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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Partikulare Luftverschmutzung und ihre Folgen

Die Luftverschmutzung wird durch eine Mischung aus Gasen, Flissigkeiten und
Schwebstauben (,particulate matter”, PM) erzeugt, in der u.a. Kohlenmonoxid,
Stickstoffoxide, Schwefeldioxid, Ozon und Blei als Schadstoffe vorhanden sind [Brook et al.,
2004]. PM bestehen aus Partikeln, die in der Luft suspendiert sind und in der Grol3e sowie in
der chemischen Zusammensetzung variieren konnen. Dabei stammen die Partikel sowohl
aus naturlichen als auch aus anthropogenen Quellen. Zu den naturlichen Staubquellen
werden z.B. Sandstiirme, Vulkanemissionen, Bodenerosionen, Waldbrande sowie biologisch
organische Materialien, d.h. Pollen, Sporen und Mikroorganismen (Viren, Bakterien, Pilze)
gezahlt. Zu den anthropogenen Staubquellen hingegen gehdéren Verbrennungsprozesse
(Industrie, Heizungen, Kerzenbrand), Stral3enverkehr (Motorenabgase, Dieselrul3,
Katalysatorausstol3, Abrieb von Reifen, Bremsen und Kupplungen), Kichentétigkeiten
(Kochen, Braten, Grillen) und Zigarettenrauch [Vinzents et al., 2005; Brook et al., 2004].
Allgemein wird zwischen primaren Partikeln, die direkt in die Atmosphare abgegeben
werden, und sekundéaren Partikeln, die erst in der Luft aus gasférmigen Vorlaufersubstanzen
gebildet werden, unterschieden [Krug et al., 2004].

Um eine einheitliche Klassifizierung zu ermdglichen, werden die in der Luft vorhandenen
Partikel anhand des aerodynamischen Durchmessers eingeteilt. Dieser ist definiert als der
Durchmesser einer Kugel mit der normierten Dichte von 1 g/cm® welche die gleiche
Sinkgeschwindigkeit wie der Partikel selber hat [Krug et al., 2004]. Entsprechend werden
unter der Bezeichnung PM;, alle granularen Partikel zusammengefasst, deren
aerodynamischer Durchmesser < 10 pm ist [vgl. Abb. 1.1]. Neben den groben Partikeln
(PMyg.5) sind darin auch feine Partikel mit einem aerodynamischen Durchmesser < 2,5 um
(PM,5) sowie ultrafeine Partikel mit einem aerodynamischen Durchmesser < 0,1 pm (PMp 1)
enthalten. Dabei kommen die ultrafeinen Partikel sowohl als einzelne Partikel als auch als
Aggregate vor. Bei industrieller Herkunft werden ultrafeine Partikel auch als Nanopartikel
bezeichnet, wobei in diesem Zusammenhang die Verbrennungsgenerierten Nanopartikel
hervorzuheben sind [Donaldson et al., 2005; Donaldson & Stone, 2003].

Allerdings unterscheiden sich Partikel nicht nur in Bezug auf die GrtRe, sondern auch
hinsichtlich der Oberflachenladungen und mdglicher Kontaminationen mit reaktiven
Komponenten. So koénnen Partikel Ubergangsmetalle (.transition metals, u.a. Eisen)
enthalten und organische chemische Verbindungen an ihrer Oberflache binden. Zu letzteren
gehoren dabei polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK, z.B. Benz[a]pyren) und

deren Stickstoff-Derivate, Sauerstoff-angereicherte PAK-Derivate (z.B. Ketone, Chinone),
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heterozyklische organische Verbindungen, Aldehyde sowie aliphatische Kohlenwasserstoffe
[Xia et al., 2004].

0,01 pm 0,1 pm 1pm 10 pm 100 pm

PMyg

PM10-2,5
Grobe Partikel

|

PMa,5

Feine Partikel

l

— PMo 1

Ultrafeine Partikel

Abb. 1.1:  Bestandteile von PM,q [veréandert nach Brook et al., 2004].

Insgesamt konnte die Gesamtbelastung der Luft durch Staube in den letzten Jahren deutlich
vermindert werden. Gleichzeitig ist allerdings die Partikelanzahl (N/m®) stark angestiegen,
was auf einen erhohten Anteil an ultrafeinen Partikeln zurtckzufihren ist, der im
Wesentlichen durch industrielle Verbrennungsprozesse und den StraRenverkehr verursacht
wird [Donaldson et al., 2005; Eickmann & Seitz, 2002]. Um eine weitere Verbesserung der
Luftqualitat zu erreichen, wurden in der Feinstaub-Richtlinie (99/30/EG) vom 22. April 1999
Grenzwertregelungen fir PM,o festgelegt, die von den Mitgliedsstaaten der Europaischen
Union einzuhalten sind. So soll zum einen der Tagesmittelwert fir PM;o ab dem 01. Januar
2005 maximal 50 pg/m® betragen, wobei nur 35 Uberschreitungen im Kalenderjahr
zugelassen sind. Zum anderen soll der Jahresmittelwert fir PMy, ab dem Jahr 2005 nicht
hoher als 40 pg/m? sein.

Die Notwendigkeit solcher MalRnhahmen zur Verbesserung der Luftqualitdt wird auch durch
eine Vielzahl von epidemiologischen Studien angezeigt. So korreliert die Belastung der
Bevilkerung mit einer erhohten partikularen Luftverschmutzung mit erhdhten Morbiditats-
und Mortalitatsraten. Dabei filhrt ein Anstieg der PM,,-Konzentration um 10 pug/m® zu einem
ca. 1%-igen Anstieg der Mortalitat [Krug et al., 2004]. Zudem kommt es vermehrt zu
Erkrankungen der Atemwege, wie z.B. Asthma, chronisch obstruktiver Lungenerkrankung
(COPD) und Fibrose, sowie zu Herzkreislauf-Erkrankungen, Allergien und einem erhohten
Lungenkrebsrisiko [Brook et al., 2004; Gilliland et al., 2004; Harrison et al., 2004; Pope et al.,
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2004; de Hartog et al., 2003; Penttinen et al., 2001; Peters et al., 2001; Peters et al., 1997].
Eine Inhalationsstudie an Mausen zeigte in diesem Zusammenhang ebenfalls, dass eine
Zunahme der partikularen Luftverschmutzung zu vererbbaren, genetischen Schaden in
parentalen prameiotischen Stammzellen fihren kann [Somers et al., 2004]. Akute Effekte,
die durch ansteigende PMjy-Konzentrationen hervorgerufen werden, treten jedoch, aufgrund
einer erhohten Infektionsanfalligkeit, hauptséchlich bei Kleinkindern, alteren Menschen und
Personen mit bereits bestehenden Herzkreislauf- oder Atemwegs-Erkrankungen auf [Borm &
Kreyling, 2004; Penttinen et al., 2001].

Ob diese gesundheitsschadlichen Effekte der Luftverschmutzung auf einen erhéhten Anteil
an feinen oder ultrafeinen Partikel zuriickzufiihren sind, wird momentan kontrovers diskutiert.
So wurde in der epidemiologischen ULTRA-Studie eine erhdhte Assoziation zwischen feinen
Partikeln und einer Verstarkung von Herzkreislauf- bzw. Atemwegs-Symptomen bei
Patienten mit Herzkreislauf-Erkrankungen beobachtet [de Hartog et al., 2003]. In einer
anderen epidemiologischen Studie wurde hingegen auf eine erhéhte Assoziation zwischen
ultrafeinen Partikeln und Atemwegs-Erkrankungen bei Asthmatikern aufmerksam gemacht
[Penttinen et al., 2001]. Zudem ist bekannt, dass die Exposition gegeniber hoheren
Konzentrationen ultrafeiner Partikel zu einer Verkirzung der Lebenserwartung um bis zu

zwei Jahren fiihren kann [Eickmann & Seitz, 2002].

1.2 Toxizitat inhalierbarer Partikel

Allgemein stellen inhalierbare Partikel ein hohes Risiko fur die Lunge bzw. den gesamten
Organismus dar, was sich durch ihre Fahigkeit, oxidativen Stress, Entziindungen und Krebs
zu verursachen [vgl. Abb. 1.2], erklaren lasst [Donaldson et al., 2005]. Dabei entsteht der
Partikel-induzierte, oxidative Stress zum einen durch Oberflachenladungen oder gebundene
Ubergangsmetalle, die zur Entstehung von primaren Radikalen beitragen. Zum anderen
werden sekundare Radikale in Makrophagen, Granulozyten und anderen Zielzellen gebildet,
die mit Partikeln in Beriihrung kommen [Brown et al., 2001; Brown et al., 2000; Wang &
Bonner, 2000]. Partikel-induzierte Entzindungen wiederum werden entscheidend von der
oxidativen Kapazitat der Partikel beeinflusst. So fihrt erhOhter oxidativer Stress, aufgrund
von gebundenen Ubergangsmetallen oder einer reaktiven Partikeloberflaiche, zu einer
Verstarkung der Entziindungsreaktion. Allerdings kénnen Entziindungen auch durch direkte
Effekte von ultrafeinen Partikeln induziert werden, und zwar unabhdngig von deren

chemischer Zusammensetzung [Penttinen et al., 2001; Brown et al., 2000].
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Die Partikel-induzierten Effekte und die Starke der Symptome werden entscheidend von der
GroRRe, den Oberflachenladungen sowie der chemischen Reaktivitat der Partikel beeinflusst
[Hoet et al., 2004; Donaldson et al., 2001]. Zudem hé&ngt die Wirkung inhalierbarer Partikel
von der Dosis, der Dimension, der Bestandigkeit, den Abwehrreaktionen und dem
Depositionsverhalten, d.h. der Ablagerung der Partikel im Organismus, ab. Die potentielle
Toxizitat der Partikel wird dabei vor allem durch die lokale Dosis bestimmt, die wiederum von
der chemischen Zusammensetzung, der Konzentration und der Grol3e der Partikel abhangt
[Borm & Kreyling, 2004]. Bei einer Abnahme der Partikelgréf3e steigen bei gleicher Masse
die Oberflache und die Anzahl der Partikel stark an. Entsprechend weist eine Probe, die aus
Teilchen mit einem aerodynamischen Durchmesser von 10 nm besteht, eine 300mal groRere
Oberflache und eine 1.000.000mal so groRRe Teilchenzahl auf, wie eine Probe gleicher
Gesamtmasse aus 1 um grofRen Partikeln [Krug et al., 2004]. Folglich haben ultrafeine
Partikel, aufgrund des hohen Oberflachen-Massen-Verhéltnisses, eine erhdhte biologische
Toxizitat [Donaldson & Stone, 2003]. Auch das Depositionsverhalten hangt von der
PartikelgréRe ab. So steigt die Wahrscheinlichkeit einer Ablagerung im Atemtrakt umso
steiler an, je kleiner die Partikel sind. Entsprechend penetrieren grobe Partikel nur in den
tracheobronchialen Raum und verbleiben dort. Feine Partikel hingegen gelangen in die
kleinen Atemwege und die Alveolen, wahrend ultrafeine Partikel in den Alveoli abgelagert
werden [Hoet et al., 2004]. Aggregate aus ultrafeinen Partikeln haben dabei, aufgrund des
grolReren aerodynamischen Durchmessers, ein anderes Depositionsverhalten als einzelne
ultrafeine Partikel. Zudem kdnnen die aerodynamischen Charakteristika der Aggregate in
Abhangigkeit von ihrer Kompaktheit voneinander abweichen. Dementsprechend wird die
Lunge mit unterschiedlichen Situationen konfrontiert. So erhalt die Lunge, bei einer
Dispersion der Aggregate in der Flussigkeit des Lungenepithels, eine Dosis einzelner
ultrafeiner Partikel. Bleiben die Aggregate hingegen bestehen, wird die Lunge irregularen
Strukturen aus ultrafeinen Partikeln ausgesetzt [Donaldson et al., 2001].

Um Schadigungen durch inhalierte Partikel zu verhindern, verfigt die Lunge Uber
umfangreiche Abwehrreaktionen, einschlie3lich mechanischer Ausschleusung (Husten,
Niesen), unspezifischer und spezifischer Immunabwehrprozesse sowie
Entgiftungsmechanismen [Borm & Kreyling, 2004]. Durch die dabei induzierte Auslosung
lokaler Entzindungsreaktionen oder Aktivierung von Immunzellen, kommt es zur Freisetzung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sowie pro-inflammatorischen Zytokinen, Chemokinen
und Lipiden. Diese Substanzen fiihren wiederum zur Induktion von Entziindungsvorgangen
in weiteren Zielorganen [Brook et al., 2004; Heinrich et al., 1995]. Aufgrund dessen missen
gesunde Gewebe bei diesen Abwehrreaktionen durch anti-inflammatorische Prozesse
geschitzt und repariert werden. Eine Fehlregulation dieser pro- und anti-inflammatorischen

Prozesse kann zur Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion und damit zur Entwicklung
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von Lungen-Erkrankungen, wie z.B. Asthma oder Fibrose [vgl. Abb. 1.2], fihren [Borm &
Kreyling, 2004].

Partikel

|

Oxidativer Stress

R

Entziindungen » Mutationen
Fibrose, Krebs
Asthma,

Herzinfarkte, etc.

Abb. 1.2:  Schematische Darstellung zur Toxizitdt von inhalierbaren Partikeln [veréandert nach
Donaldson et al., 2005].

Im Rahmen der mukozilidaren Reinigung, die in der Luftréhre, den Bronchien und den
Bronchiolen erfolgt, sowie der Makrophagen-vermittelten Reinigung in den respiratorischen
Bronchiolen und Alveolen, werden abgelagerte Partikel zellular gebunden und entfernt.
Dabei hangt die Reinigung der Lunge nicht nur von der Gesamtmasse der Partikel ab,
sondern auch von der PartikelgroRe und der Partikeloberflache. So haben ultrafeine Partikel,
aufgrund der geringen Groéf3e, teilweise eine hemmende Wirkung auf die Makrophagen-
vermittelte Phagozytose [Donaldson et al., 2001]. Zudem entfernt der Transport aus der
Alveolarregion zum Kehlkopf, der selbst unter normalen Bedingungen sehr langsam ist, nur
ein Drittel der in der Lungenperipherie abgelagerten Partikel. Die anderen zwei Drittel
reichern sich, sofern sie nicht abbaubar sind, in der Lunge an und fihren somit zu einer
fortschreitenden Belastung und folglich zu einer Uberladung des Lungengewebes [Hoet et
al., 2004]. Aufgrund der geringen Grof3e werden ultrafeine Partikel von einer Vielzahl an
Zellen, wie z.B. Endothelzellen, Epithelzellen und Nervenzellen aufgenommen [Hoet et al.,
2004]. Zudem konnen ultrafeine Partikel in den Blutkreislauf eintreten, wodurch es auch zu
einer Belastung anderer Organe, wie z.B. Leber, Herz, Gehirn und zentralem Nervensystem,
kommen kann [Oberdérster et al., 2004; Nemmar et al.,, 2002; Oberdérster et al., 2002;
Nemmar et al., 2001].
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Der Eintritt der Partikel in den Blutkreislauf erklart auch die nach einer erhdhten partikularen
Luftverschmutzung auftretenden Herzkreislauf-Erkrankungen. So kénnten ultrafeine Partikel
mit dem vaskuldren Endothelium oder mit arteriosklerotischen Plagues interagieren. Die
dabei induzierte erhdhte Entziindung konnte, ebenso wie die Interaktion der Partikel mit
Koagulationsfaktoren, zu einer Thrombose oder einem Herzinfarkt fiihren [Donaldson et al.,
2005; Routledge et al., 2003]. Neben Entziindungen und einer Erhéhung des Herzinfarkt-
Risikos, induziert die Langzeit-Exposition mit Partikeln auch eine Zunahme der Plasma-
Viskositat und des Fibrinogen-Gehaltes. Zudem kommt es zu einem chronischen
Fortschreiten von Arteriosklerose und einer Zunahme an C-reaktivem Protein (CRP),
welches ein Marker fur systemische Entziindungen ist [Pope et al., 2004; Peters et al., 2001;
Kdnig et al., 1999].

Zusatzlich zu den Entzindungsreaktionen verursachen in der Lunge angereicherte Partikel
auch eine vermehrte Zellproliferation sowie gentoxische Effekte [Driscoll et al., 2002]. Dabei
deuten mikroskopische Untersuchungen auf lokale Zellproliferationen im Bereich von
Partikelablagerungen hin [Albrecht et al., 2002]. Durch die Freisetzung von ROS entsteht ein
pro-mutagenes Milieu, welches die Bildung von fibrotischen Kernen und Mutationen férdert.
Wenn die Schutzmechanismen, wie z.B. Apoptose (programmierter Zelltod) oder
Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Reparaturmechanismen, nicht ausreichen, kann es zu einer
Anhaufung von mutierten Zellen und schlief3lich zu malignen Lungenerkrankungen [vgl. Abb.
1.2] kommen [Knaapen et al., 2004]. Die dabei induzierten Lungentumoren, wie z.B.
Adenome, Adenokarzinome, squamése Zellkarzinome und adenosquamédse Karzinome,
werden sowohl aus alveolaren Typ Il Epithelzellen als auch aus bronchialen Zilien-freien
Epithelzellen (Clara-Zellen) gebildet [Albrecht et al., 2004; Borm & Kreyling, 2004; Albrecht et
al., 2002]. Alveolare Typ Il Epithelzellen sind die Vorlauferzellen des alveolaren Epithels und
bilden zusammen mit Typ | Epithelzellen eine Permeabilitatsbarriere [Driscoll et al., 1995].
Die Sensitivitdat dieser Zellen gegeniUber Partikeln lasst sich dabei durch die hohe
proliferative Kapazitét der Epithelzellen erklaren [Albrecht et al., 2004].

Bei den gentoxischen Effekten von Partikeln, die in der Ausbildung von Lungentumoren
enden kdnnen, wird zwischen primérer und sekundéarer Gentoxizitat differenziert [Knaapen et
al., 2004]. Die primare Gentoxizitat, die unabhangig von Entziindungsreaktionen allein durch
Partikel induziert wird, ist auf PAKs, Ubergangsmetalle auf der Partikeloberflache oder
reaktive Oberflachenladungen zurtickzufiihren. So verursachen PAKs die Bildung von DNA-
Addukten, wahrend Ubergangsmetalle DNA-Strangbriiche induzieren [Harrison et al., 2004;
Somers et al., 2004]. Die sekundéare Gentoxizitat hingegen ist auf chronische Entziindungen
zuriickzufiihren, die durch eine andauernde Exposition oder durch lokale Uberladungen der
Lunge verursacht werden. Dabei wird ein Uberschuss an ROS freigesetzt, wodurch DNA-

Schaden induziert werden [Donaldson et al.,, 2005]. Dies stimmt mit den Ergebnissen



Einleitung 7

chronischer Inhalations- und Instillations-Studien an Ratten (berein, die zeigten, dass
ultrafeine Partikel auch unabhangig von der chemischen Zusammensetzung eine Zunahme
der Zellproliferation sowie die Entstehung von Lungentumoren fordern [Maeng et al., 2003;
Godschalk et al., 2000; Heinrich et al., 1995]. Individuen mit bereits bestehenden Atemwegs-
Erkrankungen, wie z.B. COPD oder Asthma, sind dabei, aufgrund des bestehenden erhdhten

oxidativen Stresses, empfanglicher fir die Partikel-Effekte [Harrison et al., 2004].

1.3 Induktion von zellularen Signalwegen durch Part  ikel

Auf zellularer Ebene induzieren inhalierbare Partikel, wie z.B. Kohlenstaub, Titandioxid,
Diesel-Emissions-Partikel (DEP), Quarz aber auch faserige Asbest-Partikel, gentoxische
Effekte sowie Veréanderungen in der Apoptose und/oder Zellproliferation [vgl. Abb. 1.3]. Von
besonderer Bedeutung in diesem Zusammenhang sind Verbrennungsgenerierte Kohlenstoff-
Partikel, wie z.B. DEP oder Carbon Blacks (CB), wobei CB als Modellpartikel eingesetzt
werden. Bei den CB handelt es sich um granuldre Kohlenstoff-Partikel mit unterschiedlichen
aerodynamischen Durchmessern, die in der Industrie unter genau kontrollierten bzw.
definierten Bedingungen aus Kohlenwasserstoffen hergestellt und fir eine Vielzahl von
technischen Anwendungen eingesetzt werden. Dabei kbénnen die CB-Partikel
vernachlassigbare Mengen an Sauerstoff, Wasserstoff, PAKs (< 0,1 %), sowie Spuren von
Metallen enthalten. Allerdings sind diese Mengen so gering, dass CB-Partikel als
Kernpartikel fur die Untersuchung reiner Partikeleffekte genutzt werden kénnen [Donaldson
et al., 2001].

Untersuchungen mit unterschiedlichen Partikeln zeigten, dass bestimmte Parameter, wie
z.B. Oberflacheneigenschaften und chemische Zusammensetzung der Partikel, fir die
Auspragung der pathologischen Endpunkte relevant sein kénnen. Partikel mit einer reaktiven
Oberflache oder gebundenen Ubergangsmetallen bilden ROS und filhren somit zu einer
Induktion von Signalwegen, die in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und damit in
der Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen oder Antioxidantien resultieren konnen
[Brook et al., 2004; Wang & Bonner, 2000; Fubini, 1997]. Allerdings haben auch Partikel mit
einer geringen Oberflachen-Reaktivitdt bzw. geringen Mengen an gebundenen
Ubergangsmetallen einen Einfluss auf Apoptose oder Zellproliferation [Timblin et al., 2002].
Zudem spielt die GroRRe der Partikel eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung der
zellularen Endpunkte. So werden bei groben Partikel nur geringe Effekte beobachtet,

wahrend feine und ultrafeine Partikel eine proliferative Aktivitat zeigen [Timblin et al., 2002].
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Die Partikel-vermittelten Veranderungen von Apoptose oder Zellproliferation kdnnen
madglicherweise durch eine direkte Aufnahme der Partikel in die Zelle induziert werden. Dabei
liegen die Partikel in den Zellen nicht membrangebunden vor, sondern haben direkten
Zugang zu intrazelluldaren Proteinen, Organellen und DNA, wodurch ihr toxisches Potential
deutlich verstarkt wird [Geiser et al., 2005]. Allerdings wird die in vitro Aufnahme von
Partikeln in die Zellen kontrovers diskutiert, wobei auch hier die Partikelgré3e scheinbar eine
wichtige Rolle spielt. So wurde in einer Studie mit DEP beobachtet, dass der durch
oxidativen Stress verursachte Zelltod in Gegenwart eines Endozytose-Inhibitors Dosis-
abhéangig vermindert wird [Matsuo et al., 2003]. Eine andere Studie hingegen zeigte, dass
die Aufnahme von ultrafeinen Titandioxid-Partikeln nicht Gber endozytotische Prozesse,
sondern durch Diffusion oder adhasive Interaktionen erfolgt [Geiser et al., 2005].

Alternativ zu der Aufnahme von Partikeln in die Zellen wird die Interaktion der Partikel bzw.
primaren, Partikel-induzierten ROS mit Oberflachenstrukturen der betroffenen Zielzellen als
Ansatzpunkt fir die Ausbildung von Apoptose oder Zellproliferation diskutiert. Dabei kénnte
diese Interaktion Uber die extrazellulare Matrix (ECM), Uber Zelloberflachen-Rezeptoren, wie
z.B. Integrine oder den epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGF-R), sowie direkt Uber
die Zellmembran [vgl. Abb. 1.3] erfolgen [Albrecht et al., 2004].

Die ECM ist ein Netzwerk aus Proteinen und Kohlenhydraten, welches aus unterschiedlichen
Kombinationen von Kollagenen, Proteoglykanen, Elastin, Hyaluronsdure sowie
Glykoproteinen, wie z.B. Fibronektin, Laminin, Vitronektin und Osteopontin, besteht
[Ruoslahti & Pierschbacher, 1987]. Durch die Interaktion zwischen ECM und Zellen, an der
Kollagene und Glykoproteine beteiligt sind, werden Signalwege reguliert, die u.a.
Zellwachstum, Differenzierung, Zelliiberleben und Genexpression kontrollieren [Yarwood &
Woodgett, 2001; Lukashev & Werb, 1998].

Eine Vielzahl dieser ECM-Zell-Interaktionen werden durch die Integrine vermittelt [Juliano &
Haskill, 1993]. Bei den Integrinen handelt es sich um eine Familie von heterodimeren,
transmembranen Zelloberflichen-Rezeptoren, die aus jeweils einer a- und einer f-
Glykoprotein-Untereinheit aufgebaut sind. Dabei bestehen die einzelnen Untereinheiten aus
einer grol3en extrazellularen Domane, Uber die die Bindung der ECM-Proteine erfolgt, einer
transmembranen Region und einer kurzen zytoplasmatischen Doméne. Bislang wurden 18
a- und acht B-Untereinheiten identifiziert, die in unterschiedlichen Kombinationen assoziieren
kénnen [Gary et al., 2003]. Dabei werden, in Abhangigkeit von der Zusammensetzung der
Integrin-Rezeptoren, unterschiedliche Liganden erkannt und dementsprechend auch
unterschiedliche Signalwege beeinflusst [Smith et al., 1990]. Die Bindung von Integrinen an
die ECM erfolgt mittels Protein-Protein-Interaktionen Uber die Tripeptid-Sequenz Arginin-
Glycin-Asparaginsaure (RGD), die in einer Vielzahl von ECM-Proteinen, einschliel3lich
Fibronektin, Vitronektin und Kollagen, vorliegt [Aplin et al., 1998; Cheresh, 1987]. Nach der
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Liganden-Bindung lagern sich die beteiligten Integrin-Rezeptoren in der Zellmembran
zusammen und durchlaufen eine Konformationsédnderung. Diese Neu-Anordnung, die auch
als ,Clustering“ bezeichnet wird, fuhrt zur Bildung von Fokaladhasions-Komplexen mit
Zytoskelettproteinen (u.a. Vinculin, Talin, a-Actinin) und Signalproteinen, wie z.B.
Fokaladh&sions-Kinase pp125™¢ (FAK) und ,Integrin-linked kinase* (ILK) [Lafrenie &
Yamada, 1996]. Durch die Verbindung der ECM mit dem Aktin-Zytoskelett haben die
Integrine eine Funktion als Adhasions-Rezeptoren, wobei sie auch physikalisch oder
chemisch induzierte Veradnderungen der ECM, die z.B. die Struktur oder die
Zusammensetzung betreffen, erkennen. Integrine sind aber auch Signal-Rezeptoren, die
Uber die assoziierten Signalproteine sowohl eine Signaltransduktion vom ZellauReren nach
innen (,outside-in-signaling”) als auch vom Zellinneren nach auf3en (,inside-out-signaling“)
induzieren kénnen [Giancotti & Ruoslahti, 1999]. Dementsprechend sind Integrine in eine
Vielzahl von Prozessen involviert, die u.a. Differenzierung, Zellproliferation, Zelliberleben,
Wundheilung und Genexpression regulieren [Hynes, 1992].

Hinweise flr eine Beteiligung von ECM und Integrinen an Partikel-induzierten Effekten
stammen von Untersuchungen mit faserigen Asbest-Partikeln. So fuhrt eine Beschichtung
von Asbest-Fasern mit dem ECM-Protein Vitronektin in vitro zu einer erhfhten Phagoztyose
durch Mesothelzellen [Wu et al., 2000]. Diese Phagozytose kann dabei durch die
Inaktivierung von Integrinen vermindert werden [Liu et al., 2000]. Auch die Asbest-induzierte
Apoptose wird durch eine Inaktivierung der Integrin-vermittelten Signaltransduktion gehemmt
[Sandhu et al.,, 2000a]. In vivo wurde wahrend der Asbest-induzierten Mesotheliom-
Kanzerogenese zudem eine Hochregulation von Genen beobachtet, die in die Integrin-
vermittelte Signaltransduktion involviert sind [Sandhu et al., 2000b].

Neben den Integrinen wird auch eine Beteiligung des Zelloberflachen-Rezeptors EGF-R [vgl.
Abb. 1.3] an der Partikel-Zell-Interaktion diskutiert [Albrecht et al., 2004]. Beim EGF-R
handelt es sich um ein Glykoprotein, welches durch die Bindung von Liganden, wie z.B. dem
epidermalen  Wachstumsfaktor (EGF), dem  Heparin-bindenden  EGF-ahnlichen
Wachstumsfaktor (HB-EGF), Amphiregulin oder Epiregulin aktiviert wird [Fickova, 2002].
Dabei induziert die Liganden-Bindung eine Dimerisierung des EGF-R, die wiederum eine
Autophosphorylierung von Tyrosin-Resten in der Kinase-Domane des Rezeptors und damit
eine Aktivierung der intrinsischen Tyrosin-Kinase zur Folge hat. Die phosphorylierten
Aminosauren (AS) dienen als Bindungsstelle fir Adapterproteine, die das
Phosphorylierungssignal durch eine Kette von Signalproteinen vom Zytoplasma bis zum
Zellkern weitergeben. Anschliel3end wird der Rezeptor in den Lysosomen abgebaut [Decker,
1993]. Die EGF-R vermittelte Signaltransduktion induziert dabei zellulare Prozesse, die u.a.

an der Regulation von Adhasion, Zellwanderung, Differenzierung, Zelliberleben,
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Zellwachstum, Zellproliferation und Genexpression beteiligt sind [Yamanaka et al., 2003;
Fickova, 2002].

Bislang gibt es mehrere Studien mit faserigen Asbest-Partikeln sowie granularen Partikeln,
die auf eine Beteiligung des EGF-R an der Partikel-induzierten Signaltransduktion hindeuten.
So fluhrt ein direkter Kontakt von Mesothelzellen mit langen Asbest-Fasern in vitro zu einer
erhohten Expression des EGF-R, wobei dies eher auf die physikalische Partikel-Zell-
Interaktion als auf eine Partikel-induzierte ROS-Produktion zuriickzufihren ist. Die Asbest-
Fasern induzieren aber, neben der Expression, auch eine erhéhte Phosphorylierung des
EGF-R. Durch die Blockierung der EGF-R Kinase-Aktivitat mit Hilfe eines spezifischen
Inhibitors konnte in diesem Zusammenhang eine Beteiligung des EGF-R an der Asbest-
induzierten Apoptose gezeigt werden [Faux et al., 2001; Zanella et al., 1999; Pache et al.,
1998]. Im Gegensatz dazu fuhrt die Belastung von humanen bronchialen Epithelzellen mit
ultrafeinen CB-Partikeln zu einer EGF-R vermittelten Zellproliferation, die durch einen
spezifischen EGF-R Inhibitor vollstdndig gehemmt wird [Tamaoki et al., 2004].

Somit wurde sowohl eine Beteiligung des EGF-R als auch der Integrine an der Partikel-
induzierten Signaltransduktion nachgewiesen. Die Partikel-Effekte konnten daher
maoglicherweise auch durch Interaktionen zwischen diesen Zelloberflachen-Rezeptoren
vermittelt werden. Daflr spricht auch, dass in zahlreichen Studien funktionelle Verbindungen
zwischen der Integrin-induzierten Signaltransduktion und EGF-R vermittelten Signalwegen
beschrieben werden [Lee & Juliano, 2004; Moro et al., 2002; Kuwada & Li, 2000; Yu et al.,
2000; Moro et al., 1998; Wang et al., 1998].

Aus der Literatur ist weiterhin bekannt, dass Partikel, durch die eingangs beschriebene
Aufnahme in die Zielzellen oder durch die Interaktion mit Zelloberflachen-Rezeptoren,
unterschiedliche Signaltransduktionskaskaden, z.B. mit Beteiligung von Proteinkinase C
(PKC), Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen) und Proteinkinase B (AKT)
aktivieren kénnen [vgl. Abb. 1.3], wodurch die unterschiedlichen Endpunkte induziert werden
[Albrecht et al., 2004].

Die PKC ist eine Serin/Threonin-Kinase, die durch eine Vielzahl von extrazellularen Stimuli
aktiviert wird, und unterschiedliche Prozesse, wie z.B. Zellproliferation, Zellwachstum oder
Mitochondrien-induzierte Apoptose reguliert [Brodie & Blumberg, 2003].

Eine Beteiligung der PKC an der Partikel-induzierten Pathogenese wurde bei
Untersuchungen mit faserigen Asbest-Partikeln nachgewiesen [Shukla et al., 2003;
Perderiset et al., 1991].

Neben der PKC koénnen auch die MAP-Kinasen an der Partikel-induzierten
Signaltransduktion beteiligt sein [Albrecht et al., 2004]. MAP-Kinasen sind eine Gruppe von
Serin/Threonin-Kinasen, die durch eine Vielzahl von extrazellularen Stimuli, wie z.B.

Wachstumsfaktoren, Hormone, Zytokine, Entziindungen oder Stress, aktiviert werden und
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Signaltransduktionen von der Zelloberflache zum Zellkern vermitteln. In S&ugerzellen gibt es
mehrere Unterfamilien von MAP-Kinasen, zu denen die Extrazellular-regulierten Kinasen
(ERK1/2), die Jun N-terminalen Kinasen/Stress-aktivierten Proteinkinasen (JNK/SAPK1/2)
sowie p38 und ERKS5 gehdren [Johnson & Lapadat, 2002]. Die Mitglieder der MAP-Kinasen
werden durch MAP-Kinasen-Kinasen (MEK) an Threonin- und Tyrosin-Resten phosphoryliert
und dadurch aktiviert. MEKs wiederum werden von MAP-Kinasen-Kinasen-Kinasen (MEKK),
wie z.B. Raf, phosphoryliert und aktiviert [Cobb & Goldsmith, 1995]. Die Aktivierung dieser
MEKK/MEK/MAP-Kinasen-Signalkaskade kann dabei in der Aktivierung einer Vielzahl von
Signalproteinen und Transkriptionsfaktoren resultieren. Die Transkriptionsfaktoren
interagieren daraufhin mit regulatorischen Doméanen in der Promotor-Region von Genen, die
an der Regulation von Differenzierung, Zellproliferation oder Apoptose beteiligt sind [Albrecht
et al., 2002]. Des Weiteren haben MAP-Kinasen einen Einfluss auf Entzindungsreaktionen,
den Metabolismus sowie die Genexpression [Johnson & Lapadat, 2002].

Bei Studien mit faserigen Asbest-Partikeln bzw. granularen Partikeln, wie z.B. DEP, PM,
Quarz oder Kohlenstaub, wurde sowohl in vivo als auch in vitro eine Beteiligung von ERK1
und ERK2 an Partikel-induzierten Effekten beobachtet [Zhang et al., 2004; Buder-Hoffmann
et al., 2001; Wu et al., 2001]. So zeigten z.B. bronchiale und alveolare Epithelzellen nach der
Instillation von Kohlenstaub eine erhthte Phosphorylierung von ERK1/2 [Albrecht et al.,
2002]. In den meisten dieser Studien bezuglich der Partikel-induzierten Signalwege konnte
dabei eine Beteiligung der Autophosphorylierung des EGF-R an der Aktivierung von ERK1/2
nachgewiesen werden. Neben ERK1/2 kénnen aber auch JNK1 und JNK2 durch Partikel
aktiviert werden. So fiuhrt die Belastung von Lungenepithelzellen mit DEP oder Quarz zu
einer Induktion des JNK-Signalweges [Zhang et al., 2004; Shukla et al., 2001]. Bezuglich der
Aktivierung von JNK1/2 durch faserige Asbest-Partikel gibt es jedoch, in Abhangigkeit vom
Zellsystem, widersprichliche Beobachtungen. So induzieren Asbest-Fasern in
Lungenepithelzellen eine moderate Aktivierung von JNK1/2, wahrend Mesothelzellen keine
Asbest-vermittelte Aktivierung des JNK-Signalweges zeigen [Shukla et al., 2001; Jimenez et
al., 1997]. Im Gegensatz dazu konnte in Mesothelzellen nach der Belastung mit Asbest-
Fasern eine Dosis-abhéngige Phosphorylierung der p38 MAP-Kinase beobachtet werden
[Swain et al., 2004]. Die Belastung von Lungenepithelzellen mit DEP fuhrt zudem zu einer
gemeinsamen Aktivierung von ERK1/2, INK1/2 sowie p38 Sighalwegen [Zhang et al., 2004].
Allerdings ist bislang noch nicht geklart, welche dieser Signalwege letztendlich an der
Partikel-vermittelten Induktion von Apoptose oder Zellproliferation beteiligt sind. Ebenso
fehlen Informationen zu einer mdoglichen Interaktion dieser drei MAP-Kinasen-Signalwege
miteinander oder mit anderen Signalwegen nach einer Belastung mit Partikeln [Albrecht et
al., 2004].
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In diesem Zusammenhang wird u.a. auch eine Beteiligung des Signalweges der
Proteinkinase AKT diskutiert. AKT ist, ebenso wie PKC oder MAP-Kinasen, eine
Serin/Threonin-Kinase, von der bislang drei Isoformen bekannt sind. Die Aktivierung von
AKT, die in Abhangigkeit von der Phosphatidylinositol-3 (P13)-Kinase erfolgt, wird u.a. durch
eine Integrin-vermittelte Zelladhdsion und eine Vielzahl an Wachstumsfaktoren, wie z.B.
Insulin oder EGF, induziert [Shah et al., 2005; Fukuda et al., 2003]. Fur die vollstandige
Aktivitat der AKT-Kinase ist eine Phosphorylierung an einem Threonin- und einem Serin-
Rest essentiell [Kobayashi & Cohen, 1999; Delcommenne et al., 1998]. Die
Phosphorylierung des Threonins wird dabei durch die Phosphatidylinositol-3 abhangige
Kinase-1 (PDK1) vermittelt. FUr die Serin-Phosphorylierung hingegen gibt es
widerspruchliche Aussagen. So wird zum einen eine Autophosphorylierung und zum anderen
eine Beteiligung von Proteinkinasen wie z.B. PDK2 oder ILK, diskutiert [Troussard et al.,
2003; Toker & Newton, 2000; Alessi et al., 1997]. Der PI3-Kinase/AKT-Signalweg ist an der
Regulation von Signalwegen beteiligt, die u.a. Metabolismus, Genexpression, Angiogenese,
Zellproliferation und Zelliberleben kontrollieren. Letzteres wird dabei entweder durch die
Hemmung von pro-apoptotischen Signalen oder durch die Aktivierung von anti-apoptotischen
Prozessen in der Zelle beeinflusst [Brazil & Hemmings, 2001; Datta et al., 1999].

Bislang gibt es nur wenige Hinweise auf eine Beteiligung von AKT an Partikel-induzierten
Effekten. So wurde zum einen in Mesothelzellen nach Behandlung mit faserigen Asbest-
Partikeln eine gleichzeitige Aktivierung von ERK1/2 und AKT beobachtet, die durch ;-
Integrine vermittelt wird [Berken et al., 2003]. Zum anderen induzieren DEP in Epidermis-
Zellen eine PI3-Kinase abh&angige Phosphorylierung von AKT, wohingegen ERK1/2 nur in
geringem Mal3e aktiviert werden [Ma et al., 2004].

Durch die Partikel-vermittelte Induktion der beschriebenen PKC-, AKT- bzw. MAP-Kinasen-
Signalwege konnen unterschiedliche Transkriptionsfaktoren, wie z.B. Aktivatorprotein-1
(AP-1) und nukleéarer Transkriptionsfaktor Kappa B (NF-kB), aktiviert werden [vgl. Abb. 1.3].
Diese Aktivierung wiederum kann Verdnderungen in der Apoptose- oder Zellproliferations-
Rate verursachen. Zudem kann die Induktion der Transkriptionsfaktoren in der Aktivierung
von Wachstumsfaktoren, einschliel3lich dem Transformierenden Wachstumsfaktor beta
(TGF-B) oder Zytokinen, wie z.B. Interleukin 8 (IL-8), Interferon gamma (IFN-y) und den
Tumor-Nekrose-Faktoren alpha und beta (TNF-a, TNF-B) resultieren [Albrecht et al., 2004].
Sowohl Studien mit faserigen Asbest-Partikeln als auch mit granularen Partikeln konnten
eine Beteiligung von AP-1 und NF-kB an Partikel-induzierten Effekten zeigen [Brown et al.,
2004; Zhang et al., 2004; Ramos-Nino et al., 2003; Albrecht et al., 2002; Timblin et al., 2002;
Shukla et al., 2001; Shukla et al., 2000; Unfried et al., 2000; Takizawa et al., 1999; Janssen
et al., 1997].
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Abb. 1.3:  Madgliche Partikel-induzierte Signalwege [verandert nach Albrecht et al., 2004].

In Abb. 1.3 sind die beschriebenen Signalwege, die moglicherweise an den Partikel-
induzierten Effekten beteiligt sind, zusammengefasst. Demnach k&nnen Partikel Uber
Interaktionen mit der Zellmembran, Zelloberflichen-Rezeptoren oder Proteinen der ECM
unterschiedliche Signalwege induzieren, die in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
resultieren. Als Endpunkte fir die Partikel-induzierten Signalwege werden Apoptose und
Zellproliferation, aber auch die Expression bzw. Freisetzung von pro-inflammatorischen
Zytokinen oder Chemokinen beeinflusst. Dabei haben Charakteristika, wie z.B.
Partikelgré3e, Oberflachen-Reaktivitat und chemische Zusammensetzung der Partikel, einen
entscheidenden Einfluss auf die beschriebenen Endpunkte. So kdnnen unterschiedliche
Partikel scheinbar unterschiedliche Signalwege induzieren und damit auch unterschiedliche

Effekte auf die Endpunkte ausiben.
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1.4 Zielsetzung

Granulare Partikel induzieren, in Abhangigkeit von ihrem aerodynamischen Durchmesser,
Uber direkte und indirekte Effekte unterschiedliche Signalwege, die an der Entwicklung von
malignen Lungenerkrankungen beteiligt sind. Eine Vielzahl an epidemiologischen Studien
weist dabei auf eine erhthte Assoziation zwischen Erkrankungen und ultrafeinen Partikeln
hin. Zudem ist bekannt, dass ultrafeine Partikel pathogener sind als inhalierbare, aber nicht
ultrafeine Partikel des gleichen Materials [Driscoll et al., 1996]. Die dabei zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen, die durch ultrafeine Partikel vermittelt werden, sind bis dato
jedoch noch weitestgehend unverstanden.
Daher sollten in der vorliegenden Arbeit Effekte untersucht werden, die
Verbrennungsgenerierte ultrafeine Kohlenstoff-Partikel auf Zellen des Lungenepithels
austben und moglicherweise in der Induktion von Apoptose und/oder Zellproliferation
resultieren kénnen. Als Modellstaub wurden ultrafeine CB-Partikel eingesetzt, die aufgrund
der geringen Kontaminationen mit Ubergangsmetallen oder PAKs auch als Kernpartikel fur
die Untersuchung reiner Partikeleffekte genutzt werden kénnen. Als in vitro Versuchssystem
diente eine alveolare Typ Il Epithel-Zelllinie aus Ratten (RLE-6TN) [Driscoll et al., 1995].
Durch einen, unabhangig von der vorliegenden Arbeit mit einer anderen Fragestellung
durchgefuhrten, Tierversuch mit Ratten, die mittels intratrachealer Instillation mit CB
behandelt wurden, stand das entsprechende in vivo System ebenfalls zur Verfligung.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit galt es dabei folgende Fragestellungen zu untersuchen:
) Sind Signalproteine, wie z.B. MAP-Kinasen und AKT, welche die zellularen Endpunkte
Apoptose und/oder Zellproliferation induzieren koénnen, an der CB-induzierten
Signaltransduktion beteiligt?
[I)  Sind Integrine oder der EGF-R in die Partikel-Zell-Interaktionen involviert?
ll)  Welche intrazellularen Proteine, wie z.B. FAK, ILK oder PI3-Kinase, sind an der
Weiterleitung der CB-induzierten Signale beteiligt?
Fur die Charakterisierung der Feinstaub-induzierten Signaltransduktionen wurden Methoden
der molekularen Biologie, der Proteinbiochemie und der Immunbiochemie eingesetzt. Die an
der Signalweiterleitung beteiligten Komponenten, d.h. Zelloberflachen-Rezeptoren ebenso
wie intrazellulare Signalproteine, wurden mit Hilfe von spezifischen Inhibitoren und durch die
Bestimmung der Aktivitat untersucht. Zudem sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine
Kinase-inaktive Mutante der ILK hergestellt und fir die transiente Transfektion der

Lungenepithel-Zelllinie eingesetzt werden.



Material und Methoden

15

2. Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Gerate und Labor-Materialien

Autoklav, Tecnoclav
Binokular, Leitz

Brutschrank fur Bakterien

Brutschrank fur Zellkulturen (HERAcell 240)

Gelkammern

Dual gel vertical unit

Agarose-Gelelektrophoresekammer

Glas-Teflon-Potter
Heizblocke
Bioblock Scientific
DNA Thermal Cycler
Trio-Thermoblock
Horizontal-Wasserbadschdttler
Mikroskope
Leitz
Olympus BX 60 Phasenkontrast
pH-Meter, PHM 83 Autocal
Photometer
Gene Quant Il
MR 5000 Spektrophotometer
Multiskan Ascent
Schiittler, Polymax 1040
Spannungsgeber, EPS 500/400
Sterilbank
Western Blot Transferkammer
Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell
Ultraschallbad, Bransonic 220
Waagen
Mettler PC 440, DeltaRange
Sartorius 1602 MP

Integra Biosciences, Fernwald
Leica Microsystems, Wetzlar
Bachofer Laboratoriumsgeréte, Reutlingen

Kendro, Hanau

Sigma, Taufkirchen
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden

B. Braun Biotech International, Melsungen

Thermolyne Corp., Dubuque, USA
Perkin Elmer Cetus, Wellesley, USA
Biometra, Goéttingen

Infors AG, Bottmingen, Schweiz

Leica Microsystems, Wetzlar
Olympus, Hamburg

Radiometer, Kopenhagen, Danemark

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Dynatech, Embrach, Schweiz

Labsystems Inc., Waltham, USA

Heidolph Instruments, Kelheim

Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, USA
W.H. Mahl, Kaarst

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Branson, Danbury, USA

Mettler-Toledo, Giessen

Sartorius, Gottingen
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Wasserbad
Zentrifugen
Eppendorf-Zentrifuge 5414 C
Rotanta/RP
Sigma 3K30
Sorvall RC-5, SS34 Rotor

Kottermann, Uetze/Hanigsen

Eppendorf, Hamburg
Hettich Zentrifugen, Bach, Schweiz
B. Braun Biotech International, Melsungen

Kendro Laboratory Products, Langenselbold

Alle weiteren Geréate werden an entsprechender Stelle im Methodenteil [vgl. 2.2] aufgefihrt

oder entsprachen dem Uublichen Laborstandard. Die Labor-Materialien fur Zellkultur und

Bakterien-Anzucht wurden von den Firmen TPP (Trasadingen, Schweiz), Greiner Bio-One

(Frickenhausen) und Eppendorf (Hamburg) bezogen.

2.1.2 Feinchemikalien, Enzyme und Verbrauchsmateria lien

Agarose
Ammoniumacetat

Ammoniumperoxiddisulfat (APS)

Ampicillin

Bakto-Agar

Bakto-Trypton/Pepton
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-3-D-galaktosid (X-Gal)
Bromphenolblau

Chloroform

Coomassie Brillant Blau G-250
Desoxycholsaure-Natriumsalz (DOC)
Desoxynukleosidtriphosphat (dNTP)-Mix
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid (DMSO)
2,4-Dinitrophenylhydrazin

Dithiothreitol (DTT)

Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Gré3enstandard
(Small Ladder)

Ethidiumbromid
Ethylendiamin-N,N,N’,N’'-tetraessigsaure (EDTA)

Roth, Karlsruhe

J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Pharmacia  Biotech, Uppsala,
Schweden

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Fluka, Buchs, Schweiz

Roth, Karlsruhe

Eurogentec, Seraing, Belgien
Roche Diagnostics, Mannheim
Roth, Karlsruhe
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Ficoll

Fotochemikalien (GBX Entwickler und Fixierer)
Glycerin

Glycin

Hefe-Extrakt

IGEPAL CA-630 (Nonidet-40)
Isopropyl-B-D-thiogalaktosid (IPTG)
Milchpulver

B-Mercaptoethanol

Natriumazid (NaNs)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumpyruvat
B-Nicotinamidadenindinukleotid (B-NADH)
Phenol

Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalz-Lésung
(PBS)

Phosphatase-Inhibitor Cocktail 2
Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat (Tween-20)
Ponceau S Farbeldsung

Protease-Inhibitor Cocktall

Protein A Agarose

Restriktionsenzyme

Rinderserumalbumin (BSA)

Rotiphorese Gel 30

Saccharose

Taurin

N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Xylencyanol FF

Pharmacia  Biotech, Uppsala,
Schweden

Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Stratagene, La Jolla, USA
TSI, Zeven

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Upstate, Dundee, Grol3britannien
Roche Diagnostics, Mannheim
Fluka, Buchs, Schweiz

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Weitere an dieser Stelle nicht aufgefihrte Chemikalien und Enzyme werden an

entsprechender Stelle im Methodenteil [vgl. 2.2]

verschiedenen Herstellern in Analysequalitét bezogen.

beschrieben oder wurden von



Material und Methoden

2.1.3 Antikérper fur immunbiochemische und proteinb iochemische Methoden

Primar-Antikorper:

Kaninchen-Anti-AKT polyklonaler Antikorper Cell Signaling, Danvers, USA
Kaninchen-Anti-Phospho-AKT (Ser*”) polyklonaler
Antikérper Cell Signaling, Danvers, USA
Kaninchen-Anti-Phospho-FAK (Tyr**") polyklonaler
Antikorper Upstate, Dundee, Grol3britannien
Kaninchen-Anti-Phospho-Glykogen-Synthase-

Kinase 3 (GSK-3) a/B (Ser**®) polyklonaler Antikérper

Kaninchen-Anti-ILK polyklonaler Antik6rper

Cell Signaling, Danvers, USA

Upstate, Dundee, Grol3britannien

Kaninchen-Anti-ILK1 polyklonaler Antikérper
Kaninchen-Anti-Integrin B3 polyklonaler Antikorper
Kaninchen-Anti-Integrin Bs polyklonaler Antikorper
Kaninchen-Anti-Integrin a; polyklonaler Antikorper
Kaninchen-Anti-Integrin a, polyklonaler Antikorper
Kaninchen-Anti-Integrin az polyklonaler Antikorper
Kaninchen-Anti-Integrin a, polyklonaler Antikorper
Kaninchen-Anti-Integrin as polyklonaler Antikorper
Kaninchen-Anti-Integrin a, polyklonaler Antikdrper
Kaninchen-Anti-p38 MAP-Kinase polyklonaler
Antikérper

Kaninchen-Anti-Phospho-p38 MAP-Kinase
(Thr'®%/Tyr'®) polyklonaler Antikérper
Kaninchen-Anti-p44/42 MAP-Kinase polyklonaler
Antikorper

Kaninchen-Anti-Phospho-p44/42 MAP-Kinase
(Thr*®/Tyr*®*) polyklonaler Antikorper
Kaninchen-Anti-Phospho-MEK1/2 (Ser?"?%%)
(166F8) monoklonaler Antikorper
Kaninchen-Anti-Phospho-Raf (Ser?*®) polyklonaler
Antikorper

Kaninchen-Anti-SAPK/JNK polyklonaler Antikorper
Kaninchen-Anti-Phospho-SAPK/INK (Thr'®%/Tyr'®)
polyklonaler Antikérper

Maus-Anti-AKT (1G1) monoklonaler Antikorper,

immobilisiert durch Kopplung an Agarose-Kugeln

Cell Signaling, Danvers, USA
Chemicon, Temecula, USA
Chemicon, Temecula, USA
Chemicon, Temecula, USA
Chemicon, Temecula, USA
Chemicon, Temecula, USA
Chemicon, Temecula, USA
Chemicon, Temecula, USA

Chemicon, Temecula, USA

Cell Signaling, Danvers, USA

Cell Signaling, Danvers, USA

Cell Signaling, Danvers, USA

Cell Signaling, Danvers, USA

Cell Signaling, Danvers, USA

Cell Signaling, Danvers, USA
Cell Signaling, Danvers, USA

Cell Signaling, Danvers, USA

Cell Signaling, Danvers, USA
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Maus-Anti-FAK monoklonaler Antikdrper (Klon 4.47) Upstate, Dundee, Grol3britannien
Maus-Anti-HA-tag monoklonaler Antikorper
(Klon 12CAb5) Roche Diagnostics, Mannheim

Maus-Anti-Integrin $; monoklonaler Antikdrper BD Biosciences, San José, USA

Sekundar-Antikorper:

Ziege-Anti-Kaninchen Immunglobulin G (1gG)
Meerrettich-Peroxidase (HRP) Sigma, Taufkirchen
Ziege-Anti-Maus 1gG HRP Sigma, Taufkirchen

Die jeweils eingesetzten Antikdrper-Verdiinnungen werden im entsprechenden Ergebnisteil

angegeben.

2.1.4 Partikel

Ultrafeines CB (Printex 90) wurde von Degussa (Frankfurt) bezogen. Die Priméar-Partikel
haben einen aerodynamischen Durchmesser von 14 nm, eine Gr6é3e von 7,7 - 28,2 nm und
eine spezifische Dichte von 1,82 - 1,89 g/cm®. Die Verunreinigungen mit PAKs liegen unter
0,1 % [Stone et al., 1998].

Die CB-Partikel wurden in einer Konzentration von 1 mg/ml in PBS suspendiert und fir 1 h
im Ultraschallbad (220 — 240 V, 120 W, 50 — 60 Hz) behandelt, um eine vollstandige
Dispersion zu gewahrleisten. Die fir die jeweilige Belastung der RLE-6TN Zellen [vgl. 2.1.7
und 2.2.1.4] eingesetzten Konzentrationen werden im entsprechenden Ergebnisteil

angegeben.

2.15 Inhibitoren und Stimulatoren

Inhibitoren:

AKT-Inhibitor:
SH-5 (D-3-Desoxy-2-O-methyl-myoinositol-1-[(R)-2-methoxy-3(octadecyloxy)-propyl-
hydrogenphosphat]) (Alexis Biochemicals, Lausen, Schweiz) hemmt die

473

Phosphorylierung von AKT an Ser””” und damit die Aktivierung der Kinase [Kozikowski

et al., 2003]. SH-5 wurde in einer Konzentration von 10 mM in A. dest geldst. Vor der
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Belastung mit CB [vgl. 2.1.4 und 2.2.1.4] wurden die RLE-6TN Zellen [vgl. 2.1.7] mit
0,01 — 1 pM SH-5 fur 1 h inkubiert.

EGF-R-Inhibitor:
Tyrphostin AG 1478 (Sigma, Taufkirchen) ist ein spezifischer Inhibitor der EGF-R
Tyrosin-Kinase-Aktivitat [Osherov & Levitzki, 1994]. Tyrphostin AG 1478 L&sungen
(10 mM) wurden mit DMSO hergestellt. Die RLE-6TN Zellen wurden mit 10 pM
Tyrphostin AG 1478 bei einer DMSO-Endkonzentration von 0,1 % (v/v) fur 1 h

vorinkubiert und im Anschluss mit CB belastet.

Integrin inhibierende Substanzen:
Der monoklonale Antikdrper Hamster-Anti-Ratte CD29 (B;-Integrin (No Azide/Low
Endotoxin), Isotyp Hamster Immunglobulin M (IgM), BD BioSciences Pharmingen, San
José, USA) bindet an die extrazellulare Doméane der B;-Integrin Untereinheit, verhindert
dadurch die Bindung von B;-Integrin an die ECM und damit die B;-Integrin gerichtete
Signaltransduktion vom ZellauReren nach innen (,outside-in-signaling”) [Chen et al.,
2004]. Der Antikorper lag in einer Konzentration von 1 mg/ml vor. Weitere
Verdinnungen erfolgten mit PBS. Vor der Belastung mit CB wurden die RLE-6TN
Zellen mit 1 pg/ml Anti-CD29 fur 1 h inkubiert.
Der monoklonale Antikérper Maus-Anti-Hamster IgM (BC BioSciences Pharmingen,
San José, USA), der nicht an Integrine bindet, diente als Negativkontrolle fur den
spezifischen pi-Integrin  Antikérper CD29 [Cruet-Hennequart et al., 2003]. Der
Antikorper, der in einer Konzentration von 1 mg/ml vorlag, wurde mit PBS verdiunnt.
Die RLE-6TN Zellen wurden mit 1 pg/ml Anti-Hamster IgM fir 1 h vorinkubiert und im
Anschluss mit CB belastet.
Das Peptid RGDS (H-Arg-Gly-Asp-Ser-OH) (Calbiochem Merck Biosciences,
Schwalbach) hemmt eine Vielzahl von Integrinen durch die Bindung an ihre RGD-
Erkennungssequenz [Ruoslahti & Pierschbacher, 1987]. Das RGD-Peptid wurde in
einer Konzentration von 100 mM in A. dest geldst. Vor der Belastung mit CB wurden
die RLE-6TN Zellen mit 10 uM RGD fir 1 h inkubiert.
Das Peptid GRADSP (H-Gly-Arg-Ala-Asp-Ser-Pro-OH) (Calbiochem  Merck
Biosciences, Schwalbach), welches sich in einer AS von der RGD-Sequenz
unterscheidet, bindet nicht an Integrine und wurde daher als Negativkontrolle fir das
RGD-Peptid eingesetzt [Ruoslahti & Pierschbacher, 1987]. Das Kontrollpeptid wurde in
einer Konzentration von 50 mM in 5 % (v/v) Essigsaure gelost. Die RLE-6TN Zellen

wurden mit 10 pM Kontrollpeptid fir 1 h vorinkubiert und im Anschluss mit CB belastet.
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MEK-Inhibitor:
PD 98059 (2'-Amino-3’-methoxyflavon) (Calbiochem Merck Biosciences, Schwalbach)
ist ein allosterischer, reversibler MEK-Inhibitor [Dudley et al., 1995]. Der Hemmstoff
wurde in einer Konzentration von 2,6 mM in Methanol gel6st. Vor der Belastung mit CB
wurden die RLE-6TN Zellen mit 10 uM PD 98059 fir 1 h inkubiert.

P13-Kinase Inhibitoren:

LY 294002 (2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on) (Calbiochem Merck
Biosciences, Schwalbach) bindet reversibel an die ATP-Bindungsstelle der
katalytischen Untereinheit der PI3-Kinase [Srivastava, 1998]. Der Inhibitor wurde in
einer Konzentration von 16 mM in Ethanol gel6st. Die RLE-6TN Zellen wurden mit
1 puM LY 294002 fir 30 min vorinkubiert und im Anschluss mit CB belastet.

Wortmannin (Alexis Biochemicals, Lausen, Schweiz) hemmt die PI13-Kinase irreversibel
durch die Bindung an die ATP-Bindungsstelle [Walker et al., 2000]. Wortmannin-
Ldsungen (12 mM) erfolgten in Methanol. Vor der Belastung mit CB wurden die RLE-
6TN Zellen mit 10 nM Wortmannin fir 30 min inkubiert.

Stimulatoren:

Als Positivkontrolle fir die Aktivierung der EGF-R Signaltransduktionskaskade diente eine
EGF-Losung (10 pg/ml in A. dest) (Bioscource, Nivelles, Belgien) [Miyamoto et al., 1996]. Die
Behandlung der RLE-6TN Zellen erfolgte dabei fiir 5 min mit 100 ng/ml EGF.

2.1.6 Tiergewebe

Die in dieser Arbeit untersuchten Lungengewebe wurden freundlicherweise von Dr. Klaus
Unfried und Dr. Roel Schins (Institut fur Umweltmedizinische Forschung, Dusseldorf) zur
Verfliigung gestellt.

Die Lungengewebe stammten aus acht Wochen alten, weiblichen Big Blue®-Ratten (Typ
Fischer 344) (Stratagene, La Jolla, USA), die einmal wodchentlich mittels intratrachealer
Instillation behandelt wurden. Dabei wurden jeweils sieben Tiere (CB-Gruppe) mit 25 mg
CB/kg Karpergewicht, suspendiert in Kochsalz (NaCl)-Losung, belastet. Sieben weitere Tiere
(Kontrollgruppe) wurden nur mit NaCl-Lésung behandelt. Vier Wochen nach Beginn der
Behandlung wurden die Tiere getttet. Nach einer Lungenlavage wurden die Lungengewebe
prapariert, zerkleinert, durchmischt und schockgefroren. Im Anschluss wurden die

Lungengewebe bis zur Proteinextraktion [vgl. 2.2.5.1] bei -80 T gelagert.
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2.1.7 Zelllinien

RLE-6TN: Immortalisierte alveolare Typ Il Epithel-Zelllinie aus adulten Ratten
(ATCC, Manassas, USA) [Driscoll et al., 1995]. Um
morphologische oder physiologische Verédnderungen
auszuschlieen, wurden RLE-6TN Zellen nur von Passage 5 bis
Passage 40 verwendet.

2.1.8 Bakterien-Stdmme

Fur die Transformation kompetenter Bakterien-Zellen [vgl. 2.2.4.1 und 2.2.4.6] wurden

folgende Escherichia coli (E. coli) Stdamme eingesetzt:

E. coli TOP10F:

E. coli XL1-Blue:

F{laclTn10(Tet®)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15
AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL
endAl nupG (Invitrogen Life  Technologies, Paisley,

GrofR3britannien)

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac[F proAB lacl®
ZAM15 Tn10(Tet)] (Stratagene, La Jolla, USA)

219 Klonierungs- und Expressionsvektoren

pCR®II-TOPO®:

pCMV-6 HA:

4 kb groBer Plasmidvektor mit 3'-Thymin-Uberhangen und
kovalent gebundener Topoisomerase | fir die direkte Ligation von
PCR-Produkten mit 3'-Adenin-Uberhangen (Invitrogen Life

Technologies, Paisley, GroRRbritannien).

4,9 kb groRer Vektor mit CMV-Promotor und N-terminalem HA-tag
zur Expression von Proteinen in Saugerzellen. Der Vektor wurde
freundlicherweise von Dr. Thomas Franke (Columbia University,

New York, USA) zur Verfigung gestellt.
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2.1.10 Plasmide

PCMV-6 HA AKT (K179M):

pCMV-6 HA-Derivat, enthdlt ein 1.442 Bp grofes
Xbal/BamHI AKT-Fragment mit einer Punktmutation, die in
der ATP-Bindungsstelle an Position 179 zum Austausch des
Lysin-Restes zu Methionin fuhrt. Dieser AS-Austausch hat
eine Hemmung der Kinase-Aktivitat zur Folge. Das AKT-
Konstrukt wurde freundlicherweise von Dr. Thomas Franke
(Columbia University, New York, USA) zur Verfigung
gestellt [Franke et al., 1995].

In dieser Arbeit hergestellte Plasmide:

pCRII ILK 25/8:

pCRII ILK 25/8 E359K:

pCMV-6 HA ILK 25/8 E359K-5:

2.1.11  Oligonukleotide

pCR®II-TOPO® Derivat, enthalt ein 1.359 Bp groRes
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Fragment fur ILK (aus
Ratten, NCBI  Zugangsnummer: NM_133409) mit
beidseitigen 3’-Adenin-Uberhangen.

5,2 kb groRBes Derivat von pCRII ILK 25/8 mit einer
Punktmutation in der ILK-Sequenz, die in der Subdoméne
VIII an Position 359 zum Austausch des Glutaminséure-
Restes zu Lysin flhrt. Dieser AS-Austausch resultiert in

einer Hemmung der Kinase-Aktivitat [Persad et al., 2001].

pCMV-6 HA-Derivat mit einem 1.359 Bp grof3en EcoRI ILK-
Fragment mit 3-Adenin-Uberhdngen und einem AS-
Austausch von Glutaminséure zu Lysin an Position 359 in
der Subdomane VIII [Persad et al., 2001].

Fur die Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR) [vgl. 2.2.4.3] und die in vitro-Mutagenese

[vgl. 2.2.4.6] wurden verschiedene genspezifische Oligonukleotide durch die Firma MWG

Biotech (Ebersberg) synthetisiert.

Vektor-homologe Oligonukleotide fur die Sequenzierung [vgl. 2.2.4.7] wurden von der Firma

Scientific Research and Developmental GmbH (SRD, Oberursel) hergestellt.
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Start- und Stop-Codons sind durch eckige Klammern markiert, wohingegen

Basenfehlpaarungen unterstrichen sind.

Oligonukleotide fir RT-PCR und in vitro-Mutagenese:

ILK-Start: 23-mer:
5'-[ATG]JGACGACATTTTCACTCAGTG-3
ILK-Stop: 24-mer:
5'-[CTA]ICTTGTCCTGCATCTTCTCCAA-3’
ILKE359Kfwd: 37-mer:
5-CCTGCCTGGGTGGCCCCTAAAGCCCTGCAAAAGAAGC-3’
ILKE359Krev: 37-mer:

5-GCTTCTTTTGCAGGGCTTTAGGGGCCACCCAGGCAGG-3’

Oligonukleotide flir Sequenzierungen:

ILK-Mid: 17-mer:
5-CTTCGAGAGCTTCTCCG-3
ILK-Ori: 25-mer:
5-GCTCCTCGAGGAACTGAAAAACCAG-3
ILKrev: 19-mer:
5-GTCCTGCATCTTCTCCAAG-3
M13fwd: 16-mer:
5-GTAAAACGACGGCCAG-3
M13rev: 17-mer:
5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3
pCMILKOri: 21-mer:

5-GATCTGGTACCACGCGTATCG-3’
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1  Zellkultur-Medien

RLE-6TN Néhrmedium: Ham’s F12 Medium
2 mM L-Glutamin
5 % (v/v) fotales Kéalberserum (FCS)
50 U/ml Penicillin
50 pg/ml Streptomycin
2,5 ug/ml Amphotericin B

RLE-6TN Hungermedium: Ham’'s F12 Medium
2 mM L-Glutamin
0,5 % (v/v) FCS
50 U/ml Penicillin
50 pg/ml Streptomycin
2,5 pg/ml Amphotericin B

Die Bestandteile der Zellkultur-Medien wurden von der Firma Sigma (Taufkirchen) bezogen.
FCS wurde vor Gebrauch fir 30 min bei 56 T inaktiviert und anschlieRend bei -20 T

gelagert.

2.2.1.2  Subkultivierung

RLE-6TN Zellen [vgl. 2.1.7] sind adharent und wachsen in einer konfluenten Zellschicht
(Monolayer). Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank bei 37 C, 5 % CO , und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit in 75 — 175 cm? Zellkultur-Flaschen mit 10 — 30 ml Nahrmedium [vgl.
2.2.1.1]. Einmal pro Woche wurden die Zellen passagiert und alle 2 — 3 Tage wurde das
Nahrmedium gewechselt. Verwendete Puffer und Medien wurden hierzu jeweils auf 37 €
temperiert.

Fur die Subkultivierung der Zellen wurde das Nahrmedium abgesaugt. Die Zellen wurden 1 x
mit PBS gewaschen und anschlieBend fur 20 s mit einer Trypsin/EDTA-LAsung (Biochrom,

Berlin) versetzt. Nach einer Inkubation fir 2 — 5 min bei 37 T wurden die Zellen in frischem
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Nahrmedium aufgenommen, mit Hilfe eines Zellschabers vom Flaschenboden abgelést und
in ein 50 ml Polypropylenréhrchen Uberfiihrt. Anschlieend wurden die Zellen zentrifugiert
(760 Umdrehungen pro Minute (rpm), 6 min) und das Pellet wurde in 10 ml Nahrmedium
resuspendiert. Die Zellen wurden 1:10 verdinnt in neue Zellkultur-Flaschen mit 10 ml
frischem Nahrmedium gegeben.

Fir die Herstellung von Gefrierkulturen wurden 2 x 10° Zellen mit 1 ml Nahrmedium und 1 ml
22 % (viv) DMSO (in FCS) versetzt und in Einfrierréhrchen fur 15 min bei 4 T gelagert.
Nach einer Inkubation fur 48 h bei -80 < wurden di e Gefrierkulturen in flissigem Stickstoff
aufbewahrt.

Bei der Revitalisierung wurde die Gefrierkultur aus dem fliissigen Stickstoff direkt in ein
Wasserbad gegeben und bei 37 T vollstandig aufgeta ut. AnschlieRend wurden die Zellen
langsam in 50 ml Nahrmedium aufgenommen und zentrifugiert (760 rpm, 6 min). Das Pellet
wurde in 5 ml N&ahrmedium resuspendiert und in 25 cm? Zellkultur-Flaschen ausgeséat. Nach

24 — 48 h wurde das Nahrmedium gewechselt.

2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Um die RLE-6TN Zellen [vgl. 2.1.7] in einer definierten Dichte auszusaen, wurde die Zellzahl
bestimmt. Dazu wurden die Zellen wie bei der Subkultivierung [vgl. 2.2.1.2] vom Boden der
Zellkultur-Flaschen abgel6st, zentrifugiert (760 rpm, 6 min) und in 5 ml Nahrmedium [vgl.
2.2.1.1] resuspendiert. Von der Zellsuspension wurden 10 ul auf eine Neubauer-Zahlkammer
(Brand, Ludwigshafen) gegeben. Unter dem Mikroskop wurden die Zellen von mindestens
zwei GrofRRquadraten ausgezahlt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte anhand des

Verdinnungsfaktors und der Kammerkonstante der Neubauer-Z&hlkammer.

2.2.1.4 Belastung von Zelllinien mit Partikeln und Inhibitoren/Stimulatoren

Fur die Belastung der RLE-6TN Zellen [vgl. 2.1.7] mit CB [vgl. 2.1.4] bzw. Inhibitoren oder
Stimulatoren [vgl. 2.1.5], sowie den Adhasions-Test [vgl. 2.2.3.1] wurden die Zellen, nach der
Bestimmung der Zellzahl [vgl. 2.2.1.3], in einer definierten Dichte ausgesat.

Die Belastung der Zellen, die fur die proteinbiochemischen Analysen [vgl. 2.2.5] eingesetzt
wurden, erfolgte auf 6-Loch-Zellkultur-Platten, wobei pro Feld (9,6 cmz) 3,84 x 10° Zellen in
3 ml Nahrmedium [vgl. 2.2.1.1] zur Aussaat kamen. Fir die transienten Transfektionen [vgl.
2.2.3.2] wurden 2,88 x 10° Zellen pro Feld ausgeséat. Fiir die enzymatischen Analysen [vgl.

2.2.7] sowie die Praparation von Gesamt-Ribonukleinsdure (RNA) [vgl. 2.2.4.2] kamen 3 x
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10° Zellen in 10 ml Nahrmedium pro 75 cm? Zellkultur-Flasche zur Aussaat, wahrend fir den
Adhasions-Test 3 x 10° Zellen in 20 ml Nahrmedium pro 175 cm? Zellkultur-Flasche ausgesét
wurden.

Nach einer Inkubation im Brutschrank fir 24 h bei 37 C, 5 % CO, und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit lag eine zu 80 — 90 % konfluente Zellschicht vor. Das Nahrmedium wurde
abgenommen, die Zellen wurden 2 x mit PBS gewaschen und fir 20 h in Hungermedium
(0,5 % (viv) FCS) [vgl. 2.2.1.1] inkubiert, um die Zellen in der Ruhephase zu arretieren.

Im Anschluss erfolgte die Belastung der Zellen mit CB bzw. Inhibitoren oder Stimulatoren,
wobei alle Substanzen direkt zum Hungermedium zugegeben wurden. Die Dauer der
Belastung sowie die jeweils eingesetzten Konzentrationen werden im entsprechenden

Ergebnisteil angegeben.

2.2.2 Bakterien-Anzucht

2.2.2.1 Bakterien-Medium

Luria-Bertani (LB)-Medium [Sambrook et al., 1989]: 10 g/l NaCl
10 g/l Bakto-Trypton/Pepton
5 g/l Hefe-Extrakt
pH 7,5

Zur Herstellung von Kulturplatten wurde dem LB-Medium 1,5 % (w/v) Bakto-Agar zugesetzt.

Die Medien wurden zur Sterilisation autoklaviert (20 min, 121 C, 1 bar Uberdruck). Zur
Selektion der Ampicillin-Resistenz wurden dem Medium bei einer Temperatur von héchstens
60 € nach dem Autoklavieren 100 mg/l Ampicillin (s terilfiltriert, 0,45 pum Porenweite,

Einmalfilter, Pall Corporation, Ann Arbor, USA) zugesetzt.

2.2.2.2 Bakterien-Anzucht

Um Einzelkolonien zu erhalten, wurden die E. coli Bakterien [vgl. 2.1.8] mit einer Impfose auf
LB-Agar [vgl. 2.2.2.1] mit Ampicillin ausgestrichen und fir 16 — 18 h bei 37 T im Brutschrank
inkubiert.

Die Anzucht der Bakterien in kleinen Kulturvolumina (ca. 2 ml) erfolgte in sterilen 12 ml
Gefalden in einem Horizontal-Wasserbadschuttler mit 200 — 250 rpm fir 16 — 18 h bei 37 C.



Material und Methoden 28

Die Kulturen wurden jeweils mit einer Einzelkolonie angeimpft. Zur Bakterien-Anzucht in
groBeren Kulturvolumina (50 - 100 ml) wurden sterile Schikanen-Erlenmeyerkolben
verwendet, die mit einer tber Nacht gewachsenen Vorkultur 2%-ig (v/v) angeimpft wurden.

Zur langfristigen Lagerung von Bakterien-Zellen wurden 30%-ige (v/v) Glycerin-Kulturen

angelegt und bei -80 T gelagert.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Adhasions-Test

Als Positivkontrolle fiir die Aktivierung der ILK wurde ein Adhasions-Test mit dem ECM-
Protein Fibronektin (10 pg/ml in PBS) (BD Biosciences, San José, USA) durchgefihrt
[Troussard et al., 1999].

Hierzu wurden 75 cm? Zellkultur-Flasche mit 5 pg/cm? Fibronektin beschichtet und fiir 1 h bei
RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurden RLE-6TN Zellen [vgl. 2.1.7 und 2.2.1.4] 2 x mit
PBS gewaschen und mit 20 ml einer 5 mM EDTA-L6sung in PBS versetzt. Nach einer
Inkubation fir 5 min bei 37 T wurden die Zellen in serumfreiem Medium (Ham's F12
Medium, 2 mM L-Glutamin) aufgenommen, mit Hilfe eines Zellschabers vom Flaschenboden
abgeldst und in ein 50 ml Polypropylenréhrchen tberfihrt. AnschlieBend wurden die Zellen
zentrifugiert (760 rpm, 6 min) und das Pellet wurde in 10 ml serumfreiem Medium
resuspendiert. Fir den Adhé&sions-Test wurden die Fibronektin-beschichteten Zellkultur-
Flaschen 2 x mit A. dest gewaschen und mit den resuspendierten Zellen fiir 30 — 90 min bei
37 % 5% CO , und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Im Anschluss erfolgte eine Immunprazipitation der ILK [vgl. 2.2.6.3] und die Bestimmung der

enzymatische Aktivitat der Kinase [vgl. 2.2.7.2].

2.2.3.2 Transiente Transfektion von Zelllinien

Fur die transiente Transfektion der RLE-6TN Zellen [vgl. 2.1.7 und 2.2.1.4] mit den
Plasmiden pCMV-6 HA-AKT (K179M) bzw. pCMV-6 HA ILK 25/8 E359K-5 [vgl. 2.1.10]
wurde das Lipofectamin Plus™ Reagenz (Invitrogen Life Technologies, Paisley,
Grol3britannien) eingesetzt [Hao et al., 2003].

Die Transfektion erfolgte bei einer Konfluenz der Zellen von ca. 40 - 50 %. 0,25 pg Plasmid-
DNA wurden mit 125 pl Transfektionsmedium (Ham’s F12 Medium, 2 mM L-Glutamin, 0,5 %
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(v/iv) FCS) und 6 pl Plus™ Reagenz fiir 15 min bei RT inkubiert. 4 pl Lipofectamin™ Reagenz
wurden mit 125 pl Transfektionsmedium gemischt und zur DNA zugegeben. Wéahrend der
Inkubation des Ansatzes fir 15 min bei RT wurden die Zellen 1 x mit PBS gewaschen und
mit 1 ml Transfektionsmedium bedeckt. Das DNA-Lipofectamin-Gemisch wurde tropfenweise
zu den Zellen gegeben, die im Anschluss im Brutschrank bei 37 C, 5 % CO, und 95 %
relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert wurden. Nach 3 h wurde das Transfektionsmedium

abgesaugt und durch 3 ml Nahrmedium [vgl. 2.2.1.1] ersetzt.

224 Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1 Transformation kompetenter Bakterien-Zellen

Zur Transformation chemisch kompetenter E. coli TOP10F’ Bakterien-Zellen (One Shot®,
Invitrogen Life Technologies, Paisley, GroRbritannien) [vgl. 2.1.8] wurde der ,TOPO TA
Cloning Kit" (Invitrogen Life Technologies, Paisley, Gro3britannien) eingesetzt.

Die Bakterien-Zellen wurden bei 4 C aufgetaut, mit der zu transformierenden DNA (0,5 pl
Plasmid-DNA [vgl. 2.2.4.2] oder 4 pl Ligationsansatz [vgl. 2.2.4.5]) vorsichtig gemischt und
fur 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fur 30 s bei 42 T inkubiert
(Hitzeschock) und sofort wieder auf Eis gestellt. Nach der Zugabe von 250 pl S.0.C.-Medium
(Invitrogen Life Technologies, Paisley, Grol3britannien) folgte eine Inkubation in einem
Horizontal-Wasserbadschttler mit 200 rpm fur 1 h bei 37 <C. 50 pl der transformierten Zellen
wurden auf Ampicillin-enthaltenden LB-Kulturplatten [vgl. 2.2.2.1] ausplattiert und fir
12 — 18 h bei 37 T im Brutschrank inkubiert.

Bei der Transformation von Ligationsansétzen mit dem Vektor pCR®II-TOPO® [vgl. 2.1.9 und
2.2.4.5] wurde zusatzlich eine Blau-WeiR-Selektion durchgefuhrt. Dazu wurden die
transformierten Bakterien auf LB-Kulturplatten mit Ampicillin ausplattiert, die mit 80 pl X-Gal
(40 mg/ml in Dimethylformamid) und 80 pl IPTG (50 mM) beschichtet waren.

2.2.4.2 Préaparation von Nukleinsduren

Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien:

Zur Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien-Zellen wurden, je nach Grol3e der
Bakterien-Kultur, das ,QIAprep Spin Miniprep Kit* oder das ,HiSpeed Plasmid Midi Kit*

(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers eingesetzt.
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Praparation von Gesamt-RNA aus Zellkultur-Material:

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus RLE-6TN Zellen [vgl. 2.1.7 und 2.2.1.4] erfolgte mit dem
-RNeasy Mini Kit" (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers.

Um die RNA von eventuell vorhandenen DNA-Resten zu befreien, wurde ein DNA-Abbau mit
Hilfe von RQ1 RNase-freier DNase (Promega, Mannheim) durchgefihrt. Dazu wurden 10 ug
Gesamt-RNA mit 10 ul 10 x Reaktions-Puffer (Promega, Mannheim) und 10 U RQ1 RNase-
freier DNase versetzt, mit RNase-freiem A. dest auf ein Gesamtvolumen von 100 pl aufgefillt
und fur 30 min bei 37 T inkubiert. Nach der Zugabe von 10 pl RQ1 DNase Stop Lésung
(Promega, Mannheim) erfolgte eine Inkubation fir 10 min bei 65 C. Zur Entfernung der
DNase wurde die RNA 2 x mit Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol (25 : 24 : 1) und 1 x mit
Chloroform : Isoamylalkohol (24 : 1) extrahiert. AnschlieRend wurde die RNA mit 1/10 Vol.
5 M Ammoniumacetat (RNase-frei) und 2 Vol. Ethanol versetzt und fir 2 h bei -80 T gefallt.
Nach einer Zentrifugation (14.000 rpm, 30 min, 4 T) und einem Waschschritt mit 70 % (v/v)
Ethanol wurde die RNA in 20 pul RNase-freiem A. dest resuspendiert.

Die gereinigte RNA wurde bis zur RT-PCR [vgl. 2.2.4.3] bei -80 T gelagert.

Die Konzentration und Qualitat der Nukleinsduren wurde durch die Messung der UV-

Absorption bei Wellenlangen von 260 nm und 280 nm bestimmt.

2243 RT-PCR

Zur Synthese der komplementaren DNA (cDNA) fur die ILK aus der Gesamt-RNA [vgl.
2.2.4.2] von RLE-6TN Zellen [vgl. 2.1.7] wurde die SuperScript™ Il Reverse Transkriptase
(Invitrogen Life Technologies, Paisley, Grof3britannien) nach Angaben des Herstellers
eingesetzt.

Ein 20 ul Reaktionsansatz, bestehend aus 4 pug DNase behandelter Gesamt-RNA [vgl.
2.2.4.2], 1 ul Oligo(dT)-Primer (500 pg/ml) (Invitrogen Life Technologies, Paisley,
GrofRbritannien), 1 pl 10 mM dNTP-Mix und A. dest, wurde fir 5 min bei 65 T inkubiert und
sofort wieder auf Eis gestellt. Nach der Zugabe von 4 ul Erst-Strang-Puffer (Invitrogen Life
Technologies, Paisley, GroRbritannien), 2 pl 0,1 M DTT und 40 U RNaseOUT™ (Invitrogen
Life Technologies, Paisley, Grol3britannien) sowie einer Inkubation fir 2 min bei 42 €
wurden 200 U SuperScript™ 1l Reverse Transkriptase zugegeben. Die Synthese der cDNA
erfolgte fur 50 min bei 42 <. Im Anschluss wurde das Enzym durch eine Inkubation fir
15 min bei 70 T inaktiviert.

In der folgenden PCR wurden 2 pl der synthetisierten cDNA als Matrize eingesetzt. Zudem
enthielt der 50 pl Reaktionsansatz 5 pl 10 x PCR-Puffer mit 15 mM MgCl, (Roche
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Diagnostics, Mannheim), 1 ul 10 mM dNTP-Mix, jeweils 15 pmol der genspezifischen
Amplifizierungsprimer ILK-Start und ILK-Stop [vgl. 2.1.11], A. dest und 2,8 U Expand High
Fidelity PCR System DNA-Polymerase (Roche Diagnostics, Mannheim). Die PCR-Reaktion
erfolgte im Trio-Thermoblock. Nach einer Anfangsdenaturierung fir 3 min bei 94 T folgten

25 Zyklen nach folgendem Programm:

Denaturierung: 30s,94<C
Oligonukleotidanlagerung: 455,58 C
Elongation: 90s,72<C

Im letzten Zyklus erfolgte eine Endelongation fir 7 min bei 72 <C.

2.2.4.4  Klonierungstechniken und Agarose-Gelelektro  phorese

Standardtechniken wie Restriktionen mit Endonukleasen, Ligationen und Modifizierungen
von DNA-Enden sowie die Agarose-Gelelektrophorese von DNA wurden gemafR Sambrook
et al. [1989] durchgefihrt. Die Elution von DNA aus Agarose-Gelen erfolgte mit Hilfe des
»QIAquick Gel Extraction Kit* (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Zur
Aufreinigung von PCR-Fragmenten wurde der ,QlAquick PCR Purification Kit* (Qiagen,

Hilden) nach Angaben des Herstellers eingesetzt.

2.2.45 TA-Klonierung

Die Klonierung aufgereinigter PCR-Fragmente [vgl. 2.2.4.3 und 2.2.4.4] in den Vektor
pCR®II-TOPO® [vgl. 2.1.9] erfolgte mit dem ,TOPO TA Cloning Kit* (Invitrogen Life
Technologies, Paisley, Grof3britannien) nach Angaben des Herstellers.

Zur Steigerung der Ligationseffizienz wurden zunéchst mit Hilfe der Tag-DNA-Polymerase
(Roche Diagnostics, Mannheim) 3'-Adenin-Uberhange an die Enden der PCR-Fragmente
angefugt. Dazu wurden 43 pl des gereinigten PCR-Produktes mit 1 pl 10 mM dATP
(Promega, Mannheim), 5 pl 10 x PCR-Puffer mit MgCl, (Roche Diagnostics, Mannheim) und
0,5 U Tag-DNA-Polymerase fir 15 min bei 72 C inkub iert. Fir die TA-Klonierung wurden 4
ul dieses Reaktionsansatzes mit 1 pl pCR®II-TOPO® gemischt. Nach einer Inkubation fiir 5
min bei Raumtemperatur (RT) erfolgte die Zugabe von 1 ul 6 x TOPO® Stop Lésung
(Invitrogen Life Technologies, Paisley, Grol3britannien). Der Ansatz wurde bis zur

Transformation kompetenter Bakterien-Zellen [vgl. 2.2.4.1] bei 4 C gelagert.
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2.2.4.6 Invitro-Mutagenese

Die Mutagenese der cDNA fir die ILK in dem Plasmid pCRII ILK 25/8 [vgl. 2.1.10] erfolgte
mit dem ,QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit* (Stratagene, La Jolla, USA) nach
Angaben des Herstellers.

Einem 50 pl Reaktionsansatz, bestehend aus 5 pl 10 x Reaktions-Puffer (Stratagene, La
Jolla, USA), 35 ng Plasmid (pCRII ILK 25/8), 1 pl dNTP-Mix, jeweils 11 pmol der
genspezifischen Amplifizierungsprimer ILKE359Kfwd und ILKE359Krev [vgl. 2.1.11] sowie
A. dest, wurden 2,5 U PfuTurbo DNA-Polymerase (Stratagene, La Jolla, USA) zugegeben.
Die PCR-Reaktion erfolgte im Trio-Thermoblock. Nach einer Denaturierung fir 1 min bei

95 < folgten 15 Zyklen nach folgendem Programm:

Denaturierung: 30s,95<C
Oligonukleotidanlagerung: 1 min, 55 C
Elongation: 6 min, 68 C

Im Anschluss wurde der Reaktionsansatz auf 25 < ab gekihilt.

Der Abbau der nicht-mutierten, parentalen Plasmid-DNA erfolgte durch die Zugabe von 10 U
Dpn | (Stratagene, La Jolla, USA) und eine Inkubation fir 1 h bei 37 . Der Ansatz wurde
bis zur Transformation kompetenter E. coli XL1-Blue Bakterien-Zellen (Stratagene, La Jolla,
USA) [vgl. 2.1.8.] bei 4 T gelagert.

50 ul der bei 4 T aufgetauten Bakterien-Zellen wurden in ein vorgekiihltes Falcon® 2059
Polypropylenréhrchen gegeben, mit 2 pl Dpn I-behandelter DNA vorsichtig gemischt und far
30 min bei 4 T inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fir 45 s bei 42 C inkubiert
(Hitzeschock) und fur 2 min auf Eis gestellt. Nach der Zugabe von 500 pl 42 € warmen
S.0.C.-Medium (Invitrogen Life Technologies, Paisley, GroR3britannien) folgte eine Inkubation
in einem Horizontal-Wasserbadschuttler mit 200 rpm fiir 1 h bei 37 C. Die transformierten
Zellen wurden zentrifugiert (4.000 rpm, 2 min) und im Restmedium resuspendiert. Die
Bakterien-Suspension wurde auf LB-Kulturplatten [vgl. 2.2.2.1] mit Ampicillin ausplattiert und
fir 12 — 18 h bei 37 € im Brutschrank inkubiert.

2.2.4.7 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung doppelstrangiger Plasmide erfolgte nach der Didesoxy-Kettenabbruch-
Methode von Sanger et al. [1977] mit Vektor-homologen Oligonukleotiden [vgl. 2.1.11] und
wurde von der Firma SRD (Oberursel) durchgefihrt.
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2.25 Proteinbiochemische Methoden

2.2.5.1 Proteinextraktion aus Tiergeweben

Lungengewebe aus Ratten [vgl. 2.1.6] wurden bei 4 °C aufgetaut und mit 1 ml 1 x vRIPA
(25 mM Tris HCI pH 7,4, 150 mM NacCl, 0,1 mM EDTA, 1 % (v/v) Nonidet-40, 0,1 % (w/v)
SDS, 1 % (w/v) DOC, 0,025 % (w/v) NaNs, 10 pl/ml Protease-Inhibitor Cocktail, 10 pl/ml
Phosphatase-Inhibitor Cocktail 2) versetzt. Die Gewebe wurden mit einer Schere erneut
mechanisch zerkleinert und fiar 30 min bei 4 < lysiert. Im Anschluss erfolgte die
Homogenisierung mit Hilfe eines Glas-Teflon-Potters mit 10 x 700 U/min bei 4 <. Das
Homogenat wurde mit einer Injektionskanule (21 G1 %, 0,8 x 40, Nr. 2, BD, Franklin Lakes,
USA) und einer 1 ml Spritze (Plastipak™, BD, Franklin Lakes, USA) geschert, zentrifugiert
(16.000 rpm, 5 min, 4 ) und nochmals geschert (27 GA %, 0,4 x 19, Nr. 20, BD, Franklin
Lakes, USA). Nach einer Inkubation flr 30 min bei 4 T erfolgte eine weitere Zentrifugation
(16.000 rpm, 20 min, 4 ). Der Uberstand wurde bis zur Bestimmung des Proteingehaltes
[vgl. 2.2.5.3] bei 4 T gelagert.

2.2.5.2 Proteinextraktion aus konfluenten Zelllinie n

RLE-6TN Zellen [vgl. 2.1.7 und 2.2.1.4] wurden 2 x mit 4 C kaltem PBS gewaschen und mit
70 — 100 pl 1 x VRIPA [vgl. 2.2.5.1] benetzt. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber vom
Boden der Zellkultur-Platte abgeldst und 30 min bei 4 < lysiert. Im Anschluss wurde die
Suspension in ein 1,5 ml Reaktionsgefald tberfiihrt und bei -20 T gelagert.

Fur die Proteinextraktion wurde die Zellsuspension bei 4 T aufgetaut und mit Hilfe einer
Injektionskantile (27 GA %, 0,4 x 19, Nr. 20, BD, Franklin Lakes, USA) und einer 1 ml Spritze
(Plastipak™, BD, Franklin Lakes, USA) geschert. Nach einer Inkubation fiir 30 min bei 4 T
erfolgte eine Zentrifugation (16.000 rpm, 20 min, 4 ). Der Uberstand wurde bis zur
Bestimmung des Proteingehaltes [vgl. 2.2.5.3] bei 4 T gelagert.

2.2.5.3 Bestimmung des Proteingehaltes

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in Extrakten [vgl. 2.2.5.1, 2.2.5.2, 2.2.6.3 und
2.2.7.1], nach der Methode von Lowry et al. [1951], wurde der ,DC Protein Assay Kit"* (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, USA) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Messung

erfolgte bei einer Wellenléange von 630 nm, wobei BSA als Eichprotein eingesetzt wurde.
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2.2.5.4 Bestimmung der Lactat-Dehydrogenase (LDH)-A  ktivitat

Zur Bestimmung der Zytotoxizitét der eingesetzten Konzentrationen an CB-Partikeln [vgl.
2.1.4] oder Inhibitoren [vgl. 2.1.5] wurde die Aktivitat der zytosolischen LDH im
Hungermedium [vgl. 2.2.1.1] der RLE-6TN Zellen [vgl. 2.1.7 und 2.2.1.4] mit Hilfe eines
photometrischen Tests untersucht.

Die LDH katalysiert die Reduktion von Pyruvat zu Lactat, die mit der Oxidation von
NADH+H" zu NAD" gekoppelt ist. Nicht umgesetztes Pyruvat bildet mit 2,4-
Dinitrophenylhydrazin einen Farbkomplex. Die Adsorption bei 540 nm, die auf das noch
vorhandene Pyruvat zurlckzufihren ist, ist dabei umgekehrt proportional zur Aktivitat der
LDH.

Fur die Messung wurde das Hungermedium von den behandelten RLE-6TN Zellen
abgenommen, 24 h bei 4 T gelagert und anschlieRend zentrifugiert (16.000 rpm, 5 min,
4 C). Vom Uberstand wurden jeweils 20 pl in eine M ikrotiterplatte gegeben. Im Bereich der
Eichgeraden wurden 20 ul ungebrauchten Hungermediums vorgelegt, und jeweils 50 ul der
sechs Eichstandards hinzupipettiert. Zu den zu untersuchenden Proben wurden 50 ul
0,75 mM Natriumpyruvat mit 1 mg/ml B-NADH gegeben. Nach einer Inkubation im Dunkeln
fir 30 min bei 37 T erfolgte die Zugabe von 50 ul 2,4-Dinitrophenylhydrazin. Die Platte
wurde fur weitere 20 min bei RT im Dunkeln gelagert. Danach wurde die Reaktion mit 50 pl
NaOH abgestoppt und die Proben wurden fir 5 min bei RT inkubiert. Die Adsorption wurde
bei einer Wellenlange von 540 nm gemessen. Die Aktivitat der LDH wurde anhand der

Eichgeraden bestimmt.

Eichgerade:
Pyruvat/B-NADH (pl) A. dest (pl) LDH-Aktivitat (U/ml)

1. 500 50 0

2. 400 150 280

3. 300 250 640

4. 200 350 1040

5. 100 450 1530

6. 50 500 2000
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2.2.5.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) unte r denaturierenden

Bedingungen

Die SDS-PAGE wurde, wie bei Laemmli [1970] beschrieben, durchgefihrt. Die
7,5 — 10%igen Minigele (1,5 x 50 x 90 mm) wurden mit Laufpuffer (0,05 M Tris, 0,384 M
Glycin, 0,1 % (w/v) SDS) in einer vertikalen Gelkammer mit einer konstanten Spannung von
60 — 120 V fir 1 — 2 h betrieben. Pro Geltasche wurden 2,5 — 20 pg Protein in
reduzierendem Probenpuffer (0,06 M Tris HClI pH 6,8, 1 % (w/v) SDS, 10 % (w/v)
Saccharose, 0,5 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 0,05 % (w/v) Bromphenolblau) und 20 mM DTT
aufgetragen. Bei der Untersuchung des Integrin-Profils der RLE-6TN Zellen [vgl. 2.1.7] mit
Integrin-spezifischen Antikorpern [vgl. 2.1.3] wurde nicht-reduzierender Probenpuffer (ohne
B-Mercaptoethanol) verwendet. Nach erfolgter Gelelektrophorese wurden die Proteine
entweder auf Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membranen transferiert [vgl. 2.2.6.1] oder direkt
mit Coomassie Blau (0,1 % (w/v) Coomassie Brillant Blau G-250, 50 % (v/v) Methanol, 10 %
(viv) Essigsaure) fur 1 — 2 h bei RT angefarbt. Die Entfarbung der Gele erfolgte fir
2 — 10 min mit Entfarberlésung 1 (50 % (v/v) Methanol, 7,5 % (v/v) Essigsaure) sowie flr
2 — 18 h mit Entfarberlosung 2 (5 % (v/v) Methanol, 7,5 % (v/v) Essigsaure). Als
GroRenstandards dienten der Precision Plus Protein™ Dual Color Standard und der

Kaleidoscope Prestained Standard (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA).

Sammelgel: 3 % (v/v) Rotiphorese Gel 30
0,06 M Tris HCI pH 6,8
0,1 % (w/v) SDS
0,05 % (w/v) APS

Trenngel: 7,5 — 10 % (v/v) Rotiphorese Gel 30
0,375 M Tris HCI pH 8,8
0,1 % (w/v) SDS
0,05 % (w/v) APS

Die Polymerisation der Gele wurde durch die Zugabe von jeweils 15 — 20 pl TEMED

ausgelost.
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2.2.6 Immunbiochemische Methoden

2.2.6.1 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen ( Western Blot)

Die in der SDS-PAGE [vgl. 2.2.5.5] elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden nach
der Methode von Michov [1995] mittels einer ,Semi-dry Elektrotransferkammer® auf eine
PVDF-Membran (Hybond-P, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, GrofR3britannien)
transferiert. Die PVDF-Membran wurde zunachst fur 10 s in Methanol und fir 5 min in
A. dest inkubiert. Anschlie3end wurden sowohl die PVDF-Membran als auch das SDS-Gel
fir 5 — 10 min in Anodenpuffer (4,68 g/l Tris, 1,145 ml/l Ameisenséaure, 0,29 g/l SDS, 0,05 g/l
NaNs, 20 % (v/v) Methanol) bei RT &quilibriert. Auf die Anodenplatte des Blotters wurden
nacheinander zwei Lagen Filterpapier (Gel Blotting Papier, Schleicher & Schuell BioScience,
Dassel), die PVDF-Membran, das SDS-Gel und eine Lage Filterpapier mit Anodenpuffer und
darauf folgend zwei Lagen Filterpapier mit Kathodenpuffer (2,1 g/l Tris, 3,01 g/l Taurin,
0,29 g/l SDS, 0,05 g/l NaNs, 20 % (v/v) Methanol) aufgelegt. Der Transfer erfolgte bei einer

konstanten Spannung von 14 V fr 45 — 90 min.

2.2.6.2 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf PVDF-Membranen

Der Nachweis elektrophoretisch transferierter Proteine auf einer PVDF-Membran [vgl.
2.2.6.1] erfolgte mit Hilfe mono- oder polyklonaler Antikdrper [vgl. 2.1.3].

Zunachst wurde die Membran fur ca. 3 — 5 min mit Ponceau S Farbeldsung angefarbt, um
die Effizienz der Ubertragung zu uberprifen. Nach Entfarbung mit A. dest wurden die freien
Protein-Bindungsstellen fir 1 — 2 h bei RT in Blocklésung (TBS (80,0 g/l NaCl, 24,2 g/l Tris
pH 7,6), 0,1 % (v/v) Tween-20, 5 % (w/v) Milchpulver) abgesattigt.

Die Bindung der priméren Antikdrper erfolgte tiber Nacht bei 4 € in Blockldsung oder in
TBST (TBS, 0,1 % (v/v) Tween-20) mit 5 % (w/v) BSA. Die jeweils eingesetzte Antikorper-
Verdinnung wird im entsprechenden Ergebnisteil angegeben. Nach dem Waschen der
PVDF-Membran (4 x 5 min bei RT) in TBST wurde der sekundare Antikdrper in Blockldsung
fur 2 h bei RT zugegeben. Im Anschluss wurde die PVDF-Membran erneut fir 4 x 5 min in
TBST gewaschen.

Die Detektion erfolgte mit dem ,ECL Plus™ Western Blotting Detection System* (Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, Grof3britannien) nach Angaben des Herstellers. Die
Expositionszeiten der Rontgenfiime (Super RX, Fuji Medical X-Ray Film, Kisker, Steinfurt)

lagen in einem Bereich von 10 s bis 10 min.
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2.2.6.3 Immunprazipitation

Fur die Untersuchung der enzymatischen Aktivitat der ILK [vgl. 2.2.7.2] wurde die ILK mit
Hilfe eines spezifischen ILK-Antikdrpers (Upstate, Dundee, GroRbritannien) [vgl. 2.1.3]
immunprazipitiert.

Hierzu wurden RLE-6TN Zellen [vgl. 2.1.7 und 2.2.1.4] 1 x mit 4 C kaltem PBS gewaschen
und mit 500 pl 1 x Lyse-Puffer (Cell Signaling, Danvers, USA) (supplementiert mit 10 pl/ml
Protease-Inhibitor Cocktail und 10 pl/ml Phosphatase-Inhibitor Cocktail 2) benetzt. Die Zellen
wurden fir 5 min bei 4 < lysiert, mit einem Zellsc haber vom Boden der Zellkultur-Flasche
abgelost und in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl3 Uberfihrt. Nach einer Behandlung im
Ultraschallbad (220 — 240 V, 120 W, 50 — 60 Hz) fir 4 x 5 s wurde die Zellsuspension mit
Hilfe einer Injektionskantile (27 GA %, 0,4 x 19, Nr. 20, BD, Franklin Lakes, USA) und einer
1 ml Spritze (Plastipak™, BD, Franklin Lakes, USA) geschert. Einer Inkubation fiir 30 min bei
4 C folgte eine Zentrifugation (16.000 rpm, 10 min, 4 ). Der Proteiniberstand wurde bis
zur Bestimmung des Proteingehaltes [vgl. 2.2.5.3] bei -80 T gelagert.

300 pg Protein wurden mit 4 pg Kaninchen-Anti-ILK polyklonalem Antikdrper (Upstate,
Dundee, GroRbritannien) tber Nacht bei 4 € auf dem Schuttler inkubiert. Nach der Zugabe
von 30 pl gewaschener Protein A Agarose (Upstate, Dundee, GroRRbritannien) erfolgte eine
Inkubation fir 2 h bei 4 T auf dem Schittler. Die an die Agarose gebundenen
Immunkomplexe mit ILK wurden abzentrifugiert (16.000 rpm, 1 min, 4 T) und 3 x mit 4 T
kaltem PBS, sowie 1 x mit 200 ul Kinase-Puffer (Cell Signaling, Danvers, USA) gewaschen.
Die immunprazipitierte ILK wurde bis zur Bestimmung ihrer enzymatischen Aktivitat bei 4 T

gelagert.

2.2.7 Enzymatische Analysen

2.2.7.1 Bestimmung der enzymatischen Aktivitat von AKT

Die enzymatische Aktivitat von AKT wurde mit dem nicht-radioaktiven ,AKT Kinase Assay
Kit* (Cell Signaling, Danvers, USA), mit GSK-3 Fusionsprotein als Substrat, nach Angaben
des Herstellers untersucht [Gary et al., 2003].

Hierzu wurden RLE-6TN Zellen [vgl. 2.1.7 und 2.2.1.4] 1 x mit 4 C kaltem PBS gewaschen
und mit 500 pl 1 x Lyse-Puffer (Cell Signaling, Danvers, USA) (supplementiert mit 10 pl/ml
Protease-Inhibitor Cocktail und 10 pl/ml Phosphatase-Inhibitor Cocktail 2) benetzt. Die Zellen

wurden fir 5 min bei 4 < lysiert, mit einem Zellsc haber vom Boden der Zellkultur-Flasche
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abgelost und in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl3 Uberfihrt. Nach einer Behandlung im
Ultraschallbad (220 — 240 V, 120 W, 50 — 60 Hz) fir 4 x 5 s wurde die Zellsuspension mit
Hilfe einer Injektionskantile (27 GA %, 0,4 x 19, Nr. 20, BD, Franklin Lakes, USA) und einer
1 ml Spritze (Plastipak™, BD, Franklin Lakes, USA) geschert. Einer Inkubation fiir 30 min bei
4 T folgte eine Zentrifugation (16.000 rpm, 10 min, 4 ). Der Proteiniberstand wurde bis
zur Bestimmung des Proteingehaltes [vgl. 2.2.5.3] bei -80 T gelagert.

200-300 pg Protein wurden in 200 pl 1 x Lyse-Puffer mit 20 pl immobilisiertem, an Agarose-
Kugeln gekoppeltem, AKT-Antikorper (1G1) [vgl. 2.1.3] Uber Nacht bei 4 T auf dem
Schiittler inkubiert. Nach einer Zentrifugation (16.000 rpm, 1 min, 4 C) wurde das Pellet 2 x
mit 200 ul 1 x Lyse-Puffer sowie 2 x mit 200 pl 1 x Kinase-Puffer (Cell Signaling, Danvers,
USA) gewaschen. FUr den Kinase-Test wurde das Sediment in 40 ul 1 x Kinase-Puffer mit
200 uM ATP (Cell Signaling, Danvers, USA) und 1 pg GSK-3 Fusionsprotein (Cell Signaling,
Danvers, USA) resuspendiert und fur 30 min bei 30 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
die Zugabe von 20 ul 3 x SDS-Probenpuffer (187,5 mM Tris HCI pH 6,8, 6 % (w/v) SDS,
30 % (v/v) Glycerin, 150 mM DTT, 0,03 % (w/v) Bromphenolblau) beendet. Nach einer
Zentrifugation (16.000 rpm, 30 s) wurden die Proben fir 5 min bei 95 T denaturiert und
erneut zentrifugiert (16.000 rpm, 5 min).

Nach der SDS-PAGE |[vgl. 2.2.5.5] und dem Western Blot [vgl. 2.2.6.1] wurde die
Phosphorylierung des GSK-3 Fusionsproteins mit Hilfe des phospho-spezifischen GSK-3 a/3

(Ser®®) Antikérpers [vgl. 2.1.3], wie unter 2.2.6.2 beschrieben, nachgewiesen.

2.2.7.2 Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der ILK

Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der ILK wurde GSK-3 Fusionsprotein als
Substrat eingesetzt [Cruet-Hennequart et al., 2003].

Die immunprazipitierte ILK [vgl. 2.2.6.3] wurde zu Beginn kurz abzentrifugiert (16.000 rpm,
1 min). Der darauf folgende Kinase-Test entsprach dem Protokoll zur Bestimmung der
Aktivitat von AKT [vgl. 2.2.7.1].

Nach der SDS-PAGE |[vgl. 2.2.5.5] und dem Western Blot [vgl. 2.2.6.1] wurde die
Phosphorylierung des GSK-3 Fusionsproteins mit Hilfe des phospho-spezifischen GSK-3 a/3

(Ser®™®) Antikérpers [vgl. 2.1.3], wie unter 2.2.6.2 beschrieben, untersucht.
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2.2.8 Quantifizierung von Immunsignalen

Die beim immunologischen Nachweis von Proteinen auf PVDF-Membranen [vgl. 2.2.6.2]
entwickelten Rdntgenfilme wurden eingescannt (Scan-Jet ADF, Hewlett Packard, Béblingen)
und mit Hilfe des PC-Programmes ,Quantity One“ anhand der Intensitat der Banden

densitometrisch ausgewertet.

2.2.9 Statistik

Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten Ergebnisse wurden als arithmetische Mittelwerte
(M) mit dem mittleren Fehler des Mittelwertes (S.E.M.) und der Anzahl der durchgefiihrten
Experimente (n) in der Form M + S.E.M. (n) dargestellt. Fir jede Versuchsreihe wurden
Zellkulturen aus mindestens drei unterschiedlichen Passagen verwendet. Zum statistischen
Vergleich der Versuchsergebnisse wurde der Student’s t-Test nach Gosset durchgefihrt.

p-Werte von < 0,05 (), < 0,005 (LI) und < 0,0005 (LIT) wurden zur Anzeige von

signifikanten Unterschieden betrachtet.

2.2.10  Abbildungen

Die Abbildungen der vorliegenden Arbeit wurden digital bearbeitet und sind in ihrem Inhalt

identisch mit den Originaldaten.
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3. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden Effekte untersucht, die Verbrennungsgenerierte ultrafeine
Kohlenstoff-Partikel auf zellulare Signalwege des Lungenepithels ausiiben. Da in diesem
Zusammenhang bereits bekannt war, dass inhalierbare Partikel neben gentoxischen Effekten
auch Veranderungen in der Apoptose und/oder Zellproliferation induzieren kénnen, wurde
der Schwerpunkt der Untersuchungen auf solche Signalwege gelegt, die an der Regulation
dieser Endpunkte beteiligt sein kénnen.

Als Modellstaub fir Verbrennungsgenerierte ultrafeine Kohlenstoff-Partikel wurde ultrafeines
CB eingesetzt, welches aufgrund der geringen Kontaminationen der Kernpartikel mit
Ubergangsmetallen oder PAKs besonders fiir die Untersuchung reiner Partikeleffekte

genutzt werden kann [Donaldson et al., 2001].

3.1 Bestimmung der Zytotoxizitat von CB

Als in vitro Versuchssystem diente eine alveolare Typ Il Epithel-Zelllinie aus Ratten (RLE-
6TN) [vgl. 2.1.7 und 2.2.1], die allgemein flr die Untersuchung von Partikel-induzierten
Effekten auf Lungenzellen eingesetzt wird [Driscoll et al., 1995]. Fir die Versuche wurden die
RLE-6TN Zellen bei einer Konfluenz von ca. 80 % in Hungermedium (0,5 % (v/v) FCS) [vgl.
2.2.1.1] inkubiert, um die Zellen in der Ruhephase zu arretieren. Nach 20 h erfolgte die
Belastung mit ultrafeinem CB, welches zuvor fur 1 h mit Ultraschall behandelt wurde, um
eine vollstandige Dispersion der Partikel in der PBS-L6sung zu gewahrleisten [vgl. 2.1.4].

Zu Beginn der Untersuchungen wurde, durch die Messung der Aktivitdt der zytosolischen
LDH [vgl. 2.2.5.4] im Uberstand der RLE-6TN Zellen, zunachst die Zytotoxizitat der
ultrafeinen CB-Partikel in Abhangigkeit von der Partikel-Konzentration (1 — 10 pg/cm?) und
der Belastungsdauer (2 — 24 h) bestimmt. Da Membranschadigungen infolge von
zytotoxischen Mechanismen zu einer verstarkten Freisetzung zytoplasmatischer Bestandteile
fuhren, ist eine Zunahme der LDH-Aktivitat dementsprechend mit einer erhéhten Zytotoxizitat
gleichzusetzen.

Die frihen Zeitpunkte (2 — 4 h) zeigten, unabhangig von der Partikel-Konzentration, keine
Veranderungen in der LDH-Aktivitat [vgl. Abb. 3.1]. Bei den spateren Zeitpunkten (8 — 24 h)
wurde hingegen sowohl in den PBS-behandelten Kontrollen als auch in den Proben, die mit
1 — 5 pg/cm® CB belastet wurden, ein leichter, jedoch nicht signifikanter Anstieg in der LDH-
Aktivitat beobachtet. Im Gegensatz dazu filhrte die Belastung mit 10 pg/cm? CB im Vergleich

zu den Kontrollen mit PBS bereits nach 8 h zu einer signifikanten, 1,4fachen Zunahme
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(n =5, p < 0,05) der LDH-Aktivitat, die nach 24 h auf das 1,9fache (n =5, p < 0,05) weiter

angestiegen war.

1000 W‘DPBS 01CBE25CBE5CBE10CB

750 ~

500

250 ~

LDH-Aktivitat [U/ml]

t[h]

Abb. 3.1:  Zeit- und Dosis-abhangige LDH-Aktivitat [U/ml] nach Belastung von RLE-6TN Zellen mit
1-10 pg/cm2 CB oder Inkubation mit PBS. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte +
S.E.M. aus n =5 Experimenten. [0 p < 0,05.

Die allgemeine Zunahme der LDH-Aktivitat in Abh&ngigkeit von der Zeit deutet dabei auf
einen Effekt des Hungermediums hin, wahrend der starke Anstieg der LDH-Aktivitat nach der
Belastung mit 10 pg/cm? CB wahrscheinlich durch zytotoxische Mechanismen, welche durch
die Partikel induziert werden, verursacht wird.

Aufgrund dieser Daten wurden die RLE-6TN Zellen in den anschlieBenden Untersuchungen
mit der nicht-zytotoxischen Konzentration von 5 pg/cm® CB belastet. Dadurch wurde
gewahrleistet, dass mdgliche Einflisse der CB-Partikel auf Signhalwege der RLE-6TN Zellen

nur auf die Partikel und nicht auf zytotoxische Mechanismen zurlickzufthren sind.

3.2 Effekte von CB auf MAP-Kinasen und AKT

Im Folgenden wurde der Einfluss der ultrafeinen CB-Partikeln auf Signalproteine untersucht,
welche die zellularen Endpunkte Apoptose und/oder Zellproliferation induzieren konnen.
Dazu zahlt zum einen die Familie der MAP-Kinasen, deren Mitglieder u.a. an der Regulation
von Zellproliferation und Apoptose sowie der Induktion von Entziindungsreaktionen beteiligt

sind, und zum anderen die Proteinkinase AKT, die u.a. die Regulation von Zellproliferation
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und Zelliberleben kontrolliert [Albrecht et al., 2002; Johnson & Lapadat, 2002; Brazil &
Hemmings, 2001; Datta et al., 1999]. In diesem Zusammenhang war bereits bekannt, dass
DEP, die ebenso wie CB zu den Verbrennungsgenerierten Kohlenstoff-Partikeln gehoren,
einzelne MAP-Kinasen und AKT aktivieren kdnnen [Albrecht et al., 2004]. Daher wurde
zunéachst untersucht, ob ultrafeine CB-Partikel ebenfalls eine Aktivierung der MAP-Kinasen
ERK1/2, JNK1/2 und p38 sowie der Proteinkinase AKT induzieren.

Hierzu wurden die RLE-6TN Zellen {iber einen Zeitraum von 2 — 24 h mit 5 ug/cm® CB [vgl.
3.1] belastet. Nach der Extraktion der Proteine aus den belasteten Zellen [vgl. 2.2.5.2]
wurden diese in der SDS-PAGE [vgl. 2.2.5.5] nach dem Molekulargewicht aufgetrennt und
beim Western Blot [vgl. 2.2.6.1] auf eine PVDF-Membran transferiert. Nach der Inkubation
mit Antikorpern erfolgte die Detektion der Immunsignale durch Chemilumineszenz auf
Rontgenfilmen [vgl. 2.2.6.2], die im Anschluss densitometrisch quantifiziert wurden [vgl.
2.2.8]. Die Phosphorylierung der Proteinkinasen wurde dabei mit Hilfe phospho-spezifischer
Antikoérper untersucht, wahrend die Expression durch spezifische Antikérper gegen das
Gesamtprotein nachgewiesen wurde. In Parallelversuchen wurde das SDS-Gel mit
Coomassie-Blau [vgl. 2.2.5.5] und die PVDF-Membran mit Ponceau S |[vgl. 2.2.6.2]
angefarbt. Diese zusatzlichen Ladekontrollen wurden bei allen Versuchen durchgefihrt,

werden aber im Folgenden der Einfachheit halber nur einmal dargestellt [vgl. Abb. 3.2].

- -
1 = - | - -
- R e .
g e . & = - .I"‘
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M l\7| M M
PBS (0—-24h) CB(0—-24h) PBS (0—-24 h) CB (0 - 24 h)

Abb. 3.2:  Ladekontrollen fir Proteinextrakte von RLE-6TN Zellen nach 2 — 24 h Belastung mit
5 pg/cm?® CB oder Inkubation mit PBS. (A) SDS-PAGE (10 %, Coomassie Blau-Farbung).
(B) PVDF-Membran (Ponceau S-Farbung). M = GrélRenstandard.

Bei den aufgetrennten Proteinen der RLE-6TN Zellen, die fir 2 — 24 h mit 5 ug/cm* CB
belastet wurden, sowie den dazugehdrigen Kontrollen mit PBS, wurden sowohl im
Coomassie Blau-gefarbten SDS-Gel [vgl. Abb. 3.2 A] als auch auf der Ponceau S-geféarbten
PVDF-Membran [vgl. Abb. 3.2 B] keine Verdnderungen in der Intensitat einzelner Banden
beobachtet. Demnach wurde bei allen Proben die gleiche Proteinmenge auf das Gel

aufgetragen bzw. beim Western Blot auf die PVYDF-Membran Ubertragen.
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3.2.1

CB-induzierte Aktivierung von ERK1 und ERK2

Zur Bestimmung der an der Feinstaub-induzierten Signaltransduktion beteiligten

Signalproteine wurde zunéachst der Einfluss ultrafeiner CB-Partikel auf die Phosphorylierung
der MAP-Kinasen ERK1 und ERK2 untersucht.

A
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Abb. 3.3;  Zeit-abhangige Phosphorylierung und Expression von ERK1 und ERK2 nach Belastung

von RLE-6TN Zellen mit 5 ug/cm2 CB oder Inkubation mit PBS. (A) und (C)
Reprasentative Western Blots von Proteinextrakten (5 pg) CB-behandelter Proben und
den entsprechenden Kontrollen mit PBS (10 % SDS-PAGE, Phospho-p44/42 MAP-
Kinase (Thr®Tyr*®) polyklonaler Antikérper, p44/42 MAP-Kinase polyklonaler
Antikoérper 1 : 1000, HRP-gekoppelter Sekundar-Antikérper 1 : 2000). (B) und (D)
Quantitative densitometrische Auswertung der Western Blots von drei unabhéngigen
Experimenten, wobei jedes Einzelexperiment als Doppelbestimmung durchgefihrt wurde

(Mittelwerte £+ S.E.M., n = 3). [11 p < 0,005.

Dazu wurden, ebenso wie bei der Untersuchung der anderen MAP-Kinasen, phospho-

spezifische Antikorper eingesetzt, die nur dann an die jeweilige MAP-Kinase binden, wenn
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eine duale Phosphorylierung an den spezifischen Threonin- und Tyrosin-Resten vorliegt.
Diese Phosphorylierung ist essentiell fir die Aktivierung der MAP-Kinasen, so dass eine
Zunahme der Phosphorylierung mit der Aktivierung der jeweiligen MAP-Kinase
gleichzusetzen ist [Cobb & Goldsmith, 1995].

Die Belastung der RLE-6TN Zellen mit 5 pug/cm® CB [vgl. 3.1] fiihrte im Vergleich zu den
Kontrollen mit PBS bereits nach 4 h zu einer geringen, jedoch nicht signifikanten Zunahme
der Phosphorylierung von ERK1 und ERK2, die nach 8 h signifikant auf das 2,9fache (n = 3,
p < 0,005) weiter anstieg [vgl. Abb. 3.3 A und B]. Nach 16 h wurde allerdings auch in den
Kontrollen mit PBS ein starker Anstieg der Phosphorylierung beobachtet, der zu diesem
Zeitpunkt jedoch moglicherweise auch auf zytotoxische Mechanismen des Hungermediums
zurtckzufuhren ist [vgl. 3.1]. 24 h nach Beginn der Behandlung ging die Phosphorylierung
sowohl in den CB-belasteten Proben als auch in den Kontrollen mit PBS wieder auf den
Ausgangswert zuriick.

Im Gegensatz zum Zeitverlauf dieser CB-induzierten Phosphorylierung blieb die
Gesamtmenge an exprimierter ERK1 und ERK2 wahrend des gesamten Belastungs-
Zeitraums in allen Proben konstant [vgl. Abb. 3.3 C und D].

Demzufolge induzieren ultrafeine CB-Partikel in RLE-6TN Zellen eine Zeit-abhangige
Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1 und ERK2, ohne dabei einen Einfluss auf deren

Expression auszuiben.

3.2.2 CB-induzierte Aktivierung von JNK1 und JNK2

Nachdem die CB-induzierte Aktivierung von ERK1/2 gezeigt werden konnte, wurde im
nachsten Schritt der Einfluss ultrafeiner CB-Partikel auf die Phosphorylierung der MAP-
Kinasen JNK1 und JNK2 untersucht.

Dabei zeigte sich, dass die Behandlung der RLE-6TN Zellen mit 5 pg/cm® CB [vgl. 3.1]
bereits nach 2 h zu einer signifikanten, 2,7fachen Zunahme (n = 3, p < 0,05) der
Phosphorylierung von JNK1 und JNK2 fiihrte [vgl. Abb. 3.4 A und B]. Die Darstellung der
absoluten Immunsignal-Intensitaten in Abb. 3.4 B liel3 hierbei eine biphasische
Phosphorylierung der Signalproteine vermuten, was beim quantitativen Vergleich der
relativen Immunsignal-Intensitaten jedoch nicht bestatigt werden konnte. Demnach stieg die
CB-induzierte Phosphorylierung von JNK1/2 nach 4 h signifikant auf das 3,3fache (n = 3,
p < 0,005) weiter an. Nach diesem Maximum ging die Phosphorylierung im weiteren
Zeitverlauf langsam wieder zuriick. So war die Phosphorylierung in den CB-behandelten

Proben im Vergleich zu den Kontrollen mit PBS nach 16 h noch signifikant um das 2fache
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(n =3, p <0,05) erhoht, wahrend nach 24 h nur noch eine geringe, jedoch nicht signifikante,

Zunahme beobachtet wurde.
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Abb. 3.4:  Zeit-abhangige Phosphorylierung und Expression von JNK1 und JNK2 nach Belastung
von RLE-6TN Zellen mit 5 pg/cm® CB oder Inkubation mit PBS. (A) und (C)
Reprasentative Western Blots von Proteinextrakten (5 pg) CB-behandelter Proben und
den entsprechenden Kontrollen mit PBS (10 % SDS-PAGE, Phospho-SAPK/JNK
(Thr183/Tyr185) polyklonaler Antikdrper, SAPK/INK polyklonaler Antikdrper 1 : 1000, HRP-
gekoppelter Sekundar-Antikdrper 1 : 2000). (B) und (D) Quantitative densitometrische
Auswertung der Western Blots von drei unabhangigen Experimenten, wobei jedes
Einzelexperiment als Doppelbestimmung durchgefiihrt wurde (Mittelwerte + S.E.M.,
n=3).p<0,05; 11 p < 0,005.

Im Gegensatz dazu blieb die Gesamtmenge an exprimierter JINK1 und JNK2 wahrend des
gesamten Belastungs-Zeitraums in allen Proben konstant [vgl. Abb. 3.4 C und D].

Demnach induzieren ultrafeine CB-Partikel in RLE-6TN Zellen eine bereits nach 2 h
einsetzende Zeit-abhéngige Aktivierung [vgl. 3.2.1] der MAP-Kinasen JNK1 und JNK2,

wohingegen die Expression nicht beeinflusst wird.



Ergebnisse 46

3.2.3 CB-induzierte Aktivierung der MAP-Kinase p38

Somit konnte sowohl eine CB-induzierte Aktivierung von ERK1/2 als auch JNK1/2 gezeigt
werden. Im Anschluss wurde daher der Einfluss ultrafeiner CB-Partikel auf die

Phosphorylierung der MAP-Kinase p38 untersucht.
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Abb. 3.5:  Zeit-abhangige Phosphorylierung und Expression der MAP-Kinase p38 nach Belastung
von RLE-6TN Zellen mit 5 ug/cm2 CB oder Inkubation mit PBS. (A) und (C)
Reprasentative Western Blots von Proteinextrakten (5 pg) CB-behandelter Proben und
den entsprechenden Kontrollen mit PBS (10 % SDS-PAGE, Phospho-p38 MAP-Kinase
(Thr*®/Tyr'®) polyklonaler Antikorper, p38 MAP-Kinase polyklonaler Antikorper 1 : 1000,
HRP-gekoppelter Sekundar-Antikérper 1 : 2000). (B) und (D) Quantitative
densitometrische Auswertung der Western Blots von drei unabhangigen Experimenten,
wobei jedes Einzelexperiment als Doppelbestimmung durchgefuhrt wurde (Mittelwerte +

S.E.M., n=3). 1 p<0,05; (11 p <0,005.
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Die Belastung der RLE-6TN Zellen mit 5 pug/cm® CB [vgl. 3.1] fiihrte im Vergleich zu den
Kontrollen mit PBS bereits nach 2 h zu einer signifikanten, 1,6fachen Zunahme (n = 3,
p < 0,05) der Phosphorylierung von p38, die nach 4 h auf das 2,3fache (n = 3, p < 0,005)
weiter anstieg [vgl. Abb. 3.5 A und B]. Nach diesem Maximum ging die Phosphorylierung in
den CB-behandelten Proben langsam wieder zuriick, blieb dabei aber Uber den gesamten
Belastungs-Zeitraum von 24 h signifikant erhéht.

Im Gegensatz zum Zeitverlauf dieser CB-induzierten Phosphorylierung blieb die
Gesamtmenge an exprimierter p38 MAP-Kinase wahrend des gesamten Belastungs-
Zeitraums in allen Proben konstant [vgl. Abb. 3.5 C und D].

Demzufolge induzieren ultrafeine CB-Partikel in RLE-6TN Zellen bereits nach 2 h eine Zeit-
abhangige Aktivierung [vgl. 3.2.1] der MAP-Kinase p38, ohne dabei die Expression des

Proteins zu beeinflussen.

3.24 CB-induzierte Aktivierung von AKT

Die bisherigen Daten der vorliegenden Arbeit zeigten, dass ERK1/2, JNK1/2 sowie p38
durch ultrafeines CB aktiviert werden, wobei die einzelnen MAP-Kinasen deutliche
Unterschiede im Bezug auf den Zeitverlauf der Aktivierung aufweisen.

Im Folgenden wurde der Einfluss ultrafeiner CB-Partikel auf die Phosphorylierung der
Proteinkinase AKT untersucht, die als Teil eines anti-apoptotischen Signalweges
beschrieben wird [Fukuda et al., 2003].

Die Phosphorylierung von AKT wurde mit Hilfe eines phospho-spezifischen Antikdrpers
detektiert, der nur an AKT bindet, wenn eine Phosphorylierung am Ser*” in der hydrophoben
Region des C-Terminus vorliegt. Dabei ist bekannt, dass diese Phosphorylierung essentiell
fur die Aktivierung von AKT ist [Kozikowski et al., 2003].

Die Belastung der RLE-6TN Zellen mit 5 ug/cm® CB [vgl. 3.1] fiihrte im Vergleich zu den
Kontrollen mit PBS, die Gber den gesamten Belastungs-Zeitraum nur geringe Veranderungen
in der Phosphorylierung zeigten, nach 8 h zu einer signifikanten, 2,2fachen Zunahme (n = 3,
p < 0,05) der Phosphorylierung von AKT [vgl. Abb. 3.6 A und B]. Nach 16 h wurde ebenfalls
noch eine geringe, allerdings nicht signifikante, Zunahme beobachtet, wahrend 24 h nach
Beginn der Behandlung die Phosphorylierung in den CB-belasteten Proben wieder auf den
Ausgangswert zuriickging.

Im Gegensatz zum Zeitverlauf der CB-induzierten Phosphorylierung blieb die Gesamtmenge
an exprimierter AKT wahrend des gesamten Belastungs-Zeitraums in allen Proben konstant
[vgl. Abb. 3.6 C und D].
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Abb. 3.6:  Zeit-abhangige Phosphorylierung und Expression von AKT nach Belastung von RLE-6TN
Zellen mit 5 pg/cm?® CB oder Inkubation mit PBS. (A) und (C) Reprasentative Western
Blots von Proteinextrakten (5 pg) CB-behandelter Proben und den entsprechenden
Kontrollen mit PBS (10 % SDS-PAGE, Phospho-AKT (Serm) polyklonaler Antikorper,
AKT polyklonaler Antikérper 1 : 1000, HRP-gekoppelter Sekundar-Antikorper 1 : 2000).
(B) und (D) Quantitative densitometrische Auswertung der Western Blots von drei
unabhéngigen Experimenten, wobei jedes Einzelexperiment als Doppelbestimmung

durchgefuhrt wurde (Mittelwerte + S.E.M., n=3). 0 p <0,05.

Fiir die vollstandige Aktivierung von AKT ist jedoch nicht nur die Phosphorylierung am Ser*’

sondern auch am Thr®®

in der katalytischen Domé&ne notwendig [Coffer et al., 1998]. Um zu
Uberpriifen, ob die nach 8 h beobachtete CB-induzierte Phosphorylierung am Ser*’
tatsachlich mit einer Aktivierung der Proteinkinase einhergeht, wurde zusatzlich die
enzymatische Aktivitat von AKT bestimmt.

AKT reguliert beispielsweise die Glykogen-Synthese durch die Phosphorylierung und
Inaktivierung von GSK-3 a und B [Cross et al., 1995]. Daher wurde ein GSK-3 Fusionsprotein

als Substrat fur AKT zur Messung der enzymatischen AKT-AKktivitét eingesetzt [vgl. 2.2.7.1].
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Nach Belastung der RLE-6TN Zellen firr 8 h mit 5 pg/cm? CB [vgl. 3.1] wurde die AKT-Kinase
durch Immunprazipitation mit einem monoklonalen Antikorper isoliert und fur die Kinase-
Reaktion mit dem GSK-3 Fusionsprotein als Substrat eingesetzt. Im Anschluss wurde die
Phosphorylierung des GSK-3 Fusionsproteins nach SDS-PAGE [vgl. 2.2.5.5] und Western
Blot [vgl. 2.2.6.1] mit Hilfe eines phospho-spezifischen Antikérpers detektiert. Als Kontrolle

diente eine Probe, welcher bei der Immunprézipitation kein Antikdrper zugegeben wurde.

Phospho-GSK-3 —_— — 30 kDa
Fusionsprotein

Abb. 3.7:  Phosphorylierung des GSK-3 Fusionsproteins durch aktivierte AKT-Kinase aus
Proteinextrakten von RLE-6TN Zellen nach 8 h Belastung mit 5 pg/cm® CB oder
Inkubation mit PBS. Reprasentativer Western Blot von Proben der Kinase-Reaktion mit
Immunprazipitaten aus CB-behandelten Zellen und der entsprechenden Kontrolle mit
PBS (10 % SDS-PAGE, 0,125 upg GSK-3 Fusionsprotein, K: Kontrolle ohne
immobilisierten AKT (1G1) monoklonalen Antikorper). Phospho-GSK-3 a/8 (Seer/g)
polyklonaler Antikérper 1 : 1000, HRP-gekoppelter Sekundar-Antikdrper 1 : 2000.

Die AKT-Kinase aus der CB-belasteten Probe zeigte im Vergleich zur Kontrolle mit PBS eine
verstarkte Phosphorylierung des GSK-3 Fusionsproteins, was mit einer erhéhten Kinase-
Aktivitat von AKT korreliert [vgl. Abb. 3.7].

Demzufolge induzieren ultrafeine CB-Partikel in RLE-6TN Zellen nach 8 h eine Zeit-
abhangige Phosphorylierung von AKT am Ser*” sowie eine Aktivierung der Kinase, ohne

dabei einen Einfluss auf die Expression auszuiiben.

3.25 Zeitgleiche Aktivierung von ERK1/2 und AKT du  rch CB

Die Phosphorylierung bzw. Aktivierung von Signalproteinen, die die zellularen Endpunkte
Apoptose und/oder Zellproliferation regulieren, lasst auf eine Beteiligung dieser Proteine an
der Feinstaub-induzierten Signaltransduktion schlieen. Allerdings lassen die einzelnen
Mitglieder der Familie der MAP-Kinasen sowie die Proteinkinase AKT dabei teilweise

deutliche Unterschiede im Bezug auf den Zeitverlauf der Aktivierung erkennen.
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So fuhrte die Behandlung von RLE-6TN Zellen mit ultrafeinen CB-Partikeln zu einer friihen
Aktivierung von JNK1/2 sowie der p38 MAP-Kinase, wohingegen ERK1/2 und AKT erst zu
einem spateren Zeitpunkt phosphoryliert wurden. Zudem dauerte die Aktivierung von p38
uber den gesamten Behandlungszeitraum an, wahrend die Phosphorylierung von JNK1/2,

ERK1/2 und AKT ein Maximum aufwies und nach 24 h wieder auf den Ausgangswert

zuriickging.
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Abb. 3.8:  Zeit- und Dosis-abhangige Phosphorylierung von ERK1/2 und AKT nach Belastung von
RLE-6TN Zellen mit CB. (A) und (C) Zeitverlauf der Phosphorylierung von ERK1/2 und
AKT nach der Behandlung mit 5 pg/cm2 CB fir 2 — 24 h. (B) und (D) Dosisverlauf der
Phosphorylierung von ERK1/2 und AKT nach der Behandlung mit 1 — 10 ug/cm2 CB fur
8 h. (A-D) Quantitative densitometrische Auswertung der Western Blots (10 % SDS-
PAGE, 5 ug Protein, Phospho-p44/42 MAP-Kinase (Thr*%/Tyr®*) polyklonaler Antikorper,
Phospho-AKT (Ser*”®) polyklonaler Antikorper 1 : 1000, HRP-gekoppelter Sekundar-
Antikérper 1 : 2000) von drei unabhangigen Experimenten, wobei jedes Einzelexperiment
als Doppelbestimmung durchgefiihrt wurde (Mittelwerte + S.E.M., n = 3).. @ p < 0,05;
11 p < 0,005 [Tt p < 0,0005.
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Interessanterweise wurden jedoch, wie in Abb. 3.8 A und C der Ubersicht halber erneut
dargestellt, bei diesem Vergleich auch Ubereinstimmungen im Zeitverlauf der Aktivierung
von ERK1/2 und AKT deutlich, da die ultrafeinen CB-Partikel nach 8 h eine signifikante
Phosphorylierung dieser Proteinkinasen induzieren.

Zur genaueren Untersuchung dieser CB-induzierten Aktivierung wurde zusatzlich die
Phosphorylierung von ERK1/2 und AKT in Abh&ngigkeit von der Partikel-Konzentration
Uberpriift, indem die RLE-6TN Zellen Uiber einen Zeitraum von 8 h mit 1 — 10 pg/cm® CB
behandelt wurden [vgl. Abb. 3.8 B und D].

Dabei zeigte sich bei CB-Konzentrationen im Bereich von 2,5 — 10 pg/cm? eine signifikante
Zunahme der Phosphorylierung von ERK1 und ERK2, die in Abhéngigkeit von der Dosis vom
2,1fachen (n = 3, p < 0,05) bis auf das 4,7fache (n = 3, p < 0,005) weiter anstieg [vgl. Abb.
3.8 B]. Bei der Proteinkinase AKT wurde eine ahnliche Dosis-Abhangigkeit beobachtet. So
fuhrte die Behandlung mit 5 pg/cm? CB zu einer signifikanten, 2,7fachen Zunahme (n = 3,
p < 0,005) der Phosphorylierung am Ser*”?, die durch 10 ug/cm? CB auf das 3,5fache (n = 3,
p < 0,0005) erhéht wurde [vgl. Abb. 3.8 D].

Aufgrund dieser klaren Dosis-Abhangigkeit kann hierbei vernachlassigt werden, dass bei der
héchsten Konzentration von 10 pg/cm® CB méglicherweise bereits zytotoxische
Mechanismen einsetzen [vgl. 3.1].

Somit induzieren ultrafeine CB-Partikel in RLE-6TN Zellen eine simultane Zeit- und Dosis-
abhangige Aktivierung von ERK1/2 und AKT. Die Ubereinstimmung in der Aktivierung dieser
Signalproteine lasst dabei die Frage aufkommen, ob es sich hierbei um zwei voneinander
unabhéngige Signalwege handelt, die parallel induziert werden, oder ob AKT und ERK1/2 zu

einem Signalweg mit dem gleichen Endpunkt gehéren.

3.3 Beteiligung von Zelloberflachen-Rezeptoren an d er CB-induzierten

Signaltransduktion

Nachdem gezeigt wurde, dass die Exposition mit ultrafeinem CB zu einer Aktivierung der
MAP-Kinasen sowie der Proteinkinase AKT fiihrt, wurde im Folgenden die Induktion dieser
Signalwege untersucht. Da diese Induktion mdglicherweise durch Interaktionen der Partikel
mit den Zellen vermittelt wird, lag das Hauptaugenmerk hierbei auf Zelloberflachen-
Rezeptoren, wie z.B. dem EGF-R oder Integrinen [vgl. 1.3]. In diesem Zusammenhang war
bereits bekannt, dass der EGF-R an Signaltransduktionen beteiligt sein kann, die sowohl

durch Asbest-Fasern als auch durch granulére Staube induziert werden. Im Gegensatz dazu
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wurde eine Beteiligung von Integrinen bislang nur bei der Asbest-vermittelten
Signaltransduktion beobachtet [Albrecht et al., 2004].

Im Folgenden wurde daher zundchst mit Hilfe Rezeptor-spezifischer Hemmstoffe untersucht,
ob der EGF-R sowie Integrin-Rezeptoren auch an Signalwegen beteiligt sind, die durch
ultrafeine CB-Partikel induziert werden. Die Tyrosin-Kinase-Aktivitdt des EGF-R wurde dabei
durch Tyrphostin AG 1478 gehemmt, wahrend die Integrine durch die Bindung eines
Tripeptids aus Arg-Gly-Asp (RGD) blockiert wurden. Das Peptid korrespondiert dabei mit der
AS-Sequenz in Proteinen der ECM, Uber die die Bindung der Integrine an die ECM erfolgt
[vgl. 1.3 und 2.1.5].

Nach der Behandlung mit den jeweiligen Hemmstoffen wurde hier jedoch nur die Aktivierung
von JNK1/2, ERK1/2 und AKT untersucht, da diese Signalproteine, im Gegensatz zur p38
MAP-Kinase, eine Partikel-induzierte Phosphorylierung mit einem Maximum zu bestimmten

Zeitpunkten zeigten [vgl. 3.2.5].

3.3.1 EGF-R vermittelte Aktivierung von JNK1/2

Um die Beteiligung der Zelloberflichen-Rezeptoren an der Feinstaub-induzierten
Signaltransduktion zu untersuchen, wurde zunachst der Effekt spezifischer Inhibitoren fur
den EGF-R und Integrin-Rezeptoren auf die CB-induzierte Phosphorylierung der MAP-
Kinasen JNK1 und JNK2 bestimmt.

Dazu wurden die RLE-6TN Zellen fir 1 h mit dem jeweiligen Hemmstoff bzw. der
dazugehdrigen Lésungsmittelkontrolle inkubiert und anschlieRend fiir 4 h mit 5 pug/cm® CB
[val. 3.1 und 3.2.2] belastet. Im Anschluss wurde die Phosphorylierung von JNK1/2 mit Hilfe
phospho-spezifischer Antikorper im Western Blot untersucht.

Fur die Inhibition des EGF-R wurde Tyrphostin AG 1478 in einer Konzentration von 10 pM
eingesetzt, wahrend die Losungsmittelkontrollen mit DMSO in einer Endkonzentration von
0,1 % (v/v) vorinkubiert wurden [vgl. Abb. 3.9 A].

Die Behandlung mit DMSO bewirkte dabei keine Veradnderungen in der CB-induzierten
Phosphorylierung von JNK1/2. Im Gegensatz dazu fuhrte die Vorbehandlung mit Tyrphostin
AG 1478 zu einer signifikanten Abnahme der CB-induzierten Phosphorylierung von JNK1
und JNK2 um 47 % (n = 3, p < 0,005), wahrend die Phosphorylierung in den Kontrollen mit
PBS konstant blieb.

Demzufolge scheint der EGF-R an der frilhen, CB-induzierten Aktivierung von JNK1 und

JNK2 beteiligt zu sein.
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Abb. 3.9:
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Einfluss von Inhibitoren fur Zelloberflichen-Rezeptoren auf die CB-induzierte

Phosphorylierung von JNK1/2: Belastung von RLE-6TN Zellen fir 4 h mit 5 ug/cm2 CB
nach einstindiger Vorbehandlung mit (A) Tyrphostin AG 1478 [10 pM] bzw. DMSO
[0,1 % (v/v) Endkonzentration] als Ldsungsmittelkontrolle oder (B) dem RGD-Peptid
[10 pM] und dem Kontrollpeptid [10 pM] bzw. A. dest und Essigsaure [0,005 % (v/v)
Endkonzentration] als Losungsmittelkontrollen. (A) und (B) Quantitative densitometrische
Auswertung der Western Blots (10 % SDS-PAGE, 5 pg Protein, Phospho-SAPK/JNK
(Thr*®3/Tyr'®) polyklonaler Antikérper 1 : 1000, HRP-gekoppelter Antikorper 1 : 2000)
von drei unabhdngigen Experimenten, wobei jedes Einzelexperiment als
Doppelbestimmung durchgefuhrt wurde (Mittelwerte £+ S.E.M., n = 3). (11 p < 0,005,

signifikanter Unterschied zur jeweiligen Losungsmittelkontrolle.
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Im Folgenden wurde untersucht, ob auch Integrin-Rezeptoren die CB-induzierte Aktivierung
von JNK1/2 beeinflussen. Dazu wurden die RLE-6TN Zellen mit dem RGD-Peptid in einer
Konzentration von 10 uM vorinkubiert. Als Negativkontrolle diente ein Kontrollpeptid mit der
AS-Sequenz Arg-Ala-Asp (RAD) [vgl. 2.1.5]. Als Losungsmittelkontrollen fir das RGD- sowie
das Kontrollpeptid dienten A. dest bzw. 0,005 % (v/v) Essigséaure [vgl. Abb. 3.9 BJ.

Die jeweiligen Losungsmittelkontrollen zeigten dabei keinen Einfluss auf die
Phosphorylierung von JNK1/2. Aber auch die Vorbehandlung mit dem RGD-Peptid sowie
dem Kontrollpeptid hatte keinen signifikanten Effekt auf die CB-induzierte Phosphorylierung
von JNK1 und JNK2, sowie die Phosphorylierung in den PBS-behandelten Proben.

Demnach wird die frihe, CB-induzierte Aktivierung von JNK1 und JNK2 offenbar durch den

EGF-R, aber ohne Beteiligung von Integrin-Rezeptoren vermittelt.

3.3.2 EGF-R und Integrin-vermittelte Aktivierung vo  n ERK1/2 und AKT

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der EGF-R, jedoch nicht die Integrine, an der
Feinstaub-induzierten Aktivierung von JNK1 und JNK2 beteiligt ist, wurde im nachsten Schritt
der Einfluss der Rezeptor-Inhibitoren auf die CB-induzierte Phosphorylierung von ERK1/2
und AKT untersucht.

Dazu wurden die RLE-6TN Zellen nach der Inkubation mit dem jeweiligen Hemmstoff bzw.
der dazugehérigen Lésungsmittelkontrolle fir 8 h mit 5 ug/cm? CB belastet [vgl. 3.1 und
3.2.5]. Die Inhibitoren fir den EGF-R und die Integrine sowie die entsprechenden
Losungsmittelkontrollen wurden dabei wie zuvor beschrieben [vgl. 3.3.1] eingesetzt. Ebenso
wie bei der Untersuchung der JNK-Aktivierung wurde die Phosphorylierung von ERK1/2 und
AKT im Anschluss mit Hilfe phospho-spezifischer Antikdrper im Western Blot bestimmt [vgl.
3.3.1].

Bei der Analyse des Einflusses des EGF-R Inhibitors wurde zundchst in den
Losungsmittelkontrollen mit DMSO eine signifikante Zunahme der Phosphorylierung von
ERK1/2 beobachtet, die in den Kontrollen mit PBS 150 % (n = 3, p < 0,05) betrug [vgl. Abb.
3.10 A]. Die Vorbehandlung mit Tyrphostin AG 1478 wiederum fihrte zu einer signifikanten
Abnahme der CB-induzierten Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 um 84 % (n = 3,
p < 0,0005). Ebenso wurde die Phosphorylierung in den Kontrollen mit PBS durch den
Hemmstoff signifikant um 68 % (n = 3, p < 0,005) reduziert.

Auch bei der Proteinkinase AKT konnte in den Ldsungsmittelkontrollen mit DMSO eine
erhéhte, jedoch nicht signifikante, Phosphorylierung am Ser*’®
Abb. 3.10 B]. Nach der Vorbehandlung mit Tyrphostin AG 1478 wurde eine signifikante
Abnahme der CB-induzierten Phosphorylierung um 75 % (n = 3, p < 0,0005) beobachtet.

nachgewiesen werden [vgl.
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Zudem zeigten auch die Kontrollen mit PBS in Gegenwart des Hemmstoffs eine verminderte

Phosphorylierung, wobei dieser Effekt jedoch nicht signifikant war.
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Abb. 3.10: Einfluss des EGF-R Inhibitors auf die CB-induzierte Phosphorylierung von (A) ERK1/2

und (B) AKT: Belastung von RLE-6TN Zellen fur 8 h mit 5 pg/cm2 CB nach einstundiger
Vorbehandlung mit Tyrphostin AG 1478 [10 pM] bzw. DMSO [0,1 % (v/v)
Endkonzentration] als Losungsmittelkontrolle. (A) und (B) Quantitative densitometrische
Auswertung der Western Blots (10 % SDS-PAGE, 5 ug Protein, Phospho-p44/42 MAP-
Kinase (Thr*®/Tyr*®) polyklonaler Antikérper, Phospho-AKT (Ser*”) polyklonaler
Antikérper 1 : 1000, HRP-gekoppelter Sekundar-Antikérper 1 : 2000) von drei
unabhéngigen Experimenten, wobei jedes Einzelexperiment als Doppelbestimmung
durchgefihrt wurde (Mittelwerte + SEEM.,, n = 3). @ p < 0,05, IO p < 0,0005,

signifikanter Unterschied zu den jeweiligen Losungsmittelkontrollen.

Der DMSO-Effekt, der sich in der verstarkten Phosphorylierung der Signalproteine

widerspiegelt, ist dabei aus der Literatur bereits bekannt [Dudley et al., 1995]. Unabhangig

davon lasst die Wirkung von Tyrphostin AG 1478 jedoch eine Beteiligung des EGF-R an der

CB-induzierten Aktivierung von ERK1/2 und AKT vermuten.

Im Folgenden wurde mit Hilfe des Integrin-Inhibitors untersucht, ob auch die Integrin-

Rezeptoren die CB-induzierte Aktivierung von ERK1/2 und AKT beeinflussen [vgl. Abb.

3.11].
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Abb. 3.11:

Einfluss des Integrin-Inhibitors auf die CB-induzierte Phosphorylierung von (A) ERK1/2
und (B) AKT: Belastung von RLE-6TN Zellen fir 8 h mit 5 pg/cm® CB nach einstiindiger
Vorbehandlung mit dem RGD-Peptid [10 uM] und dem Kontrollpeptid [10 uM] bzw. A.
dest und Essigsaure [0,005 % (v/v)] als Lésungsmittelkontrollen. (A) und (B) Quantitative
densitometrische Auswertung der Western Blots (10 % SDS-PAGE, 5 pg Protein,
Antikérper vgl. Abb. 3.10) von drei unabhangigen Experimenten, wobei jedes
Einzelexperiment als Doppelbestimmung durchgefiihrt wurde (Mittelwerte + S.E.M.,
n=23). 0p < 0,05 [ p < 0,005, signifikanter Unterschied zu den jeweiligen

Lésungsmittelkontrollen.
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Dabei wirkten sich die Losungsmittelkontrollen nur geringfligig auf die Phosphorylierung von
ERK1/2 in den CB- und PBS-behandelten Proben aus [vgl. Abb. 3.11 A]. Im Gegensatz dazu
fuhrte die Vorbehandlung mit dem RGD-Peptid zu einer signifikanten Abnahme der CB-
induzierten Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 um 54 % (n = 3, p < 0,05), wahrend beim
Einsatz des Kontrollpeptids nur eine geringfligige, nicht signifikante Abnahme beobachtet
wurde. Die Phosphorylierung in den Kontrollen mit PBS blieb hingegen sowohl beim RGD-
Peptid als auch beim Kontrollpeptid konstant.

In ahnlicher Weise bewirkten die Losungsmittelkontrollen nur geringflgige Veranderungen in
der Phosphorylierung von AKT am Ser*”® [vgl. Abb. 3.11 B]. Nach der Vorbehandlung mit
dem RGD-Peptid wurde dagegen eine signifikante Abnahme der CB-induzierten
Phosphorylierung von AKT um 58 % (n = 3, p < 0,005), sowie eine signifikante Abnahme der
Phosphorylierung in den PBS-behandelten Zellen um 50 % (n = 3, p < 0,05) nachgewiesen.
Im Gegensatz dazu fihrte die Vorbehandlung mit dem Kontrollpeptid sowohl in den CB-
behandelten Proben als auch den Kontrollen mit PBS nur zu geringflgigen Verdnderungen
in der Phosphorylierung von AKT.

Demzufolge sind, neben dem EGF-R, anscheinend auch Integrine an der CB-induzierten
Aktivierung von ERK1/2 und AKT beteiligt. Damit unterscheidet sich die Induktion dieser
Signalproteine von der CB-induzierten Aktivierung von JNK1 und JNK2, die unabhéngig von

Integrinen vermittelt wird.

3.3.3 Integrin-Profil von Ratten-Lungenepithelzelle  n (RLE-6TN)

Da eine Beteiligung von Integrin-Rezeptoren an der Feinstaub-induzierten Aktivierung von
ERK1/2 und AKT gezeigt werden konnte, sollte im Folgenden analysiert werden, welche
Integrin-Untereinheiten diese Aktivierung vermitteln kénnen. Dazu wurde zunédchst das
Integrin-Profil des Ratten-Lungenepithels untersucht.

Hierfir wurden RLE-6TN Zellen bis zu einer Konfluenz von ca. 80 % im N&hrmedium [vgl.
2.2.1.1] inkubiert. Die Proteine dieser Zellen wurden extrahiert [vgl. 2.2.5.2] und in der SDS-
PAGE [vgl. 2.2.5.5] unter nicht-reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Da Integrin-
Rezeptoren aufgrund von internen Disulfid-Bindungen eine kompakte Sekundar- bzw.
Tertiarstruktur besitzen, konnte somit ein Ubereinstimmendes Laufverhalten der einzelnen
Integrin-Untereinheiten gewahrleistet werden [Smith et al., 1990]. Im Anschluss wurde die
Expression verschiedener Integrine mit Hilfe spezifischer Antikérper im Western Blot [vgl.
2.2.6.1] nachgewiesen.

Bei den Integrin-Rezeptoren handelt es sich um Heterodimere aus jeweils einer a- und einer

B-Untereinheit, die in unterschiedlichen Kombinationen miteinander assoziieren kénnen [vgl.
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Abb. 3.12 B]. Dabei bestimmt die Zusammensetzung der Integrin-Heterodimere die
Liganden-Bindung, wodurch wiederum eine Vielzahl unterschiedlicher Signalwege
beeinflusst werden kann [vgl. 1.3]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden nur solche
Integrin-Untereinheiten naher untersucht, fir die bereits eine Beteiligung an der Induktion
von Signaltransduktions-Kaskaden bekannt war. B,-Integrine wurden allerdings nicht
analysiert, da diese nur in Leukozyten exprimiert werden [Mayadas & Cullere, 2005; Lafrenie
& Yamada, 1996].
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Abb. 3.12: Integrin-Profii von RLE-6TN Zellen. (A) Reprasentative Western Blots von
Proteinextrakten (5 pg) unbehandelter Zellen (7,5 % SDS-PAGE, a;-Integrin polyklonaler
Antikorper, a,-Integrin polyklonaler Antikdrper, as-Integrin polyklonaler Antikérper, ay-
Integrin polyklonaler Antikérper, Bs-Integrin  polyklonaler Antikérper , Bs-Integrin
polyklonaler Antikdrper 1 : 2000, as-Integrin polyklonaler Antikérper, a,-Integrin
polyklonaler Antikdrper, B:-Integrin monoklonaler Antikérper 1 : 1000, HRP-gekoppelter
Sekundar-Antikorper 1 : 2000.). (B) Kombinationsmdglichkeiten bei der Heterodimer-
Bildung von Integrin-Untereinheiten (gelb: exprimiert, rot: nicht exprimiert, weif3: nicht

untersucht).
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In RLE-6TN Zellen konnte die Expression der Integrin-Untereinheiten a,, as, a4, as, ay, B; und
Bs nachgewiesen werden, wohingegen a, und B3 nicht detektiert wurden [vgl. Abb. 3.12 A].
Das sich daraus ergebende Integrin-Profil der RLE-6TN Zellen ist in Abb. 3.12 B
zusammengefasst. Dabei sind die im Western Blot detektierten Untereinheiten gelb markiert,
wahrend die Untereinheiten, deren Expression nicht nachgewiesen werden konnte, in rot
dargestellt sind. Die weil3 markierten Untereinheiten wurden nicht analysiert.

Die Analyse der Expression von Integrin-Untereinheiten lieferte einen Uberblick iiber das
Integrin-Profil der RLE-6TN Zellen. Auf Basis dieses Profils sollte die Beteiligung spezifischer
Untereinheiten an der Feinstaub-induzierten Signaltransduktion im Folgenden naher

untersucht werden.

3.34 B:-Integrin vermittelte Aktivierung von ERK1/2 und AK T

Mit Hilfe des erstellten Integrin-Profils [vgl. 3.3.3] von RLE-6TN Zellen sollte die Integrin-
Untereinheit bestimmt werden, die fir die CB-induzierte Aktivierung von ERK1/2 und AKT
verantwortlich ist.

Frihere Untersuchungen mit Asbest-Fasern zeigten eine Beteiligung von B;-Integrinen an
der Faser-induzierten Signaltransduktion [Berken et al., 2003]. Da diese Integrin-Untereinheit
in RLE-6TN Zellen in hohem Mal3e exprimiert wird, wurde im Folgenden untersucht, ob die
CB-induzierte Aktivierung von ERK1/2 und AKT ebenfalls durch B;-Integrine vermittelt wird.
Hierzu wurden die B;-Integrin-Unterheiten durch die Bindung eines spezifischen Antikdrpers
gegen Bi-Integrin (Anti-CD29) blockiert, wahrend ein unspezifischer Antikérper (Anti-Hamster
IgM) als Negativkontrolle eingesetzt wurde [vgl. 2.1.5].

Fur die Untersuchungen wurden die RLE-6TN Zellen fur 1 h mit den jeweiligen Antikorpern in
einer Konzentration von 1 pg/ml inkubiert und anschlieRend fir 8 h mit 5 pg/cm? CB [vgl. 3.1
und 3.2.5] belastet. Die Verdinnungen beider Antikérper erfolgten mit PBS, so dass die
Notwendigkeit zusatzlicher Lésungsmittelkontrollen hierbei nicht gegeben war. Im Anschluss
wurde die Phosphorylierung von ERK1/2 und AKT mit Hilfe phospho-spezifischer Antikérper
im Western Blot bestimmt [vgl. 3.3.2].

Die Vorbehandlung mit dem B;-Integrin Antikérper fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der
CB-induzierten Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 um 30 % (n = 3, p < 0,05), wahrend
bei der Negativkontrolle nur eine geringflgige, jedoch nicht signifikante Verdnderung
beobachtet wurde [vgl. Abb. 3.13 A]. Die Phosphorylierung in den PBS-behandelten
Kontrollen wurde hingegen weder durch Anti-CD29 noch durch den unspezifischen

Antikorper beeinflusst.
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43 wurde durch die

Auch die CB-induzierte Phosphorylierung von AKT am Ser
Vorbehandlung mit dem p;-Integrin Antikorper signifikant um 41 % (n = 3, p < 0,05)
verringert, wahrend die Phosphorylierung in den Kontrollen mit PBS nicht beeinflusst wurde
[val. Abb. 3.13 B]. Im Gegensatz dazu hatte der unspezifische Antikdrper keinen Einfluss auf

die Phosphorylierung in den CB- und PBS-behandelten Zellen.
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Abb. 3.13: Einfluss des Antikoérpers gegen fB;-Integrin auf die CB-induzierte Phosphorylierung von
(A) ERK1/2 und (B) AKT: Belastung von RLE-6TN Zellen fir 8 h mit 5 pg/cm2 CB nach
einstiindiger Vorbehandlung mit Anti-CD29 [1 pg/ml] oder dem unspezifischen Antikdrper
Anti-Hamster IgM [1 pg/ml]. (A) und (B) Quantitative densitometrische Auswertung der
Western Blots (10 % SDS-PAGE, 5 ug Protein, Phospho-p44/42 MAP-Kinase
(Thr2°2/Tyr2°4) polyklonaler Antikdrper, Phospho-AKT (Serm) polyklonaler Antikorper
1 : 1000, HRP-gekoppelter Sekundar-Antikérper 1 : 2000) von drei unabhangigen
Experimenten, wobei jedes Einzelexperiment als Doppelbestimmung durchgefihrt wurde
(Mittelwerte £+ S.EM., n = 3). @ p < 0,05, signifikanter Unterschied zur jeweiligen

Kontrolle.

Demzufolge sind, neben dem EGF-R, offenbar auch B;-Integrine an der CB-induzierten
Aktivierung von ERK1/2 und AKT beteiligt. Dies stellt einen Unterschied zur CB-induzierten
Aktivierung von JNK1/2 dar, da diese anscheinend zwar durch den EGF-R, aber nicht durch
Integrine, vermittelt wird [vgl. 3.3.1]. Somit scheint die Aktivierung der Integrin-Rezeptoren
das Schlusselereignis bei der Induktion der simultanen Phosphorylierung von ERK1/2 und

AKT nach der Exposition mit Feinstaub zu sein.
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3.4 Analyse der Effekte von CB auf Proteine der Fok  alkontakte

Nachdem gezeigt wurde, dass sowohl der EGF-R als auch B;-Integrine offenbar an der
Feinstaub-induzierten Signaltransduktion beteiligt sind, wurde im nachsten Schritt
untersucht, welche zytoplasmatischen Signalproteine, die durch diese Zelloberflachen-
Rezeptoren aktiviert werden konnen, die CB-induzierte Aktivierung von ERK1/2 und AKT
vermitteln.

Da die Integrine bei der CB-induzierten Aktivierung dieser Signalproteine scheinbar eine
wichtige Rolle spielen, lag das Hauptaugenmerk hierbei auf der Integrin-vermittelten
Signaltransduktion [vgl. 3.3.4]. In diesem Zusammenhang ist bekannt, dass sich Integrine
nach der Bindung von Liganden in der Zellmembran zusammenlagern und eine
Konformationsénderung durchlaufen. Durch dieses ,Clustering” kommt es zur Bildung von
Fokaladh&sions-Komplexen, auch Fokalkontakte  genannt, in denen  sowohl
Zytoskelettproteine als auch Signalproteine gebunden werden [vgl. 1.3].

Zu den Signalproteinen der Fokalkontakte gehdren dabei auch die Proteinkinasen FAK und
ILK, die beide an die zytoplasmatische Domane von (;-Integrinen binden kénnen [Hannigan
et al.,, 1996; Richardson & Parsons, 1995]. Aufgrund der Beteiligung dieser Integrin-
Untereinheit an der Induktion der simultanen Aktivierung von ERK1/2 und AKT nach
Exposition mit ultrafeinem CB wurde daher zunachst untersucht, ob die FAK und/oder die

ILK ebenfalls an der CB-induzierten Signaltransduktion beteiligt sind.

34.1 FAK

Um eine Beteiligung der in den Fokalkontakten gebundenen Signalproteine an der
Feinstaub-induzierten Aktivierung von ERK1/2 und AKT zu untersuchen, wurde zunachst der
Einfluss ultrafeiner CB-Partikel auf die Proteinkinase FAK bestimmt.

Nach der Bindung entsprechender Liganden an Integrine wird die FAK am Tyr®*’
autophosphoryliert. Durch die direkte Interaktion der Proteinkinase mit B;i-Integrinen kann
dieser Effekt dabei noch verstarkt werden. Als Folge der Autophosphorylierung wird die FAK
aktiviert, und es kommt zur Induktion multipler Signalwege [Danen & Yamada, 2001; Lafreine
& Yamada, 1996].

Die Autophosphorylierung und damit die Aktivierung der FAK wurde mit Hilfe eines phospho-
spezifischen Antikorpers detektiert, der nur an die Kinase bindet, wenn eine

397

Phosphorylierung am Tyr>*" vorliegt.
Die Belastung von RLE-6TN Zellen mit 5 pug/cm® CB [vgl. 3.1] fiihrte im Vergleich zu den

Kontrollen mit PBS zu keinen signifikanten Veranderungen in der Autophosphorylierung der
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FAK [vgl. Abb. 3.14 A und B]. Auch die exprimierte Proteinmenge der FAK blieb wahrend

des gesamten Belastungs-Zeitraums in allen Proben konstant [vgl. Abb. 3.14 C und D].
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Abb. 3.14: Einfluss von CB [5 pg/cm?] auf die Autophosphorylierung und die Expression der FAK in
RLE-6TN Zellen. (A) und (C) Reprasentative Western Blots von Proteinextrakten (5 pug)
CB-behandelter Proben und den entsprechenden Kontrollen mit PBS (7,5 % SDS-PAGE,
Phospho-FAK (Tyr**") polyklonaler Antikérper 1 : 500, FAK monoklonaler Antikorper
1 : 1000, HRP-gekoppelter Sekundar-Antikérper 1 : 2000). (B) und (D) Quantitative
densitometrische Auswertung der Western Blots von drei unabhéngigen Experimenten,
wobei jedes Einzelexperiment als Doppelbestimmung durchgefiihrt wurde (Mittelwerte
+S.E.M.,,n=3).

Somit induzieren ultrafeine CB-Partikel in RLE-6TN Zellen keine Aktivierung der FAK, die
dementsprechend wahrscheinlich auch nicht an der CB-induzierten Phosphorylierung von
ERK1/2 und AKT beteiligt ist.
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3.4.2 ILK

Neben der FAK bindet auch die Proteinkinase ILK in Fokalkontakten an die zytoplasmatische
Doméane der B;-Integrine. Der ILK wird dabei eine Funktion bei der Aktivierung von AKT
zugeschrieben und es ist ferner bekannt, das Integrin-induzierte Signalwege, die unabhangig
von der FAK ablaufen, vermutlich durch die ILK vermittelt werden [Gary et al., 2003; Danen
& Yamada, 2001]. Daher wurde im Folgenden der Einfluss ultrafeiner CB-Partikel auf die ILK
untersucht, um Ruckschlisse auf eine mogliche Beteiligung dieser Kinase an der FAK-
unabh&ngigen, Feinstaub-induzierten Signaltransduktion ziehen zu kdnnen.

Die Belastung von RLE-6TN Zellen mit 5 pg/cm? CB [vgl. 3.1] fuhrte jedoch im Vergleich zu
den Kontrollen mit PBS uber den gesamten Behandlungs-Zeitraum zu keinen signifikanten

Veranderungen in der Gesamtmenge der exprimierten ILK [vgl. Abb. 3.15 A und B].
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Abb. 3.15: Einfluss von CB [5 ug/cmz] auf die Expression der ILK in RLE-6TN Zellen.
(A) Reprasentative Western Blots von Proteinextrakten (2,5 pg) CB-behandelter Proben
und den entsprechenden Kontrollen mit PBS (10 % SDS-PAGE, ILK1 polyklonaler
Antikoérper 1 : 1000, HRP-gekoppelter Sekundéar-Antikbrper 1 : 2000). (B) Quantitative
densitometrische Auswertung der Western Blots von drei unabhéngigen Experimenten,
wobei jedes Einzelexperiment als Doppelbestimmung durchgefuhrt wurde (Mittelwerte +
S.E.M., n=3).

Um eine Aussage zur Aktivierung der ILK durch die CB-Behandlung von RLE-6TN Zellen
treffen zu kénnen, wurde die enzymatische Aktivitat der ILK bestimmt. Dabei wurde, ebenso
wie bei der Untersuchung der enzymatischen Aktivitat von AKT [vgl. 3.2.4], ein GSK-3
Fusionsprotein als Substrat in einer Kinase-Reaktion eingesetzt [vgl. 2.2.7.2], Als
Positivkontrolle diente die Aktivierung der ILK durch die Bindung der RLE-6TN Zellen an eine
Fibronektin-Matrix. Hierzu wurde ein Adhasions-Test durchgefuhrt, bei dem die RLE-6TN
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Zellen fur 30 — 90 min in Zellkultur-Flaschen inkubiert wurden, die mit 5 pg/cm? Fibronektin
beschichtet waren [vgl. 2.2.3.1].

Die Belastung der RLE-6TN Zellen erfolgte fiir 8 h mit 5 ug/cm® CB [vgl. 3.1], so dass die
enzymatische Aktivitdt der ILK zu dem gleichen Zeitpunkt bestimmt wurde, bei dem die
Signalproteine AKT und ERK1/2 signifikant phosphoryliert vorliegen [vgl. 3.2.5]. Nach der
Belastung wurde die ILK mittels eines polyklonalen Antikdrpers immunpréazipitiert [vgl.
2.2.6.3]. Im Anschluss an die Kinase-Reaktion und die SDS-PAGE wurde die
Phosphorylierung des GSK-3 Fusionsproteins mit Hilfe eines phospho-spezifischen
Antikorpers im Western Blot bestimmt [vgl. 3.2.4]. Ein Ansatz ohne ILK-Antikérper diente

dabei als Hintergrund-Kontrolle.
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Abb. 3.16: Phosphorylierung des GSK-3 Fusionsproteins durch aktivierte ILK-Kinase aus
Proteinextrakten von RLE-6TN Zellen nach (A) Belastung fiir 8 h mit 5 pg/cm? CB oder
Inkubation mit PBS und (B) der Adhasion auf 5 pg/cm® Fibronektin fur 30 — 90 min.
(A) und (B) Reprasentative Western Blots von Proben der Kinase-Reaktion mit
Immunprazipitaten aus CB-behandelten Zellen, der entsprechenden Kontrolle mit PBS
bzw. den Positivkontrollen (10 % SDS-PAGE, 0,125 pg GSK-3 Fusionsprotein, K:
Kontrolle ohne ILK polyklonalen Antikorper). Phospho-GSK-3 a/f3 (Seer/9
Antikdrper 1:1000, HRP-gekoppelter Sekundar-Antikdrper 1 : 2000.

) polyklonaler

Die Behandlung mit CB hatte jedoch keinen Effekt auf die Phosphorylierung des GSK-3
Fusionsproteins [vgl. Abb. 3.16 A]. Im Gegensatz dazu fihrte die Adhasion der Zellen an
Fibronektin Gber die Aktivierung der ILK nach 60 — 90 min zu einer deutlichen Zunahme der
Phosphorylierung des GSK-3 Fusionsproteins [vgl. Abb. 3.16 B].

Demnach beeinflussen ultrafeine CB-Partikel scheinbar weder die Expression noch, zum

gewdhlten Zeitpunkt von 8 h, die enzymatische Aktivitat der ILK in RLE-6TN Zellen. Um eine
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Beteiligung der ILK an der CB-induzierten Aktivierung von AKT und ERK1/2 mit Hilfe
zusatzlicher Daten ausschlieRen zu kdnnen, wurde im Anschluss eine dominant-negative

Uberexpression der ILK mit Hilfe einer Kinase-inaktiven ILK-Mutante angestrebt.

3.4.2.1 Herstellung einer Kinase-inaktiven Mutante  der ILK

Um den Effekt einer dominant-negativen Uberexpression der ILK in RLE-6TN Zellen n&her
zu analysieren, wurde eine Mutante hergestellt, bei der in der Subdoméne VIl der Kinase an
Position 359 ein AS-Austausch von Glutaminsdure zu Lysin (E359K) vorliegt. Dabei fuhrt

diese Mutation zu einer Hemmung der enzymatischen Aktivitat der ILK [Persad et al., 2001].

Gesamt-RNA aus RLE-6TN Zellen
l RT-PCR (ILK-Start, ILK-Stop)

ILK-cDNA

TA-Klonierung

A 4

pCRII-ILK-25/8

Ortsgerichtete Mutagenese
(ILKE359Kfwd, ILKE359Krev)

pCRII-ILK-25/8 E359K

Restriktion (EcoRlI), Klonierung

A\ 4

pCMV-6 HA ILK 25/8 E359K-5

Abb. 3.17: Schematische Darstellung der Konstruktion der Kinase-inaktive ILK-Mutante.

Die Strategie zur Konstruktion der ILK-Mutante ist in Abb. 3.17 schematisch
zusammengefasst. So wurde zunachst die cDNA fur die native ILK durch RT-PCR [vgl.
2.2.4.3] aus der Gesamt-RNA [vgl. 2.2.4.2] von RLE-6TN Zellen isoliert. Die Amplifizierung
der cDNA [vgl. 2.2.4.3] fur die ILK erfolgte dabei mit den Oligonukleotiden ILK-Start und ILK-
Stop [vgl. 2.1.11]. Das PCR-Produkt wurde durch eine TA-Klonierung [vgl. 2.2.4.5] in den
Vektor pCR®II-TOPO® [vgl. 2.1.9] eingebracht. Das resultierende Plasmid pCRII-ILK-25/8
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[vgl. 2.1.10] diente im nachsten Schritt als Matrize flr eine ortsgerichtete Mutagenese [vgl.
2.2.4.6], bei der mittels der Primer ILKE359Kfwd und ILKE359Krev [vgl. 2.1.11] das
kodierende Triplett fir die Glutaminsaure gegen das Triplett fiir Lysin ausgetauscht wurde.
Aus dem daraus resultierenden Plasmid pCRII-ILK-25/8 E359K [vgl. 2.1.10] wurde die
mutierte cDNA fur die ILK (E359K) durch Restriktion mit der Endonuklease EcoRl isoliert und
in den Expressionsvektor pCMV-6 HA [vgl. 2.1.9] umkloniert.

Das so konstruierte Plasmid pCMV-6 HA ILK 25/8 E359K-5 [vgl. 2.1.10] wurde durch
Sequenzierung [vgl. 2.2.4.7] verifiziert und konnte somit fir die dominant-negative

Uberexpression der ILK in RLE-6TN Zellen eingesetzt werden.

3.4.2.2 Dominant-negative Uberexpression der ILK

Im Folgenden wurde durch die dominant-negative Uberexpression der ILK in RLE-6TN
Zellen eine Beteiligung dieser Kinase an der CB-induzierten Aktivierung von AKT und
ERK1/2 untersucht.

Dazu wurden die RLE-6TN Zellen bei einer Konfluenz von 40 % mit dem Plasmid pCMV-6
HA ILK 25/8 E359K-5 [vgl. 2.1.10 und 3.4.2.1] fUr die Kinase-inaktive ILK-Mutante sowie mit
dem Leervektor pCMV-6 HA [vgl. 2.1.9] transfiziert. Nach einer 20-stiindigen Inkubation in
Nahrmedium [vgl. 2.2.1.1] wurden die Zellen in der Ruhephase arretiert [vgl. 3.1] und im
Anschluss fiir 8 h mit 5 pg/cm? CB [vgl. 3.1 und 3.2.5] belastet. Die Phosphorylierung von
AKT und ERK1/2 in Proteinextrakten transfizierter Zellen wurde wiederum mit Hilfe phospho-
spezifischer Antikdrper im Western Blot untersucht [vgl. 3.3.2]. Zuséatzlich wurde die
Gesamtmenge an exprimierter ERK1 und ERK2 als Ladekontrolle detektiert. Um die
Effizienz der dominant-negativen Uberexpression der ILK-Mutante in den RLE-6TN Zellen zu
Uberprifen, wurde die enzymatische Aktivitat der ILK nach der Transfektion tberprift. Dabei
zeigten die mit der Kinase-inaktiven ILK-Mutante transfizierten Zellen eine deutliche
Abnahme in der Gesamt-Aktivitdt der ILK [Inka Gallitz, Institut fir Umweltmedizinische
Forschung, unverdéffentlichte Ergebnisse].

Die transiente Transfektion der Zellen mit dem Leervektor zeigte keinen Effekt auf die
Phosphorylierung von AKT am Ser*”® in den CB- und PBS-behandelten Proben [vgl. 3.18].
Auch die dominant-negative Uberexpression der ILK bewirkte keine Veranderungen in der
CB-induzierten Phosphorylierung von AKT sowie der Phosphorylierung in den Kontrollen mit
PBS. Gleichfalls waren nach der Transfektion keine Effekte auf die Phosphorylierung und

Expression von ERK1 und ERK2 zu beobachten.
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Abb. 3.18: Einfluss der Kinase-inaktiven ILK-Mutante auf die CB-induzierte Phosphorylierung von
AKT und ERKZ1/2: Belastung von RLE-6TN Zellen fir 8 h mit 5 pg/cm2 CB nach der
Transfektion der Zellen mit dem Plasmid pCMV-6 HA ILK 25/8 E359K-5 [0,25 pg] und der
entsprechenden Leervektor-Kontrolle pCMV-6 HA [0,25 pg]. Reprasentative Western
Blots von Proteinextrakten (5 ug) aus transfizierten Zellen und den entsprechenden
Kontrollen (10 % SDS-PAGE, Phospho-AKT (Ser*’®) polyklonaler Antikorper, Phospho-
p44/42 MAP-Kinase (Thr*®/Tyr™®") polyklonaler Antikorper, p44/42 MAP-Kinase
polyklonaler Antikérper 1 : 1000, HRP-gekoppelter Sekundar-Antikdrper 1 : 2000).

Auch die Daten der dominant-negativen Uberexpression der ILK weisen darauf hin, dass die
ILK nicht an der CB-induzierten Aktivierung von AKT und ERK1/2 beteiligt ist. Gemeinsam
mit den unter 3.4.2 gewonnenen Erkenntnissen, dass weder die Expression noch die
enzymatische Aktivitat der ILK durch ultrafeine CB-Partikel beeinflusst werden, scheint eine

Rolle der ILK bei der Feinstaub-induzierten Signaltransduktion somit eher unwahrscheinlich.

3.5 Beteiligung der PI3-Kinase an der CB-induzierte  n Signaltransduktion

Somit wurde durch verschiedene Versuchsansatze gezeigt, dass die in den Fokalkontakten
lokalisierten Proteinkinasen FAK und ILK wahrscheinlich nicht an der Feinstaub-induzierten
Signaltransduktion beteiligt sind. Im nachsten Schritt wurde daher untersucht, welches
zytoplasmatische Signalprotein stattdessen durch ultrafeine CB-Partikel aktiviert werden

kann. Dabei wurde das Hauptaugenmerk auf die PI3-Kinase gelegt, da diese Proteinkinase
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fur die Aktivierung von AKT essentiell ist [Velling et al., 2004; Gary et al., 2003]. Zudem wird
der an der Zellmembran lokalisierten PI3-Kinase auch eine Funktion bei der Integrin-
vermittelten Aktivierung von MAP-Kinasen zugeschrieben [Vanhaesebroeck et al., 1997].
Daher wurde zunachst untersucht, ob die PI3-Kinase auch an der CB-induzierten Aktivierung
von AKT und ERK1/2 beteiligt ist.

Hierzu wurde die PI3-Kinase durch die Bindung der spezifischen Inhibitoren Wortmannin und
LY 294002 an die ATP-Bindungsstelle der katalytischen Untereinheit gehemmt [vgl. 2.1.5].
Der irreversible Inhibitor Wortmannin wurde in einer Konzentration von 10 nM eingesetzt,
wobei Methanol in einer Endkonzentration von 0,3 % (v/v) als Losungsmittelkontrolle diente.
Bei dem reversiblen Inhibitor LY 294002 betrug die Konzentration 1 puM, wahrend die
entsprechenden Lésungsmittelkontrollen mit 0,25 % (v/v) Ethanol belastet wurden.

Bei den Untersuchungen wurden die RLE-6TN Zellen fir 30 min mit den Inhibitoren bzw. den
entsprechenden Lésungsmittelkontrollen inkubiert und anschlieRend fiir 8 h mit 5 pg/cm? CB
[vgl. 3.1 und 3.2.5] belastet. Im Anschluss wurde die Phosphorylierung von ERK1/2 und AKT
mit Hilfe phospho-spezifischer Antikdrper im Western Blot bestimmt [vgl. 3.3.2].

Wahrend die Losungsmittelkontrollen flr beide Inhibitoren in den PBS- und CB-behandelten
Proben keine Veranderungen in der Phosphorylierung von AKT am Ser*® bewirkten, filhrte
die Vorbehandlung mit Wortmannin zu einer signifikanten Abnahme der Phosphorylierung,
wobei die CB-induzierte Phosphorylierung um 60 % (n = 3, p < 0,005) und die
Phosphorylierung in den Kontrollen mit PBS um 78 % (n = 3, p < 0,005) reduziert wurde [vgl.
Abb. 3.19 A]. Auch die Vorbehandlung mit LY 294002 resultierte in einer signifikanten
Abnahme der CB-induzierten Phosphorylierung von AKT um 39 % (n = 3, p < 0,0005), sowie
einer geringen, jedoch nicht signifikanten Abnahme der Phosphorylierung in den PBS-
behandelten Kontrollen [vgl. Abb. 3.19 C].

Der deutlich schwachere Effekt dieses Inhibitors lasst sich dabei durch die Tatsache
erklaren, dass es sich hierbei um eine reversible Hemmung handelt, wahrend Wortmannin
die PI3-Kinase irreversibel blockiert.

Bei der Untersuchung von ERK1 und ERK2'wurden mit den Lo&sungsmittelkontrollen
Methanol und Ethanol ebenfalls keine signifikanten Veranderungen in der Phosphorylierung
der Signalproteine beobachtet [vgl. Abb. 3.19 B und D]. Die Vorbehandlung mit Wortmannin
fuhrte dagegen zu einer signifikanten Abnahme der CB-induzierten Phosphorylierung von
ERK1/2 um 37 % (n = 3, p < 0,05), sowie einer geringen, jedoch nicht signifikanten Abnahme
der Phosphorylierung in den PBS-behandelten Proben [vgl. Abb. 3.19 B]. Entsprechend
wurde auch nach der Vorbehandlung mit LY 294002 eine signifikante Abnahme der CB-
induzierten Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 um 25 % (n = 3, p < 0,05) beobachtet,
wahrend die Phosphorylierung in den Kontrollen mit PBS geringfligig, aber nicht signifikant
reduziert wurde [vgl. Abb. 3.19 D].
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Abb. 3.19:

Einfluss von PI3-Kinase Inhibitoren auf die CB-induzierte Phosphorylierung von (A, C)
AKT und (B, D) ERK1/2: Belastung von RLE-6TN Zellen fir 8 h mit 5 pg/cm2 CB nach 30-
minltiger Vorbehandlung mit (A - B) Wortmannin [10 nM] bzw. Methanol [0,3 % (v/v)
Endkonzentration] als Losungsmittelkontrolle oder (C - D) LY 294002 [1 puM] bzw. Ethanol
[0,25 % (v/v) Endkonzentration]. (A — D) Quantitative densitometrische Auswertung der
Western Blots (10 % SDS-PAGE, 5 ug Protein, Phospho-p44/42 MAP-Kinase
(Thr*%/Tyr™®*) polyklonaler Antikorper, Phospho-AKT (Ser*”) polyklonaler Antikdrper
1 : 1000, HRP-gekoppelter Sekundar-Antikérper 1 : 2000) von drei unabhangigen
Experimenten, wobei jedes Einzelexperiment als Doppelbestimmung durchgefihrt wurde
(Mittelwerte + S.E.M., n = 3). O p < 0,05, (11 p < 0,005 111 p < 0,0005, signifikanter

Unterschied zu den jeweiligen Losungsmittelkontrollen.
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Somit werden scheinbar sowohl die CB-induzierte Aktivierung von AKT als auch die
Aktivierung von ERK1/2 durch die PI3-Kinase vermittelt, die damit offenbar eine zentrale

Rolle bei der Feinstaub-induzierten Signaltransduktion einnimmit.

3.6 AKT-vermittelte Aktivierung von ERK1/2

Gemal den bisherigen Daten der vorliegenden Arbeit werden Effekte der Belastung von
RLE-6TN Zellen mit ultrafeinem CB durch die Zelloberflachen-Rezeptoren EGF-R und B;-
Integrine vermittelt und resultieren Uber die Aktivierung der PI3-Kinase in der simultanen
Phosphorylierung der Signalproteine AKT und ERK1/2. Bislang ist allerdings unklar, ob die
PI3-Kinase dabei zwei voneinander unabhangige Signalwege induziert, oder ob AKT und
ERK1/2 zu einem Signalweg mit dem gleichen Endpunkt gehtren. Daher wurde im
Folgenden untersucht, ob AKT an der CB-induzierten Aktivierung von ERK1 und ERK2
beteiligt ist.

Hierfir wurde der spezifische AKT-Inhibitor SH-5 eingesetzt, der die Phosphorylierung von
AKT am Ser*" blockiert, wodurch die Kinase-Aktivitat gehemmt wird [vgl. 2.1.5].

Bei den Untersuchungen wurden die RLE-6TN Zellen fir 1 h mit dem Hemmstoff in den
Konzentrationen 0,01 — 1 uM, bzw. A. dest als Ldsungsmittelkontrolle inkubiert und
anschlieRend fiir 8 h mit 5 pg/cm? CB [vgl. 3.1 und 3.2.5] belastet. Im Anschluss wurde die
Phosphorylierung von ERK1/2 mit Hilfe phospho-spezifischer Antikorper im Western Blot
bestimmt [vgl. 3.3.2]. Als Positivkontrolle fir die Funktion des Inhibitors wurde zusatzlich die

473 Untersucht.

Phosphorylierung von AKT am Ser
Erwartungsgemal zeigte die Positivkontrolle nach der Vorbehandlung mit SH-5 eine
signifikante  Abnahme  der  Phosphorylierung von  AKT, wohingegen die
Ldsungsmittelkontrolle keinen Effekt zeigte [vgl. Abb. 3.20 A]. Die Phosphorylierung von AKT
in den CB-behandelten Proben war dabei in Abhangigkeit von der Inhibitor-Dosis um 23 %
(n =3, p <0,05) bis 64 % (n = 3, p < 0,0005) reduziert, wahrend in den Kontrollen mit PBS
eine Abnahme von 62 % (n = 3, p < 0,05) bis 77 % (n = 3, p < 0,0005) beobachtet wurde.

Bei der Untersuchung von ERK1 und ERK2 wurde in den Lésungsmittelkontrollen ebenfalls
keine Veranderung in der Phosphorylierung der Signalproteine beobachtet [vgl. Abb. 3.20 B].
Allerdings bewirkte auch hier die Vorbehandlung mit dem AKT-Inhibitor eine Dosis-
abhangige Abnahme der CB-induzierten Phosphorylierung von ERK1 und ERK2, die bei der
hochsten Konzentration des Inhibitors [1 pM] mit 42 % (n = 4, p < 0,05) als signifikant
beschrieben werden konnte. Im Gegensatz dazu hatte der Hemmestoff keinen Einfluss auf die

Phosphorylierung in den PBS-behandelten Kontrollen.
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Abb. 3.20:

Einfluss des AKT-Inhibitors auf die CB-induzierte Phosphorylierung von (A) AKT und (B)
ERK1/2: Belastung von RLE-6TN Zellen fir 8 h mit 5 pg/cm® CB nach einstindiger
Vorbehandlung mit SH-5 [0,01 - 1 puM] bzw. A. dest. (A) und (B) Quantitative
densitometrische Auswertung der Western Blots (10 % SDS-PAGE, 5 pg Protein,
Phospho-p44/42 MAP-Kinase (ThrZOZITyr2°4) polyklonaler Antikdrper, Phospho-AKT
(Serm) polyklonaler Antikérper 1 : 1000, HRP-gekoppelter Sekundar-Antikdrper 1 : 2000)
von drei unabhdngigen Experimenten, wobei jedes Einzelexperiment als
Doppelbestimmung durchgefuhrt wurde (Mittelwerte £+ S.E.M., n = 3). 0 p < 0,05, (11

p < 0,0005, signifikanter Unterschied zur jeweiligen Losungsmittelkontrollen.



Ergebnisse 72

Demnach scheint AKT an der CB-induzierten Aktivierung von ERK1 und ERK2 beteiligt zu
sein. Um diese Erkenntnis weiter zu untermauern, erfolgte im Folgenden eine dominant-

negative Uberexpression von AKT in RLE-6TN Zellen.

3.6.1 Dominant-negative Uberexpression von AKT

Fir die dominant-negative Uberexpression wurde das, von Dr. Thomas Franke (Columbia
University, New York, USA) freundlicherweise zur Verfugung gestellte, Plasmid pCMV-6 HA
AKT (K179M) [vgl. 2.1.10] verwendet, welches fur die mutierte AKT-Kinase mit dem AS-
Austausch Lysin zu Methionin (K179M) kodiert. Durch die Mutation K179M in der ATP-
Bindungsstelle von AKT gilt die Kinase-Aktivitéat des Proteins als gehemmt [Franke et al.,
1995].

Phospho -AKT 60 kDa
44 kDa
Phospho -ERK1/2 42 kDa
- + - + - + CB
- - + + - - pCMV-6 HA

- - - -+ +  pCMV-6 HA
AKT (K179M)

44 kDa

Abb. 3.21: Einfluss der Kinase-inaktiven AKT-Mutante auf die CB-induzierte Phosphorylierung von
AKT und ERKZ1/2: Belastung von RLE-6TN Zellen fir 8 h mit 5 pg/cm2 CB nach der
Transfektion mit dem Plasmid pCMV-6 HA AKT (K179M) [0,25 pg] und der
entsprechenden Leervektor-Kontrolle pCMV-6 HA [0,25 pg]. Reprasentative Western
Blots von Proteinextrakten (5 pg) aus transfizierten Zellen und den entsprechenden
Kontrollen (10 % SDS-PAGE, Phospho-AKT (Ser*’®) polyklonaler Antikorper, Phospho-
p44/42 MAP-Kinase (Thr®/Tyr™®") polyklonaler Antikorper, p44/42 MAP-Kinase
polyklonaler Antikérper 1 : 1000, HRP-gekoppelter Sekundar-Antikdrper 1 : 2000).
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Die RLE-6TN Zellen wurden mit dem Plasmid pCMV-6 HA AKT (K179M) sowie dem
Leervektor pCMV-6 HA [vgl. 2.1.9] transfiziert [vgl. 3.4.2.2] und anschliel3end fir 8 h mit
5 ug/cm® CB [vgl. 3.1 und 3.2.5] belastet. Die Phosphorylierung von ERK1/2 wurde
wiederum mit Hilfe phospho-spezifischer Antikdrper im Western Blot bestimmt [vgl. 3.3.2].
Als Kontrolle wurde zusatzlich die Phosphorylierung von AKT untersucht, wahrend das
Gesamtprotein von ERK1/2 als Ladekontrolle diente.

Erwartungsgemal zeigte die Positivkontrolle in den dominant-negativ transfizierten Zellen
eine deutliche Abnahme der CB-induzierten Phosphorylierung von AKT am Ser*’®, wahrend
bei der Kontrolle mit PBS nur eine geringfligige Veranderung beobachtet wurde [vgl. Abb.
3.21]. Im Gegensatz dazu hatte die transiente Transfektion des Vektors pCMV-6 HA sowohl
in den Kontrollen mit PBS als auch den CB-behandelten Proben keinen Effekt auf die
Phosphorylierung von AKT.

Bei der Analyse von ERK1 und ERK2 zeigten die mit dem Leervektor transfizierten Zellen
ebenfalls keine Veranderungen in der Phosphorylierung der Signalproteine. Allerdings fuhrte
auch hier die dominant-negative Uberexpression von AKT zu einer Abnahme der CB-
induzierten Phosphorylierung von ERK1/2, wahrend die AKT-Mutante keinen Einfluss auf die
Phosphorylierung in den Kontrollen mit PBS nahm.

Demnach zeigen auch diese Daten zur dominant-negativen Uberexpression von AKT, dass
diese Proteinkinase die CB-induzierte Aktivierung von ERK1 und ERK2 vermittelt. Dabei ist

an dieser Stelle jedoch noch unklar, ob diese Aktivierung direkt oder indirekt erfolgt.

3.7 Analyse der Effekte von CB auf die RaffMEK/ERK- Kaskade

Gemall der gewonnenen Daten der vorliegenden Arbeit besitzt die Proteinkinase AKT
offenbar eine zentrale Funktion bei der CB-induzierten Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1
und ERK2 [vgl. 3.6 und 3.6.1]. Allerdings ist noch unklar, wie diese Aktivierung vermittelt
wird. ERK1/2 werden vielfach durch MEK1 und MEK2 phosphoryliert, wahrend die
Aktivierung von MEK1/2 wiederum durch die MEKK c-Raf erfolgt [vgl. 1.3]. Um zu
Uberprifen, ob diese Raf/MEK/ERK-Kaskade auch an der Feinstaub-induzierten
Signaltransduktion beteiligt ist, wurde zuné&chst der Einfluss ultrafeiner CB-Partikel auf die
Phosphorylierung der einzelnen Signalproteine dieser Kaskade untersucht.

Durch die Belastung von RLE-6TN Zellen fiir 8 h mit 5 ug/cm® CB [vgl. 3.1 und 3.2.5] konnte
dabei die Phosphorylierung der Signalproteine zu dem Zeitpunkt bestimmt werden, bei dem
auch AKT und ERK1/2 signifikant phosphoryliert vorliegen. Als Positivkontrolle fir die
Aktivierung der Raf/MEK/ERK-Kaskade wurden die Zellen fir 5 min mit 100 ng/ml EGF
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behandelt [vgl. 2.1.5]. Die Phosphorylierung der einzelnen Signalproteine wurde mit Hilfe
phospho-spezifischer Antikdrper im Western Blot untersucht. Fir MEK1/2 wurde dabei,
ahnlich wie bei den MAP-Kinasen, ein Antikdrper eingesetzt, der nur bei einer dualen
Phosphorylierung an den spezifischen Serin-Resten bindet [vgl. 3.2.1]. Da diese
Phosphorylierung essentiell fur die Aktivierung von MEK1/2 ist, spiegelt eine Zunahme der
Phosphorylierung dementsprechend auch eine Aktivierung dieser Signalproteine wider. Die
Phosphorylierung von c-Raf wurde hingegen mit einem Antikdrper untersucht, der nur dann
an das Signalprotein bindet, wenn eine Phosphorylierung an einer inhibitorischen
Phosphorylierungsstelle vorliegt. Daher kann eine reduzierte Phosphorylierung mit der
Aktivierung von c-Raf gleichgesetzt werden [Cobb, 1999; Mason et al., 1999; Alessi et al.,
1995]. Als Ladekontrolle wurde zusatzlich die Gesamtmenge an exprimierter ERK1 und
ERK2 detektiert.

A B
Phospho-AKT 60 kDa —
Phospho-ERK1/2 = f’é EBZ
Phospho-c-Raf — 74 kDa s
Phospho-MEK1/2 — 45 kDa —
- + CB - + EGF
ERK1/2 o <G - b

Abb. 3.22:  Einfluss von (A) CB [5 pg/cm?’] und (B) EGF [100 ng/ml] auf die Phosphorylierung von
AKT, ERK1/2, c-Raf und MEK1/2. (A) und (B) Reprasentative Western Blots von
Proteinextrakten (5 pg) behandelter Zellen und den entsprechenden Kontrollen (10 %
SDS-PAGE, Phospho-AKT (Ser’™®) polyklonaler Antikorper, Phospho-p44/42 MAP-
Kinase (Thr*®/Tyr®®) polyklonaler Antikorper, Phospho-Raf (Ser”®) polyklonaler
Antikorper, Phospho-MEK1/2 (Ser?*”??Yy monoklonaler Antikdrper, p44/42 MAP-Kinase
polyklonaler Antikérper 1 : 1000; HRP-gekoppelter Sekundar-Antikdrper 1 : 2000).
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Die Behandlung der RLE-6TN Zellen mit CB zeigte dabei, neben der erwarteten Zunahme
der Phosphorylierung von AKT und ERK1/2, auch eine erhOhte Phosphorylierung von
MEKZ1/2 [vgl. Abb. 3.22 A]. Allerdings wurden keine Veranderungen in der Phosphorylierung
von c-Raf beobachtet.

Bei der Positivkontrolle bewirkte die Behandlung mit EGF erwartungsgemaf eine Zunahme
der Phosphorylierung von AKT, ERK1/2 und MEK1/2, sowie eine reduzierte
Phosphorylierung und damit eine Aktivierung von c-Raf [vgl. Abb. 3.22 B].

Somit kénnen ultrafeine CB-Partikel in RLE-6TN Zellen nach 8 h eine Phosphorylierung von

MEK1 und MEK2 induzieren, ohne dabei einen Einfluss auf c-Raf auszuiiben.

3.7.1 MEKZ1/2 vermittelte Aktivierung von ERK1/2

Nachdem gezeigt wurde, dass MEK1/2, im Gegensatz zu c-Raf, durch ultrafeine CB-Partikel
aktiviert werden konnen, wurde im Folgenden untersucht, ob diese Signalproteine auch
direkt an der CB-induzierten Aktivierung von AKT und/oder ERK1/2 beteiligt sind.

Hierzu wurde die Aktivitdt von MEK1/2 durch den allosterischen Inhibitor PD 98059
gehemmt, der in einer Konzentration von 10 puM eingesetzt wurde [vgl. 2.1.5]. Als
Ldsungsmittelkontrolle diente Methanol in einer Endkonzentration von 0,5 % (v/v).

Bei den Untersuchungen wurden die RLE-6TN Zellen fir 1 h mit dem Inhibitor bzw. der
Lésungsmittelkontrolle inkubiert und anschlieRend fiir 8 h mit 5 ug/cm? CB [vgl. 3.1 und 3.2.5]
belastet. Im Anschluss wurde die Phosphorylierung von ERK1/2 und AKT mit Hilfe phospho-
spezifischer Antikérper im Western Blot bestimmt [vgl. 3.3.2].

Bei der quantitativen Auswertung der Immunsignale zeigte sich, dass die
Lésungsmittelkontrolle keine Veranderungen in der Phosphorylierung von AKT am Ser*’
bewirkte [vgl. Abb. 3.23 A]. Im Gegensatz dazu fuhrte die Vorbehandlung mit PD 98059 zu
einer geringfigigen, jedoch nicht signifikanten Zunahme der CB-induzierten
Phosphorylierung, wohingegen die Phosphorylierung in den Kontrollen mit PBS konstant
blieb.

Auch bei der Untersuchung von ERK1 und ERK2 hatte die Lésungsmittelkontrolle keinen
Einfluss auf die Phosphorylierung der Signalproteine in den PBS- und CB-behandelten
Proben [vgl. Abb. 3.23 B]. Allerdings wurde nach der Vorbehandlung mit PD 98059 eine
signifikante Abnahme der CB-induzierten Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 um 47 %
(n = 3, p < 0,05) beobachtet. Auch die Kontrollen mit PBS zeigten in Gegenwart des
Hemmstoffs eine verminderte Phosphorylierung, die jedoch nicht als signifikant ermittelt

wurde.
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Abb. 3.23: Einfluss des MEK-Inhibitors auf die CB-induzierte Phosphorylierung von (A) AKT und

(B) ERK1/2: Belastung von RLE-6TN Zellen firr 8 h mit 5 pg/cm® CB nach einstiindiger
Vorbehandlung mit PD 98059 [10 puM] bzw. Methanol [0,5 % (v/v) Endkonzentration] als
Lésungsmittelkontrolle. (A) und (B) Quantitative densitometrische Auswertung der
Western Blots (10 % SDS-PAGE, 5 pug Protein, Phospho-p44/42 MAP-Kinase
(Thr2°2/Tyr2°4) polyklonaler Antikdrper, Phospho-AKT (Serm) polyklonaler Antikorper
1 : 1000, HRP-gekoppelter Sekundar-Antikérper 1 : 2000) von drei unabhangigen
Experimenten, wobei jedes Einzelexperiment als Doppelbestimmung durchgefiihrt wurde
(Mittelwerte £+ S.EM.,, n = 3). @ p < 0,05, signifikanter Unterschied zur jeweiligen

Lésungsmittelkontrolle.

Demnach scheinen MEK1 und MEK2 an der CB-induzierten Phosphorylierung von ERK1

und ERK2 beteiligt zu sein, ohne einen Einfluss auf die Proteinkinase AKT auszulben. In der

Feinstaub-induzierten Signaltransduktion sind MEK1/2 daher wahrscheinlich unterhalb von

AKT aber oberhalb von ERK1/2 einzuordnen. Allerdings ist durch diese Daten nicht

auszuschlieRen, dass AKT auch eine direkte Aktivierung von ERK1 und ERK2, ohne die

Beteiligung von MEK1/2, bewirken kann.
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3.8 In vivo Effekte von CB

Bis hierher liefern die Daten der vorliegenden Arbeit einen guten Uberblick tiber die, an der
Feinstaub-induzierten Signaltransduktion beteiligten, Komponenten. Demnach fihren
ultrafeine CB-Partikel zu einer EGF-R vermittelten Phosphorylierung von JNK1 und JNK2.
Des Weiteren induzieren EGF-R und (3;-Integrine einen Signalweg, der unter der Beteiligung
von PI3-Kinase und AKT in der Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 resultiert.

Die Untersuchungen wurden mit RLE-6TN Zellen, d.h. einem in vitro Versuchssystem
durchgefuhrt. Im Folgenden wurde daher (uberprift, ob der CB-induzierte PI3-
Kinase/AKT/ERK-Signalweg auch in vivo von Bedeutung ist.

Dazu wurde der Einfluss ultrafeiner CB-Partikel auf die Phosphorylierung von ERK1 und
ERK2 in Lungengeweben [vgl. 2.1.6] von Big Blue®-Ratten (Typ Fischer 344) nach

chronischer Feinstaub-Belastung mittels intratrachealer Instillation bestimmt.
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Abb. 3.24: CB-induzierte Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 in Lungengeweben von Big Blue®-
Ratten (Typ Fischer 344) nach intratrachealer Instillation [4 x 25 mg CB/kg
Korpergewicht, suspendiert in NaCl]. (A) Repréasentative Western Blots von
Proteinextrakten (2,5 ug) CB-behandelter Proben und den entsprechenden Kontrollen mit
NaCl (10 % SDS-PAGE, Phospho-p44/42 MAP-Kinase (Thr*®%/Tyr*®") polyklonaler
Antikorper, p44/42 MAP-Kinase polyklonaler Antikérper 1 : 1000, HRP-gekoppelter
Sekundar-Antikérper 1 : 2000). (B) Quantitative densitometrische Auswertung der

Western Blots von sieben Tieren (Mittelwerte £ S.E.M., n=7). [0 p <0,05.

In dem Tierversuch, der unabhéangig von der vorliegenden Arbeit mit einer anderen
Fragestellung durchgefiinrt wurde, wurden sieben Tieren Uber einen Zeitraum von vier
Wochen einmal wochentlich mit 25 mg CB/kg Korpergewicht, suspendiert in NaCl-Ldsung,

belastet, wahrend die Behandlung der Kontrollgruppe nur mit NaCl-Lésung erfolgte [Dr.
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Klaus Unfried & Dr. Roel Schins, Institut fir Umweltmedizinische Forschung, personliche
Mitteilung].

Nach der Tétung der Tiere erfolgte eine Lungenlavage und anschlieBend wurde das
Lungengewebe prapariert. Die extrahierten Proteine aus dem Lungengewebe [vgl. 2.2.5.1]
wurden mittels einer SDS-PAGE [vgl. 2.2.5.5] nach dem Molekulargewicht aufgetrennt und
beim Western Blot [vgl. 2.2.6.1] auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Phosphorylierung
von ERK1 und ERK2 in diesen Proben wurde mit Hilfe phospho-spezifischer Antikorper
untersucht, wahrend die Expression dieser Signalproteine durch spezifische Antikdrper
gegen das Gesamtprotein nachgewiesen wurde. AbschlieRend wurden die Immunsignale
densitometrisch quantifiziert [vgl. 2.2.8], wobei die Phosphorylierung direkt auf das
exprimierte Gesamtprotein von ERK1 und ERK2 bezogen wurde, um mdgliche
Schwankungen zwischen den einzelnen Tieren sowie den einzelnen Lungengeweben
auszuschliefRen.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe bewirkte die Behandlung der Ratten mit CB eine signifikante,
2,5fache Zunahme (n = 7, p < 0,05) der Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 [vgl. Abb.
3.24 A und B].

Somit induzieren ultrafeine CB-Partikel auch in Lungengeweben eine Aktivierung der MAP-
Kinasen ERK1 und ERK2. Dies ist ein erster Hinweis auf die in vivo Relevanz des
beschriebenen  CB-induzierten  PI3-Kinase/AKT/ERK-Signalweges. Geplante  Unter-
suchungen von ERK1/2 und weiteren Signalproteinen, wie z.B. PI3-Kinase und AKT, in
Proteinextrakten aus Lungengeweben sowie Gewebeschnitten, werden in diesem

Zusammenhang zukinftig eine genauere Aussage ermdglichen.
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4, Diskussion

Inhalierbare granulare Partikel induzieren eine Vielzahl an gesundheitsschadlichen Effekten,
wie z.B. Erkrankungen der Atemwege, Herzkreislauf-Erkrankungen und ein erhohtes
Lungenkrebsrisiko. Die Induktion der einzelnen Krankheitsbilder hangt hauptsachlich von
dem aerodynamischen Durchmesser der Partikel ab. Anhand von epidemiologischen Studien
wurde dabei auf eine erhdhte Assoziation zwischen Erkrankungen und ultrafeinen Partikeln,
d.h. Partikeln mit einem aerodynamischen Durchmesser < 0,1 um, aufmerksam gemacht. In
diesem Zusammenhang ist auch bekannt, dass ultrafeine Partikel, aufgrund der grofRen
Oberflache und der daraus resultierenden erhdhten biologischen Toxizitat, pathogener sind
als inhalierbare, aber nicht ultrafeine Partikel des gleichen Materials [Beck-Speier et al.,
2005; Donaldson et al., 2005; Renwick et al., 2004; Donaldson & Stone, 2003; Brown et al.,
2001; Stone et al., 2000; Driscoll et al., 1996]. Nach der Inhalation werden die ultrafeinen
Partikel von einer Vielzahl an Zellen, wie z.B. Endothelzellen, Epithelzellen und Nervenzellen
aufgenommen. Durch den Eintritt in den Blutkreislauf kommt es dabei nicht nur zu einer
Exposition der Lunge, sondern auch zu einer Belastung anderer Organe, wie z.B. Herz,
Gehirn, Milz und Leber [Donaldson et al., 2005]. Unabhangig davon werden jedoch die
Zellen des Lungenepithels als die klassischen Zielzellen inhalierter Partikel beschrieben
[Hoet et al.,, 2004]. Die Partikel induzieren dabei sowohl direkt als auch indirekt
unterschiedliche Signalwege, die in der Ausbildung gentoxischer Effekte sowie
Veranderungen in Apoptose und/oder Zellproliferation resultieren kénnen [Albrecht et al.,
2004]. Die Art der Interaktionen zwischen Partikeln und Epithelzellen sowie die molekularen
Mechanismen und die beteiligten Signalwege, die durch ultrafeine Partikel induziert werden,

sind allerdings bis dato noch weitestgehend unverstanden.

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit bestand daher in der nédheren Charakterisierung
dieser Partikel-induzierten Signaltransduktion, wobei Methoden der molekularen Biologie,
der Proteinbiochemie und der Immunbiochemie zum Einsatz kamen. Das Hauptaugenmerk
der Untersuchungen wurde hierbei auf Signalwege gelegt, die einen Einfluss auf Apoptose
und/oder Zellproliferation nehmen kénnen und demzufolge mdglicherweise eine Rolle bei der

Entwicklung maligner Lungenerkrankungen durch Feinstaube spielen.
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4.1 Alveolare Typ Il Epithelzellen als  in vitro Modellsystem

In der vorliegenden Arbeit wurde eine durch spontane Immortalisation entstandene alveolare
Typ Il Epithel-Zelllinie aus Ratten (RLE-6TN) als in vitro Versuchssystem verwendet [vgl.
2.1.7 und 3.1]. Bei diesem Zelltyp handelt es sich allgemein um die Haupt-Vorlauferzellen
von Karzinomen, welche nach der Inhalation einer Uberdosis schwer loslicher Partikel
gebildet werden [Albrecht et al., 2002]. Aufgrund dessen wird diese Zelllinie haufig fur die
Analyse von Partikel-induzierten Effekten auf Lungenzellen und die Rolle pulmonérer
Epithelzellen bei der Entstehung von Lungenerkrankungen eingesetzt [Boulares et al., 2002;
Driscoll et al., 1997; Driscoll et al., 1995]. Die enorme Sensitivitdt gegeniber Partikeln lasst
sich dabei durch die hohe proliferative Kapazitat der Epithelzellen erklaren, welche fir die
Reparatur des Lungengewebes und die Bewahrung der funktionalen Integritat der
respiratorischen Region benotigt wird [Albrecht et al., 2004]. Zusammen mit den alveolaren
Typ | Epithelzellen dienen die Typ Il Epithelzellen zudem als Permeabilitdtsbarriere, um den
Strom von Makromolekilen vom Interstitium in den alveolaren Raum zu limitieren.

Als eine Reaktion der RLE-6TN Zellen auf die Exposition mit Quarz-Partikeln wurde
beispielsweise die Expression von Chemokinen beschrieben [Driscoll et al., 1996; Driscoll et
al., 1995]. Dabei handelt es sich mdglicherweise um eine adaptive Antwort der Epithelzellen,
welche die Beseitigung der Partikel durch phagozytotische Zellen férdern soll. In Bezug auf
die in vivo Situation bedeutet dies, dass die Chemokine, aber auch Zytokine, in der Lunge
eine wichtige Rolle bei der Bereitstellung von Makrophagen an lokale Entziindungs-Herde
und Partikel-Depositionen spielen [Barlow et al., 2005; Driscoll et al., 1997].

Um die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse direkt mit den Beobachtungen
anderer Studien vergleichen zu koénnen, wurden die RLE-6TN Zellen gemafR den
Literaturangaben kultiviert [Sydlik et al.,, 2006; Becker et al., 2002]. So wurde eine 20-
stundige Inkubation in Hungermedium (0,5 % (v/v) FCS) durchgefuhrt [vgl. 2.2.1.4], wodurch
die Zellen aufgrund der fehlenden Wachstumsfaktoren in der Ruhephase arretiert wurden.
Da Partikel, ebenso wie Wachstumsfaktoren, mdglicherweise Veréanderungen im Zellzyklus
verursachen kénnen, wurde somit eine Uberlagerung der jeweiligen Effekte verhindert und
dementsprechend eine spezifische Detektion der Partikel-induzierten Endpunkte
gewahrleistet.

Der Einsatz einer Zelllinie sollte ferner sicherstellen, dass beobachtete Effekte nicht auf
praparationsbedingte Schwankungen, wie sie von Priméarzellen berichtet werden,
zurtckzufuhren sind. Allerdings bleibt in diesem Zusammenhang zu berlcksichtigen, dass
geringfugige Unterschiede zwischen Zelllinien und Primarzellen auftreten kénnen. So wurde
beispielsweise bei Primarzellen, im Vergleich zu immortalisierten Zellen, eine hdhere

Sensitivitdt gegeniber Wasserstoffperoxid nachgewiesen [Carvalho et al., 2004]. Um die mit
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der RLE-6TN Zelllinie gewonnenen in vitro Daten zu validieren, wurde daher auch das
entsprechende in vivo System Uberprift. Dieses stand durch einen unabhdngig von der
vorliegenden Arbeit durchgefihrten Tierversuch mit Ratten, die mittels intratrachealer

Instillation mit Partikeln behandelt wurden, ebenfalls zur Verfiigung [vgl. 2.1.6 und 3.8].

4.2 Verbrennungsgenerierte ultrafeine Kohlenstoff-P artikel als Modellstaub

In der vorliegenden Arbeit wurden ultrafeine CB-Partikel (Printex 90), mit einem
aerodynamischen Durchmesser von 14 nm, als Modellpartikel eingesetzt [vgl. 2.1.4 und 3.1].
Solche Partikel entstehen, wie die meisten ultrafeinen Partikel einschlie3lich DEP, bei
Verbrennungsprozessen und reprasentieren somit eine natirliche Exposition, wie sie z.B. im
Stral3enverkehr vorkommt [Donaldson et al., 2001]. Bei den CB-Partikeln handelt es sich um
granuldre Kohlenstoff-Partikel, die in der Industrie wunter genau kontrollierten
aerodynamischen Bedingungen aus Kohlenwasserstoffen hergestellt und fiir eine Vielzahl an
technischen Anwendungen verwendet werden. In der Toxikologie werden diese Partikel,
aufgrund der geringen Kontaminationen mit Ubergangsmetallen oder PAKs, als Kernpartikel
fur die Untersuchung reiner Partikeleffekte genutzt [Donaldson et al., 2001].

Bislang wurden CB-Partikel nicht als gesundheitsgefahrdende Materialien klassifiziert. Bei
einer Inhalationsstudie an Ratten trat allerdings eine hohe Anzahl an bronchioalveolaren
Tumoren auf, die bei zunehmender Partikel-Konzentration weiter anstieg [Heinrich et al.,
1995]. Diese Pathologie kann jedoch auf das Phanomen der Uberladung zuriickgefiihrt
werden, welches allgemein auftritt, wenn Ratten hohen Konzentrationen an Partikeln
ausgesetzt werden. Dabei akkumulieren auch Partikel mit einer geringen Toxizitat in der
Lunge, blockieren letztendlich den natirlichen Reinigungsmechanismus und induzieren auf
diese Weise Lungentumore [Donaldson et al., 2001]. Uber die Akkumulationseffekte hinaus
wurden im Rahmen einer weiteren Inhalationsstudie mit CB-Partikeln in alveolaren
Epithelzellen von Ratten gentoxische Effekte sowie Entzindungen und epitheliale
Hyperplasie nachgewiesen [Driscoll et al., 2002]. Auf diesen Beobachtungen basiert die
Hypothese, dass Oxidantien aus inflammatorischen Zellen sowie eine erhéhte
Zellproliferation eine wichtige Rolle bei der CB-induzierten Pathogenese von Lungentumoren
spielen.

In vitro induzieren ultrafeine CB-Partikel Uber eine Vielzahl an Signalwegen die Aktivierung
von spezifischen Transkriptionsfaktoren, was wiederum in einer erhfhten Expression von
Chemokinen und Zytokinen resultiert. Ein moglicher Signalweg wird dabei anscheinend tber

eine Zunahme der zytosolischen Ca*-Konzentration bewirkt. Dies ist vermutlich auf den
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Einstrom von extrazellularem Ca** iber Ca**-Kandle in der Plasmamembran zuriickzufiihren.
Die (")ffnung dieser Kanale kann durch ROS vermittelt werden, deren Produktion eine
Konsequenz der grof3en spezifischen Oberflache der CB-Partikel ist [Brown et al., 2004;
Donaldson & Stone, 2003; Stone et al., 2000].

Um die Interaktionen zwischen Partikeln und Zielzellen sowie die daraus resultierenden
Signalwege genauer zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit die in PBS
suspendierten ultrafeinen CB-Partikel vor der Belastung der RLE-6TN Zellen fir 1 h mit
Ultraschall behandelt [vgl. 2.1.4 und 3.1]. Dadurch sollte ein gré3tmdglicher Anteil an reinen
Primar-Partikeln in der PBS-Lésung gewahrleistet werden. Diese Primar-Partikel, welche aus
konzentrisch arrangierten Graphit-dhnlichen Kristallen bestehen, bilden ,unzerstérbare”
Aggregate. Darlber hinaus kénnen auch sekundéare oder temporéare Strukturen aufgrund von
Agglomerationen zwischen den primaren Aggregaten entstehen, welche jedoch durch
mechanische Einflisse, wie eben Ultraschall, leicht zerstort werden kénnen.

Weiterhin musste zu Beginn der Untersuchungen dieser Arbeit gewahrleistet werden, dass
mdgliche Einflusse der CB-Partikel auf die Signalwege der RLE-6TN Zellen nur auf den
partikularen Charakter des Modellstaubs und nicht auf zytotoxische Mechanismen
zuriickzufuihren sind. Die Zytotoxizitat wurde dabei Gber die Messung der LDH-AKktivitat im
Uberstand der RLE-6TN Zellen in Abhangigkeit von der Partikel-Konzentration und der
Belastungsdauer bestimmt [vgl. 3.1]. Allgemein kam es dabei mit zunehmender
Expositionsdauer zu einem Anstieg der LDH-Aktivitat, was auf einen Effekt des
Hungermediums hinweist. Im Gegensatz dazu ist die erhdohte LDH-Aktivitat bei einer CB-
Konzentration von 10 pg/cm® wahrscheinlich auf Partikel-induzierte  zytotoxische
Mechanismen zurtickzufiihren. In den anschlieenden Untersuchungen zur CB-induzierten
Signaltransduktion wurden die RLE-6TN Zellen daher mit der nicht-zytotoxischen

Konzentration von 5 pg/cm?® CB belastet.

4.3 CB-induzierte Aktivierung von MAP-Kinasen und A KT

Im Mittelpunkt der Untersuchungen zur CB-induzierten Signaltransduktion stand die Frage
nach der Beteiligung der Familie der MAP-Kinasen oder der Proteinkinase AKT [vgl. 3.2].
Diese Signalproteine sind relevant fur die Induktion von Zellproliferation sowie die Pravention
von Apoptose und spielen demzufolge moglicherweise eine entscheidende Rolle bei der
Entwicklung maligner Lungenerkrankungen durch Feinstaube [Fukuda et al., 2003; Albrecht
et al., 2002; Johnson & Lapadat, 2002; Brazil & Hemmings, 2001; Datta et al., 1999].
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Hierzu durchgefuihrte Analysen zeigten, dass die Behandlung der RLE-6TN Zellen mit
ultrafeinen CB-Partikeln in einer nicht-zytotoxischen Konzentration [vgl. 3.1 und 4.2] eine
Zeit-abhangige Aktivierung von ERK1/2, JNK1/2, p38 und AKT zur Folge hatte [vgl. 3.2.1 —
3.2.4], wahrend die Expression dieser Signalproteine nicht beeinflusst wurde. Bislang wurde
bei vielen Studien mit granularen Partikeln, wie z.B. PM, Quarz oder Kohlenstaub sowohl in
vitro als auch in vivo eine Aktivierung von ERK1 und ERK2 beobachtet [Albrecht et al., 2002;
Buder-Hoffman et al., 2001; Wu et al., 2001]. Auch eine Partikel-induzierte Aktivierung von
JNK1/2 und p38 konnte nach der Belastung von Lungenepithelzellen mit DEP bereits
nachgewiesen werden [Zhang et al., 2004; Shukla et al., 2001]. Fur eine Beteiligung des
anti-apoptotischen AKT-Signalweges an Partikel-induzierten Signaltransduktionen gab es
allerdings bis jetzt nur wenige Hinweise. So wurde eine Aktivierung von AKT lediglich in
Mesothelzellen nach der Behandlung mit faserigen Asbest-Partikeln sowie in
Epidermiszellen nach der Exposition mit granularen DEP beobachtet [Ma et al.,, 2004;
Berken et al., 2003].

Bei einem genauen Vergleich der CB-induzierten Effekte auf die einzelnen untersuchten
Signalproteine waren teilweise deutliche Unterschiede im Zeitverlauf der Aktivierung zu
erkennen. So zeigten die MAP-Kinasen JNK1/2 und p38 bereits nach 2 h eine
Phosphorylierung [vgl. 3.2.2 und 3.2.3], wohingegen ERK1/2 und AKT erst nach 8 h
signifikant aktiviert wurden [vgl. 3.2.1 und 3.2.4]. Unterschiede in den Aktivierungsmustern
dieser Signalproteine traten auch in Mause-Zelllinien nach der Exposition mit DEP auf. Dabei
zeigten die MAP-Kinasen ERK1/2, JNK1/2 und p38 in Lungenepithelzellen wéhrend eines
Behandlungszeitraums von 3 h deutliche Abweichungen im Zeitverlauf der Aktivierung
[Zhang et al., 2004]. Im Gegensatz dazu induzierten die DEP in Epidermiszellen zwar eine
Aktivierung von AKT und JNK1/2, wahrend die Phosphorylierung von ERK1/2 und p38 aber
nur geringfiigig beeinflusst wurde [Ma et al., 2004]. Demnach induzieren ultrafeine
Verbrennungsgenerierte Kohlenstoff-Partikel wie CB und DEP spezifische Signalwege, die
sich jedoch, in Abhéngigkeit von den jeweiligen Partikeln, voneinander unterscheiden
konnen.

Die in den RLE-6TN Zellen auftretende CB-induzierte Aktivierung von p38 blieb Uber den
gesamten Behandlungszeitraum von 24 h bestehen, wohingegen die Phosphorylierung von
JNK1/2, ERK1/2 und AKT ein Maximum aufwies und nach 24 h wieder auf den
Ausgangswert zurlickging. Diese persistente Phosphorylierung der MAP-Kinase p38 deutet
dabei weniger auf eine Partikel-spezifische Antwort hin, sondern eher auf eine allgemeine
Stress-Reaktion, welche durch die Partikel-Behandlung ausgel6st wird. Dem entspricht, dass
p38 allgemein durch eine Vielzahl an Stimuli, einschlie3lich bakteriellen Pathogenen, pro-
inflammatorischen Zytokinen, Wachstumsfaktoren und anderen Formen von Umwelt-

bedingtem Stress induziert wird. Die Aktivierung ist dabei sehr stark vom Zelltyp abh&ngig
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[New & Han, 1998]. In diesem Zusammenhang wird auch haufig von einer gleichzeitig
eintretenden Aktivierung von p38 und JNK1/2 berichtet, welche in der vorliegenden Arbeit
ebenfalls beobachtet werden konnte [Raingeaud et al., 1995]. Da die CB-induzierte
Aktivierung der MAP-Kinase p38 aber kein Maximum im Zeitverlauf aufwies, wurde in der
vorliegenden Arbeit nur die offenbar Partikel-spezifische Aktivierung von JNK1/2, ERK1/2
und AKT weiter untersucht [vgl. 3.2.5].

Besonders aufféllig bei der CB-induzierten Aktivierung dieser Signalproteine war die nach
8 h auftretende, simultane Phosphorylierung von ERK1/2 und AKT, welche zudem auch eine
deutliche Dosis-Abhangigkeit aufwies [vgl. 3.2.5]. Eine vergleichbare simultane Aktivierung
von AKT und ERK1/2 wurde bislang nur im Zusammenhang mit der Faser-induzierten
Signaltransduktion beschrieben [Berken et al., 2003]. Dabei flhrte die Behandlung von
Pleuramesothelzellen mit faserigen Asbest-Partikeln nach 48 h ebenfalls zu einer Zeit- und
Dosis-abhéngigen Phosphorylierung von AKT und ERK1/2. Allerdings wurde bei der bislang
einzigen Studie, die auf eine Aktivierung von AKT durch granulare Partikel aufmerksam
machte, keine simultane Aktivierung dieser Signalproteine beobachtet [Ma et al., 2004]. So
induzierten DEP in einer Epidermis-Zelllinie aus Mausen zwar eine Aktivierung von AKT, die
Phosphorylierung von ERK1/2 wurde aber nicht beeinflusst. Bei der Bewertung dieser
Unterschiede zwischen CB und DEP vermittelten Effekten muss jedoch bericksichtigt
werden, dass die einzelnen Befunde in unterschiedlichen Zellsystemen gewonnen wurden.
Zudem unterscheiden sich die verwendeten ultrafeinen Partikel aufgrund ihrer
Oberflachenstrukturen deutlich voneinander, wodurch es auch zur Induktion spezifischer
Zellantworten kommen kann [Donaldson et al., 2005]. Im Rahmen der CB-induzierten
Signaltransduktion ist die simultane Aktivierung von ERK1/2 und AKT, aufgrund der
auffallenden Ubereinstimmungen im Aktivierungsmuster, dabei vermutlich von besonderer

Bedeutung.

4.4 Beteiligung von EGF-R und Integrinen an der CB- induzierten

Signaltransduktion

Bei der Untersuchung der initialen Ereignisse der CB-induzierten Signalwege wurde die
Beteiligung von Zelloberflachen-Rezeptoren Uberprift, da Interaktionen der Partikel mit
Oberflachenstrukturen der betroffenen Zielzellen als Ansatzpunkte fur die Ausbildung von
pathogenen Endpunkten diskutiert werden [Albrecht et al.,, 2004]. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde das Hauptaugenmerk dabei auf den EGF-R und Integrine gelegt,

da diese Rezeptoren Uber die Aktivierung von MAP-Kinasen sowie der Proteinkinase AKT
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einen Einfluss auf Zellproliferation und/oder Apoptose nehmen konnen [Lee & Juliano, 2004;
Jorissen et al., 2003; Faraldo et al., 2001; Schwartz & Assoian, 2001].

Durch die Inhibition der Tyrosin-Kinase-Aktivitdt des EGF-R mit Tyrphostin AG 1478 kam es
dabei in den RLE-6TN Zellen zu einer signifikanten Abnahme der CB-induzierten Aktivierung
von JNK1/2 [vgl. 3.3.1] sowie der spéater auftretenden, simultanen Aktivierung von AKT und
ERK1/2 [vgl. 3.3.2]. In diesem Zusammenhang konnte kirzlich gezeigt werden, dass der
EGF-R in RLE-6TN Zellen durch ultrafeine CB-Partikel aktiviert wird [Sydlik et al., 2006].
Ebenso wurde bei einer Studie an humanen bronchialen Epithelzellen eine Aktivierung des
EGF-R durch CB nachgewiesen [Tamaoki et al., 2004]. Somit spielt die Aktivierung des
EGF-R offenbar eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der beobachteten CB-induzierten
Phosphorylierung von Signalproteinen. Des Weiteren wurde auch im Zusammenhang mit
anderen granuldren Partikeln sowie faserigen Asbest-Partikeln auf eine Beteiligung des
EGF-R an der Partikel-induzierten Signaltransduktion aufmerksam gemacht. So wurde in
humanen bronchialen Epithelzellen, die mit PM,s, DEP oder ultrafeinem CB behandelt
wurden, die Produktion von EGF-R Liganden, wie z.B. HG-EGF oder Amphiregulin stimuliert
[Blanchet et al., 2004; Tamaoki et al., 2004]. Ferner fiihrte die Behandlung von Ratten-
Mesothelzellen mit faserigen Asbest-Partikeln sowohl zu einer gesteigerten
Autophosphorylierung als auch zu einer erhéhten Expression des EGF-R [Faux et al., 2000;
Zanella et al., 1999; Zanella et al., 1996]. Allgemein scheint der EGF-R somit eine initiale
Rolle bei der Partikel-induzierten Signaltransduktion zu spielen, wobei allerdings der genaue
Ablauf der Rezeptor-Aktivierung bislang noch unklar ist. Einerseits wird eine direkte
Aktivierung des EGF-R durch Interaktionen der Partikel mit zellularen Strukturen diskutiert.
Andererseits gibt es jedoch auch Hinweise auf eine indirekte Rezeptor-Aktivierung utber
Partikel-induzierte ROS [Brown et al., 2004; Tamaoki et al., 2004; Faux et al., 2000; Pache et
al., 1993].

Neben dem EGF-R wurden in der vorliegenden Arbeit aber auch Integrin-Rezeptoren als ein
moglicher Startpunkt fiur Partikel-induzierte Effekte untersucht. Bislang wurde eine
Beteiligung von Integrinen nur im Rahmen der Faser-induzierten Signaltransduktion
beschrieben [Albrecht et al., 2004]. Dabei fuhrte die Behandlung von Pleuramesothelzellen
mit faserigen Asbest-Partikeln zu einer Integrin-abhangigen simultanen Aktivierung von AKT
und ERK1/2 [Berken et al., 2003]. Darlber hinaus resultierte die Inaktivierung von Integrinen
in einer verminderten Phagozytose der Asbestfasern durch die Mesothelzellen [Liu et al.,
2000]. In vivo wurde zudem wahrend der Asbest-induzierten Mesotheliom-Kanzerogenese
eine Induktion von Genen beobachtet, die in die Integrin-vermittelte Signaltransduktion
involviert sind [Sandhu et al., 2000b]. In der vorliegenden Arbeit wurde in den RLE-6TN

Zellen, im Gegensatz zu den beobachteten Effekten nach einer Blockierung des EGF-R,
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keine Verédnderung der CB-induzierten Phosphorylierung von JNK1 und JNK2 nach der
Inhibition von Integrin-Rezeptoren mit einem RGD-Peptid beobachtet [vgl. 3.3.1].
Interessanterweise wurde jedoch, wie in Asbest-behandelten Mesothelzellen, die CB-
induzierte Aktivierung von AKT und ERK1/2 signifikant reduziert [vgl. 3.3.2]. Dadurch konnte
zum ersten Mal eine Beteiligung von Integrinen an der Feinstaub-induzierten
Signaltransduktion durch AKT und ERK1/2 nachgewiesen werden.

Um eine Aussage dariber treffen zu kénnen, welche der Integrin-Untereinheiten, die durch
die Bindung des RGD-Peptids inhibiert werden koénnen, letztendlich fur die CB-induzierte
Aktivierung von AKT und ERK1/2 verantwortlich sind, wurde das Integrin-Profil der RLE-6TN
Zellen untersucht. Dabei konnte die Expression der Integrin-Untereinheiten aj, as, a4, Os, Oy,
B: und Bs nachgewiesen werden, wohingegen a, und B3 nicht detektiert wurden [vgl. 3.3.3].
Bei der Beurteilung dieses Integrin-Profils muss beachtet werden, dass die Expression von
Integrinen durch eine Vielzahl an Faktoren, wie z.B. der Konfluenz einer Zellkultur beeinflusst
werden kann [Bates et al., 1991]. Um diese Variable auszuschlieen, wurden die RLE-6TN
Zellen in der vorliegenden Arbeit unter gleich bleibenden Versuchsbedingungen kultiviert und
bei allen Versuchen mit einer konstanten Konfluenz eingesetzt [vgl. 2.2.1.4 und 4.1].
Besonders aufféllig beim Integrin-Profil der RLE-6TN Zellen war die hohe Expression der [3;-
Integrine [vgl. 3.3.3]. In gesunden Zellen wird die Expression von [3;-haltigen Integrin-
Rezeptoren nur durch die Produktion der assoziierten a-Untereinheiten reguliert. Dabei ist
die [;-Untereinheit, wie auch im hier verwendeten Zellsystem, haufig konstitutiv im
Uberschuss exprimiert [Janat et al., 1992; Sheppard et al., 1992; Heino et al., 1989; Roberts
et al., 1988]. Im Rahmen der Tumorgenese werden allerdings vielfach Veranderungen in der
Expression von [3;-Untereinheiten beobachtet, wobei diesen Integrinen eine zentrale
Bedeutung bei der Adh&sion und Invasion von Tumorzellen zugeschrieben wird [Seales et
al., 2005; Crowe & Ohannessian, 2004; van Golen et al., 2003; Yamanaka et al., 2003;
Giuffrida et al., 1999]. In der vorliegenden Arbeit wurde die Inhibition dieser Integrine mit
einem spezifischen Bi-Integrin Antikdrper analysiert. Dabei zeigte sich eine signifikante
Abnahme der CB-induzierten Aktivierung von AKT und ERK1/2 [vgl. 3.3.4], was auf eine
Beteiligung von B;-Integrinen an der Partikel-spezifischen Signaltransduktion hinweist. Auch
im Rahmen der Asbest-induzierten simultanen Aktivierung von AKT und ERK1/2 wurde eine
Beteiligung von pBi-Integrinen nachgewiesen [Berken et al.,, 2003]. Diese Befunde sind
besonders hervorzuheben, da es insgesamt nur wenige Studien gibt, die von einer Integrin-
abhangigen Aktivierung von AKT nach xenobiotischem Stress berichten. So wurde bislang
nur in Folge von Strahlungs-induziertem, gentoxischem Stress eine f;-Integrin vermittelte
AKT-Aktivierung beobachtet, welche in der Pravention von Apoptose resultierte [Seidler et
al., 2005]. Bei einem moglichen Bezug der in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Befunde

zur Beteiligung von 3;-Integrinen an der CB-induzierten Aktivierung von AKT und ERK1/2 auf
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die entsprechende in vivo Situation muss jedoch beachtet werden, dass Unterschiede im
Integrin-Profil der beiden Systeme auftreten konnen. Beispielsweise wurde bei Gewebe aus
dem Peritoneum und kultivierten Zellen sowie primdren Pleuramesothelzellen und einer
immortalisierten Pleuramesothel-Zelllinie eine differentielle Integrin-Expression beobachtet
[Liaw et al., 2001; Witz et al., 2000; Witz et al., 1998]. Zudem kénnen auch bestimmte
Krankheiten einen Einfluss auf die Expression der einzelnen Integrin-Untereinheiten
ausiiben. So verursachten Verletzungen oder Entziindungen im humanen Atemwegs-Epithel
ein verandertes Integrin-Profil, wobei im Besonderen die Expression von asB;-Integrinen und

a,Bes-Integrinen beeinflusst wurde [Wang et al., 1996].

Anhand der in dieser Arbeit gewonnenen Daten konnte gezeigt werden, dass sowohl der
EGF-R als auch Integrin-Rezeptoren an der CB-induzierten Signaltransduktion beteiligt sind.
Moglicherweise sind diese Zelloberflichen-Rezeptoren selbst die Zielmolekile fir die
Partikel-Zell-Interaktionen, welche entscheidend fir die Induktion der Partikel-spezifischen
Effekte sind. Allerdings konnte diese Induktion auch durch Veranderungen in der
Zusammensetzung der ECM vermittelt werden, welche wiederum durch die Integrine erkannt
werden koénnen [Aplin et al., 1998]. In diesem Zusammenhang wurde beispielsweise in
Asbest-induzierten Mesotheliomen von Ratten eine erhohte Transkription der Boten-RNA
(,messenger RNA"“, mRNA) fur das ECM-Protein Osteopontin nachgewiesen [Sandhu et al.,
2000a]. Da in einer Vielzahl an humanen Tumoren, einschliel3lich Lungenkarzinomen eine
signifikant erhdhte Expression dieses Proteins detektiert wurde, wird Osteopontin allgemein
eine Funktion bei der Tumorprogression zugeschrieben [Coppola et al., 2004]. Daruber
hinaus wurde in einem Atemwegs-Modell fir Asthma-Erkrankungen, die vielfach auf eine
erhohte Partikelbelastung zuriickzufiihren sind, auch eine Anreicherung anderer ECM-
Proteine, einschlie3lich Typ | Kollagen und Fibronektin beobachtet [Nguyen et al., 2005;
Penttinen et al., 2001]. Aufgrund dessen konnte die Untersuchung moglicher Partikel-
induzierter Verdnderungen in der Zusammensetzung der ECM einen weiteren Aufschluss

Uber die Natur der Partikel-Zell-Interaktionen im Modellsystem RLE-6TN liefern.

Bei der Induktion der Partikel-spezifischen Effekte ist auch eine direkte Interaktion der
Zelloberflachen-Rezeptoren denkbar. Bislang wurden solche Interaktionen zwischen EGF-R
und Integrin-Rezeptoren im Zusammenhang mit Zellwachstum und Zellwanderung sowie bei
der Angiogenese in endothelialen Zellen beschrieben [Eliceiri, 2001]. Auch wahrend der
Zelladhasion kommt es zu einem Zusammenspiel zwischen EGF-R und Integrinen [Aplin &
Juliano, 1999; Moro et al., 1998]. Allgemein wird dabei sowohl von einem Einfluss des EGF-
R auf Integrine als auch von einer Integrin-vermittelten Aktivierung des EGF-R berichtet
[Wang et al., 2003; Yamanaka et al., 2003; Lee & Juliano, 2002; Kuwada & Li, 2000; Yu et
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al., 2000; Adelsman et al., 1999; Moro et al., 1998; Genersch et al., 1996; Miyamoto et al.,
1996]. Zudem konnen Integrine auch als Co-Rezeptoren dienen, die bestimmte
Signalereignisse, welche durch andere Rezeptoren induziert werden, noch weiter verstarken
[Lee & Juliano, 2004; Richardson & Parsons, 1995]. Eine zukinftige Untersuchung maoglicher
Wechselwirkungen zwischen EGF-R und B;-Integrinen nach der Exposition von RLE-6TN
Zellen mit CB kann dabei weitere Aufschlisse Uber die Mechanismen bei der Initierung der

Partikel-induzierten Signaltransduktion liefern.

4.5 Weiterleitung der CB-induzierten Signaltransduk  tion durch intrazellulére

Proteine

Als mogliche Verbindungspunkte zwischen EGF-R und Integrin-vermittelten Signalwegen bei
der CB-induzierten Signaltransduktion wurden intrazellulare Signalproteine untersucht, die
allgemein durch diese Zelloberflachen-Rezeptoren aktiviert werden und an der Induktion von
ERK- und AKT-Signalwegen beteiligt sein kdnnen. Einen Schwerpunkt der Analysen bildeten
dabei die in den Fokalkontakten lokalisierten Proteinkinasen FAK und ILK [vgl. 3.4], da beide
Signalproteine an die zytoplasmatische Doméane von f;-Integrinen binden kdnnen
[Brockbank et al., 2005; Hannigan et al., 1996; Richardson & Parsons, 1995].

Die Proteinkinase FAK wird Ublicherweise durch die Adhasion von Zellen an eine Vielzahl
von ECM-Proteinen und ein daraufhin einsetzendes ,Clustering” von Integrin-Rezeptoren
aktiviert. Auch eine Vielzahl an mitogenen Stimuli, einschlieBlich Wachstumsfaktoren und
Peptid-Hormonen bewirken eine Autophosphorylierung der FAK am Tyr3¥’
al., 2005; Crowe & Ohannessian, 2004; Sanders & Basson, 2000; Li et al., 1997; Richardson
& Parsons, 1995; Romer et al., 1994; Zachary et al., 1993; Kornberg et al., 1992]. Als Folge

dieser Aktivierung kommt es zur Induktion multipler Signalwege [Danen & Yamada, 2001;

[Mukhopadhyay et

Lafrenie & Yamada, 1996]. So kénnen z.B. die MAP-Kinasen sowie die Proteinkinase AKT,
welche auch im Rahmen der CB-induzierten Signaltransduktion aktiviert werden, in
Abhangigkeit von der FAK phosphoryliert werden [Zhang et al., 2002; Hauck et al., 2001,
Almeida et al., 2000; Hauck et al., 2000; Oktay et al., 1999; Renshaw et al., 1999; Li et al.,
1997; Schlaepfer & Hunter, 1997]. In diesem Zusammenhang wird der FAK auch eine Rolle
bei der Tumorgenese zugeschrieben, da eine erhéhte Expression dieser Proteinkinase in
humanen Tumoren mit einer erhdhten Malignitat korreliert [Hauck et al., 2002]. In der
vorliegenden Arbeit fiihrte die Behandlung der RLE-6TN Zellen mit ultrafeinen CB-Partikeln
allerdings Uber den gesamten Behandlungszeitraum von 24 h weder zu einer erhdhten

Autophosphorylierung noch zu einer verédnderten Expression der FAK [vgl. 3.4.1].
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Demzufolge scheint die CB-induzierte Signaltransduktion, und damit auch die Aktivierung
von AKT und ERK1/2, unabhangig von der FAK abzulaufen. Dieser Befund stimmt mit der
bislang einzigen Studie Uberein, in der eine Beteiligung von FAK im Rahmen der Partikel-
induzierten Signaltransduktion untersucht wurde. So wurden nach der Behandlung von
Pleuramesothelzellen mit faserigen Asbest-Partikeln ebenfalls keine Veréanderungen in der
Autophosphorylierung von FAK beobachtet [Berken et al., 2003]. Aus weiteren Studien ist
jedoch bekannt, dass die Integrin-induzierte Aktivierung von MAP-Kinasen und AKT in Folge
vermehrter Zelladhasion auch unabhéngig von der FAK ablauft [Velling et al., 2004; Sieg et
al., 1998; Lin et al., 1997; Wary et al., 1996].

Ein Signalprotein, welches maoglicherweise an solchen FAK-unabhéngigen, Integrin-
vermittelten Signalwegen beteiligt ist, ist die Proteinkinase ILK, welche sowohl durch
Integrine als auch durch Wachstumsfaktoren und Chemokine aktiviert werden kann [Persad
& Dedhar, 2003; Danen & Yamada, 2001]. Als Folge dieser Aktivierung induziert die ILK die
Phosphorylierung von unterschiedlichen Signalproteinen, einschlieBlich AKT und GSK-3
[Gary et al.,, 2003; Delcommenne et al., 1998]. Der genaue Mechanismus der ILK-
vermittelten AKT-Aktivierung ist aber bislang noch nicht geklart. So wird einerseits eine
direkte Phosphorylierung von AKT am Ser*”® durch die ILK diskutiert. Andererseits gibt es
jedoch auch Hinweise auf eine Beteiligung der ILK an einer indirekten Aktivierung von AKT
[Troussard et al., 2003; Persad et al., 2001; Lynch et al., 1999; Delcommenne et al., 1998].
Aufgrund einer Vielzahl an Studien wird der ILK inzwischen eine wichtige Funktion bei der
Tumorprogression zugeschrieben, da eine erhdohte Expression bzw. Aktivitdt dieser
Proteinkinase mit einer Malignitét in unterschiedlichen humanen Tumoren korreliert [Persad
& Dedhar, 2003; Dedhar, 2000]. Nach der Behandlung der RLE-6TN Zellen mit ultrafeinen
CB-Partikeln wurden allerdings keine Veranderungen in der Expression und der
enzymatischen Aktivitat der ILK beobachtet [vgl. 3.4.2]. Fur weitere Untersuchungen wurde
in der vorliegenden Arbeit eine Kinase-inaktive ILK-Mutante hergestellt [vgl. 3.4.2.1], bei der
an Position 359 ein AS-Austausch von Glutaminsaure zu Lysin (E359K) vorlag. In friheren
Studien wurde bereits nachgewiesen, dass es sich hierbei um eine potente dominant-
negative Mutante handelt, bei der die Kinase-Aktivitdt um 80 % reduziert ist [Persad et al.,
2001]. Die dominant-negative Uberexpression dieser ILK-Mutante in den RLE-6TN Zellen
hatte allerdings keinen Einfluss auf die CB-induzierte Phosphorylierung von AKT und
ERK1/2 [vgl. 3.4.2.2]. Demzufolge scheint die CB-induzierte Signaltransduktion unabhangig
von der ILK abzulaufen. Im Gegensatz dazu wird der ILK jedoch eine Beteiligung bei der
Ausbildung von Faser-induzierten Effekten zugeschriecben, da in Asbest-induzierten
Mesotheliomen von Ratten eine erhdhte Transkription der ILK-mRNA beobachtet wurde

[Sandhu et al., 2000a]. Obwohl allgemein eine Funktion der ILK bei der Phosphorylierung
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von AKT aufgezeigt wurde, sind mittlerweile auch Beispiele bekannt, die eine Integrin-
induzierte Aktivierung von AKT nachweisen, welche unabhangig von der ILK abléuft [Feng et
al., 2004; Velling et al.; 2004; Grashoff et al., 2003; Sakai et al., 2003].

Diese ILK-unabh&ngigen, Integrin-vermittelten Signalwege bedirfen moéglicherweise der PI13-
Kinase, welche essentiell fir die Phosphorylierung von AKT ist [Velling et al., 2004; Gary et
al., 2003]. Diese Proteinkinase kann durch Integrine, Wachstumsfaktoren oder Zytokine
aktiviert werden und ist an der Antwort auf extrazelludren Stress, wie z.B. mechanischer
Stimuli und Veranderungen in der Zellform beteiligt [Chang et al., 2003; Gary et al., 2003;
Alenghat & Ingber, 2002, King et al., 1997]. Allgemein wird die Signalkaskade Uber die PI3-
Kinase und AKT als anti-apoptotischer Sighalweg beschrieben, welcher der Zelle hilft, zu
Uberleben und eine Zellteilung zu induzieren [Abraham, 2005]. Aufgrund dieser zentralen
Rolle bei der Regulation von Zelliiberleben und Metabolismus, wird der PI13-Kinase auch eine
Funktion bei der Tumorgenese zugeschrieben [Plas & Thompson, 2005]. So korreliert eine
erhdhte Aktivitét dieser Proteinkinase mit einer Malignitat in einer Vielzahl an humanen
Tumoren, wie z.B. Lungenkarzinomen [Chang et al., 2003; Lin et al., 2001]. Durch die
Inhibition der PI3-Kinase mit Wortmannin oder LY 294002 wurde in den RLE-6TN Zellen
sowohl die CB-induzierte Phosphorylierung von AKT als auch die Aktivierung von ERK1/2
signifikant reduziert [vgl. 3.5]. Dementsprechend besitzt die PI3-Kinase offenbar eine
zentrale Funktion bei der CB-induzierten Signaltransduktion. Bislang wurde nur bei einer
Studie mit Epidermiszellen, welche mit granularen DEP behandelt wurden, eine Beteiligung
dieses Signalproteins an Partikel-induzierten Effekten beobachtet. Dabei konnte allerdings,
im Gegensatz zu den Befunden der vorliegenden Arbeit, nur ein Einfluss auf die Aktivierung
von AKT nachgewiesen werden [Ma et al., 2004]. Unabhangig von Partikel-induzierten
Effekten wird der PI3-Kinase jedoch auch eine Funktion bei der Integrin-vermittelten
Aktivierung des ERK-Signalweges zugeschrieben [Chang et al., 2003; King et al., 1997,
Vanhaesebroeck et al., 1997].

Bei einem genauen Vergleich der CB-induzierten, simultanen Aktivierung von AKT und
ERK1/2 zeigten sich auffallige Ubereinstimmungen hinsichtlich des Aktivierungsmusters
sowie der beteiligten Rezeptoren und intrazellularen Signalproteine. So werden AKT und
ERK1/2 scheinbar sowohl durch den EGF-R und B;-Integrine als auch durch die PI3-Kinase
aktiviert. Unklar ist allerdings, ob es sich hierbei um zwei voneinander unabhangige
Sighalwege handelt, die parallel induziert werden, oder ob AKT und ERK1/2 zu einem
Sighalweg mit dem gleichen Endpunkt gehdren. So wurde eine gleichzeitige, aber parallel
ablaufende Aktivierung des PI3-Kinase/AKT-Signalweges und des Ras/ERK-Signalweges

bereits im Zusammenhang mit der Transformation von Onkogenen nachgewiesen [Agazie et
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al., 2002]. Durch die Inhibition von AKT mit SH-5 [vgl. 3.6] sowie die dominant-negative
Uberexpression von AKT mit Hilfe einer Kinase-inaktiven AKT-Mutante [vgl. 3.6.1] kam es in
den RLE-6TN Zellen zu einer signifikanten Abnahme der CB-induzierten Aktivierung von
ERK1 und ERK2. Demzufolge gehdren AKT und ERK1/2 scheinbar zu einem Signalweg mit
dem gleichen Endpunkt, wobei AKT offenbar die Partikel-induzierte Aktivierung von ERK1/2
vermittelt. Unklar bleibt allerdings, durch welchen molekularen Mechanismus die ERK-
Aktivierung erfolgt. Einerseits wird eine direkte Aktivierung von ERK1 und ERK2 durch AKT
diskutiert, da einige Proteine dieser Signalkaskade strukturelle Ahnlichkeiten mit der GSK-3
aufweisen, die durch AKT phosphoryliert werden kann. Andererseits konnte AKT die
Proteine des ERK-Signalweges aber auch indirekt Uber die GSK-3 aktivieren [Abraham,
2005; Doble & Woodgett, 2003; Frame & Cohen, 2001]. Des Weiteren wurde im
Zusammenhang mit Anoikis in Maus-Fibroblasten auch von einem indirekten Einfluss von
AKT auf ERK1/2 durch die Regulation der Raf/MEK/ERK-Kaskade berichtet. Dabei wurde
eine physikalische Interaktion zwischen AKT und c-Raf gezeigt, die in Abhangigkeit vom
Zelltyp und dem Differenzierungs-Status in einer Inhibition der Raf/MEK/ERK-Kaskade
resultierte [Rul et al., 2002; Zugasti et al., 2001; Rommel et al., 1999; Zimmermann &
Moelling, 1999]. Nach einer 8-stindigen Behandlung der RLE-6TN Zellen mit ultrafeinen CB-
Partikeln wurde eine Phosphorylierung von MEK1/2 beobachtet, wahrend c-Raf nicht
aktiviert wurde [vgl. 3.7]. Durch die Blockierung von MEK1/2 mit PD 98059 kam es des
Weiteren zu einer signifikanten Abnahme der CB-induzierten Aktivierung von EKR1/2. Die
Phosphorylierung von AKT wurde hingegen nicht beeinflusst [vgl. 3.7.1]. Demzufolge sind
MEK1/2, im Gegensatz zu c-Raf, an der CB-induzierten Signaltransduktion beteiligt.
Allerdings scheinen MEK1 und MEK2 in diesem Modellsystem unterhalb von AKT
angeordnet zu sein, da nur ein Einfluss auf ERK1/2 nachgewiesen werden konnte.
Zusammen mit den Ergebnissen der AKT-Inhibition konnte damit zum ersten Mal ein Einfluss
von AKT auf die Raf/MEK/ERK-Kaskade unterhalb von c-Raf belegt werden. Allerdings ist es
auch noch moglich, dass AKT eine direkte Aktivierung von ERK1 und ERK2, ohne die

Beteiligung von MEK1/2, induzieren kann.

4.6 Modell zur CB-induzierten Signaltransduktion

Die Befunde der vorliegenden Arbeit liefern einen Uberblick (ber die zellularen
Komponenten, die an der CB-induzierten Signaltransduktion in vitro beteiligt sind. Aufgrund
der beobachteten Interaktionen und Abhangigkeiten dieser Komponenten kann ein Modell

postuliert werden, dass die Signalwege und deren Wechselwirkungen beschreibt [vgl. Abb.
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4.1]. Demnach fuhren ultrafeine CB-Partikel in Ratten-Lungenepithelzellen zu einer frihen,
EGF-R vermittelten Phosphorylierung der MAP-Kinasen JNK1 und JNK2. Des Weiteren wird
durch eine mogliche Interaktion zwischen dem EGF-R und pj-Integrinen ein spater
einsetzender Signalweg induziert, der unter der Beteiligung von PI3-Kinase, AKT und
MEKZ1/2 in der Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1 und ERK2 resultiert. Die Beteiligung von
EGF-R und Integrin-Rezeptoren lasst dabei durch eine direkte Interaktion der Partikel mit
diesen Zelloberflachen-Rezeptoren oder mit Proteinen der ECM auf eine Induktion der
beschriebenen Signalwege durch extrazellulare Signale schlieRen. Allerdings kdnnen
ultrafeine Partikel auch durch Diffusion oder adhasive Interaktionen in Zellen gelangen,
weswegen eine Induktion durch intrazellulare Prozesse, wie z.B. die Phosphorylierung des
EGF-R durch intrazellular gebildete ROS, ebenfalls in Betracht gezogen werden muss
[Geiser et al., 2005; Thannickal & Fanburg, 2000].

Als Endpunkte der CB-induzierten Signaltransduktion kommen sowohl Apoptose als auch
Zellproliferation in Frage. Eine kirzlich durchgefihrte Studie zu CB-vermittelten Effekten in
RLE-6TN Zellen zeigte, dass die Aktivierung des EGF-R durch ultrafeine CB-Partikel sowohl
zu einer frihen Apoptose als auch zu einer spater einsetzenden Zellproliferation fuhrt [Sydlik
et al., 2006]. In der Literatur wird die Zellproliferation dabei teilweise als Kompensation fir
Partikel-induzierte Apoptose diskutiert [Albrecht et al., 2004]. Allerdings wurden nach der
spezifischen Blockierung der Apoptose keine Veranderungen in der CB-induzierten
Zellproliferation der RLE-6TN Zellen beobachtet. Dementsprechend scheinen die Endpunkte
Apoptose und Zellproliferation in dem vorliegenden Modellsystem unabhangig voneinander
induziert zu werden [Sydlik et al., 2006]. Auch faserige Asbest-Partikel induzieren, offenbar
unter der Beteiligung des EGF-R, eine Zunahme der Apoptose. So fuhrte die Blockierung der
Kinase-Aktivitdit des EGF-R in Asbest-behandelten Mesothelzellen zu einer verminderten
Apoptose [Faux et al., 2000; Zanella et al., 1999; Pache et al., 1998]. Studien mit ultrafeinen
CB-Partikeln zeigten bislang lediglich eine EGF-R vermittelte Zellproliferation in humanen
bronchialen Epithelzellen [Tamaoki et al., 2004].

Neben dem EGF-R spielen in den RLE-6TN Zellen jedoch auch B;-Integrine offenbar eine
wichtige Rolle bei der CB-induzierten Zellproliferation [Sydlik et al., 2006]. Da der EGF-R
sowohl die Ausbildung von Apoptose als auch Zellproliferation vermittelt, sind die ;-
Integrine dementsprechend maoglicherweise ausschlaggebend fir die Induktion der
Zellproliferation. Bezogen auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit scheint die EGF-R und
Bi-Integrin vermittelte simultane Aktivierung von AKT und ERK1/2 somit in einer gesteigerten
Zellproliferation zu resultieren. Der friher eintretenden, EGF-R vermittelten Phosphorylierung
von JNK1/2 kann hingegen eine Funktion bei der CB-induzierten Apoptose zugeschrieben

werden.
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Abb. 4.1:  In vitro Modell zur CB-induzierten Signaltransduktion im Ratten-Lungenepithel. Ultrafeine
CB-Partikel bewirken eine frihe, EGF-R vermittelte Phosphorylierung von JNK1/2,
welche an der Ausbildung von Apoptose beteiligt ist. Durch eine mogliche Interaktion
zwischen EGF-R und f;-Integrinen wird zudem ein spater einsetzender Signalweg
induziert, der unter der Beteiligung von PI3-Kinase, AKT und MEK1/2 in der Aktivierung

von ERK1/2 resultiert und eine erhdhte Zellproliferation zur Folge hat.

Die Funktion der MAP-Kinasen JNK1 und JNK2 bei der Induktion des programmierten
Zelltods wurde bereits mehrfach belegt [Tibbles & Woodgett, 1999; Xia et al., 1995].
Beispielsweise induzierte Natrium-4-Phenylbutyrat Uber die Aktivierung des JNK-
Sighalweges in humanen Lungenkarzinom-Zellen eine gesteigerte Apoptose [Zhang et al.,
2004]. Ahnliche Beobachtungen wurden auch in alveolaren Typ Il Epithelzellen nach der
Behandlung mit Wasserstoffperoxid gemacht [Carvalho et al., 2004]. Zudem resultierte die
Behandlung von alveolaren Epithelzellen mit Bleomyzin durch die Aktivierung von JNK1/2 in

einer Mitochondrien-vermittelten Apoptose [Lee et al., 2005]. Im Rahmen von Studien mit
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granuldren Partikeln, einschlie3lich DEP, konnte eine Beteiligung von JNK1 und JNK2 an der
Partikel-induzierten Signaltransduktion gezeigt werden [Zhang et al., 2004, Li et al., 2002;
Silbajoris et al., 2000]. Allerdings wurde bislang nur in einer einzigen Studie nachgewiesen,
dass auch reine Kohlenstoff-haltige Kernpartikel, wie CB, in der Lage sind, tber eine EGF-R
vermittelte Aktivierung des JNK-Signalweges eine gesteigerte Apoptose zu induzieren
[Sydlik et al., 20086].

Im Gegensatz zum pro-apoptotischen JNK-Signalweg wird den MAP-Kinasen ERK1 und
ERK2 eher eine proliferative Funktion zugeschrieben, obwohl es auch Hinweise auf eine
Beteiligung an der Ausbildung von Apoptose gibt [Cobb, 1999; Zanella et al., 1999; Su &
Karin, 1996]. Wie in RLE-6TN Zellen konnte eine Aktivierung von ERK1/2 auch bei der EGF-
R vermittelten Induktion der Zellproliferation in humanen bronchialen Epithelzellen nach der
Behandlung mit ultrafeinen CB-Partikeln gezeigt werden [Tamaoki et al., 2004]. Zudem
fuhrte die Exposition von Epithelzellen mit Kohlenstaub in vivo zu einer chronischen
Aktivierung von ERK1/2. Diese Aktivierung spielt dabei anscheinend eine entscheidende
Rolle bei der gesteigerten Proliferation dieser Zellen [Albrecht et al., 2002]. An der in den
RLE-6TN Zellen auftretenden CB-induzierten Zellproliferation ist offenbar jedoch nicht nur
der proliferative ERK-Signalweg beteiligt. Vielmehr konnte erstmalig eine spezifische
Funktion der Proteinkinase AKT bei der Aktivierung des ERK-Signalweges nachgewiesen
werden. Dementsprechend scheint der pro-apoptotische AKT-Signalweg in diesem
Modellsystem nicht nur fir die Pravention von Apoptose verantwortlich zu sein, sondern

auch eine essentielle Rolle bei der direkten Induktion der Zellproliferation zu spielen.

Um die Bedeutung dieser in vitro gewonnenen Befunde in Bezug auf die Feinstaub-
induzierte Signaltransduktion genauer einordnen zu konnen, wurde zuséatzlich das
entsprechende in vivo System untersucht. Dabei wurde in Lungengeweben von Ratten, die
mittels intratrachealer Instillation mit ultrafeinen CB-Partikeln behandelt wurden, ebenfalls
eine signifikante Aktivierung von ERK1 und ERK2 beobachtet [vgl. 3.8]. Dementsprechend
ist der in der vorliegenden Arbeit erstmals beschriebene CB-induzierte PI3-Kinase/AKT/ERK-
Signalweg moglicherweise auch in vivo fur krankhafte Effekte relevant, die von ultrafeinen
Staubpartikeln auf die Atemwege ausgelibt werden. Diese neuen Erkenntnisse (ber die an
der Feinstaub-induzierten Signaltransduktion beteiligten Komponenten liefern wichtige
Hinweise flr die zukinftige Risikoabschatzung von ultrafeinen Partikeln sowie fir praventive
MafZnahmen fur anfallige Personengruppen. So kdnnte beispielsweise durch die Blockierung
des PI3-Kinase/AKT/ERK-Signalweges die Induktion der Zellproliferation und damit die
Entwicklung maligner Lungenerkrankungen, einschlieBBlich Fibrose und Lungenkrebs

madglicherweise verhindert werden.
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5. Zusammenfassung

Die Inhalation granularer Partikel kann eine Vielzahl von gesundheitsschadlichen Effekten,
einschliel3lich Fibrose oder Lungenkrebs zur Folge haben. Ultrafeinen Partikeln kommt in
diesem Zusammenhang eine besondere Bedeutung zu, da sie aufgrund ihrer grofRen
Oberflache eine erhdhte biologische Toxizitat besitzen. Die Partikel induzieren durch direkte
und indirekte Effekte unterschiedliche Signalwege, die in der Ausbildung pathogener
Endpunkte resultieren koénnen. Aufgrund seiner hohen proliferativen Kapazitat gilt das
Lungenepithel dabei als Zielgewebe fir die Bildung von Lungentumoren. Bislang sind
allerdings die Art der Interaktionen zwischen Partikeln und Epithelzellen sowie die durch
ultrafeine Partikel ausgeldsten Signalwege noch weitestgehend unverstanden.

Zur naheren Charakterisierung der Feinstaub-induzierten Signaltransduktion wurden daher in
der vorliegenden Arbeit in vitro Effekte untersucht, die Verbrennungsgenerierte ultrafeine
Kohlenstoff-Partikel (CB, Printex 90) auf eine alveolare Typ Il Ratten Epithel-Zelllinie (RLE-
6TN) austben. Dazu wurden molekularbiologische, proteinbiochemische und
immunbiochemische Methoden eingesetzt. Durch die Untersuchung von Lungengeweben
aus Ratten, die mittels intratrachealer Instillation mit CB behandelt wurden, stand das
entsprechende in vivo System ebenfalls zur Verfigung.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit standen Analysen zur CB-induzierten Aktivierung von MAP-
Kinasen und der Proteinkinase AKT. Diese Signalproteine sind relevant fur die Induktion von
Zellproliferation sowie fur die Prévention von Apoptose. Daher spielen sie moglicherweise
eine Rolle bei der Entwicklung maligner Lungenerkrankungen durch Feinstdube.

Nach der Behandlung von RLE-6TN Zellen mit ultrafeinen CB-Partikeln in einer nicht-
zytotoxischen Konzentration von 5 pg/cm? wurde im Western Blot eine Zeit-abhangige
Aktivierung von ERK1/2, JNK1/2, p38 und AKT beobachtet. Dabei lieRen die einzelnen
Signalproteine teilweise deutliche Unterschiede im Bezug auf den Zeitverlauf der Aktivierung
erkennen. So zeigten die MAP-Kinasen JNK1/2 und p38 bereits nach 2 h eine
Phosphorylierung. ERK1/2 und AKT hingegen wurden erst nach 8 h signifikant aktiviert.

Da Interaktionen der Partikel mit Oberflachenstrukturen der betroffenen Zielzellen als
Ausléser fur pathogene Endpunkte diskutiert werden, wurde in der vorliegenden Arbeit auch
die Beteiligung von Zelloberflachen-Rezeptoren untersucht. Durch die Blockierung des EGF-
R mit Tyrphostin AG 1478 kam es sowohl zu einer signifikanten Abnahme der CB-
induzierten friihen Aktivierung von JNK1/2 als auch der spéater auftretenden, simultanen
Aktivierung von AKT und ERK1/2. Im Gegensatz dazu fihrte die Inhibition von Integrin-
Rezeptoren mit dem RGD-Peptid oder einem spezifischen f;-Integrin Antikdrper lediglich zu

einer reduzierten Phosphorylierung von AKT und ERK1/2. Die Aktivierung von JNK1/2 wurde
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aber nicht beeinflusst. Damit konnte zum ersten Mal eine Beteiligung von Integrinen an der
Feinstaub-induzierten Signaltransduktion nachgewiesen werden, die bislang nur im Rahmen
der Asbest-vermittelten Signaltransduktion beschrieben wurde.

Als mogliche Verbindungspunkte zwischen EGF-R und Integrin-vermittelten Signalwegen
wurden Signalproteine untersucht, die in den Fokalkontakten lokalisiert sind und direkt an die
zytoplasmatische Doméane der f;-Integrine binden kdnnen. Allerdings fiihrte die Behandlung
mit CB weder zu einer Autophosphorylierung der Fokaladh&sions-Kinase (FAK) noch zu
Anderungen in der Expression sowie der enzymatischen Aktivitat der ,Integrin-linked kinase*
(ILK). Nach der dominant-negativen Uberexpression der ILK mit Hilfe einer Kinase-inaktiven
ILK-Mutante wurden zudem keine Veranderungen in der CB-induzierten Phosphorylierung
von AKT und ERK1/2 beobachtet. Somit konnte eine Beteiligung der FAK und der ILK an der
Feinstaub-induzierten Signaltransduktion nahezu ausgeschlossen werden.

Als weiteres potentielles Signalprotein bei der Vermittiung CB-induzierter Effekte wurde die
PI13-Kinase untersucht, welche fur die Aktivierung von AKT essentiell ist. Nach der
Blockierung der PI3-Kinase mit Wortmannin oder LY 294002 wurde erwartungsgemal’ eine
reduzierte Phosphorylierung von AKT beobachtet. Dariiber hinaus kam es aber auch zu
einer signifikanten Abnahme der CB-induzierten Aktivierung von ERK1/2. Interessanterweise
fiihrte auch die Inhibition von AKT mit SH-5 sowie die dominant-negative Uberexpression
von AKT mit Hilfe einer Kinase-inaktiven AKT-Mutante zu einer reduzierten Phosphorylierung
von ERK1 und ERK2.

Die weitere Untersuchung der Raf/MEK/ERK-Kaskade zeigte, dass die Behandlung mit CB
nach 8 h zwar in einer Phosphorylierung von MEK1/2 resultierte, c-Raf aber nicht aktiviert
wurde. Durch die Blockierung von MEK1/2 mit PD 98059 kam es zu einer signifikanten
Reduktion der CB-induzierten Aktivierung von ERK1/2. Die Phosphorylierung von AKT wurde
hingegen nicht beeinflusst. Diese Befunde und die Ergebnisse der AKT-Inhibition konnten
damit erstmals den Einfluss von AKT auf die Raf/MEK/ERK-Kaskade unterhalb von c-Raf
belegen.

In der Feinstaub-induzierten Signaltransduktion nimmt der AKT-Signalweg, der eine
Pravention von Apoptose bewirkt, somit offenbar eine zentrale Funktion ein. Durch die
Aktivierung von ERK1/2, die gemalR Literaturangaben zu einer erhdhten Zellproliferation
fuhrt, scheint AKT in dem untersuchten Zellsystem dariiber hinaus essentiell fir die Induktion
von Zellproliferation zu sein.

In der vorliegenden Arbeit konnte in CB-behandelten Lungengeweben von Ratten ebenfalls
eine Aktivierung von ERK1 und ERK2 beobachtet werden. Daher ist der hier erstmals
beschriebene CB-induzierte PI3-Kinase/AKT/ERK-Signalweg moglicherweise auch fir

krankhafte Effekte von Staubpartikeln in vivo relevant.
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6. Summary

Inhalation of granulous particles induces adverse health effects such as fibrosis or lung
cancer. Due to their specific surface properties, ultrafine particles in particular are of high
biological toxicity and induce different signal transduction pathways in both a direct and
indirect manner. These pathways can result in the development of pathogenic endpoints.
The lung epithelium is the target tissue for the formation of lung tumors, due to the high
proliferative capacity of the epithelial cells. However, the nature of interactions between
particles and epithelial cells as well as the molecular mechanisms and the involved signaling
pathways, which are induced by ultrafine particles, are so far largely unknown.

To characterize the particle induced signal transduction in vitro, an alveolar type |l epithelial
cell line from rats (RLE-6TN) was treated with combustion-derived ultrafine carbon particles
(CB, Printex 90), and the resulting effects were investigated by means of molecular
biological, protein biochemical and immunological methods. In addition, tissue from an
animal experiment, which was carried out independently from the present study, was
available to represent the respective in vivo system.

The main focus of this study was the family of MAP-kinases and the protein kinase AKT,
because these signaling proteins are relevant for the induction of cell proliferation as well as
the prevention of apoptosis and thus are likely involved in the development of malignant lung
diseases induced by ultrafine particles.

After treatment of RLE-6TN cells with ultrafine CB particles in a non-cytotoxic concentration
(5 pg/cm?®) a time-dependent activation of ERK1/2, JNK1/2, p38 and AKT was observed by
western blotting. In this process, the distinct signaling proteins revealed clear differences in
the time course of phosphorylation, with INK1/2 and p38 being already phosphorylated after
2 h while ERK1/2 and AKT displayed a significant activation only after 8 h treatment.

As interactions of particles with cell surface structures of the affected target cells have been
discussed to be the starting point for the development of pathogenic endpoints, the
involvement of cell surface receptors was further investigated. Inhibition of the EGF-R by
Tyrphostin AG 1478 led to a significant decrease of the CB induced early activation of
JNK1/2 as well as the later occurring, simultaneous activation of AKT and ERK1/2. On the
other hand, blocking of integrin receptors with an RGD-peptide or a specific B-integrin
antibody resulted in a reduced phosphorylation of AKT and ERK1/2 while the activation of
JNK1/2 was unaltered. This finding is the first report that integrins are involved in signal
transduction induced by granulous particles. So far, an involvement of integrins had only

been described for fibrous asbestos induced signal transduction pathways.
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As a possible link between EGF-R and integrin induced pathways, signaling molecules were
investigated which are located at the focal adhesions and are known to bind to the
cytoplasmic domain of Bi-integrins. However, treatment with CB resulted neither in an
autophosphorylation of FAK nor in changes in the expression or the enzymatic activity of the
ILK. Moreover, the dominant-negative overexpression of a kinase-dead ILK-mutant showed
no changes in the CB induced phosphorylation of AKT and ERK1/2. Thus, an involvement of
FAK and ILK on the particle induced signal transduction can likely be excluded.

As a further signaling protein the PI3-kinase was investigated, which is essential for the
activation of AKT. Blocking of PI3-kinase by wortmannin or LY 294002 not only led to the
expected reduction of AKT phosphorylation, but also resulted in a significant decrease of the
CB induced activation of ERK1/2. Interestingly, inhibition of AKT by SH-5 as well as the
dominant-negative overexpression of AKT by means of a kinase-dead AKT-mutant also
caused a reduced phosphorylation of ERK1 and ERK2.

A closer look at the Raf/MEK/ERK-cascade revealed that treatment with ultrafine CB
particles led to a phosphorylation of MEK1/2 after 8 h. However, c-Raf was not activated.
Blocking of MEK1/2 by PD 98059 also resulted in a significant reduction of the CB induced
activation of ERK1/2 while phosphorylation of AKT was not affected. Thus, these data
together with the results from the AKT-inhibition assays, suggest for the first time an
influence of AKT on the Raf/MEK/ERK-cascade downstream of c-Raf.

Accordingly, the anti-apoptotic AKT signaling pathway plays a central role in the signal
transduction induced by ultrafine particles in a way that AKT seems to be essential for the
induction of cell proliferation via activation of ERK1 and ERK2, at least in the investigated cell
system.

In addition, an activation of ERK1/2 was also observed in CB treated lung tissues from rats.
Consequently, the new CB-induced PI3-kinase/AKT/ERK-signaling pathway may be also

relevant for adverse health effects induced by ultrafine particles in vivo.
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