séule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit TNF-a (10 ng/ml)-stimulierten HISMF Kulturiiberstinden unter Zusatz
von LY294002 (10uM).

p* vs. Fibro + TNF-a
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Abb. 24

Effekte von Signaltransduktions-Inhibitoren auf die Caco-2-Zellproliferation. 1. Saule: Caco-2-Zellen
unbehandelt; 2. Sdule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit unstimulierten HISMF-Kulturiiberstinden; 3. Sdule: Caco-2-
Zellen, inkubiert mit IFN-y (50 ng/ml)-stimulierten HISMF-Kulturiiberstinden; 4. Sdule: Caco-2-Zellen,
inkubiert mit IFN-y (50 ng/ml)-stimulierten HISMF-Kulturiiberstinden unter Zusatz von PD98059 (1 uM);
5. Sdule: Caco-2-Zellen, inkubiert mit IFN-y (50 ng/ml)-stimulierten HISMF-Kulturiiberstinden unter Zusatz
von LY294002 (10uM).

p* vs. Fibro + IFN-y

3.6 HGF reguliert die ERK/Phospho-ERK und PI;-Kinase Protein-

Expression

Im Folgenden wird evaluiert, ob HGF die Expression von ERK-, Phospho-ERK und PIs-
Kinase Protein steigert. Zudem wird tliberpriift, ob eine verdnderte ERK, Phospho-ERK- oder
PI;-Expression durch anti-HGF-Antikorper und durch den MAP-Kinase-Inhibitor PD98059
bzw. den PI3-Kinase-Inhibitor LY294002 vermindert wird.

Myofibroblasten werden mit HGF fiir 24 h inkubiert. Nach 20 h Inkubation mit HGF werden
die Myofibroblasten zusétzlich mit den oben genannten Inhibitoren und mit HGF-Antikorpern
versetzt. Die anschlieBend gewonnenen Protein-Extrakte werden in einer Western Blot-
Analyse untersucht.

Abb. 25 veranschaulicht, dass 50 ng/ml HGF in Myofibroblasten die Phospho-ERK-Protein-
Expression gegeniiber unstimulierten Myofibroblasten drastisch steigert. Dieser Effekt wird
durch die zusitzliche Anwesenheit von neutralisierenden anti-HGF-Antikorpern, aber auch
durch den MAP-Kinase-Inhibitor PD98059 gehemmt. Die ERK1/2-Protein-Expression wird
durch HGF demgegeniiber nur leicht gesteigert.
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Abb. 25

Effekte von HGF auf die ERK-, Phospho-ERK-Protein-Expression in HISMF. HISMF werden fiir 24 h mit HGF
(50 ng/ml) in Gegenwart bzw. Abwesenheit von anti-HGF-Antikérpern (AK HGF; 10 pg/ml) bzw. PD98059
(PD; 1 uM) kultiviert. Die ERK- und Phospho-ERK-Protein-Expression in HISMF wird mittels Western Blot-
Analyse nach SDS-PAGE und Autoradiographie bestimmt.

HGF steigert in intestinalen Myofibroblasten auch die Expression der PI;-Kinase (Abb. 26),

ein Effekt, der sowohl durch gleichzeitige Gabe von neutralisierenden anti-HGF-Antikorpern

als auch durch LY294002 substantiell gehemmt wird.

KO HGF HGF HGF
+AK HGF +LY

PI;-Kinase % w —
-

B-Aktin

Abb. 26

Effekte von HGF auf die PI;-Protein-Expression in HISMF. HISMF werden fiir 24 h mit HGF (50 ng/ml) in
Gegenwart bzw. Abwesenheit von anti-HGF-Antikorpern (AK HGF; 10 pg/ml) bzw. L'Y294002 (LY; 10 uM)
kultiviert. Die PI;-Protein-Expression in HISMF wird mittels Western Blot-Analyse nach SDS-PAGE und
Autoradiographie bestimmt.
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3.7 Apoptose von Caco-2-Zellen wird durch HISMF

nicht beeinflusst

Mogliche Effekte von zytokin- und unstimulierten Myofibroblasten auf den Apoptosegrad
von Epithelzellen werden mittels Histon-ELISA untersucht. Hierzu werden HISMF in
Gegenwart bzw. Abwesenheit von IL-1a,, TNF-a, IFN-y, TGF-p und IL-4 fiir 24 h kultiviert.
Nach erneuter 24-stiindige Inkubation von Caco-2-Zellen mit stimulierten und unstimulierten
HISMF-Uberstinden, erfolgt die Extinktionsmessung bei einer Wellenlinge von 405 nm.

In Abb. 27 zeigt sich, dass weder nach Inkubation mit unstimulierten HISMF-
Kulturiiberstdnden noch nach Inkubation mit zytokinstimulierten HISMF-Kulturiiberstinden

die Apoptose in Caco-2-Zellen moduliert wird.

L [JKO0/MEM
100+ = _ B Fibro
_ E= Fibro+IL-1a
§ 75 1 Fibro+TNF-o
2 B Fibro+IFN-y
£ [IIT0 Fibro+1L-4
§E. 50 — XY Fibro+TGF-f
254
0 R
Abb. 27

Nicht-signifikante Effekte unstimulierter HISMF-Uberstinde und zytokinstimulierter HISMF-Uberstinde auf die
Apoptose von Caco-2-Zellen, dargestellt als relative Werte (in %) bezogen auf die Apoptose von Caco-2-Zellen,
die mit Kontrollmedium (KO/MEM) kultiviert werden.

Verwendete Zytokin-Konzentrationen: IL-la (c=10 ng/ml), TNF-a (c=10 ng/ml), IFN-y (c=50 ng/ml),
IL-4 (c=10 ng/ml), TGF-B (c=5 ng/ml),
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3.8 Cyclooxygenase (COX)-Hemmer und 5-Aminosalicylsdure
(5-ASA) modulieren epitheliale Wundheilungsfunktionen

des Darms

In diesem Abschnitt sollen Effekte von verschiedenen Arzneimitteln auf die Modulation von
Wundheilungsfunktionen, wie die Restitution und Proliferation intestinaler Epithelzellen,
untersucht werden. Diese Effekte sollen an mit proinflammatorischen Zytokinen stimulierten
sowie an unstimulierten Myofibroblasten, die ihrerseits das Darmepithel beeinflussen,
analysiert werden.

Fiir die folgenden Experimente werden die in der Medizin breit eingesetzten nicht-steroidalen
Antirheumatika (NSAR) wie die unspezifischen COX-Inhibitoren Acetylsalicylsdure (ASS)
und Diclofenac sowie der selektive COX-2-Inhibitor Celecoxib verwendet. Zusitzlich werden
die Effekte von 5-ASA (5-Aminosalicylsdure=Mesalazin), einem Salicylsdure-Derivat, das in

der Therapie chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen eingesetzt wird, untersucht.

3.8.1 NSAR- und 5-ASA-inkubierte Myofibroblasten modulieren die

Restitution des Darmepithels

Um zu priifen, ob COX-Inhibitoren die bereits beschriebenen Myofibroblasten-Effekte auf
epitheliale Restitution modulieren, werden HISMF mit den genannten Arzneistoffen in
unterschiedlicher Konzentration in Gegenwart bzw. Abwesenheit der proinflammatorischen
Zytokine IL-1o und TNF-a fiir 24 h inkubiert. Nach anschlieBender Inkubation der Caco-2-

Zellen mit den Uberstanden stimulierter HISMF wird die Caco-2-Restitution bestimmt.

Abbildungen 28 A-D zeigen, dass ASS, Diclofenac und der selektive COX-2-Hemmer
Celecoxib die durch proinflammatorische Zytokine gesteigerte HISMF-vermittelte Forderung
der Restitution nahezu auf das Ausgangsniveau herabsetzen. Die Inkubation mit Uberstinden
5-ASA-stimulierter HISMF hingegen zeigt keinen signifikanten hemmenden Effekt auf die
Restitution von Caco-2-Zellen.

Es zeigt sich, dass die Restitution von Epithelzellen durch Inkubation mit Uberstinden von
mit ASS-, Celecoxib- und 5-ASA-stimulierten Myofibroblasten (bei Abwesenheit

proinflammatorischer Zytokine) nicht erheblich beeinflusst wird. Nur Uberstinde von mit
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Diclofenac (100 uM)-stimulierten Myofibroblasten, hemmen auch in Abwesenheit von IL-1a

und TNF-a signifikant die Restitution von Caco-2-Zellen.
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Abb. 28 A-D

Effekte von Uberstinden von mit ASS- (A), Diclofenac- (B), Celecoxib- (C) und 5-ASA- (D) stimulierten
HISMF (jeweils 2.-4. Siule) auf die Caco-2-Zellrestitution. Caco-2-Zellen werden mit Uberstinden

zytokinstimulierter HISMF (IL-1a [10 ng/ml] 5. Sdule und TNF-a [10 ng/ml] 6. Séule) in Gegenwart (4. und 5.
Sdule) bzw. Abwesenheit der genannten Arzneistoffe kultiviert. Als Kontrollen dienen Caco-2-Zellen, die mit

HISMF-Uberstinden (Fibro) kultiviert sind.
p* vs. Fibro
p** vs. Fibro+IL-o/TNF-a.
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3.8.2 NSAR- und 5-ASA-inkubierte Myofibroblasten modulieren die

Proliferation des Darmepithels

NSAR- und 5-ASA-stimulierte Myofibroblasten-Uberstinden hemmen dosisabhingig die

Proliferation von Caco-2-Zellen.

Die Abbildungen 29 A-D dokumentieren, dass die durch mit IL-10— und TNF-a—stimulierten

Myofibroblasten bedingte Proliferationsférderung sowohl von ASS und Diclofenac als auch

von Celecoxib signifikant inhibiert wird. Im Gegensatz zu den Effekten auf die Zellrestitution

zeigen auch Uberstéinde von mit 5-ASA-stimulierten Myofibroblasten bei Anwesenheit von

TNF-a einen stark hemmenden Effekt auf die Zellproliferation. Bemerkenswert ist weiterhin,

dass die Proliferation von Caco-2-Zellen durch Uberstinde von mit ASS (6 mM), Diclofenac

(100 uM), Celecoxib (100 uM) und 5-ASA (2 mM) stimulierten HISMF auch ohne Zusatz

von IL-la und TNF-a dosisabhidngig reduziert wird (jedoch deutlich geringer als bei

Anwesenheit der Zytokine).

29 A
p*=0,0096
10500- 1
= 9000-
]
e
= 7500-
= o~
= E 60004
E 2 p**=0,0268
>~ 4500- T
-
! o
= p**=0,0283
L 3000- —
1500
0
0,06 0,6 6 IL-1a TNF-o IL-la TNF-a

mM mM mM

M Fibro+ IL-1a
MM Fibro+ TNF-a

Fibro+ IL-1a+ ASS 0,6mM
Fibro+ TNF-a+ ASS 0,6mM

74



29B

150004

100004

(cpm)

5000

[*H]-Thymidin Einbau

p*=0,0019

p*=0,0151

p**=0,0298

T

p**=0,0382

—_

C—1Fibro

Fibro+ Diclo 1uM
Fibro+ Diclo 10uM
Fibro+ Diclo 100uM
[T Fibro+ IL-1at

Fibro+ TNF-a

29C

7000+
6000
5000+

4000+

(cpm)

3000

2000+

[*H]-Thymidin Einbau

1000

1 10 100
KM KM KM

p*=0,0224

Il-1o

TNF-o IL-1a TNF-a

p*=0,0225

p**=0,0020

T p**=0,0076

1 10 100
™M M M

IL-1a

TNF-a IL-la TNF-a

Fibro+ IL-1a+ Diclo 10uM
Fibro+ TNF-a+ Diclo 10uM

I Fibro

Fibro+ Celecoxib 1uM

Fibro+ Celecoxib 10uM

Fibro+ Celecoxib 100uM

1M Fibro+ IL-1a

1M Fibro+ TNF-a

Fibro+ IL-1a+ Celecoxib 10uM
Fibro+ TNF-a+Celecoxib 10uM

75



29D

20,0150 p*=0,0476
PRI I Fibro
7000 Fibro+ 5-ASA 0,25mM
= p**=0,0124 )
< T Fibro+ 5-ASA 0,65mM
2 6000
.5 T Fibro+ 5-ASA 2mM
= z 5000 (IO Fibro+ IL-1a
-E & 40004 1T Fibro+ TNF-a
N’
5 3000 Fibro+ IL-1a.+5-ASA 0,65mM
i Fibro+ TNF-0+5-ASA 0,65mM
I 2000
- p**=0,0002
1000+
0
0,25 0,65 2 IL-1a TNF-a. IL-la TNF-a
mM mM mM
Abb. 29 A-D

Effekte von Uberstinden von mit ASS- (A), Diclofenac- (B), Celecoxib- (C) und 5-ASA- (D) stimulierten
HISMF (jeweils 2.-4. Siule) auf die Caco-2-Zellproliferation. Caco-2-Zellen werden mit Uberstinden
zytokinstimulierter HISMF (IL-1a 5. Séule und TNF-o 6. Sdule) in Gegenwart (4. und 5. Séule) bzw.
Abwesenheit der genannten Arzneistoffe kultiviert. Als Kontrollen dienen Caco-2-Zellen, die mit HISMF-
Uberstinden (Fibro) kultiviert sind.

p* vs. Fibro

p** vs. Fibro+IL-o/TNF-a.

3.9 COX-Inhibitoren modulieren in HISMF die Bildung von

Arachidonsauremetaboliten

Die oben beobachtete Hemmung der Restitution und Proliferation intestinaler Epithelzellen
unter dem Einfluss von COX-Inhibitoren wirft die Frage auf, durch welche Mediatoren diese
Effekte vermittelt sind. COX-Inhibitoren hemmen bekannterweise die Synthese von
Prostaglandinen (PG) und konnten auch bei der Modulation der hier dargestellten Restitution
und Proliferation von Caco-2-Zellen eine Rolle spielen. Zusitzlich ist in diesem
Zusammenhang auch der Wachstumsfaktor HGF von wichtiger Bedeutung, fiir den bereits in
den vorangegangenen Experimenten gezeigt werden konnte, das dieser die Proliferation und
Restitution von Darmepithelzellen moduliert.

Die PGE,- und 6-keto-PGF,- sowie die HGF-Konzentrationen werden mittels ELISA-
Technik in den Kulturiiberstinden von Myofibroblasten evaluiert. Hierfiir werden HISMF fiir

24 h in Gegenwart bzw. Abwesenheit der proinflammatorischen Zytokine IL-1a und TNF-a
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kultiviert. Zusatzlich werden HISMF mit den Arzneistoffen ASS, Diclofenac, Celecoxib und
5-ASA allein und simultan mit IL-1o und TNF-o stimuliert.
Wie Tabelle 1 veranschaulicht, werden nach Inkubation mit IL-1a und TNF-o sowohl die

Konzentrationen von Prostaglandin PGE, und 6-keto-PGF, als auch die Konzentration von

HGF signifikant erhoht.

HISMF HISMF HISMF

unstimuliert +TNF-a (10 ng/ml) + IL-1a (10 ng/ml)
PGE,-Konzentration 311.7 1737 1994
(pg/ml) p*=0.0337 p*=0.0010
6-keto-PGF,,-Konzentration 87,64 1161.00 3048.00
(pg/ml) p*=0.0216 p*=0,038
HGF-Konzentration 561,60 1009.00 1145.00
(pg/ml) p*=0.0368 p*=0,0334

Tab. 1
PGE,, 6-keto-PGF,, und HGF Konzentration in HISMF Kultur-Uberstinden nach IL-1o. (10 ng/ml) und TNF-a
(10 ng/ml) Inkubation
*p-Wert verglichen mit HISMF unstimuliert
** p-Wert verglichen mit IL-1a and TNF-o stimulierten HISMF

3.9.1 COX-Inhibitoren reduzieren die PGE,-Konzentration in HISMF-
Uberstinden; in Gegenwart von IL-10. und TNF-a sind diese

Effekte verstiarkt

In unstimulierten HISMF betriagt die PGE,-Konzentration 103,2 pg/ml. Nach Stimulation der
Zellen mit IL-1a steigt die Konzentration auf 2123,4 pg/ml mit TNF-a auf 494,3 pg/ml.
Tabelle 2 zeigt, dass die PGE,-Konzentration in HISMF-Kulturiiberstinden nach Inkubation
mit ASS um 31,5%, Diclofenac um 48,7%, Celecoxib um 60,3% und 5-ASA um 254 %
gegeniiber Uberstinden unbehandelter HISMF gesenkt wird. Bei gleichzeitiger Inkubation der
HISMF mit IL-1a wird dariiber hinaus fiir die Inkubation mit ASS eine Reduktion der PGE,-
Konzentration um 96,7%, mit Diclofenac um 92,6% und mit Celecoxib um 97,1% gegeniiber
IL-1o—stimulierten HISMF beobachtet. Eine schwichere Hemmeung findet sich nach
Inkubation mit 5-ASA (48,13%). Ahnliche Effekte der Arzneistoffe werden fiir die

Simultanstimulation mit TNF-a beobachtet (vgl. Tabelle 2).
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Hemmung der PGE,-Bildung in HISMF HISMF+ HISMF+

HISMF +IL-1a (10 ng/ml) + TNF-o+(10 ng/ml)
+COX-Inhibitor +COX-Inhibitor + COX-Inhibitor

Diclofenac (10pM) 48,7 % 92,6 % 90,0 %

p*=0.027 p**=0.0001 p**=0.0271
ASS (0.6mM) 31,5 % 96,7 % 92,13 %

p*=0.043 p**=0.0027 p**=0.0145
Celecoxib (10pM) 60.3 % 97,13 % 72.7 %

p*=0.043 p**=0.0012 p**=0.0001
5-ASA (0.65mM) 254 % 48.13 %

p**=0.0151 n.s.

Tab. 2
2. Spalte: Hemmung der PGE,-Bildung in HISMF nach Inkubation mit COX-Inhibitoren, bezogen auf
unstimulierte HISMF.
3. und 4. Spalte: Hemmung der PGE,-Bildung in HISMF nach Inkubation mit COX-Inhibitoren und
IL-1a (3. Spalte) bzw. TNF-a (4.Spalte), jeweils bezogen auf IL-1a— und TNF-o—stimulierte HISMF.
Die PGE,-Konzentrationsmessung wurde in HISMF-Kulturiiberstdnden mittels ELISA-Technik bestimmt.
*p-Wert verglichen mit unstimulierten HISMF
**p-Wert verglichen mit IL-1a and TNF-o stimulierten HISMF
n.s.= nicht signifikant

3.9.2 COX-Inhibitoren reduzieren die 6-keto-PGF,,-Konzentration in
HISMF-Uberstiinden, in Gegenwart von IL-1c. und TNF-a sind
diese Effekte verstirkt

In unstimulierten HISMF betrdgt die 6-keto-PGF,,-Konzentration 259,1 pg/ml. Nach
Stimulation der Zellen mit IL-1a steigt die Konzentration auf 5184,6 pg/ml, mit TNF-a auf
987,0 pg/ml. Analog zur PGE,-Konzentrationsbeeinflussung in HISMF-Uberstinden wird die
6-keto-PGF,,-Konzentration durch die genannten Arzneistoffe moduliert. Es kann auch hier
gezeigt werden, dass sowohl ASS und Diclofenac als auch Celecoxib die 6-keto-PGFj,-
Konzentration in HISMF-Kulturiiberstinden stark herabsetzen (vgl. Tab. 3). Parallel zu den
PGE-; Ergebnissen reduziert 5-ASA nur schwach (18,3%) die 6-keto-PGF,-Konzentration.

Aus Tabelle 3 ist ersichtlich, dass die durch die HISMF-Inkubation mit IL-1a und TNF-o
stark erhohte 6-keto-PGF,,-Konzentration durch die gleichzeitige Inkubation mit ASS,

Diclofenac und Celecoxib hochsignifikant gesenkt wird (vgl. Tabelle 3). Anzumerken ist,

dass bei 5-ASA dieser Effekt nicht beobachtet wird.
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Hemmung der 6-keto-PGF;,-Bildung in HISMF

HISMF

HISMF

HISMF +IL-1a (10 ng/ml) + TNF-a (10 ng/ml)
+ COX-Inhibitor + COX-Inhibitor +COX-Inhibitor
Diclofenac (10pM) 72.0 % 99.0 % 96.7 %
p*=0.037 p**=0.0021 p**=0,.0231
ASS (0.6mM) 58.5% 93.9% 90.3 %
p*=0.0002 p**=0.0412 p**=0.0229
Celecoxib (10uM) 58.8 % 99.27 % 84.5 %
p*=0.0279 p**=0.0079 p**=0.0089
5-ASA (0.65mM) 18.3 % 82 %
p*=n.s. p**=n.s. n.s.

Tab. 3
2. Spalte: Hemmung der 6-keto-PGF,-Bildung in HISMF nach Inkubation mit COX-Inhibitoren, bezogen auf
unstimulierte HISMF.
3. und 4. Spalte: Hemmung der 6-keto-PGF,,-Bildung in HISMF nach Inkubation mit COX-Inhibitoren und
IL-1a (3. Spalte) bzw. TNF-a (4.Spalte), jeweils bezogen auf IL-10— und TNF-o—stimulierte HISMF.
Die 6-keto-PGF,,-Konzentrationsmessung wurde in HISMF-Kulturiiberstinden mittels ELISA-Technik
bestimmt.
*p-Wert verglichen mit unstimulierten HISMF

**p-Wert verglichen mit IL-1a and TNF-a stimulierten HISMF

n.s.= nicht signifikant

3.10 COX-Inhibitoren modulieren die HGF-Protein-Konzentration in
HISMF-Uberstinden

Im Anschluss an die Prostaglandin-Konzentrations-Bestimmungen in HISMF-Uberstinden
soll geklart werden, ob auch die Konzentration des Wachstumsfaktors HGF durch COX-
Inhibitoren moduliert wird. Zur Beantwortung dieser Frage werden HISMF in Gegenwart
bzw. Abwesenheit der Zytokine IL-1o und TNF-a mit ASS, Diclofenac, Celecoxib und 5-
ASA fiir 24 Stunden inkubiert. Anschlieend erfolgt die HGF-Konzentrationsbestimmung in
den HISMF-Uberstinden mittels ELISA-Technik.

In unstimulierten HISMF betriagt die HGF-Konzentration 1548,1 pg/ml. Nach Stimulation der
Zellen mit IL-1a steigt die Konzentration auf 4374,0 pg/ml, mit TNF-a auf 5302,1 pg/ml.

Die Untersuchungen sind in Tabelle 4 zusammengefasst und zeigen, dass ASS und
Diclofenac die HGF-Konzentration in HISMF-Kulturiiberstinden senken. Nach Inkubation
sowohl mit IL-1a als auch mit TNF-a kann durch gleichzeitige Stimulation mit ASS, mit
Diclofenac und mit Celecoxib die HGF-Konzentration gesenkt werden, wihrend mit 5-ASA

die HGF-Konzentration nicht reduziert wird.
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Hemmung der HGF-Bildung in HISMF

HISMF
+ COX-Inhibitor

HISMF
+IL-1a (10 ng/ml)
+ COX-Inhibitor

HISMF
TNF-a (10 ng/ml)
+ COX-Inhibitor

Diclofenac (10uM) 17,3 % 38,3 % 38,7 %
p**=0.0007 p**=0.0118
ASS (0.6mM) 34,4 % 19,9 % 10,4 %
p*=0.0045 p**=0.0103
Celecoxib (10uM) 23,0 % 36,0 % 41,8 %
p*=0.037 p**=0.0187 p**=0.0038
5-ASA (0.65mM) 16,5 % n.s. n.s.

Tab. 4
2. Spalte: Hemmung der HGF-Bildung in HISMF nach Inkubation mit COX-Inhibitoren, bezogen auf
unstimulierte HISMF.
3. und 4. Spalte: Hemmung der HGF-Bildung in HISMF nach Inkubation mit COX-Inhibitoren und
IL-1a (3. Spalte) bzw. TNF-a (4.Spalte), jeweils bezogen auf IL-10— und TNF-o—stimulierte HISMF.
Die HGF-Konzentrationsmessung wurde in HISMF-Kulturiiberstinden mittels ELISA-Technik bestimmt.
*p-Wert verglichen mit unstimulierten HISMF
**p-Wert verglichen mit IL-1a and TNF-a stimulierten HISMF
n.s.= nicht signifikant

3.11 Proinflammatorische Zytokine steigern stark;
COX-Inhibitoren senken schwach die COX-2 mRNA-Expression
in HISMF

Um das Target COX-2 zu untersuchen, wird mittels TagMan'"-PCR die COX-2 mRNA-
Expression in HISMF untersucht. HISMF werden analog zu 3.3.1 kultiviert und mit den
proinflammatorischen Zytokinen IL-la und TNF-a (jeweils 10 pg/ml) und den COX-
Inhibitoren ASS (0.6 mM), Diclofenac (10 uM), Celecoxib (10 pM) und 5-ASA (0.65 mM)
fiir jeweils 24 h inkubiert. Die Gesamt-RNA-Isolation erfolgt analog zu 2.2.4.1.

Abb. 30 veranschaulicht in einem Amplifikations-Darstellung, dass IL-1a (blau-gelbe Kurve)
die COX-2 mRNA-Expression gegeniiber unstimulierten HISMF um das 75fache steigert (Cr-
Wert um 7,5 gesenkt). Im Gegensatz dazu senkt ASS, (pink-Lila Kurve) die COX-2 mRNA-
Expression gegeniiber unstimulierten HISMF um das 12fache (Cr-Wert um 1,2 erhoht; PE
Applied Biosystems, User Bulletin #2, ABI Prism 7700 SDS, 1997).

TNF-a steigert die COX-2 mRNA-Expression um das 25fache, wahrend Diclofenac (8fach),
Celecoxib (5fach) und 5-ASA (2fach) die COX-2 mRNA senken (Daten jeweils nicht

gezeigt).
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Effekte von ASS und IL-1a auf die COX-2 mRNA Expression in HISMF evaluiert durch TagMan™ PCR.
HISMF (griin-rote Kurve); HISMF stimuliert mit [L-1o (blau-gelbe Kurve); HISMF stimuliert mit ASS. (pink-
lila Kurve).
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4. Diskussion

Bedeutung intestinaler Myofibroblasten fiir epitheliale

Wundheilungsprozesse des Darms

Das Mukosaepithel des Gastrointestinaltraktes ist eine Barriere flir schidigende Agentien
(Zeitz M et al.,, 1986). Daher ist es essentiell, dass nach Mukosaverletzungen dieser
Barriereschutz schnell wieder hergestellt wird und tiefere Mukosaschédden verhindert werden.
Dabei spielen die Zellrestitution sowie die Zellproliferation eine entscheidende Rolle. Beide
Prozesse werden durch eine Vielzahl von Faktoren reguliert. Im Rahmen dieser Dissertation
sind hierbei der Hepatozytenwachstumsfaktor (HGF), aber auch die Cyclooxygenasen
(COX)-1 und COX-2 sowie Prostaglandine untersucht worden. HGF selbst wird u.a. durch
die den Epithelzellen benachbarten, unter der Basalmembran gelegenen Myofibroblasten
parakrin sezerniert (Bradbury, 1998). Fiir Myofibroblasten ist bekannt, dass sie an der
Bildung der Basalmembran beteiligt sind, die sekretorische Antwort intestinaler Epithelzellen
fordern und fiir die Differenzierung und Morphogenese von Epithelzellen bedeutsam sind.
Unzureichend untersucht sind bisher die Einfliisse von Myofibroblasten auf epitheliale
Wundheilungsmechanismen.

Deshalb sollte in der vorliegenden Arbeit die Frage beantwortet werden, ob Myofibroblasten
die Restitution und Proliferation intestinaler Epithelzellen beeinflussen, und iiber welche
Faktoren bzw. Mechanismen gegebenenfalls diese Modulation vermittelt wird.

Es wurde die Isolation primérer humaner intestinaler subepithelialer Myofibroblasten
(HISMF) aus Kolon-Operationsresektaten nach einem modifizierten Protokoll von (Mahida et
al., 1997) etabliert. Anhand immunhistochemischer Farbungen konnte gezeigt werden, dass
die isolierten Zellen den mesenchymalen Marker Vimentin und den Myofibroblasten-
typischen Marker o-Smooth-Muscle-Aktin exprimieren, wéahrend erwartungsgemif3 fiir die
epithelialen Cytokeratine ein negativer Befund erhalten wurde. Nach einer Klassifizierung
von (Kohnen et al.,, 1996) und (Schmitt-Graff et al., 1994) handelt es sich bei diesen
Primérkulturen um intestinale Myofibroblasten vom VA-Typ (Vimentin/a-Smooth-Muscle
Actin).

In Funktionsexperimenten zur Analyse von Wirkungen mesenchymaler Zellen auf epitheliale
Zellen zeigte sich, dass Kulturiiberstinde von priméren intestinalen Myofibroblasten die
Proliferation epithelialer Zellen (Caco-2) um 100% steigern. Da bei diesen Untersuchungen

Zellkulturiiberstinde verwendet wurden, kann davon ausgegangen werden, dass der o.g.
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Effekt parakrin durch 16sliche Faktoren vermittelt wird. Diese Beobachtung wurde auch bei
Proliferations-Untersuchungen, in denen die humane Kolon-Fibroblasten-Zelllinie CCD-18
verwendet wurde, gemacht (Goke et al., 1998b). Auch hier konnte gezeigt werden, dass
sowohl in direkten und indirekten Co-Kultur-Experimenten als auch in Untersuchungen mit
Kulturiiberstinden die Proliferation von Epithelzellen gesteigert wird. Bekannt ist, dass
Fibroblasten verschiedene Wachstumsfaktoren wie z.B. TGF-, TGF-a, EGF, bFGF, IGF-II
sowie HGF produzieren (Berndt et al., 1995;Border und Noble, 1994; Simmons et al., 1999).
Zytokine haben als Mediatoren der zelluldren Interaktion eine entscheidende Funktion bei der
Inititerung und der Kontrolle von Entziindungsreaktionen in der Darmschleimhaut. Die
sogenannten proinflammatorischen Zytokine wie TNF-a, IL-la, IL-6 und IFN-y sind
vermehrt bei entziindlichen Prozessen anzutreffen. Ungeklart war bisher die Frage, ob die
HGF-Expression in primdren intestinalen Myofibroblasten durch verschiedene Zytokine
moduliert wird, und ob dariiber hinaus diese eventuelle Beeinflussung der HGF-Expression
mit einer Forderung der Restitution bzw. Proliferation von Epithelzellen einhergeht.

In dieser Arbeit wurden primére intestinale subepitheliale Myofibroblasten mit
proinflammatorischen und antiinflammatorischen Zytokinen inkubiert. Es konnte gezeigt
werden, dass die HGF mRNA-Expression nach Stimulation mit den proinflammatorischen
Zytokinen IL-1a, TNF-a und IFN-y dosisabhingig gesteigert wurde. IL-6 hingegen hatte
keinen wesentlichen Effekt. Demgegeniiber bewirkten die antiinflammatorischen Zytokine
IL-4 und insbesondere TGF-B1 eine hochsignifikante Inhibition der HGF mRNA-Expression.
Analog zu den mRNA-Expressionsdaten konnte fiir die Stimulation von HISMF mit IL-1a.,
TNF-a und IFN-y eine Steigerung der HGF-Protein-Konzentration in den Kulturiiberstdnden
gezeigt werden. Es ist zu vermuten, dass die genannten Zytokine sowohl die Proteinsynthese
von HGF als auch die Sekretion von HGF in diesen Zellen steigern.

Im Gegensatz zu den stark hemmenden Effekten von IL-4 und TGF-B auf die mRNA-
Expression senkten beide Zytokine die HGF-Protein-Expression nur gering. Diese Diskrepanz
lasst sich eventuell auf unterschiedliche Halbwertszeiten von HGF mRNA und HGF-Protein
zuriickfiihren. Eine andere mdgliche Erklarung liegt darin, dass nur die Regulation der RNA-
Expression, nicht aber die Regulation auf der Translationsebene zu HGF-vermindernden
Effekten fiihrte.

Die Beobachtung, dass proinflammatorische Zytokine in Kolon-Myofibroblasten die HGF-
Expression sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene steigern, steht in Ubereinstimmung

mit Befunden an nicht-intestinalen Fibroblasten. So wurde in Gingiva und Lungenfibroblasten
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gezeigt, dass die HGF mRNA-Expression durch Stimulation mit TNF-a, IL-1a und IL-103
gesteigert wird (Tamura et al., 1993).

Um der Vermutung nachzugehen, dass die Zytokin-bedingte Steigerung der HGF-Expression
in HISMF mit einer Steigerung der Proliferation in Epithelzellen assoziiert ist, wurden
Thymidineinbauraten von Caco-2-Zellen bestimmt, die zuvor mit IL-la— und TNF-a-
stimulierten HISMF-Kulturiiberstinden inkubiert wurden. Hierbei zeigte sich, dass die
HISMF-Stimulation mit IL-lac und TNF-o in der Tat im Vergleich zu unstimulierten
Myofibroblasten zu einer gesteigerten Caco-2-Zellproliferation flihrte. Durch Zusatz
neutralisierender anti-HGF-Antikérper wurde der durch proinflammatorische Zytokine
induzierte proliferationssteigernde  Effekt aufgehoben. Demzufolge scheinen die
proliferationsfordernden Effekte zytokinstimulierter Myofibroblasten durch HGF vermittelt
zu sein. Experimente, in denen der Effekt der Zytokine auf die Proliferation von Caco-2-
Zellen untersucht wurde, zeigten, dass der proliferationssteigernde Effekt nicht auf den
unmittelbaren Zytokineinfluss zuriickzufiihren ist; die Proliferation von Caco-2-Zellen, die
mit IL-1a, TNF-a oder IFN-y direkt stimuliert wurden, wurde nicht wesentlich gesteigert.
Zusammenfassend ldsst sich folgern, dass die Proliferation von Kolon-Epithelzellen in vitro
durch primére Kolon-Myofibroblasten via HGF gefordert wird. Diese proliferationsférdernde
Myofibroblasten-Effekte werden durch proinflammatorische Zytokine gesteigert. Die
Bedeutung von HGF fiir Wundheilungsprozesse wird durch Untersuchungen an verwundeten
Ratten bestitigt. Bei diesen Untersuchungen zeigten sich in Biopsien, aus zuvor mechanisch
verwundeten Haut-Fibroblasten des Rattenriickens erhohte HGF/c-Met-Expressionen (Cowin
et al., 2001). Andere Autoren schrieben, dass wiahrend der Ulkusheilung in der Mukosa des
Rattenmagens die HGF mRNA-Expression in Stromazellen zwischen regenerierenden Driisen

deutlich gesteigert wurde (Schmassmann et al., 1997).

In anschlieBenden  Untersuchungen sollte der  Signalkaskadeweg, iiber den
proliferationsfordernde Myofibroblasten-Effekte via HGF parakrin vermittelt werden,
charakterisiert werden. Wiahrend die Faktoren, welche die Proliferation modulieren, bereits
gut untersucht sind, sind die intrazelluliren Mechanismen, welche diese epitheliale Antwort
initiieren, bislang kaum verstanden. Es ist bekannt, dass HGF nach Bindung und
anschlielender Phosphorylierung seines Rezeptors c-Met eine Aktivierung von ERK-Kinasen
bewirkt, die ihrerseits iiber Modulation von Transkriptionsfaktoren im Zellkern
proliferationssteigernde Effekte auf epitheliale Zellen vermitteln (Boccaccio et al., 1998).

Durch Inhibition des MAP-Kinase Signaltransduktionsweges konnte das Tumor Wachstum
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transformierter Darmepithelzellen um mehr als 80% in Méausen mit Kolon-Karzinomen
inhibiert werden. (Sebolt-Leopold et al., 1999).

Um zu iberpriifen, ob ebenfalls die gezeigten proliferationsfordernden Myofibroblasten-
Effekte auf Kolon-Epithelzellen diesen Signalkaskadeweg aktivieren, wurden Caco-2-Zellen
mit Uberstinden zytokinstimulierter HISMF unter Zusatz des MAP-Kinase-Inhibitors
PD98059 (Alessi et al, 1995) inkubiert. Es zeigte sich eine starke Caco-2-
Proliferationshemmung. Auch in Gegenwart von LY294002, einem etablierten
Phosphatidylinositol-3  (PI3)-Kinase-Inhibitor (Vlahos et al.,, 1994), konnten starke
inhibitorische Effekte beziiglich der Proliferation beobachtet werden. Zusétzliche Western
Blot-Untersuchungen dokumentierten, dass HGF in Myofibroblasten die Phospho ERK-
Proteinexpression gegeniiber unstimulierten Myofibroblasten steigert, was wiederum durch
die zusitzliche Anwesenheit von neutralisierenden anti-HGF-Antikérpern und auch durch
PD98059 gehemmt wurde. Ferner steigert HGF in intestinalen Myofibroblasten auch die
Expression der PI;-Kinase. Dieser Effekt konnte einerseits erneut durch gleichzeitige Gabe
von neutralisierenden anti-HGF-Antikorpern, aber auch durch LY294002 gehemmt werden..
Sowohl ERK- als auch PIs3-Kinasen sind fiir die proliferationsfordernden HGF-vermittelten

Myofibroblasten-Effekte von Bedeutung (vgl. Abb. 31).

Darmepithelzelle

PL-K

LY294002 | l

MEK1/ MEK2
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ERK1/ ERK2

Zellkern —> Pr.ollfel.'atmn
Migration ...
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Abb. 31
Schematische  Darstellung von  PI3-Kinase- und MAP-Kinase-vermittelten  proliferations- und
migrationsféordernden HGF-Effekten
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Um diese Daten auf den fiir die Wundheilung ebenfalls wichtigen Prozess der Zellrestitution
zu erweitern, wurde untersucht, ob Myofibroblasten auch die Restitution epithelialer Zellen
iber einen HGF-vermittelten Mechanismus beeinflussen.

Nach Inkubation mit HISMF-Kulturiiberstinden wurde die Restitution von Caco-2-Zellen auf
das Doppelte gesteigert. Nach Stimulation der Caco-2-Zellen mit IL-la—, TNF-o— oder
IFN-y— stimulierten Myofibroblasten-Uberstinden wurde die Restitution der Caco-2-Zellen
gegeniiber unstimulierten Caco-2-Zellen fast 4-fach gesteigert. Diese restitutionsfordernden
Effekte wurden, dhnlich wie bei den Untersuchungen der Proliferation, durch Zugabe von
anti-HGF-Antikorpern inhibiert. Die Fahigkeit neutralisierender anti-HGF-Antikorper, die
migrationsfordernden Effekte zytokinstimulierter Myofibroblasten abzuschwéchen, deutet
darauf hin, dass HGF an der Vermittlung restitutionsssteigernder Effekte eine wichtige Rolle
spielt. Die Beobachtung, dass die proinflammatorischen Zytokine die Restitution von Caco-2-
Zellen selbst nur wenig steigern, veranschaulicht, dass der restitutionsfordernde Stimulus
nicht auf direkten Effekten der Zytokine auf die Darmepithelzellen beruht. Dadurch, dass
durch Inkubation mit dem neutralisierenden HGF-Antikérpern die zuvor gesteigerte
Restitution nahezu auf das Ausgangsniveau unstimulierter Caco-2-Zellen sinkt, scheint sich
vielmehr die Annahme zu bestétigen, dass die beobachtete Restitutionssteigerung parakrin
tiber HGF vermittelt wurde.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass proinflammatorische Zytokine die HGF-
Expression in Kolon-Myofibroblasten steigern. Die gesteigerte HGF-Expression in Kolon-
Myofibroblasten ist mit einer HGF-vermittelten Forderung der Restitution intestinaler
Epithelzellen durch subepitheliale Myofibroblasten assoziiert.

In Ubereinstimmung mit diesen Daten wurde berichtet, dass die HGF-Expression in
Magenepithelzellen des Kaninchens durch PGE; hochreguliert wurde. Anschliefende Ko-
Kultur-Untersuchungen mit Epithelzellen und Fibroblasten des Kaninchenmagens zeigten
migrationsfordernde Effekte auf Magenepithelzellen. Diese Effekte wurden durch Zugabe von
anti-HGF-Antikorpern blockiert (Takahashi et al., 1996). HGF scheint somit an der
Vermittlung restitutionsfordernder Effekte beteiligt zu sein.

Andere bereits publizierte Daten zeigten in Ubereinstimmung mit den vorliegenden
Ergebnissen, dass in IEC-6-Zellen der Ratten nach Inkubation mit Uberstinden primérer
Myofibroblasten eine Restitutionssteigerung zu beobachten ist (McKaig et al., 1999). Jedoch
schrieben die Autoren nicht HGF, sondern dem immunmodulatorischen Wachstumsfaktor
TGF-B die Vermittlung dieses restitutionsfordernden Effektes zu. Eine mogliche Erkldrung ist

das variable Zytokin-Expressionsspektrum in Myofibroblasten, welches je nach
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Aktivierungszustand unterschiedlich ausgeprdgt sein kann. Zudem stellen intestinale
Myofibroblasten eine heterogene Zellpopulation dar, die durch eine Variabilitit im
Expressionsmuster und Expressionsniveau diverser Zytokine in unterschiedlichen Regionen
des Gastrointestinaltraktes gekennzeichnet ist. So zeigte sich in diesem Zusammenhang, dass
Myofibroblasten je nach deren Lokalisation TGF- und HGF unterschiedlich exprimieren:
TGF-B wird verstiarkt von Myofibroblasten aus dem distalen Ileum exprimiert, wahrend HGF

der vergleichsweise dominante Faktor in Myofibroblasten des Kolons ist (Plateroti et al.,

1998).

Bislang ist der Signalkaskadeweg fiir die Restitutionsvermittlung noch unzureichend
charakterisiert. Es wurde jedoch berichtet, dass durch mechanische Verwundungen von
Rattenepithelzellverbdnden sowohl der ERK- als auch der p38-MAP-Kinase-
Signaltransduktionsweg aktiviert wird (Dieckgraefe et al., 1997)

Zur Untersuchung dieses Zusammenhanges wurde die Caco-2-Zellrestitution nach Inkubation
zytokinstimulierter Myofibroblasten in Gegenwart bzw. Abwesenheit von PD98059
verglichen. Parallel zu den zuvor beschriebenen Proliferations-Ergebnissen zeigte sich nach
Inkubation mit PD98059 eine signifikante Hemmung der Caco-2-Restitution. Auch die
Kultivierung mit LY294002 erbrachte eine signifikante Hemmung der Zellrestitution. Diese
letzten Daten geben deutliche Hinweise darauf, dass sowohl MAP- als auch PIs-Kinasen an

den restitutionsféordernden Myofibroblasten-Effekten beteiligt sind.

Es wurden Restitutionsuntersuchungen in Gegenwart von Mitomycin C in
proliferationshemmender Dosis durchgefiihrt. Hierbei sollte ausgeschlossen werden, dass die
oben beschriebenen restitutionsfordernden Myofibroblasten-Effekte nur durch die Steigerung
der Proliferation vorgetduscht wurden. Mitomycin C ist ein Spindelinhibitor, der Zellen in der
M-Phase (Mitose) arretiert und daher einen Zellzyklusarrest bzw. Proliferationsstopp bewirkt
(Kang et al., 2001). Es zeigte sich, dass die Restitution durch Zusatz von Mitomycin C-
haltigen Myofibroblasten-Uberstinden im Vergleich zu Mitomycin C-freien Uberstinden
nicht wesentlich beeinflusst wurde, was darauf hindeutet, dass die dokumentierten
Myofibroblasten-Effekte auf die Restitution von Caco-2-Zellen nicht durch gleichzeitige

Proliferationsprozesse iiberlagert werden.

In letzter Zeit wurde an verschiedenen Organ-Systemen sowohl in vitro als auch in vivo

gezeigt, dass HGF auch Apoptose-protektive-Wirkungen besitzt (Abounader et al., 2002; Gao
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et al., 2001; Mildner et al., 2002; Shimada et al., 2000; Wang et al., 2002; Xiao et al., 2001).
Aufgrund der nachgewiesenen anti-apoptotischen Eigenschaften von HGF stellte sich die
Frage, ob auch Myofibroblasten, vermittelt iiber HGF, die Apoptose von Kolon-Epithelzellen
modulieren. Diese Frage ist negativ zu beantworten. Weder unstimulierte noch Zytokin-
stimulierte Myofibroblasten zeigten hierauf regulierende Effekte. Moglicherweise scheinen
noch weitere Einflussfaktoren von Myofibroblasten fiir die Regulierung von Apoptose eine
Rolle zu spielen. Diese moglichen Faktoren wurden jedoch in dieser Arbeit nicht ndher

charakterisiert.

Eine Beteiligung von HGF und seinem Rezeptor c-Met an wundheilungsfordernden Prozessen
wurde auch in anderen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe (Dissertation von Frau M. Veen)
gezeigt. Immunhistochemische Untersuchungen ergaben, dass sowohl die c-Met- und HGF-
Expression als auch die Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 im Kolon IL-10-
defizienter Méuse (als Modell fiir chronisch-entziindliche Darmerkrankungen) im Vergleich
zu Wildtyp-Mausen deutlich verstérkt ist.

Eine Forschergruppe aus den USA konnte dariiber hinaus kiirzlich in vivo zeigen, dass eine
induzierte Entziindungssituation im Rattendarm nach HGF-Infusion erheblich reduziert wurde
(Alavi et al., 2000). Zudem wurde berichtet, dass auch durch lokale HGF-Applikation die
gastrale Ulzerationsheilung gefordert wurde. Hierbei wurden erhohte COX-1- und COX-2-

Expressionen beobachtet (Brzozowski et al., 2001).

Die Steigerung der HGF-Expression im entziindeten Darm kdnnte ein wichtiger Mechanismus
fiir epitheliale Wundheilungsprozesse sein. An diesen Wundheilungsprozessen sind, wie die
hier beschriebenen Ergebnisse zeigen, Kolon-Myofibroblasten beteiligt, die liber Sekretion
von HGF parakrin sowohl die Restitution als auch die Proliferation in intestinalen
Epithelzellen steigern. Myofibroblasten iibernehmen somit nicht nur die Aufgaben der schon
bekannten  Strukturbildung, Morphogenese, Differenzierung, Villuskontraktion und
sekretorischen Antwort von Darmepithelzellen, sondern tragen auch zu epithelialen
Reparaturprozessen bei. Hinzuzufiigen ist jedoch, dass Myofibroblasten neben der
Eigenschaft als Modulator in regenerativen Prozessen auch vermutlich bei Chronifizierungen
entziindlicher Darmerkrankungen beteiligt sind. Es wurde beobachtet, dass durch eine
fortbestehende, nicht rechtzeitig beendete Aktivierung der Myofibroblasten eine vermehrte
Kollagenproduktion einhergeht, die die Bildung von Strikturen bzw. Stenosen begiinstigt

(Apte et al., 1998; Border und Noble, 1994; Friedman, 1997; Graham et al., 1987; Marra et
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al., 1997; Stallmach et al., 1992). In diesem Zusammenhang wird diskutiert, ob intestinale
Myofibroblasten an der Entstehung gastrointestinaler Stromazelltumoren, der Polypenbildung
bei Patienten mit familidrer Adenomatosis coli (FAP) sowie der Entstehung sporadischer

kolorektaler Karzinome eine Rolle spielen (Powell et al., 1999b)

Einfluss nicht-steroidaler Antiphlogistika auf

wundheilungsfordernde Myofibroblasten-Effekte

Klassische nicht-steroidale Antirheumatika, wie z.B. Acetylsalicylsdure (ASS) und
Diclofenac, rufen ihre therapeutischen Wirkungen sowohl iiber Hemmung der
Cyclooxygenase-1 als auch der Cyclooxygenase-2 hervor. Die Hemmung der beiden
Isoenzyme ist je nach Wirkstoff unterschiedlich stark ausgeprigt. Zu den einhergehenden
unerwiinschten Nebenwirkungen zdhlen Schleimhautschidigungen, die als petechiale
Blutungen, hédmorrhagische Striae, Erosionen und Ulzerationen und sogar massive
gastrointestinalen Blutungen oder Perforationen manifest werden konnen. (Allison et al.,
1992; Cheatum et al., 1999; Graham und Smith, 1988; Griffin et al., 1991; Langman, 1989;
McCarthy, 1989).

Mit der Entwicklung selektiver COX-2-Hemmer, wie z.B. Celecoxib und Rofecoxib, liegen
nunmehr Antiphlogistika und Analgetika vor, die vergleichsweise hochselektiv an COX-2
binden. Idealerweise hemmen selektive COX-2-Inhibitoren nur das COX-2-Isoenzym, das im
Rahmen entziindlicher Prozesse induziert wird, wihrend die konstitutive COX-1-Aktivitit in

therapeutischen Dosierungen nicht wesentlich beeinflusst wird.

Prostaglandine werden nach Freisetzung von Arachidonsdure aus den Zellmembranen durch
Phospholipase A, und anschlieBender Umwandlung durch Cyclooxygenase gebildet und
iibernehmen z.B. im Gastrointestinaltrakt wichtige cytoprotektive Aufgaben, wodurch sie die
Integritdt der Magen-Darm-Schleimhaut aufrechterhalten (Robert et al., 1979). Ferner sind
Prostaglandine, die als Antwort auf inflammatorische Stimuli gebildet werden,
Entziindungsmediatoren und spielen eine Rolle bei der Entstehung von Schmerzen und
Schwellungen.

Es wird diskutiert, ob Prostaglandine an der Regulation der Proliferation epithelialer Zellen

beteiligt sind. So wurde gezeigt, dass exogenes PGE, die Proliferation von intestinalen
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Magenepithelzellen der Ratte stimuliert (Uribe et al., 1987). Ferner wurden in Stammzellen
intestinaler Krypten der Maus nach Verwundung sowohl erhohte COX-1 mRNA
Expressionen als auch erhohte PGE,;-Konzentrationen gefunden. Diese erhohten
Konzentrationen waren mit einer erhohten Proliferation intestinaler Krypten-Stammzellen
assoziiert (Cohn et al., 1997). Die durch Wachstumsfaktoren stimulierte Zellproliferation
scheint durch Metabolite des Cyclooxygenaseweges vermittelt zu werden, da einerseits die
Proliferation mit der de novo Expression der COX-2 gekoppelt ist, anderseits eine TGF-a-
stimulierte Proliferation durch Inhibitoren der Cyclooxygenase aufgehoben werden kann
(DuBois et al., 1994a; DuBois et al.,, 1994b). Eine andere Arbeitsgruppe zeigte in
Magentumorzellen, dass NSAR durch ERK-2-Hemmung die Zellproliferation inhibieren
(Husain et al., 2001). Im Gegensatz dazu wurde in Osophagus-Epithelzellen des Kaninchens

die Proliferation durch exogenes PGE, nicht beeinflusst (Jimenez et al., 1998).

Es wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die pharmakologischen Effekte von ASS und
Diclofenac im Vergleich zum selektiven COX-2 Inhibitor Celecoxib und 5-Aminosalicylsdure
(5-ASA=Mesalazin) auf die durch mit proinflammatorischen Zytokinen stimulierten
Myofibroblasten bewirkte Modulation epithelialer Zellproliferation und Zellrestitution
charakterisiert. Letztere Substanz ist ein Salicylsdure-Derivat, das in der Therapie und
Rezidivprophylaxe chronisch entziindlicher Darmerkrankungen (v.a. der Colitis ulcerosa)
eingesetzt wird.

Nach Inkubation von Myofibroblasten mit den genannten Arzneistoffen in Gegenwart bzw.
Abwesenheit von IL-1a und TNF-o wurden sowohl die Caco-2-Proliferation als auch deren
Restitution unterschiedlich moduliert.

ASS und Diclofenac, aber auch Celecoxib setzten die durch proinflammatorische Zytokine
gesteigerte HISMF-vermittelte Forderung der Proliferation und Restitution dosisabhingig
nahezu auf das Ausgangsniveau von unstimulierten Caco-2-Zellen herab. Im Gegensatz dazu
reduzierte 5-ASA zwar stark die durch TNF-a gesteigerte, aber nur schwach die durch IL-
la verstirkte HISMF-vermittelte Restitutionssteigerung. AufBlerdem zeigten 5-ASA-haltige
HISMF-Uberstinde im Gegensatz zu ASS, Diclofenac und Celecoxib keine
proliferationshemmenden Effekte

Interessanterweise wurde die Caco-2-Proliferation bei Abwesenheit von IL-1o und TNF-a
nach Inkubation mit ASS-, Diclofenac-, Celecoxib- bzw. 5-ASA-haltigen HISMF-
Uberstéinden dosisabhingig schwiicher gesenkt als bei Anwesenheit der Zytokine. Auch die

Restitution wurde durch ASS, Celecoxib und 5-ASA in Abwesenheit der Zytokine nur
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unwesentlich beeinflusst. Nur bei mit Diclofenac stimulierten HISMF-Uberstinden wurde die
Restitution von Caco-2 Zellen dosisabhidngig signifikant inhibiert.

Die dargestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei entziindlichen Prozessen (hier in vitro
simuliert durch die proinflammatorischen Zytokine IL-1o und TNF-a) die proliferations- und
restitutionshemmenden Effekte von Diclofenac-, ASS- und Celecoxib-stimulierten
Myofibroblasten-Uberstinden wesentlich stirker ausgeprigt sind. Die Beobachtung, dass die
klassischen NSAR und der selektive COX-2-Inhibitor gleichermallen epitheliale
Wundheilungsprozesse hemmen, steht in Ubereinstimmung mit Daten, die in Magen-
Epithelzellen erhoben wurden. Hierbei wurde gezeigt, dass durch COX-2-selektive
Inhibitoren die Proliferation von Magenepithelzellen im Tiermodell im gleichen Ausmal} wie
durch klassische NSAR gehemmt wird (Peskar et al., 2001). Bemerkenswert ist, dass,
verglichen mit ASS und Diclofenac, die inhibitorischen Effekte von 5-ASA wesentlich

geringer waren.

Die Zytokine IL-1a oder TNF-a flihrten zu einer erheblichen Steigerung sowohl der PGE;-als
auch der 6-keto-PGF,,-Konzentration in HISMF-Uberstanden. Diese erhéhten Prostaglandin-
Konzentrationen wurden durch die Zugabe von ASS, Diclofenac und Celecoxib nahezu auf
die Ausgangs-Konzentration von unstimulierten HISMF gesenkt, wihrend bei Inkubation mit
5-ASA eine schwichere Hemmung beobachtet wurde. Anzumerken ist, dass die
inhibitorischen Effekte von ASS, Diclofenac und Celecoxib auf die Prostaglandin-
Konzentration in Myofibroblasten in Abwesenheit von IL-la und TNF-a wesentlich
schwicher ausgeprdgt waren; 5-ASA zeigte sogar in diesem Zusammenhang keine
signifikanten inhibitorischen Effekte.

Fir die HGF-Konzentration in HISMF-Kulturiiberstinden wurden hemmende Effekte
beobachtet: ASS, Diclofenac und Celecoxib senkten die HGF-Konzentration, 5-ASA
hingegen hatte keine wesentlichen Effekte. In Ubereinstimmung mit den Effekten von NSAR
auf die Prostaglandin-Konzentration, konnte mittels TagMan™-PCR dariiber hinaus gezeigt
werden, dass IL-l1oound TNF-a auch die COX-2 mRNA-Expression stark erhohen. ASS,
Diclofenac, Celecoxib und 5-ASA zeigten schwache inhibitorische Effekte auf die COX-2
mRNA-Expression Die  Beobachtung einer COX-2 mRNA-Regulation durch
proinflammatorische Zytokine wurde auch von anderen Autoren beschrieben. Es wurde
gezeigt, dass IL-1a die COX-2 mRNA in Kolon-Myofibroblasten hochreguliert (Mifflin et
al., 2002).
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Zusammenfassend ist erkennbar, dass Diclofenac, ASS wund Celecoxib die durch
Myofibroblasten bedingte Steigerung der Proliferation und Restitution von Darmepithelzellen
inhibieren. Diese proliferations- und restitutionshemmenden Effekte sind assoziert mit einer
Senkung der PGE,-,6-keto-PGF,- und HGF-Konzentration in Myofibroblasten, was darauf
hindeuten konnte, dass sowohl das bereits diskutierte HGF als auch Prostaglandine an den
durch Myofibroblasten vermittelten intestinalen Wundheilungsprozessen beteiligt sind.
Dariiber hinaus sind die hemmenden Effekte von NSAR bei Anwesenheit
proinflammatorischer Zytokine verstdrkt. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die
Proliferation und Restitution im Entziindungszustand durch NSAR noch stirker gehemmt
werden.

Interessanterweise zeigte sich fiir 5-ASA eine wesentlich geringere Hemmung der
Proliferation und Restitution. Auch die damit verbundenen Prostaglandin- und HGF-
Konzentrationen in Myofibroblasten wurden im Gegensatz zu ASS und Diclofenac schwicher
gesenkt.

Noch immer ist der Wirkmechanismus, durch den 5-ASA die Mukosa in der Therapie
entziindlicher = Darmerkrankungen  schiitzt, nicht vollstindig verstanden. Die
entziindungshemmenden Eigenschaften von 5-ASA lassen sich nicht iiber den Weg der
Hemmung der Cyclooxygenase erkldren, da klassische Cyclooxygenasehemmer trotz
chemisch-struktureller Verwandtschaft zu 5-ASA, keinen giinstigen Effekt fiir die Therapie
von entziindlichen Darmerkrankungen besitzen. Fiir klassische NSAR wurde bei
Langzeiteinnahme diesbeziiglich gezeigt, dass Ulzerationen des Diinndarms entstehen
(Bjarnason et al., 1987; Smale et al., 2001). Ferner wurde gezeigt, dass sich bei Patienten mit
entziindlichen ~Darmerkrankungen nach NSAR-Einnahme der Entziindungszustand
verschlechtert (Kaufmann und Taubin, 1987). In einem Ratten-Modell wurde dariiber hinaus
gezeigt, dass sich die makroskopischen und histologischen Erscheinungsbilder Indometacin-
induzierter Ileum- wund Jejunum-Ulzerationen kaum von den entsprechenden
Erscheinungsbildern bei Morbus Crohn unterscheiden (Anthony et al., 2000).

Im Rahmen der Aufklidrung des Wirkmechanismus von 5-ASA wird dessen hemmende
Wirkung auf die 5-Lipooxygenase des Arachidonsidure-Metabolismus diskutiert. Hierbei
wurde gezeigt, dass 5-ASA die Bildung von Leukotrien B4, welches in der entziindeten
Mukosa in erhdhter Konzentration vorliegt, gehemmt wird (Ahnfelt-Ronne et al., 1987;
Lauritsen et al., 1995; Nielsen und Ahnfelt-Ronne, 1988). Ein weiterer bedeutsamer
Wirkmechanismus von 5-ASA scheint auch die Hemmung der Bildung von freien toxischen

Sauerstoffradikalen zu sein (Miles und Grisham, 1995; Tamai et al., 1991).
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Andere Untersuchungen zeigten, dass 5-ASA immunologische Prozesse durch Hemmung der
Bildung von IL-1p und IL-6 (Mahida et al., 1991; Rachmilewitz et al., 1992), aber auch durch
Hemmung der NF-kB-Aktivitdt, moduliert (Bantel et al., 2000).

Ein eindeutig aufgeklarter Wirkmechanismus von 5-ASA existiert noch nicht.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass 5-ASA im Vergleich zu den klassischen
NSAR die durch Myofibroblasten-induzierte Wundheilungsforderung in einem geringeren
Ausmal} hemmt. Diese Beobachtung konnte eine mogliche weitere Erklarung fiir die Mukosa-
protektiven Effekte von 5-ASA wihrend der aktiven Phasen von chronisch-entziindlichen

Darmerkrankungen sein.

Es ldsst sich vermuten, dass mukosale Entziindungen durch Hemmung der hier gezeigten

Proliferation und Restitution durch die Einnahme klassischer NSAR schlechter regenerieren.

Im Zusammenhang mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen wird eine erhdhte
Permeabilitit des Darmepithels als pathogenetischer Faktor diskutiert (Bjarnason et al., 1983;
Hollander et al., 1986; Jenkins et al., 1986; Jenkins et al., 1988; Olaison et al., 1988; Olaison
et al., 1989; Olaison et al., 1987). Die Permeabilitit der Diinn- und Dickdarmmukosa wird
u.a. durch den parazelluliren Transportweg zwischen den Epithelzellen determiniert.
Verantwortlich sind dafiir die sog. ,,tight-junctions®, deren Widerstand gegen eine Permeation
durch ihre Lénge und die Anzahl der ,,strands* bestimmt wird (Bentzel et al., 1987; Madara,
1988; Madara, 1989; Madara, 1991). Es wurde gezeigt, dass eine gesteigerte intestinale
Permeabilitit die Penetration von Antigenen oder infektidsen Agenzien zur Folge hat. Auch
NSAR, so wurde kiirzlich berichtet, greifen in dieses Zusammenspiel ein und induzieren eine
Steigerung der intestinalen Permeabilitdt (Bjarnason et al., 1991; Bjarnason et al., 1986), was
mit einer nachfolgenden Steigerung der Permeation luminaler Substanzen assoziiert ist.
Erwédhnenswert ist, dass auch HGF in konfluenten Darmepithelzellverbinden eine
Abschwiéchung des transepithelialen Membranwiderstands bewirkt, was durch Stérungen der
tight-junction-Zellkontakte hervorgerufen wird (Hollande et al., 2001; Jiang et al., 1999;
Muto et al., 2000).

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob Verdnderungen der tight-junction-
assoziierten Proteine und eine daraus resultierende Permeabilitidtsbeeinflussung auch durch
HGF-sezernierende Myofibroblasten hervorgerufen werden. Interessant, aber noch nicht
untersucht, ist auBerdem die Frage, ob NSAR iiber Modulation der Myofibroblasten-

Funktionen in dieses Zusammenspiel mit eingreifen.
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Neben den bereits diskutierten wundheilungsreduzierenden Eigenschaften werden NSAR die
Eigenschaft einer Risikominimierung bei kolorektalen Karzinomen zugeschrieben. Zahlreiche
klinische Studien haben in den letzten Jahren verdeutlicht, dass die Einnahme von NSAR zu
einer Reduktion des Risikos fiir ein kolorektales Karzinom fiihrt (Baron und Greenberg,
1991) (Giovannucci et al., 1995; Giovannucci et al., 1994) (Greenberg et al., 1993) (Logan et
al., 1993) (Marcus, 1995) (Marnett, 1992). Auch in Tiermodellen zur Kolon-Karzinogenese
konnte gezeigt werden, dass NSAR Frequenz und Anzahl pramaligner und maligner Lésionen
vermindern (Barnes et al., 1995; Mereto et al., 1994; Reddy et al., 1993; Reddy et al., 1992;
Skinner et al., 1991; Yamaguchi et al., 1991). Des Weiteren zeigten sich in kolorektalen
Karzinomen und in Adenomen sowohl erhohte Konzentrationen von COX-2 als auch erhohte
Konzentrationen an PGE, (Albers et al., 1995; Karmali, 1983; Lupulescu, 1978; Narisawa et
al., 1990; Neoptolemos et al., 1991; Rigas et al., 1993; Tutton und Barkla, 1980). Andererseits
wurde tierexperimentell gezeigt, dass hohe Konzentrationen exogen zugefiihrter
Prostaglandine das Tumor-Zellwachstum und die Zelldifferenzierung von epithelialen
Jejunum- und Kolon-Zellen hemmen (Karmali, 1983; Santoro et al., 1976; Tutton und Barkla,
1980).

Zahlreiche Studien belegen, dass sich kolorektale Polypen bei Patienten mit familidrer
adenomatoser Polyposis (FAP) unter Behandlung mit dem NSAR Sulindac in Anzahl und
GroBe reduzierten (Giardiello et al., 1993), wenngleich die Wirkung von Sulindac zu keiner
vollstdndigen Regression der Polypen fiihrte (Labayle et al., 1991; Ladenheim et al., 1995;
Nugent et al., 1993; Pasricha et al., 1995; Rigau et al., 1991; Spagnesi et al., 1994; Waddell et
al., 1989).

Es wire interessant zu untersuchen, ob intestinale Myofibroblasten via HGF durch
Beeinflussung des COX-1/2-Expressionsmusters an der Entstehung kolorektaler Polypen

beteiligt sind.

Es bleibt zu diskutieren, ob sich die bisherigen Ergebnisse zur Wundheilungsférderung von
einem in vitro auf ein in vivo System iibertragen lassen. In dem hier verwendeten in vitro
Modell lassen sich einzelne Wundheilungsprozesse wie die Proliferation und Restitution
durch Ausblenden storender Vorginge fokussieren. Jedoch lassen sich sdmtliche

Einflussfaktoren eines in vivo Systems nicht darstellen. Die gewihlte Simulation einer
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Entziindungssituation durch proinflammatorische Zytokine kann nicht vollstindig das
eigenstindige, sehr komplexe Zusammenspiel inflammatorischer und immunmodulierender

Faktoren wiedergeben.
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Ausblick

Die hier beschriebenen Wirkungen primérer intestitinaler subepithelialer Myofibroblasten auf
intestinale Epithelzellen zeigen wichtige Mechanismen der intestinalen Wundheilung. Es
scheint, dass die zuvor nur als Strukturbildner und Vermittler der Morphogenese,
Differenzierung und sekretorischer Antwort von Epithelzellen bekannten Myofibroblasten
auch wichtige Aufgaben bei der epithelialen Wundheilung iibernehmen. Hierbei zu nennen
sind die durch HGF vermittelten proliferationsférdernden und migrationsféordernden Effekte
von Myofibroblasten auf Epithelzellen. Da diese Effekte bei Anwesenheit
proinflammatorischer Zytokine durch eine erhdhte HGF-Expression in Myofibroblasten
verstirkt sind, haben subepitheliale Myofibroblasten moglicherweise die wichtige Aufgabe,
proinflammatorische Signale in proregenerative Signale umzuwandeln. Da kiirzlich in einem
Kolitis-Modell der Ratte gezeigt wurde, dass sich durch HGF-Infusionen das klinische
Entziindungsbild erheblich verbessert, scheint HGF ein potentiell wichtiger Faktor bei
verschiedenen entziindlichen Darmerkrankungen zu sein. Interessant fiir die Zukunft sind
weiterfithrende Untersuchungen, die Effekte von Myofibroblasten auf andere Zellen (z.B

Lymphozyten und Mastzellen) charakterisieren.

Insgesamt ergeben diese Zusammenhénge Ansatzpunkte fiir eine Einsicht in die Prozesse, die

fiir die Pathogenese chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen Bedeutung haben konnten.

Sowohl klassische nicht-steroidale  Antiphlogistika, fiir die als Nebenwirkung
gastrointestinale Schiadigungen bekannt sind, als auch selektive Cyclooxygenasehemmer
greifen in das HGF-vermittelte wundheilungsfordernde Zusammenspiel zwischen
Myofibroblasten und Epithelzellen durch Reduktion der Proliferation und Restitution mit ein.
MutmaBlich scheinen sowohl die klassischen als auch die selektiven COX-2-Inhibitoren die
intestinale Wundheilung zu verzogern. Wihrendessen deuten die in dieser Arbeit
beschriebenen Ergebnisse darauf hin dass 5-ASA die intestinale Wundheilung nicht
wesentlich verschlechtert, was eine mogliche FErklirung fiir die Mukosa-protektiven-

Wirkungen von 5-ASA in der Behandlung entziindlicher Darmerkrankungen sein kdnnte.
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Uberzeugende Studien mit NSAR zur Reduktion des Risikos des kolorektalen Karzinoms
lassen Hoffnungen aufkeimen, dass bei Patienten mit erhdhtem Risiko-bei Fehlen von

Kontraindikationen - die Gabe von NSAR zum Therapiestandard werden konnte.

Denkbare neue Ansitze liegen in der Entwicklung von Medikamenten, die gleichermallen
sowohl den Cyclooxygenase- als auch den Lipooxygenaseweg hemmen. Durch Inhibition des
Cycolooxygenaseweges wird die Bildung von Substanzen des Lipoxygenase-Weges verstirkt.
Durch die Blockade beider Synthesewege konnten unerwiinschte bronchokonstriktorische und

vasokonstriktorische Begleiterscheinungen, ausgelost durch Leukotriene, vermindert werden.

97



5. Zusammenfassung

Nach Mukosaverletzung des Darms mit der Folge von Epithelzellverlusten, z.B. durch
Erosionen, Ulzerationen, bei chronischen entziindlichen Darmerkrankungen, aber auch bei
Infektionen durch enteropathogene Mikroorganismen, ist eine schnelle Wiederherstellung der
Epithelkontinuitét essentiell. Hierbei sind zwei Wundheilungsprozesse von wichtiger
Bedeutung: die Migration und die Proliferation. Beide Prozesse werden iiber eine Vielzahl
von Einzelfaktoren (z.B. Fettsduren, Polyamine, Zytokine, Trefoilpeptide und
Wachstumsfaktoren) reguliert. Der Einfluss von direkt dem Epithel benachbarten
Myofibroblasten auf die Regulation der Migration und Proliferation ist jedoch noch
unzureichend charakterisiert und ist im Rahmen dieser Doktorarbeit untersucht worden.

Es wurde ein in vitro Modell verwendet, bei dem intestinale Epithelzellen (Caco-2-Zellen) mit
konditioniertem Medium primérer intestinaler subepithelialer Myofibroblasten inkubiert
wurden. Hierbei zeigte sich, dass Myofibroblasten sowohl die Proliferation als auch die
Restitution intestinaler Epithelzellen stimulieren. Diese Effekte werden iiber den durch
Myofibroblasten parakrin sezernierten Hepatozytenwachstumsfaktor HGF vermittelt. In
Zytokin-Regulations-Untersuchungen konnte evaluiert werden, dass unter dem Einfluss der
proinflammatorischen Zytokine IL-1o,, TNF-a und IFN-y sowohl die HGF- RNA- als auch
die HGF- Proteinkonzentration in primdren intestinalen subepithelialen Myofibroblasten
gesteigert wird. Demgegeniiber senkten die antiinflammatorische Zytokine IL-4 und TGF-f1
die mRNA-Expression. Die durch proinflammatorische Zytokine bedingte Steigerung der
HGF-Konzentration bewirkte konsekutiv eine weiter verstirkte Restitution und Proliferation
von Darmepithelzellen. Diese Myofibroblasten-induzierten Effekte sind durch ERK1/2 und
PIs- Kinasen vermittelt, da in Gegenwart etablierter ERK1/2 und PIs;-Kinase-Inhibitoren diese
Effekte erheblich reduziert wurden.

Die Steigerung der HGF-Expression im entziindeten Darm ist ein wichtiger Mechanismus zur
Forderung von Wundheilungsprozessen. In dieser Arbeit wurde in vitro gezeigt, dass
Myofibroblasten durch Hochregulation der HGF-Expression nach Stimulation mit
proinflammatorischen Zytokinen in der Lage sind, proinflammmatorische Signale in

proregeneratorische Signale umzuleiten.

Nicht-steroidale ~ Antirheumatika  (NSAR) zeigen neben ihren  analgetischen,
antiphlogistischen und antipyretischen Eigenschaften auch Effekte auf epitheliale
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Schutzfunktionen (Steigerung der epithelialen Permeabilitit, verminderte
Epithelproliferation). Der Einfluss von NSAR auf die Myofibroblasten-vermittelte
Wundheilungsforderung wurde bislang nicht untersucht und war ein weiterer Gegenstand
dieser Arbeit.

In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass Acetylsalicylsdure, Diclofenac und der
COX-2-selektive Inhibitor Celecoxib gleichermalen die Wundheilungsférderung von
intestinalen Epithelzellen senken, wenn diese gleichzeitig mit Zytokin-konditionierten
Myofibroblasten-Uberstinden behandelt werden. In diesem Modell sind die Effekte von 5-
Aminosalicylsdure auf die Restitution schwécher ausgeprigt. Die restitutions- und
proliferationsinhibierenden Effekte der NSAR sind gekoppelt mit einer Reduktion der
Prostaglandin (PG)E,- und 6-keto-PGF;,- sowie HGF-Konzentration in Myofibroblasten
Kultur-Uberstinden. Bei Abwesenheit proinflammatorischer Zytokine zeigten NSAR keine
signifikante Beeinflussung der Restitution und Proliferation von Darmepithelzellen.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass klassische NSAR, im Gegensatz zu 5-ASA, in einem
in vivo-Modell fiir chronisch-entziindliche Darmerkrankungen den Krankheitsverlauf

verschlechtern.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

Ak Antikorper

5-ASA 5-Aminosalicylsdure =Mesalazin

ASS Acetylsalicylsdure

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare (base-pairs)

BSA Bovines serum albumin

CED chronisch-entziindliche Darmerkrankungen
COX Cyclooxygenase

cpm Signale pro Minute (counts per minute)
Cr cycle threshold

CTP Cytidintriphosphat

DNA Desoxyribonukleinsiure

DTT Dithiothreitol

ECM Extracellular matrix

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

EGF Epidermal Growth-Factor

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
ERK extracellular signal-regulated kinase
FAP Féamilidre Adenomatose Polyposis

FBS Fetales bovines serum

FGF Fibroblast Growth-Factor

g Schwerebeschleunigung oder Gramm
GAPDH Gyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
HBSS Hanks balanced salt solution

HGF Hepatocyte Growth-Factor

HISMF humane intestinale subepitheliale Myofibroblasten
HPETE Hydroxyeikosatetraensdure

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IGF Insulin-like Growth-Factor

IL Interleukin

Iu international units
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kb
kDa
KGF
KO
LT

MAPK
MEK
MEM
NSAR
PAGE
PBS

pH

PG
PI;-Kinase
(m)RNA
RT-PCR
SDS
SEM
SSC
TGF
TNF

TX

Kilobasenpaare (kilo base-pairs)
Kilo Dalton

Keratinocyte Growth-Factor
Kontrolle

Leukotrien

molar

Mitogen-activated protein kinase
MAP kinase kinase

minimal essential Eagle Medium
Nicht-steroidale Antirheumatika

Polyacrylamid-Gelelektophorese

Phosphat-gepuffertes Salz (Phosphate-buffered saline)

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration

Prostaglandin
Phosphatidyl-inositol-3-kinase

(messenger)Ribonukleinsdure

Reverse Transkriptase-gekoppelte Polymerase-Ketten-Reaktion

Natriumlaurylsulfat (Sodium Dodecyl Sulphate)

Standard error of the mean

Natriumcitratsalz-Puffer (Saline-Sodium-Citrate buffer)

Transforming Growth-Factor
Tumor Nekrose-Factor

Thromboxan
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