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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Funktionaler Aufbau des menschlichen Darms

Der Darm stellt die grofdte Kontaktflache des menschlichen Kérpers mit der Aulenwelt dar.
Allein die Oberflache des Dunndarms ist etwa 200 m? grof3 und damit deutlich groRer als
beispielsweise die Oberflache des Alveolarraums mit rund 80-140 m? V. Diese enorme
GroRe ist fur die Verdauungsfunktion notwendig, bedeutet aber gleichzeitig auch eine
enorme Expositionsflache gegenlber einer ganzen Reihe potenziell schadlicher
Organismen und Substanzen wie beispielsweise Bakterien und bakteriellen Produkten,
Viren, Parasiten oder Toxinen und Nahrungsbestandteilen, die abgewehrt werden mussen.
Diese beiden unterschiedlichen Aufgaben — Resorption von Nahrstoffen und Vitaminen
einerseits und Abwehr schadigender Agenzien andererseits — spiegeln sich in der
Architektur der Darmwand wider:

L ---Zotte '

_____ Lamina E
epithelialis '
- - - Lamir]a !
Rinphs E Tunica
P mucosa
----Krypte '
Lamina ;
-~ -- muscularis
... NUcesae. ___. .
' Tela
i--- submucosa
-- Ringmuskel-
schicht
Tunica
---- muscularis
-- Langsmuskel-
schicht
Tunica

Blu\tgeféi'Be Auerbach- Peritone'alepithel
Plexiia

Abb. 1.1: Schematischer Aufbau der Darmwand

Die Darmwand besteht prinzipiell in allen Darmabschnitten aus den vier Schichten Mukosa, Submukosa,
Muskularis und Serosa. Einzelheiten siehe Text. [aus "]
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Einleitung

Prinzipiell wird die Darmwand in allen Darmabschnitten von vier Schichten gebildet, die je
nach Lokalisation leichten Variationen unterworfen sind. Das Lumen wird durch eine in
sich wiederum dreischichtige Tunica mucosa begrenzt, die sich von innen nach aufden aus
einer Lamina epithelialis, einer Lamina propria und einer Lamina muscularis mucosae
zusammensetzt .

In den im Rahmen dieser Arbeit interessanten Abschnitten Dunn- und Dickdarm besteht
das Epithel aus einer einzigen Schicht zylindrischer Enterozyten, die sowohl fur die
Resorption zustandig sind als auch eine physiologische Barriere zwischen Koérper und
Aulenwelt darstellen. Zell-Zell-Kontakte dichten das Epithel auch zwischen den
Enterozyten ab. Durch Ein- (Krypten) und Ausstilpungen (Zotten, nicht im Dickdarm)
kommt es zu einer starken Oberflachenvergrof3erung. Zwischen den Enterozyten befinden
sich zudem Becherzellen, die die Darmoberflache mit einer schleimigen Schutzschicht
bedecken und besonders im Kolon haufig sind, endokrine Zellen mit sensorischen und
sekretorischen Funktionen sowie Lymphozyten und in den Krypten auch sekretorisch und
phagozytierend aktive Paneth-Koérnerzellen im Dienste der Immunabwehr. Ausgehend von
in den Krypten gelegenen Stammzellen erfolgt alle 5-6 Tage eine komplette Erneuerung
des Epithels.

Die bindegewebige Lamina propria enthalt neben zahlreichen Blut- und Lymphgefallen,
die u.a. fur den Abtransport resorbierter Nahrstoffe wichtig sind, auch lymphatische Zellen,
z.B. Makrophagen, Plasmazellen, Lymphozyten, Mastzellen und Eosinophile, die eine
schnelle Auseinandersetzung des intestinalen Immunsystems mit luminalen Antigenen
ermoglichen. Die Lamina muscularis mucosae erlaubt der Mukosa eine gewisse
Eigenmobilitat.

An die Mukosa schliel3t sich nach aulden die Tela submucosa an, in deren Bindegewebe
sich Blut- und Lymphgefalle sowie Nervenzellen des enterischen Nervensystems
befinden.

Die nun folgende Tunica muscularis besteht aus einer inneren Ring-, einer dul3eren
Langsmuskelschicht sowie dem dazwischen liegenden flr die Motilitat verantwortlichen
Nervenplexus und steht im Dienste der Peristaltik.

Nach auBen wird die Darmwand durch die Tunica serosa abgeschlossen .

1.2 Chronisch entziuindliche Darmerkrankungen

Die beiden Krankheiten ,Morbus Crohn“ (MC) und ,Colitis ulcerosa“ (CU) werden als

chronisch entzindliche Darmerkrankungen (CED) zusammengefasst. Wesentliche
2



Einleitung

Elemente der Atiologie und Pathogenese dieser Erkrankungen sind weiterhin unklar.

Als gesichert gilt die multifaktorielle Genese durch ein Zusammenspiel von genetischen
Pradispositionsfaktoren und Umwelteinfliissen 2.

So zeigten Zwillingsstudien bei monozygoten Zwillingen Konkordanzraten von 20-50 % fur
MC bzw. 14-19 % fur CU, wahrend die Rate bei Heterozygoten zwischen 0 und 7 % (MC)
bzw. 4,5 % (CU) liegt ¥°9.  Eine positive Familienanamnese liegt bei ca. 10 % der
Erkrankten vor, das Lebenszeitrisiko fur erstgradig Verwandte von an CED Erkrankten
betragt 5 % fir MC bzw. 1,6 % fir CU ”. Zudem existieren ethnische Unterschiede,
beispielsweise erkranken Angehorige der judischen Volksgruppe der Ashkenazim
besonders haufig &.

Passend dazu konnten zahlreiche Genpolymorphyismen, die mit einem erhohten
Erkrankungsrisiko einhergehen, identifiziert werden: Beispiele sind der |L-23-Rezeptor auf
Chromosom 1, der sowohl bei MC als auch CU eine Rolle spielt oder NOD2-
Polymorphismen als Risikofaktor flir MC :'9:"12) |nggesamt sind mehr als 30 Genloci mit
einem erhohten Risiko assoziiert .

Die Bedeutung von Umweltfaktoren fur die Krankheitsentwicklung wird nicht nur aufgrund
der erwahnten Konkordanzraten, sondern auch durch geographische Unterschiede in der
Inzidenz und Pravalenz sowie die historische Entwicklung deutlich: Wahrend die
Haufigkeit von CED in Nordamerika und (Nord-) Europa in der zweiten Halfte des 20.
Jahrhunderts weiter zunahm und sich jetzt zu stabilisieren scheint, ist in vielen
Entwicklungslandern parallel zur Veranderung der Lebensbedingungen eine Zunahme zu
verzeichnen. In Nordamerika gleicht sich die Inzidenz bei Afro-Amerikanern und Weilten
unter gleichen Lebensbedingungen an .

Der wohl wichtigste aulRere Einfluss bei CED ist die intestinale Darmflora. In Tiermodellen
kann bei keimfrei gehaltenen Ratten keine experimentelle Colitis induziert werden . Bei
CED-Patienten scheint im Zuge einer Immundysregulation eine Ubersteigerte und
fehlregulierte Immunantwort gegen die kommensale Darmflora stattzufinden, die zu
chronischer Entziindung und Schadigung der Darmmukosa fuhrt. Méglicherweise spielt
dabei auch eine veranderte Zusammensetzung der Darmflora eine Rolle '©.

Zur Induktion und Aufrechterhaltung dieser Ubersteigerten Immunantwort ist eine
Kontaktaufnahme von Zellen des Immunsystems mit der Darmflora erforderlich, wofir ein
Missverhaltnis aus protektiven und aggressiven Mechanismen verantwortlich gemacht
wird, das zur Translokation luminaler mikrobieller Antigene durch die Epithelbarriere fuhrt.
Als wichtiger protektiver Mechanismus haben sich in den vergangenen Jahren Defensine

herauskristallisiert. Diese antimikrobiellen Peptide werden von Paneth-Zellen sezerniert
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und sind in ihrer Konzentration vor allem bei Morbus Crohn reduziert ''®. Fir die Colitis
ulcerosa wurde gezeigt, dass der Gehalt an Phosphatidylcholin (PC) im Mukus reduziert
ist ' und die exogene Applikation von PC die Entziindungsaktivitat reduziert 2. Dies wird
inzwischen auch therapeutisch eingesetzt 2"

Daneben sind noch weitere von intestinalen Epithelzellen sezernierte Produkte und
Bestandteile der im Kolon normalerweise 800 um dicken Schleimschicht auf dem Epithel
in ihrer Konzentration erniedrigt. Zudem tragen eine gesteigerte epitheliale Permeabilitat
und Defekte in Zell-Zell-Kontakten zur Dysfunktion der epithelialen Barriere bei CED bei.
Auch Wunden im Epithel stellen eine bedeutende Eintrittspforte fur die Darmflora dar.
Nach wie vor ist allerdings unklar, ob das Uberwiegen aggressiver Faktoren das primére,
krankheitsauslosende Ereignis darstellt oder sekundar als Folge der Entzindungsreaktion
auftritt und diese so unterhalt 2. Zunehmend deutlicher wird jedoch, dass das Epithel nicht

nur eine passive Barriere darstellt, sondern auch aktiv mit Inmunzellen interagiert 2°.

‘ ..‘ Bakterien
-' '4? Translokation
. Py LY bakterieller ‘ . ..‘
Py Antigene L4 ' 4
& S
Defensine gestorte g
Muzine epitheliale
u.a. Barriere '

genetische

Mukesa Pradisposition

P :

IL-17 @

IL-2

IFN-y
IL-23
Immun- @ @
dysregulation @
TNF-a

Abb. 1.2: Schematische Darstellung einer Auswahl von nach heutigem Stand der

Wissenschaft fur die Pathogenese des MC wichtiger Elemente

In einer gesunden Darmschleimhaut wird die kommensale Darmflora durch Abwehrmechanismen
kontrolliert. Bei MC ist die epitheliale Barriere dagegen gestort, sodass eine Translokation luminaler
Antigene moglich ist und bei genetisch pradisponierten Individuen eine fehlgesteuerte Immunantwort
hervorruft. Diese fihrt sekundar zu Gewebeschaden [unter Verwendung einer Fotografie aus 24)].

IL-12
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Der durch die Darmflora getriggerte Entzindungsprozess bei CED ist durch ein
verandertes Zytokinprofil gekennzeichnet: Bei MC Uberwiegen die Th1-Zytokine IFN-y,
TNF-a, IL-2 und IL-12, wahrend bei CU Th2-typische Zytokine wie IL-5, IL-13 und TGF-3
dominieren %) Dies fiihrt bei MC zu einer gesteigerten mukosalen Produktion und
erhdhten Serumspiegeln von IFN-y 2. Es kommt auerdem zu einem Ubergewicht von
Effektor-T-Zellen Uber regulatorische T-Zellen %), wofiir unter anderem die Interleukin-17
produzierende T-Zell-Population Th17 verantwortlich gemacht wird. Diese entwickelt sich
TGF-B-abhangig aus naiven T-Zellen 2 und wird durch Interleukin-23 zur Produktion von
IL-17 und IL-6 stimuliert *. Interleukin-17 ist bei CED heraufreguliert und in Schleimhaut
und Serum vermehrt exprimiert V.

Fir diese immunologische Dysregulation wiederum scheint die genetische Suszeptibilitat
eine wichtige Rolle zu spielen. Als Beispiel seien Mutationen in NOD2, einem
intrazellularen Rezeptor fur das bakterielle Produkt N-Acetyl-Muramyl-Dipeptid und
Aktivator des proentzindlichen NFkB-Signalwegs, genannt, durch die die Immunantwort
gegeniiber Bakterien und bakteriellen Produkten weniger effektiv ausfallt 32,

Ein weiterer gesicherter Umweltfaktor, der das Auftreten von MC und CU beeinflusst, ist
das Rauchen (erhdhtes Risiko fur MC, erniedrigtes Risko fur CU). Diskutiert werden
zudem Einflisse durch Appendektomie, orale Kontrazeption, Ernahrungsgewohnheiten,

Stillen, Maserninfektion bzw. -impfung sowie Infektionen mit Mykobakterien ™.

1.2.1 Morbus Crohn

In Deutschland sind rund 300.000 Menschen an MC erkrankt. Die Erkrankung kann im
gesamten Gastrointestinaltrakt auftreten, das terminale lleum ist jedoch am haufigsten
befallen. Das Entzindungsmuster ist segmental, d.h. es kdnnen sich entzindete und
gesunde Darmabschnitt abwechseln (,skip lesions®). Histologisch findet sich eine
transmurale Entzindung aller Wandschichten des Darmes, in 40 % sind
Epitheloidzellgranulome nachweisbar 3.

Symptomatisch wird MC meist durch Bauchschmerzen, die sich oft auf den rechten
Unterbauch projizieren, sowie Diarrhoen. Durch eingeschrankte Nahrungsaufnahme
und/oder -resorption konnen Gewichtsabnahme und Malnutrition, insbesondere ein
Vitamin B12-Mangel, auftreten. Des Weiteren konnen die entzindlichen Prozesse
Komplikationen wie Stenosen, Fisteln und Abszesse mit den daraus resultierenden
Symptomen verursachen. Auch extraintestinale Manifestationen, z.B. Arthropathien oder

Hautmanifestationen, kommen bei etwa einem Viertel der Patienten vor 333439,
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Eine Heilung ist bisher nicht moglich. Durch immunsuppressive Therapiestrategien konnen
aber Schibe abgemildert und Haufigkeit und Schwere von Rezidiven reduziert werden.
Aufgrund epidemiologischer Beobachtungen lasst sich dabei im kurzfristigen Verlauf ein
komplettes, partielles oder Nicht-Ansprechen unterscheiden. Im langfristigen Verlauf
spricht man von anhaltendem Ansprechen bzw. bei Wiederauftreten oder Zunahme der

Beschwerden von Steroidabhangigkeit *.

A B

Krankheits- Krankheits-

o komplettes . —
aktiv itat
Ansprechen aktiv itat m
(58%)
——

1 Jahr
, anhaltendes

0 30 Tage
Krankheits- Ansprechen

aktiv itat m f ————— - (32%)
/ N Amsprechen — | |
(26%) 1 Jahr !
L ] Krankheits-
0 30Tage aktiv itat / \, — L= Steroidabhangigkeit
| (28%)

S |
Nicht- 1 Jahr
;i?i:}?tg?ts_ / ansprechen Krankheits- N !
(16%) aktivitat | f @ St
L J
0 30Tage 1 Jahr

Abb. 1.3: Ansprechraten auf Corticosteroidtherapie bei neu diagnostiziertem MC in

einer populationsbezogenen Studie in Olmsted County, Minnesota *:

(A) Innerhalb von 30 Tagen nach Beginn einer StoRtherapie mit Steroiden sprachen die meisten Patienten
komplett oder partiell an, bei 16% kam es zu keinerlei Rickgang der klinischen Symptome. (B) Ein Jahr nach
Beginn der Steroidtherapie (diese wurde wenn mdglich Uber drei bis sechs Monate ausgeschlichen) zeigten je
etwa ein Drittel der Patienten einen stabilen Rickgang der Symptome bzw. eine Steroidabhangigkeit mit
Rekurrenz der Beschwerden. 38% wurden innerhalb eines Jahres operiert (nicht dargestellt).

Es existieren drei prinzipielle Formen des Krankheitsverlaufes: In der Mehrzahl der Falle
(67-73 %) kommt es zu einem chronischen Krankheitsbild mit rezidivierenden
Entzindungsschuben. In 10-13 % schlief3t sich an Entzindungsschube eine stabile
Remission uUber mehrere Jahre an. Ein chronisch aktiver Verlauf tritt bei 13-20 % der
Patienten auf, dabei kommt es trotz Therapie nach dem initialen Schub zu keiner
kompletten Remission der entziindlichen Aktivitat 4.

Wesentliche Komplikationen des MC sind enterale Fisteln und Stenosen. Innerhalb von 20
Jahren nach Diagnosestellung treten diese bei der Halfte der Patienten auf und erfordern
dann eine chirurgische Intervention. Diese fiihrt jedoch ebenfalls nicht zur Heilung der

Erkrankung, 10 Jahre postoperativ sind wieder bis zu 55% der Patienten betroffen ).
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Oberer Gl-Trakt
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Abb. 1.4: Krankheitslokalisation bei Morbus Crohn
Am haufigsten ist bei Morbus Crohn das terminale lleum betroffen. Prinzipiell konnen aber alle
Darmabschnitte befallen sein. [aus **]

1.2.2 Colitis ulcerosa

Schatzungen gehen von etwa 200.000 Colitis ulcerosa-Patienten in Deutschland aus,
aufgrund milder subklinischer Verlaufe kann jedoch von einer gewissen Dunkelziffer
ausgegangen werden. Im Gegensatz zu MC befallt die Colitis ulcerosa lediglich das Colon,
selten ist auch das terminale lleum im Rahmen einer sogenannten ,Backwash-lleitis®
betroffen. Die Ausbreitung der Entziindung ist bei der CU kontinuierlich und vollzieht sich
von distal nach proximal. Histologische Charakteristika sind auf die Mukosa beschrankte
entzlindliche Veranderungen sowie Kryptenabszesse %,

Als Leitsymptom stehen meist blutige Diarrhoen im Vordergrund, die mit Tenesmen
einhergehen. Schmerzen werden tendenziell eher im linken Unterbauch verspart.
Stenosen und Fisteln finden sich nicht. Extraintestinale Manifestationen sind ahnlich haufig
wie bei MC *)%) wobei die primar sklerosierende Cholangitis deutlich starker mit der CU
(in 2 % der Falle) als mit dem MC (0,4 %) assoziiert ist *®®. Entgegen friiherer Annahmen
muss nach neueren Untersuchungen davon ausgegangen werden, dass das
kolitisassoziierte Karzinom als Komplikation der chronischen Entzindung bei der CU und
der Colitis Crohn ahnlich haufig ist. Die kumulative Inidenzrate nach 30 Jahren wird mit

7,5 % bis 18 % angegeben und scheint in letzter Zeit abzunehmen 394047,
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Verlauf und medikamentdse Therapieoptionen entsprechend weitgehend denen des MC.
Eine Heilung ist durch Proktokolektomie mit ileoanaler Pouch-Anlage aber grundsatzlich

maglich 3339

C. transversum
41%

//

C. ascendens
27%

+Backwash-lleitis"
5%

Rektum
95%

Abb. 1.5: Krankheitslokalisation bei Colitis ulcerosa

Immer beginnt die Erkrankung im Rektum und kann sich im Kolon von dort noch oral ausbreiten. Nur sehr
selten ist auch das terminale lleum im Sinne einer Backwah-lleitis befallen. Andere Darmabschnitte sind nie
betroffen. [aus *¥]

1.3 Gastrointestinale epitheliale Wundheilung

Die groRe Oberflache des Darmes, in dem sich noch dazu rund 100 Billionen Bakterien
befinden, macht schnelle und effektive Wundheilungsmechanismen bei Verletzungen des
intestinalen Epithels notwendig 2.

In einem vereinfachten Modell, dessen Schritte sich in vivo Uberlappen, findet die
epitheliale Wundheilung dreistufig statt: In einem als epitheliale Restitution bezeichneten
Vorgang dedifferenzieren zunachst dem Epitheldefekt benachbarte IEC, migrieren in das
geschadigte Areal und redifferenzieren dort. So kommt es nur durch Migration und ohne
Zellproliferation zu einer schnellen Abdeckung der Wunde innerhalb von Minuten bis
Stunden. Die Zellproliferation folgt erst im zweiten Schritt, um die Zahl der das Epithel
bildenden Zellen wieder auf das Ausgangsniveau zu heben. Zur endgultigen Herstellung
des ursprunglichen Zustands kommt es schlieBlich zur Reifung und weiteren

Differenzierung der migrierten und proliferierten Zellen #3444%)46),
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Abb. 1.6: Modellhafter Ablauf der gastrointestinalen epithelialen Wundheilung

Auf eine Verwundung reagiert das gastrointestinale Epithel mit einer schnellen Abdeckung des Defekts
durch Migration benachbarter Epithelzellen (Restitution). Zur Herstellung des Ausgangszustands folgen
Proliferation und Differenzierung (Einzelheiten siehe Text). [nach “]

Diese Vorgange werden von zahlreichen Signalwegen gesteuert und beeinflusst. So
induziert eine intestinale Verwundung beispielsweise den proinflammatorischen NF-kB-
Signalweg *", den MAPK p38-Signalweg und PI3K-abhangig GSK3B, die alle die
Wundheilung positiv beeinflussen 2484950 Des Weiteren fordern auch zahlreiche
Wachstumsfaktoren den epithelialen Wundschluss, z.B. Transforming Growth Factor-beta
(TGF-B) durch Steigerung der Migration, nicht aber der Proliferation °", Fibroblast Growth
Factor (FGF) °? oder Epidermal Growth Factor (EGF) in einem u.a. PI3K-abhangigen
Mechanismus 3)5459),

Daneben besteht Evidenz fir eine Beeinflussung der intestinalen epithelialen Wundheilung
auch durch luminale Faktoren wie Gallensauren, mittelkettige Fettsauren oder
kommensale Bakterien *2,

Beschrankt sich die Wunde nicht auf das Epithel, sondern reicht sie in tiefere Schichten,
so wird der Wundheilungsprozess noch weit komplexer und es kommt zur Einbeziehung
von subepithelialen Myofibroblasten und Immunzellen. Als Folgen sind Narben, Fibrose

oder gar Stenosen moglich %7
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1.4 Zellmigration

Die Migration von Zellen ist von entscheidender Bedeutung fur die Entwicklung, das
Wachstum und die Regeneration menschlicher Gewebe (beispielsweise bei der
gastrointestinalen epithelialen Wundheilung) und spielt in einer Vielzahl von
pathologischen Prozessen eine wichtige Rolle. Der komplex regulierte Prozess der
Zellmigration kann modellhaft durch zyklische Prozesse erklart werden:

Auf einen migrationsfoérdernden Stimulus hin kommt es zunachst zu einer Polarisierung
der migrierenden Zelle in eine Zellfront (leading edge) und einen Zellschwanz (rear pole).
Es folgen dann abwechselnd eine Protrusion der Zellfront in Migrationsrichtung und eine
Retraktion des Zellschwanzes. Dieses Konzept ist in der Lage, die grundlegenden
Prinzipien der Zellmigration zu erklaren, stellt aber gleichzeitig eine Vereinfachung dar, da
sich diese Prozesse insbesondere bei sich schnell fortbewegenden Zellen wie
Neutrophilen Uberlappen und sich der Ablauf der Migration zwischen verschiedenen
Zelltypen teilweise stark unterscheidet. So kann zum Beispiel die Morphologie der
Protrusionen sogar bei derselben Zelle in Abhangigkeit von der Umgebung stark

variieren 58):59)60)

1.4.1 Polarisierung

Die Polarisierung der migrierenden Zelle kommt durch die gezielte Lokalisierung von
Proteinen zustande. Unter Beteiligung der vor allem an der Spitze der Zellfront aktiven
Rho-GTPase Cdc42 ©16263 werden das Mikrotubulus Organisationszentrum und der
Golgi-Apparat auf die in Richtung Zellfront gerichtete Seite des Zellkerns dirigiert, wodurch
vermutlich die dorthin gerichtete Entstehung von Mikrotubuli und damit Bereitstellung und
Transport von fiir die Protrusion bendétigten Proteinen erleichtert werden 4.

Fir die Festlegung der Migrationsrichtung ist die PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) von
entscheidender Bedeutung. Schon 10 %-ige Gradienten eines Chemotaxins sorgen G-
Protein-vermittelt fir eine Akkumulierung und Aktivierung auf der Zellseite hoherer
Konzentration, wahrend der Gegenspieler PTEN (phosphatase and tensin homolog) sich
an den Seiten und dem Ende der wandernden Zelle sammelt. Uber PIP;
(Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat) wird das chemotaktische Signal verstarkt und in
die Zelle weitergeleitet *°.

Zellmigration geht zudem mit raumlichen Unterschieden in der intrazellularen

Kalziumkonzentration einher. So sind die Spiegel am Vorderpol erniedrigt, wahrend sie am
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Hinterpol erhoht sind. lonenkanale wie z.B. der NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptor

sind darin involviert .

1.4.2 Vorwartsbewegung des vorderen Zellpols

Das Vorschieben des vorderen Zellpols kann grundsatzlich mittels breiten Lamellipodien
oder schmalen, feinen Filopodien zustande kommen. In beiden Fallen ist die intrazellulare
Aktinpolymerisation zu Mikrofilamenten die Triebkraft, durch die die Membran in
Migrationsrichtung ausgestilpt wird %®. Mikrofilamente sind Polymere aus G-Aktin mit
einem (+)-Ende, an das sich ATP-abhangig weitere Monomere anlagern kénnen, und
einem (-)-Ende, von dem Monomere abdissoziieren konnen. Dieser Vorgang sowie die
Architektur der Filamente werden durch zahlreiche assoziierte Proteine gesteuert. So
induziert der durch sogenannte nucleation promoting factors (NPF) aktivierte Komplex
Arp2/3 (actin related protein 2/3) in Lamellipodien Verzweigungen der Aktinfilamente und
sorgt damit flr eine verastelte Struktur. Dagegen kommen in Filopodien parallele Bindel

aus Mikrofilamenten vor, die durch Fascin geblindelt werden .

Hl{fﬂe

Filopodium

Abb. 1.7: Rasterelektronenmikroskopisches Bild einer migrierenden Zelle
Es sind sowohl Lamelli- als auch Filopodien und der in Retraktion befindliche Zellschwanz zu erkennen
(Quelle: http://bioweb.wku.edu/courses/biol22000/27 Actin/Lecture.html)
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Die Stabilisierung der Membranprotrusionen erfolgt Uber Integrine an der extrazellularen
Matrix oder anderen Zellen. Integrine sind heterodimere Transmembranproteine aus einer
a- und einer B-Untereinheit. Je nach Kombination der verschiedenen a- und (-
Untereinheiten dienen die Integrine als Rezeptoren flr eine Vielzahl von extrazellularen
Liganden. Uber eine enorme Menge an assoziierten Proteinen wird eine Verbindung der
intrazellularen Domanen mit dem Aktin-Zytoskelett hergestellt. Auf diese Weise bilden sich
an der Front von Lamellipodien sogenannte Fokalkontakte aus. Als intrazellulare
Verbindung zu den Mikrofilamenten dienen unter anderem Vinculin und Paxillin 7.
Reguliert wird die Ausbildung von Lamelli- und Filopodien durch die Rho-GTPasen Rac,
Cdc42 und RhoG, die in GTP-gebundenem Zustand aktiv sind und die Polymerisation von
Aktinflamenten und die Zusammenlagerung von Integrinen induzieren sowie sich
gegenseitig steuern und stabilisieren ¢-9),

Auch lonenkanale konnen zur Ausbildung von Lamelli- und Filopodien beitragen, indem
sie lonen in die Ausstllpungen aufnehmen und der folgende passive Wassereinstrom zu

einer Schwellung flhrt .
chemotaktischer Stimulus

hinten vorne

Mikrotubuli
PTEN

Polarisierung

Myosin Il

2] PI3K

Integrine
Ca2+u

Fokalkomplexe

RhoG

4
y Rac
RhoA F {
ROCK-1 g Mikrofilamente
Myosin Il < 1\ Arp2/3
ca?* S Fascin I]\

Kca3.1 N

Bl

Retraktion

NPF

lonenkanale

Protrusion

Abb. 1.8: Schematische Darstellung wichtiger Vorgange der Zelimigration

Auf einen chemotaktischen Stimulus hin kommt es zur Polarisierung der Zelle und der Ansammlung
bestimmter Molekile und Zellorganellen am vorderen bzw. hinteren Pol. Die folgenden Prozesse kdnnen
modellhaft durch eine zyklische Abfolge von Protrusion der Zellfront und Retraktion des Zellschwanzes
beschrieben werden (Einzelheiten siehe Text).
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1.4.3 Nachziehen des hinteren Zellpols

Analog sind lonenkandle auch fir die Folgebewegung des Zellschwanzes wichtig:
Insbesondere konnte fur den Kaliumkanal Kc.3.1 gezeigt werden, dass seine Aktivitat fur
ein Abschwellen des hinteren Zellpols essentiell ist. Interessanterweise wird er vor allem in
migrationsfahigen Zellen exprimiert .

Ausgehend von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren fir Chemotaxine wird im hinteren
Zellpol Uber eine Signalkaskade die Rho-GTPase RhoA aktiviert. RhoA hat
antagonistische Wirkungen zu Rac und stimuliert unter anderem Myosin |l zur Ausbildung
kontraktiler Komplexe mit Aktin, die ein Nachziehen des hinteren Zellpols ermdglichen.
Zudem hemmt Myosin Il Rac- und PIPs-vermittelte Signale ™.

Des Weiteren vermittelt RhoA im Zellschwanz Uber die Kinase ROCK-1 (Rho-associated

coiled-coil containing protein kinase 1) eine Lockerung der fokalen Komplexe ™.

1.5 Kaliumkanale

Die Lipiddoppelschicht von Zellmembranen verhindert den Durchtritt geladener lonen.
Daher verfugen Zellen in ihren Membranen Uber lonenkandle, die als integrale
Membranproteine mit einer wassergefillten Pore den Ein- und Ausstrom von lonen
entlang des elektrochemischen Gradienten ermdéglichen. Kationenkanale weisen dabei als
verbindendes Bauprinzip auf, dass sie aus jeweils vier Untereinheiten bestehen, wobei
jede Untereinheit zwingend zwei porenbildende Transmembranhelices sowie eine sie
verbindende sogenannte P-Schleife enthalt. Fakultativ kdnnen in jeder Untereinheit
aullerdem noch vier weitere Transmembranhelices vorhanden sein, deren Funktion es ist,
als Sensoren der Membranspannung das ,gating®, also den Wechsel zwischen Offen- und
Geschlossenzustanden des Kanals, zu steuern. Durch verschiedene homo- und
heteromere Kombinationen von Untereinheiten mit zwei bzw. sechs Domanen — was bei
manchen Kanalen bereits auf DNA-Ebene geschieht — entstehen eine Vielzahl von
Kanalfamilien und -unterfamilien, deren Schaltverhalten unterschiedlich reguliert ist. Die
Substratspezifitat kommt im Fall von Kaliumkanalen durch einen speziellen Abschnitt der
P-Schleifen der Untereinheiten zustande: Jeweils ein Tyrosin- und ein Glycinrest tragen zu
einer Ringstruktur bei, die die Hydrathulle von Kaliumionen, nicht aber von anderen lonen,

ersetzen kann und somit den lonendurchtritt auch energetisch ermdglicht 727
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TURRET _ ~ SELECTIVITY
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Abb. 1.9: Grundstruktur von Kaliumkanélen
Ansicht von extrazellular (links) sowie von seitlich (rechts). Ein Kaliumkanal setzt sich aus vier
Untereinheiten zusammen (Einzelheiten siehe Text). Quelle: ™

1.5.1 Kaliumkanalfamilien

In Abhangigkeit von der Morphologie der Untereinheiten und des gating-Verhaltens

werden vier Familien von selektiven Kaliumkanalen unterschieden, deren Nomenklatur

sich in dieser Arbeit an den offiziellen Benennungen der IUPHAR (International Union of

Basic and Clinical Pharmacology) orientiert. Die alternativen Benennungen des HUGO

Gene Nomenclature Committee (HGNC) sind im Folgenden einmalig in Klammer

angefuhrt:

Einwartsgleichrichter-Kaliumkanale K (KCNJ): Sieben Unterfamilien mit insgesamt
15 Vertretern dieser Familie sind bis heute bekannt. Sie bestehen aus jeweils vier
homologen Untereinheiten mit zwei Transmembrandoméanen . Der Name rihrt
daher, dass durch sie — bei hyperpolarisierter Membran - Kaliumionen in erster Linie
nach intrazellular flieRen, wahrend der Kaliumstrom bei gegenuber dem
Gleichgewichtspotenzial depolarisierter Membran durch andere lonen, die die
Kanalpore blockieren, verhindert wird. Vor allem an quergestreifter Muskulatur und
epithelialen Zellen bedingen sie das Ruhemembranpotenzial "?. Die beiden Kanale
der Unterfamilie K6 weisen zudem eine zytoplasmatische Bindungsstelle fur ATP
auf, dessen Bindung zur Inaktivierung des Kanals flhrt. Dies spielt unter anderem

bei der Insulinfreisetzung aus den B-Zellen des Pankreas eine wichtige Rolle ™, wo
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diese Kanale aufgrund ihrer Kopplung mit dem Sulfonylharnstoffrezeptor auch ein
bedeutendes pharmakologisches Ziel sind . Einige weitere Einwartsgleichrichter
werden Uber intrazellulare Sensoren auf’erdem durch den pH-Wert reguliert.
Mutationen von Ki-Kanalen spielen bei zahlreichen Erkrankungen eine Rolle, u.a.
ist ein Funktionsverlust von K;1.1 fir das Bartter-Syndrom, ein renales
Salzverlustsyndrom, verantwortlich 374,

e 2P-Domanen-Kaliumkanale Kz (KCNK): Diese Kanalfamilie umfasst wiederum 15
Mitglieder, die allesamt Dimere darstellen, wobei jedes Monomer zwei Motive aus
zwei Transmembrandomanen mit dazwischenliegender P-Schleife enthalt. Vor
allem in neuronalen Geweben sind sie flir die Generierung des
Gleichgewichtspotenzials der Zellmembran verantwortlich und werden durch eine
Fille von Einfliissen reguliert 7.

e Spannungsgesteuerte Kaliumkanale K, (KCNA, KCNB, KCNC, KCND, KCNF,
KCNG, KCNQ, KCNS, KCNH): Zwolf Unterfamilien mit insgesamt 40 Kanalen
gehoren dieser damit gréiten Kaliumkanalfamilie an. Sie bestehen aus Homo- oder
Heterotetrameren von Untereinheiten mit sechs (in manchen Fallen auch sieben)

’®). Eine der nicht porenbildenden Transmembranhelices,

Transmembrandomanen
das sogenannte S4-Segment, fungiert dabei als Spannungsfihler: Aufgrund positiv
geladener Aminosaurereste bewegt es sich bei einer Membrandepolarisation in
Richtung Extrazellularraum und induziert dadurch eine Konformationsanderung der
porenbildenden Helices, woruber der Kanal fur Kaliumionen durchgangig wird. Bei
einer Repolarisation dreht sich dieser Prozess um. Da die Aktivierung von K-
Kanalen deutlich langsamer erfolgt als bei entsprechenden Na,-Kanalen,
ermoglichen sie im Zusammenspiel mit diesen den typischen Ablauf des
Aktionspotenzials an Nerven und Muskeln 7. Auch K,-Kanale sind an zahlreichen
pathologischen Prozessen beteiligt, ein bekanntes Beispiel sind erbliche long-QT-
Syndrome ausgeldst durch Mutationen in K, 7.1 ).

e Kalziumaktivierte Kaliumkanale Kca (KCNN, KCNM, KCNT, KCNU): In ihrem Aufbau
gleicht diese Kanalfamilie den spannungsaktivierten Kaliumkanalen, d.h. die jeweils
vier Untereinheiten bestehen aus sechs (teilweise sieben) Transmembrandoméanen.
Die Familie umfasst zwei unterschiedlichen Gruppen: zum einen die Unterfamilien
Kca2 (,small conductance®, KCNN1-3) und 3 (,intermediate conductance, KCNN4),
die Kalzium Uber C-terminal assoziiertes Calmodulin detektieren und dadurch
aktiviert werden und zum anderen die Unterfamilien Kc.1, 4 und 5 (,large
conductance®), wobei Kca1.1 durch Erkennung von Kalzium an Motiven der eigenen

15



Einleitung

C-terminalen Aminosauresequenz aktiviert wird und die Vertreter der Unterfamilien
4 und 5 nicht kalziumreguliert sind, sondern nur aufgrund ihrer genetischen

Verwandtschaft mit Kc.1.1 dieser Familie zugeordnet werden ™.

P-Schleife

2 Transmembrandomanen

/\ P-Schleife  P-Schleife

S4-Segment P-Schleife

6 Transmembrandomanen 2x2 Transmembrandomanen
Kv 112 Kir 17 K2P 1-7,9,10, 12, 13, 15-18
(spannungsabhangige Kanale) (Einwartsgleichrichter) (2P-Domanenkanale)
KC als

(kalziumaktivierte Kanale)

Abb. 1.10: ,,Stammbaum® der Kaliumkanale

Die Monomere der Kaliumkanale aller Kaliumkanalfamilien enthalten zwei Transmembrandoméanen und eine
sie verbindende P-Schleife. Bei 2P-Domanenkanalen sind zwei solcher Motive kombiniert, die Kanalbildung
erfolgt durch Dimerisierung. Spannungsabhangige und kalziumaktivierte Kanale enthalten in jedem ihrer vier
Monomere noch vier weitere Transmembrandomanen. [nach 7]

1.5.2 Kaliumkanale und Zellmigration

Ein bedeutender — je nach Gewebe und Kanal positiver oder negativer — Einfluss von
Kaliumkanalen auf die Zellmigration konnte bereits mehrfach gezeigt werden 78798087
828) Ein zugrunde liegender Mechanismus ist, dass Kaliumkanéle das Membranpotenzial
der Zelle und damit wiederum die Triebkraft fur den Kalziumeinstrom kontrollieren, der wie
oben beschrieben bei der Migration eine wichtige Rolle spielt. Daneben regulieren
Kaliumkanale auch das Zellvolumen und beeinflussen so das lokale An- und Abschwellen
von ,leading edge“ und ,rear pole“ im Rahmen von Protrusion und Retraktion. Des
Weiteren existieren direkte Interaktionen zwischen Kaliumkanalen und Integrinen, im

Rahmen derer (iber Konformationsanderungen Signale ausgetauscht werden kénnen .

1.5.3 Kaliumkanile in IEC
Wie alle Zellen, exprimieren auch IEC Kaliumkanale in ihrer Zellmembran 2. Diese

kontrollieren nicht nur das Membranpotenzial, sondern sind auch an den zahlreichen
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lonentransportprozessen Uber die apikale und basolaterale Membran von IEC beteiligt:
Fir das Membranpotenzial sind in humanen IEC basolaterale Kca3.1-Kanale entscheidend
8). Das negative Membranpotenzial stellt wiederum die Triebkraft fiir den im Rahmen von
Absorptions- und Resorptionsvorgangen notwendigen Transport anderer lonen uber die
Zellmembran dar 8. Als Beispiel sei die Chloridsekretion ins Darmlumen erwahnt:
Basolaterale kalzium- und cAMP-abhangige Kaliumkanale vermitteln und regulieren die
Hyperpolarisation von IEC und treiben so apikal Chlorid aus der Zelle. Zudem sind sie Teil
von Kaliumrecycling-Kreislaufen, die daflr sorgen, dass netto Chlorid von basolateral nach
luminal sezerniert wird und passiv Wasser mit ausstromt 0.

Wahrend physiologischerweise Absorptionsvorgange die Sekretion Uberwiegen, ist dieses
Verhaltnis bei vielen pathologischen Zustanden, wie z.B. CED, gestort und Ursache von

Diarrhoe 8°)86)87)88)

Abb. 1.11: Chloridsekretion in IEC:

Basolaterale Kaliumkanale vermitteln eine < Ca*+-activated
Hyperpolarisation und erzeugen so die /100“]——‘~Q K* channel
Triebkraft fir den apikalen Ausstrom von 7 K Nat*, K+, CI”
Chlorid. Dieses wurde basolateral im ©I° 2 or ’ﬁ:, Cotransporter
Cotransport mit Kalium und Natrium Channel @ R

aufgenommen. Das Recycling von Kalium - Na*, K* ATPase
und Natrium wird durch die Na+-K+-ATPase :3:: —_— X

vervollstandigt, sodass netto  Chlorid \_“ @ » CAMP-activated
sezerniert wird. Quelle: % J K* channel

1.6 Intrazellulare Signalkaskaden ausgehend von EGFr

Der EGFr zahlt zu den Rezeptortyrosinkinasen, zu denen auch die Rezeptoren flr
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), fur Platelet Derived Growth Factor (PDGF)
oder flr Insulin zahlen &,

Die Aktivierung intrazellularer Signalwege wird durch Bindung der Liganden an die
extrazellulare Doméne des Rezeptors initiiert. Diese fihrt zur Dimerisierung der
Rezeptortyrosinkinase und zur Autophosphorylierung von Tyrosinresten in den
cytoplasmatischen katalytischen Domanen. Durch diese Phosphorylierung entstehen
sogenannte SH2-, SH3- (,src-homology“) und PTB-Domanen (,phosphotyrosin-bindend*),
die als Adapterregionen fir intrazellulare Signalmolekile dienen und so die Weiterleitung
des Signals in verschiedene Signalwege ermdglichen 899, Auf diese Weise steuert der

EGFr zentrale Zellfunktionen wie Proliferation, Differenzierung, Migration und Apoptose °".
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Abb. 1.12: Autophosphorylierung von Rezeptortyrosinkinasen:

Nach Ligandbindung (1) kommt es zur Dimerisierung von Rezeptortyrosinkinasen (2). Dies ermoglicht die
Autophosphorylierung von intrazellularen Domanen, die in phosphorylierter Form als Adapterregion fir
intrazellulare Signalmolekle dienen (3). nach *

1.6.1 PI3K-Signalweg

1.6.1.1 Aktivierung von PKB/Akt

Der PI3K-Signalweg spielt in zahlreichen physiologischen und pathologischen Prozessen
eine zentrale Rolle . Zu den durch ihn regulierten Funktionen zahlen beispielsweise
Apoptose, Zellwachstum, Zellproliferation und Zellmigration, Angiogenese und
Stoffwechsel. PKB (Proteinkinase B) und Akt (v-akt murine thymoma viral oncogene
homologue) sind dabei Synonyme fur die zentrale Kinase der Sequenz, die in den drei eng
verwandten Isoformen Akt-1, -2 und -3 vorkommt %.

Die Aktivierung vollzieht sich wie folgt: An die SH2- und SH3-Domanen der aktivierten
Rezeptortyrosinkinasen kann auch die regulatorische Einheit der PI3K binden, wodurch
ihre katalytische Einheit aktiviert wird. Alternativ kann auch Insulinrezeptor-Substrat-1
(IRS-1) mit der Rezeptortyrosinkinase interagieren und dann seinerseits PI3K aktivieren.
Aktivierte PI3K phosphoryliert den Zellmembranbestandteil Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP;) zu PIPs;. PIP; dient nun wiederum als Bindungsstelle fur PDK-1
(phospholipid-dependent kinase) und PKB/Akt, die so an die Zellmembran rekrutiert
werden, wo PKB/Akt von PDK-1 an Threonin 308 (T308) phosphoryliert wird *3.

Daneben ist fur die Aktivierung von PKB/Akt auch die Phosphorylierung an Serin 473
(S473) erforderlich. Diese wird durch den mTORC2 (mammalian target of rapamycin
complex 2)-Komplex vermittelt. Die Phosphorylierung von S473 begunstigt die
Phosphorylierung von T308 *)%), mTORC2 wird seinerseits auf noch unbekannte Weise

von Rezeptortyrosinkinasen aktiviert %
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1.6.1.2 Regulation der Aktivierung

Um Uberschiellende Reaktionen zu vermeiden, gibt es — wie in anderen Signalwegen
auch — Gegenspieler, die die Aktivierung von PKB/Akt negativ regulieren.

So ist der Tumorsuppressor PTEN in der Lage, die PIPs-Phosphorylierung wieder
aufzuheben und die Phosphatase PHLPP (PH domain and leucin rich repeat protein
phosphatase) kann als Gegenspieler von mTORC2 die Akt-Phosphorylierung an S473
rickgangig machen .

Zudem besteht ein typischer negativer feedback-Mechanismus, durch den die Aktivierung
von PKB/Akt zur Inhibition von IRS-1 und so zur Bremsung der weiteren Aktivierung fuhrt.
Dieser feedback-loop wird Uber den mTORC1-Komplex vermittelt: mTORC1 sowie
Substrate von mTORC1 hemmen IRS-1 %), PKB/Akt steigert die Aktivitdit von mTORC1,
indem es PRAS40 (proline-rich Akt/PKB substrate 40 kDa) und TSC2 (tuberous sclerosis
complex 2), einen direkten und einen indirekten Inhibitor von mTORC1 phosphoryliert und

damit hemmt 6).97).98)

1.6.1.3 Effekte von PKB/Akt

Seine Wirkung ubt PKB/Akt durch die Phosphorylierung von Serin- und/oder
Threoninresten anderer Proteine aus, die dadurch ihrerseits aktiviert oder inhibiert, vor
Degradation geschutzt, von anderen Proteinen gebunden oder in andere zellulare
Kompartimente transloziert werden 2.

Ein Effekt von PKB/Akt ist der antiapoptotische Einfluss, der unter anderem Uber eine
Hemmung von Caspase-9, FOXO (forkhead box O), BAD (bcl-2-associated death
promotor) und GSK-3 (Glykogensynthasekinase 3) vermittelt wird und PKB/Akt zu einem
in der Tumorforschung interessanten Protein macht %

GSK-3 weist darauf hin, dass PKB/Akt auch in den Metabolismus eingreift und dazu noch
zahlreiche weitere Effektoren beeinflusst. Daneben greift PKB/Akt Uber den bereits
geschilderten aktivierenden Einfluss auf mMTORC1 auch fordernd in die Proteinbiosynthese
und damit das Zellwachstum ein. Zudem bt PKB/Akt Uber Aktivierung von eNOS
(epithelial NO-Synthase) einen steigernden Einfluss auf die Angiogenese aus und regt
uber eine Interaktion mit verschiedenen Zellzyklus-kontrollierenden Proteinen (z.B.

p21¢PMWAR) “auch zur Proliferation an 2,
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Abb. 1.13: Schematische Darstellung des PKB/Akt-Signalwegs

Ausgehend von aktivierten Rezeptortyrosinkinasen wird die Kinase PKB/Akt durch eine von mTORC2 und
PI3K/PDK1 vermittelte doppelte Phosphorylierung aktiviert und beeinflusst dann seinerseits zahireiche
Effektorproteine mit pleiotropen Wirkungen (dargestellt ist eine Auswahl an Effektoren). Weitere Einzelheiten
im Text.

Nicht zuletzt beeinflusst PKB/Akt auch die Migration von Zellen, wobei den Isoformen von
Akt unterschiedliche, noch dazu kontextabhangige Auswirkungen, zukommen. An
Brustkrebszelllinien konnte gezeigt werden, dass Akt-1 deren Migration hemmt und Akt-2
sie stimuliert °9' wihrend Experimente mit embryonalen Mausefibroblasten dazu

gegensatzliche Effekte von Akt-1 und -2 zeigten "),

1.6.2 MAPK/ERK-Signalweg

1.6.2.1 Aktivierung von ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase)

Der MAPK/ERK-Signalweg ist eine weitere wichtige Signalkaskade, die ausgehend von
Rezeptortyrosinkinasen aktiviert wird und unter anderem proliferative und anti-
apoptotische Effekte vermittelt '°2.

ERK 1 und 2 sind intrazellulare Serin-/Threoninkinasen mit einer Moleklimasse von 44

bzw. 42 kDa und 85 % Sequenzhomologie. Sie werden ihrerseits durch Phosphorylierung
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eines Threonin- und Tyrosinrestes aktiviert. Diese Aktivierung vollzieht sich im Rahmen
einer Kinasekaskade ),

Deren erster Schritt ist der Austausch von GDP gegen GTP im membranstandigen kleinen
G-Protein Ras, was durch den Guaninnukleotid-Austauschfaktor (GEF) Sos bewerkstelligt
wird. Dieser besitzt eine SH3-Domane, mit der das Adapterprotein Grb2 interagieren kann.
Dessen zusatzliche SH2-Doméne vermittelt den Kontakt mit der phosphorylierten
Rezeptortyrosinkinase, wodurch Sos an die Membran rekrutiert wird. Als zusatzliche
Adapter zwischen Grb2 und den Phosphotyrosinen kénnen Shc und SHP2 (SH2-
containing tyrosine phosphatase) dienen "%,

Das so entstehende Ras-GTP aktiviert nun die Serin-/Threoninkinase Raf-1, welche
ihrerseits die Mitogen-aktivierten Proteinkinase-Kinasen MEK 1 und 2 phosphoryliert. ERK
1 und 2 sind das Substrat dieser Threonin-/Tyrosinkinasen .

ERK 1 und 2 gehdren zur Familie der MAPK, zu der unter anderem auch die c-Jun N-
terminale Kinase (JNK) und die p38-Kinase gehodren. Deren Aktivierung vollzieht sich in
Abhangigkeit von verschiedenen Stimuli in analog aufgebauten Phosphorylierungs-

kaskaden durch andere Kinasen 10%106).107),

1.6.2.2 Effekte von ERK1/2

Durch die Phosphorylierung von zahlreichen intrazellularen und membranstandigen
Substraten, insbesondere aber durch schnelle Translokation in den Zellkern und dortige
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren beeinflussen ERK1/2 eine Vielzahl von
zellularen Funktionen %4,

Eine zentrale Rolle nimmt dabei die Stimulation der Zellproliferation ein. Dazu werden
unter anderem Carbamoylphosphat-Synthetase (CPS) als geschwindigkeitsbestimmendes
Enzym der Pyrimidinbiosynthese aktiviert und die Kinase MYT1 (myelin transcription
factor), die den Zellzyklus bremst, inaktiviert. Durch AP-1(activator protein 1)-Aktivierung
wird auferdem vermehrt Cyclin D1 gebildet %2,

Auf zweierlei Arten wirken ERK1/2 der Apoptose entgegen: Durch Phosphorylierung des
proapoptotischen Proteins BAD an Serin 112 wird eine verminderte Apoptoserate ebenso
beobachtet wie durch die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB (cCAMP-
response element binding protein), der seinerseits die Transkription antiapoptotischer
Effektoren stimuliert ®),

Zudem sind ERK1/2 in der Lage, die Differenzierung von Zellen zu fordern 9,
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Abb. 1.14: Schematische Darstellung des ERK1/2-Signalwegs

Uber mit aktivierten Rezeptortyrosinkinasen interagierende Adaptermolekiile wird SOS an die Membran
rekrutiert und wirkt als Guaninnukleotid-Austauschfaktor fir Ras. Ras-GTP aktiviert die Kinasekaskade von
Raft Uber MEK1/2 zu ERK1/2. ERK1/2 phosphoryliert intrazellulare Proteine und zahlreiche
Transkriptionsfaktoren (dargestellt ist eine Auswahl an Effektoren). Weitere Einzelheiten im Text.

1.6.3 Weitere von Rezeptortyrosinkinasen ausgehende Signalkaskaden

1.6.3.1 Phospholipase C-y(PLC-y)-Signalweg

Auch das Enzym PLC-y interagiert iber SH2- und SH3-Domanen mit Phosphotyrosinen
der aktivierten Rezeptortyrosinkinasen. Uber eine PH-Domane kann dann PIP; erkannt
(durch PI3K aus PIP, phosphoryliert, s.0.) und zu Inositol-(1,4,5)-trisphosphat (IP3) und
Diacylglycerin (DAG) gespalten werden. IP; wird von einem Rezeptor am
endoplasmatischen Retikulum gebunden und fihrt dort zur Freisetzung von Kalzium. Im
Verbund mit DAG fuhrt Kalzium zur Aktivierung der Proteinkinase C, einer

Serin-/Threoninkinase, die Transkriptionsfaktoren reguliert *°.

1.6.3.2 Signal transducers and activators of transcription (STAT)-Signalweg

Durch die Steuerung von Migration, Proliferation, Apoptose und Differenzierung von Zellen
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kommt dem STAT-Signalweg eine wichtige Bedeutung flr eine Vielzahl von
physiologischen und pathologischen Prozessen zu. Dies ftrifft insbesondere auf die
Immunzellentwicklung zu ",

Erneut fuhrt eine SH2-Domane in der Struktur von STAT3-Proteinen zu deren Bindung und
Aktivierung am EGFr und verwandten Rezeptoren. Dies ermoglicht eine Homo- oder
Heterodimerisierung zweier STATs, woraufhin diese in den Zellkern translozieren und die
Expression von Zielgenen beeinflussen, die u.a. fur die Regulation von Zellzyklus und
Apoptose bedeutsam sind "".

Alternativ konnen die sieben Mitglieder der STAT-Familie auch Uber den aktivierten IL-6-

Rezeptor und assoziierte Januskinasen (JAKs) aktiviert werden "2,

1.6.3.3 Src-Signalweg

Auch der Src-Signalweg (von Sarcoma) steht im cross-talk mit dem EGFr. Zum einen
enthalt diese mehrere Mitglieder umfassende Familie von zytosolischen Tyrosinkinasen
ebenfalls eine SH2-Domane fir eine direkte Interaktion mit Phosphotyrosinresten, zum
anderen scheint Src seinerseits Tyrosine am EGFr zu phosphorylieren und seine
Aktivierung so zu verstarken . Zu den von Src phosphorylierten Zielproteinen zahlen
PI3K, STAT3 und die fiir die Zellmigration wichtige Focal Adhesion Kinase (FAK) "%,

1.6.4 EGFr und Kaliumkanale

EGFr und die von ihm ausgehenden Signalwege einerseits und verschiedene
Kaliumkanale andererseits beeinflussen sich in vielfacher Weise.

Es ist bereits seit Langem bekannt, dass EGF Kaliumkanale und somit Kaliumstrome uber
die Membran sowie das Membranpotenzial beeinflusst "9,

Aber auch im Rahmen von Proliferation und Migration ist dieses Zusammenspiel von
Bedeutung, da EGF in Lungenepithelzelllinien bestimmte Kaliumstrome aktiviert und
Kaliumkanalinhibitoren ihrerseits EGF-abhangige Migrationsvorgange beeinflussen 2
sowie die wachstumsfaktorabhangige Proliferation in einer Myeloblastenzelllinie und an

Kornealzellen mit der Aktivitat eines Kaliumkanals gekoppelt ist ":11®),

1.7 Arbeitsziele

Die molekularen und zellularen Grundlagen und Folgen von entzundlichen Prozessen im
menschlichen Darm, wie sie beispielsweise bei CED auftreten, und die daraus

resultierenden Symptome sind bisher nur unzureichend verstanden. Trotz grofer
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Fortschritte im Verstandnis der pathogenetischen Ursachen dieser Erkrankungen, zeigt
sich dies auch in den nach wie vor unbefriedigenden Therapieoptionen bei MC und CU.
Wie oben dargelegt, besteht allerdings Konsens daruber, dass eine gestorte intestinale
epitheliale Barriere und eine damit verbundene Translokation von luminalen Antigenen,
insbesondere Bakterienbestandteilen, bei genetisch suszeptiblen Individuen zu einer
fehlgesteuerten Entziindungsreaktion fuihren, die sich in der Folge selbst unterhalt und das
Darmgewebe schadigt. Fur die Storung der intestinalen epithelialen Barriere konnten
primar und/oder sekundar Epitheldefekte im Sinne von kleinen Wunden verantwortlich
sein.

Fir ein weitergehendes Verstandnis der pathogenetischen Vorgange bei CED und sich
daraus in Zukunft moglicherweise ergebenden neuartigen Therapiestrategien, ist daher die
Regulation der Wundheilung und insbesondere der Zellmigration am intestinalen Epithel
als erster Schritt zur Wiederherstellung einer intakten Barriere interessant.

Zentrale Steuerungsmolekile der Wundheilung sind Wachstumsfaktoren wie EGF. Da es
aulderdem zahlreiche Hinweise auf einen Einfluss von Kaliumkanalen bei Migrations- und
Proliferationsvorgangen, sowie an alveolaren Epithelzellen auch Evidenz fir eine
Kopplung von EGF mit Kaliumkanalen gibt, war die zentrale Zielstellung dieser Arbeit, die
bisher noch nicht erforschte Hypothese zu untersuchen, dass Kaliumkanale die intestinale
Wundheilung unter nicht entzindlichen und unter entzindlichen Bedingungen
beeinflussen und dabei mit EGF bzw. dem EGFr interagieren.

Die sich daraus ergebenden Schritte und zu untersuchenden Fragestellungen waren die

Folgenden:

1. Adaptation von ,scratch assays® — eines etablierten in vitro-Modells der
Wundheilung — an die intestinale Rattenepithelzelllinie IEC 18 und die lokalen

Gegebenheiten in Regensburg.

2. Welchen Einfluss haben verschiedene Kaliumkanale, insbesondere Kcz3.1 in
diesem Modell auf die intestinale Restution?

Dazu wurden diverse Kaliumkanalmodulatoren eingesetzt.

3. Welchen Einfluss haben Kaliumkanale auf die intestinale Restitution unter
entzundlichen Bedingungen?
Mittels IFN-y-Vorinkubation der Zellen wurden entzindliche Bedingungen simuliert

und erneut bestimmte Kaliumkanalmodulatoren getestet.
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4.

Wie beeinflusst EGF die kaliumkanalabhangige Wundheilung?
Dies wurde durch gleichzeitige Zugabe von EGF bei Wundheilungsexperimenten

mit Kaliumkanalmodulatoren untersucht.

Wie beeinflusst EGF die kaliumkanalabhangige Wundheilung unter entziindlichen
Bedingungen?

Die Vorinkubation mit IFN-y und die Zugabe von EGF wurden hierbei kombiniert.

Lassen sich die gefundenen Ergebnisse in einem weiteren Migrationsassay
bestatigen?

Der Einfluss von Kaliumkanalen unter entzindlichen und nicht entzuindlichen
Bedingungen wurde dazu in migrationsspezifischen Boyden Kammer-Assays

Uberpruft.

Lassen sich intrazellulare Signalwege identifizieren, die die gefundenen Ergebnisse
teilweise erklaren kénnen?

Dies erfolgte mittels der Durchfuhrung von Western Blots, in denen die
Phosphorylierung der EGFr-abhangigen Signalmolekile Akt und ERK nach
Verwundung und Stimulation mit Kaliumkanalmodulatoren mit oder ohne EGF unter

entziandlichen und nicht entziindlichen Bedingungen gemessen wurde.

Kdénnen Hinweise fiir eine mdgliche Bedeutung von Kaliumkanalen im Rahmen von
MC und CU auch bei menschlichen Zellen von CED-Patienten gefunden werden?
Aus Operationsresektaten und endoskopischen Biopsien von Patienten mit CED
und Kontrollen wurden intestinale Epithelzellen isoliert und in der real-time PCR die
Expression von zwei bestimmten Kaliumkanalen auf mRNA-Ebene quantifiziert und

verglichen.
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2. Material

2.1 Chemikalien und Kits

2.1.1 Zellkultur

Dulbecco's modified Eagle's Medium
(DMEM) high glucose (4,5 g/L) mit L-

Glutamin

PAA, Pasching/Osterreich

fetales Kalberserum (FCS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Insulin aus bovinem Pankreas

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Penicillin/Streptomycin-Losung (100 x)

Phosphat-gepufferte Salzlésung ohne Ca*

und Mg?* (PBS)

PAA, Pasching/Osterreich
PAA, Pasching/Osterreich

Trypsin-EDTA (0,5 %-0,2 %) 10 x

PAA, Pasching/Osterreich

Zelllinie IEC 18

T. Karrasch, Regensburg

2.1.2 Migrationsassays:

Bariumacetat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Tetraethylammoniumchlorid (TEA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Charybdotoxin, rekombinant

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Iberiotoxin, rekombinant

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Clotrimazol kristallin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

TRAM-34 (1-[(2-Chlorophenyl)-diphenyl-
methyl]-1H-pyrazol)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Chromanol 293 B

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

1-EBIO (1-Etyhl-2-benzimidazolinon)
IFN-y, Ratte, rekombinant

Tocris Bioscience, Bristol/GroRRbritannien
PromoCell GmbH, Heidelberg

EGF, Ratte, rekombinant

PeproTech GmbH, Hamburg

Poretics Polycarbonate, PVPF 8.0 Micron,
25x80 mm

Osmonics Deutschland GmbH, Moers

Hemacolor® Schnellfarbekit

Merck KGaA, Darmstadt

Immersionsél flr Mikroskopie

Nikon GmbH, Duisseldorf

bovines Serumalbumin (BSA)

Biomol GmbH, Hamburg
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Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Trypanblau 0,5 % (w/v) in 0,9 % NaCl

Biochrom AG, Berlin

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO.)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

2.1.3 Western Blot und Vorarbeiten

2.1.3.1 Isolation von Proteinen

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

PBS

PAA, Pasching/Osterreich

Triton X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumfluorid (NaF)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Complete mini Protease-Inhibitor-Tabletten

Roche Diagnostics GmBH, Mannheim

Natriumvanadat (NaVO,)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Pepstatin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

2.1.3.2 Proteinbestimmung

Bicinchoninic Acid Solution (BCA-LAsung)

Sigma-Aldrich Chemie GmBH, Steinheim

Kupfer(ll)-Sulfat-Lésung (4 %)
BSA

Sigma-Aldrich Chemie GmBH, Steinheim
Biomol GmbH, Hamburg

2.1.3.3 Lammli-Puffer (6 x):

TRIS-HCI (Tris-(hydroxymethyl-)amino-
methan-hydrochlorid)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

Sigma-Aldrich Chemie GmBH, Steinheim

EDTA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Glycerol

Merck KGaA, Darmstadt

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

3-Mercaptoethanol

2.1.3.4 GroRenstandards

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Full-Range Rainbow MW Markers

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

Precision Plus Protein Standards

Kaleidoscope

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
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2.1.3.5 Gradientengel und Western Blot-Membran

NuPage® 4-12 % Bis-Tris-Gel 1,0 mm x Invitrogen, Carlsbad/CA/USA
10 well

Nitrocellulose Membrane Filter Paper Invitrogen, Carlsbad/CA/USA
Sandwich 0,45 ym-Poren

2.1.3.6 Running- und Transfer-Puffer

NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer 20 x Invitrogen, Carlsbad/CA/USA

NuPAGE® Transfer Buffer 20 x Invitrogen, Carlsbad/CA/USA
NuPAGE® Antioxidant Invitrogen, Carlsbad/CA/USA
Methanol Merck KGaA, Darmstadt

2.1.3.7 Wasch- und Blockingpuffer:

TRIS Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Salzsaure (HCI) Riedel-de Haén, Seelze

Natronlauge (NaOH) Merck KGaA, Darmstadt

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
TWEEN® 20 (Polysorbat 20) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
BSA Biomol GmbH, Hamburg

2.1.3.8 Detektion:

Luminol-NaH Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
DMSO Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
p-Coumarin-Saure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
TRIS-HCI Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Wasserstoffperoxid 30 % Merck KGaA, Darmstadt

2.1.3.9 Antikorper:

anti-EGFr-Antikdrper (monoklonal, Hase Cell Signaling Technology Inc.,
anti-human/rat) Danvers/MA/USA
anti-phospho-EGFr-Antikorper Cell Signaling Technology Inc.,

(Tyr1173, monoklonal, Hase anti-human/rat) Danvers/MA/USA

anti-Akt-Antikorper (Hase, anti-human/rat)  Cell Signaling Technology Inc.,

Danvers/MA/USA
anti-phospho-Akt-Antikorper (Ser473, Cell Signaling Technology Inc.,
monoklonal, Hase anti-human/rat) Danvers/MA/USA
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anti-p44/42 MAPK (ERK1/2)-Antikorper

Cell Signaling Technology Inc.,

(monoklonal, Hase, anti-human/rat) Danvers/MA/USA
anti-phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2)- Cell Signaling Technology Inc.,
Antikoérper (Thr202/Tyr204, Hase, anti- Danvers/MA/USA

human/rat)

anti-R-Actin-Antikérper (Maus, anti-

human/rat)

Millipore Co., Billerica/MA/USA

anti-rabbit-lgG-Antikérper (Ziege), HRP-
konjugiert

SantaCruz Biotechnology, Heidelberg

anti-mouse-IgG-Antikorper (Ziege), HRP-
konjugiert

SantaCruz Biotechnology, Heidelberg

anti-Kc.3.1-IgM-Antikorper (monoklonal,

Maus, anti-human/rat)

Alomone Labs, Jerusalem/Israel

Anti-mouse-IgM-Antikorper (Ziege), HRP-
konjugiert

DAKO Deutschland GmbH, Hamburg

Rontgenfilme

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO.)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

BSA

Biomol GmbH, Hamburg

Trypanblau 0,5 % (w/v) in 0,9 % NaCl

Biochrom AG, Berlin

2.1.3.10 Stripping:

Re-Blot Plus Strong Solution (10 x)

Chemicon International, Temecula/CA/USA

2.1.5 Real-time PCR im TagMan® und Vorarbeiten

2.1.5.1 Isolation von mRNA:

3-Mercaptoethanol
Hank's balanced salt solution ohne Ca?*
und Mg?* (HBSS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
PAA, Pasching/Osterreich

EDTA Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
PBS PAA, Pasching/Osterreich

DTT (Dithiotreitol) Qiagen, Hilden

Ethanol J. T. Baker, Griesheim

RNeasy Kit Qiagen, Hilden

Trypanblau 0,5 % (w/v) in 0,9 % NaCl

Biochrom AG, Berlin
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2.1.5.2 Umschreiben von mRNA in cDNA

Affinity Script-Master Mix Agilent Technologies GmbH, Bdblingen

2.1.5.3 TagMan® Real-time PCR

Brilliant [ Mastermix for gqPCR with high Agilent Technologies GmbH, Bdblingen
ROX

Human GAPDH-Mix (20 x) Applied Biosystems, Carlsbad/CA/USA

2.1.5.4 Oligonukleotide:

alle Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon, Ebersberg, bezogen

Kca3.1 human for 5'-CCC TCATCAAAAACACTC TCACTATG-3'

Kca3.1 human rev 5'-TCC AGT CGC CTG CAC TTG-3'

Kca3.1 human probe 5'-FAM - TGC TAT GGA CGA CCT CCAGCT CTCAGTT -
TAMRA-3'

K.7.1 human for 5'-CGC ATG GAG GTG CTATGC T-3'

K.7.1 human rev 5'-GGC CTT CCG GAT GTA GAT CTT-3'

K.7.1 human probe  5-FAM - AGAACC CCGACT CCT CCA CCT - TAMRA-3'

2.2 Verbrauchsmaterialien

C-Chip Disposable Hemocytometer Digital Bio, Seoul/Studkorea
(Neubauer Improved)

Cell Scraper, steril Corning Inc., Corning/NY/USA

LabTek ChamberSlides (1 well, Glas), steril Fisher Scientific, Schwerte

2-Propanol 70 % (v/v)-Desinfektionsmittel ~ B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Pasteurpipetten Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
BD Plastipak™ Insulinspritze Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Kanulen (27 G) Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Nunc Cryo Tube™ Vials Nunc A/S, Roskilde/Danemark
Mikrotiterplatten 96-well Corning Inc., Corning/NY/USA
Mikrotiterplatten 384-well Corning Inc., Corning/NY/USA
Objekttrager Engelbrecht GmbH, Ederminde
Petrischalen Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen
Einmalpipetten (5 mL, 10 mL, Corning Inc., Corning/NY/USA

25 mL, 50 mL), steril
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Pipettenspitzen, steril

Sarstedt, NUmbrecht

gestopfte Pipettenspitzen, steril

Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Combitips-Pipettenspitzen, steril

Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefalle (0,2 mL)

Kisker Biotech GmbH & Co. KG

Reaktionsgefalle (1,5 mL)

Eppendorf, Hamburg

BD Falcon™-Reaktionsgefaie (15 mL, 50
mL)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Peha-soft Untersuchungshandschuhe,

puderfrei

Paul Hartmann AG, Heidenheim

Kimtech Satin Plus Untersuchungshand-

schuhe, puderfrei

Kimberly-Clark Europe Ltd., Reigate/UK

Steriflip Vakuum-Filtereinheiten mit

Auffanggefal}

Millipore Co., Billerica/MA/USA

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?)

Corning Inc., Corning/NY/USA

Zellkulturschalen 100 mmx20 mm

Corning Inc., Corning/NY/USA

2.3 Gerate

Analysewaage

Sartorius AG, Gottingen

Schuttelapparat

GFL GmbH, Burgwedel

Schuttelapparat im 4 °C-Raum

GFL GmbH, Burgwedel

Blotmodul Novex Mini Cell

Invitrogen, Carlsbad/CA/USA

Modified Boyden Chamber

Receptor Technologies Ltd., Royal
Leamington Spa/GB

Brutschrank
CO.-Regler ,the brick"

Haereus Instruments, Hanau
Life Imaging Services, Basel/CH

Personal Densitometer Sl

Molecular Dynamics, Sunnyvale/CA/USA

Eismaschine AF 20

Scotsman, Vernon Hills/IL/USA

Entwickler

AGFA, Miinchen

Filmkassette

Siemens AG, Minchen

Mikroskop Axiovert 200 M MAT
Mikroskopkamera Axiocam Mr 5c

Zeiss Microlmaging GmbH, Goéttingen
Zeiss Microlmaging GmbH, Goéttingen

Fluoreszenzmikroskop

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Inkubationsraum (37 °C)

Kalte-/Klimatechnik Schibl, Reinhausen

Kihlraum (4 °C)

Kalte-/Klimatechnik Schuiibl, Reinhausen
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Magnetrihrer MR 3001

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,

Kelheim

Mikroskop DMIL

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

pH-Meter CG 840

Schott Instruments GmbH, Mainz

precision microplate reader (Photometer)

Molecular Devices, Sunnyvale/CA/USA

Nano Photometer

Implen GmbH, Minchen

Pipetboy Acu

Integra Biosciences GmbH, Fernwald

Pipetten

Eppendorf, Hamburg

Thermomixer Comfort

Eppendorf, Hamburg

Certomat R-Schuttelapparat im 37 °C-Raum

Spannungsquelle PowerEase 500

B. Braun Biotech International GmbH,

Melsungen
Invitrogen, Carlsbad/CA/USA

Multipette Xstream

Eppendorf, Hamburg

Multipette plus

Eppendorf, Hamburg

Sterilbank LaminAir®

Haereus Instruments, Hanau

Temperaturregler HT 200

Ibidi GmbH, Martinsried

Thermocycler T 3
AbiPrism® - Sequence Detector 7900 HT

Biometra GmbH, Gaéttingen
Applied Biosystems, Carlsbad/CA/USA

Tischzentrifuge ,sprout®

Heathrow Scientific LLC, Vernon
Hills/IL/USA

Vortex Genie 2

Scientific Industries, Bohemia/NY/USA

Wasserbad ET 12

Lauda GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen

Warmethermostat Ecoline staredition

Lauda GmbH & Co. KG, Lauda-Kdnigshofen

Reinstwasseraufbereitungsanlage Q-Pod

Millipore, Billerica/MA/USA

Biofuge fresco

Haereus Instruments, Hanau

Flussigstickstofftank Chronos Biosafe

Messer, Griesheim

Multifuge 3 S-R

Haereus Instruments, Hanau

2.4 Software

Carl Zeiss AxioVision 4.7.2.0

Zeiss Microlmaging GmbH, Gaottingen

Microsoft Office Excel

Microsoft, Redmond/WA/USA

Image Quant 5.2

Molecular Dynamics, Sunnyvale/CA/USA

SOFTmax for Windows

Molecular Devices, Sunnyvale/CA/USA

PASW Statistics 18.0

SPSS Inc., Chicago/IL/USA

SDS 2.2und 2.3

Applied Biosystems, Carlsbad/CA/USA
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Windows Bild- und Faxanzeige Microsoft, Redmond/WA/USA
Picture it! 10.0

Microsoft, Redmond/WA/USA
Sigma Plot 8.0

SPSS Inc., Chicago/IL/USA
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3. Methoden

3.1 Zellkultur und Migrationsexperimente

Zur Untersuchung der intestinalen Migration wurde in dieser Arbeit die aus der Ratte
stammende nicht transformierte intestinale Epithelzelllinie IEC 18 verwendet, die aus
Kryptenzellen des lleums generiert wurde ™ und bereits in zahlreichen anderen
Migrationsstudien eingesetzt wurde =8 50:1201121)

Samtliche Arbeiten mit der Zelllinie wurden nach grundlicher Desinfektion mit
Einmalhandschuhen unter der Sterilbank durchgefihrt, nachdem diese fir 15 min mit UV-
Licht bestrahlt wurde sowie 15 min die Luftung vorgelaufen war. Es kamen ausschlief3lich
sterile Einwegartikel oder bei 120 °C autoklavierte Instrumente zum Einsatz. Alle

Lésungen und Medien wurden vor Gebrauch im Wasserbad auf 37 °C vorgewarmt.
3.1.1 Kultivierung und Subkultivierung von IEC18

Die Kultivierung erfolgte in 75 cm?- und 25 cm?-Zellkulturflaschen mit 10 mL bzw. 4 mL

Medium, welches alle 48-72 h gewechselt wurde und sich wie folgt zusammensetzte:

500 mL Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) high glucose (4,5 g/L)
mit L-Glutamin

25 mL (5 %) Fetales Kalberserum (FCS)

5mL (1 %) Penicillin/Streptomycin (P/S)

350 yL 1M bovines Insulin

Die Zellen wurden in einem Brutschrank aufbewahrt, in dem 37 °C bei einem CO-Anteil

von 10 % und 95 % relativer Luftfeuchte herrschten.

Sobald die Zellen nach 72-96 h Konfluenz erreicht hatten, erfolgte die Subkultivierung.
Dazu wurde das Medium abgesaugt und mdgliche Mediumreste auf den Zellen vorsichtig
mit 10 mL PBS abgespult. Es wurden 1,5 mL Trypsin/EDTA zugegeben und die Zellen
damit 30-60 Sekunden bei Raumtemperatur inkubiert, bevor Trypsin/EDTA wieder entfernt
wurde und die IEC 18 fur weitere 5-10 min in den Brutschrank Uberfuhrt wurden.

Anschliefend konnten die Zellen durch leichtes Klopfen gegen die Zellkulturflasche von
34



Methoden

deren Boden abgeldst und in Kulturmedium resuspendiert werden. Die Aufteilung

(»splitting“) auf neue Zellkulturflaschen erfolgte im Verhaltnis 1:6.

3.1.2 Auftauen und Einfrieren von IEC18

Zur langeren Aufbewahrung wurden die IEC 18 wie beschrieben mit Trypsin/EDTA
.geerntet” und zur Blockierung und Entfernung von Trypsin-Resten in 10 mL Kulturmedium
uberfuhrt und gruandlich resuspendiert. Zur Zellzahlung wurden 10 pL der Suspension
entnommen und der Rest 10 min bei 1.600 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und die Zellen nach Zahlung (s.u.) so in ,freezing medium*“ resuspendiert, dass darin eine
Konzentration von 1 Million Zellen/mL herrschte. Jeweils 1 mL wurde in Kryo Vials
pipettiert und in Flussigstickstoff bei -196 °C gelagert.
Zur Weiterkultivierung wurde der Inhalt der Vials bei Raumtemperatur aufgetaut und
jeweils in ein 50 mL-Reaktionsgefal® mit 9 mL vorgewarmtem Kulturmedium Uberfihrt.
Nach Zentrifugation (10 min, 1.600 rpm) wurde der DMSO enthaltende Uberstand
verworfen und das Pellet in 4 mL Kulturmedium in eine 25 cm?-Zellkulturflasche Uberfuhrt,
der erste Mediumwechsel erfolgte nach 24 h.
Zusammensetzung des ,freezing mediums*:

500 mL DMEM high glucose (4,5 g/L) mit L-Glutamin

60 mL (10 %) FCS

45 mL (7,5 %) DMSO

3.1.2.1 Zellzéhlung in der modifizierten Neubauer-Zahlkammer
Zur Ermittlung der Zahl der geernteten Zellen wurden 10 pL der erhaltenen Suspension
mit 10 puL Trypanblau gemischt und 10 pL dieses Gemisches in ein Feld einer modifizierten

Neubauer-Zahlkammer pipettiert (Digital Bio).

Abb. 3.1: modifizierte Neubauer-Zdhlkammer (Digital-Bio, links)
und eingraviertes Zahlnetz (rechts)

(Quellen: http://www.montreal-biotech.com/Products/Contentimages/C-Chip%20Disposable%20Hemocytometers.jpg
bzw. http://zaehlkammer.de/deutsch/neubauer.improved.html)

“LO Loboroptik
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Auf dem Grund des Feldes ist ein quadratisches Zahinetz (Seitenlange 3 mm) eingraviert,

das in weitere 3 x 3 GroRRquadrate unterteilt ist, wobei finf davon vom kreuzférmig
angeordneten, sogenannten Thoma-Netz durchzogen sind. Aufgrund der speziellen
Architektur der Kammer mit genau 0,100 mm Hohe kann durch Zahlung der Zellen uber
einer definierten Flache des Netzes auf die Konzentration der Zellen in der eingesetzten
Zellsuspension ruckgeschlossen werden.

In diesem Fall wurden die Zellen in den vier gro3en Eckquadraten inklusive der auf den
auleren Begrenzungslinien und exklusive der auf den inneren Begrenzungslinien
liegenden Zellen gezahlt.

Mithilfe folgender Formel wurde die Gesamtzahl der geernteten und in 10mL

suspendierten Zellen bestimmt:

Gesamtzahl der Zellen = 2+10% _9¢€zahlte Zellen
4

Das zur Erreichung der Zielkonzentration (hier: 1 Million Zellen/mL) bei der Resuspension

bendtigte Volumen errechnete sich so:

Gesamtzahl der Zellen

Resuspensionvolumen [mL] =—— -
Zielkonzentration [n/mL]

3.1.3 Untersuchung der Wundheilung mit weiter entwickelten ,,Scratch

Assays*

Die von anderen Autoren 2B %1122112%9 peschriebene Technik der ,scratch assays®, ,wound
healing assays” oder auch ,cell migration assays® wurde fur die Experimente im Rahmen
dieser Arbeit angepasst und weiter entwickelt.

Etwa 48 Stunden vor geplanter Verwundung wurden konfluente Zellen aus 25 cm?-
Zellkulturflaschen wie oben beschrieben mit Trypsin/EDTA geerntet und dann im Verhaltnis
1:3 in 1-well-Chamber Slides mit 4 mL Medium ausgesat.

24 h vor Verwundung, d.h. ca. 24 h nach Aussaat, hatten die IEC 18 jeweils Konfluenz
erreicht und das Kulturmedium wurde durch 4 mL serumreduziertes Medium mit nur 1 %
FCS und ohne Insulin (,starving medium“ *%) sowie zur Simulation einer intestinalen
Entziindung mit oder ohne zusatzlich 100 ng/ml IFN-y ¥¢- 12912 grsetzt.

Nach 24-stindiger Inkubation wurde das Uberstehende Medium abgesaugt und der
Zellrasen mit einer P 10-Pipettenspitze der Lange nach verwundet. Mit 3 mL PBS wurden

am Wundrand adharente Zellen und Mediumreste vorsichtig abgewaschen. Anschliel3end
36



Methoden

wurden sofort 4 mL frisches ,starving medium®, je nach Experiment ggf. unter Zusatz

verschiedener Kaliumkanalmodulatoren bzw. von 5 nM EGF Y- %121 zugegeben und das
Chamber Slide in die Brutkammer des AxioVert-Mikroskops (Zeiss) Uberfuhrt (37 °C, 10 %
CO.). Bei 200-facher VergroRerung wurde nun ein Wundareal mit einer Grof3e zwischen
120.000 und 200.000 um? eingestellt (entsprechend einem Abstand der Wundrander von
ca. 200 ym bzw. 10-15 Zelldurchmessern) und mithilfe der Software AxioVision (Zeiss)

Uber einen Zeitraum von 8 Stunden automatisiert alle 15 min fotografiert.

Beobachtung
Aussaat Mediumwechsel Verwundung

| | | 111}
| | T
t[h] -48 -24 0 4

~—H-

|
[
8

f f
+/- IFN-y +/- EGF

+/- Modulatoren

Abb. 3.2: Skizze zum zeitlichen Ablauf der Scratch Assays (Skala nicht maRstabsgetreu)

Zum Einsatz kamen Zellen der Passagen 25-55 wvgl. 012129 Fglgende
Kaliumkanalmodulatoren wurden verwendet und dazu in den genannten Lésungsmitteln
zu 10 oder 40 uL — in entsprechend 400- bzw. 100-facher Konzentration gegenuber der

angegebenen und letztendlich eingesetzten — aliquotiert:

Modulator Konzen- Losungs- Wirkung Referenz
tration  mittel

Barium (Ba?) 5mM DMEM Blocker: meiste K, 130)
einige Kz und K,

Tetraethyl- 5mM DMEM Blocker: meiste K,, 131)
ammonium (TEA) Kca1,3,4,5, manche
Kir

Iberiotoxin (IbTx) 100 nM DMEM Blocker: Kca1.1 130)

Charybdotoxin 200n M DMEM Blocker: Kcal.1, 131)

(ChTx) Kca3.1, manche K,
Clotrimazol (ClIt) 10 uyM DMSO Blocker: Kca3.1 78) (30-60 uM)
130) (1 uM)

TRAM-34 5 uM DMSO Blocker: Kca3.1 130)
Chromanol 293B 10 uM DMSO Blocker: K,7.1 132)
(C293B)
1-EBIO 600 uM  DMSO Aktivierung: Kca2, 133)

KCa3.1

Tab. 3.1: Ubersicht liber die verwendeten Kaliumkanalmodulatoren sowie deren Konzentrationen, L6-

sungsmittel und Literaturangaben.
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Die Auswertung erfolgte mittels AxioVision,

indem — beginnend unmittelbar nach
Verwundung — jede Stunde die Wundflache
gemessen wurde. Dazu wurden die
Wundrander per Mauszeiger markiert, das
Programm berechnete dann automatisch die

enthaltene Flache. Aus den Differenzen :

zwischen den Wundflachen konnte fur Abb. 3.3: Beispiel fiir die Markierung der Wundran-
der und Berechnung der Wundflache mit AxioVision.

jeden Zeitpunkt berechnet werden, welche
Wundflache pro Stunde aktuell und seit Verwundung im Mittel durch die IEC 18 wieder
bedeckt wurde (,Flachenwachstum®).

Fir jede untersuchte Konstellation wurden drei bis funf Verwundungen durchgefinhrt.

i ohne IFN-y-
\Vorinkubation

Wundheilungs-
experimente

[ohne EGF] &

imit IFN-y- |
Vorinkubation

Abb. 3.4: Ubersicht iiber die in den scratch assays untersuchten Konstellationen.

3.1.3.1 Vergleich von Abstands- und Flachenmessung bei der Quantifizierung von
scratch-assays

Die Auswertung von scratch-assays erfolgt haufig durch Messung des Abstands der
Wundrander im Verlauf des Experiments #8 34139 |n der vorliegenden Arbeit wurde zur
genaueren Quantifizierung stattdessen die Wundflache vermessen.

Eine beispielhaft an einem Wundheilungsexperiment durchgefuhrte Abstandsmessung der

Wundrander zu Beginn des Experiments sowie nach drei Stunden zeigt, dass sich die so
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gemessenen Wundschlussraten je nach Ort der Messung stark unterscheiden,

unabhangig davon ob sie absolut oder prozentual dargestellt werden:

Ab. 5: Quantifizierug dr Wundheilun durch Abstandsmessung der Wundrander an willkiirlich
ausgewidhlten Stellen

Bei sechs Messungen an willkirlich ausgewahlten Stellen naherten sich die Wundrander
zwischen 67 ym und 131 ym an, der Mittelwert betrug 95,35 pym, die Standardabweichung
somit 25 pym (26,3 %) und der Standardfehler 10 ym (10,8 %). Bei prozentualer Angabe
schwanken die Werte zwischen 38,9 % und 68,15 % um den Mittelwert von
53,7 %, dessen Standardabweichung +/- 12,6 % und dessen Standardfehler +/- 5,1 %
betragt.

Abb. 3.6: Quantifizierung der Wundheilung durch Flachenmessung der gesamten Wunde

Dieser Mittelwert deckt sich zwar relativ gut mit dem bei der Flachenmessung gefundenen
Wert von 550 % fur die relative Wundheilung, zeigt allerdings, dass eine
Abstandsmessung zwingend an mehreren Stellen erfolgen muss um im Mittel ein
aussagekraftiges Ergebnis zu erhalten.

Um die Reliabilitat der beiden Quantifizierungsmethoden abschatzen zu kdénnen, wurde
die Abstandsmessung wiederholt und erneut willkiirlich sechs Stellen ausgewahit.

39



Methoden

A. .7: iederlug er Quantifizirun der Wundheilung durch Abstandmessung er
Wundrander an willkiirlich ausgewahliten Stellen

Die Abstandsminderung betrug nun zwischen 72 ym und 119 ym bei einem Mittelwert von
104 um in absoluten Zahlen bzw. zwischen 39,9 % und 68,4 % bei einem Mittelwert von
60,6 % in relativen Zahlen. Diese Werte lagen um 9,0 % bzw. 13,0 % Uber den
entsprechenden Werten der ersten Auswertung.

Die Flachenmessung am Bild zu Beginn des Verwundungsexperimentes wurde unter
unveranderten Bedingungen vier weitere Male durchgefiihrt. Die erhaltenen Werte lagen
zwischen 148.911,36 ym? und 149.503,37 ym?. Das entspricht einer Abweichung von
0,4 % des groRten Wertes gegenuber dem kleinsten. Die Standardabweichung zum
Mittelwert von 149.227,88 um? betrug +/- 0,15 %, der Standardfehler +/- 0,04 %.

Daher wurde die Flachenmessung zur Quantifizierung eingesetzt. Zur besseren
Vergleichbarkeit bei verschiedenen WundgréRen erfolgt keine prozentuale Angabe der
Wundheilung, sondern die absolute Angabe des Flachenwachstums [um? h], also der
Wundflache, die die IEC im Rahmen der Restitution innerhalb einer Stunde wieder

bedecken.

3.1.4 Untersuchung der Zellmigration in Boyden-Kammern

Als weitere Methode zur Untersuchung der Zellmigration wurden Experimente mit Boyden-
Kammern eingesetzt. Dabei wird die Eigenschaft von Zellen zur aktiven amdboiden
Fortbewegung genutzt.

In Abhangigkeit von verschiedenen Chemotaxinen, die sich als Testlosung in der Boden-
platte befinden, kann das Migrationsverhalten von Zellen, die als Suspension in die Deck-
platte gegeben werden, untersucht werden, indem nach einer bestimmten Inkubationszeit
die von oben an der Membran adharenten Zellen abgewaschen und die nach Diapedese

durch die Poren unten anhaftenden Zellen gefarbt, fixiert und gezahlt werden 3¢
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Abb. 3.8: Skizzenhafte Darstellung der wesentlichen Bestandteile der Boyden-Kammer zur Verdeut-

lichung des Versuchsprinzips.

3.1.4.1 Technisches Vorgehen
Konkret wurde bei den Experimenten zur vorliegenden Arbeit wie folgt vorgegangen:
Konfluente IEC 18 wurden 24 Stunden vor Versuchsbeginn auf serumreduziertes Medium
ohne Insulin und mit oder ohne IFN-y (100 ng/ml, s.0.) gesetzt.
Am Versuchstag wurden dann in 32 Vertiefungen der Bodenplatte luftblasenfrei jeweils
30,6 pL Kulturmedium mit oder ohne Zusatz verschiedener Kaliumkanalmodulatoren
pipettiert. Zum Einsatz kamen in jeweils acht Wells pro Versuch (vgl. Tab. 3.1):

e |bTx, 100 nM

e CIt, 10 uM

e 1-EBIO, 600 uM
Die ubrigen acht Wells stellten die Kontrolle dar. In den &ufReren Bereichen wurden
bewusst eine bzw. zwei Spalten an Vertiefungen frei gelassen, um die anschlieRende
Auflage einer Polykarbonmembran mit 8 pum PorengréRe zu erleichtern.
Diese wurde nach Schnittmarkierung an einer Ecke mithilfe von Pinzetten vorsichtig und
unter Vermeidung des Austritts von Testlosung aus den Wells auf die Bodenplatte
aufgebracht. Dartuber wurde eine Silikondichtung gelegt und die Deckplatte mithilfe einer
Schraubvorrichtung dicht anliegend befestigt. Durch die in der Silikonabdichtung
enthaltenen — denen der Deckplatte entsprechenden — Aussparungen kamen die Wells der
Deckplatte so — nur durch die Membran getrennt — direkt Gber den Wells der Bodenplatte

zu liegen.
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Zur pH-Einstellung der Testlosung erfolgte nun eine 30-40-minutige Inkubation der

Boyden-Kammer im Brutschrank (37 °C, 10 % CO,). In der Zwischenzeit wurden die
vorinkubierten Zellen wie oben beschrieben mit Trypsin und EDTA geerntet, in 10 mL
Kulturmedium gruandlich resuspendiert und in ein 50 mL-Reaktionsgefaly Uberflihrt. Aus
diesem wurden 10 pL in ein 1,5 mL-Reaktionsgefal} pipettiert und fur die Zellzahlung (s.u.)
weiter verwendet, wahrend die restliche Suspension 10 min bei 1.600 rpm zentrifugiert
wurde. AnschlieRend wurde das Uberstehende Medium abgenommen und die IEC 18
mithilfe des Ergebnisses der Zellzahlung so in Zellkulturmedium resuspendiert, dass die
Konzentration der neuen Suspension 200.000 Zellen/mL betrug.

Jeweils 50 pL — entsprechend 10.000 Zellen — dieser Suspension wurden nun
luftblasenfrei in die Wells der Deckplatte der Boyden-Kammer pipettiert.

FUr die folgenden sechs Stunden wurde die Boyden-Kammer im Brutschrank inkubiert
(37 °C, 10 % COz) und die Zellen hatten die Moglichkeit, entlang des
Konzentrationsgradienten der Kaliummodulatoren durch die Poren der Membran zu
wandern.

Nach Abschluss der Migrationsperiode wurden die Schraubverschlisse der Boyden-
Kammern gedffnet und Deckplatte sowie Silikonabdichtung abgenommen. Wells, in denen
sich wahrend der Inkubation unterhalb der Membran eine Luftblase gebildet hatte, wurden
notiert und bei der spateren Zahlung nicht berucksichtigt. Unter genauer Berucksichtigung
der Orientierung wurde die Polykarbonmembran mit Pinzetten abgehoben, an zwei
Klemmen befestigt und die Oberseite der Membran mit den an ihr anhaftenden, nicht
migrierten Zellen dreimal vorsichtig in PBS gewaschen und danach jeweils an einer

Gummilamelle abgestreift.

3.1.4.2 Farbung der Zellen:

Die an der unteren Seite der Membran verbleibenden, migrierten Zellen wurden mithilfe
des Hemacolor® -Kits (Merck) gefarbt. Dazu wurden jeweils 50 mL der Fixierlésung, der
Farbreagenz rot sowie der Farbreagenz blau des Kits in 50 mL-Reaktionsgefalle gefullt
und ein viertes Gefald mit 50 mL PBS vorbereitet. Nach Lufttrocknung der Membran wurde
diese funfmal fUr je eine Sekunde zur Fixierung in das erste, mit Methanol-Fixierldsung
geflllte, Reaktionsgefall getaucht. Nach sorgfaltigem Abtropfenlassen von
Flussigkeitsresten erfolgte dasselbe Vorgehen dreimal in der ,Farbelésung rot* und
sechsmal in der ,Farbelosung“ blau.

Uberschissiger Farbstoff wurde zuletzt in PBS abgewaschen, die Membran an der Luft

getrocknet und schliel3lich mithilfe von Immersionsél auf einem Objekttrager fixiert.
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Die ,Farbelosung rot® enthalt den sauren Farbstoff Eosin G, der mit den basischen

Proteinen der Zelle Verbindungen eingeht und diese dadurch rétlich farbt. Die
.Farbelésung blau“ enthalt den basischen Farbstoff Azur B, der die sauren
Ribonukleinsauren der Zelle blau anfarbt. AuRerdem bilden Eosin und Azur B
untereinander stabile Komplexe, sodass das Farberesultat von Menge und Verhaltnis der
Farbstoffe abhangt. Zellkerne farben sich so in der Regel rot bis violett, womit das

optische Ergebnis einer Pappenheim-Farbung entspricht (Hersteller-informationen, 2011).

3.1.4.3 Zahlung der migrierten Zellen und Auswertung:

Aufgrund der teilweise aulerst hohen Zahl der migrierten Zellen wurde zu deren Zahlung
folgendes Verfahren angewandt: Am Leica- FIuoreszenzmikroskop (genutzt als
Durchlichtmikroskop) mit angeschlossener ':;‘N 9 5% &R "“e\""

owo“? % P \ 09‘“

- ‘ > o
Kamera wurde bei 50-facher VergréRerung [ N "",,,Jf,s, —fi S ?t" o “'“"*’

das auszuwertende Well zentral eingestellt, ¢ ’b‘i}“iia& O ,

> W g0 - Pac <4 q

f her Deck leiche mit A Pnde PSR R o S

was aufgrund beinaher Deckungsgleiche mi X . £3 ; 3N ‘;3?‘““-‘7%‘
dem Sichtfeld gut reproduzierbar moglich w,.\:i‘h_ r e,

s
war. In unveranderter Position des & Té4 ?’i‘\g,’ =y a6

é % - Al

o ;—e "n‘*.ﬁ z’;wzﬂ"bﬁ ° ;O\‘M 9¢

Objekttragers wurde reprasentativ fiir das | ;’., £ ; ' """" B S<eh o
e SR SRLL I A e H

Jeweilige  Well ~das Zentrum  200-fach P'b‘l') 3.9: Beispiel fiir ein Farbeergebnis
vergrof3ert und fotografiert.

Die Zahlung der darin enthaltenen Zellen erfolgte am PC-Bildschirm mithilfe einer davor
befestigten Klarsichtfolie, auf der jede bereits gezahlte Zelle mit einem Folienstift markiert
wurde, um so sowohl das Ubersehen als auch das doppelte Zahlen von Zellen zu
vermeiden.

Wells, in denen sich wahrend der Inkubationsperiode eine Luftblase unter der Membran
gebildet hatte, wurden von der Auswertung ausgeschlossen und somit nicht gezahlt. Die
pro Bild reprasentativ fur das jeweilige Well gezahlte Zellzahl wurde notiert. Fur die
Auswertung erfolgte die Mittelwertbildung Uber alle Zellzahlen der Bilder fur die

betreffende Konstellation (+/- Kaliumkanalmodulatoren, +/- IFN-y).
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3.2 Western Blot und hinfuhrende Arbeiten

3.2.1 Zellstimulation

Zur Untersuchung subzellularer Vorgange bei der Zellmigration in Abhangigkeit von
Kaliumkanalmodulatoren erfolgte die Isolierung von Proteinen aus analog zu den scratch-
assays behandelten |IEC 18-Kulturen der Passage 38.

Dazu wurden IEC 18 48 Stunden vor Verwundung im Verhaltnis 1:3 in Zellkulturschalen
mit 10 mL Medium ausgesat und 24 h vor Verwundung auf 10 mL starving medium mit
oder ohne 100 ng/ml IFN-y gesetzt. Die Verwundung erfolgte mit acht P 10-
Pipettenspitzen auf einer Multipette, die — um 90° versetzt — zweimal Uber den Zellrasen
gezogen wurde.

Sofort anschlielend wurden 10 mL starving medium mit oder ohne Kaliumkanal-
modulatoren sowie mit oder ohne 5 nM EGF zugegeben und die verwundeten
Kulturschalen in den Brutschrank Uberfuhrt. Als Kaliumkanalmodulatoren kamen 10 yM CIt
und 600 uM 1-EBIO zum Einsatz. Zudem wurde fur 10 bzw. 40 yL DMSO kontrolliert

Fir alle 14 verschiedenen Ansatze erfolgte die Verwundung von je drei Zellkulturschalen
und die Herstellung von Gesamtzelllysaten nach 30, 120 und 480 min. Zudem wurden
auch |IEC 18 aus unverwundeten Zellkulturschalen nach 24-stundiger Vorinkubation mit
starving medium mit oder ohne 100 ng/ml IFN-y lysiert.

Dazu wurde aus den Zellkulturschalen zum entsprechenden Zeitpunkt sofort das Medium
entfernt, die Zellen mit in Eis vorgekihltem PBS gewaschen und die Schale auf Eis
gestellt. Nun wurden die Zellen grindlich abgeschabt, in insgesamt 15 mL kaltem PBS
aufgenommen und moglichst vollstandig in ein 15mL-Reaktionsgefald transferiert. Dieses
wurde 5 min lang bei 4 °C und 1200 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das

Zellpellet wurde zur Herstellung von Gesamtzelllysaten verwendet.
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Abb. 3.10: In den Stimulationsexperimenten untersuchte Konstellationen.

3.2.2 Lyse von intestinalen Epithelzellen

Um Gesamtzelllysate zur weiteren Untersuchung auf die Proteinexpression zu erstellen,

wurde Zellpellets von IEC

zusammensetzte:
e 5mL1 % Triton X-100
e 100 pL 0,05 mM EDTA
e 50 pyL 2 mM Natriumfluorid (NaF)

18 ein Lysepuffer

zugegeben, der sich wie folgt

e 50 pL 100 mM Natriumvanadat (NasVOs)

e 10 pL 500 pg/mL Pepstatin

e 1 Complete Mini Tablet (Protease-Inhibitor-Cocktail)

e 50 pL 10 mg/mL PMSF

Je nach GroRe des Pellets wurden 200-500 pL des Lysepuffers zugegeben. Die Zellen

wurden wahrend der folgenden 30-45 Minuten auf Eis lysiert. Zellmembranbestandteile

wurden anschlieRend abzentrifugiert (15 min, 13.000 rpm, 4 °C) und der Proteiniberstand

in ein anderes 1,5 mL-Reaktionsgefal} tUberflhrt, welches bei -20 °C gelagert wurde.
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3.2.4 Proteinbestimmung durch Bicinchoninic acid (BCA)-Test

Mithilfe des BCA-Testes kann photometrisch die Proteinkonzentration einer Losung
bestimmt werden. Protein ist in wassriger alkalischer Losung in et o
der Lage Cu? zu Cu* zu reduzieren, welches wiederum mit "
zwei BCA-Molekilen einen Komplex bildet. Die Absorption

dieses Komplexes kann bei 540 nm im Photometer gemessen

werden. Mittels einer Referenzkurve wird auf die “:,;'_.Eu..m:p,m
Proteinkonzentration riickgeschlossen 7). Abb. 3.11: Reaktionsprinzip des
BCA-Tests '*
Dazu wurden jeweils 10 uL einer Verdunnungsreihe von 2 mg/mL BSA und somit
bekannter Konzentration sowie je 10 pL der zu vermessenden Proben in
Doppelbestimmung auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. In jedes Well wurden
200 pL eines ,working reagents® aus 50 Teilen BCA-Losung und einem Teil 4 %
Kupfer(ll)sulfatpentahydrat-Losung zugegeben. Nach 30-minutiger Inkubation bei 37 °C
wurde die Farbintensitat der Reaktionslosung im Elisa-Reader vermessen.
Mit SOFTmax fir Windows (Molecular Devices) wurde durch die Auftragung der
Absorption der Verdlinnungsreihe gegen deren Proteinkonzentration eine Eichgerade

erstellt, anhand derer das Programm den Proteingehalt der Proben berechnete.
3.2.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit der SDS-PAGE koénnen Proteine in einem Gel nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden. Dies gelingt, indem durch vorherige Behandlung der Proteine mit
Natriumdodecylsulfat (SDS) und einem reduzierenden Agens wie z.B. 3-Mercaptoethanol
die fur die Tertidr- und Quartarstruktur des Proteins verantwortlichen hydrophoben
Wechselwirkungen gestort bzw. Disulfidbriickenbindungen gelést werden und das Protein
somit in seine Untereinheiten getrennt und entfaltet wird. Zudem wird mittels SDS die
durch positiv geladene (Arginin, Lysin), negativ geladene (Aspartat, Glutamat) sowie
ionisierbare  Aminosauren (Cystein, Histidin) hervorgerufene intrinsische Ladung des
Proteins maskiert und durch eine konstante Ladung pro Langeneinheit ersetzt (ein SDS-
Molekul auf 1,5-2 Peptidbindungen). Damit ist die Wanderung der Proteine zur Anode im
Polyacrylamidgel, welches ein quervernetztes dreidimensionales ,Molekularsieb®

bestimmter PorengréfRe und somit ein Hindernis flr die Bewegung der Proteine darstellt,
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nur von der Groflde des Moleklls, nicht von dessen Ladung abhangig — kleinere Proteine

gelangen schneller durch die Poren.

Meist werden — wie auch im Rahmen dieser Arbeit — Modifikationen des
diskontinuierlichen Systems nach Laemmli ® verwendet, in diesem Fall das System
NuPAGE® von Invitrogen, das eine Wanderung der Proteine bei pH = 7 und damit ohne

wesentliche Proteinmodifikationen ermdglicht .

Zur Durchfuhrung der SDS-PAGE wurden die Proben auf Eis aufgetaut. Das einem
Proteingehalt von 7,5 ug entsprechende Volumen wurde in 1,5 mL-Reaktionsgefale
pipettiert, mit destilliertem Wasser auf 25, 30 oder 33,33 pL aufgefillt und entsprechend 5,
6 bzw. 6,66 pL 6 x Laemmli-Puffer mit 2 % R-Mercaptoethanol hinzugegeben, sodass
Gesamtvolumina von 30, 36 bzw. 40 pL entstanden. Die Denaturierung der Proben
erfolgte wahrend 5 min bei 95 °C.
Zur Anwendung kamen 4-12 %-Gradientengele der Starke 1 mm (Invitrogen), von denen
jeweils zwei in eine NUPAGE-Kammer eingesetzt wurden. Deren innere Kammer wurde
bis Uber die Taschen der Gele mit Running Buffer gefullt und zusatzlich 500 pL Antioxidant
zugegeben, restlicher Puffer wurde in die aullere Kammer gefllt.
In die Taschen der Gele wurden nun mit einer Kapillarspitze vorsichtig 10 pL eines
Standards mit gefarbten Proteinen bekannter MolekulargroRe bzw. die Proben pipettiert,
die sich wegen des Glycerols im Laemmli-Puffers am Boden der Taschen sammeln. Uber
den Deckel der Kammer wurde die untere Pufferkammer mit der Anode, die obere
Pufferkammer mit der Kathode der Spannungsquelle verbunden und der Lauf bei 200 V
und 130 mA (variabel) gestartet. Die Laufzeit betrug ca. eine Stunde.
Zusammensetzung des Lammli-Puffers:

e 25mL1,5MTRIS-HCI pH 6,8

e 3mL 20 % SDS

e 0,24mLO0,5MEDTA

e 2 mL Glycerol

e 2,26 mL destilliertes H,O

e 1 Spatelspitze Bromphenolblau

e 200 pL B-Mercaptoethanol
Zusammensetzung des Running Buffer:

e 25 mL 20 x NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer (Invitrogen)

e 475 mL destilliertes Wasser
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3.2.6 Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran

Nach abgeschlossener Elektrophorese wurden die jeweils zwei Gelkassetten aus der
Kammer genommen und geoffnet. Mit einem Skalpell wurde das Sammelgel entfernt und
das Trenngel gekirzt. Schwamme, Filterpapier und Nitrocellulosemembran wurden in
Transferpuffer vollstandig durchtrankt. Den Gelen wurde kathodenseitig luftblasenfrei ein
Filterpapier und anodenseitig eine Nitrocellulosemembran sowie daruber ein Filterpapier
angelagert und diese ,sandwichs® in korrekter Orientierung zwischen Schwammen ins
Western Blot-Modul (Invitrogen) gelegt.
Das geschlossene Blot-Modul wurde wiederum in der NUPAGE-Kammer befestigt, mit
restlichem Transfer-Puffer zunachst das Modul und dann die ubrige Kammer gefullt. Die
Spannungsquelle wurde angeschlossen und die Proteine wahrend ca. 80 min bei 20 Volt
und 220 mA auf die Membran transferiert.
Im Anschluss wurden die Nitrocellulosemembranen entnommen, der Erfolg des Transfers
wurde am vollstandigen Ubergang der farbigen Banden des Proteinmarkers vom Gel auf
die Membran festgemacht. Nach Beschriftung und vorsorglicher zusatzlicher Markierung
der Banden des Standards mit Kugelschreiber wurden die Membranen in 5 %-ige BSA-
Lésung in Waschpuffer gelegt und bei Raumtemperatur eine Stunde lang langsam bewegt,
um unspezifische Proteinbindungsstellen zu blockieren. Zur Parallelisierung der
nachfolgenden Schritte und um ein allzu haufiges ,Strippen“ der Membranen zu vermeiden
(s.u.) wurden die Membranen dann unter Orientierung am Standard bei ca. 50 kDa und
70 kDa auseinander geschnitten.
Zusammensetzung des Transfer-Puffers:

e 25 mL 20 x NuPAGE® Transfer-Puffer (Invitrogen)

e 50 mL Methanol

e 425 mL destilliertes Wasser

e 500 pL Antioxidant
Zusammensetzung des TBST-Waschpuffers:

e 40mL1MTRIS (pH 7,5)

e 60 mL5 M NaCl

e 1900 mL destilliertes Wasser

e 2 mL Tween® 20
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3.2.7 Proteindetektion

Um spezifische Proteine nachzuweisen, wurden die blockierten Nitrocellulosemembranen
uber Nacht bei 4 °C auf dem Schuttler mit entsprechend den Angaben der Hersteller in
7 mL 5 % BSA in TBST-Waschpuffer verdinnten primaren Antikdrpern inkubiert, die gegen
ERK, phospho-ERK, Akt-1, phospho-Akt-1, EGFr, phospho-EGFr, Kca3.1 und [3-Actin
gerichtet waren.

Am Folgetag wurde die Antikdrperlosung entfernt und die Membran sechsmal fur jeweils
sechs Minuten mit TBST gewaschen und dabei langsam bewegt. Nun wurde die Membran
in eine Loésung des an Meerrettichperoxidase (horse radish peroxidase = HRP)
gekoppelten Sekundarantikorpers in 5 % BSA in TBST (1 : 5.000) gelegt und wiederum
eine Stunde bei Raumtemperatur bewegt. Die Sekundarantikorper stammten aus der
Ziege und waren gegen IgG bzw. IgM der jeweiligen Spezies gerichtet, aus der der
Primarantikdrper stammte (Hase bzw. Maus). Es folgt ein weiterer Waschschritt wie oben
beschrieben.

Zur Darstellung der Proteine wurden die Membranen auf einer Folie fur funf Minuten mit
5 mL ECL-L6sung pro Membran bedeckt. Die  Antikdrper-konjugierte
Meerrettichperoxidase  katalysiert die  Umsetzung des darin  enthaltenen
Wasserstoffperoxids und ermoglicht so mehrere Reaktionsschritte des ebenfalls

enthaltenen Luminols, die schlieRlich zur Emission von Licht fihren 49,

HRP-konjugierter
darer Antikérper
|: +H,0,

@ / primarer Antikérper
/ Antigen AN

Nitrocellulosemembran

Abb. 3.12: Schematische Darstellung der Funktionsweise des Western Blots.

An das nach SDS-PAGE auf die Membran transferierte Protein (= Antigen) bindet der primare Antikdrper
spezifisch. Dieser wiederum ist Zielstruktur fir den HRP-konjugierten sekundaren Antikdrper. Durch Emis-
sion von Licht (425 nm) nach Zugabe von Luminol und H,O, kann diese Detektion sichtbar gemacht werden.
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Die ECL-L6sung wurde anschlief3end grundlich abgetropft und die Membran mithilfe einer

Pinzette in eine Klarsichtfolie in eine Filmkassette gelegt. In der Rotlicht-Dunkelkammer
konnte nun ein Rontgenfilm aufgelegt werden, wurde so je nach Signalintensitat fir zwei
Sekunden bis zwolf Minuten belassen und dann im Entwicklungsautomaten (AGFA)
entwickelt.
Die entwickelten Filme wurden im Densitometer (Molecular Dynamics) eingescannt, die
Intensitat der erhaltenen Banden konnte dann mithilfe der ImageQuant-Software
quantifiziert und fur Berechnungen verwendet werden. Eine Ladungskontrolle und
Normierung erfolgte durch Bezug der Werte auf die Expression des house-keeping-
Proteins R-Actin.
Fur jede Konstellation wurden zwei bis sieben Proben im Western Blot untersucht.
Zusammensetzung und Verwendung der ECL-LOsung:

e 2mL 250 mM Luminol in DMSO

e 890 pyL 90 mM p-Coumarinsaure in DMSO

e 20 mL 1 M TRIS-HCI-Puffer (pH 8,5)

e 177,11 mL destilliertes Wasser
Die Losung wurde in einer dunklen Flasche vor Lichteinstrahlung abgeschirmt. Unmittelbar

vor Verwendung wurden 3,05 pL H,O; je 10 mL Losung zugegeben.

3.2.8 ,,Strippen‘“ der Membranen

Um Membranen nach erfolgter Proteindetektion fur weitere Nachweise verwenden zu
kénnen, wurden sie bis zu dreimal ,gestrippt‘. Dazu wurde die jeweilige Membran fur 15
min bei Raumtemperatur in 10 mL 0,5 x Re-Blot-Plus-Strong-Lésung gelegt und dabei
bewegt sowie anschlieend zweimal fur funf Minuten in Waschpuffer gewaschen. Nach
einstundiger Blockierung der Membran mit 5 % BSA in TBST-Waschpuffer konnte der
Nachweis eines weiteren Proteins wie beschrieben erfolgen.

Zusammensetzung der Re-Blot-Plus-Losung:

e 1 mL 10 x Re-Blot-Plus Strong Solution (Chemicon)

e 19 mL destilliertes Wasser
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3.3 Real-time Polymerase-chain-reaction (PCR) im Tagman®

3.3.1 Isolierung von intestinalen Epithelzellen aus chirurgischen

Resektaten und endoskopischen Biopsien

Zur Untersuchung der mRNA-Expression wurden intestinale Epithelzellen aus
chirurgischen Resektaten und endoskopischen Biopsien von Patienten mit MC (n = 14),
CU (n = 8), Sigmadivertikulitis (SD, n = 3) und colorectalem Karzinom (CRC, n = 7) isoliert.
In sechs Fallen wurde bei MC-Patienten zusatzlich auch das Epithel aus makroskopisch
nicht entziindeten Bereichen untersucht, bei einem weiteren Patienten nur das Epithel aus
einem nicht entziindeten Bereich.

Es existiert ein entsprechender Ethik-Antrag an der Universitat Regensburg.

Patient | Geschlecht Alter Resektat/  Probe Erkrankung Bemerkungen
Nr. Biopsie Nr.
1 m 62 Resektat 1 Rektumkarzinom -
2 f 86 Resektat 2 Anastomosenrezidiv bei Z.n. Colonkarzinom -
3 f 71 Resektat 3 Colonkarzinom -
4 m 65 Resektat 4 Rektumkarzinom -
5 f 73 Resektat 5 Sigmadivertikulitits -
6 f 86 Resektat 6 Descendo-/ -
Sigmakarzinom
7 m 79 Resektat 7 rez. Colonkarzinom -
8 m 72 Resektat 8 maligner Sigmapolyp -
9 f 73 Resektat 9 gedeckt perforierte Sigmadivertikulitis -
10 m 73 Resektat 10 Sigmadivertikulitis -
11 m 65 Resektat 1 Colitis ulcerosa -
12 m 35 Resektat 12 Morbus Crohn -
13 f 29 Resektat 13 Morbus Crohn, Konglomerattumor makroskopisch nicht
entzlindete Schleimhaut
14 f 19 Resektat 14 Morbus Crohn, Konglomerattumor -
15 makroskopisch nicht
entziindete Schleimhaut
15 m 62 Resektat 16 Morbus Crohn, Konglomerattumor makroskopisch nicht
entziindete Schleimhaut
16 w 42 Biopsie 17 Colitis ulcerosa
17 w 40 Resektat 18 Morbus Crohn, Stenose makroskopisch nicht
entziindete Schleimhaut
18 m 33 Resektat 19 Pancolitis ulcerosa -
19 w 23 Resektat 20 Colitis ulcerosa -
20 m 50 Resektat 21 Morbus Crohn, Stenose -
21 m 23 Resektat 22 Colitis ulcerosa -
22 w 37 Resektat 23 Colitis ulcerosa -
23 m 45 Resektat 24 Colitis ulcerosa -
24 n. bek. n. bek. Resektat 25 Colitis ulcerosa -
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25 w 32 Resektat 26 Morbus Crohn
27 makroskopisch nicht
entziindete Schleimhaut
26 w 42 Resektat 28 Morbus Crohn
29 makroskopisch nicht
entziindete Schleimhaut
27 m 66 Resektat 30 Morbus Crohn, Fistel
28 m 28 Resektat 31 Morbus Crohn
29 w 38 Resektat 32 Morbus Crohn
30 w 44 Resektat 33 Morbus Crohn, Fistel
31 m 50 Resektat 34 Morbus Crohn makroskopisch nicht
entziindete Schleimhaut
32 w 36 Resektat 35 Morbus Crohn, Konglomerattumor
33 w 41 Resektat 36 Morbus Crohn, Stenose

Tab. 3.2: Patienten, Diagnosen und Herkunft der IEC-Lysate

Um den in vivo-Zustand der Zellen so gut wie moglich zu erhalten, wurden die
Operationspraparate sofort nach Resektion an der Operationsschleuse abgeholt. In der
Pathologie wurden direkt anschliefiend ein bis zwei kleine Darmwandareale aus dem
Praparat geschnitten, zum Transport in ein 50 mL-Reaktionsgefal’ tberfiihrt und mdglichst
schnell verarbeitet.

Mit HBSS und Papiertichern wurden die Proben gewaschen und Blut- oder Stuhlreste
entfernt. Mithilfe von Pinzetten, Schere und Klemmen wurde die Mukosa von der
Muskularis getrennt und erneut in HBSS gewaschen. Um anhaftenden Schleim zu
entfernen wurden die Mukosastucke in 1 mM Dithiotreitol (DTT) in 10 mL PBS 15 min lang
im 37 °C-Raum bei 225 rpm geschuttelt und dann erneut gewaschen sowie weiterer
Schleim mechanisch entfernt.

Nun wurde die Mukosa in 2 mM EDTA in 10 mL HBSS uberflihrt und erneut 20 min lang
bei 37 °C geschuttelt (225 rpm). Im Folgenden konnten die Krypten des Darmepithels —
jede mit ca. 200 intestinalen Epithelzellen — durch Vortexen in PBS aus dem Praparat
herausgeschuttelt werden. Dazu wurden auf Eis je finf 50 mL-Reaktionsgefalte mit je 10
mL PBS geflllt und das Mukosastlick der Reihe nach in jedem davon fur funf bis zehn
Sekunden gevortext.

Beginnend mit dem ersten Reaktionsgefaly wurden je 40 uL der Fraktionen auf einem
Objekttrager zur Anfarbung apoptotischer Zellen mit 40 pyL Trypanblau gemischt und bei
40-facher  VergroRerung unter dem  Lichtmikroskop (Leica) Qualitat und
Verschmutzungsgrad beurteilt. Alle Fraktionen, in denen sich weder apoptotische Zellen
noch Schmutz fanden — in der Regel alle Fraktionen aulder der ersten —, wurden in einem
50mL-Reaktionsgefal® vereint und anschlieBend 5 min bei 1200 rpm in der auf 4 °C

vorgekuhlten Megafuge zentrifugiert.
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Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das verbleibende Zellpellet zur Isolation von

MRNA verwendet.

3.3.2 Isolation von mRNA aus IEC

Die RNA-Isolation aus humanen IEC aus chirurgischen Resektaten bzw. endoskopischen
Biopsien erfolgte mithilfe des RNeasy Kits (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers:
Den wie oben beschrieben hergestellten IEC-Zellpellets wurde RNase-inaktivierender
RLT-Puffer (350 pyL) mit 1 % R-Mercaptoethanol zugegeben, die erhaltene Suspension zur
mechanischen Zelllyse durch Auf- und Abziehen in einer Insulinspritze mit 27 G-Kandile
mehrfach geschert und anschliellend bei -80 °C gelagert.

Zur Isolation der mRNA wurden die Proben auf Eis aufgetaut und jeder Probe 350 puL 70 %
Ethanol zupipettiert, das Gemisch homogenisiert und dann auf eine RNeasy spin column
gegeben, die eine Membran enthalt, an die RNA-Molekule mit mehr als 200 Nukleotiden
mit hoher Affinitat binden (Herstellerinformationen,
2010). Die Saule wurde bei 13.000 rpm fur eine
Minute zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und ﬁ/sp
die Saule durch Zugabe von 700 uL RW1-Puffer und

erneute einminutige Zentrifugation bei 13.000 rpm

RNeasy
in column

Membrany

gewaschen. Wiederum wurde der Durchfluss
verworfen. Pro Saule wurden nun 80 pL DNase- Sammelgefal
Mastermix auf die Membran der Saule aufgetragen
und in der Probe befindliche DNA wahrend 15 min

bei Raumtemperatur verdaut.

Abb. 3.13: Schematische Darstellung
der RNeasy spin column

Es folgten drei weitere Waschschritte, zunachst erneut mit 700 yL RW1-Puffer, dann
zweimal mit 500 yL RPE-Puffer wie oben beschrieben. Im Anschluss wurde die Saule zur
Trocknung der Membran 90 Sekunden leer bei 13.000 rpm zentrifugiert.

Die Elution der RNA von der Membran der Saule erfolgte auf einem neuen 1,5 mL-
Reaktionsgefal durch Zugabe von 30 pL RNase-freiem Wasser und einminltige
Zentrifugation bei 13.000 g, die erhaltene RNA-L6sung wurde sofort weiterverarbeitet oder
bei -80 °C gelagert.

Zusammensetzung des DNase-Mastermix je 80 pL:

e 10 pyL DNase I-Stocklosung

e 70 uL RPP-Puffer
53



Methoden
3.3.3 RNA-Konzentrationsmessung und Reverse-Transkriptase-PCR

Die Messung der Konzentration der erhaltenen RNA erfolgte mit dem NanoPhotometer
(Implen). Dazu wurde zunachst mit 3 pL destilliertem Wasser dessen Referenzwert
bestimmt und dann jeweils 3 uL der Probe aufgetropft und vermessen.
Das flr 2 uyg RNA bendtigte Volumen der RNA-Lésung sowie die zu 25,4 L fehlende
Menge RNase-freien Wassers wurden berechnet. In ein 0,2 mL-Reaktionsgefal® wurde
nun zunachst RNase-freies Wasser, dann 14,6 yL Affinity Script-Mastermix und schlieB3lich
das jeweilige Volumen der zuvor zehn Minuten bei 70 °C denaturierten RNA-L&sung
pipettiert. Lag deren Konzentration zu niedrig, wurde auf Wasser verzichtet und lediglich
25,4 yL RNA-L6sung eingesetzt.
Nach kurzer Zentrifugation erfolgte die Umschreibung in cDNA im Thermocycler durch 15-
minutige Inkubation bei 42 °C, dann wurde der Ansatz fur funf Minuten auf 95 °C erhitzt
um die Reaktion zu stoppen und schlie3lich auf 4 °C gekihlt.
Die erhaltene cDNA wurde bei -20 °C gelagert.
Zusammensetzung des Affinity Script-Mastermix je 14,6 uL:

e 6 pL random primer

e 4 uL 10x Puffer

e 1,6 yLdANTP (10 mM)

e 1 uL RNase-Block

e 2 L Affinity Script

3.3.4 TagMan® -PCR

Die TagMan® -PCR ist ein quantitatives real-time-PCR-Verfahren und damit eine
Weiterentwicklung der von Mullis beschriebenen rein qualitativen PCR V. Wie bei der
herkdmmlichen PCR erfolgt ausgehend von spezifischen, fur das jeweilige Gen passend
hergestellten Primern mithilfe von DNA-Polymerase und dreifach phosphorylierten
Desoxyribonukleinsduren eine Polymerasekettenreaktion. Durch zyklische Anderung der
Temperatur werden synthetisierte Doppelstrange bei 95 °C denaturiert und stehen so
anschlie3end bei 60 °C fur die nachste Replikation als Matrize zur Verfugung.

Zusatzlich ist bei der TagMan® -PCR noch eine Sonde im Reaktionsgemisch enthalten,
die an einen mittleren Abschnitt des Gens bindet und an ihrem 5'-Ende mit einem

fluoreszierenden Farbstoff (,Reporter®) gekoppelt ist. Dessen Fluoreszenz wird aber durch
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einen 3'-warts gelegenen, sogenannten ,Quencher® unterdrickt. Bei der Polymerisierung

wird die Sonde durch die 5'-Exonuklease-Aktivitat der DNA-Polymerase abgebaut und der
Reporter dadurch freigesetzt, seine Fluoreszenz nicht mehr unterdriickt. Diese Zunahme
an freiem Farbstoff kann vom TagMan® -Gerat gemessen und mithilfe einer Software die
relative Ausgangsmenge an cDNA berechnet werden. Durch gleichzeitige Amplifikation
eines housekeeping-Gens mit konstitutiver Expression, z.B. GAPDH, kann eine

Normierung erfolgen.
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Abb. 3.14: Schematische Darstellung des Reaktionsprinzips beim TagMan®.

Doppelstrangige DNA (1) wird bei 95 °C denaturiert, sodass die Einzelstrange vorliegen (2). Bei 60 °C
lagern sich spezifische Primer an Basensequenzen an, die das Zielgen am 5'-Ende flankieren, sodass
davon ausgehend der komplementédre Strang von der von der Tag-Polymerase (T) 3'-warts synthetisiert
werden kann. In der Sequenz des Zielgens bindet zudem eine spezifische Sonde, an deren 5-Ende ein
fluoreszierender Reporter (R) konjugiert ist, dessen Fluoreszenz durch einen Quencher (Q) am 3'-Ende
unterdriickt wird (3). Mit fortschreitender Synthese des komplementéaren Strangs wird die Sonde durch die
5'-3'-Exonuclease-Aktivitat der Tag-Polymerase schrittweise abgebaut. Dabei entzieht sich der Reporter der
hemmenden Wirkung des Quenchers und emittiert Licht (4). Nach vollendeter Synthese der
komplementaren Strange liegen zwei neue doppelstrangige DNA-Molekile vor (5). Ein neuer Zyklus kann
starten, die Fluoreszenz steigt durch mit jedem Zyklus freigesetzte Reporter mit den Zyklen annahernd
exponentiell an.
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Konkret wurde so vorgegangen: Primer und Proben fur die humanen Gene Kc.3.1 und

K.7.1 wurden in RNase-freiem Wasser auf 18 uM bzw. 5 yM verdunnt und aliquotiert. Auf
einer 384-well-Mikrotiterplatte wurden die cDNA-Proben in dreifacher Bestimmung in
einem Volumen von je 20 pL vermessen, das sich folgendermalien zusammensetzte:

e 5 L destilliertes Wasser
1 uL cDNA
10 pL Brilliant 1I-Mastermix for gPCR with high ROX

1 uL forward primer

1 UL reverse primer
1 uL Sonde
e 1 uL GAPDH-Mix (20 x)
Mit einer durchsichtigen Klebefolie wurde die Platte abgedeckt, drei Minuten bei 3.000 rpm

zentrifugiert und schliel3lich eine TagMan® -PCR durchgefuhrt: Initial erfolgte eine
Inkubation Uber zwei Minuten bei 50 °C und dann Uber zehn Minuten bei 95 °C, bevor 40
Zyklen a je 15 Sekunden bei 95 °C und 60 Sekunden bei 60 °C gestartet wurden.

Die Sequence Detector Software (Applied Biosciences) zeichnete die Fluoreszenz jedes

wells in Abhangigkeit von der Zyklenzahl auf.
3.3.5 Auswertung

Die Auswertung erfolgte mithilfe von SDS 2.3 bzw. 2.2 und Microsoft Excel. In der
exponentiellen Phase der Amplifikation und damit auch der Farbstofffreisetzung wurde der
Detektionsschwellenwert (Ct) festgelegt. Von den Ct-Werten fur das jeweilige Gen wurde
der Ct-Wert von GAPDH abgezogen und der erhaltene dCt-Wert Gber alle Messungen fur
die jeweilige Probe gemittelt. Der Mittelwert der Kontrollpatienten wurde willkurlich als
Wert ,1“ definiert und die Ubrigen Proben dazu in Bezug gesetzt (,relativer Wert®).

Uber die Rechenvorschrift: 2¢reiver Wert) arhialt man die relative Startkopienzahl des Gens in

Bezug auf den Mittelwert der Kontrollen.

3.4 Statistische Analysen:

Messwerte sind stets als Mittelwert +/- SEM (standard error of the mean) ausgedrtickt. Alle

statistischen Analysen erfolgten mit PASW Statistics 18.0 (SPSS). Statistische Signifikanz
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wurde mithilfe des Student-t-Test ermittelt, in Abhangigkeit vom Ergebnis des Levene-

Testes wurde dabei Varianzhomogenitat angenommen oder nicht. P-Werte < 0,05 wurden
als signifikant betrachtet. Ausrei3er, die mithilfe des Grubbs-Test zu a < 0,05 als solche
identifiziert wurden, wurden von der Signifikanzberechnung ausgeschlossen. Diagramme

wurden mit Sigma Plot (SPSS) erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung intestinaler Wundheilung in scratch-assays

IEC 18 bilden in Kultur einen konfluenten Monolayer aus und sind nicht transformiert. In
der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Kaliumkanalen und EGF sowie von 24-
stiindiger Vorinkubation mit IFN-y auf die Wundheilung dieser Zelllinie nach mechanischer

Verwundung untersucht.

4.1.1 Welchen Einfluss haben Kaliumkanale auf die intestinale
Wundheilung?

Kaliumkanale werden von allen Zellen des Korpers exprimiert und spielen bei zahlreichen
physiologischen und pathologischen Prozessen eine zentrale Rolle ™. Wir untersuchten
daher deren Einfluss auf die intestinale Wundheilung. Dazu wurden konfluente IEC 18 in
chamber slides verwundet, mit verschiedenen Kaliumkanalmodulatoren inkubiert und
videomikroskopisch  Uber acht Stunden beobachtet. Das Wundareal wurde
wahrenddessen alle 60 min gemessen und daraus die Flachenwachs-
tumsgeschwindigkeit als Mal} fir die Wundheilungsrate von IEC 18 nach Verwundung
berechnet.

Uber die gesamte Beobachtungszeit von acht Stunden gemittelt (sofern bereits vorher ein
kompletter Wundschluss erfolgte, wurde bei den Berechnungen das mittlere
Flachenwachstum bis zu diesem Zeitpunkt verwendet), steigerte die Inhibition von
kalziumabhangigen Kca1.1-Kanalen mit Iberiotoxin (IbTx, 100 nM) sowie die Inhibition von
kalziumabhangigen Kc.3.1-Kanalen sowohl mit Clotrimazol (Clt, 10 yM) als auch mit
TRAM-34 (5 pM) das Flachenwachstum signifikant, wahrend die Aktivierung von
kalziumabhangigen Kc.3.1- und Kca2-Kanalen mit 1-EBIO (600 uM) zu einer signifikanten
Abnahme flhrte. Die Hemmung von Einwartsgleichreichter-Kaliumkanalen mit Barium (5
mM), von spannungsabhangigen Kaliumkanalen mit Tetraethylammonium (TEA, 5 mM),
sowohl kalziumabhangiger als auch spannungsabhangiger Kandle mit Charybdotoxin
(ChTx, 200 nM) sowie spannungsabhangiger K,7.1-Kanale mit Chromanol 293B (C293B,
10 uM) zeigten keine statistisch signifikanten Effekte (Abb. 4.1 und 4.2, Tab. 4.1).

Ein Zusammenhang zwischen der Zellpassage und der mittleren Wundheilung bestand

nicht (Pearson-Koeffizient 0,05; p = 0,57).
58



0 h nach Verwundung 8 h nach Verwundung

Kontrolle

Barium

TRAM-34

Verwundung bei den eingesetzten Kaliumkanalmodulatoren




Ergebnisse

20000 *

17500 - *

15000 -

12500 f

10000 -

7500

5000 -

mittleres Flachenwachstum [um?/ h]

2500 1 1 I 1 1 1 1 I 1
Kontrolle Ba® TEA IbTx ChTx Clt TRAM-34 C293B 1-EBIO

Abb. 4.2: Wundheilung von IEC 18 in Abhangigkeit von verschiedenen Kaliumkanal-
modulatoren.

Die Modulatoren IbTx (Inhibitor von Kca1.1), Clt (Inhibitor von Kca3.1) und TRAM-34 (Inhibitor von Kca3.1)
steigern das mittlere Flachenwachstum als Maf fur die intestinale Wundheilung im Beobachtungszeitraum
von 8 Stunden signifikant. 1-EBIO (Aktivator von Kca2- und Kca3.1-Kanalen) bremst die Wundheilung
deutlich. Die Modulatoren Barium (Inhibitor der meisten Ki- sowie einiger Kv- und Kzr-Kanale), TEA (Inhibitor
der meisten K-, einiger Kca- und Ki-Kanale), ChTx (Inhibitor von Kca1.1, Kca3.1 und einiger Kv-Kanéle) sowie
C293B (Inhibitor von K.7.1) zeigen keinen signifikanten Effekt. n = 5; * p < 0,05 vs. Kontrolle; + p = 0,05 vs.
Kontrolle

Modulator |Absolute Werte Prozentuale Werte p-Wert
Mittleres Flachen- SEM [um?/ h] Mittleres Flachenwachs- | SEM [%] vs. Kontrolle
wachstum [um?/ h] tum vs. Kontrolle [%]

Kontrolle 14.214,91 +/- 842,94 +/- 5,93

Ba2+ 14.736,62 +/- 1.048,52 + 3,67 +/- 7,38 0,708

TEA 14.729,62 +/-1.431,35 + 3,62 +/- 10,07 0,765

IbTx 18.560,67 +/- 533,63 + 30,57 +/- 3,57 0,002

ChTx 16.638,49 +/- 653,79 +17,05 +/- 4,60 0,053

Clt 17.002,25  +/-614,94 + 19,61 +/- 4,33 0,028

TRAM-34 16.637,69 +/- 275,42 +17,04 +/- 1,94 0,026

C293B 16.278,73 +/- 1.381,54 + 14,52 +/- 9,72 0,238

1-EBIO 4.706,70  +/- 894,40 - 66,89 +/- 6,29 <0,001

Tab. 4.1: Wundheilung von IEC 18 in Abhangigkeit von verschiedenen Kaliumkanal-
modulatoren

Iberiotoxin steigert das mittlere Flachenwachstum als MalR fir die intestinale Wundheilung wahrend der
achtstiindigen Beobachtungszeit der scratch-assays um Uber 30 %. Clt und TRAM-34 vermitteln eine
Steigerung von knapp 20 % bzw. rund 17 %. 1-EBIO hingegen induziert ein um mehr als zwei Drittel
gebremstes mittleres Flachenwachstum. In Abhangigkeit von den (brigen Modulatoren ergeben sich keine
signifikanten Veranderungen.
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Die hydrophoben Substanzen CIt, TRAM-34, C293B und 1-EBIO mussten zur
Aliquotierung in DMSO geldst werden (Clt, TRAM-34 und C293B in 10 pL, 1-EBIO in 40
uL). Fir DMSO sind u.a. toxische Effekte auf Zellen beschrieben 2. Daher wurde der
Versuch zusatzlich fur 10 L (0,25 % v/v) und 40 pyL DMSO (1 % v/v) in starving medium
kontrolliert (Abb. 4.3). 10 pL DMSO hatten keinen Einfluss auf die Wundheilungs-
geschwindigkeit (-2,1 % +/- 7,0 %; p = 0,828), wahrend 40 yL DMSO diese um 48,0 % +/-
4,7 % bremsten (p < 0,001).
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Abb. 4.3: Wundheilung von IEC 18 in Abhangigkeit von 10 bzw. 40 yL DMSO

40 pL, nicht aber 10 yL DMSO zeigen einen signifikanten Einfluss auf das mittlere Flachenwachstum als
Mal fur die Wundheilung von IEC 18. * p < 0,05 vs. Kontrolle

Anhand der in jeder Stunde der Experimente gemessenen Flachenwachstumsgeschwin-
digkeit als Mal} fur die jeweils aktuelle Wundheilungsrate der IEC 18 nach Verwundung
wurde aulRerdem der Verlauf der Wundheilung ausgewertet (Abb. 4.4).

IbTx steigerte die Wundheilung insbesondere und signifikant in der zweiten, dritten und
vierten Stunde nach Verwundung. Dasselbe galt fir Clt. TRAM-34 zeigte demgegeniber —
trotz Hemmung desselben Kaliumkanals — einen anderen Verlauf der Wundheilung mit vor
allem in der sechsten und siebten Stunde nach Verwundung erhéhten Werten des

Flachenwachstums, die sich aber zu keinem Zeitpunkt signifikant von der Wundheilung
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der Kontrolle unterschieden. 1-EBIO fuhrt nahezu Uber den gesamten Verlauf des

Experiments zu signifikant erniedrigten Wachstumswerten.
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Abb. 4.4 Verlauf der Wundheilung nach Zugabe von Kaliumkanalmodulatoren

n = 5 fir jede Bedingung, * p < 0,05 vs. jeweiliger Kontrollwert. (A) IbTx fUhrt in der zweiten, dritten und
vierten Stunde nach Verwundung zu signifikant erhdhten Werten fur das Flachenwachstum als Mal fur die
Wundheilung. (B) Nach CIt-Zugabe ist das Flachenwachstum ebenfalls in der zweiten, dritten und vierten
Stunde signifikant gegentber Kontrolle erhdht. (C) Die fir TRAM-34 gemessenen Wundheilungsraten
unterscheiden sich nicht signifikant von den Kontrollwerten (D) Applikation von 1-EBIO senkt die
Wachstumsgeschwindigkeit beinahe wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums signifikant

4.1.2 Wie beeinflussen Kaliumkanale die intestinale Wundheilung unter

entziindlichen Bedingungen?

Wesentliches Ziel dieser Arbeit war es, Erkenntnisse Uber den Einfluss von Kaliumkanalen
auf die intestinale Wundheilung unter entziindlichen Bedingungen zu gewinnen, um damit

erste Hinweise auf eine mogliche Beteiligung von Kaliumkanalen an Pathogenese und
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Unterhaltung chronisch entzindlicher Darmerkrankungen zu erhalten.

Daflr wurden konfluente IEC 18 in chamber slides 24 h vor Verwundung mit 100 ng/ml
IFN-y inkubiert, anschlieBend verwundet und die Wundheilung in Abhangigkeit von
verschiedenen Kaliumkanalmodulatoren videomikroskopisch Uber acht Stunden
beobachtet.

Die alleinige Vorinkubation mit IFN-y bewirkt weder im mittleren Wachstum wahrend der
Beobachtungszeit (-3,34 % +/- 2,49 %, p = 0,62) noch im Verlauf der Wundheilung
Unterschiede gegenuber nicht entzindlichen Kontrollbedingungen (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Wundheilung nach 24 h Vorinkubation mit IFN-y

Gegeniiberstellung der Wundheilung ohne Zugabe von Kaliumkanalmodulatoren ohne und mit Vorinkubation
mit 100 ng/ml IFN-y Gber 24 h vor Verwundung (n = 5). (A) Das mittlere Flachenwachstum wahrend der
achtstiindigen Beobachtungszeit andert sich nicht. (B) Auch im Verlauf der Wundheilung ergeben sich unter
entziindlichen Bedingungen keine signifikanten Veranderungen.

IbTx und damit die Inhibition von kalziumabhangigen Kc,1.1-Kanalen steigert auch nach
IFN-y-Vorinkubation tendenziell die Wundheilung (p = 0,05). Die Hemmung von Kc,3.1
mittels Applikation von CIt hingegen flhrt unter diesen Bedingungen ebenso wie die
Kca3.1-Aktivierung durch 1-EBIO zu einem signifikanten Ruckgang der Wundheilung (p <
0,01 bzw. p < 0,001), wahrend CIt ohne IFN-y-Vorinkubation die Wundheilung steigerte
(Abb. 4.9 und 4.10, Tab. 4.2, vgl. Kap. 4.1.1).
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Modulator Absolute Werte Prozentuale Werte p-Wert
Mittleres Flachen- | SEM [um?/ h] Mittleres Flachenwachs- | SEM [%] vs. Kontrolle
wachstum [um? h] tum vs. Kontrolle [%]
Kontrolle 13.739,50 +/- 353,94 +/- 2,58
IbTx 16.534,08 +/- 1.186,81 + 20,34 +/- 8,64 0,054
Clt 9.968,91 +/- 805,39 -27,44 +/- 5,86 0,003
1-EBIO 8.553,60 +/- 646,11 -37,74 +/- 4,70 <0,001

Tab. 4.2: Wundheilung von IEC 18 in Abhédngigkeit von verschiedenen Kaliumkanal-
modulatoren nach 24 h Vorinkubation mit IFN-y

IbTx induziert eine Steigerung der Wundheilung um ca. 20 %, wahrend das mittlere Flachenwachstum Cit-
abhangig um tber 27 % und durch 1-EBIO um Uber 37 % und signifikant erniedrigt ist.

0 h nach Verwundung 8 h nach Verwundung

Kontrolle

IbTx

Clt

1-EBIO

Abb. 4.6: Reprasentative Bilder von Wunden direkt sowie acht Stunden nach

Verwundung bei den eingesetzten Kaliumkanalmodulatoren nach 24 h Vorinkuba-
tion mit IFN-y
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Abb. 4.7: Wundheilung in Abhéangigkeit verschiedener Kaliumkanalmodulatoren
nach 24 h Vorinkubation mit IFN-y

Darstellung des mittleren Flachenwachstums wahrend des Beobachtungszeitraums. IbTx (Inhibitor von
KCa1.1) flhrt zu einer tendenziellen Steigerung der Wundheilung, wahrend Clt (Inhibitor von KCa3.1) und 1-
EBIO (Aktivator von Kca3.1) die Migration signifikant bremsen. n = 5; + p = 0,05 vs. Kontrolle; ** p < 0,01 vs.
Kontrolle

4.1.3 Welchen Effekt hat epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) auf die

Kaliumkanal-abhangige Wundheilung?

EGF und die vom EGF-Rezeptor (EGFr) ausgehenden Signalwege beeinflussen wie in
zahlreichen anderen Geweben auch im Gastrointestinaltrakt die Migration und Proliferation
va. 143149149 und interagieren zudem haufig mit Kaliumkanalen ""'*%. Daher wurde im
Rahmen dieser Arbeit untersucht, wie sich 5 nM EGF in scratch assays auf die
Kaliumkanal-abhangige Wundheilung auswirkt.

Erwartungsgemal war EGF in der Lage die mittlere Flachenwachstumsgeschwindigkeit
signifikant zu steigern (+48,27 % +/- 20,97 %, p = 0,01), was sich insbesondere auf eine
signifikant gesteigerte Wundheilung in der zweiten, dritten und vierten Stunde nach
Verwundung zurtckfuhren liel3 (Abb. 4.8).
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Abb. 4.8: Wundheilung mit EGF

Gegeniiberstellung der Wundheilung ohne Zugabe von Kaliumkanalmodulatoren ohne und mit Zugabe von
5 nM EGF nach Verwundung (n = 5). (A) Das mittlere Flachenwachstum wahrend der achtstiindigen
Beobachtungszeit ist signifikant gesteigert. (B) Im Verlauf der Wundheilung liegen in der zweiten, dritten und
vierten Stunde nach Verwundung signifikant erhéhte Wachstumsraten vor.

Auch in Verbindung mit Clt war das mittlere Flachenwachstum unter EGF-Einfluss
weiterhin signifikant erhdéht (p = 0,028). Keine Veranderung zeigte sich allerdings
gegenuber dem Clt-induzierten Wachstum ohne EGF (p = 0,50). Dieselben Verhaltnisse
lagen bei der Kombination von EGF mit IbTx vor: Die Wundheilung war signifikant
gegenuber Kontrolle (p = 0,032), nicht aber gegenlber IbTx-abhangigen Werten ohne
EGF (p = 0,88; vgl. Abb. 4.11) erhoht. Unter 1-EBIO und EGF war die Wundheilung
weiterhin signifikant reduziert, gegenuber 1-EBIO alleine jedoch signifikant gesteigert (p =
0,02) (Abb. 4.9, Tab. 4.3).

Modulator | Absolute Werte Prozentuale Werte p-Wert
Mittleres Flachen- SEM [um?/ h] Mittleres Flachenwachs- | SEM [%] vs. Kontrolle
wachstum [um?/ h] tum vs. Kontrolle [%]

Kontrolle 14.214,91 +/- 842,94 +/- 5,93

EGF 21.075,96 +/-2.980,42 + 48,27 +/- 20,97 0,012

EGF+IbTx 18.362,93 +/- 1.331,79 + 29,18 +/- 9,37 0,032

EGF+CIt 17.896,47 +/-1.091,07 + 25,90 +/- 7,68 0,028

EGF+1-EBIO 9.952,80 +/-1.616,10 - 29,98 +/- 11,37 0,040

Tab. 4.3: Wundheilung von IEC 18 mit EGF

EGF steigert die Wundheilung um 48 %. Auch in Kombination mit Iberiotoxin und Clotrimazol lassen sich
signifikant beschleunigte Wundschlussraten beobachten, wahrend mit 1-EBIO die Wundheilung um knapp
30 % reduziert ist.
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Abb. 4.9: Kaliumkanalabhangige Wundheilung unter EGF-Einfluss

(A) EGF steigert das mittlere Flachenwachstum wahrend der Verwundungsexperimente signifikant, in
Kombination mit Clt (n = 5) oder IbTx (n = 3) ist dies ebenfalls der Fall. Die Verbindung mit1-EBIO fihrt zu
einer signifikant reduzierten Wundheilung (n = 3). (B) Vergleich des Clt- und 1-EBIO-abhangigen mittleren
Flachenwachstums in den scratch assays mit und ohne zusatzlich 5 nM EGF: EGF kann die Clt-induzierte
Beschleunigung der Wundheilung nicht weiter steigern (n = 5). Zwar bremsen auch 1-EBIO und EGF
gemeinsam die Wundheilung (n = 3), jedoch ist dies signifikant weniger der Fall als durch 1-EBIO alleine (n
=5). * p < 0,05 vs. Kontrolle; # p < 0,05

4.1.4 Welchen Effekt hat EGF auf die Kaliumkanal-abhangige Wund-
heilung nach 24 h Vorinkubation mit IFN-y?

Vor dem Hintergrund einer mdglichen Beeinflussung von EGFr-abhangigen Signalwegen
durch Modulierung von Kaliumkanalen wurde des Weiteren untersucht, ob und wie EGF
die kaliumkanalabhangige Wundheilung nach 24 h Vorinkubation mit IFN-y beeinflusst.

5 nM EGF beschleunigen auch unter diesen entzindlichen Bedingungen das mittlere
Flachenwachstum. Wird EGF nach Vorinkubation mit IFN-y mit Kaliumkanalmodulatoren
kombiniert, so liegt die Wundheilung fur IbTx tendenziell und fir Clt signifikant Gber dem
Kontrollwert. Erneut wurden mit 1-EBIO signifikant erniedrigte Migrationsraten festgestellt
(Abb. 4.10, Tab. 4.4).
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Abb. 4.10: Kaliumkanalabhiangige Wundheilung unter EGF-Einfluss nach 24 h

Vorinkubation mit IFN-y
Sowohl 5 nM EGF allein (n = 5) als auch die Kombination von 5 nM EGF mit Clt (n = 5) steigert nach 24 h
Vorinkubation mit IFN-y das mittlere Flachenwachstum wahrend des Beobachtungszeitraums, wahrend es

von EGF und 1-EBIO (n = 3) gesenkt wird. IbTx zeigt bei groer Streuung nur tendenziellen Effekt (n = 3);* p

< 0,05 vs. Kontrolle

Modulator | Absolute Werte Prozentuale Werte p-Wert
Mittleres Flachen- SEM [um?/ h] Mittleres Flachenwachs- | SEM [%)] vs. Kontrolle
wachstum [um?/ h] tum vs. Kontrolle [%]

Kontrolle 13.739,50 +/- 353,94 +/- 2,58

EGF 18.825,08 +/-1.192,32 + 37,01 +/- 8,68 0,004

EGF+IbTx 17.014,20 +/- 2890,02 + 23,83 +/- 21,03 0,181

EGF+CIt 17.258,87  +/- 922,63 + 25,61 +/- 6,72 0,007

EGF+1-EBIO 11.499,64  +/- 320,40 - 16,30 +/- 2,33 0,005

Tab. 4.4: Wundheilung von IEC 18 mit EGF nach 24 h Vorinkubation mit IFN-y
Nach 24 h Vorinkubation steigert EGF die Wundheilung sowohl allein als auch in Kombination mit
Kaliumkanalmodulatoren um 23 bis 63 %.

Der Vergleich mit den unter entziindlichen Bedingungen ohne zusatzliche EGF-Applikation
erzielten Ergebnissen zeigt, dass die Clt-induzierte Verlangsamung der Wundheilung nach
Vorinkubation mit IFN-y durch EGF aufgehoben und in eine Steigerung umgekehrt wird.
Die 1-EBIO-abhangig verlangsamte Restitution unter diesen Bedingungen lauft mit EGF
signifikant schneller ab als ohne. In Abhangigkeit von IbTx zeigen sich keine relevanten
Unterschiede (Abb. 4.11).
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Abb. 4.11: Kaliumkanalabhdngige Wundheilung nach 24 h Vorinkubation mit IFN-y
mit und ohne EGF

5 nM EGF steigern auch nach Vorinkubation mit IFN-y die Wundheilung (n = 5). Die Kombination von EGF
mit IbTx (n = 3) fuhrt zu keiner Veranderung der durch IbTx allein erzielten Werte (n = 5). Die Hemmung der
Wundheilung durch CIt unter entziindlichen Bedingungen wird in Kombination mit EGF zu einer Steigerung
(je n = 5) und die 1-EBIO abhangige Wundheilung nach IFN-y-Vorinkubation ist weiterhin, aber signifikant
weniger erniedrigt. * p < 0,05 vs. Kontrolle; # p < 0,05

4.1.5 Ergebnisse der scratch-assays im Uberblick

Die Hemmung der kalziumabhangigen Kaliumkandle Kcal.1 und Kca3.1 steigert die
Wundheilung der intestinalen Epithelzelllinie IEC 18 nach mechanischer Verwundung.
Andere Kaliumkanale scheinen hierauf keinen Einfluss zu haben. Die mit den Modulatoren
der betreffenden Kanale durchgefuhrten Experimente sind im Folgenden nochmals in der

Ubersicht dargestellt.

4.1.5.1 IbTx

100 nM IbTx — ein Inhibitor des kalziumabhangiger Kaliumkanals Kca1.1 — steigert die
Wundheilung signifikant gegenuber Kontrollbedingungen. Auch nach 24-stindiger
Vorinkubation mit IFN-y lassen sich durch IbTx tendenziell erhdhte Wachstumsraten
erzielen. Bei zusatzlicher EGF-Applikation unter normalen Bedingungen ist das mittlere

Flachenwachstum signifikant gesteigert, aber nicht Uber den durch IbTx alleine
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hervorgerufenen Effekt hinaus. Unter entziundlichen Bedingungen zeigt sich kein

eindeutiaer Trend (Abb. 4.12).
IbTx
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Abb. 4.12: Auswirkungen von IbTx auf die Restitution von IEC nach Verwundung
Kontrollbedingungen ohne und mit vorherige Inkubation mit IFN-y sowie Wundheilung fir EGF mit und ohne
vorherige Inkubation mit IFN-y zum Vergleich mit dargestellt.

IbTx-abhéangig ist die Wundheilung von IEC unter normalen Bedingungen signifikant und unter
entzindlichen Bedingungen tendenziell erhdht (alle n = 5). Zusatzlich EGF fuhrt unter normalen
Bedingungen zu keiner weiteren Steigerung der Wachstumswerte, unter entziindlichen Bedingungen ist bei
geringer n-Zahl kein Trend erkennbar (beide n = 3). * p < 0,05; + p = 0,05

4.1.5.2 Cit

Clt hemmt den kalziumabhangigen Kaliumkanal Kca3.1. 10 yM dieser Substanz bewirken
eine signifikante Beschleunigung der intestinalen Restitution nach Verwundung, die
zusatzliche Applikation von 5 nM EGF vermag diese Wachstumsbeschleunigung nicht
weiter zu steigern. Nach 24-stindiger Vorinkubation mit 100 ng/ml IFN-y wird die
Wundheilung durch ClIt jedoch gebremst. Gibt man nun allerdings zusatzlich 5 nM EGF zu,
wird diese Hemmung aufgehoben und das Wachstum auf Werte angehoben, wie sie bei
alleiniger Clt-Gabe beobachtet werden (Abb. 4.13).

Clt vermittelt also unter entzindlichen Bedingungen eine gegensatzliche Regulation der

intestinalen Wundheilung, die durch Applikation von EGF wieder normalisiert werden kann.
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Abb. 4.13: Auswirkungen von CIt auf die Restitution von IEC nach Verwundung
Kontrollbedingungen ohne und mit vorherige Inkubation mit IFN-y sowie Wundheilung fir EGF mit und ohne
vorherige Inkubation mit IFN-y zum Vergleich mit dargestellt.

Clt-abhangig ist die Wundheilung von IEC unter normalen Bedingungen signifikant gesteigert und unter
entziindlichen Bedingungen signifikant erniedrigt. Zusatzlich EGF fuhrt unter normalen Bedingungen zu
keiner weiteren Steigerung der Wachstumswerte, unter entziindlichen Bedingungen wird die Clt-induzierte
Hemmung der Wundheilung aufgehoben (alle n = 5). * p < 0,05

4.1.5.3 1-EBIO

1-EBIO aktiviert den Kanal Kc3.1 und Kanale der Familie Kca2. Unter normalen wie unter
entzundlichen Bedingungen bremst 1-EBIO die Wundheilung, EGF kann diesen Effekt
jeweils signifikant reduzieren, aber nicht aufheben (Abb. 4.14).

Wie oben gezeigt beeinflussen auch 40 pyL des zur Loésung von 1-EBIO in Medium
bendtigten DMSO die Wundheilung. Wahlt man 40 yL DMSO als Kontrolle fur die 1-EBIO-
abhangigen Experimente, so zeigt sich demgegenuber durch 1-EBIO ebenfalls eine
gebremste Wundheilung (p = 0,04). 24-stliindige Vorinkubation mit IFN-y hebt diesen Effekt
allerdings ebenso auf wie zusatzlich EGF. Die Kombination dieser beiden Einflussfaktoren

sorgt gar fur gegenuber 40 yL DMSO gesteigerte Wundschlussraten (Abb. 4.15).
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Abb. 4.14: Auswirkungen von 1-EBIO auf die Restitution von IEC nach Verwundung
Kontrollbedingungen ohne und mit vorherige Inkubation mit IFN-y sowie Wundheilung fir EGF mit und ohne
vorherige Inkubation mit IFN-y zum Vergleich mit dargestellt. 1-EBIO bremst die Wundheilung von IEC unter
normalen Bedingungen. Sowohl entziindliche Bedingungen (je n = 5) als auch zusatzlich EGF unabhangig
von der Vorinkubation steigern die Wundheilung demgegenuber signifikant (je n = 3); diese liegt dabei
allerdings weiterhin signifikant unter dem Niveau der Kontrollen. * p < 0,05
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Abb. 4.15: Auswirkungen von 1-EBIO auf die Restitution von IEC nach Verwundung

in Relation zu 40 yL DMSO

1-EBIO bremst die Wundheilung von IEC auch gegenlber 40 yL DMSO. Entziindliche Bedingungen (alle n
= 5) oder Zugabe von EGF heben diesen Effekt auf. Zusatzlich EGF unter entziindlichen Bedingungen (je n
= 3) fiihrt zu 1-EBIO-abhangig gesteigerter Wundheilung. * p < 0,05 vs. 40 uL DMSO; # p < 0,05
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4.2 Untersuchung intestinaler Migration in Boyden Kammer-

assays:

Neben der Migration von Zellen tragt auch deren Proliferation zur Heilung nach
Verwundung bei *?. Daher ist ein proliferativer Einfluss auf die oben gezeigten Ergebnisse
der scratch-assays nicht auszuschlielRen. Um eine spezifische Aussage fur die Migration
von |EC treffen zu kdnnen und um die Ergebnisse der scratch-assays zu bestatigen,
wurden daher Boyden Kammer-assays durchgefluhrt, in denen die Migration von IEC 18 in
— durch eine Membran mit 8 pM-Poren getrennte - Kompartimente mit

Kaliumkanalmodulatoren untersucht wurde.

4.2.1 Fuihrt Kc3.1-Inhibition zu einer spezifischen Steigerung der

Migration?

Konfluente IEC 18 ohne vorherige Vorinkubation mit IFN-y wurden in definierter
Konzentration in die wells einer Boyden-Kammer pipettiert und ihre Migration durch die
Membran untersucht. In den unteren wells befanden sich IbTx (100 nM), Cit (10 uM),
1-EBIO (600 pM) bzw. Kontrollmedium. Nach sechsstlindiger Inkubation wurden die
migrierten Zellen fixiert, gefarbt und gezahlt.

Die Kca3.1-Hemmung durch CIt steigerte signifikant die Zahl der durch die Membran
migrierten Zellen. Auch die Inhibition von Kca1.1-Kanalen durch Iberiotoxin flihrte zu einer
tendenziellen Steigerung der Migration. Fur die Kca3.1-Aktivierung mittels 1-EBIO zeigte
sich kein Effekt (Abb. 4.16 und 4.18).

4.2.2 Welchen Effekt hat Kc.3.1-Inhibition auf die Migration unter

entzindlichen Bedingungen?

Derselbe Versuch wurde auch mit IEC18 durchgefuhrt, die zuvor 24 h mit FN-y inkubiert
wurden, um so den spezifischen Einfluss von Kaliumkanal-Modulatoren auf die Migration
unter entzindlichen Bedingungen zu untersuchen.

Die Migration von IEC 18 unter Kontrollbedingungen war nach IFN-y-Vorinkubation
gegentber Kontrollbedingungen ohne IFN-y-Vorinkubation etwas, aber nicht signifikant
reduziert.

Die IbTx-abhangige Migration unterschied sich nicht von Kontrollbedingungen. Bei Zugabe
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von Clt lag die Zahl der migrierten Zellen nun signifikant unter den Werten fur
Kontrollbedingungen. Die Migration unter 1-EBIO war ebenfalls signifikant gegentber
Kontrolle erniedrigt (Abb. 4.17 und 4.18).
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Abb. 4.16: Migration von IEC 18 in Boyden-Kammern in Abhangigkeit von Kalium-
kanalmodulatoren

Clt (n = 16) steigert auch in Boyden Kammer-Assays die Migration von IEC 18 signifikant gegenlber Kontrolle
(n =14). Fir IbTx (n = 12) zeigt sich ebenfalls ein Trend zu gesteigerter Migration (p = 0,06), wahrend sich mit
1-EBIO (n = 16) keine Auswirkunaen ergeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Abb. 4.17: Migration von IEC 18 in Boyden-Kammern in Abhangigkeit von Kaliumka-
nalmodulatoren nach Vorinkubation mit IFN-y

Clt (n = 16) und 1-EBIO (n = 14) senken die Zahl der migrierten Zellen signifikant gegentber entziindlicher
Kontrolle (n = 15). IbTx (n = 16) zeigt keinen Effekt. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Im Vergleich entztndlicher und nicht entzindlicher Bedingungen zeigt sich damit far alle
Kaliumkanalmodulatoren eine signifikante Erniedrigung der Migration nach 24-stindiger
IFN-y-Inkubation gegenluber dem Einsatz des Kaliumkanalmodulators nach Vorinkubation
ohne IFN-y (Abb. 4.19).

ohne Vorinkubation mit IFN-y

Kontrolle

IbTx

Clt

1-EBIO

Abb. 4.18: Reprasentative Bilder fiir die Ergebnisse der Boyden Kammer-Assays in
Abhangigkeit von Modulatoren kalziumabhangiger Kaliumkanale sowie mit und
ohne Vorinkubation mit IFN-y
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Abb. 4.19: Migration von IEC 18 in Boyden-Kammern in Abhdngigkeit von Kaliumka-

nalmodulatoren mit und ohne Vorinkubation mit IFN-y
Darstellung der prozentualen Verdnderung der Migration gegeniber Kontrollbedingungen. Nach
Vorinkubation mit IFN-y ist die Migration in Abhangigkeit von allen drei Kaliumkanalmoulatoren gegenuber
Vorinkubation ohne IFN-y reduziert. * p < 0,05 vs. Kontrolle; # p < 0,05

76



Ergebnisse

4.3 Western Blot

4.3.1 Untersuchung EGFr-abhangiger Signalwege

Um die sich aus den scratch assays ergebende Hypothese einer Beeinflussung von EGFr-
abhangigen Signalwegen durch Kca3.1-Modulatoren zu testen, wurden die von EGFr
ausgehenden Signalwege Uber PI3K und ERK im Western Blot untersucht.

Dazu wurden bis zu Konfluenz in Zellkulturschalen kultivierte IEC 18 nach 24-stiindiger
Vorinkubation in serumreduziertem Medium mit oder ohne 100 ng/ml IFN-y verwundet und
die Wundheilung unter Kontrollbedingungen sowie nach Zugabe von 10 pM CIt bzw.
600 uM 1-EBIO jeweils mit und ohne 5 nM EGF nach 30, 120 und 480 min unterbrochen
und Lysate der Zellen erstellt, die im Western Blot auf die Expression von Akt, pAkt, ERK
und pERK untersucht wurden. Als entscheidende Grof3e wurde nach Densitometrie und
Normierung auf die mit B-Actin durchgefuhrt Ladungskontrolle der Phosphorylierungs-
status pAkt/Akt bzw. pERK/ERK berechnet, der jeweilige Wert fur unverwundete Zellen
nach Vorinkubation wurde willkurlich gleich ,1“ gesetzt und die Ubrigen Ergebnisse dazu in
Relation gesetzt.

Mit Antikdrpern gegen EGFr und pEGFr (Tyr 1173) wurde die Phosphorylierung von EGFr
nach Verwundung und EGF-Zugabe bestimmt. Sie war 30 min nach Verwundung signifi-
kant um 108,5 % +/- 43,1% gesteigert, nach 120 min lag nur noch eine Tendenz zu einer
Steigerung (p = 0,09) vor und nach acht Stunden lag sie wieder auf Kontrollniveau (Abb.
4.20). 2,5
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Abb. 4.20: EGFr-Phosphorylierung an Tyr 1173

Phosphorylierung von EGFr nach Verwundung wurde unter Kontrollbedingungen sowie nach Zugabe von
EGF bestimmt. Mit EGF war die Phosphorylierung nach 30 min signifikant, nach 120min deutlich, aber nicht
signifikant gesteigert. Nach acht Stunden bestand kein Unterschied mehr. * p < 0,05; n = 2-5
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4.3.1.1 PI3K-Signalweg

Der PI3K-Signalweg ist einer der zentralen Signalwege, die von Rezeptortyrosinkinasen

wie dem EGFr aktiviert werden. Die Kinase Akt nimmt in ihm eine zentrale Stellung ein.

30 min nach Verwundung war die Akt-Phosphorylierung unter nicht entzundlichen
Bedingungen Clt-abhangig signifikant um 55,5 % +/- 12,8 % gesteigert und lag damit
auch signifikant Uber den 1-EBIO-vermittelten Werten. Mit IFN-y vorinkubierte Zellen
zeigten unabhangig vom eingesetzten Kaliumkanalmodulator deutlich erhéhte Spiegel der
Akt-Phosphorylierung, je nach Modulator im Bereich von +116,4 % +/- 57,4 % bis
+237,9 % +/- 92,9 % (jeweils p < 0,05). Erwartungsgemal} war die zusatzliche Zugabe von
EGF — auller Clt-abhangig nach IFN-y-Vorinkubation — in der Lage, die Phosphorylierung
der Kinase signifikant zu erhéhen. Diese Zunahme betrug je nach Konstellation zwischen
126,0 % +/- 48,5 % und 416,4 % +/- 111,0 %.

2 h nach Verwundung sorgte CIt weiterhin flr eine signifikant gesteigerte Phosphorylie-
rungsrate (+74,3 % +/- 10,4 %) sowohl gegenuber Kontrolle als auch gegenlber 1-EBIO.
Dieser Wert war nun jedoch auch gegenuber der Clt-vermittelten Phosphorylierung von
Akt nach 24 h Vorinkubation mit IFN-y um 50,4 % +/- 9,0 % signifikant erhoht.

Nach acht Stunden ergaben sich keine signifikanten Unterschiede mehr (Abb. 4.22).

ohne IFN-y-Vorinkubation mit IFN-y-Vorinkubation
Kontrolle Cit 1-EBIO  Kontrolle 1-EBIO

pAKt -
nach 30 min - -- - .

Akt

nach 30 min . -

pAkt

nach 120 min . -

Akt

nach 120 min

Abb. 4.21: Reprasentative Western Blots mit den Antikorper pAkt, Akt und B-Actin
Die Akt-Phosphorylierung ist Clt-abhangig unter nicht entztindlichen Bedingungen sowohl 30 als auch 120
min nach Verwundung gesteigert, wahrend sie unter entziindlichen Bedingungen nach 120 min wieder
Kontrollniveau erreicht hat. 8
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Abb. 4.22: Phosphory-
lierung von Akt im Ver-
lauf von acht Stunden
nach Verwundung von
IEC 18 in Abhangigkeit
von Kca3.1-Modulato-
ren, Vorinkubation mit
IFN-y und 5 nM EGF

Darstellung des aus densito-
metrischen Analysen berech-
neten Verhaltnisses pAkt/Akt
als Maly fur die Aktivierung
des PI3K-Signalwegs. In
jeder Balkengruppe sind die
Werte fir Kontrolle, 10 uM Clt
und 600 uyM 1-EBIO darge-
stellt (farblich codiert), wobei
sich die einzelnen Gruppen
durch die Konstellation von
Vorinkubation mit 100 ng/mi
IFN-y und Zugabe von 5 nM
EGF unterscheiden (zusatz-
lich durch Maserung codiert).
*p<0,05n=3-7

(A) Nach 30 min steigert Clt
die Akt-Phosphorylierung un-
ter nicht entzindlichen Be-
dingungen gegeniber Kon-
trolle und 1-EBIO. Die Werte
nach IFN-y-Inkubation sind
unter allen drei Bedingungen
erhoht. AuBer Clt-abhangig
nach Vorinkubation mit IFN-y
trifft dies auch auf die Zugabe
von EGF zu.

(B) Zum Zeitpunkt 120 min
fuhrt Clt unter nicht entzind-
lichen Bedingungen weiterhin
zu einer Steigerung der Akt-
Phosphorylierung gegenuber
Kontrolle und 1-EBIO sowie
nun auch gegenuber Clt nach
IFN-y-Vorinkubation. Eine
Steigerung durch EGF-Zuga-
be nach Verwundung Ilasst
sich nur noch in zwei Konstel-
lationen (1-EBIO-abhangig
ohne sowie Clt-abhangig mit
Vorinkubation) nachweisen.
(C) Acht Stunden nach
Verwundung finden sich keine
signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen
Konstellationen mehr.
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Abb. 4.23: Phosphory-
lierung von ERK im
Verlauf von acht Stun-
den nach Verwundung
von IEC 18 in Abhan-
gigkeit von Kca3.1-
Modulatoren, Vorinku-
bation mit IFN-y und 5
nM EGF

Darstellung des aus densito-
metrischen Analysen berech-
neten Verhaltnisses
pERK/ERK als Maf} fur die
Aktivierung des MAPK/ERK-
Signalwegs. In jeder
Balkengruppe sind die Werte
fur Kontrolle, 10 yM CIt und
600 uM 1-EBIO dargestellt
(farblich codiert), wobei sich
die einzelnen Gruppen durch
die Konstellation von
Vorinkubation mit 100 ng/ml
IFN-y und Zugabe von 5 nM
EGF unterscheiden (zusatz-
lich durch Maserung codiert).
*p<0,05n=34

(A) Nach 30 min zeigt sich
unter  Kontrollbedingungen
ohne IFN-y-Vorinkubation ei-
ne signifikant gesteigerte
ERK-Phosphorylierung durch
EGF. Nach IFN-y-Vorinku-
bation ist der Phosphory-
lierungsstatus von ERK Clt-
abhangig erhoéht.

(B) 120 min nach Ver-
wundung sind drei EGF-
abhangige Phosphorylie-
rungsspiegel gegeniuber dem
jeweiligen Vergleichswert
signifikant, die Ubrigen im
Trend erhdht.

(C) Acht Stunden nach
Verwundung fihrt 1-EBIO
nach 24-stindiger Vorinku-
bation mit IFN-y zu ernied-
rigten Werten gegentber Clt
bzw. 1-EBIO ohne IFN-y-
Vorinkubation.
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4.3.1.2 MAPK/ERK-Signalweg

Der MAPK/ERK-Signalweg ist ein zweiter entscheidender Signalweg, der von

Rezeptortyrosinkinasen wie dem EGFr aktiviert wird.

Nach einer halben Stunde findet sich EGF-abhangig nur in einer Konstellation, namlich
ohne Modulatoren und ohne Vorinkubation mit IFN-y, eine signifikant gesteigerte ERK-
Phosphorylierung. In vier der Ubrigen funf Konstellationen ist ein Trend zu gesteigerter
Phosphorylierung vorhanden (p-Werte zwischen 0,07 und 0,11). Nach IFN-y-Vorinkubation
ist der Phosphorylierungsstatus von ERK Clt-abhangig erhoht.

120 min nach Verwundung lasst sich in drei Konstellation ein steigernder Effekt von EGF
auf die ERK-Phosphorylierung signifikant nachweisen.

Nach acht Stunden liegen auch die Werte fiir die ERK-Phosphorylierung weitgehend auf
demselben Niveau, nur der 1-EBIO-abhangige Wert nach Vorinkubation mit IFN-y liegt
signifikant unter dem Clt-abhangigen sowie unter dem 1-EBIO-abhangigen ohne
Vorinkubation mit IFN-y (Abb. 4.23)

4.3.2 Beeinflussung des PI3K- bzw. MAPK/ERK-Signalwegs im Verlauf

und Korrelation mit den scratch-assays

In den scratch-assays hatte sich gezeigt, dass die Unterschiede in der Restitution insbe-
sondere auf die zweite bis vierte Stunde nach Verwundung zurtickzufihren sind. Daher ist
zu vermuten, dass damit eine veranderte Regulation von Signalwegen vor allem in diesem
Zeitraum einhergehen konnte. Aufgrund der oben gezeigten Daten scheint der PI3K-Sig-
nalweg, nicht aber im MAPK/ERK-Signalweg geeignet, um die in den scratch-assays ge-
zeigten Effekten von Kca3.1-Modulatoren auf die intestinale Restitution teilweise zu erkla-
ren.

Dies soll im Folgenden demonstriert werden, indem Kontrollbedingungen, die Clt-
abhangigen Konstellationen sowie 1-EBIO unter nicht entzindlichen Bedingungen
einander paarweise zum Vergleich gegenlber gestellt werden (Abb. 4.24 A-F). Hierzu
wurde in den folgenden Diagrammen fur die zu vergleichenden Konstellationen jeweils der
Verlauf der im WB gemessenen Phosphorylierung von Akt (links) bzw. ERK (rechts) mit

dem Wachstumsverlauf der korrespondierenden scratch-assays dargestellt.
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Abb. 4.24: Kc=3.1-Modulator-abhangige Phosphorylierung von Akt und ERK sowie

Flachenwachstum im Verlauf

Darstellung des aktuellen Flachenwachstums (Linien) und korrelierende Phosphorylierung (Balken) von Akt
(linke Seite) und ERK (rechte Seite) im Verlauf von 8 Stunden nach Verwundung (logarithmische Skala); * p
< 0,05; n = 3-5 fur Migrationsexperimente, n = 3-7 fur WB

(A) Die Vorinkubation mit 100 ng/ml IFN-y hat wie bereits gezeigt keinen Einfluss auf die Geschwindigkeit
des Wundschlusses. Die ERK-Phosphorylierung wird nicht beeinflusst. Die Akt-Phosphorylierung ist nach
IFN-y-Vorinkubation zunachst deutlich erhéht, nach zwei Stunden wieder auf demselben Niveau. (B) Mit der
Steigerung der Wundheilung durch CIt geht eine signifikante Steigerung der Phosphorylierung von Akt, nicht
aber von ERK 30 und 120 min nach Verwundung einher. (C) Gegeniiber CIt unter nicht entzlindlichen
Bedingungen bewirkt Clt unter entziindlichen Bedingungen nach 30 min mehr als verdreifachte Werte fir
die Akt-Phosphorylierung. Im Gegensatz dazu liegen nach 120 min unter entzindlichen Bedingungen
jedoch signifikant niedrigere Werte vor, was mit zwischen der zweiten und vierten Stunde signifikant
niedrigeren Wundheilungsraten korreliert. Die ERK-Phosphorylierung liegt zu allen Zeitpunkten auf
ahnlichem Niveau. (D) Die Clt-abhangigen Wachstumsprofile sind mit und ohne EGF identisch. Die Zugabe
von EGF sorgt fur eine nach 30 min, nicht aber wahrend der starksten Wachstumsphase erhéhte Akt-
Phosphorylierung. ERK wird nicht beeinflusst. (E) Nach Vorinkubation mit IFN-y wird die Clt-vermittelt
gebremste Wundheilung durch zusatzlich EGF v.a. durch eine gesteigerte Wundheilung in der ersten bis
dritten Stunde wieder auf gesteigerte Restitutionsraten angehoben. Dies geht mit EGF-abhangig nach 120,
tendenziell auch nach 30 min erhéhten Akt-Phosphorylierungsspiegeln einher. ERK zeigt keine signifikanten
Veranderungen. (F) Die Zugabe von 1-EBIO fiihrt im Vergleich zu Kontrollbedingungen zu in beiden
Signalwegen vergleichbaren Phosphorylierungswerten und einer reduzierten Migration Uiber den gesamten
Verlauf.

Die Phosphorylierung von ERK wurde weder durch die Vorinkubation mit 100 ng/ml IFN-y,
noch durch die Zugabe von 10 uM ClIt, deren Kombination oder 600 uM 1-EBIO zu einem
der untersuchten Zeitpunkte signifikant gegenuber der Kontrolle verandert. Auch die
zusatzliche Zugabe von EGF zeigte in den dargestellten Konstellationen keine
Auswirkungen auf diese Kinase (Abb. 4.24 A-F).

24-stundige Vorinkubation mit IFN-y sorgte gegenuber nicht entzindlichen Bedingungen
fur eine signifikant gesteigerte Akt-Phosphorylierung nach 30 Minuten (+116,4 % +/-
57,4 %) bei danach wieder gleichen Werten. Auch die Wundheilungsraten entsprachen
sich weitgehend (Abb. 4.24 A).

Die Zugabe von CIt unter nicht entztindlichen Bedingungen fuhrte gegenuber der Kontrolle
sowohl nach 30 (+55,5 % +/- 12,8 %) als auch nach 120 min (+74,3 % +/- 10,4 %) zu
erhohten Phosphorylierungsspiegeln von Akt. Die Migration war in der zweiten bis vierten
Stunde signifikant um 46,9 % +/- 13,6 % gesteigert (Abb. 4.24 B).

Im Vergleich von Clt unter nicht entzindlichen und entzindlichen Bedingungen (Abb. 4.24
C) zeigte sich 30 min nach Verwundung eine signifikant um 237,9 % +/- 929 %
gesteigerte Akt-Phosphorylierung. Nach 120 min war die Phosphorylierung der Kinase
jedoch unter entzindlichen Bedingungen (-33,5 % +/- 6,7 %) signifikant erniedrigt —
ebenso wie die Restitution in der zweiten bis vierten Stunde nach Verwundung (-39,1 %
+/- 9,2 %).

Die zusatzliche Zugabe von EGF zu CIt fuhrte gegenuber CIt allein unter nicht

entzindlichen Bedingungen (Abb. 4.24 D) 30 min nach Verwundung zu signifikant
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gesteigerten Phosphorylierungsraten von Akt (+256,1 % +/- 41,7 %). Nach 120 min war
die EGF-abhangige Akt-Phosphorylierung jedoch nicht mehr erhéht, auch die
Migrationsraten in diesem Zeitraum entsprachen sich.

Eine andere Situation bot sich unter entziindlichen Bedingungen: Zusatzlich EGF bewirkte
gegenuber Clt allein (Abb. 4.24 E) sowohl eine vermehrte Phosphorylierung von Akt nach
zwei Stunden (+54,7 % +/- 15,4 %) als auch signifikant gesteigerte Restitutionsraten in der
ersten bis dritten Stunde (+103,4 % +/- 18,5 %). Die Dimensionen der jeweiligen Werte
entsprachen dabei in etwa denen, wie sie unter nicht entzundlichen Bedingungen mit Clt
alleine oder mit EGF gefunden wurden.

1-EBIO verursachte gegenitber Kontrolle (Abb. 4.24 F) zwar Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum erniedrigte Migrationsraten, jedoch zu keinem Zeitpunkt eine

veranderte Akt-Phosphorylierung.

Anhand dieser Daten ist eine Korrelation der mittleren Clt-abhangigen Wundheilung in der
zweiten bis vierten Stunde nach Verwundung — der Phase der starksten Migration — mit
der Akt-Phosphorylierung 120 min nach Verwundung zu erkennen.

Dieser Zusammenhang wurde statistisch weiter untersucht (Abb 4.25) und ergab fur die
Clt-abhangigen Werte und Kontrollen eine signifikante Korrelation der beiden Parameter

mit einem Pearson-Koeffizienten von 0,936 (p = 0,003).
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Abb. 4.25: Korrelation der Clt-abhangigen Wundheilung mit der Akt-

Phosphorylierung

(A) Die mittlere Clt-abhangige Wundheilung in der 2. bis 4. h nach Verwundung bzw. die Clt-abhangige Akt-
Phosphorylierung nach 120 min wurden willkdrlich gleich ,1* gesetzt und die tbrigen Clt-abhangigen Werte
sowie Kontrollen darauf bezogen. (B) Es zeigte sich eine signifikante und sehr starke Korrelation zwischen
der Wundheilung und der Akt-Phosphorylierung mit einem Pearson-Koeffizienten von 0,936 (p = 0,003). Fur
die vier Clt-abhangigen Wertepaare allein lag der Pearson-Koeffizient bei 0,949 (p = 0,026; nicht darge-
stellt). *p < 0,05
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Um auch fir die Western-Blot-Experimente eine Beeinflussung durch das als
Lésungsmittel fur Clt und 1-EBIO verwendete DMSO auszuschlieRen, wurde die Akt-
Phosphorylierung nach Verwundung in Abhangikeit von 0,25 % v/v sowie 1 % v/v DMSO in
starving medium zum Zeitpunkt 120 min untersucht. Beide Konstellationen zeigten keine
Auswirkung auf die Akt-Phosphorylierung (-4,6 % +/- 11,6 %, p = 0,88 bzw. +17,6 % +/-
10,1 %, p = 0,57).

4.3.3 Welchen Einfluss hat die Inkubation mit IFN-y auf die Expression

von Kc.3.1?

IEC 18, die flr 24 Stunden mit serumreduziertem Medium mit bzw. ohne 100 ng/ml IFN-y
inkubiert worden waren, wurden wie oben beschrieben lysiert und im Western Blot auf den
kalziumabhangigen Kaliumkanals Kc.3.1 untersucht, um damit dessen Expression zu
Beginn der Verwundung zu bestimmen.

Die Kca3.1-Expression nach Vorinkubation ohne IFN-y wurde jeweils willkurlich gleich eins
gesetzt. Demgegenuber war die Kc.3.1-Expression nach Vorinkubation mit IFN-y um

70,6 % (+/- 16,8 %) gesteigert (Abb. 4.26).
25 -

2,0

1,5

1,0

K., 3.1-Expression
[relative Einheiten]

0,5 4

0,0 .
ohne Vorinkubation Vorinkubation mit
mit IFN-y 100 ng/mL IFN-y

Abb. 4.26: Kc.3.1-Ex-pression von IEC 18 nach Vorinkubation mit und ohne IFN-y
Vorinkubation mit 100 ng/mL IFN-y fuhrt zu einer signifikant gesteigerten Expression von Kca3.1. n =12; * p
< 0,05
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4.4 |Ist die Kc.3.1-Expression bei Patienten mit CED verandert?

Mit der Fragestellung einer moglichen Bedeutung des Kaliumkanals Kca3.1 im Rahmen
von CED bei Patienten wurden IEC von Patienten aus chirurgischen Resektaten und
endoskopischen Biopsien isoliert und mittels real-time PCR auf die mRNA-Expression von
Kca3.1 und Kv7.1 untersucht.

Dabei zeigte sich sowohl fur Proben von Patienten mit CU (+531,5 % +/- 137,2 %) als
auch fur Proben von Patienten mit MC (+316,2 % +/- 110,9 %) eine gegenuber
Kontrollpatienten mit Colorectalem Carcinom (CRC) und Sigmadivertikulitis (SD)
signifikant erhdhte Expression der Kca3.1-mRNA (Abb. 4.27).
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Abb. 4.27: Kca3.1-mRNA-Expression bei IEC aus chirurgischen Resektaten und

endoskopischen Biopsien

Darstellung in relativen Einheiten, Mittelwert der Kontrollen (n = 10; CRC und SD) willkurlich gleich 1 ge-
setzt. Demgegentber signifikant gesteigerte Expression der Kca3.1-mRNA bei CU (n = 8) und bei MC (n =
21). *p < 0,05, ** p < 0,01

Wurde bei den Kontrollen nach CRC und SD getrennt ausgewertet, so zeigte sich die
gesteigerte mMRNA-Expression von Kc.3.1 in IEC bei CU-Patienten gegenuber beiden
Gruppen (+ 539,0 % +/- 138,9 % gegenuber CRC, + 514,7 % +/- 133,6 % gegenuber SD,
jeweils p <0,01).
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Bei den IEC von Patienten mit MC wurde zudem weiter danach unterschieden, ob die IEC
aus makroskopisch entzindeten oder nicht entzindeten Arealen stammten. Fur die Zellen
aus makroskopisch entzindeten Arealen war die gesteigerte Expression ebenfalls
gegenuber beiden Untergruppen der Kontrollen signifikant (+ 351,0 % +/- 142,0 %
gegenuber CRC, +333,9 % +/- 136,6 % gegenuber SD, jeweils p < 0,05), wahrend die
Zellen aus makroskopisch nicht entzundeten Bereichen sich statistisch nicht von den

Zellen der Kontrollpatienten unterschieden (Abb. 4.28).
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Abb. 4.28: Kc.3.1-mRNA-Expression bei IEC aus chirurgischen Resektaten und

endoskopischen Biopsien. Auswertung nach Subgruppen

Die gesteigerte Expression von Kca3.1-mRNA bei CU (n = 8) gegeniiber allen Kontrollen (n = 10) ist
insbesondere auf den Unterschied zur Subgruppe der CRC (n = 7) zuriickzufiihren. Gegenuber der Gruppe
SD (n = 3) zeigt sich aber ebenfalls ein Unterschied. Sowohl gegeniiber CRC als auch gegeniiber SD
exprimieren auch IEC aus Patienten mit MC (n = 21) vermehrt Kca3.1-mRNA, was — wie sich bei weiterer
Stratifizierung nach makroskopisch entziindeten oder nicht entziindeten Arealen zeigt — vor allem durch die
Proben aus makroskopisch entziindeten Arealen bedingt ist. *p < 0,05; **p < 0,01

Um auszuschlie3en, dass es sich bei diesem Befund flr Kca3.1 um einen unspezifischen
Effekt auf Kaliumkanale im Allgemeinen handelt, wurde im selben Versuch parallel auch
die Expression der mRNA des Kaliumkanals Kv7.1 bestimmt.

Hierbei zeigten sich zwischen allen Gruppen keinerlei signifikante Unterschiede (Abb.
4.29), sodass die geschilderten Ergebnisse mit groRer Wahrscheinlichkeit auf eine

besondere Rolle von Kca3.1 zuriickzufiihren sind.
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Abb. 4.29: K.7.1-mRNA-Expression bei IEC aus chirurgischen Resektaten und

endoskopischen Biopsien. Auswertung nach Subgruppen
Darstellung in relativen Einheiten, Mittelwert der Kontrollen willktrlich gleich ,1“ gesetzt. Es ergibt sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Kontrollen: n = 10, davon CRC: n =7 und SD: n = 3; CU:
n = 5; alle MC: n = 18, davon entziindet: n = 11 und nicht entziindet: n =7

Dies legt eine Bedeutung von Kca3.1 auch im Rahmen der Pathogenese oder
Aufrechterhaltung von CED nahe. Da sich auch im Vergleich zu SD sowohl fur CU als
auch fur MC erhdhte Expressionslevel von Kca3.1 finden, scheint es sich dabei zudem
nicht um einen unspezifisch entziundlichen Effekt zu handeln, wenngleich die geringe

Probenzahl fiur SD einschrankend erwahnt werden muss.
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5 Diskussion

Die durch Migration gepragte Restitution von IEC ist ein Prozess, mit dem kleinere
Wunden im Epithel schnell geschlossen werden konnen und der daher im Rahmen
intestinaler Entziindung bedeutend ist '®. Obwohl es zahlreiche Hinweise auf einen
Einfluss von Kaliumkanalen auf die Wundheilung und Migration gibt *, ist die Rolle von
Kaliumkanalen bei der intestinalen Wundheilung nach wie vor nur unzureichend geklart.
Auch die funktionelle Bedeutung von IFN-y im Rahmen der chronischen intestinalen
Entzindung ist noch weitgehend unverstanden. Es gibt Evidenz fur eine Erhdhung der
epithelialen Permeabilitdt sowie einer Einschréankung des lonentransports 47):148).149),
Inwiefern sich IFN-y auf die Migration von IEC auswirkt, wurde bisher allerdings nicht
ausreichend untersucht.

Des Weiteren sind EGF und EGFr-abhangige Signalwege in vielen Geweben wichtige
Regulatoren der Wundheilung und der Migration #6159 An alveolaren Epithelzellen ist dies
zudem mit Kaliumkanalen gekoppelt '**, sodass auch ein — bis heute noch unbekannter —
Zusammenhang bei IEC denkbar erscheint.

Im Rahmen dieser Dissertation sollte daher an zwei etablierten Modellen der intestinalen
Migration der Einfluss von Kaliumkanalen und EGF unter normalen und durch IFN-y
induzierten entzundlichen Bedingungen auf die Migration untersucht werden. Um die
Hypothese zu testen, dass ein Zusammenhang mit EGFr-abhangigen Signalwegen
besteht, wurden WB-Experimente durchgefiihrt. Die mRNA-Expression des Kaliumkanals

Kca3.1 wurde in IEC von CED- und Kontrollpatienten bestimmt.
5.1 Migrationsexperimente mit IEC in vitro

Zum Studium der intestinalen Wundheilung, insbesondere der Migration, wurde in der
vorliegenden Arbeit die aus neugeborenen Ratten stammende Zelllinie IEC 18 eingesetzt.
Diese Zelllinie wurde 1981 von Quaroni und Isselbacher eingefuhrt, ist nicht transformiert
und leitet sich aus Kryptenzellen des lleums ab "9. Es handelt sich um undifferenzierte
epitheliale Vorlauferzellen '*), die in Kultur konfluente Monolyer bilden und bis in hohe
Passagen ihren Phanotyp und die damit verbundene Fahigkeit, zu reifen Enterozyten zu
differenzieren, bewahren '®. Grundséatzlich ist auch die Differenzierung zu neuro-
endokrinen, Paneth-Zellen oder Becherzellen dhnlichen Phanotypen moglich Y.

Seither wurde diese Zelllinie von zahlreichen Arbeitsgruppen eingesetzt und naher
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charakterisiert =8 119:129152)1%3).159.1%5) " Gje wurde zur Untersuchung epithelialer Permeabilitat
1961157 von lonentransportprozessen %81 intrazellularer Signalkaskaden '6©-161162) ynd

der intestinalen Wundheilung #°)-50)120).121).127).163).164).165).66) genutzt.

Zunachst wurden an konfluenten IEC 18 scratch-assays durchgeflhrt. Dabei handelt es
sich um ein weit verbreitetes und gut etabliertes zweidimensionales in vitro-Modell fur die
epitheliale Wundheilung *®495051.122)167).168) - Bie Verwundung erfolgt mechanisch, bei den
Experimenten zu dieser Arbeit mit einer schrag aufgesetzten dinnen Pipettenspitze und
nicht wie von anderen Arbeitsgruppen beschrieben mit einer Rasierklinge, um eine
Verletzung des Untergrundes zu vermeiden "2,

Diese assays stellen eine grobe Vereinfachung der tatsachlichen Ablaufe bei der
intestinalen epithelialen Wundheilung dar und bericksichtigen nicht die Einflisse der
Immunzellen der subepithelialen Lamina propria. Aussagen Uber den Ablauf der
Wundheilung bei Uber das Epithel hinaus penetrierenden Verletzungen kdnnen nicht
getroffen werden.

Auf der anderen Seite bieten scratch-assays entscheidende Vorteile: In ihrem raumlichen
Aufbau imitieren sie die Vorgange der epithelialen Wundheilung in vivo, wobei Zellkontakte
zu den umgebenden Epithelzellen und zur extrazellularen Matrix erhalten bleiben. Durch
kontinuierliches Fotografieren oder Filmen des Heilungsvorgangs ist eine live-
Beobachtung madglich, die Methode kann jederzeit — z.B. durch den Einsatz
fluoreszierender Sonden fur intrazellulare Proteine — verfeinert werden. Zudem wird fur die
Experimente nur geringe technische Ausstattung bendtigt, die Durchfihrung ist einfach
und vergleichsweise billig .

Verschiedene Autoren haben die Methode in vielfaltiger Weise modifiziert, z.B. um einen
hoheren Zelldurchsatz zu erreichen %, als kritisch erwies sich dabei immer wieder die
Quantifizierung der Wundheilung '™, die herkdmmlicherweise vorgenommen wird, indem
in einem definierten Areal zu einem bestimmten Zeitpunkt die Zahl der Uber den
ursprunglichen Wundrand migrierten Zellen gezahlt wird oder der Abstand der
Wundrander im Laufe der Wundheilung mit einer Software gemessen wird 122):134.131169).172)
Beide Verfahren haben Nachteile: Die Abstandsmessung der Wundrander als Mal} fur die
intestinale Migration ist in hohem Grad Zufallseinflissen unterworfen, denn (1) der
Abstand der Wundrander ist Uber den Wundbereich unterschiedlich — schon ein einziger
Zelldurchmesser mehr oder weniger kann grof3e Unterschiede bedingen (Abb 3.5) - und
(2) die den Wundrand bildenden Zellen migrieren in sehr unterschiedlicher

Geschwindigkeit in das Wundareal — je nach gewahltem Ausgangspunkt schwanken die
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nach einer bestimmten Zeit gemessenen Abstande also erheblich. Es ware daher (3) eine
undkonomisch grof3e Zahl an Messungen und entsprechender Auswertung notwendig, um
diese Zufalle auszugleichen oder einen ,observer bias“ mit hinreichender Sicherheit
auszuschlief3en. Auch die Zahlung der uber den Wundrand migrierten Zellen ist potenziell
anfallig fur einen ,observer bias“ und muss daher mit einer Markierung des Wundrandes
nach Verwundung sowie einer verblindeten Auswertung kombiniert
werden . Zudem muss auch diese Art der Quantifizierung sich auf kleine Bereiche der
Wunde beschranken, um mit angemessenem Aufwand durchgefuhrt werden zu konnen.
Insgesamt sind diese Quantifizierungsmethoden somit nicht effizient.

Die scratch assay-Methode wurde daher flr diese Arbeit weiter entwickelt und eine
neuartige Methode =zur Quantifizierung und Ergebnisdarstellung verwendet: Die
Quantifizierung erfolgte mittels Flachenmessung. Eine solche Flachenmessung lasst sich
durch Markierung des Wundrandes auf den wahrend der Experimente aufgenommenen
Bildern mit der entsprechenden Software (hier: Carl Zeiss AxioVision) ohne groReren
Aufwand durchfiihren. Da der Wundrand eindeutig zu erkennen ist, ist eine Beeinflussung
der Ergebnisse durch den Beobachter und somit ein ,observer bias® nur schwer
vorstellbar. Zudem kann der gesamte fotografierte Wundbereich fur die Auswertung in
Betracht gezogen werden, wodurch zufallige Fehler minimiert werden. Wie gezeigt werden
konnte, hat dieses Verfahren mit einer Standardabweichung von nur 0,15% eine hohe
Reliabilitat. Auch fur die Verlaufsbeobachtung bieten sich dadurch bedeutende Vorteile.
Anders als sonst Ublich "% wurde als MaB fir die Wundheilung kein prozentualer,
sondern ein absoluter Wert errechnet, da bei der experimentellen Prozedur der scratch
assays die GrofRe der Wunde zwangslaufig zwischen den verschiedenen Experimenten
differiert. Bei gleicher Migrationsgeschwindigkeit kdnnen somit unterschiedliche relative
Wundschlussraten erzielt werden und es erscheint daher ungenau, Prozentwerte

miteinander zu vergleichen.

Da scratch assays auf initiale Ereignisse (hier: die ersten acht Stunden) der Wundheilung
fokussieren, besteht weitgehender Konsens darlber, dass bei diesem Verfahren in erster
Linie die Zellmigration untersucht wird '"°'7"173)  Gegenliber der in der Einleitung
dargestellten Migration von einzelnen Zellen unterscheidet sie sich allerdings dadurch,
dass die Zellwanderung kollektiv in einem Zellverband erfolgt, Zell-Zell-Kontakte bleiben
erhalten. Einzelne Zellen oder Zellgruppen Gbernehmen dabei gewissermalen die Vorhut
und wandern den Ubrigen Zellen voran. Bei der Retraktion ihres Zellschwanzes kommt es

durch die Vernetzung mit den dahinter gelegenen Zellen gleichzeitig zum Nachziehen des
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Vorderpols der nachfolgenden Zellen '™,

Trotz der im Vergleich zur Beobachtungszeit langen Generationszeit von IEC 18 '? kann
nicht mit absoluter Sicherheit ausgeschlossen werden, dass auch die Zellproliferation
Einfluss auf die Ergebnisse hatte, sodass die scratch assays — um eine spezifische
Aussage uber die Migration treffen zu kdnnen — mit Boyden Kammer-assays kombiniert
wurden. Dabei handelt es sich um ein weiteres Standardverfahren zur Untersuchung der

Zellwanderung %9 bei dem auch chemotaktische Gradienten generiert werden kénnen.

5.2 Einfluss von Kaliumkanalmodulatoren auf die Migration
von IEC

5.2.1 nicht entzindliche Bedingungen

Anhand von Wundheilungsexperimenten mit der aus der Ratte stammenden und nicht
transformierten intestinalen Epithelzelllinie IEC 18 wurde im Rahmen dieser Arbeit
zunachst der Einfluss von Kaliumkanalmodulatoren auf die intestinale Wundheilung in
vitro untersucht. Konfluente IEC 18 wurden mechanisch verwundet und die Zellmigration
in die Wunde videomikroskopisch aufgezeichnet. Dabei konnte gezeigt werden, dass die
Inhibition kalziumabhangiger Kaliumkanale durch CIt, TRAM-34 und IbTx unter nicht
entzundlichen Bedingungen zu einer Beschleunigung der Wundheilung und damit in erster
Linie der Migration fuhrt, wahrend der Kaliumkanalaktivator 1-EBIO sie bremst. Mit ChTx,
welches ebenfalls kalziumaktivierte Kaliumkanale hemmt, zeigte sich ein Trend hin zu eine
gesteigerter Wundheilung. Inhibitoren anderer Kanale, namentlich Ba?*, TEA und
C 293 B, hatten keinen Einfluss auf die Wundheilung. Boyden-Kammer-assays zeigten in
Abhangigkeit von Clt und im Trend auch von IbTx, nicht aber von 1-EBIO ebenfalls eine

gesteigerte Migration und bestatigten damit die Ergebnisse der scratch-assays.

Der steigernde Effekt von CIt auf die intestinale Wundheilung wurde — in scratch-assay-
ahnlichen Wundheilungsexperimenten — bereits zuvor an den beiden humanen
Kolonkarzinom-Zelllinien T84 und CaCo2 beschrieben " wahrend der gegenteilige Effekt
von 1-EBIO in dieser Studie bei einer vergleichsweise geringen Konzentration 379 nicht
nachgewiesen werden konnte. Interessanterweise fuhrte allerdings Hyperpolarisation der
Zellen durch kaliumfreies Medium und damit die Imitierung des Effekis eines

Kaliumkanalaktivators doch zu einer Herabsetzung der Wundheilung. Obwohl die Autoren
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frihe Ereignisse im Rahmen der Wundheilung fur den gesteigerten Clt-abhangigen
Wundschluss verantwortlich machen konnten, gelang es ihnen nicht, dies spezifisch fir

die Zellmigration nachzuweisen.

Clt hemmt selektiv den kalziumabhangigen Kaliumkanal Kc,3.1 ') Da Clt einen
Imidazolring enthalt und dadurch zusatzlich auch Enzyme der Cytochrom-Familie inhibiert
178179 ware es allerdings prinzipiell auch moglich, dass die beobachtete Steigerung der
Migration nicht allein Gber die Wirkung auf den Kaliumkanal erklarbar ist. Daher wurde
zusatzlich auch TRAM-34 eingesetzt, welches Kc.3.1 ebenfalls hochspezifisch hemmt,
aber keine Wirkung auf Cytochrom-Enzyme hat '"®. Da auch TRAM-34 die Wundheilung
signifikant und noch dazu in ahnlichem Ausmal steigerte, kann jedoch mit hoher
Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass tatsachlich die Inhibition von Kc,3.1

fur die durch CIt gesteigerte Migration verantwortlich ist.

Sowohl IbTx als auch CIt fuhrten in erster Linie in der ersten Halfte des
Beobachtungszeitraum von acht Stunden zu deutlich und signifikant erhdhten
Migrationsraten in den scratch-assays. Ein identisches Verlaufsprofil zeigt auch die
gesteigerte Migration in Abhangigkeit von EGF. Zudem kann EGF die durch IbTx bzw. Clt
hervorgerufene Wundheilung nicht weiter steigern, hat also keinen additiven Effekt. Es
liegt daher die Vermutung nahe, dass eine Aktivierung von EGFr-abhangigen Signalwegen
durch die Inhibition kalziumabhangiger Kaliumkanale zumindest teilweise zur Steigerung
der Restitution nach mechanischer Verwundung beitragt und die Bindung von EGF an
seinen Rezeptor somit keine zusatzliche Aktivierung nachgeschalteter Signalketten
vermitteln kann.

Ein solcher Mechanismus ware nichts Ungewohnliches: Es liegt zunehmende Evidenz
dafur vor, dass Kalium- und andere lonenkanale ihre Wirkungen auf die Migration
vermitteln, indem sie Komplexe mit Signalmolekilen bilden, im Rahmen derer durch
Konformationsanderungen regulatorische Signale ausgetauscht werden. So wurde
beispielsweise an Leukamie-Zellen gezeigt, dass Blockade des Kaliumkanals K,11.1 die
Migration bremst und dass dabei eine Komplexbildung von K,11.1 mit dem VEGFr und [3:-
Integrin von Bedeutung ist *%. In humanen T-Zellen gibt es Hinweise auf die Existenz von
Komplexen zwischen K,1.3 und s-Integrinen, die die Foérderung integrinabhangiger
Migration durch K,1.3-Aktivierung bzw. die Hemmung durch K,1.3-Blockade erklaren
konnten 89182 Eine ahnliche Assoziation wurde auch fiir Bi-Integrine und den

Kationenkanal hERG1 nachgewiesen, wobei dessen Funktion fir die Aktivierung
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intrazellularer Signalmolekile der Migration wie z.B. FAK oder Rac1 essentiell ist '®%. An
humanen Osteoblasten wurde eine direkte Interaktion von Kca1.1 mit FAK gezeigt '®%.
deHart et al. wiesen an mehreren Zelllinien nach, dass die Funktion von K;4.2 durch
Kolokalisierung mit agfBs-Integrin  fir die Migration essentiell ist '), Auch eine
Beeinflussung von Signalmolekilen durch Konformationsanderungen in Abhangigkeit vom

Membranpotenzial oder von lonenfluss ist denkbar .
TRAM-34

Clt Abb. 5.1: Mogliche Mecha-
nismen der Beeinflussung
EGFr-abhangiger Signalwe-
ge durch Kca3.1-Hemmung:

Kca3.1-Hemmung koénnte tber Kon-
formationsénderungen EGFr und
dartber EGFr-abhangige Signalwe-
ge beeinflussen. Dies kénnte direkt
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J
& fluss vermittelt werden.
\b ’4
EGFr-abhéngige"

Signalwege

J
J

Konformations-

Zellmembran n =
anderung? o
(W]

EGFr

C

Unabhangig von Migrationsvorgangen belegen auch die Ergebnisse von Tahara et al.,
dass Kaliumkanale EGFr-abhangige Signalwege beeinflussen kdnnen: An Kardiomyozyten
verursacht die Kaliumkanalblockade mittels 4-Aminopyridin eine ERK-Phosphorylierung,
die durch EGFr vermittelt ist '®".

Einen umgekehrten Mechanismus entdeckten Jin et al. an einer Nierenzelllinie: Fur die
Steigerung der Migration durch Hepatozytenwachstumsfaktor (HGF) war die Funktion
kalziumabhangiger Kaliumkanale essentiell. Deren Blockade u.a. mit Clt und IbTx hemmte
die HGF-stimulierte Migration '®®. Kaliumkanale waren in diesem Fall in der Signalkaskade

also unterhalb des Wachstumsfaktorrezeptors lokalisiert.

Betrachtet man die mit 1-EBIO gefundenen Migrationsraten, so zeigen auch diese, dass
ein  Zusammenhang von kalziumaktivierten Kaliumkanadlen mit EGFr-abhangigen
Signalwegen denkbar ist: Wahrend 1-EBIO die Wundheilung deutlich reduziert und damit
die Aktivierung von Kc.3.1 den gegenteiligen Effekt einer Hemmung bewirkt, mindert
zusatzlich EGF diesen Einfluss signifikant. Dies wird insbesondere deutlich, wenn man die
von 1-EBIO und EGF abhangige Wundheilung auf diejenige in Abhangigkeit von 40 pL

DMSO, der Lésungssubstanz flr 1-EBIO, bezieht. Im Vergleich hierzu wird die Reduktion
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der Wundheilung sogar komplett aufgehoben. Dies ware im Sinne einer Reaktivierung
oder Aktivierung von durch Kc.3.1-Offnung gehemmten oder nicht aktivierten EGFr-
abhangigen Signalwegen erklarbar.

Generell scheint der Bezug der Ergebnisse fur 1-EBIO auf die mit 40 yL DMSO erzielten
Kontrollwerte sinnvoller, da so die diesen Migrationsraten immanente Verzerrung durch
das Losungsmittel berucksichtigt wird.

Dennoch sind die Werte fur 1-EBIO nicht vollkommen konklusiv, da 1-EBIO in den
Boyden-Kammern die Wirkung von CIt auf die Migration nicht umkehren kann. Dies mag
damit zusammenhéangen, dass 1-EBIO neben Kc.3.1 auch Kc.2 aktiviert 7% und zudem
weitere Zielmolekile beeinflusst, beispielsweise die Adenylatcyclase oder den CFTR 2.
An MDCK-F-Zellen, einer Nierenepithelzelllinie, wurde gezeigt, dass Kc,3.1, der von Clt
gehemmte Kanal, in migrierenden Zellen an der Zellfront héher als im Zellschwanz
exprimiert ist °0'°" — ein Prozess, der auf clathrinabhangigem endozytotischem Recycling
und mikrotubularen Transport beruht 2. Dazu gegensatzlich ist die intrazellulare
Kalziumkonzentration in migrierenden Zellen verteilt: Im Vorderpol findet sich eine
signifikant niedrigere Konzentration als im Zellschwanz '9'%1%) Es ist also davon
auszugehen, dass an der Zellfront zwar vermehrt K¢.3.1-Kanale vorhanden, dort jedoch
aufgrund des erniedrigten Kalziumspiegels vermindert aktiv sind. Die Inhibition von Kc,3.1
durch CIt wirde somit diese physiologische Hemmung noch weiter verstarken und konnte
dadurch die Migration beschleunigen. Die ebenfalls durch CIt bewirkte Hemmung von
verstarkt aktiven Kanalen im Zellschwanz konnte in diesem Fall durch deren geringere
Zahl nicht ins Gewicht fallen.

Es sollte jedoch erwahnt werden, dass auch im Vorderpol von migrierenden Zellen
kurzfristige und rdumlich begrenzte Erhdhungen der intrazellularen Kalziumkonzentration

fur die Migration essentiell sind 19"

Im Gegensatz zu den Befunden bei IEC wirkte sich eine Hemmung von Kc.3.1 an
Zelllinien aus zahlreichen anderen Geweben negativ auf die Zellmigration aus, so z.B. an
dendritischen Zellen der Lunge ™, an Glioblastomzellen '® an MDCK-F-Zellen ),
kardialen glatten Muskelzellen ?®, Fibroblasten und malignen Melanom-Zellen . Eine
maogliche Erklarung daflr liegt in der Tatsache, dass zwar im Vorderpol migrierender Zellen
erniedrigte Aktivitatslevel von Kc.3.1 die Migration positiv beeinflussen (s.o.), aber
gleichzeitig eine in Verbindung mit  erhohter Kalziumkonzentration % stehende
Aktivierung von Kc.3.1 im Zellschwanz durch Beeinflussung des Zellvolumens fur die

Vorwartsbewegung ebenfalls wichtig ist 2. Die Bedeutung dieser Mechanismen konnte in
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verschiedenen Geweben unterschiedlich ausgepragt sein und somit unterschiedliche

Reaktionsmuster bei Kc.3.1-Inhibition bedingen.

Abb. 5.2: Raumliche
Verteilung von Kca3.1
und Kalzium in migrie-
Ca2+l, renden Zellen
- Zwar erfolgt bei der Migration
eine Umverteilung von Kca3.1
zugunsten der Zellfront, auf-
grund des erniedrigten Kal-
ziumspiegels ist der Kanal dort
aber — wie auch nach Hem-
mung durch Clt oder TRAM-34
— weniger aktiv und fordert
dadurch in  Abwesenheit
spannungsabhangiger Kal-
ziumkanale seinerseits er-
niedrigte Kalziumspiegel. Die
gegenteilige Situation am Zell-
schwanz koénnte das bei
Kca3.1-Hemmung gebremste
Wachstumsverhalten anderer
Zellen erklaren.

Kca3.1

Zur weiteren Erklarung sowohl der bei IEC gesteigerten Migration durch K¢.3.1-Hemmung
als auch der unterschiedlichen Reaktion anderer Zellen darauf konnte zudem die
Regulation der intrazellularen Kalziumkonzentration durch Kaliumkanale und
Kalziumkanale dienen. Intestinale Epithelzellen exprimieren keine spannungsabhangigen
Kalziumkanale, sodass die Triebkraft fir Kalziumeinstrom nur vom Membranpotenzial
abhangig ist 2°®. Das Membranpotenzial wird in erster Linie durch Kaliumkanale bestimmt,
sodass deren Hemmung es hin zu positiveren Werten verschiebt 7229, Dies mindert den
Kalziumeinstrom %329 ynd tréagt so zumindest im Vorderpol der Zelle zum nétigen Milieu
fur die Vorwartsbewegung bei. Basolaterale Kca3.1-Kanale wurden als entscheidende
Kaliumkanale fur die Aufrechterhaltung des Membranpotenzials in humanen Kolonzellen
identifiziert 8).88).200).207)

Andere Zelltypen wie Dbeispielsweise glatte Muskelzellen exprimieren dagegen
spannungsabhangige Kalziumkanale. Hier fuhrt ein positiveres Membranpotenzial durch
Hemmung von Kaliumkanalen im Sinne einer Depolarisation zu einer verstarkten
Offenwahrscheinlichkeit dieser Kalziumkanale und damit zum Kalziumeinstrom 2°%2%%) \was
wiederum — auf den Vorderpol der Zelle bezogen — fur die Zellmigration kontraproduktiv
ist.

Schwab et al. schlug flir das von anderen Zelltypen abweichende Verhalten intestinaler

Epithelzellen auRerdem eine Bedeutung der Galvanotaxis vor *®. Unter Galvanotaxis oder
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Elektrotaxis ist die gerichtete Zellmigration in Abhangigkeit eines dul3eren elektrischen
Feldes zu verstehen 2. Elektrische Felder entstehen im Darm durch die Resorption von
lonen und dadurch hervorgerufene transepitheliale Potenzialdifferenzen, im Rektum

beispielsweise durch Natriumaufnahme via ENaC 2",

Die migrationssteigernde Wirkung von IbTx und damit der spezifischen Kca1.1-Blockade
auf IEC wurde in dieser Arbeit erstmals beschrieben. Auch dies steht in scheinbarem
Widerspruch zum Verhalten humaner Gliomzellen, die auf Hemmung von Kca1.1 mittels
IbTx mit verminderter Migration reagieren ®. Es ist jedoch auch eine verminderte
Migration durch Aktivierung des Kanals beschrieben. In diesem Fall gibt es Hinweise, dass
die intrazellulare Kalziumkonzentration keine Rolle als second messenger spielt 2'.

Allerdings lasst sich an Kca1.1 auch demonstrieren, dass Expression und Einfluss von
Kaliumkanalen sich stark zwischen verschiedenen Zellen unterscheiden: Wahrend
Gliomzellen in erster Linie Kca1.1 exprimieren %), sind es in Melanomzellen v.a. Kc.3.1,
Kca2.1 und Kca2.2 2", Im Kontext des jeweiligen Gewebes bzw. des jeweiligen Zelltyps

variierende Bedeutungen von Kaliumkanalen stellen also nichts Auldergewohnliches dar.

Die Auswirkungen der Hemmung von kalziumabhangigen Kaliumkanalen mit geringer
Leitfahigkeit aus der Familie Kc.2 wurden in dieser Studie nicht untersucht. Jedoch
aktiviert 1-EBIO auch diese Kanale 2", sodass ein zusatzlicher Einfluss dieser Kanéle
nicht ausgeschlossen werden kann, zumal sie in IEC exprimiert werden 2'. Dass diese
Kaliumkanale die Migration grundsatzlich regulieren konnen, zeigten Potier at al. an einer
Brustkrebszelllinie, in der Kc.2.3-Expression die Migration steigerte und Kc.2.3-knockdown

sie hemmte 29,

Lotz et al. beobachtete in der bereits zitierten Arbeit "® an T84-Zellen auRerdem eine
Steigerung der intestinalen Wundheilung durch Hemmung von Kaliumkanalen mit Barium
und ChTx. Beides konnte in dieser Studie nicht bestatigt werden, im Fall von ChTx war
allerdings ein starker Trend (p = 0,053) zu erkennen, sodass madglicherweise zu wenig
Versuche durchgefuhrt wurden, um dessen Effekt statistisch signifikant nachweisen zu
konnen. Angesichts der Tatsache, dass ChTx sowohl Kc,1.1 als auch Kc.3.1 hemmt 29,
ware ein solcher Effekt eigentlich zu erwarten, allerdings keineswegs zwingend, da ChTx
auch einige spannungsabhangige Kaliumkanale inhibiert 2" und somit anderweitige
Einflusse auf die Wirkung von ChTx denkbar sind. Die mit Barium, einem Inhibitor von

Einwartsgleichrichter-Kaliumkanalen ™ gefundene Beschleunigung der Wundheilung war
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aulerst gering, sodass eine relevante Bedeutung in vivo unwahrscheinlich ist.

Dass darlber hinaus auch andere Kaliumkanale fir die Zellmigration und -proliferation von
grol3er Bedeutung sind, belegen Daten, die an einer Vielzahl von Zellen bzw. Zelllinien und
mit Fokus auf zahlreiche verschiedene Kaliumkanale erhoben wurden:

Rao et al. zeigten einen positiven Zusammenhang zwischen Expression und Aktivitat der
spannungsabhangigen Kaliumkanalen K,1.1 und K,1.5 und der Migration von IEC. Als
intrazellularen Mittler dieses Effekts machten sie die durch die resultierende
Hyperpolarisation gesteigerte zytosolische Kalziumkonzentration aus %%. Dazu passend
konnte in einer anderen Arbeit nachgewiesen werden, dass die durch Cyclooxygenase-
Inhibitoren hervorgerufene Hemmung der Migration von IEC mit einer erniedrigten
Expression und Aktivitat von K,1.4 und K,1.6 einhergeht #'®. In der vorliegenden Arbeit
zeigte sich nach Zugabe von TEA kein Einfluss von spannungsabhangigen
Kaliumkanalen, wobei mit Ausnahme von K,1.1 zur Hemmung der Mitglieder der Familie
K.1 die eingesetzte Konzentration von 5 mM nicht ausreichend gewesen sein diirfte .
Allerdings legen auch die genannten Arbeiten nahe, dass die intrazellulare
Kalziumkonzentration ein entscheidender Effektor der Migrationsregulation durch
Kaliumkanale sein durfte.

Trinh et al. zeigten an alveolaren Epithelzellen, dass die Blockade der Kanéle K6.1 und
K.7.1 die EGF-stimulierte Wundheilung, Migration und Proliferation reduziert 8". Gomez-
Varela et al. erzielten mit einem monoklonalen Antikorper gegen K,10.1 deutlich
herabgesetzte Proliferationsraten in verschiedenen Tumorzelllinien, u.a. auch in der
Coloncarcinom-Zelllinie HT29, an Brust- und Pankreaskrebszellen ®). Bei mikroglialen
Zellen fuhrt eine Hemmung des Kanals K,3.1 mit Margatoxin zu deutlich erniedrigen
Migrationsraten 29, Des Weiteren seien beispielhaft die bereits oben erwahnte Reduktion
der Migration von Leukamiezellen durch Hemmung von hERG ™ und die an mehreren
Zelllinien gezeigte Minderung der Migration durch Inhibition oder Unterdruckung der
Expression von K;4.2 genannt 89220,

Mit Inhibitoren spannungsabhangiger Kaliumkanale und von Einwartsgleichrichter-
Kaliumkanalen wurden bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten mit
IEC18 allerdings keine veranderte Wundheilung gefunden. Wie schon bei den
kalziumabhangigen Kaliumkanalen festzustellen war, scheint der Einfluss von
Kaliumkanalen auf die Zellmigration also abhangig von Gewebe bzw. Zellart
unterschiedlich zu sein. Diese Zusammenhange stellen daher ein lohnenswertes Ziel

weiterer Forschung und potenzieller zukUnftiger Therapieansatze dar. Dies gilt
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insbesondere, da die Migration von Zellen nicht nur bei der Wundheilung, sondern z.B.
auch bei der Metastasierung von Tumoren %Y oder im Rahmen der
Immunantwort 222223).224.225) ichtig ist.

Interessanterweise konnten zudem Grishin et al. in einer Studie demonstrieren, dass die
Inhibition von Kv2.1 mittels verschiedener Modulatoren die Apoptose von IEC hemmt,
indem der dabei stattfindende Kaliumefflux blockiert wird #?®. Auch dies unterstreicht die

Bedeutung von Kaliumkanalen fir die zuklnftige CED-Forschung.

5.2.2 Entzindliche Bedingungen

Mittels 24-stundiger Vorinkubation von konfluenten IEC 18 mit rekombinantem IFN-y
wurde eine chronische intestinale Entziindung simuliert und der Zellrasen anschliel3end
verwundet. Die Zellmigration in Abhangigkeit von Kaliumkanalmodulatoren wurde
gemessen.

IFN-y ist ein Zytokin, das typischerweise von Tu1-Zellen sezerniert wird, und so
gemeinsam mit anderen Zytokinen wie beispielsweise IL-12 eine entscheidende Rolle in
der Pathogenese des Morbus Crohn hat, bei dem Tu1-Zellen die Immunreaktion
dominieren ?*"). Dies spiegelt sich auch in aus der Darmmukosa stammenden erhéhten
IFN-y-Spiegeln im Serum von MC-Patienten wider 2”. Unter der im Mausmodell haufig
verwendeten Induktion einer Colitis mit Natriumdodecylsulfat (DSS) zeigt sich ebenfalls ein
ausgepragtes Tu1-Profil 22 in dem IFN-y eine essentielle Rolle spielt #2°.

Chronisch entziindliche Bedingungen am intestinalen Epithel wurden daher in Anlehnung
an andere Autoren 29125.230.231) dqyrch eine lang dauernde Vorinkubation der Zellen mit IFN-

y in der angegebenen Konzentration simuliert.

Wahrend sich die grundlegende Migrationsrate nach 24-stindiger Vorinkubation mit IFN-y
nicht anderte, war sie nach Zugabe von IbTx wie schon unter nicht entzindlichen
Bedingungen erhoht, im Gegensatz dazu aber nach Zugabe von CIt und 1-EBIO
erniedrigt.

Der Einfluss von Kc.1.1 auf die Migration scheint sich daher unter entzindlichen
Bedingungen nicht von normalen Bedingungen zu unterscheiden. Demgegenuber
vermittelt Kc.3.1-Blockade nach IFN-y-Inkubation eine gegensatzliche Regulation der
intestinalen Wundheilung in vitro. Zwar ist die 1-EBIO-abhangige Migration bei diesen
Verhaltnissen weiterhin deutlich erniedrigt, jedoch signifikant weniger als dies ohne

vorherige Applikation von IFN-y der Fall war. Bezogen auf 40 uyL DMSO als
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Kontrollbedingung wird die Minderung der Migration sogar komplett aufgehoben. Auch
diese Daten fur die Aktivierung von Kc.3.1 legen daher eine gegensatzliche Regulation der
Migration durch den Kaliumkanals unter entzindlichen Bedingungen nahe.

Diese Beeinflussung der intestinalen Wundheilung in vitro ist bisher nicht beschrieben,
auch in anderen Zellkulturmodellen wurde ein solcher Zusammenhang noch nicht
untersucht. Um die genaue Bedeutung dieser Kaliumkanal-abhangigen gegensatzlichen
Regulation der intestinalen Migration unter nicht entzindlichen und entzindlichen
Bedingungen sowie mogliche Konsequenzen daraus zu definieren, sind weitere
Untersuchungen in vitro und in vivo nétig. Es kdnnte sich dabei um einen Mechanismus
handeln, der primar die Entstehung oder sekundar die Unterhaltung chronischer
intestinaler Entzindung und deren Symptome férdert, indem er zu gesteigerter epithelialer
Permeabilitat beitragt und so beispielsweise die Translokation von Antigenen oder den
Austritt von FlUssigkeit ermdglicht.

Die als Antwort auf IFN-y-Inkubation gesteigerte epitheliale Permeabilitdt wurde bisher vor
allem auf eine Minderung funktionaler Zell-Zell-Kontakte und Aktivierung parazellularer
Poren sowie dem daraus resultierenden erniedrigten transepithelialen Widerstand
zurlickgeflhrt 1291147232).233)234).235.236) - Aych fiir aktiven Morbus Crohn, im Rahmen dessen

IFN-y eine zentrale Rolle einnimmt (s.0.), konnte dies gezeigt werden 7).

In Boyden-Kammer-Experimenten zeigte sich nach 24-stiindiger Vorinkubation der Zellen
mit IFN-y ebenfalls der gegensatzliche Einfluss einer Kc.3.1-Hemmung auf die Migration
und untermauert damit den Befund der scratch-assays. Einschrankend muss jedoch
erwahnt werden, dass sich die Ergebnisse fur IbTx und 1-EBIO in diesem Modell nicht
bestatigt werden konnten. Verantwortlich daftir kdnnte sein, dass in Boyden-Kammern im
Unterschied zu scratch-assays die Migration einzelner Zellen und nicht die Migration von
Zellverbanden untersucht wird. Zudem spielen in Boyden-Kammern chemotaktische
Gradienten der eingesetzten Substanzen eine Rolle, wahrend sie in mechanischen

Verwundungsmodellen eine homogene raumliche Verteilung zeigen.

Ausgehend von der Hypothese des Einflusses EGFr-abhangiger Signalwege im Rahmen
der kaliumkanalabhangigen Migration von IEC legen die Verwundungsexperimente nahe,
dass auch die gegensatzliche Regulation im entzindlichen Milieu auf eine Modulation des
EGFr zurickgefuhrt werden kdnnte.

Da EGF auch nach Vorinkubation mit IFN-y die Wundheilung signifikant steigert, Clt sie

aber senkt, muss eine Aktivierung EGFr-abhangiger Signalwege durch K¢.3.1-Hemmung —
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wie sie weiter oben fur nicht entzindliche Bedingungen postuliert wurde — unter
entzindlichen Bedingungen ausgeschlossen werden. Die Kombination von EGF und CIt
sorgte unter entziindlichen Verhaltnissen jedoch flr eine Steigerung der Wundheilung
sowohl gegenuber den in Abhangigkeit von CIt beobachteten erniedrigten Werten als auch
gegenuber Kontrollbedingungen. Das absolute Ausmald der Migration lag dabei in einer
ahnlichen Dimension wie unter nicht entzindlichen Bedingungen in Abhangigkeit von Clt
alleine sowie Clt und EGF zusammen.

Es ware daher denkbar, dass unter nicht entzindlichen Bedingungen die Hemmung von
Kca3.1 Uber eine aktuell nicht naher identifizierbare Verbindung fur eine Aktivierung EGFr-
abhangiger Signalwege sorgt. EGFr musste dabei nicht zwangslaufig Bestandteil der
Signalkaskade sein miusste. Entzliindliche Bedingungen — wie sie nach 24-stlindiger
Vorinkubation mit IFN-y auftreten — kdnnten diesen Zusammenhang jedoch entkoppeln,
sodass eine Aktivierung EGFr-abhangiger Signalwege nicht stattfindet und Kc.3.1-
Inhibition wie in den meisten anderen Zellen auch die Migration bremst. Hierbei ist die
zusatzliche Zugabe von EGF in der Lage, die EGFr-abhangigen Signalwege zu aktivieren
und so die Migration wieder zu steigern.

Die Western-Blot-Untersuchungen des Phosphorylierungsstatus von PKB/Akt sowie
MAPK/ERK machen dies nicht nur plausibler, sondern liefern auch erste Hinweise dafir,

dass der PKB/Akt-Signalweg dafir verantwortlich sein konnte (s.u.).

Clt
Abb. 5.3: Mogliche Mecha-

nismen der Beeinflussung
EGFr-abhangiger Signalwe-

1) ge durch Kc.3.1-Hemmung lI:
Im Gegensatz zu normalen Bedin-
Zellmembran - ol gungen ist nach Vorinkubation mit
3 22 IFN-y die Wundheilung Clt-abhéngig
erniedrigt und EGF kann diese
wieder auf erhdhte Werte steigern.
U IFN-y konnte daher den mdglichen
Zusammenhang zwischen Kca3.1
& und EGFr-abhangigen Signalwegen

EGFr-abhangige entkoppeln.

|FN-y Signalwege

Zum Einfluss von IFN-y auf die intestinale Wundheilung in vitro liegen unterschiedliche
Daten vor. Hoffmann et al. beobachteten eine durch TGF-B vermittelte Zunahme der
Migration sowie eine Abnahme der Proliferation 2% vd- awh 239  Demgegenilber fanden
Leaphart et al. eine gegenuber Kontrollbedingungen reduzierte Migration von IEC 6-Zellen

bei Zugabe von 1000 U/ml IFN-y und identifizierten das in Gap junctions enthaltene
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Connexin 43 als Mittler dieses Effekts 2“4V Auch Tong et al. beschrieben an T84-Zellen
eine reduzierte Wundheilung in Abhangigkeit von IFN-y, die mit einer verminderten Bildung
von Fokalkomplexen an der Zellfront sowie einer gesteigerten Internalisierung von B1-
Integrin einherging ™. In allen drei Fallen wurde jedoch untersucht, wie die Migration
beeinflusst wird, wenn IFN-y nach Verwundung zugegeben wird und nicht wie im Rahmen
dieser Arbeit, welchen Einfluss eine Vorinkubation mit diesem Zytokin hat.

Bereits mehrfach konnte gezeigt werden, dass IFN-y neben der Aktivierung seiner eigenen
proentzindlichen Signaskaskade auch im Crosstalk mit anderen Signalwegen steht und
sich diese wechselseitig beeinflussen. So wurde demonstriert, dass eine 24-stindige
Vorinkubation mit IFN-y in T84-Zellen zu einer Transaktivierung des EGFr fuhrt. Hierbei
spielen die Freisetzung von TGF-a sowie die Kinase Src eine entscheidende Rolle #".

Auch kurzfristige Effekte von IFN-y auf den EGFr wurden bereits gezeigt 242.

5.2.3 Rolle EGFr-abhangiger Signalwege

Aufgrund der Verwundungsexperimente lagen Hinweise flr eine Beteiligung EGFr-
abhangiger Signalwege an den uber Kc,3.1 vermittelten Einflissen auf die intestinale
Restitution nach mechanischer Verwundung in vitro vor. Daher wurde die Aktivierung
zweier wichtiger EGFr-abhangiger Signalwege, des MAPK/ERK-Signalwegs und des
PI3K-Signalwegs anhand des Phosphorylierungsstatus der Kinasen ERK und Akt
untersucht. Zellen mit und ohne IFN-y-Vorinkubation wurden dazu unter
Kontrollbedingungen sowie nach Zugabe von Clt oder 1-EBIO jeweils mit oder ohne
zusatzliche Applikation von EGF wie beschrieben verwundet, Zelllysate bis 480 Minuten

nach Verwundung hergestellt und im Western Blot untersucht.

Das beschriebene Migrationsverhalten von IEC 18 ist nicht auf auf die Aktivierung von
ERK zurtckzufuhren. Weder nach Zugabe von CIt oder 1-EBIO, noch nach Vorinkubation
mit IFN-y unterschied sich der Phosphorylierungsstatus von ERK von dem unter
Kontrollbedingungen. Auch die zusatzliche Zugabe von EGF zeigte unter nicht
entzundlichen wie entzindlichen Bedingungen keine Effekte auf die ERK-Aktivierung, die
mit dem Migrationsverhalten korrelieren.

Eigene Daten sowie publizierte Daten anderer Gruppen lassen vermuten, dass
Verwundung ganz allgemein zu einer praferenziellen Aktivierung des PI3K-Wegs und
geringerem Aktivierungspotenzial im MAPK/ERK-Weg in IEC fuhrt. Paul et al. konnten
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bereits zeigen, dass dies nach langer Vorinkubation von IEC mit IFN-y der Fall ist, was
zumindest die Werte unter entziindlichen Bedingungen erklart #%. Dass die ERK-
Phosphorylierung insbesondere unter Kontrollbedingungen ohne vorherige IFN-y-
Inkubation EGF-abhangig sowohl nach 30 als auch nach 120 min leicht, aber signifikant

gesteigert war zeigt, dass ERK auch nach Verwundung in geringem Mal3e aktiviert wird.

Wie anhand von Verlaufsgrafiken und statistischen Analysen gezeigt werden konnte,
korreliert jedoch die Clt-vermittelte Restitution im Verlauf nach Verwundung in allen
Konstellationen verbliffend exakt mit der jeweiligen Akt-Phosphorylierung nach zwei
Stunden. Dies untermauert zum einen die aufgrund der scratch-assay-Ergebnisse
aufgestellte Vermutung, dass EGFr-abhangige Signalwege an der Vermittlung der Effekte
von Kc.3.1 beteiligt sind. Zum anderen legen diese Ergebnisse nahe, dass es sich beim

beeinflussten Signalweg um die PI3K-Kaskade handelt.

Clotrimazol Abb. 5.4: Mogliche Mecha-
nismen der Beeinflussung
EGFr-abhangiger Signalwe-
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J Migration durch Kca3.1 und legt nahe,
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m dass es sich dabei vor allem um den
PI3K-Signalweg handelt.

« MAPK/ERK-Signalweg

PI3K-Signalweg

Aus der demonstrierten Korrelation kann nicht unmittelbar ein kausaler Zusammenhang
zwischen dem PI3K-Signalweg und Kc.3.1 sowie dessen unterschiedlichen Effekten auf
die Zellmigration abgeleitet werden — daflir waren in zukinftigen Studien Experimente mit
spezifischen Inhibitoren dieses Signalwegs notwendig. Jedoch zeigen diese Ergebnisse,
dass ein solcher Zusammenhang maglich ist und stellen somit einen weiteren Schritt hin
zum anzustrebenden besseren Verstandnis von Regulationsprozessen im Rahmen der
intestinalen epithelialen Wundheilung dar.

In diesem Zusammenhang zeigten Paul et al., dass eine prolongierte Vorinkubation mit
IFN-y die Expression von EGFr steigert, die Autophosphorylierung des EGFr nach
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Ligandbindung aber nicht verandert ist. Interessanterweise wurde in dieser Studie im
Weiteren nachgewiesen, dass derartige entzundliche Bedingungen jedoch sehr wohl die
Phosphorylierung bestimmter Tyrosinreste modulieren: die Tyrosinreste an Position 1068
und 1086 weisen nach EGF-Stimulation eine deutlich geringere Phosphorylierung auf als
unter Kontrollbedingungen. Dies ging mit erhdhter grundlegender Phosphorylierung von
ERK, aber einer reduzierten Aktivierung der Kinase einher, wahrend der PI3K-Signalweg
nicht beeinflusst war. Daher konnte — auch aufgrund von Daten aus zwei Tiermodellen —
auf eine praferenzielle Aktivierung letzterer Kaskade in der Entzindung geschlossen
werden #%. Zum einen konnte dies Ausdruck einer funktionellen Anpassung an die bei
Entzindung in verstarktem Malde notwendige PI3K-abhangige intestinale Restitution sein,
zum anderen zeigt dies aber auch, dass ein IFN-y-induziertes entzundliches Mileu
zellulare Signalwege und lonentransportprozesse grundlegend und selektiv verandern
kann.

Die herausragende Rolle des PI3K-Signalwegs im Rahmen der Zellmigration wurde
bereits vielfach demonstriert. Karrasch et al. zeigten an IEC 18, dass seine Inhibition eine
beinahe halbierte Wundheilung nach sich zieht und dass PI3K-Signale zudem fur die
durch Verwundung induzierte Phosphorylierung von GSK3pB verantwortlich sind *. Die
Wundheilung muriner Kolonepithelzellen wird durch EGF gesteigert, indem Rac an den
Wundrand transloziert und aktiviert wird. In diesen Vorgang sind die Signalkaskaden uber
PI3K und Src involviert, wahrend MAPK/ERK fiir die Migration keine Rolle spielt 592*®_ An
humanen Kornealepithelzellen bewirkt Verwundung eine Erhéhung der pAkt-Spiegel, was
mit reduzierter Expression des endogenen Inhibitors des PI3K-Signalwegs PTEN
einhergeht. Pharmakologische Hemmung von PTEN resultierte in einer gesteigerten
Wundheilung, die durch PI3K-Inhibitoren wieder reduziert wurde 2*¥). Auch fiir die Gab2-
vermittelte Migration von Ovarialkarzinomzellen #*® und malignen Melanom-Zellen 29 ist
der PI3K-Signalweg essentiell. Daruber hinaus ist im Rahmen der Zellpolarisierung bei der
Migration der PI3K-Signalweg an der Zellfront verstarkt aktiv, wahrend er am hinteren
Rand durch PTEN unterdriickt wird 247249,

Einschrankend muss erwahnt werden, dass die Aktivierung von K¢.3.1 mittels 1-EBIO und
die dabei beobachtete verminderte Migration nicht zu erniedrigter Akt-Phosphorylierung
fuhrte. Es mlssen also auch noch andere Mechanismen an der Vermittlung der Effekte
von Kc.3.1 beteiligt sein. Dafiir kdmen zum einen weitere EGFr-abhangige Signalwege in
Frage, die in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurden, z.B. PLCy, Src oder STAT.
Zum anderen sind Einflusse auf weitere Signalmolekile, z.B. Integrine, oder naturlich des

Membranpotenzials denkbar. Des Weiteren konnten auch die erwahnten alternativen
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Wirkungen von 1-EBIO dafur verantwortlich sein.

5.3 Expression von Kc.3.1 in IEC 18 nach 24 h IFN-y-Vorinkubation

Um die Expression von Kc.3.1 in IEC nach 24-stindiger IFN-y-Vorinkubation zu
bestimmen, wurden unverwundete Zellen nach 24 h Inkubation mit starving medium mit
oder ohne 100 ng/ml IFN-y lysiert und im Western Blot auf Kc.3.1 untersucht. Es zeigte
sich eine signifikante Steigerung der Expression unter entzindlichen Bedingungen um
uber 70 %.

Uber die Relevanz dieses Befundes kann anhand der vorliegenden Daten nur spekuliert
werden, im Hinblick auf die Zellmigration scheint es jedoch mdglich, dass es sich dabei um
den Versuch einer Gegenregulation handelt. Da die Hemmung des Kanals sich unter
entzundlichen Bedingungen negativ auf die Wundheilung auswirkt, kdnnte somit eine mit

verstarkter Expression einhergehende verstarkte Aktivitat dem entgegenwirken.

Auch in anderen Modellen wirkte sich langere Behandlung mit IFN-y auf die Expression
von Kalium- und anderen Kanalen aus. An Nierenzellen wurde in vivo und in vitro eine
reduzierte Expression unter anderem eines Einwartsgleichreichter-Kaliumkanals nach 12 h
IFN-y beschrieben . An intestinalen Zellen konnte eine verminderte Expression von
NKCC2 und Na*/K*-ATPase als Antwort auf 24 h IFN-y beobachtet werden 2°9.

Die grundlegende Expression von Kc.3.1 in IEC 18 ist gut charakterisiert, an dieser
Zelllinie gelang es erstmals Kc.3.1 auch in der apikalen Membran von intestinalen
Epithelzellen nachzuweisen. Wahrend sich in der basolateralen Membran die
Splicevariante  KCNN4b findet, kommt apikal die Variante KCNN4a vor, die eine
Transmembrandomane weniger enthalt und gegenuber TRAM-34 weniger sensibel ist —

die in dieser Arbeit eingesetzte Konzentration lag aber (iber der ICs 39154,

5.4 Expression von Kc.3.1-mRNA in IEC

Mittels TagMan® -Real Time PCR wurde an Lysaten humaner intestinaler Epithelzellen,
die aus chirurgischen Resektaten und endoskopischen Biopsien gewonnen wurden,
untersucht, ob sich die mMRNA-Expression des Kaliumkanals Kca3.1 bei Patienten mit CED
gegenuber Kontrollpatienten mit CRC oder SD unterscheidet. Nachdem Kca3.1 in den

vorhergehenden Versuchen in vitro als interessanter Kandidat fur ein weitergehendes
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Verstandnis der unter entzindlichen Bedingungen fehlregulierten Vorgdnge im Rahmen
der Wundheilung identifiziert wurde, sollten so Hinweise auf eine mogliche Bedeutung in
vivo gewonnen werden.

Es zeigte sich sowohl bei CU als auch bei MC eine gesteigerte Expression von Kc.3.1,
nicht aber von K,7.1 gegenuber der Kontrollgruppe. Die gesteigerte Expression bei MC
war auf eine vermehrte Expression in makroskopisch entziindeten, nicht aber in
makroskopisch nicht entziindeten Bereichen zurickzuflhren.

Es handelt sich dabei zunachst einmal lediglich um eine Korrelation, sodass davon
ausgehend weder ein atiologischer oder pathogenetischer Einfluss von Kc.3.1 bei CED
bewiesen, noch auf die zugrunde liegenden Ursachen oder die daraus resultierenden
Folgen geschlossen werden kann. Zudem kann von einer gesteigerten mRNA-Expression
nicht automatisch auf ebenso erhdhte Proteinspiegel geschlossen werden, da die mRNA
vor der Translation umfangreichen posttranskriptionalen Regulationsvorgangen ausgesetzt
ist Y. Eine direkte Untersuchung der Expression von Kca3.1 auf Proteinebene war
allerdings aufgrund zu geringer Gewebemengen nicht méglich — endoskopische Biopsien
haben naturgemal} ein sehr kleines Volumen und im Hinblick auf die bei CED erhdhte
Inzidenz von Karzinomen und der sich daraus ergebenden Notwendigkeit einer exakten
pathologischen Untersuchung konnte auch aus OP-Resektaten nur sehr wenig Material
verwendet werden. Vor dem Hintergrund der in vitro erzielten Ergebnisse an IEC, die nach
IFN-y-Inkubation — also unter entzindlichen Bedingungen — eine erhdhte Expression von
Kca3.1 zeigten, sollten diese Daten aber dennoch Anlass fur weitergehende
Untersuchungen in vitro, in und ex vivo geben, um die Rolle des Kanals unter chronisch
entzundlichen Bedingungen am intestinalen Epithel weiter aufzuklaren.

Auf eine klinische Relevanz des Kaliumkanals Kc.3.1 im Zusammenhang mit CED deuten
auch weitere Daten hin: So gelang es Ayabe et al. zu zeigen, dass die Blockade von
Kca3.1 durch verschiedene Inhibitoren eine reduzierte Sekretion von a-Defensin durch
Paneth-Zellen nach sich zieht 2°?. Dies verdient angesichts der zunehmend diskutierten
Rolle von antimikrobiellen Substanzen der angeborenen Immunitat bei der Entstehung und
Unterhaltung von CED " besondere Aufmerksamkeit. In einer australischen Studie wurde
zudem die Assoziation eines Single Nucleotide Polymorphism im Kc.3.1-Gen mit Morbus
Crohn und insbesondere mit dessen Lokalisation im lleum nachgewiesen. Zudem war die
Expression der mRNA des Kaliumkanals in nicht entzindeter Mukosa von Patienten mit
NOD2-Mutationen signifikant erniedrigt 2°%.

Als in der Zellmembran gelegene und damit gut erreichbare Struktur stellt der

kalziumabhangige Kaliumkanal Kc.3.1 daher ein interessantes potenzielles
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therapeutisches Ziel dar. Weitere Forschung ist nétig, um seine Rolle und Bedeutung bei
CED, vor allem im Hinblick auf Ulzerationen oder die Genese von Diarrhoe naher zu

untersuchen.
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6 Zusammenfassung

Die Pathogenese von CED ist nach wie vor nur unzureichend verstanden. Als gesichert gilt
jedoch, dass an ihrer Entstehung und Unterhaltung eine genetische Pradisposition
verbunden mit einer Stérung der epithelialen Permeabilitdt des Darmes und einer
fehlregulierten Immunantwort auf translozierte — insbesondere bakterielle — Antigene
beteiligt sind.

Sowohl primar als auch sekundar konnen auch kleine, rein epitheliale Wunden zur
gestorten epithelialen Barriere bei CED beitragen. Solche Epithellasionen werden durch
einen Restitution genannten Vorgang wieder geschlossen, der vorwiegend durch Migration
von am Wundrand liegenden Zellen in das Wundareal gepragt ist.

Bei der Zellmigration handelt es sich um einen komplexen Prozess, im Laufe dessen sich
die migrierende Zelle polarisiert und abwechselnd die Zellfront vorschiebt und den
Zellschwanz nachzieht. Zahlreiche Regulationsmechanismen beeinflussen den Ablauf von
Restitution bzw. Migration. Unter anderem sind daran auch Kaliumkanale sowie von EGFr
ausgehende Signalkaskaden beteiligt.

Vorrangiges Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, in zwei Migrationsassays die
Regulation der intestinalen epithelialen Restitution unter nicht entzindlichen sowie
entzindlichen Bedingungen durch verschiedene Kaliumkanadle und durch EGF zu
untersuchen. Des Weiteren wurde mittels WB-Experimenten versucht, bestimmte
intrazellulare Signalkaskaden als Vermittler der gefundenen Effekte zu identifizieren.
Schliel3lich wurde aus IEC von Patienten mit CED sowie von Kontrollpatienten mRNA

isoliert und die Expression des Kaliumkanals Kca3.1 gemessen.

6.1 Einfluss von Kaliumkanalen auf die intestinale Restitution

Die intestinale Restitution bzw. Migration wurde anhand der aus der Ratte stammenden,
nicht transformierten Zelllinie IEC 18 in scratch assays sowie Boyden-Kammer assays
untersucht.

In den scratch assays konnte eine Steigerung der Zellmigration durch Hemmung der
kalziumabhangigen Kaliumkanale Kca3.1 und Kca1.1 sowie eine Reduktion der Migration

durch Aktivierung von Kca3.1 gezeigt werden. Die Hemmung anderer Kaliumkanale zeigte
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keinen Effekt. Zusatzliche Zugabe von EGF konnte die Kc.3.1- und Kca1.1-abhangig
gesteigerte Wundheilung nicht weiter steigern.

Entzdndliche Bedingungen wurden durch 24-stundige Vorinkubation der Zellen mit IFN-y
simuliert. Kca3.1-Blockade fuhrte unter diesen Umstanden zu einer Reduktion der
Restitution. Die Zugabe von EGF hob dies jedoch wieder auf und steigerte die Kca3.1-
abhangige Migration auf Werte wie sie unter nicht entziindlichen Bedingungen gemessen
wurden.

Auch in Boyden-Kammer assays war unter nicht entzindlichen Bedingungen die
Zellmigration durch Kca3.1-Hemmung gesteigert, wahrend entziindliche Bedingungen zum
gegenteiligen Effekt fuhrten.

Aufgrund dieser Daten ist eine gegensatzliche Regulation der intestinalen epithelialen
Restitution unter nicht entzindlichen bzw. entzundlichen Bedingungen wahrscheinlich.
Zudem kann eine Beteiligung EGFr-abhangiger Signalwege am Regulationsmechanismus

vermutet werden.

6.2 Rolle EGFr-abhangiger Signalwege

Mittels WB wurde die Phosphorylierung von PKB/Akt und ERK bis acht Stunden nach
Verwundung in Abhangigkeit von Kaliumkanalmodulatoren und/oder EGF unter nicht
entzundlichen und entzindlichen Bedingungen gemessen.

Wahrend die ERK-Phosphorylierung kaum verandert war und die Effekte auf die
Restitution nicht erklart, fihrte Kca3.1-Inhibition unter nicht entziindlichen, nicht aber unter
entzindlichen Bedingungen zu einer nach zwei Stunden signifikant erhohten Akt-
Phosphorylierung. Zusatzliche Zugabe von EGF konnte den Wert unter nicht
entzindlichen Bedingungen nicht weiter anheben, jedoch unter entzindlichen
Bedingungen die Phosphorylierung signifikant steigern.

Wie durch Gegenulberstellung der Akt-Phosphorylierung nach zwei Stunden mit dem
Wachstumsverlauf in den scratch-assays sowie durch statistische Analysen gezeigt
werden konnte, besteht bei Kca3.1-Hemmung Uber alle Konstellationen hinweg eine sehr
starke und signifikante Korrelation zwischen der Akt-Phosphorylierung und der
Zellmigration in den scratch-assays 60-240 Minuten nach Verwundung. In diesem
Zeitraum werden auch die hochsten Wundschlussraten gemessen.

Diese Daten legen nahe, dass tatsachlich EGFr-abhangige Signalwege an der Vermittlung
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der Effekte von Kca3.1-Inhibition auf die intestinale Zellmigration beteiligt sind und der

PI13K-Signalweg mit Akt als zentraler Kinase hierbei eine Schllsselrolle einnimmt.

6.3 Kca3.1-Expression bei Patienten mit CED

Aus OP-Resektaten und endoskopischen Biopsien von Patienten mit CED sowie von
Kontrollpatienten mit kolorektalem Karzinom (CRC) oder Sigmadivertikulitis (SD) wurde
mMRNA isoliert und im TagMan® die Expression von Kca3.1 sowie K.7.1 bestimmt.

Sowohl bei Colitis ulcerosa (CU) als auch bei Morbus Crohn (MC) war die Expression von
Kca3.1, nicht aber von K.7.1 gegenuber beiden Kontrollgruppen gesteigert. Wurde fir MC
nach Proben aus makroskopisch entzindeter und makroskopisch nicht entzindeter
Schleimhaut unterschieden, so lie3 sich eine vermehrte Expression nur flr entziindete
Bereiche nachweisen.

Diese Erkenntnisse unterstreichen, dass Kc.3.1 und die Regulation der intestinalen

Restitution durch diesen Kaliumkanal durchaus klinisch relevant sein kbnnen.
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7 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde in vitro an der Zelllinie IEC 18 eine
gegensatzliche Regulation der intestinalen epithelialen Wundheilung durch Kca3.1 unter
nicht entzindlichen und entzundlichen Bedingungen gezeigt und der EGFr-abhangige
PI13K-Signalweg als wahrscheinlicher Vermittler dieses Effekts identifiziert.

Bevor aus diesen Erkenntnissen konkrete Schlussfolgerungen fiur unser Verstandnis der
Pathogenese von CED oder gar fur zukunftige Therapieansatze gezogen werden konnen,
ist eine weitergehende Erforschung dieser Zusammenhange notwendig. Zunachst sollten
entsprechende Experimente auch an anderen Zelllinien, insbesondere humanen Zellen
durchgefuhrt werden. Um die aufgrund der gefundenen Korrelation von Akt-
Phosphorylierung und Zellmigration postulierte Rolle des PI3K-Signalwegs fur die
Vermittlung der Kca3.1-abhangigen Effekte als kausal zu belegen, mussten zudem
Experimente mit Inhibitoren dieses Signalwegs — z.B. Wortmannin oder API-1 — erfolgen.
SchlieRlich mussten die so gewonnenen Vorstellungen auch in ein geeignetes Tiermodell
Ubertragen werden, um diese Zusammenhange in vivo zu untersuchen und realitadtsnahere
Aussagen treffen zu konnen. Beispielsweise konnte in chemisch induzierten oder
spontanen murinen Colitis-Modellen getestet werden, wie sich Kca3.1-Hemmung oder
-Aktivierung auf die Wundheilung auswirken.

Hinsichtlich eines potenziell denkbaren therapeutischen Einsatzes von Kca3.1-Modulatoren
in der Therapie von CED ist zu bedenken, dass der Kaliumkanal nicht nur im Rahmen der
intestinalen epithelialen Wundheilung von Bedeutung ist, sondern auch das
Membranpotenzial beeinflusst, so Absorption und Sekretion von lonen direkt beeinflusst
und damit auch CED-assoziierte Diarrhoen regulieren kann . Zudem wird die Funktion
von T-Helfer-Zellen von Kca3.1 beeinflusst . Aufgrund dessen wéren auch weitere
Experimente in vitro und in vivo notwendig, um zu klaren, welche Einzel- und
Summeneffekte systemische und/oder lokale Kca3.1-Modulation diesbeziglich nach sich
ziehen und welche Mechanismen diesen zugrunde liegen.

Obwohl es sich also bei der vorliegenden Arbeit um Grundlagenforschung handelt, deren
klinische Relevanz erst noch gezeigt werden muss, steht dennoch fest, dass die Kca3.1-
abhangige Zellmigration bei chronischer intestinaler Entzindung interessante neue
Aspekte fur das Verstandnis und die Therapie von CED birgt.

Sollte sich in Zukunft tatsachlich ein therapeutischer Wert fur Kca3.1-Modulatoren zeigen,

so kdnnten z.B. Inhibitoren relativ schnell in die klinische Anwendung gelangen, da fur Clt
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als schon lange eingesetztes Antimykotikum bereits Sicherheits- und Vertraglichkeitsdaten

existieren und auch bei anderen Erkrankungen ein therapeutischer Einsatz interessant
erscheint und erforscht wird 2°°-2%),
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