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3. Ergebnisse 

 

Die vorliegende Arbeit untersucht initiale Ereignisse der durch ultrafeine Partikel 

induzierten Signaltransduktion in der Lungenepithel�Zelllinie RLE�6TN. Eine Belastung 

mit verbrennungsgenerierten Modellpartikeln führt über eine Beteiligung der 

Membranrezeptoren EGF�R und ß1�Integrine zu einer Aktivierung von Akt und Erk1/2 

(Sydlik et al., 2006; Unfried et al., 2008). Die Verbindung zwischen Rezeptoren und 

downstream gelegenen Signalproteinen könnte dabei über Membran�assoziierte SFK 

hergestellt werden. Zudem können diese Kinasen die Aktivität von Membranrezeptoren 

beeinflussen (Moro et al., 2002). Deshalb untersucht die vorliegende Arbeit die Funktion 

von SFK bei der partikelinduzierten proliferativen Signaltransduktion in RLE�6TN Zellen. 

Zum einen wird hier die Auswirkung der Aktivität von SFK auf die Signalproteine Akt und 

Erk1/2 analysiert, zum anderen die Funktion von SFK bei der Interaktion zwischen den 

Zelloberflächenrezeptoren EGF�R und ß1�Integrinen.  

Da der Membran eine bedeutende Rolle im proliferativen Signalweg zukommt und 

Signalereignisse hier initiiert werden, liegt der zentrale Aspekt dieser Arbeit in der 

Untersuchung der Beteiligung von Membranmikrodomänen (Lipid Rafts) als 

Signalplattformen bei der partikelinduzierten Proliferation. Dabei stand die Lokalisation 

identifizierter Signalproteine in Lipid Rafts vor und nach Belastung mit Partikeln im 

Vordergrund. 

 

3.1 Induktion der SFK/Aktivierung durch Modellpartikel 

 

Bei der durch ufCB�induzierten Proliferation sind Membran�abhängige Signalereignisse 

beschrieben worden (Sydlik et al., 2006; Unfried et al., 2008). Dabei induzieren die 

Partikel eine Aktivierung von Akt und Erk1/2. Die Verbindung zwischen der Membran 

und der Aktivierung dieser Signalproteine kann über Membran�assoziierte SFK erfolgen, 

die zudem in proliferative Signalprozesse involviert sind (Roskoski et al., 2004). Im 

Folgenden wurde analysiert, ob SFK bei der beschriebenen partikelinduzierten 

Signaltransduktion in RLE�6TN Zellen beteiligt sind. Dazu wurde zunächst der Einfluss 

von Modellpartikeln auf den Aktivierungsstatus dieser Kinasen untersucht. Die 
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Phosphorylierung von SFK an Tyr416 gilt dabei als Maß für dessen Aktivierung und 

wurde im Western Blot nachgewiesen (Roskoski et al., 2004).  

RLE�6TN Zellen wurden über einen Zeitraum von 5, 120, 240 und 480 min mit 

10 Ag/cm2 ufCB (Printex® 90) behandelt (vgl. 2.2.1.3). In Western�Blot�Analysen ist zu 

erkennen, dass die Belastung der RLE�6TN Zellen mit ufCB nach 5 min und 480 min 

eine Phosphorylierung von SFK um den Faktor 2,1 bzw. 1,6 im Vergleich zur Kontrolle 

induziert (Abb. 3.1). Nach 120 min und 240 min kann dagegen kein Anstieg der 

Phosphorylierung von SFK im Vergleich zur Kontrolle detektiert werden. Mit dem 

Zeitverlauf der Partikelbelastung erkennt man nach 240 und 480 min einen 

geringfügigen Anstieg der Phosphorylierung von SFK auch in den Kontrollen, der 

möglicherweise auf Effekte des Serum�reduzierten Hungermediums zurückzuführen ist. 

Der Nachweis der Gesamtproteinmenge von SFK (tSFK) diente als Ladekontrolle und 

zeigte keine durch die Behandlung mit ufCB verursachte Veränderung der 

Proteinmenge.  
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Abb. 3.1: Zeitabhängige Aktivierung von SFK durch die Behandlung mit ufCB: RLE�6TN Zellen 

wurden für 5, 120, 240 und 480 min mit 10 Ag/cm2 ufCB belastet. Dargestellt ist der Mittelwert ± 

Standardabweichung nach der densitometrischen Auswertung der Immunsignalintensität von 

phospho�SFK Tyr416 in Western�Blot�Analysen in Bezug auf die PBS�Kontrolle von drei unabhängigen 

Experimenten.* signifikant unterschiedlich zur jeweiligen PBS�Kontrolle (p < 0,05). 
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In einer weiteren Versuchsreihe wurde überprüft, ob die gezeigte Aktivierung von SFK 

abhängig ist von der Größe der Partikel. Dazu wurden RLE�6TN Zellen für 60 min mit 

1, 5 und 10 Ag/cm2 feinem CB (fCB, Huber 990) belastet. Zusätzlich erfolgte für 60 min 

eine Belastung mit 1, 5 und 10 Ag/cm2 ufCB. Hier kann in Western�Blot�Analysen für alle 

Konzentrationen an fCB keine Aktivierung von SFK (Tyr416) im Vergleich zur Kontrolle 

detektiert werden (Abb. 3.2). Für die Belastung mit ufCB konnte dagegen bereits bei 

einer Konzentration von 5 Ag/cm2 eine Zunahme der Phosphorylierung von SFK 

beobachtet werden, die jedoch nicht signifikant war. Bei einer Konzentration von 

10 Ag/cm2 ufCB konnte ein signifikanter Anstieg der Phosphorylierung von SFK gezeigt 

werden. Der Nachweis der Gesamtproteine für SFK (tSFK) zeigte keine durch die 

Behandlung mit fCB verursachte Veränderung der Proteinmenge und wurde als 

Ladekontrolle betrachtet. Somit sind bei gleicher Massendosis nur ultrafeine CB�Partikel 

in der Lage, eine Aktivierung von SFK in RLE�6TN Zellen zu induzieren. 
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Abb. 3.2: Aktivierung von SFK abhängig von der Partikelgröße: RLE�6TN Zellen wurden für 60 min 

mit 1, 5 oder 10 Ag/cm2 fCB bzw. ufCB belastet. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung nach 

der densitometrischen Auswertung der Immunsignalintensität von phospho�SFK Tyr416 in 

Western�Blot�Analysen in Bezug auf die PBS�Kontrolle von drei unabhängigen Experimenten.* signifikant 

unterschiedlich zur PBS�Kontrolle (p < 0,01). 



Ergebnisse     

 41  

3.2 Einfluss von SFK auf die Aktivierung von Erk1/2 und Akt 

 

Aus vorherigen Arbeiten ist bekannt, dass eine Belastung von RLE�6TN Zellen mit ufCB 

eine Akt�abhängige Aktivierung der MAP�Kinasen Erk1/2 induziert (Unfried et al., 2008). 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass SFK nach Exposition gegenüber ufCB 

phosphoryliert werden, sollte in den folgenden Versuchsreihen deren Einfluss auf die 

Aktivierung von Erk1/2 und Akt analysiert werden. Dazu wurden die SFK mit Hilfe des 

pharmakologischen Inhibitors PP2 blockiert und 8 h nach Partikelbelastung der 

Phosphorylierungsstatus beider Signalproteine Erk1/2 und Akt untersucht. Dieser 

Zeitpunkt wurde gewählt, da gezeigt wurde, dass eine Inhibierung der 

Membranrezeptoren nach 8 h in einer reduzierten Aktivierung von Erk1/2 resultiert 

(Sydlik et al., 2006).  

RLE�6TN Zellen wurden für 1 h mit dem SFK�Inhibitor PP2 (4�Amino�5�(4�chlorophenyl)�

7�(t�butyl)pyrazolo[3,4�d]pyrimidine, Hanke et al., 1996) bzw. der dazugehörigen 

Lösungsmittelkontrolle DMSO vorinkubiert und anschließend für 8 h mit 10 Ag/cm2 ufCB 

belastet (vgl. 2.2.1.3). Im Anschluss wurde die Phosphorylierung von Erk1/2 und Akt in 

Western�Blot�Analysen mittels phospho�spezifischer Antikörper untersucht. Zur 

Inhibierung der SFK wurden 5 bzw. 10 AM PP2 eingesetzt, während die 

Lösungsmittelkontrolle DMSO in einer Endkonzentration von 0,1 % verwendet wurde. 

In Abbildung 3.3 ist zu erkennen, dass die kombinierte Behandlung mit ufCB und DMSO 

einen signifikanten Anstieg der Phosphorylierung von Erk1/2 um den Faktor 2,3 zur PBS 

Kontrolle induziert. Eine Vorinkubation mit 5 AM PP2 zeigt zwar eine Reduktion der 

Aktivierung von Erk1/2; diese ist aber nicht signifikant. Eine Vorbehandlung mit 10 AM 

PP2 dagegen bewirkt eine signifikante Reduktion der durch ufCB�induzierten 

Phosphorylierung von Erk1/2 auf Kontrollniveau. Dieses Ergebnis impliziert eine 

Dosisabhängigkeit des gezeigten Effektes von PP2. Die Behandlung mit der 

Lösungsmittelkontrolle DMSO hat keinen Einfluss auf die Aktivierung von Erk1/2. Der 

Nachweis der Gesamtproteinmenge von Erk1/2 (tErk1/2) zeigte keine durch die 

Behandlung mit ufCB verursachte Veränderung der Proteinmenge und wurde als 

Ladekontrolle benutzt.  
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Abb. 3.3: SFK/abhängige Aktivierung der MAP/Kinasen Erk1/2: RLE�6TN Zellen wurden für 1 h mit 

5 oder 10 AM SFK�Inhibitor PP2 vorinkubiert bzw. mit der entsprechenden Lösungsmittelkontrolle DMSO 

[Endkonzentration 0,1 %] und danach für 8 h mit 10 Ag/cm2 ufCB belastet. Dargestellt ist der Mittelwert ± 

Standardabweichung nach der densitometrischen Auswertung der Immunsignalintensität von 

phospho�Erk1/2 in Western�Blot�Analysen in Bezug auf die PBS�Kontrolle von drei unabhängigen 

Experimenten. Der Nachweis der Gesamtproteine von Erk1/2 (tErk1/2) diente als 

Ladekontrolle.* signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; † signifikant unterschiedlich zur Behandlung mit 

DMSO + ufCB (p < 0,05). 

 

Im selben Experiment zeigt die Phosphorylierung von Akt eine signifikante Zunahme um 

den Faktor 2,7 zur PBS Kontrolle, nachdem die Zellen mit ufCB in Kombination mit 

DMSO belastet wurden (Abb. 3.4). 

Nach einer 1�stündigen Vorbehandlung mit PP2 bei einer Endkonzentration von 5 AM 

wurde eine Reduktion der durch ufCB�induzierten Phosphorylierung von Akt auf 

Kontrollniveau detektiert. Bei einer Endkonzentration von 10 AM PP2 zeigte sich 

ebenfalls eine Abnahme der Aktivierung von Akt auf Kontrolllevel. Auch hier hat die 

Behandlung mit DMSO keinen Einfluss auf die Aktivierung von Akt. Der Nachweis der 
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Gesamtproteinmenge von Akt (tAkt) zeigte keine durch die Behandlung mit ufCB 

verursachte Veränderung der Proteinmenge und wurde als Ladekontrolle betrachtet.  
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Abb. 3.4: SFK/abhängige Aktivierung von Akt: RLE�6TN Zellen wurden für 1 h mit 5 oder 10 AM 

SFK�Inhibitor PP2 vorinkubiert bzw. mit der entsprechenden Lösungsmittelkontrolle DMSO 

[Endkonzentration 0,1 %] und danach für 8 h mit 10 Ag/cm2 ufCB belastet. Dargestellt ist der Mittelwert ± 

Standardabweichung nach der densitometrischen Auswertung der Immunsignalintensität von phospho�Akt 

in Western�Blot�Analysen in Bezug auf die PBS�Kontrolle von drei unabhängigen Experimenten. Der 

Nachweis der Gesamtproteine von Akt (tAkt) diente als Ladekontrolle.* signifikant unterschiedlich zur 

Kontrolle; † signifikant unterschiedlich zur Behandlung mit DMSO + ufCB (p < 0,01); †† signifikant 

unterschiedlich zur Behandlung mit DMSO + ufCB (p < 0,001). 

 

3.3 Einfluss von c/Src auf die Aktivierung von Akt 

 

Die SFK konnten als wesentlicher Bestandteil der partikelinduzierten Signaltransduktion 

identifiziert werden, die upstream von Akt und Erk1/2 lokalisiert sind. Die Familie der 

SFK umfasst mehrere Mitglieder, wobei c�Src in allen Zellen exprimiert wird (Thomas & 

Brugge, 1997; Rucci et al., 2008). Um zu untersuchen, ob c�Src an der 

partikelinduzierten Signaltransduktion in RLE�6TN Zellen beteiligt ist, wurde die 
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Expression dieser Kinase durch Transfektion von c�Src�spezifischer siRNA verringert. 

Da bereits von Unfried et al. (2008) gezeigt werden konnte, das ufCB eine Akt�

abhängige Aktivierung von Erk1/2 induziert, wurde im Folgenden der Einfluss der c�Src�

spezifischen siRNA auch nur auf die Aktivierung von Akt untersucht. Zu diesem Zweck 

wurden RLE�6TN Zellen, 24 h nachdem die Zellen ausplattiert wurden, mit 100 nM c�

Src�spezifischer siRNA bzw. 100 nM Negativ�Kontroll�siRNA transfiziert (vgl. 2.2.2). 

Zudem wurde in einem Ansatz als zusätzliche Kontrolle INTERFERin™�

Transfektionsreagenz ohne siRNA verwendet, um einen Einfluss des Reagenz auf den 

Phosphoryierungsstatus des untersuchten Signalproteins auszuschließen. 48 h nach 

der Transfektion wurden die RLE�6TN Zellen für 8 h mit 10 Ag/cm2 ufCB behandelt und 

anschließend die Aktivierung von Akt mittels phospho�spezifischer Antikörper im 

Western Blot untersucht.  

Eine Belastung mit ufCB induziert einen signifikanten Anstieg der Phosphorylierung von 

Akt um den Faktor 1,7 zur PBS Kontrolle (Abb. 3.5). Die Transfektion mit 

c�Src�spezifischer siRNA resultierte in einer signifikanten Reduktion der 

Phosphorylierung von Akt auf Kontrollniveau. Die Transfektion mit Negativ�Kontroll�

siRNA hatte dagegen keinen Einfluss auf die Aktivierung von Akt. Das 

Transfektionsreagenz INTERFERin™ zeigte ebenfalls keinen Effekt auf die Aktivierung 

von Akt. Um sicherzustellen, dass ein knockdown auf Ebene der SFK stattgefunden hat, 

wurden die Gesamtproteine für SFK (tSFK) detektiert. Hier zeigte sich im Western Blot 

eine deutliche Reduktion der Bandenintensität nur in den mit c�Src�spezifischer siRNA 

transfizierten RLE�6TN Zellen. Bei den mit Negativ�Kontroll�siRNA behandelten Zellen 

sowie mit Transfektionsreagenz ohne siRNA behandelten Zellen konnte kein 

Unterschied in der Bandenintensität von SFK im Vergleich zu den nicht�transfizierten 

Zellen beobachtet werden. Die Detektion der Gesamtproteinmenge für GAPDH zeigte 

keine durch die Belastung oder Transfektion verursachte Veränderung der 

Proteinmenge und diente hier als Ladekontrolle. 
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Abb. 3.5: c/Src/abhängige Aktivierung von Akt: RLE�6TN Zellen wurden mit 100 nM c�Src�spezifischer 

siRNA bzw. Negativ�Kontroll�siRNA transfiziert oder mit INTERFERin™ ohne siRNA als 

Transfektionsreagenz�Kontrolle behandelt. 48 h später wurden die Zellen für 8 h mit 10 Ag/cm2 ufCB 

belastet. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung nach der densitometrischen Auswertung der 

Immunsignalintensität von phospho�Akt in Western�Blot�Analysen in Bezug auf die PBS�Kontrolle von drei 

unabhängigen Experimenten. Der Nachweis der Gesamtproteine von GAPDH fungierte als Ladekontrolle. 

Der Nachweis der Gesamtproteine für SFK (tSFK) diente zur Überprüfung des knockdowns von SFK 

(gezeigt sind jeweils repräsentative Western Blots). * signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; † signifikant 

unterschiedlich zur Behandlung mit ufCB (p < 0,05). 

 

3.4 Untersuchung der Interaktion zwischen Membranrezeptoren 

 

Auf Membranebene sind EGF�R und ß1�Integrine an der durch ufCB�induzierten 

Proliferation in RLE�6TN Zellen beteiligt (Sydlik et al., 2006). Wie die Interaktion 

zwischen den beiden Rezeptoren vermittelt wird, ist noch nicht geklärt. Hier könnten 

SFK eine Rolle spielen, da beschrieben ist, dass sie die Aktivität von Integrinen und des 

EGF�R beeinflussen können (Thomas & Brugge, 1997; Parsons & Parsons, 2004). 

Zudem ist c�Src bei der Zelladhäsion im Komplex mit Integrinen an der Aktivierung des 

EGF�R beteiligt (Moro et al., 2002). 
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In den folgenden Versuchsreihen wurde die Rolle von SFK als Signalvermittler zwischen 

EGF�R und ß1�Integrinen untersucht. Dazu wurde analysiert, ob eine Inhibierung der 

Membranrezeptoren einen Einfluss auf die partikelinduzierte Aktivierung von SFK hat. 

Für die Durchführung dieses Versuches wurden RLE�6TN Zellen für 1 h mit dem 

ß1�Integrin�blockierenden Antikörper CD29 bzw. der Antikörperkontrolle IgM vorinkubiert 

und anschießend für 8 h mit 10 Ag/cm2 ufCB belastet. Beide Antikörper wurden in einer 

Endkonzentration von 1 Ag/ml eingesetzt (vgl. 2.1.3). Im Western Blot wurde 

anschließend die Phosphorylierung von SFK (Tyr416) überprüft. Die Belastung der Zellen 

mit ufCB induziert einen signifikanten Anstieg der Phosphorylierung von SFK um den 

Faktor 2,1 zur PBS Kontrolle (Abb. 3.6). Die Vorbehandlung mit dem 

Integrin�blockierenden Antikörper CD29 führte zu einer signifikanten Abnahme der durch 

ufCB�induzieren Phosphorylierung von SFK. Bei den mit der Antikörperkontrolle IgM 

vorbehandelten Zellen sieht man keine signifikante Verringerung der Phosphorylierung 

von SFK. 
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Abb. 3.6: Einfluss von ß1/Integrinen auf die Aktivierung von SFK: RLE�6TN Zellen wurden für 1 h mit 

1 Ag/ml anti�CD29 bzw. Antikörperkontrolle IgM vorinkubiert und für 8 h mit 10 Ag/cm2 ufCB belastet. 

Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung nach der densitometrischen Auswertung der 

Immunsignalintensität von phospho�SFK (Tyr416) in Western�Blot�Analysen in Bezug auf die PBS�Kontrolle 

von drei unabhängigen Experimenten. Der Nachweis der Gesamtproteine von SFK (tSFK) diente als 

Ladekontrolle. * signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; † signifikant unterschiedlich zur Behandlung mit 

ufCB (p < 0,05). 
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In einem zweiten Versuchsansatz wurden die RLE�6TN Zellen für 1 h mit 5 bzw. 10 AM 

des pharmakologischen Inhibitors für den EGF�R, Compound 32 (vgl. 2.1.3), oder der 

dazugehörigen Lösungsmittelkontrolle DMSO [Endkonzentration 0,1 %] vorinkubiert. Die 

Belastung der Zellen erfolgte für 8 h mit 10 Ag/cm2 ufCB. Im Western Blot wurde 

anschließend die Phosphorylierung von SFK (Tyr416) analysiert. Die kombinierte 

Behandlung mit ufCB und DMSO induziert einen signifikanten Anstieg der 

Phosphorylierung von SFK um den Faktor 2,5 zur PBS Kontrolle (Abb. 3.7). Eine 

Vorinkubation mit 10 AM Compound 32 resultierte in einer signifikanten Abnahme der 

partikelinduzierten Phosphorylierung von SFK auf Kontrollniveau. Bei der niedrigeren 

Inhibitorkonzentration von 5 AM zeigte sich eine Verringerung der Phosphorylierung von 

SFK, die jedoch nicht signifikant ist. Der Nachweis der Gesamtproteinmenge von SFK 

(tSFK) zeigte in beiden Fällen keine durch die Behandlung mit ufCB verursachte 

Veränderung der Proteinmenge und wurde als Ladekontrolle betrachtet. Die SFK 

können somit downstream der beteiligten Membranrezeptoren lokalisiert werden.  
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Abb. 3.7: Einfluss des EGF/R auf die Aktivierung von SFK: RLE�6TN Zellen wurden für 1 h mit 5 bzw. 

10 AM Compound 32 (C32) oder der Lösungsmittelkontrolle DMSO [Endkonzentration 0,1 %] vorinkubiert 

und anschließend für 8 h mit 10 Ag/cm2 ufCB belastet. Dargestellt ist der Mittelwert ± 

Standardabweichung nach der densitometrischen Auswertung der Immunsignalintensität von 

phospho�SFK (Tyr416) in Western�Blot�Analysen in Bezug auf die PBS�Kontrolle von drei unabhängigen 

Experimenten. Der Nachweis der Gesamtproteine von SFK (tSFK) diente als Ladekontrolle.* signifikant 

unterschiedlich zur Kontrolle; † signifikant unterschiedlich zur Behandlung mit DMSO + ufCB (p < 0,05). 
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3.5 Einfluss von ufCB auf die Lokalisation von SFK in Lipid Rafts 

 

Mit den bisher dargestellten Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass SFK ein 

essentieller Bestandteil der partikelinduzierten proliferativen Signaltransduktions�Kette in 

RLE�6TN Zellen sind. Diese Kinasen sind über N�Myristoylierung mit der Membran 

assoziiert und können in Membranmikrodomänen (Lipid Rafts) angereichert gefunden 

werden (Song et al., 1997). Diese Lipid Rafts sind als Plattformen bei der Initiation von 

Signalprozessen beteiligt (vgl. 1.5). 

Aufgrund dieser Hinweise aus der Literatur und den bisher gewonnen Ergebnissen 

wurde hier untersucht, ob SFK in RLE�6TN Zellen in Lipid Rafts lokalisiert sind und ob 

eine Behandlung mit ufCB einen Einfluss auf diese Lokalisation hat. Dafür wurden 

unbehandelte Zellen mit 1 % Triton X�100 lysiert und Detergenz�resistente Membranen 

(in dieser Arbeit durchgehend als Lipid Rafts bezeichnet) anschließend über 

OptiPrep™�Gradienten mittels Ultrazentrifugation isoliert (vgl. 2.2.4). Nach der 

Zentrifugation können 7 Fraktionen zu je 600 Al geerntet werden, die sich in ihrer Dichte 

unterscheiden. Um diejenigen Fraktionen identifizieren zu können, die Lipid Rafts 

enthalten, wurde im Dot Blot der Raft�Marker Gangliosid GM1 nachgewiesen. Die 

Untereinheit B des Cholera�Toxins, hier in gekoppelter Form mit Peroxidase, bindet 

selektiv an GM1 und kann deshalb zu dessen Nachweis benutzt werden (vgl. 2.2.5). Wie 

in Abbildung 3.8 A zu sehen ist, kann in unbehandelten RLE�6TN Zellen der Lipid Raft 

Marker GM1 in den Fraktionen 1 und 2 nachgewiesen werden. Diese Fraktionen wurden 

im Folgenden als Raft�Fraktion bezeichnet. Der Gehalt an GM1 in Fraktion 2 ist dabei 

signifikant höher als in den Fraktionen 3 bis 7. In Western�Blot�Analysen konnte das 

Protein GAPDH, dass nicht mit Lipid Rafts assoziiert ist (Ramseger et al., 2009), nur in 

Fraktion 3 bis 7 nachgewiesen werden (Abb. 3.8 B). Diese Fraktionen wurden deshalb 

als Nicht�Raft�Fraktion bezeichnet.  
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Abb. 3.8: Identifikation der Raft/Fraktion in unbehandelten RLE/6TN Zellen: RLE�6TN Zellen wurden 

mit 1 % Triton X�100 lysiert und über einen OptiPrep™�Gradienten konnten mittels Ultrazentrifugation 

Lipid Rafts isoliert werden. A. Im Dot Blot erfolgte die Untersuchung der 7 Fraktionen auf den Gehalt an 

Raft�Marker Gangliosid GM1 mit Hilfe der Untereinheit von Cholera�Toxin, gekoppelt mit Peroxidase. Die 

densitometrische Auswertung zeigt den Mittelwert ± Standardabweichung der absoluten 

Immunsignalintensität von GM1 von drei unabhängigen Experimenten. B.  Repräsentativer Western Blot 

für den Nachweis des Nicht�Raft�Markers GAPDH in den einzelnen Fraktionen nach Ultrazentrifugation 

über einen OptiPrep™�Gradienten.* signifikant unterschiedlich zu Fraktion 3 bis 7 (p < 0,001). 

 

Die Proteinkonzentration in den einzelnen Fraktionen wurde mittels DC Protein Assay 

Kit bestimmt (vgl. 2.2.6.2). Hier zeigt sich in unbehandelten Zellen, dass die 

Proteinmenge von Fraktion 1 bis Fraktion 7 kontinuierlich ansteigt (Abb. 3.9). In 

Fraktion 1 sind durchschnittlich ca. 6 % Protein enthalten; in Fraktion 7 durchschnittlich 

ca. 18 % Protein. Diese Proteinverteilung wurde auch nicht nach Behandlung der Zellen 

mit unterschiedlichen Substanzen und Partikeln verändert. Dies ist in Abb. 3.9 

exemplarisch für die Belastung mit ufCB dargestellt.  
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Abb. 3.9: Bestimmung des Proteingehaltes der einzelnen Fraktionen nach Ultrazentrifigation: 

Unbehandelte oder für 5 min mit 10 Ag/cm2 ufCB belastete RLE�6TN Zellen wurden mit 1 % Triton X�100 

lysiert und über einen OptiPrep™�Gradienten konnten mittels Ultrazentrifugation Lipid Rafts isoliert 

werden. Die Proteinbestimmung jeder Fraktion erfolgte anschließend mittels DC Protein Assay Kit. 

Dargestellt ist der Mittelwert der Proteinmenge jeder Fraktion in % von drei unabhängigen Versuchen 

± Standardabweichung.  

 

Unveröffentliche Arbeiten zeigen, dass eine Belastung von RLE�6TN Zellen für 5 min mit 

10 Ag/cm2 ufCB eine Veränderung der Lipidzusammensetzung in Mikrodomänen 

induziert (Arbeiten von Dr. Grether�Beck, AG Zellbiologie, IUF). Darum wurde im 

Folgenden untersucht, ob eine Behandlung mit ufCB zum Zeitpunkt 5 min auch einen 

Einfluss auf die Proteinzusammensetzung der Lipid Rafts hat. 

Für alle Versuche zur Untersuchung der Proteinzusammensetzung von Lipid Rafts 

wurde nach densitometrischer Auswertung der Immunsignalintensitäten von SFK oder 

EGF�R in Western�Blot�Analysen folgendermaßen verfahren: der Mittelwert der Summe 

der absoluten Signalintensitäten der Raft�Fraktion (1�2) ± Standardabweichung wurde 

im Vergleich zum Mittelwert der Summe der absoluten Signalintensitäten der 

Nicht�Raft�Fraktion (3�7) ± Standardabweichung dargestellt. Die absoluten 
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Signalintensitäten wurden vor der Summierung jeweils auf die Proteinmenge (in %) 

bezogen, die von jeder Fraktion ermittelt wurde (vgl. Abb. 3.9). 

Um zu überprüfen, ob nach der Behandlung mit ufCB die Lipid�Raft Fraktion ebenfalls in 

Fraktion 1 und 2 lokalisiert werden kann, wurden die RLE�6TN Zellen für 5 min mit 

10 Ag/cm2 ufCB behandelt und mit 1 % Triton X�100 lysiert. Nachfolgend wurden die 

Lipid Rafts über OptiPrep™�Gradienten mittels Ultrazentrifugation isoliert (vgl. 2.2.4). 

Hier zeigte sich nach Untersuchung der einzelnen Fraktionen im Dot Blot für Gangliosid 

GM1 das gleiche Bild wie in unbehandelten Zellen; Fraktion 1 und 2 entsprechen auch 

hier der Raft�Fraktion (Abb. 3.10 A). Aus diesen Ergebnissen sowie der unveränderten 

Proteinverteilung nach ufCB�Applikation zeigt sich, dass die Raft�Fraktion nach 

Behandlung mit Partikeln nicht zerstört wird. Das Protein GAPDH ist, wie auch in 

unbehandelten Zellen, nur in der Nicht�Raft�Fraktion angereichert (Abb. 3.10 B). 
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Abb. 3.10: Identifikation der Raft/Fraktion in mit ufCB behandelten RLE/6TN Zellen: RLE�6TN Zellen 

wurden für 5 min mit 10 Ag/cm2 ufCB belastet und mit 1 % Triton X�100 lysiert. Anschließend wurden Lipid 

Rafts über einen OptiPrep™�Gradienten mittels Ultrazentrifugation isoliert. A. Dargestellt ist ein 

repräsentativer Dot Blot, der die Verteilung des Raft�Markers Gangliosid GM1 in den 7 Fraktionen zeigt. 

Der Nachweis erfolgte mit Hilfe der Untereinheit B von Cholera�Toxin, gekoppelt mit Peroxidase. 

B. Repräsentativer Western Blot für den Nachweis des Nicht�Raft�Markers GAPDH nach Lyse der 

RLE�6TN Zellen mit 1% Triton X�100 und nachfolgender Fraktionierung über einen 

OptiPrep™�Gradienten.  

 

Um nun auf Proteinebene zu überprüfen, ob SFK in der identifizieren Raft�Fraktion 

gefunden werden kann, wurden Western�Blot�Analysen zum Nachweis des 

Gesamtproteins für SFK durchgeführt. Es zeigte sich, dass 30 % des gesamten Gehalts 

an SFK in der Raft�Fraktion (1�2) gefunden werden kann (Abb. 3.11). Der Rest befindet 

sich in der Nicht�Raft�Fraktion (3�7). Nach einer Behandlung der RLE�6TN Zellen für 

5 min mit 10 Ag/cm2 ufCB konnte eine signifikante Verringerung des Gehalts von SFK in 
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der Raft�Fraktion nachgewiesen werden (Abb. 3.11). Der Gehalt an SFK in der 

Raft�Fraktion beträgt nach Partikelbelastung nur noch 3 %.  
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Abb. 3.11: Einfluss von ufCB auf die Lokalisation von SFK in Lipid Rafts: RLE�6TN Zellen wurden 

entweder nicht behandelt oder für 5 min mit 10 Ag/cm2 ufCB belastet. Anschließend erfolgte eine Lyse mit 

1 % Triton X�100, wonach die Lipid Rafts über einen OptiPrep™�Gradienten mittels Ultrazentrifugation 

isoliert wurden. In Western�Blot�Analysen erfolgte der Nachweis der Gesamtproteine SFK (tSFK) in den 

einzelnen Fraktionen. Dargestellt sind die Ergebnisse von drei unabhängigen Versuchen. **signifikant 

unterschiedlich zur Raft�Fraktion der unbehandelten Kontrolle (p < 0,01). 

 

3.6 Auswirkung von ufCB auf die Lokalisation von EGF/R in Lipid 

Rafts 

 

Auch der EGF�R, der bei der proliferativen Signaltransduktion in RLE�6TN Zellen eine 

entscheidende Rolle spielt, kann in verschiedenen Zelltypen in Lipid Rafts lokalisiert 

werden (Mineo et al., 1999; Roepstorff et al., 2002).  
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Um zu untersuchen, ob der EGF�R in RLE�6TN Zellen in diesen Mikrodomänen 

gefunden werden kann, wurden unbehandelte Zellen mit 1 % Triton X�100 lysiert und 

die Lipid Rafts anschließend über OptiPrep™�Gradienten mittels Ultrazentrifugation 

isoliert (vgl. 2.2.4). In Western�Blot�Analysen konnte gezeigt werden, dass 34 % des 

Gesamtgehaltes an EGF�R in der Raft�Fraktion lokalisiert ist (Abb. 3.12). Der Rest 

befindet sich in der Nicht�Raft�Fraktion. Es wurde nun überprüft, ob eine Belastung der 

RLE�6TN Zellen für 5 min mit 10 Ag/cm2 ufCB ebenfalls zu einer Translokation des 

EGF�R aus der Raft�Fraktion führt, wie das für SFK nach Partikelbelastung gezeigt 

wurde (vgl. Abb. 3.11). Die Belastung der RLE�6TN Zellen mit ufCB induziert eine 

signifikante Verringerung des Gehalts von EGF�R in der Raft�Fraktion. Nach der 

Partikelbelastung sind nur noch 7 % des Gesamtgehaltes an EGF�R in der Raft�Frakion 

nachweisbar (Abb. 3.12). 

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

Kontrolle 5 min ufCB

0

1

2

4

6

5

7

3

8

*

Raft�Fraktion Nicht�Raft�Fraktion

Im
m

u
n

si
g

n
a

l/P
ro

te
in

m
e
n
g

e

EGF/R

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

Kontrolle 5 min ufCB

0

1

2

4

6

5

7

3

8

*

Raft�Fraktion Nicht�Raft�Fraktion

Im
m

u
n

si
g

n
a

l/P
ro

te
in

m
e
n
g

e

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

Kontrolle 5 min ufCB

0

1

2

4

6

5

7

3

8

0

1

2

4

6

5

7

3

8

*

Raft�Fraktion Nicht�Raft�FraktionRaft�Fraktion Nicht�Raft�Fraktion

Im
m

u
n

si
g

n
a

l/P
ro

te
in

m
e
n
g

e

EGF/R

 
 

Abb. 3.12: Einfluss von ufCB auf die Lokalisation von EGF/R in Lipid Rafts: RLE�6TN Zellen wurden 

entweder nicht behandelt oder für 5 min mit 10 Ag/cm2 ufCB belastet. Anschließend erfolgte eine Lyse mit 

1 % Triton X�100, wonach die Lipid Rafts über einen OptiPrep™�Gradienten mittels Ultrazentrifugation 

isoliert wurden. In Western�Blot�Analysen erfolgte der Nachweis der Gesamtproteine EGF�R (tEGF�R) in 

den einzelnen Fraktionen. Dargestellt sind die Ergebnisse von drei unabhängigen Versuchen. *signifikant 

unterschiedlich zur Raft�Fraktion der unbehandelten Kontrolle (p < 0,05). 
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3.7 Abhängigkeit der Translokation von SFK und EGF/R von der 

Partikelgröße 

 

Es konnte in RLE�6TN Zellen beobachtet werden, dass spezifisch ultrafeines CB mit 

einem Durchmesser von 14 nm Proliferation induziert. Feines CB mit einem 

Durchmesser von 260 nm dagegen zeigt keinen Effekt auf diesen Endpunkt (Sydlik et 

al., 2006). Zudem wurde in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen, dass nur ultrafeines 

CB und nicht feines CB die SFK aktiviert. 

Um zu untersuchen, ob die beobachtete Verringerung des Gehaltes an SFK und EGF�R 

in der Raft�Fraktion hier ebenfalls abhängig ist von der Größe der eingesetzten Partikel, 

wurden die RLE�6TN Zellen im Folgenden für 5 min mit 10 Ag/cm2 feinem Carbon Black 

belastet (vgl. 2.1.6). Nach Behandlung konnten Lipid Rafts isoliert werden (vgl. 2.2.4). 

Zunächst wurde überprüft, ob nach einer Behandlung mit fCB die Lipid Rafts in Fraktion 

1 und 2 nachgewiesen werden können, wie das für unbehandelte Zellen gezeigt wurde. 

Auch nach einer Belastung mit feinem CB kann der Raft�Marker GM1 im Dot Blot 

hauptsächlich in der 1. und 2. Fraktion gefunden werden (Abb. 3.13 A). In 

Western�Blot�Analysen konnte GAPDH dagegen nur in der Nicht�Raft�Fraktion detektiert 

werden. (Abb. 3.13 B) 
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Abb. 3.13: Identifikation der Raft/Fraktion in mit feinem CB behandelten RLE/6TN Zellen: RLE�6TN 

Zellen wurden für 5 min mit 10 Ag/cm2 feinem Carbon Black belastet und mit 1 % Triton X�100 lysiert. 

Anschließend wurden Lipid Rafts über einen OptiPrep™�Gradienten mittels Ultrazentrifugation isoliert. 

A. Dargestellt ist ein repräsentativer Dot Blot, der die Verteilung des Raft�Marker Gangliosid GM1 in den 

7 Fraktionen zeigt. Dessen Nachweis erfolgte mit Hilfe der Untereinheit B von Cholera�Toxin, die mit 

Peroxidase gekoppelt ist. B. Repräsentativer Western Blot für den Nicht�Raft�Marker GAPDH nach Lyse 

der RLE�6TN Zellen mit 1% Triton X�100 und nachfolgender Fraktionierung mittels Ultrazentrifugation 

über einen OptiPrep™�Gradienten.  
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In Western�Blot�Analysen konnte nach einer Behandlung mit feinem CB keine 

Veränderung des Gesamtgehaltes von SFK in der Raft�Fraktion detektiert werden 

(Abb. 3.14). Auch hier sind 30 % der SFK in dieser Fraktion lokalisiert. Derselbe Anteil 

wurde auch in unbehandelten Zellen in der Raft�Fraktion identifiziert (vgl. 3.5). Des 

Weiteren zeigt sich nach Belastung mit feinem CB nur eine geringfügige, aber keine 

signifikante Verringerung des Gehaltes an EGF�R in der Raft�Fraktion im Gegensatz zu 

unbehandelten Zellen (Abb. 3.15).  
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Abb. 3.14: Raft/Lokalisation von SFK nach Belastung mit feinem CB: RLE�6TN Zellen wurden 

entweder nicht behandelt oder für 5 min mit 10 Ag/cm2 fCB belastet. Anschließend erfolgte eine Lyse mit 

1 % Triton X�100, wonach Lipid Rafts über einen OptiPrep™�Gradienten mittels Ultrazentrifugation isoliert 

wurden. In Western�Blot�Analysen erfolgte der Nachweis der Gesamtproteine SFK (tSFK) in den 

einzelnen Fraktionen. Dargestellt sind die Ergebnisse von drei unabhängigen Versuchen. 
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Abb. 3.15: Raft/Lokalisation von EGF/R nach Belastung mit feinem CB: RLE�6TN Zellen wurden 

entweder nicht behandelt oder für 5 min mit 10 Ag/cm2 fCB belastet. Anschließend erfolgte eine Lyse mit 

1 % Triton X�100, wonach Lipid Rafts über einen OptiPrep™�Gradienten mittels Ultrazentrifugation isoliert 

wurden. In Western�Blot�Analysen erfolgte der Nachweis der Gesamtproteine EGF�R in den einzelnen 

Fraktionen. Dargestellt sind die Ergebnisse von drei unabhängigen Versuchen. 

 

3.8 Effekte von Lipidmediatoren auf die Lokalisation von SFK und 

EGF/R in Lipid Rafts 

 

Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Behandlung mit ufCB in RLE�6TN Zellen 

eine Verringerung des Gehaltes von SFK und EGF�R in der Raft�Fraktion bewirkt. 

Unveröffentliche Arbeiten zeigen zudem, dass 5 min nach Belastung mit 10 Ag/cm2 

ufCB die Menge an Lipidmediator Ceramid in den Lipid Rafts signifikant ansteigt. 

Gleichzeitig nimmt der Gehalt von Cholesterol, Sphingomyelin und Gangliosid GM3 ab. 

(Arbeiten von Dr. Grether�Beck, AG Zellbiologie, IUF). Ceramide können als sogenannte 

bioaktive Sphingolipide in Signalprozesse involviert sein (Hannun & Luberto, 2001). Da 

der Ceramid�Gehalt nach 5 min Partikelbelastung zunimmt und gleichzeitig zu diesem 

Zeitpunkt eine Translokation von SFK und EGF�R aus der Raft�Fraktion beobachtet 
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wurde, sollte hier untersucht werden, ob eine externe Zugabe von C6�Ceramid 

(D�erythro�Sphingosine, N�Hexanoyl) die Lokalisation von SFK und EGF�R in 

Lipid�Raft�Fraktionen beeinflusst. Um auszuschließen, dass die eingesetzte 

Konzentration von C6�Ceramid zytotoxisch ist, wurde die Enzymaktivität der 

Laktat�Dehydrogenase (LDH) bestimmt. Die Freisetzung des zytosolischen Enzyms 

LDH ins Kulturmedium wird als ein Parameter zur Überprüfung der Membranschädigung 

benutzt. Die Zunahme der LDH�Aktivität ist dementsprechend mit einer erhöhten 

Zytotoxizität gleichzusetzen (vgl. 2.2.3). Eine 15�minütige Behandlung mit 10 AM 

C6�Ceramid zeigte keine zytotoxischen Effekte im Vergleich zur PBS�Kontrolle 

(Tab. 3.16). Auch die in dieser Arbeit verwendeten Partikel hatten keinen Einfluss auf 

die Membranintegrität der RLE�6TN Zellen. Die eingesetzten Konzentrationen von 

C6�Ceramid und Partikeln schädigen die Zellmembran nicht. Die Zytotoxizität liegt nach 

allen hier vorgenommen Behandlungen jeweils bei unter 1 % bezogen auf die maximale 

LDH�Aktivität nach Lyse der Zellen mit 1 % Triton X�100 (Positivkontrolle, 100 % 

Zytotoxizität) und damit im Bereich der Kontrolle (Tab. 3.16). 

0,32 ± 0,2110 Ag/cm2 ufCB

0,45 ± 0,2610 Ag/cm2 fCB

0,44 ± 0,2610 AM C6�Ceramid

0,44 ± 0,20Kontrolle PBS

Zytotoxizität in %

( ± Standardabweichung)

Behandlung

0,32 ± 0,2110 Ag/cm2 ufCB

0,45 ± 0,2610 Ag/cm2 fCB

0,44 ± 0,2610 AM C6�Ceramid

0,44 ± 0,20Kontrolle PBS

Zytotoxizität in %

( ± Standardabweichung)

Behandlung

 

Tab. 3.16: Zytotoxizität nach Behandlung mit C6/Ceramid und Partikeln: RLE�6TN Zellen wurden für 

5 min mit PBS, für 15 min mit 10 AM C6�Ceramid oder für 5 min mit 10 Ag/cm2 fCB bzw. ufCB behandelt. 

Die Aktivität der LDH wurde fluorometrisch mit Hilfe des CytoTox�ONE™ Kits (Promega) im Zellmedium 

bestimmt. Die gemessenen optischen Dichten (OD) wurden auf die OD der Positivkontrolle, d. h. auf mit 

Triton X�100 lysierte Zellen, bezogen (maximale LDH�Aktivität) und in Prozent ± Standardabweichung 

angegeben (n=3).

 

In den folgenden Versuchreihen wurden RLE�6TN Zellen für 15 min mit 10 AM 

C6�Ceramid behandelt und anschließend Lipid Rafts isoliert (vgl. 2.2.4). Um zu 

überprüfen, welche Fraktion die Raft�Fraktion ist, wurde GM1 im Dot Blot mittels 

Cholera�Toxin nachgewiesen (vgl. 2.2.5). Wie man in Abbildung 3.17 A erkennt, ist der 
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Gehalt an GM1 in Fraktion 1 und 2 am höchsten. Darum wurden diese beiden Fraktionen 

hier als die Raft�Fraktion bezeichnet und von der Nicht�Raft�Fraktion (3�7) abgegrenzt. 

Im Western Blot kann GAPDH nur in dieser Nicht�Raft�Fraktion nachgewiesen werden 

(Abb.3.17 B).  
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A

B
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A
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Abb. 3.17: Identifikation der Raft/Fraktion in mit C6/Ceramid behandelten RLE/6TN Zellen: RLE�6TN 

Zellen wurden für 15 min mit 10 AM C6�Ceramid behandelt und mit 1 % Triton X�100 lysiert. Anschließend 

wurden Lipid Rafts über einen OptiPrep™�Gradienten mittels Ultrazentrifugation isoliert. A. Dargestellt ist 

ein repräsentativer Dot Blot, der die Verteilung des Raft�Marker Gangliosid GM1 in den 7 Fraktionen zeigt. 

B.  Repräsentativer Western Blot für den Nicht�Raft�Marker GAPDH nach Lyse der RLE�6TN Zellen mit 

1% Triton X�100 und nachfolgender Fraktionierung mittels Ultrazentrifugation über einen 

OptiPrep™�Gradienten.  

 

Um auf Proteinebene zu untersuchen, ob eine Behandlung der RLE�6TN Zellen mit 

10 AM C6�Ceramid die Lokalisation von SFK und des EGF�R in der Raft�Fraktion 

beeinflusst, wurden Western�Blot�Analysen durchgeführt. Hier erkennt man, dass eine 

15�minütige Behandlung mit C6�Ceramid im Vergleich zu unbehandelten RLE�6TN 

Zellen eine signifikante Verringerung des Gehaltes an SFK (Abb. 3.18�A) und EGF�R 

(Abb. 3.18�B) aus der Raft�Fraktion induziert. Wie in Abb. 3.11 gezeigt, konnten in 

unbehandelten Zellen 30 % des Gesamtgehaltes an SFK in der Raft�Fraktion 

nachgewiesen werden. Nach Behandlung mit C6�Ceramid sind hier nur noch 3,6 % im 

Lipid Raft lokalisiert. Für den Gehalt des EGF�R ergibt sich ein ähnliches Bild. Hier 

konnten in unbehandelten Zellen 34 % des Gesamtgehaltes an EGF�R in Rafts 

gefunden werden (Abb. 3.12), der nach Behandlung mit C6�Ceramid auf 6,5 % abfällt.  

Es ergibt sich also nach Behandlung mit C6�Ceramid für die Raft�Lokalisation von SFK 

und EGF�R ein identisches Bild wie nach Behandlung mit ufCB. 
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Abb. 3.18: Einfluss von C6/Ceramid auf die Lokalisation von SFK und EGF/R in Lipid Rafts: 

RLE�6TN Zellen wurden nicht behandelt oder für 15 min mit 10 AM C6�Ceramid behandelt. Anschließend 

erfolgte eine Lyse mit 1 % Triton X�100, wonach die Lipid Rafts über einen OptiPrep™�Gradienten mittels 

Ultrazentrifugation isoliert wurden. In Western�Blot�Analysen erfolgte der Nachweis der Gesamtproteine 

A. SFK (tSFK) oder B. EGF�R in den einzelnen Fraktionen. Dargestellt sind die Ergebnisse von drei 

unabhängigen Versuchen. *signifikant unterschiedlich zur Raft�Fraktion der unbehandelten Kontrolle 

(p < 0,05); **signifikant unterschiedlich zur Raft�Fraktion der unbehandelten Kontrolle (p < 0,005). 
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3.9 Effekt von Lipidmediator C6/Ceramid auf die Phosphorylierung 

von Erk1/2 und SFK 

 

Da es nach Behandlung mit C6�Ceramid nachweislich zu einer Reduktion des Gehaltes 

an EGF�R und SFK in der Raft�Fraktion kommt, wurde im Folgenden untersucht, ob 

dieser Lipidmediator nach externer Zugabe in der Lage ist, die Aktivierung der bei der 

proliferativen Signaltransduktion identifizierten Proteine SFK und Erk1/2 zu induzieren.  

Dazu wurden RLE�6TN Zellen für 15 min mit 10 AM C6�Ceramid oder dessen 

Lösungsmittelkontrolle DMSO [Endkonzentration 0,1 %] behandelt. Zusätzlich wurden 

die Zellen für 8 h mit 10 Ag/cm2 ufCB belastet, um einen Vergleich zwischen beiden 

Behandlungen im Bezug auf die Phosphorylierung der Signalproteine zu haben. 

Anschließend wurde in Western�Blot�Analysen mit Hilfe phospho�spezifischer Antikörper 

der Aktivitätsstatus von SFK und Erk1/2 untersucht.  

Die Behandlung mit ufCB induziert einen signifikanten Anstieg der Phosphorylierung von 

SFK und Erk1/2 um den Faktor 2,5 bzw. 3,1 zur PBS Kontrolle. Die Behandlung mit 

C6�Ceramid induziert eine Phosphorylierung sowohl von SFK als auch Erk1/2 um den 

Faktor 2,6 bzw. 2,5 der unbehandelten Kontrolle (Abb. 3.19 und 3.20). Ceramid induziert 

also in ähnlichem Ausmaß wie ufCB die Phosphorylierung beider Signalproteine. Die 

Behandlung mit der Lösungsmittelkontrolle DMSO zeigte keine signifikante Veränderung 

der Phosphorylierung der Signalproteine gegenüber der Kontrolle. Der Nachweis von 

GAPDH (Glyzerinaldehyd�3�phosphat�Dehydrogenase) diente als Ladekontrolle und 

zeigte keine durch die Behandlung mit ufCB verursachte Veränderung der 

Proteinmenge. 
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Abb. 3.19: Aktivierung von SFK durch die Behandlung mit C6/Ceramid: RLE�6TN Zellen wurden 

entweder für 8 h mit 10 Ag/cm2 ufCB belastet oder für 15 min mit 10 AM C6�Ceramid bzw. DMSO 

[Endkonzentration 0,1%] behandelt. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung nach der 

densitometrischen Auswertung der Immunsignalintensität von phospho�SFK (Tyr416) in 

Western�Blot�Analysen in Bezug auf die PBS�Kontrolle von drei unabhängigen Experimenten. Der 

Nachweis von GAPDH diente als Ladekontrolle. * signifikant unterschiedlich zur PBS�Kontrolle (p < 0,05). 
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Abb. 3.20: Aktivierung von Erk1/2 durch die Behandlung mit C6/Ceramid: RLE�6TN Zellen wurden für 

8 h mit 10 Ag/cm2 ufCB belastet oder für 15 min mit 10 AM C6�Ceramid bzw. DMSO [Endkonzentration 

0,1%] behandelt. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung nach der densitometrischen 

Auswertung der Immunsignalintensität von phospho�Erk1/2 in Western�Blot�Analysen in Bezug auf die 

PBS�Kontrolle von drei unabhängigen Experimenten. Der Nachweis von GAPDH diente als Ladekontrolle. 

* signifikant unterschiedlich zur PBS�Kontrolle (p < 0,05); ** signifikant unterschiedlich zur PBS�Kontrolle 

(p < 0,01). 

 

3.10 Wirkung von Ectoin auf die partikelinduzierte Translokation von 

SFK und EGF/R aus Lipid Rafts 

 

Eine Belastung mit ufCB resultiert in einer Veränderung der Zusammensetzung der 

Mikrodomänen, sowohl auf Ebene der Lipide, als auch auf Ebene der Proteine. Nun 

sollte untersucht werden, wie sich eine Vorinkubation von Substanzen mit membran� 

bzw. proteinstabilisierenden Eigenschaften auf den Gehalt an Signalproteinen in den 

Lipid Rafts nach Partikelbelastung auswirkt. Zu solchen Substanzen gehört das 

kompatible Solut Ectoin (Yancey, 2005). Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine 



Ergebnisse     

 63  

4�stündige Vorinkubation mit Ectoin in RLE�6TN�Zellen zu einer Reduktion der 

partikelinduzierten Aktivierung von p38 und Erk1/2 führt (Sydlik et al., 2009).  

Aus diesem Grund wurde hier der Einfluss einer Vorinkubation mit Ectoin auf die 

partikelinduzierte Translokation von SFK und EGF�R aus der Raft�Fraktion untersucht. 

Dazu wurden RLE�6TN Zellen für 4 h mit 0,1 mM Ectoin vorinkubiert und für 5 min mit 

10 Ag/cm2 ufCB belastet. Anschließend wurden Lipid Rafts isoliert (vgl. 2.2.4). Auch hier 

wurde im Dot Blot mittels Cholera�Toxin�HRP überprüft, in welchen Fraktionen GM1 als 

Raft�Marker angereichert ist. Wie in Abbildung 3.21 zu sehen ist, kann GM1 in Fraktion 1 

und 2 lokalisiert werden, die der Raft�Fraktion entspricht. Diese ist abgegrenzt von der 

Nicht�Raft�Fraktion (3�7), was im Western Blot durch den Nachweis von GAPDH gezeigt 

wurde. 
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Abb. 3.21: Identifikation der Raft/Fraktion in mit Ectoin vorinkubierten RLE/6TN Zellen: RLE�6TN 

Zellen wurden für 4 h mit 0,1 mM Ectoin behandelt und anschließend für 5 min mit 10 Ag/cm2 ufCB 

belastet. Nachdem die Zellen mit 1 % Triton X�100 lysiert wurden, erfolgte eine Isolierung der Lipid Rafts 

über einen OptiPrep™�Gradienten mittels Ultrazentrifugation. A. Dargestellt ist ein repräsentativer Dot 

Blot, der die Verteilung des Raft�Markers Gangliosid GM1 in den 7 Fraktionen zeigt. Der Nachweis erfolgte 

mit Hilfe der Untereinheit B von Cholera�Toxin, gekoppelt mit Peroxidase. B.  Repräsentativer Western 

Blot für den Nicht�Raft�Marker GAPDH nach Lyse der RLE�6TN Zellen mit 1 % Triton X�100 und 

nachfolgender Fraktionierung mittels Ultrazentrifugation über einen OptiPrep™�Gradienten.  

 

Um auf Proteinebene zu untersuchen, ob eine Vorbehandlung der RLE�6TN Zellen mit 

Ectoin einen Effekt auf die durch ufCB�induzierte Reduktion des Gehalts an SFK und 

EGF�R in Lipid Rafts hat, wurden die Fraktionen nach Ultrazentrifugation in 

Western�Blot�Analysen auf den Gehalt beider Proteine untersucht. Hier erkennt man 

nach 4�stündiger Vorinkubation mit Ectoin und anschließender 5�minütiger Belastung 

mit ufCB keine Reduktion des Gehalts an SFK (Abb.3. 22) und EGF�R (Abb. 3.23) in der 

Raft�Fraktion. Zum Vergleich sind hier noch einmal die Ergebnisse für unbehandelte 
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RLE�6 TN Zellen und für mit ufCB belastete Zellen dargestellt. Wie in Abb. 3.11 gezeigt, 

konnten in unbehandelten Zellen 30 % des Gesamtgehaltes an SFK in der Raft�Fraktion 

nachgewiesen werden; nach Behandlung mit ufCB nur noch 3 %. Die Vorinkubation mit 

Ectoin führt hier zu einem geringfügigen Anstieg von SFK in der Raft�Fraktion auf 37 %.  
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Abb. 3.22: Wirkung von Ectoin auf die partikelinduzierte Translokation von SFK aus Lipid Rafts: 

RLE�6TN Zellen wurden entweder nicht behandelt, für 5 min mit 10 Ag/cm2 ufCB belastet oder für 4 h mit 

0,1 mM Ectoin vorinkubiert und anschließend für 5 min mit 10 Ag/cm2 ufCB belastet. Nachfolgend wurden 

die Zellen mit 1 % Triton X�100 lysiert; danach die Lipid Rafts über einen OptiPrep™�Gradienten mittels 

Ultrazentrifugation isoliert. In Western�Blot�Analysen erfolgte der Nachweis der Gesamtproteine SFK 

(tSFK) in den einzelnen Fraktionen. Dargestellt sind die Ergebnisse von drei unabhängigen Versuchen. 

**signifikant unterschiedlich zur Raft�Fraktion der unbehandelten Kontrolle (p < 0,01). 

 

Für den Gehalt an EGF�R in Lipid Rafts zeigt sich ein ähnliches Bild. In unbehandelten 

RLE�6TN Zellen wurden 34 % des Gesamtgehaltes an EGF�R in Lipid Rafts gefunden, 

der nach Behandlung mit ufCB auf 7 % abfällt (Abb. 3.12). In den vor der 

Partikelbelastung mit Ectoin inkubierten Zellen können 34 % des EGF�R in der 

Raft�Fraktion lokalisiert werden. Hier konnte auch ein signifikanter Anstieg des Gehaltes 

an EGF�R in der Nicht�Raft�Fraktion im Vergleich zu unbehandelten Zellen detektiert 
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werden, der möglicherweise auf die protein� bzw. membranstabilisierenden 

Eigenschaften von Ectoin zurückzuführen ist, so dass ein Abbau oder die Translokation 

beider Proteine verhindert wird.  
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Abb. 3.23: Wirkung von Ectoin auf die partikelinduzierte Translokation von EGF/R aus Lipid Rafts: 

RLE�6TN Zellen wurden entweder nicht behandelt, für 5 min mit 10 Ag/cm2 ufCB belastet oder für 4 h mit 

0,1 mM mit Ectoin vorinkubiert und anschließend für 5 min mit 10 Ag/cm2 ufCB belastet. Nachfolgend 

wurden die Zellen mit 1 % Triton X�100 lysiert; danach die Lipid Rafts über einen OptiPrep™�Gradienten 

mittels Ultrazentrifugation isoliert. In Western�Blot�Analysen erfolgte der Nachweis der Gesamtproteine 

EGF�R (tEGF�R) in den einzelnen Fraktionen. *signifikant unterschiedlich zur Raft�Fraktion der 

unbehandelten Kontrolle (p < 0,05); § signifikant unterschiedlich zur Nicht�Raft�Fraktion der 

unbehandelten Kontrolle (p < 0,01). 
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3.11 Einfluss von Ectoin auf die partikelinduzierte Aktivierung von 

SFK  

 

Eine Vorinkubation mit Ectoin resultiert in RLE�6TN Zellen in einer signifikanten 

Reduktion der partikelinduzierten Aktivierung von Erk1/2 (Sydlik et al., 2009). Darum 

wurde im Folgenden untersucht, ob eine Vorinkubation mit Ectoin auch einen Effekt auf 

die partikelinduzierte Phosphorylierung von SFK hat. Dafür wurden RLE�6TN Zellen für 

4 h mit 0,1 bzw. 0,01 mM Ectoin vorinkubiert und anschließend für 8 h mit 10 Ag/cm2 

ufCB belastet.  

Die Behandlung mit ufCB induziert einen signifikanten Anstieg der Phosphorylierung von 

SFK um den Faktor 1,7 zur PBS Kontrolle (Abb. 3.24). Die Vorinkubation mit 0,01 mM 

Ectoin reduziert die partikelinduzierte Aktivierung von SFK signifikant auf Kontrollniveau. 

Die Vorinkubation mit 0,1 mM Ectoin zeigt eine Verringerung der Phosphorylierung von 

SFK, die aber aufgrund der großen Standardabweichung nicht signifikant ist. Eine 

Behandlung nur mit Ectoin hatte keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von SFK im 

Vergleich zur Kontrolle. Der Nachweis der Gesamtproteine SFK (tSFK) zeigte keine 

durch die Behandlung mit ufCB verursachte Veränderung der Proteinmenge und wurde 

als Ladekontrolle betrachtet.  
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Abb. 3.24: Wirkung von Ectoin auf die partikelinduzierte Aktivierung von SFK: RLE�6TN Zellen 

wurden für 4 h mit 0,01 bzw. 0,1 mM Ectoin vorinkubiert und anschließend für 8 h mit 10 Ag/cm2 ufCB 

belastet. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung nach der densitometrischen Auswertung der 

Immunsignalintensität von phospho�SFK (Tyr416) in Western�Blot�Analysen in Bezug auf die H2O�Kontrolle 

von drei unabhängigen Experimenten. Der Nachweis der Gesamtproteine SFK (tSFK) diente als 

Ladekontrolle. * signifikant unterschiedlich zur Kontrolle (p < 0,01); § signifikant unterschiedlich zur 

Belastung mit ufCB (p < 0,01). 
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4. Diskussion 

 

Die ultrafeine Partikelfraktion des Schwebstaubs in der Luft kann aufgrund ihrer 

geringen Größe bis in alveolare Regionen der Lunge vordringen (Oberdörster et al., 

2005). Dort werden ultrafeine Partikel weniger effizient von alveolaren Makrophagen 

beseitigt als feine Partikel und können darum verstärkt mit Lungenepithelzellen 

interagieren (Kreyling & Scheuch, 2000; Donaldson et al., 2005). Diese Eigenschaft 

und ihre Fähigkeit, ROS zu generieren, tragen entscheidend zur Toxizität dieser 

Partikel bei (Donaldson et al., 2001). Eine Exposition gegenüber diesen ultrafeinen 

Partikeln induziert pathogene Endpunkte wie Proliferation, Apoptose oder 

Entzündung (Sydlik et al., 2006; Monteiller et al., 2007). Die molekularen 

Mechanismen der Partikeltoxizität sind bis dato nur unvollständig verstanden. Die 

derzeitige Hypothese geht von einer Beteiligung von Membranrezeptoren und einer 

Induktion verschiedener Signaltransduktionswege aus (Albrecht et al., 2004; Unfried 

et al., 2007). Auf Membranebene sind Rezeptoren wie ß1�Integrine und der EGF�R, 

aber auch die Membran�ständige PI3�K oder Lipidmediatoren in die partikelinduzierte 

Signaltransduktion involviert (Beck�Speier et al., 2005; Unfried et al., 2007; Unfried et 

al., 2008). Signalprozesse können in Membranmikrodomänen initiiert werden, in 

denen Signalproteine angereichert sind und deren Zusammensetzung sich durch 

Umweltstimuli verändern kann (Simons & Toomre, 2000). In der vorliegenden Arbeit 

wurde deshalb die Rolle dieser Domänen bei der durch verbrennungsgenerierte 

Modellpartikel (ufCB, Printex® 90) induzierten proliferativen Signaltransduktion in der 

Lungenepithel�Zelllinie RLE�6TN untersucht. Zudem sollte die Funktion von 

Membran�assoziierten SFK innerhalb dieses Signaltransduktionsweges aufgeklärt 

werden.  

 

4.1 Aktivierung von SFK durch ultrafeine CB/Partikel 

 

In RLE�6TN Zellen wird nach Belastung mit ufCB der Endpunkt Proliferation 

induziert, wobei hier eine Akt�abhängige Aktivierung der MAP�Kinasen Erk1/2 

beobachtet wurde (Sydlik et al., 2006) Auf Membranebene ist dabei nicht nur der 

PI3�K/Akt Signalweg involviert, sondern auch die Oberflächenrezeptoren EGF�R und 

ß1�Integrine (Unfried et al., 2008). Das belegt die Bedeutsamkeit von 
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Membranbestandteilen bei der durch ufCB�induzierten proliferativen 

Signaltransduktion. Die Verbindung zwischen Membranrezeptoren und downstream 

aktivierten Signalmolekülen könnten Membran�assoziierte SFK herstellen. Diese sind 

in proliferative Signalprozesse involviert und können zudem die Aktivität von 

Membranrezeptoren beeinflussen (Brown & Cooper, 1996; Moro et al., 2002; 

Ishizawar & Parsons, 2004). 

Es konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden, dass eine Belastung 

von RLE�6TN Zellen mit 10 Ag/cm2 ufCB eine zeitabhängige Phosphorylierung von 

SFK induziert. Es zeigte sich eine biphasische Aktivierung dieser Kinasen (Abb. 3.1). 

Die Phosphorylierung an Tyr416, die hier in Western�Blot�Analysen untersucht wurde, 

ist notwendig für die maximale Kinaseaktivität von SFK. Im inaktiven Zustand sind 

SFK nicht an Tyr416 phosphoryliert, dafür an Tyr527 im C�Terminus des Proteins 

(Giannoni et al., 2010).  

Die Aktivierung von SFK zu einem frühen und abermals zu einem späten Zeitpunkt 

könnte mit der partikelinduzierten Bildung von ROS in Verbindung stehen. Nach 

Belastung von RLE�6TN Zellen mit ufCB wurde die Produktion von sowohl 

intrazellulären, als auch extrazellulären ROS detektiert (Weissenberg et al., 2010). 

Theoretisch kann die erste Aktivierung nach 5 min durch den plötzlichen Anstieg 

extrazellulär gebildeter ROS induziert werden. Diese können möglicherweise schnell 

durch antioxidativ�wirkende Enzyme beseitigt werden, wodurch die Phosphorylierung 

von SFK wieder auf das Kontrollniveau sinkt. Wenn die Partikel nach Aufnahme in 

die Zelle intrazellulär ROS bilden und deren Menge die antioxidative Kapazität der 

Zelle übersteigt, könnte dass die erneute Aktivierung von SFK zu dem späten 

Zeitpunkt erklären (Li et al., 2008). Diese Hypothese wird auch dadurch gestützt, 

dass der Gehalt von GSH nach Belastung mit ufCB sinkt, was auf die Zunahme von 

oxidativem Stress in den RLE�6TN Zellen hindeutet (Weissenberg et al., 2010). Es 

wurde zudem beobachtet, dass SFK Membran�ständige NADPH�Oxidasen aktivieren 

und damit die Produktion von ROS induzieren können, was zum Anstieg intrazellulär 

gebildeter ROS beitragen könnte (Gianni et al., 2008).  

Die beobachtete biphasische Aktivierung von SFK nach Partikelbelastung konnte 

ebenfalls für die Aktivität des EGF�R und der MAP�Kinasen Erk1/2 gezeigt werden 

(Sydlik et al., 2006; Unfried et al., 2008). Eine andere Erklärung für das biphasische 

Muster der Phosphorylierung der Signalproteine nach Partikelbelastung könnte sein, 

dass eine ROS�abhängige Aktivierung des EGF�R zu einem frühen Zeitpunkt die 
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Expression von EGF�R�Liganden wie HB�EGF oder Amphiregulin induziert. In Form 

einer autokrinen Schleife könnten diese Liganden so nach mehreren Stunden zu 

einer erneuten Aktivierung des EGF�R führen und damit auch die Aktivität der SFK 

beeinflussen. Diese Hypothese wird von der Beobachtung gestützt, dass eine 

Belastung mit DEP in HBE�Zellen die Expression des EGF�R�Liganden Amphiregulin 

induziert (Blanchet et al., 2003). Die Arbeitsgruppe von Tamaoki et al. (2004) 

beobachtete zudem, dass eine Belastung mit ufCB in HBE�Zellen die Freisetzung 

von HB�EGF ins Kulturmedium induziert. Dies führt zu einer Transaktivierung des 

EGF�R bei der partikelinduzierten Proliferation. Dabei sind ROS an der 

partikelinduzierten Expression von HB�EGF beteiligt. Inwieweit eine autokrine 

Schleife für die beobachtete biphasische Aktivierung der Signalproteine nach 

Partikelbelastung in RLE�6TN Zellen verantwortlich ist, muss in weiteren Versuchen 

geklärt werden. 

Nach Zelladhäsion kann in Fibroblasten eine biphasische Aktivierung von SFK 

detektiert werden. Hier resultiert der erste Peak der Aktivierung von SFK aus der 

Dephosphorylierung von Tyr527 im C�Terminus, induziert durch Membran�assoziierte 

Phosphatasen. Der spätere Peak wird dadurch bedingt, dass es durch die Produktion 

von ROS nach Integrin�Aktivierung zu einer Oxidation von Cystein�Resten in SFK 

kommt. Dies resultiert in einer verstärkten Kinaseaktivität von SFK (Giannoni et al., 

2005). Ob solche Oxidationsprozesse auch eine Rolle spielen bei der durch 

ufCB�induzierten Aktivierung von SFK in RLE�6TN Zellen, kann nur vermutet werden. 

ROS könnten hier aber bereits zu einem frühen Zeitpunkt an der durch Oxidation 

induzierten Aktivierung von SFK beteiligt sein, da schon 5 min nach 

Partikelbelastung deren Bildung detektiert werden kann (Weissenberg et al., 2010). 

In weiterführenden Versuchen mit Hilfe antioxidativ�wirkender Enzyme muss geklärt 

werden, ob ROS eine Rolle bei der partikelinduzierten Aktivierung von SFK spielen. 

Aus der Literatur ist bekannt, dass SFK auch nach Belastung mit Asbest oder 

kristallinem Silica (Quarz) phosphoryliert werden (Øvrevik et al., 2004; Scapoli et al., 

2004; Kang et al., 2006). Asbest und Silica sind wie ufCB in der Lage, die Bildung 

von ROS zu induzieren (Fubbini & Hubbard, 2003; Luster & Simeonova, 1998). 

Asbest z.B. kann, katalysiert durch Eisenverunreinigungen an der Oberfläche, in 

Fenton�ähnlichen Reaktionen ROS generieren (Ghio et al., 1992; Luster & 

Simeonova, 1998). Somit könnte die beobachtete Aktivierung von SFK eine 

gemeinsame Reaktion auf eine Belastung mit Partikeln unterschiedlichster 
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chemischer Zusammensetzung sein, die aber alle in der Lage sind, ROS zu bilden. 

Im Gegensatz dazu induzieren feine CB�Partikel, die keine ROS produzieren (Wilson 

et al., 2002), in der vorliegenden Arbeit auch keine Phosphorylierung von SFK 

(Abb. 3.2). Somit ist die Aktivierung von SFK also keine Reaktion auf jeden 

physikalischen Reiz. Das deckt sich mit der Beobachtung, dass diese feinen Partikel, 

die einen Durchmesser von 260 nm aufweisen, auch nicht in der Lage sind, in 

RLE�6TN Zellen Proliferation zu induzieren (Sydlik et al., 2006). In der Literatur ist 

beschreiben, dass ultrafeine Partikel stärker entzündlich wirken als feine Partikel der 

gleichen chemischen Zusammensetzung (Anderson et al., 1990; Ferin et al., 1994; 

Monteiller et al., 2007). Die Arbeitsgruppe von Monteiller et al. (2007) konnte z.B. 

nachweisen, dass spezifisch ultrafeines CB die Produktion des 

entzündungsfördernden Zytokins IL�8 in Lungenepithelzellen induziert.  

Ultrafeine Partikel haben bei gleicher Masse eine größere Oberfläche als feine 

Partikel der gleichen chemischen Zusammensetzung (Oberdörster et al., 2001). Das 

ufCB, welches in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, hat eine Oberfläche von 

254 m2/g, die damit ca. 32�mal größer ist als die Oberfläche feiner CB�Partikel mit 

7,82 m2/g (Monteiller et al., 2007). Bei ultrafeinen Partikeln einer Größe von 10 nm 

befinden sich ca. 10 % der Atome auf der Oberfläche. Im Gegensatz dazu sich bei 

einem Partikel im Am�Bereich weniger als 1 % der Atome an der Oberfläche 

identifiziert worden (Jones & Grainger, 2009). Dieser Umstand resultiert in einer 

Änderung chemischer und physikalischer Eigenschaften, je kleiner die Partikel 

werden, wodurch die hier detektierten Unterschiede in der Reaktivität zwischen 

feinem und ultrafeinem CB erklärt werden könnten (Roduner, 2006). 

 

4.2 Beteiligung von SFK an der partikelinduzierten Proliferation 

 

Bei der partikelinduzierten Proliferation in RLE�6TN Zellen wurde eine Akt�abhängige 

Aktivierung von Erk1/2 detektiert (Unfried et al., 2008). Da gezeigt werden konnte, 

dass die Belastung von RLE�6TN Zellen mit ufCB die SFK aktivieren, wurde der 

Einfluss von SFK auf die Signalproteine Erk1/2 und Akt untersucht. Dazu wurden 

RLE�6TN Zellen vor Partikelbelastung mit dem spezifischen SFK�Inhibitor PP2 

inkubiert und die Phosphorylierung der Signalproteine Erk1/2 und Akt analysiert. 

Nach Inhibierung der SFK ist die durch ufCB�induzierte Phosphorylierung von sowohl 
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Erk1/2 als auch Akt reduziert (Abb. 3.3 und 3.4). In einem unabhängigen Ansatz 

zeigte der knockdown von c�Src mittels siRNA ebenfalls eine Verringerung der 

Phosphorylierung von Akt (Abb. 3.5). Somit können SFK, hier spezifisch c�Src, bei 

der partikelinduzierten Proliferation upstream von beiden Signalproteinen lokalisiert 

werden.  

Auch für faserige Partikel konnte die SFK�abhängige Aktivierung von Erk1/2 bei der 

Proliferation beschrieben werden. In murinen Lungenepithelzellen (C10) wurde nach 

Belastung mit Asbest die SFK�abhängige Aktivierung von Erk1/2 detektiert. Die 

Aktivität beider Signalproteine spielt bei der durch Asbest induzierten Proliferation in 

diesen Zellen eine entscheidende Rolle (Scapoli et al., 2004). In Lungenepithelzellen 

(A549) sind SFK an der Regulation der Aktivität von Erk1/2 während der durch 

Silica�Partikel induzierten Freisetzung von IL�8 beteiligt. Hier wurde nach Inhibierung 

der SFK eine Reduktion der Aktivität von Erk1/2 auf Kontrollniveau detektiert. Zudem 

zeigt sich, dass spezifisch c�Src, und nur zu einem geringeren Maß Lyn, nach 

Silica�Exposition phosphoryliert werden (Øvrevik et al., 2004). Diese Daten aus der 

Literatur zusammen mit den in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnissen deuten 

darauf hin, dass zumindest die SFK�abhängige Aktivierung von Erk1/2 eine 

gemeinsame Reaktion auf eine Belastung mit ROS�induzierenden Partikeln ist. Da 

SFK in mehrere Signalprozesse involviert sind, könnten sie auch unterschiedliche 

Endpunkte beeinflussen, wie in den gezeigten Studien die Proliferation oder die IL�8 

Freisetzung.  

Auch in intestinalen Epithelzellen sind SFK upstream von Erk1/2 und Akt beim 

Schutz der Zellen vor Anoikis, einer besonderen Form der Apoptose nach Verlust der 

EZM�Kontakte, detektiert wurden (Loza�Coll et al., 2005). In humanen Endothelzellen 

kann nach Adhäsion die Aktivierung von SFK, unter anderem c�Src, beobachtet 

werden. Diese ist notwendig für die Phosphorylierung des EGF�R und die folgende 

Aktivierung von Erk1/2 und Akt beim Schutz der Zellen vor Apoptose. Hier wurde 

nach Bindung der Integrine an EZM�Proteine eine Aktivierung von SFK durch 

Oxidation beobachtet, welche eine ligandenunabhängige Aktivierung des EGF�R 

induziert (Giannoni et al., 2008). Auch Arbeiten von Moro et al. (2002) zeigen, dass 

SFK bei der Interaktion zwischen Integrinen und dem EGF�R eine Rolle spielen. 

Nach Zelladhäsion vermitteln SFK im Komplex mit Integrinen und dem EGF�R die 

ligandenunabhängige Aktivierung des EGF�R (Moro et al., 1998; Moro et al., 2002). 

Da ß1�Integrine und der EGF�R auch bei der partikelinduzierten Proliferation in RLE�
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6TN Zellen involviert sind, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob SFK hier 

bei der Interaktion beider Rezeptoren eine Rolle spielen (Sydlik et al., 2006). Nach 

Inhibierung der Rezeptoren wurde darum der Aktivitätsstatus von SFK analysiert. 

Interessanterweise kann hier sowohl nach Inhibierung der ß1�Integrine als auch nach 

Inhibierung des EGF�R eine Verringerung der Phosphorylierung von SFK detektiert 

werden (Abb. 3.6 und 3.7). Die SFK sind somit downstream der beteiligten 

Rezeptoren lokalisiert. Nach den hier erzielten Ergebnissen ist es eher 

unwahrscheinlich, dass sie die Interaktion zwischen EGF�R und ß1�Integrinen bei der 

durch ufCB�induzierten Proliferation vermitteln. Das kann zumindest für den späten 

Zeitpunkt der Phosphorylierung von SFK geschlussfolgert werden, der in dieser 

Arbeit untersucht wurde. Ob SFK, die ja bereits nach 5 min aktiviert werden, an der 

Interaktionsvermittlung zwischen den Rezeptoren zu diesem frühen Zeitpunkt 

beteiligt sind, muss in weiteren Studien überprüft werden. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass SFK, spezifisch c�Src, bei der durch 

ufCB�induzierten Proliferation upstream von Erk1/2 und Akt eine essentielle Funktion 

haben. Zudem hängt die Phosphorylierung von SFK maßgeblich von der Aktivität des 

EGF�R und der ß1�Integrine ab.  

 

4.3 Lokalisation von SFK und EGF/R in Lipid Rafts 

 

Auf Membranebene bilden Mikrodomänen, die eine spezifische Protein� und 

Lipidzusammensetzung besitzen, geeignete Plattformen zur Initiation von 

Signalprozessen (Simons & Toomre, 2000). Hier sind Signalproteine lokalisiert, die 

auch bei der proliferativen Signaltransduktion eine Rolle spielen (Zajchowski & 

Robbins, 2002). Eine Raft�Lokalisation von EGF�R und SFK in RLE�6TN Zellen 

könnte auf eine mögliche Beteiligung dieser Signalplattformen an der 

partikelinduzierten Proliferation hindeuten. 

Der EGF�R konnte in unterschiedlichen Zelltypen in Lipid Rafts lokalisiert werden. 

Mineo et al. (1999) beschrieben, dass nach biochemischer Isolierung von Rafts aus 

unstimulierten Rat�1�Zellen (Fibroblasten) ca. 49 % des EGF�R in Caveolae, 

spezifischen Caveolin�1 enthaltenden Lipid Rafts, lokalisiert ist. In HeLa�Zellen wurde 

mittels Immunfluoreszenz die Kolokalisation von EGF�R mit dem Raft�Marker GM1 

detektiert. (Roepsdorff et al., 2002). Die Arbeitsgruppe von Hofman et al. (2008) 
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konnte in unstimulierten Fibroblasten ebenfalls mikroskopisch eine Kolokalisation von 

EGF�R mit GM1 beobachten. Ringerike et al. (2002) zeigte mittels 

elektronenmikroskopischer Aufnahmen, dass in unbehandelten HEp�2 Zellen 

(humane Larynx�Epithelioma Zelllinie) ca. 40 % des EGF�R�Gehalts der 

Plasmamembran in Lipid Rafts lokalisiert sind. 

In der vorliegenden Arbeit wurden nach biochemischer Isolierung in unbehandelten 

RLE�6TN Zellen 30 % der Gesamtproteine von SFK und 34 % der Gesamtproteine 

von EGF�R in Lipid Rafts lokalisiert (Abb. 3.11 und 3.12). Diese Befunde aus der 

Literatur zusammen mit den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen für den Gehalt des 

EGF�R in Lipid Rafts könnten ein Hinweis darauf sein, dass generell zwischen 

40 und 50 % des EGF�R in Lipid Rafts lokalisiert ist, unabhängig vom Zelltyp.  

Wie oben beschreiben, konnte der EGF�R auch in Caveolae identifiziert werden 

(Mineo et al., 1999; Waugh et al., 1999). Mit der in der vorliegenden Arbeit 

verwendeten biochemischen Isolierungsmethode kann nicht zwischen Lipid Rafts 

und Caveolae unterschieden werden. Beide besitzen eine ähnliche 

Lipidzusammensetzung und sich deshalb nach Ultrazentrifugation im Gradienten in 

den gleichen Bereichen zu finden (Simons & Toomre, 2000). Aus der Literatur ist 

bekannt, dass alveolare Typ II Lungenepithelzellen, zu denen auch die in dieser 

Arbeit untersuchten RLE�6TN Zellen gehören, zwar kein Caveolin�1 enthalten, in 

Zellkultur mit der Zeit aber exprimieren können (Campbell et al., 1999). Aus diesen 

Gründen kann hier keine Aussage darüber gemacht werden, ob der EGF�R und auch 

die SFK in RLE�6TN Zellen in Lipid Rafts, in Caveolae oder in beiden Strukturen 

lokalisiert sind. Hier müssen mikroskopische Studien folgen. Letztendlich muss 

einschränkend gesagt werden, dass mittels biochemischer Methoden zur Isolierung 

von Rafts nur bedingt auf die tatsächliche Lokalisation der Proteine in vivo 

geschlossen werden kann. Es konnte aber gezeigt werden, dass Proteine, die in 

DRM lokalisiert sind, auch in vivo eine hohe Affinität für diese Domänen besitzen 

(Shogomori & Brown, 2003). 

In der Literatur ist beschrieben, dass der EGF�R nach Zelllyse mit 1 % Triton X�100 

und anschließender Ultrazentrifugation nicht in Lipid�Rafts lokalisiert werden kann 

(Roepstorff et al., 2002; Pike et al., 2005). Interessanterweise wurde in der 

vorliegenden Arbeit der EGF�R aber in Triton X�100�unlöslichen Lipid Rafts 

detektiert. Dieser Befund könnte somit spezifisch für RLE�6TN Zellen sein.  
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Für die Lokalisation von SFK gibt es ebenfalls mehrere Befunde die zeigen, dass 

diese Kinasen in Lipid Rafts angereichert sind. In unstimulierten PC12 Zellen z.B. 

wurden SFK, vor allem Yes und Fyn, nach 1�stündiger Lyse mit 0,25 % Triton X�100 

und nachfolgender Ultrazentrifugation in Lipid Rafts detektiert (Kasai et al., 2005). In 

Keratinozyten konnte Yes nach Lyse mit 0,5 % Triton X�100 und anschließender 

Ultrazentrifugation über OptiPrep™�Gradienten in Lipid Rafts gefunden werden 

(Gagnoux�Palacios et al., 2003). Es ist beschrieben, dass SFK wie Fyn, die neben 

der N�Myristoylierung auch palmitoyliert sind, in Caveolae detektiert werden können 

(Shenoy�Scaria et al., 1994). In unbehandelten neuronalen Zellen kann c�Src nach 

Detergenz�freier Isolierungsmethode über Sucrosegradienten in Lipid Rafts lokalisiert 

werden. Hier wurde mikroskopisch eine Kolokalisation von c�Src mit dem Raft�Marker 

Flotillin�1 beobachtet (Zhao et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit konnten SFK in 

unbehandelten RLE�6TN Zellen nach Lyse mit 1 % Triton X�100 ebenfalls in Lipid 

Rafts lokalisiert werden. 

Zusammenfassend kann aufgrund der in der vorliegenden Arbeit erzielten 

Ergebnisse und der Befunde aus der Literatur gesagt werden, dass der EGF�R und 

Src�Familie�Kinasen in verschiedenen Zelltypen in Lipid Rafts angereichert sind. 

 

4.4 Partikel beeinflussen die Lokalisation von SFK und EGF/R in 

Lipid Rafts 

 

Die Lokalisation verschiedener Signalproteine in Lipid Rafts unterliegt dynamischen 

Prozessen. Dabei zeigen Befunde aus verschiedenen Systemen, dass nach einer 

Aktivierung des EGF�R durch z.B. EGF dieser aus der Raft�Region verlagert und hier 

nicht mehr nachgewiesen werden kann (Roepstorff et al., 2002; Mineo et al., 1999). 

Mineo et al. (1999) beobachteten, das in Rat�1�Zellen nach Stimulation mit EGF, nur 

noch 14 % des EGF�R in Lipid Rafts lokalisiert sind. In unstimulierten Zellen waren 

hier ca. 49 % gefunden worden. Das ist eine Abnahme um 72 %. Nach Roepstorff et 

al. (2002) hat die Raft�Region einen inhibierenden Einfluss auf die Aktivierung des 

Rezeptors. Die Rezeptoren sind hier weniger gut zugänglich für Liganden als in der 

Nicht�Raft�Region der Plasmamembran. Die Arbeitsgruppe von Ringerike et al. 

(2002) beobachtete nach Depletion von Cholesterol eine Hyperphosphorylierung und 

schnellere Dimerisierung des EGF�R. Sie erklären das damit, dass nach 
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Verringerung des Cholesterolgehaltes die laterale Beweglichkeit des Rezeptors in 

der Membran erleichtert wird und dieser somit schneller dimerisieren kann.  

Daneben gibt es auch Studien, die zeigen, dass der EGF�R, nach Stimulierung von 

PC12 Zellen mit EGF, in der Raft�Fraktion verbleibt. Der Gehalt von EGF�R in diesen 

Domänen nimmt nach Aktivierung sogar noch zu (Kasai et al., 2005). Die 

Arbeitsgruppe von Puri et al. (2005) beschreibt, dass in HeLa�Zellen erst nach 

Aktivierung mit EGF der EGF�R in Triton X�100�unlöslichen Rafts detektiert werden 

kann. 

Für die Lokalisation von SFK gibt es Befunde die zeigen, dass diese nach 

Stimulierung der Zellen ebenfalls in Lipid Rafts verbleiben. In Mastzellen aktivieren 

Raft�assoziierte SFK nach Behandlung mit IgE den IgE�Rezeptor in Mikrodomänen 

(Sheets et al., 1999). In PC12 Zellen verbleiben SFK nach Inkubation der Zellen mit 

EGF ebenfalls in Mikrodomänen (Kasai et al., 2005). 

In der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass der Gehalt von SFK und 

EGF�R in Lipid Rafts nach Belastung der RLE�6TN Zellen für 5 min mit 10 Ag/cm2 

ufCB in der Raft�Region drastisch abnimmt. Nach Behandlung sind nur noch 3 % 

SFK bzw. 7 % EGF�R in diesen Fraktionen vorhanden (Abb. 3.11 und 3.12). Durch 

ufCB erfolgt aber keine Zerstörung der Rafts, da nach Partikelbelastung immer noch 

GM1�reiche Domänen in Fraktion 1 und 2 vorhanden sind, ähnlich wie in 

unbehandelten Zellen (Abb. 3.10). Zudem ist die Proteinverteilung in den einzelnen 

Fraktionen nach Partikelbelastung unverändert (Abb. 3.9). 

Die Unterschiede im Verhalten von Signalproteinen � entweder ein Verbleiben in 

Rafts, eine Rekrutierung in diese Domänen oder eine Translokation aus Rafts � 

könnten zelltypspezifisch sein. Zudem spielt auch die Methode der Isolierung von 

Rafts eine Rolle. Auch werden in den beschriebenen Studien jeweils verschiedene 

Signalwege untersucht. Es kann hier angenommen werden, dass Signalproteine bei 

einem Signalprozess spezifisch in Rafts rekrutiert werden, bei einem anderen aus 

Rafts verlagert, um aktiviert zu werden. Zudem kann hier auch der Proteinbestand 

der einzelnen Rafts einen Einfluss darauf haben, ob Signalproteine in Raft�Regionen 

verbleiben oder aus diesen verlagert werden. Es könnten in der Raft�Region z.B. 

Phosphatasen aktiv sein, die einen inhibierenden Einfluss auf Rezeptoren oder 

Kinasen haben. Erst nach Translokation der Signalproteine aus der Raft�Region wird 

diese Inhibierung aufgehoben (Simons & Toomre, 2000). Die in der vorliegenden 

Arbeit beobachtete Translokation von SFK und EGF�R nach Belastung der RLE�6TN 
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Zellen macht deutlich, dass die Proteinzusammensetzung der Lipid Rafts variabel ist 

und unterstreicht deren Dynamik. 

Es stellt sich nun die Frage, „wohin“ die SFK und der EGF�R nach Partikelbelastung 

verlagert werden, da auch keine Zunahme des Gehaltes beider Proteine in der 

Nicht�Raft�Region im Vergleich zur Kontrolle beobachtet wurde. Hier kann vermutet 

werden, dass die Proteine vielleicht nach Aktivierung abgebaut werden. Für den 

EGF�R ist bekannt, dass dieser nach seiner Aktivierung über clathrin�coated pits 

internalisiert werden kann und zu Endosomen transportiert wird. Von dort aus 

erfolgen ein Transport zu Lysosomen und ein Abbau der Rezeptoren (Madshus & 

Stang, 2009). Für c�Src wurde ebenfalls ein ubiquitin�abhängiger Abbau nach 

Aktivierung beschrieben (Harris et al., 1999). Diese Hypothese könnte mit Hilfe von 

Inhibitoren für die einzelnen Abbauwege der untersuchten Signalproteine überprüft 

werden. 

In der vorliegenden Arbeit konnte zudem nachgewiesen werden, dass nur 

ufCB�Partikel eine Translokation von SFK und EGF�R aus der Raft�Fraktion 

induzieren. Nach Belastung mit feinen CB�Partikeln kann keine Veränderung des 

Gehaltes an SFK und EGF�R in diesen Domänen im Vergleich zur Kontrolle 

beobachtet werden (Abb. 3.14 und 3.15). Das passt zu den in dieser Arbeit erzielten 

Ergebnissen, dass fCB�Partikel ebenfalls keine Aktivierung der SFK induzieren. Auch 

haben sie keinen Einfluss auf die durch ufCB�induzierte Proliferation in RLE�6TN 

Zellen (Sydlik et al., 2006). Das zeigt, dass die Translokation von SFK und EGF�R 

spezifisch ist für ultrafeine Partikel und damit nanotoxikologische Relevanz besitzt.  

 

4.5 Einfluss von Lipidmediator Ceramid auf die Lokalisation von 

SFK und EGF/R in Lipid Rafts 

 

In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass ufCB eine Translokation von SFK und 

EGF�R aus Lipid Rafts induziert; d.h. die Proteinzusammensetzung der Lipid Rafts 

verändert, ohne aber diese Strukturen zu zerstören. Es stellt sich nun die Frage, wie 

diese Veränderungen initiiert werden. Hier könnten Modifikationen auf Lipidebene 

der Rafts, z.B. durch die Produktion von Lipidmediatoren wie Ceramiden eine Rolle 

spielen. 
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Verschiedene Umweltstimuli können auf Zellmembranebene die Produktion von 

Ceramiden induzieren (Ohanian & Ohanian, 2001). Ceramide können enzymatisch 

durch Hydrolyse von Sphingomyelin, durch de novo Synthese oder den Abbau von 

Glykosphingolipiden gebildet werden. Sie sind kleine Lipidmediatoren, die nach 

Generierung in der Membran verbleiben und weiter prozessiert werden können zu 

Sphingosin�1�Phosphat und Ceramid�1�Phosphat, die selbst Signalmoleküle 

darstellen (Hannun & Luberto 2000; Hannun et al., 2001, Fyrst & Saba, 2010). 

Ceramide spielen als second messenger eine Rolle bei der Genexpression, der 

Proliferation und der Apoptose (Hannun et al., 2001; Monick et al., 2001; Hueber, 

2002). UVA�Strahlung als Umweltstimulus induziert in humanen Keratinozyten einen 

durch Singulett�Sauerstoff vermittelten Anstieg von Ceramiden. Diese werden 

nicht�enzymatisch bereits nach 30 min aus Sphingomyelin gebildet und führen zur 

Aktivierung von Transkriptionsfaktoren sowie zur Induktion der Genexpression von 

u.a. Serin�Palmitoyltransferasen (SPT). SPT sind an der de novo Synthese von 

Ceramiden beteiligt und induzieren die nach UVA�Bestrahlung detektierte erneute 

Bildung dieses Lipidmediators nach 16 h. Durch die externe Zugabe von C6�Ceramid 

kann die durch UVA�induzierte Produktion von SPT nachgeahmt werden (Grether�

Beck et al., 2000; Grether�Beck et al., 2005). Zudem löst UVA�Strahlung 

Veränderungen der Lipidzusammensetzung von Rafts in Keratinozyten aus. Es 

konnte hier eine Verringerung des Gehaltes an Cholesterol und Sphingomyelin 

detektiert werden. Dabei ist für die Initiation der Signaltransduktion nach 

UVA�Bestrahlung das Verhältnis von Cholesterol zu Ceramid in den Mikrodomänen 

entscheidend: Signalprozesse werden hier initiiert, wenn die Konzentration von 

Ceramiden groß genug ist, um Cholesterol aus der Membran zu verdrängen 

(Grether�Beck et al., 2008). Dass Ceramide in der Lage sind, selektiv Cholesterol 

aus Lipid Rafts zu verdrängen, wurde bereits in einer anderen Studie nachgewiesen. 

In Lipidvesikeln, die Raft�Domänen ausbilden, kann nach externer Zugabe von 

Ceramiden eine Verdrängung von Cholesterol aus diesen Domänen beobachet 

werden (Megha & London, 2004). Es ist zudem gezeigt worden, dass Ceramide 

spontan assoziieren und selbst Mikrodomänen in der Membran bilden, die 

Signalmoleküle anreichern und rezeptorvermittelte Signalprozesse verstärken 

können (Kolesnick, 2000; Zhang et al., 2008).  

Unveröffentliche Arbeiten zeigen, dass eine Behandlung von RLE�6TN Zellen für 

5 min mit 10 Ag/cm2 ufCB einen Einfluss auf die Lipidzusammensetzung der 
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Mikrodomänen hat. Die Partikel induzieren eine Zunahme des Lipidmediators 

Ceramid in Lipid Rafts. Zudem wurde eine Verringerung des Gehaltes an Cholesterol 

beobachtet (Arbeiten von Dr. Grether�Beck, AG Zellbiologie, IUF).  

In der vorliegenden Arbeit konnte in RLE�6TN Zellen durch externe Zugabe des 

zellpermeablen Ceramid�Analogons C6 die durch ufCB induzierte Translokation von 

SFK und EGF�R nachgeahmt werden. Es zeigte sich hier auch, dass C6�Ceramid im 

gleichen Ausmaß wie ufCB eine Translokation von SFK und EGF�R aus der 

Raft�Region induziert. Nach einer 15�minütigen Behandlung mit C6�Ceramid sind in 

der Raft�Fraktion nur noch 3,6 % SFK bzw. 6,5 % des EGF�R in diesen GM1�reichen 

Domänen nachweisbar (Abb 3.18). Zudem wurde in der vorliegenden Arbeit 

beobachtet, dass die externe Zugabe von Ceramiden die Aktivierung der 

Signalproteine SFK und Erk1/2 induziert und zwar in einem ähnlichen Ausmaß, wie 

ufCB deren Phosphorylierung bewirkt (Abb. 3.19 und 3.20). Dabei schädigt die 

eingesetzte Konzentration von C6�Ceramid nicht die Zellmembranen, womit  

ausgeschlossen werden kann, dass die induzierte Phosphorylierung von SFK und 

Erk1/2 auf behandlungsbedingte zytotoxische Effekte zurückzuführen ist (Abb. 3.16). 

Auch andere Arbeiten zeigen, dass Ceramide die Aktivierung von Signalproteinen 

beeinflussen können. Durch LPS kann in alveolaren Makrophagen die Freisetzung 

von Ceramiden induziert werden, was in der Aktivierung des PI3�K/Akt Signalweges 

resultiert. Dies trägt zum Überleben der Zellen bei (Monick et al., 2001). Die externe 

Zugabe von Ceramiden induziert die Aktivierung von SFK, Erk1/2 und PI3�K bei der 

Kontraktion isolierter Muskelzellen des Colons (Ibitayo et al., 1998). Die 

beschriebenen Studien unterstreichen die Bedeutung von Ceramiden als second 

messenger bei Signalprozessen, die zur Ausprägung unterschiedlicher Endpunkte 

führen. Die Bildung von Ceramiden nach Partikelbelastung, die eine Translokation 

von SFK und EGF�R zusammen mit der Aktivierung von SFK und Erk1/2 in RLE�6TN 

Zellen induziert, lassen vermuten, dass diese Lipidmediatoren eine entscheidende 

Funktion bei der Initiation proliferativer Signalwege haben. Nach Behandlung mit 

Ceramiden wurde neben der Translokation von Signalproteinen aus der Raft�Fraktion 

ebenfalls eine signifikante Verringerung in der Nicht�Raft�Fraktion beobachtet. Hier 

kann angenommen werden, dass C6�Ceramid auch einen Einfluss hat auf die 

Aktivierung von SFK und EGF�R in der Nicht�Raft�Fraktion, wonach diese dann 

vermehrt abgebaut werden. 
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In weiteren Versuchen muss geklärt werden, wie die Ceramide nach Belastung mit 

ufCB gebildet werden. Es konnte z.B. gezeigt werden, dass ROS die an der 

Ceramidbildung beteiligte saure Sphingomyelinase aktivieren können (Dumitru et al., 

2007). Auch für die neutrale Sphingomyelinase (nSMase) konnte eine Beteiligung 

von ROS an der Aktivierung des Enzyms beschrieben werden, die durch NAC 

inhibiert werden konnte (Mansat�de Mas et al., 1999). Zudem beobachtete Martin et 

al., (2007) dass steigende Level von GSSG und eine Reduzierung von GSH die 

Aktivität von nSMasen moduliert. Nach Partikelbelastung in RLE�6TN Zellen wäre 

ebenfalls eine durch ROS induzierte Ceramidproduktion denkbar. Hier wurden ja 

bereits nach 5�minütiger Belastung mit ufCB die Produktion von ROS und gleichzeitig 

eine Reduktion des Gehaltes an Sphingomyelin in den Rafts detektiert (Weissenberg 

et al., 2010; unveröffentliche Arbeiten von Dr.Grether�Beck). Mit Hilfe von 

Antioxidantien muss in weiteren Versuchen eine Beteiligung von ROS an der 

Ceramidbildung bzw. der Ceramid�induzierten Aktivierung von Signalmolekülen 

untersucht werden. 

Zusammenfassend deuten die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse darauf hin, dass 

die nach Belastung mit ufCB induzierte Produktion von Ceramiden ein 

entscheidender Schritt ist bei der Initiation der proliferativen Signalkaskade in 

RLE�6TN Zellen.  

 

4.6 Wirkung von Ectoin auf die partikelinduzierte Translokation 

von SFK und EGF/R aus Rafts 

 

Substanzen mit protein� und membranstabilisierenden Eigenschaften haben einen 

Einfluss auf die Aktivierung von Signalproteinen (Sydlik et al., 2009). Dazu zählt das 

Ectoin, ein Aminosäurederivat, welches zur Gruppe der kompatiblen Solute gehört. 

Die organische, niedermolekulare Substanz tritt in halophilen Bakterien auf (Galinski 

et al., 1985). Die Akkumulation von Ectoin ermöglicht diesen Organismen, an 

extremophilen Standorten zu überleben. Ectoin ist ein Osmolyt, d.h. es hält den 

osmotischen Druck in der Zelle auf dem Niveau des externen Mediums, um Osmose 

zu verhindern. Die Substanz kann hohe zytoplasmatische Konzentrationen erreichen, 

ohne Makromoleküle zu schädigen oder physiologische Prozesse der Zelle zu stören 

und wird daher als kompatibles Solut bezeichet. Diese Solute zeigen einen 
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stabilisierenden Effekt auf Proteine und Membranen (Yancey, 2005; Arakawa & 

Timasheff, 1985). Dieser Effekt kann auch in Organismen beobachtet werden, die 

sonst keine Osmolyte nutzen und ist damit universell (Yancey et al., 1982). Die 

proteinstabilisierende Funktion wird durch das „preferential exclusion model“ 

beschrieben, wobei der exakte Mechanismus noch unvollständig verstanden ist. 

Danach binden stabilisierende Solute nicht an Proteine, sondern werden von der 

Hydrathülle des Proteins ausgeschlossen (Arakawa & Timasheff, 1985; Timasheff, 

1992). Dieser „osmophobe“ Effekt resultiert aus der Abstoßung zwischen Solut und 

Protein�Rückgrat (Bolen & Baskakov, 2001). Durch diese Abstoßung falten sich die 

Proteine kompakter, da dadurch die thermodynamisch ungünstige Interaktion mit 

dem kompatiblen Solut verringert wird. Die native Konformation wird dadurch 

stabilisiert (Yancey, 2005).  

Es konnte beobachtet werden, dass Ectoin einen präventiven Effekt auf durch 

Umweltstimuli induzierte pathogene Endpunkte besitzt. In in vivo�Studien verringert 

Ectoin die durch ufCB�induzierte neutrophile Entzündung in der Rattenlunge. Hier 

wurde in vivo auch eine Verringerung der durch ufCB induzierten Phosphorylierung 

der MAP�Kinasen Erk1/2 und p38 detektiert. Diese konnte auch in Zellkultur nach 

einer 4�stündigen Vorinkubation von RLE�6TN Zellen mit Ectoin und anschließender 

Belastung mit ufCB beobachtet werden (Sydlik et al., 2009). In unveröffentlichten 

Arbeiten der Firma bitop (Witten) konnte gezeigt werden, dass Ectoin nicht in 

Lungenepithelzellen aufgenommen wird. Es werden darum extrazelluläre 

Wirkmechanismen, die zu einer Stabilisierung von Membranstrukturen beitragen, 

diskutiert. 

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die partikelinduzierte Translokation 

von SFK und EGF�R nach einer 4�stündigen Vorinkubation mit Ectoin verhindert 

werden kann (Abb. 3.22 und 3.23). Zusätzlich ist Ectoin in der Lage, die durch 

ufCB�induzierte Aktivierung von SFK auf Kontrolllevel zu reduzieren (Abb. 3.24). Der 

molekulare Mechanismus dieser Inhibierung von partikelinduzierten Signalwegen ist 

noch nicht verstanden. Ectoin wirkt nicht als Antioxidanz, wie einige andere 

kompatible Solute (Yancey, 2005). Wahrscheinlich spielt hier die Fähigkeit 

kompatibler Solute, Makromoleküle zu stabilisieren eine entscheidende Rolle. Diese 

Hypothese wird dadurch gestützt, dass Substanzen, die nicht als kompatible Solute 

wirken wie z.B. Harnstoff, keine Effekte auf die partikelinduzierte Phosphorylierung 

von Signalproteinen zeigen (Sydlik et al., 2009). Harnstoff ist zwar ebenfalls eine 
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osmotisch wirksame Substanz, bindet aber direkt an das Protein, welches daraufhin 

denaturiert (Bennion & Daggett, 2003; Yancey, 2005).  

Ectoin verhindert in der vorliegenden Arbeit eine Translokation von SFK und EGF�R 

aus der Raft�Region und hat damit möglicherweise auch hier einen stabilisierenden 

Effekt auf diese Domänen. In Modellmembranen erhöht Ectoin die Fluidität und kann 

so möglicherweise durch Modulierung von Membrankomponenten einen Einfluss auf 

Signalprozesse haben (Harishchandra et al., 2010). Präventive Effekte von Ectoin 

können ebenfalls auf die durch UVA�Bestrahlung induzierte Ceramidbildung in 

Keratinozyten beobachtet werden, wodurch die Substanz mit Signalprozessen 

interferieren kann, die auf Membranebene initiiert werden (Grether�Beck et al., 2005). 

Möglicherweise hat Ectoin in der vorliegenden Arbeit ebenfalls einen Effekt auf die 

Ceramidbildung, die ja nach Partikelbelastung detektiert wurde. Somit könnten 

Signalprozesse inhibiert werden, was sich in der Verringerung der Phosphorylierung 

von SFK in der vorliegenden Arbeit widerspiegelt. Diese Hypothese muss durch 

Ceramidmessungen nach Vorinkubation mit Ectoin und anschließender 

Partikelbelastung überprüft werden. Zusätzlich könnte Ectoin wie oben beschrieben 

die Signalproteine selbst stabilisieren, so dass sie nach Partikelbelastung in 

Raft�Bereichen verbleiben. Nach Vorinkubation mit Ectoin und anschließender 

Belastung ist ein Anstieg des Gehaltes von SFK und EGF�R in der Raft�Fraktion, 

aber auch in der Nicht�Raft�Fraktion zu erkennen. Das könnte ein Hinweis drauf sein, 

dass Ectoin die Proteine stabilisiert und so möglicherweise deren Abbau verhindert 

wird.  

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Ectoin einen modulierenden Effekt auf 

durch ufCB�induzierte Signalereignisse ausübt. Das könnte zur Prävention von 

partikelinduzierten Signalprozessen beitragen, die zu pathogenen Endpunkten wie 

Apoptose, Proliferation und Entzündung führen. 

 

4.7 Einordnung der Arbeit 

 

Die vorliegende Arbeit hebt die Bedeutung der Membran bei partikelinduzierten 

proliferativen Signalprozessen in Lungenepithelzellen hervor. Sie seht damit in einer 

Linie mit zuvor veröffentlichten Studien, die eine Beteiligung der Membranrezeptoren 

EGF�R und ß1�Integrine und des Membran�abhängigen PI3�K/Akt Signalweges 
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darlegen, deren Aktivität für die Phosphorylierung der MAP�Kinase Erk1/2 

entscheidend ist. Aufbauend auf diesen Daten wurde in der vorliegenden Arbeit 

erstmals gezeigt, dass verbrennungsgenerierte ultrafeine Partikel 

Membran�assoziierte SFK aktivieren. Diese konnten downstream der 

Membranrezeptoren lokalisiert werden und ihre Aktivität ist für die Phosphorylierung 

von Erk1/2 und Akt maßgeblich; speziell die c�Src Kinase hat eine grundlegende 

Funktion bei der Aktivierung von Akt (Abb. 4.1).  

 

 

 

Abb. 4.1: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit gewonnenen Daten zur Rolle von SFK bei 

der partikelinduzierten Proliferation in Lungenepithelzellen. SFK konnten downstream von den 

Membranrezeptoren EGF�R und ß1�Integrinen lokalisiert werden. Die Aktivität von SFK ist essentiell 

für die Phosphorylierung von Akt und Erk1/2 bei der proliferativen Signaltransduktion. 

 

Die SFK und der EGF�R konnten in unbehandelten RLE�6TN Zellen in Lipid Rafts 

lokalisiert werden. Nach Belastung mit ufCB können beide Signalproteine nur noch 

zu einem geringen Prozentsatz in diesen Domänen detektiert werden. Dabei sind die 

Translokation sowie die Aktivierung der Signalproteine Nanopartikel�spezifisch, da 

feine CB�Partikel keinen Einfluss auf diese Signalprozesse haben. Einhergehend mit 

einer Proteinänderung in Lipid Rafts wurde in unveröffentlichten Arbeiten die Bildung 

des second messengers Ceramid nach Partikelbelastung beobachtet. In der 

vorliegenden Arbeit induzierten Ceramide in einem ähnlichen Ausmaß wie ufCB nach 

Behandlung der RLE�6TN Zellen eine Translokation der Signalproteine SFK und 

EGF�R aus der Raft�Region. Zudem sind diese Lipidmediatoren in der Lage, SFK 

und Erk1/2 zu aktivieren. Diese Befunde lassen sich in folgendem Schema 
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zusammenfassen (Abb. 4.2): Danach ist die partikelinduzierte Ceramidbildung 

entscheidend für die Translokation von SFK und EGF�R aus der Raft�Region und die 

Aktivierung der Signalmoleküle Erk1/2 und SFK. Ectoin als kompatibles Solut wirkt 

auf diesen Signalweg protektiv. Weiterführende Studien müssen zeigen, ob die hier 

beobachtete Veränderung der Mikrodomänen auch in anderen Epithelzellen nach 

Belastung mit Nanopartikeln detektiert werden kann und dies vielleicht ein genereller 

Mechanismus der partikelinduzierten proliferativen Signaltransduktion ist. Diese 

Kenntnis ist u.a. auch im Zuge des vermehrten Einsatzes von Nanopartikeln in 

Lebensmitteln und deren Wirkung auf Darmzellen von Bedeutung. 

Die vorliegende Arbeit leistet damit einen Beitrag zum Verständnis der 

zugrundeliegenden molekularen Mechanismen der partikelinduzierten Proliferation in 

Lungenepithelzellen. Die Aufklärung dieser Mechanismen hat vor dem Hintergrund 

der aktuellen Feinstaubproblematik und dem wachsenden Einsatz von Nanopartikeln 

im Bereich der Nanotechnologie einen hohen Stellenwert. 

 

Abb. 4.2: Modellvorstellung zur partikelinduzierten Initiation der Proliferation in RLE�6TN Zellen. Die 

durch eine Belastung mit ufCB induzierte Bildung von Ceramiden ist essentiell für die Translokation 

und Aktivierung der Signalproteine.  
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