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1 Einleitung

1.1 Arbeitsgrundlage

Das Bakterium Staphylococcus aureugS. aureus siehe 1.2) ist haufig Ursache
schwerer Infekbnen (Emori & Gaynes, 1993).i® Behandlung mit Antibiotika wird
aufgrund der immer haufiger auftretenden Resistenzen zunehmend schwieriger
(Moellering, 2008). Es ist daher besonders wichtig, die dktem des Bakteriums mit

den Wirtsorganismen besser zu verstehen, um einerseits die Pravention zu verbessern
und andererseits bessere Therapieansatze entwickeln zu konnBnab&ussehr oft

an Erkrankungen der humanen Atemwege beteiligt ist (Escotié, €2006), widmen

wir diesem Epithel (siehe 3). besondere Aufmerksamkeit. Es ist die erste Barriere
gegen das Vordringen eingeatmeter, potenziell gefahrlicher Partikel und
Mikroorganismen in den Korper und tragt in mehrfacher Hinsicht zur unspezifische
Immunabwehr des Organismus bei (Gam002; Bals & Hiemstra, 2004) Die
Atemwege sind mdogliche Eintrittspforten fU$. aureusin den menschlichen
Organismus Bals & Hiemstra, 2004)jedoch kommen inhalierte Bakterien initial
vermutlich nicht direkt mit dn Epithelzellen der Atemwege in Kontakt, sondern nur mit
der aufgelagerten Mukusschicht. Unsere Hypothese ist, dass die Bakterien in dieser
Situation madglicherweise durch sekretorische losliche Faktoren (Virulenzfaktoren) die
Funktion der Epithelzellen iken und dadurch das Infektionsgeschehen @lir giinstig
beeinflussen kénnern den angeschalteten Prozessen kdnnen z.B. Kinasen aktiviert
werden,was zu Anderunge in der Zytokinsekretionoder der Zellform fiihren kann

(Abb. 1).

Schleimschicht: Salz-Wasser
Salz Salz Muzine, antimikrobielle Faktoren
Wasser Wasser
Muzine  Zilien
Signaltransduktion:
— = NF-kB Calmodulin —» Zytokine
Erk-Typ MAPK Calcium/Calmodulin-Kinase Il Chemokine
— p38 MAPK Src-Kinase

S. aureus Proteinkinase A und G Phophatidylinositol-3-kinase

Proteinkinase C PKB/Akt
—_—lv Calpain
\
Zellform

18sliche Zell-Zell-Kontakte

Virulenzfaktoren

Bronchiallumen Atemwegsepithelzelle Interstitium

Abb. 1: Arbeitshypothese, untersuchte Signaltransduktionswege und mdgliche Reaktionen der Zellen.
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1 Einleitung

1.2 Staphylococca aureus

Staphylococcus aureuS. aureuy ist einer der bedeutendsten Erreger bakterieller
Infektionen beim Menschen (Kloos, 1980; Emori & Gaynes, 1993). Das Bakterium
wurde bereits 1880 von de8thotten Sir Alexander Ogston bei der Untersuchung von
Abszessen und postoperativen Wundeiterungen entdeckt. Es gehdramilie der
Staphylococcacea@owy, 1998) Das Grarpositive Bakterium ist kugelformidat.:
coccus = kugelférmig) und hat einen Dwehmesser vonca. 0,81,2 um. Es ist
unbeweglich und fiuhrt aerobe und, fakultativ, auch anaerobe Energiegewinungs
prozesse durch. Unter dem Mikroskop sind die durch Carotiimihgerungen
goldgelb gefarbten (lataureus= gold) Bakterien weintraubenayt(griech.:staphyle=
Weintraube)in Clustern angeordnet (Ogston, 18&dpos, 1980;van Belkum et al.,
2009). Obwohl Staphylokokken keine Sporen bilden, sind sie sehr widerstandsfahig
gegen Umwelteinflisse und kénnen auch aufRerhalb des Wirts gut @befittdrker et

al., 2003).

Abb. 2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme $oaureusBakterien Sibbald et al., 2006).

In den meisters. aureusStammen (90 %) sind die Bakterien von einer Polysaccharid
Kapsel umgeben, die die Phagozytose im eukaryotischen Wirt verhindert (Karakawa et
al., 1985) und somit wichtig in der Pathogenese $oaureusst.

Die 2050 nm dicke Zellwand vos. aureusestdt hauptsachlich aus Peptidoglykan
(etwa 50 %) und Teichonséauren (etwa 40 %). Peptidoglykan (PGN, Murein) besteht aus
N-Acetylglukosamin und MM c et y | mu r a mi-lnsglykosidesch miteinanderb
verknUpft sind. Die Quervernetzung der PeptidoglyKatten erfolgt Gber Tetrapeptid
Ketten. Diesem Polysaccharid wird eine endotoxische Wirkung zugesprochen. Es
stimuliert die Abgabe von Zytokinen von Makrophagen, die Aktivierung des

Komplementsystems und die Aggregation von Blutplattchen (Shockman & Barrett,

12



1 Einleitung

1983; Lowy, 1998). Die Teichonsauren werden in zwei Typen eingeteilt, die an die
Mureinschichten angelagerten Zellwandteichonsauren und die Lipoteichonsauren
(LTA), welche mit der Zellmembran Uber einen Lipidanker verbunden sind (Knox &
Wicken, 1973; Harrigt al., 2002).

Das Genom der Staphylokokken besteht aus einem doppelstrangigen zirkularen
Chromosom (ca. 2800 bp) und mobilen &damenten, wie Plasmiden, Prophagen und
Transposons (Lowy, 1998). Exogene DNA kann durch Konjugation, Transduktion und
Transfamation aufgenommen und in das eigene Genom integriert werden (Burrus &
Waldor, 2004). So ist der Genaustausch innerhalb der StaphylokS8k#emime und
anderer Granpositiver Bakterien moglich (Schaberg & Zervos, 1986). Es wurden
einige Gene fur Virulenzfakren und AntibiotikeResistenzen auf extrachromosomalen
Strukturen gefunden (Lowy, 1998), die z.B. den Anstieg der Antibidigsistenzen
erklaren. Das betrifft besonders nosokomiale Infektionen, fir welche Staphylokokken
die haufigste Ursache sind (Emé&r Gaynes, 1993). Im Jahr 2005 zeigten bereits mehr
als 60 % der untersuchted. aureusStamme, die in Krankenhausern angetroffen
wer den, Re s i st actaneAmtibiafila gmvee Perlicidin, Anfipicillin und
Methicillin (Gill et al., 2005). Diese Stame werden auch als MRSA, d.h. Methicilin
resistenteS. aureus bezeichnet. Hierbei spieltad Gen mecA eine wichtige Rolle,
welches auf demobilen GenominseBCCmec $taphylococcal Cassette Chromosome
meq lokalisiert ist (Deurenberg& Stobbengh 2009). Es codiert frPenicillin-
BindingProtein 2a, welches nur eine geringe Affinitdét u -LaotamAntibiotika
aufweist (Ubukata et al., 1989)Somit werden diese nicht in die Membran eingebaut
und konnen ihrer antibiotischen Aufgabe nicht nachkommercth Therapieversuche

mit Vancomycin sind nicht mehr in allen Fallen erfolgreich (Bamberger & Boyd, 2005).
Auch bei nicht nosokomiales. aureudnfektionen €ommunity acquiredstaphylo
kokken) stieg in den letzten zehn Jahren Aiezahl der Antibiotikaresistenten
Bakterienstammestark an (Vandenesdh al, 2003; Moellering, 2008).

Das BakteriumS. aureuskommt fast tberall in der Natur vor und ist auch beim
Menschen weit verbreitet. Die Besiedlung oberflachlicher Gewebe erfolgt bei einem
gesunden Menschen asymptomatisch (olonisation) und betrifft ca. 20 % aller
Menschen, die dauerhaft als Trager dieser Bakterien fungi®en.Grol3teil der
Bevolkerung (ca. 60 %) wird diskontinuierlich und ca. 20 % werden gar nicht besiedelt.

Man spricht in diesea Zusammenhang von persistenten, intermittierenden oder-Nicht
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Tragern (Williams, 1963; Kluytmans et al., 1997). Wéahrend bei persistierenden Tragern
meist lebenslang der gleiche Stamm nachgewiesen wird, wechselt der Stamm bei
intermittierenden Tragern (VaredBergh et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass
mit S. aureushesiedelte Personen zwar haufiger akute Infektionen erleiden als Nicht
Trager (Corbella et al., 1997), es aber im Falle einer akuten Erkrankung zu einer

geringeren Sterberate kommt (Weitheet al., 2004).

1.2.2 Virulenz-assoziierte Raktoren von S. aureus

Staphylokokken kommen vorwiegend auf der H&utepidermisSibbald et al., 2006),

in der vorderen NasenhoOhle und auf anderen mit Mukus bedeckten Oberflachen im
menschlichen Wirt vorS. aureus Archer, 1998; Foster, 2004; Sibbald et al., 2006).
Bekommen sie eine glnstige Gelegenheit geboten, wie z.B. durch eine Verletzung der
Haut oder durch ein geschwachtes Immunsystem ihres Wirts, kbnnen sie sich ausbreiten
und verschiedene Krankheitererursachen, z.B. Abszesse, Wundinfektionen nach
Operationen, Lungenentziindungen, Endokarditis, toxisches S&yockom (TSS),
Osteomyelitis oder gar eine Sepsis (Howe et al., 1996; Archer, 1998). Aul3erdem
verursachen die Bakterien LebensmittelvergiftungBinges et al., 2000). Besonders

bei MukoviszidosePatienten generieren Staphylokokken haufig chronische Lungen
entziindungen (Hutchison & Govan, 1999). Um sich an die Wirtszelle anheften und in
diese eindringen zu koénnen, bilden Staphylokokken diverseilévizassoziierte
Faktoren (kurz: Virulenzfaktoren) welche zur Schadigung der Zellen und des
Wirtsorganismus beitragen kdénnen und somit die Entstehung einer Infektion
begiinstigen.So wie intakte Bakterien kdnnen auch einzelne Bestandteile der
Bakterienzéwand wie Peptidoglykan und Lipoteichonsauren durch die Aktivierung des
Immunsystems Krankheitssymptome auslosen (Clarke & Foster, 2006). Die Virulenz
von S. aureuseruht auf der kombinierten Wirkung von Oberflachenproteinen, Toxinen
undEnzymen (Peacoodt al., 2002).

Wird S. aureusin Vollmedium kultiviert, werden in der exponentiellen Wachstums
phase vor allem Oberflachenproteine gebildet, wahrend beim Ubergang in die stationare
Phase hauptsachlich Toxine exprimiert werden. Ubertragen in die natiinfekéons
situation wird dies so interpretiert, dass so das Uberleben, die Vermehrung und
Ausbreitung der Bakterien im infizierten Gewebe ermdoglicetden (Novick et al.,

1993; Balaban & Novick, 1995; Dinges et al., 2000). Beim Ubergang der
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Wachstumsphsen erfolgt ein Wechsel der Expression von Genen verschiedener
Virulenzfaktoren (Ziebandt et al., 2004). Diese Regulation erfolgt Uber -Zwei
KomponenterSysteme, wobei dasagr-System #&ccessory gene regulajorvon
besonderer Bedeutg ist (Novick et al., 193; Ziebandt et al., 2004§jAbb. 3). Es
handel t si ¢ h Qdoaimesensing ;ns ted mfii , A das ab ei ne
Bakteriendichte von der Genexpression fur OberBagphoteine zur vermehrten
Expression von Genen fur Exotoxine wechselt. Zu Beginn é&nexureudnfektion,

wenn die Bakteriendichte noch gering ist, werden vor allem bakterielle Adhésine
produziert, um das Wirtszellgewebe zu kolonisieren. Ab einer bestimBakterien
dichte wird der intrazellulare Effektor demgr-Systems, RNAIII, transkribiert und
reguliert die Produktion der Zellwarassoziierten Virulenzfaktoren herunter sowie die
der sezernierten Virulenzfaktoren, wie z.B. Hamolysin A (porenformeSdeaireus
Toxin, siehe 1.2.2.1), herauf (Peng et al., 1988; Novick et al., 1993; Novick, 2003).
RNAIII reguliert hauptsachlich die Produktion vonoRinen auf der Transkriptions
ebene, kann aber in einigen Féllen auch die Translation beeinflussen (Nbwvatk
1993).

virulence
factors << RNAII

Abb. 3: Schematische Darstellung der ativierung und die Effekte der AgExpression auf die
Synthese von Virulenzfaktoren (Balaban & Novick, 1995).

Zu den Virulenzfaktoren gehoren Adhéasiiegoenzyme, Toxine und Superantigene
(z.B. Protein A) (Archer, 1998; Sibbakt al., 2006;Feng et al., 2008)Tab. 1 zeigt

einige Beispiele.
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Tab.1: Einige Virulenzfaktoren vors. aureugArcher, 1998; Sibbald et al., 2006; Fengk, 2008).

Adhésine Exoenzyme Toxine

Autolysine (z.B. Atl und Aaa), Koagulase, Hamolysine,
ClumpingFaktoren (z.B. CIfA und CfiB), Staphylokinase,| Enterotoxine (z.B. SEA, SEB),
Collagenbindende Proteine (z.B. Cna), Hyaluronidasen, Exfoliatin A und B,
Elastinbindende Proteine, Lipasen, Toxic-SchockSyndromToxin 1,
Enolasen, Proteasen, Leukocidin
Firbonectinbindende Proteine (z.B. FnbpABg, | Penicillinasen,

Lipoteichonséauren, DNAsen

Polysaccharidkapsel,

Protein A

Wichtige Virulenzfaktoren vois. aureusind die HamolysineDiese Exotoxine kénnen
Erythrozyten lysieren. Bei dem Bakterium konnten vier dieser Exotoxine gefunden
werden, die H2molysine U, b, o2, und o (W
Enzyme mitPlasmamembraachadigender Wirkung oder um porenbildende Toxine,

die in der Lage sind, in der Membran der Zielzelle eine olgyenPore auszubilden.

Die Porenrbildenden Toxine werden wiederum in Einzelkomponefftemx i ne - ( z . B.
Hamolysin) und ZweikompomeenT o X i n e -Hamalysini unterilt (Menestrina

et al., 2003).

1.2.2.1 Hamolysin A

Einer der wichtigsten Virulenzfaktoren v@h aureusst das Exotoxin Hamolysin A

( HI a, H2 mbokin).€$ wird diirch dds chromosomale Gémcodiert, besteht

aus 293 Aminosauren (AS) und hat eine molekulare Masse von 33 kDa (Bhakdi &
TranumJ ensen, 1991) . Hl a ent h2lt KkeiSheetCyst ei
Strukturen (65 -Be)ix-Struktdrer (LQ%) (Dinges ét gl.e2000).

Hla wird ak monomeres, wasserl6sliches Protein wahrend der spaten exponentiellen
Wachstumsphase kultivierter Bakterien sezerniert (Coleman & Abbado77). An

der Plasmamembran der Wirtszelle assemblieren sich jesielf@nMonomere zum
aktiven heptameren Toxioknplex, welcher eine Transmembranpore bildet (Gouaux,
1998; Valeva et al., 2001; Kawate & Gouaux, 2003; Jayasinghe et al., Z086).
genaue Mechanismus der Membranbindung ist noch nicht aufgeklart. Prinzipiell werden
fur die Interaktion von Hla mit der #&mamembran der Zielzellen in Abhangigkeit von
der HlaKonzentration zwei unterschiedliche Mechanismen angenommen. Bei geringen
Toxin-Konzentrationen von 3,3 ng/rois 660 ng/ml fuhrt ein spezifischer, bisher aber
unbekannter OberflachéRezeptor zur Bindug von Hla (Bhakdi & Tranuriensen,

1991; Hildebrand et al., 1991). In Kaninchérythrozyten wurde bereits 1976 die
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Expression von spezifischen Bindestellen (1291500 Bindestellen pro Zelle) fur

Hla entdeckt (Cassidy & Harshman, 1976; Hildebrand.efif91), durch welche diese
Zellen besonders sensitiv gegentber Hla sind. In humanen Erythrozyten konnte die
Expression solcher spezifischer Bindestellen nicht gezeigt werden, was die geringe
Reaktion auf niedrige HiKonzentrationen erklaren konnte (Gmy & Harshman,
1976). Der vermeintlicheHla-Rezeptorkonnte ein Proteinsein (z.B. die Metalle
protease ADAM10;Wilke & Bubeck Wardenburg, 201®bb. 4), aber auch andere
Bindungspartner kdnnten di&ndung vonHla an diePlasmamembran der Wirtszellen

vermitteln

sphingolipid

af integrin

/
holesterol
00 00000 0(m 00 0 00000020
USRI B R 11
| Ut ) S
/ caveolin 1
\ , a activation of
\_ phosphatase?
=41 cytotoxicity
H dephosphorylation of F
actin focal adhesion proteins cell lysis

focal adhesion
disruption
Abb. 4. Modellvorstellung zur Interaktion von Hla mit ADAM10 und den nachfolgengdiphysio-
logischen Anderungen. Der Hla/ADAMAKomplex relokalisiert in Caveolinfeiche Membrandomanen,
fokale Adhasionen werden zerstort und die Zelle stirbt ab (Wilke & Bubeck Wardenburg, 2010).

Allerdings kann sich Hla auch in Protdmie, Bi- und Monolayervon Membranlipiden
integrieren (Buckelew & Colacicco, 1971; Belmonte et al.,, 1987). Der spezifische
ObeflachenrRezeptor ist somiticht essentiell fir die Toxinwkung (Bhakdi &
TranumJensen199]), was bedeutet, dass es einen weiteren Wirkmechanismus geben
muss. Eine Interaktion des Toxins mit den polaren Képfppen geclusterter
PhosphatidylcholirMolekiile ist denkbar. So kdnnten z.B. Cholesterol/Sphingomyelin
reiche Membrandoménen die Voraussetzung fir die Zytotoxizitat sein (Valeva et al.,
2006). Bei hohen HiKKonzentr ati onen (O 6600 ng/ ml)
Bindung der ToxiAlMonomere an di€’lasmamembran. Vermutlich bindet Hla dort an
Lipid-Reste, mdglicherweise vertreten durch Ch#lopfgruppen des Phosphatidyl
cholins (Hildebrand et al., 1991per Prozess der Porenbildung verlauft schlie3lich
spontan Uber mehrere Zwischenstuf&hl. 5).
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griin dargestell(Jayasinghe et al., 200@ei dem wasserldslichen Monomer (1) reagiesewohl der N

Terminus als auch et VorlauferSchaft auf Protease sensibel. Es folgt die Bindung an die
Plasmamembramund es entsteht ddglembranrgebundene Monomer Y2mit ProteasesensitivemN-

Terminus und ProteaseesistentenVorlauferSchaft (Strichellinie).Anschlieend kommt es zu einer

Interaktion zwischen mehreren Monomeren und es bildet sich der heptamere Komplex (3), der auch als
Vorpore bezeichnet wird. Durakine Konformationséanderung innerhalb der Monomere erfolgt synchron

die I nse3heéeeotns daelrl ébr 7 Unt Barelientdtedtj derdunktionelleoTeilderc h e i n
Pore (4), welche insgesamt Proteassistent ist (Valeva et al.,, 2001; Kawate Gouaux, 2003;

Menestrina et al., 2003; Jayasinghe et al., 2006).

Das Hamolysin AHeptamer ist ca. 10 nm lang und besteht aus dé@andwich
Struktur mit 2x6 antiparallelen Strangen pro Monomer. Der Aul3endurchmesser betragt
ebenfalls ca. 10 nm (Gouauk998). Die transmembranale PofeBarrel) ist 5,2 nm

lang und besitzt einen durchschnittlichen Durchmesser von ca. 2,6 nm. Dieser ist jedoch
nicht konstant und variiert von 3 nm im extrazellularen Bereich, Uber ein Maximum von
3,8 nm, einem Minimum voi,4 nm zu Beginn des Transmemb&echafts und 2 bis

2,2 nm im darauf folgenden Abschnitt. Ausgekleidet wird die Pore durch die 7
Haarnadelstrukturenb{Sheetys der 7 Ha-Untereinheiten mit jeweils 3&ufeinander
folgenden AS.Da die Endstruktur der Porener Pilzform gleicht, ist auch die

Nomenklatur dementsprechend gewahlt wordeb( 6).

Abb. 6: Heptamere Hl&Pore in der Plasmamembran der Wirtszelle. Die Untereinheiten sind farblich
voneinander abgegrenzt (Jayasinghal, 200). Der &uBere Teil wird als Kappeap) bezeichnet, daran
schliel3t sich didRandzoner{m) an, und das transmembranéiBarrel wird als Stiel stem) bezeichnet.
Zusammen bildedie beiden letztgenannten Struktudan Kern des ProteirfMenestrinaet al, 2003)

18



1 Einleitung

Hla wirkt lytisch und zytotoxisch auf verschiedene Zelltypen, aud. Erythrozyten.
Durch die Porenbildung wird die Plasmamembran der Wirtszellen geschadigt, was zur
Lyse der Zellen fihren kann (Rogolsky, 1979). Die betroffenen Membranen werden
vermutlich permeabel fir monovalente und divalente lonen, z.B.N&, C&*
wahrscheinlich auch fur groRere Molekule wie ATP (Dragneva et al., 2001; Essmann et
al., 2003 Eichstaedt et al., 2009Kloft et al. 2009. Die Empfanglichkeit von
Erythrozyten gegentber Hla ist Aspezifisch. Bei menschlichen Erythrozyten bendétigt
man fir die gleiche Rate von Hamolys#00-mal mehr Hla als bei Kaninchen
Erythrozyten (Bhakdi & Tranurmilensen, 1991). Einige Zellen, z.B. Fibroblasten,
kénnen den durch geringe Hkonzentrationen verursachten Schaden wieder reparieren
(Walev et al., 1994), wad der genaue Mechanismus nagtgeklart istEs ist moglich,

dass die Zellen Hla internalisieren oder die gebildeten Membranporen tber Toxosomen

in den Extrazellularrauntransferiere{Husmann et al., 2009).

_ S —
Abb. 7: Elektronenmikroskopische Aufnahme von HRaren (Pfeile) auf der Membran einer Kaninchen
Erythrozyte (Bhakdi & Tranurdensen, 1991).

Neben der Hamolyse hat Hla noch dermonekrotische und neurotoxische Wirkungen auf
Saugetierzellen (Rogolsky, 1979; Bhakdi & Tranrdemsen, 1991). Das Exotoxin wird

in in vitro-Kulturen inder spaten exponentiellen Wachstumsphase gebildet (Coleman &
AbbasAli, 1977) und durchagr (accessory gene regulajokontrolliert (Bhakdi &
TranumJensen, 1991). Die Expression kann aber auch durch Umweltfaktoren
beeinflusst werden, z.B. durch die Temperatur (Ohlsen et al., 1997). So wird Hla bei
37°C in der spaten expentiellen Phas gebildet, aber bei £ bereitsin der
mittleren exponentiellen Phase, da hier die hohe Konzentration von RNAIIl, dem
Effektor-Molekil von agr, nicht notwendig ist. Au3erdem kann eine hohe Medium

Osmolaritat die Hlalranskriptionunterdriicken, wohingegen G@iese aktiviert. Die
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Anwesenheit von Sauerstoff ist eine Voraussetzung fur diePkiduktion (Ohlsen et

al., 1997).

DassS. aureusvahrend einer Infektion Hla in den Wirt sezerniert, beweisen Patienten,
die Antikdrper gegen Hl gebildet habenLowy, 1998; Holtfreter et al., 2009).
AulRerdem konnte bereits gezeigt werden, dass eine Immunisierung gegen Hla
zumindest bei Tieren vor eine®. aureus/ermittelten Pneumonie schitéBubeck
Wardenburg & Schneewind 2008)

1.2.2.2 Hamolys B

Das Exotoxin H2mol ys-Toxin)Bste(nldderdfalls véhdeimgsh v s i n
aureusStammen gebildeter Virulenzfaktor. Es wird durch das chromosomaléiGen
codiert und besteht zunachst aus 330 AS mit einer Molekilmasse von 39 kDa. Es folgt
eine proteolytische Prozessierung, bei der die ersten 34 AS abgespalten werden und die
Molekilmasse auf 3&Da sinkt(Projan et al., 198®ingeset al, 2000). Hlb wird in
kultivierten Bakterien in grof3eren Mengen in der stationaren Phase sezerniemtd Sibb
et al, 2006).Das Exotoxingehdrt zur Superfamilie der DNase |, das aktive Zentrum ist
wie bei anderen Mitgliedern dieser Familie am Boden einer tiefen Furche lokalisiert.
Uber eine lange Doppelstruktur vbrFaltblattern p-Duplex) erfolgt dienteraktion mit

dem NAcylrest von Sphingomyelin (Huseby et al., 2007). Hlb fihrt zur Hamolyse von
SchafErythrozyten, aber nicht von Kaninch&nythrozyten. Die unterschiedliche
Wirkung auf die verschiedenen Erythrozyten wird vielleicht durch die uniedicien
Anteile von Sphingomyelin in der LipiMembran erklart (Wiseman & Caird, 1967;
Dinges et al., 2000). Auch Lymphozyten und Neutrophile sind empféanglich gegenuber
Hlb, wobei die Reaktion deutlich schwacher ist als die der Sehalfrozyten (Huseby

et al., 2007).

Hlb wurde von mehreren Autoren (Wiseman & Caird, 1967; Waleal, 1996) als
Sphingomyelinase charakterisiert. In Anwesenheit vorf ‘Ntnen katalysiert es die
Spaltung von Sphingomyelin zu Ceramid-fdyl-Sphingosin) und Phosphorylcholi

(Abb. 8). Sphingomyeline kommen zusammen mit Cholesterol im auf3eren Blatt der
Pl asmamembran eukaryoti sc hlpid rafsGfe(Mémbran, i n

mikrodomanen), vofSimons & Toomre, 2000)
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Abb. 8: Spaltung von Sphingomyelin zu Phosphorylcholin und Ceramid (Gabler, 2008).

HIb ist in einem Temperaturbereich von 37 °C bis 45 °C aktiv, wobei das Optimum bei
41 °C liegt. Durch intensiveHydrolyse von Sphingomyelin kdnnen sich lokale
Abflachungen der Plasmamembranen (Lipidmonolayer) bilden. Diese Schadigung der
Zellmembran kann Permeabilitdtsveranderungen verursachen, die denen durch Hla
ausgeldsten ahnlich sein konnen. Durch die Zerstpder Sphingomyeli#Molekile

kann es auch zu einer Lyse der betroffen Zellen kommen (Walev et al., 1996).

Das freigesetzte Ceramid und dessen DerivAigb.(9) kénnen auch als zellulare
Signalmolekile wirken (Walev et al., 1996) und so die Aktivitdit von Kinasen,
Phosphatasen und Transkriptionsfaktoren beeinflussen (Conway et al., 2000;
Pfeilschifter & Huwiler, 2000; Cutler & Mattson, 2001yteérman & Hannun, 2004). So
kénnen sie auf komplexe und auch gegensatzliche Zellantworten, wie z.B. Inflammation
und Apoptose, aber auch Wachstum und Proliferaiimfluss nehmen(Cutler &
Mattson, 2001; Ruvolo, 2003).

OH

OH
: S J Ceramid-Kinase ] >
I oy on 4~ \ABK"')\‘/ANOPO:J
HN HN\
Ceramid >=0 Ceramid-1-phosphat  —0
/
R R

) (e}
Ceramidase |,

NN

OH

OH
i Sphingosin-Kinase J
e A 2
e kT/XOH oSN orc
*NH, *NH,
Sphingosin Sphingosin-1-phosphat

Abb. 9: Mdgliche Metabolisierung von Ceramid (Gébler, 2008).

Die Rolle von HIb im Wirtsorganismus bei Erkrankungen ist noch unverstanden. Hohe
Hlb-Expressionsraten vors. aureusin manchen Tierarten legen nahe, dass die

Produktion einen selektiven Vortdilr das Bakteriunbietet. Eine Studie konnte zeigen,
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dass Hibproduzierende Staphylokokken ein besseres Wachstum zeigen als hlb
knockoutErreger (Dinges et al., 2000).

1.3Das humane Atemwegsepithel

Die Haupteintrittspforten pathogener Bakterien sind zum einen die Haut und zum
anderen die Organepithelien, wie im Gastrointestinaltrakt, im Urogenitaltrakt und den
Atemwegen (Kunzelmann & McMorran, 2004; Aldridge et al., 2005). Dpe&hElien

der Lunge kommen standig mit Fremdkorpern in Berthrung. Taglich werden etwa
10.000 | Luft inhaliert, die Schmutzpartikel, Mikroorganismen und andere Schadstoffe
enthalten (Bals & Hiemstra, 2004). Dabei dienen die Atemwegsepithelzellen nicht nur
als eine passive Barriere, sondern nehmen auch aktiv an der Beeinflussung des
Immunsystems teil (Diamond et al.,@). Um eine Infektion zu vermeiden, ist das
gesamte respiratorische System mit einer Schleimschicht (Mukus) ausgekleidet. Dieses
Sekret feuctet die inhalierte Luft durch Wasserverdunstung an und schiitzt gleichzeitig
das Epithel vor Austrocknung (Knowles & Boucher, 2002; Rubin, 2002; Boucher,
2003). Die Staubpartikel und mdglicherweise eingeatmete pathogene Bakterien werden
im Schleim eingefaren und dieser durch die darunter liegenden Zilien in Richtung
Rachenraum transportiert und dort verschluckt (= mukoziliare Reinigiblg. 10)

(Rubin, 2002; Gémez &rince, 2007)Der direkte Kontakt zwischen Bakterium und
Epithel ist durch diesen Abwehrmechanismus nur nach einer Stérung des Systems
mdglich (Bals & Hiemstra, 2004), z.B. durch eine Erkrankung (Virusinfektion,
Mukoviszidose) oder, nach unserer Arbepsbthese durch I6sliche Virulenzfaktoren

von S. aureus

Die Mukusschicht auf der apikalen Oberflache der Atemwegsepithelzellen wird als
airway surface liquid(ASL) bezeichnet und besteht aus zwei Phasen (Knowles &
Boucher, 2002). In der untergpericiliary liquid layer (PCL) kdnnen die Zilien
aufgrund geringer Viskositat der Flussigkeit frei und schnell schlagéb k&). Die

Dicke der Schicht entspricht in etwa der Hohe der ausgestreckten Ziken) (Nadel

et al., 1979; Knowles & Boucher, 2002; Bough2003). Die obere MukuSchicht
besteht aus hochmolekularen glykosylierten ProteineNlzine) und ist hochviskds
(Boucher, 2003; Rubin, 2002). Neben den sezernierten Muzinen gibt es auch
membranstdndige Muzine, die direkt an der apikalen Zelloberflaegen und die
Glykokalyx bilden (Knowles & Boucher, 2002). Die Muzitakromoleklle besitzen
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eine aul3erordentlich hohe Diversitat in ihren Kohlenhy8eitenketten, durch die die
verschiedensten inhalierten Partikel gebunden werden kénnen und sonétderthg

der Lunge unterstitzt wird (Knowles & Boucher, 2002).

Mucus Flow ~ 60 um/s
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Abb. 10: Darstelung der mukoziliaren Reinigurigww.unc.ed.

Der Abtransport des Mukus dauert beim Menschen normalerweise etwa 6 h (Knowles
& Boucher, 2002)Bakterien kénnen sich aber unter optimalen Bedingungen etwa alle
20 min verdoppeln. Die Zellen sezernieren daher bei bakteriellem Befall antimikrobielle
Substanzen (Gémez & Prince, 2007) und verhindern so das Wachstum der inhalierten
Mikroorganismen, bis is schliel3lich durch die mukoziliare Bewegung aus dem
Atemwegsepithel abtransportiert werden (Ganz, 2002; Knowles & Boucher, 2082).
Mukus-Schicht und die PCL werden einheitlich durch die Zilien in Richtung Rachen
bewegt (Knowles & Boucher, 2002). Dabetrursacht die vertikale Bewegung der
Zilien eine relativ starke Turbulenz innerhalb der Mulehicht, um eine gute
Durchmischung der im Mukus befindlieh antimikrobiellen Faktoren (Befensine) zu
gewahrleisten und diese in innigen Kontakt mit den ftdehlich adsorbierten
Bakterien zu bringen (Knowles & Boucher, 2002; Boucher, 20D#).antimikrobielle
Wirkung wird durch die Interaktion der Polypeptide mit Komponenten der bakteriellen
Zellwand erreicht, so kann z.B. durch Porenbildung in der MemboanBakterien
deren Integritat gestort werden, aber auch die eukaryotischen Zellen kdbnnen aufgrund
dieser Fahigkeit geschadigt werden (Hiems201; Bals & Hiemstra, 2004).

Das Volumen der ASL wird durch aktiven und passiven transepithelialen-lonen
Trangort in den Atemwegsepithelzellen bestimiBoucher, 2003; Boucher, 200Wjie

die mukoziliare Reinigung genau reguliert wird und mit Hilfe welcher Sensoren der
Volumenbedarf durch Sekretion bzw. Reabsorption von Salz und Wasser bestimmt
wird, ist nochnicht vollig aufgeklart(Knowles & Boucher, 2002; Boucher, 2003).
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Wirken Pathogene auf die Zellen des respiratorischen Gewebes ein, kdnnen als Folge

Zytokine sezerniert werdeiCfiun & Prince, 2000 Bei der Erkennung von bakteriellen
Produkten (z.B. LPS, LTAPGN) oder sogenannten PAMPpathogerassociated
molecular patterns spielen diePatternrecognition receptordPRRs), wie dieToll-
Like-Rezeptoren (TLR), eine wichtige Rolle (Bals & Hiemstra, 2004; Muir et al., 2004,
Takeda & Akira, 2004; Chun & PrinceQ@9).Die Epithelzellen starten nach Liganden

bindung an diese Rezeptoren eine Kaskade intrazellularer Signale und induzieren so die

Transkription (z.B. Gber N BAktivierung) von preinflammatorischen Genen. Als

Antwort werden Zytokine und li&mokine badateral sezerniertsowie antimikrobielle

Peptide und Proteinkinagehibitoren. Es folgt die Rekrutierung und Aktivierung von

Phagozyten, wie den Neutrophilen und Makrophagen, natirlichen -Kélan,

basophilen und eosinophilen Granulozyten und andéeflan (Bals & Hiemstra, 2004;
Gomez & Prince, 2007; Gomez & Prince, 2008; Chun & Prince, 2@9®kine stellen
das Ende verschiedener Signaltransduktionswege dar und alarchietermunzellen.

Sie sind essentiell fur die Abwehr einer Infektion, wolagich Nebenwirkungen und

Schaden fur den Wirt auftreten kdnnen, z.B. Fehlfunktion der Organe und sogar Tod.

Die Zytokine werda in sechs Familien eingetei{fab. 2). Die Stimulation durch

Grampositive Bakterien bewirkt eine geringere Zytokinproduktion als durch Gram

negative Bakterien (Fournier & Philpott, 2005).

Tab.2: Die setis ZytokinFamilienund ihre FunktioneFournier & Philpott, 2005).

Family Cytokines Biological activities
Interleukins IL-12 (intracellular) and IL-1p Induces growth factors and inflammatory mediators
(extracellular) Activates T cells
IL-6 Stimulates terminal differentiation of B cells
Enhances immunoglobulin secretion by B cells
Stimulates hepatocytes to produce acute-phase proteins
IL-10 Inhibits the production of cytokines
Inhibits major histocompatibility complex class IT molecule
EXPression on monocytes
Enhances B-cell preliferation and immunoglebulin synthesis
IL-12 Stimulates cytokine synthesis (IFN-y}
Cytotoxic cytokines TNF-a and TNF-§ Pleiotropic and multifunctional stimulators of cellular responses

Colony-stimulating factors

Interferons

Growth factors

Chemakines

Granulocyte colony-stimulating factor

IFN-y

Platelet-derived growth factor

IL-& (or CXCLS)
MIP-1e {or CCL3), MIP-1p
{or ©CL4), MCP-1 {or CCL2)

Stimulates cytokines and cell adhesion molecules
Regulates the proliferation/diferentiation of lymphocytes

Stimulates proliferation and differentiation of functionally active
mature neutrophils

Induces antiviral activity in a wide variety of cells
Involved in macrophage activation

Mitogenic
Stimulates chemotaxis

Chemotactic for neutrophils but not lymphocytes and monocytes
Chemotactic for monocytes rather than neutrophils
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1.3.1Intrazellulare Calcium-Signale

Als universelle intrazellular&ignalmolekii# sind Ca&*-lonenan den verschiedensten
zellularen Prozessen wie Sekretion, Kontraktion, Proliferation, Zellmotilitat oder auch
Apoptose beteiligt (Clapham, 1995)Die lonen spielereine zentrale Rolle in der
Regulation der Immunabwehr und der Barrierefunktion des Atemwegsepithels, so steigt
z.B. die intrazellulare CG&Konzentration [C&]; bei Kontakt der Zellen mi§. aureus
Durch gap jnctions ist die Wanderungder C&*-lonen von Zelle zu Zelle des
Atemwegsepithels mdglich. Als Reaktion darauf werden -ipitammatorische
Zytokine (z.B. IL-:6) und Chemokine (H8) sezerniert, um z.B. Leukozyten anzulocken
(Chun & Prince, 2009). Iruhenden Zellen liegt die [€3; bei 16100 nmol/l (Bootman

& Berridge, 1995) und die extrazellulare’G&onzentration [C&], bei 1,3 mmol/l. Es
besteht also ein groRer Gradient zwischen Extral IntrazellularraumCa*-lonen
werdenintrazellular hautsachlich in MembrasKompartimenten gespeichert, die sich
vom endoplasmatischen bzw. sarkoplasmatischen Retikulum (ER bzw. SR) ableiten. In
geringerer Menge @ardensie auch in den Mitochondrien, in Lysosomen und im Golgi
Apparat bevorratetim Lumen des ERbetragt die freie Ga-Konzentration ungefahr
100-150 emol/l, allerdings liegt die grof3te Menge hier an Calreticulin gebanbr.
Calreticulin bindet C&-lonen mit hoher Kapazitat, aber geringer Affinitat und bildet so
einen C4™-Puffer im ER (Parekh &utney, 2005).

Die Erhéhung defCa’"]; nach Stimulation der Zellen kann entweder it Einstrom

von extrazellularenCa*-lonen Uiber membranstandige Kanale oder durch dié-Ca
Freisetzung aus intrazellularen Speichern erfol(iarridge et al., 1998)Bindet ein
Ligand an Plasmamembreagebundene Rezeptoren, wie z.BP@teirgekoppelteoder
TyrosinkinaseRezeptoren, kanulie [Ca’*]; Uber Aktivierung einer Phospholipase C
erhoht werdenAbb. 11). Als Folge werden z.B. PKC (siehe 1.3.3) oder MAiRasen
(siehe 1.3.7) aktiviert (Berridge, 1994).
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Abb. 11: C&*-Freisetzung aus dem ER nach Aktivierung voR®teingekoppelten Rezeptoren (GPCR)
bzw. TyrosinkinasdRezeptoren (EGR) (www.cellsignal.comn Die aktivierte Phospholipase spaltet
Phosphatidylinosite#t,5-bisphosipat (PIB) zu Inositob1,4,5triphosphat Ps) und Diacylglycerol
(DAG). IP; ist wasserldslich und diffundiert durch das Zytosol. In der Membran des ER befindet sich u.a.
der Inositoll,4,5TriphosphatRezeptor (IRR). Als Resultat stromen &alonen passi ihrem elektre
chemischen Gradienten folgend aus dem ER ins Zytosol und steigern dortdje E3akann somit sehr
schnell ein gro@r Signaleffekt erreicht werdéBerridge, 1994).

Erfolgt nur eine kurzzeitige Stimulation, ist der Anstieg der?{fzaebenfalls nur
vorubergehend. Bei andauernder Aktivierung der Zellen bleibt in vielen Zelltypen auch
die [C&"]; dauerhaft erhoht, denn €donen aus dem Extrazellularraum stréman
Abhangigkeit vom Entleerungsgrad des’E8peichers ins Zytosol der Zefl. Dieser
Vorgang wird als kapazitativer €aEinstrom bezeichnet und ist &bb. 12 dargestellt
(Parekh& Putney, 2005; Putney, 2007).

Ca%
Ca" R /[(\ N
qg{ 3 »55%‘?&2??& RS9 é@émj}’g’ 3
ss@fﬂ%l 3 z;mu 'Rég (4? | ‘;@g

EZe )
Ca® j Ca

Abb. 12: Méglicher Mechanismus des kapazitativerf @ginstroms (Putney, 2007 der Membran des

ER befindet sich das Protein Stimdtrbmal interaction molecule)1Es weist als Bindungsmotiv fur
Cé&*-lonen eine EMHand auf und kann diese reversibaiden. AuRerdem fungiert e$s C4&"-Sensor im
Lumen des ER. Durch die Aktivierung des-RezeptorgIPsR) und die folgende partielle Entleerung des
intrazellularen C&-Speichers liegt Stim1 ohne gebundene€ @anen vor. Daraufhin oligomerisiert
dieses Protein und transloziert in die Zellperipherie zu Orail, ein Teil eines CRA@¢@aseactivated
Ce")-Kanals in der Plasmamembran, und aktiviert def-Gdlux. Der Mechanismus der Aktivierung

von Orail durch Stiml ist noch nicht aufgeklart (Yu et al., 2013). Als Negativregulator dient dabei
SARAF. Dieses Protein sitzt ebenfalls in der Membran des ER und interagiert mit STIM1, un’tlen Ca
Einstrom zu stoppen und diele vor einer Uberfiillung zu schiitzen (Palty et al., 2012).
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In vielen Zelltypen ist die [Cd]; solange erhdhtwie der Plasmamembranrezeptor
seinen Liganden gebunden hat. Danatlssen di€€&*-lonenaus dem Zytosol wieder

in den Extrazellularraum odar die intrazellularen Speicher transportiert werden. Dies
geschieht entgegen eines chemischen Konzentrationsgradienten GbéTBasen.
Durch PMCA (Plasmamembran aATPasen) wrdenC&-lonen aus dem Zytosol

der Zellen in den Extrazellularraum transferiert (Gretnal, 1997). Die in der
Membran des ER bzw. SR befindlichen SERGArKoendo)plasmatisch®etikulum
Ca**-ATPasa) transportieren CGalonenaus dem Zytosol in das ER bzw. SRurch

diese Mechanismen wird [€% wieder auf das normale Niveau gebra€Fhastrup et

al., 1990 Rogers et al., 1995Auch Mitochondien kénnen zytosolische €alonen
aufnehmen und dann wieder dem ER zufiihren. Findet allerdings eine Uberladung der
Mitochondrien statt, kann die Apoptose der Zellen ausgelést werden (Berridge et al.,
1998).

1.3.2 Calmodulin

Calmodulin (CaM) ist ein multifunktionelles Rezeptorprotein, welches in allen
eukaryotischen Zellen zu finden ist und auf den Zellmetabolismuslierghysiologie
Einfluss hat. Es kann &alonen binden und anschlieRend Zielproteine in diversen
Signalwegen aktivieren, aber auch das*@aeie Calmodulin, auch Apocalmodulin
(ApoCaM) genannt, ist fur verschiedene Signaltransduktionswege wichtigdJetrad,

1999). Beim Menschen wird CaM durch drei Germall calm2 calm3 mit
verschiedenen Nukleotidsequenzen auf verschiedenen Chromosomen codiert. Es
handelt sich dabei um ein saures Protein mit 148 AS und einer Grol3e von 16,7 kDa
(Jurado et al., 19; Ashby & Tepikin, 2002). Das Protein ibei denVertebraten
hochkonserviert, sehr stabil und auch hitzeresistent. CaM ist in der Zelle haufig in der
Néhe der Zytoplasmamembran oder der Membran verschiedener Organellen, z.B. ER,
Mitochondrien oder Nukigs, lokalisiert (Jurado et al., 1999).

Die Bindung von C&-lonen an CaM (C&/CaM) wird durch ein spezielles Agotiv
ermoglicht, der EFHand, wobei CaM vier dieser Bindestellen besitzt. Die Bindung
bewirkt eine Konformationsanderung, so dass die hydiogh Gruppen nach auf3en
zeigen. Dies ermdglicht die Interaktion mit’&aM-Zielproteinen (Ashby & Tepikin,

2002), wobei die meisten dieser Proteine mindestens drei besetzte Bindestellen fur die

Aktivierung bendtigen (Jurado et al., 1999). So konnen gdBschiedene PMCA
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aktiviert werden. Neben der Beteiligung an der Kontraktion glatter Muskulatur ist eine
Beeinflussung des nukle&@reTransports, der Genexpression uddr mitotischen
Progression ebenfalls méglich. AuRerdem aktiviert >/CaM verschiedene
Calmodulinrabhéngige Kinasen (CaMK) (Ashby & Tepikin, 2002). Auch die
Interaktion zwischen Zellen, Sekretionsvorgange in Drusen und Neuronen, Zell
proliferation, Blutgerinnung und die Aktivierung vonZEllen des Immunsystems wird
durch C&'/CaM beeinflusstJurado et al., 1999). Weiter ige Beteiligung an der
Zilienbewegung der Zellen des Atemwegsepithels eine wichtige Aufgabe. Uber die
Aktivierung der Adenylylcyclase erfolgt die vermehrte Rikitbn von cAMP und
daraus redtiert die Aktivierungder PKA (siehe 13.8) (LemberskiyKuzin et al., 2008).

Beispiele gut untersuchter Zielproteine zdigb. 3.

Tab.3: Ubersicht aiiger Zielproteine des Gagebundene@almodulins (Jurado et al., 1999).

Group Enzyme or Protein Putative Function
Protein kinases Phosphorylase b kinase Repulate glycogen metabolism
Myosin light chain kinase Regulate smooth muscle contraction
CaM kinase I Multifunctional
CaM kinase I Multifunctional, regulate over 30 enzymes
CaM kinase III Translation?
CaM kinase IV Multifunctional
Phosphoprotein phosphatase Calcineurin (2b) Metabolic regulation/cell cycle
Second messenger metabolism Type I adenylate cyclase Produce cAMP
cAMP phosphodiesterase Degrade cAMP
NO synthase Produce NO
Inosito] 3-kinase Produce IP,
Ca”*-transport ATPase Decrease cytosolic Ca®*
G protein-coupled receptors Various signaling
Cytoskeletal/muscle Diystrophin Inhibit F-actin hinding
Spectrinband 4.1 Inhibit F-actin binding
Fodrin Inhibit F-actin binding
Caldesmon Inhibit F-actin binding
MARCKS protein Inhibit F-actin binding
Syntrophin Inhibit dystrophin binding?
Metabolism NAD kinase Convert NAD to NADP
Other Microtubules Inhibit tubulin polymerization

ApoCaM aktiviert z.B. die Adenylylcyclase, die zyklisches Adenosinmonophosphat
(cAMP) durch Abspaltung vorPyrophosphat aus ATP produziert. Auch deg- IP
Rezeptor (siehe 3.1) kann von ApoCaM gesteuert werden (Jurado et al., 1989).
Tab.4 sind einige gut untersuchte Keoteine aufgefuhrt.
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Tab.4: Zielproteine des Apocalmodulins (Jurado et al., 1999).

Class

Name

Proposed Bole(s)}

Actin binding proteins

Cytoskeletal and membrane
proteins

Receptors and ion channels

Brush-border myosin [

Myrd
F190
Neuromodulin

Neurogranin
FEP-19
Igloo
Syntrophin

IQGAP

Phosphorylase & kinase

Adenylyl cyclase

Inducible nitric cxide
synthase

Glutamate
decarboxylase

cGMP-dependent protein
kinase

Inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor

SR Ca®* releass channel

Actin-activated ATPa=ze, shedding
membranes, twisting or moving the
microvillus itself, moving microvillar
membrane proteins and transporting
vesicles

ATP-dependent binding to F-actin

Actin-activated ATPase

Reversible CaM storage, regulation of
GTP binding to G,, and regulation of
phosphatidylinositol metabolism

Unidentified

Unidentified

Unidentified

Currently unknown; clustering Na™
channels

Unidentified

Regulation of glycogen metabolism

cAMP production

Nitric oxide synthesis

Decarboxylation of glutamate to C0s
and yaminobutyrate

cGMP- and cAMP-dependent
phosphorylation

Inositol 1,4,5trisphosphate binding

Release of Ca®* from the SR

Um den Einfluss der durch &&aM vermittelten Signaltransduktion fir die
Aufgabenstellung dieser Arbeit zu untersuchen, wurde der Antagonist Calmidazolium
verwendet (Forstermann et a990). Der selektive Inhibitor bindet reversibel an das
Cé*-freie CaM und verhindert so die €aBindung und die nachgeschaltete Signal
weiterleitung (Jurado et al., 1999).

G-Protein |

gekoppelte PIP,
Rezeptoren pLC |l
Adenylylcyclase t
> IP, + DAG
ATP (_!:AMP

cAMP Phosphodiesterase E

PKG - .
Aktin-Bindeproteine ‘
2+
e+ cm
l ca2+
IP;-Rezeptor
Ca?*/CaMK |
Caz+

ER

Aufgabenbereiche Ca2*/CaM:
Nukle&re Transporte
Genexpression (z.B. iber CREB)

Calmidazolium |
Interaktion zwischen Zellen

Zellproliferation

Sekretionsvorgénge

Aktivierung von T-Zellen
PMCA. ! Mitotische Progression

Abb. 13: CaM-Aktivierung und ausgewahlte Zielmechanism@uoralo et al., 1999Ashby & Tepikin,
2002.
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1.3.21 Ca*"'Calmodulin-abhangige Kinase I

Die C&'/Calmodulinabhangige Kinase Il (G4CaMKIl) ist eine Serin/Threonin
Proteinkinase, die sensitiv fiir €&CaM ist (Cai et al., 2006). Fir die Aktivierung muss
das im Zytoplasma vorliegende CaM freie intrazellularé"@men binden (Jurado et

al., 1999). Steigt die intrazellulare L&onzentration an, kann CaM vermehrt®Ga
lonen aufnehmen und die €&CaMKIl aktivieren. Dabei kommt es zur Verénderung
der Strukur der Kinase, und es kann z.B. eine Autophosphorylierung an Threonin 286
stattfinden (Cai et al., 2006), aber auch andere Phosphorylierungsstellen sind bekannt
(Gangopadhyay et al., 2008). Selbst wenA"fICaM bereits wieder dissoziiert, ist die
aktiviete Kinase noch lange wirksam und aktiviert Tyresimd andere Serin/
ThreoninKinasen (Cai et al., 2006). Die €&aMKIl kann durch die Cd-abhangige
Protease Calpain (siehe3H4) gespalten werden und wird dadurch (auch ohne
c&*/CaM) aktiv (Goll et al, 2003).

Zu den Aufgaben der Kinase zahlen u.a. die Reorganisation desZktiskeletts,
Regulation von lonenkanélen, Sekretionsprozessen, der Gentranskription und der
Apoptose, Kontrolle des Zellzyklus und dbtetabolismus (Herrmann et al., 2005
Ganggadhyay et al., 2008 Auch die Beteiligung an der N& BAktivierung ist
nachgewiesen (Chun & Prince, 2009). Auf3erdem koénnen durch Phosphorylierung
verchiedene MAFKinasen (siehe 1.3.), wie die ERKTyp MAP-Kinasen direkt
aktiviert werden (Cai et al., 2006) oder Uber eine Signalkaskade Uber mehrere
Zwischenstufen (Montiel et al., 2007).

Die C&*/CaMKIl kann wie PKB/Akt (sieche 3.6) auch dieendothelial nitric oxide
synthase(eNOS) hochregulieren. Mittelsross tdk kann PKB/Akt die C&/CaMKII
inhibieren (Cai et al., 2006kEin weiterer wichtiger Punkt ist die Beteiligung an der
Immunabwehr. Die C&CaMKII reguliert und prasentiert die Reifung von Antigenen

in dendritischen Zellen und in Makrophagen die Phagososifang. Eine Inhibition

der Kinase verhindert die Antigenduzierte Zytokinsekretion (Hermann et al., 2005).

Um die Auswirkung der G&/CaMKII-Signalweiterleitung wahrend ein&. aureus
Infektion zu bestimmen, wurde der Inhibitor K8 verwendet. Diesebesetzt die
Bindestelle von C&#/CaM an der Kinase und verhindert somit deren Aktivierung.
AulRerdem werden die Phosphorylierungsaktivitdt und die Autophosphorylierung der

Untereinheiten der Kinase verhindert (Sumi et al., 1991).
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Abb. 14: Aktivierung der C&/CaMKIl und ausgewahlte Zielmechanism@umi et al., 1991Goll et al.,
2003 Herrmann et al., 20Q%Cai et al., 2006Gangopadhyay et al., 2008hun & Prince, 2009Lee et
al., 2009.

1.3.3 Proteinkinase C

Die Familie der Proteinkinasen C (PKC) besteht aus elf Mitgliedern, die in drei
Gruppen eingeteilt werdendie conventional novel und atypical PKC. De
Aufgabenverteilung und Regulati@ind noch nicht vollstandig aufgeklartLee et al.,
2004). Die convetional PKC (cPKC) benétigt DAG, Phosphatidylserin (PS) undCa
lonenfir die Aktivitat, dienovelPKC (nPKC) nur DAG und PS und die atypical PKC
(@PKQ nur PS (Koyama et al., 2008\bb. 15). Diese Proteinkinasen besitzeaine
regulatorische Domane, die S und ggf. miCa *-lonenund DAG interagiert, und
eine katalytische Domane mit ATRnd SubstraBindestellen(Toullec etal., 1991).

Die Serin/Threoninkinase ist frei im Zytosol lokalisiert und durch die Autoinhibition der
katalytischen Doméne inaktiv. Durch Bindung mit DAG wird dieBereich frei und

die PKC aktiviert (Alvi et al., 2007).
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Abb. 15: Aktivierung der verschiedenen PK&ubtypen (www.nature.com).

Eine wichtige Aufgabe ist die Regulation der Endozytose, aber auch Transkriptions
faktorenwie NFe B (s 3.9 un@ MAP-Kinasen(siehe 13.7), z.B. ERK, sind Ziele

der PKC (Sugiyama et al., 1998; Clark et al., 2004; Alvi et al., 2007; Profita et al.,
2008). lonenkanale und Transmembranrezeptoren kénnen nicht nur mittels Endozytose
aus der Membran entfernt werden, sondern auch die didekebreglation ist moglich

(Alvi et al., 2007)Die PKC kann auch Integrine aktivieren und somit die Zelladhasion
begiinstigen (Larsson, 2006; BankdGinsberg 2008). Die Beteiligungler aPKC an

der Regulation votight junctionswird ebenfalls diskutiert (Tunggal et al., 2005), sowie
die Herabregulatiomler PKB/Akt (siehe 13.6) (Ruvolg 2003). Aul3erdermmerlangsamt
PKC den Zilienschlag deAtemwegsepithelzellen, wodurch das Sabb#en der
Atemwege (siehe 1)3erschwert wird (Wyatt et al., 19983uch die Regulation des
kapazitativen C&-Einstrons (siehe 13.1) ist eire Funktion der PKC, wobei die
aktivierende oder inhibierende Wirkung vom Zelltyp abhangig ist (Parekh & Putney,
2005).

Um den Einfluss der Aktivitdt von PKC nach Kontakt der Zehaih Virulenzfaktoren

von S. aureuszu untersuchenwurde dieKinase durch Bisindolylmaleimid inhibiert
(Toullec et al., 1991)Dabei wird die ATPBindestelle der Kinase kompetitiv blockiert
und die Phosphorylierung des Substrats bksiist (Brehmer et al2004).
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1.3.4 Calpaine

Calpaine sind lebenswichtige €abhangige CysteiRroteasen, die nicht nur in
Vertebraten vorkommen. Die Familie der Calpaine besteht aus 13 Mitgliedern, wobei
Calpain (nicromolar C&'-requiring proteasp und mcCalpain (illimolar Ca*-
requiring proteasgtypische Vertreter sind (Goll et al., 2003; Glading et al., 2004). Ein
weiteres Mitglied ist Calpastatin, dass die proteolytische Aktivitdt verund m
Calpain inhibiert, wobei die &Bindung durch Calpain Voraussetmyist (Goll et al.,
2003).Die heterodimeren Proteasen werden durch 16 Gene codiert, wobei 14 fiir die 80
kDa-grofRe UntereinheifAbb. 16) mit katalytscher Domane codieren und die anderen

zwei fir regulatorische Proteine (28 kDa).

| Il 1] IV

. Protease Domain ‘ Regulatgry Penta-EF-hand Domain
Domain
Ca?* binding sites Phospholipid CSS1/Capn4d
Catalytic active site binding binding

Abb. 16: Die 4 Doménen der groRen Untereinheit von Calpain (Chun & Prince, 2D -Bindung

und die katalytische Aktivitdt sind Aufgabe dBoméane Il. Die regulatorisch wirkende Domaéne |li
beinhaltet Phosphorylierungsstellen und einen Bereich, der die Bindung an Phospholipide erlaubt.
Doméne IV weist fiinf EfViotive fiir die C&™-Bindung auf, wobei wahrscheinlich nicht alle Motive
binden. DieseDomane ist entscheidend fir die Konformation des Proteins und ermdglicht auch die
Anbindung des Calpastatins (Goll et al., 2003; Chun & Prince, 2009).

Fur mCalpain wurde gezeigt, dass zwar eine erhohte intrazellul&fek@azentration

fur eine Aktiviering reicht, jedoch muissen die Konzentration unphysiologisch hoch
sein. Deshalb wurde ein weiterer Aktivator vermutet (Glading et al., 2004). Glading et
al. (2004) konnten zeigen, dad® ERK-Typ MAP-Kinasen(siehe 13.7.1) humanes
Calpain an Serin 50 phdspryliert und so die Aktivierung sogar ohne ?Ginen
mdglich ist.

Inaktive Calpaine sind im Zytoplasma der Zelle verteilt, nach Aktivierung wandern sie
zu ihren Zielen, wie z.B. Zytoskelett, Plasmamembran, Organelle und Vesikeln. Die
Aufgaben sind vielsgg, haben aber eher regulatorische als abbauende Funktion.
Calpaine sind an der Remodellierung des Zytoskeletts wéhrend der Zellteilung und
Zellbewegung beteiligt, sowie an der proteolytischen Modifikation von Molekilen
verschiedener Signalwege, der Daaition von Enzymen wéhrend des Zellzyklus, der
Regulation von Genexpression und dem Abbau von Substraten bei der Apoptose. Die
cd*/CaMKIl (siehe 13.21) wird durch Calpain degradiert und kann dadurch auch
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ohne C4"'CaM (siehe B.2) aktiv sein. Auch Tah und Vinculin, zwei Proteine, die an

der fokalen Adhé&sion beteiligt sind, konnen degradiert und so das Auflosen der
Adhasion erreicht werden. Bei der Apoptose kann Calpain sowohl als negativer
Regulator durch Inaktivierung von Caspasen wirken, als auwditiyp durch die
Degradation von Proteinen des Zytoskeletts (Goll et al., 2003). AiecRKC (siehe
1.3.3) ist mogliches Ziel @n Calpain (Alvi et al., 2007).

Aber Calpaine sind auch an der Immunabwehr beteMgth bakterieller Stimulation

von Epithelzellen wandert Calpain in die Nahe seiner Zielproteine vorZgkil
Verbindungen, wie z.B. Occludin (itight junction§ und ECadherin (inadherens
junctiong. Die Kontakte werden gelockert und Zellen des Immuesys kbnnen so aus
dem Interstitium zwischen den Zellen hindurch ins Atemwegslumen wandern (Chun &
Prince, 2009).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Blockierung der Calpaine der zellpermeable
Inhibitor ALLM benutzt, allerdings ist so auch die Hemmung andéysteirProteasen
madglich (Sasaki et al., 1990).
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T \ Zell-Zell-Kontakte
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Ca caz/camik_|
IP5-Rezeptor ALLM I S
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Aufgabenbereiche:

Remodellierungdes Zytoskeletts Talin ! Vinculin I
Modifikation verschiedener Signalmolekiile IAuﬂﬁm; /
Regulationder Genexpression Fokale 1

Abbau von Substraten bei der Apoptose Adhasion |

Abb. 17: Aktivierung von Calpain und ausgewahlte Zielmechanisi&asaki et al., 1990Goll et al.,
2003 Glading et al., 2004Alvi et al., 2007 Chun & Prince, 2009)

1.35c¢-Src

Die zytoplasmatischeTyrosinkinase <Src (ellular sarcomq wird durch ein
Protoonkogen codiert, besteht aus 535 AS und ist ca. 60 kDa schwer. Die Kinase gehort
zu densrc family kinase{SFK), zu welchen insgesamt neun Kinasen gehoren, die
wiederumin die drei SubfamilienSrcA (¢Src, Yes, Fyn, Fgr), SrcB (Lck, Hck, BIK,
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Lyn) und Frk eingetdt werden (Bggon & Eck, 2004).Die SFK sind aus vier
verschiedenen SHic homology:Doméanen aufgebaufbb. 18).

A Coreeeesepecansed B

P A
reesd¥edee

conneclor

kinase
linker

7: C-terminal tail

Activation
loop

Abb. 18: Allgemeine Struktur der SFKA) aktive Form Die SHXDoméane besitzt die Kinaseaktivitat und
ist unterteilt in einen Kkleineren -drminalen Abschnitt mit katalytischer Funktion und einen
regulatorischen @erminalen Bereich. Zwischen diesen beiden Abschnitten liegt eine flexible
Aktivierungsschleife(activation loop) mit einem regulatorischen Tyrosin (Tyr416 im human8rck
Ein weiteres regulatorisches Tyrosin befindet sich ifteinalen Endbereich des Proteins (Tyr527 im
humanen €Src). B) inaktive Form Die Substratbindestelle der SH®méane $t durch die Bindung an
den Prolirhaltigen Abschnitt des SHZinkers besetzt. Die SHRoméane ist wiederum durch die
Bindung an das phosphorylierte Tyrosin irteéEminalen Abschnitt belegt. Durch diese Konformation
befinden sich die SH2nd SH3Doméane sowe der SH2Linker in der Nahe der beiden Abschnitte der
SH1-Domane. Somit ist die Aktivierungsschleife verlagert und die enzymatische Aktivitat inhitbiert.
die Aktivitat wieder herzustellekkann dasC-terminale regulatorische Tyrosin entweder dephospieot
oder durch einen Phosphotyrosinrest mit hoherer Affinitdt kompetitiv von derC®ir#Ene verdrangt
werden. Es ist aber auch mdoglich, den schwach affinen-LShk&r durch ein Protein mit
Polyprolinsequenzen hoherer Affinitat von der SBi@mane zu vemdngen. Dann ware die
Dephosphorylierung des-terminalen Tyrosins nicht nétighewman, 2009).

Zu den Substraten von-Src gehoren Transkriptionsfaktoren und auch wichtige
Signalmolekile wie RhoGAP, JNKc-Jun Nterminale Kinaseund STAT3 ignal
transducer and activator of transcriptipn Somit ist eSrc in die intrazellulare
Signaltransduktion involviert, so wie an der Proliferation, Differenzierung, Migration
und Apoptose von Zellen beteiligt (Thomas & Brugge, 1997; Lee et al., 2004). Die
Reguldion vontight junctions(Basuroy et al., 2003), des Zellvolumens durch u.&-Ca
Kandle (Barfod et al., 2005), der Sezernierung von Zyeokoder Wachstumsfaktoren
gehortzu den Aufgaben von-8rc (Thomas & Brugge, 1997; Boggon & Eck, 2004).
Auch die reglatorische Untereinheit p85 déd3-Kinase (siehe 13.6) gehdrt zu den
Substraten der Kinase (Bentley et al., 2007).

Die Beteiligung von €Src ist zudem notwendig fur den Auind Abbau von Zell
Matrix-Adh&sionen, die tber Phosphorylierungtsr fokalenAdhasionskinas¢FAK)

gesteuert werden (Brown et al., 2005; Brunton et al., 2005). FAK reguliert die Zellform
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und fungiert ebenfalls als Biosensor. So werden verschiedene zellulare Prozesse wie die
Beweglichkeit von Zellen und auch deren Adhasion an digidarganisiert Abb. 19)

(Mitra et al., 2005). Die Phosphorylierung von FAK an Tyrosin 925 ermdglicht die
Bindung von Grb2 drowth factor receptebound protein 2 (Schlaepfer et al., 1994)

und damit nachfolgend die Aktivieng von Ras und ERK2 (siehe 1.3)72udem

bewirkt die Bindung von Grb2, dass FAK seine Bindung verliert und somit aus

Fokaladh&sionen freigesetzt wird (Mitra et al., 2005).
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&
& §$
i)
o,
I3 <,
T %bw
29
25 UG
& Foca contact
FaK FAK %,Q/ protens
s 13 £
Flzsna e o ) \Cas| o
membrans
coococcccbonoond : POCOOO0000C0000000
o BOCCOOCOOOO0E0000

ép.,m )

lamaoaua matrnis

Abb. 19: Aufbau einer fokalen Adhasion (Mitra et al., 2005).

Um den Einfluss der Tyrosinkinase im Infektionsgeschehen d&chaureuszu
beurteilen, wurde -&rc mit PP2blockiert. Es bindet an eine hydrophobe Tasche nahe
dem ATRbindenden Bereich der Kinase und verhindert so die Aktivierung der
Substrate (Zhu et al., 1999).

1.3.6 Proteinkinase B

Die Proteinkinase B (PKB, auch Akt genannt) ist eine Serin/Thrddmase und
reguliert hauptséachlich die Proliferation und das Uberleben der Zelle. PKB/Akt ist daher
in verschiedene Signalwege involviert, z.B. Nahrshdétabolismus, Zellwachstum und

Apoptose (Kandel & Hay, 1999; Brazil & Hemmings, 2001). Bei den Saugetieren

wurden drei Haupt s of or men von PKB/ Akt identifiziel
PKBo/ ,Akw@dbei in den meisten G andeb&Hhay, PKBU/ /
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1999, Scheid & Woodgett, 2003). Sie werden durch drei separate Gene codiert, welche
auf verschiedemeChromosomen lokalisiert sind (Staal et al., 1988; Chenp, €992;

Song et al., 2005Di e beiden | soformen PKBU/ Akt1l wun
regulatorische Phosphorylierungsstellen, Threonin 308 (Thr308) und Serin 473
(Serd473). Thr308 befindsich innerhalb der AktivierungSchleife, wahrend Ser473 im
C-terminalen Ende lokalisiert ist (Kandel & Hay, 1999; Song et al., 2005). Die
Phosphorylierung von Ser473 allein kann PKB/Akt nicht beeinflussen, die Phosphory
lierung von Thr308 jedoch fuhrt zundest zu einer teilweisen Aktivierung. Fur die
volle Mobilisierung von PKB/Akt wird die Phosphorylierung beider Aminosaurereste
bendtigt (Scheid & Woagktt, 2003; Song et al., 2005).

Die Aktivierung von PKB/AKkt ist abhangig von der Phosphatidylinos3télinase PI13-

Kinase und erfolgt in mehreren Schritten (Hanada et al., 208db. 20). Zytokineund
Hormone kénnen dabei als Stimulatoren dienen (&%ast al.,, 2003), genau wie
bakterielle Produkte vors. aureus Diese binden z.B. an den Tolike-Rezeptor 2
(TLR2), welcher durch €Src (siehe B.5) phosphoryliert werden kann und aktivied

die PI3-Kinase(Chun & Prince, 2009). Aber auch andere OberflacRezeptoren, wie
G-Proteingekoppelte Rezeptoren (siehe8.1) konnen PKB/Akt Uber di€’13-Kinase
aktivieren (Kandel & Hay, 1999).

/d membrane

\\:‘
e = 3i3E)
Pl 3-kinase 7 T @;oryi

’ activated
#
Taloe §473

1
kinase H regulatory |

inactive

Abb. 20: Aktivierung von PKB/Akt (Nicholson & Anderson2002). Die PI3-Kinase phosphoryliert
zunachst die Phosphoinositide (PI) der Zellmembran an der dritten Position des -Rigjtl Dabei
entstehen Phosphatidylinosi)5-bisphosphat (P45)P,) und Phosphatidylinosite8,4,5trisphosphat
(PI1(3,4,5)R) (Klippel et al., 1997; Stephens et al., 1998; Kandel & Hay, 1999). Beide Produkte binden
mit hoher Affinitat an PKB/Akt (James et al., 1996; Franke et al., 1997; Klippel et al., 1997) und fiihren
so die Proteinkinase an die Membran (Song et al., 2008) ARiivierung von PKB/Akt erfolgt durch

eine phosphoinositidelependent kinase (PDK1), die wiederum durch PI(3,4,5)P3 aktiviert wird und
PKB an Thr308 phosphoryliert. Fiur die volle Aktivitat wird PKB/Akt durch eine zweite Kinase, PDK2,
an Ser473 phosphgrert (Alessi et al., 1997; Hanada et al., 2004). Aber auch-1Lgntegrin-linked
kinasg ist fahig, Ser473 in vitro zu phosphorylieren (Delcommenne et al., 1998). AuRerdem kann auch
PDK1 mit PRK2 protein kinase @elated kinas€?) zu einem Enzym konvgieren und Serin
phosphorylieren (Balendran et al., 1999).
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Die Aktivierung der PKB/Akt kann auch unabhangig von deit3-Kinase erfolgen
(Filippa et al., 1999). Durch cAMBrhéhende Agenzien kann die cAMpendent
protein kinase(PKA, siehe 13.8) aktiviert werden, die dann wiederudie PKB/AKkt
anregt (Sable et al., 1997; Filippa et al., 1999). Der genaue Mechanismus ist noch nicht
aufgeklart (Kandel & Hay, 1999).

Nach der Aktivierung l6st sich die Kinase von der Plasmamembran und transloziert ins
Zytosol ind in den Zellkern, wo sie ihre Substrate findet (Kandel & Hay, 1999). Der
Aktivierung von PI3-Kinase wirken Lipid-Phosphatasen entgegen, die den
Phosphorylierungsgrad der Inositide reduzieren. PTHNogphatase and tensin
homologue deleted on chromosotee) besitzt eine 3PhosphoinositidPhosphatase
Aktivitat und dephosphoryliert P1(3,4,5Ru PI(4,5)B, was in der Inaktivierung von
PKB/Akt resultiert. SHIP (SH2 domain containing inositol phosphatasevandelt
P1(3,4,5)R in PI(3,4)RB um (Kandel & Hay]1999).

Hauptaufgabe von PKB/Akt ist das Uberleben der Zelle und die Blockierung der
Apoptose. So kann die Kinase z.B. BAD phosphorylieren und den durch BAD
induzierten Zelltod abwenden (Datta et al., 1997; del Peso et al., 1997). Auch die
intrazellulare Potease Caspase 9, die als Initiator und EffedarApoptose fungiert,

wird von PKB/Akt phosphoryliert und somit gehemmt (Cardone et al., 198®r
PKBJ/Akt wird die Transkription mehrerer Gene direkt oder indirekt reguliert, z.B. von
NF-a B ( s 3.9 (Kandell& Hay, 1999) und somit die Expression vorBl(Bentley

et al., 2007). Auch die Aktivierung der PKC (sieh8.3). kann durch diese Kinase
erfolgen (Alessi et al., 1997)n Abb. 21 sind die wichtigsten PKB/AkSignalwege
zusammengefasst.

Um die Bedeutung von PKB/Akt im Signaltransduktionsgeschehen herauszufinden,
wurde mit dem Aktinhibitor IV die Aktivierung der Protekinase blockiert. Das
zellpermeable Benzimidazol setzt sich an die AAifdestelle einer bislang
unbekanntemupstrearKinase und verhindert die Phosphorylierung von PKB/Akt. Die
Aktivitat der P13-Kinasewird dadurch nicht beeinflusgbun et al., 2011)Diese wurde

in einem weiteren Versuchsansalzrch Wortmannin inhibiert, um so die Phosphory
lierung von PKB/Akt zu verhindern, da nun kein PI(3,4358ntsteht und somit
PKB/Akt nicht an die Membran geholt wird und auch PDK1 inaktiv bleibt (Hanada et
al.,2004).

38



1 Einleitung

Cytoking
Vyﬁm \7} Rscsptar cms
O:}'}Inlﬂgrin bonnon mlg|| |ﬂ|'ﬁq,lﬁ.| mlg ';GPCR
o | | um _“_““”’ fm'-a
' ; = J"ff ""
mTORC
\”'Pi L—\? . _ > S

Organization
@_’nlNudﬁr
Protaina
Tp2)__ o NFxB B
@ Patway | &
Cardiovsecular
@_" Homeostasia

» Symaptic
Signaling

G

/ C-y_-c;lin D1 Synthasiz
Gy ‘/

Proffifa
Abb. 21: PKB/Akt-Signalwege Www.cellsignal.com

Sequsatration

1.3.7MAP-Kinasen

Die Familie der mitogenactivated poteinKinasen (MAP-Kinasen oder MAPK)
kommt in allen eukaryotischen Organismen vor (Widmann et al., 1999). Sie sind
essentiell fur die Weitergabe extrazellularer Signale an die Zelle und die Induktion
intrazellularer Antworten (Johnson & Lapadat, 2002). Ihre Funktion ist vielseitig, genau
wie die vorgeschalteten Signalprozesse. Die M#fiRasen sind Prolirgerichtete
Serin/ThreonirKinasen, d.h. sie phosphorylieren ihre Substrate innerhalb eines
Serin/ThreoniAMotivs (Bardwell, 2006). Aufgrund der verschiedenen AS innerhalb
dieses Motivs ergibsich die Einteilung in drei Untergruppen: ERIEx{racellular
signatregulated kinasg JNK (cJun Nterminale Kinase) und p38. Eine neuere
Einteilung der MAPKinasenaufgrund von Sequenzahnlichkeiten ergbths Gruppen
ERK1R, c-Jun Nterminale Kinaser(JNK1, JNK2, JNK3)p38 (p38U, p38hb,
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p 3 § BERK5 (ERK5) ERK3 (ERK3, p97 ERK4) und ERK7 (ERK7 und ERKS)
(Turjanski et al., 2007).

Alle MAP-Kinasenwerden durch ein evolutiv hoch konserviertes System aus Kinasen
aktiviert (Pearson et al.,, 2001). Die MA®nasenwerden durch die MAPKinasen
(MAP2K, MEK, MKK) phosphoryliert und aktiviert, die wiederum durch die MAPKK
Kinasen(MAP3K, MEKK, Raf) phosphoyliert und somit angeschaltet werdehbD.

22). Letztere werden durchpstreamSignale reguliert, z.B. durch die-Boteine Ras
oder Rho/Rac (Bardwel 2006; Turjanski et al., 2007; Zhang & Dong, 2007).
Verschiedene Mechanismen, wilckingMotive und scaffoldProteine (Kopplungs
proteine), sorgen dabei fur die Genauigkeit und Effizienz der Signalweiterleitung
(Bardwell, 2006; Zhang & Dong, 2007).

| MAP kinase signal transduction pathway

STIMULL: cytokines — growth factors — stress fadors, efe.
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Abb. 22: Aktivierung der MARKinasen(Hommes et al., 2003).

Nucleus

Die MAPK-Kinasenkatalysieen eine duale Phosphorylierung der MA®nasenan
einem Threonin (Thr) und einem Tyrosin (Tym) Substratprotein (Qi & Elion, 2005).
Zwischen diesen beiden Phosphorylierungsstellen befindet sich etmoi&ne(Thr-
AS-Tyr), die innerhalb der unterschiedlichen MA&lhasenvariiert (Canagarajah et al.,
1997; Zhang & Dong, 2007). So kénnen die verschiedenen-KiRsenspezifisch
erkannt werden. Da die duale Phosphorylierung nacheinander erfolgt und nicht
simultan, konnten monophosphorylierte M&khasenebenfalls fir die Signaltuber
tragung wichtig seiiZzhou & Zhang, 2002; Turjanski et al., 2007).
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Alle MAP-Kinasenphosphorylieren zwar die gleichen Motive in ihren Targets, aber die
Substrate sind unterschiedlich. Durch speziddekingMotive in den Substraten wird
sichergestellt, dass die Signaltransitbn durch die richtige MARKinase vermittelt

wird. Diese dockingsites sind kurze Peptide, durch die die MARnasenan das
korrespondierende Substrat binden und es phosphorylieren (Sharrocks et al., 2000;
Pearson et al., 2001; Zhang & Dong, 20@ig scaffoldProteine sind ebenfalls fur die
SignatSpezifitdat und Effizienz der MAJKinasen entscheidend. Sie wirken beim
Zusammenbau von funktionellen MKPModulen mit und beeinflussen Dauer und
Intensitat des Signals (Turjanski et al., 2007; Zhang & Dor@f)72 Nach der
Aktivierung l6sen sich diescaffoldMolekile wieder ab (Turjanski et al., 2007). Die
Inaktivierung der MAPKinaseerfolgt mittels Dephosphorylierung durch Phosphatasen,
den MAPK phosphatase$MKP) (Keyse, 20000)Am Ende der MAPKSignalkaskad
stehen Transkriptionsfaktoren und regulatorische Enzyme, die fur die Expression und
die Regulation von Faktoren lebenswichtiger Prozesse entscheidendAbind20)
(Pearson et al., 2001; Rivell, 2006; Zhang & Dong, 2007).
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Abb. 23: Die Aktivierung von ERK1/2, JNK und p38 fiihrt zur Aktivierung verschiedener Transkriptions
faktoren (Hommes et al., 2003).

MAP-Kinasen kontrollieren die Proliferation, Differenzierung, dtation sowie
Apoptose von Zellen und nehmen dabei Einfluss auf die Genexpression (Bardwell,
2006; Avruch, 2007; Turjanski et al., 2007; Zhang & Dong, 2007). N¥Adasen
koénnen in den Nukleus wandern, wo sie die Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren
regulieren Abb. 22, Abb. 23) (Pearson et 312001; Weston & Davis, 2007).
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13.71 ERK1/2

Die ersten in Saugern beschriebenen M#Rasen sind die Isoformen der
Aextracellular signalregulated MAP kinaséis ERK 1 und ERK2 (auct
(Rossomando et al., 1989)ERK1/2 reguliert uberwiegend mitotische und
entwicklungsrelevante Sigreal z.B. bei der Einwirkung von Hormonen und
Wachstumsfaktoren auf Zellen (Bardwell, 200Bje Aktivierung erfolgt durch die
beiden Kinasen MEK1 und MEK2, welche ERK1/2 an den Tyrosimd Threonin
Resten des ThG&lu-Tyr-Motivs phosphorylieren (Payne et al., 1991; Pearson et al.,
2001). Bindet ein Ligand areine Rezeptomyrosinkinase, dimerisiert diesand
autophosphoryliertdie zytosolisch gkegenen TyrosinresteDiese dienen dann als
Andockstellen fur Adapterproteine, die den Raef Sos gon of sevenlepsekrutieren.
Dies fuhrt zur lokalen Aktivierung der membrangebundenen GTPase Ras, welche die
MAPKK-KinasenRaf (cRafl, BRaf oder ARaf) aktiviert. Raf phosphoryliert dann
MEK1/2 und diese aktivieren ERK1/2lgb. 23) (Johnson & Lapadat, 2002; Hommes
et al, 2003; Qi & Elion, 2005; Turjanski et al., 200Die Virulenzfaktoren Hla und

Hlb von S. aureusegen den ERK1/Signalweg an (Below et al., 2009), genau die
ZellwandbestandteileTA und PGN (Xing et al., 2011).

Zu den Aufgaben des ERKZ&ignalweggyehdren zahlreiche physiologische Prozesse,
wie Zellproliferation, Differenzierung und Uberleben der Zelle (Hommes et al., 2003;
Turjanski et al., 2007). Inflammatorische Prozesse, Zytokine, Minfegktionen und
auch transformierende Agenzien kdnnen ERKdktivieren (Johnson & Lapadat, 2002;
Hommes et al., 2003). So werden viele nukleare Transkriptionsfaktoren regube
AP-1, NFa B ( s 3.% Ume Myt, .aber auch Membrdtroteine (z.B. Phospholipase
A2) und zytoplasmatische Proteine (Hommes ¢t28l03; Qi & Elion, 2005; Turjanski

et al., 2007).

Um den Einfluss der ERRyp MAP-Kinasenund den nachgeschalteten Zellantworten
nach Stimulation miSS. aureusProdukten auf Atemwegsepithelzellen zu untersuchen,
wurde der synthetische Kinasghibitor PD®8059 (Dudley et al., 1995) verwendet. So
wird die dephosphorylierte inaktive Form der MEK1 gehemmt und somit die
Aktivierung von ERK1/2 verhindert. Da sich bereits aktivierte MEK schlecht hemmen
lassen, zeigen nur mit PD098059 vorinkubierte Zellen eifektefe Inhibition der
ERK-Typ MAP-Kinasen(Alessi et al., 1995; Dudley et al., 1995).
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13.7.2 p38

Die MAP-Kinase p38 dient hauptsachlich der Stressregulation und st fur
inflammatorische Antworten wichtig (Bardwell, 200@®isher wurden in Eukaryoten

vier Isoformen der p3&ami | i e charakterisiert: p38uU,
( ERKG6, SAPK3) (Li et al ., 1996 )Trotaeindr p 381U
relativ groRenSequenzahnlichketinterscheiden sich die verschiedenen Isoformen in

ihren Expressionsmustern, Signalantworten, Substratspezifitaten und der Sensitivitat

gegenuber Inhibitoren (Kumar et al.,, 199Di e bei den |l sof or men ¢
kommen in jeder h u mra hauptsachlienl i 8kelettmuskel upd3 8 o v
p38u in Lunge, Ni er e, Hoden und Pankreas

AS-Tyr-Motiv der Phosphorylierungsstelle dieser Kinasen befindet sich di&g8n

(Pearson et al., 2001).

An der Aktivierung von p38Abb. 23) sind viele MAKK-Kinasenbeteiligt, z.B.

ASK1 (ApoptoseSignatregulierte Kinase), MEKK1 bisMEKK4, MLK2 und MLK 3

(Mixed linage kinase Allerdings sind bislang nur zwei MAPKinasenidentifiziert

wor den, MEK3 und MEKG6 ( Qi & Eluinadn p33G05
Isoformen bevorzugt phosphoryliert (Enslen et al., 2000). Aber auch die MAPKK
KinasenMKK4, eine upstrearaKinase von JNK, kann zukkt i vi erung von p
p38b in diversen Zelltypen f ¢ hr-abhmingigéni ang ¢
Weg wurde auch ein unabhangiger Mechanisdersp38Aktivierung gefunden. Durch

die Interaktion mit TAB1 tfansforming growth facteb-activated preein kinase 1
(TAK1)-binding protein kommt es zur Autophosphorylierung und Aktivierung von
p38U ( Ge eAuRerddm.kann @B® auch JibeiR@oteingekoppelte Rezeptoren

(siehe 1.31) aktiviert werden (Hildebrandt & Prowald, 2000).

Die p38 MARKinase sind an der Regulation von Inflammation, Zellzyklus, Zelltod,
Entwicklung, Zelldifferenzierung, Seneszenz und Tumorgenese beteiligt (Zarubin &

Han, 2005). Die Aktivierung erfgt durch verschiedene Zytokinand Pathogenbzw.

deren Produkte, z.B. LPS (On& Han, 2000; Lai et al., 2003)So konnen i
ZellwandbestandteileTA und PGNvon S. aureugp38anschalterfXing et al., 2011).

Aber auch durch verschiedene Wachstumsfaktoren oder umweltbedingte Faktoren wie
Hypoxie (Conrad et al., 1999), Hitzeschodleranderungen der Mediu@smolaritat

und UV-Licht kann p38 aktiviertwerden (Foltz et al., 1997; Ono & Han, 2000).

Downstreamrargets von p38 sind andere Kinasen oder Transkriptionsfaktoren wie
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ATF-2, MEF2 und NFe B ( s i3.8h(domnies et al., 2003). Abcin der
Immunabwehr ist p38 von grof3er Bedeutung. Neben der Produktion und Aktivierung
von Vermittlern zur Rekrutierung von Leukozyten (Hommes et al., 2003), ist auch die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen-ALb , -0 NuF n-&) Aufghbe der

p38 (Johnson & Lapadat, 2002; Zarubin & Han, 2005).

Far die Untersuchungen zu dieser Arbeit wurde als spezifischer Inhibitor der p38 der
PyridinylimidazotHemmstoff SB202190 eingesetzt (Gallagher et al., 1997). SB202190
hat keinen direkten Einfluss auf dRhosphorylierung und Aktivierung der Kinase,
sondern inhibiert lediglich ihre Aktivitat (Kumar et al., 99da der zellpermeable
Inhibitor sich an die ATHBindestelle setzt und diese dadurch fir den Phosphat
lieferanten blockiert (Young et al., 1997). f§tund der Aminosauresequenz der ATP
Bindungstasche werden nicht allier Isoformen mit SB202190 blockiert, sonderar

p3 8 U u n @ainpeBa8, 200K

1.3.8Proteinkinasen A und G

Die Proteinkinase A (PKA) und die Proteinkinase G (PKG) sind homologeiRe, mit
gleichen physikalischen Eigenschaften, sehr &hnlicher Aminosauresequenz und
ahnlichen Substraten (Lincoln dt,d978;Wyatt et al., 1998).

Die PKA besteht aus zwei katalytischen und zwei regulatorischen Untereinheiten.
Durch Stimulation mit cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat), welches digch
Adenylylcyclaseunter ATRVerbrauch hergestellt wird, dissoziiert das Holoenzym und
die katalytischeUntereinheit kann ihre Substrate an Serader ThreonirResten
phosphorylieren, dabei fungiert ATP als Phosphatdonor (Lincoln et al., 1978; Maron et
al., 2005; Gaudy et al., 2010). Als Vermittler dienen AKAskinaseanchoring
proteing, welche am Nl'erminus einer regulatorischen Untereinheit mit hoher Affinitat
binden. Durch diesen Mechanismus wird die Spezifitat der Suifdtcphorylierung
gewéhrleistet (Zakhary et al.,, 2000). In N&he der AKAP und PKA sind Phospho
diesterasen (PDE) lokalisiert. Sieegradieren cAMP und verhindern so die Bindung
von cAMP an eine regulatorische Untereinheit der Kinase, um deren Aktivitdt zu
beenden (Barnes et al., 200Z)jele der PKA sind GTPasen (Aktivierung von Rac,
Inhibition von Rho), lonetKandale undTranskriptiosfaktoren.Auch die Aktivierung
derPKB/Akt (siehe 13.6) ist bestatig(Sable et al., 1997; Filippa et al., 1999hn NF

9 Bp50/p65(siehe 1.3.9werden beide Untereinheiten von der Kinase phosphoryliert
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und so die Bindung an die DNA verstarkt (lsuMalik, 2006).Weiter hilft die PKA

bei der Bildung von Lamellipodien und Filopodien und ist essentiell fur die gerichtete
Migration von Zellen. Dabei wird die Kinase durch Integrine aktiviert und inhibiert
nachfolgend Paxillin (Lim et al., 2008). Dieser Prozess ist fir beschadigtesvates
epithel enorm wichtig, da auf diese Weise Ersatzzellen in ein beschéadigtes Epithel
einwandern kdonne(Allen-Gipson et al., 2007).

Auch fur die mukozilidre Reigung der Atemwege (siehe 1i8tdie PKA sehr wichtig.

In Stresssituationen, z.B. Inflanation, ist der Zilienschlag der Atemwege erhéht, um
so den mukoziliaren Reinigungsprozess zu beschleunigen. Dieser Prozess vdedt von
PKA und PKG reguért (Wyatt et al., 1998)Eine weitere wichtige Funktion ist die
Aktivierung des CFTRRarnes et al.2005; Li et al., 2006) und die Regulation von
ENaC (Snyder et al., 200Beides sind lonenkanale, die wichtig flie Instandhaltung

der schitzenden Schleimschichif dem Atemwegsepithel sind (Boucher, 2004). Uber
eine Erhohung von cAMP kann die PKA alirt werden und den CFTR phosphory
lieren (Stutts et al., 1997).

Die PKG ist ein Dimer, wobei jede Untereinheit eine Polypeptidkette mit
regulatorischer und katalytischer Funktion besitzt. Die Aktivierung erfolgt durch cGMP
(zyklisches Guanosinmonophosphawelches durch die Guanylylcyclase aus GTP
hergestellt wird. Nach der Aktivierung dissoziiert PKG im Gegensatz zu PKA nicht
(Lincoln et al., 1978Wyatt et al., 1998)Die Kinasesorgt fur die Wiederaufnahme von
Cd*-lonen in die Speicher und karabhangig vom Zelltyp den kapazitativen?Ga
Einstrom regulieren (Parekh & Putney, 2005).

Mit Hilfe des Isoquinolinsulfonamids 489 wurdendie PKA und PKG inhibiert und
Uberpruft, welchen Einfluss diese Kinasen im Infektionsgeschehen hat&hbiddet
kompetitiv an die ATPBindestelle der Kinasen und verhindert so die Phosphorylierung
der Substrate. Auch die PKC und die?@@aMKIl kénnen durch FB9 inhibiert
werden, allerdings nicht mit hoher Effizienz (Chijiwa et al., 1990).
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Abb. 24: Aktivierung und ausgewahlte Targets der PKA (www.nature.com, modifiziert).

1.3.9Der Transkriptionsfaktor NF -aB

NF-aB (nucl ear f dighttchame mtkkampear 6 Bcklls) hildet eineat e d
Familie &hnlich strukturierter Transkriptionsproteifs. handelt sich dabei um Dimere,

die aus verschiedenen NFBbzw. RelProteinen zusammengesetzt sind. Dabei werden
sowohl Home als auch Heterodimere gebildet. Ein entscheidender Unterschied
zwischen den verschiedenen Proteinen ist die EB¢duenz, an dider Transkriptions

faktor bindet und die Expression von Genen aktiviert oder unterdrickt. Die
weitverbreitetste Formvon N&B 1 st das Het e r&oMhlikn?€06). p 50/ p
Es wird fir die maximale Transkription vieler Zytokine und anderer- pro
inflammatorischer Molekile benétigt. Nach Aktivierung greift und bindetaNB

p50/p65 die Promotorregion des Zielgens mit beiden Untereinheiten, doch nur p65
besitzt am @erminalen Ende eine aktivierende Domane, die direkt mit dem
Transkriptionsapparat teragiert (Venkatakrishnan et al., 2000).

In der unstimulierten Zelle liegt N8B i m Zyt opl asma gebunden
I nhi bitorprotein | aB vor, welches von der
abhangt und dessen Aktivitat reguliert (I8&uMalik, 2006). Nach der Aktivierung wird

| @B phosphoryliert, ubi qui t i-aBHeteredmer und
transloziert in den Nukleus. Hier bindet es an die DNA und startet die Transkription.

Die Phosphorylierung vorkompBexr il KKgt(l gBe
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Komplex), welcher aus IKKJ, B K K-aNBhducing kinase(NIK) und zwei
Adaptormolekilen besteht (Lee et al., 2004; Xing et al., 2Hibg weitere wichtige

Regulation vonNF-e B si nd posttransl|l ati onasphery Modi f |
lierung, Acetylierung usw. SowerdenvonddFB p 50/ p65 b envedeldnt er e
PKA (siehe 1.3.8 phosphoryliert und die Bindung an die DNA verstarkt (Rialik,

2006).

Es sind Uibed60 Aktivatorenvon Nl B b ek annt und (Hh&NFoeR OO Ge
reguliert werden. Beispiele fUr die Stimulation sind Stress (physikalisch, chemisch,
oxidativ, umweltbedingt oder physiologisch), Mitogene, modifizierte Proteine,
Ligandenbindung verschiedener Rezeptoren, proinflammatorische Zytokine, -physio
logische und pathologische Mediatoren, Bakterien, Pilze, Viren, Parasiten und deren
jeweiligen Produkte. Dabei kénnen die Signaltransduktionswege, die zur Aktivierung
vonNFe B f ¢hren, sehr vi el s &Malk,@06).)g und komp
Die Aktivierung desTranskriptionsfaktors kann u.a. durch p38 oder ERK-Typ
MAP-Kinasen (siehe 13.7) erfolgen und zur Expression von Adhasionsmolekilen,
Wachstumsfaktoren, Muzinen, & und IL-8 fuhren (Yoshimura et al., 1999; Zhou et

al., 2003; Liu& Malik, 2006;Prince et al., 2006; Ning et al., 202Ang et al., 2011).

Auch eine erhdhte intrazellulare G&Konzentration (siehe 1.3.1)kann NF-o B

aktivieren (Tabary et al., 26 Die NFa BAktivierung durch PKB/AKT (siehe B.6)

erfolgt Uber die Phosphorylierungd Degradation des IKK (Li& Malik, 2006) sowie

die Aktivierung durch PKC (siehe33) wahrscheinlich auch (Lee et al., 2004).

Die Inhibition von NFaB erfolgte durch das aromatische Diamin J&3H Es stort die

nukleare Translokation ohne die Degradatioan | e B zu beei nfl ussen
kann somit nicht in den Zellkern wandern, an die DNA binden und die Transkription
starten §hin et al., 2004
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Abb. 25: Aktivierung von NFa Bp50/p65) (www.quiagen.com, modifiziert).

1.4Zielsetzung

Das Bakterium Staphylococcus aureuéS. aureus siehe 1.2) ist Ausloser vieler
ernsthafter Erkrankungen des humanen Atemwegsepithels (Escotte et al., 2006). Da
dieses durch eine Mukusschicht (sieh® fieschitzt ist, kommen inhalierte Bakterie
initial vermutlich nicht direkt mit dem Epithel in Kontakt. Die Manipulation der
Wirtszellen durch diese Bakterien geschieht wahrscheinlisichdldsliche Virulenz
faktoren,was schlief3lich auch den Bakterien selbst die Mdglichkeit eréffnen kdnnte, die
Barriere des Atemwegsepithels zu Uberwindeie. Wirkung auf die Epithelzellen und

die Beeinflussung der Signaltransduktion im Infektionsgeschehen sind noch weitgehend
unverstanden. Entsprechend unserer Arbeitshypothese (siehe 1.1) waielddsr
vorliegenden Arbeit, die Wirkung bakterieller Sekretionsproduktémolsin A und B,

siehe 1.2.2.1 und 1.2.2.2)f einige Signaltransduktionswe@gehe 1.3)vergleichend

in dreiverschiedenen humanen Atemwadadellzelllinien (16HBE 40, S9, A549) zu
untersuchenDazu wurden wichtige Signalmolekuile inhibiert unié duswirkungen

auf Morphologie C&*-Homdostaseund Zytokinsezeierungin verschiedenen Zell
typenvergleichendiberprift.

Abb. 26 zeigt die ausgewahlten Signalwege und mdgliche Verknipfungen- unter

einander.
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Abb. 26: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit untersuchten Signalkomponentenvegein Atemwegs
epithelzellen und ihre gegenseitige Beeinfluss(gsaki et al., 199065umi et al., 1991Alessi et al.,
1997 Sable et al., 1997Thomas & Brugge, 199%ugiyama et al., 199&:ilippa et al., 1999Jurado et
al., 1999 Kandel & Hay, 1999; Brzl & Hemmings, 2001Ashby & Tepikin, 2002Basuroy et al., 2003
Goll et al., 2003Hommes et al., 200&lark et al., 2004Glading et al., 2004Hanada et al., 2004ee et
al., 2004 Barfod et al., 2005Brown et al., 2005; Brunton et al., 2Q@%errmann et al., 2005Parekh &
Putney, 2005Tunggal et al., 2005Cai et al., 2006Larsson, 2006Liu & Malik, 2006; Tabary et al.,
2008 Alvi et al., 2007 Bentley et al., 200Banno & Ginsberg, 200&angopadhyay et al., 2008rofita
et al., 2008Chun &Prince, 2009Lee et al., 2000

Eine zentrale Rolle spielt dabei die *%G8ewirtschaftung der Zelle (siehe311). Das
porenformende Toxin Hamolysin A voB. aureus(siehe 1.2.2.1)fuhrt zu einer
Permeabilitat der Zellmembran u.a. fir °Glonen (Eichstedt et al., 2009)Die
intrazellulare Erhohung freig€&*-lonen kann zur Aktivierung dePKC (siehe 1.3.3;
Koyama et al., 2003)\on Calpain(siehe 1.3.4Glading et al., 2004und CaM (siehe
1.3.2;Jurado et al., 1999ihren Letzteres dienals Rezeptorprotein fiir die Galonen
und aktiviert ggf. die Cd/CaM-abhangige Kinase Is{ehe 1.3.2.1jurado et al., 1999
und die PKA (siehe 1.3.8;LemberskiyKuzin et al., 2008 Diese verschiedenen
Signalmolekiile sind alsim die C&*-Homdostase involert und wurden somit u.diir

die Untersuchungen ausgewahla der feste Zusammenhalt die Epithelfunktion
bedingt, wurden Uberpruft, oldiese Elemente des Transduktionsgescheheins
Zellform und -integritat regulieren Aber auchdie Tyrosinkinasec-Src (1.3.5) die
wichtig fur die ZellMatrix-Adhasionist (Brown et al., 200p die PKB(siehe 1.3.6und
die beicen MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 (siehe 1.3.7), von denen bereits bekannt ist,
dass sie durch Hla aktiviert werdeRefow, 2009 wurden diesbezlglich untersucht

genau wie defTranskriptionsfaktor NfeB, ein Endpunkt veler Signalwege.
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Die vielschichtige Signalverknipfung resultiert oft in Sezernierung von Zytokinen
(siehe 1.3), die dann wiederum das Immunsystem alarmieren, Immunzellen anlocke
und die Abwehr gegen den Eindringling einleiten. Daher wurde ebenfalls Gberpruft,
welche Zytokine durch die Vermittlung von Hamolysin A und B vermehrt sezerniert
werden, undnwiefern CaM,die C&*/CaM-abhangige Kinase I, ERK1/2, p38, PKB
undNF-a Bliesen Prozess beeinflussen.

Diese Untersuchungen dienten dazu Hinweise auf die physiologischen Reaktionen
verschiedener Zelltypen des respiratorischen Gewebes zu erldDigetrgebnisse
dieser Arbeit sollen helfen, die Prozesse des initialen InfektionsdesthanmitS.
aureusim humanen Atemwegsepithel besser zu verstehen. Nur so ist es maoglich,
vorbeugende MalRnahmen bei Risikopatienten oder sogar Therapieansatze bei

beginnenden Pneumonien zu entwickeln
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2.1 Material

2.11 Virulenzfaktoren von S. aureus

2.11.1 Praparation der rekombinanten Hamolysine A und B

Die rekombinanten Hamolysine A und B wurden von unserer Arbeitsgruppe selbst im
Labor hergestellt und aufgereinigt. 2awurden die Plasmide pRPBA-hla bzw. pPR
IBA-hIb (Eichstaedt et al., 2008) von Christian Kohler und Susanne Engelmann aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Hecker vom Mikrobiologischen Institut der Universitat
Greifswald hergestellt und unserer Arbeitsgruppe\zerfligung gestelltDie Gere fir
Hamolysin A fla) bzw. Hamolysin B Iflb) ausStaphylococcus aureuSOL wurden
jeweils einzelnin den kommerziell erhaltlichen Vektor pARBA1 der Firma IBA
einkloniert. Die Transformation des Plasmid€stherichia colBL21 DE3 pLysS, die
Uberexpression und Aufreinigung der rekombinanten Proteine (Eichstaedt et al., 2008)
wurde von den technischen Assistenten Elvira Lutjanov und Katrin Harderserem

Labor vorgenommen. Dabei erfolgte die Dialyse gegen PBS, so dass die hergestellten
Proteine anschlie3end in diesem Puffer vorlagen. Die Konzentration der rekombinanten
Proteine wurde nach der Aufreinigung durch eine Proteinbestimmung nach Bradford
(1976)ermittdt.

2.11.2 Lipoteichonsaure und Peptidaglykan

Zellwandbestandteil Bezugsquelle Ansatz
Lipoteichonsaure (LTA  InvivoGen 5 mg in 10 ml steriles Wasser (Endotoxi
SA) tirl-pslta frei)

Stammkonzentration: 500 pg/mi
Endkonzentration: 1 pg/mi
Aliquots bei-20 °C auftewahrt

Peptidoglykan InvivoGen 5 mg in 25 ml steriles Wasser (Endotoxi
(PGN-SA) tirl-pgnsa frei)
Stammkonzentration: 200 pg/mi
Endkonzentration: 10 pg/ml
Aliquots bei-20 °C adbewahrt
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2.12 Chemikalien und Losungen

2.12.1 Chemilkalien und Losungen fir die Zellkultur

Reagens Bezugsquelle Ansatz
3,3-5 Triido-L- SigmaAldrich 2 mgin 10 ml NaOH (1 M),
thyronin T6397 9 ml Hamdés F12 hi

steril filtriert,
Aliquots bei-20 °C gelagert

Bisbenzimid Enzo Life 10 pg in 1 ml A. dest.,
Trihydrochlorid Scienes 1:20 mit A. dest. verdinnt,
(H33258) ALX-620-051 Aliquots bei-20 °C gelagert
1,4-Diazabicyclo Carl Roth

[2.2.2]octan(DABCO) 0718.1
ECGS(epidermal cell  SigmaAldrich 15 mgin 4 ml PBS,

growth supplemeint EO0760 Aliquots bei-20 °C gelagert
EGF (epidermal growth SigmaAldrich 0,2 mg in 50 ml |
factor) human E9644 Aliquots bei-20 °C gelagert
Einfrier-Medium 10 % DMSOin Zellkulturmedium
frisch hergestellt
FBS (etal bovine PAA Laboratories
serum Gold A15-151
Formaldehyd, 37 % Carl Roth 4 % in PBS frisch hergestellt
P733.2
Gentamycinsulfat Carl Roth
0233.2
Glycerin Carl Roth
3783.1
Hamés F12 PAN Biotech 10,7 g Hamdés F12.
P034110 1,176 g NaHC@
in 1 1 A. bidest. gelost,
autoklaviert,
bei 4 °Caufbewahrt
Hydrocortison SigmaAldrich 3,8 mg in 10 ml \
HO0888
Insulin Aventis Pharma
L-Glutamin PAN Biotech

P0480100



MEM (minimal
essential mediun
EaglePulver

Mowiol 4-88 mit
DABCO

Natriumchlorid
(NacCl)

Natriumhydrogen
carbonat (NaHCg)

Penicillin100U/ml +
Streptomyan 0,Img/ml

Saksaure (HCI, 37 %)
1 mol/l

Transferrin

Tris-hydroxymethyi
aminanethan(TRIS)
Puffer (pH8,5)

Trypsin (0,05 %) mit
EDTA (0,02 %)

Waschlosung fur
Polypen

Zellkulturmedien

fur 16HBE140
und S9

PAN Biotech
P032950

Carl Roth
0713.1

Carl Roth
3957.2

Carl Roth
6885.2

PAA Laboratories
P11010

Carl Roth
4625.2

Invitrogen
03-0124SA

Carl Roth
4855.3

PAA Laboratories
L11-004

2 Material und Methoden

2,4 g Mowiol4-88,

6,0 g Glycerin,

12 ml Tris/HC}Puffer (pH 8,5),
0,575 g DABCO,

in 6 ml A. bidesterwarmt
Aliquots bei-20 °C gelagert

16,3 ml HCI (37 %)
auf 0,25 Imit A. dest. aufgefullt,
bei RT gelagert

12,114 g TRIS (fest)

in 500 ml A. dest. gel6st,

mit konz HCI (37 %) auf pH 8,5,
bei RT gelagert

0,05 g Gentamycinsulfat,
49,5 ml PBS,

500 pl Pen/Strep,

steril filtriert

bei 4 °C gelagert

9,68 g MEMEaglePulver,

2,20 g NaHCGQ®

10 ml Penicillin/Streptomycin,

mit A. bidest. auf 600 ml aufgefillt,
mit 1 mol/l HCI auf pH 7,15,

mit A. bidest. auf 900 ml aufgefillt,
steril filtriert,

100 ml FBS Gold hinzugeflgt
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fir A549

fur primére Nasen
epithelzellen

2 Material und Methoden

9,68 g MEMEaglePulver,

2,20 g NaHCQ,

10 ml Penicillin/Streptomycin,

10 ml L-Glutamin,

mit A. bidest. aub00 ml aufgefillt,
mit 1 mol/l HCI auf pH 7,15,

mit A. bidest. auf 900 ml aufgefllt,
steril filtriert,

100 ml FBS Gold hinzugeflgt

0,1 g Gentamycinsulfat,
97 ml Hamos

1 ml L-Glutamin,

1 ml Pen/Strep,

500 ul EGFAnsatz

200 pl ECGSAnsatz

100 plHydrocortisonAnsatz
100 pl Transferrin,

71,4 ul Insulin,

10 pl Triido-ThyroninAnsatz
steril filtiert,

11 ml FBS Gold hinzugefiigt

F12,

2.12.2 Loésungen fur die Untersuchungen mit derinhibitoren

Inhibitor
Akt Inhibitor 1V

ALLM

Bisindolylmaleimid |

Calmidazoliumchlorid

(CaCh)

GM 6001

Bezugsquelle
Merck
124011

Santa Cruz
sc201268

Enzo Life
Sciences
ALX-270-049

Enzo Life
Sciences
BML-CA300

Enzo Life
Sciences
BML-EI300

Ansatz

5 mg in 814 ul wasserfreiem DMSO
Stammkonzentration: 10 mmol/l
Endkonzentration: 5 pmol/l

Aliquots bei-20 °C gelagert

5 mg in 1 ml wasserfreiem DMSO
Stammkonzentration: 12,5 mmol/I
Endkonzentration: 12,5 pmol/l
Aliquots bei-20 °C gelagert

1 mg in 3200 pl wasserfreiem DMSC
Stammkonzentration: 0,75 mmol/l
Endkonzentration: 0,75 pmol/l
Aliquots bei-20 °C gelagert

10 mg in 2908 ul wasserfreiem DMS
Stammkonzentration: 5 mmol/l
Endkonzentration: 5 pmol/l

Aliquots bei-20 °C gelagert

1 mg in 250 pl wasserfreiem DMSO
Stammkonzentration: 10 mmol/l
Endkonzentration: 10 pumol/l
Aliquots bei-20 °C gelagert
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H-89

JSH23,NF-aB

activation inhibitor I

KN-93

PD098059

PP2

SB202190
(Hydrochlorid)

Wortmannin

Enzo Life
Sciences,
ALX-270017

Merck
481408

Enzo Life
Sciences
ALX-430-023

SigmaAldrich
P215

Enzo Life
Sciences
ALX-270-233

Enzo Life
Sciences
ALX-270-268

SigmaAldrich
W1628

2 Material und Methoden

1 mg in 3860 pl wasserfreiem DMSC
Stammkonzentration: 0,5 mmol/I
Endkonzentration: 0,5 pumol/l
Aliquots bei-20 °C gelagert

5 mg in 416 pl wasserfreiem DMSO
Stammkonzentration: 50 mmol/I
Endkonzentration: 50 pumol/l
Aliquots bei-20 °C gelagert

1 mg in 400 pl wasserfreiem DMSO
Stammkonzentration: 5 mmol/l
Endkonzentration: 5 pumol/l

Aliquots bei-20 °C gelagert

6,5 mg in 1 ml wasserfreiem DMSO
Stammkonzentration: 10 mmol/l
Endkonzentration: 10 pumol/l
Aliquots bei-20 °C gelagert

1 mg in 67 pl wasserfreiem DMSO
Stammkonzentration: 50 mmol/I
Endkonzentration: 50 pmol/l
Aliquots bei-20 °C gelagert

5 mg in 1,359 ml wasserfreiem DMS!
Stammkonzentration: 10 mmol/l
Endkonzentration: 10 pumol/l
Aliquots bei-20 °Cgelagert

50 mg in 1 ml wasserfreiem DMSO
Stammkonzentration: 1 mmol/l
Endkonzentration: 1 pmol/l
Aliquots bei-20 °C gelagert

2.12.3 Losungen fiir die Untersuchungen zur C&-Aktivierung

Reagens

A23187 (ixed calcium
magnesium sglt

EGTA (pH 7,6)

Bezugsquelle
Enzo Life
Sciences
ALX-450-002

SigmaAldrich
E0396

Ansatz

5 mg in 950 pl wasserfreiem DMSO
Stammkonzentration: 10 mmol/l
Endkonzentration: 5 pumol/l

Aliquots bei-20 °C gelagert

9,51 g EGTA

in 30 ml A. bidesterwarmt

mit NaOH auf pH 7,6 eingestellt,
mit A.bidest. auf 50 ml aufgefullt,
filtriert,

Stammkonzentration: 500 mmol/l
Endkonzentration: 5 mmol/l

bei 4 °C gelagert
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Enzo Life
Sciences
ALX -450-006

lonomycin

Enzo Life
Sciences
ALX-350-004

Thapsigargin

2 Material und Methoden

1 mg in 1,4 ml wasserfreiem DMSO
Stammkonzentration: 1 mmol/l
Endkonzentration: 1 pumol/l
Aliquots bei-20 °C gelagert

5 mg in 250 pl wasserfreiem DMSO
Stammkonzentration: 2,5 mmol/l
Endkonzentration: 250 nmol/l
Aliquots bei-20 °C gelagert

2.12.4 Chemikalien und Lésungen fiir die Messung der intrazelluléaren C4'-

Konzentration

Reagens Bezugsquelle
CalciumchloridDihydrat Merck
(CaCbt 2 H,0) 2382

Ceramid (Mischung, BIOTREND
Fettsauren ohne 1322
Hydroxyl-Gruppen)

D-erythroSphingosin BIOTREND
BS0185
D-erythro-Sphingosinl-  Enzo Life
Phosphat Sciences
ALX-306-010
D-(+)Glucose Merck
8337
EGTA (pH 8,8) SigmaAldrich
E0396
HEPES, freie Saure Carl Roth
9105.4
HEPES, Natriumsalz AppliChem
A1070

Ansatz

191gCaGIA 2 H

in 100 ml A. bidest.
Stammkonzentration: 130 mmol/l
Endkonzentration: 1,3 mmol/I

bei 4 °C gelagert

2 mg in 353 pl Ethanol (99,8 %)
Stammkonzentration: 10 mmol/I
Endkonzentration
Aliquots bei-20 °C gelagert

1,6 mg in 534 ul Ethanol (99,8 %)
Stammkonzentration: 10 mmol/I
Endkonzentration: 16mol/l
Aliquots bei-20 °C gelagert

1 mg in 1 ml Methanol
Stammkonzentrati
Endkonzentration
Aliquots bei-20 °C gelagert

9,51 g EGTA

in 30 ml A. bidesterwarmt

mit NaOH auf pH 8,8 eingestellt,
mit A.bidest. auf 50 ml aufgefullt,
filtriert,

Stammkonzentration: 500 mmol/I
Endkonzentration: 5 mmol/l

bei 4 °C gelagert
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Indo-1/AM
(Grynkiewicz et al.,
1985)

Kaliumchlorid
(KCI)

Kaliumdihydrogen
phosphat (KHPQy)

Low bicarbonate saline
(LBS), pH 7,4
(Stammlésung)
(Shuttleworth &
Thompson, 1989)

LBS, C&*-frei
(Arbeitslosung)

LBS, C&*-haltig
(Arbeitslosung)

Magnesiumsulfat
Heptahydrat
(MgSOyt7 H,0)

Natriumchlorid (NacCl)

Pluronic F127
(Padar etl., 2004)

Probenecid

2.13 Bezugsquellen

Hersteller/Vertriebsfirmen

AppliChem
Aventis Pharma

Invitrogen
11223

Carl Roth
6781.1

SigmaAldrich
P0662

SigmaAldrich
M9397

Carl Roth
3957.2

Invitrogen
P6867

SigmaAldrich
P8761

Firmensitz
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50 pg in 500 pl wasserfreiem DMSO
Stammkonzentration: 1 mmol/l
Endkonzentration: 5 pumol/l

bei-20 °C gelagert

7,74 g NaCl,

0,36 g KClI,

0,24 g MgSQt 7 H,0,

0,16 g KHPQ,,

1,42 g HEPES freie Séaure,
2,36 g HEPES Natriumsalz,
in 11 A. bidest.,

bei 4 °C gelagert

0,108 g Glucose
in 100 ml LBSStammldsung frisch
hergestellt

0,108 g Glucose,

1 ml CaC}

in 100 ml LBSStammldsung frisch
hergestellt

1 g Pluronic in 5 ml wasserfreiem
DMSOim Wasserbad4Q °C) gelost,
Stammkonzentration: 15,9 mmol/1
Endkonzentration: 78 umol/l

bei RT gelagert

0,1784 g in 1 ml NaOH (1 mol/l)
Stammkonzentration: 625 mmol/l
Endkonzentration: 2,5 mmol/Il

bei RT gelagert

Darmstadt, Deutschland
Frankfurt am Main, Deutschland
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BD Biosciences
Biochrom AG
BioTek Instruments
BIOTREND

Carl Roth

Carl Zeiss Jena
ebioscience

Enzo Life Sciences
HORIBA Jobin Yvon
Ibidi

Invitrogen
InvivoGen

Leica Microsystem GmbH
Memmert

Merck
Mettler-Toledo
Millipore

Nikon

PAA Laboratories
PAN Biotech

Santa Cruz

Sarstedt
SigmaAldrich
Systec

Thermo Fisher Scientific
VWR

2.14 Zelllinien
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Heidelberg, Deutschland
Berlin, Deutschland

Bad Friedrichshall, Deutschland
Kdln, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Jena, Deutschland
Frankfurt, Deutschland
Loérrach,Deutschland
Longjumeau Cedex, Frankreich
Martinsried, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Toulouse, Frankreich
Wetzlar, Deutschland
SchwabachDeutschland
DarmstadtDeutschland
Giel3en, Deutschland
Eschborn, Deutschland
Dusseldorf, Deutschland
Colbe, Deutschland
Aidenbach, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Numbrecht, Deutschland
Minchen, Deutschland
Wettenberg, Deutschland
Bonn, Deutschland
Hamburg, Deutschland

2.14.1 Modellzelllinie 16HBE140

Diese Zelllinie wurde von Cozens et @l994)hergestellt, unden CFTR und die damit

in Zusammenhang stehende Krankheit Mukoviszidose zu untersuchen. Dazu wurden
von einem gesunden mannlichen Patienten oberflachlich gelegene Epithelzellen der
oberen Atemwege entnommen und mittels Transfektion immortalisiert. D&sirhier
verwendete Plasmid psVostammt aus dem Simian Virus 40 und kodiert das SV40
Antigen. Hierbei handelt es sich um ein hexameres Protein und Onkogen, welches
regulatorisch in den Zellzyklus der Wirtszelle eingreift. Das Genprodukt bindet an
Tumorsupprsesoren (pRB und p53) und inaktiviert diese dadurch (Ali & DeCaprio,
2001). So sind die Zellen unbegrenzt teilungsfahig und kénnen in Dauerkultur gehalten
werden. Die 16HBE14dast eine einheitliche Zelllinie, bei der die Zellen die typischen
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morphologische und physiologischen Merkmale differenzierter Bronchial
Epithelzellen auf wei sen. Si e tbghtljudcéom® i n Ku
(Abb. 27, tj), das sogdonanhereée, AREI a eAbe BV tke iorv i
amp) undzeigen einen gerichteten Transport von z.B(Cbzenst al, 1994).

Die 16HBE14e-Zellen wurden unter Zustimmung von D. C. Gruenert (California
Pacific Medical Center Research Institute, San Francisco, USA) von der Arbeitgruppe

Kunzelmann der Universit Regensburg bereitgestellt.

Abb. 27: Aufnahmen von 16HBE14&Zellen A) Phasenkontrashufnahmen mit der Biostation 1VB)
RasterelektronenmikroskopischAefnahme, tjtight junction amp=Mikrovilli (Eichstaedt et al., 2008).
2.14.2 Modellzelllinie S9

Diese Modelzelllinie entstammt einer Primarkultur von Bronchialepithelzellen eines
Patienten mit Mukoviszidose. Mittels einer Infektion mit dem Hybridvirugmel 2-
SV-40 wurde sie immortalisiert (Zeitlin et al., 1991) und kann so als Dauerzelllinie
gehalten werden. Der C(stic fibrosi3-Phanotyp der elterlichen Zelllinie IBBwurde
durch eine Transfektion mit dem Wildtyp Adenoviassozierten viraleaystc fibrosis
transmembrane conductance regulafAVCFTR) korrigiert, so dass die SZellen

den CFTRKanal wie gesunde Bronchialepithelzellen exprimiefélotfe et al. 1993.

Sie bilden im Gegensatz zu den meisten anderen Dauerzelllinien einen aus
differenzierten Phanotyp aus, womit sie den Ursprungszellen in ihren zellbiologischen
und physiologischen Merkmalen sehr ahndélbb. 28 B zeigt, dassS9-Zellen keinen
vollig geschlossenedellverband bilda (weile Pfeile).

Diese Modellzelllinie wurde von der ATC@inerican Type Culture CollectionnGC
Promochem, #CRI2778) bezogen.
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Abb. 28 Aufnahmen von SZellen. A) Phasenkontrashufnahmenmit der Biostation IM B) Raster
elektronenmikroskopische Aufnahnfp=Filopodien, amp=Mikrovillj weie Pfeile=Lucken im Zellrasen
(Eichstaedt et al., 2008).

2.14.3 Modelzelllinie A549

Die A549Zelllinie wurde urspriinglich aus der Lunge einesj&@&igen mannlichen
Patienten mit einem Lungenadenokarzinom isoli&iard et al., 193). Sie leitet sich

von Typ IFPneumozyten ab, welchgch in den Alveolen der menschlichen Lunge
befindenund fir diesurfactantProduktion zusténdig sinfLieber et al., 1976)Die
Zellen zeigen keinen einheitlichen Phéanotyp. Die einzelnen Zellen kénnen sich stark in
GroRe und Morphologie unterscheiden, tautie Anzahl der Zellkerne kann stark
variieren Abb. 29 B). Die A549Zellen wachsen als polarisierte Monolayer. Sie bilden
Zell-Zell-Kontakte aus, ar keinen dichten Rasemach den Untersuchungen von
Lieber et al. (1976) ist diese Modelllinie filir vitro-Analysen von Sekretionsvorgangen

in der humanen Lunge geeignet.

Die Zellen wurden uns freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Vélker vom
Interfakultaren Institut fur Genetik und Funktionelle Genomforschung der Universitat

Grdfswald zur Verfiigung gestellt.

A [
Abb. 29: Phasenkontrasiufnahmen von A54%ellen mit der Biostation IMA) eine isoliert auf der
Kulturschalesitzende A54%elle, B) eine Gruppe von A543ellen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zellkultivierung

Samtliche Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bediggun an mer Zellkultur

bank Clean Bench, Thermo Fisher ScientifielERAsafe® K$ mit laminarer
Stromung durchgefihrt. Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Msutika
2.1.21) vor Verwendung im Wasserbad auf 32 erwarmt.Die Zellen wurden auf
beschichteten Zellkulturschalen (100 x @, Cell+, Sarstedt 83.1802.008 im
Zellzuchtinkubator Thermo Fisher ScientifiddERAcell® 150 bei 37 °C, 5 % CQ

und einer relativen Luftfeuchte von 95 % kultiviert.

Fur die Passagierung der konfluent gewachseeZellen wurde das Medium abgesaugt
und die Zellen mit ca. 5 ml PBS (siehe 2.1) gewaschen, um die Trypsin
inhibierenden Bestandteile des Mediums zu entfernen. Anschlieend wurden die Zellen
mit 1 ml 0,05 % Trypsin + 0,02 % EDTAsiehe 2.12.1) bei 37°C und 5 % CQ
inkubiert, dabei hing die Inkubationsdauer von der verwendeten Zelllinie ab
(16HBE1406: 15 min, S9: 1 min, A549: 4 minEDTA komplexiert zweiwertige lonen

wie C&* bzw. Md¢f*. Es wird daher beim Trypsinieren eingesetzt, um noch nicht
weggevaschene Caund Md* abzufangen und so die Z&lkll-Kontakte durch Chelat
bildung zu destabilisiererburch leichtesKlopfen an den Boden der Zellkulturschale
wurde das Ablésen der Zellen ebenfalls unterstitzt. Danach wurde Medium auf die
Zellen gegebensorgfaltig resuspendiert und die Zellsuspension je nach gewlnschtem
Verhéaltnis der Passagierung auf neue Zellkulturschalen rigith&om Experiment
verteilt, in welche Medium im entsprechenden Volumen vorgelegt wurde.

Um die Zahl spontan mutierter Zell@ering zu halten, wurden die Zelleach etwa 30
Passagierungenerworfen und neu aufgetaute Zellen in Kultur genommen (siehe
2.2.1.3).

2.2.1.2 Kryokonservierung von Zellen
Die Zellen wurden bis zu eine Bedeckungsgrad des Schalenbodeos ca. 80%

kultiviert. Die Ablosung vom Boden der Zellkulturschale erfolgte wie in 2.2.1.1

beschrieben. Anschliel3end wurden die Zellen in 5 ml Zellkulturmedium aufgenommen,
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vorsichtig resuspendiert und in ein bi-Reagenzrohrcheiberfihrt und 3nin bei
Raumtemperatunnd 600 x g zentrifugiert (Heraeus® Sepatech Labofuge 200, Thermo
Fisher Scientific). Der Uberstand wurde vorsichtigedaugt und das Zellpellet im&
Einfriermedium (siehe 2.2.1) aufgenommen, sgfaltig resuspendiert und jerl der
Zellsuspensionin ein Kryorbhrchengegeben.Um eine langsame Abkuhlung zu
ermoglichen, wurden die Kryordhrchen in eingr8porbox gestellt und bei80°C
gelagert. Nach einer Woche wurden die Kryoréhrchen in eine Kryobox fir Reaktions
gefal3e gegeben und dauerhaft-86i°C gelagert.

2.2.1.3 Rekultivierung von eingefrorenen Zellen

Die eingefrorenen Zellen wurden unter stéandigem Invertiedes Kryoréhrchens
schnell in den Handen aufgetaut. Die Zellsuspension wurde dann auf 2 Zellkultur
schalen 100 x 20mm, Cell+, Sarstedt83.1802.008in die jeweils 10ml vorgewarmtes

(37 °C) Medium (siehe 2.2.1) vorgelgt wurde, aufgeteilt und bei 3C und 5 % CQ
inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Medium gewechselt, um das DMSO des
Einfriermediums (siehe 22.1) zu entferen. AnschlieBend wurden die Zellen, wie in

2.2.1.1 beschrieben, kultiviert und nach der 2. Passage fur die Experimente verwendet.

2.2.1.4 Test der Zellkulturen auf Kontamination mit Mykoplasmen

Um eine Kontamination mit Mykoplasmen in den Zellkulturenzasshlie3en, wurden
diese in regelmaligen Abstanden untersuchtir die Detektion mdglicher
Mykoplasmeninfektionen wurde der DNAFarbstoff Bisbenzimid H33258§siehe
2.1.2.1)benutzt. Dieser bindet an die DNA und farbt somit neben den Zellkernen der
Modellzellen auch die MykoplasmddDNA (Battaglia et al.,, 1994 Bei einer
eventuellen MykoplasmeKontamination konnen diese als kleine Punkte im
Zytoplasma der Zellen oder im parazellularen Bereich erkannt werden.

Die Zellen wur@én auf Deckglaschen24 x 50 mm Carl Roth 1871.) in den
Zellkulturschalen 100 x 20mm, Cell+, Sarstedt 83.1802.008 bis zu einen
Bedeckungsgrad des Schalenbodens ca. 80 % kultiviert. Nach Absaugen des
Zellkulturmediums wurden die Zellen mit ca. 5 ml PB$ele 2.1.2) gewaschen.
Anschlie3end wurden 15 ml einer 4igen Formaldehyd.6sung (siehe 2.2.1) auf die
Zellen gegeben und diese fir mindestens 20 min fixiert. Die Formaldeisythg
wurde dann abgesaugt und die Zellen erneut mit ca. 5 ml PBS gewaschen. Die

Deckgléchen wurden anschlieRend in eine neukkidleurschale gegeben, mit 5@0

62



2 Material und Methoden

Bisbenzimid (0, g/ml, siehe 2.2.1) Uberschichtet und 10 min im Dunkeln inkubiert.
Danach wurden die Deckglaschen kurz mit A. dest. gewaschen und das Uberschissige
Wasser mit eiem Papiertuch entfernt. Die B wurden anschlieRend mit &b

Mowiol mit DABCO (siehe 2.2.1) auf einem Objekttrager (Carl Rotl879.))
eingedeckelt und Uber Nacht im Dunkeln getrocknet. Die Proben wurden mit einem
FluoreszenzmikroskopNikon, Eclipse TE 300 bei einer Anregungswellenléange von

aex = 346 nm und einer Emissionswellenlange ap = 460 nm mikroskopiertDie

Tests der fur diese Arbeit verwendeten Zellkulturen auf eine Infektion mit Myko

plasmen waren stets negativ.

2.2.1.5 Gewinnung prinérer Nasenepithelzellen aus humanen Polypen

Aus humanen Nasenpolypen sollten primare Nasenepithelzellen gewonnen werden.
Dazu wurden Patiente{Nichtraucher)Polypen aus denSinus ethmoidale$ieraus
operiert, wobei die Epithelschicht inklusive der Verbindung zum Knochen entfernt
wurde.Dieses Projekt wurde in Kooperation mit Oberd&&tDr. Achim Beule von der
HNO-KIinik in Greifswald durchgefiihrt und vonder Ethikkommission der
Universitadtsmdizin genehmigt.Die Patientenwurden Uber das Forschungsvorhaben
unterrichtet und erklarten sich zur Weiterverwendung der entnommenen Gewebeproben
fur wissenschaftliche Zwecke ausdriicklich bereit.

Die im 50 ml-ReagenzréhrcheerrhaltenennasalenPolypen wuden mit der Wasch
|I6sung (siehe 2.2.1) gespult undanschliel3enanit 10 ml 0,05 % Trypsin + 0,0%
EDTA (siehe 2.2.1) bei 37 °C und 5 % COfur 15 min im Zellzuckinkubator
(Thermo Fisher ScientificHERAcell® 150 inkubiert Mit Hilfe eines Zellsieb
(PorengroRRe 40 unBD Biosciences35234Q wurden die im Uberstand befindlichen
Zellen von den Geweberesten getrennt und in einem neuenl-B&@agenzrohrchen
aufgefangen. Mit 5 ml FBS wurde der Trypaferdau gestoppt. Danach erfolgte die
Zentrifugationbei 1215 x g (Heraeus® Labofuge400R, Thermo Fisher Scientific) fur
10min bei RT. Das entstandene Pelleurde in 200 pl vorgewarmtem (3T)
Kulturmedium fur primére Nasenepithelzellen (siehe221).resuspendiert und in ein
Viertel der HiQ*Platte 85 x 14 mm Mediumvolumen = 500 pl je Viertel, ibiTreat,
ibidi, MZ100040Q gegeben. Dieses Kulturschalchen wurde zuvor mit einer dinnen
CollagenSchicht (Collagen ABiochrom AG, L 7220 Uberzogen, um ein besseres

Anheften der Zellen zu gewadhrleisten. Die Ku#érung der Zellen erfolgte im
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Zellzuchtinkubator Thermo Fisher ScientifiddERAcell® 150 bei 37 °C, 5 % CQ

und einer relativen Luftfeuchte von 95 %.

Fur etwa 14 Tage wurde das Medium taglich gewechselt, dabei wurden sanft die
mitgefuhrten Erythrozyteweggewaschen. Die Zellen wurdenter dem Mikroskop

(Carl Zeiss Jenastets auf Pilzbefall Gberprift. Sobald der Rasen konfluent war, wurden

die Time lapseAufnahmen mit der Biostation IM von Nikon durchgefuhrt (siehe 2.2.2).

2.2.2 Morphologische Beobachingen(Time lapseMikroskopie)
2.2.2.1 Vorbereitung der Zellen

A) Untersuchungen zur Wirkung verschiedener Virulenzfaktoren

Die Zellen wurden, wie in 2.2.1.1 beschrieben, auf beschichtetddisiu
Zellkulturschalen35 x 14 mm Mediumvolumen = 2 ml, ibiTreat, ibid§115§ bis zur
Konfluenz kultiviert. Vor der Unterbringung in der Biostatitvd (Nikon) wurden sie

mit frischem Zellkulturmedium (siehe 2.11) versehen. Es folgte die Inkubation bei
37°C und 5 % CQ@ im Zellzuchtinkdbator fur ca. 15 min, um das Medium zu
konditionieren. Dann wurde der gewinschte Virulenzfaktor in entsprechender Konzen
tration (Tab. 5) hinzugegeben. Sofort wurdée Aufnahme mit der Biostation (siehe

2.2.2.2) gestartet. Fiur die rekombinanten idsine diente PBS als Kontrollansatz

Tab.5: Konzentration de¥irulenzfaktoren fur diefime kpseAufnahmen.

Virulenzfaktor von S. aureus Endkonzentration
Lipoteichonséure (LTA) (siehe 2.12) 1 pg/ml
Peptidoglykan (PGN) (siehe 2.12) 10 pg/ml
rekombinantes Hamolysin A (rHla) (sieBel.11) 200 ng/ml

1000 ng/ml

2000 ng/ml
rekombinantegi&molysin B (rHIb) (siehe 2.1.1) 5000 ng/ml

B) Untersuchungen zur Inhibition einzelner Proteinkinasen verschiedener

Signalwege

Fur die Hemmung einzelner Proteinkinasen wurden 3 pl des entsprechenden Inhibitors
bzw. 1,5 pl vom Akt-Inhibitor IV (siehe 2.1.2, Tab. 6) in 3 ml frischem Kultur

medium vorgemischt und 2 ml davon auf die Zellen Uberfihrt. Nach einer Vor
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inkubationsdauer von 15 min erfolgte die Zugaba 2000 ng/ml rHIla (siehe 2.11).

Sofort wurde diAufnahme mit der Biostation (siehe 2.2.2.2) gestartet.

Tab.6: Verwendete Inhibitoren fur di€éimelapseAufnahmen.

Inhibitor Endkonzentration

ALLM 12,5 pmol/l
Akt-Inhibitor IV 5 pumol/l
Bisindolylmaleimid | 0,75 pmol/l
Calmidazolium 5 umol/l
GM 6001 10 pmol/l
H-89 0,5 pmol/I
JSH23 (NFaB Activation Inhibito) 50 pmol/I
KN-93 5 umol/l
SB202190 10 pmol/l
PD098059 10 pmol/l
PP2 50 pmol/l
Wortmannin 1 pmol/l

C) Untersuchungen zum C&'-Einfluss auf die Morphologieder Zellen

Die Zellen wurden, wie in 2.2.1.1 beschrieben, auf beschichtet@istpZellkultur-
schalen 35 x 14 mmMediumvolumen = 2 ml, ibiTreat, ibid81156 bis zur Konfluenz
kultiviert. Vor der Unterbringung in der Biostation wurden sie mit frisclzetkultur-
medium(siehe 2.1.2) versehen. Es folgtie Inkubation bei 37 °C und% CQO, im
Zellzuchtinkubator fur ca. 15 min, um das Medium zu konditionieren. Dann wurde
EGTA (pH 7,6) bzw. der gewiinschte ‘Gaktivator (siehe 2.2.3) in entsprechender
Konzentration Tab. 7) hinzugegeben. Sofort wurde die Aufnahme mit der Biostation

(siehe 2.2.2.2) gestartet.

Tab.7: Verwendete Reagenzien fiile Time hpseAufnahmen zur Uberpriifung des C&influss.

Ca”*-Aktivator/Chelator Endkonzentration

A23187 5 pumol/l
EGTA (pH 7,6) 30 mmol/l
lonomycin 1 pmol/l
Thapsigargin 250 nmol/l

2.2.2.2 Aufnahme des Bildmaterialsnit der Biostation IM

Die Biostation IMvon Nikon ist ein kombiniertes Gerat aus Mikroskop, Digitalkamera
und Inkubator Abb. 30). Somit kdnnen Zellen bei 37 °C und 5 % L£keobachtet
werden, wasTime lapseAufnahmen Uber einen langeren Zeitraum ermoglicht. Die

Bildwiedergabe erfolgt Giber einen angeschlossenen Monitor miABK: 80). Mit der
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dazugehorigen Softwar@/ersion 2.} wird das Gerat gesteuert. Es sind nicht nur
Phasenkontrastaufnahmen maoglich, sondern mit den entsprechenden Einstellungen auch
Fluoreszenzbilder. Dazu muss zusatzlich ein Filter der gewlnschtdienldfege
eingesetzt werden.

LED
S 4 lllumination
Humidifier |

' | ' l Ob]ecnve

Microscope
- Fiber illumination
+

Chamber

Fluorescence
filter
Jube lens

Camera

Heater

COz gas ‘

A)

L

|
T ]

Gas regulator ) PC
=
b ’
J 0
De0 et Lt Intansilight
C0z gas mixer BioStation IM Ergo controller

B)
Abb. 30: Aufbau (A) und AnschlusssystertB) der Biostation IM(www.nikoninstruments.com).

Vor der Bildaufnahmevurde der C@Gasmischer angeschaltet, 15 min spateCdig
Gasflaschegedffnet und schliel3lich die Biostati@mgeschigéet, damit sie sich bis auf

37°C erwarmen konnte. Danach wurde das dazugehd?iggramm von Nikon
gestartet und die entsprechenden Parameter (z.B. Filter, Belichtungszeit, Vergrol3erung
u.a.) eingestellt. Die {Dish-Zellkulturschalen(35 x 14 mm Mediumvolumen = 2 ml,
ibiTreat, ibidi, 81159 mit den stimulierten Zellen wurden dann ohneck¥ in die

dafir vorgesehene Kammer gestellt und 12 Punkte zur Beobachtung gdwénhlt.
Aufnahmen des Bildmateriaksfolgten alle 3 min fur 24 PAnschlie3end wurdemit

Hilfe der Software die Filme im AWVWFormat hergestellt. Fotos wurden mit dem

Programm ebenfalls produziert. Wurden -®fi-Zellkulturschalen (35 x 14 mm
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Mediumvolumen = 500 ul je Viertel, ibiTreahidi, MZ10004Q verwendet, wurden je
Viertel 3 Punkte zur Beobachtung ausgewahlt.
Ausgewahlte, reprasentative Originalfiime aus dBme lapseMikroskop sind dieser
Arbeit in elektronischer Form aldVDs beigefligt

2.2.23 Quantifizierung der Bildung parazellularer Licken

Um die produzierten Filme objektiv vergleichen und beurteilen zu kénnen, wurde der
Bedeckungsgrad der Zellen Uber digit ermittelt. Das Entstehen parazellularer Licken
konntein vivo dem Bakterium als Eintrittspforte in den Wirt dienen und ist deshalb ein
wichtiger Parameter der morphologischen Verédnderung.

Die Filme wurden dazu uUbered QuickTime Player\ersion 7.7.1, Apple Inc)
wiedergegeben und stindlich gestoppt, um das jeweilige Bild zu kopieren und im
Progranm ImageToolfir Window (Version 3.0,UTHSCSA einzufligen. Mit den
entsprechenden Werkzeugen dieser Software wurde die Gesamtflache der Licken bzw.
der Zeltbedeckten Anteile der Zellkulturschademittelt.

Die Auswertung erfolgte mit Microsoft® Office Excel 2007 durch Berechnung von
Mittelwerten und Standardabweichungen und anschlieBender Darstellung der
ErgebnisseDie Bestimmung der Signifikanz wurde mit défilcoxon-Rangsummen

test (SPSS 11.0,SPSS Inq. durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau wurde fir alle
Ergebnisse bei p < 0,05 festgelegt.

2.2.24 Live/DeadUntersuchung
Nach der Aufnahme des Bildmaterials tber 24 h, wurde die gleiche Zellkulturschale zur

Bedimmung der Vitalitat der Zellemit dem Live/Dead® Fixable Green Dead Cell
StainKit (Invitrogen, L-2310) genutzt.Dazu wurde das alte Medium abgesaugt, die
Zellen mit PBS (siehe2.1.21) gewaschen und die Verdinnung dese/Dead
Farbstoffs (entsprechdnder Beschreibung des Kits von Invitrogen) auf die Zellen
gegebenJe starker diese am Ende der Inkutrareit (30 min, 37 °CG3 % CQO,) grin
fluoreszierten, desto starker war die Schadigung. Ist die Plasmamembran der Zelle
intakt, kann nur wenig Farbstadindringen und die Fluoreszenz ist niedrig. Bei starker
Zellschadigung oder gar Tod der Zellen, kann der Farbstoff ungehindert ins Zytoplasma
der Zelle wandern und verursacht eine starke Fluoreszdriz. 81). Nach Ende der
Inkubationsperiodevurde die Farbstofflésung wieder abgesaugt, die Zellen mit PBS

gewaschen und frisches Zellkulturmediusiefie 2.1.2.) dazugegeben. Die Zellkultur
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schalen wrden dann ohne Deckel in die dafir vagleene Kammer der Biostation IM
gestellt, die Punkte zur Beobachtung gewahlt und die Aufnahme gestartet. Dabei musste
im Programm der eingesetzte Filter zur Verwendung angeklickt werden. Die
Anregungswellenlange lagei 488 nm und die Emissionswellenlange bei 520 nm.
Dabei erfolgte die Darstellung entsprechend des Programms in Falschfarben
(Grunfluoreszenz) Nach 10 min wurde die Aufnahme beendet und mit Hilfe der
Software (Nikon, Biostation IM Version 2.0ylie Filmeim AVI-Format hergestellt.

Diese wurda mit dem QuickTime Player (Version7.1 Apple Inc.)gedffnet, um ein

Bild zu kopieren und mit Microsoft® Office Picture Manager 2010 ins THBFmat zu
exportieren.
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Abb. 31: Prinzip dedLivelDead® Fixable Green Dead Cell Stain Kitinks: intakte Zelle, der Farbstoff
reagiert nur mit der Oberflache der Zelied die Fluoreszenz ist schwacledRts: die Zellmembran ist
stark geschadigt, der Farbstoff dringt in die Zelle und die Fluoressiesehr stark (www.invitrogen.de).

2.2.3Bestimmungder Zytokinakkumulation im Zellkulturmedium mit
der FluoreszenzDurchflusszytometrie

2.2.3.1 Vorbereitung der Zellen

Die Zellen wurden wie in 2.2.1.1 beschrieben atdfo6h-Zellkulturschaén (Cell+,
Sastedt 83.1839.30D bis zueinem Bedeckungsgrad der Kulturschaden etwa 90/
kultiviert. Dann wurde das Zellkulturmedium (2 ml) gewechd@ie Zellen wurden zur
Erholung fur 24 kultiviert, bevor die Exprimente gestartet wtid Uberstande fir die
FACSbasierte Quantifizierung der Zytokine gewonnemrden Dazu wurdendie
Zellen wie folgt behandelt.

A) Untersuchungen zur Wirkung von Hla und HIb in Abhangigkeit von der
Konzentration
Dazu wurde 1 ml Zellkulturmedium entfernt und durch frisches ersetzt. Es erfolgte die

Zugabe der rekombinanten Hamolysineidd B (Tab.8), sowiePBS Giehe 2.1.2) als
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Kontrollansatz. Naclder Inkubatiorszeit von éh (bei 37 °C und 5 % C£ wurde 1ml
des Uberstands abgenommen, in ein 1,8Redktionsgefaiegeben und bei80°C

eingefroren.

Tab.8: HamolysinKonzentrationen fldie Zytokinbestimmung mittels FAGSnalyse.

rHla rHlb

200 ng/mi 500 ng/mi
500 ng/mi 1000 ng/ml
1000 ng/ml 2000 ng/ml
2000 ng/ml 5000 ng/ml

B) Untersuchungen zur Inhibition ausgesuchtetProteinkinasen

Fir die Untersuchungen der involviert8ignalwege nach rHidbzw. rHIb-Behandlung

der Zellen wurdezunachst 1 ml Zellkulturmedium von den Zellen entfernt und durch
frisches Medium, in welchem die ausgewahlten Inhibitosehe 2.1.2, Tab. 9) in
entsprechender Konzentration vorverdinnt wurden, auf die Zellen tberfihrt und far
15min vorinkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von P@&he 2.1.2) als Kontrolle,
2000ng/ml rHIa oder 500tg/m rHIb (siehe 2.1.1). Nach Inkubation bei 37 °C und

5% CQ, fir 6 h wurde 1 ml des Uberstands abgenommen, in BimitReaktionsgefal

gegeben und beB0 °C eingefroren.

Tab.9: Verwendete Inhibitoren fur die Zytokinbestimmumgitels FACSAnalyse.

Inhibitor Endkonzentration

Calmidazolium 5 umol/l
JSH23 (NFaB Activation Inhibitorll) 50 pumol/l
KN-93 5 umol/l
SB202190 10 umol/l
PD098059 10 umol/l
Wortmannin 1 pmol/l

2.2.3.2Probenaufbereitung undFACS-Analyse

Die tiefgefrorenen Uberstande wurden ziigig aufgetaut und auf Eis gestellt. Die
Probenaufbereitung erfolgte zunéachst entsprechend der AnweisurigosdSytomix
HumanTh1/Th2 11plex Kit(ebioscienceBMS810FF fur DurchflusszytometrieMit

Hilfe dieses auf kioreszenz basierenden Immunoasgayfahrens kann die parallele
Identifikation und Quantifizierung von 11 verschiedenen Zytokinen in nur einer Probe
durchgefuhrt werden. Die Unterscheidung im Durchflusszytometer erfolgt nach Grof3e,

Wellenlange und Intertsit der Fluoreszenz spezieller MikropartikBe@d3. Diese sind
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mit verschiedenen Primdntikorpern beschichtet. Nach Zugabe d&gadszu den
Proben bzw. den Zytokinstandards wurde ein zweiter Bladimjugierter Antikbrper
zugefugt, der die mit dem eest Antikdrper gekoppelten Zytokine bindet. Nach Zugabe
des StreptavidiPhycoerythrin (PE), welches das BieHnjugat erkennt, konnte das
fluoreszierende Signal spater im FACHuprescence Activated Cell SortjpGerat

( FACS AT jBDBiostientepgenessen werden. Aufgrund der Antikbrperspezifitat
und der Eigenfluoreszenz der Partikel lassen sich hier die Zytokine zuordnen und wegen
der PEFluoreszenzintensitat der gebundenen Sekundarantikdrper, kann auch die
Konzentration der verschiedenen Zytokinestimamt werden(Produktbeschreibung

ebioscience).

Q
P o 1

@ Zytolun :@j bnd:nyherta'AK Streptawdln PE @;j

Fluoreazierender Das spezifische Ein bictin-konjugierter Streptavidin-

Bead, beschichtet mit Zytokin bindet an die zweiter spezifischer Phycoerythrin bindet

AR, gekennzeichnet AK der Beads AK bindet an die an die Bictin-

durch Gréflle und Zytokine Konjugate und ssine

Spektralbereich Fluoreszenz kann im
FACS gamessen
werden

Abb. 32: Prinzip der Zytokinbestimmung mittels der Durchflusszytometrie (Belo@920

Die Zahlung der Beads und somit die Konzentrationsbestimmung der Zytokine wurde
mit dem FACScell sorterF A C S A r i i BDI Bio$ciencesler Arbeitsgruppe von
Prof. Volker vom Interfakultaren Institut fir Genetik und Funktionelle Genomforschung
der Univesitéat Greifswaldvon Dr. Petra Hildebrandt durchgefuhrt. Die Bedienung des
Geréats und die Generierung der Daten erfolgte mit HilfeFdér C S D i -Sofiwiare

(BD Biosciences Dabei wurden die Proben auf g@nde Zytokine hin untersucht:
Interferono ( -b FIMerleukin2 (IL-2), Interleukind (IL-4), Interleukin5 (IL-5),
Interleukin6 (IL-6), Interleukin8 (IL-8), Interleukin10 (IL-10), Interleukin12p70 (IL-
12p70) Interleukinl b -1 & JLumorNekroseFaktorU  ( JUN FumorNekrose
Faktorb ( DN F

Nach den ersten Ergebnissen stellte sich heraus, dass besonders Intérlenkir3

von den Modellzellen sezerniert werdemnd deswegen wurden in den spateren
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Experimenten mit den Inhibitoren nur diese beiden Zykokine betrachtet. Dazu wurde
dasFlowCytomix Himan Basic Kiund dieFlowCytomix Humarsimplex Kitdur IL-6
(ebioscienceBMS8213FF und IL-8 (ebioscienceBMS8204FF eingesetzt.

2.2.3.3Statistische Auswertung der FACSDaten

Die mit derF A C S D i -Sofiwfare BD Biosciencesgewonnenen Daten wurden in das
ProgrammFlowCytomix Pro 2.2 €bioscienceeingelesen und so aufbereitet, dass die
Weiterverarbeitung irMicrosoft® Office Excel 201Cerfolgen konnteDie durch die
FACSAnalyse gewonnenen Daten wurden dann als Mittelwerite dazugehdriger
Standardabweichung graphisch dargestellt. Die Bestimmung der Signifikanz wurde mit
dem WilcoxoaARangsummentest(SPSS 11.0, SPSS InQ. durchgefihrt. Das

Signifikanzniveau wurde fur alle Ergebnisse bei p < 0,05 festgelegt.

2.2.4 Quantitative Bestimmung des Zytokins TGFb 2

2.2.4.1 Vorbereitung der Zellen

Die Zellen wurden, wie in 2.2.1.1 beschrieben, awfo6h-Zellkulturschalen Cell+,
Sarstedt 83.1839.30D bis zur Konfluenz von etwa 90 % kultiviert. Dann wurde das
Zellkulturmedium (2 ml) gwechselt und am nachsten Tag die Uberstande fur die
ELISA-Analyse gewonnen.

Dazu wurde 1 ml Medium entfernt und durch frisches ersetzt. Es erfolgte die Zugabe
der rekombinanten Hamolysine (siehe 21) A (2000 ng/ml) und B (500Qg/ml),
sowie PBS(siehe2.1.21) als Kontrollansatz. Fir den Zeitpunkt O wurde sofort jeweils
1 ml abgenommen, in ein 1,5 1#Rkaktionsgefa§egeben und beB0 °C eingefroren.

Die in den anderen Lochern der Zellkulturschalmslierten Zellen wurden bei 3TC

und 5 % CQ inkubiert. Nach 2 h, 4 h, 6 h und 10 h wurden wiederum 1 ml des
Uberstands aus den entsprechendaesitzen abgenommen, in ein ibReaktions

gefald gegeben und b&0 °C eingefroren.

2.2.4.2 Vorbereitung der Proben fir ELISA

Da mit dem ZytokirMultiplex-Assay (siehe 2.2.3.2) das moglicherweise von
gestressten Atemwegsepithelzellen gebildete -bBGF ni c h't besti mmt we
wurde ein ELISA énzymdinked immunosorbent asgafssay fur die Testung der

Zellkulturiiberstande eingesetilie tiefgefrorenerJberstande wurden ziigig aufgetaut
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und auf Eis gestellt. Die Probenaufbereitung erfolgte entsprechend der Anweisung des
ELISA HumanTGFb ZPlatinumKits (ebioscienceBMS254).

Die zu dem Kit gehdrende 9éch-Platte war mit dem Prim&kntikdrper gegen TGF

b2 beschichtet. Nach Zugabe der Proben bz
befindlichen Zytokine vom Antikdrper gebunden. Nach einem Waschschritt wurde ein
zweiter Biotinkonjugierter Antikorper zugefligt, der die mit dem ersten Antikérper
gekoppelken Zytokine bindet. Nach der Inkubation erfolgte wiederum ein Waschschritt.
Anschlielend wurde das StreptavitHRP (orseradish peroxidase Meerrettich
peroxidase) hinzugegeben, welches das Bidtnjugat erkennt und spéater als Enzym
dient. Nach einemraeuten Waschschritt wurde das Substrat hinzugegeben, welches
von der Peroxidase erkannt wurde. Es folgte der Umsatz des Substrats und das
Reaktionsprodukt wurde durch Veré&nderung der Farbe sichilearmehr Zytokin
gebunden wurde, desto starker fiel diarlifeaktion aus.(Produktbeschreibung

ebioscience).

TMB Substrate

Abb. 33: Prinzip der Zytokinbestimmung mittels ELISA (www.ebioscience.com).

Durch Zugabe einer S&ure wurde die Reaktion gestoppt und anschlieRend im
AbsorbanceMicroplate-Reader(BioTek InstrumentsELx808IU TM) vermessenMit

dem Programm Gen5BioTek Instrumenfs wurde das Gerat gesteuert und die
gewilnschten Parameter festgelegt. Die Messung erfolgte bei RT, und die Anregungs
wellenlange betrug 450m. Als auszugegebene Standardkurve wurde eine nichtlineare

5-ParameteGleichung gewahilt.
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2.2.4.3Statistische Auswertung

Die Auswertungund Darstellung der Ergebniseeolgte mit Microsoft® Office Excel
2007 bzw. 2010Dieses Experimentvurdenur einmd durchgefuhrtDa sich die TGF

b XKonzentrationm Uberstand behandelter Zelléber die Zeit kaum anderterfolgte

keinesystematisch&ntersuchung dieses Zytokins.

2.2.5 Messung der intrazellularen C&-Konzentration

2.2.5.1 Vorbereitung der fluorometischen Messung

Vor Beginn der Messungemwurde die Arbeitslosung LBS (siehe 2214) im
PolycarbonaErlenmeyerkolbenThermo Fisher Scientific, 4168125 angesetztim
Wasserbaduf 37°C erwarmtund wahrend des gesamten Untersuchungszeitraum warm
gehalten.Es wurde immer eine &ahaltige Arbeitslosung hergestellt und ggf. eine
weitereArbeitslésung ohne Cagnominell C&'-freie LBS;siehe 21.24).

Von der nach 2.2.1.1 vorbereiteten Zellkusithrale wurde mittelsirger Pasteurpipette
das Medium abgesaudiach em Waschen der Zellen mit can® PBS 6iehe 2.1.2),
wurde 1 ml 0,086 Trypsin mit Q02% EDTA (siehe 2.12.1) dazugegebemnd die
Zellen bei 37°C und 5% CQ;, inkubiert. Die Inkubatinsdauer war abhangig von der
verwendeten Zellsorte (sieche 2.2.1.1). Die Zellsuspension wurde mitl 766-
haltiger LBSArbeitslosung aufgenommen, in eind2l-ReaktionsgefalX Uberfuhrt
und 2 min bei 60& g zentrifugiert Heraeus® Biofuge® pico 17, Thermo Fisher
Scientific). AnschlieBend wurde der Uberstand veintig dekantiert, das Zellpellet in
750¢l Ca*-haltiger LBSArbeitsldsung sorgfaltig resuspendiert und ernemtir? bei
600x g zentrifugiert. Der Uberstand wurderworfen, das Zellpellet in 181 C&*-
haltiger LBSArbeitslésung aufgenommen und sorgfaltig resuspendiert.cl7sl@r
Zellsuspension wurden in ein 2jl-Reaktionsgefald 1 tberfuhrt, in das 8, 1ndo-
1/AM (Endkonzentration: $mol/l, siehe 2.1.2) voigelegt wurde. Fiur die Messung
mit A549-Zellen wurden anschlieBend 3 Pluronic F127 (Endkonzentration:
78emol/l, siehe 2.1.2)) und 3ul Probenecid (Endkonzentration: Zytimol/l, siehe
2.1.24) dazugegeben (Farbstoffbeladung), um den Raustranspdrddes/AM durch
unspezifisch&anéle Padar et al.2004; Produktbeschreibungeruverhindern.

Die Ubrigen 75@| Zellsuspesion wurden in ein weiteres 2n0l-Reaktionsgefal® 0
Uberfuhrt. Alle ReaktionsgefaRe mit IndéAM bzw. Indol wurden wahrend der

gesamten Vorbereitung mithilfe von Aluminiumfolie vor Licht geschitzt. Beide
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ReaktionsgefalR¢0 und 1) wurden 3énhin bei 37°C und unter leichtem Schitteln
inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Zellsuspension im Rewdgefald 1 fir
2min bei 600x g zentrifugiert und ansdelRend das Pellet erneut in 780Ca*-
haltiger LBSArbeitslosung sorgfaltig resuspendiert (Erholungsphase).
Wahrenddessen wurde idas 2,0ml-ReaktionsgefaR 2 3¢l Indo-1/AM (End
konzentration: £mol/l) vorgelegt und & Zellsuspension aus Reaktionsgefal3 0 in
Reaktionsgefald 2 Uberfuhrt. Fur die Messung mit ABdlen wurden anschliel3end
3,7 ul Pluronic 127 (Endkonzentration: 73mol/l) und 3ul Probenecid (Endkonzen
tration: 2,5mmol/l) dazu gegeben. Beide Reaktiogfae (1 und 2) wurden wieder
30min bei 37°C und unter leichtem Schutteln inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Zellsuspensioddan Reaktionsgkil3en

2 min bei 600x g zentrifugiert. AnschlieRend wurde das Zellpellet in Rieakgefald 2

in 750l Ca*-haltiger LBSArbeitslosung sorgfaltig resuspendiert l{Blungsphase)
und 30min bei 37°C und unter leichtem Schitteln inkubiert. Das Zellpellet i
ReaktionsgefaR 1 wurde in 78D C&*-haltiger LBSArbeitslosung sorgfltig
resuspenigrt und erneut 2min bei 600x g zentrifugiert. Dieser Schritt wurde ein
weiteres Mal wiederholt.

AnschlieRend wurden @I C&*-haltige oder CZ-freie LBSArbeitsldsung (je nach
Versuchsansatz) in eine Kuvette gefullt. Das ZellpelleR@aktionsgefal? 1 wurde mit
750¢l LBS-Arbeitslosung aus der Kivette aufgenommen, sorgfaltig resuspendiert und
die Zellsuspension dann in die Kivette Uberfiihrt. Mit der Zellsuspension in Reaktions

gefall 2 wurde nach Ende der Erholungsphase ebenso verfahren wie oben beschrieben.

2.25.2 Fluorometrische Messung

Die fluorometrischen Messungen wurden mit dem Fluoreszenzspektrometer

AFl uof3dMaxn HORIBA Jobin Yvon durchgef¢hr
die Datenaufnahme erfolgten mit der dazugehorigenf t war e AHDRIBA MA XA
Jobin Yvon. Fur die Messungen waden AcrytKivetten (0 x 10 x 48 mmSarstedt

67.755 verwendet. Die Zellsuspension in der Kivette wurde wéhrend der Messungen
standig mithilfe @es MikrorihrstabsMWR) durchmischt und durch eindgmwalz
thermostaten Thermo Fisher Scientific, Haake Typ 42B bei einer konstanten

Temperatur von 37 °C gehalten.
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Im Mess und Datenerfassungsprogramm ADat a MA
Acaindo2.expfi ausgew?2hlt sowi e ein Name f
A Ca 2 5 0 3 hie Mepsurfy prfolgte bei einer Anregungswellenlangesygr838nm

und bei einer Emissionwellenlange veg~=400 nm. Die Weite der Spaltblenden der
Monochromatoren wurde jeweils auf 2 nm eingestellt, so dass die Signalintensitat

3 Millionen cps €ounts r secondinicht Uberstieg.

Nach dem Start der Messung wurde alle 2 s ein Messwert der Fluoreszenzintensitat in
cps aufgenommen. Nach der Aufnahme der Experimentaldaten erfolgte die ¥agabe
Digitonin (Endkonzentration: 56mol/l, siehe 2.1.2.3)Sowurden die Zellen am Ende

der Messung permeabilisiert, Inddrat auslen Zellen aus und konnte fre@et*-lonen

im Medium binden. Da die G&Konzentration im Medium 1,8xmol/l betrug, wurden

alle Farbstoffmolekiile mit G&lonenbeladen, und es ergaltisiein Maximalwert fiir

die Fluoreszenzintensitat,gk Der Minimalwert fir die Fluoreszenzintensita,F

wurde nach Zugabe von EGT@&ndkonzentration: 5 mmol/l, pB.,8, siehe 2.1.3)

bestimmt, welches eine groRere Affinitat den C&*-lonen besitzt undindo-1 die
lonenentzog Anschliel3end wurde die Messung beendet und die Metsais ASCH

Datei exportiert.

2.2.53 Auswertung

Zur Eichung der aufgenommenen Fluoreszenzintensitaten wurden jeweils ein Maximal
und ein Minimalwert fur die Fluoreszenzing#iét (siehe 2.2.5.2), fx (Zugabe von
Digitonin) und R, (Zugabe von EGTA), bestimmt. Die intrazellulare Ca
Konzentration [C&]; wurde mit folgender Gleichung berechnet:

( F- Fmin

[Ca”l=Kq4"
\ Fmax - F,-'

Kq ist die Dissoziationskonstante von Iaflound wurde empirisch ermittelt
(Grynkiewiczet al, 1985).

Die statistischerAuswertungn erfolgten mit Microsoft® Office Excel 2007 bzw. 2010
durch Berechnung von Mittelwerteand Standardabweichungen fir die jeweiligen

Versuche und die Darstellung der Ergebnisse
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3.1.1Morphologische Veranderungendurch rHla

Mit der Biostation IM (Nikon) wurden, wie in 2.2.2 beschrieben, die morphologischen
Verdnderungen der drei Zelllinien und auch primérer Nasenepithelzeken
Applikation von rHla untersucht Bereits in den Kontrollfilmermit unbehandelten
Zellen war eine gewisse Dynamik im Zellrasgchtbar(vgl. Beispielflm Al, B1, C1)
Diesewurde durch die Motilitdt der Zellen und ihReoliferationverursacht und war je
nach Zelltyp leicht verschieden. So teilten sich die ABéBen am haufigsterdie S9-
Zellen weniger oftund die 16HBE146-Zellen am wenigsten Dafir wurde bei der
letztgenannten Modellzelllinie eenstarke gleichzeitige Bewegung der Zelider den
Boden der Kulturplatte beobachfegl. Beispielfim Al). AuRerdem waren in geringem
Umfang auch die Bildung vowermutlich intrazellularen Vesikeln und auch das
Abldsen einzelner Zellen aus dem Rasen zu beobachidn34).

Abb. 34: Phasenkontrastufnahmenmit der Biostatio IMvon unbehandelten 16HBE14dellen. Es
haben sichVesikel gebildet(blauer Pfeil) undeine abgestorben&elle hat sich vom Boden der
Kulturplatte gelostgriner Pfeil).

Zunachst wurde zur Kontrolle der mégliche Einfluss von PBS auf die Zellform und die
Zellbewegung Uberpriift, da das rekombinante Hamolysin in diesem Raffag Es
konnte bei keiner Zelitiie eine Anderung der Zellmorphologie oder der Bewegungs
intensitat beobachtet werdefAbp. 35; vgl. Beispielflm A2, B2, C2) Die Zugabe von

! Ausgewdhlte, reprasentative Originalfime aus d&me lapseMikroskop sind dieser Arbeitn
elektronischer Form audVDs beigefiigt
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PBS als Vehikel fur die Testsubstanzen besitzt keinen sichtbaren Einfluss auf Form
oder Verhalten der Zellen.

Fur die Analyse der Effekte vonk@mbinantem Hla auf die Zellkulturen wurde die
DosisWirkungsbeziehung mit drei verschiedenen Konzentrationen von(28( 1000

und 2000 ng/ml)ermittelt (Abb. 36, Ph = PhasenkontrgsDie Zugabe vor200 ng/ml

rHla flihrte bei den 16HBE14e- und S9Zellen zu keinen Hla-bedingta
Veranderungen des Zellrasefwgl. Beispielflm A3, B3). Die A549Zellen hingegen
schienen sehr sensitiv zu sein und zeigten bereits nach 1 h deutlich ausgepragte
parazellulare Licken, dabei war eine starke Bildung von Zellauslamfiebeobachten

(vgl. Beispielflm C3). Mit 1000 ng/ml rHlaverlor auch dedl6HBE140-Zellverband

seine IntegritateEs wurden verstarkt Vesikel gebildet und die Zadll-Kontakte 16sten

sich nach etwa 1 h der Zugabévgl. Beispieliilm A4). Die A549Zellen bildeten
unmittelbar nach defpplikation des Toxins Licken, undereitsnach7 h betrug der
Anteil der Zellen an der Gesamtflache 65(9gl. Beispielflm C4). Der S9Zellrasen

blieb intakt und behielt seine normale Dynartigl. Beispielfim B4). Bei einer rHla
Konzentration von 2000 ng/ml reagierten alle drei Zelltypen Vi@tandeung der
Zellform, Losen der ZelZell-Kontakte und der daraus resultierendgitkenbildung

(Abb. 35, Abb. 36), wobei die SZellen die schwachste Antwort zeigten. Zwar verlor
der Zellragn auch etwa nach 1 h den Zusammenhalt, doch die Zellen waren in der
Lage, den Zellrasen durchProliferationsprozesse unerneute Anknipfung ra
benachbarte Zellen nach cah Tvieder zu schlieRefvgl. Beispielfim B5). Die Multi
chamel(Mch)-Bilder nach ar Live/DeadFarbung (siehe 2.2.2.4viesen auf einen
intakten Zellraser(Abb. 35). Die 16HBE14e-Zellen zeigtengroBe Anderungen der
Zellform undviele Zellen l6sten sich aus dem Zellverband. Nach etwa 5 h begann die
Bildung parazellularer Liicken, deren Flacheninhaltigstenf 50 %der Gesamtflache
zunahm Abb. 36, vgl. Beispielflm A5). Die Mch-Bilder zeigten einige stark
fluoreszierende Zellen, was auf stark gesatadder gar tote Zellen deutetebp. 35).

Die A549Zellen reagierten in gleicher Weise wie auf die niedrigeren Konzentrationen,
und der Anteil demit Zellen bedeckten Flache sank innerhalb von 24 h auf 68k (

36; vgl. Beispielflm C5). Hier konnte deLive/DeadFluoreszenzfarbstoff inahezuo5

% der Zellen eindringen und sorgte fur eine starke Fluoreszenz der zerstorten Zellen
(Abb. 35).
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16HBE140--Zellen $9-Zellen A549-Zellen

2000 ng/ml rHla PBS

(Live/Dead)
2000 ng/ml rHla

5 50 pm

parazellulérer Lucken (weie Pfeile).

Abb. 35: Time lapseAufnahmen mit der Biostation IMBildung
Obere Reihe: Zugabe noPBS als Kontrollel6HBE146 und A549 t= 24 h, S&3 h (Ph).Mittlere
Reihe: Zugabe von 2000 ng/ml rHI2a6HBE146 und A549 t= 24 h, S9 t=3 [Ph). Untere Reihe:
Live/DeadFarbung nach 24 h Inkubation n#000 ng/ml rHla Kich: Griinfluoreszenzbildemit der

jeweiligenPh-Aufnahme Ubeginandedargestellx
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Abb. 36: Anderung der mit Zellen bedeckten Flache der Kulturschale naghti verschiedener rHla
KonzentrationenObere Reihe: 200 ng/ml rHIdittlere Reihe: 1000 ng/ml rHla. tiere Reihe: 2000
ng/ml rHla. Die Kurvenreprasentieren Mittelwerte mit=Anzahl der unabhé&ngigen Zellpraparationen.

Fur n>2 sind diestandardabweichungen im stiindlichen Abstand und die Signifikanzen (*=signifikant mit

p<0,05) angegeben. Als Kontrolle diente PBS.
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Auch die Zugabe von 2000 ng/ml rHla zu primaren Nasenepithelzellen (siehe 2.2.1.5)
fuhrte zur Beeintrachtigung des Zellverbdanund zur Entstehung von parazelluléaren
Lucken @Abb. 37). Einige Zellen waren in ihrer Bewegung stark eingeschrankt und
wirkten wie erstarrt\(gl. Bespielfilm D2).

keine Zugabe n=2 —2000 ng/ml rHla n=2
120
100
80 M\—\_
60

40
20 |

Flache der Zellen in %

J\p-— o B) tinh

Abb. 37: Zugabe von 2000 ng/ml rHla zu primaren Nasenepithelzellen aus menschlichen Nasenpolypen.
A) Phasenkontrasiufnahme:Bildung parazellularer Licken (weiBe PfeileR#=h; B) Anderung der

durch Zellen bedeckten Flache der Kulturschale nach Zugabe des Toxins. Die Kontrolle erfolgte ohne
Zugabe. Die Kurven reprasentieren Mittelwerte mit jeweils n=2 unabhanigige Zellpréparationen.

3.1.1.1Beteiligung von Metalloproteasen an de rHla -vermittelten Zellformver -
anderung

Wie in 1.2.2.1 beschrieben, wird ADAM 1s mdglicher Rezeptor fur Hla diskutiert
(Wilke & Bubeck Wardenburg, 2010peswegen wurde mit 10 umol/l GM 6001 (GM),
einem Inhibitor fur Metallgroteasen, geprifgb die rHla-vermittelte Lickenbildung
der verwendeten Zelllinien ausbleibt (siehe 2.2G) war in DMSO geldst, welches
selbst keinen Einfluss auf die Zellfotmatte(vgl. Beispielfim C76). Auch der alleinige
Einsatz des Inhibitorsund die daraus resultierend®élockade der Metalloproteasen
zeigten bei den Zelltypen 16HBEX4ond A549 keinen Einfluss auf die Zelldynamik.
Der S9Zellrasen zeigte kleine LuckeAlfb. 38; vgl. Beispielflm A9, B9, C9.

Die Applikation des Inhibitors mit anschlieRender Zugabe von 2000 ng/ml rHla fihrte
bei den 16HBE146Zellen zu einem Ausbleiben d@sxin vermitteltenEffekts (Abb.

38, Abb. 39; vgl. Beispielfilm A10). Die S3Zellen hingegen reagierten in Anwesenheit
des Inhibitors GM unmittelbar nach dem Zufigen des Hamolysins mit starker
Formveranderung unidiickenbildung unddie SchlieRung des Zellraseadolgte nicht
mehr (Abb. 38, 40; vgl. Beispielfim B10). Die Inhibition der Metalloproteasen
bewirkte bei den A549-Zellen keine Veranderung in der Luckenbildung im Vergleich
zur Toxingabe ohne InhibitoApb. 38, Abb. 39; vgl. Beispielflm C10).
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16HBE140--Zellen S9-Zellen A549-Zellen

GM

GM + rHla

#1

A

(50 b o -

Abb. 38 Time lapseAufnahmen (Ph) mit der Biostation IM nach Inhibition von Metalloproteasen durch
GM 6001 (GM).Bildung parazellularer Licken (weil3e Pfeil®bere Reihe: Zugabe von y@nol/l GM

als Kontrolle, t=24 hUntere Reihe: 15nin Vorinkubation mit 10 pmol/l GM und Zugabe von 2000
ng/ml rHla, 16HBE14et=4 h, S9 t=3 h, A549 t=4 h.
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Abb. 39: Anderung der durch Zellen bedeckten Flache der Kultursaiad@ Inhibition von Metalle
proteasen durch GM 600(GM) und rHIaZugabe Obere Reihe: Zugabe von 2000 ng/ml rHla. Als
Kontrolle diente PBSUntere Reihe: 15 min Vorinkubation mit 10 pumol/l GM und Zugabe von 2000
ng/ml rHIa. Als Kontrolle diente der Ansatz mit GM ohne rHIae Kurven reprasentieren Mitte@ste

mit n=Anzahl der unabhangigen Zellpraparationen. Fir n>2 sind die Standardabweichungen im

stundlichen Abstand und die Signifikanzen (*=signifikant mit p<0,05) angegeben.

3.1.2 Beeinflussung der Zytokinsekretiordurch rHla

Die Zellkulturiberstande vomlen drei Zelllinienwurdennach 6 stindiger Inkubation
mit rHla in verschiedenen Konzentrationen (200, 500, 10@2000 ng/ml) bzw. PBS
als Kontrolle mit einem Kit fir FAC&\nalysen aufll Zytokine (IFN-2 , -2,l1L4, IL-

5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, Il-1 b, -O NNF-b hin untersucht (siehe 2.2.8s
stellte sich heraus, dasar IL-8 und IL-6 nach Behandlung der Zellen mit rHIa in
signifikanten Mengen im Kulturmedium akkumuliert€raher wurdemur diese beiden

Zytokine in den spateren Experimenten analysiereé Sekretionsraten der anderen
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genannten Zytokine und somit deren Akkumulation im Medium waren sehr gering
(Ergebnisse nicht gezeigt) und veranderten sich nachZiitfabe nicht.

Die Seketionsrate von IL-8 und IL-6 in Abh&ngigkeitder eingesetzten rHAosis

sindin Abb. 40 dargestelltAuffallig war, dass die A54Zellen besondergiel IL-8 im
Vergleich zu den beiden anderen Zelltypen sezernierten. Die akkumlierte Menge stieg
mit der H6he der zugegebenen riflanzentration. Diegdt auch fir IL-6, wobei bei

der hdchsten Toxingabe von 2000 ng/ml ein deutlicher Abfall in der akkentguni
Zytokinmenge zu erkennen war. Auch die 16HBE14ond S9Zellen erhdhten

entsprechend der rHRosis die 1l-6-Sekretionsrate

16HBE140--Zellen S9-Zellen A5439-Zellen
£ 3000 L £ 3000 * £ 8000 u
2 2 & =
c c < 6000
= 2000 = 2000 -
£ £ £ 4000 b 2
- - -
g 1000 g 6 6 6 11 g 1000 p 6 . 13 é 2000 g/ﬁ/klé\ll
u —r [ 8 @
£ 0 € 0 £ 0
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
rHlain ng/ml rHla in ng/ml rHla in ng/ml
-Sa 3000 " L 'f‘o 3000 — * {in 3000 = *
2 g _— * ; % * %
= 2000 3 5 g 2000 6 2000 5= *
S 6 £ . 13 £ J
i 1000 8 6 E 1000 5 6 6 o g 1000 7 7
] ] 5 9 16
£ o £ o £ o
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000

rHla in ng/ml rHla in ng/ml rHla in ng/ml

Abb. 40: DosisWirkungskurven der Akkumulation von {18 (obere Reihe) undé (untere Reihe) im
Zellkulturmedium in Abhangigkeit der rHlidonzentration.Zugabe von 0 (PBS), 200, 500, 1000 und
2000 ng/ml rHIaDie Kurven reprasentieren Mittelwerte aus der angegebenen Anzahl von unabhéangigen
Zellpraparationen. Es sind Standardabweichungen und Sigmiéka (*=signifikant mit p<0,05,
**=gjgnifikant mit p<0,01) dargestellt.

Die Konzentration des Zytokins T&-2 wur de mi ttel s eines Kit
(siehe 2.2.4). Dazu wurden die Zellen mit 2000 ng/ml rHIa behandelt und nach 2, 4, 6

und 10 h die Ubstande abgenommen, um darin die Menge des sezernierten Zytokins

zu messen. Auch die Sekretionsraten dieses Zytokins &nderten sich tber die Zeit nicht

(Ergebnisse nicht gezeigt).
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3.1.3 Einflussvon rHla auf die intrazellulare Ca**-Konzentration und
die Effekte auf Morphologie und Zytokinsekretion

3.1.3.1rHla und die intrazelluldre Ca?*-Konzentration

Mit Indo-1 beladene A54%Zellen wurden mit rHIa200 bzw. 2000 ng/mlipehandelt
und die intrazelluldre C&*-Konzentrationiiber die Zeit gemessen. Die Expeeinte
wurden wie in 2.2.5 beschrieben sowohl in“@aaltigem als auch in nominell &a
freiem MediumdurchgefuhrtAls Kontrolle wurden Messungen ohne ZugaBbl{. 41,
rote Kurven) bzw. mit PBSZugabe (Abb. 41, orange Kurven)durchgefihrt. Die
Zugabe von PBS zeigte sowohl im “Ghaltigen als auch immominell C&'-freien
Medium keine Veranderung des Basisniveaus defJCa@uch die Applikation von
200 ng/ml rHlazur C&*-haltigen Zellsuspensiorfilhrte zu keiner Veranderung der
[Ca®]i (Abb. 41 A, graue Kurve)Bei einerkKonzentration von 2000 ng/ml rHigar bs
etwa 10 min nach der Zugaber ein leichter Anstieg der [¢4; zu beobachten. Dann
wurde der Kurvenverlauf steiler uncéch 20 min der Toxinapplikatiohate sich die
[Ca®"]; nahezu verfuinffachtAbb. 41 A, schwarze Kurve).

Um die Annahme zu bestatigen, dass die erhoht€]j@rrch C&™-Einstrom aus dem
extrazellularen Medium ins Zytosol der Zellen resultierte, wurde der Versuch mit in
nominell C&*-freiem Medium resuspendierten Zellen wiederholt. Die Anfangswerte der
[Ca®]; waren etwas geringer als in Cdnaltigem Medium. Nach Hinzufiigen von rHla
kam es nur zu einer leichten Erhéhung de$-Gaiegels. Erfolgte dann die Zugabe der
CaClb-L6sung ([C47.=1,3 mmol/l), stieg die gemessene fGasprunghaft an. Bei der
rHla-Konzentration von 200 ng/mlApb. 41 B, graue Kurve) entsprach dénstieg
nach Wiederherstellung der normalen {Q:aetwa dem normalen €aNiveau @bb.
41B, rote Kurve). Die Konzentration von 2000 ng/ml rHla béwdgreinen rasanten
Anstieg der [C&]; auf etwa 1300 nmol/lAbb. 41 B, schwarze Kurve), ein Niveau, sla
nach dieser Zeit auch in mit rHiehandelten Zellen in Salzlésung mit normalef'Ca
Konzentration gemessen wurdbp. 41 A, schwarze Kurve).
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0 5 100 15 20 25 0 5 10 .15, 20 25 30
A) tinmin B) tinmin
Abb. 41: C&*-Signale in Indel-beladenen A54%ellen nach Zugabe von rHIA) in C&*-haltigem

Medium; B) in nominell C&*-freiemMedium. Schwarz: Zugabe von 2000 ng/ml rHla, grau: Zugabe von

200 ng/ml rHIla, rot: Kontrolle ohne Zugabe, orang@ntrolle mit Zugabe vorPBS. Die Kurven

reprasentieren Mittelwertkurven mit jeweils n=5 unabhangige Zellpraparationen und Standardab

weichungen im Abstand von einer Minute.

3.1.3.2 Einfluss der intra und extrazellularen C&*-Konzentration auf die Zellform
Um herauszufinden, wie sich allein die Erhthung deffauf die Morphologie der

verwendeten Zelllinien auswirkt, wurden fir di€ime lapseMikroskopie drei

verschiedene GaAktivatoren verwendet (siehe 2.2.2). Alle waren in DMSO geldst,

welches selbst keinen Einfluss auf die Zellform nakigl. (Beispielfim C76). Auf die
Applikation von 5 pmol/l des lonophors A23187 reagiertengléech die 16HBE14e
Zellen mit Lockerung des Zellverbands und Schwankanige Bedeckungsgrad der
Zellen Abb. 43; vgl. Beispielflm Al11l). Die beideranderen Modellzelllinien reagierten
darauf nicht mit sichtbaren morphologischen Veranderu(#ehb. 43; vgl. Beispielflm
B11, C11) Die Zugabe von lumol/l des lonophors lonomycitiste bei keinm
Zellrasen einen Effekt alébb. 43; vgl. Beispielfim A12, B12, C12.

Durch 250 nmol/l Thapsigargin waen die SERCA im ER inhibiert, die €donen aus
dem Zytosol wieder in den &aSpeicher zuriickpumperTljastrup et al., 1990)
Dadurch erhéht sich die [€%, wéhrend das ER immer weniger’Gtonen beherbergt
In Abb. 42 ist das dabei entstehende zytosolisch&"Gignal am Beispiel der A549
Zellen gezeigt.

83



3 Ergebnisse
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Abb. 42: C&*-Signale in Indel-beladenen A54Zellen nach Zugabe von 250 nmol/l Thapsigargin.
Vorbereitung und fluorometrische Messung erfolgte wie in 2.2.5 beschridfein Ca*-haltigem
Medium; B) in nominell C4'-freiem Medium mit Zugabe von CaQ[Ca’"],=1,3 mnol/l) nach 8 min.

Die Kurven reprasentieren Mittelwertkurven mit jeweils n=5 unabhdngige Zellpraparationen und
Standardabweichungen im Abstand von einer Minute.

Die Zelltypen 16HBE14o0 und A549 reagierten auf die Zugabe kurzzeitgt
Luckenbildung, wobedie 16HBE14G-Zellen die Lucken nach 12 h und die A549
Zellen bereits nach 5 h wiedgeschlosserhatten. Der SZellrasen zeigte keine
VeranderungenAbb. 43; vgl. Beispielflm A13, B13, C13)
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Abb. 43: Anderung der durch Zellen bedeckten Flache der Kulturschale nach ErhdhungZer@®are

Reihe: Zugabe von 5 pmol/l A2318Kiittlere Reihe: Zugabe von 1 pmol/l lonomycibntere Reihe:
Zugabe von 250 nmol/l Thapsigargiie Kurven reprasentieren Mittelwerte mit n=Anzahl der
unabhéangigen Zellpraparationen. Fir n>2 sind die Standardabweichungen im stundlichen Abstand
angegeben.

Flache der Zellen in %
Flache der Zellen in %
Flache der Zellen in %

Im nachsten Schrittvurdendie extrazellularerCa*-lonen aus dem Zellkulturmedium
entfernt Die zu verwendende EGTBH 7,6}Konzentration wurde mit Hilfe der fluoro
metrischen Messung (siehe 2.2.5) empirisch ermiti@#tzu wurde wie in 2.2.5.1

16HBE146-Zellen mit Indel beladen. In die Kivette wurdanstelle einer LBS
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Lésung normales Zellkulturmedium (siehe 2.1.2.1) gegeben und die Messung gestartet.
Mit Hilfe von 100 umol/l UTP,ein ATRP-Analog, das spezifisch metabotrope B2Y
Rezeptoren aktiviert (Burnstock, 200@&)folgte in den Zellen diéAktivierung der
Phospholipase C (Eichstaedt et al, 2008) und die Erhéhung d&f;[Cer initialen
Cd*-Freisetzung aus den intrazellularen Speichern folgte ein kapazitativdr Ca
Einstrom, da digCa’*]; weiterhin erhéht blieb. Schrittweise wurde EG{gH 7,6) zur
Zellsuspension in die Kuvette gegeben und beobachtet, bei w&oheentration sich

ein minimales Plateau im €aSignal einstellteFir die Beobachtung mit der Biostation

IM (siehe 2.2.2) ergab sich so eine Konzentratton 30 mmol/l EGTA(pH 7,6),um

die freienC&*-lonennahezu vollstandig dem Zellkulturmedium zu entziehen. Alle drei
Zelllinien reagierten sofort nach der Zugabe sehr stark. Die Zellen starben und es
bildeten sich groRe parazellulare Lickéblf. 44, weille Pfeilevgl. Beispielfim Al4,

B14, C14. Die A549Zellen reagierten hier besonders sensitiv, da bereits nach 30 min
alle Zellen abgestorben wareAbp. 44; vgl. Beispielfim C14). Auch die S%ellen
zeigten sich gegentber EGTA sehr empfindlich. Unmittelbar nach Zugabe l6sten sich
die ZellZell-Kontakte und der Rasen brach grof3flachig auf. Bereits nach 2 h war kaum
noch Bewegung im Zellrasen zu beobacht&bb( 44; vgl. Beispielfim B14). Bei dea
16HBE1406-Zellen war zwar sofort die Bildung parazellularer Licken zu beobachten,
doch der Zellschaden nahm erst langsam Uber die Zeit zu bis schlie3lich nach 24 h nur

noch einzelne Zellen Beweguemgzeigten Abb. 44; vgl. Beispielfilm A14).

16HBE140--Zellen S9-Zellen A549-Zellen

Abb. 44: T.ir"ne lapseAufnahmen (Ph) mit der Biostation IM nach Zugabe von 30 mmol/l EGTA (pH 7,6).
Bildung parazellularer Licken (wei3e Pfeil€)bere Reihe: unmittelbar nach Zugabentere Reihe:
Anderungen der Zellmorphologien iibee deit, 16HBE140t=10 h, S9 t2 h, A549 t=0,5 h.
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3.1.3.3 Einfluss von Chnodulin auf die Morphologie und Zytokinsekretion

Mit Hilfe von 5 pmol/l Calmidazolium wurde die ¢aBindung an Cimodulin (CaM,
siehe 13.2) verhindert und somit auch alle €4aCaM-abhangigen Signalege inhibiert.

Die Aktivitat desCa*-freien CaM wurde wahrscheinlich nicht beeintrachtigt.

Zunachst wurden mit Indb beladene S%zw. A549-Zellen mit Camidazoliumund
2000 ng/ml rHla behandelt undie C&'-Freisetzmg ins Zytosol iber die Zeit
gemessen. Die Experimente wurden, wie in 2.2.5 beschrieben, ff+h@ltigem
Medium durchgefthrt. A Kontrolle wurden Messungen ohne Zugabe des Inhibitors
(Abb. 45, rote Kurven) durchgefuhrt.

Bei den A549Zellen stieg unmittelbar nach Zugabe von ridazolium das C&'-
Signal und wurde afgrund deskapazitativen C&-Einstrons beibehalten Rarekh &
Putney, 2005; Putney, 2007Nach 20 min erfolgte dann das Hinzufligen des
Hamolysins.Das C&*-Signal stieg zeitverzoégertdurch die von auBen einstromenden
lonen an Abb. 45 A, schwarze Kurve). Im Vergleich zur Kontrollkurve mit Zugabe von
rHla (Abb. 45 A, rote Kurve) setzte der Anstieg etwa 5 min friher ein und ergab ein
wesatlich hoheres NiveauAuch bei den SZellen ergab die Applikation des
Inhibitors einen Anstieg des &aSignals, wobei der itiale Peak wesentlich hther war
Aufgrund der zelleigenen Pumpen wurden die lonen in die Speicher oder nach auf3en
transportiert, so dass sich die fJabei etwa 400 nmol/l aber noch iber dem
Kontrolllevel einstellte. Die Zugabe von 2000 ng/ml rHla bé&veir wieder einen
leichten Anstieg des GaSignals parallel zur KontrollkurvéApb. 45 B).

5 pmol/l

2000 1500 - Calmidazolium

n=4 \
1500 M "‘
k 1000 \‘ ﬁ 2000 ngim|
2000 ng/ml Wi | R‘ rHia
! |

5 pmolln
|

<\t

A) tin min B) tin min

Abb. 45; C&*-Signale in Indel-beladenen Zellen in Gahaltigem Medium. A) A54@ellen B) S9

Zellen. Rot: Zugabe von 2000 ng/ml rHIa nach 20 min, schwarz: Zugabe von 5 pmol/l Calmidazolium
nach 5 min und Zugabe von 2000 ng/ml ridech 20 minDie Kurven reprasentieren Mittelwertkurven

mit n=Anzahl der unabhéangigen Zellpraparationen. Fur n>2 sind die Standardabweichungen im Abstand
von einer Minute angegeben.

[Ca?*]; in nmol/l
[Ca?*],in nmol/l
—

=3
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Auch die Anderung der Zellform durch die Inhibition der Ca¥hangigen Wge
wurde mit Hilfe derTime khpseMikroskopie Uber 24 h beobachtet (siehe 2.2.2). Die
Blockierung von CaM bewirkte békiner Zelllinieeine Anderung der Zellmorphologie
(Abb. 46; vgl. Beispielflm A15, B15, C15) Wurde nach deHemmungdas Toxin
(2000 ng/ml rHIa)den 16HBE14eZellen verabreicht,konnte nach etwa 3 h keine
Bewegung der Zellen mehr beobachtet wer@egl. Beispielflm A18). Die starke
Fluoreszenmach derLive/DeadFarbung (siehe 2.2.2.bestatigt die Zellschadigung
(Abb. 47). Da die Zellen erstarrten und sich nicht vom Untergremdickzogen, gibt
der ermittelte Bedeckungsgradhb. 46) nicht die auffallende Reaktion der Zellen
wieder, die nicht nur anders, sondern auch sabinels die Reaktion auf das Hamolysin
mit aktivem CaM war {gl. Beispielflm A18). Die S8Zellen reagierten auf die
Verabreichung des Virulenzfaktorgehr sensitiv Bereits nach 2 h waren deutleh
Lucken im Zellrasen zu erkennen und nach 10 h befanden sich nur noch 30 % der
Zellen (wahrscheinlich tot) auf der beobachteten Flache. Defeff€n gelang esm
Beobachtungszeitraumicht, sich zu erholen und die Licken im Rasen zu schliel3en
(Abb. 46; vgl. Beispielflm B18). Die Live/DeadFarbung konnte nicht durchgefiihrt
werden, da die toten und deshalb losgeldsten Zellen durch die Waschsuiifettet
wurden. Auch die Lickenbildung und das AbsterbenAtet9-Zellen nach Toxingabe
waren nicht anders als mit aktivem CaM. Allerdings konnte eine verstarkte Bildung von
Vesikeln beobachtet werden, welche Uber die Zeit grof3er wurdbh. @6; vgl.
Beispielilm C18).

16HBE140--Zellen $9-Zellen A549-Zellen
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Abb. 46: Anderung der durch Zellen bedeckten Flache der Kulturschale naciZugébe und Inhibition
von Cavl durch Calmidazolium (CalObere Reihe: Zugabe von 2000 nghidla. Als Kontrolle diente
PBS. Untere Reihe: 15 min Vorinkubation mit 5 pmol/l Cal und Zugabe von 2000 ng/ml rHla. Als
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Kontrolle diente der Ansatz mit Cal ohne rHRie Kurven reprasentieravittelwerte mit n=Anzahl der
unabhangigen Zellpraparationen. Fir n>2 sind die Standardabweichungen im stiindlichen Abstand und
die Signifikanzen (*=signifikant mit p<0,05, **=signifikant mit p<0,01, **=signifikant mit p<0,001)
angegeben.

16HBE140--Zellen S9-Zellen A549-Zellen

Cal +rHla

(Live/Dead)
Cal + rHla

Abb.47: Time lapseAufnahmen mit der Biostation IM nach Inhibition von Calmodulin durch
Calmidazolium (Cal). Bildung parazellularer Licken (wei3e Pfe@dere Reihe: 15 min Vorinkubation
mit 5 pmol/l Cal und 2000 ng/ml rHla, t=3 h (PhUntere Reihe:Live/DeadFarbung nach 24 h
Inkubation mit 5 pumol/l Cal und 2000 ng/ml rHIM¢h: Grinfluoreszenzbilder mit der jeweiligen-Ph
Aufnahme Ubereinander dargesellt

Im nachsten Schritt wurde Uberprift, alle Inhibition von CaM auch dierHla-
vermittelteZytokinsekretion(IL-8, IL-6) ins Zellkulturmedium (siehe 2.2.3) beeinflusst.
Die PBSMediumkonzentration nach 6 h Kulturdaueurde durchCalmidazoliumin
keinem der Versuchsansatzerandert Abb. 48). Die Inhibition von CaMunterdrickte
bei den 16HBE146Zellen die vermehrtelL-6-Sekretion nachApplikation vonrHla
(Abb. 48 B). Die Akkumulation von 118 blieb unbeeinflusstAbb. 48 A). Im Kultur-
Uberstand deiS9-Zellen stieg durch dielnhibition des Rezeptorproteinsignifikant
sowohl zum Kontrollansatz als auch zur rfdlagabedie IL-8-SekretionsratgAbb.
48A). Die IL-6-Sezernierung wurde nicht beeinfluggtbb. 48 B). Bei den A549
Zellen wurde ¢ erhohte Sekretiorbeider Interleukire nach Kontakt mit dem

Virulenzfaktordurch Verwendung vo@almidazoliumverhindert(Abb. 48).
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Abb. 48: Akkumulation von 11-8 (A) und IL-6 (B) im Zellkukurmedium nach Zugabe von 208@/ml

rHla und Inhibition von Calmodulin durch 5 pmol/l Calmidazolium (C&)je Balken repréasentieren
Mittelwerte aus der angegebené&mzahl von unabhangigen Zellpraparationen. Es sind Standardab
weichungen und Signifikanzen (*=signifikant mit p<0,05, **=signifikant mit p<0,01) angegeben.

Auch die in der C&/CaM-abhéngigen Signalkaskade unter Umstanden nachgeschaltete
Cd*/CaM-abhangie Kinase Il (C&/CaMKll, siehe 13.21) wurde ndher untersucht.
Die Blockierung efolgte durch 5 pumol/l KN93,

Die fluorometrische Messung dé€a’"]; wurde wieder am Beispiel von mit Indd
beladenen S9und A549Zellen, wie in 2.2.5 beschrieben, in ‘Gaaltigem Medium
durchgefuhrt. Als Kontrolle wurden Messungen ohne Zugabe voi®9&MAbb. 49, rote
Kurve) durchgefihrtDie Behandlung der A548ellen mit dem Inhibitor hatte keinen
Einfluss auf das intrazellulare €aNiveau. Das Cd-Signal stiegdurch Applikation
des Toxinszeitvazogert aufgrund der von aul3en einstromenden loneAlam 49 A,
schwarze Kurve). Im Vergleich zur Kontrollkurve mit Zugabe von rifab( 49 A,

rote Kurve) setzte der Anstieg etwa 5 min friher ein undbesgn wesentlich hdheres
Niveau. Die Vorinkubation mit KN93 filhrte also zu einer Verstarkurdes rHla
Effekts auf die [CH]. Bei den S%Zellen entsprach der Kurvenverlauf nach
Applikation des Inhibitors in etwa der Kontrollkurve. Das Hinzufiigen des Toxins
bewirkte wieder einen leichten Anstieg des®'Cgignals parallel zur Kontrollkurve
(Zugabevon KN-93) (Abb. 49 B). Die Inhibition der C&/CaMKII schien die SZellen

in ihrer C&*-Bewirtschaftung nicht weiter zu beeinflussen.

89



3 Ergebnisse

1200 - n=4 1200
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E KN-93 = 5 pmoln Ha
c = KN-93
g A= =
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Abb. 49: C&*-Signale in Indel-beladenen Zellen in Gahaltigem Medium.A) A549-Zellen; B) S9
Zellen.Rot: Zugabe von 2000 ng/ml rHla nach 20 min, schwarz: Zugabe von 5 umeBBKidch 5 min

und Zugabe von 2000 ng/ml rHIa nach 20 midie Kurven reprasentieren Maftwertkurven mit
n=Anzahl der unabhangigen Zellpraparationen. Fir n>2 sind die Standardabweichungen im Abstand von
einer Minute angegeben

Mit der Biostation IMwurde gepruft, wie sich die Morphologie der verwendeten Zellen
nach Inhibition der C&d/CaMKIl andert(siehe 2.2.2)Die Inhibition der Kinaséatte

bei keinem Zelltyp Einfluss auf deBedeckungsgrad der Zellflach@&bb. 50; vgl.
Beispielilm A22, B17, C23) Erfolgte zusatzlich die Behandlung mit rHla
(2000ng/ml), war bei den 16HBEl4eZellen eine Abschwéachung der rHla
vermittdten parazelllaren Luckenbildung zu beobachidei den S9und A549Zellen
anderte die Blockierung der €&CaMKIl die Antworten auf rHla nichtAbb. 50; vgl.
Beispielilm A26, B21, C27.

16HBE140--Zellen $9-Zellen A549-Zellen
PBSn=5 ——2000 ng/ml rHla n=5 PBS n=3 ——2000 ng/ml rHla n=3 PBSn=5 ——2000 ng/ml rHla n=6
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Abb. 50: Anderung der durch Zellen bedeckten Flache der Kulturschale nacZugébe und Inhibition

der Ca*/Calmodulirabhéngiga Kinase Il durch KN93 (KN). Obere Reihe: Zugabe von 2000 ng/ml
rHla. Als Kontrolle diente PBSUntere Reihe: 15 min Vorinkubation niitpmol/l KN und Zugabe von

2000 ng/ml rHIa. Als Kontrolle diente der Ansatz mit KN und ohne riBi@ Kurven représentieren
Mittelwerte mit n=Anzahl der unabhéngigen Zellpraparationen. Fir n>2 sind die Standardabweichungen
im stundlichen Abstand und diégBifikanzen (*=signifikant mit p<0,05) angegeben.
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Die Messung der akkumulierten Zytokine {8L und IL-6) wurde wie in2.2.3
beschrieben durchgefuhiDie Verwendung von KM3 hatte keinen Einfluss auf das
Grundniveau der angehéuften Zytokine im Kulturimed(Abb. 51). Die 16HBE146-
Zellen sezerniertedurch die vorangegangene Hemmung@&/CaMKIl weniger IL-

8 bei rHIaGabe(Abb. 51 A). Der IL-6 Anstieg nach Zugabe des Hamolysins wurde
durch die Blockierung der E4CaMKIl unterdriickt Abb. 51 B). Fiurr de S9-Zellen ist

im Diagramm zwar ein Anstieg der Sekretionsratbaeider Interleukine nach
Verwendung von KNB3 zu erkennen, allerdings ist dieser statistisch nicht signifikant
(Abb. 51). Die durch rHlaverursachte Akkumulatiomon IL-8 und IL-6 im Mediumder
A549-Zellenwurde durch die Inhibitioder C&*/CaMKII unterdriickt Abb. 51).
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Abb. 51: Akkumulation von I8 (A) und IL-6 (B) im Zellkulturmedium nach Zugabe von 2000 ng/ml

rHla und Inhibition detC&*/Calmodulirabhangige Kinase kiurch 5 umol/l KN93 (KN). Die Balken
reprasentieren Mittelwerte aus der angegebenen Anzahl von unabhangigen Zellpraparationen. Es sind
Standardabweichungen und Signifikanzen (*=signifikant mit p<0,05, **=signifikant mit p<0,01)
dargestellt.

3.1.4Beteiligung von MAP-Kinasen an derrHla -vermittelten
Zellformveranderung und Zytokinsekretion

3.1.41 ERK 1/2

Fur die Time lapseBeobachtungen wurdedurch 10 pumol/l PD098054lie MAP-
KinasenERK1/2 (siehe 13.7.1) blockiert Die Inaktivitat dieser Kinasen und deren
nachgeschaltete Signalwege beeinflussten die Morphologie der untersuchten Zelltypen
nicht (Abb. 52; vgl. Beispielilm A30, B25, C31) Ebenso wurde die Bildung der
parazellularen Licken nach Toxingalfg000 ng/ml rHla)im Vergleich zu den
Ergebnissen mit aktiven ERK1/2 nicht moduliekbb. 52; vgl. Beispielflm A31, B26,

C32.
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Abb. 52: Anderung der durch Zellen bedeckten Flache der Kulturschale naciZugébe und Inhibition
von ERK1/2 durch PD098059 [B. Obere Reihe: Zugabe von 2000 ng/ml rHla. Als Kontrolle diente

PBS. Untere Reihe: 15 min Vorinkubation mit 10 pumol/l PD und Zugabe von 2000 ng/ml rHla. Als

Kontrolle diente der Ansatz mit PD ohne rHRie Kurven repréasentieren Mittelwerte mit n=Anzalelr

unabhangigen Zellpraparationen. Fir n>2 sind die Standardabweichungen im stiindlichen Abstand und

die Signifikanzen (*=signifikant mit p<0,05) angegeben.

Die Messung der Zytokakkumuhtionim Zellmedium wurde wie in 2.2.3 beschrieben
durchgefuhrt. Bei keiner Zelllinie anderte dievorinkubation mit PD98059 die
Kontrollniveats (PBS)von IL-8 bzw. IL-6 (Abb. 53). Die durch Toxingab€000 ng/ml
rHIa) vermittete Sekretiorbeider Interleukine wurde bei den 16HBE14ond A549
Zellen durch die Inhibitionvon ERK1/2 auf die Hohe des Kontrollniveaus gekt
(Abb. 53). Die IL-8-Sekretionsrateder S9Zellen sank eberd#lls, allerdings ergab die
statstische Auswertung keine Sidikanz. Die Freisetzungon IL-6 anderte sich durch
Blockade der Kinasen nichAbb. 53).
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Abb. 53: Akkumulation von IL-8 (A) und IL-6 (B) im Zellkulturmedium nach Zugabe von 2000 ng/ml
rHla und Inhibition vonERK1/2 durchPD098059(PD). Die Balken reprasentieren Mittelwerte aus der
angegebenen Anzahl von unabhangigen Zellpraparationen. Es sind Standardabweichungen
Signifikanzen (*=signifikant mit p<0,05) dargestellt.

3.1.4.2 p38

Die Blockierung der p381AP-Kinasen(siehe 13.7.2) erfolgte fiir die hier gezeigten

Untersuchugen durch 10 pmol/l SB20219Mie Time lapseBeobachtungen (siehe

und
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2.2.2) der drei Zelllinien zeigten, dass diemmung derKinasen die Integritat der
Zellrasen nicht stort¢Abb. 54, Abb. 55; vgl. Beispielfim A32, B27, C33. Auch de

rHla-vermittelte parazellulare Luckenbildunginderte sich nicht(Abb. 54, vgl.

Beispielilm A36, B31, C37). Allerdings war bei Verwendung von SE)2190eine
vermehrteVesikelbildung zu beobachtergb. 55; vgl. Beispielflm A32, A36, B27,
B31, C33, C3Y.
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Abb. 54: Anderung der durch Zellen bedeckten Flache der Kulturschale naciZugébe und Inhibition
derp38MAP-Kinasendurch SB202190 (SBDbere Reihe: Zugabe von 2000 ng/ml rHla. Als Kontrolle
diente PBSUntere Reihe: 15 min Vorinkubation mit 10 pmol/l SB wugabe von 2000 ng/ml rHIa. Als
Kontrolle diente der Ansatz mit SB ohne rHIie Kurven eprasentieren Mittelwerte mit=Anzahl der
unabhangigen Zellpraparationen. Fir n>2 sind die Standardabweichungen im stiindlichen Abstand und
die Signifikanzen (*=sigriikant mit p<0,05) angegeben.
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Abb. 55 Time lapseAufnahmen (Ph) mit der Biostation IM nach Inhibition von p38 MKRIhasendurch
SB202190 (SB)Bildung parazellularer Lucken (wei3e Pfeile) und von Vesikblaug Pfeilg. Obere

Reihe: Zugabe 10 pumol/l SB=24 h Untere Reihe: Zugabe von 10 pmol/l SB und 2000 ng/ml tHla
t=24h.
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