


HEINRICH HEINE

UNIVERSITAT DUSSELDORF

Die Rolle von Membranstrukturen bei der durch
ultrafeine Partikel induzierten proliferativen
Signaltransduktion in Lungenepithelzellen

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

vorgelegt von

Henrike Peuschel

aus Halle (Saale)

Dusseldorf, September 2010



Gedruckt mit der Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der
Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

Referent: PD Dr. Klaus Unfried
Koreferent: Prof. Dr. Peter Proksch

Tag der mindlichen Prifung:



Alles wird gut!



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Abklirzungen v
1. Einleitung 1
1.1 Biologische Membranen 1
1.1.1 Lipidmikrodoméanen (Lipid Rafts) in der Membran 3

1.1.2 Die Rolle von Lipid Rafts bei Signaltransduktionsprozessen 6

1.2 Signaltransduktion als Reaktion auf Umwelteinfliisse 9
1.2.1 Ultrafeine Partikel 10

1.2.2 Partikelinduzierte Signaltransduktionsprozesse 13

1.2.3 Modell zum molekularen Mechanismus UFP-induzierter Effekte 17

1.3 Zielsetzung der Arbeit 19

2. Material und Methoden 20
2.1 Material 20
2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien 20

2.1.2 Chemikalien 22

2.1.3 Inhibitoren 23

2.1.4 Stimulatoren und andere Substanzen 24

2.1.5 Antikorper 25

2.1.6 Zelllinie 26

2.1.7 Partikel 26

2.2 Methoden 27
2.2.1 Zellbiologische Methoden 27
2.2.1.1  Kultivierung der Zellline RLE-6TN 27

2.2.1.2 Kryokonservierung und Revitalisierung der Zellen 27

2.2.1.3 Belastung der Zellen mit Partikeln und Inhibitoren 28

2.2.2 Transfektion von siRNA 29

2.2.3 Zytotoxizitatsassay 30

2.2.4 Isolierung von Zellmembranmikrodoméanen (Lipid Rafts) 31

2.2.5 Dot Blot zum Nachweis von Gangliosid Gu1 32

2.2.6 Proteinbiochemische Methoden 33




Inhaltsverzeichnis

2.2.6.1 Zelllyse und Proteinextraktion
2.2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration
2.2.6.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)
2.2.6.4 Western Blot Transfer
2.2.6.5 Immunologischer Proteinnachweis
2.2.6.6 Densitometrische Auswertung
2.2.7 Statistik
2.2.8 Abbildungen

3. Ergebnisse

3.1 Induktion der SFK-Aktivierung durch Modellpartikel

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

3.3 Einfluss von c-Src auf die Aktivierung von Akt

3.4 Untersuchung der Interaktion zwischen Membranrezeptoren

3.5 Einfluss von ufCB auf die Lokalisation von SFK in Lipid Rafts

3.6 Auswirkung von ufCB auf die Lokalisation von EGF-R in Lipid Rafts

3.7 Abhangigkeit der Translokation von SFK und EGF-R von der
PartikelgroBe

3.8 Effekte von Lipidmediatoren auf die Translokation von SFK und EGF-R
in Lipid Rafts

3.9 Effekt von Lipidmediator C¢-Ceramid auf die Phosphorylierung von
Erk1/2 und SFK

3.10 Wirkung von Ectoin auf die partikelinduzierte Translokation von
SFK und EGF-R aus Lipid Rafts
3.11 Einfluss von Ectoin auf die partikelinduzierte Aktivierung von SFK
. Diskussion

4.1 Aktivierung von SFK durch ultrafeine Partikel

4.2 Beteiligung von SFK an der partikelinduzierten Proliferation

4.3 Lokalisation von SFK und EGF-R in Lipid Rafts

4.4 Partikel beeinflussen die Lokalisation von SFK und EGF-R in
Lipid Rafts

33
34

34
36
36
37
37
37

38
38
41
43
45
48
52

54

56

60

62
66

68
68
71
73

75




Inhaltsverzeichnis

4.5 Einfluss von Lipidmediator Ceramid auf die Lokalisation von SFK

und EGF-R 77
4.6 Wirkung von Ectoin auf die partikelinduzierte Translokation von SFK

und EGF-R 80
4.7 Einordnung der Arbeit 82
5. Zusammenfassung 85
6. Summary 86
7. Literatur 87

Danksagung 102

Lebenslauf 103




Abklrzungen

Abkiirzungen

%]

A. dest
Abb.
Akt
APS
BSA
bzw.
C32

(uf)CB
CTB
CTB-HRP
dae

DEP
DMSO
DOC
DRM
EZM
EDTA
EGF
EGF-R
Erk
etal
FCS

g

GSH
GAPDH
GPI-Anker
HB-EGF
HRP
lgG

Durchmesser

destilliertes Wasser

Abbildung

Proteinkinase B

Ammoniumperoxiddisulfat

bovine serum albumine (Rinderserumalbumin)
beziehungsweise

Compound 32 (4-[(3-Bromophenyl)amino]-6,7-
dimethoxyquinazolin)

(ultrafeine) Carbon Black-Partikel

Untereinheit B des Cholera-Toxins

Untereinheit B des Cholera-Toxins gekoppelt mit Peroxidase

aerodynamischer Durchmesser

diesel exhaust particles Diesel-Emissions-Partikel
Dimethylsulfoxid

Desoxycholsaure-Natriumsalz

detergent resistent membrane

extrazellulare Matrix
Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsaure

epidermal growth factor (epidermaler Wachstumsfaktor)
epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor
extrazellular-regulierte Kinasen

und andere

fetal calb serum (fétales Kélberserum)

Gravitation

Glutathion
Glyzerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Glykosyl-Phosphatidylinositol-Anker
Heparin-bindender EGF-ahnlicher Wachstumsfaktor
horseradish peroxidase (Meerrettich-Peroxidase)
Immunglobulin G




Abklrzungen

IgM

IL-8

ILK
JNK
LDH
MAP-Kinasen
MEK oder MKK
MKKK
MBCD
NADPH
NP
PAGE
PAK
PBS
PI3-K
PIP3
PM
PM_ 5
PM;o
PP2
PVDF
rel.
RLE-Zellen
ROS
rom
RGD
RT
SAPK
SFK
SDS
SMase
TBST
TEMED
Tris

Immunglobulin M

Interleukin 8

integrin-linked kinase

Jun N-terminale Kinasen

Lactat-Dehydrogenase

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen
MAP-Kinasen-Kinasen
MAP-Kinasen-Kinasen-Kinasen
Methyl-B-cyclodextrin
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Nanopartikel

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalz-Lésung
Phosphatidylinositol-3-Kinase
Phosphatidylinositol-3-phosphat

particulate matter (Schwebstaub)

feine Partikel (aerodynamischer Durchmesser < 2,5 um)
granulare Partikel (aerodynamischer Durchmesser < 10 um)
Inhibitor der Src-Familie-Kinasen
Polyvinylidendifluorid

relative

Rattenlungenepithel-Zellen

reaktive Sauerstoffspezies

Umdrehungen pro Minute

Aminosauresequenz Arginin-Glycin-Asparaginsédure
Raumtemperatur

Stress-aktivierte Proteinkinasen
Src-Familie-Kinasen

Natriumdodecylsulfat

Sphingomyelinase

Tris-gepufferte Kochsalz-Lésung mit Tween 20
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

\Y




Abklrzungen

Tween-20 Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat

u. a. unter anderem

UFP ultrafeine Partikel (aerodynamischer Durchmesser < 100 nm)
Vv Volt

vgl. vergleiche

v/v Volumenprozent (Volumen/Volumen)

z. B. zum Beispiel

Die Abkurzungen von chemischen Elementen, Verbindungen und Aminoséuren

erfolgten nach der IUPAC-Nomenklatur.

Vi




Einleitung

1. Einleitung

1.1 Biologische Membranen

Biologische Membranen sind fiir die Funktion und das Uberleben aller Zellen von
entscheidender Bedeutung: Die Plasmamembran, die eukaryotische Zellen umgibt,
grenzt das Zellinnere vom umgebenden AufRenmilieu ab. Zudem werden einzelne
Organellen im Inneren dieser Zellen von Membranen umschlossen und tragen somit zur
Bildung von Funktionseinheiten bei. In diesen Kompartimenten kénnen so, abgegrenzt
vom Zytoplasma, spezifische biochemische Vorgédnge ablaufen, die mitunter bei
Nichtabgrenzung fiir die Zelle toxisch wéren. Uber Membranen finden sowohl aktive als
auch passive Transportvorgdnge statt. Aullerdem kann die Zelle {ber
Oberflachenmolekile auf der Plasmamembran mit Nachbarzellen kommunizieren oder
auf externe Stimuli reagieren.

Membranen bestehen aus Lipiden und Proteinen, wobei das Verhéltnis beider
Komponenten zueinander sowohl innerhalb aller in den Zellen vorhandenen
biologischen Membranen als auch zelltypspezifisch variiert (Boesze-Battaglia et al.,
1997). Bei einem Grolf3teil der Membranlipide handelt es sich um Phospholipide. Diese
bestehen aus einer hydrophilen Kopfgruppe und zwei hydrophoben Kohlenstoffresten, in
der Regel Fettsauren, und sind damit amphiphile Molekiile. Diese Eigenschaft ist fur die
Organisation biologischer Membranen besonders wichtig und resultiert in der
Ausbildung einer Lipiddoppelschicht, wobei die hydrophoben Anteile nach innen weisen
und die hydrophilen nach auf3en (Whitfield, 2004). Diese ca. 3 nm dicke Doppelschicht
bildet die Membran-Grundstruktur (Chen & Moy, 2000).

Zu den Phospholipiden gehéren Phosphoglyzeride und Sphingolipide (Abb. 1.1). Beide
sind chemisch betrachtet Phosphodiester. Die Phosphoglyzeride sind aus Glyzerin
aufgebaut, welches auf der einen Seite mit zwei Fettsdureresten und auf der anderen
Seite Uber einen Phosphat-Rest mit einer Base bzw. einem Alkohol verestert ist. Sie
bilden den mengenmalig wichtigsten Anteil zelluldarer Membranen. Vertreter dieser
Gruppe sind Phosphatidylinositol und Phosphatidylserin (Yamaji-Hasewaga &
Tsujimoto, 2006). Daneben sind die Sphingolipide ebenfalls essentielle
Membranbestandteile und leiten sich in ihrer Struktur vom Aminoalkohol Sphingosin ab.

Ist Sphingosin mit einer Fettsdure amidartig verknlpft, entsteht Ceramid, der Vorlaufer
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der Sphingolipide. Andere wichtige Vertreter sind Sphingomyelin und Glykosphingolipide
(Hoekstra et al., 2003). Eine weitere Gruppe von Membranlipiden umfasst die Sterole,
mit ihrem Hauptvertreter Cholesterol (Abb. 1.1) Dieses lagert sich als unpolares Molekil
zwischen die hydrophoben Reste der Phospholipide ein und beeinflusst somit die
Fluiditdt der Membran. Zudem bewirken die starren Sterolringe, dass die
Fettsdureketten der Phospholipide dichter und gleichmafRiger gepackt vorliegen. Es
konnte gezeigt werden, dass Cholesterol hier bevorzugt mit Sphingolipiden interagiert
(Ramstedt & Slotte, 2002). Sphingolipide sind fast ausschliellich im &uleren
Membranblatt (outer leaftlet) zu finden, wohingegen einige Phosphoglyzeride, wie z. B.
Phosphatidylinositol und Phosphatidylserin, auf das innere Membranblatt (inner leaflet)
beschréankt sind (Bretscher, 1973; Yamaji-Hasewaga & Tsujimoto, 2006). Cholesterol

dagegen ist in beiden Membranblattern nachzuweisen.

Phospholipide

Ceramid

Sphingosin

c
=

o

N
=
o

GOLE LR Base/Alkohol

LULE LE8— Base/Alkohol

Phosphoglyzeride Sphingomyelin

Cholesterol

HO

Abb. 1.1: Schematischer Aufbau der Phospholipide und Strukturformel von Cholesterol (modifiziert nach
Peter Karlson ,Biochemie und Pathobiochemie®, 2005: S.296 und S. 323).
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In die Lipiddoppelschicht sind verschiedene Arten von Membranproteinen eingelagert.
Dazu gehdéren Proteine verschiedenster GréRe und Funktion, wie z.B.
Membranrezeptoren, lonenkanéle und Transporterproteine (Fiedler et al., 2010). Dabei
kénnen die einzelnen Proteine die Membran durchspannen oder durch kovalente
Bindungen, z. B. Uber spezifische Zuckerreste des Proteins mit dem Phospholipid
Phosphatidylinositol, in der Plasmamembran verankert sein (sogenannte
Glykosyl-Phosphatidylinositol-(GPI)-Anker). Solche GPIl-verankerten Proteine konnten in
Epithelzellen auf der apikalen Seite, d.h. der gegen das auliere Milieu gerichteten Seite
der Plasmamembran nachgewiesen werden (Brown & Waneck, 1992). Die basolaterale
Seite, welche die Epithelzellen Uber die Basallamina mit dem darunterliegenden
Gewebe verbindet, unterscheidet sich von der apikalen in ihrer Protein- und
Lipidzusammensetzung. Diese Zellpolaritat, d.h. die Ausbildung einer apikalen und einer
basolateralen Seite, kann in vielen eukaryotischen Zelltypen gefunden werden (Handler,
1989).

Nach dem Flussig-Mosaik Modell sind Proteine und Lipide zuféllig in der Membran
verteilt und lateral frei in der Lipiddoppelschicht beweglich (Singer & Nicolson, 1972).
Untersuchungen zeigen allerdings, dass es in der Membran Bereiche mit einer hohen
Konzentration von Proteinen sowie einer asymmetrischen Lipidverteilung gibt
(Damjanovich et al., 1997; Simons & van Meer, 1988). Diese Beobachtungen fuhrten
zur Formulierung des ,dynamisch strukturierten Mosaikmodells“. Danach ist die laterale
Diffusion von Membrankomponenten durch die Bildung lokaler Proteinkomplexe oder
Lipidmikrodomanen eingeschrankt. Diese supramolekularen Strukturen unterliegen dank
aulderer Einflisse oder intermolekularer Krafte einer stdndigen Dynamik, d.h. einem
fortwahrenden Auf-, Ab- und Umbau (Vereb et al., 2003). Zur Formulierung dieses
Modells trug die Postulierung der Existenz von Membranmikrodoménen oder ,Lipid

Rafts” als funktionelle Einheiten der Membran bei (Simons & Ikonen, 1997).

1.1.1 Lipidmikrodomanen (Lipid Rafts) in der Membran

Mehrere Arbeitsgruppen beschrieben bereits in den 1970er Jahren die Existenz von
mosaikahnlichen Lipid-Domanen und damit eine heterogene Verteilung von Lipiden in

Membranen, wobei hier die Frage nach der biologischen Funktion dieser Domanen noch
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nicht im Fokus stand (Stier & Sackmann, 1973; Hui & Parsons, 1975). Im Jahr 1982
formulierte Karnovsky das Konzept der Organisation von Lipiden in der Membran als
Doméanen mit mdglicher Bedeutung fur deren Struktur und Funktion (Karnovsky et al.,
1982). Einige Jahre spéater postulierten Kai Simons und Gerrit van Meer das apikale
Membranproteine in polaren Epithelzellen wahrend ihres Transports vom trans-Golgi zur
apikalen Membranseite mit sphingolipidreichen Mikrodoménen assoziieren (Simons &
van Meer, 1988). Es =zeigte sich, dass GPl-verankerte Proteine in diesen
sphingolipidreichen Domanen angereichert sind, wobei dieser Anker als Signalgeber flr
den gerichteten Transport der Proteine zur apikalen Zellmembran benétigt wird (Brown
et al., 1989, Brown & Rose, 1992). Aufbauend darauf wurde die sogenannte
.Raft-Hypothese® formuliert. Demnach bilden Sphingolipide zusammen mit Cholesterol
laterale Assoziationen (Lipid Rafts) in der Membran, die von Phosphoglyzeriden
umgeben sind (Simons & lkonen, 1997). In diesen Rafts sind bestimmte Proteine
selektiv angereichert, unter anderem die bereits erwahnten GPI-verankerten Proteine,
viele Transmembranproteine (Sargiacomo et al., 1993) aber auch doppelt acetylierte
Proteine wie z. B. Proteine der Src-Kinase-Familie (Song et al., 1997; Abb. 1.2). Es gibt
Hinweise, dass verschiedene Rafts unterschiedlicher Proteinkomposition in einer Zelle
koexistieren (Pike, 2003).

LIPID RAFT
A

outer leaflet

oSo Cholesterol inner leaflet = acyliertes Protein
= Sphingolipide @ GPl-verankertes Protein
33’ Phosphoglyzeride «._—" Transmembranprotein

Abb. 1.2: Modellvorstellung zum Aufbau der Lipid Rafts mit spezifischer Lipid- und

Proteinzusammensetzung (modifiziert nach Lingwood & Simons, 2010).
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Die traditionelle biochemische Methode zur Isolierung von Rafts ist die Behandlung der
Zelllysate mit eiskaltem Puffer, der 1 % Triton X-100 enthalt. Aufgrund ihrer spezifischen
Lipidzusammensetzung aus Cholesterol und Sphingolipiden sind Rafts unléslich in
nicht-ionischen Detergenzien wie Triton X-100 und verfligen Uiber eine geringere Dichte
als die ubrigen Membranfraktionen (London & Brown, 2000). Wahrend einer
Dichtegradienten-Ultrazentrifugation Uber einen Sucrosegradienten von 5 % bis 30 %
reichern sich die Detergenz-resistenten Membranen (DRM, detergent resistent
membranes) im oberen Bereich des Gradienten an (Brown & Rose, 1992). Diese DRM
sind eine Mischung aus allen in der Zelle vorhandenen Lipidmikrodoméanen und spiegeln
somit nicht die in vivo Situation wider. Trotzdem enthalten sie ,Raftmaterial® und sind
damit ein Ausgangspunkt, um Raft-assoziierte Proteine zu identifizieren. Zudem kénnen
Veranderungen im Ld&slichkeitsverhalten von Proteinen unter wechselnden
physiologischen Bedingungen Hinweise auf deren Raft-Assoziation liefern
(Hanzal-Bayer & Hancock, 2007). Um die Raft-Fraktion nach der Ultrazentrifugation zu
identifizieren, werden Markerproteine wie GPI-verankerte Proteine oder Flotilline
verwendet (Simons & lkonen, 1997; Babuke & Tikkanen, 2007). Auch Gangliosid Gu1,
ein wichtiges in Lipid Rafts angereichertes Sphingolipid, wird als Raft-Marker benutzt
(Harder et al., 1998).

Ein zusatzlicher biochemischer Ansatzpunkt zur Untersuchung der Funktion von Rafts
ist die Reduktion des Gehalts an Cholesterol, da dieses fir die Integritdt der Rafts
essentiell ist (Rietveld & Simons, 1998). Mittels Methyl-B-cyclodextrin (MBCD) kann
Cholesterol aus der Membran depletiert werden (Klein et al., 1995). Cyclodextrine
bestehen aus verknilpften Glukosemolekilen, die eine konusférmige Struktur mit
zentralem, lipophilem Hohlraum bilden. Sie besitzen die Kapazitat, lipophile Molekdle in
diesem Hohlraum einzuschlieRen (Pitha et al., 1988). Cholesterol formt zusammen mit
MRBCD Einschluss-Komplexe, deren Ldslichkeit dadurch erhdht wird. Die Entfernung von
Cholesterol aus der Membran hat einen Einfluss auf die Assoziation von Proteinen mit
DRM-Fraktionen (Martens et al., 2000).

Neuere lichtmikroskopische Techniken erlauben es, Aufldésungen im nm-Bereich zu
erzielen und damit Rafts Jin vivo zu untersuchen. Mittels photoaktivierter
Lokalisationsmikroskopie (PALM, photoactivation localization microscopy) konnten

Hamagglutinine, Raft-assoziierte Proteine, in dynamischen Clustern im Gréf3enbereich
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von ca. 40 nm in der Zellmembran lebender Fibroblasten lokalisiert werden (Pralle,
2000; Hess et al., 2007). Mit Hilfe der STED-Mikroskopie (stimulated emission depletion)
konnte in Epithelzellen unter physiologischen Bedingungen gezeigt werden, dass
Sphingolipide und GPI-verankerte Proteine transient mit cholesterolreichen Komplexen
interagieren und Bereiche in der Plasmamembran von ca. 20 nm Durchmesser bilden
(Eggeling et al., 2009). Aufgrund dieser Ergebnisse werden Lipid Rafts gegenwartig als
nanometergrof’e, dynamische, cholesterol- und sphingolipidreiche Domé&nen in der
Plasmamembran lebender Zellen beschrieben (Lingwood & Simons, 2010).

Solchen Mikrodomdnen werden eine Reihe unterschiedlicher Funktionen
zugeschrieben, wie z.B. eine Beteiligung an der intrazelluldren Sortierung von
Proteinen in polarisierten Zellen und der Zellmigration (Simons & Ikonen, 1997; Hanzal-
Bayer & Hancock, 2007). Ein spezifischer Subtyp von Rafts, die Caveolae, sind an
endozytotischen Prozessen in Zellen beteiligt (Kirkham et al., 2005). Caveolae sind
lichtmikroskopisch erkennbare Einstllpungen der Plasmamembran, welche ebenfalls
cholesterol- und sphingolipidreich sind, aber als Strukturproteine Caveoline enthalten
(Parton, 1996). Dariber hinaus sind Lipid Rafts an Signaltransduktionsprozessen
beteiligt, was eine ihrer wichtigsten Funktionen zu sein scheint (Simons & Toomre,
2000).

1.1.2 Die Rolle von Lipid Rafts bei Signaltransduktionsprozessen

Signaltransduktionsprozesse in der Zelle werden durch komplexe Interaktionen
zwischen Liganden, Rezeptoren und Kinasen initiiert und reguliert. Lipidmikrodoméanen
bieten aufgrund ihres hohen Bestandes an Signalproteinen - es konnte hier eine 10-fach
stérkere Anreicherung gefunden werden (Foster et al., 2003) - eine geeignete Plattform
fur die Initiation und Regulation dieser Prozesse. Als Antwort auf intra- und
extrazellulare Stimuli wird ihre Gré3e und Zusammensetzung dynamisch verandert und
aufgrund der raumlichen Nahe einzelner Proteine kann die Signaltransduktion schnell,
effizient und spezifisch ablaufen (Simons & Toomre, 2000). Die Initiierung von
Signalkaskaden ist hier auf verschiedenen Wegen denkbar (Abb. 1.3): zum einen
kénnen Proteine, die innerhalb der Raft-Region lokalisiert sind, direkt dort aktiviert

werden (A). Alternativ ist auch eine Rekrutierung von Signalproteinen aus der
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Nicht-Raft-Fraktion in die Raft-Fraktion (B) oder umgekehrt (C) mdoglich, um
Signalkaskaden zu initiieren. Zudem koénnen sich verschiedene Subpopulationen von
Rafts, mit unterschiedlicher Ausstattung an Proteinen, zusammenlagern (,Clustering®),
so dass verschiedene Signalproteine miteinander interagieren kénnen (Abb. 1.4 D).
Eine Zerstérung der Rafts kénnte somit eine Deregulierung bestimmter Signalprozesse
bewirken (Pike, 2003).

Der erste Signaltransduktionsprozess, bei dem eine Beteiligung von Lipid Rafts gezeigt
werden konnte, war die durch Immunglobulin E (IgE) induzierte Signalkaskade in
Mastzellen (Baird et al., 1999). IgE-Rezeptoren (FceRIl) auf Mastzellen werden nach
Bindung von IgE in Raft-Doméanen rekrutiert und von Src-Familie-Kinasen wie Fyn und
Lyn phosphoryliert. Eine Kolokalisation dieser Signalmolekiile mit dem Raft-Marker Gy1
nach Rezeptoraktivierung konnte auch fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden
(Stauffer & Meyer, 1997). Durch Cholesteroldepletion mittels Methyl-B-cyclodextrin wird
die durch IgE induzierte Signalkaskade gestoért (Sheets et al., 1999).

A. Aktivierung in der Rafiregion B. Rekrutierung in die Raftregion  C. Rekrutieruing aus der Rafiregion
extrazellular iii iii extrazellular i ¢ iii extrazeiluigr i —_— iii ii
DlmerISIerung Dimerisierung Dimerisierung
Liganden, Antikorper Liganden, Antikérper Liganden, ﬁntikﬁfPEf/\

0

| | |

Signaltransduktion Signaltransduktion Signaltransduktion

Abb.1.3: Modelle zur Initiierung von Signalkaskaden durch Lipid Rafts. Die Raft-Doméanen sind zweifarbig
dargestellt im Vergleich zur umgebenden Membran. Erkldrungen siehe Kapitel 1.1.2 (modifiziert nach
Simons & Toomre, 2000).
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D. Zusammenlagerung einzelner Rafts (,,Clustering*)

extrazellular %

extrazellular

Abb. 1.4: Modell zur Initiierung von Signalkaskaden durch zur Zusammenlagerung einzelner Lipid Rafts.
Die Raft-Doménen sind zweifarbig dargestellt im Vergleich zur umgebenden Membran. Erklarungen siehe
Kapitel 1.1.2 (modifiziert nach Simons & Toomre, 2000).

Wie oben beschrieben, ist fur die Initiierung einiger Signalprozesse eine Translokation
von Rezeptoren oder Signalmolekiilen aus der Raft-Fraktion in die Nicht-Raftregion
notwendig. Dies konnte  fur die Signalkaskade des epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGF-R, epidermal growth factor receptor) in
verschiedenen Zelltypen gezeigt werden. In unstimulierten Fibroblasten z. B. ist der
EGF-R in Caveolae lokalisiert und kann nach einer Stimulation der Zellen mit EGF nicht
mehr in diesen Doménen gefunden werden (Mineo et al., 1999). Die Arbeitsgruppe von
Roepstorff et al. (2002) konnte mittels Immunfluoreszenzstudien in Hela-Zellen
(Zervixkarzinom-Zellinie) zeigen, dass der EGF-R in unstimulierten Zellen mit dem
Raft-Marker Gangliosid Gy1 kolokalisiert, sich aber nur ein geringer Teil des EGF-R in
Caveolae befindet. Biochemisch konnte hier eine Assoziation des EGF-R mit DRM
gezeigt werden, die nach Depletion von Cholesterol aufgehoben wird. Eine Verringerung
des Gehalts an Cholesterol in den Lipid Rafts erhéht zudem die Anzahl der

Bindungsstellen fur EGF. Die Arbeitsgruppe postulierte, dass ein in cholesterolreichen
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Domanen lokalisierter EGF-R weniger gut zugénglich ist fur die Bindung von Liganden
und die Raft-Assoziation damit als negativer Regulator fir die EGF-R-abhangige
Signaltransduktion angesehen werden kann. Mehrere Arbeiten zeigen, dass
Ligandenbindung, Dimerisierung und Autophosphorylierung des EGF-R nach
Zerstorung der Raft-Integritat erhdht sind (Pike & Casey 2002; Ringerike et al., 2002;
Balbis & Posner, 2010).

1.2 Signaltransduktion als Reaktion auf Umwelteinflusse

Die Zelle reagiert auf endogene und umweltbedingte Reize mit der Induktion von
Signalkaskaden und reguliert damit wichtige biologische Prozesse wie Proliferation,
Apoptose, Genexpression oder Immunreaktionen. Plasmamembran-Rezeptoren kénnen
extrazellulare Signalmolekile binden und die Signale zu Effektorproteinen ins Zellinnere
weiterleiten. Dabei kann eine Kaskade von nachgeschalteten Effektormolekilen aktiviert
werden. Signalkaskaden kdnnen durch verschiedene Umweltstimuli bzw. Xenobiotika
induziert und/oder beeinflusst werden. Zu solchen Umweltstimuli zahlen z. B.
elektromagnetische Wellen wie UV-Strahlung. Eine Bestrahlung von humanen
Keratinozyten mit UVA (320-400 nm) resultiert in einer Induktion der Genexpression von
verschiedenen Transkriptionsfaktoren (Grether-Beck et al., 2005) und fuhrt zudem zu
einer Veranderung der Lipidzusammensetzung von Mikrodomanen. Dies beeinflusst
UVA-induzierte Signalprozesse (Grether-Beck et al., 2008).

Auch verschiedene persistierende Umweltgifte kénnen Signalkaskaden induzieren:
Dioxine wie das Sevesogift 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) passieren als
lipophile Liganden die Zellmembran und binden an den im Zytosol vorliegenden
Aryl-Hydrokarbon-Rezeptor-Komplex. (AhR, aryl hydrocarbon receptor). Dieser gelangt
daraufhin in den Zellkern und induziert dort die Expression von
fremdstoffmetabolisierenden Enzymen der Cytochrom P450-Familie (Denison & Nagy,
2003).

Einen wichtigen Umweltstimulus stellen aulRerdem inhalierbare Partikel in der Luft wie
z. B. Kohlenstaub, Diesel-Emissions-Partikel (DEP) oder Asbestfasern dar. Studien
haben gezeigt, dass diese Partikel verschiedene Signalwege aktivieren, die mit

Tumorpromotion oder Entziindung assoziiert sind (Uberblick in Albrecht et al., 2004).
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Eine besondere Bedeutung in diesem Zusammenhang hat in den letzten Jahren die

ultrafeine Partikelfraktion des Schwebstaubs in der Luft erlangt.

1.2.1 Ultrafeine Partikel

Schwebstaub in der Aul3enluft wird auch als ,particulate matter* (PM) bezeichnet, und
die darin enthaltenen Schwebstaubpartikel variieren in chemischer Zusammensetzung
und GroRe (Lahl & Steven, 2005). Die Klassifizierung dieser Partikel erfolgt anhand des
aerodynamischen Durchmessers (dae). Dieser ist definiert als der Durchmesser einer
Kugel der Dichte 1 g/cm?, welche die gleiche Sinkgeschwindigkeit in wirbelfreier Luft hat
wie der Partikel selber (Umweltbundesamt, 2005). Danach werden unter der
Bezeichnung PM;, alle Partikel zusammengefasst, die einen d,e kleiner als 10 pm
haben. Darin enthalten sind grobe Partikel (PM1o.25), feine Partikel (PM25) sowie
ultrafeine Partikel (UFP) mit einem dge kleiner als 100 nm (PMy 1) (Oberdérster et al.,
2005; BéruBeé et al.,, 2007). Die Hauptquelle fur PM, vor allem PM;s und PMy 4, sind
Verbrennungsprozesse aller Art.

In epidemiologischen Studien zeigt sich vor allem fur Personen mit kardiovaskularen
Erkrankungen und obstruktiven Lungenerkrankungen eine Assoziation zwischen der
Exposition gegentiber PM und einem Anstieg der Mortalitdtsraten (Dockery et al.; 1993,
Pope et al., 1995). Eine chronische Exposition gegeniber verbrennungsgenerierten
Partikeln in der Luft ist zudem ein wichtiger Umweltrisiko-Faktor fir die
Lungenkrebs-Mortalitat (Pope et al., 2002). Im stadtischen Raum entfallen ca. 50 % aller
PM, auf verbrennungsgenerierte ultrafeine Partikel (Donaldson & Stone, 2003). Von
der ultrafeinen Partikelfraktion scheint eine besondere Gefahr auszugehen: Zahlreiche
Untersuchungen zeigen, dass UFP in der Lunge starker entzindlich wirken als feine
Partikel der gleichen chemischen Zusammensetzung (Ferin, 1994; Oberddrster et al.,
2001; Gilmore et al., 2004). PM gelangen vorrangig durch Inhalation in den Organismus.
Ultrafeine  Partikel haben aufgrund ihrer geringen GréRe eine hohe
Depositionswahrscheinlichkeit in den Alveolen (Oberdérster et al., 2005; BéruBé et al.,
2007; Abb.1.5).
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10-2,5 pm

nasopharyngeale Region { grobe Partikel

P

2,5 pm

tracheobronchiale Region < feine Partikel

< 0,1 um

alveolare Region < L. ultrafeine Partikel

Abb. 1.5: Depositionswahrscheinlichkeit der einzelnen inhalierbaren Partikelfraktionen innerhalb des

Respirationstraktes des Menschen (modifiziert nach BéruBe et al., 2007).

Sie werden dort von alveolaren Makrophagen weniger effizient phagozytiert und
abtransportiert als feine Partikel (Kreyling & Scheuch, 2000), was in einer gesteigerten
Interaktion mit Lungenepithelzellen resultiert (Albrecht et al., 2004; Donaldson et al.,
2005). Die Partikeldeposition in der Lunge erfolgt nicht gleichmaRig - es konnten
Bereiche identifiziert werden, in denen die Zellen lokal hohen Partikelkonzentrationen
ausgesetzt sind (Balashazy et al, 2003). Bereits bestehende pathologische
Veranderungen der Lunge haben ebenfalls einen Einfluss auf die Depositionseffizienz
ultrafeiner Partikel (Anderson et al., 1990).

Mit abnehmender PartikelgréRe steigen bei gleicher Masse die Oberflaiche und die
Anzahl der Partikel stark an (Oberdérster et al., 2005). Die gro3e Oberflache der
ultrafeinen Partikel, an der sich Ubergangsmetalle und organisch-chemische
Substanzen anlagern kénnen, gepaart mit der hohen Depositionseffizienz in Alveolen
spielen in der Lungentoxikologie dieser Partikel eine entscheidende Rolle (BéruBé et al.,
2007).

Nach Deposition in der Lunge kénnen UFP Uber Epithelzellen ins Interstitium gelangen
und von hier aus in den Blutkreislauf Ubertreten. Somit kénnen sie auch andere Organe

wie Herz oder Gehirn erreichen (Oberddérster et al., 2005).

11




Einleitung

Die zelluldare Aufnahme ultrafeiner Partikel hdngt sowohl von den physiko-chemischen
Eigenschaften der Partikel selbst als auch vom Zelltyp ab. Verschiedene Prozesse wie
Phagozytose, Clathrin-vermittelte Endozytose oder Diffusion wurden als mégliche
Mechanismen beschrieben (Unfried et al., 2007). Aufgenommene UFP k&nnen mit
intrazelluldaren Organellen und DNA interagieren, was ihr toxisches Potential deutlich
erhoht (Geiser et al., 2005).

Um die zelluldren Effekte dieser ultrafeinen Partikel in in vitro- und in vivo-Studien zu
untersuchen,  werden  Modellpartikel  eingesetzt.  Als  Modellpartikel  fur
verbrennungsgenerierte UFP wird ultrafeines Carbon Black (ufCB) genutzt, das aus
Kohlenstoff-Nanopartikeln besteht. Ultrafeines CB gilt als gering I6slicher Partikel mit
niedriger intrinsischer Toxizitat (Borm et al., 2004) und wird industriell durch kontrollierte
Verbrennung aus Kohlenwasserstoffen hergestellt (BéruBé et al., 2007). Die einzelnen
CB-Partikel tendieren dazu, miteinander zu verschmelzen (Aggregat-Bildung). Diese
Aggregate kdnnen agglomerieren, wobei gréRere Partikel entstehen (Donaldson et al.,
2005; Donaldson & Stone, 2003). Carbon Black enthalt nur geringe Mengen an
Ubergangsmetallen bzw. organischen Substanzen (Donaldson et al., 2005). Deshalb
wird es in der Toxikologie als Modell fir den Kohlenstoff-Partikelkern zur Untersuchung
reiner Partikeleffekte eingesetzt (Donaldson et al., 2001).

Die Fahigkeit ultrafeiner Partikel, die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) zu
induzieren, gilt als hauptverantwortlich fir deren zelluldre Toxizitat (Donaldson et al.,
2001; Nel et al., 2006). Zu ROS zahlen Molekiile, die aus der Aktivierung von Sauerstoff
entweder durch Energie- oder Elektronentransfer gebildet werden, wie z. B. Superoxid-
Anionen (O3"), Wasserstoffperoxid (H202) und Hydroxyl-Radikale (*OH) (Barthel & Klotz,
2005). ROS konnen dabei sowohl im zellfreien System aufgrund der
Partikeleigenschaften, als auch durch Interaktion der Partikel mit zellularen Strukturen
wie NADPH-Oxidasen gebildet werden (Wilson et al., 2002; Unfried et al., 2007).
NADPH-Oxidasen, die in der Zellmembran lokalisiert sind, katalysieren die Reduktion
von Sauerstoff, was in der Bildung von O, resultiert. Dieses kann durch Dismutasen in
H,0, umgewandelt werden (Unfried et al., 2007). In Gegenwart von z. B. Fe** an der
Oberflache einiger Partikel kann eine unvollstdndige Reduktion von H20O; stattfinden, die
zur Bildung von Hydroxyl-Radikalen fuhrt (Fenton-Reaktion; Valavanidis et al., 2008).

Mit Hilfe von Enzymen wie Glutathion-Peroxidase oder Katalase kann die Zelle dem
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oxidativen Potential von H20, entgegenwirken. Die Glutathion-Peroxidase benutzt
hierzu Glutathion (GSH) als Reduktionsédquivalent bei der Umwandlung von
Wasserstoffperoxid zu Wasser (Sies, 1999). Ubersteigt die Bildung von ROS die
antioxidative Kapazitat der Zelle, kommt es zur Schadigung von Biomolekilen. Zudem
kénnen ROS aber auch auf zelluldre Signalwege einwirken (Barthel & Klotz, 2005;
Unfried et al., 2007).

1.2.2 Partikelinduzierte Signaltransduktionsprozesse

Studien zeigen, dass partikelinduzierte ROS in der Lage sind, bestimmte Signalwege zu
aktivieren. Diese kodnnen zur Induktion verschiedenster Endpunkte wie der
Ausschittung entziindungsférdernder Zytokine oder der Veradnderung von Apoptose
bzw. Proliferation fihren (Albrecht et al., 2004; Unfried et al., 2007).

Auf Zellmembranebene wurde die Beteiligung von Rezeptoren wie dem EGF-R an
partikelinduzierten Signalkaskaden beschrieben (Albrecht et al., 2004; Marano et al.,
2010). Der  Transmembranrezeptor EGF-R  gehért  zur  Familie  der
Rezeptor-Tyrosinkinasen. Seine Aktivierung erfolgt nach Ligandenbindung (z. B. durch
den epidermalen Wachstumsfaktor EGF oder den Heparin-bindenden EGF-dhnlichen
Wachstumsfaktor HB-EGF), aber auch durch oxidativen Stress (Fickova, 2002;
Abdelmohsen et al., 2003). Diese Aktivierung induziert Rezeptor-Dimerisierung,
woraufhin die Autophosphorylierung von Tyrosin-Resten in der Kinasedoméane des
Rezeptors bewirkt wird (Herbst, 2004; Lemmon & Schlessinger, 2010). Dadurch werden
intrazellulér verschiedene Signalkaskaden aktiviert, die an Differenzierung, Uberleben
und Proliferation der Zelle beteiligt sind (Fickova, 2002). Studien belegen eine
Partizipation des EGF-R an partikelinduzierten Signalprozessen, die zu verschiedenen
Endpunkten fiihren. In humanen bronchialen Epithelzellen (HBE-Zellen) wurde die
Beteiligung des EGF-R an der durch ufCB induzierten Proliferation nachgewiesen
(Tamaoki et al., 2004). Hier wurde zudem eine verstarkte Expression des EGF-R
Liganden HB-EGF detektiert, der zur Transaktivierung des Rezeptors fuhrt. In
kultivierten Rattenlungenepithelzellen (RLE-6TN) wurde nach Belastung mit ufCB die
parallele und unabhangige Induktion der Proliferation und der Apoptose beobachtet.

Beide Endpunkte sind abhangig von der Aktivitdt des EGF-R. Zudem konnte hier eine
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Aktivierung von MAP-Kinasen (mitogen-activated protein kinases) gezeigt werden
(Sydlik et al., 2006).

MAP-Kinasen gehéren zur Gruppe der Serin/Threonin-Kinasen, die durch zahlreiche
extrazelluldre Reize aktiviert, und in vier Gruppen eingeteilt werden kdnnen: die
extrazellular-regulierten Kinasen 1 und 2 (Erk1/2), Erk5, p38-mitogenaktivierte
Proteinkinasen und die Jun-N-terminalen Kinasen/Stress-aktivierten Proteinkinasen
1 und 2 (JNK/SAPK1/2) (Johnson & Lapadat, 2002; Severin et al., 2010). MAP-Kinasen
werden durch Phosphorylierung an Threonin- und Tyrosin-Resten aktiviert. Dies erfolgt
durch MAP-Kinasen-Kinasen (MKK), die ihrerseits durch MAP-Kinasen-Kinasen-
Kinasen (MKKK) phosphoryliert und damit aktiviert werden (Cobb & Goldsmith, 1995;
Severin et al., 2010). Die Induktion dieser Signalkaskade fiihrt zur Aktivierung einer
Vielzahl von Signalproteinen und Transkriptionsfaktoren. In humanen bronchialen
Epithelzellen konnte nach Belastung mit ufCB die Phosphorylierung der MAP-Kinase
p38 gezeigt werden, die an der Aktivierung der Expression von Interleukin-8 (IL-8)
beteiligt ist (Kim et al., 2005). Die Aktivierung von MAP-Kinasen konnte in mehreren
Studien auch nach Belastung mit anderen verbrennungsgenerierten Partikeln wie DEP
detektiert werden (Zhang et al., 2004; Pourazar et al., 2005).

Neben Zelloberflichenrezeptoren wie dem EGF-R kann auch die extrazellulare Matrix
(EZM) als Ziel von Partikel-Interaktionen zur Einleitung von Signalkaskaden angesehen
werden (Albrecht et al., 2004). Hier kénnen Integrine die Verbindung zwischen der EZM
und dem Zytoskelett herstellen. Integrine sind Transmembranrezeptoren. Sie besitzen
eine extrazellulare Doméne, die mit der EZM assoziiert ist, eine Transmembrandoméne
sowie eine intrazelluldare Doméane (Barczyk et al., 2010). Der extrazelluldre Teil hat
Bindungsstellen mit der sogenannten RGD-Sequenz  (Aminosduresequenz
Arginin-Glycin-Asparaginsaure) von EZM-Proteinen wie Fibronektin oder Fibrinogen
(Cheresh, 1987; Aplin et al., 1998). Anderungen der EZM-Struktur, die durch
mechanische oder chemische Reaktionen induziert werden, kénnen von Integrinen
perzipiert und in die Zelle weitergeleitet werden. Integrine sind Heterodimere, die aus
einer a- und einer 3-Untereinheit aufgebaut sind. Bisher sind 18 verschiedene a- und
8 R-Untereinheiten bekannt. Nach Ligandenbindung erfolgt eine Zusammenlagerung
von Integrin-Rezeptoren mit anschlieRender Konformationsdnderung. Dies fuhrt zur

Bildung von sogenannten Fokaladhasionskomplexen mit Zytoskelettproteinen und
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Signalproteinen (Lafrenie & Yamada, 1996). Die von Integrinen regulierten Endpunkte
sind dabei sehr vielfaltig und reichen von Differenzierung, Uberleben und Proliferation
bis hin zu Apoptose (van der Flier & Sonnenberg, 2001; Cabodi et al., 2010). Uber die
Rolle der Integrine bei der partikelinduzierten Signaltransduktion ist noch wenig bekannt.
In Lungenepithelzellen konnte beobachtet werden, dass [31-Integrine bei der durch
ufCB-induzierten Proliferation mitbestimmend sind (Sydlik et al., 2006, Abb. 1.6).

ufCB @ 14 nm

Ry

‘\H EGF_'RH:”H:H

AAAAAAAAAAAAAAAAAAA

PROLIFERATION

Abb. 1.6: Beteiligte Signalproteine bei der durch ufCB-induzierten proliferativen Signaltransduktion in
RLE-6TN Zellen. (Sydlik et al., 2006; Unfried et al., 2008).

Auf Membranebene kann auch die Produktion von Lipidmediatoren (wie Ceramide,
Phosphatidylinositol-3-phosphat [PIP3] oder Arachidonséure) aus
Phospholipidvorlaufern zellulédre Signalkaskaden aktivieren (Leevers et al., 1999;
Hannun et al., 2001; Farooqui, 2009). In alveolaren Makrophagen fuhrte eine Belastung
mit UFP zur Aktivierung der zytosolischen Phospholipase A, welche die Hydrolyse von
Membranphospholipden katalysiert. Dies induziert die Bildung von Prostaglandinen und
fuhrt somit zur Modulation der Entziindungsantwort (Beck-Speier et al., 2005).

Auch der Signalweg Uber Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI13-K)/Proteinkinase B (Akt)
gehdrt zu solchen Membran-abhéngigen Signalkaskaden. Akt gehoért zur Familie der

Serin/Threoninkinasen und ist an der Regulation verschiedener Zellfunktionen wie
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Proliferation, Uberleben und Expression entziindungsférdernder Zytokine beteilgt
(Abraham, 2005). Die Aktivierung von Akt erfolgt in Abhangigkeit von den
Phosphatidylinositol-3 Kinasen, welche intrazellular an der Zellmembran lokalisiert sind
(Woodgett, 2005). Nach Aktivierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen  oder
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren katalysiert PI3-K die Bildung des Lipidmediators
PIP3 aus der Membran. Dieser bindet an den N-Terminus von Akt, wobei Akt an die
Membran rekrutiert wird. Hier kann die Kinase mit anderen Proteinen assoziieren und
aktiviert werden. Fir eine vollstdndige Aktivierung von Akt ist die Phosphorylierung der

Aminoséauren Thri®® und Ser*”®

essentiell (Leevers et al., 1999; Fayard et al., 2010). Es
konnte eine Beteiligung von ILK (integrin-linked kinase) an der Phosphorylierung von
Ser*”® und damit Aktivierung von Akt gezeigt werden (Delcommenne et al., 1998;
Troussard et al., 2003). Auch kénnen Mitglieder der sogenannten Src-Familie-Kinasen
(SFK) bei der Aktivierung von Akt involviert sein (Datta et al., 1996). In in vitro-Studien
induziert ufCB die Aktivierung des PI3-K/Akt Signalweges in Lungenepithelzellen
(Unfried et al., 2008). Hier wurde eine Akt-abh&angige Phosphorylierung der MAP-Kinase
Erk1/2 gefunden (Abb.1.5).

Auf Membranebene sind die bereits erwdhnten Src-Familie-Kinasen in partikelinduzierte
Signalwege involviert. Cao et al. (2006) zeigten hier, dass SFK in Lungenepithelzellen
nach Belastung mit DEP an der Aktivierung des Transkriptionsfaktors Stat3 (signal
transducers and activators of transcription) beteiligt sind. In  humanen
Lungenepithelzellen wurde nach Belastung mit Silica (PM,5) die Phosphorylierung von
SFK beobachtet, deren Aktivitat bei der partikelinduzierten Freisetzung von IL-8 eine
Rolle spielt (dvrevik et al., 2004).

SFK haben wichtige Funktionen bei der Differenzierung, der Zelladhdsion und der
Proliferation (Brown & Cooper, 1996). Die Familie der Src-Kinasen umfasst beim
Menschen 11 Mitglieder, davon werden c-Src, Fyn und Yes in allen Zelltypen exprimiert
(Thomas & Brugge, 1997; Rucci et al, 2008). SFK haben zwei wichtige
Phosphorylierungsstellen, die ihre Aktivitdt beeinflussen. Im inaktiven Zustand ist Tyr**’
am C-Terminus des Proteins phosphoryliert (Bradshaw, 2010). Dadurch nimmt das
Protein eine inaktive Konformation ein. Durch die Aktivitat verschiedener Phosphatasen
wird Tyr*?" dephosphoryliert, was eine interne Konformationsidnderung bewirkt.

416

Hierdurch wird Tyr in der Kinasedomane phosphoryliert. Fir die maximale
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416 entscheidend

Kinaseaktivitdt von SFK ist die Phosphorylierung an diesem Tyr
(Roskoski et al., 2004; Giannoni et al., 2010). Zudem kann durch Oxidation von Cystein-
Resten die Aktivitdt von SFK beeinflusst werden (Giannoni et al., 2005). SFK sind Nicht-
Rezeptor-Tyrosinkinasen, deren Bindung an Membranen tber eine am N-Terminus des
Proteins gebundene Fettsdure erfolgt (Myristoylierung). Gebunden an die
zytoplasmatische Seite der Membran kénnen sie so mit verschiedenen Rezeptoren und
Integrinen interagieren (Thomas & Brugge, 1997). Sie kdnnen unter anderem die
Aktivitédt des EGF-R modulieren, indem sie in der zytosolischen Doméne des Rezeptors
Tyrosin-Reste phosphorylieren (Biscanti et al., 1999). Bis dato konnte aber noch keine
Beteiligung von SFK an der durch ufCB induzierten Signaltransduktion beschrieben

werden.

1.2.3 Modell zum molekularen Mechanismus UFP-induzierter Effekte

In einem zusammenfassenden Modell zum Mechanismus UFP-induzierter Toxizitat fuhrt
partikelinduzierter oxidativer Stress auf mehreren Ebenen zu einer Aktivierung
verschiedener Signalkaskaden (Abb. 1.7). Die damit verbundene Induktion zellularer
Endpunkte wie Apoptose, Entziindung oder Proliferation kann das Potential zur
Entwicklung adverser gesundheitlicher Effekte besitzen. Die Beeinflussung von
Signalwegen durch Partikel kann somit zu deren Toxizitdt beitragen. Zudem stehen
aktuell neben Umweltpartikeln vermehrt industriell generierte Nanopartikel im Fokus, die
in Kosmetika oder Nahrungsmitteln Verwendung finden kénnen (Choksi et al., 2010;
Bouwmeester et al., 2009). Die Aufklarung UFP-induzierter Signalwege kann bei der
|dentifikation von Risiken, die von diesen Materialien ausgehen, eine Rolle spielen.

Die vorliegende Arbeit untersucht deshalb die molekularen Mechanismen der
partikelinduzierten Proliferation mit Hinblick auf  die Funktion von

Membranmikrodomanen als Signalplattformen.
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Abb. 1.7: Modell zum molekularen Mechanismus der Toxizitdt ultrafeiner Partikel (modifiziert nach
Albrecht et al., 2004).
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Ultrafeines Carbon Black (ufCB) fuhrt in Lungenepithelzellen unter Beteiligung der
Membranrezeptoren EGF-R und R1-Integrine zur Induktion von Proliferation (Sydlik et
al., 2006). Daneben =zeigt die Aktivierung des Membran-abhangigen PI3-K/Akt
Signalweges die Bedeutsamkeit der Zellmembran bei der proliferativen
Signaltransduktion in diesen Zellen. Er stellt die Verbindung zwischen Rezeptoren, der
beobachteten Aktivierung der MAP-Kinasen Erk1/2 und dem Endpunkt Proliferation her
(Unfried et al., 2008).

In diesem Kontext sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Rolle von
Membranmikrodomanen (Lipid Rafts) an der durch ufCB-induzierten Proliferation
untersucht werden. Zudem wurde die Interaktionsvermittiung zwischen EGF-R und
R1-Integrinen genauer betrachtet, wobei die Untersuchung der Beteiligung
Membran-assoziierter SFK am proliferativen Signalweg im Vordergrund stand. Auch
wurde die Rolle der SFK als Vermittler zwischen Rezeptoren und dem PI3-K/Akt
Signalweg untersucht. Als in vitro Versuchssystem diente eine
Rattenlungenepithel-Zellline (RLE-6TN), die mit ufCB als Modellpartikel fir
verbrennungsgenerierte UFP belastet wurde. Hier sollten im Einzelnen folgende Fragen

beantwortet werden:

1. Sind Membran-assoziierte SFK an der Interaktion zwischen EGF-R und
R1-Integrinen beteiligt und welche Rolle spielen diese Kinasen bei der durch
ufCB-induzierten Proliferation?

2. Kdénnen die bei der ufCB-induzierten Proliferation identifizierten Signalproteine in
Membranmikrodoméanen lokalisiert werden und hat ufCB einen Einfluss auf diese
Lokalisation?

3. Haben Lipidmediatoren, die aus Lipid-Rafts nach Einwirkung von Xenobiotika
gebildet werden kdnnen, einen Einfluss auf diese proliferativen Signalwege?

4. Wirken kompatible Solute wie Ectoin auf partikelinduzierte Signalereignisse

protektiv?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Verwendete Geréte:

Autoklav, Tecnoclav
Binokular, Leitz

Brutschrank far Zellkulturen (HERAcell 240)

Gelkammern Dual gel vertical unit
Heizblock Bioblock Scientific
Horizontal-Wasserbadschuttler
Kihlschranke

Mehrkanalpipette 50-200 pl
Mikroskop Leitz Laborlux K
Multipette® Plus

Neubauer Zdhlkammer

pH-Meter, pH 211 Microprocessor

Pipetus®-akku
Rotor der Ultrazentrifuge 50.2-Ti
Schttler, Polymax 1040
Spannungsgeber

EPS 500/400

GPS 200/400

Power Pac 3000
Sterilbank
Western Blot Transferkammer
Criterion™-Blotter
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Integra Biosciences, Fernwald
Leica Microsystems, Wetzlar
Kendro, Hanau

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Thermolyne Corp., Dubuque, USA
Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Liebherr, Bulle, Schweiz

Socorex, Ecublens, Schweiz
Leica Microsystems, Wetzlar
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Hecht-Assistent, Sondheim
HANNA Instruments® Inc.,
Woonsocket, USA

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt
Beckmann Minchen

Heidolph Instruments, Kelheim

Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway,
USA

Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway,
USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
W.H. Mahl, Kaarst

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
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Ultraschallbad, Bransonic 220
Ultrazentrifuge L8-M
Waagen
Sartorius TE 124 S
Mettler PC 440 Delta Range
Wasserbad
Zentrifugen
Eppendorf-Zentrifuge 5414 C
Rotanta/RP
Sigma 3K30

Mikro 200

Verbrauchsmaterialien:

AcroCap™ Filter Unit
Eppendorfreaktionsgefaie
Falconréhrchen

Filterpapier

Nitrozellulose-Membran Protran BA 83
Pipetten

Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran
Hybond®-P

Rdntgenfilme SuperRX
Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten

Zentrifugenrdhrchen 6,5ml

Zentrifugenréhrchen-Deckel
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Branson, Danbury, USA
Beckmann, Minchen

Sartorius, Géttingen
Mettler-Toledo, Schweiz
Kéttermann, Uetze/Hanigsen

Eppendorf, Hamburg

Hettich Zentrifugen, Béach, Schweiz
B. Braun Biotech International,
Melsungen

Hettich, Tuttlingen

Pall, Ann Arbor, USA

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
BD Bioscience, Canaan, USA
Schleicher & Schuell BioScience,
Dassel

Schleicher & Schuell BioScience,
Dassel

Greiner bio-one, Frickenhausen

GE Healthcare,
GroBbritannien

Buckinghamshire,

Fuji, Dusseldorf
Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen

Herolab, GmbH Laborgeréte,
Wiesloch
Herolab, GmbH Laborgeréte,
Wiesloch
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Alle weiteren hier nicht aufgefihrten Gerate und Verbrauchsmaterialien werden an

entsprechender Stelle im Methodenteil aufgefiihrt oder entsprachen dem (blichen

Laborstandard.

2.1.2 Chemikalien
Ammoniumperoxiddisulfat (APS)
Amphotericin B

Bromphenolblau

Cholera-Toxin Subunit B Peroxidase Conjugate
Desoxycholsaure-Natriumsalz (DOC)
Dimethylsulfoxid (DMSQO)
2,4-Dinitrophenylhydrazin

Dubelcco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)
Essigsaure
Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsaure (EDTA)
Fotales Kalberserum (FCS)

Fotochemikalien (GBX Entwickler und Fixierer)
Glycin

Hank’s Buffered Saline Solution +Ca®*/+Mg** (HBSS+/+)

IGEPAL CA-630 (Nonidet-40)
INTERFERiIn™ Transfektionsreagenz

Isopropanol

L-Glutamin

Methanol

Milchpulver

B -Mercaptoethanol
Natriumazid (NaN3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
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Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden
Sigma-Aldrich,
Deisenhofen

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

GIBCO Invitrogen, Grand
Island, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Polyplus-transfection Inc.
New York, USA

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

TSI, Zeven

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe




Material und Methoden

Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumpyruvat

Nutrient Mixture F-12 Ham
OptiPrep™

Penicillin/Streptomycin

Phosphatase-Inhibitor Cocktail 2
Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat (Tween-20)
Protease-Inhibitor Cocktail

RC DC Protein Assay

Rinderserumalbumin (BSA)

Rotiphorese Gel 30

Saccharose

Streptomycin
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin (TEMED)
Trypsin-EDTA Solution 10x

Triton X-100
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Axis-Shield, Dundee,
Schottland
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Bio-Rad  Laboratories,
Hercules, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka, Buchs, Schweiz
Roth, Karlsruhe

Weitere an dieser Stelle nicht aufgefiihrte Chemikalien werden an entsprechender

Stelle im Methodenteil beschrieben oder wurden von verschiedenen Herstellern in

Analysequalitat bezogen.

2.1.3 Inhibitoren

EGF-R-Inhibitor:

e Compound 32 (4-[(3-Bromophenyl)amino]-6,7-dimethoxyquinazoline,

Calbiochem Merck Biosciences, Schwalbach).

Der Inhibitor wurde als 10 mM Stocklésung in DMSO angesetzt. Vor einer

Partikelbelastung der RLE-6TN Zellen wurden diese fir 1h mit einer

Endkonzentration von 10 uM Compound 32 vorinkubiert.
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Integrin-Inhibitor:

e monoklonaler Antikérper Hamster-Anti-Ratte CD29 (1-Integrin (NO Azide/Low
Endotoxin), Isotyp Hamster Immunglobulin M (IgM), BD BioSciences
Pharmingen, San José€, USA).

Die Antikérper lagen in einer Konzentration von 1 mg/ml vor. Vor einer
Partikelbelastung wurden die RLE-6TN Zellen mit einer Endkonzentration von
1 ug/ml Anti-CD29 fir 1 h vorinkubiert. Der monoklonale Antikdrper
Maus-Anti-Hamster IgM diente als Negativkontrolle und wurde ebenfalls mit einer
Endkonzentration von 1 ug/ml vor einer Partikelbelastung der RLE-6TN Zellen fir
1 h vorinkubiert.

Src-Familie-Kinase Inhibitor:

e PP2 (4-Amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidine )
Calbiochem Merck Biosciences, Schwalbach

Der Inhibitor wurde als 10 mM Stocklésung in DMSO angesetzt. Vor einer
Partikelbelastung der RLE-6TN Zellen wurden diese fir 1 h mit einer
Endkonzentration von 5 bzw.10 pM PP2 vorinkubiert.

2.1.4 Stimulatoren und andere Substanzen

e Ectoin [(S)-2-methyl-1,4,5,6-tetrahydropyrimidine-4-carboxylic acid], LPS-frei,
Reinheitsgrad 99 %, bitop AG, Witten, Germany

Die Substanz wurde als 100 mM Stammlésung in H20 (Sigma) angesetzt. Die Zellen

wurden je nach Versuch fur 4 h mit einer Endkonzentration von 0,01 bzw. 0,1 mM
behandelt.
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e (Cs-Ceramid (D-erythro-Sphingosine, N-Hexanoyl) Calbiochem Merck
Biosciences, Schwalbach

Die Substanz wurde als 10 mM Stammlésung in DMSO angesetzt. Die Zellen
wurden je nach Versuch mit einer Endkonzentration von 5 bzw. 10 uM behandelt.

2.1.5 Antikérper

Primér-Antikérper:

Kaninchen-Anti-Akt polyklonaler Antikbrper Cell Signaling, Danvers, USA
Kaninchen-Anti-Phospho-Akt (Ser*”®) polyklonaler

Antikérper Cell Signaling, Danvers, USA
Kaninchen-Anti-p44/42 MAP-Kinase polyklonaler

Antikérper Cell Signaling, Danvers, USA
Kaninchen-Anti-Phospho-p44/42 MAP-Kinase

(Thr*%2/Tyr?®*) polyklonaler Antikdrper Cell Signaling, Danvers, USA
Kaninchen-Anti-Src monoklonaler Antikérper Cell Signaling, Danvers, USA
Kaninchen-Anti-Phospho-Src (Tyr*'®) polyklonaler

Antikdrper Cell Signaling, Danvers, USA
Maus-Anti-GAPDH monoklonaler Antikérper Imgenex, San Diego, USA
Kaninchen-Anti-EGF-R polyklonaler Antikdrper Millipore, Temecula, USA

GAPDH wurde in einer Konzentration von 1:20000 in 5 % BSA/TBST verwendet. Alle
anderen Primar-Antikdrper wurden 1:1000 in 5 % BSA/TBST eingesetzt.

Sekundéar-Antikérper:

Ziege-Anti-Kaninchen Immunglobulin G (IgG)

Meerrettich-Peroxidase (HRP) Sigma-Aldrich, Steinheim
Ziege-Anti-Maus Immunglobulin G (IgG)
Meerrettich-Peroxidase (HRP) Sigma-Aldrich, Steinheim

Die Sekundar-Antikérper wurden jeweils 1:2000 in 5 % BSA/TBST eingesetzt.
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2.1.6 Zelllinie
RLE-6TN:

Die in dieser Arbeit verwendete Zelllinie ist eine SV-40-transfizierte, immortalisierte
alveolare Typ Il Lungenepithel-Zellline aus adulten Ratten (ATCC, Manassas, USA;
Driscoll et al., 1995). Die Zellen wurden von Passage 8 bis 50 verwendet.

2.1.7 Partikel

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ultrafeines Carbon Black (ufCB) als Modellpartikel
fir den Partikelkern von verbrennungsgenerierten Nanopartikeln verwendet. Hierbei
handelt es sich um das Markenprodukt Printex® 90 der Firma Degussa
(Frankfurt/Main), mit einem primaren Durchmesser der Partikel von 14 nm. Die
Verunreinigungen mit PAKs liegen unter 0,1 % (Stone et al., 1998).

Zusatzlich wurden feine Kohlenstoffpartikel (fCB, Huber 990 von H. Haeffner & Co.
Ltd, Chepstow) mit einem primaren Durchmesser von 260 nm eingesetzt.

Von den eingewogenen Partikeln wurde eine Stammsuspension von 1 mg/ml in PBS
angesetzt und 1 h im Ultraschallbad mit 50 — 60 kHz, 120 V dispergiert. Die Zellen

wurden mit 1-10 pg/cm? Partikeln belastet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung der Zellline RLE-6TN

Die RLE-6TN Zellen sind adharente Zellen, die einen Monolayer bilden. Die
Kultivierung dieser Zellen erfolgte in RLE-6TN N&hrmedium auf Plastik-
Gewebekulturflaschen bei 37°C, 5 % [v/v] CO., und 95 % Luftfeuchtigkeit im
Brutschrank. Ein Mediumwechsel fand alle 2-3 Tage mit auf 37°C temperiertem
Nahrmedium statt.

Einmal in der Woche wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Medium
abgesaugt, die Zellen 1 x mit vorgewarmtem PBS gewaschen und mit einer diinnen
Schicht Trypsin-EDTA-L6sung bedeckt. Nach 5 min Inkubation im Brutschrank wurde
das Trypsin durch Zugabe von 10 ml Nahrmedium inaktiviert und alles in ein 50 ml
Falconréhrchen Uberfihrt. Nach Zentrifugation fir 6 min bei 100 g wurde das Pellet
in 10 ml N&hrmedium resuspendiert und im Verhaltnis 1:10 in neue Zellkulturflaschen

verteilt.

RLE-6TN Ndhrmedium:

Nutrient Mixture F-12 Ham

2 mM L-Glutamin

5 % (v/v) fétales Kélberserum (FCS)
50 U/ml Penicillin

50 pg/ml Streptomycin

2,5 ug/ml Amphotericin B

FCS wurde vor Gebrauch fr 30 min bei 56 °C hitzeinaktiviert.
2.2.1.2 Kryokonservierung und Revitalisierung der Zellen

Die Zellen wurden zur Langzeitlagerung in flissigem Stickstoff aufbewahrt. Dazu

wurden zwei 75 cm? groBe Kulturflaschen mit konfluentem Monolayer wie in Kapitel
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2.2.1.1 beschrieben durch Trypsin-EDTA abgel6st und nach Zentrifugation pelletiert.
Das Zellpellet wurde in 1 ml Nahrmedium resuspendiert, in ein Kryoréhrchen
Uberfahrt und 10 min auf Eis aufbewahrt. Nach Zugabe von 1 ml Einfriermedium
(22 % DMSO [v/v] in FCS) wurden die Zellen bei -70°C eingefroren und 48 h spéter
in flissigen Stickstoff Gberfihrt.

Zur Rekultivierung wurden die Gefrierkulturen aus dem flissigen Stickstoff in einem
37°C warmen Wasserbad aufgetaut und in 50 ml Nahrmedium aufgenommen. Nach
Zentrifugation (6 min, 100 g) wurde das Zellpellet in 6 ml Nahrmedium aufgenommen
und je 3 ml Zellsuspension auf zwei 25 cm? Kulturflaschen berfiihrt. Nach 24 h
wurden die Zellen erneut wie in Kapitel 2.2.1.1 beschrieben passagiert.

2.2.1.3 Belastung der Zellen mit Partikeln und Inhibitoren

Die RLE-6TN Zellen wurden mit einer Dichte von 2 x 10* Zellen/cm? ausplattiert und
fir ca. 20 h bis zu einer Konfluenz von 80 — 90 % in N&hrmedium kultiviert.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit vorgewarmtem PBS gewaschen und fir
weitere 24 h in Serum-reduziertem Medium gehalten. Bei gleichzeitiger Verwendung
verschiedener Inhibitoren wurden die Zellen fir 1 h mit der jeweiligen Substanz bzw.
mit der L&sungsmittelkontrolle vorbehandelt (vgl. Kapitel 2.1.3). AnschlieBend
erfolgte die Partikelzugabe (vgl. Kapitel 2.1.6).

Serum-reduziertes Medium:

Nutrient Mixture F-12 Ham

2 mM L-Glutamin

0,5 % (v/v) fotales Kalberserum (FCS), hitzeinaktiviert
50 U/ml Penicillin

50 pg/ml Streptomycin

2,5 pg/ml Amphotericin B
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2.2.2 Transfektion von siRNA

Der Mechanismus der RNA-Interferenz beschreibt einen Vorgang der
sequenzspezifischen Stilllegung von Genen durch doppelstrangige RNA (dsRNA),
die zu einem bestimmten Abschnitt des Zielgens komplementar ist (Tuschl, 2001).
Die dsRNA wird in 21-23 Nukleotide kleine Stiicke prozessiert (short interfering RNA,
siRNA) und in Einzelstrange entwunden, die nach Bindung an die Ziel-mRNA dessen
Abbau einleiten (Bernstein et al., 2001; Meister & Tuschl, 2004).

Die Expression eines spezifischen Gens kann molekularbiologisch durch
Ubertragung von synthetisch hergestellter siRNA in Zellen verringert werden.
RLE-6TN Zellen wurden in 6-well Kulturplatten mit einer Dichte von 1,5 x 10*
Zellen/cm? in Transfektionsmedium ausplattiert und 24 h spéter transfiziert. Dazu
wurden in 1,5 ml EppendorfgefaBe pro Ansatz 200 ul Transfektionsmedium vorgelegt
und 12 pl INTERFERiIn™-Transfektionsreagenz (Polyplus-transfection Inc., New
York, USA) dazupipettiert. Jeweils 100 nM der c-Src siRNA (100 pM Stammlésung)
wurden in das 1,5 ml Eppendorfgefa3 pipettiert und nach kurzem Schwenken des
EppendorfgefaBes fur 10 min bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das
Medium der Zellen gewechselt und der Ansatz dann vorsichtig auf die Zellen
pipettiert. Um unspezifische Effekte der Transfektion auf die Genexpression
auszuschlieBen, wurde eine Negativ-Kontroll-siRNA (OR-0030-neg05, Eurogentec
SA, Belgien) ebenfalls in einer Konzentration von 100 nM eingesetzt. Zudem wurde
als zusétzliche Kontrolle 12 pl INTERFERin™-Transfektionsreagenz ohne siRNA
verwendet. Nach 18-stiindiger Inkubation des Transfektionsansatzes auf den Zellen
im Brutschrank wurde das Transfektionsmedium entfernt. Die Zellen wurden 2 x mit
warmem PBS gewaschen, mit 3 ml Serum-reduziertem Medium ausgehungert und

wie beschrieben mit Partikeln belastet.

Sequenzen c-Src siRNA

Bezeichnung Sequenz 5 —-3° Herkunft
c-Src-siRNA antisense AAA-GUA-CCA-CUC-CUC-AGC-C99 Eurogentec SA (Belgien)
c-Src-siRNA sense GGC-UGA-GGA-GUG-GUA-CUU-U99 Eurogentec SA (Belgien)

29




Material und Methoden

Transfektionsmedium

Nutrient Mixture F-12 Ham
2 mM L-Glutamin
5 % (v/v) fétales Kéalberserum (FCS)

2.2.3 Zytotoxizitatsassay

Um zu Udberprifen, ob die eingesetzten Konzentrationen an Partikeln und
Stimulantien zytotoxisches Potential besitzen, wurde die Aktivitdt des Enzyms
Laktat-Dehydrogenase (LDH) im Medium mit Hilfe des Kits “CytoTox-ONE™
Homogeneous Membrane Integrity Assay” (Promega, Madison, USA) fluorometrisch
bestimmt. Wird die Integritat der Zellmembran gestért, kann die LDH ins umgebende
Medium gelangen (Rae, 1977). Die Hohe der LDH-Aktivitat im Medium ist somit ein
MaB fir die Zytotoxizitdt der Partikel und Stimulantien. Die zytosolische LDH
katalysiert die Oxidation von Laktat zu Pyruvat, die mit der Reduktion von NAD* zu
NADH-+H" gekoppelt ist, was einen wichtigen Schritt im Energiestoffwechsel der Zelle
darstellt. Im Assay wird die freigesetzte Menge an LDH durch Zugabe von Laktat,
NAD* und Resazurin in Anwesenheit des Enzyms Diaphorese bestimmt. Diaphorese
katalysiert die irrevesibele Umsetzung des Farbstoffs Resazurin  zum
fluoreszierenden Resorufin unter Verbrauch des bei der LDH-Reaktion gebildeten
NADH+H®. Die gemessene Fluoreszenz ist somit proportional zur Menge an LDH im
Medium.

LDH
Laktat —  Pyruvat

NAD* NADH+H*

N

Diaphorase

Resazurin

Abb. 2.1: Funktionsprinzip des LDH-Zytotoxizitatstests. Durch LDH erfolgt die Umwandlung von
Laktat zu Pyruvat unter Reduktion von NAD" zu NADH+H". Das Enzym Diaphorase kann unter
Verbrauch von NADH+H" den Farbstoff Resazurin zum fluoreszierenden Resorufin umsetzen.
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Der Assay wurde nach Angaben des Herstellers durchgeflhrt und nur geringflgig
abgeéandert. Nach Behandlung der RLE-6TN Zellen mit Partikeln bzw. Stimulantien
wurden jeweils 200 pul Medium in ein EppendorfreaktionsgefaB abgenommen und
eventuelle Zell- bzw. Partikelreste durch kurzes Zentrifugieren (10000 rpm flr 2 min)
entfernt. FUr die Positivkontrolle (maximale LDH-Konzentration) wurden Zellen fur
5min mit 2 pl Lysepuffer pro 100 pl Medium lysiert. Als Negativkontrolle diente
Serum-reduziertes Medium. Jeweils 50 pl Medium von Positivkontrolle,
Negativkontrolle und behandelten Zellen wurden in eine 96-well-Platte vorgelegt und
mit 50 pul CytoTox-ONE™-Reagenz fir 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von jeweils 25 ul Stopp-Ldésung
beendet. Die fluorometrische Detektion erfolgte mit Hilfe des Fluorometers
Fluoroskan Ascent (Labsystems), wobei Absorption und Emission mit der
Filterkombination 544/590 nm gemessen wurden. Die Zytotoxizitdt wurde aus den
ermittelten optischen Dichten (OD) nach folgender Formel berechnet:

OD(Medium behandelte Zellen) - OD(Negativkontrolle)

Zytotoxizitat (%)= 100 x

oD( - 0D (

F’ositivkontrolle) Negativkontrolle)

2.2.4 Isolierung von Zellmembranmikrodomanen (Lipid Rafts)

Die Isolierung der Membranmikrodoméanen erfolge durch Ultrazentrifugation Gber
einen Dichtegradienten und wurde leicht verédndert nach der von Brown und Rose
1992 beschriebenen Methode durchgefihrt (Brown & Rose, 1992).

Die Zellen wurden dazu wie in Kapitel 2.2.1.3 beschrieben in 145 cm? Kulturschalen
ausplattiert und fir ca. 18 h auf Serum-reduziertes Medium gesetzt. Nach
Behandlung der Zellen mit entsprechenden Partikeln bzw. Stimulantien wurden die
Zellen jeweils 1 x mit 2 ml eiskaltem PBS und 1 x mit 2 ml eiskaltem TNE-Puffer
gewaschen. Hierbei waren die Kulturschalen immer auf Eis gelagert. Nach Zugabe
von je 2 ml TNE-Puffer pro Kulturschale wurden die Zellen mit Hilfe eines
Zellschabers abgekratzt, in ein 15 ml Falconréhrchen Uberfihrt und 5 min
zentrifugiert (2000 rpm bei 4°C). Das Pellet wurde in 1,2 ml TNE-Puffer, der mit 1 %
Phosphatase- und 1 % Proteinase- Inhibitor versetzt wurde, resuspendiert und in ein
2 ml Eppendorfgefa3 Uberfihrt. AnschlieBend wurden die Zellen durch mehrmaliges
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Aufziehen mittels einer 2 ml Spritze (Plastipak™, BD, Franklin Lakes, USA) und
Injektionskandle (25G x 1“- Nr. 18, 0,5mm x 25mm), BD, Franklin Lakes, USA)
geschert. Zu 900 pl des entstandenen Homogenats wurden je 100 pl 10 %-iges
Triton X-100 pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 30 min auf Eis wurden 400 pl
des Homogenats in ein 6,5 ml Zentrifugenréhrchen dberfihrt und mit 800 ul
60 %-OptiPrep™-Lésung auf eine Endkonzentration von 40 % OptiPrep™-Ldsung
eingestellt. Darliber wurden vorsichtig 2,1 ml 30 %-OptiPrep™-L&sung in TNE-Puffer
geschichtet, gefolgt von 0,9 ml 5 %-OptiPrep™-Lésung in TNE-Puffer. Nach
Austarieren der Zentrifugenréhrchen wurden diese in der Ultrazentrifuge bei 4°C und
40000 rpm fur 4 h zentrifugiert. Danach wurden aus dem Zentrifugenréhrchen von
oben nach unten 7 Fraktionen von ca. 600 pl Volumen gesammelt, in
EppendorfgeféBe tberfuhrt und bis zur weiteren Bearbeitung bei -20°C gelagert.

TNE-Puffer

50 mM Tris/HCI pH 7,4
150 mM NacCl
2 mM EDTA

2.2.5 Dot Blot zum Nachweis von Gangliosid Gy1

Zur Bestimmung der Fraktionen, die die Membranmikrodomanen enthalten, wurde
der Lipid Raft Marker Gangliosid Gu1 nachgewiesen, ein Lipid, das wie in Kapitel 1
beschrieben, in Lipid Rafts angereichert ist.

Die Untereinheit B des Cholera-Toxins (CTB) bindet selektiv an Gy1 (van Heyningen
et al, 1976) und wurde, gekoppelt mit Peroxidase (CTB-HRP, Sigma), zum
Nachweis von Gy1 im Dot Blot benutzt. Die hier verwendetet Methode wurde leicht
verandert nach dem Dot Blot Protokoll von abcam (www.abcam.com/technical)
durchgeflgt.

Nach der Ultrazentrifugation wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben, wurden nacheinander
von jeder Fraktion 2 pl auf eine Nitrozellulosemembran pipettiert, jeweils im Abstand
von 1 cm. Nach einer Trocknungsphase von 20 min, wurde die Membran in 5 %
Magermilchpulver in PBS gelegt und 30 min auf dem Schuttler bei RT inkubiert.
Danach wurde die Membran auf Parafilm gelegt und far 1 h bei RT mit 10 ml 5 %
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Magermilchpulver/PBS mit CTB-HRP (Verdinnung 1:1000) bedeckt. Nach dieser
Inkubationszeit konnte mittels ECL Plus TM Western Blotting Detection System
(GE Healthcare, = Buckinghamshire, = GroBbritannien) die = Detektion  des
Peroxidase-gekoppelten CTB mittels Chemilumineszenz-Reaktion nach Angaben
des Herstellers erfolgen. Dazu wurde die Membran 4 x 5 min mit PBS gewaschen,
fir 5 min mit ECL Plus Western blotting detection reagent inkubiert, und die
Chemilumineszenz-Signale auf Réntgenfilm festgehalten.

2.2.6 Proteinbiochemische Methoden

2.2.6.1  Zelllyse und Proteinextraktion

Zur Herstellung von Proteinextrakten far Western-Blot-Analysen wurden die Zellen
nach den einzelnen Behandlungen 1 x mit 4°C kaltem PBS gewaschen und
anschlieBend mit 1 x RIPA-Puffer (80 ul fir 9,6 cm?) lysiert. Dem 1 x RIPA Puffer
wurden jeweils 1 % Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 (Sigma) und 1 % Proteinase
Inhibitor Cocktail frisch (Calbiochem) zugesetzt. Nach 30 min Inkubation bei 4°C im
Kihlschrank wurden die Lysate in EppendorfgefaBe Uberfihrt und bei -20°C
eingefroren. Nach dem Auftauen wurden die Lysate 20 min bei 4°C mit 16.000 rpm
zentrifugiert und die Uberstande in neue EppendorfgefaBe tberfiihrt. Diese wurden
bis zur Bestimmung der Proteinkonzentration bei 4°C gelagert. .

RIPA-Puffer:

25 mM Tris/HCI, pH 7,4

150 mM NacCl

0,1 mM EDTA, pH 8,0

1 % (w/v) Nonidet P-40 (lgepal CA-630)

1 % (w/v) Desoxycholsaure-Natriumsalz

0,1 % (w/v) SDS

0,025 % (w/v) NaNs;

1 % (v/v) Phosphatase Inhibitor Cocktail 2, frisch zugesetzt
1 % (v/v) Protease Inhibitor Cocktail, frisch zugesetzt

33




Material und Methoden

2.2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration nach der Methode von Lowry et al. (1951)
wurde der DC Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) nach
Angaben des Herstellers verwendet. Der Assay basiert auf der Reaktion der Proteine
mit einer basischen Kupfer-Tartrat-Lésung und Folin-Reagenz.

Daflir wurden in eine 96-well Platte nacheinander 5 ul Proteinextrakt, 25 ul L6sung A'
(20 pl Lésung S pro ml Lésung A) und 200 pl Lésung B pipettiert. Nach 15 min
Inkubation bei RT um Dunkeln erfolgte die Messung der Absorption bei einer
Wellenlange von 630 nm. Die Proteinkonzentration lieB sich anhand einer parallel
aufgetragenen Eichkurve aus BSA in 1 x RIPA-Puffer errechnen. Zur Bestimmung
der Proteinkonzentration der einzelnen Fraktionen (siehe Kapitel 2.2.4) wurde eine
Eichkurve aus BSA in TNE-Puffer benutzt.

DC Protein Assay Kit:

Lésung A:  basische Kupfer-Tartrat-Lésung.

Lésung S:  Inhalt vom Hersteller nicht angegeben; muss Lésung A zugegeben
werden (20 pl/ml), wenn in den zu untersuchenden Proteinlésungen
Detergenzien enthalten sind.

Lésung B:  verdiinntes Folin-Reagenz (Folin-Ciocalteus' Phenol-Reagenz).

2.2.6.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen erfolgte nach der
Methode von Laemmli in diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen (Laemmli et al.,
1970). In entsprechend zusammengesetzten Minigel-Glasplatten wurde dazu ein
1 mm dickes Trenngel (7,5 % oder 10 %, je nach GréBe des Proteins) gegossen und
mit Isopropanol Uberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurde das Isopropanol
verworfen, ein 3 %iges Sammelgel auf das Trenngel geschichtet und der Kamm zur
Bildung der Geltaschen eingesetzt. Das fertige Gel wurde an eine vertikale
Minigelkammer angebracht und diese mit Laufpuffer befullt.

Die Proteinproben wurden mit 2 x Elektrophorese-Probenpuffer versetzt, 10 min bei
95°C inkubiert und in die Geltaschen gegeben. Pro Geltasche wurden 5-10 ug
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Protein aufgetragen. Zur Auftrennung der Proteine aus den einzelnen Fraktionen
(siehe 2.2.4) wurden diese nach der Proteinbestimmung jeweils mit 210 pl 4 x
Elektrophorese-Probenpuffer versetzt und flir 5 min bei 95°C inkubiert. Von jeder
Fraktion wurden 20 pl pro Geltasche aufgetragen. Als Protein-GréBenstandard wurde
der Precision Plus Protein™ Dual Color Standard (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
USA) verwendet.

Die Elektrophorese erfolgte zunachst bei einer Spannung von 50 V und nach
Einlaufen der Lauffront in das Trenngel bei 120 V.

Trenngel: Sammelgel:

7,5 % bzw. 10 % (v/v) Rotiphorese Gel 30 3 % (v/v) Rotiphorese Gel 30

375 mM TrisHCI, pH 8,8 60 mM TrisHCI, pH 6,8
0,1 % (w/v) SDS 0,1 % (w/v) SDS
0,05 % (w/v) APS 0,05 % (w/v) APS

Zum Starten der Polymerisationsreaktion wurden 20 ul TEMED zugegeben.

1 x Elektroden-Laufpuffer: 4 x Elektrophorese-Probenpuffer:
50 mM Tris 240 mM Tris/HCI, pH 6,8

384 mM Glycin 4 % (w/v) SDS

0,1 % (w/v) SDS 40 % (w/v) Saccharose

2 % (v/v) B-Mercaptoethanol

0,2 % (w/v) Bromphenolblau
Zur Herstellung eines 2 x Elektrophorese-Probenpuffers wurde der 4 x
Elektrophorese-Probenpuffer entsprechend mit A. dest. verdiinnt.

2.2.6.4 Western Blot Transfer
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine per

Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran (Polyvinylidendifluorid; Hybond-P;
Amersham Pharmacia Biotech, Pittsburgh, PA) Gbertragen. Diese wurde fiir ca. 20 s
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in Methanol aktiviert und anschlieBend 10 min in 4°C kaltem Transferpuffer inkubiert.
Auch die Gele wurden fiir 10 min in 4°C kaltem Transferpuffer aquilibriert.

Fir den Transfer wurde der Bio-Rad Criterion™-Blotter nach Angaben des
Herstellers verwendet. In einer aufklappbaren Transferkammer wurden nacheinander
aufgelegt: eine Lage Plastikwolle, eine Lage Filterpapier, PVDF-Membran, Gel, eine
Lage Filterpapier, eine Lage Plastikwolle. Diese Transferkammer wurde in den mit
kaltem Transferpuffer gefillten Tank derart eingesetzt, dass die Membran-Seite mit
der Anoden-Platte Ubereinstimmte. Der Transfer erfolgte fir 1 h (bei gréBeren
Proteinen 1,5 h) bei 60 V unter Ruhren (Magnetrthrer) und Kihlung.

Transferpuffer (pH 8,3):

25 mM Tris
192 mM Glycin
10 % (v/v) Methanol

2.2.6.5 Immunologischer Proteinnachweis

Nach dem Western Blot Transfer wurde die PVDF-Membran zur Abséttigung freier
Protein-Bindungsstellen 1 h in Blockierungslésung (5 % BSA in TBST) bei RT unter
Schitteln inkubiert. Die anschlieBende Inkubation der jeweiligen Priméar-Antikdrper-
Lésung (vergleiche Kapitel 2.1.4) erfolgte Uber Nacht bei 4°C unter leichtem
Schitteln. Danach wurde die Membran 4 x 5 min mit TBST gewaschen und in der
Sekundar-Antikérper-Lésung 2 h bei RT unter leichtem Schitteln inkubiert.

Die Detektion der Peroxidase-gekoppelten Sekundar-Antikdrper erfolgte mittels
Chemilumineszenz-Reaktion mit dem ECL Plus TM Western Blotting Detection
System (GE Healthcare, Buckinghamshire, GroBbritannien). Dazu wurde die
Membran 4 x 5 min mit TBST gewaschen, fir 5 min mit ECL Plus Western blotting
detection reagent inkubiert, und die Chemilumineszenz-Signale auf Réntgenfilm

festgehalten.
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TBST (Tris-gepufferte Saline mit Tween 20):

20 mM Tris/HCI, pH 7,6
137 mM NacCl
0,1 % (w/v) Tween 20

2.2.6.6 Densitometrische Auswertung

Die entwickelten Rodntgenfilme (vgl. 2.2.6.5) wurden eingescannt und die
Quantifizierung der Signalstarke erfolgte durch densitometrische Auswertung mit
Hilfe der Software Imaged vom Nationalen Gesundheitsinstitut der USA (US National
Institute of Health; http://rsb.info.nih.gov/ij/; Abramoff et al., 2004).

2.2.7 Statistik

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Experimente wurden, wenn nicht
anders vermerkt, mindestens dreimal wiederholt, und ergaben reproduzierbare
Ergebnisse. Diese werden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Zum
statistischen Vergleich der Ergebnisse wurde der Student’s t-Test angewendet. Die
Differenz von Werten mit p < 0,05 wurde als statistisch signifikant beurteilt (Z6fel,
1992).

2.2.8 Abbildungen

Die Abbildungen der vorliegenden Arbeit wurden zur besseren Darstellung digital
bearbeitet, sind in ihrem Inhalt jedoch identisch mit den Orginaldaten.

37




Ergebnisse

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 fuhrt Gber eine Beteiligung der
Membranrezeptoren EGF-R und [31-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 konnte dabei Uber Membran-assoziierte SFK
hergestellt werden. Zudem kdénnen diese Kinasen die Aktivitat 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 Aktivitat von SFK auf die Signalproteine Akt und
Erk1/2 analysiert, zum anderen die Funktion von SFK bei der Interaktion zwischen den
Zelloberflachenrezeptoren EGF-R und 1-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 Membranmikrodoméanen (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-abhangige 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 Uber 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 zunachst der Einfluss

von Modellpartikeln auf den Aktivierungsstatus dieser Kinasen untersucht. Die
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Phosphorylierung von SFK an Tyr*'®

gilt dabei als Mal® fur dessen Aktivierung und
wurde im Western Blot nachgewiesen (Roskoski et al., 2004).

RLE-6TN Zellen wurden uUber einen Zeitraum von 5, 120, 240 und 480 min mit
10 pg/cm? 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
geringflgigen Anstieg der Phosphorylierung von SFK auch in den Kontrollen, der
moglicherweise auf Effekte des Serum-reduzierten Hungermediums zurlckzuflhren ist.
Der Nachweis der Gesamtproteinmenge von SFK (tSFK) diente als Ladekontrolle und
zeigte keine durch die Behandlung mit ufCB verursachte Veranderung der

Proteinmenge.

[ PBS Kontrolle
10pg/ecm? ufCB

*

rel. Immunsignal

5 120 240 480
Zeit [min]

|—-—---—-—-—=-— -|pSFK

| — - a———— —— — | (5[

Abb. 3.1: Zeitabhdngige Aktivierung von SFK durch die Behandlung mit ufCB: RLE-6TN Zellen
wurden far 5, 120, 240 und 480 min mit 10 pg/cm2 ufCB belastet. Dargestellt ist der Mittelwert +
Standardabweichung nach der densitometrischen Auswertung der Immunsignalintensitdt von
phospho-SFK Tyr416 in Western-Blot-Analysen in Bezug auf die PBS-Kontrolle von drei unabhangigen

Experimenten.* signifikant unterschiedlich zur jeweiligen PBS-Kontrolle (p < 0,05).

39




Ergebnisse

In einer weiteren Versuchsreihe wurde Uberpruft, ob die gezeigte Aktivierung von SFK
abhangig ist von der GroRRe der Partikel. Dazu wurden RLE-6TN Zellen fur 60 min mit
1,5 und 10 pg/cm? feinem CB (fCB, Huber 990) belastet. Zusatzlich erfolgte fiir 60 min
eine Belastung mit 1, 5 und 10 ug/cm? ufCB. Hier kann in Western-Blot-Analysen fir alle

Konzentrationen an fCB keine Aktivierung von SFK (Tyr*'®)

im Vergleich zur Kontrolle
detektiert werden (Abb. 3.2). Fur die Belastung mit ufCB konnte dagegen bereits bei
einer Konzentration von 5 pg/cm? eine Zunahme der Phosphorylierung von SFK
beobachtet werden, die jedoch nicht signifikant war. Bei einer Konzentration von
10 pg/cm? ufCB konnte ein signifikanter Anstieg der Phosphorylierung von SFK gezeigt
werden. Der Nachweis der Gesamtproteine fur SFK (tSFK) zeigte keine durch die
Behandlung mit fCB verursachte Veranderung 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.

3
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Abb. 3.2: Aktivierung von SFK abhangig von der PartikelgroBe: RLE-6TN Zellen wurden fir 60 min
mit 1, 5 oder 10 pg/cm2 fCB bzw. ufCB belastet. Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung nach
der densitometrischen Auswertung der Immunsignalintensitit von phospho-SFK  Tyr*'® in
Western-Blot-Analysen in Bezug auf die PBS-Kontrolle von drei unabhangigen Experimenten.* signifikant
unterschiedlich zur PBS-Kontrolle (p < 0,01).
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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-abhangige Aktivierung der MAP-Kinasen Erk1/2 induziert (Unfried et al., 2008).
Nachdem gezeigt werden konnte, dass SFK nach Exposition gegeniber 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 gewahlt, 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 fur 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 dazugehorigen
Losungsmittelkontrolle DMSO vorinkubiert und anschlie®end fur 8 h mit 10 |Jg/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 Antikorper untersucht. Zur
Inhibierung der SFK wurden 5 bzw. 10 pM PP2 eingesetzt, wahrend die
Lésungsmittelkontrolle 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 yM PP2 zeigt zwar eine Reduktion der
Aktivierung von Erk1/2; diese ist aber nicht signifikant. Eine Vorbehandlung mit 10 yM
PP2 dagegen bewirkt eine signifikante Reduktion der durch ufCB-induzierten
Phosphorylierung von Erk1/2 auf Kontrollniveau. Dieses Ergebnis impliziert eine
Dosisabhangigkeit des gezeigten Effektes von PP2. Die Behandlung mit der
Lésungsmittelkontrolle 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 Veranderung der Proteinmenge und wurde als

Ladekontrolle benutzt.
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Abb. 3.3: SFK-abhangige Aktivierung der MAP-Kinasen Erk1/2: RLE-6TN Zellen wurden fir 1 h mit
5 oder 10 uM SFK-Inhibitor PP2 vorinkubiert bzw. mit der entsprechenden Ldsungsmittelkontrolle DMSO
[Endkonzentration 0,1 %] und danach fir 8 h mit 10 pg/cm2 ufCB belastet. Dargestellt ist der Mittelwert
Standardabweichung nach der densitometrischen Auswertung der Immunsignalintensitat von
phospho-Erk1/2 in Western-Blot-Analysen in Bezug auf die PBS-Kontrolle von drei unabhangigen
Experimenten. Der Nachweis der Gesamtproteine von Erk1/2  (tErk1/2) diente als
Ladekontrolle.* signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; 1 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-stindigen Vorbehandlung mit PP2 bei einer Endkonzentration von 5 yM
wurde eine Reduktion der durch ufCB-induzierten Phosphorylierung von Akt auf
Kontrollniveau detektiert. Bei einer Endkonzentration von 10 uyM 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 Veranderung der Proteinmenge und wurde als Ladekontrolle betrachtet.
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Abb. 3.4: SFK-abhdngige Aktivierung von Akt: RLE-6TN Zellen wurden fir 1 h mit 5 oder 10 uM
SFK-Inhibitor PP2 vorinkubiert bzw. mit der entsprechenden L&sungsmittelkontrolle DMSO
[Endkonzentration 0,1 %] und danach fir 8 h mit 10 ug/cm2 ufCB belastet. Dargestellt ist der Mittelwert +
Standardabweichung nach der densitometrischen Auswertung der Immunsignalintensitat von phospho-Akt
in Western-Blot-Analysen in Bezug auf die PBS-Kontrolle von drei unabhangigen Experimenten. Der
Nachweis der Gesamtproteine von Akt (tAkt) diente als Ladekontrolle.* signifikant unterschiedlich zur
Kontrolle; T signifikant unterschiedlich zur Behandlung mit DMSO + ufCB (p < 0,01); 11 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-
abhangige 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 zusatzliche Kontrolle INTERFERIin™-
Transfektionsreagenz ohne siRNA verwendet, um einen Einfluss des Reagenz auf den
Phosphoryierungsstatus des untersuchten Signalproteins auszuschlief3en. 48 h nach
der Transfektion wurden die RLE-6TN Zellen fiir 8 h mit 10 ug/cm? ufCB behandelt und
anschlielend die Aktivierung von Akt mittels phospho-spezifischer Antikorper 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 fur SFK (tSFK) detektiert. Hier zeigte sich im Western Blot
eine deutliche Reduktion der Bandenintensitat 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 Bandenintensitat von SFK im Vergleich zu den nicht-transfizierten
Zellen beobachtet werden. Die Detektion der Gesamtproteinmenge fur GAPDH zeigte
keine durch die Belastung oder Transfektion verursachte Veranderung der

Proteinmenge und diente hier als Ladekontrolle.
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Abb. 3.5: c-Src-abhidngige 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 spater wurden die Zellen fir 8 h mit 10 pg/cm?® ufCB
belastet. Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung nach der densitometrischen Auswertung der
Immunsignalintensitat von phospho-Akt in Western-Blot-Analysen in Bezug auf die PBS-Kontrolle von drei
unabhangigen Experimenten. Der Nachweis der Gesamtproteine von GAPDH fungierte als Ladekontrolle.
Der Nachweis der Gesamtproteine fir SFK (tSFK) diente zur Uberpriifung des knockdowns von SFK
(gezeigt sind jeweils reprasentative Western Blots). * signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; t signifikant
unterschiedlich zur Behandlung mit ufCB (p < 0,05).

3.4 Untersuchung der Interaktion zwischen Membranrezeptoren

Auf Membranebene sind EGF-R und R1-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 geklart. Hier kénnten
SFK eine Rolle spielen, da beschrieben ist, dass sie die Aktivitat von Integrinen und des
EGF-R beeinflussen kénnen (Thomas & Brugge, 1997; Parsons & Parsons, 2004).
Zudem ist c-Src bei der Zelladhasion im Komplex mit Integrinen an der Aktivierung des
EGF-R beteiligt (Moro et al., 2002).

45




Ergebnisse

In den folgenden Versuchsreihen wurde die Rolle von SFK als Signalvermittler zwischen
EGF-R und R1-Integrinen untersucht. Dazu wurde analysiert, ob eine Inhibierung der
Membranrezeptoren einen Einfluss auf die partikelinduzierte Aktivierung von SFK hat.

Fur die Durchfuhrung dieses Versuches wurden RLE-6TN Zellen fur 1 h mit dem
31-Integrin-blockierenden Antikorper CD29 bzw. der Antikorperkontrolle IgM vorinkubiert
und anschiefend fiir 8 h mit 10 pg/cm? ufCB belastet. Beide Antikdrper wurden in einer
Endkonzentration von 1 pg/ml eingesetzt (vgl. 2.1.3). Im Western Blot wurde
anschlieBend die Phosphorylierung von SFK (Tyr*'®) tiberpriift. 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 Antikorper CD29 fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der durch
ufCB-induzieren Phosphorylierung von SFK. Bei den mit der Antikoérperkontrolle IgM

vorbehandelten Zellen sieht man keine signifikante Verringerung der Phosphorylierung

von SFK.
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Abb. 3.6: Einfluss von B1-Integrinen auf die Aktivierung von SFK: RLE-6TN Zellen wurden fir 1 h mit
1 pg/ml anti-CD29 bzw. Antikoérperkontrolle IgM vorinkubiert und fir 8 h mit 10 pg/cm2 ufCB belastet.
Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung nach der densitometrischen Auswertung der

Immunsignalintensitat von phospho-SFK (Tyr*')

in Western-Blot-Analysen in Bezug auf die PBS-Kontrolle
von drei unabhangigen Experimenten. Der Nachweis der Gesamtproteine von SFK (tSFK) diente als
Ladekontrolle. * signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; T signifikant unterschiedlich zur Behandlung mit

ufCB (p < 0,05).
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In einem zweiten Versuchsansatz wurden die RLE-6TN Zellen fur 1 h mit 5 bzw. 10 uM
des pharmakologischen Inhibitors fur den EGF-R, Compound 32 (vgl. 2.1.3), oder der
dazugehdrigen Lésungsmittelkontrolle DMSO [Endkonzentration 0,1 %] vorinkubiert. Die
Belastung der Zellen erfolgte fir 8 h mit 10 pg/cm? ufCB. Im Western Blot wurde

anschlieBend die Phosphorylierung von SFK (Tyr*'®

) 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 yM Compound 32 resultierte in einer signifikanten Abnahme der
partikelinduzierten Phosphorylierung von SFK auf Kontrollniveau. Bei der niedrigeren
Inhibitorkonzentration von 5 uyM zeigte sich eine Verringerung der Phosphorylierung von
SFK, die jedoch nicht signifikant ist. Der Nachweis der Gesamtproteinmenge von SFK
(tSFK) zeigte in beiden Fallen keine durch die Behandlung mit ufCB verursachte
Veranderung der Proteinmenge und wurde als Ladekontrolle betrachtet. Die SFK

konnen 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 fur 1 h mit 5 bzw.
10 uM Compound 32 (C32) oder der Ldsungsmittelkontrolle DMSO [Endkonzentration 0,1 %] vorinkubiert
und anschlieRend fir 8 h mit 10 pg/cm® ufCB belastet. Dargestellt ist der Mittelwert +
Standardabweichung nach der densitometrischen Auswertung der Immunsignalintensitat von
phospho-SFK (Tyr‘”e) in Western-Blot-Analysen in Bezug auf die PBS-Kontrolle von drei unabhangigen
Experimenten. Der Nachweis der Gesamtproteine von SFK (tSFK) diente als Ladekontrolle.* signifikant

unterschiedlich zur Kontrolle; T 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 Uber N-Myristoylierung mit der Membran
assoziiert und kénnen in Membranmikrodomanen (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. Dafur wurden
unbehandelte Zellen mit 1 % Triton X-100 lysiert und Detergenz-resistente Membranen
(in dieser Arbeit durchgehend als Lipid Rafts bezeichnet) anschlielend Uber
OptiPrep™-Gradienten mittels Ultrazentrifugation isoliert (vgl. 2.2.4). Nach der
Zentrifugation konnen 7 Fraktionen zu je 600 ul geerntet werden, die sich in ihrer Dichte
unterscheiden. Um diejenigen Fraktionen identifizieren zu koénnen, die Lipid Rafts
enthalten, wurde im Dot Blot der Raft-Marker Gangliosid Gy1 nachgewiesen. Die
Untereinheit B des Cholera-Toxins, hier in gekoppelter Form mit Peroxidase, bindet
selektiv an Gy1 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 Gu1 in den Fraktionen 1 und 2 nachgewiesen werden. Diese Fraktionen wurden
im Folgenden als Raft-Fraktion bezeichnet. Der Gehalt an Gy1 in Fraktion 2 ist dabei
signifikant hoher 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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A Raft-Fraktion Nicht-Raft-Fraktion
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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 Uber 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 Gy1 mit Hilfe der Untereinheit von Cholera-Toxin, gekoppelt mit Peroxidase. Die
densitometrische Auswertung zeigt den Mittelwert + Standardabweichung der absoluten
Immunsignalintensitat von Gy1 von drei unabhangigen Experimenten. B. Reprasentativer Western Blot
fur den Nachweis des Nicht-Raft-Markers GAPDH in den einzelnen Fraktionen nach Ultrazentrifugation

Uber 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 verandert. Dies ist in Abb. 3.9
exemplarisch fur die Belastung mit ufCB dargestellt.
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Abb. 3.9: Bestimmung des Proteingehaltes der einzelnen Fraktionen nach Ultrazentrifigation:
Unbehandelte oder fiir 5 min mit 10 ug/cm?® ufCB belastete RLE-6TN Zellen wurden mit 1 % Triton X-100
lysiert und Uber einen OptiPrep™-Gradienten konnten mittels Ultrazentrifugation Lipid Rafts isoliert
werden. Die Proteinbestimmung jeder Fraktion erfolgte anschlieRend mittels DC Protein Assay Kit.
Dargestellt ist der Mittelwert der Proteinmenge jeder Fraktion in % von drei unabhangigen Versuchen
+ Standardabweichung.

Unveroffentliche Arbeiten zeigen, dass eine Belastung von RLE-6TN Zellen fur 5 min mit
10 pg/cm?® ufCB eine Veranderung der Lipidzusammensetzung in Mikrodomanen
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.

Fur alle Versuche zur Untersuchung der Proteinzusammensetzung von Lipid Rafts
wurde nach densitometrischer Auswertung der Immunsignalintensitaten von SFK oder
EGF-R in Western-Blot-Analysen folgendermal3en verfahren: der Mittelwert der Summe
der absoluten Signalintensitaten der Raft-Fraktion (1-2) + Standardabweichung wurde
im Vergleich zum Mittelwert der Summe der absoluten Signalintensitaten der

Nicht-Raft-Fraktion (3-7) + Standardabweichung dargestellt. Die absoluten
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Signalintensitaten wurden vor der Summierung jeweils auf die Proteinmenge (in %)
bezogen, die von jeder Fraktion ermittelt wurde (vgl. Abb. 3.9).

Um zu Uberprifen, ob nach der Behandlung mit ufCB die Lipid-Raft Fraktion ebenfalls in
Fraktion 1 und 2 lokalisiert werden kann, wurden die RLE-6TN Zellen fur 5 min mit
10 pg/cm? ufCB behandelt und mit 1 % Triton X-100 lysiert. Nachfolgend wurden die
Lipid Rafts Uber OptiPrep™-Gradienten mittels Ultrazentrifugation isoliert (vgl. 2.2.4).
Hier zeigte sich nach Untersuchung der einzelnen Fraktionen im Dot Blot fur Gangliosid
Gwm1 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 unveranderten
Proteinverteilung nach ufCB-Applikation zeigt sich, dass die Raft-Fraktion nach
Behandlung mit Partikeln nicht zerstort wird. Das Protein GAPDH ist, wie auch in
unbehandelten Zellen, nur in der Nicht-Raft-Fraktion angereichert (Abb. 3.10 B).

Raft-Fraktion Nicht-Raft-Fraktion
Ao @ e o ol |
B . S— |

1 2 3 4 5 6 7 Fraktionen

Abb. 3.10: Identifikation der Raft-Fraktion in mit ufCB behandelten RLE-6TN Zellen: RLE-6TN Zellen
wurden fiir 5 min mit 10 ug/cm? ufCB belastet und mit 1 % Triton X-100 lysiert. AnschlieRend wurden Lipid
Rafts Uber einen OptiPrep™-Gradienten mittels Ultrazentrifugation isoliert. A. Dargestellt ist ein
reprasentativer Dot Blot, der die Verteilung des Raft-Markers Gangliosid Gy1 in den 7 Fraktionen zeigt.
Der Nachweis erfolgte mit Hilfe der Untereinheit B von Cholera-Toxin, gekoppelt mit Peroxidase.
B. Reprasentativer Western Blot fir den Nachweis des Nicht-Raft-Markers GAPDH nach Lyse der
RLE-6TN Zellen mit 1% Triton X-100 wund nachfolgender Fraktionierung Uber einen
OptiPrep™-Gradienten.

Um nun auf Proteinebene zu Uberprifen, ob SFK in der identifizieren Raft-Fraktion
gefunden werden kann, wurden Western-Blot-Analysen zum Nachweis des
Gesamtproteins fur SFK durchgefuhrt. 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 fir

5 min mit 10 ug/cm? 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 betragt nach Partikelbelastung nur noch 3 %.

10

SFK

7 ” %/

Immunsignal/Proteinmenge

**

Kontrolle 5 min ufCB

[ ] Raft-Fraktion Nicht-Raft-Fraktion

Abb. 3.11: Einfluss von ufCB auf die Lokalisation von SFK in Lipid Rafts: RLE-6TN Zellen wurden
entweder nicht behandelt oder fiir 5 min mit 10 pg/cm2 ufCB belastet. Anschliel’end erfolgte eine Lyse mit
1 % Triton X-100, wonach die Lipid Rafts ber 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 unabhangigen 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).

52




Ergebnisse

Um zu untersuchen, ob der EGF-R in RLE-6TN Zellen in diesen Mikrodomanen
gefunden werden kann, wurden unbehandelte Zellen mit 1 % Triton X-100 lysiert und
die Lipid Rafts anschlieBend uber 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 Uberprift, ob eine Belastung der
RLE-6TN Zellen fiir 5 min mit 10 ug/cm? ufCB ebenfalls zu einer Translokation des
EGF-R aus der Raft-Fraktion fuhrt, wie das fur 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).

® EGF-R

7 |

6 7 %/

Immunsignal/Proteinmenge

/%

Kontrolle 5 min ufCB

[] Raft-Fraktion Nicht-Raft-Fraktion

Abb. 3.12: Einfluss von ufCB auf die Lokalisation von EGF-R in Lipid Rafts: RLE-6TN Zellen wurden
entweder nicht behandelt oder fiir 5 min mit 10 ug/cm? ufCB belastet. AnschlieRend erfolgte eine Lyse mit
1 % Triton X-100, wonach die Lipid Rafts Uber 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 unabhangigen Versuchen. *signifikant

unterschiedlich zur Raft-Fraktion der unbehandelten Kontrolle (p < 0,05).
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3.7 Abhangigkeit der Translokation von SFK und EGF-R von der
PartikelgroRe

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 abhangig ist von der Grofl3e der eingesetzten Partikel,
wurden die RLE-6TN Zellen im Folgenden fir 5 min mit 10 pg/cm? feinem Carbon Black
belastet (vgl. 2.1.6). Nach Behandlung konnten Lipid Rafts isoliert werden (vgl. 2.2.4).
Zunachst wurde uberpruft, ob nach einer Behandlung mit fCB die Lipid Rafts in Fraktion
1 und 2 nachgewiesen werden kdnnen, wie das fur unbehandelte Zellen gezeigt wurde.
Auch nach einer Belastung mit feinem CB kann der Raft-Marker Gy1 im Dot Blot
hauptsachlich 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)

Raft-Fraktion Nicht-Raft-Fraktion

AT mE e e R o

1 2 3 4 5 6 7 Fraktionen

Abb. 3.13: Identifikation der Raft-Fraktion in mit feinem CB behandelten RLE-6TN Zellen: RLE-6TN
Zellen wurden fiir 5 min mit 10 pg/cm?® feinem Carbon Black belastet und mit 1 % Triton X-100 lysiert.
AnschlieBend wurden Lipid Rafts Uber einen OptiPrep™-Gradienten mittels Ultrazentrifugation isoliert.
A. Dargestellt ist ein reprasentativer Dot Blot, der die Verteilung des Raft-Marker Gangliosid Gy1 in den
7 Fraktionen zeigt. Dessen Nachweis erfolgte mit Hilfe der Untereinheit B von Cholera-Toxin, die mit
Peroxidase gekoppelt ist. B. Reprasentativer Western Blot fir den Nicht-Raft-Marker GAPDH nach Lyse
der RLE-6TN Zellen mit 1% Triton X-100 und nachfolgender Fraktionierung mittels Ultrazentrifugation

Uber einen OptiPrep™-Gradienten.
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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 fiir 5 min mit 10 pg/cm? fCB belastet. AnschlieBend erfolgte eine Lyse mit
1 % Triton X-100, wonach Lipid Rafts Uber 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 unabhangigen 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.
Unveroffentliche Arbeiten zeigen zudem, dass 5 min nach Belastung mit 10 pg/cm2
ufCB die Menge an Lipidmediator Ceramid in den Lipid Rafts signifikant ansteigt.
Gleichzeitig nimmt der Gehalt von Cholesterol, Sphingomyelin und Gangliosid Gu3 ab.
(Arbeiten von Dr. Grether-Beck, AG Zellbiologie, IUF). Ceramide kdnnen 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 Cg-Ceramid
(D-erythro-Sphingosine, N-Hexanoyl) die Lokalisation von SFK und EGF-R in
Lipid-Raft-Fraktionen beeinflusst. Um auszuschlielen, dass die eingesetzte
Konzentration von Cg-Ceramid zytotoxisch ist, wurde die Enzymaktivitat der
Laktat-Dehydrogenase (LDH) bestimmt. Die Freisetzung des zytosolischen Enzyms
LDH ins Kulturmedium wird als ein Parameter zur Uberpriifung der Membranschadigung
benutzt. Die Zunahme der LDH-Aktivitat ist dementsprechend mit einer erhdhten
Zytotoxizitat gleichzusetzen (vgl. 2.2.3). Eine 15-mindtige Behandlung mit 10 pM
Ces-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 Membranintegritdt der RLE-6TN Zellen. Die eingesetzten Konzentrationen von
Ces-Ceramid und Partikeln schadigen die Zellmembran nicht. Die Zytotoxizitat liegt nach
allen hier vorgenommen Behandlungen jeweils bei unter 1 % bezogen auf die maximale
LDH-Aktivitat nach Lyse der Zellen mit 1 % Triton X-100 (Positivkontrolle, 100 %
Zytotoxizitat) und damit im Bereich der Kontrolle (Tab. 3.16).

Behandlung Zytotoxizitat in %
( £ Standardabweichung)
Kontrolle PBS 0,44 + 0,20
10 uM C4-Ceramid 0,44 £ 0,26
10 pyg/cm? fCB 0,45+ 0,26
10 pug/cm? ufCB 0,32 + 0,21

Tab. 3.16: Zytotoxizitdt nach Behandlung mit Cg-Ceramid und Partikeln: RLE-6TN Zellen wurden flr
5 min mit PBS, fur 15 min mit 10 yM Cg-Ceramid oder fir 5 min mit 10 ug/cm2 fCB bzw. ufCB behandelt.
Die Aktivitat 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-Aktivitdt) und in Prozent + Standardabweichung

angegeben (n=3).

In den folgenden Versuchreihen wurden RLE-6TN Zellen fir 15 min mit 10 yM
Ces-Ceramid behandelt und anschlieBend Lipid Rafts isoliert (vgl. 2.2.4). Um zu
uberprufen, welche Fraktion die Raft-Fraktion ist, wurde Gy1 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 Gu1 in Fraktion 1 und 2 am hochsten. 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).

Raft-Fraktion Nicht-Raft-Fraktion
ALS TS © oo
B | : i — . GAPDH
1 2 3 4 5 6 7 Fraktionen

Abb. 3.17: Identifikation der Raft-Fraktion in mit Cs-Ceramid behandelten RLE-6TN Zellen: RLE-6TN
Zellen wurden fur 15 min mit 10 yM Cg-Ceramid behandelt und mit 1 % Triton X-100 lysiert. Anschlief3end
wurden Lipid Rafts Gber einen OptiPrep™-Gradienten mittels Ultrazentrifugation isoliert. A. Dargestellt ist
ein reprasentativer Dot Blot, der die Verteilung des Raft-Marker Gangliosid Gy1 in den 7 Fraktionen zeigt.
B. Reprasentativer Western Blot fir den Nicht-Raft-Marker GAPDH nach Lyse der RLE-6TN Zellen mit
1% Triton X-100 und nachfolgender Fraktionierung mittels Ultrazentrifugation Uber einen
OptiPrep™-Gradienten.

Um auf Proteinebene zu untersuchen, ob eine Behandlung der RLE-6TN Zellen mit
10 yM Cg-Ceramid die Lokalisation von SFK und des EGF-R in der Raft-Fraktion
beeinflusst, wurden Western-Blot-Analysen durchgefuhrt. Hier erkennt man, dass eine
15-minltige Behandlung mit Cg-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 Cs-Ceramid sind hier nur noch 3,6 % im
Lipid Raft lokalisiert. Fir den Gehalt des EGF-R ergibt sich ein ahnliches Bild. Hier
konnten in unbehandelten Zellen 34 % des Gesamtgehaltes an EGF-R in Rafts
gefunden werden (Abb. 3.12), der nach Behandlung mit Ce-Ceramid auf 6,5 % abfallt.

Es ergibt sich also nach Behandlung mit Cg-Ceramid fur die Raft-Lokalisation von SFK
und EGF-R ein identisches Bild wie nach Behandlung mit ufCB.
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Ergebnisse

3.9 Effekt von Lipidmediator C¢-Ceramid auf die Phosphorylierung
von Erk1/2 und SFK

Da es nach Behandlung mit Cg-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 fur 15 min mit 10 yM Ce-Ceramid oder dessen
Lésungsmittelkontrolle DMSO [Endkonzentration 0,1 %] behandelt. Zusatzlich wurden
die Zellen fir 8 h mit 10 pg/cm? ufCB belastet, um einen Vergleich zwischen beiden
Behandlungen im Bezug auf die Phosphorylierung der Signalproteine zu haben.
Anschlieend wurde in Western-Blot-Analysen mit Hilfe phospho-spezifischer Antikorper
der Aktivitatsstatus 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
Ces-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 ahnlichem Ausmal} wie ufCB die Phosphorylierung beider Signalproteine. Die
Behandlung mit der Losungsmittelkontrolle DMSO zeigte keine signifikante Veranderung
der Phosphorylierung der Signalproteine gegenuber der Kontrolle. Der Nachweis von
GAPDH (Glyzerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) diente als Ladekontrolle und
zeigte keine durch die Behandlung mit ufCB verursachte Veranderung der

Proteinmenge.
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Abb. 3.19: Aktivierung von SFK durch die Behandlung mit C¢-Ceramid: RLE-6TN Zellen wurden
entweder fir 8 h mit 10 pg/cm2 ufCB belastet oder fir 15 min mit 10 yM Cg-Ceramid bzw. DMSO
[Endkonzentration 0,1%] behandelt. Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung nach der
densitometrischen  Auswertung der Immunsignalintensitdt von  phospho-SFK (Tyr416) in
Western-Blot-Analysen in Bezug auf die PBS-Kontrolle von drei unabhangigen 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 C¢-Ceramid: RLE-6TN Zellen wurden fir
8 h mit 10 }.Jg/cm2 ufCB belastet oder fir 15 min mit 10 yM Cgz-Ceramid bzw. DMSO [Endkonzentration
0,1%] behandelt. Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung nach der densitometrischen
Auswertung der Immunsignalintensitdt von phospho-Erk1/2 in Western-Blot-Analysen in Bezug auf die
PBS-Kontrolle von drei unabhangigen 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 Veranderung der Zusammensetzung der
Mikrodomanen, 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 gehort das

kompatible Solut Ectoin (Yancey, 2005). Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine
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4-stundige Vorinkubation mit Ectoin in RLE-6TN-Zellen zu einer Reduktion der
partikelinduzierten Aktivierung von p38 und Erk1/2 fihrt (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 fur 4 h mit 0,1 mM Ectoin vorinkubiert und fir 5 min mit
10 ug/cm? ufCB belastet. AnschlieBend wurden Lipid Rafts isoliert (vgl. 2.2.4). Auch hier
wurde im Dot Blot mittels Cholera-Toxin-HRP uberprift, in welchen Fraktionen Gu1 als
Raft-Marker angereichert ist. Wie in Abbildung 3.21 zu sehen ist, kann Gy1 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.

Raft-Fraktion Nicht-Raft-Fraktion

A= = e
Y E———

1 2 3 4 5 6 7 Fraktionen

Abb. 3.21: Identifikation der Raft-Fraktion in mit Ectoin vorinkubierten RLE-6TN Zellen: RLE-6TN
Zellen wurden fur 4 h mit 0,1 mM Ectoin behandelt und anschlieBend fir 5 min mit 10 pg/cm2 ufCB
belastet. Nachdem die Zellen mit 1 % Triton X-100 lysiert wurden, erfolgte eine Isolierung der Lipid Rafts
Uber einen OptiPrep™-Gradienten mittels Ultrazentrifugation. A. Dargestellt ist ein reprasentativer Dot
Blot, der die Verteilung des Raft-Markers Gangliosid Gy1 in den 7 Fraktionen zeigt. Der Nachweis erfolgte
mit Hilfe der Untereinheit B von Cholera-Toxin, gekoppelt mit Peroxidase. B. Reprasentativer Western
Blot fur den Nicht-Raft-Marker GAPDH nach Lyse der RLE-6TN Zellen mit 1 % Triton X-100 und

nachfolgender Fraktionierung mittels Ultrazentrifugation Uber 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-stindiger Vorinkubation mit Ectoin und anschlieBender 5-minudtiger 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 fur unbehandelte
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RLE-6 TN Zellen und fur 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 fuhrt hier zu einem geringflgigen Anstieg von SFK in der Raft-Fraktion auf 37 %.

2| SFK

10

%

7

Immunsignal/Proteinmenge

*%

Kontrolle 5 min ufCB 0,1 mM Ectoin+ufCB

[] Raft-Fraktion Nicht-Raft-Fraktion

Abb. 3.22: Wirkung von Ectoin auf die partikelinduzierte Translokation von SFK aus Lipid Rafts:
RLE-6TN Zellen wurden entweder nicht behandelt, fir 5 min mit 10 pg/cm2 ufCB belastet oder fiir 4 h mit
0,1 mM Ectoin vorinkubiert und anschliefend fiir 5 min mit 10 ug/cm?® ufCB belastet. Nachfolgend wurden
die Zellen mit 1 % Triton X-100 lysiert; danach die Lipid Rafts tber 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 unabhéngigen Versuchen.

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

Fur den Gehalt an EGF-R in Lipid Rafts zeigt sich ein ahnliches Bild. In unbehandelten
RLE-6TN Zellen wurden 34 % des Gesamtgehaltes an EGF-R in Lipid Rafts gefunden,
der nach Behandlung mit ufCB auf 7 % abfallt (Abb. 3.12). In den vor der
Partikelbelastung mit Ectoin inkubierten Zellen konnen 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 modglicherweise auf die protein- bzw. membranstabilisierenden
Eigenschaften von Ectoin zurtuckzufuhren ist, so dass ein Abbau oder die Translokation
beider Proteine verhindert wird.

12

EGF-R

wn

10

V7

Immunsignal/Proteinmenge

Kontrolle 5 min ufCB 0,1 mM Ectoin+ufCB

[ ] Raft-Fraktion Nicht-Raft-Fraktion

Abb. 3.23: Wirkung von Ectoin auf die partikelinduzierte Translokation von EGF-R aus Lipid Rafts:
RLE-6TN Zellen wurden entweder nicht behandelt, flir 5 min mit 10 ug/cm2 ufCB belastet oder fiir 4 h mit
0,1 mM mit Ectoin vorinkubiert und anschlief3end fir 5 min mit 10 pg/cm2 ufCB belastet. Nachfolgend
wurden die Zellen mit 1 % Triton X-100 lysiert; danach die Lipid Rafts Uber 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. Dafiir wurden RLE-6TN Zellen fur
4 h mit 0,1 bzw. 0,01 mM Ectoin vorinkubiert und anschlieBend fiir 8 h mit 10 ug/cm?
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 groRen 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 Veranderung 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 fir 4 h mit 0,01 bzw. 0,1 mM Ectoin vorinkubiert und anschlieBend fiir 8 h mit 10 pg/cm? ufCB

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

Immunsignalintensitat von phospho-SFK (Tyr416

) in Western-Blot-Analysen in Bezug auf die H,O-Kontrolle
von drei unabhangigen 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 GrofRe bis in alveolare Regionen der Lunge vordringen (Oberdoérster et al.,
2005). Dort werden ultrafeine Partikel weniger effizient von alveolaren Makrophagen
beseitigt als feine Partikel und konnen darum verstarkt mit Lungenepithelzellen
interagieren (Kreyling & Scheuch, 2000; Donaldson et al., 2005). Diese Eigenschaft
und ihre Fahigkeit, ROS zu generieren, tragen entscheidend zur Toxizitat dieser
Partikel bei (Donaldson et al., 2001). Eine Exposition gegenuber diesen ultrafeinen
Partikeln induziert pathogene Endpunkte wie Proliferation, Apoptose oder
Entzindung (Sydlik et al., 2006; Monteiller et al., 2007). Die molekularen
Mechanismen der Partikeltoxizitat sind bis dato nur unvollstandig 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 31-Integrine und der EGF-R,
aber auch die Membran-standige PI3-K oder Lipidmediatoren in die partikelinduzierte
Signaltransduktion involviert (Beck-Speier et al., 2005; Unfried et al., 2007; Unfried et
al., 2008). Signalprozesse konnen in Membranmikrodomanen initiiert werden, in
denen Signalproteine angereichert sind und deren Zusammensetzung sich durch
Umweltstimuli verandern kann (Simons & Toomre, 2000). In der vorliegenden Arbeit
wurde deshalb die Rolle dieser Domanen 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 aufgeklart

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-abhangige Aktivierung der MAP-Kinasen Erk1/2
beobachtet wurde (Sydlik et al., 2006) Auf Membranebene ist dabei nicht nur der
P13-K/Akt Signalweg involviert, sondern auch die Oberflachenrezeptoren EGF-R und
R1-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 Signalmolekulen konnten Membran-assoziierte SFK herstellen. Diese sind
in proliferative Signalprozesse involviert und konnen zudem die Aktivitdt 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 pg/cm2 ufCB eine zeitabhangige Phosphorylierung von
SFK induziert. Es zeigte sich eine biphasische Aktivierung dieser Kinasen (Abb. 3.1).
Die Phosphorylierung an Tyr*'®, die hier in Western-Blot-Analysen untersucht wurde,
ist notwendig fur die maximale Kinaseaktivitat von SFK. Im inaktiven Zustand sind

527 im C-Terminus des Proteins

SFK nicht an Tyr*"® phosphoryliert, dafiir an Tyr
(Giannoni et al., 2010).

Die Aktivierung von SFK zu einem friihen und abermals zu einem spaten Zeitpunkt
konnte mit der partikelinduzierten Bildung von ROS in Verbindung stehen. Nach
Belastung von RLE-6TN Zellen mit ufCB wurde die Produktion von sowonhl
intrazellularen, als auch extrazellularen ROS detektiert (Weissenberg et al., 2010).
Theoretisch kann die erste Aktivierung nach 5 min durch den plétzlichen Anstieg
extrazellular gebildeter ROS induziert werden. Diese konnen madglicherweise 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 intrazellular ROS bilden und deren Menge die antioxidative Kapazitat der
Zelle Ubersteigt, konnte dass die erneute Aktivierung von SFK zu dem spaten
Zeitpunkt erklaren (Li et al., 2008). Diese Hypothese wird auch dadurch gestutzt,
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-standige NADPH-Oxidasen aktivieren
und damit die Produktion von ROS induzieren kdnnen, was zum Anstieg intrazellular
gebildeter ROS beitragen konnte (Gianni et al., 2008).

Die beobachtete biphasische Aktivierung von SFK nach Partikelbelastung konnte
ebenfalls flr die Aktivitat des EGF-R und der MAP-Kinasen Erk1/2 gezeigt werden
(Sydlik et al., 2006; Unfried et al., 2008). Eine andere Erklarung fur das biphasische
Muster der Phosphorylierung der Signalproteine nach Partikelbelastung konnte sein,

dass eine ROS-abhangige Aktivierung des EGF-R zu einem frihen Zeitpunkt die
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Expression von EGF-R-Liganden wie HB-EGF oder Amphiregulin induziert. In Form
einer autokrinen Schleife kdnnten diese Liganden so nach mehreren Stunden zu
einer erneuten Aktivierung des EGF-R fuhren und damit auch die Aktivitat der SFK
beeinflussen. Diese Hypothese wird von der Beobachtung gestiutzt, 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 fuhrt 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 fur die beobachtete biphasische Aktivierung der Signalproteine nach
Partikelbelastung in RLE-6TN Zellen verantwortlich ist, muss in weiteren Versuchen
geklart werden.

Nach Zelladhasion kann in Fibroblasten eine biphasische Aktivierung von SFK
detektiert werden. Hier resultiert der erste Peak der Aktivierung von SFK aus der

52" im C-Terminus, induziert durch Membran-assoziierte

Dephosphorylierung von Tyr
Phosphatasen. Der spatere 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 verstarkten Kinaseaktivitat 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 konnten hier aber bereits zu einem frlhen Zeitpunkt an der durch Oxidation
induzierten Aktivierung von SFK Dbeteiligt sein, da schon 5 min nach
Partikelbelastung deren Bildung detektiert werden kann (Weissenberg et al., 2010).
In weiterfUhrenden Versuchen mit Hilfe antioxidativ-wirkender Enzyme muss geklart
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 (Qvrevik 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 Oberflache, in
Fenton-ahnlichen Reaktionen ROS generieren (Ghio et al., 1992; Luster &
Simeonova, 1998). Somit konnte 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 starker entzindlich 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
entzindungsfordernden Zytokins IL-8 in Lungenepithelzellen induziert.

Ultrafeine Partikel haben bei gleicher Masse eine groRere Oberflache als feine
Partikel der gleichen chemischen Zusammensetzung (Oberdérster et al., 2001). Das
ufCB, welches in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, hat eine Oberflache von
254 m?/g, die damit ca. 32-mal groRer ist als die Oberflache feiner CB-Partikel mit
7,82 m%g (Monteiller et al., 2007). Bei ultrafeinen Partikeln einer GroRe von 10 nm
befinden sich ca. 10 % der Atome auf der Oberflache. Im Gegensatz dazu sich bei
einem Partikel im pm-Bereich weniger als 1 % der Atome an der Oberflache
identifiziert worden (Jones & Grainger, 2009). Dieser Umstand resultiert in einer
Anderung chemischer und physikalischer Eigenschaften, je kleiner die Partikel
werden, wodurch die hier detektierten Unterschiede in der Reaktivitat zwischen

feinem und ultrafeinem CB erklart werden konnten (Roduner, 2006).

4.2 Beteiligung von SFK an der partikelinduzierten Proliferation

Bei der partikelinduzierten Proliferation in RLE-6TN Zellen wurde eine Akt-abhangige
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 unabhangigen Ansatz
zeigte der knockdown von c-Src mittels siRNA ebenfalls eine Verringerung der
Phosphorylierung von Akt (Abb. 3.5). Somit konnen SFK, hier spezifisch c-Src, bei
der partikelinduzierten Proliferation upstream von beiden Signalproteinen lokalisiert
werden.

Auch fiur faserige Partikel konnte die SFK-abhangige Aktivierung von Erk1/2 bei der
Proliferation beschrieben werden. In murinen Lungenepithelzellen (C10) wurde nach
Belastung mit Asbest die SFK-abhangige Aktivierung von Erk1/2 detektiert. Die
Aktivitat 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 Aktivitat von Erk1/2 wahrend der durch
Silica-Partikel induzierten Freisetzung von IL-8 beteiligt. Hier wurde nach Inhibierung
der SFK eine Reduktion der Aktivitat von Erk1/2 auf Kontrollniveau detektiert. Zudem
zeigt sich, dass spezifisch c-Src, und nur zu einem geringeren Mal} Lyn, nach
Silica-Exposition phosphoryliert werden (Qdvrevik et al., 2004). Diese Daten aus der
Literatur zusammen mit den in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnissen deuten
darauf hin, dass zumindest die SFK-abhangige Aktivierung von Erk1/2 eine
gemeinsame Reaktion auf eine Belastung mit ROS-induzierenden Partikeln ist. Da
SFK in mehrere Signalprozesse involviert sind, konnten 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 Adhasion die Aktivierung von SFK, unter anderem c-Src, beobachtet
werden. Diese ist notwendig fur 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 ligandenunabhangige 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 Zelladhasion vermitteln SFK im Komplex mit Integrinen und dem EGF-R die
ligandenunabhangige Aktivierung des EGF-R (Moro et al., 1998; Moro et al., 2002).
Da 31-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 Aktivitdtsstatus von SFK analysiert.
Interessanterweise kann hier sowohl nach Inhibierung der 31-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 R1-Integrinen bei der
durch ufCB-induzierten Proliferation vermitteln. Das kann zumindest flUr den spaten
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 fruhen Zeitpunkt
beteiligt sind, muss in weiteren Studien Uberpruft 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 hangt die Phosphorylierung von SFK mal3geblich von der Aktivitat des
EGF-R und der 31-Integrine ab.

4.3 Lokalisation von SFK und EGF-R in Lipid Rafts

Auf Membranebene bilden Mikrodomanen, 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
konnte auf eine mogliche 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 Gy1
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 Gu1 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 fir den Gehalt des
EGF-R in Lipid Rafts kénnten ein Hinweis darauf sein, dass generell zwischen
40 und 50 % des EGF-R in Lipid Rafts lokalisiert ist, unabhangig 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 ahnliche
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 Il Lungenepithelzellen, zu denen auch die in dieser
Arbeit untersuchten RLE-6TN Zellen gehoren, zwar kein Caveolin-1 enthalten, in
Zellkultur mit der Zeit aber exprimieren konnen (Campbell et al., 1999). Aus diesen
Grinden kann hier keine Aussage dariber 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 mussen mikroskopische Studien folgen. Letztendlich muss
einschrankend gesagt werden, dass mittels biochemischer Methoden zur Isolierung
von Rafts nur bedingt auf die tatsachliche 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 Affinitat fur diese Domanen besitzen
(Shogomori & Brown, 2003).

In der Literatur ist beschrieben, dass der EGF-R nach Zelllyse mit 1 % Triton X-100
und anschlielender 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-unl6slichen Lipid Rafts
detektiert. Dieser Befund kdonnte somit spezifisch fur RLE-6TN Zellen sein.
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Fir 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-stundiger 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 anschlieRender
Ultrazentrifugation Uber 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 kdnnen
(Shenoy-Scaria et al., 1994). In unbehandelten neuronalen Zellen kann c-Src nach
Detergenz-freier Isolierungsmethode Uber 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 zuganglich fur 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 erklaren 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
Domanen nimmt nach Aktivierung sogar noch zu (Kasai et al., 2005). Die
Arbeitsgruppe von Puri et al. (2005) beschreibt, dass in HelLa-Zellen erst nach
Aktivierung mit EGF der EGF-R in Triton X-100-unl6slichen Rafts detektiert werden
kann.

Fir 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 Mikrodomanen
(Sheets et al., 1999). In PC12 Zellen verbleiben SFK nach Inkubation der Zellen mit
EGF ebenfalls in Mikrodoméanen (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 fir 5 min mit 10 pg/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 Zerstérung der Rafts, da nach Partikelbelastung immer noch
Gm1-reiche Domanen in Fraktion 1 und 2 vorhanden sind, ahnlich wie in
unbehandelten Zellen (Abb. 3.10). Zudem ist die Proteinverteilung in den einzelnen
Fraktionen nach Partikelbelastung unverandert (Abb. 3.9).

Die Unterschiede im Verhalten von Signalproteinen - entweder ein Verbleiben in
Rafts, eine Rekrutierung in diese Domanen oder eine Translokation aus Rafts -
konnten 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 konnten 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. Flr den
EGF-R ist bekannt, dass dieser nach seiner Aktivierung uber 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). Fir c-Src wurde ebenfalls ein ubiquitin-abhangiger Abbau nach
Aktivierung beschrieben (Harris et al., 1999). Diese Hypothese konnte mit Hilfe von
Inhibitoren fur die einzelnen Abbauwege der untersuchten Signalproteine Uberpruft
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 Veranderung des
Gehaltes an SFK und EGF-R in diesen Domanen 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 fur 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
verandert, ohne aber diese Strukturen zu zerstoren. Es stellt sich nun die Frage, wie
diese Veranderungen initiiert werden. Hier konnten Modifikationen auf Lipidebene
der Rafts, z.B. durch die Produktion von Lipidmediatoren wie Ceramiden eine Rolle

spielen.
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Verschiedene Umweltstimuli kdnnen auf Zellmembranebene die Produktion von
Ceramiden induzieren (Ohanian & Ohanian, 2001). Ceramide kdénnen 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 kdnnen zu
Sphingosin-1-Phosphat und Ceramid-1-Phosphat, die selbst Signalmolektle
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 fuhren 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 Cs-Ceramid
kann die durch UVA-induzierte Produktion von SPT nachgeahmt werden (Grether-
Beck et al., 2000; Grether-Beck et al., 2005). Zudem I6st UVA-Strahlung
Veranderungen der Lipidzusammensetzung von Rafts in Keratinozyten aus. Es
konnte hier eine Verringerung des Gehaltes an Cholesterol und Sphingomyelin
detektiert werden. Dabei ist flr die Initiation der Signaltransduktion nach
UVA-Bestrahlung das Verhaltnis von Cholesterol zu Ceramid in den Mikrodomanen
entscheidend: Signalprozesse werden hier initiert, wenn die Konzentration von
Ceramiden grof3 genug ist, um Cholesterol aus der Membran zu verdrangen
(Grether-Beck et al., 2008). Dass Ceramide in der Lage sind, selektiv Cholesterol
aus Lipid Rafts zu verdrangen, wurde bereits in einer anderen Studie nachgewiesen.
In Lipidvesikeln, die Raft-Domanen ausbilden, kann nach externer Zugabe von
Ceramiden eine Verdrangung von Cholesterol aus diesen Domanen beobachet
werden (Megha & London, 2004). Es ist zudem gezeigt worden, dass Ceramide
spontan assoziieren und selbst Mikrodomanen in der Membran bilden, die
Signalmolekile anreichern und rezeptorvermittelte Signalprozesse verstarken
konnen (Kolesnick, 2000; Zhang et al., 2008).

Unveroffentliche Arbeiten zeigen, dass eine Behandlung von RLE-6TN Zellen fir

5min mit 10 pg/cm? ufCB einen Einfluss auf die Lipidzusammensetzung der
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Mikrodomanen 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 Cg die durch ufCB induzierte Translokation von
SFK und EGF-R nachgeahmt werden. Es zeigte sich hier auch, dass Cg-Ceramid im
gleichen Ausmall wie ufCB eine Translokation von SFK und EGF-R aus der
Raft-Region induziert. Nach einer 15-minutigen Behandlung mit Ce-Ceramid sind in
der Raft-Fraktion nur noch 3,6 % SFK bzw. 6,5 % des EGF-R in diesen Gu1-reichen
Domanen 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 ahnlichen Ausmal}, wie
ufCB deren Phosphorylierung bewirkt (Abb. 3.19 und 3.20). Dabei schadigt die
eingesetzte Konzentration von Cg-Ceramid nicht die Zellmembranen, womit
ausgeschlossen werden kann, dass die induzierte Phosphorylierung von SFK und
Erk1/2 auf behandlungsbedingte zytotoxische Effekte zurickzufuhren ist (Abb. 3.16).
Auch andere Arbeiten zeigen, dass Ceramide die Aktivierung von Signalproteinen
beeinflussen kénnen. Durch LPS kann in alveolaren Makrophagen die Freisetzung
von Ceramiden induziert werden, was in der Aktivierung des PI3-K/Akt Signalweges
resultiert. Dies tragt zum Uberleben 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 (lbitayo et al, 1998). Die
beschriebenen Studien unterstreichen die Bedeutung von Ceramiden als second
messenger bei Signalprozessen, die zur Auspragung unterschiedlicher Endpunkte
fuhren. 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 Cg-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 geklart 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 kdonnen (Dumitru et al.,
2007). Auch fur 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
Aktivitat von nSMasen moduliert. Nach Partikelbelastung in RLE-6TN Zellen ware
ebenfalls eine durch ROS induzierte Ceramidproduktion denkbar. Hier wurden ja
bereits nach 5-minutiger Belastung mit ufCB die Produktion von ROS und gleichzeitig
eine Reduktion des Gehaltes an Sphingomyelin in den Rafts detektiert (Weissenberg
et al., 2010; unveroffentliche 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 Signalmolektlen
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 zahlt das
Ectoin, ein Aminosaurederivat, welches zur Gruppe der kompatiblen Solute gehort.
Die organische, niedermolekulare Substanz tritt in halophilen Bakterien auf (Galinski
et al., 1985). Die Akkumulation von Ectoin ermdglicht diesen Organismen, an
extremophilen Standorten zu Uberleben. Ectoin ist ein Osmolyt, d.h. es halt den
osmotischen Druck in der Zelle auf dem Niveau des externen Mediums, um Osmose
zu verhindern. Die Substanz kann hohe zytoplasmatische Konzentrationen erreichen,
ohne Makromolekile zu schadigen oder physiologische Prozesse der Zelle zu stbren

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 unvollstandig verstanden ist.
Danach binden stabilisierende Solute nicht an Proteine, sondern werden von der
Hydrathulle des Proteins ausgeschlossen (Arakawa & Timasheff, 1985; Timasheff,
1992). Dieser ,osmophobe® Effekt resultiert aus der AbstoRung zwischen Solut und
Protein-Ruckgrat (Bolen & Baskakov, 2001). Durch diese Abstol3ung falten sich die
Proteine kompakter, da dadurch die thermodynamisch ungunstige Interaktion mit
dem kompatiblen Solut verringert wird. Die native Konformation wird dadurch
stabilisiert (Yancey, 2005).

Es konnte beobachtet werden, dass Ectoin einen praventiven Effekt auf durch
Umweltstimuli induzierte pathogene Endpunkte besitzt. In in vivo-Studien verringert
Ectoin die durch ufCB-induzierte neutrophile Entzindung 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-stiindigen Vorinkubation von RLE-6TN Zellen mit Ectoin und anschlieliender
Belastung mit ufCB beobachtet werden (Sydlik et al., 2009). In unveroffentlichten
Arbeiten der Firma bitop (Witten) konnte gezeigt werden, dass Ectoin nicht in
Lungenepithelzellen aufgenommen wird. Es werden darum extrazellulare
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-stlindigen Vorinkubation mit Ectoin verhindert
werden kann (Abb. 3.22 und 3.23). Zusatzlich 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 Fahigkeit
kompatibler Solute, Makromoleklle zu stabilisieren eine entscheidende Rolle. Diese
Hypothese wird dadurch gestitzt, 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 moglicherweise auch hier einen stabilisierenden
Effekt auf diese Doméanen. In Modellmembranen erhdht Ectoin die Fluiditat und kann
so moglicherweise durch Modulierung von Membrankomponenten einen Einfluss auf
Signalprozesse haben (Harishchandra et al., 2010). Praventive Effekte von Ectoin
konnen 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).
Moglicherweise hat Ectoin in der vorliegenden Arbeit ebenfalls einen Effekt auf die
Ceramidbildung, die ja nach Partikelbelastung detektiert wurde. Somit konnten
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 anschlieRender
Partikelbelastung Uberpruft werden. Zusatzlich konnte Ectoin wie oben beschrieben
die Signalproteine selbst stabilisieren, so dass sie nach Partikelbelastung in
Raft-Bereichen verbleiben. Nach Vorinkubation mit Ectoin und anschlieRender
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 konnte ein Hinweis drauf sein,
dass Ectoin die Proteine stabilisiert und so mdglicherweise deren Abbau verhindert
wird.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Ectoin einen modulierenden Effekt auf
durch ufCB-induzierte Signalereignisse ausubt. Das konnte zur Pravention von
partikelinduzierten Signalprozessen beitragen, die zu pathogenen Endpunkten wie

Apoptose, Proliferation und Entzindung flhren.

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 veroffentlichten Studien, die eine Beteiligung der Membranrezeptoren

EGF-R und R1-Integrine und des Membran-abhangigen PI3-K/Akt Signalweges
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darlegen, deren Aktivitdt fir 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 Aktivitat ist flr die Phosphorylierung
von Erk1/2 und Akt mafgeblich; speziell die c-Src Kinase hat eine grundlegende
Funktion bei der Aktivierung von Akt (Abb. 4.1).

B
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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 R1-Integrinen lokalisiert werden. Die Aktivitat von SFK ist essentiell

fur 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 kénnen beide Signalproteine nur noch
zu einem geringen Prozentsatz in diesen Domanen 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 Proteinanderung in Lipid Rafts wurde in unveroffentlichten Arbeiten die Bildung
des second messengers Ceramid nach Partikelbelastung beobachtet. In der
vorliegenden Arbeit induzierten Ceramide in einem ahnlichen Ausmal} 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 fur die Translokation von SFK und EGF-R aus der Raft-Region und die
Aktivierung der Signalmolekule Erk1/2 und SFK. Ectoin als kompatibles Solut wirkt
auf diesen Signalweg protektiv. Weiterfuhrende Studien mussen zeigen, ob die hier
beobachtete Veranderung der Mikrodomanen 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 Verstandnis der
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen der partikelinduzierten Proliferation in
Lungenepithelzellen. Die Aufklarung dieser Mechanismen hat vor dem Hintergrund
der aktuellen Feinstaubproblematik und dem wachsenden Einsatz von Nanopartikeln

im Bereich der Nanotechnologie einen hohen Stellenwert.

ufCB
'

:h

Ceramid

'
Translokation von SFK und EGF-R aus Raft-Region

!
Aktivierung von SFK und Erk1/2

'
'

Proliferation

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 fur die Translokation

und Aktivierung der Signalproteine.
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5. Zusammenfassung

Inhalierbare ultrafeine Partikel induzieren pathogene Endpunkte wie Apoptose oder
Proliferation in Lungenepithelzellen. Partikelinduzierte Signalprozesse werden dabei
auf Ebene der Membran unter Beteiligung von Rezeptoren ausgeldst.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Membran-assoziierte
Src-Familie-Kinasen (SFK) in Lungenepithelzellen (RLE-6TN) nach einer Belastung
mit ultrafeinen Partikeln aktiviert werden und die Verbindung zwischen
Membranrezeptoren und der proliferativen Signaltransduktion Uber Proteinkinase B
und MAP-Kinase Erk1/2 herstellen. Die Relevanz von c-Src bei diesen Ereignissen
wurde durch siRNA-Experimente betéatigt. Zudem konnte mittels pharmakologischer
Inhibitoren fir den epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGF-R) sowie fir
Integrine nachgewiesen werden, dass diese Transmembranrezeptoren die Aktivitat
von Src-Familie-Kinasen beeinflussen.

Durch ultrafeine Partikel ausgeléste Signalereignisse lassen sich auf Membranebene
in Form von Veradnderungen in Mikrodomanen (Lipid Rafts) nachweisen. Nach
biochemischer Isolierung von Lipid Rafts aus RLE-6TN Zellen zeigte sich, dass
ultrafeine Partikel mit einem Durchmesser von 14 nm eine Translokation von SFK
und EGF-R aus diesen Mikrodoméanen induzieren, ohne diese zu zerstéren. Durch
den Einsatz feiner Partikel konnte bestéatigt werden, dass dieser Effekt abhdngig ist
von der PartikelgréBe: Feine Partikel mit einem Durchmesser von 260 nm sind nicht
in der Lage, eine Translokation von SFK und EGF-R sowie eine Aktivierung von SFK
zu induzieren.

Eine Beteiligung von Ceramiden, die durch Belastung mit ultrafeinen Partikeln in
Lipid Rafts entstehen, an der proliferativen Signaltransduktion wird durch Zugabe von
Ceramid-Analoga demonstriert. Diese induzieren die Translokation und Aktivierung
von Signalproteinen im selben AusmaB wie ultrafeine Partikel. Eine Stabilisierung
von Membranstrukturen durch das kompatible Solut Ectoin verhindert die
partikelinduzierte Translokation von SFK und EGF-R sowie die Aktivierung von SFK
und zeigt damit protektive Eigenschaften bei der durch ultrafeine Partikel induzierten
Proliferation.
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6. Summary

Ultrafine particles with a diameter below 100 nm induce pathogenic endpoints like
apoptosis and proliferation in lung epithelial cells via induction of different signaling
pathways. On the level of the membrane, epidermal growth factor receptor (EGF-R)
and integrins are involved in proliferative signaling pathways.

In the present thesis, ultrafine particles induce the activation of
membrane-associated Src-Family-Kinases (SFK) in rat lung epithelial cells
(RLE-6TN). These kinases mediate the crosstalk between membrane receptors and
downstream activated MAP-kinases Erk1/2 and proteinkinase B. Using siRNA, it was
shown that c-Src as one member of Src-Family-Kinases is essential in the
particle-induced proliferative pathway. Furthermore, SFK depend on the activation of
the membrane receptors EGF-R and integrins which was demonstrated by using
pharmacological inhibitors for both receptors.

Signaling proteins are enriched in membrane microdomains known as lipid rafts
which act as signaling platforms. Biochemical isolation of these structures in
RLE-6TN cells using Triton X-100 revealed an association of SFK and EGF-R with
these microdomains. Treatment of cells with ultrafine particles (& 14 nm) induced a
depletion of SFK and EGF-R out of lipid rafts. This effect proved to be dependent on
the particle size. Fine particles with a diameter of 260 nm failed to induce the
depletion of SFK as well as EGF-R and an activation of SFK.

The causal link between a particle-induced release of second messenger ceramide
and initial effects on signaling proteins was investigated by adding external ceramide,
which induced a reduction of SFK and EGF-R in the lipid raft fraction. Moreover,
external ceramides activate the signaling proteins SFK and Erk1/2. These results
support the hypothesis that the generation of ceramide within microdomains is an
initial event leading to the depletion and activation of proteins crucial for the
proliferative signaling pathway. The membrane stabilizing compatible solute Ectoine
protects the cells form particle-induced activation of signaling proteins and depletion
of SFK and EGF-R out of lipid rafts.
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