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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epitheliale Barriere

Epithelien, die die Oberflache des Kdrpers und dessen Hohlrdume auskleiden, stellen eine
hochgradig interaktive Barriere dar. Einerseits ermoglichen sie die Kommunikation mit der
Umwelt; andererseits gewahrleisten sie durch den mechanischen Schutz und die Sekretion
einer mukdésen Schranke koérperliche Unversehrtheit gegen Umwelteinflisse. Spezifische
Aufgaben sind z.B. der Austausch von Gasen, die Aufnahme von Nahrungsmitteln, die
Sekretion von Enzymen und Hormonen, sowie der Abtransport von Stoffwechselprodukten
(renale und bilidare Exkretion). Um diesen essentiellen Aufgaben kontinuierlich
nachzukommen, muss die epitheliale Barriere standig erneuert werden, da sie durch
Schadstoffe andauernd geschadigt wird.

Die Barriere besteht primar aus einer Epithelzellschicht. Diese spezialisierten Zellen
zeichnen sich durch ihre apikal-basale Polaritat aus, die durch das Vorhandensein von tight
junctions und Adhasionsverbindungen charakterisiert ist. Die Plasmamembran wird so in
biochemisch und funktionell unterschiedliche Bereiche getrennt (Abb. 1). Die apikal
liegenden, dichten tight junction-Verbindungen bilden eine Diffusionsbarriere fir den
Zellzwischenraum. Die integralen Transmembrankomponenten dieser Verbindungen
umfassen drei Proteinfamilien: die Occludine (OCLN), die Claudine (CLDN) und die
Junctional Adhesion Molecules (JAM). Diese treten mit zytosolischen Adapterproteinen in
Wechselwirkung, die wiederum direkt oder indirekt eine Bindung zum Zytoskelett der Zelle
vermitteln (D Atri and Citi, 2002).

Die haftenden Zell-Zell-Verbindungen werden vor allem durch die Ca®*-abhéngigen
homophilen Cadherin-Dimere zwischen Nachbarzellen vermittelt, wie z.B. E-Cadherin
(CDH1) in Epithelien oder N-Cadherin (CDH2) in Stromazellen. Die zytoplasmatischen
Domanen der Cadherine werden durch die Bindung des 3-Catenins mit dem Actinzytoskelett
oder Actin-assoziierten Molekllen bzw. via p120 mit Mikrotubuli verbunden (Alattia et al.,
1999, Friedl and Wolf 2009, Baum and Georgiou, 2011).

tight junction-Verbindungen
Adhasionsverbindungen_~

L
LLDCH

gap junction-Verbindungen Abb. 1: Schematische Darstellung epithelialer Zellen der

intestinalen Mukosa: rot Intermediarfilamente, grun

. /||
Hemldesmosomen_ﬁék \ &~ Actinfilamente (verandert nach Chandran et al., 2003).

Ferner wird der Zellzusammenhalt, besonders im basolateralen Bereich der epithelialen
Zellen, durch die mit Intermediarfilamenten gebundenen desmosomalen Cadherine
gewabhrleistet (Huber, 2003). Epitheliale Zellen sind auRerdem, wie die meisten Korperzellen,
Uber die aus Connexonen zweier Nachbarzellen gebildeten gap-junction Kanale gekoppelt,
welche in ihrer Vielzahl zur gap junction-Verbindung zusammengefasst werden. Diese
interzelluldren Poren erlauben den Austausch von lonen und kleinen Molekiilen, was die
Zellen sowohl chemisch als auch elektrisch miteinander verbindet (Giepmans, 2004).

1.2. Aufrechterhaltung und Schutz der mukosalen Barriere

Die Schutzmechanismen der Epithelien, die z.B. aullere Oberflaichen des Respirations-,
Verdauungs- und Urogenitaltraktes bedecken, kénnen in drei Schlisselkomponenten
kategorisiert werden: in die pro-epitheliale (Mukus), epitheliale (Self-Renewal und
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Einleitung

Restitution) und post-epitheliale Abwehr (Wundheilungsprozesse) (Sarosiek and McCallum
2000; Sturm and Dignass, 2008).

1.2.1 Mukus

Die extrazelluldare Mukusschranke z.B. im Darm besteht aus sezernierten Muzinen (MUC),
unspezifischen  antimikrobiellen  Molekilen  sowie  spezifischen  antimikrobiellen
Immunglobulinen und enthdlt hydrophobe und hydrophile Anteile. Die hydrophobe
Auskleidung der luminalen Oberflachen mit Phospholipiden minimiert bzw. unterbindet den
Kontakt und das Anheften von pathogenen Mikroorganismen an die Zellmembran und
verhindert eine Verletzung durch chemische Reaktionen (Sturm and Dignass, 2008). Das
stark hydratisierte viskdse Gel ermdglicht dennoch die Diffusion von Makromolekulen, die fur
die Auslibung der spezifischen Funktionen der Epithelien benétigt werden.

Die gelformenden Muzine und Glykoproteine, die den Hauptanteil der Mukusschicht bilden,
werden von spezialisierten Zellen sezerniert (z.B. Becherzellen im Darm). Die komplexen
Oligosaccharide auf den glykosylierten Domanen der Muzine bilden potentielle Liganden flr
mikrobielle Adhasine, kénnen aber auch als Energiequelle von einigen kommensalen
Mikroorganismen genutzt werden. Das mukése Gel stellt darGiber hinaus eine Matrix fur die
Retention antimikrobieller MolekUlle dar, welche z.B. im Darm in erster Linie von Paneth-
Zellen produziert werden. Von den B-Zellen in der Lamina propria gebildete und von
Epithelzellen in den Mukus durch Transzytose sezernierte Immunglobuline A und G
reprasentieren eine wichtige Komponente der mukdsen Barriere. Zusatzlich zur auleren
Schleimschicht ist die apikale Oberflache der mukésen Epithelzellen in der Regel durch
dichte Mikrovilli und eine komplexe Glykokalyx (eine Schicht Polysaccharide, die kovalent an
Membranproteine und Membranlipide der Epithelialzellen gebunden sind) bedeckt. Diese
sind zum Schutz gegen Pathogene erforderlich, welche trotz der rheologischen und
biochemischen Eigenschaften durch die innere Schleimschicht eindringen und
Entzindungssignale modulieren konnen. Die Differenzierung der Becherzellen, die
Glykosylierung der Muzine und die Produktionsmengen antimikrobieller Molekulen werden
vom angeborenen und adaptiven Immunsytem reguliert (zusatzlich zur direkten Regulation
der Epithelzellen als Antwort auf die mikrobiellen Signale) (McGuckin et al., 2011).

Der Mukus unterliegt sowohl einem standigen mechanischen (im respiratorischen Epithel
durch Cilien und Hustreflexe; im Gastrointestinaltrakt durch Abtragen via peristaltische
Bewegung und Nahrungsbestandteile) als auch einem mikrobiellen Abbau durch permanente
Keimbesiedelung.

1.2.2 Gewebshomoostase durch Proliferation und Differenzierung (Self-Renewal)

Das Markenzeichen mukdser Epithelien ist ein homoostatisches Wachstum zur
Aufrechterhaltung des FlieRgewichtes zwischen absterbenden, sich differenzierenden und
proliferierenden Zellen. Die kontinuierliche Erneuerung beinhaltet die Differenzierung der
Epithelzellen aus Stamm- und Vorlauferzellen z.B. innerhalb der Krypten des Darmes, und
die nachfolgende Apoptose der funktionellen, ausdifferenzierten Zellen des
Oberflachenepithels.

Stammzellen weisen die Besonderheit auf, sich selbst zu erneuern ohne dabei zu
differenzieren; sie kdnnen einen oder mehrere spezialisierte Zelltypen erzeugen, die eine
kennzeichnende Morphologie und Funktion aufweisen (Weissman, 2000). Es existieren
sowohl pluripotente embryonale (Odorico et al., 2001) als auch multipotente
gewebsspezifische  Stammzellen, deren primare Funktion die kontinuierliche
Gewebeerhaltung (Self~Renewal) und auch die Geweberegeneration ist (Twardzik and Rapp
2002).

Die multipotenten Stammzellen liegen in Stammzellnischen. Diese, aus mesenchymalen
(subepithelialen Myofibroblasten) und anderen unterstiitzenden Zelltypen aufgebaute Senke
im Epithel, bietet den Stammzellen eine spezielle Mikroumgebung aus selbsterzeugten
und/oder transmittierten Stimuli, welche die Zellteilung ganzlich verhindern oder eine
Uubermafige Bildung der Tochterzellen hemmen (Moore and Lemischka, 2006).
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Einleitung

Eines der bestuntersuchten Systeme ist die intestinale Mukosa, welche sich etwa alle 4-5
Tage durch kontinuierliche Proliferation der Stamm- und Vorlauferzellen (bidirektional)
erneuert. Hier gibt es 2 Typen von intestinalen Stammzellen, aus welchen mindestens vier
verschiedene Zelllinien entstehen. Drei Tage nach ihrer terminalen Differenzierung erreichen
die entlang der Krypt-Villus-Achse wandernden absorptiven Enterozyten, die Mukus-
sezernierenden Becherzellen und unterschiedliche Typen von enteroendokrinen Zellen die
Villusspitze. Danach unterliegen sie einer spontanen Apoptose und werden in das Lumen
abgeschilfert bzw. durch Phagozytose beseitigt. Die Paneth-Zellen, welche Lysozym und
antimikrobielle Peptide sezernieren, wandern dagegen die Krypte abwarts zur Basis und
verweilen dort bis zu drei Wochen (Potten, 1998; Barker et al., 2007; Kouznetsova et al.,
2011; van der Flier and Clevers, 2009).

Man geht heute davon aus, dass Veranderungen von Gradienten an Signalmolekilen
zwischen Stammzellnische und Vorlauferzellzone die Empfanglichkeit fir parakrine und
autokrine Wachstums- und Differenzierungsfaktoren entlang des Wanderungsweges zur
Zielposition in den Vorlaufer-Zellen induzieren. Die Differenzierung einer Zelle ist so von der
Positionsinformation abhangig, die sie wahrend der Wanderung entlang der Krypt-Villus-
Achse empfangt. Dazu gehéren u.a. Morphogene, wie z.B. Mitglieder der Hedgehog Familie:
SHH (sonic hegdehog) und IHH (indian hedgehog), welche von epithelialen Zellen sezerniert
werden, oder die von mesenchymalen Zellen sezernierten BMPs (bone morphogenetic
proteins), die als negative Regulatoren der Kryptenregion wirken. Die dominierende Kraft zur
Aufrechterhaltung der Proliferation stellt der aktive WNT-Signalweg (wingless-type mouse
mammary tumor virus integration site family) dar. Eine weitere wichtige Komponente ist der
NOTCH-Signalweg, der fir die Aufrechterhaltung der proliferierenden Aktivitat der Vorlaufer-
Zellen und Erschaffung der spezifisch differenzierten Zelltypen erforderlich ist (Scoville et al.,
2008; Brabletz et al., 2009).

Durch ihr hohes Potenzial an Proliferation und Differenzierung in multiple Zellarten sind
Stammzellen von grofer Bedeutung fur die Entwicklungen auf dem Gebiet der
Regenerationsmedizin. Hier kénnen sie (insbesondere die somatischen Stammzellen) in
Zukunft vermutlich fir die kunstliche Rekonstruktion von Geweben und Organen (Tissue
Engineering) eingesetzt werden. Bei dysregulierter Differenzierung kénnen aus den
Stammzellen (aber auch aus Vorlauferzellen) entartete Zellen entstehen und so zur
Tumorentstehung filhren. Diese, oft als Krebsstammzellen bezeichnet, kénnen dann zur
Resistenz der Tumore flr viele Therapien und somit fir Rezidive beitragen. (Donner, 2007;
Gupta et al., 2009; Cohen and Melton, 2011)

1.2.3 Reparatur durch Zellwanderung (Restitution)

Defekte von Epithelien, die sich auf den Verlust einzelner Zellen beschranken, werden sehr
schnell mittels des ,purse-string-Mechanismus® behoben. Durch die Ausdehnung der
benachbarten Zellen und Kontraktion eines Actinmyosin-Bandes bei gleichzeitiger Bildung
funktioneller tight junctions wird der Zellzwischenraum geschlossen (Florian et al., 2002).

GroRere Schaden an Epithelien (oder Urothelien), welche die Basalmembran nicht
durchbrechen oder Defekte an Schleimhauten, welche auf die Tunica mucosa beschrankt
sind (Erosionen), kénnen durch den Vorgang der Restitution geschlossen werden. Dieser
Prozess findet auch in der friihen Phase der epithelialen Wundheilung statt und basiert auf
der Migration der dem Defekt benachbarten Epithelzellen. Dabei dedifferenzieren
(morphologisch und genetisch) die intakten Zellen, reorganisieren ihr Zytoskelett, flachen ab,
wandern gezielt in das verletzte Areal ein und bedecken die darunter liegenden
Zellschichten. Nach dem Verschlu® der Wundstelle und Herstellung von Zell-Zell-Kontakten
redifferenzieren sie zu funktionsfahigen Epithelzellen (Erjefalt et al., 1995; Bonventre, 2003;
Taupin and Podolsky, 2003). Dieser Prozess der epithelialen Restitution erfordert keine
Proliferation und erfolgt innerhalb von Minuten bis Stunden nach der Lasion (Silen and lto,
1985; Wilson and Gibson, 1997; Hoffmann 2005). Ferner erfordert die Restitution keine
mitochondriale Atmung, sondern nur eine intakte Glykolyse (Cheng et al., 2001).
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1.2.4 Komplexe Wundheilungsprozesse

Wird die Oberflachenbarriere durch mechanische und/oder chemische Noxen beschadigt,
schaltet sich als drittes Element der epithelialen Abwehr der Wundheilungsprozess als post-
epitheliale Antwort ein (Sturm and Dignass 2008).

Die Wundheilung ist ein komplexer und dynamischer Prozess der Wiederherstellung von
zellularen Strukturen und Gewebeabschnitten. Daran sind Epithelzellen, (Myo-)Fibroblasten,
Endothelzellen, Makrophagen Thrombozyten sowie assoziiertes lymphatisches Gewebe
beteiligt.

Die Kontinuitat der Barrierefunktion und die Selektivitdt der epithelialen Oberflache wird
dabei durch mindestens drei verschiedene, sich im Zeitverlauf Uberlappende Mechanismen
sichergestellt: Restitution wie oben dargestellt als schnelle Wundheilung durch Zellmigration,
sowie Proliferation und Differenzierung als langsame Wundheilung.

Uberschreiten die Defekte die Basalmembran (bzw. Tunica mucosa), werden sie als Ulkus
bezeichnet und bedtirfen je nach GrélRe des Substanzverlustes einer Reparatur. Die Lasion
kann durch Restitution und reparative Regeneration (als Ersatz verlorengegangener Zellen
durch gleichwertiges Gewebe; entspricht einer Heilung ohne bleibende Defekte) oder durch
Reparation geschlossen werden. Im Zuge einer Reparation wird die Wunde zuséatzlich durch
mesenchymale Zellen verschlossen (Ersatz durch funktionell limitiertes Gewebe). Dies
entspricht einer Heilung mit permanentem Defekt in Form von Narbengewebe (Bocker et al.,
2008, Oberholzer, 2001).

Die Wundheilung kann in mehrere Phasen eingeteilt werden, die sich jedoch Uberschneiden
und nicht streng voneinander zu trennen sind. Als erste Phase wird innerhalb von Minuten
die Hamostase initiiert. Die lokale Blutgerinnung und Thrombusbildung wird von den
Thrombozyten (Fibrin) veranlasst. Von diesen freigesetzte Molekule steuern die
Rekrutierung, Bewegung und Proliferation all der Zellen, die zur Beseitigung des
Gewebeschadens bendtigt werden. Nach dem Aufbau einer provisorischen Matrix (Phase
zwei), die zu einem groRen Teil aus dimeren Fibronectinmolekulen, Fibrin und Kollagen
besteht (welche von Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten abgegeben werden), wird
innerhalb von Stunden nach der Verletzung die dritte Phase, die der Entzlindung, eingeleitet.
Ihr Ziel ist es, die Noxe bzw. ihre Folgen zu beseitigen und den urspringlichen
Gewebezustand wiederherzustellen.

Die durch Gewebeschadigung freigesetzten Entziindungsmediatoren filhren zu einer Reihe
kaskadenartig ablaufender vaskularer und zellularer Reaktionen, die in ihrer Gesamtheit den
Entzindungsprozess darstellen. Zu den vaskularen Reaktionen gehoren Vasodilatation mit
vermehrter Gewebsdurchblutung und Permeabilitatssteigerung der Gefallwand, welche in
der Bildung eines entziindlichen Exsudates resultiert. Die zelluldren Reaktionen der
Entzindung beinhalten die Rekrutierung von Leukozyten aus dem Blut in die geschadigte
Gewebe mittels Chemotaxis (Margination, Emigration) sowie die Phagozytose von
eingedrungenen Mikroben und apoptotischen/nekrotischen Zellen (Bocker et al., 2008).

Zur Verhinderung einer chronischen Entzindung, die durch Persistenz des
Entzindungsreizes hervorgerufen wird und eine kritische Komponente der Tumorentstehung
darstellt, ist eine schnelle Reparatur beschadigter mukdser Epithelien essenziell (Coussens
and Werb, 2002). Die meisten der tddlich verlaufenden Tumorerkrankungen bei
erwachsenen Menschen haben ihren Ursprung in Epithelien (Gber 90%, Nollet et al., 1999).
Sowohl eine unzureichende Wundheilung, welche in Abszessen und Fisteln resultiert, als
auch eine Ubermalige Wundheilung, welche Fibrose verursacht, rufen haufig klinische
Probleme, z.B. bei Darmerkrankungen, hervor (Rieder et al., 2007, Sturm and Dignass
2008).

Die vierte (operative) Phase beginnt nach ca. 24 h nach der Wundsetzung und beinhaltet
den Aufbau der temporaren, extrazellularen Matrix (ECM) in Form von Granulationsgewebe
(an der Fibroblasten, Myofibroblasten, Endothelzellen und Makrophagen beteiligt sind). Nach
Wochen wird durch die Fibroblasten eine ,junge” bzw. nach Monaten eine ,reife“ Narbe
gebildet (Bocker et al., 2008, Oberholzer 2001).
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Der Zellersatz wahrend der reparativen Regeneration bzw. Reparatur als Reaktion auf
aulere Verletzung wird wie bei der Gewebshomobostase (physiologische Regeneration)
durch die Proliferation der Stamm- und Vorlauferzellen geregelt. So strecken und vertiefen
sich z.B. die Krypten verletzter Darmareale, was die Zunahme der schnell proliferierenden
Vorlauferzellpopulationen widerspiegelt (Okamoto, 2011).

Nach einer Gewebeverletzung setzen die direkt betroffenen sowie die nekrotischen und
apoptotischen Zellen eine Vielfalt von Faktoren frei, welche die Stammzellen zu
mitogenischen Vorgangen via WNT-, BMP- oder Hedgehog-Signalweg veranlassen kénnen
(Fan and Bergmann, 2008; Bergmann and Steller, 2010; Morata et al., 2011). Die Aktivierung
von Phospholipase A2 durch die Caspasen CASP-3 und -7 in apoptotischen Zellen resultiert
in einer erhéhten Konzentration von Arachidonsdure. Diese wird anschlieBend zu
Prostaglandin E2 (PGE2), einem potenten Stimulator der Stammzell-Proliferation,
Geweberegeneration und Wundheilung (via WNT-Signaltransduktion), umgewandelt (Li et
al., 2010).

Eine grol’e Bedeutung in der Reparation haben die mesenchymalen Stammzellen. lhre
Nachkommen differenzieren sich und nehmen am strukturellen Organaufbau teil. Sie kénnen
ebenfalls Faktoren sezernieren, die die Wundheilung unterstiitzen und das Immunsystem
modulieren. So kann z.B. von mesenchymalen Stammzellen sezerniertes PGE2 die WNT-
Signaltransduktion verstarken und die durch Makrophagen produzierten
Entziindungszytokine herunterregulieren (Stappenbeck, 2009).

Bestimmende Faktoren der Wundheilung

Die Wundheilung wird durch ein breites Spektrum von verschiedenen Faktoren reguliert, die
durch die Zellen des angrenzenden Gewebes (wie Myo-/Fibroblasten, die eingewanderten
Thrombozyten, Neutrophile, Makrophagen) oder epitheliale Zellen selbst sezerniert oder bei
Membrandefekten durch Verletzungen freigesetzt werden. Viele von diesen regulieren u.a.
uber den MAPK-Signalweg diverse zellulare Aktivitdten wie Genexpression, Zellzyklus-
Regulation, Zellstoffwechsel, Beweglichkeit, Zellproliferation, Apoptose und Differenzierung
und erlauben somit der Zelle koordinierend auf die vielfachen und divergierenden
Eingangssignale zu reagieren (Pearson et al. 2001; Qi and Elion, 2005).

Zu den regulierenden Faktoren zahlen Zytokine wie die Interleukine IL-1, IL-2, IL-15, IL-22
und IFN-y (interferon-gamma) (Reinecker et al., 1996; Dignass and Podolsky 1996; Fiocchi
1997; MacDermott, 1996, Brand et al., 2006), aber auch die Wachstumsfaktoren wie KGF
(keratinocyte growth factor) (Werner, 1998, Werner and Grose, 2003; Greenwood-Van et al.,
2003), VEGF (vascular endothelial cell growth factor), PDGF (platelet-derived growth factor)
(Beck and Podolsky 1999), FGFs (fibroblast growth factors), IGFs (insulin-like growth factors)
und HGF (hepatocyte growth factor) (Dignass et. al. 1994a, Dignass et. al. 1994b) oder von
den lokalen endokrinen Zellen sezerniertes GLP-2 (glucagon-like peptide), das die
Proliferation der epithelialen Zellen via Stimulation der enterischen Neurone férdert (Bjerknes
and Cheng, 2001).

Einen direkten Einfluss auf die Restitution haben aber auch Adhasionsmolekiile wie z.B.
Integrine, welche sowohl inside-out- als auch outside-in-Signale Ubertragen kénnen, sowie
Phospholipide wie z.B. LPA (Lysophosphatidsaure) (Sturm et al., 1999; Moolenaar, 1995)
und Polyamine wie Putrescin, Spermidin und Spermin (McCormack and Johnson, 2001;
Seiler and Raul 2007).

Auch kann die Zellmigration nach Freisetzung von Nukleotiden (z.B. ATP oder UTP) und
Aktivierung von Purinrezeptoren (P2X, P2Y) ausgeldst werden (Weinger et al., 2005).
AuRerdem fordern kurzkettige Fettsduren wie Essigsaure, Propionsaure und Buttersaure in
vitro die Motiliat von Zellen sowie die Expression z.B. von MUC2 und damit die
Schutzfunktion der Mukosa (Wilson and Gibson 1997; Willemsen et al. 2003).

Fir die epitheliale Restitution und Gewebshomdostase spielen auch die enterischen
kommensalen Bakterien eine wichtige Rolle. Die bakteriell-epithelialen Kontakte unterstutzen
die Proliferation wahrend der Entwicklung und nach einer Verwundung (Pull et al., 2005).
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Durch Induktion von ROS (reactive oxygen species) in epithelialen Zellen férdern sie die
Zellmigration (Swanson et al., 2011). Nach einer Verletzung des Epithels kann die Exposition
von TLR-Liganden (toll like receptor) durch Bindung an die in der Lamina propria des
Darmes ansassigen Makrophagen die Expression von Heat-Shock-Proteinen (HSP), IL-6
oder TNFa (tumor necrosis factor) hervorrufen. Ferner kann die Expression von Faktoren
angeregt werden, die fur die Zytoprotektion, Gewebereparatur und Angiogenese eine Rolle
spielen wie z.B. COX-2 (cyclooxygenase), KGF-1/2, HGF, TGFB1 (transforming growth
factor), VEGF, und ANG-4 (angiogenin-4) (Rakoff-Nohoum et al., 2004).

Zu den wichtigsten Modulatoren der Restitution, Gewebshomdostase und Reparatur
epithelialer Zellen zahlen stark proliferationsférderndes und motogenes EGF (epidermal
growth factor), sowie ebenfalls motogen wirkendes TGFB, das jedoch die Proliferation
inhibiert (Kurokowa et al., 1987, Moses et al., 1987; Ciacci et al., 1993, Dignass et al., 1996).
Dabei wurde in vitro zwischen EGF und TGFf ein Synergismus in Bezug auf die motogene
Wirkung beobachtet (He and Bazan 2008).

1.3 Trefoil Factor Family Peptide (TFFs)

Die TFF (trefoil factor family)-Domane ist ein Cystein-reiches Modul, das die Grundeinheit fur
die TFF-Peptide (TFFs) bildet. Diese werden vor allem durch Muzin-produzierende Zellen
des Verdaungstraktes, des Urogenitaltraktes, der Lunge sowie im Gehirn sezerniert.

Zu den multiplen molekularen Funktionen gehdren die Mitwirkung an der mukdsen Barriere,
Unterstitzung der Restitution und die Modulation der Differenzierungsprozesse von
mukosen Epithelien. Zahlreiche Studien belegen die schiitzende und heilende Wirkung aller
TFF-Peptide nach einer Schadigung des Magen-Darm-Traktes bei Nagetieren
(Vandenbroucke et al., 2004; Poulsen et al., 2005). AuRerdem zeigen TFF1-defizienten
Mause eine Stérung im Aufbau der Magenschleimhaut, die mit einer obligatorischen
Adenomentwicklung und einer verstarkten Karzinombildung einhergeht (Lefebvre et al.,
1996). Uberdies weisen TFF3-defiziente Mause u.a. eine verminderte Resistenz gegen DSS-
induzierte Colitis auf (Mashimo et al., 1996).

Bei entzindlichen Erkrankungen und in Neoplasien ist haufig die Expression von TFF-
Peptiden dysreguliert. Dies wird fur prognostische Zwecke genutzt (Vestergaard et al., 2002,
2004, 2006, 2010; Katoh, 2003; Kosriwong et al., 2011). Proinflammatorische Zytokine
kénnen beispielweise TFF2 (Nikolaidis et al., 2003) oder TFF3 (Blanchard et al., 2004)
induzieren; antiinflammatorische Zytokine wie IL-1B3, IL-6 und TNFa kénnen TFF-Peptide
sowohl induzieren (Hirota et al., 1994; Tebbutt et al., 2002), aber auch suprimieren
(Dossinger et al. 2002).

Es gibt zunehmend Hinweise daflr, dass besonders TFF2 an der Immunantwort und an
entzlindlichen Prozessen beteiligt ist. Zum Beispiel werden TFF2 und TFF3 in lymphatischen
Geweben wie Milz, Thymus, Lymphknoten sowie Knochenmark exprimiert und stimulieren
die Migration von Monozyten (Cook et al, 1999; Madsen et al., 2007). Bei TFF2-defizienten
Mausen lasst sich eine veranderte Expression von Genen erkennen, die entscheidend fir die
angeborene und adaptive Immunitat sind (Baus-Loncar, 2005a; Kurt-Jones et al., 2006).

Ferner kdnnen TFF-Peptide als pro-angiogene Faktoren fungieren, welche eine schnelle
Wundheilung férdern (Rodrigues et al.,, 2003). Andererseits kénnen TFFs durch ihre
proinvasive und metastasierende Effekte die Tumorprogression férdern (Emami et al., 2004;
Mayer zum Bulschelfelde, 2004, 2006). Dartiberhinaus kénnen TFFs sowohl anti-apoptotisch
wirken (Zhang et al., 2010; Chen et al., 2000) als auch pro-apoptotische Effekte vermitteln
(Efstathiou et al., 1998; Rosler et al., 2010; Paunel-Gérgula et al., 2011).

Die biologische Funktion der TFF-Peptide ist bis heute nicht komplett geklart und es wurden
noch keine typischen Rezeptoren charakterisiert. Lediglich fir CXCR4 (chemokine C-X-C
motif receptor 4) wurde eine schwache Affinitdt zu TFF2 nachgewiesen (Dubeykovskaya et
al., 2009, Hoffmann, 2009). Basierend auf der Beobachtung, dass neben der Ausbildung von
Homodimeren (TFF1 und TFF3) alle drei TFFs Heteromere mit verschiedenen Partner-
Proteinen bilden [z.B. TFF1 mit GKN-2 (gastrokine 2); TFF2 als hochmolekularer Komplex
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mit einem noch unbekanntem Partner oder TFF3 mit FCGBP (IgG Fc binding protein)], kann
ihre biologische Funktion sehr stark von dieser Wechselwirkung beeinflusst werden
(Hoffmann 2013).

TFF-Peptide sind wegen ihrer motogenen Effekte vermutlich Regulatoren der epithelialen
Restitution. Die motogene Wirkung von TFF2 wurde in Scratch-Assays mit BEAS-2B
(humane bronchiale Epithelzellen) nachgewiesen, ebenso konnte eine synergistische
Wirkung von TFF2 mit EGF auf die Migration beobachtet werden (Oertel et al., 2001). Dieser
Effekt kommt nach Chwieralski et. al. (2004) Uber unterschiedliche Signalkaskaden
zustande. Interessanterweise unterscheiden sich auch die durch TFF3 und EGF induzierten
Migrationsmuster (Durer et al., 2007). TFF2 und TFF3-Dimer zeigten gegeniber BEAS-2B-
Zellen relativ moderate chemotaktische Aktivitat (Chwieralski et. al., 2004). TFF2 und TFF3
konnten auch die TNFa-induzierte Sekretion von IL-6 und IL-8 steigern (Graness et al.,
2002).

1.4 Zellbiologische Vorgédnge

1.4.1 Zellmigration

Die Fahigkeit von Zellen, sich zu bewegen und Uber weite Distanzen zu wandern, bildet die
Voraussetzung flir die Entstehung von komplexen Organismen. Die Zellmigration ist ein
vielschichtiger und heterogener Prozess, der von allen kernhaltigen Zellen vollzogen wird.
Fur die meisten Zellen, wie epitheliale, stromale oder neuronale Zellen, sind die
Migrationsphasen auf die Morphogenese beschrankt und enden mit der Differenzierung zu
intaktem Gewebe. Die Migrationsfunktion kann spater im gesunden Organismus u.a. fir die
Restitution, fir immunologische Prozesse und fur die Wundheilung wiederhergestellt werden.
Auflerdem spielt die Zellwanderung bei der Tumorgenese und Metastasierung eine
bestimmende Rolle. Fir andere Zelltypen, wie z.B. Leukozyten, ist die Migration ein
integraler Bestandteil ihrer Funktion und wird das ganze Zellleben aufrechterhalten (Friedl
and Wolf 2009).

Die fetalen, aus der Zygote abgeleiteten Trophoblastenzellen kdnnen in das maternale
Uterusgewebe eintreten, sich spater in weitere Organe ausbreiten und niederlassen (Dawe
et al., 2007). Somit ist ein direkter Zellibergang zwischen verschiedenen Individuen moglich.

Man unterscheidet die Einzelzellmigration (amdboide bzw. pseudopodal-flopodal améboide
oder mesenchymale Migration) von der kollektiven Migration als unregelmafige Zellmasse,
Zellplatte oder in Form von Kettenmigration (chain migration, cell streaming) (Abb. 2). Die
unterschiedlichen Zelltypen konnen dabei ihre Bewegungsarten mit stark variierenden
Geschwindigkeiten ausfuhren (Friedl and Wolf, 2009).

Der sehr komplexe und in verschiedenen Zelltypen variable Vorgang der Fortbewegung kann
vereinfacht als ein 5-Stufen-Mechanismus beschrieben werden. Dabei koénnen die
Polarisierung, die Protrusion, die Anheftung an die Matrix, die Kontraktion sowie die
Vorwartsbewegung mit Ablésen des Uropods unterschieden werden (Abb. 3).

Migrationsmodus
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Abb. 3: Mechanismus der Zellmigration. Schritt 1: Polarisierung bzw. Umpolarisierung der Zelle, Schritt 2: Bildung von
Lamellipodien und Filopodien, Schritt 3: Bildung von fokalen bzw. Zell-Zell-Kontakten, Schritt 4: Actomyosin basierte
Kontraktion, Schritt 5: Migration, Anderung der Geometrie der ECM, morphogenetische Bewegung (modifiziert nach Bailly and
Condeelis, 2002).

Der dynamische Aufbau des Actinfilaments stellt dabei die Grundlage flir den Umbau der
Gestalt der Zelle dar (Bailly and Condeelis, 2002, Pollard and Borisy, 2003; Mattila and
Lappalainen, 2008; Friedl and Wolf, 2009). Aufgrund ihrer physikalischen und molekularen
Vielfalt muss die Zellmigration jedoch als Kontinuum von Zustdnden betrachtet werden,
welche durch die Zellmechanik und die Signalereignisse aus der Umgebung bestimmt
werden (Friedl and Wolf, 2009).

Die nétige Zugkraft, um der Zelle Bewegung zu erméglichen, wird durch die Anheftung der
Zelle an die ECM via Integrin-Heterodimere gewahrtleistet. Bei zu loser oder zu fester
Anheftung ist die Fortbewegung nicht méglich (Hood and Cheresh, 2002). Die Triebkraft fir
das Vorschieben der Zelle liefert die Polymerisierung der Actinfilamente in Lamellipodien und
Filopodien (Fournier et al., 2010).

Die migrierenden Zellen kdnnen eine Migrationspur hinterlassen. Diese Makroaggregate aus
Integrinen, anderen Membranproteinen und Lipiden wie Cholesterol und Ceramiden kénnen
als Leitstrukturen fir die nachkommenden Zellen oder als parakrine Signalmaschinerie
dienen, welche in die chemotaktische Steuerung der benachbarten Zellen involviert ist (Kirfel
et al., 2004).

1.4.2 Polarisierung der Zelle

Eine polare Verteilung der Membranproteine, wie z.B. Rezeptoren und der ihnen
nachgeschalteten Signalproteine, ist fur Erzielung einer hoch kompartimentierten
Signaltransduktion zur Regulierung der Funktion der Zellen entscheidend (Manes and Viola,
2006; Gomez-Mouton and Manes; 2007, Florian and Geiger 2010). So stellt die Ausbildung
der Asymmetrie bei einer bis dato symmetrischen (runden) Zelle oder die Veranderung der
bestehenden apikal-basalen in eine anterior-posteriore Asymmetrie im Falle epithelialer
Zellen die Voraussetzung flur die (individuelle) Migration dar (Kirfel et al., 2004). Fur viele
Aspekte der kollektiven Migration der epithelialen Verbande ist aulerdem die planare
Zellpolaritat (als Ausrichtung der epithelialen Zellen in einer Ebene innerhalb des
Zellverbandes) wesentlich (Zallen, 2007).

Fir die Migration, bei der die kleinen G-Proteine der RHO-Familie die Schlisselrolle spielen,
ist der Cross-Talk zwischen den PAR-Proteinen (die an der strikten Trennung zwischen der
apikalen und der basolateralen Doméane beteilgt sind) und den kleinen GTPasen wie z.B.
CDC42, RAC und RHO maligebend (Etienne-Manneville, 2008, Bryant and Mostov, 2008)
(Abb. 4). Die Signaltransduktion durch die Polaritatskomplexe ist stark an die WNT-
Signalwege gebunden, z.B. an den kanonischen aber auch B-Catenin-unabhangigen
WNT/Ca*-Signalweg sowie den PCP-Signalweg (planar cell polarity), die direkten Einfluss
auf das Migrationsverhalten der Zellen nehmen (Huang and He, 2008; Montcouquiol et al.
2006; Sepich et al., 2011).
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A basal-apical B

anterior-posterior

PAR3
PARG
aPKC
CDC42

Front

Abb. 4: Zellpolaritdt. Die Polaritatskomplexe sind involviert in die Generierung und Aufrecherhaltung aller Typen der
Zellpolarisation. Die drei wichtigsten Polaritdtskomplexe: PAR- (CDC42-PAR3-PARG6-aPKC), Crumbs- (Crb-PALs-PATJ) und
Scribble- (Scrib-Dig-Lgl) sind dabei assymetrisch in der Zelle verteilt (A). Die asymmetrische Verteilung der
Polaritdtskomplexe sowie CDC42, RAC und RHO in migrierenden Zellen (B). Modifiziert nach Bryant and Mostov (2008).

1.4.3 Zell-Adhéasion

Die Migration erfordert eine koordinierte Regulation der Bildung und L&sung von
Verbindungen mit anderen Zellen und der umgebenden Matrix. Wahrend der individuellen
Zellmigration fehlen die Zell-Zell-Verbindungen ganzlich und die Zellen bewegen sich
voneinander unabhangig in Richtung und Geschwindigkeit. Bei der multizellularen Migration
bewirken die (sich fortwahrend bildenden und I6senden) llickenhaften und instabilen Zell-
Zell-Verbindungen eine koordinierte Bewegung einer groflen Anzahl sich hintereinander
verlagernder Zellen. Hingegen erfahren wahrend der kollektiven Bewegung, bei der die Zell-
Zell-Verbindungen der vorderen mit den nachfolgenden Zellen intakt sind, die Zellen einen
mechanischen Zusammenhalt. Die Beibehaltung der Zell-Zell-Verbindungen steigert die
multizellulare Koordination (Friedl and Wolf 2009).

Die Verbindung mit der ECM wird durch spezifische Oberflachenrezeptoren vermittelt, von
denen die Familie der Integrine (Shattil et al., 2010) sowie Syndekane (Transmembran-
Proteoglykane) die Hauptreprasentanten darstellen. Ihre spezifische Anordnung und die
Interaktion mit unterschiedlichen Partnern bringen eine Vielfalt an Verbindungsarten hervor,
die das (mit Microtubuli assoziierte) Actinzytoskelett mittels Linkermolekllen an den
Matrixkomponenten verankern. Es existieren neben mechanisch-unterstiitzenden
(Hemidesmosomen) noch kontraktile und protrusive Zell-Matrix-Komponenten sowie fokale
Verankerungen (Adams, 2002).

Die GroRRe und Starke der fokalen Adhasionen hangt von der Umgebung der Zelle ab und
resultiert in einer Anpassung der Form der wandernden Zelle. So weisen die in
zweidimensionaler Umgebung migrierenden Zellen in der basalen Flache deutliche
Fokalkontakte auf. Mit dem Ubergang zu einer teilweise dreidimensionalen Matrix werden die
Fokalkontakte kleiner und ihre Zusammensetzung andert sich. In vivo dagegen, wenn die
Zellen komplett in die Matrix eingebettet sind, kdnnen die fokalen Adhasionen nicht detektiert
werden (Fraley et al., 2010).

Extrazelluldar  werden die  Adhdsionen durch verschiedene Proteasen wie
Matrixmetalloproteasen (MMPs) oder Cathepsine (CTS) (Obermajer et al., 2008) gel6st,
welche auch die Pro-MMPs spalten und aktivieren kénnen (Punturieri et al., 2000), oder
Sheddasen der ADAM-Familie (Franzke, 2002).

1.4.4 Proteolytischer Umbau der extrazellularen Matrix

Bei der zweidimensionalen Migration in einer Ebene ist das einseitige, nicht andauernde
Anhaften an das Substrat und eine abgeflachte, ausgebreitete Zellmorphologie mit einem
fuhrenden Lamellipodium kennzeichnend. Im Gegensatz dazu erfahren die in
dreidimensionalen  Strukturen der extrazelluldren Matrix  migrierenden  Zellen
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charakteristische Veranderungen wie z.B. eine spindelférmige Gestalt, eine Ausbildung von
zylindrischen Pseudopodien sowie eine Anpassung an die schmalen Licken des Substrates
durch Formanderung. Zuséatzlich kénnen proteolytische Enzyme sezerniert werden. (Friedl
and Wolf, 2009).

Der proteolytische Abbau der extrazellularen Matrix ist in Geweben, in denen die Zellen trotz
maximaler Deformation die Matrixporen nicht durchdringen kénnen, obligatorisch und
zugleich das Markenzeichen der mesenchymalen Migration (Friedl and Wolf, 2009). Dieser
Umbau wird Uberwiegend durch Matrixmetalloproteasen (MMPs) gesteuert, eine Familie aus
mehr als 25 Zink-abhangigen endogenen, proteolytischen Enzymen.

Die Expression der MMPs wird u.a. durch Wachstumsfaktoren wie EGF, TGFB, Zytokine
(z.B. IL-1 und TNF), Glucocorticoide und Retinoide geférdert. Dabei spielen bestimmte
Transkriptionsfaktoren wie AP-1, PEA3, NF-kB und STAT eine wichtige Rolle. Andere
Regulatoren der MMPs sind endogene Inhibitoren wie TIMP1-4, a2-Macroglobulin,
Membran-gebundendes RECK 8 (reversion inducing cysteine rich protein with kazal motifs)
und Thrombospondin (THBS1/2) sowie Proteasen, welche die MMP-Pro-Domanen
abspalten. Die Funktion der MMPs beinhaltet auler der Degradation der extrazellularen
Matrix die Freisetzung bzw. die Prozessierung von Wachstumsfaktoren (Szarvas et al.,
2011). Deshalb beeinflussen MMPs auch indirekt die Proliferation, Apoptose, epitheliale-
mesenchymale Transition (EMT) und Migration von Zellen.

1.4.5 EMT

Die Epithelzellen in vivo unterziehen sich der Restitution (eine Ausnahme bilden die
Einzelzelldefekte) durch einen Wechsel ihrer Polaritat von apikal-basal polarisierten Zellen zu
planar-polaren, migrierenden Zellen (Etienne-Manneville, 2008). Unter Umstanden kénnen
die epithelialen Zellen dabei die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) erfahren (Hay,
1995; Savagner et al., 2005; Moreno-Bueno et al., 2008; Acloque et al., 2009).

Die EMT wurde in vivo zum ersten Mal im Laufe der Embryonalentwicklung beobachtet und
beschreibt biologische Vorgange, die es einer apikal-basal polarisierten Epithelzelle
ermoglichen einen mesenchymalen Phanotyp anzunehmen. Dieser beinhaltet die
Migrationskapazitat, Invasivitat, Resistenz gegentiber Apoptose (Anoikis) und die Produktion
von Komponenten der extrazelluldaren Matrix (Kalluri and Weinberg, 2009). Die EMT
entspricht somit einer Umwandlung von Epithelzellen zu fibroblastoiden Zellen, welche sich
durch eine veranderte, mesenchymale Genexpression auszeichnen (Abb. 5) (Huber et al.,
2005; Yang and Weinberg, 2008; Lee et al., 2006; Moreno-Bueno et al., 2006; de Wever et
al., 2008). Allerdings liefern diese Marker nicht immer klare Aussagen uber den Zustand der
Zellen und bis heute gibt es keine eindeutigen Marker flir mesenchymale Zellen (Chai et al.,
2010).

Die EMT, die wahrend der Implantation, Embryogenese und Organentwicklung auftritt, wird
als Typ1-EMT bezeichnet (Kalluri and Weinberg 2009). Der Ubergang von epithelialen zu
mesenchymalen Zellen, der mit Wundheilung und Organfibrose assoziiert ist, wird dagegen
als Typ2-EMT charakterisiert. Nach der Reepithelialisierung durch die Rickumwandlung der
Zellen via MET (mesenchymal-epitheliale Transition) ist der Vorgang abgeschlossen. Eine
chronische Entziindung (Fibrose) hingegen kann zu einem Funktionsverlust des Organs
durch UbermafRiges Wachstum des Bindegewebes flihren, z.B. bei einer Lungen- oder
Leberfibrose (Kim et al., 2006; Zeisberg et al., 2007(a/b); Kalluri and Weinberg 2009). Der
dritte Subtyp, die Typ3-EMT, wird mit Tumorwachstum assoziiert und tritt bei Zellen auf, die
sich genetisch und epigenetisch von den untransformierten unterscheiden. Mutationen von
Onkogenen sowie von Tumorsupressorgenen fordern dabei die Entfaltung dieses
Mechanismus und die so transformierten Zellen zeigen ein invasives und metastasierendes
Verhalten (Kalluri and Weinberg 2009).

Unter inflammatorischen Bedingungen kénnen epitheliale Zellen eine partielle EMT eingehen
und dabei die Expression bestimmter epithelialer Gene beibehalten (Savagner, 2010). Die
Signaltransduktionswege, die an der Induktion der epithelialen-mesenchymalen Transition
beteiligt sind, beinhalten u.a. die Signalweiterleitung durch Rezeptor-Tyrosinkinasen (via
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epithelialer Phanotyp intermedidrer Phanotyp mesenchymaler Phanotyp

o g o s e

@le e -_

N-Cadherin (CDH2)

E-Cadherin (CDH1)

Tight junction protein 1 (TJP1/Z0-1) Vimentin (VIM)
Desmoplakin (DSP) fortschreitender Verlust von epithelialen Markern Fibronectin (FN1),
Occludin (OCLN) SNAI1 und SNAI2, TWIST
Zytokeratin (CK, z.B. CK19) und Zunahme von mesenchymalen Markern Goosecoid (GSC)
Claudine (CLDN) FOXC2 (forkhead box C2)

SOX10 (SRY box 10)

Matrixmetalloproteinasen: MMP2, MMP3, MMP9
Kollagen (COLL1)

FSP1 (fibroblast-specific protein)

Integrin avp6 (ITGAVB6)

ACTAZ2 (smooth muscle actin, SMA)

B-Catenin (CTNNB)

miR10b/miR21 (micro RNA 10b, micro RNA 21)
LEF1 (lymphoid enhancer-binding factor 1)

Aktivitatsanstieg:

ILK (integrin linked kinase)

GSK-3B (glycogen synthase kinase 3 beta)
RHO GTPase (ras homolog gene family)

Akkumulation von Transkriptionsfaktoren im Zellkern:
B-Catenin

SMAD-2/3 (MAD homolog (Drosophila))

NF-kB; SNAI1, SNAI2, TWIST

Abb. 5: EMT umfasst den funktionellen Ubergang von polarisierten Epithelzellen in die mobilen, extrazellulare Matrix
sezernierenden, mesenchymalen Zellen (die typischen Marker sind in entsprechenden Farben aufgelistet; modifiziert nach
Kalluri and Weinberg, 2009).

EGF, FGF, HGF, PDGF, IGF), Integrine, WNT, NF-kB und TGF oder PEZ (protein tyrosine
phosphatase Pez). Diese schlieBen die Signalweiterleitung von AKT (RAC alpha
serine/threonine protein kinase), GSK3 (glycogen synthase kinase 3), RHO-GTPase- und
SMAD ein und resultieren in einem migratorischen Verhalten der Zelle (Savagner, 2010).

1.4.6 Apoptose/Nekrose

Einen wichtigen Mechanismus zur Beseitigung von geschadigten bzw. funktionsunfahigen
Zellen, die wahrend oder unmittelbar nach einer Verletzung entstehen kénnen, sowie zur
Verhinderung von Entziindungen stellt die Apoptose dar. Dieser physiologische Vorgang
bezeichnet den programmierten Zelltod ohne Schéadigung des Nachbargewebes.
Morphologisch wird dieser Prozess durch die Ldsung der Zell-Zell-Verbindungen,
Schrumpfen der Zelle, Fragmentierung des Zellkerns und Bildung von apoptotischen
Kdrperchen charakterisiert. Die apoptotischen Zellen setzen, unter Beibehaltung der
Membranintegritat, wahrend des Sterbeprozesses u.a. Chemokine wie z.B. IL-8 oder MIP-2
(macrophage inflammatory protein, auch CXCL2/CXCL3 genannt) frei. Dies fordert die
Akkumulation von Makrophagen um die absterbenden Zellen und ihre Eliminierumg via
Phagozytose, die auch von benachbarten epithelialen Zellen eingeleitet werden kann
(Henson and Hume, 2006; Jones and Gores, 1997).

Zu den Signaltransduktionswegen, welche die Apoptose auslésen koénnen, zahlen der
extrinsische (oder death receptor-Signalweg) und der intrinsische (mitochondriale)
Signalweg, wobei die beiden Signalwege miteinander in Verbindung stehen und sich
gegenseitig beeinflissen kdnnen. Zusatzlich existiert noch ein Perforin-Granzym-Weg,
welcher das Zellsterben durch das Granzym A oder Granzym B (GZM A/B) initiiert. Die finale
Phase des intrinsischen, extrinsischen und Perforin-Granzym-Signalweges erfolgt durch die
Aktivierung der exekutiven Caspasen (CASP), welche die zytoplasmatischen Endonukleasen
und Proteasen aktivieren und so zur Zellkern- und Zytoskelettdegradation fihren. Neben den
apoptotisch wirkenden Mitgliedern der intrazellularen Caspasen-Familie sind einige ihrer
Vertreter an der Einleitung der inflammatorischen Prozesse beteiligt (Lieberman and Fan,
2003, Trapani and Smyth, 2002; Elmore, 2007).

20



Einleitung

Die gleichen schadigenden Einflisse, die eine Apoptose hervorrufen kénnen, flhren in
hohen Dosen oder nach langer Einwirkung zur Nekrose. Bei der Nekrose, dem
Lunprogrammierten“ Zelltod, kommt es zum Anschwellen und Aufplatzen der Zelle, wobei die
aus dem Zytoplasma freigesetzten Stoffe den Entziindungsprozess initieren. Wenn die
apoptotischen Zellen nicht sofort entfernt werden, unterliegen sie dem postapoptotischen
Zelltod (sekundare Nekrose) und kénnen ebenfalls zur Entziindung fuhren. Oft finden sich
daher bei groRflachigen Verletzungen sowohl nekrotische als auch apoptotische Zellen;
dabei treten sowohl pro- als auch antiinflammatorische Signale auf (Henson and Hume,
2006). Obwohl sich die Mechanismen der Apoptose und Nekrose morphologisch
unterscheiden, zeigen sich Uberschneidungen zwischen diesen beiden Prozessen. Es gibt
Hinweise, dass Nekrose und Apoptose zwei morphologische Ausdrucksformen eines
gemeinsamen biochemischen Mechanismus sind, der als "Apoptose-Nekrose-Kontinuum®"
bezeichnet werden kann (Zeiss, 2003).

1.5 Untersuchung der Wundheilung in vitro

Da die kollektive Zellmigration eine wichtige Rolle fiir viele biologische Prozesse (u.a. in der
Wundheilung) spielt, wurden zahlreiche Methoden entwickelt, die auf mechanischen,
chemischen, optischen oder elektrischen Ansatzen zur Erstellung von Modellwunden
beruhen. Diese Ansatze unterscheiden sich erheblich in der Schwierigkeit der Durchflihrung
bzw. Datenanalyse, dem Durchsatz, der Reproduzierbarkeit sowie der Fahigkeit, mehrere
voneinander abhangige Parameter gleichzeitig zu untersuchen (Multiplexverfahren) (Riahi et
al., 2012).

Der mechanische Wundheilungsassay ist eine der friihesten Methoden, die fir Studien der
gerichteten Migration in vitro entwickelt wurden. Durch die z.B. mit einer Rasierklinge
herbeigefiihrte mechanische Schadigung des Monolayers kann eine Migration der dem
Verwundungsrandgebiet benachbarten Zellen initiiert werden. Im weiteren Verlauf kann es
dabei zur Reparatur des zerstérten Gebietes durch Wanderung und Proliferation dieser
Zellen kommen. Auf diese Weise kann die in vivo Migration, besonders von Epithelzellen, zu
einem gewissen Grad imitiert werden; diese Methode ist daher als Modellsystem weit
verbreitet und anerkannt. Dabei kdnnen die in die zu restituierende Flache eingewanderten
bzw. durch Teilung neuentstandenen Zellen gezahlt oder die geschlossene Flache
vermessen werden. (Rodriguez et al., 2005).

Als in vitro-Modell der Restitution im Darm hat sich die artifizielle Verwundung der Monolayer
von untransformierten, epithelialen IEC-6- und IEC-18-Zellen etabliert (McCormack, 1992).
Fir diese Modelle wurde u.a. eine restitutionsunterstitzende Wirkung von EGF und TGFf
(Dignass and Podolsky, 1993, Durer et al., 2007) sowie die motogene Wirkung von TFF3
beschrieben (Direr et al., 2007).

1.6 Ziele der Arbeit

Zum genauen Verstandnis der ablaufenden Prozesse wahrend der Zellmigration sind
generelle Vergleiche der Genexpression zwischen migrierenden und stationaren Zellen
elementar. Bisher sind nur sehr wenige Arbeiten zur systematischen Untersuchungen von
Expressionsanderung einzelner Gene in migrierenden Zellen erschienen. Das primare Ziel
der vorliegenden Arbeit war die Etablierung einer Methode zur Trennung von migrierenden
und stationaren Zellen nach Verwundung epithelialer Monolayer unterschiedlicher Zelllinien.

Die abgetrennten Zellen der Restitutions- bzw. der Verwundungszone sowie die stationaren
Zellen sollten dann einer vergleichenden Genexpressionsanalyse unterzogen werden. In
Fortsetzung von Vorarbeiten am Institut (Durer et al., 2007; Oertel et al., 2001; Chwieralski et
al., 2004) sollte mit der entwickelten Methode auch der Einfluss der potentiellen Motogene
TFF2 und TFF3 auf die Genexpression epithelialer Zellen untersucht werden und mit der
Wirkung von EGF verglichen werden. Ein besonderes Augenmerk lag auf einer potentiell
unterschiedlichen Wirkung von nativen und rekombinanten TFF-Peptiden. Fur TFF2 sollte
mit Hilfe von CXCR4-exprimierenden HEK-Zellen eine, von Dubeykovskaya et al. (2009)
beschriebene, mogliche motogene Wirkung von TFF2 Uber den CXCR4-Rezeptor geprift
werden.
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Ein weiterer Schwerpunkt in der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung einer moglichen
entzindungsmodulierenden Wirkung von TFF3 (Granes et al., 2002) auf die verwundeten
Zellen (Behandlung der Zellen mit TNFa und rekombinanten TFF-Peptiden).

Ebenfalls sollte eine mdgliche Expression von TFF-Peptiden in Zellen des Immunsystems
am Beispiel von Mikrogliazellen (inklusive Behandlung mit LPS) untersucht werden.
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2 Materialien
2.1 Zelllinien

Materialien

Die untersuchten Zelllinien oder Zellkulturen (Tab. 1) zeigen ein adharentes oder im Falle der
BV-2-Zellinie ein semiadharentes Wachstum. Mit Ausnahme von BV-2-Zellen, die amdéboid
erscheinen, weisen alle anderen Zelllinien eine epitheliale Morphologie auf.

Tab. 1: Zelllinien [Europdische Sammlung der Zellkulturen (ECACC), ICLC Animal Cell Lines Database (ICLC)]

Zelllinie/Kat.Nr. Bezugsquelle Herkunft Spezies
A549 ECACC Lungenkarzinom Mensch
ECACC 86012804
AGS ECACC Magenadenokarzinom Mensch
ECACC 89090402
BEAS-2B ECACC normales Bronchialepithel transformiert | Mensch
ECACC 95102433 mit SV40/Adenovirus 12 Hybrid
BV-2 Xiao Qian Wang, primare Microglia transfiziert mit v-raf/v- | Maus
ICLC ATL03001 Institut far myc-J2 Retrovirus (C57BL/6)
Immunologie, Otto- | (Blasi et al., 1990)
von-Guericke-
Universitat
Magdeburg
HEK.CD4.403/CXCR4 | Martine Biard, HEK-293-Zellen (ECACC : 85120602, Mensch
Institut de Biologie, | embryonale Niere, transfiziert mit
Montpellier, France | Adenovirus 5 DNA) transfiziert mit
pcDNAS3 Neo + verkirzte Form vom
CD4-Gen (ohne zytoplasmatische
Domane und mit pcDNA3 Zeo +CXCR4-
Gen (Ahr et al., 2005)
HEK.CXCR4 Martine Biard, HEK-293-Zellen (ECACC:85120602, Mensch
Institut de Biologie, | embryonale Niere) transfiziert mit
Montpellier, France | pcDNA3 Zeo +CXCR4-Gen
(Ahr et al., 2005)
IEC-6 ECACC normale Krypten aus Jejunum Ratte
ECACC 88071401
IEC-18 ECACC normale Krypten aus lleum Ratte
ECACC 88011801

2.2 Tierische Gewebeproben

Die fir die Zellgewinnung verwendeten murinen Organe entstammen den Tieren des
Stammes 129S2/SvHsd. Die Praparation von Antrum und Corpus erfolgte nach der
Entnahme der Organe durch eine qualifizierte Fachkraft des Instituts.

2.3 Humane Biopsieproben

Bei den fur die Zellgewinnung verwendeten Proben handelt es sich um endoskopisch
entnommene Biopsien von 2 Patienten zur histologischen Begutachtung der
Magenschleimhaut. Hierflir wurden die Proben an der Universitatsklinik fliir Gastroenterologie
und Hepatologie, Universitatsklinikkum Magdeburg (Direktor: Univ-Prof. Dr. med. P.
Malfertheiner) aus der kleinen und groRen Kurvatur des Corpus und Antrums des Magens
entnommen (genehmigt durch Ethikkommission der Otto-von-Guericke-Universitat
Magdeburg an der Medizinischen Fakultat; Kouznetsova et. al., 2007).

2.4 Materialien fiir die Kultivierung von Zellen
Die verwendeten Medienzusatze fir die Zellkultur sind in Tab. 2 aufgelistet.
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Tab. 2: Verbrauchsmaterialien fiir die Zellkultur

Materialien

Material/Anwendung

Bezeichnung/Kat.-Nr.

Hersteller

Antibiotika ,
andere Reagenzien

Antibiotic Antimycotic Solution (100x)
10,000 u penicillin, 10 mg streptomycin,
25 pg amphotericin B per mL
A5955-100ML

Sigma-Aldrich, Minchen

¢ BSA fraction V K41-001

PAN Biotech, Aidenbach

collagen R Typ |, PO6-20166

PAA Cell Culture Company, Colbe

collagenase 17018-029

Gibco (Invitrogen, Karlsruhe)

dispase 17105,041

PAN Biotech, Aidenbach

Dulbecco's PBS (1x) H15-002

PAA Cell Culture Company, Cdlbe

fetal bovine serum gold A15-151

PAA Cell Culture Company, Colbe

G418-BC

Biochrom, Berlin

Gentamicin solution G1272-100ML

Sigma-Aldrich, Minchen

HBSS Hanks’s balanced salt solution 1x
14170

Gibco (Invitrogen, Karlsruhe)

L-glutathione reduced G6013-5G

Sigma-Aldrich, Minchen

MycoKill

PAA Cell Culture Company, Colbe

NEA-non essential amino acids (100x)
K0293

Biochrom AG, Berlin

penicillin-streptomycin solution stabilized
P4333

Sigma-Aldrich, Minchen

viable AC-2 serum free

Cell Concepts, Berlin

sodium pyruvate L0473

Biochrom AG, Berlin

trypsin inhibitor from Glycine max
(Soybean)

Sigma-Aldrich, Minchen

zeocin R250-05

Invitrogen, Karlsruhe

Medien

DMEM high glucose (44,5 g/L ) E15-009

PAA Cell Culture Company, Colbe

DMEM/Ham’s F12 E15-012

PAA Cell Culture Company, Colbe

Leibovitz's L-15 E15-020

PAA Cell Culture Company, Colbe

RPMI 1640 ready mix R15-802

PAA Cell Culture Company, Colbe

RPMI 1640 E15-041

PAA Cell Culture Company, Colbe

Quantum 286 for epithelial cells U15-818

PAA Cell Culture Company, Colbe

Filtrieren von Medien und
Peptiden

Millex-OR 0,22 uM, sterile

Millipore, Schwalbach

Millex-GV 0,22 uM protein-low binding,
sterile

Millipore, Schwalbach

Kultivierung von Zellen

Cellstar 6-, 12, 24, 96-well Platten
Cellstar Zellkulturflaschen 25 cmz, 75 cm?
Cellstar Zellkulturschalen 100 mm, 35 mm

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zellheber 18 ¢ 3008

Corning/Costar (Fisher Scientific
GmbH, Schwerte)

Zellschaber 18 mm schwenkbar

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Pipettieren von
Volumina in pL-Bereich

safeseal tips premium 10, 100, 200, 1000,

Biozym Biotech Trading GmbH,
Oldendorf

Pipettieren von
Volumina in mL-Bereich

Serologische Pipetten
TmL,2mL,5mL, 10 mL, 25 ml

VWR International, Darmstadt

24



Materialien

Material/Anwendung | Bezeichnung/Kat.-Nr.

Hersteller

Zerkleinern von Gewebe disposable scalpel

Feather Safety Razor co., LTD
(PFM, KdIn)

Immunfluorenzenz und
PAS-Farbung well

Lab-TEK glass chamber slides/1-, 2-, 4-, 8-

Nunc (Thermo Electron LED
GmbH, Langenselbold)

Zellkultureinsatze fir
Boydenkammer-
Experimente

0.8 uym pore / 12 well
0,8 um pore / 24 well

cell culture inserts: 0,4 um pore / 24 well

BD (Becton Dickinson and
Company)

cell culture 0,8 ym pore 24 well-inserts

SPL-life Sciences, Korea

2.5 Peptide und Antikérper

Die nachfolgend aufgefiihrten Peptide und Feinchemikalien (Tab. 3,

Tab. 4, und Tab. 5)

wurden jeweils nach den Angaben des Herstellers gel6st, aliquotiert und bei -20°C oder -
80°C gelagert. Die Antikoérper, die nach der Anweisung des Herstellers eingefroren werden
konnten, wurden ebenfalls aliquotiert und bei -20°C gelagert. Alle anderen Antikdrper wurden
bei 4°C aufbewahrt. Die Anfarbung der Zellkerne wurde mittels Hochst 33258-Losung der

Firma Sigma-Aldrich (Minchen) durchgefihrt.

Tab. 3: Peptide, Wachstumsfaktoren und andere Stimulantien

Bezeichnung

Bezugsquelle

recombinant human epidermal growth factor (EGF) CB1101001

PAN Biotech, Aidenbach

recombinant human epidermal growth factor (EGF) E9644

Sigma-Aldrich, Miinchen

human TNF-alpha (tumor necrosis factor alpha) CB1112011

PAN Biotech, Aidenbach

recombinant human interleukin 18 19401-5UG

Sigma-Aldrich, Miinchen

mitomycin C from Streptomyces caespitosus

Sigma-Aldrich, Miinchen

recombinant human/rhesus macaque/feline SDF1alpha
CXCL12/SDF-1a (stromal derived factor) 350-NS

R&D Systems GmbH,
Wiesbaden-Nordenstadt

rekombinantes humanes TFF2-glykosyliert aus Saccharomyces
cerevisiae

Lars Thim, Novo Nordisk A/S, Malgv,
Denmark (Thim et al., 1993)

rekombinantes humanesTFF3-Monomer aus Saccharomyces
cerevisiae

Lars Thim, Novo Nordisk A/S, Malgv,
Denmark (Thim et al., 1995)

rekombinantes humanes TFF3-Dimer aus Saccharomyces
cerevisiae

Lars Thim, Novo Nordisk A/S, Malgv,
Denmark (Thim et al., 1995)

gereinigtes humanes TFF3-Monomer, TFF3-Dimer
und TFF3-FCGBP-Heteromer

Timo Albert, Institut flir Molekularbiologie
und Medizinische Chemie, Otto-von-
Guericke-Universitat Magdeburg

(Albert et al., 2010)

GM1489 364200 MMP-Inhibitor

Calbiochem/Merck, Darmstadt

Tab. 4: Primarantikérper (WB: Western Blot, IF: Immunfluoreszenz, AS: Aminoséaure)

Antigen/GroRe des Typ/ Verdiinnung | Reaktiviat | Originalbezeichnung/

Antigens gegeniiber | Hersteller

N-terminale Region Kaninchen polyklonal Mensch, anti-actin (20-33),IgG fraction of

universell fur alle Actine/ WB 1:50 - 1:200 Ratte, antiserum, A5060/ Sigma-Aldrich,

42 kDa Maus Minchen

Humanes Actin (ACTB), Kaninchen polyklonal Mensch, beta actin (N-21) sc-130656/ Santa

Nahe des N-Terminus/ WB 1:200 Maus Cruz, Heidelberg

42 kDa

Acta2, N-terminales Maus monoklonal Ratte monoclonal anti-actin

synthetisches Decapeptid WB 1:500 a-smooth muscle antibody produced

des a-smooth muscle Actin | IF 1:100 in mouse clone 1A4, purified

/ 43 kDa immuno-globulin A5228/ Sigma-
Aldrich, Mlinchen

Maus 3-Catenin (CTNNB) Maus monoklonal Mensch, purified mouse anti-B-catenin

AS: 571-781/ 92 kDa WB 1:200 Ratte 610153, BD Transduction

IF 1:100 Laboratories/ BD Biosciences

Pharmingen
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Antigen/GroRe des Typ/ Verdiinnung | Reaktiviat | Originalbezeichnung/

Antigens gegeniiber | Hersteller

Humanes E-Cadherin Maus monoklonal Mensch, purified mouse anti-E-Cadherin

(CDH1), zytoplasmische WB 1:200 - 1:1000 Ratte 610181 / BD Transduction

Domane/ 120 kDa IF 1:200 Laboratories/ BD Biosciences

Pharmingen

Humanes Fibronectin Kaninchen polyklonal Mensch rabbit anti-FN1

(FN1)/ 220 kDa WB 1:200 - 1:400 F33648/ Sigma-Aldrich, Miinchen
IF: 1:200

Human MMP1 (matrix Kaninchen polyklonal Mensch polyclonal antibody to MMP-1

metalloproteinase 1) Ndhe | WB 1:100-1:200 purified AP15652PU-S/

des C-Terminus IF 1:100 Acris Antibodies, Herford

pro-Form: 52 kDa

(unglykosyliert) und

57 kDa (glykosyliert);

aktive Form: 42 kDa

(unglykosyliert) und

47 kDa (glykosyliert)

Ratte SDF-1R/ Kaninchen polyklonal Ratte, Purified Rabbit Anti-rat SDF-1

10 kDa WB 1:200 Maus TP202 rabbit polyclonal IgG / Torrey
IF: 1:50 - 1:100 Pines Boplabs Inc

anti-hTFF1-1; gegen Kaninchen polyklonal Mensch Kouznetsova et al., 2007

Sequenz FYPNTIDV WAB: 1:2000 (Maus)

PEEECEF/ 6,7 kDa IF: 1:500

anti-hTFF2-1, gegen Kaninchen polyklonal, Mensch Jagla et al., 2000

Sequenz FFPNSVEDCH/ WB: 1:1000 (Maus)

ca 18 kDa (inkl. N-CHO) IF: 1:500

anti-hTFF3-3, gegen Kaninchen polyklonal Mensch Hauser et al., 1993;

Sequenz FKPLQEAECTF/ | WB: 1:1000 - 1:2000 (Ratte, Maus) Wiede et al., 1999;

6,6 kDa IF: 1-500 - 1:2000 Albert et al., 2010

anti-mTff1-1, gegen Kaninchen polyklonal Maus

Sequenz FHPMAIENTQEE | WB: 1:500 - 1:1000

ECPF/ 6,7 kDa IF: 1:500

anti-rTff3-3, gegen Kaninchen Ratte

Sequenz EFVGLSPSQC polyklonal (Maus)

MVPANVRVDCGYPTVTS | WB: 1:500

EQCNNRGCCF/ 6,6 kDa IF: 1:500

Humanes Vimentin (H-84) Kaninchen polyklonal Mensch, Vimentin (H-84) sc-5565/

AS: 1-85/ 57 kDa WB 1:100 Ratte, Santa Cruz, Heidelberg
IF 1:50 Maus

Tab. 5: Sekundarantikérper (WB: Western Blot, IF: Immunfluoreszenz)

Antigen / Verdiinnung | Originalbezeichnung Bezugsquelle
Kaninchen 1gG anti-rabbit IgG (whole molecule), Sigma-Aldrich, Minchen
IF: 1:100 F(ab"), fragment-Cy3 produced in goat
C2306-1ML
Maus IgG anti-mouse IgG (Fc specific)-FITC Sigma-Aldrich, Minchen
IF: 1:50 -1:100 antibody produced in goat F5897
Ziege 1gG peroxidase horse anti-goat IgG(H+L) Vector Laboratories/ Biozol
WB: 1:2000 PI-9500 Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching
Kaninchen IgG Peroxidase Goat Anti-Rabbit IgG(H+L) | Vector Laboratories/ Biozol
WAB: 1:4000 P1-1000 Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching
Maus IgG Peroxidase Horse Anti-Mouse Vector Laboratories/ Biozol
WAB: 1:2000 IgG(H+L) PI-2000 Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching

2.6 Materialien fiir die molekularbiologischen Arbeiten

Chemikalien, die nicht in diesem Abschnitt aufgelistet, jedoch in den jeweiligen Abschnitten
der Methoden aufgefiihrt sind, wurden im Reinheitsgrad pro analysis von folgenden Firmen
bezogen: Fluka (Neu-Uim), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) oder
Sigma-Aldrich (Munchen). Die Reagenzien und verwendeten Kits sind in Tab. 6 erfasst
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Tab. 6: Verbrauchsmaterialien fiir die RNA- und Protein-Verarbeitung

Materialien

Anwendung

Originalbezeichnung

Hersteller / Vertrieb

Anfarbung von Proteinen

Coomassie biosafe G-250 stain

Biorad, Miinchen

Ponceau S

Merck, Darmstadt

Gelelektrophorese
horizontal

Agarose for DNA electrophoresis
research grade

Serva, Heidelberg

1% Ethidiumbromidlésung (10mg/mL)

Merck, Darmstadt

GeneRuler™ 1kb Plus DNA ladder,
ready-to-use

Fermentas, St. Leon-Rot

GeneRuler™ 50bp DNA ladder, ready-to-
use

Fermentas, St. Leon-Rot

6x Ladepuffer

Fermentas, St. Leon-Rot

Gelelektrophorese
vertikal

30 % Acrylamid/Bisacrylamid im
Mischungsverhéltnis 37,5:1.(3029.1)

Roth, Karlsruhe

TEMED

Roth, Karlsruhe

APS

Roth, Karlsruhe

peqGOLD Protein-Marker Il

PEQLAB Biotechnologie,
Erlangen

precision plus protein standards all blue

Biorad, Miinchen

Immunfluoreszenz

Dako fluorescent mounting medium
2011-03

Dako, Hamburg

Konzentrationsbestimmung
von Nucleinsauren

UV-Klvetten micro PLASTIBRAND

Roth, Karlsruhe

Quarzkivetten 6040-UV

Hellma GmbH & Co. KG,
Millheim

Konzentrationsbestimmung
von Proteinen

Biorad protein assay 500-0006

Biorad, Milinchen

BCA protein assay reagent

Pierce Protein Research
Products (Thermo Fisher
Scientific, Bonn)

Mycoplasma-Test

MycoTrace Q052-020

PAA Cell Culture Company,
Colbe

PAS-Alcianblau-Farbung

Alcian Blau 8GX A3157

Sigma-Aldrich, Miinchen

Schiff’'s Reagenz

Roth, Karlsruhe

Dako faramount aqueous mounting
medium

Dako, Hamburg

PCR

dNTP set

Fermentas,
St. Leon-Rot

i-StarTaq DNA-Polymerase

Intron Biotechnology (HISS
Diagnostics GmbH, Freiburg)

HotStar Tag DNA Polymerase Qiagen, Hilden
HotStar Tag Plus DNA Polymerase Qiagen, Hilden
Ladepuffer 6x Fermentas,

St. Leon-Rot

PCR-Reaktionsgefafie 200 pL

Kisker, Steinfurt

PCR-Oligos

Metabion, Martinsried

RedilLoad

Invitrogen, Karlsruhe

RNA-Extraktion

InnuPREP RNA Mini Kit

Analytic Jena, Jena

InnuPREP RNA Micro Kit

Analytic Jena, Jena

RiboLock RNase-Inhibitor

Fermentas,
St. Leon-Rot

RNaseOUT recombinant ribonuclase
inhibitor

Invitrogen, Karlsruhe

RNase-Away

Roth, Karlsruhe
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Anwendung

Originalbezeichnung

Hersteller / Vertrieb

RNA-Extraktion

RNA clean&concentrator

Zymo Research (HISS
Diagnostics GmbH, Freiburg)

RNase-freie DNase Deoxyribonuclease |

Fermentas,
St. Leon-Rot

RNase-freie DNase Deoxyribonuclease |

Invitrogen, Karlsruhe

RNase-freie DNase Set Qiagen, Hilden
Deoxyribonuclease |
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

Quick-RNA MiniPrep

Zymo Research (HISS
Diagnostics GmbH, Freiburg)

RNA- und Protein-Extraktion

AllPrep RNA/Protein Kit

Qiagen, Hilden

llustra TriplePrep Kit 28-9425-44 (fir
DNA/RNA/Protein)

GE Healthcare, Miinchen

complete protease inhibitor cocktail
tablets, Roche

Roche, Mannheim

llustra TriplePrep Kit 28-9425-44
(fir DNA,RNA,Protein)

GE Healthcare, Miinchen

Trizol Reagent

Invitrogen, Karlsruhe

Reverse Transkription

DNase |, RNase-free

Fermentas,
St. Leon-Rot

DNase | (RNase-free)

Invitrogen, Karlsruhe

RevertAid H minus reverse transcriptase

Fermentas,
St. Leon-Rot

DNase | (RNase-free)

Invitrogen, Karlsruhe

RevertAid H Minus Reverse
Transcriptase

Fermentas,
St. Leon-Rot

RNase-free DNase set

Invitrogen, Karlsruhe

RNase-free DNase set

Invitrogen, Karlsruhe

Oligo(dT)12-18 Primer

Invitrogen, St. Leon-Rot

Oligo(dT)18 Primer

Fermentas, St. Leon-Rot

Safe-Lock Tubes 0,5 mL; 1,5 mL; 2 mL

Eppendorf, Hamburg

Safe-Lock Tubes (RNase, DNase,
Pyrogen-frei) 0,5 mL und 1,5 mL

Eppendorf, Hamburg

Superscript || Reverse Transcriptase

Invitrogen, Karlsruhe

Western Blotting

Gel-Blotting Papier BF2

Sartorius AG, Géttingen

Luminol Fluka, Neu-Ulm

p-Cumarsaure Fluka, Neu-Ulm

peqGOLD Protein-Marker Il PEQLAB Biotechnologie,
Erlangen

Precision Plus Protein Standards All Blue

Biorad, Miinchen

Whatman PROTRAN BA79
Nitrozellulose Transfermembran

Whatman, Dassel

2.7 Gerate

Tab. 7: Gerate

Gerat/Funktion Bezeichnung Hersteller / Vertrieb
Brutschranke Hera Cell 150 Haereus, Hanau
US Autoflow Nuaire (Integra Biosciences
GmbH, Fernwald)
Gelelektrophorese Agagel Maxi Biometra, Gottingen

horizontal
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Gerat/Funktion Bezeichnung Hersteller / Vertrieb
Gelelektrophorese Casting System Compact L/XL Biometra, Géttingen
horizontal

Heinzinger Economy Line LNG 350 06

Herolab, Wiesloch

Mini-Protean

Biorad, Minchen

PowerPac

Biorad, Miinchen

Elekrophoresis Supplier EPS 3500

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Geldokumentation

Herolab E.A.S.Y RH3

Herolab, Wiesloch

Homogenisation

Precellys 24

Bertin Technologie
(Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen)

Ultraturrax T25 basic

IKA Werke GmbH, Staufen

Heizen/Schiitteln/Riihren

Thermomixer

Eppendorf, Hamburg

IKA Magnetrihrer COMBIMAG REO

IKA Werke GMBH, Staufen

Magnetrihrer RCT Bank

IKA Werke GmbH, Staufen

Swip

Edmund Buhler (Omnilab,
Bremen)

Konzentrationsmessung

NanoDrop 1000 Spektrophotometer

Thermoscientific (Peqlab
Biotechnologie GmbH, Erlangen)

Libra S12 Spektrophotometer

Biochrom Ltd., (Omnilab,
Bremen)

Mikrowelle Micromat Txp EEH8733 AEG-Elektrolux, Nirnberg
Mikroskopie Axiovert 135, Zeiss Zeiss, Gottingen

Nikon EH-21 Nikon, Géttingen

Axiovert 40, Zeiss, Gottingen

Axiophot /Axiocam HRC Zeiss, Gottingen
Pipettieren 10 pL, 50 pL, 100 pL Eppendorf, Hamburg

2 pL, 200 pL, 1000 pL

Gilson, Limburg

Reverse Transkription Pipetus Akku Hirschmann Laborgerate
(Omnilab, Bremen)
PCR/RT Robocycler Gradient 96 Stratagene, Heidelberg

Proteintransfer

Semi Dry Blotter 20 x 20

Biostep, Jahnsdorf

Heinzinger Economy Line LNG 350 06

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Heidolph Polymax 1040

Roth, Karlsruh

Steriles Arbeiten

Hera Safe

Haereus, Hannau

Biological Safety Cabinets Class Il

Nuaire (Integra Biosciences
GmbH, Fernwald)

Waage

Sartorius Analytic A2000S

Sartorius, Géttingen

Western-Blot:
Dokumentation und
semiquantitative
Auswertung von Gelen

GeneGnome

Syngene Bioimaging Synoptics
Ltd., Cambridge, England
(VWR International
GmBH,Darmstadt)

Vortexen

Vortex-Genie 2

Scientific Industries Si (Roth,
Karlsruhe)

Lab Dance IKA Werke GmbH und Co. KG,
Staufen
Zentrifugation Mikro 200R Hettich Lab Technology,
Tuttlingen
Universal 30RF Hettich Lab Technology,
Tuttlingen
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Gerat/Funktion

Bezeichnung

Hersteller / Vertrieb

Zentrifugation

Universal 329R

Hettich Lab Technology,
Tuttlingen

Biofuge primo R

Haereus, Hanau

Micro Centrifuge

Roth, Karlsruhe

2.8 Primer

Die Primer in den Tabellen 16-18 (siehe Anhang) wurden mit der Software Primer3
(http://jura.wi.mit.edu/rozen/papers/rozen-and-skaletsky-2000-primer3.pdf)  konstruiert. Fir die

Annealing Temperatur wurden dabei 57°C oder 60°C gewahlt. Die Ubrigen Primer (grau
unterlegt) wurden von anderen Mitarbeitern des Instituts Ubernommen. Die Oligos wurden

von der Firma Metabion International AG, Martinsried, bezogen.
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden in den herkémmlichen 25 bzw. 75 cm?®-Zellkulturflaschen oder in 12
bzw. 24-Well-Platten im Brutschrank bei 37°C, unter 5-6,5% Kohlenstoffdioxid und 95-97,5%
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Sadmtliche Arbeiten, die direkten Kontakt mit Zellen erforderten,
wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sterilwerkbank durchgefiihrt. Je nach Wachstum
der Zellen wurde das Medium alle 2-4 Tage gewechselt. Dabei wurde das Medium
abgesaugt, die Zellen 2-3x mit HBSS gewaschen und mit frischem Medium versetzt.

3.1.1 Passagieren der Zellen

Fir das Passagieren der Zellen zum Zwecke der Stammbhaltung oder zum Ansetzen der
Experimente, wurde zunachst das verbrauchte Medium entfernt und die Zellen wurden bis zu
3x mit HBSS gewaschen; der letzte Waschschritt dauerte bis zu 30 sec. Danach wurden die
Zellen mit 50 yL vorgewarmter (37°C) Trypsinldsung (0,05% Trypsin, 0,53 mM EDTA) pro
cm? der Zellkulturflache versetzt. Die Trypsinierung dauerte dann 3-7 Minuten bei 37°C. Je
nach Zellart wurden die Zellen bei unvollstdndiger Ablésung zusatzlich mit Hilfe eines
Schabers oder Zellhebers abgeldst. Danach erfolgte die Zugabe des frischen, vorgewarmten
(37°C) Mediums (80 pL pro cm? der Zellkulturfliche). Nach dreiminiitiger Zentrifugation bei
4°C und 800 rpm (Biofuge primo R, Haereus) wurde das Zellpellet in frischem Medium durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Die erhaltene Suspension wurde entweder
der Zellzahlbestimmung unterzogen oder 1:2 bis 1:30 geteilt und in entsprechender Menge
des Mediums bei 37°C und 5-6,5% CO, weiter kultiviert.

3.1.2 Zellzahlbestimmung

Fir die Aussaat einer definierten Anzahl der Zellen wurde die Zelldichte mit Hilfe der
Neubauer-Zahlkammer ermittelt, um so die erforderliche Konzentration einzustellen. Dabei
wurden 20 uL der Zellsuspension in die Zellkammer Gberflhrt und die Zellen wurden unter
Anwendung eines inversen Lichtmikroskopes bei 100-facher VergréRerung gezahlt. Fir jede
Bestimmung wurden die Zellen von jeweils 16 Kleinquadraten summiert um die Zellzahl Gber
einem Groliquadrat zu erhalten. Die Gesamtzellzahl wurde mit dem Mittelwert von
mindestens zwei Grol3quadraten errechnet, unter Anwendung der Formel:

Zellzahl/mL = Mittelwert der Zellzahl aus 2 GrofRquadraten x Verdinnungsfaktor x
Kammerkonstante (10%)

3.1.3 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Das Auftauen der Zellen erfolgte in einem Wasserbad bei 37°C. Der Inhalt des 2 mL
Einfriergefalies wurde in 9 mL entsprechenden Mediums resuspendiert und anschliellend 3
min bei 4°C und 800 rpm (Biofuge primo R, Haereus), zentrifugiert. Zum vollstandigen
Auswaschen des im Einfriermedium enthaltenen DMSO wurde dieser Vorgang wiederholt
und das Pellet in Kultivierungsmedium resuspendiert.

Fir das Einfrieren der Zellen wurde das entsprechende Medium zu 70% verwendet und mit
20% FCS sowie 10% DMSO, ohne Antibiotikazusatz, versetzt. Die Zellen wurden nach dem
Waschen mit HBSS entweder durch Zugabe von Trypsinlésung oder zusatzlich mechanisch
mit einem Schaber vom GefaRboden abgel6ést und in 15 mL Réhrchen 3 min bei 4°C und
800 rpm (Biofuge primo R, Haereus) zentrifugiert. Das Pellet wurde dann in Einfriermedium
resuspendiert und es wurden jeweils bis 5 x 10° Zellen/mL in die 2 mL EinfriergefaRe
Ubertragen und in einer Einfrierbox flr 24 h bei -80°C gelagert. Danach erfolgte die Lagerung
in flissigem Stickstoff.

3.1.4 Kontrolle der Zellkultur auf Mykoplasmen

Die Untersuchung auf das Vorhandensein von Mykoplasmen erfolgte mittels eines PCR-Kits
(MycoTrace, PAA). Dazu wurde 1 mL Medium der Zellkultur entnommen und bei 15000 rpm
(Universal 30RF, Hettich Lab Technology) abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 100 pL
sterilem deion. Wasser resuspendiert und 3 min gekocht. AnschlieRend wurde weiter mit
einer PCR-Nachweisreation der Mycoplasmengene, nach Herstellerangaben, verfahren.
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3.2. Kultivierung der Zellen

3.2.1 Gewinnung und Kultivierung von Zellen aus den humanen Biopsieproben

Die humanen Magenbiopsieproben wurden direkt nach der Entnahme in Leibovitz’'s L15-
Medium mit 1% (v/v) Streptomycin-Penicillin auf Eis gelagert und vor der Verarbeitung kurz
in steriler 0,5% Natrium-Hypochloritldsung inkubiert und weiter, in Anlehnung an das
Protokoll von Smoot et al. (2000), bearbeitet. Die Proben wurden in eine 78 cm*
Zellkulturschale Uberfuhrt, mit 5 mL Kollagenase-Dispase-Medium bedeckt und mit einem
sterilen Skalpell in ca. 1 mm kleine Teile geschnitten. Die geschnittenen Teile wurden dann
in 20 mL Kollagenase-Dispase-Medium, in 50 oder 100mL Glasflaschen ubertragen. Diese
wurden dann bei 150-300 rpm (IKA-COMBIMAG REO Drehzahl Electronic) 60-90 min bei
37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen in 50 mL Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und bei
1500 rpm (Biofuge primo R, Haereus), 5 min bei 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1x
PBS gewaschen und erneut bei 1500 rpm (Biofuge primo R, Haereus) 5 min bei 4°C
abzentrifugiert. Die Zellen wurden dann in Quantum 286 + je 1%
Streptomycin/Penicillin/Amphoterizin-B (Gentamycin) resuspendiert und in mit Kollagen |
beschichtete 24-Well-Petrischalen ausplattiert.

Um die Verunreinigung der aus dem Magen gewonnenen Epithelzellen mit anderen
Zelltypen zu minimieren wurde die Sedimentationsmethode angewandt. Bei dieser Methode
sinken die mesenchymalen Zellen friher als die epithelialen Zellen zu Boden. Durch
mehrmaliges Ubertragen der Zellsuspension kénnen so epitheliale Zellen angereichert
werden. 30 min nach der ersten Ausplattierung wurden die Zellen der Suspension in neue
Wells Ubertragen. Nach weiteren 30 min erfolgte dies noch ein zweites Mal. Dabei wurden
die noch nicht am GefalRboden anhaftenden Zellen tbertragen und fiir die Weiterkultivierung
beibehalten.

Am nachsten Tag wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und mit frischem Quantum 286
+ je 1% Streptomycin/Penicillin/Amphoterizin-B (Gentamycin) versetzt. Danach wurde das
Medium alle 2-3 Tage gewechselt, ab dem achten Tag nach der ersten Ausplattierung
jedoch ohne Streptomycin/Penicillin/Amphoterizin-B-Zusatz. Die primaren Zellen wurden bei
5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert und ein- bis zweimal wdchentlich passagiert. Die
Dauer der Kultivierung betrug ca. 4 -5 Wochen.

Die primaren Zellen und die daraus entstandenen primaren Kulturen wurden bei 5% CO, und
95% Luftfeuchtigkeit gehalten.

Kollagenase-Dispase-Ldsung:
100ml L-15-Medium (+ 1% Penicillin/Streptomycin) + 20000 u Kollagenase
+ 120 u Dispase + 1 mg Trypsin Inhibitor + 125 mg BSA

Kollagen-Lésung: 10 mL 1x PBS + 25 uL Kollagen R Typ | (Endkonzentration 10 pg/mL)
Kollagen-Beschichtung: 0,5 mL Kollagen-Lésung pro Well, mindestens 2 h bei 37°C

3.2.2 Gewinnung und Kultivierung von Zellen aus dem Magen der Maus

Aus dem Svj126-Mausmagen wurden Corpus und Antrum dissektiert und mehrmals mit 1x
PBS gewaschen. Die Zellen des Magens wurden nach dem Protokoll wie unter 3.2.1
beschrieben gewonnen. Pro 24-Well Platte wurden die Zellen von je einem Antrum, bzw.
Corpus ausplattiert. Unter Anwendung der Sedimentationsmethode wurden die nicht auf den
Boden gesunkenen Zellen der Suspension alle 20 min in weitere Wells Gbertragen. Dieser
Vorgang wurde 6 bis 9 mal wiederholt. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit 1x PBS
gewaschen und weiter mit Quantum 286 + 1% Streptomycin/Penicillin/Amphoterizin-B
kultiviert. Je nach Wachstum wurden sie ein- bis zweimal pro Woche geteilt und in mehrere
Kollagen | beschichtete Wells oder in groRere Platten Gbertragen. Auch hier wurde ab dem
achten Tag nach der ersten Ausplattierung auf Streptomycin/Penicillin/Amphoterizin-B
Zusatz verzichtet. Einige Kulturen wurden dann in DMEM mit 4.5 g/L Glucose, 1% (v/v) 100x
nicht-essentiellen Aminosauren, 1% Natriumpyruvat und 2 mM L-Glutamin und 5% FCS
kultiviert.
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Die primaren Zellen und die daraus entstandenen primaren Kulturen wurden bei 5% CO, und
95% Luftfeuchtigkeit gehalten. Die nicht fur die Experimente verwendeten Zellen wurden bei
voller Vitalitdt nach 6-15 Passagen eingefroren.

3.2.3 Kultivierung von Zelllinien

Kultivierung von IEC-18-Zellen

Die IEC-18-Zellen wurden in DMEM mit 4.5 g/L Glucose, 1% (v/v) 100x nicht-essentiellen
Aminosauren, 1% Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin und 5% FCS oder alternativ in Quantum
286 bei 5% oder 6,5% CO, und 95% oder 97,5% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das Medium
wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Fur die Stammhaltung wurden die Zellen alle 1-2 Wochen
1:20 oder 1:30 geteilt.

Kultivierung von IEC-6-Zellen

Die IEC-6-Zellen wurden in DMEM mit 4.5 g/L Glucose, 1% (v/v) 100x nicht-essentiellen
Aminosauren, 1% Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin und 5% AC-2 (Serumersatz) bei 5%
CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Fur
die Stammhaltung wurden die Zellen einmal wdchentlich 1:20 oder 1:30 geteilt.

Kultivierung von BEAS-2B-Zellen

Die BEAS-2B-Zellen wurden in DMEM/Ham’'s F-12 mit 1% (v/v) 100x nicht-essentiellen
Aminosauren, 1% Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin und 5% AC-2 (Serumersatz) bei 5%
CO;, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Alternativ wurde anstatt Serumersatz 10% FCS
verwendet. Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Flr die Stammhaltung wurden die
Zellen einmal wochentlich 1:10 - 1:20 geteilt.

Kultivierung von A549-Zellen

Die A549-Zellen wurden in DMEM/Ham’'s F-12 mit 1% (v/v) 100x nicht-essentiellen
Aminosauren, 1% Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin und 10% FCS bei 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Fur die
Stammbhaltung wurden die Zellen einmal wochentlich 1:10 - 1:20 geteilt.

Kultivierung von HEK.CXCR4-Zellen

Die HEK.CXCR4-Zellen wurden in DMEM/Ham’s F-12 mit 1% (v/v) 100x nicht-essentiellen
Aminosauren, 1% Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin, 10% FCS und 250 pg/ml Zeocin bei
5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt.
Fir die Stammbhaltung wurden die Zellen einmal wochentlich 1:5 - 1:10 geteilt.

Kultivierung von HEK.CD4.403/CXCR4-Zellen

Die HEK.CD4.403/CXCR4-Zellen wurden in DMEM/Ham’s F-12 mit 1% (v/v) 100x nicht-
essentiellen Aminosauren, 1% Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin, 10% FCS, 1 mg/ml G418
und 250 pg/ml Zeocin bei 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das Medium wurde
alle 2-3 Tage gewechselt. Fir die Stammhaltung wurden die Zellen einmal wochentlich 1:5 -
1:10 geteilt.

Kultivierung von AGS-Zellen

Die AGS-Zellen wurden in RPMI 1640 Ready Mix oder RPMI 1640 mit 1% (v/v) 100x nicht-
essentiellen Aminosauren, 1% Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin und 10% FCS bei 5% CO,
und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Fir die
Stammbhaltung wurden die Zellen einmal wochentlich 1:10 - 1:20 geteilt.

Kultivierung von BV-2-Zellen

Die BV-2-Zellen wurden in DMEM mit 4.5 g/L Glucose mit 1% (v/v) 100x nicht-essentiellen
Aminosauren, 1% Natriumpyruvat, 2mM-Glutamin, 1% Streptomycin/Penicillin und 10% FCS
bei 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt.
Fir die Stammhaltung wurden die Zellen einmal wéchentlich 1:5 geteilt.
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3.3 in vitro-Verwundungsexperimente

3.3.1 Praparativer Scratch Assay

Die Zellen wurden in den entsprechenden Zelldichten (siehe S. 35 und S. 36) in die 100 mm-
Zellkulturschalen, auf die zuvor mehrere Bahnen (5-7 mm breit) von auf3en eingezeichnet
wurden, ausplattiert. Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt. 1-2 Tage vor der
Verwundung, bei voller Konfluenz, wurden die Zellen mit serumreduziertem (0,1-2%) Medium
versetzt. Die Verwundung erfolgte, in dem die Zellen auf der inneren Flache der Bahnen mit
einer 5 mm-breiten Rasierklinge entfernt wurden. Die Schalen wurden mehrmals gewaschen
um die Zelltrimmer zu entfernen. 2-3 Tage nach der Verwundung wurden die stationaren
Zellen von den in die Bahnen einmigrierten Zellen getrennt. Es wurden mehrere Proben
stationdarer Zellen aus der unverletzten Halfte mit einer 5 mm-breiten Rasierklinge
entnommen und direkt in ein 1,5 mL Eppendorf-Gefall mit vorgelegtem Lysispuffer des RNA-
Extraktionskits (s.Kap. 2.3) oder Trizol Ubertragen. Alternativ wurden die stationdren Zellen
mit einem Zellheber gelost, mit dem Medium in ein 15 mL Rohrchen Ubertragen, 2 min bei
800 rpm und 4°C abzentrifugiert und das Zellpellet dann mit Lysispuffer oder Trizol versetzt.
AnschlieRend wurden die restlichen stationaren sowie die Zellen in der Verwundungszone
mit der 5 mm-breiten Rasierklinge oder einem Zellheber entfernt und mit Medium
ausgewaschen, so dass nur die 10-20 Zellreihen hinter den Pionierzellen in der
Zellkulturschalle verblieben sind. Diese migrierenden Zellen wurden dann mit
Lysispuffer/Trizol versetzt und in 1,5 mL Eppendorf-Gefalde tberfuhrt (s. Abb. 6 und Abb. 7).
Die ganze Prozedur wurde unter einem Mikroskop in steriler (Sterilbank) oder unsteriler
Umgebung durchgefiihrt. Die so vorbereiteten Proben wurden bei -80°C bis zur weiteren
Bearbeitung gelagert.
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4. Verwundung durch das 5. Wundhellung 6. Trennung von stationaren und
Entfernen der Zellen innerhalb migrierenden Zellen (nach 2 bis 3 Tagen der
der eingezeichneten Bahnen Wundheilung)

Abb. 6: Schematische Darstellung des praparativen Scratch-Assays (fur Details zu den Ausschnitten A-D siehe Abb. 7).

Alternativ wurden noch die verschiedenen Zellen der Verwundungszone getrennt analysiert.
Dafir wurden zuerst die stationaren Zellen abgelést, mit dem Medium aufgenommen,
abzentrifugiert und das Pellet im Lysispuffer gelést. Danach wurden alle restlichen
stationaren Zellen, bis auf 5 Zellreihen vor der Verwundungszone, entfernt und die
Zelltrimmer mehrmals mit Medium ausgewaschen (s. Abb. 7, D rechts).
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A. Verwundung durch Entfernung der Zellen in den vorgezeichneten Bahnen (Verwundungszone)

|
B. Wundheilung C. Entnahme von stationaren Zellen (griin)
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D. Durch das Entfernen der restlichen stationdren Zellen und Zellen der Verwundungszone (links), verbleiben in den

Bahnen ausschlieflich die migrierenden Zellen (rote Markieung)

Alternativ (rechts): durch das Entfernen der restlichen stationaren und migrierenden Zellen verbleiben an den Bahnen

ausschlieBlich die Zellen der Verwundungszone (innerhalb der roten und blauen Markierung)

1 I|1

Abb. 7: Schematische Darstellung des praparativen Scratch-Assays: Details der Ausschnitte A-D (vergleiche auch Abb.6).

AnschlieBend wurden die 10-20 Zellreihen der migrierenden Zellen entfernt, mit Medium
aufgenommen, abzentrifugiert und das Pellet ebenfalls im Lysispuffer/Trizol gelést. Am Ende
wurde noch Lysispuffer/Trizol direkt auf die Zellen der Verwundungszone aufgetragen und
das Homogenisat in ein Eppendorfgefald tberflihrt. Die Menge des Lysispuffers aus dem
Extraktionskit richtete sich nach den Angaben des Herstellers; fir Trizol betrug die Menge
jeweils 1 mL pro Probe.

Trennung von migrierenden und stationdren IEC-18-Zellen

Die IEC-18-Zellen wurden zu 0,3 Mio. pro 100 mm-Schale ausplattiert (Tag 0). Das Medium
(DMEM high Glucose mit 1% (v/v) 100x nicht-essentiellen Aminosauren, 1% Natriumpyruvat,
2 mM L-Glutamin und 5% FCS) wurde am Tag 2 gewechselt. Am Tag 5 wurde das FCS im
Medium auf 0,0-0,2% reduziert. Alternativ gab es einen Mediumwechsel mit unveranderter
FCS-Konzentration. Am Tag 7 wurden die Zellen verwundet und entweder mit 5% bzw. 0,2%
FCS-haltigem Medium oder mit Medium ohne FCS, bzw. mit den zu untersuchenden
Stimulantien wie EGF oder TFF3-dimer oder TFF3-monomer inkubiert. Am Tag 9 wurden die
stationaren Zellen von den in die Bahnen einmigrierten Zellen, getrennt.

Trennung von migrierenden und stationédren IEC-6-Zellen

Die IEC-6-Zellen wurden mit einer Zellzahl von 0,5 Mio. pro 100-mm-Schale ausplattiert (Tag
0). Das Medium (DMEM high glucose + 1% (v/v) 100x nicht-essentiellen Aminosauren, 1%
Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin und 5% AC-2 [Serumersatz]) wurde am Tag 2 gewechselt.
Am Tag 5 wurde das AC-2 im Medium auf 0,2% reduziert. Am Tag 7 wurden die Zellen
verwundet und mit 0,2% AC-2-haltigem Medium, bzw. mit den zu untersuchenden
Stimulantien wie EGF oder TFF3 inkubiert. Am Tag 9 wurden die stationaren Zellen von den
in die Bahnen einmigrierten Zellen getrennt.

Trennung von migrierenden und stationdren BEAS-2B-Zellen

Die BEAS-2B-Zellen wurden mit einer Zellzahl von 0,5 Mio. (alternativ 1-3 Mio.) pro 100 mm-
Schale ausplattiert (Tag 0). Das Medium (DMEM/Ham’s F-12, 1% (v/v) 100x nicht-
essentiellen Aminosauren, 1% Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin und 5 % AC-2 als
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Serumersatz), wurde am Tag 2 und 4 gewechselt. Alternativ zu AC-2 wurde das Medium mit
5% FCS versetzt. Am Tag 7 wurden die Zellen mit Medium mit 1-2% AC-2 oder 2% FCS
versetzt. Am Tag 8 wurden die Zellen verwundet und mit AC-2- (oder FCS-) reduziertem
Medium wie am Vortag, bzw. mit den zu untersuchenden Stimulantien inkubiert. Am Tag 9
(oder am Tag 10, wenn die Restitution/Migration 3 Tage andauern sollte) wurden die Zellen
erneut stimuliert. Dies geschah im Zusammenhang mit der Untersuchung der Wirkung von
EGF, SDF1a, TFF3 oder TFF2. Bei Experimenten ohne EGF, SDF1a, TFF3 oder TFF2 gab
es keinen Mediumwechsel vom Tag der Verwundung bis zu dem Tag, an dem die
stationaren Zellen, von den in die Bahnen einmigrierten Zellen, getrennt wurden (Tag 10
oder Tag 11).

Trennung von migrierenden und stationdren A549-Zellen

Die A549-Zellen wurden mit einer Zellzahl von 0,5 Mio. (alternativ 1-3 Mio.) pro 100 mm-
Schale ausplattiert (Tag 0). Das Medium (DMEM/Ham’s F-12, 1% (v/v) 100x nicht-
essentiellen Aminosauren, 1% Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin und 10% FCS), wurde am
Tag 2 und 4 gewechselt. Am Tag 7 wurden die Zellen mit Medium mit 2% FCS versetzt. Am
Tag 8 wurden die Zellen verwundet und mit FCS-reduziertem Medium wie am Vortag, bzw.
mit EGF stimuliert. Am Tag 9 (oder ebenfalls am Tag 10, wenn die Restitution/Migration 3
Tage andauern sollte) wurden die Zellen erneut stimuliert. Bei Experimenten ohne EGF gab
es keinen Mediumwechsel vom Tag der Verwundung bis zu dem Tag, an welchem die
stationaren Zellen von den in die Bahnen einmigrierten Zellen, getrennt wurden (Tag 10 oder
Tag 11).

Trennung von migrierenden und stationdren AGS-Zellen

Die AGS-Zellen wurden mit einer Zellzahl von 2-3 Mio. pro 100 mm-Schale in RPMI 1640
Ready Mix oder RPMI 1640 mit 1% (v/v) 100x nicht-essentiellen Aminosauren, 1%
Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin und 10% FCS ausplattiert (Tag 0). Am Tag 3 wurden die
Zellen verwundet und mit Medium mit 2% FSC inkubiert. Am Tag 5 wurden die stationaren
Zellen von den in die Bahnen einmigrierten Zellen getrennt.

Trennung von migrierenden und stationdren Zellen in priméren Zellkulturen aus der Maus
Die primaren Zellkulturen wurden zu 1:10 aus der wdchentlichen Stammhaltung pro 100 mm-
Schale ausplattiert (Tag 0). Das Medium (Quantum 286) wurde am Tag 2 und am Tag 4
gewechselt. Am Tag 7 wurden die Zellen verwundet und mit den zu untersuchenden
Stimulantien wie EGF oder TFF3-Dimer in Quantum 286 inkubiert. Am Tag 8 wurde das
Medium gewechselt und die Zellen wurden erneut mit EGF und TFF3-Dimer stimuliert. Am
Tag 9 wurden die stationaren Zellen, von den in die Bahnen einmigrierten Zellen, getrennt.
Alternativ wurden die Zellen nach der Stammhaltung in Quantum 286 in DMEM high Glucose
mit 1% (v/v) 100x nicht-essentiellen Aminosauren, 1% Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin mit
5%FCS kultiviert. Nach der Verletzung wurde das FCS im Medium auf 0,2% reduziert.

3.3.2 Scratch-Assay

Die IEC-18-Zellen wurden in den 24-Well-Platten in einer Zelldichte von 150000 Zellen pro
Well ausplattiert und bis zur Konfluenz kultiviert. Danach wurde dem Monolayer an einer
markierten Stelle mit einer sterilen 1000 uL Pipettenspitze eine Kratzwunde zugefiigt. Diese
wurde in den Abstédnden von 6, 12 und 24 h fotografiert. Die Auswertung erfolgte durch
Berechnung der durch die migrierten Zellen geschlossenen Flache mit Hilfe von Photoshop
CS3 Extended version 10.0.1.

3.3.3 Totale in vitro Verwundungsexperimente (multi-Scratch Assays)

Die Zellen wurden in 24-Well-Schalen ausplattiert und nach dem Erreichen der Konfluenz
entweder einen Tag ohne Serum bzw. Serumersatz kultiviert oder ohne Serumsentzug
weiter behandelt. Am nachsten Tag wurde der Zellrasen mit einer 10 pyL Pipettenspitze
mehrmals quer mit Richtungswechsel verwundet und die Zelltrimmer wurden anschlieRend
mit Medium ausgewaschen. Die so vorbereiteten Zellen wurden dann mit ausgewahlten
Stimulantien entweder in serumhaltigem oder serumreduziertem Medium inkubiert.
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Das Mediumvolumen bei den 24-Well-Platten betrug 0,5-1 mL. Bei den untersuchten
Zelllinien wurden die Experimente unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

- IEC-18: 50000 oder 100000 Zellen pro Well, am Tag 2 Mediumwechsel (Vollmedium oder
serumreduziert), am Tag 5 Verwundung und 8- oder 24-stiindige Stimulation mit nicht
serumreduziertem oder serumreduziertem Medium. Alternativ 285000 Zellen pro Well in 12-
Well-Schalen, am Tag 2 Mediumwechsel, am Tag 3 Verwundung und achtstiindige
Stimulation ohne Serumzusatz

- BEAS-2B: 150000 Zellen pro Well, am Tag 2 Mediumwechsel ohne AC-2, am Tag 3
Verwundung und achtstiindige Stimulation ohne Serumersatz

- A549: 150000 Zellen pro Well, am Tag 2 Mediumwechsel, am Tag 3 Mediumwechsel
ohne Serumzusatz, am Tag 4 Verwundung und achtstliindige Stimulation ohne Serumzusatz

3.4 Differenzierungsexperimente

Mit diesen Experimenten wurde der Differenzierungszustand, d.h. die Expression bestimmter
Differenzierungsmarker zu unterschiedlichen Zeiten nach der Aussaat und zu verschiedenen
Stadien vor und nach dem Erreichen der Konfluenz, untersucht. Die verwendeten Zellen
wurden jeweils mit einer definierten Zelldichte in entsprechender Anzahl gleich behandelter
100 mm-Zellkulturschalen ausgesat, zu bestimmten Zeitpunkten gesammelt und nach der
gewahlten RNA-Extraktionsmethode weiter behandelt. Bei den untersuchten Zelllinien
wurden jeweils die folgenden Zelldichten am Tag 0 ausplattiert: IEC-18: 0,3 Mio., IEC-6: 0,5
Mio., BEAS-2B: 0,5 Mio., AGS: 0,5 Mio. Zellen pro 100 mm Schale. Die Zellen wurden dann
entweder an jedem folgenden Tag oder jeden zweiten Tag des laufenden Experiments
geerntet.

3.5 Boyden-Kammer-Assays

Bei dem Chemotaxis-Assay wird die Zellwanderung gemessen. Zu Beginn des Experiments
werden die Zellen auf einem Membranaufsatz ausplattiert der Gber einem Zellkulturgefaly
platziert ist, in dem sich die zu untersuchende Substanz befindet. Die Membran ist in das
Medium eingetaucht, so dass die Zellen durch sie hindurch wandern kénnen. Wirkt die
Substanz chemotaktisch wandern mehr Zellen mit ihnrem Gradienten durch die Membran in
das untere Gefal} als bei der Kontrollzellgruppe.

Fir diese Experimente wurden die Cell Culture Inserts 0,4 uym pore/24 well, oder 0,8 uym
pore/24 well von BD Becton Dickinson and Company oder SPL-life Sciences verwendet. Die
Membranen wurden zuerst mit Kollagen | beschichtet (0,5 mL Kollagen-Lésung pro Well: 10
mL 1x PBS + 25 ul Kollagen R Typ | [10 pg/mL]) und fir mindestens 2 h bei 37°C inkubiert.
Danach wurde die Uberschissige Kollagenlésung durch kurzes Abschleudern entfernt. Die
angezichteten und 24h ohne Serum bzw. Serumersatz gehaltenen Zellen wurden wie unter
3.1.2 behandelt, in das Adhasionsmedium (250 mg BSA pro 100 mL Medium ohne Serum
oder Serumersatz) aufgenommen und auf die Zelldichte von 50000-100000 Zellen pro 100
ML verdinnt. Pro Well wurde jeweils 0,5 mL Adhasionsmedium mit den entsprechenden
Zusétzen vorgelegt. Nach Uberfiihrung der Membranaufsatze in die Wells wurde die
Zellsuspension pipettiert. Die Ansatze wurden dann 6 h bei 37°C bei 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach dem Ablauf der Inkubationszeit wurden die Einsatze
entnommen und das Medium samt den nicht migrierten Zellen vorsichtig mit einem
Wattestabchen abgetupft. AnschlieRend wurden die Einsatze in die entsprechenden, mit 250
ML Kristallviolettiésung beflilliten 24-Well-Patten Ubertragen und 30 min bei Raumtemperatur
gefarbt. Danach wurden die Transwells durch mehrmaliges Schwenken in Wasser und
Abtupfen von der Seite mit einem Filterpapier gereinigt und mit Ausnahme der
Membranunterseite mit einem Wattestdbchen getrocknet. Die Auswertung erfolgte durch
Auszahlung der in den Membranen angefarbten Zellen mittels eines Mikroskopes und durch
das Herauslésen des Kristallviolett-Farbstoffs aus den Membranunterseiten. Hierzu wurden
die Einsatze in die Wells mit vorgelegter 10% Essigsaure (1 mL pro Well) Gbertragen und 5
min entfarbt. Die entfarbte Lésung wurde griindlich gemischt und die optische Dichte bei 590
nm gemessen.
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Kristallviolettlésung pH 8,0
25 ml MilliQ-Wasser

+ 625 pL Losung A

+ 740 uL Lésung B

+ 530 uL abs. Ethanol

+ 7 mg Kristallviolett (Sigma)

Losung A: 0,62 g Borsaure + 50 mL deion. Wasser

Lésung B: 0,95 g Dinatriumtetraborat + 50 mL deion. Wasser

3.6 Inkubation der Zellen mit Wachstumsfaktoren, TFF-Peptiden und anderen
Stimulantien

Die in den Experimenten verwendeten Substanzen wurden dem jeweiligem Medium

zugegeben und in folgenden Konzentrationen bzw. Stimulationszeiten eingesetzt: (Tab.8)

Tab. 8: Ubersicht der eingesetzten Stimulantien (EGF: epidermal growth factor; G1489: MMP-Inhibitor; 1l-1R: Interleukin-18;
LPS: lipopolysaccharid; SDF1: stromal derived factor 1 (CXCL12); TFFs: TFF-Peptide; TNFo: tumor necrosis factor alpha) (s.
auch Tab. 3, Kap. 2.5)

Stimulanz Konzentration Dauer
EGF 5nM 6-72 h
G1489 MMP-Inhibitor 10-20 ng/mL 48 h
IL-113 20 ng/mL 8-72 h
LPS 100-500 ng/mL 24-48 h
SDF1a 20-200 ng/mL 8-72 h
TFF2-glykosyliert 1,3-2 uM 8-72h
TFF3-Dimer 1,5-2 uM 8-72 h
TFF3-Dimer gereinigt 1,5-2 uM 6 h
TFF3-Heteromer gereinigt 1,5-2 uM 6 h
TFF3-Monomer 2 uM 8-24 h
TFF3-Monomer gereinigt 1,5-2 uM 6 h
TNFa 10-20 ng/mL 8-24 h

Inkubation mit Mitomycin C

Fir die Untersuchung der Fahigkeit zur Migration, nach Arretierung der Zellzyklen wurde
Mitomycin C angewandt, ein zytostatisches Antibiotikum aus Streptomyces caespitosus, das
Uber Alkylierung und Cross-linking der DNA die Replikation der Zellen und Transkription
verhindert.

Das Medium wurde mit 2 mg/mL Mitomycin versetzt und die Zellen wurden damit 2 h im
Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Danach wurden die Zellen
3 x mit 1x PBS gewaschen und fur die Wundheilungexperimente weiterkultiviert.

3.7 PAS-Alcianblau-Farbung der Zellkulturen

Mit der PAS (Periodic-Acid-Schiff)-Farbung lassen sich Polysaccharide, neutrale
Mukopolysaccharide, Muko- und Glykoproteine, Glykolipide und Glykokonjugate
nachwiesen. Dabei reagieren die zu Aldehyden oxidierten 1,2 Glykole mit Schiff's Reagenz
zu einem roten Komplex. Die Alcianblaufarbung ermdglicht den Nachweis von sauren
Mukosubstanzen. Dabei farben sich diese bei pH 2,5 blau.

Die Zellen wurden parallel zu Differenzierungs- und Wundheilungsexperimenten
entsprechend der Zelldichte je cm? in den Ein-Kammer-Chamberslides kultiviert. Fiir das
Anfarben wurden die Zellen 3 x mit 1x PBS gewaschen, mit 4% PFA 5 min bei RT fixiert,
danach 3 x 2 Min. mit 1x PBS gewaschen. Nach dem Waschgang wurde die Kammerwand
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entfernt und die Zellen wurden weiter nach dem nachfolgend aufgefiihrten Protokoll
behandelt.

= 3% Essigsaure 3 min

= + 1% Alcianblau 8GK in 3% Essigsaure pH2 30 min

= mit deion. Wasser waschen 5x 1 min
= + 1% frische Periodsaure 10 min

= mit deion. Wasser spilen 3 x kurz
= + Schiff'sches Reagenz 15 min
=+ frisch hergestelltes Sulfitwasser 3 X 2 min
= mit Leitungswasser fliekend waschen 15 min

= Mayer's Hamatoxylin 5 min

= |n deion. Wasser kurz eintauchen

= flieBend waschen mit Leitungswasser 15 min

= Lufttrocknen
= mit Dako Faramount einbetten

Alcianblau-Lésung: 3,77 g Alcianblau 8GX (Sigma) + 200 mL 3% Essigsaure

Sulfitwasser: 200 mL deion. Wasser + 9 mL 1 M HCL + 3 mL 10% Natriumdisulfit
(NazS,05)

3.8 Inmunzytochemie

3.8.1 Immunfluoreszenz

Mit dem Immunfluoreszenz-Verfahren kénnen Proteine Uber Antikérpermarkierung zellular
lokalisiert werden. Der indirekte Nachweis erfolgt Gber Sekundarantikérper, die gegen die
Primarantikorper gerichtet und kovalent an einen Fluoreszenzfarbstoff wie z.B. Cy3 oder
FITC gebunden sind. Im Fluoreszenzmikroskop kénnen nun die so markierten Antikorper,
die an mehreren Stellen eines Primarantikdrpers binden koénnen, durch Auswahl der
entsprechenden Anregungs- und Sperrfilter-Kombination, aufgrund ihres emittierten Lichtes,
detektiert werden. Bei Mehrfachmarkierungen werden Primarantikérper aus mehreren
verschiedenen Spezies eingesetzt, sowie die entsprechenden Zweitantikérper mit
unterschiedlichen Fluorochromen.

Fir die Immunfluoreszenzuntersuchungen wurden die Zellen auf Lab-TEK ,glass chamber
slides” (Nunc, 1-, 2-, 4- oder 8-well) kultiviert.

3.8.1.1 Fixierung der Zellen mit Methanol

Hierflr wurde das Medium abgesaugt, die Zellen 3 x flir 2 min mit 1x PBS gewaschen und
anschliefend mit Methanol bedeckt und bei -20°C fixiert. Danach wurde das Methanol
entfernt und die Zellen wurden noch einmal 3 x 2 min mit 1x PBS gewaschen.

3.8.1.2 Fixierung der Zellen mit 4% Paraformaldehyd

Hierfur wurde das Medium abgesaugt, die Zellen 3 x fur 2 min mit 1x PBS gewaschen,
anschlieend mit 4% PFA bedeckt und 5-10 min bei Raumtemperatur fixiert. Danach wurde
4% PFA entfernt und die Zellen wurden noch einmal 3 x 2 min mit 1x PBS gewaschen.

1x PBS: 2,3 g Na,HPO, (wasserfrei) + 18,0 g NaCl+ 0,5 g KH,PO, (wasserfrei), pH mit 1M
NaOH auf 7,4 einstellen, auf 2000 mL mit deion. Wasser aufflillen;

4% PFA: 20 g Paraformaldehyd + 450 mL 1x PBS mit einem Magnetriher auf 65°C
erwarmen bis sich die Paraformaldehydflocken aufgelost haben, dann die Lésung im
Eisbad auf 22°C abkuihlen, pH mit 1M NaOH auf 7,4 einstellen und mit 1x PBS auf 500 mL
auffillen
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3.8.1.3 Blockierung

Um unspezifische Bindungen von Antikérpern zu vermeiden wurden die Zellen in
Blockierungslosung (1-2% BSA, 0,5 % Triton-X in 1x PBS) bei Raumtemperatur 30 min
inkubiert.

3.8.1.4 Inkubation mit Antikorpern

Nach der Entfernung der Blockierungsldsung wurden die Zellen mit Primarantikdrpern in
0,2% Triton-X in 1x PBS in entsprechenden Verdinnungen (Tab. 9) 1 h bei Raumtemperatur
oder bei 4°C Uber Nacht inkubiert.

Tab. 9: Verdinnungen von Priméarantikdrpern (Acta2: smooth muscle actin 2; CTNNB1: catenin beta; MMP1:
Matrix.Metalloprotease 1; TFFs: TFF-Peptide; (s. auch Tab.4, Kap 2.5)

Antigen | Antikorper / Tier / Spezifitat Verdiinnung
Acta2 monoklonal / Maus / Ratte 1:100
CTNNB1 | monoklonal / Maus / Mensch, Ratte 1:100

MMP1 polyklonal / Kaninchen / Mensch 1:100

hTFF2 polyklonal / Kaninchen / Mensch, Maus 1:1000
hTFF3 polyklonal / Kaninchen / Mensch, Ratte, Maus 1:500-1:2000
mTFF1 polyklonal / Kaninchen / Maus 1:500

rTFF3 polyklonal / Kaninchen / Ratte 1:500
mTFF1 polyklonal / Kaninchen / Maus 1:500

Danach wurden die Zellen 3 x 5 min mit Blockierungslésung gewaschen und mit
Sekundarantikérpern (Tab. 10) in 0,2% Triton-X-100 in 1x PBS 1 h im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert.

Tab. 10: Verdinnungen von Sekundarantikdrpern

Antigen Antikorper / Tier / Fluorochrom Verdiinnung
Kaninchen-Antikdrper anti-Kaninchen / Schaf/ Cy3 1:100
Maus-Antikérper anti-Maus / Ziege / FITC 1:50-1:100

AnschlieRend wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und 5 min mit DAPI (1:1000) in 1x
PBS bei Raumtemperatur gefarbt. Danach wurden die Trennwande der Kammern entfernt
und die Objekttrager wurden vorsichtig 2 x 5 min in 1x PBS und 2 x 5 min in deion. Wasser
gewaschen. Nach dem Trocknen wurden jeweils 3 Tropfen Mowiol auf die Objekttrager
platziert. Danach wurden diese mit den (mit Ethanol gereinigten und getrockneten)
Deckglasern bedeckt, und zum Festigen des Einbettungsmediums Gber Nacht im Dunkeln,
bei Raumtemperatur aufbewahrt.

3.8.1.5 Immunfluoreszenzmikroskopie

Bei dieser Art der Mikroskopie wird die Eigenschaft der Fluoreszenzmarker genutzt, durch
die Bestrahlung mit Licht im Wellenlangenbereich ihres Absoptionsmaximums zur Emission
von Licht einer anderen Wellenlange angeregt werden zu konnen. Die Probe mit dem
entsprechenden Fluoreszenzmarker emittiert dann langerwelliges Licht, fir das der
Strahlenteiler durchlassig ist. Der Sperrfilter selektiert dann nur das Licht der exakten
Emmisionswellenléange, so dass auf diese Weise die Hintergrundstrahlung unterdriickt wird.
Zur Auswertung der hergestellten Fluoreszenzpraparate wurde das Fluoreszenzmikroskop
Axiophot /Axiocam HRC von Zeiss mit den in der Tab. 11 aufgelisteten Objektiven und in der
Tab. 12 aufgelisteten FluoreszenZzfiltern verwendet.

Tab. 11: Objektive (Hersteller: Zeiss)
Bezeichnung
Ph1 Plan-NEOFLUAR 10x/0,30
Ph2 Plan-NEOFLUAR 20x/0,50
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Bezeichnung

Plan-NEOFLUAR 40x/0,75

Ph3 Plan-APOCHROMAT 63x/1,40

Tab. 12: FluoreszenZfilter (Hersteller: Zeiss)

Methoden

Filter Anregung BP Strahlenteiler FT Emission LP
Filterset 01 | 365 nm +/- 12 nm 395 nm 420 nm
Filterset 10 | 450-490 395 nm 397 nm
Filterset 15 | 546 nm +/- 12 nm 580 nm 590 nm

Die Anregungs- und Emissionsspektren der Fluoreszenzmarker sind in Tab. 13 aufgelistet:

Tab. 13: Anregungs- und Emissionsmaxima der Fluoreszenzmarker

Fluoreszenzmarker | Anregung Emission
FITC 494 nm 518 nm
Cy3 552 nm 565nm
Hochst 33258 358 nm 461 nm

3.9 Genexpressionsanalysen mit RT-PCR
3.9.1 Isolierung von Gesamt-RNA

3.9.1.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturen

Die Extraktion von RNA aus Zellen erfolgte mit Kits genau nach Herstellerangaben (Qiagen,
Analytic Jena). Dabei wurden die Zellen 3 x mit 1x PBS gewaschen und nach vollstandiger
Entfernung von PBS mit dem entsprechenden Lysispuffer benetzt. Mit einem Schaber
wurden die Zellen aufgesammelt, mit einer Pipettenspitze in ein Eppendorfgefald ibertragen
und durch Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Die Zelllysate wurden dann auf die RNA-
Bindungssaulen aus dem Kit aufgetragen und bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Die an
der Saulematrix gebundene RNA wurde mehrmals durch Zentrifugation mit Puffern
gewaschen und mit RNase-freiem Wasser eluiert.

Alternativ wurde RNA mit einem Trizolaufschluss gemaf den Herstellerangaben (Invitrogen)
gewonnen. Dieser basiert auf der sauren Guanidinhydrochlorid- bzw. Guanidinthiocyanat-
Phenol-Chloroform-Methode (Chirgwin et al. 1979, Chomczynski and Sacchi 1987). Dabei
werden die Proteine mittels chaotropen Wechselwirkungen denaturiert
(Guanidinhydrochlorid- bzw. Guanidinthiocyanat) und die Nukleinsduren mit Chloroform und
Phenol abgetrennt. Im Gegensatz zur RNA, ist bei saurem pH (4-5,5) DNA schwer
wasserloslich. Somit lasst sich RNA unter Zugabe von Isopropanol und Ethanol aus der
wassrigen Phase fallen.

Nach dem 3-maligem Waschen mit 1x PBS wurden die Zellen mit 1-2 mL Trizol bedeckt, mit
einem Zellschaber aufgesammelt und durch Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Nach
dem Ubertragen in ein 2 mL EppendorfgefaR wurde das Gemisch mit 200 uL Chloroform/1
mL Trizol durch kurzes Schitteln vermengt. Nach dem Abzentrifugieren (bei 4°C) bilden sich
2 Phasen aus: die untere Protein- und DNA-haltige Phase und die obere, wassrige Phase,
welche die RNA enthalt. Durch vorsichtiges Ubertragen des wassrigen Uberstandes wurde
die RNA-haltige L6sung mit 500 uL Isopropanol pro 1 mL eingesetzem Trizol gemischt. Nach
dem Abzentrifugieren wurde der Uberstand entfernt und das RNA-Pellet mehrmals durch
Waschen mit Ethanol (dazwischen Zentrifugieren), gereinigt. Nach dem Trocknen wurde das
Pellet in DEPC-Wasser gelost.

Die RNA wurde zur kurzfristigen Weiterbearbeitung auf Eis gelagert, oder fir eine spatere
Nutzung bei -80°C gelagert.
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RNA-Extraktion mit Trizol:

= Zellen in 1 mL Trizol aufnehmen, homogenisieren,

= abzentrifugieren 10 min bei 12000xg, 4°C, Uberstand in ein neues 2 mL
Eppendorfgefall Gibertragen und 5 min bei RT stehen lassen

= + 0,2 mL Chloroform, kraftig schutteln, 3 min bei RT stehen lassen

= abzentrifugieren 15 min bei 12000xg, 4°C, den wéssrigen Uberstand in ein neues 1,5
mL  Eppendorfgefal® Ubertragen (die untere und die Interphase flr
Proteinverarbeitung bei -80°C lagern)

= +0,5mL Isopropanol, 10 min bei RT stehen lassen

= abzentrifugieren 10 min bei 12000xg, 4°C, Uberstand verwerfen

= + 1 mL 75% Ethanol, kurz vortexen

= abzentrifugieren 5 min bei 7500xg, 4°C, Uberstand verwerfen

» das bei RT getrocknete Pellet in 30-50 ul DEPC-H,0 lésen, auf Eis weiter verarbeiten
oder bei -80°C lagern

3.9.1.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe

Die RNA-Extraktion aus Gewebe wurde mit Trizol nach dem Protokoll des Herstellers
(Invitrogen) durchgefiihrt. Dazu wurde die entsprechende Menge Gewebe in 1 ml Trizol
aufgenommen und in einem 15 mL Zentrifugenréhrchen mit dem Ultra-Turrax T25 basic
homogenisiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand in ein 2 mL EppendorfgefaR
Ubertragen. Weiter wurde wie oben beschrieben vorgegangen. Alternativ wurde die
Gewebeprobe mit Precellys (Peqglab) homogenisert. Das Aufschlu3prinzip beruht dabei auf
dem Zertrimmern der Probe durch hochbeschleunigte Kiigelchen (Schittelbewegung). Das
Gewebe wurde in ein Schraubgefal, in dem Trizol vorgelegt ist, platziert und danach in dem
Gerat geschiittelt. Nach der Ubertragung des Uberstandes in ein 2 mL Eppendorfgefal
wurde wie im Kap. 3.9.1.1 beschrieben vorgegangen.

3.9.2 Qualitatskontrolle der RNA

Zur Uberpriifung der Qualitdt der RNA wurde bei Experimenten mit hoher RNA-Ausbeute,
0,5-1 uyg RNA je Probe in RNA-Probenpuffer und RNA-Ladepuffer aufgenommen und auf
einem 1%-igen Agarosegel in 1x TAE bei 100 V fur 30 min aufgetrennt. Die Degradation der
RNA oder Kontamination mit genomischer DNA wurde dann in UV-Gel-
Dokumentationsanlage (Farbung mit Ethidiumbromid) durch Verschmieren der erwarteten
18S- und 28S-Banden, oder durch das Erscheinen von zuséatzlichen Banden sichtbar.

RNA-Probenpuffer flr Agarosegel in 1x TAE MOPS-Puffer

1mL Formamid deionisiert 0,2 M MOPS, pH 8,0
+ 350 pL 37% Formaldehyd 50 mM Natriumacetat
+ 200 yL MOPS-Puffer 5 mM EDTA

RNA-Ladepuffer: 50% Glycerin, 5 mM EDTA, 0,4% Bromphenolblau A,
1 mg/mL Ethidiumbromid + 6x Ladepuffer (Fermentas)

3.9.3 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Konzentration der RNA wurde mittels NanoDrop 1000 Spectrophotometer bestimmt.
Dazu wurde 1 pyL der RNA-L6sung auf das Messgerat aufgetragen und die Konzentration
wurde direkt ermittelt.

Alternativ wurde das Libra S12 Spectrophotometer verwendet. Hierzu wurde die RNA-
Losung verdinnt und in einer UV-Klvette bei OD,s (Absorbtionsmaximum der
Nukleinsauren) und OD,g, (Absorptionsmaximus der Proteine) vermessen. Die Konzentration
wurde nach folgender Formel berechnet:
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Konzentration [ug/mL] = ODog % 40 pg/mL x Verdinnungsfaktor

Aus dem Quotient aus ODygy und ODygq l8sst sich auf die Reinheit/Verunreinigung der RNA
schlief3en. Ist dieser Wert niedriger als 2,0 ist die Probe mit Proteinen und/oder DNA
verunreinigt.

3.9.4 Entfernung genomischer DNA-Spuren in RNA mit RNase-freier DNase

Die Verunreinigung mit DNA, die mit jeder hier beschriebenen Methode nicht zu vermeiden
ist, wurde mit Hilfe von RNase-freier DNase (Qiagen oder Fermentas) weitestgehend
beseitigt. Die Probe wurde entweder direkt auf der RNA-Bindungssaule aus dem Kit verdaut
und die DNAse durch einen Waschschritt entfernt; oder die Probe wurde nach der RNA-
Elution, gemaly unten aufgeflihrten Standardprotokollen bearbeitet. Dabei wurde die RNA-
Lésung nach den Herstellerangaben, bis zu 1 h bei 37°C verdaut und das Enzym
anschliefend mit einer funf- bis zehnmindtigen Inkubation mit EDTA bei 65°C inaktiviert.
Uberschritt das Konzentrationsvolumen der RNA die Protokollangaben, wurden die Anséatze
fur alle Proben des Experiments entsprechend maf3stabgerecht vergréRert. Optional wurde
die so verarbeitete RNA mit einem Kit (RNA Clean&Concentrator, Zymo Research) gereinigt
und mit RNase-freiem Wasser eluiert.

DNase |, RNase-frei (alle Komponenten von Fermentas)

RNA bis 1 ug X WL
10x Reaktionspuffer 1L
DNase |, RNase-frei (1 u) 1L
RiboLockTM RNase Inhibitor (40 u) 1L
DEPC-Wasser auf 10 uL auffiillen

Die Ansatze wurden 30 min - 1 h bei 37°C inkubiert, anschlieliend wurde 1 uL 50 mM EDTA
zugegeben und die Proben 10 min bei 65°C erhitzt und auf Eis abgekuhilt.

DNase |, RNase-frei (alle Komponenten von Invitrogen)

RNA bis 1 ug X WL

10x Reaktionspuffer 1L

DNase |, RNase-frei (1 u) 1L

RNaseOUT Ribonuclease Inhibitor (40 u) 1L

DEPC- Wasser auf 10 uL auffillen
gesamt | 10 uL

Die Ansatze wurden 30 min - 1 h bei 37°C inkubiert, anschlieliend wurde 1 uL 25 mM EDTA
zugegeben und die Proben 10 min bei 65°C erhitzt und auf Eis abgekuhlt.

3.9.5 Reverse Transkription

Mit Hilfe von Reverser Transkriptase wird die RNA in cDNA umgeschrieben. Als Primer
dienen dabei Oligo-dTs, die mit dem polyA-Schwanz am 3’'-Ende eukaryotischer mRNA
hybridisieren. Die Reverse Transkriptase schreibt die RNA in die komplementare DNA um,
die in der Folge ihrerseits als Matrize flr die Zweitstrang DNA-Synthese unter Anwendung
von DNA-Polymerase | dient.

Die Generierung von cDNA erfolgte unter Verwendung von SuperScript Il Reverse
Transkriptase (Invitrogen) oder von RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (Fermentas).
Fir die RNA-Umschreibung wurde fir alle Proben eines Experimentes die gleiche Menge an
RNA eingesetzt: fir die Verwundungexperimente jeweils 50-500 ng, flir andere Experimente
bis 2000 ng. Uberschritt das Volumen der RNA-Konzentration, die eingesetzt werden sollte,
das in den Protokollen angegebene Volumen fir RNA, wurden die Anséatze entsprechend
vergroRert. Die fertige cDNA wurde dann 1:5-1:8 mit DEPC-Wasser verdinnt und bei -20°C
gelagert.
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SuperScript Il Reverse Transkriptase (alle Komponenten von Invitrogen):
Die mit DNase-verdaute RNA wurde mit DEPC-Wasser auf Eis vorbereitet:
50-2000 ng RNA in RNase-freiem Wasser X L

DEPC- Wasser auf 10 uL auffiillen
Als Mastermix vorbereitet wurden:

50 mM O”gO(dT)12_18 1 HL

10 mM dNTP-Mix (jeweils) 1L

Der Mastermix wurde 5 min bei 65°C denaturiert und auf Eis abgekihlt. Anschlielend
wurden die weiteren Reaktionskomponenten hinzugegeben:

5x Reaktionspuffer 4 uL
0,AMDTT 2 uL
RNaseOUT Ribonuclease Inhibitor (40 u) 1L
SuperScript [I| RT (200 U/ul) 1L
gesamt | 10 L

10 pL Master-Mix wurde zu 10 yL RNA (in DEPC-Wasser) zugegeben. Anschlie’iend wurde
der Ansatz vorsichtig gemischt, kurz anzentrifugiert und 60 min bei 42°C, und dann noch 15
min bei 70°C inkubiert, um das Enzym zu inaktivieren.

RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (alle Komponenten von Fermentas):
Die mit DNase-verdaute RNA wurde mit DEPC-Wasser auf Eis vorbereitet:
50-2000 ng RNA in RNase-freiem Wasser x pL
DEPC- Wasser auf 11,5 uL auffiillen

Als Mastermix vorbereitet wurden:
‘ Oligo(dT)4g 100 uM (0.5 pg/uL) 1uL

Die Oligo(dT)s wurden 5 min bei 65°C denaturiert und anschlielend auf Eis abgekuhlt.
Anschliel3end wurden die weiteren Reaktionskomponenten hinzugegeben:

5x Reaktionspuffer 4 uL
RiboLockTM RNase Inhibitor (40 u) 0.5 L
10 mM dNTP (jeweils) 2 L

Rev.AidH (-) Reverse Transcriptase (200 u) | 1 uL
gesamt | 8,5 uL
8,5 uL Master-Mix wurde zu 11,5 yL RNA (in DEPC-Wasser) hinzugegeben. Anschliellend

wurde der Ansatz vorsichtig gemischt, kurz anzentrifugiert und 60 min bei 42°C, dann 10 min
bei 70°C inkubiert, um das Enzym zu inaktivieren.

3.9.6 RT-PCR

Die RT-PCR dient als Nachweis fur die in der Zelle stattfindende Genexpression. Als DNA-
Matrize fungiert die, durch die Reverse Transkription generierte, cDNA. Im ersten Schritt wird
die cDNA durch Denaturierung mit hoher Temperatur in Einzelstrange getrennt. Nach
Absenkung der Temperatur (Primer-spezifisch) kdnnen die Primer mit den jeweiligen cDNA-
Strangen hybridisieren und als Startpunkt fir die Elongation mit DNA-Polymerase dienen.
Die DNA-Polymerase beginnt am 3°-Ende des angelagerten Primers die Amplifikation und
synthetisiert den komplementaren Strang. Diese Reaktion wird dann durch erneute Trennung
der neugebildeten Doppelstrange bei 94°C unterbrochen und im nachfolgenden Zyklus
bilden sich auf diese Weise die ersten Produkte der gewlinschten GréRe. Diese wiederum
vermehren sich exponentiell und kénnen Uber Agarose Gelelektrophorese und Farbung mit
Ethidiumbromid nachgewiesen werden. Die PCR-Reaktionen wurden wie folgt angesetzt
(Bsp.: Hotstar Taq Plus, Qiagen):
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cDNA 1-3 pL
deion. Wasser autoklaviert 7 uL minus Vol. cDNA
minus Vol. Hotstar-Tag-Polymerase

10x PCR-Reaktionspuffer 1L
(incl.1,5 mM MgCl, + Ladepuffer)
2 uM dNTPs (jeweils) 1L
7,5 uM Primer-Mix (forward /reverse) | 1 uL
Hotstar-Tag-Polymerase 0,05-0,1 pyL

gesamt | 10 pL

Bei Tag-Polymerasen, die mit Reaktionspuffer ohne Ladepuffer ausgestattet waren, wurde
dieser extra dazugegeben (1 uL). Somit erniedrigte sich das Volumen von deion. Wasser um
1 uL. Die Primer wurden so gewahlt, dass eine Hybridisierungstemperatur von 57°C bis 60°C
erreicht wurde. Die verwendeten Primer sind den Tabellen 16-18 (Anhang) zu entnehmen.

Der PCR Verlauf:
= Denaturierung: 5 min bei 94°C / 95°C
= Anzahl der Zyklen: 21-35
Denaturierung: 45 sec bei 94°C

Primeranlagerung: 45 sec bei entsprechender Hybridisierungstemperatur
Kettenverlangerung: 45 sec bei 72°C

= AbschlieRende Kettenverlangerung 5 min bei 72°C

= Ende bei 4°C

3.9.7 Elekrophoretische Trennung von DNA

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgt entsprechend ihrer GroRe
und aufgrund ihrer negativen Ladung. Die Proben werden in die Taschen eines Agarosegels,
das als groRporige Matrix fungiert, aufgetragen. In einem Spannungsfeld wandern die
Nukleinsduren zum positiven Pol und werden nach ihrer Grélke sortiert. Mit Hilfe eines
Markers, der die DNA-Produkte bekannter Groflen enthalt, und der interkalierenden
Substanzen, die dem Gel zugesetzt sind, kann man die erhaltenen Produkte identifizieren.
Fir die Agarose-Gelelektrophorese wurden jeweils 8 uL der entprechenden PCR-Probe
direkt in die Geltasche pipettiert. Als DNA-Marker dienten GeneRuler 1kb Plus- oder
GeneRuler 50bp Ladder (Fermentas). Die Elektrophorese erfolgte in 1,5 bis 2,25%-igen
Gelen konstant bei 150 V fur ca. 15-20 min. Die Gele wurden in einer UV-Detektionskammer
ausgewertet und fotografiert (E.A.S.Y RH3, Herolab).

50x TAE-Puffer: Agarose-Gele:

242 g TrisBase 1,5% : 1,5g/100 mL 1xTAE

+100,0 mL 0,5M EDTA 2,0%: 2,0g/ 100 mL 1xTAE

+ 57,1 mL abs. Essigsaure 2,25% :2,25 g/ 100 mL 1xTAE

+ 842,9 mL deion. Wasser erhitzen bis zum gleichmafigen Schmelzen

+ 50 uL 0,1% Ethidiumbromid

3.10 Bioinformatische Methoden

3.10.1 Sequenz-Vergleiche

Die DNA- und RNA-Sequenzen der Gene wurden bei GenBank (http:/
www.ncbi.nim.nih.gov) abgerufen. Die RNA- sowie cDNA-Sequenzen wurden mit
unterschiedlichen Teilprogrammen wie u.a. BLAST oder mit verschiedenen Programmen des
EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute; (http://www.ebi.ac.uk/)) Uberprift bzw.
zugeordnet.
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3.10.2 Entwurf der Primer

Fir den Entwurf der Primer wurde die Software Primer3 verwendet
(http://jura.wi.mit.edu/rozen/papers/rozen-and-skaletsky-2000-primer3.pdf). Die Primerpaare
wurden sofern méglich so ausgewahlt, dass sie durch ein oder mehrere Introns getrennt sind
und so eventuell noch vorhandene genomische DNA keine Artefakte liefert.

Die Auswahl der Primer wurde mit Hilfe von PrimerBLAST durchgefihrt
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Bei Genen, die ausschliellich aus einem
Exon bestehen, wurde die Reinheit der cDNA mit Hilfe von Primern fir genomische
Promotor-Sequenzen Uberpruft.

3.11 Proteinbiochemische Methoden
3.11.1 Proteinextraktion

3.11.1.1 Proteinextraktion mittels Trizol

Diese Methode wurde angewendet, wenn aus einer Probe sowohl RNA als auch Protein
isoliert werden sollten. Die entsprechende Menge Zellen oder Gewebe wurde in 1-2 mL
Trizol (Invitrogen) homogenisiert und nach Angaben des Herstellers weiter verarbeitet.

Nach dem Entfernen des wassrigen, RNA-haltigen Uberstandes nach der Phenol-Chloroform
Fallung, wurden 0,3 mL abs. Ethanol zugegeben und nach kurzer Inkubationszeit
abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde verworfen und der Uberstand in ein neues 2 mL
Eppendorf Gefald Gbertragen. AnschlieRend wurde mit 1,5 mL Isopropanol prazipitiert und
abzentrifugiert. Das Proteinpellet wurde dann 3 x 20 min mit 2 mL 03 M
Guanidinhydrochlorid in 95% Ethanol bei Raumtemperatur inkubiert und abzentrifugiert.
Beim letzten Waschschritt wurde das Pellet mit 2 mL abs. Ethanol gevortext, und nach 20
min bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Nach dem Trocknen wurde das Pellet in 1% SDS
geldst und auf Eis oder bei -20°C gelagert.

Proteinextraktion mit Trizol (Invitrogen):

Weiterverarbeitung der Probe nach dem Entfernen des wassrigen, RNA-haltigen
Uberstandes nach der Phenol-Chloroform Fallung siehe Kap.3.9.1.1 (je 1 mL eingesetztes
Trizol):

= + (0,3 mL abs. Ethanol mischen durch invertieren, 3 min bei RT stehen lassen

= abzentrifugieren 5 min bei 2000xg, 4°C, Uberstand in neues 2 mL EppendorfgefaR
Ubertragen (Pellet enthalt DNA)

» + 1,5 mL Isopropanol, 10 min bei RT stehen lassen

= abzentrifugieren 10 min bei 12000xg, 4°C, Uberstand verwerfen

» +2mL 0,3 M Guanidinhydrochlorid in 95% Ethanol, 20 min bei RT stehen lassen

= abzentrifugieren 5 min bei 7500xg, 4°C, Uberstand verwerfen (diesen Waschschritt
2 x wiederholen)

= + 2 mL abs. Ethanol, vortexen, 20 min bei RT stehen lassen

= abzentrifugieren 5 min bei 7500xg, 4°C, Uberstand verwerfen

= Pellet bei RT trocknen lassen, in 1% SDS in 1x PBS resolubilisieren

= auf Eis oder bei -20°C lagern

3.11.1.2 Proteinextraktion mit Lysispuffer

Das Medium wurde abgesaugt, die Zellen 3 x mit 1x PBS gewaschen und mit kaltem
Lysispuffer benetzt. Die migrierenden Zellen wurden mit 100-150 uL Lysispuffer bedeckt, mit
dem Zellheber gesammelt und in ein 1,5 mL Eppendorfgefall tbertragen. Die stationaren
Zellen wurden direkt in ein 1,5 ml-Eppendorfgefals mit vorgelegten 100-150 ul Lysispuffer
Uberfihrt, oder bei der Entnahme aus der gesamten unverletzten Halfte (s. Kap. 3.3) wurden
die Zellpellets in 200-300 uL Lysispuffer gelost. Die Zelllysate wurden durch mehrmaliges
Auf- und Abpipettieren mit 200 uL Pipetten-Spitzen mit dem Lysispuffer gemischt und 10 min
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bei 15000 rpm (Universal 30RF, Hettich Lab) und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
entnommen, in neue 0,5 mL Eppendorfgefalle Uberflhrt und bei -20°C gelagert.

Lysispuffer:

20 mM HEPES, pH 7,5 mit 1% Triton-X 100 und 2,5 mM MgCl, x 6H,0 10 mL
(2,38 g HEPES, 5 g Triton- X-100 und 225 mg MgCl, x 6H,0 pro 500 mL)

0,25 M EGTA (1,9 g/20 mL), pH 8,4 (Endkonzentration: 10 mM EGTA) 0,4 mL
1M R-Glycerophosphat (3 g/10 mL) 0,4 mL
(Endkonzentration: 40 mM R-Glycerophosphat)

100 mM Natriumorthovanadat (NazVO,) vorher kurz aufgekocht 0,2 mL
(Endkonzentration: 2 mM Natriumorthovanadat)

1 DTT (154 mg/mL) (Endkonzentration: 1 mM DTT) 10 pL

Complete-Proteinaseinhibitor (Roche) 0,4 mL

3.11.1.3 Proteinfallung mit Trichloressigsaure (TCA)

Die Zellsuspension wurde mit der Halfe des Volumens mit 20% TCA versetzt, gemischt, 2 h
bei 4°C inkubiert und anschliefend 5 min bei 5000 rpm (Universal 30RF, Hettich Lab)
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1% SDS gel6st und bei -20°C gelagert.

3.11.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die hier verwendeten Methoden basieren auf kolorimetrischen Reaktionen, deren optische
Dichte bei den jeweiligen Absorptionsmaxima gemessen wird. Als Standard dienten Proteine
in bekannten Konzentrationen (wie z.B. Rinderserumalbumin), die zu gleichen Bedingungen
wie die entsprechenden Proben behandelt wurden. Es wurde eine Konzentrationsreihe
aufgestellt und die Extinktion als Funktion der Konzentration als Graph aufgetragen. Die
ermittelte optische Dichte der Probe wurde von den Graphen aus der Eichgerade abgelesen.
Die Proben wurden in Kivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm gemessen. Die Eichung des
Messgerates erfolgte mit der Messlésung als Leerwert.

3.11.2.1 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Biorad Protein Assay

Diese Methode basiert auf dem Bradford-Assay (Bradford, 1976). Das Absorptionsmaximum
des in der Messlosung enthaltenen Farbstoffes (Coomassie Brilliant Blue G.250) verschiebt
sich nach der Bindung mit Arginin in saurer Lésung (z.B. Phosphorsaure) von 465 nm auf
595 nm.

Die Messlésung wurde 1:4 mit deion. Wasser gemischt. 1-5 yL Probe wurde 1:500 -1:200
verdinnt (auf 1 bzw. 0,8 mL von totalem Volumen eingestellt) und Kunstoffklivetten mit einer
Schichtdicke von 1 cm, bei 595 nm nach 5 min gemessen. Fir die Proben geringer
Konzentration wurden Micro-Kulvetten eingesetzt und die Probe wurde nur 1:10 verdinnt.

3.11.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Kit

Die wesentlich empfindlichere Methode zum Nachweis von Proteinen basiert auf der Biuret-
Reaktion, bei der die Proteine in alkalischer Losung mit Kupferionen blaue Komplexe bilden
(Smith et al., 1985). Dabei wird Cu* zu Cu'" reduziert. Nach der Reaktion mit der
Bicinchoninsaure bilden sich widerum purpurrote Komplexe, die ihr Absorptionsmaximum bei
562 nm haben.

Fir die BCA-Ldsung (Bicinchoninsaure-Reaktion-Kit, Pierce Protein Research Products)
wurden 50 Teile von Reagenz A (enthdlt BCA) mit 1 Teil von Reagenz 2 (enthalt
Kupfersulfat) vermischt. Fur einen Standard-Assay (fur Konzentrationen von 20-2000 pg/mL)
wurde zu 20 uL Probe 1 mL Lésung gegeben (1:20-Verdlinnung). Der Ansatz wurde
gemischt und 30 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde der Ansatz auf Raumtemperatur
abgekuhlt (kurz auf Eis), in Klvetten Uberfihrt und die optische Dichte bei 562 nm innerhalb
von 10 min gemessen. Fir kleinere Proteinkonzentrationen (von 5-250 ug/mL) kann das
Verhaltnis von Probe und BCA-L6sung auf 1:8 verringert werden. Hierzu muss dann eine
entsprechende Eichkurve erstellt werden.
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3.11.3 SDS-PAGE

3.11.3.1 Probenvorbereitung fiir SDS-PAGE

Bei allen Experimenten wurden fir die jeweiligen Proben die gleichen Mengen (in ug) an
Protein eingesetzt und das restliche Volumen wurde mit dem entsprechenden Losungsmittel
auf 45 uL aufgeflllt. Fur die Durchflihrung der vertikalen Elektrophorese wurden die Proben
mit nichtreduzierendem Probenpuffer oder mit reduzierendem Probenpuffer (15 pL)
vermischt, 4 min gekocht, auf Eis abgekuhlt und kurz abzentrifugiert.

Reduzierender Probenpuffer

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 2,5mL

87% Glycerin 4,6 mL

20% SDS 0,4 mL
Bromphenolblau 1 Spatelspitze
2-Mercaptoethanol 2,0 mL

deion. Wasser auf 10 mL auffillen

Bei dem nichtreduzierenden Probenpuffer wird auf 2-Mercaptoethanol verzichtet und mit
deion. Wasser auf 10 mL aufgefllt.

3.11.3.2 Durchfiihrung von SDS-PAGE

Fir die Auftrennung von Proteinen nach ihrer GrofRe wurde die vertikale, diskontinuierliche
SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) nach Lammli (1970)
verwendet. Das Gel besteht aus zwei Abschnitten: dem grobporigen Sammelgel (pH 6,8),
das die Proteine fokusiert, und dem feinporigen Trenngel (pH 8,8). Die Zusammensetzung
des Elektrodenpuffer, des Probenpuffers und des Gels, ermdglicht die kontrollierte
Bewegung der Proteine in einem Spannungsfeld, in welchem der pH-Status die
Geschwindigkeit der elektrophoretischen Mobilitat bestimmt. Die Puffer und Gele wurden
nach den unten aufgefiihrten Protokollen vorbereitet. Die Gelelektrophorese verlief bei 85 V
bis die Proteine sich am Ubergang von Sammelgel und Trenngel gesammelt hatten, dann
wurde die Spannung auf 150 V erhdht. Nachdem die Lauffront der Proteinproben den
unteren Bereich des Gels erreicht hatte, wurde das Gel enthommen und weiter flr eine
Coomassie- bzw. Silberfarbung oder fur einen Western Blot genutzt.

Trenngelpuffer (Lammli) Sammelgelpuffer (Lammli)
90,86 g Tris + 490 mL deion. Wasser 12,114 g Tris + 100 mL deion. Wasser
pH-Wert auf pH 8,8 einstellen pH-Wert auf pH 6,8 einstellen

+ 10 mL 20% SDS

Elektrophoresepuffer nach Lammili:
3,03 g Tris + 14,25 g Glycin + 5 mL 20% SDS + 995 mL deion. Wasser

Trenngele: 20 mL Losung fur 2 Gele, Geldicke 1,5 mm, Kammdicke 1,5 mm

Komponenten fir 7,5%-Gel fiir 15%-Gel

deion. Wasser 11,2 mL 6,2 mL

30% Acrylamid- Bisacrylamid-Lésung 5,0 mL 10,0 mL

Verhaltnis 37,5:1

Trenngelpuffer 3,8 mL 3,8 mL
unmittelbar vor dem Gielden der Gele werden hinzugeben und grindlich gemischt:

20% APS 80 pL

TEMED 8 pL
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Sammelgele: 15,5 mL Losung fir 2 Gele, Geldicke 1,5 mm, Kammdicke 1,5 mm

Komponenten Acrylamidkonzentration 6%
deion. Wasser 9,0 mL
20% SDS 0,125 mL

30% Acrylamid-Bisacrylamid-Lésung | 3,125 mL
Verhaltnis 37,5:1

Sammelgelpuffer 3,125 mL

unmittelbar vor dem Giel3en der Gele werden hinzugeben und grindlich gemischt:
20% APS 125 L
TEMED 12,5 pL

3.11.4 Western Blot

Mit dieser Methode werden die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Auf den positiv geladenen Pol des Semi Dry Blotters (20
x 20 cm, Biostep) wurden drei Lagen Gel-Blotting-Papier (Typ BF2, Stratorius), die in
Transferpuffer getrankt waren, aufgelegt und mit einer ebenfalls in Transferpuffer
befeuchteten Nitrocellulose-Membran (Whatman PROTRAN) blasenfrei bedeckt. Auf die
Membran wurde das Gel platziert, auf das nun 3 weitere, feuchte Filterpapiere gestapelt
wurden. Der Ansatz wurde dann mit dem negativ geladenen Pol fir 1 h geschlossen und bei
0,8 mA/cm?® Membran geblottet.

Transferpuffer, pH 8,8:
5,81 g Tris + 2,93 g Glycin + 1,85 mL 20% SDS + 200,00 mL abs. Methanol
+ 798,15 mL deion. Wasser

3.11.5 Ponceau-Farbung

Die Uberprifung der Effizienz der Proteiniibertragung erfolgte mittels Ponceau-Farbung
durchgefiihrt. Dabei bindet der Azofarbstoff reversibel an die positiv geladenen
Aminogruppen der Proteine. Die Membran wurde mit der Farbstofflésung kurz inkubiert und
mit dest. Wasser gewaschen. Die gleichmaRige Verteilung der Banden qualifizierte die
Membran zur Weiterverarbeitung. Dabei wurde noch der Protein-Marker mit Bleistiff
gekennzeichnet, und die Membran auf die gewlinschte GroRRe zugeschnitten.

Ponceau S-Losung (0,2% Ponceau S in 3% Trichloressigsaure)
1 g Poncau S (Merck) + 15 g Trichloressigsaure + 500 mL deion. Wasser

3.11.6 Immunologische Detektion der Proteine

Die Proteine auf der Membran wurden zuerst mit 0,2% Glutaraldehyd in 1x PBS fir 30 min
fixiert. Danach wurde die Membran 2 x 5 min mit PBS-T und 1 x 5 min in TBS-T gewaschen.
Die Blockierung erfolgte mit 1% BSA und 1% Trockenmilch in 1x TBS-T und dauerte 60 min.
AnschlieBend wurde die Membran 1 h bei RT oder Uber Nacht bei 4°C mit dem
Primarantikérper (Tab. 14) in 7,5 mL TBS-T inkubiert. Nach dem 3 x finfminitigem Waschen
mit TBS-T wurde fiir 1 h der Sekundarantikérper (Tab. 15) in 7,5 ml TBS-T, auf die Membran
aufgebracht. AbschlieRend wurde die Membran noch 2 x 10 min mit TBS-T gewaschen,
abgetropft und fir die ECL-Farbung vorbereitet.

Der Nachweis der Proteine auf der Nitrozellulosemembran erfolgte mit der ECL-Methode
(enhanced chemiluminiscence). Hierbei katalysiert die, an dem Zweitantikbrper gekoppelte,
Meerrettichperoxidase (HRP) durch die Anwesenheit von Wasserstoffperoxid die Oxidation
von Luminol. Die oxidierte Form von Luminol erzeugt die Chemiluminiszenz, die bei 428 nm
detektiert werden kann. Hierzu wurden pro Membran 4 mL ECL-Gemisch auf die abgetropfte
Membran aufgetragen und nach einer Inkubationszeit von 2 min mit dem GeneGnome
(Syngene Bioimaging Synoptics) ausgewertet. Es wurden Expositionszeiten von jeweils 5 x 2
min oder 5 x 3 min gewabhilt.
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PBS-T:
1x PBS (siehe Kap. 3.9.1.2)
0,1% Tween 20 (Sigma)

TBS T:
4,84 g Tris + 17,52 g NaCl
+ 2 mL Tween 20 + deion. Wasser ad 2000 mL

Tab. 14: Verdinnungen von Primarantikdrpern (ACTA2: smmoth muscle actin; CDH1: E-Cadherin; FN1: Fibronectin; MMP1:
Matrix-Metalloprotease 1; SDF1R: stromal derived factor 18; TFFs: TFF-Peptide; VIM: Vimentin) (s. auch Tab. 4, Kap 2.5)

Antigen | Antikorper / Tier / Spezifitat Verdiinnung
Actin polyklonal / Kanninchen / Mensch, Ratte, Maus | 1:50-1:200
Acta2 monoklonal / Maus /Ratte 1:500
CDH1 monoklonal / Maus/ Mensch, Ratte 1:200-1:1000
FN1 polyklonal / Kaninchen / Mensch 1:200-1:400
MMP1 polyklonal / Kaninchen / Mensch 1:100-1:200
SDF1[3 | polyklonal / Kaninchen / Ratte, Maus 1:200
hTFF1 polyklonal / Kaninchen / Mensch 1:2000
hTFF2 | polyklonal / Kaninchen / Mensch, Maus 1:1000
hTFF3 polyklonal / Kaninchen / Mensch, Maus, Ratte | 1:2000-1:4000
mTFF1 | polyklonal / Kaninchen / Maus 1:500-1:1000
rTFF3 polyklonal / Kaninchen / Ratte 1:500
VIM polyklonal / Kanninchen / Mensch, Ratte, Maus | 1:100

Tab. 15: Verdiinnungen von Zweitantikérpern (Vector Laboratories)
Antigen Verdinnung
Peroxidase anti-Kaninchen IgG(H+L) | 1:4000
Peroxidase anti-Maus IgG(H+L) 1:2000

ECL-Nachweis: Lésung 1 und Lésung 2 im Verhaltnis 1:1
Lésung 1: 100,0 puL 250 mM Luminol Lésung 2: 6,1 pL 30% H.0,
+ 44,0 uyL 90 mM Cumarsaure + 1000,0 pL Tris-HCI pH 8,5
+ 1000,0 yL 1 M Tris-HCI pH 8,5 + 8993,9 uL deion. Wasser
+ 8856,0 uL deion. Wasser

3.11.7 Wiederverwenden der Nitrozellulosemembran

Die Nitrozellulosemembran wurde nach der ECL-Farbung von den gebundenen Antikdrpern
mittels 30-mindtiger Inkubation in Stripping-Puffer bei 56°C gereinigt und konnte fir den
Nachweis weiterer Proteine eingesetzt werden. AnschlieRend wurde sie 5 min mit deion.
Wasser und 3 x 5 min mit TBS-T gewaschen. Danach konnte die Weiterbehandlung zum
Proteinnachweis mittels Antikérper (s. Kap. 3.11.6), fortgesetzt werden.

Stripping-Puffer:
4 mL 20% SDS + 3,125 mL 1 M Tris-HCI, pH 6,8 + 0,35 mL Mercaptoethanol
+ 41,525 mL deion. Wasser

3.11.8 Coomassie-Farbung

Diese Methode dient der Anfarbung von Proteinen in einem Polyacrylamidgel. Dabei lagert
sich der Triphenylmethanfarbstoff an die Seitenketten der basischen und nicht polaren,
hydrophoben Aminosauren. Die Bildung des Komplexes stabilisiert die negativ geladene
anionische Form des Farbstoffes und fuhrt zur Entstehung der blauen Farbe (Diezel et al.,
1972). Das Polyacrylamidgel wurde 30 min in der Bio-Safe Coomassie G-250 Stain (Bio-
Rad) und anschlieend mit deion. Wasser entfarbt.
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3.11.9 Silberfarbung

Hierbei handelt sich um eine sehr empfindliche Methode um Proteine nachzuweisen. Dabei
werden die Proteine nach der elektrophoretischen Trennung mit 10% Essigsaure und 30%
Ethanol fixiert und mit Silbernitratiésung inkubiert. Die Silberionen lagern sich an die Proteine
und werden durch die Zugabe von Formaldehyd zu elementarem Silber reduziert, das als
schwarze Verfarbung sichtbar wird. Das Gel wurde nach folgendem Protokoll verarbeitet.
Alle Lésungen wurden frisch angesetzt (aulRer Fixier- und Waschlésung).

Silbergel-Farbung nach Blum et al. (1987)
Schritt Losung (50 mL je Gel) Dauer
Fixierung 40% Ethanol, 10% Eisessig, 50% deion. Wasser >1h

(400 mL abs. Ethanol + 100 mL Eisessig

+ 500 mL deion. Wasser)

Waschen 30% Ethanol, 70% deion. Wasser 2 x 20 min
(300 mL abs. Ethanol + 700 mL deion. Wasser)

Waschen deion. Wasser 1 x 20 min

Sensibilisierung 0,02% Natriumthiosulfat (Na,S-03) 1 min

(200 mg Na,S,05-5H,0

+ deion. Wasser ad 1000 mL)
Waschen deion. Wasser 3 x 20 sec
Farbung (Silber) 0,2% Silbernitrat, 0,02% Formaldehyd (37%) 20 sec

(2 g AgNO; + 0,2 mL Formaldehyd (37%)
+ deion. Wasser ad 1000 mL)

Waschen deion. Wasser 3 x 20 sec
Entwicklung 3% Natriumcarbonat 0,05% Formaldehyd (37%), 3-5 min
0,0005% Natriumthiosulfat (Na,S,03)

(30g Na,CO3; + 0,5 mL Formaldehyd (37%)

+ 5 mg Na,S,03-5H,0 + deion. Wasser ad 1000 mL
Abstoppen siehe Fixierung 5 min
Waschen deion. Wasser 3 x 10 min

3.12 Semiquantitative Auswertung der Gele

Die semiquantitative Auswertung erfolgte mit dem SyneGene (Syngene Bioimaging
Synoptics) Analyseprogramm (Gene Tools). Als Referenz (100%) wurde jeweils die als erste
gemessene Kontrolle festgelegt. Die statistischen Auswertungen wurden mit dem
Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Office 2003, Microsoft) durchgefiuihrt. Die Ergebnisse
sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung des Mittelwerts. Die Berechnung
zweiseitiger Signifikanzniveaus mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 5% (signifikant/*,
p<0,05), kleiner 1% (eindeutig signifikant/**, p<0,01) und kleiner 0,1% (hoch signifikant/***,
p<0,001) erfolgte mit dem Students T-Test.

3.13 Bestimmung der Migrationsstrecke nach in vitro-Verwundung

Die Zellen wurden nach der Verwundung bei 20-facher VergréRerung fotografiert und die
gleiche Stelle wurde dann nach Beendigung des Experimentes wieder aufgenommen. Die
Verwundungslinie wurde dann in 15 gleiche Abstande unterteilt und die Migrationsstrecke
von den am weitesten gewanderten Pionierzellen pro Einteilungseinheit vermessen.
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4 Ergebnisse

4.1 Wirkung von TFF-Peptiden bzw. TNFa auf Epithelzellen

4.1.1 Untersuchung der motogenen Wirkung von TFF2-glyk auf IEC-18- und BEAS-2B-
Zellen nach in vitro Verwundung

Im Rahmen friherer Untersuchungen an BEAS-2B-Zellen wurde die motogene Aktivitat von

TFF2 nachgewiesen (Oertel et al., 2001; Chwieralski et al., 2004). Mit Hilfe von in vitro-

Wundheilungsexperimenten sollte nun die Auswirkung von TFF2 auf die Genexpression der

migrierenden/restituierenden Zellen untersucht werden. AuRerdem sollte die Wirkung von

TFF2 auch auf IEC-18-Zellen getestet werden, die als Modell fur die intestinale Restitution

etabliert sind (Durer et al., 2007).

Fir die Experimente wurde rekombinantes glykosyliertes humanes TFF2 (TFF2-glyk)
verwendet. Der unter reduzierenden Bedingungen durchgeflihrte Western Blot bestatigte die
zu erwartende relative Molekilmasse von TFF2 (M, 11,9 kDa + Anteil flr Glykosylierung)
(Abb. A1, siehe Anhang).

Unter Einwirkung von 1,3-2,0 uM rekombinantem TFF2-glyk (lber 48-72 h) wurden bei IEC-
18- bzw. BEAS-2B-Zellen keine signifikanten Unterschiede der zurlickgelegten
Restitutionsstrecke (Pionierzellen) gegentber der Kontrolle festgestellt (Abb. 8).

A Migrationsstrecke der IEC-18-Zellen B Migrationsstrecke der BEAS-2B-Zellen
48 h nach Verwundung 48 h nach Verwundung

1.2 1.2
i T 1

0,8 0,8 -

0,6 0,6 -

0,4 0,4

relativ zur Kontrolle
relativ zur Kontrolle

02 02

0 4 0+
Kontrolle 2 pM TFF2-glyk Kontrolle 2 uM TFF2-glyk

Abb. 8: Migration von IEC-18- (A) und BEAS-2B-Zellen (B). Migrationsstrecke der Pionierzellen nach Verwundung und 48-
stuindiger Inkubation mit 2 yM TFF2-glyk (mit Mediumwechsel nach 24 h) im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen (+
PBS). Diagramm eines reprasentativen 3-fach-Experimentes: dabei wurde die Migrationsstrecke von 15 Pionierzellen pro Bild
in regelmafigen Abstéanden vermessen.

4.1.2 Wirkung von TFF2-glyk auf CXCR4-exprimierende Zellen

Den TFF-Peptiden wurden bisher keine Liganden-Bindungstellen auf den
Zelloberflachenrezeptoren zugewiesen. Lediglich fir den CXCR4-Rezeptor wurde eine
niederaffine TFF2-Bindung beschrieben (Dubeykovskaya et al, 2009). Mit Hilfe von CXCR4-
exprimierenden HEK293-Zellen sollte eine mdgliche Genexpressionanderung nach TFF2-
Stimulation untersucht werden. Als positive Kontrolle diente der CXCR4-Ligand SDF-1a
(stromal derived factor 1a, heute als CXCL12 bezeichnet).

Zu den SDF-1-regulierten Genen gehoren u.a. CXCL1 (chemokine [C-X-C motif] ligand 1,
friher GROa [growth regulated oncogene-alpha] genannt) oder CCL2 (frither MCP-1
[monocyte chemoattractant protein 1]) (Dwinell et al., 1999; Crane et al., 2000).

Die Behandlung der HEK.CXCR4 und HEK.CD4.403/CXCR4-Zellen fur 24 h mit 1,6 bzw. 3,2
MM rekombinantem TFF2-glyk, sowohl in serumhaltigem (5%) als auch serumfreiem
Medium, zeigte keine erhdohte CXCL1-Expression, wie dies nach SDF-1a-Stimulation zu
beobachten war (Abb. 9). Ein ahnliches Ergebnis wurde fur CXCL2 erhalten (Daten nicht
gezeigt).
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A Kontrolle SDF-1a TFF2 B Kontrolle SDF-1a TFF2
T T

17 1
VK 100 100 200 16 186 32 VK 100 100 200 16 16 3.2
SDF-1 PBS ng/ml ng/ml ng/ml pM M pM

SDF-1 PBS ng/ml ng/ml ng/ml pM  pM  pM

ACTE

CXcu

Abb. 9: RT-PCR-Analyse. Expression von CXCL1 (GROa) 24 h nach Stimulation mit 100-200 ng/mL SDF-1a (CXCL12)
oder mit 1,6-3,2 yM TFF2-glyk (in 5% FCS-haltigem Medium) in HEK.CXCR4- (A) bzw. HEK.CD4.403/CXCR4-Zellen (B).
Die Analyse der B-Actintranskripte diente als Kontrolle firr die Integritédt der cDNA. (Zyklenzahlen: ACTB, 30x; CXCL1, 33x).
VK: Vehikel-Kontrolle fir SDF-1a

4.1.3. Untersuchung der motogenen Wirkung von TFF3 und EGF auf IEC-18- und
BEAS-2B-Zellen nach in vitro Verwundung

An IEC-18-Zellen wurde von Durer et al. (2007) die motogene Aktivitat des TFF3-Dimers
nachgewiesen. Aus diesem Grund wurde im Rahmen der hier vorgelegten Arbeiten eine
vergleichende Genexpressionsanalyse der migrierenden/restituierenden und stationaren
Zellen nach Behandlung mit TFF3-Dimer durchgefihrt. Zusatzlich wurde diesbeziglich auch
die BEAS-2B-Zelllinie untersucht, bei der friiher die motogene Wirkung von TFF3-Monomer
und TFF3-Dimer beschrieben wurde (Chwieralski et al., 2004).

Die eingesetzten rekombinanten humanen TFF3-Dimer-Peptide variierten in Bezug auf den
Gehalt von reinem TFF3-Dimer. Die verwendeten Chargen von 2007 und 2009 wiesen im
Western Blot nach der Immunfarbung mit TFF3-Antikdrper sowohl unter reduzierenden als
auch nichtreduzierenden Bedingungen noch zusatzliche Nebenbanden Uber der zu
erwartenden Molekilmasse (M, ca. 7,5 kDa bzw. ca. 15 kDa) auf (Abb. A2, siehe Anhang).

In den in vitro-Verwundungsexperimenten unter Einwirkung von 1,5-2,0 yM rekombinantem
TFF3-Dimer (40-48 h) wurden keine signifikanten Unterschiede in der zurlickgelegten
Restitutionsstrecke der migratorischen Zellen festgestellt. Die Behandlung mit 5 nM EGF
lieferte dagegen signifikante Unterschiede sowohl in der Migrationsstrecke (gréfRer als bei
den unbehandelten bzw. mit TFF3-Dimer/Monomer behandelten Zellen) (Abb. 10) als auch
in einer weniger kollektiven Migrationsweise mit vielen individuell wandernden Zellen.

A Migrationsstrecke der IEC-18-Zellen B Migrationsstrecke der BEAS-2B-Zellen
48 h nach Verwundung 48 h nach Verwundung
2 2
* % % * % %
216 216
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€ T
1,2 1 1,2
2 I £ T
R 08 X 08
> 2
= 2
s 041 g 0,4
0+ 0
Kontrolle 2 UM TFF3- Kontrolle 5nMEGF Kontrolle (PBS) 2 uMTFF3- 2 yM TFF3- Kontrolle 5nMEGF
(PBS) Dimer (EGF) Dimer Monomer (EGF)

Abb. 10: Migration von IEC-18- (A) und BEAS-2B-Zellen (B). Migrationsstrecke der Pionierzellen nach Verwundung und 48-
stiindiger Inkubation mit 2 pM TFF-Dimer bzw. 2 yM TFF3-Monomer bzw. 5 nM EGF (mit Mediumwechsel nach 24 h) im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollzellen (+ PBS). Diagramm eines reprasentativen 3-fach-Experimentes: dabei wurde die
Migrationsstrecke von 15 Pionierzellen pro Bild in regelmaRigen Abstadnden vermessen.

Die 40-48-stiindige Behandlung von IEC-18-Zellen mit 1,5-2,0 yM TFF3-Dimer oder 48-72-
stiindige Behandlung von BEAS-2B-Zellen wahrend der Wundheilungsexperimente mit 1,5-
2,0 yM TFF3-Dimer oder TFF3-Monomer lieferte keine Hinweise auf Unterschiede in den
Migrationsmustern im Vergleich mit den unbehandelten Zellen (Abb. 11).
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Abb. 11: Migrierende/restituierende IEC-18-Zellen (A) und BEAS-2B-Zellen (B) 48 h nach Verwundung und Behandlung mit
2 uM TFF2-Dimer. Als Referenz dienten mit PBS behandelte Zellen.

4.1.4 Expressionsanalysen nach TFF3- bzw. TNFa-Behandlung nach totaler
Verwundung von IEC-18-, BEAS-2B- und A549-Zellen

Die mehrfache in vitro-Verwundung des konfluenten Zellrasens mit Hilfe einer Pipettenspitze
diente der Erzeugung eines stark restituierenden Systems. Durch die Bildung von
zahlreichen Wundspalten und gleichzeitiger Verringerung der Anzahl nicht verwundeter
Zellen wurde die Verwundungsflache maximiert. Mit Hilfe dieser Methode sollte untersucht
werden, ob migrierende bzw. restituierende Zellen mdoglicherweise starker als nicht
verwundete Zellen auf eine Behandlung mit TFF3 ansprechen. Durch TNFa-induzierte
Entziindungsprozesse sollte gepruft werden, ob TFF3 einen Effekt auf die Expression der in
diesem Modell hochregulierten Gene hat. Dazu gehéren IL-6 und IL-8 (Graness et. al.,
2002), CXCL2 (Driscoll et al., 1995), PTGS2 (COX2) (Chen et al., 2000), SERPINE1 (serpin-
peptidase inhibitor clade E, auch PAI1 genannt) (Liu et al., 2005). AuRerdem wurde eine
aktivierende Wirkung von TFF3 auf die Matrixmetalloproteinasen MMP1, -3, -13 (Rdsler et
al., 2010) und zusatzlich auf MMP9 (Schulze et al., 2010) beschrieben.

Das in den Experimenten eingesetzte rekombinante humane TFF3-Monomer zeigte im
Western Blot nach der Immunfarbung mit TFF3-Antikdrper unter nichtreduzierenden
Bedingungen noch eine zusatzliche Bande Uber der zu erwartenden Molekilmasse M; (ca.
7,5 kDa). Diese Bande entsprach der relativen Molekilmasse von humanem TFF3-Dimer
(ca. 15 kDa) (Abb. A3, siehe Anhang).

Totale Verwundung von IEC-18-Zellen und Behandlung mit TNFa und TFF3-Monomer
bzw. Dimer

Die Experimente, in denen vollstandig verwundete und unverwundete IEC-18-Zellen fir 8
bzw. 24 h mit 2 yM TFF3-Monomer bzw. 2 yM TFF3-Dimer behandelt wurden (sowohl in
serumreduziertem (0,2 % FCS) als auch in 5% FCS-haltigem Medium), offenbarten keine
signifikanten Anhaltspunkte fir eine mégliche Wirkung von TFF3 auf die Expression von II-6.
Die Expression von Mmp9 war in den verwundeten Zellen signifikant verstarkt gegenuber
von Zellen, die nicht mit TFF3 behandelt wurden (Abb. 12).

A Kontrolle + PBS 2 uM TFF3-Dimer 2 yM TFF3-Monomer
verwundet verwundet verwundet

123 123123 123123123

Gapdh
Mmp9
Mmp-9
_as f 1
.5 3 o *k*k
£ 251 e Abb. 12: RT-PCR-Analyse. A: Expression von Mmp9 in IEC-
g 2 18-Zellen nach achtstiindiger Behandlung mit 2 yM TFF3-
2151 Dimer oder Monomer (jeweils als 3-fach Ansatz).
% " Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (Gapdh) diente
g“i’ als Kontrolle der Integritdt der cDNA (Zyklenzahlen: Gapdh,
Kontrolle L UMTFE3Dimer | 2MTFF3Monomer 30x; Mmp-9, 35x). B: Semiquantitative Auswertung der
Expression Mmp9 nach achtstiindiger Behandlung mit 2 yM
O unverwundet @ verwundet TFF3-Dimer oder Monomer (ieweils als 3-fach Ansatz).
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In total verwundeten Zellen konnte 8 h nach der Verwundung eine gesteigerte Expression
von Cxcl2, Ptgs2 und Serpine1 nachgewiesen werden. Die Zugabe von TNFa (20 ng/mL)
nach der Verwundung resultierte in einer Erhéhung der Expression von 1I-6 und Cxcl2
sowohl in den unverwundeten als auch in den verwundeten Zellen. Eine achtstiindige
Behandlung unverwundeter Zellen mit 2 yM TFF3-Monomer fihrte ebenfalls zu einer
signifikanten Verstarkung der Expression von Cxcl2, Ptgs2 und Serpine1 (Abb. 13). Die
gleichzeitige Stimulation mit 2 yM TFF3-Monomer und TNFa hatte unterschiedliche
Wirkungen auf II-6, Cxcl2, Ptgs2 und Serpine1. Dabei wurde in den unverwundeten Zellen
die Expression von Cxcl2 signifikant vermindert. Fir [-6 und Ptgs2 zeigte sich eine
signifikante mindernde Wirkung von TFF3-Monomer in den verwundeten Zellen. Auf die
Expression von Serpine1 hatte TFF3-Monomer sowohl in den verwundeten als auch in den
unverwundeten Zellen einen dampfenden Effekt (Abb. 13).
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Abb. 13: RT-PCR-Analyse. A: Expression von Cxcl2, Ptgs und Serpine1(Pai1) in IEC-18-Zellen nach achtstiindiger
Behandlung mit 2 yM TFF3-Monomer und/oder 20 ng/mL TNFa (jeweils als 4-fach Ansatz). B-Actin (Actb) diente als Kontrolle
der Integritat der cDNA (Zyklenzahlen: Actb, 30x; Cxcl2, 35x; Ptgs, 30x; Serpine1, 30x). B: Semiquantitative Auswertung der
Transkription von Cxcl2, Ptgs2 und Serpin1, normalisiert auf Actb, in IEC-18-Zellen nach achtstiindiger Behandlung mit 2 uM
TFF3-Monomer und/oder 20 ng/mL TNFa (jeweils als 4-fach Ansatz).

Totale Verwundung von BEAS-2B-Zellen und A549-Zellen und Behandlung mit TNFa
und TFF3-Monomer

Graness et. al. (2002) beschrieben eine gesteigerte Sekretion von IL-6 und IL-8 durch TNFa-
stimulierte BEAS-2B-Zellen nach TFF3-Dimer-Zugabe. Im Rahmen der hier vorgestellten
Arbeit wurde die Wirkung des TFF3-Monomers auf die nach TNFa-Behandlung gesteigerte
Expression von IL-6 und IL-8 sowie MMP1, -3, -9, -10 und -13 (Li et al., 2003, Scott et al.,
2004) geprift. Die anti-inflammatorischen Zytokine wie IL-18 und TNFa haben eine sowohl
induzierende (Tebbutt et al., 2002) als auch hemmende (Dossinger et al. 2002; Loncar et al.,
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2003;) Wirkung auf die Expression der TFF-Peptide. Hier wurde ebenfalls die mdgliche
Auswirkung des TFF3-Monomers auf die TFF1, -2 und -3-Expression untersucht
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Die konfluenten BEAS-2B Zellen wurden in vitro verwundet und fir 8 h mit TNFa (10 ng/mL),
2 UM TFF3-Monomer und TNFa zusammen mit TFF3-Monomer inkubiert. Die gesteigerte
Expression von IL-6 und IL-8 nach TNFa-Behandlung wurde in den zusatzlich mit TFF3-
Monomer behandelten verwundeten Zellen nicht signifikant verandert (Abb. 14, siehe S. 56).
Fir die unverwundeten Zellen konnte jedoch eine leicht hemmende Wirkung auf IL-8
beobachtet werden. Die Inkubation mit TFF3-Monomer alleine ergab fir IL-6 und IL-8 keine
signifikante Veranderung. Zu den Genen, die nach der TNFa-Behandlung besonders in den
verwundeten Zellen stark erhéht wurden, gehdrte u.a. CXCL2. Die Behandlung mit TFF3-
Monomer ergab keine Veranderung der CXCL2-Expression (Abb. 14).

Die TNFa-Behandlung flhrte zu einer gesteigerten Expression von TFF1 und wurde durch
TFF3-Monomer-Applikation nicht verandert. Eine leichte Steigerung der Expression wurde
auch in den unbehandelten verwundeten gegeniber den unverwundeten Zellen beobachtet.
Die Inkubation mit TFF3-Monomer alleine ergab keine signifikante Veranderung (Abb. 14).
Die Expression von TFF2- und TFF3 wurde ebenfalls nicht induziert bzw. nicht beeinflusst
(Daten nicht gezeigt).

Die Expression von MMP1, -9, und -13, die jeweils in den verwundeten Zellen erhéht war,
wurde durch TNFa-Inkubation gesteigert. Die Zugabe von TFF3-Monomer brachte keine
signifikante Veranderung in der Expression der untersuchten Matrixmetalloproteinasen (Abb.
14).

Die Wirkung des TFF3-Monomers auf TNFa-behandelte Zellen wurde aulRerdem in der
A549-Lungen-Krebszelllinie untersucht. Auch hier wurden die konfluenten A549-Zellen in
vitro verwundet und fir 8 h mit TNFa (10 ng/mL) bzw. 2 yM TFF3-Monomer oder in
Kombination von beiden inkubiert. Die gesteigerte Expression von IL-6 und IL-8 nach TNFa-
Stimulation wurde in den zusatzlich mit TFF3-Monomer behandelten unverwundeten Zellen
leicht reduziert (Abb. 15). AuRerdem wurde sowohl in unverwundeten als auch verwundeten
Zellen die durch TNFa hochregulierte Expression von CXCL2 herabgesetzt. Die fur die
PTGS2-Expression beobachtete Tendenz zur Reduktion in den verwundeten Zellen wurde
nach der TFF3-Monomer-Zugabe signifikant. (Abb. 15). TFF1 wurde durch die Behandlung
mit TNFa hochreguliert und durch die TFF3-Monomer-Gabe nicht verandert (Abb. 15).

Die verwundeten Zellen zeigten eine signifikante Erhéhung der Expression der
Matrixmetalloproteinasen MMP1, -3, -9, -10, sowie eine nichtsignifikante von MMP13
gegenuber den unverwundeten Zellen. Die Behandlung mit TNFa flihrte zum Anstieg der
Expression aller MMPs, wobei MMP3 und MMP10 besonders stark erhdht wurden. Die
Behandlung mit TNFa zusammen mit TFF3-Monomer fihrte zur Hochregulation von MMP9
in den verwundeten Zellen. Dies war der einzige Effekt des TFF3-Monomers auf die

Transkription der untersuchten Matrixmetalloproteinasen (Abb. 15).
10 ng/mL TNFa
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Abb 15: RT-PCR-Analyse. A: Expression von IL-6, IL-8, CXCL2, PTGS2, TFF1, MMP1, MMP3, MMP9, MMP10 und MMP13 in
A549-Zellen nach achtstiindiger Behandlung mit 2 yM TFF3-Monomer und/oder 10 ng/mL TNFa (jeweils als 4-fach Ansatz). -
Actin (ACTB) diente als Kontrolle der Integritat der cDNA (Zyklenzahlen: ACTB, 29x; IL-6, 35x; IL-8, 32x; CXCL2, 31x; PTGS2,
30x; TFF1, 31x; MMP1[MB1839/MB1840], 31x; MMP3[MB1918/MB1919], 32x; MMP9, 35x; MMP10[MB1916/1917], 32x;
MMP13, 35x. B: Semiquantitative Auswertung der Transkription von IL-6, IL-8, CXCL2, PTGS2, TFF1, MMP1, MMP3, MMP9,
MMP10 und MMP13 normalisiert auf ACTB in A549-Zellen nach achtstiindiger Behandlung mit 2 yM TFF3-Monomer und/oder
10 ng/mL TNFa (jeweils als 4-fach Ansatz).
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4.2 Expressionsanalysen von getrennten stationdren bzw. migrierenden Epithelzellen
Durer et al. (2007) beschrieben die Unterschiede in der motogenen Wirkung der
rekombinanten TFF3-Dimere und von EGF auf restituierende IEC-18-Zellen in in vitro-
Verwundungsexperimenten. Mit Hilfe von Zeitraffer-Video-Mikroskopie, Morphometrie und
Immunzytochemie konnte gezeigt werden dass die TFF3-Dimer-Behandlung zu einer
kollektiven Migrationsweise mit nur wenigen Lucken zwischen den benachbarten Zellen
fuhrte. EGF dagegen bewirkte ein Netzwerk wandernder Zellen (oft mit Fibroblasten-
ahnlicher Morphologie) mit zahlreichen Licken und nur punktuellen Zell-Zell-Kontakten. Mit
Hilfe von RT-PCR sollten vergleichende Genexpressionsanalysen von
migrierenden/restituierenden und stationaren Zellen durchgefiihrt werden. Dabei wurde in
erster Linie die nicht transformierte, intestinale IEC-18-Zellinie untersucht. Parallel dazu
wurden noch weitere Epithelzellen untersucht, namlich die transformierte Zelllinie BEAS-2B
sowie die Krebszelllinien A549 (Lunge) und AGS (Magen).

4.2.1 Charakterisierung von stationaren und migrierenden intestinalen IEC-18-Zellen

Das Ziel dieser Studie war die Untersuchung der Expressionprofile restituierender bzw. an
der Restitution nicht aktiv beteiligter Zellen beziglich Differenzierung, EMT, Proliferation und
Apoptose. Die Transkripte von B-Actin, Rps26 (ribosomal protein S26) oder Mrps18a
(mitochondrial ribosomal protein S18A) fungierten als Kontrollen fur die Menge und Integritat
der cDNA. Die Actb-Promotor-Sequenz diente dem Nachweis genomischer DNA (mdgliche
Verunreinigung). Die  vorgestellten  Ergebnisse sind deshalb als relative
Genexpressionsanderungen im Verhaltnis zu 3-Actin, Rps26 bzw. Mrps18a zu verstehen.

Die Genexpressionsanalyse der IEC-18-Zellen 48 h nach einer Verwundung des
konfluenten, langzeitkultivierten Zellrasens offenbarte drei Muster. Die Gentranskription in
den stationaren und migrierenden Zellen war entweder unverandert (bzw. anderte sich nur
sehr wenig) oder wurde deutlich starker bzw. schwacher.

Die aus Epithelzellen der llleum-Kryptenregion neugeborener Ratten etablierte Zelllinie ist
bekannt fur ihre Fahigkeit zur Differenzierung (Shintani et al., 1989, Suh and Traber, 1996;
Soubeyran et al., 1999; Gordon et al., 2005) und integriert Vorlauferzellen bzw. Populationen
der unterschiedlichen Differenzierungslinien. Die systematische Analyse der getrennten
migrierenden und stationdren Zellen zeigte wahrend der Restitution Zeichen von
Dedifferenzerung. Dabei wurden der Enterozyten-Marker Aminopeptidase N (Anpep), der
Becherzellen-Marker Tff3 sowie Lysozym (Lyz) als Marker fir Panethzellen stark
herunterreguliert. Die Transkription von Markern flr enteroendokrine Zellen wie
Chromogranin B (Chgb) oder auch Neuropeptid Y (Npy) unterlag dagegen grof3en
Schwankungen. In den restituierenden Zellen ergab sich jedoch die Tendenz zur
Hochregulation (Abb. 16).

Actb Actb

Anpep

Actb
TH3

Actp Abb. 16: RT-PCR-Analyse. Expression von Lyz, Anpep, Tff3, Chgb und Npy in den
stationaren (S) und migrierenden (M) IEC-18-Zellen 48 h nach Verwundung (E1, E2, E3:

Chgb  drei unabhingige Experimente). Die Analyse der B-Actintranskripte (Actb) diente als

Npy Kontrolle fir die Integritat der cDNA (Zyklenzahlen: Actb, 23x; Lyz, 35x; Anpep, 33x; Tff3,
35x; Chgb, 36x; Npy 38x).
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Die Marker fir noradrenerge und serotonerge Neurone wurden wahrend der Restitution
herunterreguliert. Die Transkription von neuronspezifischer Enolase2 (Eno2) blieb jedoch
(fast) unverandert. Dagegen wurde Nestin (Nes) als Marker fur Vorlaufer vieler Zelltypen
(u.a. des Zentral- und Peripharennervensystems, myogenen und anderen Gewebearten) in
den migrierenden Zellen hochreguliert. Die IEC-18-Zellen transkribieren auch glucagon-like
peptide-2 receptor (Glp2r), welches in den migrierenden Zellen hochreguliert wurde (Abb.
17).

EA1 E2 E3 E1 E2 E3 E1 E2 E3

S M S M S M S M S M S8 M S M S M S M
Actb Actb Actb
Slc6a2 Eno2 Glp2r
Slcoba4d
Nes

Abb. 17: RT-PCR-Analyse. Expression von Noradrenalin- und Serotonin-Transporter (Slc6a2, Sic6a4), Nestin (Nes), Enolase2
(Eno2) sowie Glp2-Rezeptor (Glp2r) in den stationaren (S) und migrierenden (M) IEC-18-Zellen 48 h nach Verwundung (E1,
E2, E3: drei unabhangige Experimente). Die Analyse der B-Actintranskripte (Actb) diente als Kontrolle fir die Integritat der
cDNA (Zyklenzahlen: Actb, 23x; Sic6a2, 35x; Slc6a4, 35x; Nes, 30x; Eno2, 33x; Glp2r, 35x).

Unter den detektierten Genen, die bevorzugt auch in den Stammzellen exprimiert werden,
befinden sich die Transkriptionsfaktoren Bmi1, Hes1 und Msi1 sowie der G-
Proteingekoppelte Rezeptor Lgr5. Wahrend Bmi1 und Hes1 in den migrierten Zellen ohne
Veranderung bzw. mit einer Tendenz zum leichten Anstieg (parallel B-Actin) transkribiert
wurden, zeigte die Expression von Msi1 und Lgr5 eine Tendenz zur Abnahme. Das
Uberwiegend in terminal differenzierten postmitotischen Zellen exprimierte und sich an der
Zellzykluskontrolle beteiligende Kif4 wurde wahrend der Restitution hochreguliert. Die
Expression der Transkriptionsfaktoren Gata4 oder Gata6 blieb (fast) unverandert, Gata5
wurde deutlich vermindert (Abb. 18).

E1 E2 E3

S M S M S M S M S M S M

e 0 Acth

Actb Actb

Bmi1 Msi1 - — Lgrd
Hes1
E1 E2 E3 E1 E2 E3 E1 E2 E3
S M S M S M
Actb Actb Actb
KIf4 Gata4 Gatab
Gatas

Abb. 18: RT-PCR-Analyse. Expression von Bmi1, Hes1, Msi1, Kif4 und Gata4, -5, -6 sowie Lgr5 in den stationaren (S) und
migrierenden (M) IEC-18-Zellen 48 h nach Verwundung (E1, E2, E3: drei unabhangige Experimente). Die Analyse der B-
Actintranskripte (Actb) diente als Kontrolle fir die Integritat der cDNA (Zyklenzahlen: Actb, 23x; Bmi1, 30x; Hes1, 35x, Msi 35x;
KIf4, 30x; Lgr5, 38x, Gata4, 32x; Gatab, 35x; Gata6, 32x).

An der Regulation der Differenzierung im Darm sind auch die Ephrin-Rezeptoren (Ephb) mit
ihren Liganden Ephrin-1, -2 und -3 (Efnb) beteiligt. |hre Transkription variierte in den
migrierenden Zellen. Wahrend Efnb1 eine Tendenz zur Minderung aufwies, blieb Efnb2 auf
einem unveranderten Niveau bzw. wurde leicht hochreguliert. Die Transkription von Ephb2
und Ephb3 wurde in den migrierenden Zellen vermindert (Abb. 19). Das schwache Signal fur
Efnb3 und Ephb1 verhinderte eine vergleichende Analyse (Daten nicht gezeigt).
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E1 E2 E3 E1 E2 E3

Actb
Efnb1 Ephb2
Efnb2 Ephb3

Abb. 19: RT-PCR-Analyse. Expression von Ephrinen B1 und B2 (Efnb1, Efnb2) und den Ephrinrezeptoren (Eph) B2 und B3 in
den stationaren (S) und migrierenden (M) IEC-18-Zellen 48 h nach Verwundung (E1, E2, E3: drei unabhangige Experimente).
Die Analyse der B-Actintranskripte (Actb) diente als Kontrolle fiir die Integritat der cDNA (Zyklenzahlen: Actb, 23x; Efnb1, 35x;
Efnb2, 31x; Ephb2, 31x; Ephb3, 35x).

Actb

In IEC-18-Zellen, die nur eine moderate E-Cadherin-Expression zeigten (im Vergleich zur
IEC-6-Zellen), konnte aufgrund der Varianz der detektierten Transkriptmenge in den
migrierenden Zellen nur eine generelle Tendenz zur leichten Herunterregulation beobachtet
werden, gelegentlich konnte fast keine Veranderung festgestellt werden.

Fir tight junction protein 1 (Tjp1) wurde ebenfalls eine Minderung der Expression wahrend
der Restitution beobachtet, wie auch fir Keratin 19 (Krt19). Die Expression von Occludin
(Ocln), Twist, Snai2, Vimentin (Vim), sowie Fibronectin (Fn1) blieb auf fast unverandertem
Niveau. EMT-Marker, die hochreguliert wurden, waren Acta2 und Acta1. N-Cadherin wurde
entweder nicht verandert oder zeigte einen geringen Anstieg. Die Transkriptmenge von
Col1a1 (Kollagen Typ1a1) anderte sich nur wenig und S100a4 (S700 calcium binding protein
A4) hatte eine Tendenz zum Anstieg. Auf Proteinebene konnte durch Silberfarbung ein
Unterschied in der Gesamt-Proteinverteilung von stationdren und migrierenden Zellen
beobachtet werden (Abb. 20).
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Abb. 20: RT-PCR-Analyse, Wester Blots und Silberfarbung. A:Expression EMT-relevanter Gene in stationaren (S) und in
migrierenden (M) IEC-18 Zellen 48 h nach Verwundung (E1, E2, E3: drei unabhangige Experimente): E-Cadherin (Cdh1), tight
junction protein 1 (Tjp-1), Occludin (Ocln), Twist, Snai2, Vimentin (Vim), Fibronectin-1 (Fn1), N-Cadherin (Cdh2), Keratin 19
(Krt19), Acta2 und Acta1 (smooth muscle Actin), Collagen (Col1a1) und S100a4 sowie Cxcl12 (stromal derived factor 1 [Sdf1]).
Die Analyse der B-Actintranskripte (Actb) diente als Kontrolle fiir die Integritdt der cDNA (Zyklenzahl: Actb, 23x; Cdh1
[MB435/436], 35x; Tjp-1, 27x; Ocln, 28x; Twist 32x; Snai2 32x; Vim, 30x; Fn1, 30x; Cdh2, 32x; Krt19, 35x; Cxcl12, 28x; Acta2,
25x; Acta1, 32x; Col1a1, 30x; S100a4; 30x. B: Western Blots unter reduzierenden Bedingungn fiir E-Cadherin und Cxcl12. C:
Silberfarbung von aus den stationaren und migrierenden IEC-18-Zellen extrahierten Proteinen unter reduzierenden (links) und
nicht reduzierenden Bedingungen (rechts).

Ein wichtiges Merkmal der EMT stellt die veranderte, fibroblastenartige Morphologie der
Zellen dar. In den durchgefihrten Wundheilungsexperimenten nahmen viele migrierende
Zellen eine langliche Erscheinungsform an, jedoch zeigten besonders die an der Front
migrierende Zellen ein eher gerundetes Aussehen mit einer breiten Front. Durch das
Abtragen des Zellrasens mit einer Rasierklinge flr die Erzeugung der Wundspalten
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entstehen im Migrationssubstrat Vertiefungen (Furchen, Unebenheiten). Diese ermdglichen
den Zellen eine starkere Anbindung an das Substrat und férdern somit die fibroblastoide
Migrationsweise. Die hier vorgestellten Ergebnisse bezuglich EMT-Markergene liefern keine
eindeutigen Ergebnisse bezulglich EMT; deuten mdglicherweise auf eine partielle EMT der
Pionierzellen (bzw. der ihnen angrenzenden Zellen) hin. Dies kann eine vollstdndige EMT
individueller Pionierzellen nicht ausschlie3en. Die Versuche, ausschlie3lich die Pionierzellen
zu isolieren, lieferten mit der angewandten Methode keine ausreichende Menge von RNA
(Uberschreitung des Zeitfaktors fiir das schonende Entnehmen einer ausreichenden Menge
von Zellen).

Charakteristisch fur die restituierenden IEC-18-Zellen war die Erhéhung der Transkriptmenge
fur transforming growth factor a (Tgfa), heparin-binding EGF-like growth factor (Hbegf),
Ornithindecarboxylase (Odc), Serpine1 (Pai1) sowie Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (Gapdh). AuRerdem hochreguliert wurden die Zellzyklus-Proteine wie die
Zykline A, D und E (Ccna2, -d1, -e1), FAT tumor suppressor homolog 1 (Drosophila) (Fat1)
und breast cancer 1 (Brca1). Die untersuchten Caspasen zeigten entweder keine signifikante
Veranderung (Casp3, andere Caspasen Daten nicht gezeigt), bzw. einen leichten Anstieg
(parallel mit B-Actin). Hochreguliert wurde auch vascular endothelial growth factor (Vegf) und
transforming growth factor 2 und -p3 (Tgfb2, Tgfb3), Tgf1 (Tgfb1) wurde dagegen
herunterreguliert (Abb. 21).

E1 E2 E3 E1 E2 E3

SMSMSM S MSMS3SM

Actb Actb
Tgfb1 Brca1
Tgfb2 Casp3
Tgfb3 Actb
Vegf Serpine1
Fat1 Tgfa
Ccha2 Hbegf
Cend1 Odc
Ccnel Gapdh

Abb. 21: RT-PCR-Analyse. Expression von Tgf1,-2,-3, Vedf, Fat1, der Zykline Ccna2,-d1, -e1, Apoptose-relevanten Genen
Brca1 und Casp3, Serpine1 (Pai1), Tgfa, Hbegf, Odc und Gapdh in stationaren (S) und in migrierenden (M) IEC-18 Zellen 48 h
nach Verwundung (E1, E2, E3: drei unabhangige Experimente). Die Analyse der B-Actintranskripte (Actb) diente als Kontrolle
fur die Integritédt der cDNA (Zyklenzahlen: Actb:23x, Tgfb1, 33x ; Tgfb2, 33x ; Tgfb3, 35x; Vedf, 30x ; Fat1, 35x; Ccna2, 35x;
Ccnd1, 30x; Ccne1, 30x; Brca1, 30x; Casp3, 32x; Serpine1, 27x;Tgfa, 30x; Hbegf, 30x; Odc, 27x; Gapdh, 22x).

Die Expression von Cxcl12 (Sdf1a) (Abb. 20A, siehe S. 61) und die seines Rezeptors Cxcr4
(Abb. 22A, siehe S. 63) sowie von epidermal growth factor (Egf), Egf-Rezeptor (Egfr),
Claudinen, tight junction protein 1,- 2- -3, junction adhesion molecule 2 (Jam2), Marvel
(Tricellulin), gap junction protein 1a (Gja1/Connexin43), Cingulin (Cng) und Afadin6 (Af6)
wurde in migrierenden Zellen ebenfalls erniedrigt. Jam1 (F11r) und Jam3 blieben meistens
unverandert. Die Transkripion der Catenine a- und B- unterlag Schwankungen (fur B-Catenin
zeigte sich analog Cdh1 eine leichte Herunterregulation, Daten nicht gezeigt,
Immunfluoreszenzfarbung Abb. A6 siehe Anhang), y-Catenin blieb unverandert. Eine
Verringerung der Transkription zeigten auch myosin light chain kinase 3 (Mylk3) und myosin
VI (Myo6) (Abb. 22A, siehe S. 63).

4.2.2 Charakterisierung von stationdaren und migrierenden IEC-18-und IEC-6-Zellen
nach EGF-Behandlung

Die 40-48-stiindige Behandlung der IEC-18-Zellen mit 1,5-2 uM TFF3-Dimer oder -Monomer

nach Verwundung bewirkte in den restituierenden Zellen keinen (signifikanten) motogenen

Effekt. Die Genexpressionsanalyse der untersuchten Gene (Daten nicht vorgestellt) zeigte

entweder keine Veranderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen oder unterlag grof3en

Schwankungen. Eindeutige motogene Wirkung zeigte die Behandlung der IEC-18-Zellen
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dagegen mit 5 nM EGF. Wahrend der 40-48-stiindigen Restitutionsphase in Gegenwart von
EGF resultierte diese in einer gesteigerten Restitution/Migration sowie einer signifikanter
Erhdéhung der Transkription von Claudin-1 und -18, Af6, Marvel (Tricellulin), Cxcr4, Egfr, Egf,
Mylk3 (Mick), Myo6, Cdh17 in den stationaren Zellen (Abb. 22A). Zu den Genen, die sowohl
in den stationaren als auch in migrierenden Zellen hochreguliert wurden gehéren Li-Cadherin
(Cdh17) und mit leichter Induktion N-Cadherin (Cdh2). Die Transkription von Tff3 und
Claudin-2 wurde dagegen erniedrigt.

Ahnliche Wirkung auf die Tff3-Expression hatte die EGF-Inkubation der IEC-6-Zellen. Die
Transkription von Tff2 wurde sowohl in den stationaren als auch in den migrierenden Zellen
induziert, wobei hier eine Minderung der Expression im Vergleich zu den stationaren Zellen
auf eine Dedifferenzierung hindeutete. Das Transkript von Cldn2 konnte in den IEC-6-Zellen
nicht detektiert werden, die Expression von Cldn1 stieg jedoch vergleichbar zu der in den
IEC-18-Zellen an. Als weitere Wirkung des EGF zeigte sich die Herunterregulation der
Transkription von Acta2 (Abb. 22B).

A 5 nM 5nM 5 nM
K K(v) EGF K K(v) EGF K K(v) EGF
S M S MS M S M S M S M
i Actb Actb Actb
Cldn2 Acta2 Cldn1
Cldn12 Gapdh Cldn2
Cldn15 Marvel
Cldn19 Cdh2
Cldn20 Cdh17 B 5nM
K K(v) EGF
Jam1 Af6
Jam2 Cxcréd Actb
Jam3 Egf Actaz
Tjp1 Egfr Cdh1
Tjp2 Tne Tif1
Tjp3 Mylk3 Tif2
3 Cng Myo& TI3
Gja1 T3 Cldn1
Nectin-1 Cldn11 Cldn2
Jup Cldn18 Mrps18a

Abb. 22: RT-PCR-Analyse. Expression relevanter Gene fir tight junction-Verbindungen (Occludin, Claudinen-, Jam-Proteine,
Marvel), adherdnte  Verbindungen (E-Cadherin, Li-Cadherin (Cdh17), Nectin-1), gap-junction-Verbindungen
(Gja1/Connexin43), Adapter und Gerustproteine (Tjp1,-2,-3/Zonula Occludens (ZO-Proteine), Cingulin (Cng), Afadin6 (Af6),
Jup sowie Cxcr4, Egdf, Egf-Rezeptor (Egfr), Tenascin C (Tnc), Mylk3 (Myosin light chain kinase (Mick), Myosin6é (Myo6), Tff1-3
in IEC-18-Zellen (A) und in IEC-6-Zellen (B) 48 h nach Verwundung und Inkubation mit 5 nM EGF. B-Actin (Actb) und
Mitochondriales Ribosomales Protein S18a (Mrps18a) dienten als Kontrollen fur die Integritat der cDNA. Zyklenzahl: Actb, 23x;
Cldn6; 35x; Cldn12, 28x; Cldn15, 35x; Cldn19, 35x; Cldn20, 35x; Jam1, 30x; Jam2, 35x; Jam3, 35x; Tjp1, 27x; Tjp2, 28x; Tjp3,
30x; Cng, 28; Gja, 30x; Nectin-1, 30x; Jup, 30x; Acta2, 23x; Gapdh, 22x; Marvel, 28x; Cdh2, 28x; Cdh17, 35x; Af6, 28x; Cxcr4,
35x; Egdf, 35x; Egfr, 35x; Tnc[MB729/MB730], 28x; Mylk3, 30x; Myo6, 28x; Tff1-3[MB43/MB44, MB45/MB46, MB47/MB48], 35x;
Cldn11, 35x; Cldn18, 35x; Cldn1, 35x; Cldn2, 35x; Cdh1, 28x; Tff1, 35x; Tff2, 35x; Mrps18a, 28x), S: stationare Zellen, M:
migrierende Zellen.

Als Folge der Lésung oder Verminderung von Zell-Zell-Kontakten wahrend der Migration tritt
Dedifferenzierung auf. So zeigten auch die in kleinen Dichten ausplattierten Zellen nach der
Losung der Zell-Zell-Kontakte, vergleichbar den migrierenden/restituierenden Zellen,
anfanglich eine voriibergehende Minderung oder ganzliche Ausschaltung der Transkription
der Differenzierungsmarker im Vergleich mit der ausdifferenzierten Population. Ahnlich den
migrierenden Zellen wurde hier die Transkription von Acta2 (aSma) zunachst hochreguliert.
Mit dem Erreichen der Konfluenz und der Ausbildung der Zell-Zell-Verbindungen jedoch
wurde sie vermindert, vice versa E-Cadherin (Abb. 23, siehe S. 64).
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Abb. 23: A: RT-PCR-Analyse. Expression von Differenzierung- und Stammzellen-assoziierter Marker sowie von Acta2
(aSma) und E-Cadherin (Cdh1) in IEC-18-Zellen wahrend der Langzeitkultivierung. Die IEC-18-Zellen wurden in einer
Zelldichte von 0,3 Mio per 100 mm-Zellkulturschalle ausplattiert (Tag 0) und nach einer Kultivierungsdauer von einem bis
neun Tagen (Tag 1, 2, 3, 5, 7, 9) untersucht. Die Analyse der B-Actintranskripte (Actb) diente als Kontrolle fiir die Integritat
der cDNA. Zyklenzahlen: Actb, 23x; Acta2, 21x; Cdh1, 35x; Anpep, 33x; Tff3, 35x; Lyz, 35x; Chgb[MB1904/MB1905], 35x;
Lgr5, 35x; Msi1, 35x; Kif4, 31x; Eno2, 30x; Bmp4, 31x). B und C: PAS-Alcianblaufarbung der IEC-18-Zellen am Tag 6 nach
der Ausplattierung in Glas Lab-Tek Chamber-Slides (1 well) in einer Zelldichte von 49500 Zellen (entspricht der Zelldichte
von A), in 100- bzw. 200-facher-VergroRerung. D und E: Immunfluoreszenz von Acta2 (Sekundarantikdrper: FIITC) mit DAPI-
Kernfarbung der IEC-18-Zellen in 400-facher-VergroRerung. Aufnahme am Tag 9 nach 48 h Restitutionsphase. Die Zellen
wurden auf Glas Lab-Tek Chamber-Slides (4 wells) in einer Zelldichte von 9500 Zellen ausplattiert (entspricht der Zelldichte
von A). Die Verwundung erfolgte am Tag 7 nach Ausplattierung.

4.2.3 BEAS-2B und A549-Zellen

Die aus einem normalen Bronchialepithel hergeleitete und mit SV40/Adenovirus 12 Hybrid
immortalisierte BEAS-2B-Zelllinie sowie die aus einem Lungenkarzinom stammende A549-
Zelllinie wurden Vergleichsanalysen unterzogen.

Die wenig differenzierten BEAS-2B-Zellen zeigten einheitliche Morphologie und Wachstum.
In Serum- oder AC2-freiem Medium wurde fast keine bzw. eine sehr langsame Migration
beobachtet. Die Restitution wurde daher mit 1-2% AC-2 bzw. 2% FCS durchgefuhrt.

Die wenigen positiven Differenzierungmarker wie TFF1 und SFTPC (pulmonary surfactant-
associated protein C) als auch SYTL1(synapltogamin-like1) wiesen auf eine
Dedifferenzierung der migrierenden Zellen hin. Die untersuchten Gene beziglich EMT (Abb.
24, siehe S. 65) deuteten auf eine partielle Transition hin. Wahrend die typischen EMT-
Marker-Gene in den migrierenden Zellen hochreguliert wurden, wie z.B. N-Cadherin (CDH2),
SNAI1 oder Fibronectin (FN1), zeigte die ACTA2- und ACTA1-Expression keinen Anstieg.
Die Transkription von TWIST unterlag in den einzelnen Experimenten Schwankungen, zeigte
aber eine Tendenz zur Abnahme. Die Transkription von E-Cadherin (CDH1) nahm in den
migrierenden Zellen ab, die von Occludin (OCLN) blieb aber unverandert. Vimentin (VIM)
zeigte in den migrierenden Zellen auf der RNA-Expressionsebene keine starken
Veranderungen, der Proteingehalt in den migrierenden Zellen wurde jedoch leicht
hochreguliert (Abb. 27B, siehe S. 66).

Die Transkription der Matrixmetalloproteinasen MMP1, MMP3 und MMP9 nahm in den
migrierenden Zellen zu, die von MMP2 blieb unverandert und von MMP28 nahm stark ab.
Die Transkription von Vitronectin (VTN) sank wahrend der Migration. Die Transkription von
Zyklinen CCNA2 und CCNE1 wurde in den migrierenden Zellen nicht verandert, die von
CCND1 wurde dagegen erhéht. SERPINE1 (PAI1) sowie HBEGF wurden wahrend der
Restitution ebenfalls verstarkt transkribiert (Abb, 24).
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E1 E2 E3
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Abb. 24: RT-PCR-Analyse von BEAS-2B-Zellen. Expression von Matrixmetalloproteasen (MMPs), tissue inhibitor ot
metalloproteinases (TIMPs), EMT-relevanten Genen (CDH1, CDH2, OCLN, VIM, SNAI1, SNAI2, TWIST; Zykline (CCNA2,
CCND1, CCNE1), Differenzierungsmarkern (TFF1, pulmonary surfactant-associated protein C [SFTPC]) sowie von SERPINE1
(PAI1), synaptotagmin-like 1 (SYTL1), Vitronectin (VTN), ACTA1 und HBEGEF in stationaren (S) und in migrierenden (M) Zellen
72 h nach Verwundung (mit Mediumwechsel nach 48 h; E1, E2, E3: drei unabhangige Experimente). Die Analyse der
Transkripte von [B-Actin (ATCB) und Ribosomalen Protein 26S (RPS26) dienten als Kontrolle der Integritdt der cDNA
(Zyklenzahlen: ACTB, 30x; RPS26, 30x; MMP1[MB334/MB335], 33x; MMP2, 35x; MMP3[MB1391/MB1392], 35x; MMP9, 35x;
MMP28, 33x TIMP1, 33x; TIMP2, 33x; TIMP3, 33x; VTN, 33x; SYTL1, 35x; SERPINE1 (PAI1), 30x; CDH2, 30x; CDH1, 35x;
OCLN, 31x; VIM, 30x; SNAI1, 31x; SNAI2, 31x; TFF1, 35; SFTPC, 35x; TWIST, 32x; CCNA2, 30x; CCND1, 30x; CCNE1, 30x,
HBEGF; 28x).

ACTB
OCLN
VIM
SNAI1
SNAI2
TFF1
SFTPC
ACTAI1
TWIST
CCNAZ
CCNDA1
CCNE1
HBEGF
RPS26

In den migrierenden BEAS-2B-Zellen zeigte sich auf’erdem eine Verstarkung der
Transkription von Tenascin C (TNC), GATA3 und DKK1 (Abb. 27A).

Eine EGF-Behandlung zeigte, im Gegensatz zu einer Stimulation mit TFF3, deutliche Effekte
auf die Migrationsstrecke (Abb. 10, siehe S. 53) sowie auf das Erscheinungsbild der
restituierenden Zellen (vermehrte Anzahl an individuell migrierenden oder hintereinander
migrierenden Zellen, Abb. A4, siehe Anhang). Nur flr die Expression von MMP1 konnte eine
signifikante Wirkung von EGF festgestellt werden (Abb. 27B, siehe S. 66). Western
Blotanalysen von BEAS-2B-Zellen bezlglich MMP1 ergaben keine eindeutigen Ergebnisse
(Daten nicht gezeigt, Immunfluoreszenzfarbung siehe Abb. A5 im Anhang).

Bei den verletzten A549-Zellen verlief die Restitution ohne Serumzusatz sehr langsam. Auch
hier wurde fur die Migration 2% FCS zugegeben. Fur die A549-Zellen konnte ebenfalls keine
motogene Wirkung von TFF3-Dimer oder Monomer beobachtet werden, EGF-Behandlung
rief dagegen auch hier deutliche motogene Effekte hervor (Abb. 25, Abb. A4, siehe Anhang).

Migrationsstrecke der A549-Zellen
48 h nach Verwundung

2 25
<
57
% 15
5 4 T Abb. 25: Migration von A549 Zellen. Migrationstrecke der
B Pionierzellen nach Verwundung und 48-stiindiger Inkubation
2 o5 mit 5 nM EGF im Vergleich zur unbehandelten Kontrollzellen.
0 Diagramm eines reprasentativen 3-fach-Experimentes: dabei
Kontrolle 5nMEGF wurde die Migrationsstrecke von 15 Pionierzellen pro Bild in

regelmaRigen Abstanden vermessen.
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Abb. 26: RT-PCR-Analyse von A549-Zellen. Expression. von Differenzierungsmarkern (LYZ, TFF1, TFF3, FCGBP [IgG Fc
binding protein], MUC5B), Matrixmetalloproteasen (MMPs), EMT-relevanten Genen (OCLN, VIM, SNAI1, SNAI2, CDH1, CDH2
und SERPINE1 (PAI1) sowie SYTL1, CXCR4, Vitronectin (VTN) und CCND1 in stationdren (S) und in migrierenden (M) A549-
Zellen 72 h nach Verwundung (mit Mediumwechsel nach 48 h; E1, E2, E3: drei unabhangige Experimente). Transkripte von B-
Actin (ATCB) und Ribosomalen Protein 26S (RPS26) dienten als Kontrolle der Integritat der cDNA (Zyklenzahlen: ACTB, 30x;
RPS26, 30x; LYZ, 35x; TFF1, 35x; TFF3, 35x; FCGBP, 35x; MUC5B, 35x; MMP1[MB334/MB335], 33x; MMP2, 35x;
MMP3[MB1918/MB1919], 35x; MMP9, 35x; MMP28, 33x; OCLN, 31x; VIM, 30x; SNAI1, 31x; SNAI2, 31x; SERPINE1 (PAI1),
30x; CDH1, 35x; CDH2, 30x; SYTL1, 35x; CXCR4, 35x; , VTN, 33x; CCND1, 30x).

A BEAS-2B A549

E1 E2 E3
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RPSZz6
GATA3
DKK1
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5 nM EGF 5 nM EGF
K1 K2 K3 1 2 3 K1 K2 K3 1 2 3

SMSMSMSEM SMSM SMS5SMS5MSMSEMSM
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S M S M
‘ w el FN1 230 kDa
S Ratl |
8 s BB oy CDH1 129 kDa
- — s VM 57 kDa

e .- == = ACTA/B/G 42kDa

Abb. 27 A: RT-PCR-Analyse von BEAS-2B- (Spalte links) und A549-Zellen (Spalte rechts). Expression von GATA3, DKK1,
FN1, ACTA2 und Tenascin C (TNC) in stationaren (S) und in migrierenden (M) BEAS-2B- bzw. A549-Zellen 72 h nach
Verwundung und von MMP1-Transkription nach Behandlung mit 5 nM EGF (Mediumwechsel nach 48 h; E1, E2, E3, drei
unabhéangige Experimente bzw. Kontrollen [K] und 3 Experimente unter EGF-Behandlung). Die Expression von Ribosomalem
Protein S26 (RPS26) diente als Kontrolle fur die Integritdt der cDNA (Zyklenzahlen: GATAS3: 33x; DKK1[1642/MB1643], 33Xx;
FN1, 28x; ACTA2, 30x; TNC[MB1652/MB1653], 33x; MMP1[MB334/MB335], 33x). B: Western Blot unter reduzierenden

Bedingungen fur FN1, CDH1, VIM und ACTIN in unbehandelten (Kontrollzellen) und mit 5 nM EGF behandelten BEAS-2B-
Zellen.
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Auch in dieser Zelllinie zeigte sich die Dedifferenzierung wahrend der Migration
(Herunterregulation der Expression von LYZ, TFF1, TFF3, MUC5B und SYTL1, Abb. 26). Die
EMT-Marker wie SNAI1 und SNAI2 wurden in den migrierenden Zellen hochreguliert; andere
Marker (VIM und N-Cadherin) zeigten hingegen keine fur EMT typische Hochregulation bzw.
keine Abnahme (OCLN). Die Expression von E-Cadherin nahm hingegen wahrend der
Migration ab. Die konstitutive Expression der Matrixmetalloproteasen MMP1, MMP2 und
MMP9 wurde wahrend der Migration nicht verandert. MMP28 wurde stark herunterreguliert
im Gegensatz zu MMP3-Transkription, die induziert wurde. Wahrend der Migration blieb die
Transkription der Zykline (CCNA2, CCNE1, Daten nicht gezeigt), sowie die von VTN und
CXCR4 unverandert. Die Transkription von SERPINE1 (PAI1) wurde auch in dieser Zelllinie
erhéht (Abb. 26).

Aulerdem zeigten sich Unterschiede zu BEAS-2B-Zelllinie u.a. in der Transkription von
GATA3 (wurde in den migrierenden Zellen nicht stark verandert), DKK1, FN1 oder TNC
(wurde wahrend der Migration eher vermindert) oder des EMT-Markers ACTA2, der stark
hochreguliert wurde im Vergleich mit den BEAS-2B-Zellen (Abb. 27A). MMP1 wurde nach
EGF-Stimulation der BEAS-2B-Zellen verstarkt in den migrierenden Zellen, in der A549-
Zelllinie jedoch verstarkt in den stationdren Zellen transkribiert (Abb. 27A).

4.2.4 AGS-Zellen

Die aus einem Magenadenokarzinom stammenden AGS-Zellen zeigten nach der
Verwundung in serumfreiem Medium fast keine bzw. nur sehr langsame Migration. Auch hier
wurde deshalb 2% FSC dem Medium wahrend der Restitution zugegeben. Bevor die AGS-
Zellen die Konfluenz erreichten, l6sten sich viele der Uberwachsenden Zellen vom Zellrasen
ab. Dies erschwerte die Analyse, weil es nicht mdglich war mit Sicherheit zwischen weit
migrierten und bereits vorher vom Zellrasen abgeldsten Zellen zu unterscheiden.

AGS-Zellen zeigten wahrend der Migration die Merkmale der Dedifferenzierung. Dazu
gehdrte u.a. die Verringerung der Transkription von Pepsinogen A (PGA3 und PGA5) sowie
Pepsinogen C (PGC), Lipase F (LIPF) oder TFF-Peptiden. Die EMT-Marker wie ACTAZ2, VIM
oder OCLN sowie SERPINE1 veranderten sich in den migrierenden Zellen nicht signifikant.
Die Transkription anderer, wahrend der EMT typischerweise hochregulierten Gene, wie z.B.
N-Cadherin- (CDH2), SNAI1, SNAI2, TWIST oder MMP9, war nicht nachweisbar (Daten nicht
gezeigt). Die konstitutiv exprimierte MMP1 unterlag keiner Veranderung wahrend der
Migration; wohingegen MMP2 schwach induziert wurde. Ebenfalls zeigte DKK1 in
migrierenden Zellen keine signifikante Veranderung (Abb. 28).

E1 EZ2 E3 E1 E2 E3 E1 E2 E3
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ACTA1
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PGC DKK1

PGA3 MMP1
PGAS MMP2

LIPF CDH1
TFF3 ACTB

Abb. 28: RT-PCR-Analyse von AGS-Zellen. Expression von SERPINE1 (PAI1), EMT-relevanten Genen (OCLN, ACTAZ2,
ACTA2, FN1, VIM, CDH1), Differenzierungsmarkern (Pepsinogen C [PGC], Pepsinogen A [PGA3, PGAS5], Lipase F [LIPF],
TFF1, TFF3), sowie DKK1 und Matrixmetalloproteinasen MMP1 und MMP2 in AGS-Zellen 48 h nach Verwundung (E1, E2, E3,
drei unabhangige Experimente). Die Analyse der Expression von B-Actin (ATCB) diente als Kontrolle fiir die Integritat der
cDNA (Zyklenzahlen: ACTB, 30x; SERPINE1, 31x; OCLN, 31x; ACTA2, 31x; ACTA1, 31x; FN1, 31x; VIM, 31x;
PGC[MB1795/MB1796], 35x; PGA3, 35x; PGA5, 35x; LIPF, 35x; TFF3, 35x; DKK1[MB1642/MB1643], 35x;
MMP1[MB334/MB335], 35x; MMP2, 35x; CDH1, 35x).
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4.2.5 Primére Zellkulturen

Aus Biopsieproben vom Corpus und Antrum des humanen Magens (jeweils aus dem Bereich
der grof3en und kleinen Kurvatur) konnten primare Zellkulturen angelegt werden, welche den
epithelialen Phanotyp aufwiesen. Sie zeigten eine Transkription sowohl von E-Cadherin
(CDH1) und TFF-Peptiden als auch von Magen-relevanten Genen wie MUC5AC,
Pepsinogen oder speziell Gastrin in antralen Zellen (Abb. 29). Im Gegensatz zu den Zellen
des Corpus, die nur eine sehr maRige bis keine Proliferation zeigten, wiesen dagegen die
Zellen des Antrums jeweils ein relativ kontinuierliches wenn auch langsames Wachstum auf
und konnten bis zu zweimal im Laufe von vier Wochen passagiert werden. Es war jedoch
nicht maoglich, aus den einzelnen endoskopisch enthommenen Biospieproben Zellen in
einem fur Verwundungsexperimente ausreichendem Male zu gewinnen, da die
Anfangszellmengen sehr gering waren bzw. es nur wenige nichtpathologische Proben gab.

A B

1 2 3 4 1 2 3 4
ACTB
CDHA1
MUCS5AC
PGC
GAST
TFF1
TFF2
TFF3

Abb. 29: RT-PCR-Analyse. Primare Zellkulturen aus humanen
Biopsieproben aus der grof3en Kurvatur des Antrum (1) und des Copus (3),
sowie aus der kleinen Kurvatur des Antrums (2) und des Corpus (4) nach
einer Woche Kultivierung (A, Passage 1) bzw. nach 4-Wochen (B, Passage
2): Die Expression von B-Actin (ACTB) diente als Kontrolle der Integritat der
cDNA.  Zyklenzahlen: ACTB, 38x; CDH1, MUCS5AC, PGA,
PGC[MB366/MB367], GAST, TFF1, TFF2, TFF3, 40x.

Eine ausreichende Menge lieferte dagegen die Anzucht der primaren Zellkulturen aus Magen
von Mausen. Hier wurden pro Maus jeweils Kulturen von Corpus und Antrum angelegt,
wobei die Zellen des Antrums eine sehr gute Proliferation zeigten, im Gegensatz zu denen
des Corpus, bei denen ein nur geringeres Wachstum stattgefunden hatte und die
Proliferation nach wenigen Tagen eingestellt wurde. Diese Beobachtung deckt sich mit den
humanen Corpuszellen aus den Biopsieproben. Fiur die Verwundungsexperimente konnten
hier nur die antralen Zellen in ausreichender Menge vermehrt werden. Die Zellen zeigten
auch nach mehrmonatiger Kultivierung und mehreren Passagen die Genexpression von
Magenepithel-relevanten Genen.

Wahrend der Restitution der Primarzellkulturzellen des murinen Antrums dedifferenzierten
die migrierenden Zellen. Dies wurde durch eine deutliche Abnahme der Transkription von
Gastrin (Gast), Tff1, Tff2, Tff3, Cathepsin E (CtsE) und von Lyz1 sichtbar. Auch
Pdx1(pancreatic and duodenal homeobox 1) nahm stark in den migrierenden Zellen ab.
Hinweise auf eine EMT lieferten die verringerte Expression von E-Cadherin (Cdh1) und
Occludin (Ocln) sowie die gleichzeitige Zunahme von Actal und Acta2. N-Cadherin-
Transkripte wie auch die von Vimentin (Vim), Tjp1(Zo-1), Snai1 und Snai2 zeigten keine
deutlichen Unterschiede zwischen den stationaren und migrierenden Zellen. Jam1/Jam2
wurde dagegen wahrend der Migration stark reduziert. Die Transkripte der Zykline Ccnd1
und Ccne1 wurden in migrierenden Zellen erhoht, fir Ccna2 ergaben sich keine eindeutigen
Veranderungen. Die Transkription der Matrixmetalloproteinasen Mmp3 oder 13 veranderte
sich in den migrierenden Zellen nicht, wohl aber die Transkription von Mmp2. Serpine1
wurde in migrierenden Zellen hochreguliert (Abb. 30).

Die Behandlung der verwundeten Zellen mit 5 nM EGF (48 h) bewirkte eine merkliche
Zunahme der restituierten Flache und hatte vor allem auf die Matrixmetalloproteinasen
Mmp1a und Mmp-9 eine induzierende Wirkung, wobei in den migrierenden Zellen eine leicht
erhdhte Transkription festgestellt wurde (Abb. 30).
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5nM 2 uM 5nM  2uM 5nM  2uM

K EGF TFF3 K EGF TFF3 K EGF TFF3

S MSEMSESM S M S M S M S MSMSM
Actb Rps26 Mmp1
Cdh1 vim Mmp2
Cdh2 Ocln Mmp3
Gast Jam1 Mmp9
Lyz Jam2 Mmp13
T Tjp1 Ccna2
Tif2 Actal Cend1
T3 Acta? Ccnet
Pdx1 Snai2
The Snail
Cxcl12 CtsE
Serpine1

Abb. 30: RT-PCR-Analyse von Primarzellkulturen. Expression von Differenzierungsmarkern (Gast, Lyz1, Tff1, Tff2, Tff3,
Pdx1), EMT-relevanten Genen (Vim, Ocln, Tjp-1, Acta2, Snai1, Snai2) sowie Jam1, Jam-2, Acta1, CtsE, Mmps und Zyklinen
(Ccna2, -d1, e1) in stationaren (S) und in migrierenden (M) primaren Zellkulturen des murinen Antrums 48 h nach Verwundung
und Behandlung mit 5 nM EGF oder 2 yM TFF3-Dimer (Mediumwechsel nach 24 h). Die Expression von B-Actin (Actb) und
Ribosomalem Protein S26 (Rps26) diente als Kontrolle fir die Integritat der cDNA (Zyklenzahlen: Actb, 25x; Rps26, 30x; Cdh1,
35x; Gast, 35x; Lyz, 35x; Tff1, 35x; Tff2, 35x; Tff3[MB1847/MB1848], 35x; Pdx1, 35x; Tnc, 32x; Cxcl12, 33x; Serpine1 35Xx;
Vim, 30x; Ocln, 35x; Jam, 33x; Jam2, 33x; Tjp-1, 33x; Actal 33x; Acta2, 33x; Snai1, 33x; Snai2, 33x; Mmp1, 35x; Mmp2, 35x;
Mmp3, 33x; Mmp9, 35x; Mmp13, 33x; Ccna2, 35x; Ccnd1, 31x; Ccne1, 31x).

Die Behandlung der Zellen mit 2 yM TFF3-Dimer wahrend der Restitution zeigte keine
motogene Wirkung und die Muster der wandernden Zellen wurden im Vergleich mit
unbehandelten Kontrollzellen nicht verandert. Alle migrierenden Zellen der primaren
Zellkulturen zeigten eine langliche (fibroblastoide) Form (Abb. A4, siehe Anhang).

4.3 Expression der TFF-Peptide in IEC-18- bzw. BV2-Zellen nach LPS-Stimulation

Die Stimulation der Zellkulturen mit Lipopolysacharid diente hier als in vitro-Modell einer
bakteriellen Infektion (Cario et al., 2000; Waterhouse et al., 2001; Liu et al., 2003; Lu et al.,
2003). Dabei sollte die Wirkung auf die Expression der TFF-Gene untersucht werden.

Die schwache Expression von Tff3 in den untransformierten, epithelialen IEC-18-Zellen
wurde durch eine 24-stiindige Inkubation mit 100-500 ng/mL LPS nicht signifikant verandert;
die Expression von Tff1 und Tff2 war dagegen nicht nachweisbar. Auf Proteinebene waren
die TFF-Peptide mit Hilfe von Western Blotanalysen nicht detektierbar.

Bei den Uber 24 h mit 100 ng/mL LPS behandelten murinen Mikrogliazellen der BV-2-Zelllinie
wurde dagegen die RNA-Expression von Tff1 und Tff2 sowohl in serumhaltigem als auch in
serumfreiem Medium erhoht (Abb. 31). Eine Tff3-Expression konnte jedoch nicht detektiert
werden. Auf Proteinebene konnten die TFF-Peptide mit Hilfe von Western Blotanalysen nicht
nachgewiesen werden.

+LPS +LPS +LPS

Actb Actb Actb

Il-6 II-6 Tff1

I-1p I-1p TH2  Apb. 31: RT-PCR-Analyse. Expression von Interleukin 6
(1I-6) bzw II-1R sowie Tff1, Tff2 und Tff3 in BV-2-Zellen

T Tff1 Tff3 nach 24-stiindiger Inkubation ohne und mit 100 ng/mL
LPS in 10% FCS-haltigem Medium (jeweils 3

T2 T2 -5 unabhéngige Experimente A-C). Die Analyse der B-
Actintranskripte (Actb) diente als Kontrolle fiir die Integritat

TH3 TH3 der cDNA. Zyklenzahlen: Actb, 30x; II-6, 35x, II-1R, 35x;

Tff1, 35x; Tff2, 35x; Tff3[MD3/MD41, 35x.
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5 Diskussion

5.1 Praparativer Scratch Assay: methodische Aspekte

Die Migration der epithelialen Zellen stellt die Hauptkomponente der mukosalen Restitution
dar, die ebenfalls in der friihen Phase der mukosalen Reparatur stattfindet. Unter Umstanden
kénnen die epithelialen Zellen wahrend der Wanderung zur verwundeten Region die
epithelial-mesenchymale Transition erfahren (Hay, 1995; Savanger et al., 2005; Moreno-
Bueno et al., 2008). Generelle Vergleiche der Genexpression zwischen migrierenden und
stationaren Zellen sind zum genauen Verstandnis der ablaufenden Prozesse von immenser
Bedeutung. Nur sehr wenige Publikationen Uber systematische Untersuchungen zur
Expressionsanderung einzelner Gene in migrierenden Zellen sind bisher erschienen (Gross
et al., 2008; Babbin et al., 2007).

Zur Untersuchung der Wundheilung bzw. Migration in vitro wurden viele Methoden wie z.B.
Scratch Assays etabliert. Zusatzlich kann mittels Zeitraffer-Videomikroskopie der zeitliche
Verlauf unter normalen Zellkulturbedingungen dokumentiert werden. Fur die Genanalysen
der restituierenden/migrierenden Zellen sind diese Methoden jedoch Uberwiegend
ungeeignet.

In dieser Arbeit wurde ein praparativer Scratch Assay angewandt. Dieser ermdéglichte eine
getrennte Sammlung von restituierenden/migrierenden Zellen und stationaren (nicht an der
artifiziellen Restitution beteiligten) Zellen. Die aus diesen Zellen extrahierte RNA erlaubte
eine systematische Untersuchung der Expressionsprofile bezlglich Differenzierung, EMT
und Proliferation. Die Integritat der cDNA wurde mit Hilfe der Transkripte von -Actin, RPS26
(ribosomal protein S26) oder MRPS18a (mitochondrial ribosomal protein S18A) Gberpruft; die
Actin-Promotor-Sequenz diente zum Nachweis genomischer DNA. Da die absoluten
Mengenverhaltnisse der RNA-Transkripte der migrierenden zu stationaren Zellen nicht
bekannt sind, lassen die auf R-Actin normierten Ergebnisse nur relative Aussagen uber die
Anderung der Transkriptmenge zu. Gleiches gilt fiir Veranderungen der Proteinverteilung. Mit
Hilfe von Western Blots lassen sich im Gegensatz zu Immunfluoreszenzfarbungen auch
schwachere Unterschiede in der Proteinverteilung in den stationdren und migrierenden
Zellen detektieren. Mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbungen kann dagegen meist nur eine
starke bzw. eine de novo Induktion oder ein totaler Verlust der Expression sicher
nachgewiesen werden. Die mit dieser Methode erhaltenen Genexpressionsmuster kénnen
somit als Grundlage fur weiterfuhrende Untersuchungen der Restitution in vitro dienen (z.B.
unter dem Einfluss von TFF-Peptiden).

5.2 Vergleich der Genexpression von stationdren und migrierenden IEC-18-Zellen

5.2.1 Differenzierungsprozesse

Eines der am besten untersuchten in vitro Modelle fir die mukosale-intestinale Wundheilung
nach Verwundung durch Deepithelialisierung (Scratch-Assay) sind migrierende IEC-6- und
IEC-18-Zellen (McCormack et al., 1992). Bezeichnend fiir diese Systeme ist die kollektive
Migrationsweise (Friedl, 2004). Dabei sind diese Zellen in unterschiedlichem MalRe auf die
Proteinsynthese angewiesen (McCormack et al.,, 1992). IEC-6- und IEC-18-Zellen
reprasentieren epithelioide, nicht-transformierte Zelllinien aus den Krypten des Dinndarms
von adulten bzw. neugeborenen Ratten (Quaroni et al., 1979; 1981). Sie weisen Merkmale
von undifferenzierten Kryptenzellen auf und werden als Vorlauferzellen aufgefasst. Sie
bewahren aber das Potential in diverse Zelllinien zu differenzieren, darunter Enterozyten,
Becherzellen, endokrine und Paneth-Zellen (Soubeyran et al., 1999, Gordon et al., 2005).
Bislang wurden zahlreiche Peptide auf ihre motogene Wirkung in diesen Zelllinien untersucht
(Dignass and Podolsky, 1993; Dignas et al., 1994a; 1994b; 1994c). Es gibt nur wenige
umfassende Berichte Gber die Unterschiede in der Genexpression von stationaren (die weit
entfernt von Lasion sind) und migrierenden (restituierenden) Zellen (Babbin et al., 2007;
Gross et al., 2008). Mit Hilfe des modifizierten Scratch-Assays konnte im Rahmen der hier
vorgestellten Arbeiten in den IEC-18-Zellen 48 h nach Verwundung eine systematische
Genexpressionsanalyse der voneinander getrennten stationaren und migrierten Zellen
durchgeflihrt werden.
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Es wurde berichtet, dass die an das Verwundungsgebiet grenzenden Zellen durch
Dedifferenzierung und nachfolgende Migration an der Reepithelialisierung in vivo teilnehmen
(Erjefalt et al., 1995). Der Begriff Dedifferenzierung ist jedoch vage und hat eine Vielzahl
alternativer Bedeutungen, die ursprunglich aus der Forschung an der Regeneration von
Pflanzen und Amphibien stammen. Darunter wird z.B. der Verlust von eindeutigen
Eigenschaften differenzierter Zellen, der Wiedereintritt von sich nicht mehr teilenden Zellen in
den Zellzyklus und somit der Erwerb der Fahigkeit zur Proliferation oder Umkehrung zu
friheren Differenzierungszustanden verstanden (Grafi, 2004). Es wird diskutiert, ob die
Dedifferenzierung wahrend der Regeneration nicht besser als Transdifferenzierung, d.h. als
ein Wechsel von einem differenzierten Typ zu einem anderen, zu bezeichnen ware
(Sugimoto et al., 2011). Dies geschieht durch eine Umprogrammierung mittels eines
Schaltsystems aus wenigen Faktoren, z.B. infolge einer Verwundung und ohne Rickkehr
zum Zustand der Vorlauferzelle (Sugimoto et al., 2011).

Der Differenzierungszustand wird ebenfalls durch das Vorhandensein oder das Fehlen von
extrazellularer Matrix beeinflusst. So zeigen Zellen auf PlastikzellkulturgefalRen oft einen
weniger oder vollig undifferenzierten Zustand im Vergleich zu Zellen, die auf einer
Matrixbeschichtung aufwachsen (Sanderson et al., 1996). Die unvermeidliche Teil-Abtragung
der (auch von Zellen selbst sezernierten) Matrix wahrend der Deepithelialisierung kdnnte
ebenfalls flr den Verlust der Differenzierungsmarker wahrend der Migration von Bedeutung
sein, zusatzlich zu bzw. daraus folgender EMT. Eine Abtragung der Zellschicht mit einer
Rasierklinge hinterlasst auf dem Plastikuntergrund jedoch meistens eine dreidimensionale
Vertiefung, die den Zellen wiederum die Anhaftung ermdglicht und flr die Migrationsart von
Relevanz ist (Friedl and Wolf, 2009).

Die verwundeteten IEC-18-Zellen wiesen nach einer Restitutionsphase von 40 bis 48 h (in
serumreduziertem bzw. -freiem aber auch -haltigem Medium) einen Status der Trans- bzw.
Dedifferenzierung auf. Vergleichbare Ergebnisse der Dedifferenzierung wurden auch erzielt,
wenn die Zellen mit Mitomycin vorbehandelt wurden, um so die Zellproliferation zu hemmen
(Daten nicht gezeigt). Die erneute Expression der Differenzierungsgene wurde nach
langzeitkultiviertem  ,Wundschluss® beobachtet und verlief  ahnlich wie in
Differenzierungsexperimenten.

Die Expression von Lysozym (LYZ) in stationdren Zellen lieferte einen Hinweis darauf, dass
die IEC-18-Zellen einige Eigenschaften von Paneth-Zellen angenommen haben und die
migrierenden Zellen diese Charakteristika verlieren (Abb. 16). Andere Panethzellmarker wie
DEFA (defensin, alpha 5, Paneth cell-specific), DEFCR4 (defensin-related cryptdin peptide-
4) oder PLA2G2A (phospholipase A2, group I1A) konnten nicht nachgewiesen werden (Daten
nicht gezeigt). Der fir die Differenzierung zur Paneth-Zellen im Darm erforderliche
Transkriptionsfaktor SOX9 (Bastide et al., 2007) konnte ebenfalls nicht detektiert werden
(Daten nicht gezeigt).

Darlber hinaus zeigten die IEC-18-Zellen durch die Expression von Transkripten flr
Aminopeptidase N auch Anzeichen fir die Differenzierung zu Enterozyten. Diese war in den
wandernden Zellen vermindert (Abb. 16). Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir intestinale
Caco-2-Zellen beschrieben, welche die Expression von Sucrase-lsomaltase (Sl, als Marker
fur Enterozyten) in den migrierenden Zellen einstellen (Gross et al. 2008). Weitere
Enterozytenmarker, wie Sucrase Isomaltase (Sl), FABP (fatty acid binding protein 2,
intestinal), Villin1 (VIL1) oder AKP3 (alkaline phosphatase 3, intestine, not Mn requiring)
konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Hinweise auf eine weitere Differenzierungslinie in den IEC-18-Zellen lieferte die Transkription
von Becherzellmarkern wie TFF3, Muzin MUC2 sowie der Transkriptionsfaktor CDX-2 (Daten
nicht gezeigt), welcher die Expression von MUC2 reguliert (Yamamoto et al., 2003). Die
Expression dieser Gene war allerdings nur sehr schwach ausgepragt. Ihr unregelmafiger
Nachweis erlaubte keine Vergleiche von stationaren und migrierenden Zellen bezuglich
dieser Gene. Nur fir die schwache Expression von TFF3 ergab sich wahrend der Restitution
eine reproduzierbare Abnahme (Abb. 16).
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SchlieBlich transkribierten die IEC-18-Zellen auch Marker fur enteroendokrine Zellen. Dazu
zahlen Chromogranin A (CHGA, nur schwache Transkription, Daten nicht gezeigt) und B
(CHGB), die auler in neuroendokrinen Zellen auch in neuronalen Zellen vorkommen. Ferner
konnte auch eine schwache Transkription von Neuropeptid Y (NPY) nachgewiesen werden.
Fir CHGB und NPY konnte zumeist eine Hochregulation wahrend der Migration/Restitution
festgestellt werden (Abb. 16). Die Synthese der Neuropeptide und Chromogranine wurde
aulBer in den enteroendokrinen auch in einigen anderen Zelltypen gefunden, einschlief3lich
Immunzellen (Day and Salzet, 2002). Dieses Phanomen ist ein Beispiel flr eine
Uberkreuzung der phanotypischen Differenzierungen (durch Aktivierung gleicher nuklearer
Faktoren), die in spezielle Funktionen, z.B. die Kommunikation zwischen neuroendokrinen
Zellen und Immunzellen mittels gemeinsamer Signalmolekile involviert ist (Day and Salzet,
2002).

Die RNA-Expression der neuronspezifischen Enolase (ENO2, gamma, neural), die primar in
Neuronen und neuroendokrinen Zellen vorkommt und als Marker fir intrinsische intestinale
Innervierung fungiert, zeigte beinahe keine Veranderung in migrierenden Zellen. Dagegen
wurden sowohl der Noradrenalin- (SLC6A2) als auch Serotonintransporter (SLC6A4)
herunterreguliert (Abb. 17). SLC6A4 wird sowohl von Enterozyten als auch von serotonergen
Neuronen im zentralen und peripheren Nervensystem exprimiert. Er dient der
Serotoninaufnahme bzw. -wiederaufnahme, die eine entscheidende Rolle fir die Modulation
der Darmmoatilitat und den Transport von Flussigkeiten und Elektrolyten spielt. In der Ratte
wurde die héchste Immunoreaktivitat von SLC6A4 im Epithelium der basolateralen Region
der Krypte beobachtet (Gill et al., 2007).

Nestin (NEST), das wahrend der embryonalen Entwickung in migrierenden und
proliferierenden Zellen exprimiert wird, findet sich im adulten Gewebe hauptsachlich in auf
Regeneration spezialisierten Bereichen. In Vorlauferzellen, die das Potenzial entwickeln, in
neuroektodermale, entodermale und mesodermale Linien zu differenzieren, wird es verstarkt
exprimiert (Wiese et al., 2004). In IEC-18-Zellen wurde die Nestin-Transkription wahrend der
Migration/Restitution erhéht und bestatigt (als ein charakteristischer Marker flr multi-lineage
Vorlauferzellen) das starke, regenerative Potential der IEC-18-Zellen (Abb. 17).

Das wachstumsfaktorahnliche glukagon like peptide-2 (GLP-2) wird von intestinalen
endokrinen Zellen (und Neuronen im Zentralnervensystem) in Reaktion auf die luminale
Freisetzung von Fett und Kohlenhydraten sezerniert. Bjerkes and Cheng identifzierten 2001
die enterischen Neurone als Zellen, die den GLP-2 Rezeptor (GLP2R) exprimieren.
Zusatzlich konnten Drozdowki and Thompson (2009) und Guan et al. (2006) im Jejunum
(Ursprung der IEC-6-Zelllinie) eine hohe Expression von GLP2R auch auf enteroendokrinen
Zellen nachweisen. Die Aktivierung des GLP2R fordert indirekt das epitheliale Wachstum
durch Aktivierung der Proliferation und anti-apoptotischer Signalwege. Die erhdhte
Expression von GLP2R in migrierenden IEC-18-Zellen (Abb. 17) kénnte darauf hindeuten,
dass im Unterschied zu anderen Differenzierungslinien der neuroendokrine Charakter
wéahrend der Migration beibehalten wird. Uber dieses Charakteristikum der IEC-18-Zellinie
wurde bereits von Gordon et al. (2005) berichtet.

Die stationaren IEC-18-Zellen transkribieren sowohl BMI1 (polycomb ring finger oncogene),
ein postulierter intestinaler Stammzellmarker (Sangiorgi et al., 2000), als auch LGR5
(leucine-rich-repeat-containing G-protein-coupled receptor 5), dies jedoch nur schwach und
nach Langzeitkultivierung. LGR5 wird ausschliefdlich von Zellen der Kryptenbasis in diversen
Gewebetypen exprimiert und wurde ebenfalls als Stammzellmarker (Barker et al., 2007)
identifiziert. Auffallend fur LGRS ist, dass es mit Paneth-Zellen (in Mausen in vitro und in
vivo) assoziiert ist (Sato et al., 2011).

In vivo markieren BMI1 und LGR5 zwei funktionell unterschiedliche intestinale
Stammzellenpopulationen. LGR5 kennzeichnet die mitotisch aktiven Stammzellen, die eine
ausgepragte Empfindlichkeit gegentiber der kanonischen WNT-Modulation aufweisen und in
hohem Malle zur stetigen homoostatischen Regeneration beitragen (Sei et al, 2011). Im
Gegensatz dazu markiert BMI1 die ruhenden intestinalen Stammzellen (oberhalb der
LGR5+-Zellpopulation, Potten et al., 1997), die unempfindlicher gegen Stérungen des WNT-
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Weges sind, allerdings einen schwacheren Beitrag zur homdostatischen Regeneration
leisten. Im Gegensatz zu den LGR5+-Zellen zeichnen sich die BMI1-exprimierenden Zellen
durch eine héhere Resistenz gegenlber radioaktiver Bestrahlung aus. Diese Zellen sind es,
die danach die Regeneration massiv vorantreiben, einschliellich der Erneuerung der
LGR5+-Population (Yan et al., 2012).

Interessanterweise blieb in den IEC-18-Zellen wahrend der Migration die Transkription von
BMI1 auf anndhernd gleichem Niveau im Vergleich zu stationaren Zellen. Hingegen erfuhr
LGR5 meistens eine Herabregulation in migrierenden Zellen (Abb. 18). Dies kdnnte darauf
hindeuten, dass auch hier die zwei Stammzellpopulationen unterschiedliche Funktionen
ausuben, wobei LGR5-positive Zellen in der Restitution/Migration eventuell eine
untergeordnete Rolle spielen. Fir BMI1 wurde zusatzlich eine férdende Rolle fur die
epithelial-mesenchymalen Transition gezeigt (Song et al., 2009; Yu et al. 2011).

Ahhnlich wie |EC-6-Zellen transkribieren die stationdren IEC-18-Zellen auch die
Stammzellenmarker Musashi-1 (MSI1) und HES1 (hairy enhancer of split) (Kayahara, 2003).
Musashi-1 ist u.a. in Darmkrypten als positiver Regulator des NOTCH-Signalweges (Scoville
et al., 2008, Brabletz et al., 2009) an der Regulation der asymmetrischen Zellteilung beteiligt
(Nishimura et al., 2003). Zu den Aufgaben von MSI1 zahlt die Expansion der frihen
multipotenten Vorlauferzellpopulation (Glazer et al.,, 2008). HES1 reguliert die
Gewebemorphogenese durch Aufrechterhaltung von undifferenzierten Zellen und wird
ebenfalls von den Vorldufern vieler Zelltypen exprimiert und somit als negativer Regulator
der Differenzierung angesehen (Kageyama et al., 2000). Es spielt eine Rolle in der
Spezifizierung der Vorlauferzellen zu Enterozyten (van der Frier and Clevers, 2007). In den
IEC-18-Zellen konnte nach Verwundung meistens eine gleichbleibende (bzw. leicht erhdhte)
Transkription von HES1 beobachtet werden, was den de- bzw. undifferenzierten Zustand
wahrend der Migration widerspiegelt. Allerdings deutet die Herabregulation von MSI1 darauf
hin, dass wahrend der Restitution/Migration HES1 die bedeutendere Rolle gegeniiber MSI1
zur Beibehaltung des dedifferenzierten Zustandes spielt (Abb. 18).

Im Darm wird der Zink-Finger-Transkriptionsfaktor KLF4 tberwiegend in den differenzierten
Epithelzellen exprimiert, wo er besonders bei der Differenzierung der Becherzellen eine
wichtige Rolle spielt (Katz et al., 2002). Dies stimmt mit der spontanen Differenzierung der
IEC-18-Zellen nach Langzeitkultivierung Uberein (Abb. 23A; ahnliche Ergebnisse in Caco-2
und HT29 CIM6E; Flandez et al., 2008). Es gibt Hinweise, dass dieser Faktor, abhangig von
Gewebe, Zelltyp und der Expression von p21 und p53, sowohl in einer tumorsuppressiven
als auch in einer onkogenen Weise wirkt (Rowland et al., 2006); zu seinen Zielgenen
gehoren einige EMT-betreffende Gene. So kann er zur Inhibierung der EMT durch
Regulation des E-Cadherins beitragen (Yori et al., 2010). Ebenfalls verhindert er Gbermafige
Proliferation in der intestinalen Homdostase und reguliert die apikal-basale Polaritat der
epithelialen Zellen (Yu et al., 2012). Beachtenswerterweise wurde KLF4 in den migrierenden
IEC-18-Zellen heraufreguliert (Abb. 18), was auf seine migrationsférderne Wirkung hindeuten
kénnte. KLF4 kommt im gesunden lleum hauptséachlich in der Villusregion vor (Flandez et al.,
2008).

Die hohe Expression des GATA5-Transkriptionsfaktors in den IEC-18-Zellen deutet auf eine
terminale Differenzierung zu Paneth-Zellen hin, was durch Differenzierungsexperimente in
HAT-29-Zellen unterstitzt wird (Gao et al., 1998). Eine maRige Expression findet sich in
Becher- und enteroendokrinen Zellen, in Enterozyten konnte GATA5 bisher nicht
nachgewiesen werden. Die GATAG6-Transkription dagegen ist im Duodenum und proximalen
Jejunum auf enteroendokrine Zellen beschrankt (Dusing et al., 2003). GATA4 wird
verhaltnismafig stark im proximalen lleum und gleichartig sowohl in Kryptenzellen als auch
in der Villusregion exprimiert (Bosse et al., 2006). Neben CDX2 und HNF-1 spielt GATA4
eine SchlUsselrolle in der Induktion der Differenzierung in den Vorlauferzellen (Benoit et al.,
2010). In wandernden IEC-18-Zellen wurde ein Rickgang des GATA5-Transkriptes
festgestellt (Abb. 18), was als weiteres Indiz dafiir betrachtet werden kann, dass zumindest
ein Teil des terminalen Differenzierungsprogrammes nicht mehr aktiv ist. Die unveranderte
Expression von GATA4 und -6 (Abb. 18) deutet darauf hin, dass sich unter den migrierenden
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Zellen Vorlauferzellen als auch solche mit enteroendokrinem Charakter befinden.

Ephrin-Rezeptoren (als grof3te Familie der Tyrosinkinasen) und Ephrin-Liganden dienen als
Leitsystem zur Positionierung der Zellen wahrend des Differenzierungsprozesses entlang der
Krypt-Villus-Achse. lhre Aktivierung kann bidirektional (interzellular) eine breite Palette
zellularer Reaktionen hervorrufen, darunter Beeinflussung der Zelladhasion, Motilitat und
Austritt aus dem Zellverband. Diese Interaktionen kénnen sowohl abstoRende als auch
anziehende Zell-Zell-Interaktionen, abhangig von der Zellpopulation, auslésen (Lee and
Daar, 2009). Die Segregation dieser Zellen erfolgt via den WNT-Signalweg durch die
Expression von Ephrin und ihrer Rezeptoren EPHB2 und EPHB3 (Sei et al., 2011).

Der Ephrin-Rezeptor-B3 (EPHB3) wird in Paneth- und Vorlauferzellen am Boden der Krypte
exprimiert, Ephrin-Rezeptor-B2 (EPHB2) hingegen in allen proliferierenden Kryptenzellen in
einem abnehmenden Gradienten entlang der Krypt-Villus-Achse. lhre Liganden EphrinB1
und EphrinB2 werden im Kontrast dazu stark durch die differenzierten Villusepithelzellen in
einem entgegengesetzten Gradienten exprimiert (Clevers and Battle, 2006).

EphrinB1 reguliert mittels reverser Signaltransduktion (Murai and Pasquale, 2003; Lee and
Daar, 2009) die tight junctions durch die Interaktion mit dem Polaritatsprotein PAR-6. Eine
Herunterregulierung der Expression stort die Lokalisation der tight junction-assoziierten
Proteine wie TJP1 und Cingulin und resultiert in der Lésung der Zell-Zell-Kontakte. Eine
Blockade der EphrinB1-Expression kann die Differenzierung von neuronalen Vorlauferzellen
fordern (Qiu et al., 2008). Fur IEC-18-Zellen wurde berichtet, dass der reverse Signalweg die
Expression von Genen induziert, die in der Wundheilung/Migration involviert sind (Hafner et
al., 2005). Hier kann fur migrierende IEC-18-Zellen ein direkter Zusammenhang zwischen
der abnehmenden Expression von Ephrin1 und der Losung bzw. Lockerung der Zell-Zell-
Kontakte wahrend Restitution und Fdérderung des neuroendokrinen Phanotyps vermutet
werden. Die Herunterregulation von EPHB2 und EPHB3 in migrierenden Zellen korreliert
wiederum mit der Dedifferenzierung (Abb. 19). Die Ephrin-Rezeptor/Ephrin-
Wechselwirkungen definieren zwar nicht die Entstehungsmuster der Zellverteilung in der
Krypt-Villus-Achse, stabilisieren jedoch ihre Anordnung (Batlle et al., 2002). Desweiteren
férdert der Verlust von EPHB2-Expression das invasive Verhalten der Zellen (Holmberg et
al., 2006).

Bei der Migration von intestinalen Epithelzellen (im Rahmen der Gewebshomdostase) stellt
die Apoptose ein wichtiges regulatorisches Element dar, da sie zur Aufrechterhaltung einer
konstanten Zellzahl essentiell ist (Grossmann et al., 2002). Wahrend der Wundheilung spielt
dieser kontrollierte Prozess eine wichtige Rolle, da er keine UbermaRige Immunantwort
hervorruft (Greenhalgh, 1998). Die untersuchten Apotose-assoziierten Gene zeigten meist
eine konstante Expression wahrend der Migration (CASP3, Abb. 21). Eine weiterfihrende
Charakterisierung der Apoptose-Gene bedarf jedoch einer weiteren Verfeinerung der
Methode, um so eine mdgliche Induktion von Apoptosegenen, sog. ,immediatly genes®, zu
verhindern, die bereits durch die Manipulation bei der Zellentnahme induziert werden
koénnten.

Fir die E3-Ubiquitin-Ligase BRCA1, ein Tumorsupressor bekannt fir seine Rolle in der
Aufrecherhaltung genomischer Integritat (DNA-Repatur, Zellzykluskontrolle, Apoptose) (Wu
et al., 2010), berichteten Coene et al. (2011) Uber eine neue Funktion: in migrierenden Zellen
reguliert BRCA1 an den fokalen Adhasionen (Interaktion mit Ezrin, Radixin und Moesin) die
gespreitete, abgeflachte Morphologie und beugt einer spontanen Motilitat (einzelner Zellen)
vor. Dies konnte zusatzlich zur Zellzykluskontrolle auch die gesteigerte Expression von
BRCA1 in migrierenden IEC-18-Zellen erklaren (Abb. 21).

5.2.2 EMT

Die Analyse der Expression von Genen, die fir die epithelial-mesenchymale Transition
relevant sind, lassen lediglich auf eine wenig ausgepragte, partielle Typ2-EMT vermutlich der
Pionierzellen wahrend der Restitution/Migration schlieRen. Eine eindeutige EMT der
Gesamtpopulation migrierender Zellen konnte nicht festgestellt werden. E-Cadherin (CDH1),
als Bestandteil der Adhasionsverbindungen, wurde wahrend der Migration in unterschiedlich
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starker Auspragung herunterreguliert (Abb. 20); gelegentlich konnte jedoch fast keine
Veranderung im Vergleich mit den stationaren Zellen beobachtet werden. Zudem war das
Transkriptlevel von E-Cadherin in den IEC-18-Zellen niedriger als beispielweise in den IEC-
6-Zellen (Abb. 22B), bei denen wahrend der Migration CDH1 ebenfalls nicht stark
herunterreguliert wurde. Eine E-Cadherin-Immunfluoreszenzfarbung migrierender IEC-18-
Zellen (Durer et al., 2007) bestatigt auch, dass die Verringerung des E-Cadherin-Signals nur
auf Pionierzellen bzw. einige ihnen angrenzende Zellen beschrankt ist.

Die Transkriptionsfaktoren SNAI1, SNAI2 und TWIST, welche die Verminderung von E-
Cadherin vermitteln (Peinado et al., 2007), waren jedoch in migrierenden IEC18-Zellen nicht
hochreguliert, sondern in migrierenden und stationdren Zellen entweder auf annahrend
gleichem Niveau exprimiert (SNAI2 und TWIST) (Abb. 20A) oder in migrierenden sogar
vermindert (SNAI1, Daten nicht gezeigt). Diese Daten stitzten jedenfalls nicht die These
einer wahrend der Migration ablaufenden EMT. Eine wesentliche Steigerung von N-Cadherin
(CDH2) als Anzeichen einer EMT bzw. de novo-Expression konnte ebenfalls nicht festgestellt
werden (Abb. 20A), hingegen erfuhren MMP2 und MMP9 meistens eine leichte Induktion
(Daten nicht gezeigt), wobei die IEC-18-Zellen eher eine schwache Expression von MMPs
aufwiesen.

Ebenso wurde der fiir eine EMT charakteristische Anstieg der Genexpression von Vimentin,
Fibronectin1 und Kollagen1 nicht beobachtet. Auch die fir EMT typische Senkung der
Expression von Occludin (OCLN) wurde nicht beobachtet (Abb. 20A). Die hier vorgestellten
Ergebnisse stehen damit im Gegensatz zu einer Studie von migrierenden Caco2-Zellen, bei
der die wandernden Zellen Anzeichen einer vollen EMT, d.h. Herunterregulation von E-
Cadherin und gleichzeitige Hochregulation von N-Cadherin, SNAI1 und SNAI2, zeigten
(Gross et al., 2008). Ein Grund fiir diese Diskrepanz kénnte der Charakter der IEC-18-Zellen
sein, die im Gegensatz zu den aus einem Kolonkarzinom abgeleiteten Caco2-Zellen nicht
transformiert sind. Eine fibroblastoide Morphologie der I|EC-18-Zellen wahrend der
uberwiegend kollektiven Wanderung konnte meistens nur an der Migrationsfront, vorrangig
bei den Pionierzellen, beobachtet werden; die anderen Zellen zeigten dagegen eine eher
amoboide Erscheinung mit einem breiten Frontbereich. In den nachfolgenden
Migrationsreihen blieben die Zell-Zell-Kontakte meistens erhalten, jedoch gelockert.
Entsprechend kann eine weitergehende EMT der Pionierzellen an der Migrationsfront nicht
vollstandig ausgeschlossen werden.

In den migrierenden IEC-18-Zellen wurde ein deutlicher Abfall der Transkription von Keratin-
19 (KRT19), eines fir intestinale Epithelzellen spezifischen Zytokeratins (Enterozyten,
darunter M-Zellen, Kucharzik et al., 1998), festgestellt (Abb. 20A). Die Herunterregulation
von KRT19 kénnte hier als Dedifferenzierung der Enterozyten- und méglicherweise als EMT-
Zeichen interpretiert werden.

Auch die erkennbare Erhdhung von S100A4 (FSP1) und vor allem der deutliche Anstieg von
ACTA2 (a-SMA) wie auch von ACTA1 (Abb. 20A) deuten auf einen EMT-Prozess hin.
ACTA2 gehdrt zu den Markern fir Myofibroblasten, die aus Fibroblasten Uber eine
mechanische Zugspannung und Aktivierung durch TGFR1 entstehen kénnen (Tomasek et
al., 2002). Dieser Prozel ist fir den Umbau des Bindegewebes wahrend der Wundheilung
obligat. Darliber hinaus kann der myofibroblastenartige Phanotyp auf eine TGFp1-ausgeldste
epithelial-myofibloblastoide Transdifferenzierung zuriickzufiihren sein. Dies entspricht einem
typischen EMT-Prozess und spielt bei pathologischen Zustanden der Organfibrose, z.B. in
Lunge oder Leber, eine Rolle (Rieder et al, 2007, Willis et al., 2005). Die ACTA2-Expression
ist mit der Erzeugung von erhdhten kontraktilen Kraften und einer Ausbildung von
Stressfasern assoziiert und wird durch TGFB1 reguliert (Masszi et al., 2003). Die
kraftinduzierte Regulation der ACTA2-Expression ist aulRerdem mit der Aktivierung von
MAPK1 verbunden (Wang et al., 2005).

TGFp als Schlisselmediator der Induktion von EMT reguliert die Expression verschiedener
Transkriptionsfaktoren (u.a. SNAI1, SNAI2, TWIST), die insbesondere an der Repression
von E-Cadherin beteiligt sind. Zusatzlich wurde berichtet, dass TGFB die Expression von
Isoformen (alternatives Splei3en) zahireicher Gene induziert, die fir EMT eine Rolle spielen
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(Horiguchi et al., 2011; Shi and Massague, 2003). Die IEC-18-Zellen exprimieren alle drei
Isoformen von TGFB. Wahrend der Migration wurde die Expression von TGFB2 und TGFB3
deutlich erhéht, wohingegen die Expression von TGFB1 leicht erniedrigt wurde (Abb. 21).

Da TGFB an einer Vielzahl von biologischen Funktionen wie Wachstumskontrolle,
Zelldifferenzierung, Immunreaktion und Apoptose beteiligt ist (Vignais and Fafet, 2000), kann
nicht nur auf eine EMT-férdernde Wirkung geschlossen werden.

Fir TGFB wurde auch eine induzierende Wirkung auf die Expression des vaskularen
endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF), ein potenter pro-angiogener und EMT-férdender
Faktor (Roskoski, 2007), gezeigt (Renner et al., 2002; Nakagawa, 2004). Ferner wurde
berichtet, dass eine Stimulierung mit VEGF die Migration von IEC-18- und Caco2-Zellen, die
VEGF-Rezeptoren exprimieren, erhéht. AuRerdem wurde dabei die TGFB1-Expression
gesteigert und VEGF hemmte auch die Zellproliferation (Bulut et al., 2006). In
Ubereinstimmung mit diesen Berichten konnte auch in den migrierenden IEC-18-Zellen eine
erhdhte Transkription von VEGF beobachtet werden (Abb. 21).

Zu den hochregulierten Genen in den migrierenden IEC-18-Zellen gehoért auch SERPINE1
(PAI1); ahnliches wurde flir migrierende Keratinozyten berichtet (Fitsialos et al., 2007; Pawar
et al, 1995). Eine anhaltende SERPINE1-Expression ist fur die epidermale Wundheilung von
wesentlicher Bedeutung (Providence and Higgins, 2004). Sie fordert das invasive Potential
der Epithelzellen durch die Beeinflussung des Matrixumbaus; zu den wichtigsten Induktoren
von SERPINE1 zahlen die EGFR-Liganden HBEGF und TGFa (Wilkins-Port et al., 2007),
deren Transkription in den migrierten IEC-18-Zellen ebenfalls erhoht war (Abb. 21). Dies
steht im Einklang mit einer Untersuchung Uber eine erhdhte Expression von HBEGF nach
Verwundung intestinaler Epithelzellen (Ellis et al., 2006). Uber HBEGF wurde berichtet, dass
es fordernd auf die intestinale Restitution wirkt (El-Assal et al., 2005) und eine zytoprotektive
Funktion wahrend einer Hypoxie in IEC-18-Zellen ausubt (Pillai et al., 1998). Dartber hinaus
férdert das im Darm nachgewiesene TGFa (Barnard et al., 1991) die Restitution von IEC-6-
Zellen (Dignass et al., 1993) und flhrt in diesen Zellen zur autokrinen Stimulation der TGFa-
Expression (Suemori et al., 1991).

FAT1 (Protocadherin), das im Leitsaum einer migrierenden Zelle lokalisiert ist und dort an
der Polarisierung und der gerichteten Zellmigration beteiligt ist (Hou et al., 2006), zeigte in
migrierenden |EC18-Zellen eine erhdhte Expression (Abb. 21). Dies steht in
Ubereinstimmung mit der veranderten Polarisierung/Morphologie migrierender Zellen im
Vergleich zu stationaren Zellen.

Die Koordination der antagonistischen Prozesse der Differenzierung und Zellproliferation ist
fur den Migrationsvorgang von entscheidender Bedeutung. Deshalb wird die Differenzierung
durch Proliferation inhibiert und vice versa. Dabei spielen die Zellzyklusproteine (Zykline),
zyklinabhangige Kinasen (CDKs) und ihre Inhibitoren (CKIls) eine gewichtige Rolle. Zu den
Genen, die wahrend der Restitution in den migrierenden IEC-18-Zellen hochreguliert wurden,
zahlen die Zykline A2, D1, und E1 (CCNA2, CCND1, CCNE1). In vielen Organismen wird die
Progression des Zellzyklus von Phase G1 zu S durch die Aktivitdten der CDKs und ihrer
Partner-Zykline gesteuert. Die Zykline E als die typischen Phase-G1-Zykline sind flr eine
normale Zellteilung jedoch entbehrlich [z.B. zeigen CCNE1- und CCNE2-defiziente Mause
eine normale Entwicklung (Geng et al., 2003)]. Fir Zyklin E1 wurde zusatzlich eine weitere
Funktion erkannt. Das Gleichgewicht zwischen Zyklin E1 und CKI determiniert drei
charakteristische Zustande der Zelle: den terminal-differenzierten, den ruhenden bzw. auf
eine Differenzierungslinie noch nicht festgelegten und den proliferierenden Zustand (Fujita et
al., 2007). Zyklin D1 zeigt neben der Beteiligung an der Zellzyklusprogression noch eine
migrationsférdernde Wirkung (inhibierende Effekte auf den RHO/ROCK-Signalweg bzw.
Repression von Thrombospondin-1) und ist in invasiven Tumoren erhoht (Li et al., 2006;
Fernandez et al.,, 2011). Fur Zyklin A2 wurde ebenfalls eine direkte Interaktion mit RHOA
nachgewiesen. Eine Herunterregulation von CCNA2 verzdgert den Eintritt in die Mitose
(CCNA2-negative Zellen sind fahig zu proliferieren, akkumulieren jedoch im G2/M-Ubergang)
und induziert eine Veranderung der Zellmorphologie durch den direkten Einfluss auf die
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RHO-GTPasen (Inhibierung von GEF oder Aktivierung von GAP). Im Gegensatz zu Zyklin
D1 zeigt sich fir CCNA2 eine migrationsmindernde Wirkung (auch hier findet sich eine
Herunterregulation in Tumoren; Arsic et al., 2012).

Aufgrund der Kontaktinhibition der Proliferation ist eine Langzeitkultivierung von IEC-18-
Zellen bei gleichbleibender ZellgroRe ohne Abldsung der Zellen mdglich. Daraus kann
abgeleitet werden, dass die Mehrheit der Zellen den Zellzyklus verlassen hat. Hinsichtlich
der Steigerung der Transkription der Zykline CCNA2, CCND1 und CCNE1 in migrierenden
IEC-18-Zellen (Abb. 21) kann deshalb geschlossen werden, dass die restituierenden IEC-18-
Zellen wieder in den Zellzyklus finden. Aufgrund der ausgefihrten zusatzlich zur
Zellzykluskontrolle vorhandenen Funktionen der Zykline kann die Steigerung der
Zyklinexpression Bedeutung fir die direkte Regulation der Migration haben. Zellen reagieren
unterschiedlich stark auf die Stimulation mit Wachstumsfaktoren. je nachdem in welcher
Phase des Zellzyklus sie sich befinden (Bonneton et al., 1999). Dabei dirfte die G1-Phase
die wichtigste Phase wahrend der induzierten Migration im Zuge einer epitheloid-
fibroblastoiden Transition sein.

Die Transkription von ODC (Ornithindecarboxylase), eines an der Polyamin-Biosynthese
beteiligten Enzyms, wurde in den migrierenden IEC-18-Zellen ebenfalls gesteigert (Abb. 21).
Dies kann sowohl die Restitution als auch die Proliferation unterstitzen (Lan et al., 2005).
Eine Erhdhung der ODC-Expression wurde auch in epidermalen Keratinozyten nach ,scratch
wounding“ gezeigt (Providence and Higgins, 2004). Eine Hemmung der ODC st6rt dagegen
die Wundheilung im gastrointestinalen Trakt sowie die Migration von IEC-6-Zellen
(McCormack and Johnson, 2001; Seiler and Raul, 2007; Ray at al.,, 2003). Die erhdhte
Transkription von ODC in migrierenden Zellen kdnnte auch das Resultat der gestiegenen
Expression von TGFa und HBEGF sein, wie dies fir IEC-6-Zellen berichtet wurde (Wang et
al., 1998).

GAPDH (Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase) als Enzym der Glykolyse, das neben B-Actin
oder RPS26 lange als invariante Kontrolle in Genexpressionsstudien verwendet wurde, stellt
sich hier als sehr variabler Faktor dar, dessen Gen-Expression wahrend der Zellmigration
zunimmt (Abb. 21). Dies wurde schon in mehreren Arbeiten beschrieben, wonach die
GAPDH-Transkription in Abhangigkeiit von der Zellproliferation, Differenzierung (Gong et al.,
1996; Sirover, 1999), sowie der Zellmobilitat variiert (Epner et al., 1993). Deshalb hat sich
GAPDH als interner Standard fur Genexpressionsanalysen als ungeeignet erwiesen.

5.2.3 Zell-Zell-Kontakte

Generell wurde die Transkription vieler Gene, die an der Zell-Zell-Kontaktbildung beteiligt
sind, in migrierenden IEC-18-Zellen erniedrigt. Wahrend der Restitution wurden die
Transkripte zahlreicher Gene flr tight junction-Verbindungen meist vermindert. Dies ist
insbesondere flir Claudine, den wichtigsten Determinanten der Barierrefunktion (Smith et al.,
2005), sichtbar (Abb. 22A). Zu den sehr stark herunterregulierten Claudinen gehéren CLDN2
(erniedrigt den transepithelialen Widerstand) und CLDNG, dessen Uberexpression eine
Barrierestérung induziert (Oliveira and Morfado-Diaz, 2007). Die Herunterregulation
spezifischer Claudine wahrend der Migration kénnte auch mit der verringerten Transkription
von Adaptorproteinen wie TJPs in Zusammenhang stehen (Abb. 22A). So spielt TJP1 (ZO-1)
eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung und Polymerisierung der Claudine wahrend der
Ausbildung von tight junctions (Umeda et al., 2004, 2006). Eine Herunterregulation von TJP3
(Z0-3) kann, aufgrund der engen Assoziation, wiederum mit der von TJP1 verbunden sein
(Umeda et al., 2006). Interessant ist die Herabsetzung der JAM2-Expression wahrend der
Migration, da es in stationdren Zellen nur an der apikalen TJP1-positiven Region
angereichert ist und fir seine heterophile Interaktion sowohl mit JAM3 als auch mit
Integrinen bekannt ist (Shin et al., 2006). Zuséatzlich ist TJP1 unverzichtbar fir die
Rekrutierung von Cingulin (Umeda et al.,, 2006); deswegen kann die Erniedrigung der
Cingulin-Expression direkt mit einer TJP1-Senkung verbunden sein. Von besonderer
Bedeutung ist dabei, dass Cingulin eine wichtige verknlipfende Funktion zwischen tight
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junction-Signaltransduktion und der Genexpression, besonders fir Claudin-2 und TJP3, hat
(Balda and Matter, 2009).

Ebenfalls wurde in migrierenden Zellen die Transkription von MYLK3 (myosin light chain
kinase 3) deutlich herunterreguliert (Abb. 22A). Dies stimmt mit der reduzierten terminalen
Differenzierung der migrierenden Zellen gut Uberein, wobei MYLK auf differenzierte
Enterozyten beschrankt ist (Clayburgh et al., 2004). Eine Senkung der MYLK3-Exprssion ist
aullerdem deshalb bemerkenswert, da dieses Protein fir seine férdernde Wirkung auf die
Zellmigration bekannt ist (Klemke et al., 1997). Ferner ist MYLK flr die Regulation der
intestinalen tight junctions-Permeabilitdt, besonders in Enterozyten, bedeutsam (Clayburgh
et al., 2004); die Senkung der Permeabilitat ist fir die Restitution von Bedeutung.

Wahrend B-Catenin als Bestandteil des Cadherin-Komplexes die Zell-Zell-Adhasion reguliert
und als Signalmolekil im kanonischen WNT-Signalweg beteiligt ist, scheint a-Catenin in
erster Linie als molekularer Schalter zu wirken, der die stabilen Zell-Zell-Verbindungen
férdert (Drees et al. 2005). Zusatzlich zu seiner regulierenden Funktion in der Zelladhasion
(als Bestandteil sowohl von Adhéasionsverbindungen als auch von Desmosomen) hat y-
Catenin (Plakoglobin, JUP) durch seine Rolle bei der Signaltransduktion ebenfalls einen
direkten Einfluss auf die Genexpression. Doch im Gegensatz zu B-Catenin, das durch
Beteiligung am WNT-Signalweg onkogenes Potenzial besitzt, wirkt Plakoglobin generell als
Tumor/Metastasen-Suppressor (Aktary and Pasdar, 2012). Die gleich bleibende
Transkription von y-Catenin wahrend der Migration von IEC-18-Zellen (Abb. 22A) kdnnte
einen hemmenden Einflul auf die Wanderungsgeschwindigkeit und somit auf die EMT
ausuben (Todorovi¢ et al., 2010). a- (CTNNA1) und B-Catenine (CTNNB1) zeigten dagegen
wéahrend der Migration entweder keine Anderung oder eine leichte Herunterregulation und
gehdrten zu den Genen, die wie z.B. E-Cadherin eine variable Expression erkennen lie3en
(Daten nicht gezeigt, B-Catenin-lImmunfluoreszenzfarbung Abb. A6 siehe Anhang).

Die Verringerung der CXCR4-Transkription in migrierenden IEC-18-Zellen (Abb. 22A) geht
parallel mit der seines Liganden CXCL12 (SDF-1) (Abb. 20A und 20B). Ferner ist auch die
Transkription von EGF wie die seines Rezeptors in migrierenden Zellen herunterreguliert
(Abb. 22A). Dies wirkt Uberraschend, da die anderen Liganden des EGFR wie TGFa und
HBEGF hochreguliert wurden (Abb. 21). Somit scheint hier EGF in seiner Funktion eher
einen Beitrag zur Forderung der Proliferation der IEC-18 zu leisten, wahrend TGFa und
HBEGF zur verbesserten Restitution beitragen.

5.2.4 EGF-induzierte Anderungen in der Genexpression der IEC-18-Zellen

Nach den Zeitrafferstudien von migrierenden/restituierenden IEC-18-Zellen (Durer et al.,
2007), stellte sich die Frage, ob die typischen moto- und morphogenen Auswirkungen von
EGF von spezifischen Veranderungen der Genexpression, besonders in wandernden Zellen,
begleitet werden. Die Analyse der Transkripte von einigen ausgewdhlten Zell-Zell-
Kontaktprotein-kodierenden Genen offenbarte, dass die meisten EGF-induzierten
Transkriptionsveranderungen die stationdren Zellen betrafen. EGF zeigte meist keine
Auswirkungen auf die Genexpression migrierender Zellen mit Ausnahme von N-Cadherin
und Li-Cadherin.

Die EGF-Behandlung verursachte eine charakteristische, inverse Regulation der Claudine -1
und -2, wobei CLDN1 stark hoch- und CLDN2 stark herunterreguliert wurde (Abb. 22A). Dies
ist stimmig mit der Beobachtung, dass der MAPK-Signalweg die CLDN2-Expression
erniedrigt (Chiba et al., 2008). Die unterschiedliche Regulation der Claudin-Expression
wurde, konform mit Ergebnissen an MDCK-Zellen (Singh et al., 2004), nicht von einer
Veranderung der Expression anderer tight-junction-Proteine wie Occludin begleitet. Diese
beobachtete inverse Veranderung der Expression dieser Claudine in IEC-18-Zellen nach
EGF-Zugabe koénnte zu einer synergistischen Erhéhung des transepithelialen elektrischen
Widerstandes beitragen (Oliveira and Morgado, 2007; Singh et al., 2004). Eine
entgegengesetzte Regulation findet sich in Patienten mit Colitis ulcerosa (Heller et al., 2005).
Paradoxerweise konnte eine CLDN1-Erhdhung bei kolorektalen Tumoren beobachtet
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werden. Metastasen von CLDN1-lUberexprimierenden Primartumoren korrelieren mit einem
fehlregulierten Aufbau der tight junctions (Oliveira and Morgado, 2007).

Andere tight junction-Gene, die durch EGF in den migrierenden IEC-18-Zellen hochreguliert
wurden, sind Claudin-18, das ein typisches Claudin des Magens (Matsuda et al., 2006)
darstellt, sowie Tricellulin (Abb. 22A), das als Bestandteil der epithelialen Barriere an der
Bildung der bi- und trizellularen tight junctions beteiligt ist (Chiba et al., 2008). In diesem
Zusammenhang ist bemerkenswert, dass die MYLK-Transkription nach EGF-Behandlung
ebenfalls hochreguliert wurde; dieses Protein ist an der Steuerung der intestinalen
Permeabilitat beteiligt (Clayburgh et al., 2004).

Die Li-Cadherin-Transkription (CDH17) wurde in den IEC-18-Zellen nach EGF-Zugabe
sowohl in stationdren als auch migrierenden Zellen erhéht, wobei ohne EGF-Behandlung ein
deutlicher Abfall in migrierenden Zellen zu beobachten war (Abb. 22A). Dieses atypische
Cadherin, ausschlieRlich im Darm mit E-Cadherin co-exprimiert (Angres et al., 2001), wird
mit Lymphknotenmetastasen des Magenkarzinoms assoziiert und seine Expression korreliert
z. B. mit der Tumorinvasion und einer schlechteren Prognose (Motoshita et al., 2006).
Deshalb kénnte die erhéhte CDH17-Transkription die Tendenz der EGF-behandelten IEC-
18-Zellen teilweise erklaren, sich vom Zellverband zu I6sen und mit Fibroblasten-ahnlicher
Morphologie zu migrieren (Durer et al., 2007). Induzierende Wirkung hatte EGF auch auf die
Transkription von N-Cadherin, die ebenfalls in migrierenden Zellen leicht erhéht war (Abb.
22A) und als Zeichen von EMT zu bewerten ist.

Das Protein Afadin-6 stelt eine Verbindung zwischen zellmembranassoziierten Proteinen und
dem Actinzytoskelett her und dient als negativer Regulator der (Rap-induzierten)
Zelladhasion (Zhang et al, 2005). Seine Reduktion beschleunigt dabei die Schlieung
epithelialer Wunden, indem es die E-Cadherin-abhangigen interzellularen Verbindungen
beeintrachtigt (Lorger et. al., 2006). Ubereinstimmend geht die Migration der IEC-18-Zellen
mit einer deutlichen Verringerung des Transkriptes von AF-6 einher. Eine EGF-Behandlung
bewirkte eine deutliche Erhdhung der Expression von Afadin-6 ausschlief3lich in stationaren
Zellen (Abb. 22A).

Wahrend der Migration ist die Endozytose ein wichtiger Schritt, um die Adh&sionproteine
(Integrine und Cadherine) oder Signalmolekile (Chemokine) zu recyclen. Bei diesen
Prozessen spielt Myosin-6 eine malRgebliche Rolle (Frank et al., 2004). Dieses besondere
Motorprotein, das sich im Gegensatz zu anderen Myosinen zum Minus-Ende von
Actinfilamenten bewegt, tragt durch seine biophysikalischen Eigenschaften zur Vernetzung,
Stabilisierung und Organisation des Actinnetzwerkes bei. Es ist an der starken Haftung der
E-Cadherine wahrend der Ausbildung der kohasiven Zell-Zell-Kontakte und
Aufrechterhaltung der apikalen Adharensverbindungen beteiligt (Maddugoda et al., 2007)
und wird wahrend der Migration bendtigt (Geisbrecht and Montell, 2002). In den
migrierenden IEC-18-Zellen wurde die Transkription von Myosin-6 verringert. Analog zu
Afadin-6 hatte EGF in stationaren Zellen hingegen eine induzierende Wirkung (Abb. 22A).

Tenascin C als Komponente der extrazellularen Matrix fordert die Expression von MSI1 und
LGRS (Oskarsson et al.,, 2011). Der beobachtete Riickgang der Tenascin C-Transkription
geschah parallel zu einer Herunterregulation dieser Gene. (Abb. 22A, Abb. 18). In den EGF-
behandelten Zellen wurde die TNC-Transkription verstarkt. Als typisches mesenchymales,
durch EMT induzierbares Protein, das eine bedeutsame Rolle wahrend der Wundheilung und
Metastasierung spielt (Jechlinger et al., 2003, Hsia and Schwarzbauer, 2005) und Uber den
ERK/MAPK-Signalweg reguliert wird (Maschler et al.,2004), kénnte es zu den Genen
gehoren, die den morphogenen Effekt von EGF auf wandernde IEC-18-Zellen auslésen
(Ddarer et al., 2007).

Ein weiteres Gen, das in IEC-18-Zellen durch EGF-Zugabe hochreguliert wurde, ist CXCRA4.
Dies steht im Einklang mit Beobachtungen an Fibrozyten (Mehrad et al., 2009). Erhohte
CXCR4-Expression wurde in malignen Tumoren beobachtet und leistet dort einen Beitrag
zur metastatischen Tumorkapazitat (Fulton, 2009). Eine Verringerung der CXCR4-Epression
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in MDA-MB231 (humane Brustkrebszellen) resultierte in reduzierter Migration und Invasion in
vitro und die Zellen bildeten weniger Metastasen in vivo (Liang et al., 2007).

Ferner wurde auch die Transkription von EGFR und seines Liganden EGF erhoht (Abb.
22A). Diese autokrine Stimulation steht im Einklang mit den Beobachtungen an IEC-6-Zellen
(Suemori et al., 1991).

Die EGF-Behandlung hatte auch einen dampfenden Effekt auf die TFF3-Transkription,
sowohl in IEC-18- als auch in IEC-6-Zellen. Ob dieser Effekt von physiologischer oder
pathologischer Bedeutung sein koénnte, ist noch nicht geklart. Allerdings kénnte es die
reduzierte TFF3-Konzentration bei Colitis ulcerosa erklaren (Longman et al., 2006). Im
Gegensatz dazu wurde die TFF2-Transkription durch EGF in den IEC-6-Zellen erhoht, nicht
jedoch in IEC-18 (Abb. 22A und 22B). Eine ahnliche Steigerung der TFF2-Transkription nach
EGF-Bahandlung wurde flir AGS-Zellen beschrieben (Tu et al., 2007).

Zusammenfassend konnte in IEC-18-Zellen nach Langzeitkultivierung und Verwundung eine
Dedifferenzierung wahrend der 40 bis 48 h dauernden Restitution/Wundheilung festgestellt
werden. Dabei verloren die Zellen allmahlich besonders die Merkmale von Paneth-, und
Becherzellen sowie von Enterozyten. Dagegen zeigte sich, dass die Zellen wahrend der
Restitution den (neuro)endokrin-ahnlichen Differenzierungszustand beibehalten bzw. zu
Krypten-Vorlauferzellen zuruckdifferenzieren. Ferner konnten charakteristische
Veranderungen in der Genexpression der Zell-Zell-Kontakte und der epithelialen Barriere
festgestellt werden. Hier wurden die entsprechenden Gene in migrierenden Zellen meistens
herunterreguliert. Viele dieser Gene haben einen direkten Einfluss auf die Durchlassigkeit
der tight junctions. FUr die untersuchte Population der migrierenden IEC-18-Zellen kann
lediglich kann auf eine wenig ausgepragte/partielle Typ2-EMT geschlossen werden, die sich
in der Nahe der Migrationsfront vollzieht (moglicherweise auf Pionierzellen beschrankt) und
nach Reepithelialisierung wieder rickgangig gemacht wird (z.B. Senkung der ACTAZ2-
Expression nach Langzeitkultivierung der geschlossenen “Wunde®; Daten nicht gezeigt).
Ubereinstimmend mit der {berwiegend kollektiven Migrationsweise konnten keine
eindeutigen Anzeichen einer (vollen) EMT beobachtet werden. Die Isolierung von Zellen
innerhalb der Verwundungszone lieferte flr die meisten untersuchten Gene &hnliche
Ergebnisse wie fur Zellen der Migrationsfront, mit dem Unterschied, dass die Differenzen
zwischen den stationaren und Zellen dieser Zone nicht so stark ausgepragt waren (Daten
nicht gezeigt).

Die Behandlung der Zellen mit EGF resultierte in der Induktion von Genen, die wichtig fur die
Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten sind. Diese spielen eine bedeutende Rolle fir die
zellulare  Kommunikation, die Aufrechterhaltung der tight junction-Permeabiltat, den
transepithelialen Widerstand, die EMT sowie fir die Metastasierung. Dies st
Ubereinstimmend mit der lockeren Migrationsweise und fibroblastenartigen Morphologie
besonders der Pionierzellen (Direr et al., 2007; Tézreault et al., 2005). Die relativ geringe
Responsivitadt von migrierenden Zellen auf EGF lasst sich mit einer Herabregulation des
EGFR in diesen Zellen erklaren.

5.3 Andere Zelllinien im Vergleich

Bei nicht geschlossen kollektiv wandernden Zellen zeigte sich oft ein nicht konstantes
Genexpressionsprofil innerhalb der Parallelexperimente oder zwischen Experimenten mit
verschiedenen Zell-Passagen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden nur Gene mit
einem reproduzierbaren Expressionsprofil berlcksichtigt. So konnten charakteristische
Gemeinsamkeiten wie auch Unterschiede zwischen den untersuchten Zellinien beobachtet
werden. Fur vergleichende Analysen von getrennten stationdren und migrierenden Zellen
wurden die humanen bronchialen- bzw. alveolaren epithelialen Zelllinien BEAS-2B und A549
verwendet. Aufderdem wurden Migrationsexperimente mit AGS-Zellen
(Magenadenokarzinom) und primaren Zellkulturen des murinen Magens durchgefinhrt.
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5.3.1 BEAS-2B und A549

Die immortalisierte normale BEAS-2B-Zelllinie (Reddel et al., 1988) als Modell fir die
Restitution des Lungenepithels (Oertel et al., 2001; Spurzem et al., 2002; Slager et al., 2007)
unterschied sich im Migrationsverhalten erheblich von IEC-18-Zellen. Wahrend die IEC-18-
Zelllinie Uberwiegend kollektiv, als groRRer Zellrasen, die artifizielle Wunde schloss, zeigten
die BEAS-2B-Zellen wahrend der Restitution eine ausgepragte langliche Morphologie sowie
eine Migration in einem lockeren Verband an der Migrationsfront mit vielen einzelnen
Pionierzellen, die sich oft vom Zellverband deutlich 16sten (Abb. A4, siehe Anhang). Dabei
zeigte sich, dass diese Zelllinie in stark serumreduziertem Medium (bzw. mit stark
reduziertem Serumersatz) und ohne Matrixbeschichtung nur eine sehr schwache Migration
aufweist. Deshalb waren viel hbéhere Mengen an Serumzusatz nétig, um die
Reepithelialisierung der Zellen zu ermdglichen.

Eine ahnliche Situation wurde bei der Krebszelllinie A549 beobachtet. Diese Zellen weisen
morphologische sowie funktionelle Charakteristika von Typ II-Pneumozyten auf (Giard et al.,
1973; Lieber et al., 1976). Auch diese Zellen wanderten in einem lockeren Zellverband und
mit einer deutlich fibroblastoiden Morphologie sowie mit individuellen Pionierzellen (Abb. A4,
siehe Anhang).

Differenzierung und klassische EMT-Marker

Bei der Langzeitkultivierung stationarer Zellen zeigten die BEAS-2B- wie auch A549-Zellen
eine spontane Differenzierung; die entsprechenden Marker in BEAS-2B-Zellen wurden im
Vergleich mit A549-Zellen aber eher schwach exprimiert. Migrierende Zellen zeigten
dagegen Zeichen von Dedifferenzierung. Dabei wurden in BEAS-2B-Zellen beispielweise die
Transkripte von TFF1, SFTPC (pulmonary surfactant protein C) oder SYTL1 (synaptotagmin-
like 1) sowie in A549-Zellen Lysozym (LYZ), MUC5B, TFF3 und SYTL1 herunterreguliert
(Abb. 24).

Einerseits zeigten BEAS-2B-Zellen starkere Anzeichen fur eine EMT (Herunterregulation von
E-Cadherin und Anstieg des N-Cadherins und SNAI1) als IEC-18-Zellen; andererseits fehlte
die typische Erhéhung der Transkription von ACTA2, ACTA1, SNAI2, TWIST, Vimentin und
Occludin (Abb. 24). Dieses Ergebnis ist flr Occludin, Vimentin und TWIST zu den
Ergebnissen der IEC18-Zelllinie konsistent.

Fir eine EMT in A549-Zellen lieBen sich auf der Ebene der Genexpression deutlichere
Hinweise finden. So wurde E-Cadherin in migrierenden Zellen stark herunterreguliert; SNAI1,
SNAI2 und ACTA2 wurden dagegen erhoéht. Wahrend der Restitution wurde N-Cadherin
meistens nicht stark verandert auch hier blieb die Expression von Occludin und Vimentin
unverandert (Abb. 26).

Occludin als typisches tight junction-Protein rekrutiert am Leitsaum der migrierenden Zellen
den Polaritatsprotein-Komplex aPKC-Par3/PATJ zur Membran. Zusatzlich regelt es die
Aktivierung von PI3K und férdert somit die Protrusion (Du et al., 2010). Eine sich nur gering
andernde Expression von Occludin in migrierenden Zellen koénnte deshalb auf eine
Beteiligung an gerichteter (durch Chemotaxis bedingte) und Uberwiegend kollektiver
Migration hinweisen. Dies wiirde eine Typ2-EMT implizieren.

Durch eine direkte Bindung an das Polaritatsprotein Scribble und dessen Stabilisierung
regelt auch Vimentin die anterior-posteriore Zellpolaritat sowie die gerichtete Motilitadt. Durch
seine Interaktion mit Integrinen (via Plectinisoform) hat es einen indirekten Einfluss auf die
Genexpression von EMT-ausfihrenden Proteinen. Eine Phosphorylierung von Vimentin
durch Akt1-Kinase (PKB) verhindert die Caspase-induzierte Proteolyse, fordert somit die
Zellmigration und Metastasierung (Ivaska, 2011). Bei den hier untersuchten Zelllinien konnte
keine deutliche Erhéhung des Vimentin-Transkriptes in migrierenden Zellen festgestellt
werden. Auf Proteinebene dagegen wurde in BEAS-2B-Zellen ein leichter Anstieg
beobachtet (Abb. 27B). Auch hier kénnte deshalb auf eine partielle EMT geschlossen
werden. Allerdings werden die fir mesenchymale Zellen typischen Marker sehr oft von in
vitro kultivierten epithelialen Zelllinien exprimiert. Umgekehrt weisen oft mesenchymale
Zelllinien in vitro epitheliale Marker auf (Pieper et al., 1992; Chai et al., 2010). Diese
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Tatsache demonstriert auch die Einschrankung der Ubertragbarkeit von in vitro-
Erkenntnissen auf in vivo ablaufende Prozesse.

Da BEAS-2B-Zellen bei Langzeitkultivierung die Proliferation nicht einstellen (im Unterschied
zu IEC-18-Zellen, die eine deutliche Kontaktinhibition der Proliferation zeigen), war in
migrierenden Zellen auch keine deutliche Anderung der Transkription der Zykline CCNA2
und CCNE1 erkennbar; im Gegensatz dazu stieg CCND1 an (Abb. 24). Proliferation
aufgrund einer Beeintrachtigung der Kontaktinhibition konnte in den stationaren A549-Zellen
noch deutlicher beobachtet werden, was sich im erkennbaren Ablosen von Zellen
manifestierte. Hier konnten jedoch keine signifikaten Expressionsanderungen der Zykline
wahrend der Migration festgestellt werden (Daten nicht gezeigt; fir CCDN1 siehe Abb. 26).
Das aus dem E-Cadherin-Komplex freigesetzte 3-Catenin aktiviert durch die Teilnahme am
Transkriptionskomplex TCL/LEF die Transkription von CCND1, das als eines der
(kanonischen) friihen (1-6 h) WNT-Zielgene identifiziert wurde (Roéhrs et al., 2009). Damit
kénnte der Zusammenhang zwischen der verminderten Transkription von E-Cadherin und
der Erhéhung des CCND1-Transkriptes in migrierenden BEAS-2B-Zellen erklart werden.

Eine Heraufregulation des konstitutiv exprimierten N-Cadherins in migrierenden Zellen (Abb.
24) koénnte jedoch einen Teil der frei werdenden [B-Catenine durch neue homophile N-
Cadherin-VerknlUpfungen ausgleichen. Dabei zeigte sich die Transkription von B-Catenin
(CTNNB1) in BEAS-2B-Zellen wahrend der Migration meistens unverandert (Daten nicht
gezeigt). Da A549-Zellen keinen deutlichen Anstieg von N-Cadherin bei einer starken
Herunterregulation von E-Cadherin und unverandertem Verlauf der Expression von CCND1
vorwiesen, muss bei dieser Zelllinie ein anderer Regulationsmechanismus dieses Zyklins
vorliegen (Abb. 26).

MMPs

Die vermehrte Expression einiger Matrixmetalloproteasen wahrend der Reepitheliasierung ist
ein weiteres Merkmal der BEAS-2B-Zellen. Zu den heraufregulierten MMPs in migrierenden
Zellen gehoren vor allem MMP1 (Kollagenase-1) und MMP3 (Stromelysin-1) sowie MMP9
(Gelatinase B) (Abb. 24). Die festgestellte inverse Korrelation zwischen der Expression
dieser MMPs und E-Cadherin wurde von vielen Arbeitsgruppen bei invasiven Tumorzellen
beobachtet, so z.B. fir MMP1 im Nierenzellkarzinom (Morell-Quadreny et al., 2003), fir
MMP3 in Brustkrebszellen (Fuchs et al., 2005), fur MMP9 in Brustkrebsmetastasen (Wang et
al., 2002) oder im Pankreas- und Prostatakarzinom (Kuniyasu et al., 1999, 2003); dies
korreliert mit schlechteren klinischen Prognosen. Auch konnten Nawrocki-Raby et al. (2003)
die in bronchialen Tumorzelllinien hochexprimierten MMPs -1, -3 und -9 durch eine
Transfektion mit E-Cadherin deutlich herabregulieren und dadurch den invasiven Charakter
dieser Zellen mindern.

Im Gegensatz dazu wurde die Expression von MMP28 (Epilysin) in migrierenden Zellen
immer herunterreguliert (Abb. 24). Im Unterschied zu den tbrigen MMPs wird MMP28 in
vielen Geweben konstitutiv exprimiert, was auf seine Rolle bei der Gewebshomdostase
hinweist (Lohi et al., 2001; Saarialho-Kere et al., 2002; Bister et al., 2006). Eine verstarkte
Expression von MMP28 wurde in basalen Keratinozyten wahrend der Wundheilung
beobachtet (Lohi et al., 2001). Die Expression von MMP28 in Tumoren ist unterschiedlich.
So konnte sowohl eine Reduktion (z.B. bei Kolonkarzinomen, Bister et al., 2006) als auch
eine Expressionssteigerung (Magentumor, Jian et al., 2011) festgestellt werden; letztere
korreliert mit dem invasiven Verhalten. Eine Uberexpression von MMP28 in A549-Zellen
induziert eine EMT (llimann et al.,, 2006). AuRerdem dirfte MMP28 eine Rolle bei der
Restrukturierung der sich neu formierenden Basalmembran wahrend der Wundheilung
spielen (Saarialho-Kere et al., 2002). Die beobachtete Herabregulation von MMP28 in
migrierenden BEAS-2B-Zellen kénnte aufgrund einer Verringerung der Zellhaftung einen
férdernden Einfluss auf die Migrationsgeschwindigkeit haben (verstarkte Adhasion bei
Uberexpression; Rodgers et al., 2009). Andererseits kénnte es einer EMT entgegenwirken.
Fir A549-Zellen sind ebenfalls diese beiden Moglichkeiten denkbar (Abb. 26).

MMP3 wurde meistens in migrierenden A549-Zellen (wie auch in BEAS-2B-Zellen)

82



Diskussion

heraufreguliert; es zeigte sich jedoch im Gegensatz dazu eine konstitutive Expression von
MMP1 und MMP9 (Abb. 26), die bei migrierenden und stationaren Zellen etwa gleich war.
Dies unterstreicht den transformierten Charakter der A549-Zellen als eine Krebszelllinie im
Vergleich zu BEAS-2B-Zellen.

GATA3

Die epithelialen Zellen besitzen auch die Charakteristika einfacher Immunzellen. Sie
erkennen Pathogen-assoziierte Muster auf Mikroben durch Oberflachen-Rezeptoren wie
CD14 und TRLRs (die typisch flir Zellen des angeborenen Immunsystem sind) und kdnnen
somit aktiv eine Immunantwort regulieren (Diamond et al., 2000). Die bronchialen
Epithelzellen (u.a. BEAS-2B-Zellen) kénnen durch Regulation der Expression von TRLR1-6
und -9 eine spezifische Antwort auf das mikrobielle Milieu schaffen und einer Uberreaktion
der nativen Immunzellen entgegenwirken (Mayer et al., 2007). Nach TNFa-Induktion wurde
sowohl in BEAS-2B- (Boero et al.,, 2010) als auch in A549-Zellen eine Erhéhung der
konstitutiven Sekretion von typischen Th2-Zellen-Zytokinen (u.a. IL-5) beobachtet (Salvi et
al., 1999).

Zuséatzlich zu hamatopoetischem Gewebe wurde der Transkriptionsfaktor GATA3 (Rolle in
der Differenzierung der Th2-Zellen, Chou et al., 2010) u. a. in bronchialen Epithelzellen
(Caramori et al., 2001) nachgewiesen. Sowohl BEAS-2B- als auch A549-Zellen exprimieren
GATAS und unterstiitzen somit diesen Befund. Die gesteigerte Expression von GATAS3 in
migrierenden Zellen korreliert in BEAS-2B-Zellen mit gesteigerter Transkription von CCND1
(Abb. 27A, Abb. 24), als dessen vorgeschalteter positiver Regulator es identifiziert wurde
(Neuroblastome, Molenaar et al., 2010). In A549-Zellen blieb die Transkription von GATA3 in
den migrierenden Zellen unverandert und verlief auch hier Ubereinstimmend mit der sich
nicht andernder Transkription von CCND1 (Abb. 27A, Abb. 26).

Eine Expression von GATA3 in verschiedenen Brustkrebszelllinien steht in reziproker
Beziehung zur Metastasierungsfahigkeit (Kouros-Mehr et al., 2008). Auch wurde die
supressive Wirkung von GATA3 auf Lungenmetastasen beschrieben (Kouros-Mehr et al.,
2008; Dydensborg et al., 2009). Die ektope Expression von GATAS in stark invasiven MDA-
MB-231-Krebszellen (normalerweise negativ fir GATA3) veranderte den Phanotyp hin zu
einer kuboidal-ahnlichen epithelialen Form mit reduzierter invasiver Aktivitat. AulRerdem
zeigte sich eine Hochregulation von E-Cadherin und eine Umkehrung der EMT, d.h. einer
MET (Yan et al., 2010). Somit kénnte die gesteigerte Expression von GATA3 in BEAS-2B-
Zellen als EMT-hemmender Faktor betrachtet werden.

DKK1 und ACTA2

BEAS-2B- und A549-Zellen unterscheiden sich nicht nur in Bezug auf die GATA3-
Expression, sondern auch bezlglich DKK1 (dickkopf 1 homolog [Xenopus laevis]). Wahrend
sich die Transkription des negativen Regulators des WNT-Signalweges DKK1 in A549-Zellen
nicht deutlich zwischen stationdren und migrierenden Zellen unterschied, wurde in den
migrierenden BEAS-2B-Zellen eine Hochregulation sichtbar (Abb. 27A, in IEC-18-Zellen
konnte dagegen generell nur eine marginale DKK1-Transkription nachgewiesen werden;
Daten nicht gezeigt).

DKK1 kodiert fir ein sezerniertes Protein, das den WNT/B-Catenin-Signalweg inhibiert
(Niehrs, 2006). Die unterbrochene WNT-Signalweiterleitung resultiert dann in einem Abbau
des ungebundenen B-Catenins (Mao et al., 2002). So wurden fiir DKK1 durch Férderung des
Abbaus der E-Cadherin/B-Catenin Komplexe migrationsférdernde Effekte beschrieben
(Kuang et al. 2009). DKK1 kann Uberdies unabhangig von B-Catenin den WNT-Signalweg
modulieren und Apoptose- sowie Proliferationsunterdriickung veranlassen (Orme et al.,
2003; Lee et al., 2004). Andererseits konnte gezeigt werden, dass DKK1 von epithelialen
Zellen (migrierenden IEC-6- und Caco-2-Zellen) nach Verwundung sezerniert wird, wo es die
Zellwanderung durch Einflussnahme am CDC42 erschwert. Dies geht mit einer Dislokation
des Polaritarsproteins Par6 vom Leitsaum einher und bringt einen Anstieg der Caspase-3-
Aktivitat sowie vermehrte Apoptose mit sich. (Koch et al., 2009). Es konnte auch eine
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inhibierende Wirkung von DKK1 auf die Proliferation, Migration und Invasion via Hemmung
der EMT (verminderte Expression der EMT-Transkriptionsfaktoren SNAI1und TWIST sowie
Vimentin, Fibronectin und CCND1) gezeigt werden (Qi et al., 2007, 2012). Diese Befunde
prasentieren den Antagonisten des WNT-Signalwegs DKK1 als ein Protein mit
Doppelfunktion, das im Falle von BEAS-2B-Zellen die EMT mdglicherweise negativ
beeintrachtigt (in dem es in migrierenden Zellen eine erhdhte Expression von TWIST und
SNAI2 verhindert). In A549-Zellen, die eine deutliche Steigerung von SNAI2 und ACTAZ2 in
migrierenden Zellen aufweisen, zeigt sich die DKK1-Transkription eher unverandert und
korreliert mit starkeren Anzeichen der EMT.

Auch der leichte Ruckgang von ACTA2 in migrierenden BEAS-2B-Zellen (Abb. 27A) kénnte
durch eine Hemmung der EMT erklart werden. ACTA2 qilt als Marker (zusatzlich zu
Myofibloblasten) der differenzierten myoepithelialen Zellen. Wahrend der TGFB1-induzierten
EMT wird dieses hochreguliert (Doerner and Zuraw, 2009). Das von stationdren BEAS-2B-
Zellen exprimierte ACTA2 kdnnte deshalb fiir eine Differenzierung zumindest eines Teiles
der Zellpopulation sprechen, welcher die Charakteristika der myoepithelialen submukosalen
Drisenzellen aufweist (DiMeo et al., 2009). Eine Herunterregulation von ACTA2 in
migrierenden Zellen wirde dann auf die De- bzw. Transdifferenzierung hindeuten. Dies
kénnte in migrierenden Zellen durch die gesteigerte GATA3-Expression erklart werden, da
GATAS beispielsweise in den ausdifferenzierten Mamma-Drisenzellen vorgefunden wurde,
nicht jedoch in den ausdifferenzierten Myoepithelzellen (Kouros-Mehr et al., 2008).

Tenascin C und Fibronectin

In BEAS-2B- und A549-Zellen werden Fibronectin (FN1) und Tenascin C (TNC) parallel
exprimiert. Auffallend ist, dass in migrierenden BEAS-2B-Zellen die Transkription dieser
beiden Proteine hochreguliert wird, wahrend sie in migrierenden A549-Zellen
herunterreguliert werden (Abb. 27).

Die Bindungsmoglichkeiten mit einer Vielzahl an ECM-Molekilen (z.B. Fibronectin, Perlecan
und Aggrecan) sowie die Interaktion Uber Zelloberflachenrezeptoren (z.B. Integrine,
Syndekane oder EGFR) ermdglicht es Tenascin C, die EMT-Signalwege zu regulieren
(WNT-, EDNRA-, PDGFRa-, NOTCH-, TGFB- und EGFR-; Midwood and Orend, 2009). Die
Effekte von Tenascin C auf die Zellmigration sind deshalb sehr zellspezifisch. Die férdernden
oder hemmenden Effekte von Tenascin C sind abhangig von der Zusammensetzung der
ECM, verschiedenen Spleivarianten und Glykosylierungsformen (Trebaul et al., 2007).
Derzeit ist noch wenig Uber die Wechselwirkung (Interdependenz) von Tenascin-C und
Fibronectin bekannt. So Uberschneidet sich ihre Expression und beide scheinen eine
Schlisselrolle in der Tumorgenese und Metastasierung zu spielen (Van Obberghen-
Schilling, 2011). Tenascin C kann DKK1 reprimieren, was nachfolgend die Fibronectin-
Expression via den WNT-Signalweg induziert (Ruiz et al.2004).

In migrierenden BEAS-2B-Zellen, die sowohl Teneascin C als auch Fibronectin vermehrt
aufweisen, spricht dies fur eine EMT (regulierende Rolle von DKK1), wohingegen sich in den
A549-Zellen keine Expressionssteigerung dieser Gene zeigt (DKK1 aber auch nicht merklich
heraufreguliert wurde). Fir die Migration der BEAS-2B-Zelllinie scheint daher die gleichzeitig
gesteigerte Expression aller dieser Gene erforderlich zu sein.

Serpin peptidase inhibitor clade E, Vitronectin

Wahrend der Migration zeigten sowohl BEAS-2B- als auch IEC-18-Zellen eine deutliche
Hochregulation von HBEGF und SERPINE1 (PAI1), bei gleichzeitiger Erniedrigung von
Vitronectin (VTN) (Abb. 24). Letzeres wird in IEC-18-Zellen nur marginal exprimiert (Daten
nicht gezeigt). Auch die migrierenden A549-Zellen wiesen eine Steigerung der Expression
von SERPINE1 auf, Vitronectin blieb jedoch unverandert (Abb. 26).

Die unterschiedlichen Konformationen von SERPINE1 (aktive, latente, gespaltene)
interagieren mit LRP1 (low density lipoprotein receptor-related protein 1) und tragen zur
Stimuation der Zellwanderung bei. Aulerdem interagiert SERPINE1 mit Vitronectin und
beeinflul3t dadurch die Haftung der Zellen an die extrazellulare Matrix (Czekay et al., 2011).
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Vitronectin fordert dabei die zellulare Fortbewegung Uber eine RGD-abhangige Interaktion
mit den Integrinen avB3 und avp5, sowie durch seine Bindung an den Plasminogen
Aktivator-Rezeptor (uPAR). Eine Bindung mit SERPINE1 reguliert die Fahigkeit dieser
Integrine an Vitronectin zu binden (Zhou et al., 2003; Czekay et al., 2011). An Vitronectin
gebundenes SERPINE1 kann nicht mehr mit LRP1 interagieren, wahrend das nicht
gebundene SERPINE1 Uber den LRP1-abhangigen Signalweg (u.a. uPAR-Internalisierung)
zur Zellbewegung fihrt. Somit kdnnte die deutliche Herabregulation von Vitronectin in BEAS-
2B-Zellen (Abb. 24) dazu fuhren, dass das nun ungebundene SERPINE1 verstarkt motogen
wirken kann (Smith and Marshall, 2010).

Die normalen BEAS-2B- und A549-Zellen zeigten im Vergleich zu nicht transformierten IEC-
18-Zellen unter stark Serum- bzw. Serumersatz-reduzierten Bedingungen nur eine relativ
geringe Migration. Wahrend der Migration (2% FCS bzw. AC-2) wurden deutlichere Zeichen
einer EMT als bei IEC-18-Zellen beobachtet. Dies wurde durch die gelockerte
Migrationsweise und fibroblastoide Form der Zellen der vorderen Migrationsreihen sichtbar.
Auf der Genexpressionsebene konnte zusatzlich zu der Transkripterniedrigung von typischen
Differenzierungsgenen eine deutliche Induktion von klassischen EMT-férdernden Genen
beobachtet werden. Auch konnte in stationdren A549-Zellen die konstitutive Expression von
EMT-fordernden Genen festgestellt werden, was durch den Krebszellcharakter erklart
werden konnte.

Zwischen den migrierenden Zellen beider Zelllinien konnten fur eine Reihe von Genen
deutliche Unterschiede in der Expression festgestellt werden, die vermutlich mit dem
Migrationscharakter bzw. der Zellherkunft korrelieren (normale Zellen/Krebszellen). Die EGF-
Behandung resultierte in der Induktion von MMP1. Dabei zeigte sich, dass die migrierenden
A549-Zellen weniger responsiv auf EGF waren und die MMP1-Hochregulation im Gegensatz
zu BEAS-2B-Zellen hauptsachlich auf stationare Zellen beschrankt wurde.

5.3.2 AGS-Zellen

Es wurden ebenfalls Migrationsexperimente mit gastralen AGS-Zellen durchgefiihrt. Auch mit
Serumzusatz zeigten die AGS-Zellen nur eine relativ langsame Migration. Aufgrund der
Ablésung der stationdren Zellen nach Langzeitkultivierung (durch das fir Krebszellen
typische Fehlen der Kontaktinhibition der Proliferation) eignete sich diese Zelllinie nur
bedingt fir Wundheilungsexperimente. Bemerkenswerterweise unterschieden sich die
migrierenden AGS-Zellen mit ihrer Kettenmigrationsweise unter Uberwiegender Beibehaltung
der polygonalen Morphologie stark von A549-Zellen (Abb. A4, siehe Anhang).
Ubereinstimmend mit allen anderen untersuchten Zelllinien wurden auch in AGS-Zellen
wahrend der Migration Anzeichen einer Dedifferenzierung gefunden [Herabregulation von
Pepsinogen -C, -A3 und -A5, LIPF (lipase, gastric) oder TFF3; (Abb. 28)]. Trotz
Dedifferenzierungszeichen lasst die relativ hohe kostitutive Expression einiger EMT-Marker
und deren nicht veranderte Expression in migrierenden Zellen (ACTAZ2, Vimentin, Occludin)
keinen Rickschluss auf eine EMT wahrend der Migration zu. Der Rickgang von E-Cadherin
und der leichte Anstieg von ACTA1 kdnnten dagegen auf eine EMT hinweisen; allerdings
konnte die Transkription von SNAI2, TWIST, aber auch von N-Cadherin und Tenascin C in
AGS-Zellen weder nachgewiesen noch induziert werden (Daten nicht gezeigt).

Ahnlich zu A549-Zellen wiesen die AGS-Zellen eine konstitutive und sich wahrend der
Migration nicht andernde Transkription von MMP1 und DKK1 sowie eine Herabregulation
von Fibronectin auf. Im Gegensatz zu allen anderen Zelllinien blieb die Expression von
SERPINE1 in AGS-Zellen wahrend der Migration auf einem annahernd konstanten Niveau.

5.3.3 Primare gastrale Zellkulturen

Im Gegensatz zu den immortalisierten Zelllinien zeigen primare Zellen und Zellkulturen oft
eine groBere Ahnlichkeit zu intaktem Organgewebe. Aus diesem Grunde wurden
Primarkulturen aus humanem und murinem Magen angelegt. Aufgrund eines Mangels an
histologisch unauffalligen Biopsieproben sowie der geringern Zellmenge war es nicht
mdglich, langlebige humane Priméarkulturen gastraler nicht-neoplastischer Epithelzellen in
einem fur Wundheilungsexperimente ausreichendem MalRe zu gewinnen. Auffallend war

85



Diskussion

jedoch, dass die Antrumproben sich wesentlich besser kultivieren lielken als Corpusbiopsien.
Eine mdgliche Erklarung ist der erhdhte Umsatz antraler Oberflachenepithelzellen im
Vergleich zum Magencorpus. So ist auch die Zahl der proliferierenden Vorlauferzellen im
Antrum wesentlich gré3er als im Corpus (Kouznetsova et al., 2004, 2011).

Erfolgreicher verlief die Etablierung langlebiger Primarkulturen aus den Epithelzellen des
murinen Antrums. Auch hier lieBen sich diese ebenfalls besser als murine Corpuszellen
kultivieren und nur aus dem Antrum konnte eine fir Verwundungsexperimente ausreichende
epitheliale Zellzahl erhalten werden. Die Verunreinigung der aus dem Magen gewonnenen
Epithelzellen mit anderen, u.a. mesenchymalen Zelltypen, konnte mit der
Sedimentationsmethode deutlich minimiert werden. Diese mesenchymale Komponente wirkt
sich jedoch, sofern sie nicht Uberhand nimmt, auf das Wachstum und Differenzierung der
epithelialen Zellen férdernd aus (Kedinger et al.,, 1986, 1987); dies konnte durch die
Differenzierungsmarker (Abb. 30) belegt werden. Die im Quantum-286-Medium auf Kollagen
Typ | kultivierten Zellen wuchsen als Monolayer eng angelagerter polygonaler Zellen und
zeigten eine epithelioide Zellmorphologie (Perreault and Beaulieu, 1988). Fir die
Wundheilungsexperimente wurden die Zellen (ohne Matrixbeschichtung) an DMEM-Medium
mit 5% FCS gewdhnt um die Assays unter serumreduzierten Bedingungen durchflihren zu
kénnen. Die fibroblastoide Morphologie der migrierenden Zellen lieferte einen ersten Hinweis
auf eine ablaufende EMT. Die verminderte Expression der Differenzierungsmarker und die
damit einhergehende Dedifferenzierung stehen damit im Einklang. Zusatzlich zum Abfall von
E-Cadherin und der Heraufregulation von ACTA1 und 2 sowie SERPINE1 in migrierenden
Zellen zeigte sich erstmals auch eine reduzierte Expression von Occludin; ungeachtet
dessen blieb die Vimentin-, SNAI1-, SNAI2-, Tenascin- und N-Cadherin-Expression konstant
(Abb. 30). Daher kann auf eine partielle Typ2-EMT geschlossen werden. Ebenso wie IEC-
18-Zellen, die die Charakteristika normaler Zellen zeigen, wiesen die murinen Zelllinien eine
Kontaktinhibition des Wachstums auf. Aul3erdem konnte wie bei den IEC-18-Zellen wahrend
der Reepithelialisierung eine deutliche Steigerung der Zykline D1 und E1 beobachtet
werden. Das Potenzial, dhnlich wie IEC-18- oder IEC-6-Zellen, in serumreduziertem oder
serumfreiem Medium zu wandern, macht die primaren gastralen Zellkulturen zu einem
geeigneten Modellsystem fir die Untersuchung der Wirkung von Effektormolekiilen auf die
Restitution.

5.3.4 Wirkung von EGF auf BEAS-2B- und A549-Zellen sowie Primarkulturen

Obwohl nach Stimulation mit 5 nM EGF sich die Migrationsstrecke der BEAS-2B- und A549-
Zellen deutlich vergréRerte und sich das Migrationsverhalten anderte, konnten fir die
diversen untersuchten Differenzierungsmarker, Zykline, Zell-Zell-Kontaktproteine und EMT-
Marker keine reproduzierbaren Anderungen auf Genexpressionsebene festgestellt werden.
Eine mdgliche Ursache kdnnte der Einfluss des Serumzusatzes wahrend der Migration sein,
da verschiedene Serumchargen eine leicht unterschiedliche Zusammensetzung der
Bestandteile aufweisen kdnnten. Eine Ausnahme bildete hier jedoch die Induktion von MMP1
in migrierenden BEAS-2B-Zellen (in den stationaren schwacher). In A549-Zellen zeigte sich
dagegen eine Induktion von MMP1 hauptsachlich in den stationaren Zellen, wahrend die
migrierenden Zellen auf EGF nicht ansprachen (Abb. 27A). Bemerkenswerterweise zeigte
die in BEAS-2B-Zellen durchgefuhrte Behandlung mit einem MMP1-Inhibitor (GM 1489,
Calbiochem) keine signifikanten Anzeichen einer Verlangsamung der Migration sowie keine
Effekte auf die Transkription der untersuchten Gene (Daten nicht gezeigt).

Auch primare epitheliale Zellkulturen des murinen Antrums wiesen nach EGF-Behandlung
eine Hochregulation von MMP1 auf; die migrierenden Zellen zeigten jedoch analog zu
BEAS-2B-Zellen eine starkere Induktion als die stationdren Zellen. Zusatzlich wurde die
Expression von MMP9 verstarkt (Abb. 30).

Im Vergleich mit IEC-18-Zellen, bei denen EGF die Zell-Zell-Kontakte und die Expression
ausgewahlter Gene beeinflufldte, konnte eine ahnliche Wirkung in den BEAS-2B-Zellen und
A549-Zellen nicht festgestellt werden. Fir die motogenen Effekte von EGF auf die beiden
Lungenzelllinien scheint die Genexpression deshalb nicht entscheidend zu sein.
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5.4 Motogene Wirkung von rekombinantem TFF2-glyk und TFF3-Dimer

Neben ihren vielfaltigen molekularen Funktionen, u.a. als Bestandteile der Mukusschicht und
die Forderung mukosaler Reparatur, wurden in zahlreichen in vivo und in vitro-Studien TFF-
Peptide als Faktoren beschrieben, die wahrend der epithelialen Restitution die Zellmigration
steigern und eine schnelle Wundheilung férdern (Wong et al., 1999; Goke et al., 2001;
Paulsen et al., 2008; Hoffmann, 2012).

Die durchgefiihrten in vitro Wundheilungsexperimente zur Untersuchung der motogenen
Wirkung von rekombinanten TFF2 und TFF3 in Anlehnung an Vorarbeiten von Oertel et al.
(2001), Chwieralski et al. (2004) und Ddirer et al. (2007) mit bronchialen BEAS-2B-Zellen
sowie mit nicht transformierten intestinalen IEC-18-Zellen zeigten in migrierenden Zellen
keine signifikanten Effekte (Abb. 8, Abb. 10). Auch waren die in dieser Dissertation
beschriebenen primaren Zellkulturen des murinen Magens nicht responsiv gegenuiber
rekombinantem TFF3.

Bislang existieren nur unzulangliche Ergebnisse beziglich der motogenen Eigenschaften
von TFF2 und TFF3. Auch wenn motogene Effekte in unterschiedlichen in vitro
Wundheilungsmodellen gezeigt werden konnten (Dignass et al., 1994; Kato et al., 1999;
Paulsen et al., 2008), sind diese Effekte mit denen anderer motogener Peptide, wie z.B. EGF
(5 nM), nicht vergleichbar. Deutlich wird dies vor allem daran, dass zur Erzielung ahnlicher
motogener Effekte etwa die 360-fache Menge an rekombinantem TFF2 (1,6 uM, Chwieralski
et al., 2004) oder die 400-fache Menge an rekombinantem TFF3-Dimer eingesetzt werden
musste (2 uM; Durer et al., 2007). Neuerdings konnten Zhang et al. (2010) mit gereinigtem
nativem TFF2 aus der Haut von Bombina maxima eine motogene Wirkung im Bereich von 10
nM erzielen.

Oertel et al. (2001) und Durer et al. (2007) konnten relativ schwache motogene Effekte von
TFF-Peptiden in Wundheilungsexperimenten nachweisen und Chwieralski et al. (2004)
zeigten in haptotaktischen Assays eine chemotaktische Aktivitat. Kollagen 1 schien hier die
beste migrationsférdernde Wirkung zu haben.

Die in vivo hauptsachlich vorkommenden TFF2- und TFF3-Formen im Menschen
unterschieden sich klar von den rekombinanten Formen. Im Magen findet sich fast kein
TFF2-Monomer sondern ist assoziiert mit einem hochmolekularen Partner (Kouznestova et
al., 2007). Potentielle Bindungspartner fur TFF2 sind MUC6 und hochmolekulares
oligomerisiertes DMBT1 (deleted in malignant brain tumors 1) (Thim and Megrtz, 2000;
Mollenhauer et al., 2007). Lediglich in BEAS-2B-Zellen konnte eine schwache Transkription
von DMBT1 nachgeweisen werden; sowohl BEAS-2B- als auch IEC18-Zellen zeigten keine
Transkription von MUCG6 (Daten nicht gezeigt).

Auch humanes TFF3 liegt im Darm hauptsachlich (ca. 85%) als disulfidverknupftes
hochmolekulares Heteromer mit FCGBP (/gG Fc binding protein) vor (Albert et al., 2010). Im
Gegensatz dazu liegt rekombinantes TFF3 aus Saccharomyces cerevisiae vor allem als
Dimer und Monomer vor (Thim et al., 1995). AuRerdem ergaben sich erste Hinweise auf
mogliche posttranslationale Modifikationen der niedermolekularen TFF3-Formen im
humanen Kolon (Albert et al., 2010, 2012).

Das in den Wundheilungsexperimenten verwendete rekombinante humane TFF3-Dimer wies
in Western Blots sowohl unter reduzierenden als auch nichtreduzierenden Bedingungen
noch zuséatzliche Nebenbanden Uber der zu erwartenden Molekilmasse Mg (ca. 7,5 kDa
bzw. ca. 15 kDa) auf (Abb. A2, siehe Anhang). Ob dies von funktioneller Bedeutung ist, ist
unklar.

Die Testung der motogenen Aktivitdt sowohl von TFF3-FCGBP-Heteromer als auch der in
vivo vorkommenden niedermolekularen TFF3-Formen aus dem menschlichen Kolon lieferte
in ersten Pilotexperimenten in mit IEC-18-Zellen durchgefiihrten Scratch- und Boyden-
Kammer-Assays nach 12 oder 24 h jedenfalls keine signifikanten Effekte (Daten nicht
gezeigt).
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Somit konnten im Rahnmen dieser Arbeit keine signifikanten motogenen Effekte von TFF-
Peptiden nachgewiesen werden; allerdings ist eine erneute Austestung mit noch weiter
gereinigten TFF-Formen aus menschlichem Gewebe erstrebenswert.

5.5 Einfluss von rekombinantem TFF3 auf TNFa-induzierte Entziindungsmarker

Durch TNFao-induzierte Entziindungsprozesse wird die Expression einer Reihe von Genen
gesteigert. Unter ihnen sind IL-6 und IL-8 (Allen et al., 2000; Schlaepfer et al., 2007), CXCL2
(Driscoll et al., 1995), PTGS2 (COX2; Chen et al., 2000), SERPINE1 (PAI1; Liu et al., 2005)
ebenso wie die Matrixmetalloproteinasen MMP1 (Kollagenase-1), -3 (Stromelysin-1), -10
(Stromelysin-2), -9 (Gelatinase B)) und -13 (Kollagenase-3) (Li et al., 2003, Scott et al.,
2004). Auch fur TFF3 wurde von einer genexpressionsinduzierenden Wirkung auf die
Matrixmetalloproteinasen MMP1, -3, -13 (Résler et al.,, 2010) und zusatzlich auf MMP9
(Schulze et al., 2010) berichtet.

Die durchgefuhrten totalen in vitro-Verwundungsexperimente, bei denen durch mehrfache
Verwundung ein stark restituierendes System geschaffen wurde, zeigten, dass die Wirkung
von TFF3(-Monomer) davon abhangig ist, ob sich die Zellen in einem unversehrten,
verwundeten oder in einem mittels TNFa induzierten Zustand befinden. Alleine die
Verwundung hatte bereits einen induzierenden Effekt auf viele untersuchte Gene (nach 8 h),
z. B. in der IEC-18-Zelllinie PTGS und SERPINE1 und in den Lungenzelllinien BEAS-2B und
A549 die Matrixmetalloproteasen. Die zusatzliche Gabe von TNFa wirkte teils starker (z. B.
IL-6 in IEC-18-Zellen) oder schwacher (z.B. CXCL2 in IEC-18 und A549) induzierend auf
verwundete Zellen.

Die TNFa-vermittelte Induktion von NF-kB fuhrt zu einer Verminderung der Transkription von
TFF-Peptiden. Dies wurde flur gastrointestinale Zellen berichtet und konnte fur TFF3 auch im
Darmgewebe von Ratten mit experimentell induzierter Kolitis beobachtet werden (Dossinger
et al., 2002; Loncar et al. 2003). In den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Zellen konnte
keine solche Wirkung von TNFa beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Andererseits
kénnen die anti-inflammatorischen Zytokine (IL-6) die Expression von TFF-Peptide steigern
(Tebbutt et al., 2002). So wirkte sich die TNFa-Stimulation von BEAS-2B und A549-Zellen
(unabhangig ob verletzt oder unverletzt, Abb. 14 und Abb. 15) auf die Expression von TFF1
positiv. Dies kann auch mit der gesteigerten Expression von IL-6 zusammenhangen.

Wahrend TFF3-Monomer in IEC-18-Zellen einen schwach induzierenden Effekt auf
unverwundete Zellen (bezlglich CXCL2, PTGS, SERPINE1) oder verwundete Zellen
(beziiglich MMP9) zeigte (Abb. 12, Abb. 13), konnte keine analoge Wirkung in den
Lungenzelllinien beobachtet werden. Fir IEC-18-Zellen wurde schon in der Vergangenheit
eine PTGS(COX2)-induzierende Wirkung beschrieben (Tan et al., 2000). Am Beispiel der
gesteigerten PTGS-Expression (Schlisselenzym der Protaglandin-Biosynthese, welches zur
Herabregulation der Entziindungsreaktion beitragt) durch TFF3 kann hier eine protektive
Wirkung von TFF3 vor allem auf die Integritat der unverletzten Zellen gezeigt werden. Nach
einer Verletzung zeigte TFF3 keine induzierende Wirkung.

Auf die durch TNFa hochregulierten Gene konnte ein schwach hemmender Einflu? von
TFF3-Monomer festgestellt werden, wobei es sowohl auf unverwundete (IEC-18: CXCL2,
SERPINE1, PTGS, IL-6; A549: IL-6, IL-8, CXCL2) als auch auf verwundete (IEC-18:
SERPINE1; A549: CXCL2) Zellen Effekte zeigte (Abb. 13, Abb. 15). Nach Verwundung hatte
TFF3-Monomer einen induzierenden Effekt auf die durch TNFa erhéhte Expression von
MMP9 (Abb. 15). Dieser schwach modulierende Effekt von TFF3 konnte somit Uberwiegend
erst nach vorangegangener Behandlung mit TNFa und konsekutiver Hochregulation der
Entzindungsgene gezeigt werden. Dies konnte die oft unterschiedliche Wirkung von TFF3
erklaren (anti- oder pro-apoptotisch; Paulsen et al., 2008; Résler et al., 2010).

Eine entziindungsmodulierende Funktion von TFF3 konnte Uber eine transiente Aktivierung
von NF-kB beobachtet werden (Chen et al., 2000; Zhu et al., 2005). Eine anhaltende
Aktivierung von NF-kB (z.B. via TNFa) wahrend der frihen Phase der Entziindung verstarkt
Entziindungsreaktionen in vivo. Im Gegensatz dazu resultiert eine transiente Aktivierung von
NF-kB in einer anti-entziindlichen Reaktion. Dies kdnnte die anti-inflammatorischen Effekte
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auf der Transkriptebene erklaren. Graness et al. (2002) konnten immunregulierende
Eigenschaften von TFF3 (wie auch von TFF2) im Synergismus mit TNFa auf die Sekretion
von IL-6 und IL-8 beobachten. Auf der RNA-Ebene wurde in BEAS-2B und A549-Zellen
dieser synergistische Effekt dagegen nicht beobachtet (dhnliche Ergebnisse mit TFF3-Dimer,
Daten nicht gezeigt). Mit TFF3(-Monomer) wurde vielmehr eine signifikante Abnahme des
TNFa-induzierten Transkriptes von IL-8 in BEAS-2B gezeigt (Abb. 14). Somit wird deutlich,
dass die Korrelationen von Transkripten und Proteinen je Zelltyp bzw. Gewebeart und
Entziindungsstatus variiert (Ghazalpour et al., 2011).

In Anbetracht der Unterschiede zwischen den rekombinanten Peptiden und in vivo
vorkommenden Formen von TFF3 stellt sich die Frage ob die gezeigten Effekte, die
rekombinantes TFF3 auf die Immunantwort hervorrufen konnte, auch mit denen der nativen
Formen vergleichbar sind. Weitere Versuche zur Validierung dieses Sachverhaltes sind
deshalb vonnéten.

5.6 CXCR4: ein moglicher Rezeptor von TFF2?

Obwohl Uber die Fahigkeit der TFF-Peptide berichtet wurde, Signaltransduktionswege zu
aktivieren (Baus-Loncar, 2005b), konnten der TFF-Signaltransduktion bis heute keine
direkten Zelloberflachenrezeptoren zugewiesen werden. Lediglich Dubeykovskaya et al.
(2009) haben in Lymphozyten- und Krebszelllinien nach Stimulation mit rekombinantem
TFF2 (ber eine Aktivierung eines Ca”*-abhangigen Signalweges via niederaffinen
Chemokinrezeptor CXCR4 berichtet.

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Versuchen mit den CXCR4-exprimierenden
HEK.CXCR4- und HEK.CD4.403/CXCR4-Zellen (Ahr et al., 2005) konnte die durch den
einzigen sicher bekannten CXCR4-Liganden SDF-1a hervorgerufene Steigerung der
Expression von Genen wie CXCL1 (Abb. 9) oder CCL2 (Dwinell et al., 1999; Crane et al.,
2000) durch TFF2-glyk-Gabe nicht hervorgerufen werden. Auch konnten in BEAS-2B- und
IEC-18-Zellen nach Vorbehandlung mit IL-13 (um die CXCR4-Expression zu steigern;
Eddleston et al., 2002) keine solchen Effekte beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Die Entdeckung des mutmaRlichen TFF2-Rezeptors CXCR4 hatte grofde Erwartungen in der
TFF-Forschung geweckt; vier Jahre spater sind verifizierende Berichte dartiber jedoch rar.
Lediglich wenige Arbeitsgruppen hatten zwischen CXCR4-Rezeptor und via rekombinantem
TFF2 vermittelten Effekten einen Zusammenhang erkennen kénnen (Wills-Karp et al., 2012,
Orime et al., 2012).

Da aulier bei den o. g. mdglichen SDF1a-Zielgenen keine signifikante Steigerung der
Transkripte durch SDF1a festgestellt wurde [IL-8, IL-6, SNCAIP (synuclein, alpha interacting
protein (synphilin), BMP-6 (bone morphogenetic protein 6), CCL26 (chemokine (C-C motif)
ligand 26), MMP2 (Dwinell et al., 1999; Oh et al., 2001; Lin et al., 2000; Stich et al. (2009),
Daten nicht gezeigt], kann die beschrankte Responsivitat der Zellen unter den hier gewahlten
Bedingungen nicht ausgeschlossen werden. Unter der Annahme, dass die biologische
Funktion nativer TFF2-Formen von einem Partner in Form eines Heteromers anhangig ist,
kénnte die Wirkung von SDFa zusatzlich mit dem aus Gewebe aufgereinigtem TFF2 (zur Zeit
in Vorbereitung am Institut) verglichen werden.

5.7 Beteiligung von TFF-Peptiden an der Immunantwort im zentralen Nervensystem

Zu den wichtigsten immunkompetenten Zellen im zentralen Nervensystem gehdren die eng
mit Makrophagen verwandten Mikrogliazellen. Pathologische Reize fuhren zu ihrer
Aktivierung und ermdglichten es, eine spezifische Immunreaktion zu initiieren oder zu
vermitteln (Saijo et al.,, 2011). Entziindung und Aktivierung der Mikrogliazellen stellt eine
Komponente fiur die Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen dar. Wahrend eine
Aktivierung der Mikroglia notwendig und entscheidend fir die Immunabwehr ist, ruft eine
andauernde Aktivierung von Mikrogliazellen Neurotoxizitat hervor (Qin et al., 2007). In
Tierversuchen zeigt sich, dass hohe Dosen systemisch applizierten Lipopolysaccharides
(LPS, Endotoxin aus gram-negativen Bakterien) Uber eine Bindung von TNFa an seine
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Rezeptoren der Blut-Hirn-Schranke eine anhaltende Entziindung und progressive
Neurotoxizitat hervorrufen (Qin et al., 2007).

Als Ersatz fur primare Mikrogliazellen fir in vitro Studien eignen sich die BV-2 Zellen
(primare Maus-Mikrogliazellen, die durch eine stabile Transfektion mit einem v-raf/v-myc
rekombinanten Retrovirus immortalisiert wurden, Blasi et al., 1990). Diese kénnen mit LPS
aktiviert werden (Henn et al., 2009). Die in Rahmen dieser Arbeit in den BV-2-Zellen nach
LPS-Behandlung nachgewiesene Steigerung der Transkripte von TFF1 und TFF2 (Abb. 31)
impliziert eine Rolle der TFF-Peptide in Entzindungsprozessen des zentralen
Nervensystems.

Die Expression von TFF-Peptiden wurde in verschiedenen Regionen des Gehirn
nachgewiesen (Hirota et al., 1995; Probst et al., 1995; Jagla et al., 2000; Hoffmann et al.,
2001) und es gibt Hinweise auf ihre Rolle wahrend der Hirnentwicklung (Hinz et al., 2004).
Ihre Aufgabe im zentralen Nervensystem ist jedoch weitgehend nicht geklart; eine Funktion
als Neuropeptid wird vermutet (Probst et al., 1996). Eine modulierende Wirkung der
Immunantwort (analog der festgestellten Wirkung von TFF3 auf die TNFa-induzierte
Genexpression) im Gehirn ware denkbar. Jedenfalls lassen die ersten Zwischenergebnisse
laufender Tierversuche (Toxoplasma-Infektion) auf eine Beteiligung der TFF-Peptide,
besonders TFF1, an inflammatorischen Prozessen im Gehirn schlieRen (Znalesniak, Fu,
2011-2012; unverdffentlichte Daten).
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Das vorrangige Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode zu etablieren, die eine in vitro
Trennung von migrierenden/restituierenden und stationaren Zellen ermdglicht und somit
einen Einblick in die Genexpressionsprofile dieser Zellen wahrend der Restitutionsprozesse
erlaubt. Mit Hilfe eines praparativen Scratch-Assays konnten systematische
Genexpressionsprofile wahrend der Migration gewonnen werden und mit Expressionsprofilen
nach der Stimulation mit verschiedenen Motogenen wie EGF verglichen werden. So war es
mdglich, unterschiedliche Effekte von EGF auf stationdre und migrierende Zellen
nachzuweisen. Aulierdem gelang es, primare epitheliale Zellkulturen des murinen Magens
als vielversprechendes in vitro-Modelsystem flr die Untersuchung der schnellen
Reparaturvorgédnge durch die Migration stabil zu etablieren. Ebenso wurden fur alle
untersuchten Zelllinien Hinweise auf eine Dedifferenzierung und partielle epitheliale-
mesenchymale Transition (EMT) wahrend der Migration erhalten.

Im Fokus dieser Arbeit lag die vergleichende Transkript-Analyse der migrierenden und
stationdren  Zellen der nichttransformierten intestinalen IEC-18-Zelllinie.  Nach
Langzeitkultivierung und Verwundung verloren die migrierenden Zellen allmahlich speziell
die Merkmale von Paneth-, Becherzellen und von Enterozyten sowie einige Merkmale
neuro/endokriner Kommunikation (Herunterregulation von LYZ, ANPEP, TFF3, SLC6A2,
SLC6A4). Dagegen behielten die Zellen wahrend der Restitution den neuroendokrin-
ahnlichen Differenzierungszustand bei bzw. differenzierten zurlick zu Krypten-Vorlauferzellen
(HES1, ENO2, NES, GLPR2, CHGB, NPY). In migrierenden Zellen zeichnete sich eine
untergeordnete Rolle der LGR5-Stammzellpolulation (Herunterregulation von LGRS5)
gegenlber BMI1-exprimierenden Zellen und eine Hochregulation von Zyklinen (CCNA2,
CCD1, CCE1) ab. Weiterhin konnten charakteristische Veranderungen in der Genexpression
von Zell-Zell-Kontakten festgestellt werden. Hier wurden die entsprechenden Gene in
migrierenden Zellen meist herunterreguliert (CDH17, CLDN1, -2, -6, -12, -15, -19, -20, JAM2,
TJP1, -2, -3, GJA1/CX43, Nectin, MYO6, MYLK3). Viele dieser Gene haben einen direkten
Einfluss auf die Durchlassigkeit der tight junctions. OCLN zeigte jedoch keine verringerte
Expression. Fur die Uberwiegend geschlossen-kollektiv migrierenden IEC-18-Zellen konnte
keine eindeutige EMT beobachtet werden. Lediglich eine leichte Tendenz zu wenig
ausgepragter/partieller Typ2-EMT (Hochregulation von ACTA1, -2) konnte festgestellt
werden. Diese vollzieht sich in der Nahe der Migrationsfront und wird nach
Reepithelialisierung wieder ruckgangig gemacht. Aulerdem konnte eine unterschiedliche
Regulation von Spleilvarianten von TGFp in migrierenden Zellen sowie eine Induktion von
TGFA, HBEGF, ODC und SERPINE1 festgestellt werden.

Nach Behandlung der IEC-18-Zellen mit EGF wurden Gene induziert, die eine wichtige Rolle
in der zellulare Kommunikation, der Aufrechterhaltung der tight junction-Permeabiltat, der
EMT sowie in der Metastasierung spielen, darunter CLDN18, AF6, MYO6, TNC, EGF,
EGFR, CXCR4 (hauptsachlich in stationaren Zellen) sowie CDH17, CLDN1, (auch in
migrierenden Zellen). CDLN2 wurde dagegen herunterreguliert. Dies stimmt Gberein mit der
aufgelockerten Migrationsweise und fibroblastenartigen Morphologie speziell der
Pionierzellen Uberein. Die geringe Responsivitdt von migrierenden |IEC-18-Zellen auf EGF
Iasst sich mit einer Herunterregulation des EGFR erklaren. Die EGF-Behandlung hatte auch
einen dampfenden Effekt auf die TFF3-Transkription.

Neben |EC-18-Zellen wurden noch weitere epitheliale Zelllinien untersucht, darunter
transformierte bronchiale Zellen (BEAS-2B), Krebszellen (A549, Alveolaradenokarzinom;
AGS, Magenadenokarzinom) sowie primare Zelllkulturen (Magen). In Ubereinstimmung mit
der aufgelockerten (teilweise individuellen) Migrationsweise und der fibroblastoiden
Erscheinungsform der BEAS-2B- und A549-Lungenzellen konnten Hinweise auf eine
weitergehende EMT erhalten werden (Herunterregulation von E-Cadherin, Hochregulation
von SNAI1). OCLN und VIM waren jedoch von der Migration unbeeinflusst. Flr eine Reihe
von Genen konnten deutliche Unterschiede zwischen den untersuchten Zelllinien festgestellt
werden. Dazu zahlen (in migrierenden Zellen) ACTA2, FN1, TNC, MMP1, MMP9, DKK1,
GATA3, CCND1 und VTN. Beide Lungenzelllinien wiesen eine Dedifferenzierung auf (TFF1
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und SFTPC in BEAS-2B oder TFF1, TFF3, LYZ, MUC5B in A549). SERPINE1 erfuhr bei
beiden eine Hochregulation, wohingegen MMP28 stark herunterreguliert wurde.

Im Gegensatz zu den Lungenzelllinien zeigten die oft kettenartig migrierenden AGS-Zellen
eine nur leicht gestreckte Form wahrend der Migration auf. E-Cadherin wurde dabei
herunterreguliert. Interessanterweise waren viele EMT-Marker weder in stationdren noch in
migrierenden Zellen nachweisbar (CDH2, SNAI2, TWIST, MMP9 oder auch TNC), andere
EMT-Marker waren wiederum von der Migration unbeeinflusst und in den stationaren Zellen
konstitutiv exprimiert und (ACTA2, OCLN, VIM, MMP1, MMP9 wie auch SERPINE1) was auf
den Krebszellcharakter der AGS-Zellen hinweist. AuRerdem konnten abermals Anzeichen
einer Dedifferenzierung wahrend der Migration gefunden werden (PGA, PGC, LIPF, TFF3).

Dagegen lieferte die fibroblastoide Morphologie der migrierenden Zellen langlebiger
Primarkulturen aus den Epithelzellen des murinen Antrums einen ersten Hinweis auf eine
ablaufende EMT. Die verminderte Expression von Differenzierungsmarkern (GAST, PDX-1,
TFF1-3, LYZ) und die Expression von EMT-relevanten Genen stehen damit im Einklang
(Herunterregulation von E-Cadherin und OCLN, sowie Heraufregulation von ACTA1 und 2.
Hingegen war die VIM-, SNAI1-, SNAI2-, TNC- und CDH2-Expression in migrierenden Zellen
aber nicht verandert. Dies lasst auf eine partielle Typ2-EMT schlieflien. Wie schon die nicht
transformierten |IEC-18-Zellen wiesen auch die Primarkulturen eine Kontaktinhibition des
Wachstums auf. AuBerdem konnte in migrierenden Zellen wie bei IEC-18-Zellen, eine
deutliche Steigerung der Zykline D1 und E1 beobachtet werden. Das Potenzial, in stark
serumreduziertem oder serumfreiem Medium zu wandern (ahnlich wie IEC-18- oder IEC-6-
Zellen und im Gegensatz zu BEAS-2B, A549 oder AGS, die auf einen héheren Serum-
/Serumersatzspiegel angewiesen sind) macht die primaren gastralen Zellkulturen zu einem
interessanten Modellsystem fiir zuklnftige Untersuchungen.

Neben einem motogenen Effekt induzierte die EGF-Behandlung vor allem die Transkription
von MMP1. Dabei zeigten migrierende im Vergleich zu stationaren BEAS-2B-Zellen eine
grolRere Responsivitat gegeniber EGF. In A549-Zellen zeigte sich dagegen eine Induktion
von MMP1 hauptsachlich in den stationaren Zellen. Die primaren Zellkulturen des murinen
Antrums wiesen nach EGF-Behandlung ebenfalls eine deutliche Hochregulation von MMP1,
aber auch von MMP9 auf. Die migrierenden Zellen zeigten dabei (analog zu BEAS-2B-
Zellen) eine starkere Induktion als die stationaren Zellen.

Rekombinantes TFF2 und TFF3 zeigte im Scratch-Assay keinen signifikanten motogenen
Effekt. Jedoch hatte rekombinantes TFF3 nach mechanischer Verletzung (multi-Scratch-
Assay) modulierende Effekte auf verschiedene inflammatorische Gene, abhangig vom
.Verletzungsgrad“ des Zellverbandes (IEC-18: SERPINE1, PTGS, CXCL2). Es zeigte sich
ein leichter, inhibitorischer Einfluss von TFF3 auf durch TNFa hochregulierte Gene, wobei
TFF3 sowohl auf unverwundete (IEC-18: CXCL2, SERPINE1, PTGS, IL-6; A549: IL-6, IL-8,
CXCL2) als auch auf verwundete (IEC-18: SERPINE1; A549: CXCL2) Zellen Effekte
aufwies. Nach Verwundung hatte TFF3 einen induzierenden Effekt auf die durch TNFa
erhohte Expression von MMP9.

Mit der in dieser Arbeit vorgestellten Methode kénnen nun in Zukunft Genexpressionsprofile
von migrierenden Zellen erstellt werden, die z.B. aus Zellkulturen von Tff-KO-Mausen
stammen. Dies konnte u.a. dazu beitragen, die Rolle von TFF-Peptiden im Zuge der
Restitution besser zu verstehen. Interessant ware es auch, die Korrelation von RNA-
Transkripten und Proteingehalt in stationaren/migrierenden Zellen zu untersuchen.

Aufgrund von neuen Erkenntnissen von Albert et al. (2010, 2012), Hanisch et al. (2012) und
Ragge et. al. (unveroffentlichte Daten 2012), die starke Unterschiede von in vivo
vorkommenden TFF-Formen zu den rekombinanten TFF-Peptiden beschreiben, ist eine
funktionelle Analyse der nativen Formen von TFF-Peptiden besonders vielversprechend. Der
nachgewiesene Anstieg der Expression von TFF1 und TFF2 in der Mikroglia-Zelllinie BV-2
nach LPS-Behandlung unterstreicht die mogliche Rolle von TFF-Peptiden in der Regulation
von inflammatorischen Prozessen des zentralen Nervensystems. Eine weitere Untersuchung
dieses Sachverhaltes sollte deshalb in entsprechenden Tiermodellen realisiert werden.
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6.1 Summary and outlook

The aim of this study was to establish a method that allows the in vitro separation of
migratory and stationary cells and thus to provide insights into the gene expression profiles
of these cells during the process of restitution. Using a preparative scratch assay, systematic
gene expression profiles during migration were obtained and compared with the expression
profiles after stimulating with various motogenes such as EGF. With the described method it
was possible to detect different effects of EGF on stationary and migratory cells. Further, the
successful establishment of primary epithelial cell cultures from the murine antrum allowed
the creation of a promising non-transformed model system to study the rapid gastric rapair
after injury by cell migration. The evidence of dedifferentiation and partial epithelial-
mesenchymal transition (EMT) during the migration was obtained from all the tested cell
lines.

The focus of this study was the comparative gene transcript analysis of separated stationary
and migratory cells from the non-transformed intestinal IEC-18 cell line. After a long-term
cultivation and wounding, the migrating cells gradually lost most of the features of Paneth
cells, goblet cells, enterocytes and some markers of neuro/endocrine communication (down-
regulation of LYZ, ANPEP, TFF3, SLC6A2, SLC6A4). However, during the restitution, the
cells retained the neuroendocrine-like state of differentiation or differentiated back to crypt
progenitor cells (HES1, ENO2, NES, GLPR2, CHGB, NPY). In migrating cells the only minor
role of the LGR5-stem cell population (down-regulation of LGR5) compared to BMI1-
expressing cells and up-regulation of cyclins (CCNA2, CCD1, CCE1) became apparent.
Furthermore, many genes involved in cell-cell contacts were down-regulated in migratory
IEC-18 cells (CDH17, CLDN -2, -6, -12, -15, -19, -20, JAM2, TJP1, -2, -3, GJA1/CX43). The
afadin-6/nectin complex as well as MYO6 and MYLK3 were also down-regulated. Occludin
however showed no reduction in the expression level. For the collectively (mostly coherent)
migrating IEC-18 cells there were no unequivocal signs of EMT. Only a slight tendency for a
less pronounced/partial type 2 EMT (e.g. up-regulation of ACTA2), which is probably limited
to the migration front and reverses after re-epithelialization, was found. Besides the induction
of TGFA, HBEGF, ODC and SERPINE1, a different regulation of splice variants of TGF[3 was
detected during migration.

EGF treatment severely affected the expression of genes important for cell-cell contacts, cell
communication, maintenance of tight junction permeability and involved in EMT and
metastasis. Among them CLDN18, AF6, MYO6, TNC, EGF, EGFR, CXCR4 (mainly in
stationary cells) and CDH17, CLDN1 (also in migrating cells) were induced. CDLN2 was
down-regulated. This is consistent with the migration in a less collective/coherent manner
and with fibroblast-like morphology, particularly of pioneer cells. The low responsiveness of
migrating IEC-18 cells to EGF can be explained by a down-regulation of EGFR. EGF
treatment resulted also in a markedly decreased expression of TFF3.

Besides IEC-18 cells, further epithelial cell lines were examined, including transformed
bronchial cells (BEAS-2B), cancer cells (A549, alveolar adenocarcinoma; AGS gastric
adenocarcinoma) and primary cell cultures (gastric/stomach).

In accordance with the loosened (partially individual) way of migration and fibroblastoid
appearance of migrating BEAS-2B and A549 lung cells, there were indications of a more
pronounced EMT (clear down-regulation of E-cadherin, up-regulation of SNAI1), but OCLN
and VIM were unaltered. For some genes clear differences in expression during migration
were detected between the investigated cell lines. These included ACTA2, FN1, TNC, VTN,
MMP1, MMP9, DKK1, GATA3 and CCND1. Both lung cell lines showed the up-regulated
expression of SERPINE1, decrease in MMP28 expression and dedifferentiation during
migration (down-regulation of TFF1 und SFTPC in BEAS-2B or TFF1, TFF3, LYZ, MUCS5B in
A549).

AGS cells often showed (in contrast to the lung cells) chain migration with only slightly
elongated shape. Interestingly, while E-cadherin was down-regulated, many of the EMT
markers were undetectable in stationary or were not induced in migratory cells (CDH2,
SNAI2, TWIST, MMP9 and also TNC); others, (ACTA2, OCLN, VIM, MMP1, MMP9,
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SERPINE1), were not affected by migration indicating the nature of cancer cells. In addition,
signs of dedifferentiation during migration were also found (PGA, PGC, LIPF, TFF3).

The decreased expression of differentiation markers (GAST, PDX-1, TFF1-3, LYZ) was also
found in migrating primary cell cultures (murine antrum). Here the fibroblastoid morphology of
migrating cells as a first indication for an undergoing EMT and the expression of some EMT-
relevant genes are thus in line (down-regulation of E-cadherin and occludin and up-
regulation of ACTA2). On the other side VIM, SNAI1, SNAI2, TNC and CDH2 expression in
migrating cells was not altered. This suggests a partial Typ2 EMT. Like the non-transformed
IEC-18 cells, the primary cultures also showed contact inhibition of growth and in the
migrating cells a significant increase in expression of cyclins D1 and E1 was observed. The
potential to migrate in serum-reduced or serum-free medium (similar to IEC-18 and IEC-6
cells and in contrast to BEAS-2B, A549 or AGS, which rely on a higher serum/serum
substitute level) makes the primary gastric cell cultures an interesting model system for
future studies.

In addition to the motogenic and migration-pattern altering effects, EGF treatment particularly
induced the transcription of MMP1. However migratory BEAS-2B cells showed a higher
responsiveness to EGF than the stationary cells; in the A549 cell line mainly the stationary
cells were responding. In primary cells EGF treatment caused an induction of MMP9,
besides a significant upregulation of MMP1 (analogous to BEAS-2B cells).

Recombinant TFF2 and TFF3 showed no significant motogenic effects in scratch assay. But
the multi scratch assay with recombinant TFF3 revealed its modulating effects on various
inflammatory genes, depending on the wounded-state of the cell monolayer (IEC-18:
SERPINE1, PTGS, CXCL2, MMP9). TFF3 showed also a slight inhibitory effect on genes up-
regulated by TNFa, both in un-wounded monolayers (IEC-18: CXCL2, SERPINE1, PTGS, IL-
6; A549: IL-6, IL-8, CXCL2) and in wounded cells (IEC-18: SERPINE1; A549: CXCL2). TFF3
showed after wounding also a slightly synergistc effect with TNFa inducing the transcription
of MMP9.

In the future the presented method can be used to study the gene expression profiles of
migratory cells derived from cell cultures of Tff-KO mice. This could help to better understand
the role of TFF peptides during the restitution. It would also be interesting to investigate the
correlation of RNA transcripts and protein content in stationary and migratory cells. Based on
new findings from Albert et al. (2010, 2012), Hanisch et al. (2012) and Ragge et. al.
(unpublished data, 2012), where major differences between in vivo forms of TFFs and
recombinant peptides are described, functional analysis with the native forms of the peptides
are particularly promising.

The detected increase in the expression of TFF1 and TFF2 in the microglia cell line BV-2
after LPS treatment underlines the potential role of TFF peptides in the regulation of
inflammatory processes of the central nervous system. A further examination of this situation
should therefore be implemented in appropriate animal models.
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8. Anhang

8.1 Western Blots
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Abb. A1:. Western Blots von rekombinantem glykosylierten, humanen TFF2 (TFF2-glyk). Die Chargen von 2000 (1) und 2002
(2) unter reduzierenden (R) und nicht reduzierenden (NR) Bedingungen, markiert mit a-hTFF2-1-Antikorper. Eingesetzte
Peptidmenge: jeweils ca. 30 ng.
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Abb. A2: Western Blots von rekombinantem humanem TFF3-Dimer. Die Chargen von 1999 (1), 2007 (2) und 2009 (3) unter

reduzierenden (R) und nicht reduzierenden (NR) Bedingungen, markiert mit a-hTFF3-3-Antikérper. Eingesetzte Peptidmenge:
jeweils ca. 30 ng.
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Abb. A3: Western Blots von rekombinantem humanem TFF3-Monomer. Die Chargen von 1997 (1), 2003 (2) und 2007(3) unter

reduzierenden (R) und nicht reduzierenden (NR) Bedingungen, markiert mit a-hTFF3-3-Antikdrper. Eingesetzte Peptidmenge:
jeweils ca. 30 ng.
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8.2 Mikroskopaufnahmen

,‘#“"‘ﬂ ?r"d A

Abb. A4. Oben: Migrationsweise von IEC-18-, BEAS-2B-, A549-, AGS- und pirimaren Zellkulturzellen des murinen Antrums
(PC). Beispiele unter serum- oder serumersatz-reduzierten Bedingungen und unter Gabe von PBS (Kontrolle), 5 nM EGF oder 2
UM TFF3-Dimer. Unten: Trennung der migrierenden Zellen fiir Genexpressionsanalysen. Bsp. A: IEC-18-Zellen, Bsp. B: AGS-
Zellen (1: vor, 2: nach der Trennung, M: migrierende Zellen)
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Abb. A5: Immunfluoreszenz von MMP1 (Sekundarantikérper: Cy3) mit DAPI-Kernfarbung der BEAS-2B-Zellen in 400-facher
VergroRerung. Aufnahme 48 h nach Verwundung, A und B: stationare Zellen, C und D: migrierende Zellen; B und D nach EGF-
Behandlung (5 nM).

Abb. A6: Immunfluoreszenz von CTNNB (Sekundarantikérper: FITC) mit DAPI-Kernfarbung der IEC-18-Zellen in 400-facher
VergroRerung. Aufnahme 48 h nach Verwundung, A: stationare Zellen, B: migrierende Zellen.
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8.3 Primer

Tab. 16: Primer Human

Gen/

Annealing
Temp.

Nr. und Bezeichnung

Institutsnr.

Primerpaare: 5°-3" forward und reverse

Produkt
-groRe

Anhang

Intron-
Spanning:

ACTA1 NM_001100.3 MB1837/ GATCTGGCACCACACCTTCT(363-382) 432 ja
60°C actin, alpha 1, skeletal MB1838 GCCATCTCGTTCTCGAAGTC(794-775)

muscle
ACTA2 NM_001613.1 MB1270a/ ACTGGGACGACATGGAAAAG(286-305) 368 ja
60°C actin, alpha 2, smooth MB1271 GAAGGAATAGCCACGCTCAG(653-634)

muscle
ACTB NM_001101.3 MB344/ TTCCTGGGCATGGAGTCCT(880-898) 204 ja
57°C actin, beta MB345 AGGAGGAGCAATGATCTTGATC(1083-1062)
ACTB- NT_007819.16 MB1512/ CAGAAAAACTGGGGTACCTG(46171-46190) 256 | -
promoter MB1513 AGTGTGACTTTGTGGTGTGG(46426-46407)
region
57°C
ADAM17 NM_003183.4 MB232/ TTCCTTTCAGCATTCTTGTCC(2237-2257) 285 ja
57°C ADAM metallopeptidase MB233 CCTTCTCAAACCCATCCTCG(2521-2502)

domain 17 (ADAM17)
ANO1 NM_018043.5 MB1455/ GGCTTTCCTGCTGAAGTTTG(2132-2113) 309 ja
60°C anoctamin 1, calcium MB1456 CGCTGTTTCCTCTTCACACA(2440-2421)

activated chloride

channel
APC NM_001127511.2 MB1902/ ATGCTGTTCCCAGGTACTGT(133-152) 415 ja

polyposis coli (APC) MB1903 ATCCTTCCCGGCTTCCATAA(547-528)

transcrip variant 1
BAK1 NM_001188.3 MB1542/ CTGAGACCTGAAAAATGGCT(287-306) 203 ja
57°C BCL2-antagonist/killer 1 MB1543 TAAGGTGACCATCTCTGGGT(489-470)
BAX NM_004324.3 MB1540/ AAGAAGCTGAGCGAGTGTCT(238-257) 452 ja
57°C BCL2-associated X MB1541 GATGATCTGAAGATGGGGAG(689-670)

protein, transcript variant

beta
BMP6 NM_001718.4 MB1557/ GCGACACCACAAAGAGTTCA(874-893) 287 ja
60°C bone morphogenetic MB1558 GAAGCCCCATGTTATGCTGT(1160-1143)

protein 6
CASP3 NM_004346.3 MB1823/ TGGAATTGATGCGTGATGTT(533-572) 564 ja
60°C caspase 3, apoptosis- MB1824 CCACCAACCAACCATTTCTT(1116-1097)

related cysteine

peptidase, transcript

variant alpha
CASP7 NM_001227.3 mMB1821/ AGTGACAGGTATGGGCGTTC(552-571) 320 ja
60°C caspase 7, apoptosis- MB1822 GGCAAGCCTGAATGAAGAAG(871-852)

related cysteine

peptidase, transcript

variant alpha
CCL2 NM_002982.3 MB150/ CCAGATGCAATCAATGCCC(146-164) 489 ja
57°C CCL2 chemokine (C-C MB151 CAAAGACCCTCAAAACATCCC(634-314)

motif) ligand 2
CCL26 NM_006072.4 MB1203/ GGAGGAGTTTGGGAGAAACC(64-83) 358 ja
60°C chemokine (C-C motif) MB1204 AGCGTCCTCGGATGAAAAT(421-402)

ligand 26
CCNA2 NM_001237.2 MB889/ AGGAAAACTTCAGCTTGTGG(858-876) 362 ja
57°C cyclin A2 MB890 TTTGTCCCGTGACTGTGTAG(1219-1200)
CCND1 NM_053056.2 MB1757/ AGACCTTCGTTGCCCTCTGT(757-776) 296 ja
60°C cyclin D1 MB1756 CACCTCCTCCTCCTCCTCTT(1052-1033)
CCNE1 NM_001238.1 MB1793/ CTGGATGTTGACTGCCTTGA(1042 -1061) 400 ja
60°C cyclin E1 transcript MB1794 TCTTTGGTGGAGAAGGATGG(1441-1422)

variant 1
CDH1 NM_004360.2 MB885/ ACGTCGTAATCACCACACTG(1293-1312) 323 ja
57°C CDH1 cadherin 1, type MB886 CTCGGACACTTCCACTCTCT(1615-1596)

1, E-cadherin (epithelial)
CDH17 NM_004063.3 MB1753/ GACAATCGACCCACGTTTCT(486-505) 203 ja
60°C cadherin 17, LI cadherin MB1754 GCTCCCGTTTTGTTGTTGAT(688-669)

(liver-intestine) transcript

variant 1
CDH2 NM_001792.2 mMB887/ AGGACAGCCTCTTCTCAATG(358-377) 366 ja
57°C cadherin 2, type 1, N- MB888 CTGGAGTTTTCTGGCAAGTT(723-704)

cadherin (neuronal)
CLDN1 NM_021101.3 MB1284/ CCGTTGGCATGAAGTGTATG(516-535) 208 ja
57°C 1 claudin 1 MB1285 CCAGTGAAGAGAGCCTGACC(723-704)
CLDN18 NM_016369.3 MB1561/ CCTCCTGGTATCCATCTTTG(341-360) 497 ja
57°C claudin 18 transcript MB1562 CGTGCTTGGAAGGATAAGAT(837 -818)

variant 1
CLDN2 NM_020384.2 MB1286/ GGATTTTGCAAAGCTGTGGT(5-24) 266 ja
57°C claudin 2 MB128 GCTCTTGCTCCTTGAACACC(270-251)
CLDN3 NM_001306.3 MB1534/ CAGTGCAAGGTGTACGACTC(405-424) 726 nein
57°C claudin 3 MB1535 AGAAGGGTGAGGTTTCACAG(1130-1111)
CLDN4 NM_001305.3 MB783/ TGGATGGACGGGTTTAGAG(1470-1488) 349 nein
57°C claudin 4 MB784 TGCACAGGTCCCATTTATTG(1818-1799)
CLDN4 NM_001305.3 MB1536/ TCAGGACTGGCTTTATCTCC(196-215) 311 nein
57°C claudin 4 MB1534 ACCACGCAGTTCATCCATA(506-488)
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Gen/

Annealing
Temp.
CLDN5

Nr. und Bezeichnung

NM_001130861.1

Institutsnr.

MB785/

Primerpaare: 5°-3" forward und reverse

CCTGCCCTTAACAGACGGAATG(1944-1965)

Produkt
-groRe

101

Anhang

Intron-
Spanning:

nein

57°C Cldn5 transcript variant MB786 TCTTGGAGGGGAAGCGAAATCC(2044-2023)

1
CLDN5 NM_001130861.1 MB1538/ GGGATGAGAGAGACAGTGCT(360-379 555 nein
57°C Cldn5 transcript variant MB1539 GGGTACCCTCTTTGAAGGTT(914-895)

1
CLDN7 NM_001307.5 MB1841/ GCGTATCCTACTCCCTGTGC(876-895) 586 ja
60°C claudin 7 MB1842 ATGGCTATACGGGCCTTCTT(1261-1242)
COL1A1 NM_000088.3 MB1741/ CTGGTCCTGATGGCAAAACT(1766-1785) 402 ja
60°C collagen, type |, alpha 1 MB1742 AACCTCTCTCGCCTCTTGCT(2167-2148)
CTFR NM_000492.3 MB559/ GACTGCACATCAAAATATGCC(5147-5167) 345 nein
57°C cystic fibrosis MB560 ATCTACTTACACACCCTCTACC(5491-5470)

transmembrane

conductance regulator

member 7
CTFR NM_000492.3 MB1863/ CAAGGAGGAACGCTCTATCG(471-490) 558 ja
60°C cystic fibrosis MB1864 GCCTTCCGAGTCAGTTTCAG(1028-1009)

transmembrane

conductance regulator

member 7
CTNNB1 NM_001904.3 MB1791/ CCCACTAATGTCCAGCGTTT(623-642) 394 ja
60°C catenin (cadherin- MB1792 AATCCACTGGTGAACCAAGC(1016-997)

associated protein), beta
CXCL1 NM_001511.3 MB509/ CAGTGACAAATCCAACTGACC(385-405) 466 nein
57°C chemokine (C-X-C motif) | MB510 ACATACATTCCCCTGCCTTC(850-831)

ligand 1 (melanoma

growth stimulating

activity, alpha)
CXCL12 NM_199168.3 MB91861/ GCACTTTCACTCTCCGTCA(4-22) 535 ja
57°C chemokine (C-X-C motif) | MB91862 AGGGTCTAAATGCTGGCAA(538-520)

ligand 12
CXCL2 NM_002982.3 MB150/ CCAGATGCAATCAATGCCC(146-164) 489 ja
57°C CCL2 chemokine (C-C MB151 CAAAGACCCTCAAAACATCCC(634-314)

motif) ligand 2
CXCL3 NM_002090.2 MB507/ CGCCCAAACCGAAGTCATAG(369-388) 498 ja
57°C CXCL3 chemokine (C-X- | MB508 ATTTCAATCCCCCCACCCTC(866-847)

C motif) ligand
CXCR4 NM_001008540.1 MB1859/ GGCAGAGGAGTTAGCCAAGA(27-46) 515 ja
60°C Homo sapiens chemokine MB1860 CTTGTCCGTCATGCTTCTCA(541-522)

(C-X-C motif) receptor 4

transkript variant 1
CXCR4 NM_003467.2 MB1035/ AGCAGGTAGCAAAGTGACG(24-42) 448 ja
57°C chemokine (C-X-C motif) | MB1036 TGAGGACACTGCTGTAGAGG(471-452)

receptor 4 (CXCR4),

transcript variant 2
DKK1 NM_012242.2 MB1642/ TCCGAGGAGAAATTGAGGAA(591-610) 157 ja

dickkopf homolog 1 MB1643 CCTGAGGCACAGTCTGATGA(747-728)

(Xenopus
DKK1 NM_012242.2 MB1906/ GGCGGGAATAAGTACCAGAC(362-381) 369 ja

dickkopf homolog 1 MB1907 TGACCGGAGACAAACAGAAC(730-711)

(Xenopus laevis)
DMBT1 NM_007329.2 MB342/ TCTCCAATCCTTGGGCTTT(6526-6545) 215 ja
57°C deleted in malignant MB343 GGTCTGTCCTCCTCTTGATG(670-6721)

brain tumors 1
EGF NM_001963.4 MB1749/ CGTGCCCTGTAGGATTTGTT(1594-1613) 323 ja
60°C epidermal growth factor MB1750 GGCAAACAGCAAAAATGGTT(1916-1897)
EGFR NM_005228.3 MB1739/ CAAAAACTGCACCTCCATCA(1323-1342) 250 ja
60°C epidermal growth factor MB1740 GCTGACGACTGCAAGAGAAA(1572-1553)

receptor
FCGBP NM_003890.2 MB1514/ AGCTGGCAAGAAGAGACGAG(3099-3118) 349 ja
60°C Fc fragment of IgG MB1515 AGGAACACGCCTCATAGTGG(3447-3428)

binding protein
FN1 NM_212482.1 MB909/ GAGAGTGGAAGTGTGAGAGG(1063-1082) 490 ja
57°C fibronectin 1 MB910 TGGTTGTTGTATAGGAAGGGG(1552-1532)
GAPDH NM_002046.3 MB1833/ AGTCAACGGATTTGGTCGT(123-141) 237 ja
60°C glyceraldehyde-3- MB1834 TTGATTTTGGAGGGATCTCG(359-340)

phosphate

dehydrogenase
GAST NM_000805.4 MB1029/ CACACACCTCCCAGCTCT(41-58) 405 ja
57°C gastrin MB1030 ATCAGTTTTTCAGGGGACAG(445-426)
GATA2 NM_001145661.1 MB1833/ AAGGCTCGTTCCTGTTCAGA(1288-1307) 380 ja
60°C GATA binding protein 2 MB1834 GCCCCTTTCTTGCTCTTCTT(1667-1648)
GATA3 NM_001002295.1 MB1395/ CTCATTAAGCCCAAGCGAAG(1458-1477) 205 ja
60°C GATA binding protein 3 MB1396 TTTTTCGGTTTCTGGTCTGG(1662-1643)
GATA4 NM_002052.3 MB1298/ CACTGCGTAATCTTCCCTCT(1874-1893) 545 nein
57°C GATA binding protein 4 MB1299 TGTATGTCACACCCCACAAT(2418-2399)
GATA5 NM_080473.4 MB1300/ AACAGTCAACCTCCCAGTGT(1635-1654) 530 nein
57°C GATA binding protein 5 MB1301 GGTATCATCCAACCCAGTGT(2164-2145)
GATA6 NM_005257.3 MB1835/ CAAACCAGGAAACGAAAACC(1730-1749) 389 ja
60°C GATA binding protein 6 MB1836 CAAAAGCAGACACGAGTGGA(2118-2099)
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Gen/

Annealing
Temp.
HBEGF

Nr. und Bezeichnung

NM_001945.2

Institutsnr.

MB1476/

Primerpaare: 5°-3" forward und reverse

GCTGTCATCTGTCTGTCTGC(782-801)

Produkt
-groRe

453

Intron-

Anhang

Spanning:

57°C heparin-binding EGF-like MB1477 TATGGAATTTAACCGGCATT(1234-1215)

growth factor
IL-6 NM_000600.3 MB125/ ACCTCTTCAGAACGAATTGAC(258-278) 110 ja
57°C linterleukin 6 (interferon, | MB126 GCCTCTTTGCTGCTTTCAC(367-364)

beta 2)
IL-8 NM_000584.3 MB138/ ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGGCT(154-177) 292 ja
57°C interleukin 8 MB139 TCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTC(445-421)
ITGB1 NM_002211.3 MB1085/ TAAAAGCAAATGCCAAATCA(304-323) 481 ja
57°C integrin, beta 1 MB1086 ACAAATGAGCCAAATCCAAT(784-765)

(fibronectin receptor,

beta variant 1A
KRT6A NM_005554.3 MB1751/ CCAAGGCAGACACTCTCACA(1066-1085) 234 ja
60°C keratin 6A MB1752 GCAGCTCCTCGTACTTGGTC(1299-1270)
LGALS1 NM_002305.3 MB1759/ CTCTCGGGTGGAGTCTTCTG(35-54) 189 ja
60°C lectin, galactoside- MB1760 CAGGTTGTTGCTGTCTTTGC(223-204)

binding, soluble, 1
LGALS3 NM_002306.3 MB1203/ ATGATGCGTTATCTGGGTCT(111-130) 443 ja
57°C lectin, galactoside- MB1204 AACATCATTCCCTCTTTGGA(553-534)

binding, soluble, 3

transcript variant 1
LGR5 NM_003667.2 MB932/ GAAACCTCTCCAGCTTGGTA(668-687) 378 ja
57°C leucine-rich repeat MB933 GACTCTCCAGGTTTGCAGTT(1034-1026)

containing G protein-

coupled receptor 5
LIPF NM_004190.3 MB1045/ AGATGCTGAATCTCCTTTGC(860-879) 412 ja
57°C lipase, gastric, transcript | MB1046 TAAACTTCTTGAGGGGCATC(1271-1252)
LYz NM_000239.2 MB916a/ GAAAAGATTGGGAATGGATG(145-164) 333 ja
57°C lysozyme MB917 TGACGGACATCTCTGTTTTG(477-458)
MIF NM_002415.1 MB1733/ GGTCTCCTGGTCCTTCTGC(75-94) 358 ja
60°C macrophage migration MB1734 GAGTTGTTCCAGCCCACATT(432-413)

inhibitory factor
MMP1 NM_002421.3 MB334/ TTCCCAAAATCCTGTCCAGCCC(929-950) 292 ja
57°C (interstitial collagenase) MB335 TCCGTGTAGCACATTCTGTCCC(1220-1199)

transcript variant 1
MMP1 NM_002421.3 MB1839/ TGCTCATGCTTTTCAACCAG(686-705) 482 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1840 ACCGGACTTCATCTCTGTCG(1167-1148)

1 (interstitial

collagenase)

transcript variant 1
MMP10 NM_002425.2 MB1598/ GGCTCTTTCACTCAGCCAAC(708-727) 176 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1599 TCCCGAAGGAACAGATTTTG(883-864)

10 (stromelysin 2)
MMP10 NM_002425.2 MB1916/ GGCGAAGATCCCACTGGAACCC(978-999) 617 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1917 TGCAAGGCTCATCTTCTTCAGTCAC(1594-1570)

10 (stromelysin 2)
MMP11 NM_005940.3 MB1600/ TACTGGGTGTACGACGGTGA(1106-1125) 349 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1601 AGAAGTCAGGACCCACGAGA(1454-1435)

11 (stromelysin 3)
MMP12 NM_002426.4 MB1602/ ACACCTGACATGAACCGTGA(461-480) 393 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1603 AGCAGAGAGGCGAAATGTGT(853-834)

12 (macrophage

elastase)
MMP13 NM_002427.2 MB1604/ TAAGGAGCATGGCGACTTCT(535-554) 340 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1605 GTCTGGCGTTTTTGGATGTT(874-855)

13 (collagenase 3)
MMP14 NM_004995.2 MB1606/ TGCAGAAGTTTTACGGCTTGC(437-457) 441 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1607 AGTGGGTGTCTCCTCCAATG(877-858)

14 (membrane-inserted)
MMP16 NM_005941.4 MB1608/ GCTGACCCAAGGAAAAATGA(1225-1244) 270 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1609 CACAAAATTCCCGTCGCTAT(1494-1475)

16 (membrane-inserted)

transcript variant 1
MMP17 NM_016155.4 MB1610/ GACACCCACTTTGACGATGA(760-779) 346 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1611 AGTGAGTGCTGCATCTGTGG(1105-1086)

17 (membrane-inserted)
MMP2 NM_001127891.1 MB1429/ TTCCCCTTCTTGTTCAATGG(869-888) 376 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1430 ATTTGTTGCCCAGGAAAGTG(1242-1223)

2, collagenase)
MMP24 NM_006690.3 MB1612/ TGAAGGCATTGACACAGCTC(1422-1441) 242 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1613 GTGGAGGACGGTCACAAACT(1663-1644)

24 (membrane-inserted)
MMP28 NM_024302.3 MB1654/ AGAGCGTTTCAGTGGGTGTC(449-468) 223 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1655 GGTAGGAGAGGTGCTGCTTG(671-642)

28 transcript variant1
MMP3 NM_002422.3 MB1391/ GCAGTTTGCTCAGCCTATCC(102-121) 214 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1392 GAGTGTCGGAGTCCAGCTTC(315-296)

3 (stromelysin 1,

progelatinase)
MMP3 NM_002422.3 MB1918/ AAGGAGGCAGGCAAGACAGCA(5-25) 306 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1919 TCGGAGTCCAGCTTCCCCGT(310-291)

3 (stromelysin 1,
progelatinase)
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Gen/

Annealing
Temp.

Nr. und Bezeichnung

Institutsnr.

Primerpaare: 5°-3" forward und reverse

Produkt
-groRe

Anhang

Intron-

Spanning:

MMP7 NM_002423.3 MB346/ CGAGACTTACCGCATATTACAG(399-420) 328 ja
57°C matrix metallopeptidase MB347 CAGAGGAATGTCCCATACCC(726-707)

7 (matrilysin, uterine)
MMP7 NM_002423.3 MB1592/ GAGTGCCAGATGTTGCAGAA(310-329) 169 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1593 AAATGCAGGGGGATCTCTTT(478-459)

7 (matrilysin, uterine)
MMP8 NM_002424.2 MB1594/ TCTGCAAGGTTATCCCAAGG(1170-1189) 478 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1595 CGGAGGACAGGTAGAATGGA(1647-1628)

8 (neutrophil

collagenase
MUC12 NM_001164462.1 MB1099/ ATCTACACCCTTCCCTGACA(14631-14650) 456 ja
57°C mucin 12, cell surface MB1100 AAAGTGGCGTTGAGTTTTTC(15086-15067)

associated
MUC13 NM_033049.3 MB1097/ AAGATGCTAATGGGAACTGC(1229-1248) 456 ja
57°C mucin 13, cell surface MB1098 GCCAGATCTTTACTGGTGCT(1684-1665)

associated
MUC17 NM_001040105.1 MB1811/ CTTCTCACACCATCCCACCT(12188-12207) 231 nein
60°C mucin 17, cell surface MB1782 ATGTTGTGGTTCTTGGCACA(12456-12437)

associated
MucC2 NM_002457.2 MB322/ ACTGCACATTCTTCAGCTGC(15083-15102) 223 exon-
57°C mucin 2, oligomeric MB323 ATTCATGAGGACGGTCTTGG(15315-15296) intron

mucus/gel-forming unklar
MUCS5AC NM_017511.1 MB1470/ TCTTCAGACCCTCAACC(1706-1722) 479 exon-
57°C mucin 5AC, oligomeric MB1471 AGTGACGGGTGGAACAA(2184-2168) intron

mucus/gel-forming. unklar
MUC5B NM_002458.2 MB326/ CTGCGAGACCGAGGTCAACATC(17072-17093) 415 ja
57°C mucin 5B, oligomeric MB327 TGGGCAGCAGGAGCACGGAG(17486-17467)

mucus/gel-forming
MUC6 NM_005961.2 MB328/ CAGCAGGAGGAGATCACGTTCAAG(7111-7134) 328 ja
57°C mucin 6, oligomeric MB329 GTGGGTGTTTTCCTGTCTGTCATC(7434-7411)

mucus/gel-forming
MUC7 NM_001145006.1 MB330/ CTTCTCGTTCAGTGAAGGTCG(336-356) 178 ja
57°C mucin 7, secreted, MB331 TGGAAGCTTAGGCCTACAGC(513-494)

transcript variant 1
NANOG NM_024865.2 MB1031/ AACAACTGGCCGAAGAATAG(682-701) 440 ja
57°C Nanog homeobox MB1032 GGTTGCATGTTCATGGAGTA(1121-1102)
OCLN NM_002538.3 MB1393/ TGGCTGCTGCTGATGAATAC(1860-1879) 254 ja
60°C occludin MB1394 GCTCACAGAGGTTTGGCTTC(2113-2094)
oDbC NM_002539.1 MB1831/ AAAGTTGGTTTTGCGGATTG(781-800) 526 ja
60°C ornithine decarboxylase MB1832 TCCATAGACGCCATCATTCA(1306-1287)

1
PDX-1 NM_000209.3 MB1129/ AAAGGAGGAGGACAAGAAGC(714-733) 499 nein
57°C pancreatic and duodenal | MB1130 AAAGAGGGCCCCAATACTAC(1212-1193)

homeobox 1
PGA3 NM_001079807.1 MB1585/ AGAGGCCATCGCCTGCG(842-858) 438 ja
57°C pepsinogen 3, group | MB1586 TAAAGTGGGCACAGGACAG(1279-1261)

(pepsinogen A)
PGA5 NM_014224.2 MB1587/ GAGAGACCATCGCCTGTG(843-860) 439 ja
57°C pepsinogen 5, group | MB1588 TAAAGTGGGCATAGGACGG(1281-1263)

(pepsinogen A)
PGC NM_002630.3 MB366/ CCAACCAGGAGTTCGGCTTGAG(534-555) 364 ja
57°C progastricsin MB367 GTGTCCACGATGGCCTGGCAAC(897-876)

(pepsinogen C)

transcript variant 1
PGC NM_002630.3 MB1795/ CCGTCTTCAGCGTCTACCTC(690-709) 367 ja
60°C progastricsin MB1796 AGAGGGAACTCCACACCAT(1057-1038)

(pepsinogen C)

transcript variant 1
POU2F1 NM_002697.2 MB1666/ CAGTGCAGCAACTACCCTCA(1572-1581) 246 ja
60°C POU class 2 homeobox MB1667 GGAGTGGAGGTGGTCTGTGT(1817-1798)

1
PROM1 NM_006017.2 MB787/ TTCTTGACCGACTGAGACCC(934-953) 432 ja
57°C prominin 1 transcript MB788 CCCTTTTGATACCTGCTACGAC(1365-1344)

variant 1
PROM2 NM_001165978.1 MB789/ GTCAAGACCTCCAAATACTTCC(2531-2552) 1302 ja
57°C prominin 2 transcript 1 MB790 ACTCTCCTCTCCATAAACACTC(3832-3811)

transcript 3 (2531-2351) - (2952-2931) 393
PTGS2 NM_000963.2 MB310/ TGTGGGGCAGGAGGTCTTT(953-971) 476 ja
57°C prostaglandin- MB311 GTACTGCGGGTGGAACATT(1428-1410)

endoperoxide synthase

2 (prostaglandin G/H

synthase and

cyclooxygenase)
RPS26 NM_001029.3 MB1707/ TTCTTGAAGCCCGTCTCCTA(156-175) 315 ja
60°C ribosomal protein S26 MB1708 CATACAGCTTGGGAAGCAC(470-452)
SERPINE1 NM_000602.2 MB1272/ CTCTCTCTGCCCTCACCAAC(954-973) 341 ja
60°C serpin peptidase MB1273 GAGGAAGGGTCTGTCCATGA(1294-1275)

inhibitor, clade E (nexin,
plasminogen activator
inhibitor type 1),
member 1
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Anhang

Gen/ Nr. und Bezeichnung Institutsnr. Primerpaare: 5°-3" forward und reverse Produkt Intron-
Annealing -groRe Spanning:
Temp.
SFTPB NM_000542.3 MB681/ CGATGACCTATGCCAAGAGTG(331-351) 171 ja
57°C surfactant protein B, MB682 AGGGGGAAGTAGTCGTCAAG(501-482)

transcript variant 1
SFTPC NM_003018.3 MB561/ TGAGTGAGCACCTGGTTAC(409-427) 199 ja
57°C surfactant protein C MB562 GAGAGCATTCCATCTGGAAG(607-587)
SFTPD NM_003019.4 MB679/ GGGATTGAAGGGGGACAAAG(646-665) 522 ja
57°C surfactant protein D MB680 AACTCGCAGACCACAAGAC(1167-1149)
SHH NM_000193.2 MB1137/ TACTACGAGTCCAAGGCACA(671-690) 204 ja
57°C sonic hedgehog MB1138 GAAAGTGAGGAAGTCGCTGT(874-855)
SNAI1 NM_005985.2 MB1276/ GCTCCTTCGTCCTTCTCCTC(395-414) 376 ja
60°C snail homolog 1 MB1277 TGACATCTGAGTGGGTCTGG(770-751)

(Drosophila)
SNAI2 NM_003068.3 MB1278/ TCGGACCCACACATTACCTT(698-717) 210 ja
60°C snail homolog 2 MB1279 TTGGAGCAGTTTTTGCACTG(907-888)

(Drosophila)
SNCAIP NM_005460.2 MB1555/ TCCAAACCAGAAGAGCAGGT(1080-1099) 260 ja
60°C synuclein, alpha MB1556 AGGCAGTCTTCTCCCATCAA(1339-1320)

interacting protein
SOD1 NM_000454.4 MB1579/ AGGGCATCATCAATTTCGAG(195-214) 447 ja
60°C superoxide dismutase 1, | MB1580 GGGCCTCAGACTACATCCAA(641-622)

soluble
SOD3 NM_003102.2 MB1581/ GGTGCAGCTCTCTTTTCAGG(140-159) 420 ja
60°C superoxide dismutase 3, MB1582 GAACTGGTGCACGTGGATG(559-541)

extracellular
STAT3 NM_139276.2 MB1644/ TTTGTCAGCGATGGAGTACG(912-931) 257 ja
60°C signal transducer and MB1645 CGATTCTCTCCTCCAGCATC(1168-1149)

activator of transcription

3 (transcript variant 1
STMN3 NM_015894.2 MB1646/ GCTCATCTGCTCCTGCTTCT(139-158) 378 ja
60°C stathmin-like 3 MB1647 TCCTTGCTGAGCTCCATCTT(516-495)
SYTL1 NM_001193308.1 MB1051/ CAACGAGACTCTCCGGTACT(1187-1206) 441 ja
57°C synaptotagmin-like 1, MB1052 ATGGTGTGATTGAACACAGG(1627-1608)

transcript variant 1
SYTL2 NM_032943.3 MB1053/ CTAGGAAAATGCCTTCCAAA(2082-2101) 300 ja
57°C synaptotagmin-like 2, MB1054 CTTCCAGATTGCCAAAGTCT(2381-2362)

transcript variant a

NM_206927.2 (2489-2508) - (2908-2889) 420 nein

synaptotagmin-like 2,

transcript variant ¢
SYTL4 NM_080737.2 MB1057/ GTCCCTCCTTCATCAGACAC(818-837) 425 ja
57°C synaptotagmin-like 3 MB1058 ATTTGCTTCTGTCTCCCAAG(1242-1223)

variant 1
TFF1 NM_003225.2 MD11/ TTTGGAGCAGAGAGGAGG(21-38) 438 ja
57°C TFF1 trefoil factor 1 MD12 TTGAGTAGTCAAAGTCAGAGCAG(458-436)
TFF2 NM_005423.3 MD13/ AGTGAGAAACCCTCCCCC(108-125) 366 ja
57°C TFF1 trefoil factor 3 MD14 AACACCCGGTGAGCCAG(473-457)
TFF3 NM_003226.2 MDY/ GTGCCAGCCAAGGACAG(322-338) 302 ja
57°C TFF1 trefoil factor 3 MD10 CGTTAAGACATCAGGCTCCAG(623-603)
TIMPA1 NM_003254.2 MB1614/ AATTCCGACCTCGTCATCAG(301-320) 230 ja
60°C TIMP metallopeptidase MB1615 TGCAGTTTTCCAGCAATGAG(530-511)

inhibitor 1
TIMP2 NM_003255.4 MB1616/ GGAAGTGGACTCTGGAAACG(461-460) 400 ja
60°C TIMP metallopeptidase MB1617 GTGCCCGTTGATGTTCTTCT(860-841)

inhibitor 2
TIMP3 NM_000362.4 MB1618/ AGGACGCCTTCTGCAACTC(1281-1299) 380 ja
60°C TIMP metallopeptidase MB1619 AGTCACAAAGCAAGGCAGGT(1660-1641)

inhibitor 3
TIMP4 NM_003256.2 MB1620/ CAGACCCTGCTGACACTGAA(492-511) 259 ja
60°C TIMP metallopeptidase MB1621 AGACTTTCCCTCTGCACCAA(750-731)

inhibitor 4
TJP1 NM_003257.3 MB1274/ GGAGAGGTGTTCCGTGTTGT(2093-2112) 308 ja
60°C tight junction protein 1 MB1275 CCAGCTTCTCGAAGAACCAC(2400-2381)

(zona occludens 1)
TJP2 NM_004817.3 MB1876a/ GGGATATTGCAGGCACAGT(1706-1724) 174 ja
60°C ight junction protein 2 mMB1877 CGCTGTCTCCCTTCTTGAAC(1879-1860)

(zona occludens 2)
TNC NM_002160.2 MB1652/ AGCTGTTGGCAGGTGTCTTT(379-398) 192 nein
60°C tenascin C MB1653 ACTCCAGATCCACCGAACAC(570-551)
TNC NM_002160.3 MB2030/ GCTCGGAACCTCACCGTGCC(3761-3780) 580 ja
60°C tenascin C MB2031 AACGCAGGCTGCCAGGAACC(4340-4321)
TNFA NM_003236.2 MB390/ AATGACTGCCCAGATTCCC(339-357) 105 ja
57°C transforming growth MB391 ACCAACGTACCCAGAATGG(443-425)

factor, alpha transcript

variant 1
TWIST1 NM_000474.3 MB1280/ GTCCGCAGTCTTACGAGGAG(647-666) 492 ja
60°C TWIST1 twist homolog 1 MB1281 CACGCCCTGTTTCTTTGAAT(1138-1119)

(Drosophila)
VANGL1 NM_001172411.1 MB1668/ CAAGAGGACATTGCCAGGAT(530-549) 305 ja
60°C vang-like 1 (van gogh, MB1669 ACAAAAGGGCACGAAACAC(833-815)

Drosophila)
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Gen/
Annealing
Temp.
VCAM

Nr. und Bezeichnung

NM_001078.3

Institutsnr.

MB259/

Primerpaare: 5°-3" forward und reverse

ATTGGGAAAAACAGAAAAGAG(1110-1130)

Produkt
-groRe

642

Anhang

Intron-
Spanning:

57°C vascular cell adhesion MB260 GGCAACATTGACATAAAGTG8(1751-1732)

molecule 1
VIM NM_003380.2 MB1389/ GGCTCAGATTCAGGAACAGC(862-881) 327 ja
60°C Vimentin MB1390 GCTTCAACGGCAAAGTTCTC(1188-1169)
VTN NM_000638.3 MB930/ TGCTATGAACTGGACGAAAA(687-706) 380 ja
57°C vitronectin MB931 GCAAAGTGTTCAAACACAGC(1066-1047)

Tab. 17: Primer Mus musculus: Annealingtemperatur 60°C

Gen
Annealing
Temp.

Nr. und Bezeichnung

NM_009606.2
actin, alpha 1, skeletal
muscle

Institutsnr.

MB1867/
MB1855

Primerpaare: 5-3" forward und reverse

CCAGAGTCAGAGCAGCAGAA(28-47)
GGAAGCATAGAGGGACAGCA(498-479)

Produkt
-gréfRe

Intron-
Spanning

Acta2 NM_007392.2 MB1725/ ACTGGGACGACATGGAAAAG(309-338) 368 ja
actin, alpha 2, smooth MB1726 GAAGGAATAGCCACGCTCAG(676-657)
muscle

Actb NM_007393.3 MB555/ AAGCTGTGCTATGTTGCTC(722-740) 307 ja
actin, beta MB556 TCTCCTTCTGCATCCTGTC(1028-1010)

Actb- DBTSS:NM_007393 chr5 MB1783/ GATGCTGACCCTCATCCACT(276-295) 195

promoter - 140387155 140388155 MB1784 ATGAAGAGTTTTGGCGATGG(470-451)

region

Atp4b NM_009724.2 MB1171/ TGCAGGAGAAGAAGTCATGC(36-55) 168 ja
ATPase.H+/K+ MB1172 AGATGCACAAGGCAAAGAGC(203-184)
Exchanging, beta
polypeptide

Bak1 NM_007523.2 MB1813/ CGCTACGACACAGAGTTCCA(509-528) 442 ja
BCL2-antagonist/killer 1 MB1814 TGGGGTAGGGAGAGAGGTTT(950-931)

Bax NM_007527.3 MB1815/ TGCAGAGGATGATTGCTGAC(350-369) 173 ja
BCL2-associated X MB1816 GATCAGCTCGGGCACTTTAG(522-503)
protein

Casp3 NM_009810.2 MB1817/ TCTGACTGGAAAGCCGAAAC(513-532) 269 ja
caspase 3 MB1818 TAACGCGAGTGAGAATGTGC(781-762)

Casp7 NM_007611.2 MB1819/ AAGCCAGACCGCTCCTCTAT(262-281) 608 ja
caspase 7 MB1820 GGAACCGTGGAGTAAGCAAA(869-850)

Ccl2 NM_011333.3 MD173/ GCTACTCATTCACCAGCAAG(189-208) 362 ja
chemokine (C-C motif) MD174 ATCACAGTCCGAGTCACAC(550-482)
ligand 2

Ccna1 NM_007628.3 MB1825/ AGCAACGGATTTTGGTTCAG(571-590) 275 ja
cyclin A1 MB1826 CAAGCTGCAATTTCCCTCTC (845-826)

Ccna2 NM_009828.2 MB1865/ GAGAATGTCAACCCCGAAAA(246-265) 519 ja
cyclin A2 MB1866 AGTGATGTCTGGCTGCCTCT(764-745)

Ccnd1 NM_007631.2 MB1827/ GCGTACCCTGACACCAATCT(278-297) 329 ja
cyclin D1 MB1828 CACAACTTCTCGGCAGTCAA(606-587)

Ccnet NM_007633.2 MB1829/ TGCAGATCGCAGAGCTTCTA(1019-1000) 329 ja
cyclin E1 MB1830 CTTTCTTTGCTTGGGCTTTG(1324-1305)

Cdh1 NM_009864.2 MB1709/ AGACTTTGGTGTGGGTCAGG(1624-1643) 265 ja
cadherin 1 MB1710 CAGGACCAGGAGAAGAGTGC(1888-1869)

Cdh17 NM_019753.4 MB1781/ CAAGAGCCCTGGACAGAGA(385-404) 406 ja
cadherin 17 / Li-Cadherin MB1782 ATGTCCTTCACCGAGACCAC(791-772)

Cdh2 NM_007664.4 MB1711/ GGGACAGGAACACTGCAAAT(2414-2433) 209 nein
cadherin 2 MB1712 CGGTTGATGGTCCAGTTTCT(2622-2603)

Cldn1 NM_016674.4 MB1799/ CTTTCTGCATCTGCCACTGA(169-188) 451 ja
claudin 1(Cldn1) MB1800 CCACTAATGTCGCCAGACCT(619-600)

Cldn2 NM_016675.4 MB1797/ TTCGCCTTTCTCTGGACCTA(133-152) 291 ja
claudin 2 MB1798 AGGATGTAGCCCACCAGTTG(423-404)

Ctse NM_007799.3 MB1401/ AGGAGTGACCCCAGTGTTTG(952-971) 239 ja
cathepsin E MB1402 CTTCGGAGCAGAACATCACA(1190-1171)

Cxcl12 NM_021704.3 MB1502/ TTTCACTCTCGGTCCACCTC(47-66) 303 ja
Chemokine (C-X-C motif) MB1503 TAATTTCGGGTCAATGCACA(349-330)
Ligand 12

Cxcl12 NM_013655.4 MB1504/ CCAACGTCAAGCATCTGAAA(246-265) 1094 ja
Chemokine (C-X-C motif) MB1505 AGGAAGGTAAAACCCCACA(1338-1330)
Ligand 12 transcript
variant 2

Cxcl2 NM_009140.2 MB191/ TGTCAATGCCTGAAGACCC(152-170) 324 ja
chemokine (C-X-C motif) MB192 AATAAGTGAACTCTCAGACAGC(475-454)
ligand 2

Fcgbp NM_001122603.1 MB1516/ CCAAAACCTGGAGATGAGGA(6215-6234) 621 ja
Fc fragment of IgG MB1517 CAGGCTACGGCAGAGATAGG(6835-6816)
binding protein

Gapdh NM_008084.2 MB1843/ AACTTTGGCATTGTGGAAGG(543-562) 472 ja
glyceraldehyde-3- MB1845 CCCTGTTGCTGTAGCCGTAT(1014-995)
phosphate
dehydrogenase

Gif NM_008118.3 MB1167/ ATCCTGATTGCCATGAACCT(257-276) 362 ja
gastric intrinsic factor MB1168 GTTGCCACTGCTCCTGTGT(618-600)
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Gen

Annealing
Temp.
Gkn1

Nr. und Bezeichnung

NM_025466.1

Institutsnr.

MB1043/

Primerpaare: 5-3" forward und reverse

ACATTCGGACCAAAGATTGC(434-453)

Produkt
-groRe

239

Anhang

Intron-

Spanning

gastrokine 1 MB1044 CACAACCCCCAGAGAACACT(672-653)

Gkn2 NM_025467.1 MB591/ GGAGGCAATATCCAGGAGACAG(128-149) 319 ja
gastrokine 2 MB592 TAGGCGACCCAAACAGGAAC(446-427)

Icam1 NM_010493.2 MD175/ TGTGCCATGCCTTTAGCTCC(1454-1473) 423 ja
intercellular adhesion MD176 ACAGTCTTGCTCCATCCACC(1876-1857)
molecule 1

Ihh NM_010544.2 MB1771/ TCAGACCGTGACCGAAATAA(903-922) 188 ja
Indian hedgehog MB1772 ACACGCTCCCCGTTCTCTA(1090-1072)

113 NM_008355.3 MB279/ TCTTGCTTGCCTTGGTGGTCT(98-118) 217 ja
interleukin 13 MB280 GATGGCATTGCAATTGGAGATGTTG(314-290)

MR M15131.1 MD171/ GAACCAAGCAACGACAAAATAC(567-597) 494 ja
interleukin 1 beta MD172 AGGCAAGTGAGGAAACACAG(1069-1051)

114 NM_021283.1 MB277/ AGGAGAAGGGACGCCATGCACGGA(210-233) 197 ja
interleukin 4 MB278 ATCGAAAAGCCCGAAAGAGTCTCTG(406-382)

-6 NM_031168.1 MB517/ CCTTCCCTACTTCACAAGTC(102-121) 490 ja
Interleukin 6 MB518 GTCCTTAGCCACTCCTTCTG(591-572)

Infy NM_008337.3 MB275/ TGACATGAAAATCCTGCAGAGC(291-312) 201 ja
Interferon gamma MB276 CGCTGGACCTGTGGGTTGTTGACC(491-468)

Jam1/F11r NM_172647.2 MB583/ ACAGCAGATGCCAAGAAAAC(600-619) 256 ja
F11 receptor MB584 ACCAGACGCCAAAAATCAAG(855-836)

Jam2 NM_023844.4 MB585/ GCATCAAAAGACCACCGTCAAG(455-476) 333 ja
junction adhesion MB586 TTCACAGGCAGGAACAGCAG(787-768)
molecule 2

Jam3 NM_023277.3 MB587/ GCATCATTACGGACTCACAG(172-191) 618 ja
junction adhesion MB588 TCACAGCAAGAACAATAAGGAC(789-768)
molecule 3

Lgr5 NM_010195.2 MB1249/ AGCAGACTACGCCTTTGGA(890-908) 208 ja
leucine rich repeat MB1250 CCTGATGTTGTTGCTGTGGA(1097-1078)
containing G protein
coupled receptor 5

LipF NM_026334.3 MB1411/ AAAACTGGGTCCCAAAAACC(113-132) 197 ja
lipase, gastric MB1412 CAATCAAACCATGCTGCAAA(309-290)

Lyz NM 017372.3 MB1363/ GCAAAGAGGGTGGTGAGAGA(370-389) 259 ja
Iyso_zyme MB1364 GCTGAAGCTTGTGAGGAGGA(628-609)

Mki67 NM_001081117.2 MB1777/ ATCAGGCAGGACTTCCAGTG(1851-1870) 272 ja
antigen identified by MB1778 TCTTGCTCGTCTGCTTTTGA(2122-2103)
monoclonal antibody Ki67

Mmp13 NM_008607.2 MB1785/ CAACCCTAAGCATCCCAAAA(863-882) 363 ja
matrix metallopeptidase MB1785 GTCTTCCCCGTGTTCTCAAA(1225-1206)
13

Mmp14 NM_008608.3 MB1807/ TTGATGGTGAAGGAGGGTTC(837-856) 356 ja
matrix metallopeptidase MB1808 TTTGGGCTTATCTGGGACAG(1192-1173)
14 (membrane-inserted)

Mmp1a NM_032006.3 MB1809/ CCTTCCTTTGCTGTTGCTTC(65-84) 258 ja
matrix metallopeptidase MB1810 CACCTGGGCTTCTTCATAGC(322-303)
1a (interstitial
collagenase)

Mmp2 NM_008610.2 MB1801/ GAAACCGTGGATGATGCTTT(709-728) 278 ja
matrix metallopeptidase 2 | MB1802 CCATCAGCGTTCCCATACTT(986-967)

Mmp3 NM_010809.1 MB1803/ CAGGTGTGGTGTTCCTGATG(352-371) 426 ja
matrix metallopeptidase 3 | MB1804 GCCTTGGCTGAGTGGTAGAG(777-758)

Mmp9 NM_013599.2 MB1805/ GGTCGATTCCAAACCTTCAA(322-341) 554 ja
matrix metallopeptidase 9 | MB1806 AACACACAGGGTTTGCCTTC(875-856)

Muc19 NM_207243.2 MB493/ GATTATGCGATTGGTTCATCCT(22175-22196) 349 exon-
mucin 19 MB494 GTGCAATGTCCCTGAACTCATA(22523-22502) intron

unklar

Muc2 NM_023566.2 MB495/ AACACCAACACCAACACCC(4543-4562) 428 exon-

mucin 2 MB495 TCTCCTCCACCAGCACATAG(4970-4951) intron
unklar

Muc3 XM_355711.6 MB380/ TTTCAACTCCACTGCCACC(722-740) 426 exon-
Mus musculus mucin 3, MB381 TCTTCACCCCACTTGTACATC(1147-1127) intron
intestinal unklar

Muc4 NM_080457.3 MB378/ AGGCAGAAGAGGAGTGGAGAAG(10467-10488) 400 ja
mucin 4 MB379 AGCAGCCGCAGAAGTGAAAG(10866-10847)

Mucbac NM_010844.1 MB281/ ATGTACTCCCTGGAGGCC(7972-7989) 285 exon-
mucin 5, subtypes A and MB282 TTACTGGAAAGGCCCAAGC(8256-8238) intron
C, tracheobronchial/ unklar
gastric

Mucbac NM_010844.1 MB1849/ GCATCTGCACAAAGCCTACA(2078-2097) 700 ja
mucin 5, subtypes A and MB1850 GTGTACTCGCAGTCCCCATT(2777-2758)
C, tracheobronchial/
gastric

Muc5b NM_028801.2 MB384/ CTCCTCAATTCATACAACACCC(10644-10665) 336 exon-
mucin 5, subtype B, MB385 GTTTCCATGTCCCCTTTTACC(10979-10959) intron
tracheobronchial unklar
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Gen Nr. und Bezeichnung

Annealing
Temp.
Muc6 NM_181729.2

Institutsnr.

MB382/

Primerpaare: 5-3" forward und reverse

CACACAACCAACACCAATTC(6726-6745)

Produkt
-groRe

489

Anhang

Intron-
Spanning

exon-

mucin 6, gastric MB383 TGAGAAAGGTAGGAAGTAGAGG(7214-7193) intron
unklar

Muc6 NM_181729.2 MB1853/ CATGTCTAGGCCAGTGAGCA(7062-7081) 624 exon-
Mus musculus mucin 6, MB1854 GTGGGAAAAGAGCTGTGAGC(7685-7666) intron
gastric unklar

Ocln NM_008756.2 MB1715/ CCTCCAATGGCAAAGTGAAT(1150-1169) 248 ja
occludin MB1716 CTCCCCACCTGTCGTGTAGT(1397-1378)

Pdx1 NM_008814.3 MB1145/ CTGCCACCATGAACAGTGAG(101-120) 471 ja
pancreatic and duodenal MB1146 TGTAGGCAGTACGGGTCCTC(571-552)
homeobox 1

Pga5 NM_021453.4 MB1165/ GCTTGGTCAAAATCCCTCTG(144-163) 588 ja
pepsinogen 5, group | MB1166 AGAGATTCTGGGGGATGAGG(731-704)

Pgc NM_025973.3 MB1169/ TGGGTGTCTTCTGTCTACTGC(365-385) 565 ja
progastricsin (pepsinogen | MB1170 GCATGACGAGCAGAGAGGT(929-911)
C)

Pou5f1 NM_013633.2 MB1775/ CACGAGTGGAAAGCAACTCA(348-367) 246 ja
POU domain, class 5, MB1776 AGATGGTGGTCTGGCTGAAC(593-574)
transcription factor 1

Prom1 NM_001163577.1 MB1773/ GAAAAGTTGCTCTGCGAACC(1780-1799) 196 ja
prominin 1 MB1774 TCTCAAGCTGAAAAGCAGCA(1975-1956)

Ptgs2 NM_011198.3 MB1486/ CACTACATCCTGACCCACTTCA(323-344) 342 ja
prostaglandin- MB1486 GGCAAAGAATGCAAACATCATA(664-643)
endoperoxide synthase 2

Serpine1 NM_008871.2 MB2050/ TTGTGAAGGAGGACCGCCGC(41-60) 341 ja
serpin peptidase inhibitor, MB2051 TCGGTGGCCTGATGGGCTGT(255-236)
clade E

Shh NM_009170.3 MB1769/ CCTCTCCTGCTATGCTCCTG(2132-2151) 248 nein
sonic hedgehog MB1770 GTGGCGGTTACAAAGCAAAT(2379-2360)

Snai1 NM_011427.2 MB1719/ CGTGTGTGGAGTTCACCTTC(137-156) 278 ja
snail homolog 1 MB1720 CGAGGTGGACGAGAAGGAC(414-396)
(Drosophila)

Snai2 NM_011415.2 MB1721/ AACATTTCAACGCCTCCAAG(141-160) 231 ja
snail homolog 2 MB1722 GCCCCAAGGATGAGGAGTAT(371-352)
(Drosophila)

THf1 NM_009362.2 MD7/ AAACATGTATCATGGCCC(128-145) 323 ja
trefoil factor 1 MD8 GAATTCGAGGACTAAAAGTCTG(450-429)

Tff2 NM_009363.3 MD5/ TTCCACCCACTTCCAAAC(242-258) 310 ja
trefoil factor 2 MD6 AATGCTGTGTCTAGCCACTG(551-532)
(spasmolytic protein 1)

Tff3 NM_011575.1 MD3/ CAGATTACGTTGGCCTGTCTCC(103-124) 255 ja
trefoil factor 3, intestinal MD4 ATGCTTGCTACCCTTGGACCA(357-337)
(Tff3)

Tff3 NM_011575.2 MB1847/ TCTGGCTAATGCTGTTGGTG(52-71) 392 ja
trefoil factor 3, intestinal MB1848 TCAGATCAGCCTTGTGTTGG(443-424)

Tjp1 NM_009386.2 MB1851/ AGCGCCAGGAAGCTATATGA(2656-2675) 385 ja
tight junction protein 1 MB1852 AGGACCGTGTAATGGCAGAC(3040-3021)

Tjp2 NM_001198985.1 MB567/ CAAACTGCAAAAACAGAACCC(2407-2427) 422 ja
tight junction protein 2, MB568 TCATCATCCATCCCTTCCATC(2828-2808)

Tjp3 NM_013769.2 MB569/ ACCACAGAGATGCCAGAAG(2111-2129) 190 ja
tight junction protein 3 MB570 CACAAAAGATGACGATGGGG(2300-2281)

Tnc NM_011607.3 MB1717/ GTTTGGAGACCGCAGAGAAG(5984-6003) 260 ja
tenascin C MB1718 TGGCTGAGTCTGTGTCCTTG(6243-6224)

Tnfa NM_013693.2 MD169/ GCCTATGTCTCAGCCTCTTC(946-965) 212 nein
tumor necrosis factor MD170 CCCCTTCATCTTCCTCCTTATC(1157-1138)

Twist1 NM_011658.2 MB1723/ GCTCAGCTACGCCTTCTCC(865-883) 238 ja
twist homolog 1 MB1724 GCCCTGATTCTTGTGAATTTG(1102-1082)
(Drosophila)

Vim NM_011701.4 MB1713/ CAGGATTTCTCTGCCTCTGC(1348-1367) 341 ja
vimentin MB1714 CGTCTTTTGGGGTGTCAGTT(1688-1669)

Tab. 18: Primer Rattus norvegicus
Gen/ Nr. und Bezeichnung

Annealing
Temp.

Institutsnr.

Primerpaare: 5°-3" forward und reverse

Intron-
Spanning

Acta1 NM_019212.2 MB1845/ CGTGCCTGCTATGTATGTGG(453-472) ja
60°C actin, alpha 1, skeletal MB1846 CTTTTCCAGGGAGGAGGAAG(783-764)

muscle
Acta2 NM_031004.2 MB671/ CGATAGAACACGGCATCATCAC(272-293) 457 ja
57°C smooth muscle alpha- MB672 TCCAGAGCGACATAGCACAG(728-709)

actin
Actb NM_031144.2 MB830/ AGGTCATCACTATCGGCAAT(818-837) 266 ja
57°C actin, beta MB831 CTCAGGAGGAGCAATGATCT(1084-1064)
Actb- NW_047369.2 MB1510/ TTCCTCAATCTCGCTTTCTC(28641-28660) 209 -
Promoter MB1511 GGTTTTATAGGACGCCACAG(28849-28830)
region
57°C
Adam15 NM_020308.1 MB1012/ GGCTTAAGCGGGATGTAGTA(698-717) 327 ja
57°C Disintegrin and MB1013 GCCCAGAGAAGGAAGTAACA(1024-1005)

Metallopeptidase domain

15 (metargidin)
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Gen/
Annealing
Temp.

Nr. und Bezeichnung

Institutsnr.

Primerpaare: 5-3" forward und reverse

Produkt
-groRe

Anhang

Intron-

Spanning

Akp3 NM_022680.1 MB1290/ TGAATGTTGCCAAGAAGCTG(116-135) 312 ja
60°C alkaline phosphatase 3, MB1291 TGGTGTTGCACTGGTCAAAT(427-408)

intestine, not Mn

requiring
Anpep NM_031012.1 MB1163/ CCATCAGTACGAGATGGACA(538-557) 226 ja
57°C alanyl (membrane) MB1164 GTTAGACAGAGCGGTGAGGT(763-744)

aminopeptidase
Anxa2 NM_019905.1 MB997/ ACAAGACCGATCTGGAGAAG(494-513) 243 ja
57°C annexin A2 MB998 ACCTTTCGAACACTTTCTGG(736-717)
Apc NM_012499.1 MB1001/ TCCTTGCTGATCTTGACAAA(478-497) 321 ja
57°C adenomatous polyposis MB1002 CATGCTTGCTCTGAGATGAC(798-779)

coli
Agp1 NM_012778.1 MB503/ CACCCGCAACTTCTCAAAC(666-684) 202 ja
57°C aquaporin 1 MB504 TTTGGGCTTCATCTCCACC(867-849)
Agp3 NM_031703.1 MB1368/ ACCATCAACTTGGCTTTTGG(248-267) 474 ja
60°C aquaporin 3 MB1269 GTTGACGGCATAGCCAGAAT(721-702)
Atp4b NM_012510.2 MB1174/ TGCAGGAGAAGAAGTCATGC(186-205) 168 ja
57°C ATPase,H+/K+ MB1175 AGATGCACAAGGCAAAGAGC(353-334)

Exchanging, beta

polypeptide
Bak1 NM_053812.1 MB901/ AACAGTGTCTTGGGTCAGGT(441-460) 313 ja
57°C BCL2-antagonist/killer 1 MB902 CAATCCATCTGGCAATGTAA(753-734)
Bax NM_017059.2 MB899/ AAGAAGCTGAGCGAGTGTCT(258-277) 361 ja
57°C Bcl2-associated X protein | MB900 CAAAGATGGTCACTGTCTGC(618-599)
Bmi1 NM_001107368.2 MB1460/ TGTGTCCTGTGTGGAGGGTA(138-157) 391 ja
60°C Bmi1 polycomb ring finger | MB1461 TTACTTTCCGATCCGACCTG(528-509)

oncogene
Bmp2 NM_017178.1 MB1242/ GTTTGGCCTGAAGCAGAGAC(238-257) 376 ja
60°C bone morphogenetic MB1243 AAATTTTGAGCTGGCTGTGG(613-594)

protein 2
Bmp4 NM_012827.2 MB1240/ TGAGCCTTTCCAGCAAGTTT(55-74) 350 ja
60°C bone morphogenetic MB1241 AGCCGGTAAAGATCCCTCAT(404-385)

protein 4
Brca1 NM_012514.1 MB897/ CTGCAGTGTGAGAGATCAGG(702-721) 321 ja
57°C breast cancer 1 MB898 AATTCAGCCTTTTCTGCATC(1022-1001)
Bsg NM_001109882.1 MB1229/ GTACACGGTGGATGCAGATG(658-677) 397 ja
57°C basigin transcript variant MB1230 CACACGCAGTGAGATGGTCT(1054-1035)

1
C/Epb NM_024125.4 MB1037/ CCTTTAGACCCATGGAAGTG(502-521) 285 nein
57°C CCAAT/enhancer binding | MB1038 GAGGCTCACGTAACCGTAGT(785-767)

protein
Ca1 NM_001107660.1 MB1443/ GCAACCAGTCAGTGCTGAAA(310-329) 322 ja
60°C carbonic anhydrase 1 MB1444 GGGTCAAAATTGGTGAATGG(631-612)
Casp3 NM_012922.2 MB934/ ACAGCAAAAGGAGCAGTTTT(379-398) 396 ja
57°C caspase 3 MB935 TAACACGAGTGAGGATGTGC(774-755)
Casp6 NM_031775.2 MB936/ AGGAGAGGAACTGCCCTAAT(262-281) 325 exon-
57°C caspase 6 MB937 GGCTCTGACACTTGTCTCCT(586-567) intron

unklar

Casp8 NM_022277.1 MB938/ TACAGCTCTCCTACCCCTTG(292-311) 379 ja
57°C caspase 8 MB939 TTCAAATCCTCCTTGTCCAT(670-651)
Casp9 NM_031632.1 MB940/ CTGTCTATGGCACAGATGGA(909-928) 352 ja
57°C apoptosis-related MB941 GTCTCGATGTACCAGGAACC(1260-1241)

cysteine peptidase
Catna1 NM_001007145.1 MB767/ CCCATCCTCTACACTGCATC(723-742) 599 ja
57°C catenin (cadherin MB768 ACCTCCTTCTCGTTTCCATTC(1321-1300)

associated protein),

alpha1
Cck NM_012829.1 MB1075/ TCAACTTAGCTGGACAGCAG(49-68) 342 exon-
57°C cholecystokinin MB1076 CACTTATCCTGTGGCTAGGG(390-381) intron

unklar

Ccna2 NM_053702.3 MB1857/ GAGAATGTCAACCCCGAAAA(159-178) 522 ja
57°C cyclin A2 MB1858 AGTGATGTCTGGCTGCCTCT(680-661)
Ccnd1 NM_171992.4 MB659/ AGAAGTTGTGCATCTACACTG(490-510) 312 ja
57°C cyclin D1 MB660 AGGAGAGGAAGTTGTTGGG(801-783)
Ccnet NM_001100821.1 MB657/ CTTTTAGACCTGTGCGTCC(1013-1031) 378 ja
57°C cyclin E1 MB658 CTCACTGCTCTGCTTCTTAC(1390-1371)
Cdc42 NM_171994.4 MB1484/ TTGTTGGTGATGGTGCTGTT(96-115) 279 ja
60°C cell division cycle 42 MB1485 TCTCAGGCACCCACTTTTCT(374-355)

(GTP binding protein)
Cdh1 NM_031334.1 MB435/ TGAAGAGGGAGGTGGAGAAG(2406-2406) 446 ja
57°C cadherin 1 MB436 GGAGCTGAAAGACCACTGAC(2851-2832)
Cdh1 NM_031334.1 MB1017/ TCTGATCCTCCTGCTCCTAC(2304-2323) 352 ja
57°C cadherin 1 MB1018 CCACTCCCCTCATAGTCAA(2655-2636)
Cdh17 NM_053977.2 MB677 CCTCACCCCATCAAAATCAC(826-881) 315 ja
57°C cadherin 17 MB678 GCTACTACCCAAGACTTCATTC(1176-1155)
Cdh2 NM_031333.1 MB645/ GATGAAACGCCGGGATAAAG(2571-2590) 440 ja
57°C cadherin 2 MB646 GTCCCCAGTCATTCAGGTAG(3010-2991)
Cdx1 XM_344691.5 MB629/ TAAGACTCGGACCAAGGAC(468-485) 213 ja
57°C caudal type homeo box 1 MB630 TGCTGCTGCTGTTTCTTC(680-663)
Cdx2 NM_023963.1 MB595/ TTTGTGAATGGATGAGGAAGCC(600-621) 364 ja
57°C caudal type homeo box 2 MB596 AAGGAGGTCACAGGACTCAAG(963-943)
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Gen/

Annealing
Temp.

Nr. und Bezeichnung

Institutsnr.

Primerpaare: 5-3" forward und reverse

Produkt
-groRe

Anhang

Intron-

Spanning

Chga NM_021655.2 MB956/ GGGAAACAGTCAATCTCCAG(691-710) 364 exon-
57°C chromogranin A MB957 AGACTCCGACTGACCATCAT(1012-993) intron
unklar

Chgb NM_012526.1 MB1904/ TGAAGAAATGGTGACTCGC(150-169) 316 ja(s)
60°C chromogranin B MB1905 ATCTACTGCCTCTCGACTGT(465-446)
Chgb NM_012526.1 MB1081/ TCTCAAATGCCCTATCCAAG(185-204) 250 ja
57°C chromogranin B MB1082 CCTGTCCACTCCTCATTGTC(434-415)
Clca3 XM_217689.4 MB840/ GCCCCATAGGTAATGATGAG(343-362) 308 exon-
57°C chloride channel MB841 TACGCACTTTCCGTTAGTGA(650-631) intron

accessory 1 unklar
Clca4 NM_201419.1 MB1415/ CGAGAGAAACCAGCTTTTGG(1395-1414) 224 ja
57°C chloride channel MB1416 CTTTTCCCAAGGCAATGAAA(1618-1599)

accessory 4
Cldn1 NM_031699.2 MB469/ GATGAAGTGCAAAAGATGTGG(510-530) 228 ja
57°C claudin 1 MB467 ACAGGAGCAGGAAAGTAGG(737-719)
Cldn10 NM_001106058.1 MB797/ ACCGCCACTTATTTTGCC(538-555) 519 ja
57°C claudin 10 MB798 TCCTTCTCCGCCTTGATAC(1056-1038)
Cldn11 NM_053457.2 MB603/ CACCATCTGGTTTCCTGTATG(606-626) 213 nein
57°C claudin 11 MB604 TAGACATGGGCACTCTTGG(800-800
Cldn11 NM_053457.2 MB603/ CACCATCTGGTTTCCTGTATG(606-626) 213 nein
57°C claudin 11 MB604 TAGACATGGGCACTCTTGG(800-800
Cldn12 XM_001067835.1 MB799/ CCTCAAGCATTTAGAGAGAACC(894-915) 346 ja
57°C claudin 12 MB800 CAACTCTTCAATCCCTTCACC(1239-1219)
Cldn14 BC091387.1 MB801/ GACCACGAATGATGTGGTG(894-912) 115 ja
57°C claudin 14 MB802 GATGAGAGACAGGGATGAGG(1008-989)
Cldn15 NM_001107135.2 MB803/ ATACTTGCTGGAGCCTGTG(373-391) 295 ja
57°C claudin 15 MB804 TGCCATATTTACCAAAGCTGAC(667-646)
Cldn16 NM_131905.2 MB805/ ATGAGCCACACATTAAAGTCC(647-667) 209 ja
57°C claudin 16 MB806 AAACAACCCAAAGACCCAG(855-836)
Cldn18 NM_001014096.1 MB809/ CATTGGCAGCATGGATGAC(347-365) 271 ja
57°C claudin 18 MB810 AGCAATGCACATCATCACAC(617-598)
Cldn19 NM_001008514.1 MB811/ AGGTGCTCTCTTCCTCTTG(450-469) 132 ja
57°C claudin 19 MB812 AACAGAGCTGGACCAAATTC(581-562)
Cldn2 NM_001106846.2 MB468/ TGGGGCTATTAGGCACATC(395-413) 513 nein
57°C claudin 2 MB469 GTGAGCAGGAAAAGCAGAG(907-889)
Cldn20 NM_001060166.1 MB813/ TACTCCATTCTGTCGCTCC(202-220) 316 nein
57°C claudin 20 MB814 ACATCGCTGAAATGAACCC(517-499)
Cldn22 NM_001110143.1 MB815/ AGCTGAACGAGATGGAAAAC(163-182) 149 nein
57°C claudin 22 MB816 ATTGGACAGGGACATCAGG(311-293)
Cldn23 NM_001033062.1 MB817/ ATGGATGTGCTTGAGGGAGAAG(880-901) 100 nein
57°C claudin 23 MB818 AGTCACAGGGCAGCGAATTTTG(979-958)
Cldn3 NM_031700.2 MB824/ TTGCCACCTGATTACCTGG(1277-1295) 175 nein
57°C claudin 3 MB825 TGAAAAATACGAAACGGCCC(1451-1432)
Cldn4 NM_001012022.1 MB711/ CAACGAAAAGCCCTACTCC(758-776) 441 nein
57°C claudin 4 MB712 GAATGTTTGCTAACATGACCAG(1198-1177)
Cldn5 NM_031701.2 MB791/ CCCTGCTCAGAACAGACTAC(987-1006) 246 nein
57°C claudin 5 MB792 TGCCCTTTTTAACGCATTCC(1232-1213)
Cldn6 XM_001055688.1 MB793/ TGTCATCACCCTCCTCATTG(281-300) 119 nein
57°C claudin 6 MB794 TGACACCAGAGATGAGCAC(399-381)
Cldn7 NM_031702.1 MB713/ CAACATCATCACAGCCCAG(419-437) 293 ja
57°C claudin 7 MB714 CTACCAAAGCAGCAAGACC(711-693)
Cldn8 NM_001037774.1 MB795/ ACATTGTCGTGTTTGAGAACC(118-138) 269 nein
57°C claudin 8 MB796 GATGAAGAAGATGATTCCAGCC(386-365)
Cldn9 NM_001011889.1 MB1553/ GGTGCTTCGGGACTTGATAA(982-1001) 393 nein
57°C claudin 9 MB1554 GGGACTGCTTGGGCTAGACT(1374-1355)
CIf1 NM_017147.2 MB1417/ TGTGGCTGTCTCTGATGGAG(93-112) 354 ja
60°C cofilin 1, non-muscle MB1418 TCCTTGGAGCTGGCATAGAT(446-427)
Cng XM_227472.5 MB769/ TTCAAATCCACCCCAGACC(1270-1288) 590 ja
57°C cingulin MB770 TCCTCTACTCGTTGTTTACCC(1859-1839)
Col1a1 NM_053304.1 MB1039/ ACTGGCAACCTCAAGAAGTC(4219-4238) 390 ja
57°C collagen, type |, alpha 1 MB1040 TGTTTTCCAAAGTCCATGTG(4608-4589)
Csda NM_031979.2 MB763/ AGTTCTCGCCACCAAAGTCC(409-428) 371 nein
57°C cold shock domain MB764 GCTCAAATCCTTCACTGCTGC(779-759)

protein A
Ctnnb1 NM_053357.2 MB691/ ACCCTACACAACCTTTCCC(655-673) 406 ja
57°C catenin (cadherin MB692 TAGAGCAGACAGACAGCAC(1060-1042)

associated protein) beta1
Cxcl1 NM_030845.1 MB970/ TAAAGGGTGTCCCCAAGTAA(323-342) 358 nein
57°C chemokine (C-X-C motif) MB971 ACACGATCCCAGACTCTCAT(680-661)

ligand 1 (melanoma

growth stimulating

activity, alpha)
Cxcl12 NM_001033882.1 MB954/ ATCAGTGACGGTAAGCCAGT(133-152) 372 ja
57°C Chemokine (C-X-C motif) MB955 GTAGCAAACTGCAAAGCAAG(504-485)

Ligand 12 (stromal cell

derived factor 1, transcript

variant 2
Cxcl2 NM_053647.1 MB146/ GATCGTACCTGATGTGCCTC(456-475) 432 nein
57°C chemokine (C-X-C motif) MB147 AAATAACAGTCGTCCCGCC(887-869)

ligand 2
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Gen/

Annealing
Temp.
Cxcrd

Nr. und Bezeichnung

NM_022205.3

Institutsnr.

MB1350/

Primerpaare: 5-3" forward und reverse

GTGCAGCAGGTAGCAGTGAC(1-20)

Produkt
-groRe

301

Anhang

Intron-

Spanning

57°C chemokine (C-X-C motif) MB1251 GCAGCCGGTACTTGTCTGTC(301-282)

receptor 4
Defa NM_173329.2 MB1439/ GGACGCTCACTCTGCTTACC(81-100) 300 ja
57°C defensin, alpha 5, MB1440 TTCTTCTTGGTCGGAGTGCT(380-361)

Paneth cell-specific
Dkk1 NM_001106350.1 MB1886/ TATGAGGGCGGGAACAAGTA(338-357) 274 ja

dickkopf homolog 1 MB1887 CAATGATGCCTTCCTCGATT(611-597)

(Xenopus laevis)
Dmbt1 XM_577842.2 MB1478/ TCCAGATGGCCTTTGGTAAC(4523-4542) 455 exon-
60°C deleted in malignant brain | MB1479 TGTGCTGGTGCTGATAGGAG(4977-4958) intron

tumors 1 unklar
Dpp4 NM_012789.1 MB1161/ CAAATTGGCATATGTCTGGA(568-587) 375 exon-
57°C dipeptidylpeptidase 4 MB1162 ATTTGCATGGGAATCGTAGT(942-923) intron

unklar

Dsg2 XM_226112.6 MB1419/ AGTGGAAGCGAGAGACGGTA (1143-1162) 353 ja
57°C desmoglein 2 MB1420 TCGTGACAAGGATGCTCAAG(1495-1476)
Duox1 NM_153739.1 MB1571/ CCGTACAGTCCTGGGTGTCT(310-329) 479 ja
60°C dual oxidase 1 MB1572 GAAACCACAACAAGCCCAGT(788-769)
Duox2 NM_024141.1 MB1573/ ACTGGGCTTGTTGTGGTTTC(759-778) 439 ja
60°C dual oxidase 2 MB1574 TGAAATCTGGGAAGCCATTC(1197-1178)
Eda XM_228582.6 MB1025/ TTCTGGTGCTGCTGATAAAA(893-912) 309 ja
57°C ectodysplasin-A, MB1026 TTGGTCTTCCCTGTCTCAAT(1201-1182)

transcript variant 1
Efnb1 NM_017089.2 MB739/ TTACATCAACATCCAATGGGAG(1152-1173) 326 ja(s)
57°C ephrin B1 MB740 AGCTGCGAACAATGCTAC(1477.1460)
Efnb2 NM_001107328.2 MB741/ AAAATACCCCACTGCTCAAC(299-318) 452 ja
57°C ephrin B2 MB742 AGTGATGATGATGACGATGAAG(750-729)
Efnb3 NM_001100980.2 MB743/ GCTTCACCATCAAGTTCCAG(709-728) 217 ja
57°C ephrin B3 MB744 ATTTCAGACACAGGTTTTCGG(925-905)
Egf NM_012842.1 MB641/ CGATGGGTACTGCCTCAATG(3337-3356) 291 exon-
57°C epidermal growth factor MB642 TTGCTGCTTGACTCTTCGG(3627-3609) intron

unklar

Egfr NM_031507.1 MB705/ AATGCTCTCTACGAAAACACC(481-501) 293 ja
57°C epidermal growth factor MB706 CAGTTCTCCTCTCCTCTTCC(773-754)

receptor
Eno2 NM_139325.3 MB1199/ ATGGCAAATACGACTTGGAT(829-848) 367 ja

enolase2, gamma, MB1200 GTTTCTCCAGAGCGATGACT(1195-1176)

neuronal
Epcam NM_138541.1 MB883/ TCTGTATGATCCCGAGTGTG(346-365) 394 ja
57°C epithelial cell adhesion MB884 GGACTCCCCCTTTACATCTT(739-720)

molecule
Epdr1 NM_001007625.1 MB358/ GAGGGACGTCAGGTTCTG(363-380) 387 ja
57°C Ependymin related MB357 CTCCTGGACCGGGTAGC(749-733)

protein 1 (zebrafish)
Ephb1 NM_001104528.1 MB1900/ TCAGTGGCAAGATGTGCTTC(1818-1837) 365 ja
60 °C Eph receptor B1 MB1901 CAATCGGCCCTTGTACACTT(2182-2163)
Ephb2 NM_001127319.1 MB1898/ AGCTTTTCCCAGGTGGATCT(436-455) 455 ja
60 °C Eph receptor B2 MB1899 GAGGTGGTACGGCTGTTGAT(890-871)
Ephb3 NM_001105868.1 MB1464/ TAACGCTGTGGAGGTGTCTG(1117-1136) 272 ja
60°C Eph receptor B3 MB1465 TGTCCGCTGTGTCTGAGTCT(1388-1369)
Ets1 NM_012555.2 MB984/ TGGGTAAAGAATGCTTCCTC(602-621) 364 ja
57°C v-ets erythroblastosis MB985 TCTTGCTTGATGGCAAAGTA(965-946)

virus E26 oncogene

homolog 1 (avian)
Ezr /Vil2 NM_019357.1 MB1143/ AGGAACAGATCTTTGGCTTG(1118-1137) 350 ja
57°C ezrin MB1144 TCTTCTTCTCGGTTTCCAAC(1467-1448)
Fabp2 NM_013068.1 MB1293/ GTGGTGAAGAGGAAGCTTGG(88-107) 387 ja
57°C fatty acid binding protein MB1294 TGGAGAAAGGAATCCGACAC(474-455)

2, intestinal
Fap NM_138850.1 MB1083/ GCCTGCAGTGGAAATTAAGA(1516-1535) 299 ja
57°C fibroblast activation MB1084 CTGTGAGCTGGTCCTCAACT(1814-1795)

protein, alpha
Fat1 NM_031819.1 MB1015/ CAGTGTCATCATCCAGGAAA(10533-10552) 336 ja
57°C FAT tumor suppressor MB1016 TCTCCAGAAGCAGTGATGAA(10868-10849)

homolog 1
Fn1 NM_019143.2 MB675/ TTCTATCACCCTCACCAACC(4712-4731) 448 ja
57°C fibronectin 1 MB676 GACACTGATGCTGTTGTCC(5159-5141)
Foxa2 NM_012743.1 MB777/ CGTACATCTCGCTCATCAC(677-695) 166 nein
57°C forkhead box A2 MB778 TTGAGAAAGTCGTTGAAGGAG(842-822)
Foxc2 NM_001101680.1 MB715/ AGAAGAAGATCACCCTGAACG(681-701) 202 nein
57°C forkhead box C2 MB716 TCGAACATATTGTAGGAGTCCG(882-861)
Gapdh NM_017008.3 MB751/ ACATCATCCCTGCATCCAC(683-701) 330 ja
57°C glyceraldehyde-3- MB752 CATACCAGGAAATGAGCTTCAC(1012-991)

phosphate

dehydrogenase
Gast NM_012849.1 MB1397/ AGATGCCTCGACTGTGTGTG(44-65) 242 ja
57°C gastrin MB1398 CATTGGTGGCCTCTGTTTCT(285-266)
Gata4 NM_144730.1 MB1193/ AACTGCCAGACTACCACCAC(1375-1394) 316 ja
57°C GATA binding protein 4 MB1194 TGTGCCCATAGTGAGATGAC(1690-1671)
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Gen/

Annealing
Temp.
Gatab

Nr. und Bezeichnung

NM_001024316.1

Institutsnr.

MB1195/

Primerpaare: 5-3" forward und reverse

GGCGATGAAAAAGGAGAGTA(1159-1178)

Produkt
-groRe

376

Anhang

Intron-
Spanning

57°C GATA binding protein 5 MB1196 TGGTAACAGTTTCCTGAGCA(1534-1515)
Gata6 NM_019185.1 MB1197/ TGCTCCACAGTTTACAGAGC(736-755) 380 ja
57°C GATA binding protein 6 MB1198 TTTCATAGCAAGTGGTCGAG(1115-1096)
Geg NM_012707.2 MB1910/ TCGTGGCTGGATTGTTTGTA(81-100) 402 ja
60°C glucagon MB1911 CAGCTATGGCGACTTCTTCC(482-463)
Gif NM_017162.2 MB1167/ ATCCTGATTGCCATGAACCT(193-212) 362 ja
57°C gastric intrinsic factor MB1168 GTTGCCACTGCTCCTGTGT(554-536)
Gja1 NM_012567.2 MB847/ CAAGGAGTTCCACCAACTTT(131-150) 314 ja
57°C gap junction protein, MB848 ATGATCTGAAGGACCCAGAA(444-425)

alpha 1
Gkn1 NM_198972.1 MB893/ CAGCAATGTAGACGGAAGTG(122-141) 291 ja
57°C gastrokine 1 MB894 ACTCTGGTAGGGTTGATGGA(412-393)
Gkn2 NM_001039686.1 MB895/ ATCACAAAGGTGGACTGGTT(410-429) 265 ja
57°C gastrokine 2 MB896 TGGAATGTTGGGAAGAATTT(674-655)
Glp2r NM_021848.1 MB1237/ TCAGAATGCTCAGAGAACCA(469-488) 206 ja(s)
57°C glucagon-like peptide 2 MB1238 ACTTTCAGGATGAACGAAGC(674-655)

receptor
Grb7 NM_053403.2 MB723/ ATCCCATGAAGACCTCATCC(1087-1106) 455 ja
57°C grotwh factor receptor MB724 GAGACCCCAAATACGATAAGC(1541-1521)

bound protein 7
Gsc NM_001191873.1 MB699 GTCTGGTTTAAGAACCGCC(728-746) 150 nein
57°C goosecoid homeobox MB700 TCCGAGTCCAAATCGCTTTTAC(876-855)
Gsl NM_001004080.1 MB972/ AACTCCAATGATGCCTTTGT(1769-1788) 388 ja
57°C gelsolin MB973 CTTCCTGAGAGTCCTTTCCA(2156-2137)
Hbegf NM_012945.1 MB1427/ TGGCTGTGGTGGCTGTAGTA(519-538) 271 ja(s)
60°C heparin-binding EGF-like MB1428 GGGTAGCAACTGGGAATGAA(789-770)

growth factor
Hdacé XM_228753.6 MB1235/ AAAGGACACTGTGGGAGGTG(2924-2943) 322 ja
60°C histone deacetylase 6 MB1236 TCCTTGTGTCAGCATCAAGC(3245-3226)
Hes1 NM_024360.3 MB695 CTACCCCAGCCAGTGTCAAC(248-267) 325 ja
57°C Hairy and enhancer of MB696 AAGCGGGTCACCTCGTTCAT(572-533)

split 1 (Drosophila)
Hgf NM_017017.2 MB1247/ ACACATCTGTGGGGGATCAT(1693-1712) 394 ja
60°C hepatocyte growth factor MB1248 GTGCTGACTGCATTTCTC(2086-2069)
Hmga2 NM_032070.1 MB995/ CCTCTCCACCTCCAACTCT(30-48) 303 nein
57°C high mobility group AT- MB996 CAACACCTTTCGGGAGAC(332-315)

hook 2 (Hmga2)
Hnf1b NM_013103.1 MB1191/ CACCTTGACGAATATCCACA(1272-1291) 337 exon-
57°C HNF1 homeobox B MB1192 GGAGGTGTGGGAATACTGAG(1608-1589) intron

unklar

Hox-1.5 XM_001058923.1 MB1155/ ACAAATCTTTCCCTGGATGA(801-820) 193 exon-
57°C similar to homeobox- MB1156 GCATAGGTAGCGGTTGAAGT(993-974) intron

containing transcription unklar

factor (RGD1561431)
Hspa4 NM_153629.1 MB761/ GGTAGAGAAAAGCACCAATGAG(2424-2445) 294 ja
57°C heat shock protein 4 MB762 TCACCATCAGAAGGCACAG(2717-2699)
lcam1 NM_012967.1 MB499/ TCCAATTCACACTGAATGCC(1124-1143) 408 ja
57°C intercellular adhesion MB500 ACACACCAACAATTATGACCC(1531-1510)

molecule 1
1-1R NM_031512.2 MB485/ AGCTACCTATGTCTTGCCC(280-298) 420 ja
57°C interleukin 1 beta MB486 ACCGCTTTTCCATCTTCTTC(699-680)
1-6 NM_012589.2 MB123/ AAGTCAACTCCATCTGCCC(33-51) 276 ja
57°C interleukin 6 MB124 CATCATCGCTGTTCATACAATC(308-287)
Ik NM_133409.2 MB844/ AAAGCAGGGACTTCAATGAG(755-774) 428 ja
57°C integrin-linked kinase MB845 TGCTGAGCGTCTGTTTGTAT(1182-1163)
lggap1 NM_001108489.1 MB952/ CTGGCCTAAAGAAGCTAACG(4481-4500) 354 ja
57°C 1Q motif containing MB953 CCTCAATTTCCAGAAGCACT(4834-4815)

GTPase activating protein

1
Itch NM_001005887.1 MB717/ CCCCTCACAGTTATCGTTACC(172-192) 693 ja
57°C E3 ubiquitin protein ligase | MB718 ATCTACTCTCTGCTCCCACC(864-845)

homolog (mouse)
ltga4 NM_001107737.1 MB1153/ AGCTTTCTCCTGGATGTGAG(2426-2445) 327 ja
57°C integrin, alpha 4 MB1154 CGAGGGAGAAAAGAATTTG(2752-2733)
Itgb1 NM_017022.2 MB1488/ CTCTCCAGAAGGTGGCTTTG(908-927) 340 ja
60°C integrin, beta 1 MB1489 TGTGCCCACTGCTGACTTAG(1247-1228)
Jak3 NM_012855.1 MB1407/ GCAACATCCTGGTGGAGAGT(2906-2925) 260 ja
60°C Janus kinase 3 MB1408 CCCAATCATACGCAGGAACT(3165-3146)
Jam1 NM_053796.1 MB497/ ACAGCAGATGCCAAGAAAAC(592-611) 384 ja
57°C F11 receptor MB498 TCACACCAGGAATGACGAG(975-957)

junctional adhesion

molecule A
Jam2 NM_001004269.1 MB707/ AAAACCCCAAAGAAGACCAC(308-327) 554 ja
57°C junctional adhesion MB708 TTGAGAACATCTACTTGCATCC(861-840)

molecule 2
Jam3 NM_001004269.1 MB709/ GACTCACAGACAAATGACCC(186-205) 461 ja
57°C junctional adhesion MB710 TGCACAGCACTGAAAACC(646-629)

molecule 3
Jup NM_031047.2 MB950/ GACAAGGACGACATCACAGA(1730-1749) 339 ja
57°C junction plakoglobin MB951 GATCTCCTCCATCCTCACA(2068-2050)
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Primerpaare: 5-3" forward und reverse

Produkt
-groRe

Anhang

Intron-

Spanning

Kif4 NM_053713.1 MB1565/ CTGAACAGCAGGGACTGTCA(1058-1077) 218 ja
60°C Kruppel-like factor 4 (gut) MB1566 GTGTGGGTGGCTGTTCTTTT(1275-1256)
Krt19 NM_199498.1 MB1441/ ATGAGCTGAACACCCAGGTC(897-916) 241 ja
60°C keratin 19 MB1442 GTGTCAGCACGCACGTTACT(1137-1118)
Krt20 NM_173128.1 MB1257/ CACCATCCGGGACTACAGTT(366 -385) 344 ja
60°C keratin 20 MB1258 CCTCCACGTTGACATTGTTG(709-690)
Lamb3 NM_001100841.1 MB999/ ACTCAGAGACCTGCCACTTC(1107-1126) 363 ja
57°C laminin, beta 3 MB1000 TATCTTGCCGGGTACCTAAG(1469-1450)
Lgals3 NM_031832.1 MB1356/ ACTGGGGAAGGGAAGAAAGA(615-634) 268 ja
60°C Lectin, galactoside- MB1257 TTTCCCGCTCATAACACACA(882-863)

binding, soluble, 3
Lgals4 NM_012975.1 MB1358/ ACCTGCTGCATCCCAGTATC(471-490) 292 ja
60°C lectin, galactoside- MB1259 TTGCGAACCACACAATCAC(761-743)

binding, soluble, 4
Lgals7 NM_022582.2 MB653/ TTCCATGTAAACCTGCTATGC(102-122) 113 nein
57°C Lectin, galactoside- MB654 CATTTGCCTTGCTGTTTGG(214-196)

binding, soluble, 5
Lgr5 NM_001106784.1 MB1151/ ACTGGAGCAAAGATCTCGTC(1006-1025) 221 ja
57°C leucine rich repeat MB1152 TTATTCCGGGCTAAGTTCAG(1226-1207)

containing G protein

coupled receptor 5
Lipf NM_017341.1 MB1425/ GTGGTGTATTTGCAGCATGG(279-298) 195
60°C lipase, gastric MB1426 ATCAAAGCTGAAAGCCCAGA(473.454)
Lyz2 NM_012771.3 MB1159/ ACTACAACCCTGGAGACCAA(215-234) 377 ja
57°C lysozyme 2 MB1160 CTGAGAAGTGAAAGCCCTGT(591-572)
Marvel XM_345145.3 MB765/ CTCTCCAGCAAGACCAAAC(371-389) 668 ja
57°C Marvel MB766 CTATCTGACCTCCTTCTACCC(1038-1018)
Mif NM_031051.1 MB1735/ CCATGCCTATGTTCATCGTG(82-101) 381 ja
60°C macrophage migration MB1736 GAACAGCGGTGCAGGTAAGT(462-443)

inhibitory factor
MIit4/Af6 NM_013217.2 MB771/ CTGAAGCCTATCCTATCCCTAC(3993-4014) 592 ja
57°C myeloid/lymphoid or MB772 TCCTCTCTCTTTTTCCTCTCTG(4584-4563)

mixed-lineage leukemia

(trithorax homolog,

Drosophila)/Afadin-1
Mmp10 NM_133514.1 MB1462/ TGCTTTGTCCTTTGATGCAG(910-929) 246 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1463 TTTGGGTAACCTGCTTGGAC(1155-1136)

10
Mmp13 NM_133530.1 MB727/ CTAAGCACCCCAAAACACC(837-855) 561 ja
57°C matrix metallopeptidase MB728 CTCTCACAATGCGATTACTCC(1397-1377)

13
Mmp13 NM_133530.1 MB727/ CTAAGCACCCCAAAACACC(837-855) 304 ja
57°C matrix metallopeptidase MB1378 TTTTTGGGGTATTCGCTGTC(1140-1122)

13
Mmp14 NM_031056.1 MB1379/ GCTCCGAGGAGAGATGTTTG(1147-1166) 372 ja
60°C matrix metallopeptidase MB1380 TTTTTGGGGTATTCGCTGTC(1518-1499)

14 (membrane-inserted)
Mmp2 NM_031054.2 MB1387/ ACACTGGGACCTGTCACTCC(1675-1694) 290 ja
60°C matrix metallopeptidase 2 | MB1388 AGTGGCTTGGGGTATCCTCT(1964-1945)
Mmp28 NM_001079888.1 MB2032/ CAGATACCGACAGTCACGAA(281-300) 299 ja
60°C matrix metallopeptidase MB2033 CCCATCATTGTGGTCTCCTT(579-530)

28
Mmp7 NM_012864.2 MB667/ TCACCTACAGAATCGTGTCC(354-373) 469 ja
57°C matrix metallopeptidase 7 | MB668 CACAGCTTGTTCCTCTTTCC(822-803)

(Mmp7)
Mmp9 NM_031055.1 MB483/ TTGATGCCATTGCTGATATCC(1571-1591) 358 ja
57°C matrix metallopeptidase 9 | MB484 TGAGACTTCAAGTCGAATTTCC(1928-1907)
Mrps18a NM_198756.1 MB891/ AACTCCAGATCCCCCTAATC(184-203) 393 ja
57°C mitochondrial ribosomal MB892 CTTCTGGAGTAGCGGACATT(576-557)

protein S18A (Mrps18a),

nuclear gene encoding

mitochondrial protein
Msi1 NM_148890.1 MB693/ CGAGCTCGACTCCAAAACAAT(249-266) 303 ja
57°C Musashi homolog MB694 GCTTTCTTGCATTCCACC(551-534)

1(Drosophila)
Msi1 NM_148890.1 MB693/ CGAGCTCGACTCCAAAACAAT(249-269) 303 ja
57°C musashi RNA-binding MB694 GCTTTCTTGCATTCCACC(551-534)

protein 1
Msn NM_030863.1 MB1003/ CCACTGAGGCAGAGAAGAAT(1624-1643) 355 ja
57°C moesin MB1004 ATTTGGTCCCATGGTCATAC(1978-1959)
Muc1 XM_342281.3 MB836/ TTGGGCTTATCTTCAGTTCC(1222-1241) 323 exon-
57°C mucin 1, cell surface MB837 GAGCCTGACCTGAACTTGAT(1544-1525) intron

associated unklar
Muc2 U68172.1 MB1433/ GGGACACGAATCCAATGAGA(350-369) 375 exon-
60°C mucin 2, oligomeric MB1434 CCAACACAGCCTAGAATACGG(724-705) intron

mucus/gel-forming unklar
Muc2 uU07615.1 MB603/ GTCTCCTCCACACTAAGTCC(3766-3785) 355 exon-
57°C mucin 2, oligomeric MB604 AGCAAAGTTCAAACTGCCC(4120-4102) intron

mucus/gel-forming unklar
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Gen/

Annealing
Temp.
Muc3a

Nr. und Bezeichnung

XM_001076797.1

Institutsnr.

MB1435/

Primerpaare: 5-3" forward und reverse

TGAGCAAAGGCAGTATCGTG(479-498)

Produkt
-groRe

250

Anhang

Intron-

Spanning

57°C similar to mucin 17 MB1436 GCCTCTTTCTTGCACACCTC(728-710)

(LOC687030)
Mucb5ac XM_003749022.1 MB838/ CCAGGTACACCGATACCTTC(3724-3743) 389 ja
57°C mucin 5AC, oligomeric MB839 GGGGTCTTCACAGACGATAC(4112-4093)

mucus/gel-forming
Mylk3 NM_001110810.1 MB1492/ AACACCGGGTAGTGAGCATC(1631-1650) 267 ja
60°C myosin light chain kinase MB1493 GGGTGAAGCTGTTCTTGCTC(1897-1878)
Myo6 XM_236444.7 MB703/ CACCAGAAGCACAAAGACC(1835-1853) 455 ja
57°C myosin VI MB704 TCCAGCACAGACACCATAC(2289-2271)
Nanog NM_001100781.1 MB1147/ GGATAGGTTTCAGAGGCAAA(545-564) 242 ja
57°C Nanog homeobox MB1148 CAGACGCGTTCATCAGATAG(786-767)
Nestin NM_012987.1 MB1370/ GATCGCTCAGATCCTGGAAG(961-980) 258 ja
57°C nestin MB1371 GTATTAGGCAAGGGGGAAGG(1218-1199)
Neurog3 NM_021700.1 MB1157/ TCAGAGCTGTCTGAAATGGA(1153-1172) 330 exon-
57°C neurogenin 3 MB1158 AGAGCCAGTGAGGTAAGACG(1482-1463) intron

unklar

Nid1 XM_213954.6 MB1245/ TTCGGCTCAGTAGCACCTTT(396-415) 354 ja
60°C nidogen 1 MB1246 CACGGCAGGTACTTGGTTTT(749-730)
Npy NM_012614.1 MB1071/ GCTCTGCGACACTACATCAA(222-241) 284 ja
57°C neuropeptide Y MB1072 ACAACGACAACAAGGGAAAT(505-486)
Nts NM_001102381.1 MB1908/ AGCTCCTTCCGTGTCTGTGT(32-51) 154 ja
57°C neurotensin MB1909 ATCTGCCTCCAGGACTCTCA(185-166)
Ocln NM_031329.2 MB479/ ACCCAGACCACTATGAAACC(1332-1351) 416 ja
60°C occludin MB480 TCTCACTTCTCCAGCAACC(1748-1730)
Odc1 NM_012615.2 MB1421/ TGTTTCAGAGGCACATCGAG(362-381) 205 ja
60°C ornithine decarboxylase 1 MB1422 AAGAGCTTTCAGCCACCTCA(566-547)
Olfm4 NM_001106052.1 MB1563/ CACCACTTTTCCTGCTGACA(295-314) 345 ja
60°C olfactomedin 4 MB1564 TGGTCTAGCGTCTCCAGCTT(639-620)
Pard3 NM_031235.1 MB865/ AGCAGTGACCCAGCTTTAAC(686-705) 352 ja
57°C par-3 (partitioning MB866 GTCCAGTATCAGCATGTCCA(1037-1018)

defective 3) homolog (C.

elegans)
Pard6a NM_001003653.1 MB881/ TGAGAGGCTTTCAGGAGTTC(142-161) 360 ja
57°C par-6 (partitioning MB882 GTCGATGGGTCTCAGGTAGT(501-482)

defective 6,) homolog

alpha (C. elegans)
Pax2 NM_001106361.1 MB1019/ GGTGAGAAGAGGAAACGAGA(621-640) 380 ja
57°C paired box 2 MB1020 GTCTGTGTGCCTGACACATT(1000-981)
Pax6 NM_013001.2 MB1021/ CCAACGGATGTGTGAGTAAA(306-325) 243 ja
57°C paired box 6 MB1022 GGTTGCGAAGAACTCTGTTT(548 -529)
Pla2g2a NM_0315983 MB1437/ CCCAGTTGCTGAAAGAGAC(487-505) 254 nein
60°C phospholipase A2, group MB1438 GAGCCTCTCAGGACCCTCTT(740-721)

IIA (platelets, synovial

fluid)
Plaur NM_134352.1 MB1009/ GTTTCCATAGCAACCAGACC(557-576) 336 exon-
57°C plasminogen activator, MB10010 TGCCATTACAGCAGGAGATA(892-873) intron

urokinase receptor unklar

transcript variant 1
Pou5f1 NM_001009178.1 MB1149/ CTAGCATTGAGAACCGTGTG(683-702) 353 ja
57°C POU class 5 homeobox 1 MB1150 CAGAGCAGTGACAGGAACAG(1035-1016)
Prdx6 NM_053576.2 MB1656/ TCATGGGGCATTCTCTTTTC(114-133) 334 ja
60°C peroxiredoxin 6 MB1657 GTTTCTTGTCAGGGCCAAAA(447-428)
Prom1 NM_021751.2 MB779/ AGAATATGAGACCCAAGACACC(335-356) 249 ja
57°C prominin 1 (Prom1), MB780 CAAAAGAAGAAGCCCACCAG(583-864)

transcript variant 1
Prom2 NM_138857.1 MB781/ GTTCTACAGCTCAATGACTCC(1786-1806) 551 ja
57°C prominin 2 MB782 ACATACTGAGAGAAGTAGCCC(2336-2316)
Pten NM_031606.1 MB1288/ AACTTGCAATCCCCAGTTTG(627-646) 233 ja
60°C phosphatase and tensin MB1289 AGGTTTCCTCTGGTCCTGGT(859-840)

homolog
Ptgs2 NM_017232.3 MB867/ TACGCCTGAGTTTCTGACAA(165-184) 346 ja
57°C prostaglandin- MB868 CCTCAGAAGAACCTTTTCCA(510-491)

endoperoxide synthase 2
Ptpn11 NM_013088.2 MB1403/ GAGCAATGACAGCAAGTCCA(653-672) 275 ja
60°C protein tyrosine MB1404 ATTCTTCCCAAAAGCCCTGT(927-908)

phosphatase, non-

receptor type11
Ptpn12 NM_057115.2 MB1405/ CATTGTAATGGCCTGTCGTG(453-472) 295 ja
60°C protein tyrosine MB1406 AGGCACATCTTCGTGCTCTT(747-728)

phosphatase, non-

receptor type12
Ptprf NM_019249.1 MB846/ ACATGGATGAAGAAGGGAAA(213-232) 232 ja
57°C protein tyrosine MB847 GAGGTCCCATGTCGATAGTC(444-425)

phosphatase, receptor

type, F
Pvrl1/nectin | XM_236210.6 MB501/ AGCTCCACAGAGACTTGAC(1648-1666) 230 nein
1 poliovirus receptor-related | MB502 AGCACACAAGACAAGAACAG(1877-1858)
57°C 1 (nectin1)
Pxn NM_001012147.1 MB1482/ GGGACGAGCAATCATTTTGT(691-710) 385 ja
60°C paxillin MB1483 CTGGGCCATGAACTTGAAAT(1075-1056)
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Primerpaare: 5-3" forward und reverse

Produkt
-groRe

Anhang

Intron-
Spanning

Reg3g NM_173097.1 MB1449/ TCAGGTGCAAGGTGAAGATG(91-110) 345 ja
60°C regenerating islet-derived MB1450 GGATTCGTCTCCCAGTTGAA(435-416)

3 gamma
Rere NM_053885.2 MB1227/ ACTCATCAGCACAGCAGCAG(2754-2773) 395 nein
60°C arginine-glutamic acid MB1228 GTGCTGTAGTAGGGGTCCA(3148-3130)

dipeptide (RE) repeats
Rgn NM_031546.1 MB863/ GGATGCCTTTGACTATGACC(623-642) 345 ja
57°C regucalcin (senescence MB864 TTGACCCCAAGACCTGTTAT(967-948)

marker protein-30)
Rhoa NM_057132.3 MB1366/ AGGACCAGTTCCCAGAGGTT(80-99) 194 ja
57°C ras homolog gene family, MB1367 ACTATCAGGGCTGTCGATGG(273-254)

member A
RhoC NM_001106461.1 MB747/ AGCAGGGCAAGAAGACTAC(444-462) 338 ja
57°C ras homolog gene family, MB748 TCTCAAATACCTCCCGCAC(781-763)

member C
Rps26 NM_013765.1 MB1494/ CCAAGGATAAGGCCATCAAG(97-116) 263 ja
60°C ribosomal protein S26 MB1495 GCCTCTTTACATGGGCTTTG(359-340)
Runx1 NM_017325.1 MB1567/ CACTGCCTTTAACCCTCAGC(1087-1106) 305 ja
60°C runt-related transcription MB1568 CAGGAGGCGAGTAGGTGAAG(1391-1372)

factor 1
S100a4 NM_012618.1 MB986/ AGTGTCCACCTTCCACAAAT(89-108) 339 ja
57°C S$100 calcium-binding MB987 TAAGGCACTATGCTCACAGC(427-408)

protein A4
Serpine1 NM_012620.1 MB968/ AGGCACACCAAAGGTATGAT(611-630) 310 ja
57°C serpin peptidase inhibitor, MB969 CATCTTTTTCAAAGGGTGCT(920-901)

clade E (nexin,

plasminogen activator

inhibitor type1), member1
Si NM_013061.1 MB946/ GCCAACTCCTGCTCTAACAT(3590-3609) 364 exon-
60°C sucrase-isomaltase MB947 TGCTGGAGCCAGTATAACAA(3953-3934) intron

(alpha-glucosidase) unklar
Sip1 NM_053389.1 MB689 AGCAGCAACAAGTGATACAG(354-373) 355 ja
60°C survival of motor neuron MB690 CAAGCCAACAAAGCATAGAAC(708-688)

protein interacting protein

1
Slc6a2 NM_031343.1 MB1376/ TGTCACCCTCGGTACCTTTC(1386-1405) 231 ja
60°C solute carrier family 6 MB1377 CTCACGAACTTCCAACACA(1616-1598)

(neurotransmitter

transporter, noradrenalin),

member 2
Slc6a3 NM_012694.2 MB1374/ CATGCTGCTCACTCTGGGTA(1324-1343) 381 ja
60°C solute carrier family 6 MB1375 ATGCTGACCACGACCACATA(1704-1685)

(neurotransmitter

transporter, dopamine),

member 3
Slc6a4 NM_013034.3 MB1073/ TATCCCCACTGGAGTATCGT(1815-1834) 304 ja
57°C solute carrier family 6 MB1074 GGCACCATAGTGGTTAGGAC(2118-2099)

(neurotransmitter

transporter, serotonin),

member 4
Smad3 NM_013095.3 MB842/ TGCCTCAGTGACAGTGCTAT(1121-1140) 449 ja
57°C SMAD family member 3 MB843 TGACAAGACCAAGTTGGATG(1569-1550)
Snai1 NM_053805.1 MB685/ TCTCACAGCAGTTTAACTGTC(1358-1378) 112 nein
57°C snail homolog 1 MB686 CCCAAAATAGTTCTGGGAGAC(1469-1449)

(Drosophila)
Snai1 NM_053805.1 MB993/ GCAGAGTTGTCTACCGACCT(17-36) 158 ja
57°C snail homolog 1 MB994 GGAAGGTGAACTCCACACAC(174-155)

(Drosophila)
Snai2 NM_013035.1 MB687 ACTACAGCGAACTGGACAC(53-71) 206 ja
57°C snail homolog 2 MB688 TACACGCCCCAAAGATGAG(258-240)

(Drosophila)
Sox10 NM_019193.1 MB697/ ACCCATCCCCAGAAATAACC(2230-2249) 287 nein
57°C SRY (sex determining MB698 AGAGTGTCCATTGAGTGTCC(2516-2247)

region Y)-box 10
Sparc NM_012656.1 MB1451/ AAACATGGCAAGGTGTGTGA(277-296) 301 ja
60°C secreted protein, acidic, MB1452 AGGTGACCAGGACGTTTTTG(577-558)

cysteine-rich(osteonectin)
Sst NM_012659.1 MB1069/ GACCTGCGTCTAGACTGACC(5-24) 255 ja
57°C somatostatin MB1070 CATCGTTCTCTGTCTGGTTG(259-240)
Sv2a NM_057210.2 MB958/ GGTTTGACTGTCTGGTTTCC(1440-1459) 370 ja
57°C vesicle glycoprotein 2a MB959 CTAGTGGGCAACCTTCCTTA(1809-1790)
Sympk NM_001100830.1 MB1569/ CTCTCCTGCCTCAGAACCAC(2491-2510) 318 ja
57°C symplekin MB1570 CTTTCTTCTCCAAGCCGTTG(2808-2789)
Sytl1 NM_001025651.1 MB1399/ GACCAGGACCTGAAGCTGAG(166-185) 240 ja
60°C synaptotagmin-like 1 MB1400 GGACGAGGTCAGAACCAAAA(405-386)
Sytl2 NM_001108492.1 MB1077/ TACCTCAAGGAACCTTGCTC(489-508) 309 nein
60°C synaptotagmin-like 2 MB1078 TCTGACCCTCTCCTCTTCAG(798-779)
Tagln NM_031549.2 MB1233/ CAAGCCTTTTCTGCCTCAAC(33-52) 309 ja
60°C transgelin MB1234 ATTGAGCCACCTGTTCCATC(341-322)
Tcf3 NM_133524.2 MB1041/ GGCACTTACAGTGGGACTTC(956-975) 256 ja
57°C transcription factor 3 MB1042 CATCGTAGTTGGGGGATAAG(1211-1192)
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57°C trefoil factor 1 ATCAGGCCGAATTTGAGGG(446-428)
THf1 NM_057129.1 MB1547/ CCCAGAACCAGGAAGAAACA(92-111) 201 ja
60°C trefoil factor 1 MB1548 ACCAGTTCTCTCGGATGGAC(297-278)
Tff2 NM_053844.1 MB45/ GCAGAACACCCAGGTCCAG(1-19) 556 ja
57°C trefoil factor 2 MB46 CTTGGAAAGACACTGTGTC(556-538)
Tff2 NM_053844.1 MB1549/ GTGCCCCTCTCTTGGTAGTG(43-62) 318 ja
60°C trefoil factor 2 MB1550 GGTTGGAAAAGCAGCAGTGT(360-341)
Tff3 NM_013042.1 MB46/ GAAGTTTGCGTGCTGCCAT(1-19) 384 ja
57°C trefoil factor 3 MB47 GGACTCCCAGCTCCTATAT(384-386)
Tff3 NM_013042.1 MB1551/ GACTCCAGCATCCCAAATGT(198-217) 152 ja
60°C trefoil factor 3 MB1552 GCAGATCAGGGGTGAGTGTT(349-330)
Tgfa NM_012671.2 MB597/ CTCACTTCAACAAGTGCCC(266-284) 202 ja
57°C transforming growth MB598 ACAATGGAGACTACCACCAG(467-448)
factor alpha
Tgfb1 NM_021578.2 MB960/ CGGACTACTACGCCAAAGAA(447-466) 341 ja
57°C growth factor, beta 1 MB961 TATTCCGTCTCCTTGGTTCA(787-768)
Tgfb2 NM_031131.1 MB962/ CTTCGCCCTCTTTACATTGA(1346-1365) 331 ja
57°C transforming growth MB963 CATTGTCACCGTGATTTTCA(1676-1657)
factor, beta 2
Tgfb3 NM_013174.1 MB964/ TTTCCGTTTCAATGTGTCCT(791-810) 355 ja
57°C transforming growth MB965 TTTGATTTCCATCACCTCGT(1145-1126)
factor, beta 3
Timp1 NM_053819.1 MB731/ ATTGATAGCTTCCAGTAAAGCC(83-104) 309 ja
57°C TIMP metallopeptidase MB732 ATGTGCAAATTTCCGTTCC(391-373)
inhibitor 1
Timp1 NM_053819.1 MB834/ AGATGCTCAAAGGATTCGAC(235-254) 318 ja(s)
57°C TIMP metallopeptidase MB835 GATCTGTCCACAAGCAATGA(552-533)
inhibitor 1
Tjp1 NM_001106266.1 MB481/ TATCCAAACCAGACCCACC(4378-4396) 471 ja
57°C tight junction protein 1 MB482 CCTCATCTTCATCTTCTTCCAC(4848-4827)
Tjp2 NM_053773.1 MB735/ CCCTCATCAACATCCCATCTC(1413-1433) 448 ja
57°C tight junction protein 2 MB736 CCAGCCACAAATATGCCAAC(1860-1841)
Tjp3 NM_001108073.1 MB733/ TTGCTATGAAGAGACTGACAAC(2024-2045) 204 ja
57°C tight junction protein 3 MB734 AGAAGATGACGACAGGGTAG(2227-2208)
Tmprss4 NM_001108998.1 MB1413/ AGTGGCAGGTTGTAGGCATC(1449-1468) 211 ja
60°C transmembrane protease, MB1414 AGGCTCTTGTCCCATGTCTG(1659-1640)
serine 4
Tnc DQ916292.1 MB729/ AAGCGGGCATAAATCCCAG(68-86) 298 exon-
57°C tenascin C partial cds MB730 CCAGAACCACCCAGTAGAAG(365-346) intron
unklar
Tnc NM_053861.1 MB1855/ GGGCAGACATAAGAGCAAG(3212-3230) 579 exon-
60°C tenascin C MB1856 TCAACAGAGAGAGGGGCTGT(3790-3771) intron
unklar
Tnc NM_053861.1 MB1894/ AGCAGACTGGAGGAACTGGA(411-430) 496 exon-
60°C tenascin C MB1895 TGCAGTTGTTGAAGCAAAGG(906-887) intron
unklar
Tnc NM_053861.1 MB1896/ GTGAGGACGGCCAATGTATC(1759-1778) 393 exon-
60°C tenascin C MB1897 CAGGGATGCTCCTCTTGTTC(2151-2132) intron
unklar
Tns4 NM_001024881.1 MB1352/ CTCCAGAAAGTCCTGCCAAG(1402-1421) 348 ja
60°C tensin 4 MB1253 TAGAATGCTGGCACACGAAG(1749-1730)
Trim28 NM_053916.1 MB1007/ GCTGGCTACCGACTCTACAT(2452-2471) 322 ja
57°C tripartite motif-containing MB1008 ACCAGACAGCTCCTGAGAAC(2773-2754)
28
Twist1 NM_053530.2 MB991/ CCGGAGACCTAGATGTCATT(820-839) 205 ja
57°C twist homolog 1 MB992 CTCTGGGAATCTCTGTCCAC(1024-1005)
(Drosophila)
Vangl1 NM_001109584.1 MB832/ TCGTGCAATATGCAGTCTCT(873-892) 301 ja
57°C planar cell polarity protein | MB833 TTACTGGGCCCATCTACATT(1173-1154)
1
Vel NM_001107248.1 MB966/ GGCTGAGGTTCGAAAAATTA(472-491) 379 ja
57°C vinculin MB967 ATCCCAGGAGGTGAGTTGTA(850-831)
Vegf NM_031836.2 MB302/ TTACTGCTGTACCTCCACC(1054-1072) 488 ja
57°C Vascular endothelial MB303 AAATGCTTTCTCCGCTCTG(1541-1523)
Growth factor A
Vil NM_001108224.2 MB1409/ GCTCTTTGAGTGCTCCAACC(2050-2069) 393 ja
60°C villin 1 MB1410 TCCACTTTGGGGCTCATAAC(2442-2423)
Vim NM_031140.1 MB673/ TTTCCAAGCCTGACCTCAC(859-877) 459 ja
57°C vimentin MB674 GAGAAATCCTGCTCTCCTCC(1317-1298)
Vtn NM_019156.2 MB948/ GATGTGTTTACCATGCCAGA(275-294) 340 ja
57°C vitronectin MB949 AGCAATACTCACCTCGGAAG(614-595)
Wnt11 NM_080401.1 MB775/ TTCAAATCCACCCCAGACC(1270-1288) 590 ja
57°C Wingless-type MMTV MB776 TCCTCTACTCGTTGTTTACCC(1859-1839)
Integration site family
member 11
Ybx1 NM_031563.3 MB1005/ GCCAAAGACAGCCTAGAGAG(869-888) 325 ja
57°C Y box binding protein 1 MB1006 TCAGCTCCAATCTTTGTTCA(1193-1174)
Zeb1 NM_013164.1 MB1231/ CCAGATGCATTTTCCCAGTT(338-357) 370 ja
60°C zinc finger E-box binding MB1232 CAGAAAGCGGTTCTTGAAGG(707-688)

homeobox 1
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