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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Das Pertussis Toxin (PT) als bakterielles Exotoish der Hauptvirulenzfaktor des
Keuchhusten auslosenden BakteriuBmsdetella pertussisind verfugt tber ein typisches
ABs-Motiv mit einer enzymatisch aktiven A-Untereinheind einem Rezeptorstrukturen
bindendem B-Oligomer. Es verandert die Barrierefiomk und daraus resultierend die
Permeabilitdt humaner Hirnendothelzellen und wirdit ndem Auftreten von
Komplikationen wie neurologischen Schaden und Ehalgpathien wahrend einer
Pertussis Erkrankung assoziiert.

Ein wenig untersuchter Aspekt des Einflusses vonuBsis Toxin auf humane
Hirnendothelzellen stellt die hier gezeigte Inhibhiey der Wundheilung dar. Manuelle
Migrationsversuche und automatisierte Echtzeitmegso zeigten eine konzentrations-
abhangige Hemmung der Migration von humanen zeebramikrovaskuléren
Endothelzellen (HBMEC) durch das Toxin mit dem dedldinhibitorischen Effekt bei der
hdchsten eingesetzten PT-Konzentration von 1 pdieker hemmende Effekt beruht auf
der ADP-Ribosyltransferaseaktivitat der A-Untereitldes Toxins, da das B-Oligomer die
Zellmigration nicht beeinflusst (Schulte, 2007). eDiPT-vermittelte Reduktion im
Migrationsverhalten konnte ebenfalls bei der Hichahelzelllinie hCMEC/D3, der
Glioblastomzelllinie U373MG, bei A549-Zellen ausnmanem Bronchialkarzinomgewebe
mit typisch epithelialen Eigenschaften und derhegialen Zelllinie MDCK/C7 festgestellt
werden, so dass ein zelltypspezifischer Effekt asslglossen werden kann.

Eine Hemmung der Proteinkinase C (PKC) durch démbitor H-7 fihrt zu einem
inhibitorischen und eine Aktivierung der PKC duihorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
zu einem stimulierenden Effekt auf die MigratiomwdBMEC. Dieses Ergebnis deutet auf
eine Beteiligung der PKC an der Induktion der Migma hin.

Immunfluoreszenzanalysen zum Nachweis von EKEBKC{ und Occludin zeigen
Unterschiede in der Lokalisation der Proteine igmerenden HBMEC, im Vergleich zu
Zellen aus einem konfluenten Zelllayer, auf. In deigrierenden Zellen weisen die
Proteine deutliche Akkumulationen direkt am Leitsain Richtung der Wanderung auf.
Dies deutet eine mdgliche Beteiligung der Prot@ine&len Mechanismen der Migration an.
In Immunfluoreszenzanalysen zum Nachweis von CladdiClaudin-5, PKE, PKC],
Gai-2, Gai3, der Polaritatsproteine PAR-3 und PAR-6, der Matvietalloproteinasen
MMP-2 und MMP-9 sowie der Phosphatidylinositol 33Kse (PI3K) konnten keine
Unterschiede in der Lokalisation detektiert werd®&si der Herunterregulierung der
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Expression von Claudin-1, Occludin, PK(PKCZ, Goi2, Gai.3, PAR-3, PAR-6, MMP-2
und MMP-9 kénnen fur alle Proteine inhibierendeekfé auf die Migration festgestellt
werden. Dies zeigt eine mdgliche Beteiligung an deegulationsmechanismen des
Migrationsprozesses an.

Fur die PISK und Racl konnte eine verringerte Esgion bei Inkubation mit PT
durch die Methode der gRT-PCR gezeigt werden. Riest eine mdgliche Beteiligung der
Proteine am Signaltransduktionsweg der PT-verretteinhibierung vermuten.

Migrationsassays mit HBMEC zur Untersuchung desflisses von CT auf das
Wanderungsverhalten zeigen denselben inhibierebdiekt wie bei Inkubation mit PT.
Da die Zugabe von CT keine Veradnderungen der Pdiitise@rung von Hirnendothel-
zellbarrieren hervorruft, ist anzunehmen, dass MEiezesse der Migration und der
Permeabilisierung zwei unterschiedlichen Regulatoechanismen unterliegen. Die
MDCK/C7-Zellen zeigten bei Inkubation mit CT im \¢geich zu den Kontrollzellen keine
Unterschiede im Migrationsverhalten. Bei Inkubatimit PT wurde die Migration der
Epithelzellen hingegen inhibiert. Diese ErgebnidsePT- und CT-vermittelten Hemmung
der Migration lassen vermuten, dass dieser inlebige Effekt unabhangig vom cAMP-
Spiegel ist, da ein Anstieg des intrazellularen dABpiegels fur HBMEC nur bei
Inkubation mit CT und fur MDCK/C7-Zellen nur beikimbation mit PT festgestellt werden
konnte.

Untersuchungen zum Einfluss von Brefeldin A (BFAj die Migration von HBMEC
und MDCK/C7-Zellen zeigten nur fur die Endotheleall nicht aber fur die Epithelzellen,
eine Inhibierung der Migration. BFA induziert nuribendothelialen Zellen einen
Zusammenbruch des Golgi-Apparates wahrend MDCK/€lled geschitzt sind. Beide
Zelltypen zeigen aber eine PT-induzierte Hemmunguigration.

Ein Effekt des Pertussis Toxins auf die Prolifemativon HBMEC kann in
automatisierten Echtzeitmessungen ausgeschlossemdenye so dass PT bei

Wundheilungsprozessen die Migration nicht abeRi@iferation der Zellen beeinflusst.
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2 Einleitung

Bei der Migration von Zellen handelt es sich umeainvielseitigen und komplexen
Prozess, der fur die Entwicklung von multizellutar®@rganismen eine bedeutende Rolle
spielt und dabei unter anderem auch an Wundheipuogsssen beteiligt ist (Pollaed al,
2000). Die Zellmigration und somit auch die Proeeder Wundheilung kénnen durch
Infektionen verlangsamt werden. Die Ursachen figséiVerzégerungen liegen in den
hohen Bakterienzahlen in den Geweben oder in eémtebierung durch Toxine, die vor
dem Eintritt in das Gewebe von den Bakterien sézdriwurden (Ovington, 2003).
Frihere Untersuchungen zeigten einen Einfluss des Keuchhustenerreg@&ordetella
pertussissezernierten Pertussis Toxins auf die Zellmigmation Endothelzellen (Schulte,
2007). In dieser Arbeit wurde untersucht, welchgRa&tionsmechanismen, Signalproteine
und Signaltransduktionswege an der Migration undeminhibierung des Prozesses durch

das Pertussis Toxin beteiligt sein konnten.

2.1 Keuchhusten

Keuchhusten ist eine akute hoch infektiose aufdenschen beschrankte Erkrankung der
oberen Atemwege, die haufig bei kleinen Kinderntrgtufund durch das Bakterium

Bordetella pertussiausgelost wird.

2.1.1Bordetella pertussis— der Erreger des Keuchhustens

Das BakteriunBordetella pertussisvurde im Jahr 1906 erstmals von Bordet und Gengou
isoliert sowie charakterisiert und weist als Erreder Erkrankung Pertussis, die auch als
Keuchhusten bezeichnet wird, eine hohe PathogenitgBordet und Gengou, 1906).

Es handelt sich bei der Gattung der Bordetellerkakkoide, aerobe, Gram-negative,
einzeln oder paarweise liegende Stabchenbakter®erzeit umfasst die Gattung
Bordetellaacht Arten mit sechs human-pathogenen Vertrefdanen den Erregern des
Keuchhustend. pertussisund B. parapertussisder beim Menschen eine mildere Form
der Krankheit auslost, gehort zu dieser Spezieb das primar tierpathogene Bakterium
B. bronchisepticadas vor allem den Respirationstrakt von Saugetiemd in nur sehr
seltenen Féllen den des Menschen befallt (Goodh880). Diese dreBordetellaSpezies
verfigen Uber sehr dhnliche DNA-Sequenzen, wobeiGlEnom vorB. parapertussisind

B. bronchisepticaungefahr 1 Mb groRRer ist als das vBnpertussig(Stibitz und Yang,
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1997). Es wurde daher postuliert sie als Subspeznes gemeinsamen Art anzuerkennen
(Hahn et al, 2005). In den letzten Jahrzehnten sind einigéewee Vertreter entdeckt
worden, die dieser Gattung zugeordnet wurden. QanlenB. avium der ausschlie3lich
den Respirationstrakt von Vogeln und Reptilienzigit (Jackwoodkt al, 1995) aber auch
humanpathogene Erreger wie trematumund B. holmesii die lokal aus Wunden und
Infektionen des Ohres isoliert wurddB. hinzii trat im Respirationstrakt von Vdgeln, in
dem er aber keine Erkrankung ausloste, auf und evumdRerdem im Blut und
Respirations- und Gastrointestinaltrakt immunsupmiter Menschen entdeckt (Gerlach
et al, 2001; Hahret al, 2005). Im Jahr 2005 wurde ein klinisches Isdied bis dahin als
Umweltkeim geltenden StammeB. petrii aus einem Patienten mit mandibularer

Osteomyelitis isoliert (Fret al, 2005).

B. pertussisbefallt das Flimmerepithel des menschlichen Reasipmstraktes, das als
alleiniges Habitat gilt. Das Bakterium verfuigt td@mbrien (Pili), mit denen es an den
Zilien des Flimmerepithels haftet, und eine Kapshé es vor Phagozytose und der
Inaktivierung durch das Komplementsystem des Wgtdgitzt (Hahret al, 2005). In der
aulReren Membran voB. pertussissind Lipooligosaccharide und Oberflachenstrukturen
mit antigener Wirksamkeit lokalisiert, zu denen dé&mbrillare, serospezifische
Agglutinogen, das nicht fimbrillare Agglutinogen rietin, ein dul3eres Membranprotein
und das filamentdse Hamagglutinin (FHA) zahlen. sbiesind an der Anheftung des
Bakteriums an das zilientragende FlimmerepithelWeses beteiligt (Mills, 2001).

B. pertussis produziert eine Vielzahl von biologisch aktiven urahtigenen
Virulenzfaktoren wie das Pertussis Toxin (PT), dafenylatzyklase-Toxin (ACT), das
Dermonekrotische Toxin (DNT) und das Tracheale #gim (TCT). Diese sind an den
verschiedenen Prozessen der Pathogenese und Brabdkerung des Erregers im Gewebe
beteiligt (Weiss und Hewlett, 1986).

2.1.2 Krankheitsbild und Verlauf von Keuchhusten

Pertussis ist eine akute Erkrankung der oberen Wesgm, die 1578 erstmals als Epidemie
mit den typischen Keuchhustensymptomen in Parisbdedet wurde (Cone, 1970).
Aufgrund des auftretenden Keuchens beim Luftholachrkrampfartigen Hustenattacken
wird die Krankheit in Deutschland als Keuchhusteszdichnet. Diese beschriebene

Symptomatik und die teilweise sehr langwierige Relabeszenz fuhrt zu weiteren



Einleitung 5

Namensgebungen wie ,Hahnenschrei” in Frankreichrp[fenutterhusten” in England und
»,100-Tage-Husten” in China.

Pertussis gehort weltweit zu den zehn am haufigstgitretenden und mit dem Tod
endenden Infektionskrankheiten. Im Jahr 2003 ekteam trotz wirksamer Impfstoffe
weltweit 17,6 Millionen Menschen an Keuchhustenpeid®0% der Erkrankungen in den
Entwicklungslandern auftraten. Dabei wurden 279.006@esfélle — meist bei Sauglingen
unter sechs Monaten — verzeichnet (WHO, 2005). ig&dvéten gerade bei Kleinkindern
Komplikationen wie Bronchopneumonia und eitrige mioitis auf, die durch
Sekundarinfektionen hervorgerufen werden, und flie dneisten Todesfalle im
Sauglingsalter verantwortlich sind. Neurologischentplikationen wie Schlaganfalle und
Enzephalopathien entstehen bei Kleinkindern moghakise als Folge einer
Unterversorgung des Gehirns mit Sauerstoff, diedmmsstarken Hustenattacken und/oder
der Wirkung des Pertussis Toxins resultiert (Steinet al,. 1985). Es wird immer wieder
von Patienten mit neurologischen Stdrungen, di¢ eash einer Impfung mit einem
inaktivierten Gesamtzell-Impfstoff (wRvhole cell vaccineaufgetreten waren (Schupper
und Shuper, 2007), berichtet.

In den meisten Industrielandern ist die Krankheiturch eine gute
Grundimmunisierung unter Kontrolle gebracht wordés eine praventive Impfung gegen
Pertussis genutzt wird. Gerade in Deutschland iergst starke regionale Unterschiede in
der Grundimmunisierung, so dass die Krankheit aufgr einer allgemeinen
Impfmudigkeit wieder zunimmt. Fir die Impfung wend&esamtzell-Impfstoffe, die eine
Suspension von Formalin-inaktivierteB. pertussisZellen enthalten, oder seit 1995
verschiedene azellulare Impfstoffe (aP) verwenbetse azellularen Impfstoffe sind fir
die Grundimmunisierung ab dem dritten Lebensmonagelassen und enthalten
Kombinationen verschiedener Virulenzfaktoren vBnpertussis Sie enthalten alle das
Pertussis Toxin und héaufig zusatzlich das filamsatBlamagglutinin, fimbrielle Antigene
und/oder Pertactin in gereinigter und inaktiviertEorm und in unterschiedlicher
Zusammensetzung. Diese Mehrkomponentenwirkstoffe isame gegentber den
Vollbakterienimpfstoffen eine geringere Nebenwirgarate sowie eine meist hdhere
Effektivitat auf. Die Grundimmunisierung umfasstdar Regel vier Injektionen, die meist
als Kombinationsimpfstoff Diphtherie-Tetanus-Pestasverabreicht werden. Seit 1995
empfiehlt die Standige Impfkommission der Bundesmeog (STIKO) eine
Immunisierung aller Sauglinge und Kleinkinder gedeertussis. In den letzten Jahren

konnte jedoch vor allem in Australien, Kanada uea &JSA ein erhdhtes Auftreten von
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Keuchhusten bei Kindern, Jugendlichen und Erwachsé&eobachtet werden (Mcintyeé
al., 2000; Skowronsket al, 2002; Tanakat al, 2003). Ein erworbener Impfschutz durch
Immunisierung oder Erkrankung lasst im Laufe deit dach, so dass als Kleinkinder
geimpfte Personen im Erwachsenenalter erneut dndRer erkranken kénnen (Haénal,
2005). In den letzten 15 Jahren verbreitete dichpertussisin den Industrielandern
hauptsachlich bei Jugendlichen und Erwachsenenddien die Krankheit aufgrund der
Grippe-ahnlichen Symptome nicht als Pertussis erkavurde (Cherry, 2005). Diese
infizierten Personen stellen als Erregerreservame grol3es Gesundheitsrisiko fur
Neugeborene und Sauglinge dar, da diese noch gusjmd, um gegen Pertussis geimpft
zu werden (Guiso, 2005).

Keuchhusten ist in erster Linie eine Toxin-vernfiée Infektionskrankheit. Bei der
Pathogenese haftet das Bakterium mit Hilfe der Fenb an das zilientragende
Flimmerepithel im Respirationstrakt, was zusatzlithch das Pertussis Toxin sowie die
Adhasine Pertactin und filamentoses Hamagglutitabiksiert wird.B. pertussisrermehrt
sich im Wirt und bewirkt durch die Produktion voroxinen die Lyse der Zilien. Die
dadurch hervorgerufenen Verdnderungen losen eingliitung des Respirationstraktes
aus, die schlie3lich die fur den Keuchhusten tymecHustenattacken zur Folge hat.

Die Erreger werden in der Regel bei HustenstéRerchdurropfcheninfektion
ubertragen. Haufig erfolgt diese Ubertragung unksstvauf einen groReren Personenkreis,
da sich die als Infektionsquelle geltenden Patremtech im Stadium vor dem Auftreten
typischer Keuchhustensymptome befinden und didegehden Symptome eher auf eine
Erkaltungskrankheit hindeuten (Bolag und Matte©2)9

Die Inkubationszeit der Krankheit betragt ein bisezWochen. Die Erkrankung wird
in drei Phasen gegliedert und hat eine Dauer vem etechs bis zehn Wochen. In der
ersten Phase dei@tadium catarrhaletreten typische Erkaltungssymptome wie erhéhte
Temperatur, Schnupfen, tranende Augen, Abgeschtagfennd trockener Husten auf.
Nach ein bis zwei Wochen beginnt déisdium convulsivumit einer Dauer von ein bis
sechs Wochen, die sich in Einzelfallen sogar asfzni 20 Wochen ausdehnen kann. Es
zeichnet sich durch plotzlich auftretende Hustewwk#n mit mehreren aufeinander
folgenden, krampfartigen Anféllen, gefolgt von lakguchendem Einatmen bis hin zu
starkem Speichel- und Schleimfluss bzw. Erbrechen Biese Symptome sind auf die
mittlerweile fast vollstandige Zerstorung des Fliemepithels durch das Bakterium
zurtckzufihren und sollen zur Reinigung der Schigiate dienen. Sie treten nachts

haufiger als tagsuber auf. Das dritte abschlie3&tddium decremenhélt drei bis sechs
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Wochen an und ist durch langsam abnehmende Husteker und somit abklingende
Symptome charakterisiert. In dieser Phase kommzugsvollstandigen Genesung und

Regeneration des respiratorischen Trakts (Halat, 2005).

2.1.3 Das Pertussis Toxin

Das Pertussis Toxin (PT) ist fur die Pathogenese Kiichhustens von entscheidender
Bedeutung und stellt einen wichtigen Virulenzfaktades human-pathogenen
StabchenbakteriunB. pertussiglar (Weiss und Hewlett, 1986, Mattoo und Cherr{d30
Das Protein verfiigt Gber ein Molekulargewicht vdb kDa und ist als Hexamer aus den
sechs nicht kovalent miteinander verknipften Umdiesten S1 bis S5, die im Verhaltnis
1:1:1:2:1 vorliegen, aufgebaut. Es zeigen sichikgmte strukturelle Homologien mit
anderen bakteriellen Toxinen wie dem Cholera Taxin Vibrio choleraeund dem Shiga
Toxin vonShigella dysentriaéBabuet al, 2001).

PT ist ein bakterielles Exotoxin mit einem typisch&B-Motiv, das Uber eine
enzymatisch aktive A-Untereinheit und eine B-Komguute, die an Sialoglycoproteine auf
der Zielzelle bindet, verfugt (Tamued al, 1982). Die dreidimensionale Struktur des PT
ist in der Abbildung 2.1 dargestellt (Schrett al, 1999). Die A-Komponente, die Uber
eine ADP-Ribosyltransferaseaktivitat verfugt, bbsteus einer einzelnen Polypeptidkette
und wird als S1-Untereinheit (26,2 kDa) bezeichnet.

Abb. 2.1: Struktur des Pertussis Toxins.Dargestellt werden die A-Untereinheit in blau sovdie
B-Komponente bestehend aus einer Kopie der Untezéan S2, S3 und S5 sowie zwei Kopien der
Untereinheit S4. Die B-Komponente bindet an Rezgptoder Zielzelle und ist notwendig, um die
enzymatisch aktive A-Untereinheit in die Zielzedimzuschleusen (Schmét al, 1999).

Die B-Komponente des Toxins, die die Bindestelle die eukaryotischen Rezeptoren
tragt, ist ein Oligomer bestehend aus funf Untdreiten: je eine Kopie der Untereinheiten
S2 (21,3 kDa), S3 (21,9 kDa) und S5 (11,7 kDa) saxwei Kopien der Untereinheit S4
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(12,2 kDa). Diese schliel3en sich zu einer ringfgeni Struktur mit einer zentralen Pore
zusammen, in welcher der C-Terminus der S1-Untbegiiegt (Steiret al, 1994).

B. pertussissezerniert das PT als inaktives Proenzym,idastro Gber keine ADP-
Ribosyltransferaseaktivitat verfiigt. Die B-Kompotewermittelt die Anbindung an die
Sialoglycoproteine auf der Zelloberflache der Zadllz, und erméglicht so der enzymatisch
aktiven A-Untereinheit die Aufnahme und Translo&atin das Zytosol. Die Aktivitat des
Enzyms setzt bei Eindringen in die Zielzelle duRdzeptor-vermittelte Endozytose und
Erreichen des Golgi-Apparates und EndoplasmatisdRetikulums (ber retrograden
Transport ein (El Bayat al, 1997; Kugleret al, 2007). Dabei erfolgt die Aufnahme und
der weitere Transport des Toxins mit Hilfe von Gtat-coated pitsund Akkumulation in
Lysosomen und MVBsnficrovesicular bodies(Kugleret al, 2007).

Das Pertussis Toxin ist ein ADP-ribosylierendes imoxind verwendet NAD als
Donormolekul, um es in Nikotinsaureamid und ADP-@&é zu spalten. Der Zucker wird
auf den Cysteinrest 352 in der Nahe des C-Termdarsx-Untereinheit heterotrimerer
inhibitorischer G-Proteine lbertragen (Westal, 1985; Kaziroet al, 1991). Da die
Rezeptor erkennende Doméane im C-Terminus cdeintereinheit liegt, wird durch die
ADP-Ribosylierung die Interaktion der G-Proteind ihrem Rezeptor unterbunden und so
ihre Aktivierung verhindert (Conkliet al, 1993). Diese Konformationsanderungen fiihren
zu einer Dissoziation derUntereinheit und defy-Komplexes. Aus der Entkopplung der
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren folgt eine Inhilnig verschiedener Signaltrans-
duktionswege (Hsiaet al, 1984). Eine weitere Folge der ADP-Ribosylierusg eine
Aktivierung der membranstandigen Adenylatzyklasasw manchen Zelltypen zu einem
unkontrollierten Anstieg des zellularen cAMP-Spisgiihrt (Katada und Ui, 1982a, b;
Bruckeneret al, 2003). Aus dem erhdhten cAMP-Spiegel resultiegigre Stbrung vieler

zellularer Funktionen sowie eine Abnahme der Phggseaktivitat.

Heterotrimere G-Proteine, bestehend aus je a@rep- und y-Untereinheit, sind in ihrer
inaktiven Form mit gebundenem GDP an der Membrakaligiert und in die
Signaltransduktion involviert. Die Aktivierung deG-Proteine erfolgt durch einen
Rezeptor-vermittelten Austausch des anahéntereinheit gebundenen GDP gegen GTP,
was eine Dissoziation der G-Proteine in di®ntereinheit un@y-Untereinheit sowie eine
Ablosung vom Rezeptor zur Folge hat. Der freigasdiyz-Komplex der G-Proteine kann
mit verschiedenen Signalsystemen interagieren uadedregulieren. Zur Inaktivierung

wird mit Hilfe der GTPase-Aktivitdt den-Untereinheit ein Phosphatrest vom GTP
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abgespalten, so dass didJntereinheit mit gebundenem GDP erneut mitleUntereinheit
assoziiert (Kaziret al, 1991) (s. Abb. 2.2).

Mittlerweile sind Uber 20 unterschiedlicheUntereinheiten bei Sdugetieren bekannt.
G-Proteine werden in stimulierendeg{@nd inhibierende G-Proteine jjGowie Giq und
Gaa2 unterteilt. Proteine der dg- und Gul2-Klasse werden durch bakterielle Toxine nicht
beeinflusst (Strathmann und Simon, 1991; Hepler@ihthan, 1992).

Das Cholera Toxin voNibrio choleraezeigt strukturelle Homologien zu PT und verflgt
ebenfalls Uber ein typisches ABRlotiv. Die enzymatisch aktive A-Untereinheit vol C
ADP-ribosyliert hingegen die GTP-gebundenen@tereinheiten stimulierender G-Proteine.
Diese Modifikation fuhrt zu einer Stimulierung dAktivitdt der Adenylatzyklase und

resultiert in einer Erh6hung der intrazellulareni2-Konzentration.

Die Abbildung 2.2 fasst schematisch die Wirkung V@i auf die a-Untereinheiten
heterotrimerer inhibierender G-Proteine bzw. digkig von CT auf die-Untereinheiten

stimulierender G-Proteine zusammen.

Agonist

Hormone Antagonist

PTx Hormone cT
receptor receptor receptor
+ell membrane Cell membrane

GDP GTP

Pertussigen ’ o H \
ADP-ribose
cAMP v )/ Cholera toxin
St \S
| & —= (9
GDP GDP GTP
P\ /

cAMP

ADP—i'ibose

@rp
\_x—. o GDP

Inhibits Stimulates
cyclase cyclase

ATP —¥— cAMP ATP —— cAMP

Abb. 2.2: Wirkung von PT auf die a-Untereinheiten heterotrimerer inhibierender G-Proteine bzw. von
CT auf die a-Untereinheiten stimulierender G-Proteine.Dargestellt werden der Zyklus der G-Proteine,
dass heil3t der Wechsel zwischen der GDP- und GbBragienen Form sowie die Auswirkungen der
Modifikationen der a-Untereinheiten durch PT bzw. CT auf die entspradee G-Proteine, die
Adenylatzyklase und den cAMP-Spiegel.
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2.2 Hirnendothelzellen

Hirnendothelzellen kleiden die inneren Flachen Blitkapillaren des Gehirns aus und
weisen zu anderen Endothelzellen des Koérpers eldigerschiede auf. Aufgrund ihrer
Eigenschaften sind sie fur die Barrierefunktion Blit-Hirn-Schranke verantwortlich.

2.2.1 Blut-Hirn-Schranke

Die Blut-Hirn-Schranke dient als physiologische fDsionsbarriere zwischen dem
Blutkreislauf und dem Gehirn und sorgt fur eineemhkomplette Isolierung des Zentralen
Nervensystems (ZNS) vom restlichen Korper. DurasédiSchutzfunktion verhindert sie
den Ubertritt im Blut zirkulierender Krankheitseyex, Toxine und hydrophiler
Botenmolekile in das Gehirn. Aufgrund dieser Baetiddung werden stéarkere
Schwankungen im Gehirnmilieu sowie ErkrankungenclkluPathogene ausgeschlossen.
Die Blut-Hirn-Schranke ist somit von essentiellesd@utung fir die normale Funktion des
ZNS und die Aufrechterhaltung der Homoostase.

Zum Transport wichtiger Nahrstoffe wie Glucose ulmhinosauren in das Gehirn
liegen spezialisierte Systeme wie Natrium-KaliumPsBe Enzymsysteme oder
Aminosauretransportsysteme vor (Chaudhuri, 200@ophile Substanzen wie fettlésliche
Vitamine, Sauerstoff, Kohlendioxid aber auch Alkbhderoin und Nikotin kdnnen Uber
Diffusion die Blut-Hirn-Schranke passieren. Vergdtgne Krankheiten des ZNS wie z.B.
Schlaganfalle, Hirntumore, Autoimmunerkrankungemn wraumatische Hirnverletzungen
konnen eine Veranderung der Permeabilitdt der Biut-Schranke zur Folge haben
(Gloor, 2001).

Die Blut-Hirn-Schranke wird aus den Astrozyten, d&grizyten und den Endothelzellen
aufgebaut (Reese und Karnovsky, 1967). Die Astmryerleihen den Blutkapillaren
einen mechanischen Schutz und umschlieBen mit iEmedfiiRen die Perizyten, die
Basallamina und die Endothelzellen. Perizyten sind kleinen Blutgefal3en, wie
Kapillaren, Venen und Arterien lokalisiert und urnise3en die Endothelzellen. Sie spielen
offenbar eine Schlusselrolle in der Angiogeneser dgukturellen Integritat und
Differenzierung der Blutgefal3e sowie der Bildungh\endothelialertight junctions(TJ)
(Ballabhet al,, 2004). Perizyten sind in die Basallamina eingfeb&nd in unregelmafligen
Abstanden mit den Endothelzellen verbunden. DieaBa@sina ist eine 30-40 nm dicke

Proteinschicht und besteht aus Kollagen Typ 1V, &tgpsulfat, Laminin, Fibronectin und
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anderen Proteinen der extrazellularen Matrix (Fankad Luitas, 2001). In Abbildung 2.3
ist der Querschnitt einer typischen zerebralenkBloitlare dargestellt.

Abb. 2.3: Schematische Darstellung eines Querschtst durch eine zerebrale Kapillare. Das
Kapillarlumen ist von einer einzelnen EndothelzéB€) umgeben, wobei die beiden Enden der Zelletdur
tight junctions(TJ) verbunden werden. Auf der dem Lumen abgevean&eite liegen die Perizyten (PC).
Diese und die EC werden von der Basallamina (BL3ahtossen. Die BL ist mit den Plasmamembranen der
Astrozyten (AC) und den ECs verknupft (Hawkins ralis, 2005).

Endothelzellen kleiden die inneren Flachen der délfélRe des Gehirns aus und sind fir
die Barrierefunktion der Blut-Hirn-Schranke veraattlich (Reese und Karnovsky, 1967).
Diese zerebralen kapillaren Endothelzellen weiseden Endothelzellen anderer Gewebe
im Korper einige Unterschiede auf. Sie verfiigen rileene gréRere Anzahl an
Mitochondrien (Oldendortt al, 1977), eine geringere Pinozytose-Aktivitat (S&dva

et al, 1999), eine extrem geringe Durchlassigkeit aufgreiner grél3eren Anzahl &ght
junctions (TJ) (Gloor, 2001) und sie besitzen keine Intduwirdume (Fenstermacher
et al, 1988). Die humanen Hirnendothelzellen sind duralei verschiedene Typen von

Zellkontakten miteinander verkntpft, deght junctionsundadherens junctions

2.2.2Tight junctions und adherensjunctions

Tight junctions (TJ) sind undurchlassige Zell-Zell-Verbindungerie dzwischen den
zerebralen Endothelzellen der Blut-Hirn-Schrankegdin. Sie gewahrleisten als feste
Verbindung zwischen den Zytoskeletten benachb@#en eine Abdichtung der Zellen.
Die Abbildung 2.4 zeigt eine elektronenmikroskopscAufnahme einer humanen Blut-
Hirn-Schranke mitight junctions(Ballabhet al., 2004).
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Abb. 2.4: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer imanen Blut-Hirn-Schranke mit tight junctions
zwischen zerebralen EndothelzellerDie Pfeile kennzeichnen digght junctions(Ballabhet al, 2004).

Tight junctionsstellen eine spezielle Art von Zellkontakten dad uiben zwei wichtige
Barrierefunktionen aus. Zum einen bilden sie eifffuBionsbarriere zwischen den Zellen
und verhindern somit fast vollstdndig einen patlagen Transport nicht-
membrangangiger Substanzen. Zum anderen unterbiaderlie freie Diffusion von
Komponenten der Plasmamembran wie Membranproteimk -lipide, und tragen zur
Aufrechterhaltung der Zellpolaritat bei, da die earsthiedliche Protein- und
Lipidzusammensetzung der apikalen und basolateZd#membran erhalten bleibt.

TJ sind als multifunktionale Komplexe mit den dmeiegralen Membranproteinen
Claudin, Occludin undjunctional adhesion molecul¢JAM), den zytoplasmatischen
Proteinen wie z.B. die Familieonula occludans(ZO) und Cingulin sowie den
zytosolischen und nukledren Proteinen (Regulattepre, transkriptionale und
posttranskriptionale Faktoren sowie Tumorsuppresgoaus einer Vielzahl von Proteinen
aufgebaut (Schneeberger und Lynch, 2004). Die 3sopatischen Proteine verbinden
Membranproteine mit Aktin, das als Zytoskelettprotéir die Aufrechterhaltung der
funktionellen und strukturellen Integritat des Etias verantwortlich ist (Ballabht al,
2004; Bourdouloust al, 2010).

Die Interaktionen zwischen den verschiedenen Rreteiwerden in Abbildung 2.5

zusammengefasst dargestellt (Bourdouletusl, 2010).
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Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Proteinintexktionen an der Blut-Hirn-Schranke. Bei dentight
junction (TJ) Proteinen Occludin, den Claudinen und juectional adhesion molecul€3AM) handelt es sich
um Transmembranproteine. Die TJ Proteine ZO-1, 2@ ZO-3 stellen zytoplasmatische Proteine dar, di
mit Occludin, den Claudinen und JAMs interagieremd umit Aktin verbunden sind, wodurch grof3e
Proteinkomplexe entstehen. Déslherens junctiongAJ) sind vertreten durch VE-Cadherin, die dirakt
verschiedene Catenine, 8, y und p120), die wiederum mit Aktin verbunden sibithden. Der PAR-3- PKG
PAR-6-Polaritatskomplex spielt eine zentrale Ralleler Bildung der TJ und Zellpolaritat. Nectin &t der
Organisation voright undadherens junctionbeteiligt (Bourdouloust al, 2010).

Die adherens junctiongAJ) sind aus Cadherin-Catenin-Komplexen und amgsten
Proteinen aufgebaut. Catenine stellen eine Verlmgdoum Aktinzytoskelett her und
binden an die Cadherine, die als Transmembranpetdie Plasmamembran einmal
durchspannen (Kemler, 1993). Durch diesen Kompikebeb die AJ eine feste Verbindung
zwischen den Zytoskeletten benachbarter Zellen gewlahrleisten einen mechanischen

Zusammenhalt der Zellen.

2.2.3 Einfluss des Pertussis Toxins auf die Blut-Hi-Schranke

Bei einer Erkrankung durcB. pertussigst hauptsachlich der Respirationstrakt betroffen.
Jedoch stellen neurologische Schaden und Enzepathiep ernsthafte Komplikationen als
Folge einer Pertussis-Infektion dar. In seltenetieRdkonnten solche Komplikationen
auch nach einer Impfung gegen Keuchhusten mit Gee#irvakzinen beobachtet werden
(Menkes und Kinsbourne, 1990; Schupper und ShgY7). Es wird vermutet, dass an
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diesen Komplikationen das Pertussis Toxin ursdlchbeteiligt sein konnte. Welchen
konkreten Einfluss das Toxin an diesen Prozessgndtaallerdings noch nicht bekannt.
Moglicherweise |6st das Toxin eine Veranderung lkegritdt der Blut-Hirn-Schranke
aus. So konnte gezeigt werden, dass eine Injektionabgettteten Pertussis-Organismen
in Mausen eine Zunahme der Permeabilitat des zdexbrVaskularsystems nach
24 Stunden bewirkt (Amiel, 1976). Aul3erdem wird P3eit Jahren auch in
immunologischen Studien eingesetzt, um bei Verdierlesn eine Beschleunigung des
Ausbruchs von Autoimmunkrankheiten herbeizufihidar{oz, 1985). Als Modellsystem
fur Multiple Sklerose dient z.B. die experimentedigtoimmune Enzephalomyelitis (EAE).
Diese kann bei Versuchstieren induziert werdenemmdZNS-Gewebehomogenat oder
Myelinantigene injiziert werden. Durch die Injektiz’oon PT kann die EAE beschleunigt
und verstarkt hervorgerufen werden. Wie PT die kaklwng verstarkt, ist noch ungeklart;
es wird vermutet, dass es zur Erhéhung der Periitétldier Blut-Hirn-Schranke kommt
(Linthicum et al, 1982; Lehmann und Ben-Nun, 1992; Yaical, 1993; Ben-Nuret al,
1997).

Um fundiertere Kenntnisse Uber die Auswirkungen Eedussis Toxins auf die Integritat
zerebraler Barrieren zu erhalten, wurden Zwei-Komnpant-Systeme als Zellkultur-
Modelle der Blut-Hirn-Schranke mit humanen zeredmammikrovaskularen Endothelzellen
(HBMEC) etabliert (Stinset al, 1997). Bei dieser Zelllinie, aber auch bei mxén
zerebralen Kapillarendothelzellen, konnte eine lduas Pertussis Toxin ausgeldste erhdhte
Permeabilitdt und eine Verringerung des transemtiaten Widerstandedré@nsendothelial
electrical resistanceTER) gezeigt werden (Bruckenet al, 2003; Kugleret al, 2007).
Diese Abnahme des TER kann auf die ADP-Ribosylfesiaseaktivitdt der A-Komponente
zurlckgefuhrt werden, da hingegen das B-Oligomer Texins keine Veranderung des
TER bewirkt (Kugleret al, 2007).

2.3 Die Migration von Endothelzellen

Bei der Migration von Zellen handelt es sich umeainkomplexen Prozess, der in
multizellularen Organismen einen sehr wichtigen gamg darstellt und fur die normale
Entwicklung von Zellen von essentieller Bedeutustg i
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2.3.1 Der Migrationszyklus

Die Zellmigration basiert auf der Aktin-gesteuertdmanslokation der Zellen und
beinhaltet Veradnderungen im Zytoskelett, in der |-Belbstrat-Adhasion und der
extrazellularen Matrix. Bei der Reorganisation d#elle werden ein sich in
Wanderungsrichtung bewegender vorderer und einngichziehender hinterer Bereich der
Zelle festgelegt (cellmigration gateway). Der Peweer Zellmigration unterteilt sich in
einen Zyklus aus vier verschiedenen wiederkehrei@idmitten (Abb. 2.6): Verlangerung
der Lamellipodien (1), Bildung neuer Adhéasionskatga2), Kontraktion des Zellkdrpers
(3) und Abldsen des hinteren Zellendes (4) (Laufteger und Horwitz, 1996).

. Direction of movement —»
Focal adhesion

/

ST AP LT AA LT LA LA A S LA s 7
Kl Extension
Lamellipodium
VIl i i il
E Adhesion
New adhesion
77777777777 AT T 77

E Translocation
Cell body movement—>

B3 De-adhesion
Old adhesion

777 ’>7;;7:/'7'77/,‘/_’/" s

Abb. 2.6: Der Migrationszyklus. Eine migrierende Zelle bildet am Leitsaum, der &htung der
Migration anzeigt, Lamellipodien mit vielen Filoped (hier nur eins zur Vereinfachung eingezeichnet)
Dabei ist sie Uber Fokaladhdsionen mit dem Substgdiunden. Der Prozess der Migration wird in vier
Einzelschritte  unterteilt. Durch Aktinpolymerisatio werden Membranausstilpungen in die
Migrationsrichtung vorgeschoben (1) und am Leitsaneue Adhéasionsstrukturen gebildet (2). Durch
Kontraktion des Aktinzytoskeletts bewegt sich detlibrper vorwarts (3), und die alten Fokaladhasion
am hinteren Ende der Zelle werden abgeldst (4)sdi@yklus wiederholt sich zur Fortbewegung delezel
wiederkehrend (Nordheim, 2008).

Die Initiation der Migration erfolgt als Antwort &&ignale von benachbarten Zellen, der
extrazellularen Matrix und/oder sich ausbreitendéiusionsfahiger Faktoren. Der erste
Schritt des Migrationszyklus beginnt mit der Pderiung der Zelle durch eine aktive
Aktinpolymerisation und der Bildung neuer Membrasgtilpungen amlgading edgé

dem sogenannten Leitsaum der Zellen, der die Richtier Wanderung anzeigt. Dabei

werden Lamellipodien, blattartige Strukturen mihesn Netzwerk an Aktin-Filamenten,
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und viele Filopodien, fingerartige Strukturen mitinien parallelen Aktin-Filament-
Bindeln, gebildet. An diesem Prozess der Polausgrsind Cdc42, die atypische
Proteinkinase C (aPKC) sowie die PAR-Proteine PARJBd PAR-6 beteiligt
(cellmigration gateway). Diese Veranderungen inAldinorganisation spielen eine grof3e
Rolle bei der Wundheilung von Endothelzellen. Sohwelert z.B. Cytochalasin B, ein
Inhibitor der Aktinpolymerisation, die Migration deZellen sowie das durch
Lamellipodien-vermittelte schnelle Schliel3en eiléunde (Selden und Schwartz, 1979;
Aepfelbacheet al., 1997).

Im zweiten Schritt werden am Leitsaum neue Adh&porteine zur Verankerung der
Zelle mit dem Substrat gebildet. Die Translokatiand somit Fortbewegung des
Zellkorpers erfolgt durch die Myosin Il-vermittelt&ontraktilitat der Zelle. Die
Aktinstressfasern werden durch das Gleiten des Maoiteins Myosin Il verkirzt, was
eine Kontraktion der Zelle auslost (Schritt 3). Ablosung der alten Fokaladhasionen
spielen Zellkrafte eine grofRe Rolle und sind zurfldaung der alten Verankerung
unbedingt notwendig. Wenn die Anheftung des Leitsaium vorderen Teil der Zellen an
die Matrix die Adhéasion des hinteren Saums dereZallsgleicht, bewegt sich das hintere
Ende nach vorne (Wolf und Friedl, 2009).

2.3.2 Der Prozess der Zellmigration

Der Prozess der Zellmigration ist einer der wicsteégp Vorgédnge in multizellularen
Organismen und fur eine normale Entwicklung detefeVon essentieller Bedeutung. Die
Zellmigration spielt eine bedeutende Rolle bei Batwicklung von Organismen, aber
auch bei der Immunantwort und der Wundheilung (&feR009).

Die kontrollierte Organisation der Zellbewegung,ewk.B. die Migration von
Immunzellen aus dem Blutkreislauf in das entzind€ewebe, stellt im adulten
Organismus einen lebensnotwendigen Prozess dar. dBei Wundheilung ist zum
effizienten SchlieBen der Wunde ein koordiniertesatnmenspiel zwischen Migration
und Verteilung der Zellen am Rand der Wunde sowdiferation und Angiogenese
erforderlich (Chaudhuriet al, 2006). Dabei wandern Endothelzellen aus bereits
bestehenden Blutgefal3en, proliferieren und bildesammen mit vaskularen glatten
Muskelzellen und Perizyten ein neues kapillaresziNetk (Davis und Senger, 2005;
Lamalice et al, 2007). Die Bildung von BlutgefaRen, von grof3erieAen bis zu sehr

kleinen Kapillaren, hangt von einer guten Zelladbwign der extrazellularen Matrix sowie
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einer gut organisierten Zellbewegung ab (ReinhamgK 2008). Die Migration von
Endothelzellen ist daher entscheidend fur die Rszeder Wundheilung und Angiogenese.
Liegt im Korper eine unkontrollierte Zellmigratioror, kann es zu fatalen Auswirkungen
kommen. So konnen metastasierende Zellen ihre k&ihigur Migration zurtickerlangen,
in gesundes Gewebe eindringen und dort Tumore ldesbiDie Zellmigration spielt bei
vielen Erkrankungen eine wichtige Rolle, so dasse eVerhinderung der Migration
bestimmter Zelltypen die Entwicklung von Krankhaeiteie Krebs, Arteriosklerose und

chronischen Erkrankungen wie rheumatoider Arthhigsnmen wiirde.

Die Zellbewegung wird in unterschiedliche, zellspszhe Migrationsmuster unterteilt.
Dabei wird zwischen der Einzelzell-Migration wiei loken Leukozyten und Lymphozyten
und der kollektiven Migration von Endothel- und tBeizellen unterschieden. Bei der
Einzelzell-Migration kénnen die Zellen eine bestitarkntfernung schnell zuriicklegen, was
bei der Immunantwort eine wesentliche Rolle spiie Einzelzell-Migration kann nach der
Bildung von Zell-Zell-Kontakten in die kollektive igration tbergehen. Bei der kollektiven
Migration bleiben die Zellen tber Zell-Zell-Kontakmiteinander verbunden und wandern
gemeinsam als Gewebe. Sie spielt eine SchlusseilEntwicklungsprozessen wie der
Gastrulation oder der Organogenese. In vielen fr&@tEndern individuelle Zellen tber grolie
Distanzen aktiv in grof3en, eng miteinander intenagiden Ansammlungen. Sie kdnnen
sich aber auch in Schichten, in denen ein limiieAustausch zwischen den benachbarten
Zellen stattfindet, bewegen (Weijer, 2009). Eswshig dariber bekannt, wie sie sich in
den Schichten fortbewegen, da sie Uber eine staskepragte apikal-basale Polaritat
verfigen und an der apikalen Seite miteinander &@bleerens junctionandtight junctions
und an der basalen Seite Uber die Basallaminaagignen. Diese Interaktionen begrenzen
die Bewegung der Zellen innerhalb der Schicht umditieren moégliche Neuanordnungen
(Zallen und Blankenship, 2008).

2.3.3 Intrazellulare Signalwege, die an der Zellmigtion beteiligt sind

Die Zellmigration wird haufig als Antwort auf exiellulare Signale initiiert. Diese Signale
werden von angrenzenden Zellen, der extrazellul@iatrix und/oder chemotaktischen
Faktoren Ubermittelt, stimulieren Transmembranrezep und l6sen so die intrazellulare
Weiterleitung aus. An diesen Prozessen der Koaidmaer Regulation der Zellantworten
und der Zellmigration kénnen zahlreiche Signalmoblekvie C&*-regulierte Proteine, kleine

GTPasen, Mitogen-aktivierte ProteinkinasekaskadeWARK), Proteinkinase A,
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Proteinkinase C, Phospholipase C und D sowie Tiy+kgiasen beteiligt sein (Ridley,
2001).

Die kleinen Rho-GTPasen sind zentrale Regulatoes Ziytoskeletts (Nobes and Hall
1995). Zu dieser Proteinfamilie mit einer Masse 20rbis 40 kDa zahlt neben RhoA und
Cdc42 auch Rac. Diese GTPasen spielen bei der igedition eine wichtige Rolle. Kleine
GTPasen der Rho-Familie regulieren die Aktinpolyisaion und Depolymerisation sowie
die Aktivitat von Aktin-assoziiertem Myosin (Hall998). Es konnte gezeigt werden, dass
die ADP-Ribosyltransferasen v@iostridium botulinunundStaphylococcus aures®wie
die Glucosyltransferase voglostridium difficile die Migration von Endothelzellen
inhibieren, da diese eine Deaktivierung von Rho-&3&A auslésen und dadurch die
Bildung von Aktinfilamenten und fokalen Adhasineerkindert wird (Aepfelbachest al,
1997). Zusatzlich regulieren Rho-GTPasen andedeazellbewegung beteiligte Prozesse
wie die Zell-Substrat-Adhésion, die Zell-Zell-Adidis, die Proteinsekretion und die
Transkription (Ridley, 2001). Die kleine Rho-GTP#&3#c42 ist essentiell fir die Bildung
von Aktin-Strukturen wie Filopodien, mit denen z.Blakrophagen chemoattraktive
Gradienten wahrnehmen (Allest al, 1998). Uber die Aktivierung der kleinen GTPase
Rac werden aktinhaltige Lamellipodien induziertdey et al, 1992; Ridley und Hall
1992; Miki und Yamaguchi, 2000), wahrend die Kokiti@n des nachwandernden Zellteils
durch die GTPase Rho gesteuert wird (Chrzanowskdri¢ka und Burridge, 1996).

Exogene Wachstumsfaktoren wie der Epidermiswaclsfaktor (EGF,epidermal
growth facto) und der Fibroblastenwachstumsfaktor (F@broblast growth factor zeigen
einen positiven Effekt auf die Migration und stimeuén nach eindan vitro Verwundung die
Wanderung von Endothelzellen verschiedener SpebBies.FGF-2 vermittelte Migration
lauft dabei Uber Pertussis Toxin sensitive GTP-&mnu® Proteine. Das Pertussis Toxin wird
in solchen Untersuchungen zur Inaktivierung inhidmeler G-Proteine und daraus
resultierender Inhibierung einiger Signaltransdaridivege eingesetzt. Der spezifische
Effekt des Toxins auf die Migration wurde dabeinaghléassigt bzw. wenig untersucht
(Riecket al, 2001). Zusatzlich konnte die essentielle Bepeilg inhibitorischer G-Proteine
an der gerichteten Migration von Keimzellen beinbi&éisch gezeigt werden (Dumsteti
al., 2004).

Neben den inhibierenden G-Proteinen sind im weait8gnaltransduktionsweg Proteine
der Phosphatidylinosit-3-Kinase-Familie (PI3K) aer dMigration vieler Zellen beteiligt.

Im Zebrafisch bendétigen Keimzellen fir eine optieniligration funktionale PI3K, die den
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Zellen Beweglichkeit vermitteln. Eine InhibierungrdPI13K fuhrt zu einer verlangsamten
Migration der Keimzellen, was mit einer untypisch2ellmorphologie und reduzierten
Filopodienstabilitat korreliert (Dumstrei al, 2004). Bei primaren Astrozyten aus Ratten
fuhrte eine Aktivierung des PI3K-Signalweges zu eeinReorganisation des
Aktinzytoskeletts und einer Migration der AstroaytéMachide et al, 2000). Bisher
konnte nicht geklart werden, welcher Effektor dei3KP die Aktivierung der
Aktinpolymerisation, die fur die Migration verantwiich ist, vermittelt (Primoet al,
2007). Auch bei den Signaltransduktionswegen, didex inhibierenden Wirkung von PT
auf die Migration von HBMEC beteiligt sind, konntie PI3K eine Rolle spielen.
Migrationsversuche mit Wortmannin, einem selektivehibitor der PI3K, zeigen eine
starke Hemmung der Migration von HBMEC, die sich Keinkubation mit PT noch
verstarkt (Schulte, 2007). Die PI3K wird Rezeptersittelt durch diefy-Untereinheit
heterotrimerer, inhibitorischer G-Proteine aktiviétine PT induzierte ADP-Ribosylierung
der G-Proteine verhindert die Aktivierung der PI3Knd damit im weiteren
Signaltransduktionsweg auch die Aktivierung dert@inkinase C, einem nachrangigen

Enzym der PI3K, das weitere Signalibertragungehindert.

Zu den PKC gehéren Serin- und Threonin-Kinasen, dleei vielen
Signaltransduktionswegen in eukaryotischen Zellem \essentieller Bedeutung sind
(Toker, 1998). In Saugetieren sind mittlerweile maks zwdlf unterschiedliche PKCs
bekannt, die in drei Unterfamilien eingeordnet vanddie konventionellen PKCs (cPKC)
mit a, Bl, Il und vy, die neue PKC-Familie (nPKC) mit &, n und t und die atypischen
PKCs (aPKC) mit undA. Mit PKC p wird die Entdeckung einer weiteren PKC Familie
vermutet, die auch als Proteinkinase D (PKD) bdwest wird. In humanen zerebralen
Endothelzellen werden die PKC Isoformens, € und { exprimiert. Die PKC scheint an
den Migrationsprozessen beteiligt zu sein, da Akvierung die Anheftung, Verbreitung
und Migration von Endothelzellen aus NabelschnuevetHUVEC) erhoht, und ihre
Inhibierung diese Fahigkeiten der Zellen hingegemingert (Kent, 1995).

Beim Zellmigrationszyklus stellt die Polarisierunder Zelle durch eine aktive
Aktinpolymerisation und Bildung neuer Membranaustiigen am leading edgé den
ersten wichtigen Schritt dar. An diesem Prozesd ainter anderem die atypischen PKCs
sowie Zellpolaritatsproteine wie PAR-B4(titioning defective8) und PAR-6 beteiligt, die
einen Polaritatskomplex ausbilden (cellmigratiotegay; Suzuki und Ohno, 2006). Diese

Komplexe sind in den verschiedenen OrganismenGaienorhabditis elegan®rosophila
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melanogasteund in Saugetiersystemen unterschiedlich benéietnehmen aber jeweils
sehr &hnliche Aufgaben (Blooet al, 2004 (Abb. 2.7).
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Abb. 2.7: An der Zellpolaritat beteiligte Proteine bei Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster

und in Saugetiersystemen.n C. eleganssind PAR-3, PAR-6 und PKC3 am hinteren Teil defleze
polarisiert (a). In migrierenden Zellen von Saugeh sind Cdc42, PAR-6 und aPKC (humanes Homolog zu
PKC3) am Leitsaum polarisiert (b). In Sdugetiernaen sind PAR-3, PAR-6 und aPKC im Zellkérper und
am vorderen Ende der Axone lokalisiert (c). In Epitellen von Saugetieren polarisieren PAR-3, PAR-6
und aPKC an detight junctions(braun), die mit deradherens junctiongblau) verbunden sind (d). In
Epithelzellen vonDrosophila melanogastessind Bazooka (Homolog zu PAR-3), PAR-6 und aPKC
asymmetrisch zum apikalen Kortex lokalisiert (elo@n et al, 2004).

Verschiedene in der Literatur beschriebene Untétsugen am Zellpolaritatskomplex
zeigten eine Beteiligung der Proteine PAR-3 (bzKICB oder Bazooka), aPKC und PAR-6
am  Migrationsprozess. = Dominant-negative  Mutanten d unsiRNA-vermittelte
Herunterregulierungen einzelner Komponenten des [Hexes resultierten in
Caenorhabditis elegansy Veranderungen der Anordnung vaight junctionsund der
Bildung der Zellpolaritat (Suzuki und Ohno, 200®ine Uberexpression von PAR-3
verwandelt MDCK-Zellen in verlangerte gestrecktdrdblastische Zellen, die eine
verstarkte Motalitat aufweisen (Ohmd al, 2002). Eine Herunterregulierung von PAR-6
oder PAR-3/Bazooka ibrosophila melanogasteresultiert in einer Desorganisation der
Zellanordnung und einer verminderten Migration. Bie die Wanderung erforderlichen
Transmembranproteine E-Cadherin yhglntegrin zeigten nach der Herunterregulierung
eine abnormale Verteilung (Pinheiro und MontellD20 In Endothelzellen sind PAR-3

und PAR-6 an deadherens junctionfokalisiert und bilden dort einen Komplex mit dem
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vaskular-endothelialen (VE-) Cadherin. Dieser Kompspielt eine Rolle bei der apikal-

basalen Polaritat in Endothelzellen (Ebaetl, 2006). Die PAR-Proteine sind an einem
Signaltransduktionsweg beteiligt, der sich mit erelanderen, die zur Polarisierung
migrierender Zellen fuhren, Uberschneidet. Wie g@saue Zusammenspiel zwischen den

Proteinen aussieht ist bisher nicht naher bekavatéra und Goldstein, 2007).

Matrix Metalloproteinasen (MMP) sind eine Familigugturell verwandter Enzyme, die
Makromolekiile der extrazellularen Matrix degradmer®ie Genfamilie der humanen
MMP umfasst zurzeit mindestens 19 Mitglieder. Sexden in vier verschiedene Klassen
eingeteilt, entweder auf Grundlage ihrer Domanenk®ir und bevorzugten Substrate
(z.B. Kollagenasen, Gelatinasen), oder durch irmesmembrane Lokalisation, wie die
Klasse membranstandiger MMP (mt-MMP). MMPs sindniormalen physiologischen
Prozessen wie der Neubildung von Gewebe bei der rgmbalentwicklung, der
Angiogenese, der Wundheilung sowie bei Krankheitee metastasiertem Krebs und
Arthritis beteiligt (Woessner und Nagase, 2000)gdbnisse der Arbeitsgruppe von
Tournier zeigen, dass die Matrix Metalloprotein@saktiv an der Migration von humanen
bronchialen Epithelzellen (HBEC) beteiligt ist. EiBlockierung der Aktivierung oder
Aktivitdt von MMP-9 aul3ert sich in einer reduziert™igration (Tournieret al, 1999).
Eine Zugabe aktivierter MMP-2 stimuliert ebenfallie Migration von Epithelzellen auf
dem extrazellularen Matrixsubstrat Laminin 5 (Quéaat al, 2000).

2.3.4 Einfluss des Pertussis Toxins auf die Migrain

Infektionen sind h&aufig mit einem verzogerten SefBdin einer Wunde verbunden, was auf
hohe Bakterienzahlen in Geweben zurlickgefiihrt werkignn. Bakterien in niedrigen
Zellzahlen kénnen aber auch, bevor sie in das Geweldringen, durch die Sekretion von
Toxinen die Wundheilung inhibieren (Ovington, 2Q003)in vorangegangenen
Untersuchungen wurde der Einfluss des vom Keuckhwmiislosenden Bakterium
B. pertussis sezernierten Pertussis Toxins auf die Wundheilungtersucht.
Migrationsuntersuchungen zeigten eine verringerendlérung der Zellen bei Zugabe von
PT von etwa 50% im Vergleich zu den Kontrollzellddie Stérke des inhibierenden
Effektes ist abhangig von der eingesetzten MengeTaains und zeigt bei abnehmender
Konzentration eine geringer werdende Hemmung. Emiluss auf die Proliferation von

HBMEC konnte ausgeschlossen werden, so dass dektkEfés verminderten Schliel3ens
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einer Wunde bei Zugabe von PT auf der Inhibierueg Migration der Zellen beruht
(Schulte, 2007).

Zur Analyse der Zellmigration wurden in der Vergangeit verschiedene Methoden
entwickelt. Zur Beobachtung des Einflusses von BT die kollektive Migration von
HBMEC wurden Edelstahlzylinder zur Erzeugung eirfysaltes verwendet und die
Einwanderung der Zellen in diesen zellfreien Rawkudnentiert (Abb. 2.8).

Eukaryotische
Zollen

Zellfreier Spalt

Abb. 2.8: Edelstahlzylinder zur Erzeugung eines zHteien Spaltes.Die auf der linken Seite dargestellten
Edelstahlzylinder werden vor dem Ausséen der Zeti@rder vorstehenden Kante nach unten in die 48-We
Platten eingesetzt. Die Zellen werden von obentddie Locher nach Einsetzen der Zylinder in die lgVel
gegeben. Nach Anheftung der Zellen werden die @dglirentfernt. Auf der rechten Seite sind schentatisr
zellfreie Raum sowie der nach der Anheftung delefedntstandene Layer abgebildet.

Dieser beschriebene Migrationsversuch bietet imghé&ch zum scratch-window assay

zwei wichtige Vorteile. Zum einen entstehen durah derwendung der Zylinder gleich
grof3e und genau definierte zellfreie Raume, ohmeiddie Zellen zu verwunden und im
Spalt zu verteilen. Zum anderen bleibt die Besdhiop im zellfreien Raum der

Zellkulturplatte unveréandert und wird nicht besdgi@dSamsoret al, 2004).

2.4 Hintergrund und Zielsetzung der Arbeit

Die von Endothelzellen gebildete Blut-Hirn-Schranmkguliert als Diffusionsbarriere den
Eintritt von Substanzen aus dem Blut in das GelBei.vielen Krankheiten des Gehirns
wird die Integritdt der Blut-Hirn-Schranke gestérso dass Krankheitserreger,
Virulenzfaktoren wie Toxine und weitere Substanzerdas Gehirn eindringen kénnen.
Das vom Keuchhustenerreg&ordetella pertussisgproduzierte Pertussis Toxin steht
offenbar im Zusammenhang mit ernsten Komplikationen Gehirn wie z.B.
neurologischen Schaden und Enzephalopathien, di¥artauf einer Pertussis-Infektion
auftreten kénnen (Menkes al,. 1990; Schupper und Shuper, 2007).
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Die Migration von Endothelzellen ist ein wichtigéspekt bei der Wundheilung verletzter
Blutgefasse sowie wéhrend der Entwicklung von Oegamie Zellmigration kann durch
Infektionen und der Sekretion von Toxinen gestdetden. Das Pertussis Toxin inhibiert
die Migration von humanen Hirnendothelzellen. Dregdfekt ist abhangig von der
Konzentration des PT und wird von der enzymatidtivan A-Untereinheit vermittelt.

In der vorliegenden Arbeit soll aufgeklart werdewelche Proteine an der
Signaltransduktion und somit an der Hemmung derréign durch PT beteiligt sein
konnten. Vorangegangene Experimente zeigten einegliché Beteiligung der
Phosphatidylinositol 3-Kinase an den Regulationgraeismen. In nachfolgenden
Versuchen soll die Funktion weiterer Proteine angrsionprozess untersucht werden.
Dafur wird der Einfluss der Proteinkinase A, Prokémase C, Phospholipase Cgi&und
Goi.3, Claudinl und Occludin, PAR-3 und PAR-6 sowie MIZRind MMP-9 auf die
Migration mittels Lokalisierung in der Immunfluoesnz, Inhibierung bzw. Aktivierung
der Proteine und Herunterregulierung der Expressiarch Transfektion untersucht
werden, um Ruckschlisse (ber die Signaltransdudsiege zu erhalten.
Expressionsstudien sollen den Einfluss von PT dig Expression von &, und G,
PI3K und Racl zeigen.

Parallele Untersuchungen zum Einfluss des zum &gt oxin verwandten Cholera
Toxins und von Brefeldin A (BFA) auf die Migratisollen weitere Aufschliisse Uber die
Regulationsmechanismen und mogliche Unterschiede dem Mechanismen der

Permeabilisierung von Endothel- und Epithelzeliefern.
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3 Material

3.1 Zelllinien

A549

HBMEC

hCMEC/D3

MDCK/C7

U373MG

Die Zelllinie wurde aus humanem Bronchialkaaangewebe isoliert

und verflgt Gber typisch epitheliale Eigenschaften.

human_lvain microvascular edothelial @lls

Die humanen Zellen wurden einer Patientin, bei dere Hirn-
Biopsie durchgefihrt wurde, entnommen (Stetsal, 1997). Die
Zelllinie stellte uns Prof. Dr. K.S. Kim (John Hadpk University
School of Medicine, Baltimore, Maryland, USA) zueNigung. Fur
die durchgefiihrten Versuche wurden sie von Pas4agéis 35

verwendet.

human_erebral nicrovascular @dothelial @lls
Die Endothelzelllinie wurde von der Arbeitsgruppenv P.O.
Couraud (Institut Cochin, Departement de Biologedl@aire, Paris,
Frankreich) als menschliches Modell der Blut-Hirth&nke
hergestellt und uns zur Verfigung gestellt (Weksteal, 2005). Es
wurden die Passagen 29 bis 39 verwendet.

madin darby @anine kdney

Die Epithelzellen stammen aus der Niere eines vebibh
Kockerspaniels und wurden 1958 von S.H. Madin un@. NDarby
prapariert. In den durchgefuhrten Experimenten ‘emrddie
Passagen 5 bis 12 verwendet.

Die humane Zellinie wurde von der Arbeitggpa von Prof. Dr. W.
Paulus (Institut fur Neuropathologie, Universitditskum Munster)
zur Verfigung gestellt. Diese Glioblastomzellenrsteen von einem
61-jahrigen mannlichen kaukasischen Patienten.
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3.2 Bakterielle Toxine

B-Oligomer Das B-Oligomer des Pertussis Toxins wuwdn der Firma Sigma

Cholera Toxin

Pertussis Toxin

3.3 Antikorper

(St. Louis, MO) bezogen und fir die durchgefuhri&arsuche in

einer Konzentration von 200 ng/ml eingesetzt.

Das Cholera Toxin wurde von der FirBigma (St. Louis, MO)

bezogen.

Es wurde fur die verschiedenen Versucheden

Konzentrationen 200 ng/ml und 1 pg/ml verwendet.

Das Pertussis Toxin stammt vonHiena Calbiochem (La Jolla,

CA). Es liegt in salzfreier Form vor und wurde inndl A. bidest

aufgenommen. Dies entspricht einer Konzentration $0 pg/ml.

Wenn nicht anders angegeben wurde es in einer Kénatien von

200 ng/ml eingesetzt.

In den folgenden Tabellen 3.1 und 3.2 sind diei@sel Arbeit verwendeten primaren und

sekundaren Antikorper fur Immunfluoreszenzen undiéfa Blot-Analysen aufgefihrt.

3.3.1 Primare Antikorper

Tab. 3.1: Verwendete Primarantikérper. m: monoklonal, p: polyklonal, IF: Immunfluoreszen#B:

Western Blot.

Bezeichnung Beschreibung Verdinnungen Hersteller
Anti-Claudin-1 Kaninchen pAb | 1:200 (WB), 1:100 (IF)| Dianova, Hamburg
Anti-Claudin-5 | Ziege plgG 1:100 (IF) Santa Cruz,AJS
Anti-Ga; Kaninchen plgG | 1:200 (WB), 1:20 (IF) Santa CruzAJS
Anti-Ga; 3 Kaninchen plgG | 1:200 (WB), 1:20 (IF) Santa CruzAUS
Anti-MMP2 Kaninchen pAb | 1:100 (IF) Epitomics, USA
Anti-MMP9 Kaninchen mAb | 1:100 (IF) Epitomics, USA
Anti-Occludin Kaninchen 1:200 (WB), 1:100 (IF)| ZyhdJSA

Anti-PAR-3 Kaninchen 1:100 (IF) Sigma-Aldrich, Stbeim
Anti-PAR-6 Ziege 1:100 (IF) Sigma-Aldrich, Steinhei
Anti-P13-K Kaninchen plgG | 1:50 (IF) Santa Cruz, USA
Anti-PKCa Kaninchen plgG | 1:200 (WB), 1:100 (IF)| Santa CrudAJ
Anti-PKCd Kaninchen plgG | 1:100 (IF) Santa Cruz, USA
Anti-PKCe Kaninchen plgG | 1:100 (IF) Santa Cruz, USA
Anti-PKC{ Kaninchen plgG | 1:1000 (WB), 1:100 (IF) Santa Cru3A

Anti-a -Tubulin | Maus 1:1000 (WB) Sigma-Aldrich, Steinheim
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3.3.2 Sekundare Antikorper

Tab. 3.2: Verwendete Sekundarantikérper. AP: Alkalische Phosphatase, Cy2: Cyanin, Cy3:
Indocarbocyanin, IF: Immunfluoreszenz, TR: Texad ,R&B: Western Blot.

Bezeichnung Beschreibung Verdinnungen | Hersteller
Anti-Kaninchen- | Cy2-konjugierter Ziege-anti- . .
Cy2 Kaninchen-IgG (H+L) 1:100 (IF) Dianova, Hamburg
Anti-Kaninchen- | Cy3-konjugierter Ziege-anti- . ,
Cy3 Kaninchen-lgG (H+L) 1:100 (IF) Dianova, Hamburg
. i Cy2-konjugierter Ziege-anti- . ,
Anti-Maus-Cy2 Maus-IgG (H+L) 1:100 (IF) Dianova, Hamburg
- Texas Red-konjugierter Affe- | .. Jackson
Anti-Ziege-TR anti-Ziege 1:100 (IF) Immunology, USA
Alkalische Phosphatase
Ziege-anti- gekoppelter Antikorper aus . ,
Kaninchen-AP | Kaninchen gegen Ziegen-IgG 1:7000 (WB) Dianova, Hamburg
und IgM
Alkalische Phosphatase
Ziege-anti-Maus-| gekoppelter Antikdrper aus . ,
AP Maus gegen Ziegen-lgG und 1:5000 (WB) Dianova, Hamburg
IgM

3.4 Protein-GrofRenstandard

Als Molekulargewichtsstandard fiir Proteine wurder dgeeBlu€Plus2 Pre-Stained
Standard von Invitrogen (Karlsruhe) eingesetzddn Tabelle 3.3 sind die entsprechenden
molekularen Massen der Standardproteine aufgefthrt.

Tab. 3.3. Protein-Molekulargewichtsstandard. Dargestellt werden die Molekulargewichte der
Standardproteine nach elektrophoretischer Auftragnu

Bezeichnung Standardprotein Molekulargewicht (kDa) |Hersteller
Myosin 250
Phosphorylase 148
BSA 98
Glutamin-Dehydrogenase 64
SeeBlu&Plus2 Pre-| Alkohol-Dehydrogenase 50 Invitrogen,
Stained Standard | Carbon-Anhydrase 36 Karlsruhe
Myoglobinrot 22
Lysozym 16
Aprotinin
Insulin, B-Kette
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3.5 Medien und Zusatze fur die Zellkultur

In der folgenden Zusammenstellung sind die versignen Medien, die fur die

Kultivierung der entsprechenden Zelllinien verwetetievurden, aufgefihrt.

DMEM fir A549 DMEM Grundmedium High Glucose + 2 mBMutamin
10% FCS

DMEM fur MDCK/C7 DMEM Grundmedium High Glucose +2M Glutamin
10% FCS
100 U/ml Penicillin/Streptomycin (100 x)

DMEM fir U373MG DMEM Grundmedium High Glucose + 2hGlutamin
10% FCS
100 U/ml Penicillin/Streptomycin (100 x)

EGM-2 fir hCMEC/D3 EBM-2 Grundmedium
EGM-2 BulletKit (2,5% FCS, VEGF, IGF-1, EGF, BasiGF,

Hydrocortison, Ascorbinsaure, Gentamycin)

Die Zusatze des EGM-2 BulletKits wurden in einefadh
geringeren Verdinnung als vom Hersteller angegeben

verwendet.

RPMI 1640 fir HBMEC  RPMI 1640 Grundmedium + 2mM Glonin
10% FCS
10% Nu-Serum
1 mM Na-Pyruvat
1% MEM Non essential amino acids (100 x)
1% MEM Vitamine (100 x)
100 U/ml Penicillin/Streptomycin (100 x)

In der folgenden Zusammenstellung sind die furZgdkultur verwendeten Medien und

Zusatze mit den dazugehorigen Herstellern aufgefihr

Ascorbinsaure Cambrex BioScience, UK
Basic FGF Cambrex BioScience, UK
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Steinheim
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DMEM Grundmedium High Glucose + 2 mM Glutamin PAZGIbe

Dulbecco’s Phosphate buffered saline #'0dg**

EBM-2 Grundmedium

EGF

FCS (Fotales Kalberserum)
Gentamycin

Hydrocortison

MEM Non essential amino acids
MEM Vitamine (100 x)
Natrium-Pyruvat

Nu-Serum

Opti MEM |
Penicillin/Streptomycin

RPMI 1640 Grundmedium + 2mM Glutamin

Trypsin/EDTA (10 x)
VEGF

3.6 Chemikalien

PAA, Colbe
Cambrex BioScience, UK
Cambrex BioScience, UK
PAA, Cdlbe
Cambrex BioScience, UK
Cambrex BioScience, UK
PAA, Colbe
PAA, Colbe
PAA, Colbe
BD Biosciences, Heidelberg
Invitrogen, Hamburg
PAA, Cdlbe
PAA, Cdlbe
PAA, Colbe

Cambrex BioScience, UK

Die im Rahmen der Arbeit verwendeten Chemikaliend smit den entsprechenden

Herstellern in der folgenden Liste dargestellt. itliaufgefiihrte Chemikalien wurden von
den Firmen Merck (Darmstadt) und Roth & Co. (Kartsr) bezogen.

ABTS-Tabletten

Acrylamid

Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat

BCIP

BFA

BLOCK-iT™ Fluorescent Oligo
Bromphenolblau

BSA

Collagen Type 1

Complete EDTA-free protease inhibitor
Coomassie Protein Assay Reagent

Pierce, Perbio Science, Bonn
Roth & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Biomol Feinchemikalien, Hamburg
Biomol Feinchemikalien, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim

Invitrogen, Hamburg

Bio-Rad, Mlnchen
Omnilab Life Science, Bremen

BD Biosciences, Heidelberg

Roche, Mammhe
Omnilab Life SeigBemen
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Dulbecco’s PBS mit bzw. ohne €avig**
Fluorescent Mounting Medium

EDTA Dinatriumsalz

Glutaraldehyd, EM-Grade, 25%

H-7

H-89

Isopropanol

Lipofektamin 2000

Magermilchpulver

2-Mercaptoethanol

M-PER® (Lysatpuffer)

Methanol
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumorthovanadat
NBT

Paraformaldehyd (PFA)
Peroxidase

PMA

SDS (Natriumdodecylsulfat)
TEMED

Tris

Triton X-100

Tween 20

U-73122

3.7 Puffer und LOsungen

PAA, Colbe
DakoCytomation, Hamburg
Roth & Co., Karlsruhe
Science Services, Ménc
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth & Co., Karlsruhe
Invitrogen, Hamburg
Fluka Chemie, Buchs, CH
Roth& Co., Karlsruhe

Thermo Fisher SCIENTIFIC, USA

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Omnilab Life Science, Bremen
Fluka Chemie, Buchs, CH
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem, Darmstadt
USB, Amersham Bioscience, Freiburg
Merck, Darmstadt
Omnilab Life Science, Bremen
Omnilab Life Science, Bremen
Cayman Chemical, Ann Arbor, USA

In der folgenden Auflistung sind die in der Arbedrwendeten allgemeinen Puffer sowie

Lésungen und Puffer fir die Durchfiihrung der prdi@chemischen Methoden

aufgefihrt.
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3.7.1 Allgemeine Puffer

D-PBS (10 x)

14,24 g NaHPO, x H,O
2 g KH,POy

81,9 g NaCl

2 g KCl

3.7.2 Puffer und Lésungen fir proteinbiochemische Mthoden

Puffer und Lésungen zur Herstellung von Zelllysaten

SDS-Probenpuffer

20% Glycerin

3% SDS

8% 2-Mercaptoethanol

3,125 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8
6 mg Bromphenolblau

ad 50 mlA. bidest

Puffer und Losungen zur Durchfiihrung der SDS-PAGE

Mischung S

750 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8
60 ml 0,2 M EDTA

60 ml 10% SDS

ad 1 |IA. bidest

Sammelgelpuffer (5%)

3 ml Mischung S

3 ml 30% Acrylamid
11,9 mlA. bidest
180 ul APS

9 ul TEMED

Mischung T

900 ml 2 M Tris-HCHp8,8
48 ml 0,2 M EDTA

48 ml 10% SDS
ad 1 A. bidest

Trenngelpuffer (15%)

7,5 ml Mischung T
18 ml 30% Acrylamid
10,5 mlA. bidest
330 ul APS
18 ul TEMED
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SDS-Laufpuffer (10x)

30 g Tris

144 g Glycin
1% SDS

ad 1 |A. bidest

zu 1x Puffer verdiinnen

Puffer und Losungen fir Western Blot-Analysen

Transferpuffer

48 mM Tris-Base
39 mM Glycin
pH 9,0

TBS-T

TBS (10x)

TBS (1x)
1% Tween 20

BCIP-L6sung

87,66 g NaCl
12,1 g Tris
ad 1A. bidestpH 7,4

AP-Puffer

750 mg BCIP
100% (v/v) DMF
ad 15 ml

Anodenpufferl

50 ml 1 M Tris-HCI, pH 9,5
30 ml 2 M NacCl

3ml1M Mgd

ad 500 mA. bidest

NBT-LOsung

300 mM Tris
20% (v/v) Methanol
pH 10,4

Kathodenpuffer

750 mg NBT
70% (v/v) DMF
ad 15 ml

Anodenpufferll

25 mM Tris
20% (v/v) Methanol

40 mM 6-Aminodexanoic

25 mM Tris
20% (v/v) Methanol
pH 10,4
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3.8 Verbrauchsmaterialien

Die in der Arbeit verwendeten Verbrauchsmateriahah den dazugehoérigen Herstellern

sind nachfolgend aufgefihrt.

CIM-Platte 16 Roche, Mannheim

E-Platte 16 Roche, Mannheim
LightCycle® Capillaries Roche, Mannheim
Nitrocellulose Transfer Membran Schleicher untdu#dl, Dassel
Petrischalen Sarstedt, NUmbrecht
Reaktionsgefalle Eppendorf, Hamburg
Sterilfilter (0,2 pum Poren) Schleicher und Sahwassel
Well-Platten Nunc, Wiesbaden
Zellkulturflaschen Greiner bio-one, Essen
Zellkulturschalen Nunc, Wiesbaden
Zellschaber Corning Costar, Bodenheim
3.9 Gerate

Die folgende Liste fasst die in der Arbeit verwetethe Gerate sowie deren Hersteller

zusammen.

Brutschranke Hera Biocenter 2001: Integra Bios@snc
Fernwald
Heraeus Hera Cell, Hanau

Elektrophoresekammern Proteingele: Hoefer Scientistruments,
Pharmacia, Freiburg

Digitalkamera Canon 300D

GelgieRkammer Multiple Gel Caster SE 200, Hoefer
Scientific Instruments, Pharmacia, Freiburg

LightCycle® Roche, Mannheim

Magnetruhrer Merck, Darmstadt

Mikroskope Axiophot: Zeiss, Gottingen

Axiovert 40c: Zeiss, Gottingen

Axiovert 100: Zeiss, Gottingen
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pH-Messgerat

Photometer
Precision Microplate Reader
Semidry-Blotapparatur

Spannungsgeber

Sterilbank

Thermocycler

Vortex

Wasserbad

XCELLigence Real-Time Cell Analyzer

Zentrifugen

3.10 siRNA fur die Transfektion

Axiovert 200M: Zeiss, Gottingen
@ 32 pH-Meter, Beckman-Coulter,
Munchen
DU 640, Beckmann-Coulter, Minchen
MWG Biotech, Ebersburg
Peglab, Erlangen
Constant Power Supply EPS, Pharmacia
Freiburg
Technoflow, Integra Biosciences, Fermwal
PCR Sprint, Hybrid, Engelsbach
Bender & Hobein, Zurich, CH
GFL, Burgwede
Roche, Manmnhei
5415 R: Eppendorf, Hamburg
5417 R: Eppendorf, Hamburg
Varifuge 3 OR: Heraeus Sepatech, Hanau

Die im Rahmen der Arbeit fir die Transfektion vengeten chemisch synthetisierten

siRNAs sind mit den Sequenzen<5'3) in der folgenden Tabelle 3.4 aufgefuhrt.

Tab. 3.4: Fir die Transfektion verwendete siRNA mitden dazugehérigen Sequenzen (533') sowie

den dazugehdrigen Herstellern.

Bezeichnung Sequenz (5> 3) Hersteller
Gai.2 CUUGAGCGCCUAUGACUUG Sigma Proligo, Paris, F
Goi-3 CGGUUAUGGCGAGAUGGUGTT | MWG Biotech, Ebersburg

Die im Folgenden aufgefihrten siRNAs, gegen sphf Proteine, sind nach den

jeweiligen entsprechenden Proteinen benannt unddemurvon der Firma Invitrogen

bezogen:

Claudin-1: CLDN1HSS189840, MMP-2: MMP2HSS106612, RH9: MMP9HSS106625,
Occludin: OCLNHSS107401, PAR-3: PARD3HSS125534, FARARDG6AHSS147208,
PKCa: PRKCAVHS41561, PKC: PRKCZVHS41530.
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3.11 Oligonukleotide ftr die qRT-PCR

Im Rahmen der Arbeit verwendete Oligonukleotide die gRT-PCR einschliel3lich der
Sequenzewerden in der folgenden Tabelle 3.5 wiedergegeSenwurden von der Firma
MWG Biotech (Ebersburg) bezogen.

Tab. 3.5: Fir die qRT-PCR verwendete Oligonukleotie@ mit den dazugehérigen Sequenzen.

Oligoname |forward (5 — 3’) reverse (5— 3’)

Gaio CGGUUAUGGCGAGAUGGUGUU CUUGAGCGCCUAUGACUUG

Gaoi.3 TGGGACGGCTAAAGATTGAC ATAATTGCCGGGCATCATC

HPRT TGATAGATCCATTCCTATGACTGTAGA | AGGACATTCTTTCCAGTTAAAGTTGAG
PI3K GGCTCAAAGACAAGAACAAAGG TCCAGCACATGAACGTGTAAA

PKCa TTGCTGATGAAAAGCTCCATGT ATTTAGTGTGGAGCGGATGGTT
PKCC CCAAGAGCCTCCAGTAGACG GCACCAGCTCT TCTTCACC

Racl CTGATCAGTTACACAACCAATGC CATTGGCAGAATAATTGTCAAAGA

3.12 Enzyme fur die Molekularbiologie

Zur cDNA-Synthese wurden der RNAse-Inhibitor und @goDT-Primer von der Firma
Ambion bezogen. Der RT-Puffer, die dNTPs und digdRee Transkriptase stammten von

der Firma Roche Diagnostics (Mannheim).

3.13 Kits

FUr denProliferationsassaywurde das KiCell Proliferation ELISA, BrdUcolorimetric)

von der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) verwende

Zur Bestimmung des intrazellularen cAMP-Spiegelsvurde das Kit Amersham cAMP
Biotrak Enzymeimmunoassay (EIA) System von GE Hhealte (Little Chalfont, UK)

genutzt.

Zur Isolation von Gesamt-RNAwurde der RNeasy-Minikit der Firma Qiagen (Hilden)

verwendet.

Fir die gRT-PCR wurde das Kit LightCyclét FastStart DNA MasterPLUS SYBR

Green | der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) tgnu
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4 Methoden

4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Zellkultur

Die Kultivierung der beiden humanen Hirnendothélimén HBMEC und hCMEC/D3,
der Epithelzelllinie MDCK/C7, der neuronalen Gliolagtomzelllinie U373MG sowie der
humanen Lungenkarzinomzelllinie A549 erfolgte im uBchrank bei 37°C in
Wasserdampf-gesattigter Atmosphére bei 5%.CO

Als Kultivierungsmedien dienten dabei fur die Eisile HBMEC RPMI 1640, fur die
Zelllinie hCMEC/D3 EBM-2 und fur die A549-, MDCK/G7und U373MG-Zellen
DMEM. Die verwendeten Medien und Lésungen wurden ihoem Gebrauch auf 37°C

erwarmt.

4.1.1.1 Passagieren adharenter Zellen

Die fiinf verwendeten Zelllinien wurden in 75 THulturflaschen angezogen und bei einer
erreichten Konfluenz von 70% bis 90% passagiertbddavurde das Kulturmedium
abgenommen, und die Zellen mit 3 ml 1 x Trypsinffithnuten bei 37°C und 5% GO
inkubiert. AnschlieBend konnten die Zellen abgel@stden. Die Zugabe von 3 ml des
entsprechenden Kulturmediums stoppte die ReaktnTaypsins durch das im Medium
enthaltene FCS. Die erhaltene Zellsuspension whaeleRaumtemperatur (RT) und 800
rom fur 4 min zentrifugiert (Varifuge 3 OR, HeraeB8gpatech) und anschlieRend das
gewonnene Zellpellet in 1 ml Kulturmedium resusperid Ein entsprechendes Aliquot
dieser Suspension wurde in neue mit 15 ml Kultiviggsmedium befillte Kulturflaschen
dberfuhrt. Ein Wechsel des Mediums in den Flas@rtaigte nach zwei Tagen.

Zur besseren Ablosung der Zellen wurden die ASUEGMEC/D3-, MDCK/C7- und
U373MG-Zellen vor der Behandlung mit 1 x Trypsim &min bei 37°C mit 3 ml D-PBS
ohne C&'/Mg** inkubiert.

Vor der Uberfiihrung der hCMEC/D3-Zellen in Kult@$chen oder 48-Well-Platten
wurden die Kulturgefal3e zur Gewahrleistung einessbeen Anheftung der Zellen mit
Collagen beschichtet. Das Collagen wurde in ein@@-Yerdinnung in die Kulturgefal3e
gegeben, so dass der Boden bedeckt ist, und digskewfir 1 h bei 37°C inkubiert.
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4.1.1.2 Auftauen kryokonservierter Zellen

Die bei -196°C in Stickstoff konservierten Zellerunden unverziglich bei 37°C im
Wasserbad aufgetaut und zu 8 ml Kulturmedium ire @6 cmi-Kulturflasche gegeben.
Nach einem Tag erfolgte ein Mediumwechsel. Bei reikenfluenz von 70% bis 90%
wurden die Zellen wie unter 4.1.1.1 abgeldst unfl mwei 75 cni-Kulturflaschen mit
15 ml Kulturmedium aufgeteilt. Nach ausreichendgpdhsion und einem negativen Test
auf Mycoplasmen wurden einige Zellen nach weniglgtén Passagen, wie unter 4.1.1.3
beschrieben, kryokonserviert.

4.1.1.3 Kryokonservierung von Zellen

Bei einer Konfluenz von 70% bis 90% (ungefahr 50X Zellen/ml) wurden die Zellen wie
unter 4.1.1.1 abgel6st und bei 800 rpm und 4°Gfitnin zentrifugiert. Das Pellet wurde in
5 ml Kulturmedium mit 10% DMSO aufgenommen und sp&mdiert. Je 1 ml der
Zellsuspension wurde in vorgekuhlte Kryorbhrchemuatiert. Zunachst wurden die
Zellen fur 2 h bei -20°C und im Anschluss bei -80&hgefroren. Zur langfristigen
Aufbewahrung erfolgt die Lagerung der Zellen b&6C in flissigem Stickstoff.

4.1.1.4 Zichtung in 24-Well-Platten

Fur mikroskopische Untersuchungen wurden die HBMEC 24-Well-Platten auf
Deckglasern angezogen. Pro Well wurden 1%ZHlen in 500 pl Medium ausgesét. Nach
etwa ein bis zwei Tagen bei einer erreichten Kaafiuvon 70% konnten die Zellen fur

Fluoreszenzanalysen verwendet werden. Das Mediurdentéglich gewechselt.

4.1.1.5 Zichtung in 48-Well-Platten

Fur Migrationsversuche (s. 4.1.2) wurden die Zelle8-Well-Platten mit eingesetzten
Edelstahlzylindern zur Erzeugung eines zellfreigal®s angezogen. Die Wells wurden
vor Aussaat der Zellen mit 1% BSA blockiert. ProlWeurden 2 x 16 Zellen in 700 pl
Medium ausgesat.

Fur Fluoreszenzanalysen migrierender HBMEC wurdenAussaat der Zellen und
Einsetzen der Zylinder Deckglaser mit einem Durcésee von 10 mm auf den Boden der

Wells gelegt.
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4.1.1.6 Zuchtung in 96-Well-Platten

Fir Zellproliferationsversuche CEéll  Proliferation ELISA, BrdU (colorimetrig Roche
Diagnostics, Mannheim) erfolgte die Anzucht der HBMund MDCK/C7-Zellen in 96-Well-
Platten. Dabei wurden 1 x 1Bzw. 7 x 10 Zellen pro Well in 100 pl Kulturmedium mit und
ohne Pertussis Toxin ausgesét. Nach zwei Tagenended Zellproliferationsversuch mit
dem Kit Cell Proliferation ELISA, BrdUcolorimetric von der Firma Roche Diagnostics
(Mannheim) nach Angaben des Herstellers durchge(8hB8.13 u. 4.1.3). Das Medium in
den Wells wurde taglich gewechselt.

Zur Bestimmung des intrazellularen cAMP-Spiegel$ da@m Kit Amersham cAMP
Biotrak Enzymeimmunoassay (EIA) System von GE Hhealte (Little Chalfont, UK)
wurden 1 x 18Zellen (HBMEC und MDCK/C7) in 100 pl Kulturmediuim einer 96-Well-
Platte Gber Nacht angezogen. Der Test wurde amstéicifag nach den Angaben des

Herstellers durchgefihrt.

4.1.1.7 Zichtung in 10 cm-Kulturschalen

Fur die Transfektion von Zellen, deren Wanderungséen in anschlieRenden
Migrationsexperimenten untersucht werden sollteden 1 x 16 HBMEC in einer 10 cm-
Kulturschale in 10 ml antibiotikafreiem Kulturmediuangezogen und nach 24 h die
Transfektion (s. 4.1.4) mit spezifischer siRNA chgefihrt.

Zur Isolierung von Gesamt-RNA (s. 4.4.1) sowie ziterstellung von
Gesamtzellextrakten (s. 4.3.1) aus transfiziertelfe# wurden fiir die Transfektion 1 x%.0

Zellen nach Einsatz von spezifischen Stempeln iodé&Kulturschalen angezogen.

Abb. 4.1: Spezifische Stempel zur Anzucht von Zeltein 10 cm-Kulturschalen. Diese Stempel bestehen

aus einem Polyethylenketon, das Uber besondermifdre Eigenschaften verfugt. Im Vordergrund it di

Unterseite mit einer groBen Anzahl an Stegen zwelggung vieler zellfreier Raume zu sehen. Im
Hintergrund ist die Oberseite des Stempels abgetbildie Locher dienen zum Einfillen des Mediums bzw
der Zellsuspension.
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Diese Stempel (s. Abbildung 4.1) bestehen aus eiRelyethylenketon und verfiigen an
der Unterseite Uber mehrere Stege, die direkt aaheB der Kulturschale aufliegen, so
dass in diesem Bereich keine Zellen adhérieren édndurch diese besondere Anordnung
entsteht eine grolRere Zahl an zellfreien Raumendass die Anzahl an migrierenden
Zellen erhoht wird.

Nach der Anheftung der Zellen am Boden der Kultuage, was nach etwa zwei
Stunden Inkubation bei 37°C und 5% £reicht wurde, konnten die Stempel entnommen
werden. Die Kulturschalen wurden zum Entfernen thattharenter Zellen zweimal mit
frischem Medium gewaschen und lber Nacht bis zutevemn Verwendung inkubiert.
Nach diesen 24 h erfolgte zunachst die TransfeldemnZellen und nach weiteren 24 h die

Isolierung von Gesamt-RNA oder die Herstellung Gesamtzellextrakten.

4.1.1.8 Quantifizierung der Zellzahl

Fur die Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellee wnter 4.1.1.1 beschrieben mit 1 x
Trypsin abgel6st, bei 800 rpm und RT fur 4 min méugiert und in 1 ml Kulturmedium
aufgenommen. Die Zellzahl einer geeigneten Verdignkonnte durch Auszdhlen von
funf diagonal verlaufenden Grof3quadraten von ireges25 in einer Neubaukammer
bestimmt werden.

Mit Hilfe des folgenden Kammerfaktors erfolgte @erechnung der Zellzahl pro ml.
Der Kammerfaktor betragt mit x als die Zellzahl 5nGrof3quadraten und VF als den

Verdunnungsfaktor:

X -5 - VF - 16= Zellzahl/ml

4.1.2 Migrationsversuch

Zur Untersuchung der Migration eukaryotischer Zelleeurden zwei verschiedene
Methoden angewendet. Zum einen wurden Edelstahtsst] die eingesetzt in eine
48-Well-Platte einen zellfreien Spalt erzeugen,wesrdet. Zum anderen wurde die
Migration mit dem XxCELLigence Real-Time Cell Anagyz (RTCA) DP Instrument

untersucht.
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4.1.2.1 Migrationsstudien unter Verwendung von Edesltahlzylindern

Bei der Methode unter der Verwendung von Edelsydihidern zur Untersuchung der
Migration wurden 2 x 10Zellen pro Well in 700 pl Medium in einer 48-Wéllatte

angezogen. Dazu wurden die Wells vor Aussaat dierZéir eine Stunde mit 1% BSA
beschichtet und ein Edelstahlzylinder, der mit eeirSteg am Boden der Wells aufliegt,

zur Erzeugung eines zellfreien Spalts eingesetzt.

Abb. 4.2: Edelstahlzylinder zur Erzeugung eines zHteien Spaltes. Die dargestellten Edelstahlzylinder
werden vor dem Aussaen der Zellen mit der vorstédenKante nach unten in die 48-Well-Platten
eingesetzt. Die Zellen werden von oben durch diehked nach Einsetzen der Zylinder in die Wells gegeb
Nach Anheftung der Zellen werden die Zylinder emtfe

Die Zellen wurden durch die Locher an der Oberseitie Zylinder gegeben und fur zwei
Stunden bei 37°C und 5% G@kubiert. Nach Anheftung der Zellen am Boden dexllgV
wurden die Zylinder entfernt, und die Wells zum fEmien nicht adharenter Zellen
zweimal mit frischem Medium gewaschen.

Zur Bestimmung der Migrationsdistanz wurden mitféliéiner digitalen Kamera, die
an ein inverses Mikroskop (Axiovert 40c) gekoppett Aufnahmen des Spaltes direkt
nach Entfernung der Zylinder und von fixierten uyefarbten Zellen nach 20 bis 45 h
Inkubation gemacht. Die Fixierung erfolgte mit 1%u@raldehyd fir zehn Minuten und
die Farbung mit 1% Kristallviolett flr eine Minutgur Entfernung von tberschiissigem

Kristallviolett wurden die Zellen dreimal mit. bidestgewaschen.

Zur Untersuchung des Einflusses von Pertussis Taufrdie Migration der Zellen wurde
PT in den Konzentrationen 1 pg/ml, 200 ng/ml, 180m, 10 ng/ml und das B-Oligomer
in der Konzentration 200 ng/ml verwendet. Cholecxii wurde in einer Konzentration
von 200 ng/ml und 1 pg/ml eingesetzt. Die Inhietorund Aktivatoren wurden in den
folgenden Konzentrationen verwendet: Brefeldin A [1 uM], H-7 [50 uM], H-89

[1pm], Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) [500 nM} 73122 [4 uM] und Wortmannin
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[100 nM], und in den Untersuchungen zur Migratiar dellen bei Versuchsbeginn dem
Medium zugesetzt.

4.1.2.2 Migrationsstudien mit dem xCELLigence RealFime Cell Analyzer DP

Das xCELLigence RTCA DP System der Firma Roche Boagcs (Mannheim) stellt eine
Methode dar, mit der die Migration von Zellen Ubeinen bestimmten Zeitraum
kontinuierlich untersucht werden kann.

Das System misst elektrische Impedanzen Uber ietégrMikroelektroden, die
quantitative Informationen uber den biologischenstZand der Zellen, wie Zellzahl,
Viabilitat und Morphologie, vermittelt.

Fur die Migrationsstudien wurde eine sogenannte -€lbite 16 verwendet, die Uber
zwei Kammern verfligt, die durch eine mikroporosdy@&abylenterepthalat-Membran
getrennt sind. Die Migration von Zellen von der @mein die untere Kammer durch die
Membran wurde dabei kontinuierlich vom RTCA DP daiantiert. Die obere Seite der
Membran in der unteren Kammer enthéalt integriegesdren von Mikroelektroden, die ein
Impedanzsignal erhalten, wenn sie bei der Anheftuey Zellen aufgrund der
Migrationsbewegung mit migrierenden Zellen in Kdatéreten. Diese Anheftung der
Zellen wird als Anderung des Zellindex-Wertes voer& gemessen. Der Zellindex-Wert
wird tber Anderungen der relativen Impedanz an méroelektronischen Sensoren im
Boden der zum System gehdrenden CIM-Platte 16 rhedtiund dient als Mal3 fur die

Menge migrierter Zellen.

Fur Migrationsstudien wurden in die obere Kammar @iM-Platte 16 pro Well 100 pl
der Zellsuspension (6 x 1@ellen) mit Medium und mit Medium plus PT gegebBie
CIM-Platte 16 wurde in das im G@nkubator aquilibrierte RTCA DP Instrument
eingesetzt und die weitere Messung erfolgte naah Alegaben des Herstellers. Die
Migration der Zellen in die untere Kammer wurde thomierlich detektiert. Die
Messungen wurden in den ersten acht Stunden afle ©ind danach in Zeitabstanden von
15 min durchgefihrt.

4.1.3 Proliferationsassay

Um den Einfluss des PT auf die Proliferation vokaeyotischen Zellen zu untersuchen,

wurden zwei verschiedene Zellproliferationsassayscligefiihrt. Fur diese Versuche
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wurde zum einen der Kit Cell Proliferation ELISArd® (colorimetric) der Firma Roche
(Mannheim) und zum anderen das xCELLigence RTCASy$stem von Roche verwendet.

4.1.3.1 Proliferationsassay: Cell Proliferation ELEA

Untersuchungen zum Einfluss des PT auf die Pralil@n von eukaryotischen Zellen
wurden mit dem Zellproliferationsassa@€|l Proliferation ELISA, BrdU(colorimetrio),
Roche Diagnostics, Mannheim) durchgefthrt.

Es handelt sich dabei um eine nicht-radioaktive Mdde, bei der BrdU (5-Bromo-
2’-desoxyuridin) anstelle von Thymidin in neu syetikierte DNA proliferierender Zellen
eingebaut wird. Nach Fixierung der Zellen und Denatung der DNA bindet der
monoklonale Antikdrper Anti-BrdU-POD aus Maus ansdeaingebaute BrdU. Diese
Komplexe kdnnen durch eine Reaktion mit dem SubStesramethyl-benzidin aufgrund
einer dabei hervorgerufenen Farbreaktion im ELIS#eéer bei 450 nm quantifiziert
werden. Die Farbentwicklung und somit die gemessdinktionen korrelieren direkt
mit der Menge an synthetisierter DNA und damit auwcih der Anzahl sich teilender
Zellen.

Es wurden 1 x 10und 7 x 10 Zellen pro Well in einer 96-Well-Platte in 100 pl
Medium mit und ohne PT angezogen. Nach zwei Tagfigee die Durchfihrung des
Proliferationsassays nach den Angaben des HerstelDer Versuch wurde dreimal in

jeweils drei parallelen Ansatzen durchgefihrt.

4.1.3.2 Proliferationsassay: XCELLigence RTCA DP

Zur Untersuchung der Zellproliferation mit dem xQkgence RTCA DP wurden 200 pl
der Zellsuspension (3 x 4@nd 6 x 16 Zellen) mit Medium und mit Medium plus PT in
jedes Well der xCELLigence E-Platte 16 gegeben. Bgstem misst kontinuierlich
elektrische Impedanzen Uber Mikroelektroden, dof im Boden der E-Platte befinden.
Bei einer Proliferation der Zellen vergrolR3ern sidiese Impedanzen aufgrund der
Anheftung der Zellen, was als Anderung des Zellkadéertes vom Gerat gemessen wird.
Der Zellindex-Wert wird also Uber Anderungen dedatigen Impedanz an den
mikroelektronischen Sensoren im Boden der zum 8ygehtrenden E-Platte 16 bestimmt
und dient als Malf3 fur die Menge der Proliferatien dellen.

Die Messungen zur Zellproliferation erfolgten nalgn Angaben des Herstellers und

wurden in den ersten 8 h alle 5 min und spateritaischnitten von 15 min durchgefihrt.
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4.1.4 Transfektion

Zur Transfektion wurden die HBMEC in 10 cm-Kultunséen wie unter 4.1.1.7
beschrieben angezogen und Uber Nacht bei 37°C ¥n@@; inkubiert. Die Transfektion
erfolgte durch Einbringen von spezifischer siRNA &10) in die Zellen unter
Verwendung von Lipofektamin. Dazu wurden zundchstu2 Lipofektamin und 10 pl
siRNA (500 pmol) in je 1250 pl Opti-MEM 1 gegebendufur funf Minuten bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurden die Ansatze verainipd weitere 20 min bei RT
inkubiert. Die Uber Nacht ausgeséaten Zellen wureiemal mit Opti-MEM 1 gewaschen
und anschlieBend nach Zugabe von 10 ml Opti-MEM [ dorbereiteten
Transfektionsansatze zugegeben. Nach vier Stundarbdtion bei 37°C und 5% GO
wurde das Medium durch frisches RPMI 1640 ersetzt.

Nach weiteren 24 Stunden Inkubation bei 37°C und®%% wurden die Zellen wie
unter 4.1.1.1 mit 1 x Trypsin gelost und mit denlidgern in 48-Well-Platten zur
Untersuchung der Migration (s. 4.1.2.1) ausgesat.

Die Dokumentation des durch die Zylinder erzeugtelifreien Spaltes erfolgte durch
Aufnahmen mit einer Digitalkamera, die an ein ises Mikroskop (Axiovert 40c)
angeschlossen ist. Fotos wurden direkt nach derferfeeth der Edelstahlzylinder sowie
nach weiteren 24 Stunden erstellt.

Die Effizienz der Transfektion wurde mit dem BLOGK™ Fluorescent Oligo,
einem Fluorescein-markiertem dsRNA Oligomer, hagjitszur Verwendung in RNAI
Analysen, bestimmt. Bei den anschlielienden Bereaenim Migrationsversuch wurde
die erzielte Transfektionsrate bertcksichtigt uma die dargestellten Ergebnisse

einberechnet.

4.1.5 Bestimmung des Intrazellularen cAMP-Spiegels

Zur Bestimmung des intrazellularen cAMP-Spiegelsrdeudas Kit Amersham cAMP
Biotrak Enzymeimmunoassay (EIA) System von GE Hhealte (Little Chalfont, UK)
verwendet. Dazu wurden 1 x 2ellen (HBMEC und MDCK/C7) in 100 pl
Kulturmedium in einer 96-Well-Platte Gber Nacht enggen (s. 4.1.1.6). AnschlieRend
wurde der Versuch nach den Angaben des Herstellechgefihrt.
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4.2 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen

Die fluoreszenzmikroskopischen  Untersuchungen derelled wurden am
Fluoreszenzmikroskop Axiophot oder am Konfokal-Mi&kop Axiovert 200M
durchgefuhrt. Das verwendete Fluorophor konnte ldBestrahlung der Préparate mit
langwelligem UV-Licht detektiert werden. Die Dokuntation der Ergebnisse erfolgte

durch Aufnahmen mit einer Kamera, die direkt anMdsoskop angeschlossen war.

4.2.1 Vorbereitung der Zellen

Fur fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen wulded @ Zellen pro Well in 24-Well-
Platten auf Deckglasern ausgesat und fir zwei Tagezu einer Konfluenz von 70%
polarisiert. Bei Untersuchungen zum Einfluss deduBsis Toxins wurden die Zellen fur
sechs Stunden mit bzw. ohne PT vorinkubiert. Zutrddtung migrierender Zellen
wurden 2 x 10 Zellen pro Well in 48-Well-Platten mit Deckglase(@ 10 mm) und
Zylindern ausgesat. Nach zwei Stunden wurden dlendsr entfernt und die Zellen Uber
Nacht (UN) mit und ohne PT bei 37°C und 5% &Qaltiviert.

4.2.2 Fixierung und Permeabilisierung

Nach Entfernung des Mediums wurden die Zellen zakiitr zwei Minuten mit PBS mit
Mg®'/C&* gewaschen. AnschlieRend folgte die Fixierung delle® durch 20-minitige
Inkubation mit 4% Paraformaldehyd (PFA) oder 104imge Inkubation mit einem auf -20°C
vorgekuhltem Gemisch aus Methanol und Aceton (IN&Ach dreimaligem Waschen fir je
5 min mit D-PBS erfolgte eine Abséttigung freiernBungsstellen durch 15-minttige
Inkubation mit 50 mM NHECI. Danach wurden die Zellen einmal mit D-PBS geshas
und durch Inkubation mit 0,2% Triton X-100 fur 3 nmpermeabilisiert, um innere
Zellstrukturen fur die Antikorper zuganglich zu rhaa. AnschlielRend wurden die Zellen
erneut dreimal 5 min mit D-PBS gewaschen.

4.2.3 Antikorperfarbung fur Immunfluoreszenzen

Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen veurdfixierte und permeabilisierte
Zellen far 30 bis 60 min mit 1% BSA in D-PBS inkeldi Anschlie3end folgte eine
Inkubation mit dem primaren Antikérper fir 1 h bBT oder UN bei 4°C. Nach

dreimaligem Waschen mit D-PBS fur 5 min erfolgtee dtugabe des sekundaren
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Antikorpers mit einem gekoppelten Fluorophor fir 80n in einer abgedunkelten
Kammer. Nach erneutem dreimaligem Waschen fur jmi® mit D-PBS wurden die
erstellten Praparate miFluorescent Mounting Mediuhauf Objekttragern eingebettet und
zur Aushartung und Lagerung bei 4°C aufbewahrt. [Beiparate wurden am

Fluoreszenzmikroskop Axiophot oder am Konfokal-Migkop Axiovert 200M betrachtet.

4.3 Proteinbiochemische Methoden

4.3.1 Herstellung von Zelllysaten

Die Herstellung von Gesamtzellextrakten eukarybgsc Zellen erfolgte mit dem

Lysatpuffer M-PERP? Mammalian Protein Extraction Reagen{Thermo Fisher

SCIENTIFIC, Rockford, USA). Dafiir wurden 1 x Bellen in 10 cm-Kulturschalen mit
den entsprechenden Stempeln (s. 4.1.1.7) angezwgkeanschliel3end aufgeschlossen, um
die zellularen Proteine in einer l6slichen Fraktmnerhalten.

Dafur wurden die Zellen nach zweimaligem Wascherzfiei Minuten mit D-PBS in

350 plM-PERP Mammalian Protein Extraction Reagef#f0 ml Lysatpuffer plus 100 pl

Protease-Inhibitor) mit einem Zellschaber abgel®@it dabei erhaltenen Zellextrakte
wurden in Eppendorf-Reaktionsgefal3e tberfihrt leadlB000 x g fur 8 min zentrifugiert.
Die Uberstande wurden in neue ReaktionsgefaReiitbérind bei -20°C gelagert.

Die Lysate wurden nach Bestimmung der Proteinkdraton mit 4 x SDS-Probenpuffer
versetzt und nach dem Erhitzen auf 95°C fiir 10bmir20°C gelagert.

4.3.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den Guzalllysaten diente die von
Bradford entwickelte Methode (Bradford, 1976). DBsadford-Reagenz enthalt den
Farbstoff Coomassie-Brillantblau G 250, der in eeirunprotonierten, anionischen
Sulfonat-Form unspezifisch an kationische und rpsdlre hydrophobe Seitenketten der
Proteine bindet. Diese Komplexbildung fuhrt zu eine/erschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffes von 465 nm @85 nm. Eine zunehmende
Absorption bei 595 nm dient daher als Mal} fur d@éinkonzentration der Losung.

Zur Bestimmung wurde ein Aliquot des Zelllysats mAt bidest zu einem

Gesamtvolumen von 250 ul verdinnt und zu 500 pbfral-Reagenz gegeben. Nach
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10-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde Albsorption bei 595 nm gemessen.
Durch eine Eichgerade von BSA, die im Bereich vonbg 2000 pug Protein/ml erstellt
wurde, konnte die der Absorption entsprechendeelrkdnzentration bestimmt werden.

Als Leerwert diente ein Aliquot des Lysatpuffers.

4.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE

Zur Trennung von Proteinen nach ihren molekulareas$é¢n wurde die von U. K.
Laemmli entwickelte Methode der diskontinuierlicherSDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) verwendet (Laemmlif0)9Bei dieser Methode wird
den Proteinen das anionische Detergenz Natriumgtgidfat (SDS) zugesetzt, so dass
SDS-Protein-Komplexe entstehen, die die Eigenladdeg Proteine tberdecken und
Uber eine konstante negative Ladung pro Massedirfhgl g SDS pro 1 g Protein)
verfugen (Rehm, 1996). In einer SDS-PAGE nimmt Wlanderungsgeschwindigkeit
der SDS-Protein-Komplexe proportional zu ihrer Maab.

Bei dieser Gelelektrophorese werden die Proteim&chst im kleineren, weitporigen
Sammelgel auf eine Linie fokussiert, von der si@Zemtriert in das engporige Trenngel
wandern. Dies fuhrt zur Erzeugung schérferer ursdlekér Banden. Im Trenngel erfolgt
entsprechend die eigentliche Trennung der Proteine.

Die PorengrofRe der Gele wird vom Gehalt an Acryarsowie vom Grad der
Vernetzung des N’N’-Methylenbisacrylamid bestimmt. Das zugegebene
Ammoniumpersulfat (APS) dient bei der Gelbildung Badikalstarter und das TEMED als
Katalysator der Reaktion. Durch das Erhitzen deob®n auf 95°C sowie das im
Probenpuffer enthaltene SDS und 2-Mercaptoethareden die Schwefelbriicken und
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Aminosauwyespalten. Dies fihrt zur
Auflosung der Sekundéar- und Tertidrstrukturen detde (Lottspeich und Zorbas, 1998).
Das Protein liegt folglich in seiner lang gestrecktlenaturierten Form vor.

Die elektrophoretische Trennung von Proteinen giéah dieser Arbeit mit 12,5%-igen
Polyacrylamid-Gelen bei 25 mA. Nach der Elektrogser wurden die getrennten Proteine

auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran Uberrag



Methoden 46

4.3.4 Western Blot

Zum Nachweis der durch die SDS-PAGE getrennterelPmimit spezifischen Antikdrpern
wurden diese elektrophoretisch mit der Semidry-diparatur auf eine Membran Ubertragen.
Je nach Protein erfolgte die Ubertragung auf eitred¢llulose- oder PVDF-Membran.

Bei der Verwendung der Nitrocellulosemembran wurdesse und das Gel vor der
Ubertragung fur 5 min in Transferpuffer aquilibtieFur den Transfer wurden auf die
Anodenplatte der Blotapparatur zwei in Transferpuffjetrdnkte Whatmanpapiere, die
praaquilibrierte  Membran, luftblasenfrei das PAAFGsowie zwei weitere in
Transferpuffer getrankte Whatmanpapiere gelegt. s@ie Stapel wurde mit der
Kathodenplatte abgedeckt.

Zur Befeuchtung der PVDF-Membran wurde diese fur S&kunden auf eine
Methanoloberflache, fur zwei Minuten A bidestund anschlie3end fiir finf Minuten in
Anodenpuffer Il gelegt. Fir den Proteintransfer a@amr auf die Anodenplatte der
Blotkammer zwei in Anodenpufferl getrankte Whatmapipre, ein in Anodenpuffer Il
getranktes Whatmanpapier, die praaquilibrierte P\KD#Fmbran, das Proteingel ohne
Erzeugung von Luftblasen sowie drei in Kathodengrudfetrankte Whatmanpapiere gelegt.
Der Transfer der Proteine erfolgte bei einer Spagnwon 25 V fur 45 min in Richtung der
Anode.

Anschliel3end wurde die Membran mit 1 x TBS gewasalre fur 60 min bei RT mit
5% Magermilchpulver in 1 x TBS zur Absattigung uesifischer Proteinbindungsstellen
blockiert. Die anschlieBende Inkubation mit dem nfmnantikorper in 1%
Magermilchpulver in 1 x TBS erfolgte fiir mindestezige Stunde bei RT oder UN bei
4°C. Nach dreimaligem Waschen fir je 5 min mit IBS-T wurde die Membran mit dem
Sekundarantikérper mit gekoppelter alkalischer Phatase in 1% Magermilchpulver in
1 x TBS fur 30 min bei RT inkubiert. Die Entwicklgrdes Blots erfolgte nach weiterem
dreimaligem Waschen fir je 5 min mit 1 x TBS-T.

Zur Detektion der Proteine wurde die Membran inndl5AP-Puffer mit jeweils 50 pl 5-
Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat-Toluidinsalz (BGIRnd Nitrotetrazolium-blauchlorid
(NBT) inkubiert. An den Stellen auf der Membran, denen das Antikérperkonjugat
gebunden vorlag, bildeten sich aufgrund der Umsetzies BCIP/NBT-Substrates durch die
alkalische Phosphatase dunkle Prazipitate in FammBanden. Die Reaktion wurde durch

Waschen der Filter iA. bidestgestoppt.
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4.4 Molekularbiologische Methoden

4.4.1 Isolierung von RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryotischeleAeerfolgte unter Verwendung des
RNeasy-Minikits der Firma Qiagen (Hilden) und wurmdach Angaben des Herstellers
durchgefithrt. Zur Anzucht wurden 1 x ®1@ellen in 10 cm-Kulturschalen in 10 ml
Medium ausgesat und nach 24-stindiger Kultiviefimgveitere 6, 15 und 20 Stunden mit

Medium oder mit Medium mit PT inkubiert.

Die Eluierung der RNA wurde durch eine 2-minttiggubation der S&aule mit 30 pl
RNAse-freiemA. bidestund anschlieRender Zentrifugation fur 1 min beiOQ0 rpm
erreicht. Zur Erh6hung der RNA-Ausbeute erfolgteeeiViederholung dieser Schritte nach
Zugabe von 20 pl RNAse-freierA. bidest Zur Lagerung der isolierten Gesamt-RNA
wurden die Proben bei -80°C bis zur weiteren Vedusry zur cDNA-Synthese

eingefroren.

4.4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Me¢hnar exponentiellen Amplifizierung
von DNA-Abschnitten mit bekannten flankierenden Nwkidsequenzen (Saiket al,
1998). Dabei werden zwei kurze Oligonukleotide, sbhegenannten Primer, eingesetzt, die
mit komplementaren DNA-Bereichen der zuvor denatten und somit einzelstrangigen
zu amplifizierendetemplateDNA hybridisieren. Dies wird alannealingbezeichnet. Eine
eingesetzte DNA-Polymerase verlangert im Elongasgohritt ausgehend vom 3’-Ende der
gebundenen Primer den zu amplifizierenden DNA-Ab#&th so dass ein zum
Ausgangsstrang identischer Doppelstrang entsteld. mehrfache Wiederholung von
Denaturierung detemplateDNA, annealingund Elongation fiihren zur exponentiellen
Vervielfaltigung der DNA, da alle neu gebildetem&sige in den Folgezyklen als Matrizen
dienen. Die optimalannealingTemperatur hangt von der Lange und dem GC-Gelealt d

Primer ab.

4.4.3 cDNA-Synthese

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase wird eRNA die dazu komplementare
cDNA synthetisiert. Die cDNA-Synthese ist eine nkoilarbiologische Methode, die
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Anwendung in der Genexpressionanalyse findet, @aei der Detektion und quantitativen
Bestimmung der Expressionsrate der zugrundeliegemd®NA hilft.

Die Reverse Transkriptase ist eine spezifische RiNAangige DNA-Polymerase und
bendtigt einen Primer zur Synthese. Dieses OligiNdKleotid (15—-25 Desoxythymidine)
bindet an die RNA und ist komplementar zum Poly-@w8anz der eukaryotischen
MRNA. Das Produkt ist nun ein cDNA-Strang, der dein urspringlichen RNA-Strang
hybridisiert ist.

Zur cDNA-Synthese wurden 5 pl der isolierten GesBRMNA (s. 4.5.1) mit 0,13 pl
OligoDT-Primer und 7,87 pA. bidestversetzt und fir 10 min auf 65°C erhitzt. Nacheein
Abklhlung auf 4°C wurden auf Eis 4 pl RT-Puffers @1 RNAse-Inhibitor, 2 pl dNTP
und 0,5 pl Reverse Transkriptase zugesetzt. DibdPraverden fir 30 min auf 55°C und
fur 5 min auf 85°C erhitzt und anschlielBend erfodgie Abkihlung auf 4°C. Nach
Beendigung des Laufes wurde die synthetisierte cBiA20°C gelagert.

4.4.4 Quantitativereal-time PCR

Mogliche Veranderungen in der Expression von Gewenden mit der Methode der
quantitativenreal-time PCR unter Verwendung des LightCy€le2.0 Real-Time PCR
Systems der Firma Roche Diagnostics (Mannheim)rsut@t. Dabei handelt es sich um
eine Vervielfaltigungsmethode fur Nukleinsdurerg duf dem Prinzip der PCR beruht und
zusatzlich die Quantifizierung der gewonnenen DNAdglicht.

Die Quantifizierung erfolgt durch Zugabe des Flydrars SYBR Green |, das
spezifisch an doppelstrangige DNA bindet. Die Fasaenz von SYBR Green | wird bei
Einlagerung in die kleine Furche der DNA verstarl@urch die Messung der
Fluoreszenzintesitat kann nach jedem Zyklus diedéeattes amplifizierten PCR-Produktes
bestimmt werden. Die Fluoreszenz nimmt somit propoal mit der Menge der PCR-
Produkte zu. Am Ende eines Laufes bestehend ausereehZyklen wird anhand von
erhaltenen Fluoreszenzsignalen die Quantifizieander exponentiellen Phase der PCR
vorgenommen und eine Schmelzkurvenanalyse durchdefftiur in der exponentiellen
Phase der PCR ist die korrekte Quantifizierung mbglda wahrend dieser Phase die
optimalen Reaktionsbedingungen herrschen. Jedes -Biddment verfluigt Uber eine
spezifische Schmelzkurve, so dass bestimmt werdamm,kob tatsachlich nur ein
spezifisches Produkt amplifiziert wurde. Zur queativen Analyse dient derCrossing

Point’, der die Anzahl an Zyklen angibt, bei denen d&roFeszenzlevel aller Proben
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gleich ist. Diese Zykluszahl hangt von der Ausgamgsge der Ziel-RNA in der Probe ab.
Mit zunehmender Menge aemplateverringert sich die Zykluszahl zum Erreichen des
»Crossing Point§ so dass Rickschlisse auf die Menge an spezfisctRNA in einer
Probe gezogen werden kénnen.

Bei dieser Methode wurden Gen-spezifische Primeegpa@rwendet. Das HPRT [-Gen
(Hypoxantin-guanine phosphoribosyltransferasedhtd als Referenz, da es sich hierbei um

ein konstitutiv exprimiertetiousekeeping geneandelt (Vandesompelet al, 2002). Die

Reaktionen wurden mit dem Kit LightCyckeFastStart DNA Mastér’S SYBR Green |

nach Angaben des Herstellers angesetzt.
In der Tabelle 4.1 ist das in der gRT-PCR verwem@ebgramm aufgefihrt.

Tab. 4.1: Programm der durchgefiihrten gRT-PCR-Reakion.

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initialdenaturierung 95°C 10 min 1
Denaturierung 95°C 10 min
annealing 60°C 10 min 29
Elongation 72°C 10 min
Schmelzkurve 65°C 15 min 1
Abklhlung 40°C 30 min 1

Die erhaltenen Daten wurden mit dprantification program softwar@/ersion 3.3, Roche

Molecular Biochemicals, Mannheim) ausgewertet.
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5 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der inhibierende lftkes Pertussis Toxins (PT) auf die
Migration humaner zerebraler Endothelzellen untrsuDabei sollten Rickschlisse Gber
die an den Regulationsmechanismen und an den 8Smmaduktionswegen beteiligten
Proteine gewonnen werden. Dazu wurde der Einflogsinhibitoren und/oder Aktivatoren
fur die Proteinkinase A, die Proteinkinase C, diespholipase C und die Adenylatzyklase
untersucht. Immunfluoreszenzanalysen sollten Adlisse Uber die Lokalisierung
maoglicher involvierter Proteine in den Zellen wékdeder Migrationsprozesse liefern.
Durch die Herunterregulierung der Expression vonCRKund PKE, Ga, und Gas,
Claudin-1 und Occludin, PAR-3 und PAR-6 sowie MMPud MMP-9 sollte die

Beteiligung dieser Proteine am Migrationsprozedgeddart werden.

5.1 Einfluss des Pertussis Toxins auf die Migratiomon Endothelzellen

Die Migration von Zellen ist ein essentieller Pregaen der Entwicklung multizellularer
Organismen und spielt eine wichtige Rolle bei wertebiologischen Mechanismen wie
z.B. der Wundheilung nach Schéadigung von Geweben tdektionen (Ridley, 2001).
Infektionen stehen haufig mit einem verzogertenli€Ben einer Wunde in Verbindung,
das auf eine hohe Zahl an Bakterien in den Gewebsditkgefihrt werden kann oder auf
einer Inhibierung durch Toxine beruhen kann, dee Bakterien sezernieren, bevor sie in
das Gewebe eindringen (Ovington, 2003).

Vorangegangene Untersuchungen zeigten einen imbérden Effekt des Pertussis
Toxins (PT), das vom Keuchhusten-auslosenden BakidBordetella pertussisezerniert
wird, auf die Migration humaner Hirnendothelzel[@BMEC) (Schulte, 2007).

5.1.1 Inhibierung der Migration von HBMEC durch Pertussis Toxin

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Untersuchung Negrationsverhaltens zwei
unterschiedliche Untersuchungsmethoden angewaradteiDvurden zum einen manuelle
Migrationsexperimente, in denen Edelstahlzylinder Erzeugung eines zellfreien Spaltes
dienten, und zum anderen automatisierte MessungieAedimigration in Echtzeit mit dem

XCELLigence Real-Time Cell Analyzer DP Instrumeat &irma Roche durchgefihrt.
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Fur die manuellen Migrationsassays wurden die guaktimchen Zellen in 48-Well-Platten
mit einem Edelstahlzylinder zur Erzeugung einesdan Flache definierten, zellfreien
Spaltes kultiviert (s. 4.1.2.1). Die Einwanderureg dellen in den zellfreien Raum in An-
und Abwesenheit von PT wurde im Zeitverlauf durcbkDmentation des Spaltes nach
Entfernen der Zylinder und nach Beendigung desérss durch Fixierung und Farbung
der Zellen erfasst. Die folgende Abbildung 5.1 reign zellfreien Spalt mit einer Breite
von 1 mm nach der Entfernung der Edelstahlzylin@h) und die Verédnderungen am
zellfreien Raum nach Einwanderung der HBMEC nacth48kubation in Medium mit

bzw. ohne PT.

Kontrolle PT [200 ng/ml]

Zellfreier Spalt | Zelifreier Spalt

43 h

Abb. 5.1: Aufnahmen zum Einfluss des Pertussis Toxs auf die Migration von HBMEC. Es wurden 2 x
10° Zellen in Medium (Kontrolle) und Medium plus PTOR ng/ml] in 48-Well-Platten ausgesat. Die
Erzeugung eines zellfreien Spaltes mit einer Brede 1 mm erfolgte wie unter 4.1.2.1 beschriebes. E
wurden Aufnahmen vom zellfreien Spalt nach 0 h (désitpunkt des Entfernens der Edelstahlzylinder)
sowie nach 43 h Inkubation angefertigt. Vor denm&lfmen nach 43 h wurden die Zellen mit Glutaraldehy
fixiert und mit Kristallviolett gefarbt.

Zu Beginn des Versuches ist in beiden Anséatzenbdste, definierte, zellfreie Spalt zu
erkennen. Dieser verringert sich aufgrund der Emdeaung der HBMEC nach 43 h
Inkubation, wobei fur die Kontrollzellen eine decttl starkere Verkleinerung des Spaltes
im Vergleich zu den Zellen, die mit PT inkubiertnglen, zu verzeichnen ist.

In der Abbildung 5.2 werden die Migrationsstreckaéer Kontrollzellen und der
Zellen, die mit PT inkubiert wurden, graphisch detgllt. Dabei wurden mit Hilfe der
Aufnahmen des zellfreien Spaltes (s. Abb. 5.1) die Zeitintervall von 43 h
zurickgelegten Wanderungsstrecken der Zellen irclid@adigkeiten umgerechnet. Diese
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Wanderungsgeschwindigkeit der unbehandelten Kdnéiltén wurde zu 100% gesetzt und
dazu die Wanderungsgeschwindigkeit der mit PT-imkuén Zellen in Bezug gesetzt.

120

100 +

80 -

60 -

40 -

Migrationsstrecke [%]

20 -

Kontrolle PT [200 ng/ml]

Abb. 5.2: Graphische Darstellung der Wanderungsstreken der HBMEC nach 43-stiindiger
Inkubation mit und ohne PT. Die Wanderungsstrecken wurden mit Hilfe der in édbildung 5.1
gezeigten Aufnahmen vom zellfreien Spalt berechnetbezogen auf die Kontrolle in Prozent umgerechne
Die Berechnung erfolgte aus vier unabhangigen Mignaversuchen. Das Ergebnis erweist sich nach dem
Student’s t-Test mit *p=0,014 als statistisch dligaint.

Die Inkubation der Zellen mit PT fuhrt zu einer ilmlerung der Migration um 40,3% im
Vergleich zu den Kontrollzellen. Dieses Ergebniwest sich nach dem Student’s t-Test
mit *p=0,014 als statistisch signifikant.

Als zweite Methode zur Untersuchung des Einflusdes Pertussis Toxins auf die
Migration von HBMEC wurden automatisierte Messungerit dem XxCELLigence

Real-Time Cell Analyzer (RTCA) DP Instrument heranggen (s. 4.1.2.2). Hierbei
konnte der Zellindex, der als Mal3 fur die Zellmigra dient, Uber einen definierten
Zeitraum kontinuierlich in Echtzeit verfolgt und ldonentiert werden. Das System misst
elektrische Impedanzen Uber integrierte Mikroelm#én und wandelt diese in den
Zellindex um. Fir die Migrationsstudien wird eingenannte CIM-Platte 16 verwendet,
die Uber zwei Kammern verfligt, die durch eine Meanhbgetrennt sind. Die Migration der
Zellen von der oberen in die untere Kammer durehMémbran wird kontinuierlich vom

XCELLigence RTCA DP dokumentiert. Die obere Seity 8lembran in der unteren
Kammer, enthalt integrierte Sensoren von Mikroetaken, die ein Impedanzsignal

erhalten, wenn sie in Kontakt mit migrierenden &eltreten.
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Die Abbildung 5.3 zeigt die Graphen der Ansatzedemen die HBMEC-Zellen mit
Medium als Kontrolle (blau) und mit Medium plus HZ00 ng/ml] (rosa) inkubiert
wurden, sowie der Ansatze, in denen nur Medium) (rod Medium plus PT (grin) in die

Wells gegeben wurde.

08
07 Kontrolle
06
05
04

03 PT [200 ng/ml]

Zellindex

: ; Medium + PI
r %w””,,,“,, - bR AT RS Hr‘x::|‘?i??!1§?1* Medium

01 E . j . i . i ‘ | . i |
0o 20 4 g0 0 100 120

Zeit [h]

Abb. 5.3: Graphische Darstellung der Messung zum Bfluss von PT auf die Migration von HBMEC
mit dem xCELLigence Real-Time Cell Analyzer DP Instument. Es wurden 60.000 Zellen in den Wells
der CIM-Platte 16 ausgesat (Vierfachbestimmungen)mit Medium mit und ohne PT inkubiert (s. 4.1)2.2
Als Kontrollen dienten nur mit Medium (rot) und ntedium mit PT (grun) geflllte Wells. Die Graphen
zeigen den Verlauf der Messung der ersten zwoki@&tn.

Die mit PT-inkubierten Zellen zeigen einen gerimgeiZellindex, der als Mal3 fur die
Migrationsfahigkeit dient, als die Kontrollzellelie Migration der HBMEC wird bei
Zugabe von PT um etwa 50% inhibiert. Die Wells, mie mit Medium bzw. mit Medium

plus Pertussis Toxin beflllt wurden, nehmen keiBgriluss auf den Zellindex.

Neben der Darstellung in Form von Verlaufskurves dellindexes kénnen die Ergebnisse

auch als Steigung der Zellindices zwischen zwepdekten dargestellt werden (Abb. 5.4.).
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Abb. 5.4: Graphische Darstellung zum Einfluss von P auf die Migration als Steigung zwischen zwei
Zeitpunkten. Die in der Abbildung 5.3 gezeigten Zellindices Maf3 fir die Migration der Zellen werden
als Steigung der verschiedenen Zellindices zwiscleenZeitpunkten 04:18 h und 31:52 h dargestellt.

Die starkste Steigung, die als Mald fur die Migmatmilt, wird bei den Kontrollzellen
erreicht. Durch die Zugabe von PT reduziert siachZidlindex und somit die Steigung um
die Halfte, so dass festgehalten werden kann, Bas$ie Migration der HBMEC um etwa

50% hemmt. Die Kontrollen zeigen einen Zellindesr, dnndhernd Null betragt.

5.1.2 Konzentrationsabhéngiger Einfluss des Pertuss Toxins auf die
Migration von HBMEC

In weiteren automatisierten Messungen mit dem xGgéhce Real-Time Cell Analyzer
DP Instrument wurde untersucht, ob der durch dastug®s Toxin vermittelte
inhibitorische Effekt auf die Migration der HBMECbl@&ngig von der eingesetzten
Konzentration ist, und ob hohe Konzentrationen Mliigration vollstdndig blockieren
konnen. Frihere manuelle Migrationsassays mit Pdeim Konzentrationen [200 ng/ml],
[100 ng/ml] und [10 ng/ml] lielRen eine Konzentrasabh&ngigkeit des Effektes vermuten.

Die Zellen wurden wie unter 4.1.2.2 beschrieberdén CIM-Platte ausgesat und mit
Medium bzw. mit Medium plus PT in den Konzentragan[1000 ng/ml], [200 ng/ml],
[100 ng/ml] und [10 ng/ml] inkubiert. Die Uber emeZeitraum von acht Stunden

gewonnenen Ergebnisse werden in der Abbildung &phgsch dargestellt.
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Abb. 5.5: Graphische Darstellung zum Einfluss verddedener Konzentration von PT auf die Migration
von HBMEC gemessen mit dem xCELLigence Real-Time @eAnalyzer DP Instrument. Es wurden
60.000 Zellen in den Wells der CIM-Platte ausgésa#.1.2.2) und mit Medium und mit Medium mit BT i
den Konzentrationen [1000 ng/ml], [200 ng/ml], [18@/ml] und [10 ng/ml] inkubiert. Als Kontrollansat
diente Medium. Es wurden Dreifachbestimmungen dyetithrt. Die Graphen zeigen den Verlauf der
Messung der ersten acht Stunden an.

Zusammengefasst ist bei allen untersuchten Koremgorien des PT ein inhibierender
Effekt auf die Migration zu beobachten. Der Zelbwdd.h. die Zahl migrierender Zellen ist
umso niedriger je hoher die verwendete Konzentnast Bei [10 ng/ml] ist die Reduktion
mit 17,5% sehr gering im Vergleich zu den Kontrellen. Bei [100 ng/ml] betragt die
Inhibierung 45% und bei [200 ng/ml] 50%. Auch untder hochsten gewahlten
Konzentration von 1 pg/ml PT liegt noch eine Wanderder Zellen vor. Diese Migration
ist im Vergleich zu den Kontrollzellen um 60% gelmimDas Toxin scheint auch in dieser

Konzentration nicht toxisch auf die Zellen zu winke

5.1.3 Einfluss des Pertussis Toxins auf die Migrain anderer Zelltypen

In weiteren Migrationsexperimenten wurde untersuobt der beobachtete inhibitorische
Effekt des Pertussis Toxins auch die Migration amdeZelltypen beeinflusst oder
spezifisch fur die kapillaren Hirnendothelzellen MBC ist. Fir diese Untersuchungen
wurden hCMEC/D3 als weitere kapillare Hirnendotedlmie, U373MG als
Glioblastomzelllinie, A549-Zellen aus humanem Brwiatkarzinomgewebe mit typisch
epithelialen Eigenschaften und MDCK/C7-Zellen alsitere epitheliale Zelllinie
verwendet (Abb. 5.6).
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Abb. 5.6: Aufnahmen vom zellfreien Spalt von HBMEC hCMEC/D3, U373MG, A549 und MDCK/C7

bei Inkubation mit und ohne Pertussis Toxin.Fir den Migrationsassay wurden 2 X Z@llen pro Well in
Medium mit bzw. ohne PT [200 ng/ml] in 48-Well-Rit ausgeséat (s. 4.1.2.1). Nach 43 h Inkubation
wurden die Zellen fixiert, mit Kristallviolett gefit und Aufnahmen angefertigt. Zum Vergleich werden
Aufnahmen von HBMEC zu Beginn des Versuches dinekh dem Entfernen der Zylinder (O h) dargestellt.

Die Abbildung fasst die Ergebnisse des Migrationswehes der vier Zelllinien verglichen
mit HBMEC-Zellen nach 43 h Inkubation mit Medium durmit Medium mit PT
zusammen. Aufnahmen, die zu Beginn des Versuchektdnach dem Entfernen der
Zylinder (0 h) angefertigt wurden, sind exempldriseir von den HBMEC gezeigt, da zu
Beginn des Versuches die Ausgangsspaltgrof3en dschiedenen getesteten Zelllinien
mit den gezeigten Ubereinstimmen. Der Migrationswehn zeigt fir die verschiedenen
verwendeten Zelllinien bei Zugabe von PT eine vgexte Einwanderung der Zellen in
den Spalt.

Mit Hilfe dieser Aufnahmen (Abb. 5.6) wurden die ifeitintervall von 43 h zurick-
gelegten Wanderungsstrecken der Zellen in Stregken Stunde umgerechnet. Diese
Wanderungsgeschwindigkeit der unbehandelten Kdnéltdn wurde zu 100% und dazu
die Wanderungsgeschwindigkeit der mit PT-inkubiertZellen in Bezug gesetzt
(Abb. 5.7). Die Auswertung der Versuche zum Eirdlu®n PT auf die Migration der
unterschiedlichen Zelltypen bestatigt die bereitisden mikroskopischen Aufnahmen
beobachteten Effekte des PT.

Fur die Hirnendothelzelllinie hCMEC/D3 ergibt sichine Inhibierung der
Migration durch das Pertussis Toxin um 59,9 + 189, die A549-Zellen eine Hemmung
von 49,5 + 8,3%, fur die U373MG-Zellen eine reduaeMigration von 53,8 + 3,5% und
fur die epitheliale Zelllinie MDCK/C7 eine Inhibieng von 46,8 + 2,3%. Die Ergebnisse
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erweisen sich nach dem Student’s t-Test fur die BECKD3-Zellen mit *p=0,013 und flr
die A549-Zellen mit *p=0,014 als statistisch sigkait, fur die U373MG-Zellen mit
**p=0,009 als statistisch hoch signifikant und flie MDCK/C7-Zellen mit ***p=0,0008
als statistisch hochst signifikant.
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Abb. 5.7: Migrationsstrecken fir hCMEC/D3-, U373MG-, A549- und MDCK/C7-Zellen, die mit und
ohne PT inkubiert wurden. Mit Hilfe der Aufnahmen des zellfreien Spaltes PALS.6) wurden die im
Zeitintervall von 43 h zurlickgelegten Wanderungs#ten der Zellen in Strecken pro Stunde umgerechnet
Diese Wanderungsgeschwindigkeit der unbehandeltenirilizellen wurde zu 100% gesetzt und zu diesem
Wert die Wanderungsgeschwindigkeit der mit PT-inkrten Zellen in Bezug gesetzt. Es wurden die
Migrationsstrecken von drei unabhangigen Experigemit jeweiliger Dreifach-Bestimmung berechnet.
Die Ergebnisse erweisen sich nach dem Studentstflr die hCMEC/D3-Zellen mit *p=0,013 und fledi
A549-Zellen mit *p=0,014 als statistisch signifikafiir die U373MG-Zellen mit **p=0,009 als statmsth
hoch signifikant und fir die MDCK/C7-Zellen mit *f¥=0,0008 als statistisch hdchst signifikant.

Diese Untersuchungen zeigen, dass es sich beietanmtdng der Migration durch PT nicht
um einen HBMEC- oder Endothelzellspezifischen Hffeikndelt, sondern dass alle bisher

untersuchten Zelltypen, wenn auch in unterschibdht Ausmalf3, davon betroffen sind.
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5.2 Einfluss verschiedener Inhibitoren und Aktivataen auf die Migration

von zerebralen Endothelzellen

Um nahere Aufschlisse zu erhalten, welche Sigmaithaktionswege an der Hemmung der
Migration durch das Pertussis Toxin beteiligt sdidnnten, wurden die Effekte
verschiedener Inhibitoren und Aktivatoren auf diatwferung von HBMEC betrachtet.

Fur diese Untersuchungen wurden folgende Inhibitemerwendet: H-7 als selektiver
Inhibitor der Proteinkinase C, H-89 als InhibitogrdProteinkinase A und U-73122 als
Inhibitor der Phospholipase C. In vorangegangenetetduchungen zum Einfluss von
PT auf die Permeabilitat von BCEC-Monolayern furHRonnte gezeigt werden, dass
die gleichzeitige Inhibierung von PKC einen dedtlicerstarkenden Einfluss auf die
PT-vermittelte Erh6hung der Permeabilitat hat (Beicer, 1999).

Als Aktivatoren wurden Phorbol-12-myristat-13-a¢cetBMA) mit Einfluss auf die
Proteinkinase C und das Cholera Toxin, das (edshfdle Adenylatzyklase stimuliert,
verwendet. Frihere Ergebnisse zeigen eine Redugeruler PT-induzierten
Permeabilisierung der BCEC-Monolayer bei gleichgeit Aktivierung der PKC durch
PMA. Das Cholera Toxin fuhrte zu keiner Veranderuteg Permeabilitdt (Briickener,
1999).

5.2.1 Einfluss von U-73122 auf die Migration

Zur Untersuchung des Einflusses der Phospholipasf’l) auf die Migration von
HBMEC wurde U-73122 als selektiver Inhibitor eingis. Die HBMEC wurden als
Kontrolle mit Medium, mit Medium plus PT [200 ng/nimit Medium plus U-73122
[4 uM] und mit Medium plus PT und U-73122 in dernvorangegangenen Untersuchungen
zum Einfluss auf die Permeabilisierung verwendetonzentrationen inkubiert
(Bruckener, 1999). Durch die zeitliche Verfolgungr cEinwanderung in den zellfreien
Spalt Uber einen Zeitraum von 40 h konnten die Wamhsstrecken in prozentuale
Migrationsstrecken bezogen auf die Kontrollzellerdezhnet werden. Dabei wurden die
Strecken der Kontrollzellen zu 100% und dazu dientiéaungsstrecken der behandelten
Zellen in Bezug gesetzt (s. Abb. 5.8).

Es zeigt sich eine PT-vermittelte Hemmung der Migravon HBMEC um 41 *
3,6%. Die Inkubation mit U-73122 fuhrt zu einer ilmkrung der Migration um 69,8 +
4,9%. Eine gleichzeitige Koinkubation von PT und/8122 zeigt einen sehr &hnlichen
inhibitorischen Effekt von 68,9 + 3,6%.
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Abb. 5.8: Graphische Darstellung der Migrationsstreken zur Untersuchung des Einflusses von
U73122 auf die Wanderung der HBMEC.Dafiir wurden 2 x 10HBMEC mit Medium (Kontrolizellen),

mit Medium plus 200 ng/ml Pertussis Toxin (PT), Midium plus 4 pM U-73122 und mit Medium plus PT
und U-73122 inkubiert. Mit Hilfe der Aufnahmen dadifreien Spaltes wurden die im Zeitintervall véd h
zurlickgelegten Wanderungsstrecken der Zellen beetctDie Wanderungsstrecke der unbehandelten
Kontrollzellen wurde zu 100% und dazu die Wandessirgcke der behandelten Zellen in Bezug gesedzt. E
wurden drei unabhangige Experimente als Dreifacitaasdurchgefiihrt. Die Ergebnisse weisen nach dem
Student’s t-Test fir PT mit **p = 0,0025 und fir 43122 mit **p = 0,0016 eine hohe und fir die
Koinkubation mit PT und U-73122 mit ***p = 0,000®bhste statistische Signifikanz auf.

Die Ergebnisse weisen nach dem Student’s t-Tef®Tumit **p = 0,0025 und fur U-73122
mit **p = 0,0016 eine hohe und fur die Koinkubatimit PT und U-73122 mit ***p = 0,0009
hochste statistische Signifikanz auf. Sie deuter &eteiligung der Phospholipase C an

den Regulationsmechanismen der Migration von HBMIBEC

5.2.2 Einfluss von H-7 und Phorbol-12-myristat-13-eetat auf die Migration

In weiteren Migrationsversuchen sollte die Beteitig der Proteinkinase C (PKC) an den
Signaltransduktionswegen, die zur Hemmung der Mignadurch PT fuhren, untersucht
werden. Dabei wurde H-7 als Inhibitor und Phorb®lrlyristat-13-aceta{(PMA) als

Aktivator der Proteinkinase C eingesetzt. Fur diagrstionsversuche wurden PT
[200 ng/ml], H-7 [50 uM] und PMA [500 nM] in den kmts in vorangegangenen
Untersuchungen zum Einfluss auf die Permeabilisgrangegebenen Konzentrationen
verwendet (s. 4.1.2.1) (Bruckener, 1999). Die Addioilg 5.9 zeigt die prozentualen
Wanderungsstrecken der Zellen der verschiedenen ét2sms bezogen auf die
Migrationsstrecke der Kontrollzellen. Diese konnturch die zeitliche Verfolgung der

Einwanderung in den zellfreien Spalt Uber einentrZem von 40 Stunden berechnet
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werden. Dabei wurden die Strecken der Kontrollzelleu 100% und dazu die
Wanderungsstrecken der behandelten Zellen in Bgesetzt.

120 - .
200 .
100 -
= < 160 - |
g = |
2 80 - <
S . g 120 -
4 0 2
o *k ok S 80
T 40 A ©
o 7 = *k
= / S 40
20 - /
0 : A ‘ 0 ‘
Kontrolle  PT H7  H7+PT Kontrolle h7 PMA

Abb. 5.9: Graphische Darstellung der Untersuchung um Einfluss von H-7 und PMA auf die
Migration von HBMEC. Es wurden 2 x 1T0HBMEC mit Medium als Kontrolle, mit Medium plus
200 ng/ml Pertussis Toxin (PT), plus 50 uM H-7,5pRT und H-7 sowie plus 500 nM PMA inkubiert.
Durch Auswertung der Aufnahmen des zellfreien Sysaéirfolgte die Berechnung der Migrationsstrecken
nach 40-stindiger Inkubation. Die Wanderungsstraddse unbehandelten Kontrollzellen wurde zu 100%
und dazu die Wanderungsstrecke der behandelteenzell Bezug gesetzt. Es wurden drei unabhangige
Experimente als Dreifachanséatze durchgefuhrt. Digeknisse zeigen nach dem Student’s t-Test mit
**p = 0,0025 fur PT, mit **p = 0,0018 fir H-7 undibt*p = 0,0011 fir PT und H-7 zusammen eine
hohe und mit *p = 0,031 fir PMA eine statistischgriifikanz.

Fur die Zellen, die mit PT inkubiert wurden, isheiHemmung der Migration von 41,0
+ 3,6% zu verzeichnen. Eine stéarkere Inhibierung 68,2 + 4,7% ist bei der Zugabe des
Inhibitors H-7 sowie von 63,1 = 3,7% bei Koinkuloetimit PT und H-7 festzustellen. Die
Zugabe des Aktivators PMA bewirkt eine Steigerumy Migration um etwa 60% und
zeigt ein gegenteiliges Ergebnis im Vergleich zurhibitor auf. Die Ergebnisse zeigen
nach dem Student’s t-Test mit **p = 0,0025 fur Pt **p = 0,0018 fur H-7 und mit
**p = 0,0011 fur PT und H-7 zusammen eine hohe omnd*p = 0,031 fur PMA eine
statistische Signifikanz. Diese Untersuchungenlahbibierung und Aktivierung der PKC
lassen vermuten, dass die PKC bei der Signaltréisdy die zu einer Beeinflussung der
Zellmigration fuhrt, eine Rolle spielt.

5.2.3 Einfluss von H-89 auf die Migration

Weitere Inhibitionsversuche sollten Ruckschlisser iglie Beteiligung der Proteinkinase A
(PKA) an den Regulationsprozessen der Migration 6gtiohen. Dafir wurde den

Hirnendothelzellen unter den zuvor erlauterten Blignsbedingungen mit H-89 [1 uM]
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ein selektiver Inhibitor der PKA zugesetzt (s. 2.1). Dieser Inhibitor der PKA wurde
bereits in vorangegangenen Untersuchungen zumuEmfauf die Permeabilitdt in der
angegebenen Konzentration verwendet (Brickenat, 2003). Dabei konnte jedoch kein
Effekt auf die Permeabilisierung eines Endothedlagdirs beobachtet werden (Briickener
et al, 2003). Die Abbildung 5.10 fasst die Ergebnissm £influss einer Inhibierung der
PKA durch H-89 graphisch zusammen und zeigt diggmmtualen Wanderungsstrecken der
Zellen der verschiedenen Ansatze bezogen auf dgeatiibnsstrecke der Kontrollzellen.
Diese konnten durch die zeitliche Verfolgung denvitinderung in den zellfreien Spalt
uber einen Zeitraum von 40 Stunden berechnet werfdehei wurden die Strecken der

Kontrollzellen zu 100% und dazu die Wanderungsk&aecder behandelten Zellen in
Bezug gesetzt.
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Abb. 5.10: Graphische Darstellung der Untersuchungum Einfluss von H-89 auf die Migration von
HBMEC. Es wurden 2 x TOHBMEC mit Medium als Kontrolle sowie mit Mediumysl 1 pM H-89
inkubiert. Die Berechnung der Migrationsstreckefolgte mit Hilfe der Aufnahmen des zellfreien Spalt
bezogen auf die Kontrollzellen. Es wurden drei indatgige Experimente als Dreifachansatze durchgefihr

Zwischen dem Migrationsverhalten der Kontrollzelldre zu 100% gesetzt wurden, und
dem der Zellen, die mit H-89 inkubiert wurden uma Yergleich zu den Kontrollzellen
einen um 0,55% hoheren Wert flir die Wanderungdsteemrreichen, sind keine
Unterschiede zu erkennen. Ein Einfluss einer Kdigtion von PT und PKA auf die
Migration wurde nicht untersucht, da H-89 die Wamnadg der Zellen nicht beeinflusst.

Eine Inhibierung der PKA hat keinen Effekt auf dvbgration, so dass die PKA
offenbar nicht direkt an der Hemmung der Prozessé/ilgration beteiligt ist.
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5.3 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen migrierendeHBMEC

Um néhere Aufschlisse Uber die Lokalisierung veestdner Proteine, die in den PT
vermittelten Signaltransduktionsweg zur Inhibierungolviert sein kbnnen, zu erhalten,
wurden Immunfluoreszenzanalysen von HBMEC wéahrereb dMigrationsprozesses
durchgefuhrt. Die Zellen wurden auf Deckglaser@iWell-Platten mit den Zylindern
wie fUr die Migrationsexperimente beschrieben as&gé¢s. 4.1.2.1). Nach Entfernen der
Zylinder wurden die Zellen UN mit oder ohne Perisis§oxin inkubiert. Nach der
Fixierung und Permeabilisierung der HBMEC wurdemsdi mit den entsprechenden
primaren und sekundaren Antikérpern zum Nachweiszifipcher Proteine inkubiert
(s.4.2.1.1 — 4.2.1.3). Dabei wurden Zellen, dah sdirekt am Spalt befinden, mit Zellen
aus dem konfluenten Zelllayer verglichen. Es wurblemunfluoreszenzen zum Nachweis
dertight junctionProteine Claudin-1, Claudin-5 und Occludin, derGP¥ntereinheiten,

o, [0 und ¢, der a-Untereinheiten inhibitorischer G-ProteineaiG und Gxis, der
Polaritatsproteine PAR-3 und PAR-6, der Matrix Mlefaroteinasen MMP-2 und MMP-9
sowie der PI3K angefertigt.

Dabei konnten jedoch lediglich in den Immunfluoesszanalysen zum Nachweis von
Occludin sowie den PKC-Isoformenund{ Unterschiede der Akkumulation in den Zellen
im Layer verglichen mit denen, die in den zellfreRaum migrieren, festgestellt werden.
In der folgenden Abbildung 5.11 werden zunachstAlinahmen fir den Nachweis von
Occludin gezeigt.

Zellen im Layer Zellen am Spalt

Abb. 5.11: Immunfluoreszenzanalysen zum Nachweis moOccludin in migrierenden HBMEC. (A)
Kontrollzellen aus konfluentem Zelllayer: 600 x WdiRerung, (B1, B2) Kontrollzellen am Spalt,
vergroRerter Bildausschnitt. Es wurden 2% 1Bellen pro Well in 48-Well-Platten wie fiir den
Migrationsversuch beschrieben (s. 4.1.2.1) auf Bkdern ausgesat. Die Inkubation in An- und
Abwesenheit von PT erfolgte UN. Die Inkubation @etlen mit PT zeigt keine Unterschiede zur Kongoll
(ohne Abbildung). Nach Fixierung und Permeabilisigr der Zellen (s. 4.2.1.2) wurden diese mit dem
priméaren Antikérper Anti-Occludin und dem sekunaé€gy2-konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-1gG (H+L)
Antikoérper wie unter 4.2.1.3 beschrieben markieBie Auswertung der Préaparate erfolgte am
Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200M).
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Es sind Unterschiede in der Lokalisation von Ocelud den Zellen aus dem konfluenten
Layer verglichen mit den Zellen, die sich direkt &malt befinden, zu erkennen. Bei den
Zellen, die in den zellfreien Spalt migrieren, ageichte Occludin-Akkumulationen an den
Zellrandern vor (B1, B2), die in dieser Form in digilen im konfluenten Layer (A) nicht zu
beobachten sind. Die Zugabe von PT induziert keiekeren Unterschiede, so dass auf die
Darstellung der Aufnahmen verzichtet wurde. In demmunfluoreszenzanalysen zum
Nachweis der weiteretight junction Proteine Claudin-1 und Claudin-5 konnten keine
Unterschiede in der Lokalisierung der Proteine igll&@yer und den migrierenden Zellen am

Spalt ausgemacht werden (Daten nicht gezeigt).

Die Abbildung 5.12 zeigt exemplarisch Aufnahmerdea Immunfluoreszenzanalysen von

PKCa, bei denen Veréanderungen in der Lokalisation atetr.

Zellen im Layer Zellen am Spalt

Abb. 5.12: Immunfluoreszenzanalysen zum Nachweis moPKCa in migrierenden HBMEC. Al und A2
zeigen Kontrollzellen aus dem konfluenten Zelllay800 x VergréRerung. B1l, B2, B3 und B4 zeigen
Kontrollzellen am Spalt, B1 u. B3: 600 x Vergro3eyuB2 u. B4: vergroReter Bildausschnitt. Es wurden
2 x 1G Zellen pro Well in 48-Well-Platten wie beim Migiaisversuch beschrieben auf Deckglasern ausgesat
(s. 4.1.2.1). Die Inkubation mit und ohne PT etiIdg/N. Die mit PT inkubierten Zellen zeigten keine
Unterschiede zu den Kontrollzellen (ohne Abbildungach der Fixierung und Permeabilisieung der Belle
(s.4.2.1.2) wurden diese mit dem primaren Antikdrgnti-PKCx und dem sekundaren Cy2-konjugierten
Ziege-anti-Kaninchen-IgG (H+L) Antikdrper wie untdr2.1.3 beschrieben markiert. Die Auswertung der
Praparate erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Axio2@0M).

Bei den Zellen (B1-B4), die in den Spalt einwand&anPKGy starker an den Zellrdndern

in Richtung des Leitsaums zum zellfreien Raum Iskait, wahrend es in den Zellen im
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Layer (Al und A2) im gesamten Zytoplasma gleichrgaf&@rteilt vorliegt. Die Inkubation
mit PT ergab das gleiche Bild, weshalb auf die dtsg verzichtet wurde.

In der folgenden Abbildung 5.13 sind die Aufnahmeam Nachweis von PKC
dargestellt. Es konnen leichte Unterschiede inLd&alisation von PKG in den Zellen am
Spalt (B1 und B2) und den Zellen aus dem Layeigésdellt werden. Das Protein ist bei
den in den freien Raum migrierenden Zellen ehedam Zellrandern in Richtung des
Leitsaums lokalisiert, und liegt bei den Zellen rayer (A) im gesamten Zytoplasma

gleichmalfig verteilt vor.

Zellen im Layer Zellen am Spalt

Abb. 5.13: Immunfluoreszenzanalysen zum Nachweis ®oPKC{ in migrierenden HBMEC. A zeigt
Kontrollzellen aus dem konfluenten Zelllayer: 60 ergréRerung. B1 und B2 zeigen Zellen am Spalt, B1
600 x VergroRerung, B2: vergroRerter Bildausscheiiter 600 x VergroRerung. Es wurden 2 X Z@éllen

pro Well in 48-Well-Platten wie fir den Migratiorensuch beschrieben auf Deckglasern ausgesat
(s. 4.1.2.1). Die Inkubation mit und ohne PT erfelg/N. Die Inkubation mit PT zeigte keine Unterscie

zu den Kontrollzellen (ohne Abbildung). Nach dexi&iung und der Permeabilisieung der Zellen (s.1422
wurden diese mit dem primaren Antikdrper Anti-PKGnd dem sekundéren Cy3-konjugierten Ziege-anti-
Kaninchen-lgG (H+L) Antikdrper wie unter 4.2.1.3 searieben markiert. Die Praparate wurden am
Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200M) betrachtet.

In den Immunfluoreszenzanalysen zum Nachweis déterga PKC-Isoformerd und (]
sowie der Proteine &, Goi3, PAR-3 und PAR-6, MMP-2 und MMP-9 sowie PI3K
konnten keine Unterschiede ihrer Akkumulation im d&ellen im Layer verglichen mit
denen am zellfreien Spalt sowie in An- und Abwesgnvon PT detektiert werden (Daten
nicht gezeigt).

5.4 An den inhibitorischen Prozessen der Zellmigradn von HBMEC

beteiligte Proteine

Da die PKC-Isoformeno und { sowie dastight junction Protein Occludin in der
Immunfluoreszenzanalyse eine verstéarkte Lokalisatim Leitsaum aufzeigten, sollte eine

Verringerung ihrer Expression, die durch Transfaki(s. 4.1.4) mit spezifischer siRNA
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(s. 3.10) und Lipofektamin als Transfektionsreagerzelt werden kann, Ruckschlisse
tber ihre madgliche Beteiligung an den PT-induzierteEffekten auf das
Migrationsverhalten liefern. Die Zellmigration isin sehr komplexer Prozess, an dem eine
Vielzahl von verschiedenen Proteinen beteiligt ist.

Wie in Abschnitt 2.3.3 beschrieben kdnnen die Pnet€&sa, und Gasz, Claudin-1,
PAR-3 und PAR-6 sowie MMP-2 und MMP-9 ebenfalls eeiwichtige Rolle im
Migrationsprozess spielen (vgl. 2.3.3). Diese Him&einer moglichen Beteiligung an der
Zellwanderung sollten in  Migrationsexperimenten nHBMEC, in denen durch
Transfektion mit spezifischer siRNA die Expressdaer Proteine herunterreguliert wurde,
Uberprift werden.

Die o-Untereinheiten Ga und Gas inhibitorischer heterotrimerer G-Proteine
stehen mit dem Pertussis Toxin in einem direktersadumenhang, da sie als
Zielmolekile von PT durch die Toxin-vermittelte AB®Rbosylierung modifiziert
werden. Diese Beziehung lasst eine Beteiligung W@a, und Gasz an den
Regulationsmechanismen, die zur PT-vermitteltenibiehung der Migration fuhren,
vermuten. Aufgrund des Befundes einer begunstijtgmation bei einer PKC-regulierten
Uberexpression von Claudin-1, sollte diegght junctionProtein neben Occludin ebenfalls
auf eine Beteiligung am Migrationsprozess unterswgarden (Leotlelaet al, 2007).
Untersuchungen am Zellpolaritatskomplex PAR-3 — @Pk PAR-6 zeigten eine
Beteiligung der Proteine PAR-3 und PAR-6 am Migrmasiprozess. Dabei resultierten z.B.
Experimente mit dominant-negativen Mutanten und e eirsiRNA-vermittelte
Herunterregulierung einzelner Komponenten des Kergd beiCaenorhabditis elegans
in Veranderungen der Bildung der Zellpolaritat whel Anordnung vortight junctions
(Suzuki und Ohno, 2006). Matrix Metalloproteinag@dhMPs) sind in physiologischen
Prozessen wie z.B. der Neubildung von Gewebe breEd#ryonalentwicklung und der
Wundheilung beteiligt (Woessner und Nagase, 20B8)ebnisse der Arbeitsgruppe von
Tournier zeigten eine aktive Beteiligung der MMPa@ der Migration von humanen
bronchialen Epithelzellen (HBEC), da sich eine Rleoung der Aktivierung oder der
Aktivitat von MMP-9 in einer reduzierten Migraticiu3ert (Tournieet al, 1999). Eine
Zugabe aktivierter MMP-2 stimuliert ebenfalls diegkhition von Epithelzellen (Quaranta
et al, 2000).

Vorangegangene Untersuchungen zeigten bereits edazierte Migration bei
Inhibierung der Phosphatidylinositol 3-Kinase (P)3#8urch Wortmannin, die sich bei
einer Zugabe von PT weiter verstarkte (Schulte,/20Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
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dass die PI3K mdglicherweise an den Signaltransohdtvegen des PT-vermittelten
inhibierenden Effektes auf die Migration beteiligt. Mit der gRT-PCR soll der direkte

Einfluss des PT auf die Expression von PI3K unterswerden.

5.4.1 Untersuchungen zur Effizienz der Transfektioorvon HBMEC mit siRNA

und Lipofektamin

Migrationsversuche mit transfizierten HBMEC, in dandurch spezifische siRNA die
Expression bestimmter Proteine herunterregulientde/usollten Rickschlisse Uber ihre
Beteiligung am Migrationsprozess liefern. Zunaakstden verschiedene Untersuchungen
zu den Bedingungen und zur Effizienz der Transtektvon HBMEC mit siRNA und
Lipofektamin als Transfektionsreagenz durchgefuBitr Bestimmung der Effizienz der
Transfektion wurden Kontrollen mit dem BLOCKIM Fluorescent Oligo, einem
Fluorescein-markiertem dsRNA Oligomer, hergestiit Verwendung in RNAi Analysen,
durchgefihrt. Zudem wurde die Expression der hervegulierten Proteine in den
transfizierten  Proben  durch  Western Blot-Analyse stibemt und eine
Transkriptionsanalyse der mRNA mit der Methode@grPCR durchgefuhrt.

In Migrationsexperimenten mit HBMEC, die unter dangegebenen Transfektions-
bedingungen (s. 4.1.4) nur mit dem Transfektiorggaa Lipofektamin behandelt wurden,
konnte kein Einfluss des Lipofektamins auf die Wenuthg der Zellen im Vergleich zu
unbehandelten Zellen festgestellt werden. Bei démaskopischen Untersuchungen zur
Effizienz der Transfektion mit dem BLOCK-{T Fluorescent Oligo zeigte sich, dass etwa
50-70% der Zellen transfiziert wurden und das Fdsoein-markierte dsRNA Oligomer
aufgenommen haben (Aufnahmen nicht gezeigt). Diesmittelten Transfektions-
effizienzen wurden bei der Auswertung der Migrasiexperimente in die Berechnung der
Wanderungsstrecken einbezogen.

Fur Western Blot-Untersuchungen zur Effizienz dgntBese der Proteine wurden 20 h
nach der Transfektion Gesamtzelllysate hergestettdie Proteine durch eine SDS-PAGE
elektrophoretisch getrennt. Nach dem Transfer deteihe auf eine Membran wurden
diese durch spezifische Erst- und Zweitantikbrpardie alkalische Phosphatase gekoppelt
ist, nachgewiesen (s. 4.3).

Der Nachweis der PKC-Isoformen a und ( erfolgte mit den spezifischen

Primarantikorpern Anti-PK& und Anti-PKE und einem sekundaren Ziege-anti-



Ergebnisse 67

Kaninchen Antikorper. Das Ergebnis der Western -Bloalyse ist in der Abbildung 5.14
dargestellt. A-Tubulin dient als interner Standard zum Nachwereere vergleichbaren
Beladung mit Gesamtzelllysat in der SDS-PAGE.

55 kDa a-Tubulin 55 kDa - o-Tubulin

77 kDa | —— PKCa 80 kDa | " PKCC

Abb. 5.14: Western Blot-Analyse zum Nachweis von RBe und PKC{ aus Gesamtzellextrakten von
mit siRNA gegen PKGy und PKC{ transfizierten HBMEC. Die Gesamtzelllysate der Kontrolle (K) und
des Transfektionsansatzes (T) wurden 20 h nachldersfektion (s. 4.1.4) hergestellt, und die Pratei
durch eine SDS-PAGE elektrophoretisch getrennthNban Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran
erfolgte die Detektion der Proteine mit den speefien priméren Antikérpern Anti-PKQund Anti-PKC,
(beide polyklonale IgG aus Kaninchen) in einer D:2@rdinnung und Antx-Tubulin (Maus) in einer
1:1000-Verdunnung. Als sekundare Antikérper dierdanZiege-anti-Kaninchen Antikérper und ein Ziege-
anti-Maus Antikérper (beide 1:7000), an die eirl@ab$che Phosphatase gekoppelt ist (s. 4.3).

Die Western Blots zum Nachweis von P&K@it 77 kDa bzw. PKZ mit 80 kDa zeigen
anhand der Kontrolle, dem Nachweis weitubulin, dass in den beiden Gesamtzelllysaten
des Kontroll- und des Transfektionsansatzes dielggeMenge an Zelllysat aufgetragen
wurde. In den Kontrollzellen ist sowohl flir PK@ls auch fir PKC eine starkere Bande
nachweisbar als bei den transfizierten Zellen, wasf eine erfolgreiche

Herunterregulierung der Proteinsynthese durchrdigsfizierte sSiRNA hindeutet.

Neben den Western Blot-Analysen wurde die mRNA Skaption von PKG@ bzw. PKC,
nach der Transfektion mit der gRT-PCR Methode sotent, die eine genaue
Quantifizierung der mRNA ermdglicht (s. 3.11 u.)4.4

In der folgenden Abbildung 5.15 werden die Ergebmigler gqRT-PCR zur mRNA
Transkription von PK@ bzw. PKC in den Kontroll- und den Transfektionsansatzen
tPKCa bzw. tPKT dargestellt. Die mRNA Transkription von PKQ@nd PKC ist nach
der Transfektion mit spezifischer siRNA (s. 3.104ul.4) deutlich geringer als bei den
Kontrollzellen, was auf eine erfolgreiche Herurggulierung der Proteine hindeutet.
Verglichen mit den entsprechenden nicht transfiereiKontrollzellen zeigt tPK& eine
um etwa 70% geringere mMRNA Transkription fir RKGnd tPKE eine um etwa 60%

verringerte Transkription fur PKC
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Abb. 5.15: Expression von PK@ bzw. PKC{ in den Kontrollzellen und den Transfektionsanséatze
tPKCa bzw. tPKCZ. Nach der Transfektion (s. 4.1.4) mit den spedifest sSiRNAs (s. 3.10) gegen PKC
bzw. PKT und 20-stindiger Inkubation mit PT wurde die RNAliert, die cDNA synthetisiert und mit der
Methode der qRT-PCR die Expression von BKfzw. PKT quantitativ bestimmt (s. 3.11, 4.4.2, 4.4.3 u.
4.4.4). Die qRT-PCR wurde mit drei verschiedenehNAB je dreimal wiederholt.

Die Ga-UntereinheitenGa;, und Ga;.3 wurden durch die spezifischen Primarantikérper
Anti-Gaoi, und Anti-Gui.z und den sekundaren Ziege-anti-Kaninchen Antikorper,den
eine alkalische Phosphatase gekoppelt ist, naclegewi Dasi-Tubulin dient als interner
Standard zum Vergleich der aufgetragenen GesanmgiRneengen. Das Ergebnis der
Western Blot-Analyse ist in der Abbildung 5.16 destglit.

K T

55 kDa | T— s | -TUbUIIN

45 kDa Ga, 4

41 kDa Ga,,

Abb. 5.16: Western Blot von Gesamtzelllysaten der insiRNA gegen G, und Go;3 transfizierten
HBMEC zum Nachweis der Gu-Untereinheiten Go,;, und Ga;s. 20 h nach der Transfektion wurden die
Gesamtzelllysate der Kontrolle (K) und des Transbelsansatzes (T) hergestellt. Die Proteine wumdignch
eine SDS-PAGE elektrophoretisch getrennt. Nach @ieansfer der Proteine auf eine Nitrocellulose-Mesmnbr
erfolgte die Detektion der d&sUntereinheiten @., und Gz Daflr wurden die spezifischen primaren
Antikdrper Anti-Co;., und Anti-Gu;.3 (beide polyklonale 1gG aus Kaninchen) in einer0D=¥erdiinnung und
Anti-a-Tubulin (Maus) in einer 1:1000-Verdunnung verwendds sekundare Antikérper dienten ein Ziege-
anti-Kaninchen Antikérper und ein Ziege-anti-Mausitikbrper (beide 1:7000), an die eine alkalische
Phosphatase gekoppelt ist (s. 4.3).

Sowohl im Kontrollansatz als auch im Transfektiors#tz zeigt der interne Standard
a-Tubulin mit einem Molekulargewicht von 55 kDa glei starke Banden, so dass
gewabhrleistet ist, dass in der SDS-PAGE zur Auftterg der Proteine gleiche Mengen der
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Zelllysate aufgetragen wurden. Die Banden der-Whtereinheiten mit den erwarteten
Molekulargewichten von 41 kDa furda, und 45 kDa fur @3 weisen in der Kontrolle
eine starkere Expression im Vergleich zu den Tekigfnsansatzen auf, was zeigt, dass
die siRNA die Expression vondg, und Qi3 deutlich reduziert hat, und auf eine gute

Effizienz der Transfektion hindeutet.

Der Nachweis dettight junction Proteine Claudin-1 und Occludin erfolgte mit den
spezifischen Erst-Antikdrpern Anti-Claudin-1 und tA@ccludin und den sekundaren
Ziege-anti-Kaninchen Antikdrpern mit gekoppeltekadischer Phosphatase. Als interner
Standard zur Kontrolle, dass in der SDS-PAGE gkeiglengen der Zelllysate aufgetragen
wurden, diente-Tubulin (Abb. 5.17).

55 kDa —— s | a-Tubulin 55 kDa a-Tubulin

22 kDa . Claudin1 65kDa | Occludin

Abb. 5.17: Western Blot von Gesamtzellextrakten trasfizierter HBMEC zum Nachweis von Claudin-1
und Occludin. Die Gesamtzelllysate der Kontrolle (K) und desnBfaktionsansatzes (T) wurden 20 h nach
der Transfektion hergestellt, und die isoliertentBine durch eine SDS-PAGE elektrophoretisch gatren
Nach dem Transfer der Proteine auf eine NitrocetleMembran erfolgte der Nachweis der Proteinedmnit
spezifischen primaren Antikérpern Anti-Claudin-1 durAnti-Occludin (beide polyklonale 1gG aus
Kaninchen) in einer 1:200-Verdunnung und Asdi-ubulin (Maus) in einer 1:1000-Verdinnung. Als
sekundéare Antikdrper dienten ein Ziege-anti-KanerchAntikbrper und ein Ziege-anti-Maus Antikorper
(beide 1:7000), an die eine alkalische Phosphajelseppelt ist (s. 4.3).

In den Kontrollen und den Transfektionsansatzen-iBtubulin (55 kDa) in vergleichbarer

Menge nachweisbar, so dass gewahrleistet ist, glagshe Zelllysatmengen aufgetragen
wurden. Fir Claudin-1 mit 22 kDa und Occludin nitkDa kann eine starkere Bande und
somit héhere Expression in den Kontrollen im Vedjlezu den Transfektionsansatzen
detektiert werden. In den Transfektionsansatzedaler durch die transfizierte spezifische

SiRNA die Expression der Proteine herunterreguliert

5.4.2 Einfluss der Transfektion von HBMEC mit siRNA gegen PKG. und
PKCC auf die PT-vermittelten Effekte

Eine Aktivierung der PKC erhoht die Anheftung, Keohtion und Migration von
Endothelzellen aus Nabelschnurvenen. lhre Inhibgrthingegen verringert diese
Fahigkeiten der Zellen (Kent, 1995). Um die Betrihg von PK@ und{ an der durch das

Pertussis Toxin hervorgerufenen Inhibierung der ristign zu untersuchen, wurden
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HBMEC mit spezifischer siRNA gegen Pk@nd PK{ transfiziert (s. 3.10 u. 4.1.4) und
in Migrationsexperimenten (s. 4.1.2.1) eingeseMit Hilfe der Dokumentation der
Einwanderung der Zellen in den zellfreien Spalt deur die im Zeitintervall von 24 h
zuruckgelegten Wanderungsstrecken in Strecken phand8® umgerechnet. Diese
Wanderungsgeschwindigkeit der unbehandelten Kda#itén wurde zu 100% gesetzt und
dazu die Wanderungsgeschwindigkeit der mit PT-imdaibn, transfizierten (tPK&und
tPKCQ) sowie transfizierten und mit PT-inkubierten Zelle Bezug gesetzt (Abb. 5.18).
Die erreichte Transfektionseffizienz von etwa 50%irade bei der Auswertung der

Wanderungsstrecken in die Berechnung einbezogen.
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Abb. 5.18: Graphische Darstellung zur Untersuchungler Beteiligung von PKGe und PKCZ an den
Migrationsprozessen nach Herunterregulierung der Epression der Proteine durch Transfektion.Nach
der Transfektion mit spezifischer SiRNA und Lipofekin (s. 4.1.4) wurden 2 x 10HBMEC der
verschiedenen Ansatze und unbehandelten ZelledemiZylindern mit Medium sowie mit Medium plus PT
inkubiert (s. 4.1.2.1). Die Berechnung der Migrasistrecken erfolgte mit Hilfe der Aufnahmen des
zellfreien Spaltes bezogen auf die Kontrollzelledes wurden vier unabhéngige Experimente als
Dreifachanséatze durchgefiihrt. Die Transfektiongeffiz von 50% wurde bei der Auswertung der
Wanderungsstrecken in die Berechnung einbezogen.

Die nicht transfizierten Zellen zeigen nach Zugalmn PT eine Verringerung der
Migration um 47,1 + 10,2% im Vergleich zu den undmedielten Kontrollzellen. Bei den
transfizierten Zellen ist eine starke Reduzierumy Migration zu beobachten. Diese
verstarkt sich weiter, wenn die Zellen zusatzlicht BT inkubiert werden. Die

beschriebene Inhibierung ist bei den Anséatzen iRiNA gegen PKG (tPKCa) mit 84,9 +

2,2% und gleichzeitiger Zugabe von PT mit 93,5 @98,geringfiigig grol3er als die der
Ansatze, in denen PKC (t PKC) herunterreguliert wurde. Hier ergibt sich eine

Inhibierung um 65,9 = 7,9% ohne und eine um 82,8,%% mit PT. Aus diesen
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Ergebnissen kann geschlossen werden, dass beidelddK®men an den Signal-
transduktionswegen, die zur Hemmung der Migratigrén, beteiligt sein kbnnten.

Bei der Wundheilung spielt neben der Wanderung delten die Proliferation eine
bedeutende Rolle (Chaudhuret al, 2006). Vorangegangene Ergebnisse eines
Zellproliferationsassay<ell Proliferation ELISA, BrdUcolorimetric), Roche, s. 4.1.3.1)
haben gezeigt, dass PT die Proliferation von HBMiht beeinflusst (Schulte, 2007).
Die reduzierte Migration der mit SiRNA gegen PKGnd PK({ transfizierten HBMEC
konnte somit auch an einer Beteiligung der PKCdrokn an der Proliferation liegen. Die
Abbildung 5.19 =zeigt die Ergebnisse zur Untersughuaum Einfluss einer
Herunterregulierung von PKQund PK{ durch Transfektion mit spezifischer siRNA auf
die Zellproliferation von HBMEC.
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Abb. 5.19: Einfluss einer Herunterregulierung von KKCa und PKC{ auf die Zellproliferation von
HBMEC nach Inkubation in Medium und in Medium plus PT. Die HBMEC wurden mit spezifischer
siRNA gegen PK@ und PKQ, transfiziert (s. 4.1.4). Fur den anschlieBendelipidiferationsassay (Cell
Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric), Roche jmostics, Mannheim) wurden 7 x“®ellen pro Well in
einer 96-Well-Platte in 100 pl Medium mit und ohR& [200 ng/ml] angezogen (s. 4.1.3.1). Nach zwei
Tagen erfolgte die Durchfihrung des Versuches wigchAngaben des Herstellers. Der Test beruht auf de
Einbau von BrdU anstelle von Thymidin in neu sytigierte DNA sich teilender Zellen. Der monoklonale
Antikérper Anti-BrdU-POD aus Maus bindet an dasgeimaute BrdU. Diese Komplexe kénnen aufgrund
einer durch Zugabe weiterer Reagenzien hervorgeeaf&arbreaktion mit einem im ELISA-Reader bei 450
nm quantifiziert werden. Die Farbentwicklung undnitodie gemessenen Extinktionen korrelieren dirakt
der Menge an synthetisierter DNA und damit auch deit Anzahl sich teilender Zellen. Die Absorptionen
wurden bezogen auf die Kontrolle berechnet. Die eBlenung erfolgte aus drei unabhangigen
Proliferationsversuchen.

Im Proliferationsassay mit dem KiCell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric
(s. 4.1.3.1) konnte fur HBMEC-Zellen, in denen drpression von PK& und PKC
durch Transfektion herunterreguliert wurde, keifekdf auf das Proliferationsverhalten der
Zellen im Vergleich zu nicht transfizierten Kontedllen festgestellt werden (Abb.5.19).
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Der hemmende Effekt auf die Migration basiert defolge nicht auf einem verédnderten
Proliferationsverhalten.

5.4.3 Einfluss der Transfektion von HBMEC mit siRNAgegen Ga, und Ga; 3
auf die PT-vermittelten Effekte

Das Pertussis Toxin ADP-ribosyliert dieUntereinheiten inhibitorischer heterotrimerer
G-Proteine, was vermuten lasst, dass dweUatereinheiten @, und G bei den
Regulationsmechanismen der PT-induzierten Inhibgrder Migration eine Rolle spielen.
Zur Untersuchung einer moglichen Beteiligung wutlge Expression von €z, und Gz in
HBMEC durch Transfektion mit sSiRNA (s. 3.10 u. 4)1herunterreguliert und anschliel3end
das Wanderungsverhalten dieser Zellen in Migrakpeementen (s. 4.1.2.1) beobachtet
und dokumentiert. Daflr wurde die spezifische siRNWAGo;., und Gy.3 in HBMEC in
einem Ansatz gleichzeitig transfiziert. Eine gleeliige Reduzierung vond, und G-z
wurde gewahlt, da erste Versuche gezeigt habes, losiseiner Herunterregulierung nur
einer Untereinheit die Aufgaben der herunterregidie Untereinheit vermutlich von der
nicht transfizierten teilweise Ubernommen werdera #eine Unterschiede im
Migrationsverhalten erkennbar sind (Daten nichtegg2. Die Abbildung 5.20 fasst die

Ergebnisse dieser Untersuchungen graphisch zusammen
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Abb. 5.20: Graphische Darstellung zur Untersuchungder Beteiligung von Gui2+3 an der PT-
vermittelten Hemmung der Migration nach Herunterregulierung der Expression der Proteine durch
Transfektion. Nach der Transfektion (s. 4.1.4) mit beiden spediien siRNAs in einem Ansatz und
Lipofektamin wurden 2 x TOHBMEC der verschiedenen Ansatze und unbehandél#len mit den
Zylindern mit Medium sowie mit Medium plus PT inkalt (s. 4.1.2.1). Die Berechnung der
Migrationsstrecken erfolgte mit Hilfe der Aufnahmewm zellfreien Spalt bezogen auf die Kontrollzell&s
wurden vier unabhangige Experimente als Dreifachi@es durchgefihrt. Die bestimmte

Transfektionseffizienz von etwa 70% wurde bei deswertung der Wanderungsstrecken in die Berechnung
einbezogen.
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Zur Auswertung wurden die im Zeitintervall von 24iriickgelegten Wanderungsstrecken
in Strecken pro Stunde umgerechnet. Diese berezhNainderungsgeschwindigkeit der
unbehandelten Kontrollzellen wurde zu 100% und ddirzuWanderungsgeschwindigkeit
der mit PT-inkubierten, transfizierten (@.3) sowie transfizierten und mit PT-inkubierten
Zellen in Bezug gesetzt. Die bestimmte Transfelsidiizienz von etwa 70% wurde bei
der Auswertung der Wanderungsstrecken in die Bereul einbezogen.

Der Ansatz, in dem beide o@Jntereinheiten (tGy+3) herunterreguliert wurden,
zeigt eine starke Hemmung der Migration von 68,9,9%. Die Zugabe von PT zum
Transfektionsansatz verstarkt die Inhibierung aBi28t 4,2%. Die transfizierten Zellen
weisen eine hohere Hemmung als die Kontrollzellenltkubation mit PT auf, bei denen
die Migration im Vergleich zu den Kontrollzellen uB0% inhibiert ist. Aufgrund der
gezeigten Hemmung der Migration nach der gleicigast Herunterregulierung vonos
und Gui.s kbnnen beide Proteine an den Prozessen, die zwefrittelten Inhibierung
fuhren, beteiligt sein. In Untersuchungen mit dBTePCR-Methode zur Expression von
Gai-2 und Guiz im Verlauf des Migrationsprozesses bei Inkubafi@nO h, 6 h und 20 h
mit Medium sowie Medium plus PT konnten keine Usthiede in der Expression dea-G
Untereinheiten festgestellt werden (Daten nichteggz. Das PT nimmt keinen Einfluss
auf die Expression vonda, und Gu;.3, inhibiert es jedoch durch die ADP-Ribosylierung.

5.4.4 Einfluss der Transfektion von HBMEC mit siRNA gegen Claudin-lund

Occludin auf die PT-vermittelten Effekte

Claudin-1 und Occludin gehéren zu demght junction (TJ)-Proteinen. TJ sind
undurchlassige Zell-Zell-Verbindungen, die zwiscldan zerebralen Endothelzellen der
Blut-Hirn-Schranke liegen und zwei wichtige Barefmktionen ausiben. Als
Diffusionsbarriere zwischen den Zellen verhindaenfast vollstandig einen parazellularen
Transport nicht membrangangiger Substanzen uneérragrch Verhinderung der freien
Diffusion von Komponenten der Plasmamembran wie Bramproteine und -lipide zur
Aufrechterhaltung der Zellpolaritat bei.

In Immunfluoreszenzanalysen zur Lokalisation voaudin-1 zeigte sich nach sechs
Stunden der PT-Inkubation eine veranderte Lokatisatdes TJ-Proteins. Diese
Beobachtung konnte auf einer Umverteilung des iretberuhen, da eine veranderte
Gesamtexpression von Claudin-1 im Western Blot tni#obachtet werden konnte. Das
Protein ist nicht mehr nur an den Zell-Zell-Kont&ktlokalisiert, sondern befindet sich
vermehrt im Zytosol. Nach 24 Stunden sind keine &v¥derungen in der Claudin-1
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Verteilung mehr nachzuweisen, so dass diese R&dakiah transiente Reaktionen auf die
PT Inkubation darstellen. Fur Occludin waren digdbnisse nicht eindeutig und bedirfen

zusatzlicher Untersuchungen (Bocker, 2007).

Weitere Transfektionsversuche sollten Rickschli@sgeeine Beteiligung von Claudin-1
und Occludin an der Migration bzw. an der PT-versitén Hemmung ermdglichen. Fur
diese Untersuchungen wurden HBMEC mit spezifiscsi@NA gegen Claudin-1 und
Occludin transfiziert (s. 3.10 u. 4.1.4) und in ciiglRenden Migrationsexperimenten
(s. 4.1.2.1) eingesetzt. Mit Hilfe der Dokumentater Einwanderung der Zellen in den
zellfreien Spalt wurden die im Zeitintervall von B4zurtickgelegten Wanderungsstrecken
in Strecken pro Stunde umgerechnet. Diese Wandsgasghwindigkeit der
unbehandelten  Kontrollzellen wurde zu 100% gesetzind dazu die
Wanderungsgeschwindigkeit der mit PT-inkubiertemangfizierten (tClaudin-1 und
tOccludin) sowie transfizierten und mit PT-inkultéar Zellen in Bezug gesetzt (Abb.
5.21). Die errechnete Transfektionseffizienz vonae60% wurde bei der Berechnung der

zurtickgelegten Migrationsstrecken einbezogen.
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Abb. 5.21: Graphische Darstellung zur Beteiligung @n Claudin-1 und Occludin an der PT-vermittelten
Hemmung der Migration nach Herunterregulierung der Expression der Proteine durch Transfektion.
Nach der Transfektion mit den spezifischen siRNAs 3.10 und 4.1.4) wurden 2 x >1l8IBMEC der
verschiedenen Ansatze und der unbehandelten ZetliénMedium sowie mit Medium plus PT unter
Migrationsbedingungen inkubiert (s. 4.1.2.1). Dier&hnung der Migrationsstrecken erfolgte bezog#n a
die Kontrollzellen mit Hilfe der Aufnahmen vom Zedlien Spalt. Die ermittelte Transfektionseffizievian
etwa 60% wurde bei der Auswertung der Wanderurgdetn in die Berechnung einbezogen. Es wurden
drei unabhéngige Experimente als Dreifachanséatmehdafihrt.

Die nicht transfizierten Zellen weisen nach Zugabe PT eine Hemmung der Migration
von 51,6 +4,9% auf. Die Migration der transfiziertéellen ist bei Inkubation sowohl ohne

als auch mit PT geringer. Die Zellen, in denen @il (tClaudin-1) herunterreguliert



Ergebnisse 75

wurde, weisen ohne Zugabe von PT eine Inhibiervog 65,6 £ 5,6% und bei einer
Inkubation mit PT eine Hemmung von 76,4 + 4,8% &di der Verwendung der siRNA
gegen Occludin (tOccludin) werden mit einer Inhibieg von 57,1 + 11,5% im Ansatz
ohne PT und 77,2 £ 14,6% im Ansatz mit PT ahnligterte fir die Inhibierung der
Migration erreicht. Es kdnnen folglich beide untmistentight junction Proteine eine

Rolle bei den Migrationsprozessen spielen.

5.4.5 Einfluss der Transfektion von HBMEC mit siRNA gegen PAR-3und
PAR-6 auf die PT-vermittelten Effekte

Verschiedene Untersuchungen am ZellpolaritatskoxnpkR-3 — aPKC — PAR-6 zeigten
eine Beteiligung der Proteine PAR-3 und PAR-6 amyristionsprozess. Dabei resultierten
z.B. Experimente mit dominant-negativen Mutantend urine siRNA-vermittelte
Herunterregulierung einzelner Komponenten des Kergd beiCaenorhabditis elegans
in Veranderungen der Bildung der Zellpolaritat wel Anordnung vortight junctions
(Suzuki und Ohno, 2006).

Durch eine Herunterregulierung von PAR-3 und PARFr&I daraus resultierenden
Effekten auf das Wanderverhalten der Zellen saltee Beteiligung dieser Proteine an
den Signaltransduktionswegen, die zur Inhibierueg Bligration durch das Pertussis
Toxin fuhren, untersucht werden. Die Abbildung 5.22igt die Ergebnisse des
Migrationsversuches. Mit Hilfe der Dokumentatiorr d@nwanderung der Zellen in den
zellfreien Spalt wurden die im Zeitintervall von 24h zurickgelegten
Wanderungsstrecken in Wanderungsgeschwindigkeitegetechnet. Der Wert fur die
unbehandelten  Kontrollzellen wurde zu 100% gesetmind dazu die
Wanderungsgeschwindigkeit der mit PT-inkubierteansfizierten (tPAR-3 und tPAR-6)
sowie transfizierten und mit PT-inkubierten Zellem Bezug gesetzt. Die ermittelte
Effizienz der Transfektion von etwa 50% wurde beer dAuswertung der
Wanderungsstrecken einberechnet.

Die nicht transfizierten Zellen, die mit PT inkutiiurden, zeigen eine Inhibierung
von 46,1 £ 4,6% im Vergleich zu den Kontrollzellebie mit siRNA gegen PAR-3
transfizierten Zellen (tPAR-3) weisen ohne Zugaba YT eine Hemmung von 75,5 *
2,9% und bei Zugabe von PT eine Hemmung von 88,4,3% auf. Bei der
Herunterregulierung von PAR-6 (tPAR-6) liegt eimhibierung von 72,1 + 10,4% und
nach einer Inkubation mit PT eine Inhibierung voh28+ 12,1% vor. Diese Ergebnisse

werden in der Abbildung 5.22 graphisch zusammesgefdargestellt. Diese Resultate
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bestatigen die Ergebnisse einer Beteiligung von BARInd PAR-6 an den
Migrationsprozessen von Suzuki und Ohno (2006) inchBMEC.
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Abb. 5.22: Graphische Darstellung zur Untersuchungler Beteiligung von PAR-3 und PAR-6 an den
PT-vermittelten Effekten auf die Migration nach Herunterregulierung der Expression der Proteine
durch Transfektion. Nach der Transfektion mit der spezifischen siRN#Al Wipofektamin (4.1.4) wurden
2 x 10 HBMEC der verschiedenen Ansétze und unbehandelterzmit den Zylindern mit Medium sowie
mit Medium plus PT inkubiert (s. 4.1.2.1). Die Banmaung der Migrationsstrecken erfolgte mit Hilfer de
Aufnahmen des zellfreien Spaltes bezogen auf digtridthzellen. Es wurden drei unabhéngige Experiment
als Dreifachansatze durchgefihrt. Die ermittelteri&fektionseffizienz von etwa 50% wurde bei der
Auswertung der Wanderungsstrecken in die Berecheimtzpzogen.

Diese Ergebnisse kdnnten einen additiven EffektZogjabe von PT zu den transfizierten
Zellen aufweisen, das einen direkten Einfluss v@naBf die Proteien aufzeigen kdnnte.
Parallele Untersuchungen zur gRT-PCR Transkripinak/se ergaben eine reduzierte
MRNA Transkription fir PAR-6 nach Behandlung mit. ®ie Transkription der mRNA
von PAR-3 war nach Toxinbehandlung im Vergleich miRNA aus unbehandelten
Kontrollzellen signifikant erhdht (Seidel, 2010)T Fhat somit einen Einfluss auf den
Komplex aus PAR-3 und PAR-6. PAR-3 und PAR-6 konmedglicherweise an den

Regulationsmechanismen der PT-vermittelten Inhiimigrder Migration beteiligt sein.

5.4.6. Einfluss der Transfektion von HBMEC mit siRNA gegen MMP-2 und
MMP-9 auf die PT-vermittelten Effekte

Die Matrix Metalloproteinasen 2 und 9 (MMP-2/-9)nkin an den Prozessen, die zur
Hemmung der Migration fuhren, beteiligt sein (Taarret al, 1999; Quarantat al, 2000).
Ob dieser Befund auch fur HBMEC zutrifft, sollterda Migrationsversuche mit Zellen
gepruft werden, die nach Transfektion mit sSiRNA eegMMP-2-/9 weniger MMP-2/-9
exprimierten als in einem parallelen Ansatz entdpade Kontrollzellen (s.4.1.2.1

u. 4.1.4). Die Abbildung 5.23 fasst die Dokumemtatder Einwanderung der Zellen in den
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zellfreien Spalt aus dem Migrationsversuch in  Former zurtickgelegten
Migrationsstrecken in Prozent zusammen. Dabei aurdie im Zeitintervall von 24 h
zuruckgelegten Wanderungsstrecken in Strecken prond8 umgerechnet und die
erhaltene Wanderungsgeschwindigkeit der unbehard&lontrolizellen zu 100% gesetzt.
Auf diesen Wert wurden die Wanderungsgeschwindigkeider Zellen, die mit PT
inkubiert, mit siRNA transfiziert (tMMP-2 und tMMRPR%owie transfiziert und mit PT
inkubiert wurden, in Bezug gesetzt. Fir diese Teki®nsversuche konnte eine Effizienz
von etwa 60% festgestellt werden (Daten nicht ggxeDiese wurde bei Bestimmung der

Wanderungsstrecken in die Berechnung einbezogen,
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Abb. 5.23: Graphische Darstellung zur Untersuchungler Beteiligung von MMP-2 und MMP-9an der
PT-vermittelten Hemmung der Migration nach Herunterregulierung der Expression der Proteine
durch Transfektion. Nach der Transfektion mit den spezifischen siRN#st.1.4) wurden 2 x PHBMEC
der verschiedenen Ansatze und unbehandelten Zeitesien Zylindern mit Medium sowie mit Medium plus
PT inkubiert (s. 4.1.2.1). Die Berechnung der Miignasstrecken erfolgte bezogen auf die Kontroleelnit
Hilfe der Aufnahmen vom zellfreien Spalt. Die eniite Transfektionseffizienz wurde bei der Auswegu

der Migrationsstrecken in die Berechnung einbezodem wurden drei unabhangige Experimente als
Dreifachansatze durchgefiihrt.

Bei den Migrationsversuchen ergibt sich fir diehhi¢ransfizierten Zellen nach
Zugabe von PT eine Hemmung von 49,1 + 1,9%. Diesfizierten Zellen zeigen fir die
Herunterregulierung von MMP-2 (tMMP-2) eine Inhikiag von 84,9 + 2,2% und nach
Zugabe von PT eine Inhibierung von 82,1 + 2,3%. di&r Transfektion mit sSIRNA gegen
MMP-9 (tMMP-9) ergeben sich eine Hemmung von 738%% ohne und 81,4 + 0,2% mit
PT. Diese Ergebnisse bestétigen den Befund eineiliBeng der MMP-2 und MMP-9 an
den Prozessen, die zur Hemmung der Migration fijhaaoh fir HBMEC (Tournieet al,
1999; Quarantat al, 2000). Beide Proteine kdnnen daher bei den Psemedie zur
Hemmung der Migration flihren, eine Rolle spielen.
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5.4.7 Einfluss des Pertussis Toxins auf die Express von PI3K und Racl

Aus vorangegangenen Untersuchungen geht hervors déie PI3K bei der
Signaltransduktion, die an der inhibierenden Wigkwon PT auf die Migration von
HBMEC beteiligt ist, eine Rolle spielen kdnnte. Balzeigten Migrationsversuche mit
Wortmannin, einem selektiven Inhibitor der PI3Knesistarke Hemmung der Migration
von HBMEC, die sich bei Koinkubation mit PT nochrstérkte (Schulte, 2007).

Die kleine GTPase Rac spielt bei der Migration ¥&fien eine wichtige Rolle, da sie
fur die Bildung der Lamellipodien, die von Wachsgfaktoren, Zytokinen und Signalen
der Extrazellularen Matrix induziert wird, erfortleh ist (Ridleyet al, 1992; Ridley und
Hall 1992; Mikiet al, 2000). Videomikroskopische Experimente zeigteags embryonale
Muskelzellen nicht migrieren kénnen, wenn Rac imdribwird (Nobes und Hall, 1999;
Knight et al, 2000). Die Aktivierung von Rac erfolgt durch dgmkinasen und G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren und ist in beiden Fallen ragigavon der Aktivitat der PI3K
(Sanderet al, 1998; Rickertet al, 2000; Royalet al, 2000), so dass diese beiden
Signalmolekile bei der Migration zusammenspielemkén.

Mit der Methode der gRT-PCR wurde der Einfluss Rartussis Toxin auf die Expression
von PI3K und Racl untersucht. Dafur wurden dieeteflir sechs Stunden mit Medium oder
mit Medium plus PT inkubiert, die Gesamt-RNA isdliand nach der cDNA-Synthese die
Expression quantitativ bestimmt (s. 3.11, 4.4.2,34u. 4.4.4). Die Abbildung 5.24 zeigt

die Expression fur die Proteine PI3K und Racl.
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Abb. 5.24: Expression von PI3K bzw. Racl in den Kdmollzellen und nach 6-stiindiger Inkubation mit
PT. Nach 6-stiindiger Inkubation mit PT wurde die GesRNA isoliert, die cDNA synthetisiert und mit der
Methode der qRT-PCR die Expression von PI3K undlRp@ntitativ bestimmt (s. 4.4.2, 4.4.3 u. 4.4Di¢
Versuche wurden mit drei unterschiedlichen cDNAdrgimal wiederholt.
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Es kann sowohl fir PI3K und als auch fir Racl b&ubation mit PT eine verringerte
Expression festgestellt werden. Fur PI3K liegt natubation der Zellen mit PT eine um
48,2% geringere Expression vor als bei den unbedtemd Kontrollzellen. Die
Transkription der mRNA von Racl ist im Vergleichr zaRNA der Kontrollzellen nach
Toxinbehandlung um 35,5% reduziert. Die Ergebnissgen einen Einfluss von PT auf

die Expression von PI3K und Racl.

5.5 Einfluss des Pertussis Toxins auf die Zellprdération

Eine effiziente Wundheilung erfordert von den Zelleine Koordination von zweli

Prozessen: der Migration und der Proliferation (@Hmauriet al, 2006). Bisher konnte ein

inhibitorischer Effekt des Pertussis Toxins auf dMigration gezeigt werden.

Vorangegangene Ergebnisse mit einem Zellproliferstassay (Firma Roche) konnten
einen Einfluss von PT auf die Proliferation von HB® ausschlie3en (Schulte, 2007).

Um nahere Aufschliisse Uber den Verlauf der Pralifen der Zellen in Echtzeit und
Uber einen langeren Zeitraum zu erhalten, wurdeEddtuss des Pertussis Toxins auf die
Zellproliferation mit Hilfe des xCELLigence Realsiie Cell Analyzer DP Instrument
analysiert. Das System misst Uber am Boden deraePbefindliche Mikroelektroden
kontinuierlich elektrische Impedanzen, die sich ka&er Proliferation der Zellen im

zeitlichen Verlauf vergrofRern und als Zellindex vBystem angegeben werden.

FUr diese Untersuchungen wurden die HBMEC in zwaienschiedlichen Zellzahlen
(3 x 10 und 6 x 10 Zellen) in 200 pl Medium und Medium plus PT in diells der
XCELLigence E-Platte 16 gegeben (s. 4.1.3.2) uedrdoliferation der Zellen in Echtzeit
dokumentiert. In der folgenden Abbildung 5.25 ist ¥erlauf der Messung in den ersten
acht Stunden dargestellt. Der vom System angegetadhiedex dient als Malf3 fir die Zahl

sich teilender und vermehrender Zellen.

Die Ansétze, in denen 6 x “Bellen verwendet wurden, weisen wie erwartet aufgrder
hoéheren Ausgangszellzahl einen gro3eren Zellindéxala die mit der geringeren Zellzahl
von 3 x 10 Zellen. Bei den verschiedenen Zellzahlen ist begabe von PT kein
Unterschied im Zellindex, der in diesem Versuch M3 fur die Proliferation dient, zu
verzeichnen. Das Pertussis Toxin nimmt somit imragesen Verlauf der Messung von acht

Stunden keinen Einfluss auf die Zellteilung und\demehrung der Zellen.
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Abb. 5.25: Graphische Darstellung der Messung zum iEfluss von PT auf die Zellproliferation von
HBMEC unter Verwendung des xCELLigence Real-Time Ck Analyzer DP Instruments. Es wurden
30.000 und 60.000 Zellen in den Wells der E-PlattBreifachbestimmungen ausgesat und mit und ofine P
inkubiert (blau: 30.000 Zellen mit Medium; tiirki30.000 Zellen mit Medium plus PT; pink: 60.000 2all

mit Medium; violett: 60.000 Zellen mit Medium pl&d). Als Kontrolle diente Medium (griin). Die Mesgun
erfolgte nach den Angaben des Herstellers (s. 2)1.Bie Graphen zeigen den Verlauf der Messung der
ersten acht Stunden.

5.6 Einfluss des Cholera Toxins auf die Migration nd Zellproliferation

Ein weiteres bakterielles Toxin neben PT, das abEnfaufgrund einer ADP-
Ribosyltransferaseaktivitat in den Zielzellen dekVilP-Spiegel erh6hen kann, ist das
Cholera Toxin (CT).

Es stellt einen Virulenzfaktor des BakteriuMibrio choleraedar und weist mit seinem
ABs-Motiv groRe strukturelle Ahnlichkeiten zum PertissEoxin auf. CT besteht wie PT
aus einer enzymatisch aktiven A-Untereinheit umete B-Oligomer, das die Anbindung
an den Rezeptor vermittelt. CT katalysiert im Gegén zu PT, das heterotrimere
inhibierende GTPasen ADP-ribosyliert, die ADP-R¥M®@sung heterotrimerer
stimulierender GTPasen und vermittelt dadurch die Aktivierung Adenylatzyklase, was
eine starke Erh6hung des intrazellularen cAMP-Sggegur Folge hat. Diese Erhéhung
des cAMP-Spiegels kann auch bei einigen Zellen ridehandlung mit PT festgestellt
werden. Vorangegangene Untersuchungen an BCECrRZd®gten jedoch nur bei
Inkubation mit CT nicht aber bei PT-Zugabe einemtliith erhohten cAMP-Spiegel
(Bruckener et al, 2003). Bei der Epithelzellinie MDCK/C7 verhé#s sich genau
gegensatzlich. Hier erhoht nur die Zugabe von PT d®VP-Spiegel (Brickenest al,
2003; Daten fur CT nicht gezeigt). In parallelenté&fsuchungen zur Permeabilisierung

von Hirnendothelzellen konnte gezeigt werden, diassCholera Toxin im Vergleich zum
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Pertussis Toxin keinen Einfluss auf die Permeailiter Zellbarriere nimmt (Brtickener
et al, 2003).

In dieser Arbeit wurde in Migrations- und Prolifecmsversuchen der Einfluss von
CT auf die Wanderung und Proliferation von HBMEQIWDCK/C7-Zellen untersucht.

5.6.1 Einfluss von CT auf die Migration von HBMEC wnd MDCK/C7

Far die manuellen Migrationsassays wurden die HBMIBE& MDCK/C7-Zellen in 48-Well-
Platten mit einem Edelstahlzylinder zur Erzeugumes definierten, zellfreien Spaltes
kultiviert (s. 4.1.2.1). Die Einwanderung der Zgllelie mit Medium oder mit Medium plus
PT [200 ng/ml] oder plus CT [1 pug/ml] inkubiert vden, in den zellfreien Raum wurde
durch Aufnahmen vom Spalt dokumentiert. Diese Dogmtation diente zur Bestimmung
der im Zeitintervall von 40 h zuriickgelegten Migpasstrecken, die hier bezogen auf die
Kontrollen, die zu 100% gesetzt wurden, dargestadiden (Abb. 5.26 u. 5.27).

Die Abbildung 5.26 zeigt die graphische Auswertdieg Effektes von PT und CT auf
die Migration vorHBMEC .
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Abb. 5.26: Graphische Darstellung der Wanderungssecken der HBMEC nach 43-stindiger
Inkubation mit PT oder CT. Es wurden 2 x 10Zellen in Medium (Kontrolle) und Medium mit PT
[200 ng/ml] oder CT [1 pg/ml] in 48-Well-Plattensgesat. Die Erzeugung eines zellfreien Spaltedgéefo
wie unter 4.1.2.1 beschrieben. Die Wanderungsstreclach 40 h wurden mit Hilfe der Aufnahmen vom
zellfreien Spalt bestimmt und bezogen auf die Kallgrin Prozent berechnet. Die Berechnung erfoigte
Dreifachbestimmung aus vier unabhéangigen Migratiersuchen. Die Ergebnisse erweisen sich nach dem
Student’s t-Test mit *p=0,027 fur PT als statigtiségnifikant und mit **p=0,006 fir CT als statsth hoch
signifikant.

Bei der Inkubation der Zellen mit PT kann eine lmérung der Migration von 47,5 + 2,8%
und bei Zugabe von CT eine von 41,7 + 5,7% im \aoyl zu den Kontrollzellen
festgestellt werden. Die Ergebnisse erweisen saa mlem Student’s t-Test mit *p=0,027

fur PT als statistisch signifikant und mit *p=0®®ir CT als statistisch hoch signifikant.



Ergebnisse 82

Die beiden Toxine zeigen sehr ahnliche Effekte did Migration von HBMEC.
Migrationsexperimente zum Einfluss von CT in eikenzentration von 200 ng/ml zeigten
die gleiche Inhibierung der Migration wie fur CT [ith/ml], was vermuten lasst, dass

dieser hemmende Effekt nicht konzentrationsabhéisgi@aten nicht gezeigt).

In der Abbildung 5.27 werden die Untersuchungen Ainfluss von PT und CT auf das
Migrationsverhalten voMDCK/C7 -Zellen graphisch dargestellt.
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Abb. 5.27: Graphische Darstellung der Wanderungssecken der MDCK/C7-Zellen nach 43-stiindiger
Inkubation mit PT oder CT. Es wurden 2 x 10Zellen in Medium (Kontrolle), in Medium mit PT
[200 ng/ml] oder in Medium mit CT [1 pg/ml] in 48-&W-Platten ausgeséat. Die Erzeugung eines zeltfreie
Spaltes erfolgte wie unter 4.1.2.1 beschrieben. \D@nderungsstrecken nach 40 h wurden mit Hilfe der
Aufnahmen vom zellfreien Spalt bestimmt und bezoger die Kontrolle in Prozent berechnet. Die
Berechnung erfolgte in Dreifachbestimmung aus dreibhangigen Migrationsversuchen. Die Ergebnisse
erweisen sich nach dem Student’s t-Test mit *p=B,fiB PT als statistisch signifikant und mit p=0 i

CT als statistisch nicht signifikant.

Die Inkubation der MDCK/C7-Zellen mit PT fuhrt ziner Inhibierung der Migration von
47,6 + 12,6%. Bei Zugabe von CT ergibt sich eingyridiiion von 111,8 + 29,7% im
Vergleich zu den Kontrollzellen mit einem Refereerivwvon 100%. Die Ergebnisse
erweisen sich nach dem Student’s t-Test mit *p=B /B PT als statistisch signifikant und
mit p=0,55 fir CT als statistisch nicht signifikailtie Migration von MDCK/C7-Zellen
wird von CT nicht beeinflusst.

Es liegen somit deutliche Unterschiede im Einfluesy CT auf die Migration einer
Endothelzelllinie (HBMEC) und einer Epithelzelllsi(MDCK/C7) vor. Unterschiede
konnten auch in der Erhéhung des cAMP-Spiegelgésstllt werde. Bei HBMEC liegt
nur bei Inkubation mit CT eine deutlich erhdhteraaellulare cAMP-Konzentration vor.
Bei MDCK/C7-Zellen erhéht sich der cAMP-Spiegel rhgi Behandlung mit PT nicht
aber bei Zugabe von CT (Bruckeratral, 2003; Daten fur CT nicht gezeigt).
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5.6.2 Einfluss von CT auf die Proliferation von HBMEC

Fir diese Untersuchungen wurdentld®MEC fur zwei Tage in 96-Well-Platten mit Medium
und mit Medium mit CT kultiviert. Der Zellprolifet@nsassay Gell Proliferation ELISA,
BrdU (colorimetrig, Roche Diagnostics, Mannheim), bei dem 5-Bromdesoxyuridin
(BrdU) anstelle von Thymidin in neu synthetisie&iBIA sich teilender Zellen eingebaut
wird, wurde nach den Angaben des Herstellers d@ftigt (s. 4.1.3.1). Die Menge des
eingebauten BrdU kann photometrisch bestimmt werded dient als Mal3 fir die
Menge neu synthetisierter DNA und somit der Anzaidh teilender Zellen. Die
Abbildung 5.28 zeigt die Auswertung der gemessdndmktionen fir die Kontrollzellen

ohne CT-Behandlung und fir die Zellen, die mit @GRubiert wurden.
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Abb. 5.28: Einfluss des Cholera Toxins auf die Zegdroliferation von HBMEC. Es wurde ein
ZellproliferationsassayQell Proliferation ELISA, BrdU(colorimetri, Roche Diagnostics, Mannheim)
durchgefiihrt, bei dem 7 x 1@ellen pro Well in einer 96-Well-Platte in 100 Medium mit und ohne CT
angezogen wurden (s. 4.1.3.1). Nach zwei Tagenlgéefalie Durchfiihrung des Versuches nach den
Angaben des Herstellers. Der Test beruht auf derbdti von BrdU anstelle von Thymidin in neu
synthetisierte DNA sich teilender Zellen. Der molawiale Antikérper Anti-BrdU-POD aus Maus bindet an
das eingebaute BrdU. Diese Komplexe kdnnen aufgraimér durch Zugabe weiterer Chemikalien
hervorgerufenen Farbreaktion mit einem im ELISA-®Rma bei 450 nm quantifiziert werden. Die
Farbentwicklung und somit die gemessenen Extinktiokorrelieren direkt mit der Menge an synthettsier
DNA und damit auch mit der Anzahl sich teilendeidl&® Die Absorptionen wurden bezogen auf die
Kontrolle berechnet. Die Berechnung erfolgte ausi dmabhéngigen Proliferationsversuchen.Die Werte
wurden bezogen auf die Kontrolle, die zu 1 gesetatde, berechnet.Die Ergebnisse weisen nach dem
Student’s t-Test keine statistische Signifikanz &ié Berechnung erfolgte in Dreifachbestimmung dres
unabhéngigen Versuchen.

Es kann kein signifikanter Unterschied der Extioktider Zellen, die mit dem Cholera
Toxin inkubiert wurden, im Vergleich zu der der Kianllzellen festgestellt werden. Die
Ergebnisse weisen nach dem Student’'s t-Test kdmtstsche Signifikanz auf. Das
Cholera Toxin hat demzufolge keinen Einfluss aef Elioliferation von HBMEC, was den

Ergebnissen zum Einfluss von PT auf die Proliferation HBMEC entspricht.
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5.6.3 Einfluss von CT auf die Proliferation von MDWd/C7

Zur Untersuchung zum Einfluss von CT auf die Pesétion vonMDCK/C7 -Zellen
wurden 7 x 16Zellen fiir zwei Tage in 96-Well-Platten mit Mediumd mit Medium plus
CT kultiviert und anschlie3end ein Zellproliferatgassay von Roche nach Angaben des
Herstellers durchgefihrt (s. 4.1.3.1 u. 5.6.2).

Die Abbildung 5.29 zeigt die Auswertung der gemesse Extinktionen fur die
unbehandelten Kontrollzellen und fir die Zellene anit CT inkubiert wurden. Dabei
wurden die Werte der PT-behandelten Zellen aufWdexte der Kontrollzellen, die zu 1

gesetzt wurden, bezogen.
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Abb. 5.29: Einfluss des Cholera Toxins auf die Zgoliferation von MDCK/C7. Fir den
Zellproliferationsassay (Cell Proliferation ELISABrdU (colorimetric), Roche Diagnostics, Mannheim)
wurden 7 x 16 Zellen pro Well in einer 96-Well-Platte in 100 Medium mit und ohne CT [1 pg/ml]
angezogen (s. 4.1.3.1). Nach zwei Tagen erfolgteDdirchfilhrung des Versuches nach den Angaben des
Herstellers. Der Test beruht auf den Einbau vorlBadstelle von Thymidin in neu synthetisierte DNghs
teilender Zellen. Der monoklonale Antikdrper AntieBJ)-POD aus Maus bindet an das eingebaute BrdU.
Diese Komplexe kdnnen aufgrund einer durch Zugabiever Chemikalien hervorgerufenen Farbreaktion
mit einem im ELISA-Reader bei 450 nm quantifizieverden. Die Farbentwicklung und somit die
gemessenen Extinktionen korrelieren direkt mit Bienge an synthetisierter DNA und damit auch mit der
Anzahl sich teilender Zellen. Die Absorptionen wemdbezogen auf die Kontrolle berechnet. Die
Berechnung erfolgte aus drei unabhéngigen Proliersversuchen.Die Werte wurden bezogen auf die
Kontrolle, die zu 1 gesetzt wurde, berechnet. DigebBnisse weisen nach dem Student’s t-Test keine
statistische Signifikanz auf. Die Berechnung et®lgn Dreifachbestimmung aus drei unabhangigen
Versuchen.

Die mit CT-inkubierten MDCK/C7-Zellen zeigen nurnei geringfligig niedrigere
Absorption als die Kontrollzellen. Das Cholera Toxhat bei Einbeziehung der
Standardabweichung einen nur sehr geringen oder kgamen Einfluss auf die
Zellproliferation der MDCK/C7. Die Ergebnisse waiseach dem Student’s t-Test keine
statistische Signifikanz auf. Auch in seiner Wirguauf die Proliferation von epithelialen

MDCK/C7-Zellen entspricht das Cholera Toxin der Bertussis Toxins.
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5.7 Einfluss von Brefeldin A auf die Migration undProliferation

Neuere Untersuchungen bestétigten die Notwendiglegiendozytotischen Aufnahme und
des retrograden Transports des PT entlang destee&cben Weges vor der Abgabe der
S1-Untereinheit ins Zytoplasma (El Bagtal, 1997; Veitheret al, 2000). PT wurde in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen in endozytbésc Kompartimenten nachge-
wiesen und die Passage durch den Golgi-Apparat (@) wichtiger Schritt zur
Intoxikation beschrieben. Brefeldin A (BFA) indugtieinter anderem den Zusammenbruch
des Golgi-Apparates, womit der retrograde TransyEgtvon der Plasmamembran zum
Endoplasmatischen Retikulum gestort wird. Die Atima des Toxins bis hin zum
Erreichen seiner Zielproteine sind bisher jedochumzureichend verstanden.

Die Behandlung von CHO- und HIT-T15-Zellen mit BleBfockierte die PT-vermittelte
ADP-Ribosylierung der @&Untereinheiten vollstdndig, wohingegen diese b&tAB
resistenten MDCK-Zellen nicht beeinflusst wurde Bayaet al, 1997).

5.7.1 Einfluss von BFA auf die Migration

In manuellen Migrationsexperimenten wurden die eyddaschen Zelllinien HBMEC und
MDCK/C7 in 48-Well-Platten unter Erzeugung eineslifien Spaltes Kkultiviert
(s. 4.1.2.1). Die Zellen wurden in An- und Abweseihhvon PT [200 ng/ml], BFA
[1 pg/ml] sowie PT und BFA in einem Ansatz kultitieind die Einwanderung in den
zellfreien Spalt mikroskopisch verfolgt und dokurtiert. Die nach 43 h gemessene
Wanderung wurde in Bezug zur Kontrolle in Prozesrelshnet.

In der Abbildung 5.30 ist das Ergebnis der Mignasiexperimente graphisch dargestellt.
Bei der Inkubation deHBMEC mit PT kann eine Inhibierung der Migration von 3%,
2,8%, bei Zugabe von BFA eine von 80,3 + 6,5% ueidgleichzeitiger Inkubation mit PT
und BFA eine Hemmung von 82,8 = 2,8% im Vergleichden Kontrollzellen festgestellt
werden. Die Ergebnisse erweisen sich nach dem @&tadeTest mit **p=0,0017 fur PT
und **p=0,0022 fur BFA als statistisch hoch sigkéint und mit ***p=0,0002 fur PT und
BFA als statistisch hochst signifikant.
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Abb. 5.30: Graphische Darstellung der Wanderungsstcken der HBMEC und MDCK/C7 nach
43-stiindiger Inkubation mit PT, BFA sowie PT und BFA. Es wurden 2 x TZellen in Medium (Kontrolle),

in Medium mit PT [200 ng/ml], in Medium mit BFA [jig/ml] und in Medium mit PT und BFA gemeinsam in
48-Well-Platten ausgesat. Die Erzeugung einesreiif Spaltes erfolgte wie unter 4.1.2.1 beschriebée
Wanderungsstrecken nach 43 h wurden mit Hilfe dgnahmen vom zellfreien Spalt bestimmt und bezogen
auf die Kontrolle in Prozent berechnet. Die Beresitnerfolgte aus drei unabhéngigen Migrationsvérsnc
Die Ergebnisse fur HBMEC erweisen sich nach demd&itls t-Test mit **p=0,0017 fur PT und
**p=0,0022 fiur BFA als statistisch hoch signifikanhd mit ***p=0,0002 fir PT und BFA als statistisch
hdchst signifikant. Die Ergebnisse fur die MDCK/Z&Hen erweisen sich nach dem Student’s t-Test mit

*p=0,033 fir PT als statistisch signifikant. Fir BRund PT plus BFA zeigt sich keine statistische
Signifikanz.

Fur dieMDCK/C7-Zellen ergibt sich ein anderes Bild. Bei Inkubation milt Wurde eine
Hemmung von 52,4 + 12,5% gemessen. Bei Zugabe WA Bird im Vergleich zur
Kontrolle eine um 7,3 + 13,8% erhdhte Migrationegrht. Bei gleichzeitiger Inkubation
mit PT und BFA ist die Migration um 28,5 = 15,8%hibiert. Die Ergebnisse erweisen
sich nach dem Student’s t-Test mit *p=0,033 fur &3 statistisch signifikant. Fir BFA
und PT plus BFA zeigt sich keine statistische Siigainz.

Diese Untersuchungen zum Einfluss von BFA auf digrion von HBMEC und
MDCK/C7-Zellen zeigen nur fur die Endothelzellerchti aber fur die Epithelzellen eine
Inhibierung der Migration.

5.7.2 Einfluss von BFA auf die Proliferation

Zur Untersuchung des Einflusses von BFA auf didpZeliferation von HBMEC bzw.
MDCK/C7-Zellen wurden 7 x T0Zellen fiir zwei Tage in 96-Well-Platten mit undneh
BFA kultiviert. AnschlieBend wurde ein Proliferatgassay von Roche nach den Angaben
des Herstellers durchgefihrt (s. 4.1.3.1).

Fur dieHBMEC konnte bei Inkubation mit BFA praktisch keine Heohtion der Zellen
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Diesegehnis deutet darauf hin, dass BFA mit
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seiner Wirkung auf den GA bei HBMEC die ProzesseZaditeilung und der Vermehrung
stark beeinflusst.

In der folgenden Abbildung 5.31 werden die Ergedmisles Proliferationsassays der
MDCK/C7-Zellen bei Inkubation mit BFA graphisch zusammdagst. Fir diese
Darstellung wurde die gemessene Extinktion der Kidlzellen zu 1 gesetzt und dazu die
Extinktionswerte des Ansatzes der MDCK/C7-Zeller wohit BFA inkubiert wurden, in
Bezug gesetzt. Die Ergebnisse zeigen nach dem @isideTest keine statistische

Signifikanz.
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Abb. 5.31: Einfluss von BFA auf die Zellproliferaton von MDCK/C7-Zellen. Fur den
Zellproliferationsassay (Cell Proliferation ELISABrdU (colorimetric), Roche Diagnostics, Mannheim)
wurden 7 x 16 Zellen pro Well in einer 96-Well-Platte in 100 Medium mit und ohne BFA [1 pg/ml]
angezogen (s. 4.1.3.1). Nach zwei Tagen erfolgteDdirchfilhrung des Versuches nach den Angaben des
Herstellers. Der Test beruht auf den Einbau vorlBadstelle von Thymidin in neu synthetisierte DNghs
teilender Zellen. Der monoklonale Antikdrper AntieRJ)-POD aus Maus bindet an das eingebaute BrdU.
Diese Komplexe k&nnen nach Zugabe weiterer Reagenzufgrund einer dabei hervorgerufenen
Farbreaktion im ELISA-Reader bei 450 nm quantifiziezwerden. Die Farbentwicklung und somit die
gemessenen Extinktionen korrelieren direkt mit Bienge an synthetisierter DNA und damit auch mit der
Anzahl sich teilender Zellen. Die Absorptionen wemdbezogen auf die Kontrolle berechnet. Die
Berechnung erfolgte aus drei unabhangigen Prolitersversuchen. Die Werte wurden bezogen auf die
Kontrolle, die zu 1 gesetzt wurde, berechnet. DigebBnisse zeigen nach dem Student’'s t-Test keine
statistische Signifikanz.

Bei Inkubation der MDCK/C7-Zellen mit BFA ist einleicht verstarkte Proliferation
imVergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen etkennen. Diese ist aber bei
Einbeziehung der Standardabweichung zu vernacgissi
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6 Diskussion

Das Pertussis Toxin (PT) spielt fur die Pathogenessn Keuchhusten als
Hauptvirulenzfaktor des human-pathogenen Erreg@8srdetella pertussis eine
entscheidende Rolle (Weiss und Hewlett, 1986). Dalderielle Exotoxin entspricht in
seinem Aufbau einer typischen ABtruktur mit einer enzymatisch aktiven A-Untereibth
die die ADP-Ribosylierung des-Untereinheiten inhibitorischer G-Proteine verntitteind
einem B-Oligomer, das die Anbindung des Toxins iarZiklzelle ermdglicht (Tamuret al,
1983). Diese Modifizierung der dGUntereinheiten durch das Toxin zeigt Auswirkungen

auf verschiedene Signaltransduktionswege in dde Qdlestet al, 1985).

6.1 Einfluss des Pertussis Toxins auf die Migratiomon Zellen

Der Prozess der Zellmigration stellt einen sehrhiigen Aspekt fur die Entwicklung
mehrzelliger Organismen dar (Weijer C. J., 2009k Bligration von Zellen spielt bei
komplexen Vorgangen wie der Embryonalentwicklungy, Wanderung von Immunzellen
bei der Immunantwort und der Wundheilung von veth Gewebe wie z.B. Blutgefal3en
eine bedeutende Rolle (Pollaet al, 2000). Infektionen mit Bakterien fihren héaufig z
einem verzogerten Schlielen einer Wunde. Diesdiatte Wundheilung kann auf hohe
Bakterienzahlen in den verletzten Geweben odeeig Sekretion von Toxinen vor dem
Eindringen der Bakterien in das Gewebe zurickgefidlerden (Ovington, 2003). In der
vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des \Brpertussisezernierten Pertussis Toxins

auf die Migration der humanen HirnendothelzellenNHBC untersucht.

6.1.1 Inhibierung der Migration von HBMEC durch Pertussis Toxin

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Dokumentation Kliggration von Zellen zwei
unterschiedliche Untersuchungsmethoden verwendeh &nen wurden daflir manuelle
Migrationsexperimente, bei denen mit einem Stegselene Edelstahlzylinder zur
Erzeugung eines definierten zellfreien Spaltesesatyt wurden, durchgefiihrt. Zum anderen
dienten automatisierte Echtzeitmessungen mit deLk@ence System Real-Time Cell
Analyzer DP Instrument der Firma Roche zur Bestimgnder Wanderungsfahigkeit der

Zellen.
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In den durchgefihrten Untersuchungen ergibt sich bder Verwendung der
Edelstahlzylinder eine Hemmung der Zellwanderungeaiwa 40% (s. Abb. 5.1 und 5.2)
und bei der Echtzeitmessung eine Reduktion deraflgn um etwa 50% (s. Abb. 5.3 und
5.4). Diese Abweichungen der Inhibierung kdnnendiefunterschiedlichen Bedingungen
und Messgenauigkeiten einer manuellen und autoldéis Methode zurtickgefuhrt
werden. FuUr beide Untersuchungsmethoden zeigte jgidoch eine Inhibierung der
Migration von humanen zerebralen mikrovaskularedddmelzellen (HBMEC) bei Zugabe
des Pertussis Toxins in einer Konzentration von@génl im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen. Weitere Migrationsexperimente zeigt dass PT die Migration der
HBMEC nicht vollstandig blockiert, sondern die Eiderung der Zellen deutlich
verlangsamt. Nach etwa 72 Stunden ist der zellfRaem durch einen PT-behandelten
Zellrasen wieder vollstandig geschlossen. PT vgdamt oder blockiert vermutlich einige
fur die Migration der Zellen essentielle Reaktion@mcht vollstandig, aber mit
inhibierenden Auswirkungen.

Weitere Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeitteeigine direkte Korrelation
zwischen der Inhibierung der Migration und der esgfzten Konzentration des PT. Die
Hemmung nimmt mit geringer werdenden Konzentratiodes Toxins von 1 pg/ml bis
10 ng/ml ab (s. Abb. 5.5). Bei 10 ng/ml ist die Redrung mit 17,5% eher gering. Bei
100 ng/ml betragt die Inhibierung 45% und bei 2@0m 50%. Die Zellen weisen zwar
mit 60% bei der hochsten verwendeten Konzentratierstarkste Hemmung im Vergleich
zu den unbehandelten Kontrollzellen auf, behaltbar anoch ihre Migrationsfahigkeit.
Ahnliche Konzentrationsabhangigkeiten wurden irnéni@én Untersuchungen zum Einfluss
des Toxins auf die Permeabilitdt und den transémtiaten Widerstand eines zerebralen
Endothelzelllayers beobachtet. Dabei waren diekigfeiner erhbhten Permeabilitat und
eines niedrigen transendothelialen WiderstandeKbazentrationen zwischen 10 ng/ml
und 200 ng/ml am grof3ten (Bruckereal, 2003).

Das Pertussis Toxin verfugt Uber einesABruktur bestehend aus der A-Untereinheit mit
einer ADP-Ribosyltransferaseaktivitat und dem eratysch inaktiven B-Oligomer. Der
PT-vermittelte Effekt auf die Migration von HBMECetuht ausschlie3lich auf der
enzymatischen Aktivitat der A-Untereinheit, da Usteehungen mit dem B-Oligomer mit
200 ng/ml keine statistisch signifikante HemmungMeration zeigten (Schulte, 2007).
Die A-Untereinheit ist auch fur die Erh6hung derrReabilitédt und die Abnahme
des transendothelialen Widerstandes von HBMEC weratiich (Briickeneret al, 2003;
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Kigler et al, 2007). Das B-Oligomer vermittelt bei den gezeigEffekten offenbar nur
die Anbindung des Toxins an die Zielzelle.

Die S1-Untereinheit des Pertussis Toxins ADP-riliesy die a-Untereinheiten
heterotrimerer inhibitorischer G-Proteine. Durclesdi Modifikation wird die Interaktion
der heterotrimeren inhibitorischen G-Proteine tiem Rezeptor unterbunden und so ihre
Aktivierung verhindert (Westt al, 1985; Conkliret al, 1993). Heterotrimere G-Proteine
wurden in der Literatur stets als membranstandgghgeben. In den letzten Jahren wurde
aber die Lokalisation mehrereroa@ntereinheiten innerhalb deight junctions (TJ)
kultivierter Epithelzellen gezeigt (Denket al, 1996a; Sahat al, 1998). Zudem scheint
Gai.2 wichtig fur die Entwicklung und Aufrechterhaltumgn TJ in Epithelzellen zu sein
(Denker und Nigam, 1998; Sahet al, 1998). Weiterhin konnte die Lokalisation
verschiedener G-Proteinuntereinheiten an den Mamebrantrazellularer Organellen wie
dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) und des Gugiarates (GA) dokumentiert
werden (Stowet al, 1991; Denkeret al, 1996b). Auch in Endothelzellen wurdeyG
mittlerweile innerhalb der TJ-Region nachgewiesBacker, 2007). Die Effekte von PT
auf die Gx-Untereinheiten der heterotrimeren inhibierendeRr@teine kdnnten demnach
eine Veranderung der Entwicklung und Aufrechtedradt von TJ auslosen, das einen
Einfluss auf die Migration der Zellen annehmentligda die Zellkontakte nicht mehr intakt
sind und infolgedessen eine kollektive Migratiosatwert wird.

Gleichzeitig fuhrt die ADP-Ribosylierung dea-Untereinheiten heterotrimerer
inhibitorischer G-Proteine zu einer Aktivierung adeembranstandigen Adenylatzyklase, was
in manchen Zelltypen zu einem unkontrollierten Aetgsdes intrazellularen cAMP-Spiegels
fuhrt (Katada und Ui, 1982a, b; Briuckeredral, 2003). Fur Hirnendothelzellen wie z.B.
den HBMEC konnte bei einer Inkubation mit PT dieG#ekt einer deutlichen Erhéhung
des cAMP-Spiegels nicht bestatigt werden (Brickegteal, 2003). Ein Anstieg des
intrazellularen cAMPs wurde jedoch fur epitheliBM®CK/C7-Zellen gezeigt (Daten nicht
gezeigt). Diese durch die ADP-Ribosylierung hereoujenen Veranderungen kdnnen sich
auf einige Signalmolekille und somit auf einige &lgansduktionswege in der Zelle
auswirken, was ebenfalls einen inhibierenden Effakt die Wanderung der Zellen
ausuben kann.

Nach einein vitro Verwundung wird die Migration von Endothelzellegrschiedener
Spezies durch die Zugabe exogener Wachstumsfakivierdem Epidermiswachstums-
faktor (EGF, epidermal growth factgr und dem Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF,
fibroblast growth factoy angeregt. Diese Stimulierung der ZellwanderungcldFGF-2
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wird durch PT-sensitive GTP-bindende Proteine veethi Die ADP-Ribosylierung dieser
G-Proteine durch PT stort die durch die Wachstuktgfan vermittelte Stimulierung, was
in der Folge zu einer Inhibierung der Migration d&len fihrt (Riecket al, 2001). Bei
der gerichteten Migration von Keimzellen des Zerdfes sind inhibitorische G-Proteine
ebenfalls von essentieller Bedeutung (Dumsteil, 2004).

Die Auswirkungen der PT-vermittelten ADP-Ribosyirg der &-Untereinheiten
auf einige Signalmolekile und Regulationswege kidntie Ursache fir die beobachtete
Hemmung der Migrationsfahigkeit der HBMEC und wedte untersuchter Zellen

darstellen.

6.1.2 Einfluss des Pertussis Toxins auf die Migrain anderer Zelltypen

Bisher wurde in Vorarbeiten der inhibierende Effelds PT bei der Migration von
Hirnendothelzellen aufgeklart (Schulte, 2007). Zimtersuchung, ob die PT-vermittelte
Inhibierung der Migration von HBMEC zelllinienspégch ist oder auch bei weiteren
Zelllinien auftritt, wurden Migrationsstudien zumnBuss von PT mit Zelllinien, die sich
in einigen Eigenschaften und ihrem Ursprung untaten, durchgefihrt. Es wurden
hCMEC/D3 als weitere humane Hirnendothelzelllinld373MG als eine humane
Glioblastomzelllinie, MDCK/C7 als epitheliale Zaeflle aus dem Hund und A549-Zellen
aus humanem Bronchialkarzinomgewebe mit typischthelglen Eigenschaften
verwendet. Dabei zeigte sich auch fur die vier \ergeten Zelllinien eine Hemmung der
Migration bei Zugabe von PT. Fir die Hirnendothilimee hCMEC/D3 ergibt sich eine
Inhibierung um 59%, fir die U373MG-Zellen eine Rktilon der Migration um 54%, fur
die epitheliale Zelllinie MDCK/C7 eine Inhibierungn 47% und fur die A549-Zellen eine
Hemmung um 49%. Die Inhibierung der Migration dufReh verlauft bei allen Zelllinien
ahnlich stark.

Der PT-vermittelte Effekt auf die Migration trittowohl bei Endothel- als auch
Epithelzellen auf und ist offenbar nicht zelllinggezifisch fur Hirnendothelzellen wie
HBMEC. Dieses Ergebnis stellt einen Unterschied dam Effekten des PT auf die
Permeabilisierung dar. Dabei konnte fur einen Layes epithelialefPlexus chorioideus
Zellen der Blut-Liquor-Schranke im Gegensatz zwnklirdothelzellen keine Erhéhung der
Permeabilitdt nach einer Inkubation mit PT festgiistverden (Bruckeneet al, 2003).
Diese Befunde sind besonders interessant, da afiglichen Zielproteine in allen
untersuchten Zelltypen von PT innerhalb von etw@ f#in vollstandig ADP-ribosyliert

werden (El Bayét al, 1997). Eine vollstandige ADP-Ribosylierung kanmtuch fir die
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Gui2- und Guiz-Untereinheiten inhibitorischer G-Proteine, die mflafls auch an den
Membranen intrazellularer Organellen lokalisiertdsiin epithelialerPlexus chorioideus
Zellen, in HBMEC und in MDCK/C7-Zellen gezeigt werd (Briickeneret al, 2003;
Kugleret al, 2007; Schulte, 2007; Bocker, 2007).

Diese Resultate deuten darauf hin, dass die gémétemmmung der Migration, die bei
Endothel- und Epithelzellen auftritt, und die Erbdg der Permeabilitdt endothelialer
Zelllayer auf verschiedenen Signaltransduktionswegemit  unterschiedlichen

Regulationsmechanismen beruhen.

6.1.3 Einfluss von PT auf Signaltransduktionswege

Um Aufschlisse zu erhalten, welche Signaltransdukivege an der Hemmung der
Migration durch das Pertussis Toxin und an den reokgedlichen Effekten auf die
Permeabilisierung und Migration bei Endothel- urgitlelzellen beteiligt sein kénnen,
wurde zunachst der Einfluss einer Inhibierung bAktivierung verschiedener Proteine
auf das Wanderungsverhalten von HBMEC betrachgewiiden folgende Proteine, denen
eine Beteiligung an den Wanderungsprozessen zuggseh wird (vgl. 2.3.3), naher
untersucht: di€roteinkinase Cmit H-7 als selektivem Inhibitor und Phorbol-12-syat-
13-acetat (PMA) als Aktivator, did’roteinkinase A mit H-89 als Inhibitor, die
Phospholipase Cmit U-73122 als Inhibitor und diAdenylatzyklase mit Cholera Toxin
als Aktivator. Frihere Ergebnisse zeigten eine Riedung des PT-induzierten Effektes
auf die Permeabilisierung eines BCEC-Monolayerggbechzeitiger Aktivierung der PKC
durch PMA. Cholera Toxin hingegen bewirkte keinerdrelerungen der Permeabilitat
eines BCEC-Monolayers, was einen Unterschied zumERSkt einer erhdhten
Permeabilisierung darstellt (Briickener al, 2003). CT I6st in Hirnendothelzellen im
Vergleich zu PT eine Zunahme des intrazellularenMBASpiegels aus, was die
unterschiedlichen Effekte der Toxine erklaren kéBwiickeneret al, 2003)

Die Migrationsuntersuchungen unter Verwendung delektven Inhibitors H-7 der
Proteinkinase Czeigten mit 79% eine deutliche Inhibierung der Mtgpn von HBMEC.

Dieser Effekt veranderte sich nicht bei gleichpeiti Koinkubation mit PT und H-7
(s. Abb. 5.8). Dieses Ergebnis deutet darauf heissdH-7 mit der PKC einen moglichen
Angriffspunkt fir das Pertussis Toxin oder einigeotBine der Signalweiterleitung
ausschaltet. Da der Migrationsprozess sehr kompkx und ein koordiniertes

Zusammenspiel vieler verschiedener Proteine erfgrdeirde die Migration der HBMEC
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bei Inhibierung eines beteiligten Proteins wahrsdleh nicht unbedingt vollstandig
blockiert.

Der Aktivator PMA der Proteinkinase C stimulier@sdVanderungsverhalten, was zu
einer verstarkten Migration um 60% im Vergleich dan Kontrollzellen fihrte. Bei
Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) vergringine Inhibierung der PKC
durch Chelerythrin die Fahigkeit sich anzuheftan proliferieren und zu migrieren. Eine
Herunterregulierung der PKC durch Zugabe eines [iRhesters reduziert ebenfalls die
Anheftung und Migration der Zellen, zeigt jedochinen Effekt auf deren Verteilung
(Kent, 1995). Die Aktivierung von PKC durch PMA éttt die Anheftung, Verbreitung
und Migration von HUVEC. Western Blot-Analysen v&tUVECS, in denen die PKC
herunterreguliert wurde, zeigten eine stark redteigxpression der PKC-Isoformerund
g, was ihre Beteiligung an den Anheftungs- und Migresprozessen vermuten lasst
(Kent, 1995). Die gezeigten Ergebnisse kdnnen etiaweis darauf geben, dass die PKC
an den Signaltransduktionswegen der Migration vamethdothelzellen beteiligt ist. Ein
ahnlicher Effekt erschlief3t sich aus dem Einfluss thhibitors und Aktivators der PKC
auf die Permeabilisierung. Eine Inhibierung mit Hialirte zu einer drastischen Erhéhung
des PT-vermittelten Effektes, d. h. die Permeabiliter BCEC-Monolayer fur HRP stieg
weiter an (Brickeneet al, 2003). Im Gegensatz dazu zeigte eine Aktivierdag PKC
durch PMA eine starke Verringerung der PT-indueiererhohten Permeabilitdt und somit
eine fast vollstandige Aufhebung des PT-induzieBE#ekts auf den Monolayer.

In humanen zerebralen Endothelzellen werden voretidmekannten PKC-Isoformen
nur die Isoformen, d, € und exprimiert. Diese Isoformen kdnnen von Phosphktidsitol-
3,4,5-triphosphat (PIP3), einem Produkt Baosphatidylinositol 3-Kinase(PI13K), aktiviert
werden. Ebenso wie die Inhibierung der PKC zeigighadie Inhibierung der PI3K durch
Wortmannin einen Effekt auf die Migration von HBMEDabei wird die Migration von
HBMEC bei Inkubation mit PT um 41% und bei Zugabsn WVortmannin um 64%
gehemmt. Eine gleichzeitige Koinkubation der Zelteiht PT und Wortmannin erhéht den
inhibitorischen Effekt auf 78%. Die Ergebnisse drebntersuchungen lassen vermuten,
dass die PI3K in die Signaltransduktionswege derv&mittelten Inhibierung der
Migration involviert ist (Schulte, 2007). Im Zebisth werden funktionale PI3K fir eine
optimale Migration der Keimzellen bendtigt, da den Zellen Beweglichkeit vermitteln.
Eine Inhibierung der PI3K resultiert in einer veidggamten Migration der Keimzellen, was
mit einer untypischen Zellmorphologie und eineruadrten Filopodienstabilitat korreliert

(Dumstrei et al, 2004). Eine Aktivierung des PI3K-Signalweges rtéhbei primaren
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Astrozyten aus Ratten zu einer Reorganisation dkBnZytoskeletts und zu einer
Migration der Astrozyten (Machideet al, 2000). Welcher Effektor der PI3K die
Aktivierung der Aktinpolymerisation vermittelt, diir die Migration notwendig ist,
konnte bislang nicht geklart werden (Prietoal, 2007).

In der Literatur wird eine maogliche rezeptorvermiige Aktivierung dety-Isoform der
PI3K durch diefy-Untereinheit heterotrimerer G-Proteine beschriezendenen auch PT
sensitive G-Proteine wie jGzéhlen (Lopez-llasacaet al, 1997; Vanhaesebroeck
et al, 1997; Murgaet al, 1998; Takedat al, 1999). Die S1-Untereinheit des Pertussis
Toxins vermittelt die ADP-Ribosylierung dero-Untereinheiten heterotrimerer
inhibitorischer G-Proteine und damit die Entkopgutieser G-Proteine vom Rezeptor,
was wiederum die Dissoziation désKomplexes blockiert. Dieser liegt demzufolge nicht
frei vor, so dass die PI3K und auch die PKC, atshrengiges Enzym der PI3K (Fareste
al., 1997), nicht aktiviert werden kdonnen. Mit der thiede der qRT-PCR wurde der
Einfluss des Pertussis Toxins auf die mRNA Trampglon von PI3K in HBMEC
untersucht und dabei eine Verringerung der Trapskn um etwa 50% festgestellt
(s. Abb. 5.24). Dieses Ergebnis bestétigt, dass Regussis Toxin die PI3K direkt
beeinflusst. Es gibt also offensichtlich einen tatprischen Zusammenhang zwischen
dem Pertussis Toxin, der PI3K und der PKC.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde die Betpilng der verschiedenen in humanen
zerebralen Endothelzellen vorkommendeKC-lsoformen a, 6, € und { an den PT-
vermittelten Effekten auf die Migration von Hirnesbelzellen untersucht.
Immunfluoreszenzanalysen zur Lokalisierung derdsaen der PKC in migrierenden
Zellen zeigten fir diea- und C-Isoformen eine verstarkte Akkumulation an den
Zellrandern, die zum zellfreien Raum und somitim Richtung der Migration weisen, die
in den Zellen aus dem konfluenten Zelllayer nicht lzeobachten war (s. Abb. 5.12
u. 5.13). Diese Akkumulationen im Leitsaum migrieter Zellen deuten auf eine
Beteiligung dieser Proteine an der Migration hin. den Immunfluoreszenzanalysen
konnten jedoch keine Unterschiede in der Lokalsatier Isoformen bei Zugabe von PT
beobachtet werden. Fur die Isoforménund ¢ konnten keine Differenzen in der
Lokalisierung in den Zellen im Zelllayer und im tsaum festgestellt werden.

Weitere Aufschliisse zur Beteiligung der und {-Untereinheiten an dem von PT
beeinflussten Signaltransduktionsweg sollten Tekiginsanalysen mit spezifischer
siRNA ermoglichen. Diese Untersuchungen zeigter starke Inhibierung der Migration

bei Herunterregulierung der und {-Isoformen. (s. Abb. 5.18). Die starke Reduzierung
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der Migration nach Transfektion intensivierte sighiter, wenn die Zellen zusatzlich mit
PT inkubiert wurden. Die beschriebene Inhibierustgoei den Ansatzen mit sSiRNA gegen
PKCa mit 85% und gleichzeitiger Zugabe von PT mit 94éfirgflgig groRer als die der
Ansatze, in denen PKCherunterreguliert wurde. Hier ergibt sich eineilbidrung von
66% ohne PT-Zugabe und eine von 83% nach PT-BelmagdlUntersuchungen zur
Transfektionseffizienz zeigten, dass bei der Tmktsdn nicht die Expression aller
Proteine herabgesetzt werden konnte, da nichZallen die sSiRNA aufgenommen haben.
Die bestimmte Transfektionseffizienz von 50% fir GKund PK{ wurde bei der
Zusammenstellung der Ergebnisse in die graphiselist&liung einbezogen (s. Abb. 5.18).
Bei einem moglichen direkten Einfluss von PT awd BiKC-Isoformen kann die weitere
Reduzierung der Migration der transfizierten Zellesi Zugabe von PT mit der nicht
100%-igen Transfektionsrate erklart werden. Eineeitaven Grund fiur die starkere
Hemmung bei Inkubation mit PT stellt der genergkeeigte PT-vermittelte Effekt auf die
Migration durch den Einfluss des Toxins auf weit&ignalproteine, die ebenfalls am
Migrationsprozess beteiligt sein konnen, dar (\lL). Die Transfektionsrate von etwa
50% erklart auch die noch schwachen Banden in dansfektiosansatzen im Western
Blot und die noch vorliegende geringe mRNA Trarstkon in der gRT-PCR (s. Abb. 5.14
u. 5.15). Diesen Ergebnissen zufolge konnen diddpePKC Isoformem und { an den
Signaltransduktionswegen, die zur Hemmung der Mignélhren, beteiligt sein.

Ein Einfluss von PK@ und PKC auf die Proliferation von HBMEC konnte
ausgeschlossen werden (s. Abb. 5.19). Studien avB@3 beschreiben PKC als
notwendige Komponente am Signaltransduktionsweg Mégration, Adhasion und
Angiogenese. Sie zeigen bei einer Verringerung Hgpression von PK& durch
Transfektion mit einem spezifischen Oligonukleotithe Hemmung der Migration von
64% (Wareet al, 2002). PKG lasst nach Herunterregulierung durch Transfekaore
Inhibierung der Migration von Mausmelanomzellenesnken (Rotenberet al, 2001) und
erfullt offenbar eine notwendige Funktion im Prazeker Migration von Makrophagen
(Zhanget al., 2009).

Frihere Ergebnisse lassen bereits eine Beteiligtomg PKGy und PKQE an der
PT-induzierten Wirkung auf die Permeabilisierungnweten. In der Literatur wird eine
Beteiligung von PK@ an der Regulation der Permeabilitit und der Zali&kte
beschrieben (Fasared al, 1995; Rossort al, 1997). Dabei wurde ein Zusammenhang
der transienten Zunahme deght junctionPermeabilitdt mit der Herunterregulierung von
PKCa hergestellt (Clarket. al 2000).



Diskussion 96

In vorangegangenen Untersuchungen wird bei Toxiabdlung die Expression
der a-Isoform reduziert und eine Umverteilung des memsté@ndigen Proteins in das
Zytosol bewirkt (Bécker, 2007). In der Literatur mle ein Zusammenhang der transienten
Zunahme der TJ-Permeabilitdt mit der Herunterregulig von PKG hergestellt (Clarke
et al 2000). Es konnte jedoch noch keine Erklarungdiér veranderte Lokalisation der
PKCa in das Zytosol nach PT-Inkubation gefunden weréem.PKC hingegen wird unter
PT-Einfluss die Umverteilung von einer eher zytasilen zu einer membranstandigen
Lokalisation beobachtet. Zudem wird die Expressi@ser PKC-Isoform bei Inkubation
mit PT hochreguliert (Bocker, 2007). Dieser Befiamdspricht Ergebnissen, die bei EPEC-
(enteropathogeneEscherichia col Infektionen in Epithelzellen beobachtet wurden
(Tomsonet al, 2004; Zyreket al, 2007). Die PT-induzierten Effekte auf die Exgiea
und die Lokalisation der beiden PKC-Isoformen deuém, dass diese in den Zellen
unterschiedliche Funktionen erfillen. Im Migratiprazess konnte die Reduzierung der
MRNA Transkription von PK& bei Zugabe von PT zu den gezeigten Ergebnissean ein
Hemmung der Migration nach HerunterregulierungEbgoression durch Transfektion mit
SsiRNA Ubereinstimmen. PKd& kann nach diesen Befunden eines der Signalproteine
darstellen, auf das PT einen direkten Einfluss tnatl, das am PT-vermittelten Effekt auf
die Migration beteiligt ist. Wie der beschrieben@afltiss von PT einer Hochregulierung
der mRNA Transkription von PKCsich auf die Migration auswirkt, konnte nicht gkl
werden und musste noch naher untersucht werdenrefyulatorischer Ebene zeigen sich

bei Toxinbehandlung unterschiedliche Effekte aefiExpression der Isoformenundc.

Die Inhibierung derPhospholipase C (PLC) sollte weitere Aufschlisse tber eine
Beteiligung des Proteins am PT-vermittelten EffektMigrationsprozess liefern. Die PLC
bildet neben Inositoltriphosphat das Diacylglycedds alle PKC-Isoformen bis afifund
A aktiviert. Migrationsversuche mit dem PLC-spetzifisn Inhibitor U-73122 zeigten mit
70% eine starke Hemmung der Wanderung von HBMEC \ergleich zu den
unbehandelten Kontrollzellen (s. Abb. 5.8). DielsH#ekt verdnderte sich bei gleichzeitiger
Zugabe von PT allerdings nicht, was bedeuten k¢mtass durch die Hemmung der PLC
gleichzeitig nachrangige Proteine, die an der Migrabeteiligt sind, inhibiert werden
oder der Zyklus der Migration an einem frihen Sthoiockiert wird. Die PLC kdnnte
somit ein bedeutendes Signalmolekil im Migrationgpss darstellen.

In friheren Arbeiten konnte ein Einfluss der PLCf a@ie Permeabilitat von
Endothelzellbarrieren bereits ausgeschlossen weil@ziickener et al, 2003). Die

Phospholipase C stellte somit mdglicherweise eimles Proteine dar, das am
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Signaltransduktionsweg des PT-induzierten Effektsdie Migration, nicht aber an der
vermutlich (ber einen anderen Prozess reguliert@avePmittelten Anderung der

Permeabilitat beteiligt ist.

Fur dieProteinkinase A (PKA) konnte ebenfalls kein Effekt auf die Permidiaierung
eines Endothelzelllayers beobachtet werden (Briekenal, 2003). Eine Inhibierung
von PKA durch Zugabe des Inhibitors H-89 bewirkteerfalls keine Veranderungen
im Migrationsverhalten von HBMEC (s. Abb. 5.10), svdarauf hindeutet, dass die
PKA an den Prozessen der Migration nicht beteilggt Die PKA wird durch einen
erhohten intrazellularen cAMP-Spiegel aktiviert. eBer kann aufgrund einer
Aktivierung der Adenylatzyklase durch die Pertussi®xin-vermittelte ADP-
Ribosylierung dew-Untereinheiten heterotrimerer inhibitorischer Gt#eme in manchen
Zellen vorliegen. In der in den Migrationsexperirtgan verwendeten PT-Konzentration
von 200 ng/ml konnte fir HBMEC jedoch kein erhoit&MP-Spiegel gemessen werden
(Bruckeneret al, 2003).

Der cAMP/PKA-Signalweg induziert in migrierendenllga am Leitsaum mit der
Bildung von Lamellipodien und Filopodien, der Zusaansetzung von Mikrofilamenten
sowie der Aktivierung von Rac und Cdc42 Ereignisie,zur Migration notwendig sind
(Feoktistovet al, 2000; O'Connound Mercurio, 2001; Whittard und Akiyama, 2001b;
Nishiyaet al, 2005; Ginsbergt al, 2008). Aufgrund dieser in der Literatur bescheieén
Ergebnisse ware eine Veranderung im Migrationsverhaler Zellen bei der Inhibierung
der PKA zu erwarten gewesen. Mogliche Grinde firmieht vorhandenen Effekt kdnnen
darin bestehen, dass der Inhibitor H-89 in der eeeten Konzentration die Aktivitat der
PKA nicht eingeschrankt hat, oder aber weitere dtnet die Funktionen der PKA

Ubernommen haben.

Untersuchungen an RhoGTPasen zeigten, dass diesehieglene fir die Zellmigration
relevante Prozesse wie z.B. die Zell-Substrat-Adimasdie Zell-Zell-Adhéasion und die
Proteinsekretion regulieren (Ridleyal, 1992).

Die kleine RhoGTPasRac spielt im Prozess der Migration von Zellen einehtige
Rolle, da sie fur die Bildung der Lamellipodiene dion Wachstumsfaktoren, Zytokinen
und Signalen der Exztazellularen Matrix induzienmtdysowie die Zell-Substrat-Adhasion
erforderlich ist (Ridleyet al, 1992; Ridley und Hall 1992; Milet al, 2000; Huanggt al,

2008). So zeigten Videomikroskopische Experimenie Nbtwendigkeit von Rac, dass
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embryonale Muskelzellen nicht migrieren konnen, vé&wac inhibiert wird (Nobes und
Hall, 1995; Knightet al, 2000).

Mit der Methode der gRT-PCR wurde der Einfluss Pamtussis Toxin auf die mRNA
Transkription von Racl untersucht (Abb. 5.24). Dalerde eine Verringerung der
Transkription bei Zugabe von PT festgestellt, wag die Toxin-vermittelte ADP-
Ribosylierung von G-Proteinen zurlckgefuhrt werdamn. Dieses Ergebnis gibt einen
Hinweis darauf, dass Racl direkt von PT beeinflugstd und somit an den
Signaltransduktionswegen, die zur Inhibierung degrition durch PT fuhren, beteiligt ist.

Die Aktivierung von Rac erfolgt durch Tyrosinkinaseind G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren und ist in beiden Féllen abhangig vonAdtévitat der PI3K (Sandeet al,
1998; Rickertet al, 2000; Royakt al, 2000). Zuséatzlich scheinen die Produkte der PI3K
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat  und  Phosiplyahositol-3,4-bisphosphat  im
Leitsaum migrierender Neutrophile eine verstarktgh&ufung zu zeigen (Haugtt al,
2000; Servanet al, 2000), was hier eine spezielle Aktivierung vetemulasst. Die kleine
RhoGTPase Rac ist mit der PI3K aufgrund der PI3Knittelten Aktivierung

regulatorisch verbunden.

G-Proteinuntereinheiten wie di@a-Untereinheiten der heterotrimeren inhibitorischen
G-Proteine konnten unter anderem im Golgi-Appai@®), im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) oder in sekretorischen Granulae liskat werden (Leyteet al, 1992;
Denkeret al, 1996a; Le-Niculescat al, 2005; Bocker, 2007; Kuglat al, 2007). Diese
intrazellulare Verteilung lasst auf eine Beteiliguder Proteine an zahlreichen zellularen
Funktionen, wie der Regulation des Aktinzytosksletter Regulation der Biogenese und
Aufrechterhaltung voright junctions(TJ) sowie dem Vesikeltransport, schlieRen (Denker
et al, 1996a; Denkeet al, 1996b; Sahat al, 1998; Le-Niculescet al, 2005). Es konnte
bereits eine direkte Beteiligung deGai,- und Gaisz-Untereinheiten an der
Permeabilisierung von HBMEC durch PT gezeigt werdBacker, 2007). Hierfur
wurde die Expression der of>- und Gyiz-Untereinheiten durch Transfektion mit
spezifischer siRNA herabgesetzt, was zu einer Hrhghder Permeabilisierung und
somit dem PT-induzierten Effekt fuhrte.

Ahnliche Ergebnisse zeigen sich bei den Untersugdinin dieser Arbeit zum
Einfluss der Untereinheiten ot und Gz auf die PT-induzierte Inhibierung der
Migration. Daflr wurde die Expression der beidentdgeinheiten gleichzeitig mittels
Transfektion mit siRNA verringert. Untersuchungeit getrennten Ansatzen zeigten, dass

offenbar die nicht-transfizierte Untereinheit dieunktionen der jeweils weniger
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exprimierten Untereinheit Ubernimmt, so dass kekfigekte auf die Migration zu
verzeichnen sind (Daten nicht gezeigt). Daraus kalngeleitet werden, dass die beiden
Gai- und Guis-Untereinheiten mit Bezug auf die Zellmigration Bfime Aufgaben
Ubernehmen. Anders verhielt es sich, als beide-UBtereinheiten gleichzeitig
herunterreguliert wurden. Hier zeigen die transfign Zellen eine deutliche Hemmung
der Migration, die sich bei Zugabe von PT noch umael5% verstarkt (s. Abb. 5.20).
Diese zusatzliche Inhibierung der Migration bei demsfizierten Zellen durch PT-Zugabe
ist darauf zurliickzufihren, dass bei der Transfaktitethode nur etwa 70% der Zellen
SiRNA aufnehmen und somit in den Transfektionsaestéhoch unverandertenG-/Goi.s-
Untereinheiten vorliegen.

Bei Zugabe von PT werden diese durch die A-Untérdtrdes Toxins in der Nahe des
C-Terminus den-Untereinheit ADP-ribosyliert (Wegt al, 1985; Kazircet al,, 1991).
Da die Rezeptor erkennende Domane im C-Terminusaeédntereinheit liegt, wird
durch die ADP-Ribosylierung die Interaktion der @®ine mit ihrem Rezeptor
unterbunden und so ihre Aktivierung verhindert (Klon et al, 1993). Gleichzeitig
bewirkt die ADP-Ribosylierung eine Aktivierung deékxdenylatzyklase und daraus
resultierend in manchen Zellen eine Erhdhung deBIR/Spiegels. Die unterbundene
Aktivierung der G-Proteine und die erhohte cAMP-Kentration fihren zu einer
Beeinflussung verschiedener Signalproteine (Katauh Ui, 1982a, b; Brickenest al,
2003) und damit verbunden zu einer weiteren Inhilsig der Migration. Messungen zur
Bestimmung der Menge an intrazellularem cAMP nadereBehandlung der Zellen mit
PT in der in den Migrationsversuchen verwendetenzeatration von 200 ng/ml zeigten
allerdings nur fir MDCK/C7-Zellen und nicht fiur HBAC eine deutliche Erh6hung des
CcAMP-Spiegels (Bruckenat al, 2003; Daten fiur MDCK/C7 nicht gezeigt).

Die Western Blot-Analyse zeigt eine deutlich geeirggExpression vondz, und G.3
in den transfizierten Zellen verglichen mit den Kohzellen (s. Abb. 5.16). Dieses
Ergebnis veranschaulicht, dass durch die Transfegtnethode nicht jede Zelle siRNA
aufnimmt, so dass in den Transfektionsansatzen nealeils schwache Banden zu
erkennen sind. Aufgrund der inhibierenden Effektaif adie Migration nach
Herunterregulierung von d&,/Goi.3 ist fur beide Proteine eine Beteiligung an den
Prozessen, die zur PT-vermittelten Reduzierungefithnaheliegend. Die PT-induzierte
ADP-Ribosylierung der Untereinheitenol und Guz resultiert in einer Inhibierung
bestimmter Signalwege, wodurch zellulare Funktiogestért werden kénnen (Denketr
al., 1996a; Denkeet al, 1996b; Sahat al, 1998; Le-Niculesciet al, 2005). Diese
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Effekte werden offenbar durch die Verringerung detpression der Untereinheiten

ebenfalls erreicht.

Um die Rolle detight junctionProteineClaudin-1 undOccludin bei der Zellmigration zu
untersuchen, wurde deren Lokalisation in der Zeltel das Migrationsverhalten von
HBMEC nach Herunterregulierung der Expression nsitt@ransfektion untersucht.
Claudin-1 und Occludin sind Transmembranproteing aistight junctionProteine an der
Barrierebildung beteiligt, wobei eine Stérung depiession von Occludin diese Funktion
nicht beeinflusst (Saitoet al, 2000; Yuet al,, 2005).

Zur Bestimmung der Verteilung von Claudin-1 und I0do in der Zelle wurden
Immunfluoreszenzanalysen von migrierenden HBMECcligefihrt. Claudin-1 ist als
typischestight junction Protein an den Zellrandern der Zellen lokalisi€tcludin zeigt
nicht nur an den Zellgrenzen, sondern auch an ddindaddern, die am Leitsaum zum
zellfreien Raum und somit in die Richtung der Migma weisen, eine verstarkte
Akkumulation (s. Abb. 5.11). Daten mehrerer Expeme zur Lokalisierung von
Occludin in migrierenden MDCK zeigen, dass Occludarzugsweise an der Membran
des Leitsaums, an dem eine Vielzahl von Signalmsee zur Regulation der Zellmigration
ablaufen, akkumuliert (Ridlegt al, 2003; Cheret al, 2010).

Bei den Untersuchungen zum Migrationsverhalten M&MEC nach Reduktion der
Expression von Claudin-1 und Occludin zeigten chegfizierten Zellen fir beide Proteine
eine Inhibierung der Migration, die sich bei Zugafba PT fir tClaudin-1 um 10% und fur
tOccludin um 20% verstarkt (s. Abb. 5.21). Dieses&nliche Hemmung beruht
maoglicherweise auf der ADP-Ribosyltransferaseatdtvund dem daraus resultierenden
Einfluss des Toxins auf andere Signalproteine umispeicht dem generellen
PT-vermittelten Effekt auf die Migration (vgl. 6.1Yudem hat bei der durchgefiihrten
Transfektion mit einer ermittelten Transfektionsrabn etwa 60% nicht jede Zelle SIRNA
aufgenommen, so dass PT moglicherweise auch eindtuds auf die Funktion oder
Expression von Claudin-1 und Occludin in den niehfiolgreich transfizierten Zellen
haben kann.

Die Western Blot-Analyse zeigte eine deutlich ggeire Expression von Claudin-1
und Occludin in den transfizierten Zellen als imdacht-transfizierten Kontrollzellen
(s. Abb. 5.17). Da bei der Transfektionsmethodétratle Zellen siRNA aufnehmen, sind
bei den transfizierten Zellen noch schwache Bazdesrkennen.

Chenet al. (2010) konnten zeigen, dass Occludin ein entdelneler Regulator bei der

epithelialen Migration darstellt und eine Herunégulierung der Expression in MDCK-
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Zellen zu einem verlangsamten Schliel3en einer Wiiiug (Chenet al, 2010). Weitere
Untersuchungen zeigten, dass Occludin an der Algarosation beteiligt ist (Atsumi Si
etal, 1999), so dass eine Verminderung der Expresdienreduzierte Bildung von
Lamellipodien, einem entscheidenden Prozess derahitigp, erklaren kann. Da weiterhin
Experimente an Occludin-Null-Mausen zeigten, dassMutation nicht letal ist (Chen
et al, 2010), ist eine Kompensation des Fehlens vorludeoc durch andere TJ-Proteine
wie z.B. unterschiedliche Claudine odg@mctional adhesion molecule§JAMS) in
kritischen Prozessen anzunehmen. Auf der anderge Beglnstigt eine PKC-regulierte
Uberexpression von Claudin-1 die Zellmigration vttt der Wundheilung (Leotlela
et al, 2007).

In Untersuchungen an MDCKII-Zellen konnte gezeigiraen, dass die Expression
von Occludin mit der Lokalisation von aPKC - PARaf Leitsaum migrierender Zellen
korreliert, da sich bei einer Herunterregulierueg @ccludinexpression die Akkumulation
von aPKC - PAR-3 verringert (Chen al, 2010). Bei der Migration reguliert die atypische
PKC zusammen mit PAR-6 und PAR-3 die Polarisierang Leitsaum von MDCKII-
Zellen (Shinet al.,, 2007). Der PAR-3 — aPKC — PAR-6 - Komplex windndothel- und
Epithelzellen von den Transmembranproteinen tagrt junctionsrekrutiert und spielt
bei der apikal-basalen Polaritat eine bestimmenalé&RJobertyet al, 2000; Linet al.,
2000). Diese Zusammenhange zwischen der Express@mn Occludin und der
Lokalisation von aPKC — PAR-3 am Leitsaum in miggieden Zellen sowie der
Rekrutierung des PAR-3 — aPKC — PAR-6 - Komplex&glal die Transmembranproteine
der tight junctions kbnnten eine weitere Erklarung fir die verringekggration der

HBMEC bei Herunterregulierung von Occludin und @izl darstellen.

Um die Beteiligung der beiden PAR-ProteiRAR-3 und PAR-6 am PT-induzierten
Effekt auf die Migration von HBMEC zu untersuchewurden Transfektionen mit
spezifischer siRNA gegen PAR-3 und PAR-6 durchgefiiDie anschlieRenden
Migrationsassays zeigten eine deutliche InhibierdagMigration, die bei Inkubation mit
PT um ungefahr 12% verstarkt wurde (s. Abb. 5.Zdgse Ergebnisse scheinen einen
additiven Effekt bei Zugabe von PT zu den tranefign Zellen aufzuweisen, was darauf
hindeutet, dass PAR-3 und PAR-6 direkt an den Rmitelten Effekten auf die
Migration beteiligt sein kdnnten, da sie von PTibfeasst werden kdnnten. Einen Grund fur
die starkere Hemmung bei Zugabe von PT kénnte daclyezeigte PT-vermittelte Effekt
auf die Migration darstellen, da das Toxin durah ADP-Ribosyltransferaseaktivitat weitere

Signalproteine, die ebenfalls am Migrationsprozesseiligt sein konnen, beeinflusst
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(vgl. 6.1). Zusatzlich kann PT auch einen Einflasg die PAR-3 und PAR-6 Proteine
haben, die aufgrund der nicht vollstandigen Trakigfa mit einer Effizienz von nur etwa
50% nicht herunterreguliert wurden, das wiederumrdbgliche Additivitat des Effektes
bestarkt.

Parallele Untersuchungen zur qRT-PCR Transkripinak/se ergaben eine
reduzierte mRNA Transkription fur PAR-6, wenn diellén mit PT behandelt wurden. Die
Transkription der mRNA von PAR-3 nach Behandlung de&m Toxin war im Vergleich
zu mMRNA aus unbehandelten Kontrollzellen signifik@nhoht (Seidel, 2010). PT hat
somit einen Einfluss auf den Komplex aus PAR-3 uPAR-6. Der Effekt einer
verringerten mRNA Transkription fur PAR-6 bei Bedamg mit PT kann im
Zusammenhang mit der Toxin-vermittelten Inhibierudgr Migration aufgrund der
dadurch ausgelosten Verdnderungen am Polaritatdemmgiehen. Diese Ergebnisse
deuten an, dass PAR-3 und PAR-6 an den Regulatecigmismen der PT-vermittelten
Inhibierung der Migration beteiligt sein kdnnen.

Untersuchungen am epithelialen ZellpolaritdtskompAR-3 — aPKC — PAR-6 unter
Verwendung dominant-negativer Mutanten und durchne ei siRNA-vermittelte
Herunterregulierung einzelner Komponenten des Kergd resultierten in Veradnderungen
in der Anordnung vortight junctionsund der Zellpolaritat, was Auswirkungen auf das
Migrationsverhalten hatte (Suzuki und Ohno, 20@he verringerte Ansammlung des
Komplexes am Leitsaum stort die Prozesse zur Osgdon der Polarisierung der Zelle
und die Bildung des Netzwerkes der Mikrotubuli 8kt al, 2007). Die PAR-Proteine
sind an einem Signaltransduktionsweg beteiligt, sieh mit vielen anderen, die zur
Polarisierung migrierender Zellen fuhren, Ubersdtete Es ist nicht naher bekannt, wie
das genaue Zusammenspiel zwischen diesen Protairssieht (Macara und Goldstein,
2007).

Weitere Proteine, die auf ihre Beteiligung an denzBssen der Migration untersucht
wurden, stellen die Matrix Metalloproteinase 2 (MMJPund Matrix Metalloproteinase 9
(MMP-9) dar. Mittels Transfektion wurde die Expness von MMP-2 und MMP-9

herunterreguliert und anschlieRend das Migratioraten der transfizierten HBMEC im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen in Andulsbbwesenheit von PT dokumentiert.
Die transfizierten Zellen zeigen nach Herunterneguhg von MMP-2 und MMP-9 eine
vergleichbare Inhibierung, die sich durch Zugaben VBT nur geringfligig &ndert
(s. Abb. 5.23). Diese zusatzliche Hemmung durclkd#h auf die gezeigten PT-vermittelten
Effekte auf die Migration zuriickgefihrt werden, dach weitere Proteine an den
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Migrationsprozessen beteiligt sind und eventueBatzlich von PT beeinflusst werden
(vgl. 6.1). AulRerdem haben bei einer Transfektifiizsenz von etwa 60% nicht alle
Zellen siRNA gegen MMP-2 bzw. MMP-9 aufgenommen, gass die nicht
herunterregulierten Proteine von PT beeinflusstdeer konnten und die zuséatzliche
Reduzierung der Migration bedingen. Die Ergebnise Transfektionsversuche zeigen,
dass beide Proteine an den Prozessen, die zur Hegndewn Migration fuhren, eine Rolle
spielen kénnen.

Beobachtungen von Tourniet al (1999) bestétigen diese Resultate, da MMP-9 aktiv
an der Migration von humanen bronchialen Epithédrel(HBEC) beteiligt ist. Dabei
wurde MMP-9 nur in migrierenden HBEC detektiert usidauf der Extrazellularen Matrix
sowie in den Lamellipodien, die die Richtung derndierung vorgeben, lokalisiert. Die
Expression von MMP-9 korreliert mit der Migratioresghwindigkeit. Eine Blockierung
der Aktivierung oder Aktivitat von MMP-9 resultiem einer reduzierten Migration der
Zellen (Tournieret al, 1999). Bei Zugabe von aktivierter MMP-2 wird difggration von
Brust-Epithelzellen auf dem extrazellularen Matuistrat Laminin 5 stimuliert (Quaranta
et al, 2000).

6.1.4 Zusammenfassende Diskussion zum Zusammenslel Signalmolekiile

In dieser Arbeit wurden deutliche Hinweise fir d@eteiligung einiger Proteine an den
Regulationsmechanismen der Wanderungsprozessedgefuiine Inhibierung von PKC
und PLC resultierte in einer Hemmung der Migratioron HBMEC. Eine
Herunterregulierung der Expression der BKhd PKI, Gai., und Gyiz, Claudin-1 und
Occludin, PAR-3 und PAR-6 sowie MMP-2 und MMP-9 fiighzu einer Inhibierung der
Migration. Die mit den Migrationsprozessen in Vadhing stehenden Proteine PKC
PAR-6, PI3K und Racl zeigten eine verringerte Esgign bei Inkubation mit PT.

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben Hinweise aufereimoglichen regulatorischen
Zusammenhang zwischen Pertussis Toxin,,@nd Gz, der PI3K und der PKC. PT
vermittelt die ADP-Ribosylierung der-Untereinheiten der inhibitorischen heterotrimeren
G-Proteine und verhindert dadurch die Dissoziatiespy-Komplexes der G-Proteine sowie
als weitere Folge die daraus resultierende Akitivigr der PI3K und der PKC als
nachrangiges Enzym. Die PLC bildet unter andereacyglycerol, das alle PKC-Isoformen
bis auf{ und A aktiviert und somit regulatorisch im Zusammenhamigj PKCa sowie

weiteren Isoformen stehen kann. Die Abbildung 64dsst diese regulatorischen
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Zusammenhange von PTG und Gu.3, PLC, PI3K und PKC schematisch zusammen
(Rappuoli und Montecucco, 2001).
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Abb. 6.1: Zusammenspiel einiger an der Migration beeiligter Signalproteine (heterotrimere G-Proteine,
Phospholipase C (PLC), Phosphatidylinositol 3-Kinass (PI3K), Proteinkinase C (PKC)) sowie mégliche
Auswirkungen unter Einfluss des Pertussis ToxinsDie Abbildung zeigt schematisch den mdéglichen
Einfluss des Pertussis Toxins (PT-tox) auf das ®#usanspiel der an der Migration beteiligten
Signalproteine Phospholipase C (PLC), Phosphatidgitol 3-Kinase (PI3K) und der Proteinkinase C (BK
(Rappuoli und Montecucco, 2001).

Untersuchungen zeigten zudem, dass eine PKC-regulitberexpression von Claudin-1
die Zellmigration wahrend der Wundheilung begundligotlelaet al, 2007), so dass das
tight junctionProtein und mdoglicherweise auch weitere TJ inRiegulation mit der PKC
in Verbindung stehen konnten. Chenal zeigten eine Korrelation der Expression von
Occludin mit der Lokalisation von aPKC - PAR-3 araitcaum migrierender MDCKII-
Zellen, da eine Herunterregulierung der Expressiom Occludin eine Verringerung der
Akkumulation von aPKC - PAR-3 bewirkt (Chat al, 2010). Beim Migrationsprozess
reguliert die atypische PKC (z.B. PKL zusammen mit PAR-6 und PAR-3 die
Polarisierung am Leitsaum von MDCKII-Zellen (Shiat al, 2007), was ein
regulatorisches Zusammenwirken von aPKC, PAR-3RAR-6 aufzeigt.

MMP-2 und MMP-9 sowie Racl geben ebenfalls Hinweasé eine Beteiligung am

Migrationsprozess. Im Rahmen dieser Arbeit konnthtngeklart werden, mit welchen



Diskussion 105

Proteinen sie in einem direkten regulatorischenadusenhang stehen. Racl kann vom
cAMP/PKA-Signalweg aktiviert werden (Ridleat al, 1992; Ridley und Hall 1992; Miki
et al, 2000; Huangt al, 2008). Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Beferlg der PKA

an der Migration jedoch nicht bestatigt werden.

Bei der Zellmigration handelt es sich um einen skbmplexen Prozess, an dessen
Regulationsmechanismen viele verschiedene Protdéateiligt sind, so dass die

vollstédndigen Signaltransduktionswege noch niclfigeklart werden konnten.

6.1.5 Fluoreszenzmikroskopische Analysen migriereredd HBMEC

Weitere  Aufschliisse Uber die Beteiligung einiger ot®ine an den
Signaltransduktionswegen, die zur Hemmung der Mignadurch PT fuhren, sollten
immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Hidwthelzellen, die sich im
Migrationsprozesses befinden, liefern. Dabei wudie Lokalisation dertight junction
Proteine Claudin-1, Claudin-5 und Occludin, dddntereinheiten inhibitorischer G-Proteine
Goai2 und Gu.3, dera-, 6-, e- und{-Untereinheit der Proteinkinase C, der Polarité&isine
PAR-3 und PAR-6, der Matrix Metalloproteinasen MMRind MMP-9 sowie der PI3K
am Rand des zellfreien Spaltes und im konfluen&hager miteinander verglichen.

Das tight junction Protein Occludin sowie diex- und (-Untereinheiten der
Proteinkinase C zeigen an den Zellrdndern migrage#dellen, die zum zellfreien Raum und
somit in die Richtung der Migration weisen, einest@kte Akkumulation, die in den Zellen
im konfluenten Zelllayer nicht zu beobachten istAbbildung 5.11, 5.12 u. 5.13). Diese
Akkumulationen am Leitsaum migrierender Zellen dautauf eine Beteiligung dieser
Proteine an der Migration hin (s. 5.2.6). Die wete untersuchten Proteine Claudin-1,
Claudin-5, G, und Gu.3, die 8- und e-Untereinheit der Proteinkinase C, PAR-3 und
PAR-6, MMP-2 und MMP-9 sowie PI3K zeigen keine Ustdiede in Bezug auf ihre
Lokalisation, das eine Beteiligung dieser Proteaneder moglichen Signaltransduktion
jedoch nicht ausschlief3t. SchlieBlich weisen andemgebnisse auf eine Beteiligung
dieser Proteine an den Regulationsmechanismertbirzeigte die Inhibierung der PI3K
durch Wortmannin einen hemmenden Effekt auf dieritign von HBMEC (Schulte,
2007). Eine Herunterregulierung deght junctionProteine Claudin-1 und Occludin, der
a-Untereinheiten inhibitorischer G-Proteinayi und Gui.z, der o- und {-Untereinheit
der Proteinkinase C, der Polaritatsproteine PARf8 WPAR-6 und der Matrix
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Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 fiihrte zu eineduzierten Fahigkeit der HBMEC

zu migrieren (s. 5.4).

6.2 Einfluss des Pertussis Toxins auf die Zellprdération

Der Prozess der Wundheilung erfordert zum effiaaniSchlieRen der Wunde ein
koordiniertes Zusammenspiel zwischen der Migratiod Verteilung der Zellen am Rand
der Wunde sowie der Proliferation und AngiogeneSbha(dhuriet al, 2006). Dabei
wandern Endothelzellen aus bereits bestehendergdBiien, proliferieren und bilden
zusammen mit vaskularen glatten Muskelzellen undizigen ein neues kapillares
Netzwerk (Davis und Senger, 2005; Lamaktal, 2007).

Der inhibitorische Effekt des Pertussis Toxins dig Wundheilung von endothelialen
Zellen kann somit auf zwei verschiedenen Prozelssarhen. Zum einen kénnte das Toxin
die Migration der Zellen und zum anderen aber alietZellproliferation beeinflussen.
Vorangegangene Untersuchungen mit dem Zellprotifaraassay von Roche konnten
einen Einfluss von PT auf die Proliferation aussf3gn. Durch Zellproliferationsassays
mit dem xCELLigence System konnte die VermehrungZidlen fortlaufend in Echtzeit
Uber einen langeren Zeitraum untersucht werdenh/Aug diesen Messungen konnte ein
Einfluss des Pertussis Toxins auf die Proliferavmm HBMEC ausgeschlossen werden
(s. Abb. 5.25). Die inhibitorischen Effekte der Weilung durch das PT beruhen daher
ausschlieBlich auf der Hemmung der Migration niaber auf einem Einfluss auf die

Zellproliferation.

6.3 Einfluss des Cholera Toxins auf die Migration od Proliferation

Das Cholera Toxin (CT) vermittelt die ADP-Ribosyliag der GTP gebundenenUnter-
einheitenstimulierender heterotrimerer G-Proteine. Durch diese Verandewirg)der aktive
Zustand der G-Proteine beibehalten, so dass diweseseits die Adenylatzyklase aktivieren,
was einen starken Anstieg des intrazellularen cABpiegels zur Folge hat. Dieser Effekt der
CT-vermittelten Erhéhung der cAMP-Konzentration ki@n allerdings nur fur die
Hirnendothelzellinie HBMEC nicht aber fur die Hp#zellinie MDCK/C7 festgestellt
werden (Daten nicht gezeigt).

Migrationsexperimente zur Untersuchung des Einflassvon CT auf das
Wanderungsverhalten von HBMEC zeigten den gleicimribierenden Effekt auf die

Migration wie bei einer Inkubation mit PT (s. Abbb.26). Vorangegangene
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Untersuchungen zur Permeabilisierung von Hirnerglpétibarrieren fuhrten zu dem
Ergebnis, dass CT im Vergleich zur PT-vermittelE&mohung keinen Einfluss auf die
Permeabilitdt nimmt (Brickeneet al, 2003). Dieses Ergebnis der CT-vermittelten
Inhibierung der Migration stellt einen Unterschiedr unverdnderten Permeabilisierung
von Hirnendothelzellbarrieren bei Zugabe von CT. d2e Prozesse der Migration und
Permeabilisierung koénnen bei Hirnendothelzellenglioh zwei unterschiedlichen
Regulationsprozessen unterliegen.

Die epithelialen MDCK/C7-Zellen zeigten bei Inkuioat mit CT im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen keine UnterschiedeMigrationsverhalten (s. Abb. 5.27).
Bei Inkubation mit PT wurde die Migration dieser itBplzellen hingegen inhibiert
(s. Abb. 5.7).

Diese Ergebnisse der teilweise unterschiedlichenud@ CT-vermittelten Hemmung der
Migration lassen vermuten, dass der inhibierendekEunabhangig vom cAMP-Spiegel
ist, da ein Anstieg des intrazellularen cAMP-Spliedér HBMEC nur bei Inkubation mit
CT und fur MDCK/C7-Zellen nur bei Inkubation mit Héstgestellt werden konnte. Im
adulten Molch konnte sowohih vitro wie auchin vivo eine Inhibierung der Migration
durch cAMP gezeigt werden (Donaldson und Dunlap520cAMP agierdownstreander
kleinen GTPase Rac und inhibiert die Migration WoBEFs (mouse embryonic fibroblasts
durch Beeintrachtigung der Rac-induzierten Bildumgn Lamellipodien, einem
entscheidenden Schritt in der Zellmigration (Huanhgl, 2008).

Vorangegangene Untersuchungen unserer Arbeitsgrlggsen vermuten, dass die
PT-bedingte Erh6hung der Permeabilitat zerebraledobhelzelllayer nicht durch eine
Erhéhung des cAMP-Spiegels hervorgerufen wird (Beber, 1999), was mit den
Ergebnissen zu den PT-vermittelten Effekten auf Migration Ubereinstimmt und die

Hypothese unterstitzt.

In Untersuchungen zum Einfluss von CT auf die Remdtion von HBMEC und

MDCK/C7-Zellen konnten keine Unterschiede im Pweltionsverhalten der Toxin-

behandelten Zellen zu den unbehandelten Kontridlzddeobachtet werden (s. Abb. 5.28
u. 5.29). Der gezeigte CT-vermittelte inhibiereritféekt im Migrationsexperiment beruht
auf der Wanderung und nicht auf der Proliferatien HBMEC. Auch fur das Pertussis
Toxin konnte kein Einfluss auf die Proliferationrdeeiden Zelllinien festgestellt werden,
was bedeuten kann, dass die Regulationsmechaniderekffekte von PT und CT der

Proliferation &hnlich sind. Der cAMP-Spiegel hahainbar auf die Proliferation von
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Zellen offenbar keinen Einfluss, da keine Untersdbi zwischen den Ergebnissen zur
Zellvermehrung fur die HBMEC und MDCK/C7-Zellen fegstellen sind. Untersuchungen
an Endothelzellen aus Mikrogefal3en der Haut zeigiewe verstarkte Proliferation bei
Inkubation mit CT und 3-Isobutyl-1-methylxanthin B#IX), was sich in
Proliferationsuntersuchungen an humanen Endothatzehus Nabelschnurvenen nicht
bestatigen liel3 (Karasek und Davison, 1981). Indnan Epithelzellen aus Zysten der Niere
konnte wiederum gezeigt werden, dass cAMP die fRerationin vitro stimuliert (Grantham

et al, 2000). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dasStanulierung der Proliferation

durch cAMP zelltypspezifisch ist.

6.4 Einfluss von Brefeldin A auf die Migration undProliferation

Untersuchungen zum intrazellularen Transport begé&it die Notwendigkeit der
endozytotischen Aufnahme und des retrograden Tmatspvon PT entlang des
sekretorischen Weges vor der Abgabe der S1-Unteedimn das Zytoplasma (El Baya
et al, 1997; Veithenet al, 2000). Dabei konnte zum einen das Toxin mit éilf
elektronenmikroskopischer = Methoden in  endozyto#sch Kompartimenten
nachgewiesen werden (El Bagh al, 1997). Zum anderen wurde auch die Passage
durch den Golgi-Apparat (GA) als wichtiger Schritir Intoxikation des Toxins
beschrieben. Die Behandlung von CHO- und HIT-T1Hefemit Brefeldin A (BFA)
blockierte die PT-vermittelte ADP-Ribosylierung dén-Untereinheiten vollstandig,
wohingegen BFA-resistente MDCK-Zellen nicht beeisdit wurden (El Bayat al, 1997).
Untersuchungen zum Einfluss von BFA auf die Migmratvon HBMEC und MDCK/C7-
Zellen zeigten nur fur die Endothelzellen nichtraie die Epithelzellen eine Inhibierung der
Migration (s. Abb. 5.30). BFA induziert den Zusanmibreich des GA, womit einer der
retrograden Transportwege von der PlasmamembrarEngioplasmatischen Retikulum (ER)
gestort und somit die PT-vermittelte ADP-Ribosyliey der G-Untereinheiten bei den
HBMEC blockiert wird. BFA hat indes nur bei enddtaken Zellen einen Effekt auf den
GA, wahrend MDCK/C7-Zellen geschiitzt sind (El Bastaal, 1997). Beide Zelltypen
zeigen aber eine PT-induzierte Hemmung der Mignatiwas wichtige Rickschlisse
zuladsst. Zum einen kann der retrograde Transpod HBertussis Toxins fur den
inhibierenden Effekt auf die Migration von groRezd@utung sein, da PT durch die ADP-
Ribosylierung der a-Untereinheiten heterotrimerer inhibierender G-Bred diese
inaktiviert und ferner Reaktionen auch auf weit8rgnalproteine und -weiterleitungen in

der Zelle auslést, die im Zusammenwirken die PTwrgelte Hemmung auslosen. Zum



Diskussion 109

anderen konnen Proteine, die Uber den GA retrogatsportiert werden, an den PT-
induzierten Effekten beteiligt sein. Diese kdonnen Imkubation mit BFA nur bei den

BFA-resistenten Epithelzellen nicht jedoch bei Bhétzellen tGber den GA retrograd
transportiert werden, was eine Hemmung der Mignatioslosen kann, da die betroffenen
Proteine ihre Endziele nicht erreichen und somié iRunktionen im Migrationsprozess

nicht austben kdnnen.

Proliferationsversuche mit MDCK/C7-Zellen zum Eud$ von BFA zeigen fur die Zellen,
die mit BFA inkubiert wurden, eine leicht verst@ktermehrung der Zellen (s. Abb. 5.31).
Bei Einbeziehung der Standardabweichung liegen Fmd gleiche Werte fir die
Absorption vor und folglich nimmt BFA keinen Einfisl auf die Proliferation der Zellen.
Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen, da BEA GA von Epithelzellen nicht
beeinflusst.
Bei den HBMEC konnte im Vergleich zu den Kontrollee nach Inkubation der

Zellen mit BFA naherungsweise keine Vermehrung bebtet werden, was an der
Blockierung des GA liegen kann (Daten nicht geleigtd vermuten lasst, dass der

retrograde Transport von Proteinen fur die Prddifien von Bedeutung ist.

6.5 Ausblick

In dieser Arbeit wurden deutliche Hinweise auf 8ieteiligung einiger Proteine an den
Regulationsmechanismen der Wanderungsprozesse dgefuitine Herunterregulierung
der Expression der PkQund PK&, Goj, und Gu.3, Claudin-1 und Occludin, PAR-3 und
PAR-6 sowie MMP-2 und MMP-9 fiihrte zu einer Redunigy der Migration. Welchen

Einfluss das Pertussis Toxin auf die Expression @@mudin-1 und Occludin sowie MMP-2
und MMP-9 hat, konnte bisher nicht geklart werdbht der Methode der gRT-PCR
kénnen Aufschlisse tber den Einfluss von PT aufndi®NA Transkription wahrend

des Migrationsprozesses gewonnen werden, und diel&&nsmechanismen, die zur

PT-vermittelten Inhibierung fihren, ndher aufklaegrden.

Weitere Proteine mit Hinweisen auf eine Beteiliguag der Migration sind die
Phospholipase C, die Proteinkinase A, die Phogpylatositol 3-Kinase und die kleine
Rho-GTPase Racl. Transfektionsversuche mit speladéissiRNA zur Herunterregulierung
der Expression dieser Proteine sowie ihre Aktivigruund/oder Inhibierung kdénnen
fundiertere Erkenntnisse zur Beteiligung an dem&8igansduktionswegen der Migration
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und dem PT-vermittelten Effekt liefern. Mit der Metle der gRT-PCR kann der Einfluss
des PT auf die mRNA Transkription untersucht werden

Eine Untersuchung der Anhéaufung der Folgeprodu&tePi3K, Phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphat und Phosphatidylinositol-3,4-hizgphat, am Leitsaum migrierender
Zellen sowie der Einfluss des Pertussis Toxins defen Bildung kénnen weitere
Aufschliisse Uber die Beteiligung der PI3K sowieeanirEinfluss auf die von ihnen

vermittelte Aktivierung von Racl an dem PT-verntige Effekt auf Migration liefern.

Wie in der Literatur beschrieben sind die kleindroFGTPasen Racl, Cdc42 und Rho, als
zentrale Regulatoren des Zytoskeletts weitere Pmatedie zur Aufklarung der
Regulationsmechanismen der PT-Effekte auf die Mignabeitragen kdnnen (Nobes und
Hall 1995; Ridley, 2001). Die kleine Rho-GTPase @dst beim Migrationsprozess fir
die Ausbildung von Aktinstrukturen wie z.B. dendfbdien von essentieller Bedeutung
(Allen et al, 1998; Coryet al, 2002), und die GTPase Rho steuert unter andeliem
Kontraktion des nachwandernden Zellteils im Migratizyklus (Chrzanowska-Wodnicka
und Burridge 1996). Aufgrund dieser Hinweise salltgne Beteiligung von Cdc42 und der
GTPase Rho am Migrationsprozess und der EinflussPoauf ihre Expression untersucht
werden.

Das Uberleben von Occludin-Null-M&ausen lasst einemiéensation des Fehlens von
Occludin durch andere TJ Proteine wie Claudine dééfds vermuten (Cheat al, 2010).
Untersuchungen zur Beteiligung weiteretight junction Proteine an den
Migrationsprozessen konnen nahere Aufschlisse digeRegulationsmechanismen und
den inhibierenden Effekt des Pertussis Toxins lemng

Immunfluoreszenzanalysen nach Herunterregulieruran Proteinen, die an der
Organisation und Ausbildung von Aktinstrukuren lge sein sollen, kénnen
Unterschiede der Aktinakkumulation und eine Funktiom Zellmigrationszyklus

aufzeigen.

Die Migration von Endothelzellen verschiedener $gmezkann nach einem vitro
Verwundung durch die Zugabe von exogenen WachsakisEn wie z.B. FGF
(fibroblast growth factor angeregt werden. Diese stimulierte Zellwanderwigl durch
PT-sensitive G-Proteine vermittelt. Bei ADP-Ribasging der G-Proteine durch PT wird
diese Stimulierung gestort, und die Migration dedléh inhibiert (Riecket al, 2001).
Dieser Befund kann in Migrationsexperimenten mitNHBC und MDCK/C7-Zellen bei
Inkubation mit PT, FGF oder EGF sowie PT und FGW.bEGF in einem Ansatz
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Uberprift werden, um weitere Aufschlisse Uber dievérmittelte Inhibierung der

Migration zu gewinnen.

Eine Behandlung migrierender HBMEC und MDCK/C7-2allmit Forskolin, einem
Aktivator der Adenylatzyklase, kann die Auswirkungees erhdhten cAMP-Spiegels auf
die Lamellipodienausbildung aufzeigen. AulRerdemnieinso fundiertere Hinweise uber
eine Beteiligung von cAMP an den Regulationsmedraan der Migration gewonnen
werden. Migrationsexperimente mit weiteren Endaékétn (hCMEC/D3) und
Epithelzellen (A549) zum Einfluss von CT auf diegviition sowie Untersuchungen zum
CAMP-Spiegel nach Inkubation mit PT und CT kdnnea Beteiligung von cAMP am
Migrationsprozess naher aufklaren.

Um die Bedeutsamkeit des retrograden Transported?Moauf den Zellmigrationsprozess
zu untersuchen, sollten weitere MigrationsversuctlieHBMEC und MDCK/C7-Zellen
koinkubiert mit BFA und PT durchgefihrt werden. 2adkdnnen Migrationsexperimente
mit HBMEC und MDCK/C7-Zellen, in denen an der Zdhderung beteiligte Proteine
Uberexprimiert wurden, Rickschlisse Uber die Begwutdes retrograden Transportes
dieser Proteine fur den Migrationsprozess gewonwenden, indem diese mit BFA

inkubiert werden.
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