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1  Einleitung

1.1  Zellmigration

Der Begriff der Zellmigration umschreibt den Prozess der aktiven Fortbewegung von
Zellen und vereint sowohl die ungerichtete als auch die gerichtete Bewegung. So sind
migrierende Zellen, die sich mittels Flagellen fortbewegen, bei den Prokaryta genauso
wie bei den Eukaryota zu finden. Bei den Eukaryota ist die Zellmigration nicht nur auf
das Reich der Tiere beschrankt, sondern findet sich auch bei Algen, die sich teilweise
mithilfe von Geil3eln fortbewegen, genauso wie bei Pilzen, wobei Dictyostelum einen
sehr haufig verwendeten Modell-Organismus fir die Zellmigration darstellt (49). Zellen
migrieren im menschlichen Koérper bereits wahrend der friihen Embryonalentwicklung
bei der Ausdifferenzierung embryonaler Stammzellen zu spezialisierten Zellen, Gewe-
ben und Organen (167). Genauso kommt es auch im adulten Organismus standig zu
einer Migration von Zellen. Hier spielt die Zellmigration zum Beispiel bei der Wundhei-
lung und bei der Immunabwehr eine wichtige Rolle. Als Teil des Immunsystems sind
Leukozyten in der Lage, aus dem BlutgefaRsystem heraus in entziindliches Gewebe zu
migrieren und dort Pathogene oder infizierte Zellen zu zerstéren. Migration bildet aber
auch einen Teil pathophysiologischer Prozesse. So ist die Zellmigration Bestandteil der
Metastasierung von Tumorzellen (161) und spielt zudem bei chronisch entziindlichen
Erkrankungen wie der rheumathoiden Arthritis oder der multiplen Sklerose (MS) eine
entscheidende Rolle (68; 79). Somit ist das Verstandnis grundlegender Mechanismen
der Zellmigration auch fiir den therapeutischen Ansatz zur Behandlung von Krankhei-

ten von entscheidender Bedeutung.

1.2  Der funktionale Mechanismus der Zellmigration

Ein fundamentales Attribut migratorischer Zellen ist ihre Polaritat entlang der Bewe-
gungsrichtung, wobei sich molekulare Prozesse am Vorderende der Zelle gegenuber
denen am Hinterende unterscheiden (siehe Abb.1) (120; 135; 145). Das Vorderende
der Zelle umschreibt einen ungefahr 200 nM dicken und nahezu Zellorganellen-freien
Bereich, in dem Protrusionen in Bewegungsrichtung gebildet werden. Hier lassen sich
lange, breite Lamellipodia von fadenférmigen, spitzen Filopodia unterscheiden (135;
156). Das Hinterende umfasst den Zellkern und das Uropodium (43). Grundlage fir die
Protrusion am Vorderende ist die Polymerisation von Aktin-Filamenten, wobei das Ak-

tin in Filopodien in langen parallelen Biindeln von Filamenten und in Lamellipodien
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eher netzwerkartig organisiert ist (183). Vermittelt wird die Aktin-Polymerisation in La-
mellipodien Uber den Arp2/3 Komplex, der seinerseits uber Mitglieder der
WAVE/WASP (WASP-Familie Verprolin-homologes Protein / Wiskott-Aldrich Syndrom
Protein) Proteinfamilie aktiviert wird (183). In filopodialen Protrusionen scheinen dage-
gen Ena (Enabled) / VASP (Vasodilator-stimulated Phosphoprotein) und Diaphanous-
related Formine (DRFs) eine wichtige Rolle zu spielen (80; 135; 156; 183). Die Familie
der Rho Guanosintriphosphat (GTP) - bindenden Proteine (GTPasen) sind ebenfalls an
der Bildung von Lamellipodien und Filopodien beteiligt. Forciert von RhoG (Ras homo-
log Growth-related) aktiviert Rac (Ras-related C3 Botulinum Toxin Substrate) WAVE
Proteine und Cdc42 reguliert WASP Proteine, wodurch in Verbindung der Arp2/3 Kom-
plex aktiviert wird (36; 88). Die Bildung von Filopodien wird unter anderem durch die
Rho GTPasen Cdc42 (Cell Division Control Protein 42 Homolog) und Rif (Rho in Fi-
lopodien) reguliert (1). Cdc42 ist darUber hinaus an der Positionierung des Mikrotubuli-
organisierenden Zentrums (MTOC) und des Golgi-Apparates beteiligt und beeinflusst
damit zusatzlich die Richtung bei der Ausbildung von Protrusionen zum einen durch
das Auswachsen von Mikrotubuli und zum anderen mit der Bildung neuen Membran-
materials sowie neuer Proteine fir den Einbau am Vorderenden der migrierenden Zelle
(11; 136).

Zwei weitere fur die Polarisierung von migrierenden Zellen wichtige Zellbestandteile
sind die Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3Ks) und PTEN (Phostphatase und Tensin Ho-
mologon). Besonders bei der Chemotaxis, der gerichteten Migration entlang eines
Gradienten von Chemoattraktanzien, ist es fiir Zellen entscheidend minimale Unter-
schiede bei der Chemokinkonzentration wahrnehmen zu kénnen. Die PI3Ks spielen
hier eine wichtige Rolle bei der Generierung und Verstdrkung solcher Chemokin-
Signale in intrazellulare Gradienten. PI3Ks generieren Phosphatidylinositol (3,4,5) Tris-
phosphat (PIP3) aus Phosphatidylinositol (3,4)-Bisphosphat (PIP,) wogegen PTEN die
Dephosphorylierung von PIP; katalysiert und so PI3K-generierte Signalkaskaden un-
terbricht (162; 166). Dabei ist die Aktivitat von PTEN vorwiegend auf das Hinterende
der Zelle beschrankt und somit tritt die Bildung von PIPs-Signalkaskaden Uber die PISK
vorwiegend im Lamellipodium auf (14; 71). Neben PTEN spielt die Phosphatase SHIP1
(Src Homology 2 Domain-containing Inositol-5-phosphatase 1) in neutrophilen Gra-
nulozyten ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Polarisierung (124). Darlber hinaus
stimulieren RhoA (Ras Homolog Gene Family A) und die Effektor Kinase ROCK (Rho-
associated Kinase) zusatzlich die Aktivitat von PTEN am Hinterende der Zelle wodurch
das PIP;s-Signal zusatzlich auf das Vorderende der Zelle beschrankt wird (103; 111).

PIP, initiilert auch die Aktin-Polymerisation und damit Protrusion des Lamellipodiums.
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So reguliert PIP, unter anderem die Aktivitat des Arp2/3 Komplex und begtnstig damit

das Auswachsen des Lamellipodiums (104; 189).

Nucleus

Adhasionsstrukturen J,,ﬂf’ Vesikel

e
/ >
=

—— Adhasionsstrukturen

.g\:::" \Golgi

Mikrotubuli

Regulatoren der Zellpolaritat

Seite/Hinterende Vorderende
PTEN Cdc42 & Rac
Myosin Il PIR/PIR,
Integrine
MTOC/Golgi
Mikrotubuli

Abbildung 1: Regulatoren der Polaritat von migriere nden Zellen

Verschiedene Zellbestandteile beginstigen die Polaritdt von migrierenden Zellen. Die Ausbil-
dung eines Lamellipodiums wir unter anderem durch Rac und Cdc42 begunstigt, wobei Fokal-
kontakte das Festheften der Zellen am Substrat erméglichen. So schiebt sich die migrierende
Zelle bei der Vorwartsbewegung Uber die Integrine. Am Hinterende werden diese Zell-Matrix-
Interaktionen, katalysiert durch Calpaine, wieder geldst und die Kontraktion des Aktomyosin-
Netzwerkes ermdglicht das Nachziehen des Uropods [verandert nach (135)].

Damit eine Bewegung mdglich wird, muss sich die Zelle bei Ausbildung der Protrusion
am Untergrund stabilisieren. Integrine bilden die fir diese Festheftung am Untergrund
wichtigsten Adhasionsstrukturen und sind hier zumeist in Fokalkontakten organisiert.
Die aktivierten Integrine sind Uber Adapterproteine wie Talin oder Vinculin an das Zyto-
skelett gebunden und bilden bei Zellen die Adhasionsanker fir die Migration auf Extra-
zellularer Matrix (EZM) oder benachbarten Zellen (179). Diese Adhéasionsstrukturen
bilden die Ankerpunkte, Uber die sich die Zellen fortbewegen, bis sie sich am Hinteren-
de der Zelle wieder von der Matrix l6sen (99). Das Losen von Zell-Matrix-Interaktion
wird am Uropod von Mitgliedern der Familie der Calpaine, intrazellularen Proteasen,

katalysiert (57). Die Kontraktion des Zell-Hinterendes und damit das Nachziehen des
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Uropods erfolgt Gber die Kontraktion des Aktomyosin-Netzwerkes, wobei die Aktivitat
von Myosin Il von der Phosphorylierung der Myosin-leichten-Kette abhéngt (48). Hier-
durch erfolgt wahrend des Migrationszyklus bei stetiger Protrusion und Festheftung an
der Matrix am Zell-Vorderende auch eine Retraktion den Hinterendes bei gleichzeiti-

gem Losen der Zell-Matrix-Interaktionen.

Nicht jeder Zelltyp bendtigt Integrine als Adh&sionsanker bei der Zellmigration. Fir die
zu den Immunzellen gehérenden neutrophilen Granulozyten wurden eine Integrin-
unabhangige Migration in 3D Matrizes mit enger PorengréRe beschrieben (97). Hier
scheint die Zugspannung am Vorderende durch Polymerisation des Aktins und damit
die Bildung von Lamellipodien, die sich in der Matrix verankern, erzeugt zu werden. Die
Myosin Il - basierte Kontraktion des Zell-Hinterendes ermdglicht es dann, den Nucleus,
das Zellorganell mit dem grof3ten Durchmesser, durch enge Poren der Matrix zu dri-
cken (97; 133).

1.3 Chemotaxis

Chemotaxis beschreibt die gerichtete Migration von Zellen entlang eines Gradienten
von Chemoattraktanzien. Diese gerichtete Bewegung ermdéglicht es Leukozyten, zum
Herd einer Entziindung oder Infektion zu gelangen, Fibroblasten eine Wunde zu ver-
schlieen oder Neuronen synaptische Bindungspartner zu finden. Hierbei fihren in
jedem Fall die durch Chemoattraktatien induzierten, lokal begrenzten Signale in der
Zelle zu einer Polarisierung und gerichteten Bewegung innerhalb eines Chemoattrak-
tanz-Gradienten. Somit ist auch bei der Chemotaxis die Polarisierung von Zellen ein
grundlegender Bestandteil (siehe Abb. 2). Migrierende Zellen missen in einem Gradi-
enten von Chemoattraktanzien minimale Anderungen der Konzentration wahrnehmen
und ihre Bewegungsrichtung und damit auch Polarisierung dementsprechend ausrich-
ten. Der Begriff Chemoattraktanzien umfasst in diesem Zusammenhang Lockstoffe
verschiedener molekularer Struktur. Eine fir die Chemotaxis von Immunzellen sehr
wichtige Klasse innerhalb der Chemoattraktanzien umfasst die Gruppe der bakteriellen
N-Fomyl-Peptide. Sie werden in vivo von Bakterien sezerniert (148; 149) oder werden
bei der Zersetzung von Zellen aus Mitochondrien frei (27). Hierbei bildet das N-
Formylmethionyl-Lencyl-Phenylalanin (fMLP) als Ligand fur die Formyl-Peptid Rezepto-
ren (FPR) den wohl wichtigsten Vertreter aus dieser Gruppe (100; 125). Eine weitere
wichtige Klasse von Chemoattraktanzien bildet die Gruppe der Chemokine. Chemokine
bilden innerhalb der Zytokine eine Familie kleiner Proteine mit weitgehend homologer
Struktur und werden nach dem Auftreten oder Fehlen einer Aminosaure zwischen den

zwei ersten von vier konservierten Cystein-Bausteinen innerhalb der Aminosaurese-
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guenz in die Gruppen der C-C- und C-X-C-Motiv Chemokine unterteilt (90; 138). Weite-
re Immunzellen aktivierende Klassen von Chemoattraktanzien bilden Lipidmediatoren
wie Leukotriene (z.B. LTB,) oder der von Leukozyten sezernierte plattchenaktivierende
Faktor (PAF) mit seinem Rezeptor PAFR (31; 55; 130; 139; 175) und Komplementfak-
toren wie C5a (Complement Component 5) (40).

Abbildung 2: Polarisierung neutrophiler Granulozyte n

Elektronenmikroskopische Aufnahme humaner neutrophiler Granulozyten vor (links) und 5 s
nach Zugabe einer Chemoattraktanz (rechts) (6).

Die FPR, die C-C- und C-X-C-Rezeptoren (CCR und CXCR), der PAFR und der C5a-
Rezeptor (C5aR) gehoren alle zur Familie der G-Protein-gekoppelten 7 Transmemb-
randoméanen umspannenden Rezeptoren (81; 87; 90; 125; 131; 178). Die Bindung der
jeweiligen Chemoattraktanzien fuhrt zu einer Konformationséanderung des Rezeptor-
proteins, was eine Aktivierung der G-Protein a-Untereinheit und Dissoziation des By G-
Protein-Komplexes von der a-Untereinheit ermoglicht. Nach Dissoziation von der a-
Untereinheit aktiviert der By-Komplex die Phospholipase CB, (PLCfB,) und die Phos-
phoinositid-3-Kinase y (PI3Ky). Die Aktivierung der PLCf, fuhrt zu einer Hydrolyse von
PIP, zu Diacylglycerol (DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3), was eine Mobilisierung von
Calcium aus intrazellularen Speichern generiert (siehe 1.4). Die Rolle der PI3Ky bei der
Polarisierung von Zellen wurde in 1.2 bereits beschrieben. Auch in der Chemotaxis
spielen die PI3K und ihre Signalprodukte eine sehr wichtige Rolle. So wurde mehrfach
beschrieben, dass die Rezeptor-vermittelte Aktivierung der PISK eine Akkumulation
von PIP; am Vorderende der Zelle hervorruft (60; 69; 134). Die PI3K-vermittelten Sig-
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nalkaskaden regulieren auf unterschiedlichen Wegen das Aktin-Zytoskelett. So fuhrt
die Generierung von PIP; zur Aktivierung der Proteinkinase B (PKB oder Akt), die tber
Cofilin und Girdin die Polymerisierung von Aktin regulieren (191). PIP; aktiviert dartiber
hinaus unter anderem Uber GEFs (Guanine Nucleotide Exchange Factors) Rho GTPa-
sen wie Rac und Cdc42, wodurch zusétzlich eine lokale Aktin-Polymerisation begiins-
tigt wird (10; 59; 112). Dabei konnte aber auch gezeigt werden dass Rac und Cdc42
die Bildung von PIP; begunstigen, was Uber eine positive Rickkopplungsschleife zu
einer vermehrten Akkumulation von PIP; fihrt und damit das Chemoattraktanz-Signal
innerhalb der Zelle verstarkt wird (158; 176; 182). Allerdings ist bei der Chemotaxis von
Dictyostelium auch eine gerichtete Migration ohne solche PIPs-Gradienten in der Zelle
mdglich (75; 106). Bei neutrophilen Granulozyten konnte dartiber hinaus gezeigt wer-
den dass die Chemotaxis in fMLP-Gradienten PI3K-unabhéngig ist und die Chemotaxis
SHIP1-unabhangig verlauft (54; 70; 124). Hierbei wird angenommen, dass PI3K und
PIP; Gradienten in der Zelle zwar fur die Motilitat wichtig sind, fir die fMLP-vermittelte
Chemotaxis aber nicht notwendig sind (124). Dies verdeutlicht, dass es neben den
PI3K- und PLC-generierten noch weitere, potentiell an der Chemotaxis beteiligte Sig-
nalwege geben muss. Auch fir die Phospholipase A, (PLA;) konnte eine Chemoattrak-
tanz-Rezeptor-generierte Aktivierung nachgewiesen werden (30; 32). Die PLA; hydro-
lysiert Arachidonsdure aus Membranlipiden wie DAG und fuhrt auf diesem Weg zu
einer Mobilisierung von Calcium (siehe 1.4). Hierbei ist der regulatorische Mechanis-
mus der Chemotaxis tber die PLA, allerdings noch weitgehend ungeklart, obwohl eine
direkte Beteiligung der PLA, an der Chemotaxis bei Monozyten schon nachgewiesen
werden konnte (26). Der mitogenaktivierte-Proteinkinase-(MAPK)-Weg stellt einen wei-
teren, bisher relativ unbeachteten, von Chemoattraktanz-Rezeptoren aktivierten Sig-
nalweg dar, der an der gerichteten Migration beteiligt ist (24). So konnte gezeigt wer-
den dass die p38 mitogenaktivierte Proteinkinase (p38 MAPK), ein Zwischenprodukt
des MAPK-Weges, Uber das Heat-Shock Protein hsp27 unter anderem die Polymerisa-
tion von Aktin fordert und dabei selbst durch Rho-GTPasen wie RhoA, Racl und
Cdc42 aktiviert werden kann (38; 107).

Chemoattraktanzien gliedern sich allgemein in zwei Gruppen (72): Intermediare
Chemoattraktanzien wie IL-8 werden vom Wirt selbst wahrend einer Entziindungsreak-
tion produziert. Sie dienen dazu, Immunzellen zum Herd der Entziindung zu leiten und
werden von Immunzellen wie Makrophagen und neutrophilen Granulozyten oder auch
von Endothelzellen generiert. End-target Chemoattraktanzien beschreiben Lockstoffe,
die aus Bakterien oder bei der Zerstoérung von Zellen frei werden. Ein Beispiel hierfur
ist das bakterielle fMLP. End-target Chemoattraktanzien leiten Immunzellen zum tat-

sachlichen Ursprung der Entzindung, sie sind also die finalen Lockstoffe. Hierbei
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scheinen die Rezeptoren fir end-target Chemoattraktanzien tber Rezeptoren fir in-
termediare Chemoattraktanzien zu dominieren, wobei end-target Chemoattraktanzien
vorwiegend den p38 MAPK-Signalweg und intermedidre Chemoattraktanzien eher den
PI3K/PKB-Signalweg aktivieren (21; 56; 72). Zudem konnte hier auch eine verminderte
Aktivitdt von Rezeptoren fur intermediare Chemoattraktanzien bei gleichzeitiger Stimu-

lation von Rezeptoren fir end-target Chemoattraktanzien nachgewiesen werden (154).

Die Regulation und Koordination der gerichteten Migration stellen somit einen hoch
komplizierten Signalkomplex dar. Dass sich das Zusammenspiel der einzelnen Kom-
ponenten je nach Zelltyp, verwendeten Chemoattraktanzien und Matrixstruktur wah-
rend der Migration unterscheidet, macht es sehr schwierig, die genauen Zusammen-

hange zu verstehen.

1.4  Calcium bei der Zellmigration

Calcium (Ca*) ist einer der am haufigsten auftretenden sekundéren Botenstoffe in Zel-
len. Ca**-abhangige Signalkaskaden und Calcium-Bindungsproteine sind an nahezu
allen zellularen Prozessen wie Muskelkontraktion, Genexpression, Zytokinese und
Apoptose beteiligt (25). Auch Zellmigration ist ein Calcium-abhéngiger Prozess. So

bewirkt ein Anstieg der zytosolischen Calcium-Konzentration [Ca®'];

die Calpain-
induzierte Remodellierung Integrin-vermittelter Zell-Matrix-Interaktionen (28; 57; 64)
und die Phosphorylierung der Myosin-leichten-Ketten-Kinase (MLCK) (9; 48; 94). In
Kombination fuhrt dies zu der Retraktion des Zell-Hinterendes wahrend des Migrati-

onszyklus. Weiterhin aktiviert ein Anstieg der [Ca?];

die Aktin-Bindungsproteine Gelso-
lin und Cofilin (143). Beide Proteine katalysieren die Depolymerisation von Aktinfila-
menten. Aus diesen beiden Funktionen entwickelte sich ein grundlegendes Modell zu
der Signalverteilung von Ca?* wahrend der Zellmigration. Hiernach etabliert sich in mig-
rierenden Zellen ein Ca**-Gradient iiber die gesamte Zelle mit einer niedrigen [Ca®];

2+]i

am Lamellipodium und ansteigender [Ca“’]; entlang des Zellkérpers mit der héchsten

Konzentration am Uropod (19; 152).

Dagegen konnte aber gezeigt werden, dass auch am Vorderende der Zelle viele fir die
Polarisierung und Chemotaxis von Zellen wichtige Prozesse Ca**-abhéngig sind. So
begiinstigt Ca®*-gebundenes Calmodulin die Clusterung von PIP, innerhalb der Zell-
membran (109). PIP, und Cdc42 aktivieren gemeinsam WASP, was wiederum die Po-
lymerisierung von Aktin fordert (92; 137). Die Aktivierung von Chemoattraktanz-
Rezeptoren fuhrt allgemein auch zu einer Aktivierung der PLC[3, und PI3K (22; 163).
Die PLCR; hydrolysiert PIP, zu IP; und DAG (126). IP; als Spaltprodult der PLC, fuhrt

zu einer Mobilisierung von Ca** aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) (12) und
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das von der PLCB, generierte DAG aktiviert den Einstrom von extrazellularem Ca?*
Uber lonenkanale (66). Diese Mobilisierung von Calcium fuhrt zusammen mit der Bin-
dung von DAG zu einer Aktivierung von Isoformen der Protein Kinase C (PKC) (82).
Auch fur PIP; konnte eine Aktivierung verschiedener PKC-Isoformen nachgewiesen
werden (121; 160). Bei der Zellmigration scheint die PKC einen positiven Einflu3 auf
die Integrin-vermittelte Adh&sion und die Stabilisierung des Aktin-Zytoskeletts zu haben
(13; 98). Auch die PLA, ist an der Rezeptor-vermittelten Ca?*-Mobilisierung beteiligt.
Einige Isoformen der PLA, wie die zytosolische PLA, (cPLA,) bewegen sich Ca*'-
abhangig zu perinuklearen Membranen des endoplasmatischen Retikulums und Golgi-
Apparates und katalysieren hier die Bildung von Arachidonsaure aus Phosphoglyceri-
den wie OAG (171; 186). Derivate der Arachidonsaure wie das 20-HETE (20-
Hydroxyeicosatetraensaure) aktivieren Ca*-Kanale in der Plasmamembran und be-

glinstigen so den Einstrom von extrazellularem Ca*" (8).

Aktuelle Daten weisen darauf hin, dass diese Ca**-abhangigen Prozesse an der Zell-
Front offensichtlich durch dynamische Mikro-Doménen von [Ca®]; mit hoher Konzent-
ration reguliert werden, wobei Wei et. al. TRPM7 als den fiir diese [Ca®']; Mikro-

Doménen verantwortlichen Ca®*-Kanal identifizieren konnten (180; 181).

1.5 Die Familie der TRP-Kanale

Die Familie der Transient Receptor Potential (TRP) — Kanéle wurde urspringlich 1969
von Cosens und Manning in Photorezeptorzellen von Drosophila entdeckt (37; 115).
Die Phototransduktionskaskade von Drosophila wird durch Aktivierung des G-Protein
gekoppelten Rhodopsin-Rezeptors initiiert, was zu einer Aktivierung der PLC und ei-
nem Einstrom von Kationen in die Rezeptorzelle fuhrt (118). Mutationen im trp-Lokus
fuhrten zu einer transienten Rezeptorantwort in Verbindung mit einem deutlich vermin-
derten Ca*-Einstrom. Das fir diesen Effekt verantwortliche Protein wurde erst 20 Jah-
re spater entdeckt und bildet als TRPL (TRP-like) den urspringlichsten Kanal innerhalb
der TRP-Kanal Familie (118). Die Familie der TRP-Kanéle gliedert sich in 7 Unterfami-
lien: TRPC, TRPM, TRPV, TRPA, TRPP, TRPML, TRPN. Mit Ausnahme der TRPN-
Kanale werden alle Familien innerhalb der S&ugetiere exprimiert (174). Alle TRP-
Kandale sind homo- oder heterotetramere Proteine, wobei jede Untereinheit 6 Trans-
membrandomé&nen mit einem zytosolischen N- und C-Terminus aufweist. TRP-Kanéle
vermitteln den Einstrom vorwiegend von Na® und Ca®* in die Zelle und spielen durch
die resultierende Depolarisiation der Zelle eine Rolle beim visuellen System, Tastsinn,

Geschmack, Geruchssinn, Gehor sowie der Thermo- und Osmosensorik (174).
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Bei der Aktivierung von TRP-Kanélen lassen sich drei Wege unterscheiden (132). (1)
Die Liganden-gesteuerte Aktivierung wird tber (a) kleine organische Molekile wie
Capsaicin (einem Aktivator des TRPV1), tber (b) endogene Lipide oder Teile von Lip-
idmetabolismen wie DAG oder 20-HETE, Uber (c) purine Nukleotide wie Adenosin-
Diphosphoribose oder (iber (d) anorganische lonen wie Ca®* oder Mg®* katalysiert. (I1)
Die direkte Aktivierung kann tber Phosphorylierung, mechanische Aktivierung oder
Hitze (TRPV1-3, TRPMB8) erfolgen. (lll) Die Aktivierung Uber G-Protein-gekoppelte Re-
zeptoren oder Rezeptor-Tyrosinkinasen wird zumeist Uber die PLC vermittelt. Hierbei
kann es zu einer Kanal-Aktivierung tUber das PLC-Spaltprodukt DAG (Receptor Opera-
ted Calcium Entry, ROCE) oder Uber die IPs-vermittelte Entleerung von intrazellularen
Ca?*-Speichern (Store Operated Calcium Entry, SOCE) kommen. Beim SOCE fiihrt die
Bindung von IP; an den IPs;-Rezeptor an der ER-Membran zu einem Ca?*-Ausstrom
aus dem ER. Dieser Ca®*-Ausstrom vermittelt eine Verlagerung eines weiteren ER-
Membranproteins STIM1 (Stromal Interaction Molecule) in Plasmamembran-nahe Be-
reiche der ER-Membran. Hier kommt es zu einer Interaktion mit Orai-Kanalprotein-
Untereinheiten, was zu der Formation eines CRAC-Kanals (Calcium Release Activated
Calcium Channel) fiihrt (77; 173). Bei diesem CRAC-vermittelten Ca** Einstrom spielen
maoglicherweise TRP-Kandale als Untereinheiten des CRAC-Kanals eine Rolle, aller-
dings wird der Beitrag von TRP-Kanalen zum SOCE kontrovers diskutiert (3; 42; 129;
187; 190).
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Abbildung 3: Phylogenetischer Stammbaum der TRP-Kan  al Famile

Die Familie der TRP-Kanéle gliedert sich in 7 Unterfamilien, davon werden 6 Familien in Sauge-
tieren exprimiert. Die TRPC-Kanal Familie bildet die urspringlichste Gruppe und ist am nachs-
ten mit dem zuerst in Drosophila entdeckten TRP-Kanal verwandt (123).

Die Unterfamilie der klassischen oder kanonischen TRPC-Kanale bildet die phylogene-
tisch urspriinglichste und mit dem von Cosens und Manning entdeckten TRP-Kanal am
nachsten verwandte Gruppe innerhalb der TRP-Familie (siehe Abb. 3). Innerhalb der
Unterfamilie der TRPC-Kanéle werden 7 weitere Gruppen unterschieden: TRPC1-7.
Hierbei weisen der TRPC3, TRPC6 und der TRPC7 mit 70-80% die grofdte Sequenz-
homologie auf, TRPC4 und TRPC5 sind zu 65% identisch und der TRPC1 und der
TRPC2 sind nahezu einzigartig (44).

1.6 TRP-Kanéle bei der Zellmigration und Chemotaxis

Seit den letzten Jahren gibt es eine wachsende Anzahl an Belegen fir die Beteiligung
von verschiedenen Mitgliedern der TRP-Kanal-Familie bei der gerichteten und unge-
richteten Zellmigration. So wurde dem TRPM4 eine Beteiligung an der Ca*-
abhéangigen Modelierung des Aktin-Zytoskeletts bei der DNP-HSA (Dinitrophenylated

Human Serum Albumin) - stimulierten Migration von Mastzellen gezeigt (155). Auch fir
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den TRPM7 konnte ein Einfluss auf das Aktomyosin-Zytoskelett in N1E-115 Neu-
roblastomzellen gezeigt werden (35). In humanen HepG2 Hepatoblastomzellen konnte
eine Rolle des TRPV1-Kanals bei der Zellmigration durch direkte Aktivierung des Ka-
nals Uber Capsaicin nachgewiesen werden (177). Dagegen wurde in urotheliellen Kar-
zinomzellen ein negativ regulatorischer Effekt des TRPV1 gezeigt (23). Fir den TRPV4
konnte eine Beteiligung an der PI3K- und Rho-vermittelten zytoskelletalen Remodellie-
rung durch mechanosensitive Aktivierung des Kanals mit einem sich anschlieBenden
Ca?*-Einstrom in Endothelzellen nachgewiesen werden (168). Der Einfluss von TRPV1
und TRPC6 wurde auch bei der Lysophosphatidylcholin (LPS) - induzierten Migration
von Monozyten gezeigt (150). Bei der Migration von Fibroblasten und Podozyten konn-
te eine TRPC5-vermittelte Aktivierung von Racl und eine TRPC6-vermittelte Aktivie-
rung von RhoA bestétigt werden (169). Auch bei der MIP-2 (Macrophage Inflammatory
Protein 2) - induzierten Migration von neutrophilen Granulozyten wurde eine Beteili-
gung von TRPC6 gezeigt (39). Ebenso konnte fir den TRPC1 mehrfach eine Rolle
wahrend der Zellmigration nachgewiesen werden. So spielt der TRPC1-Kanal beim
Auswachsen von Neuronen eine wichtige Rolle (5; 73) und scheint in skelettalen My-
oblasten einen Einfluss auf das Calpain-vermittelte Lésen von Fokalkontakten wéhrend
der Migration zu haben (108). Dariiber hinaus konnte in Glioblastom Zellen und Nie-
renepithelzellen auch eine Beteiligung vom TRPC1 an der Chemotaxis nachgewiesen
werden (15; 52; 53). Hierbei scheinen TRPC1-Kanéle vorwiegend am Vorderende der
migrierenden Zellen organisiert zu sein und einen PLC- und PI3K-vermittelten Ca*-

Einstrom zu generieren, der essentiell fir eine gerichtete Migration ist (52).

Die meisten der beschriebenen Arbeiten verweisen auf eine Rezeptor-vermittelte Akti-
vierung von TRP-Kanélen. Dies verdeutlicht, dass die Aktivierung von TRP-Kandalen
bei der Zellmigration zumeist Teil einer Signalkaskade ist, die oft einen Ca?*-Einstrom
einschlieRt. Die Rollen dieses Rezeptor-vermittelten Ca?*-Einstroms sind vielfaltig und
bedurfen einer weiteren ldentifikation und Charakterisierung, um die regulatorischen

Mechanismen der Migration von verschiedenen Zellen besser zu verstehen.
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1.7 Neutrophile Granulozyten als Teil des Immunsyst ems

Neutrophile Granulozyten (kurz Neutrophile) reprasentieren 40-60% der weiRen Blut-
korperchen und bilden innerhalb des angeborenen Immunsystems die erste Verteidi-
gungslinie gegen eindringende Pathogene (188). Neutrophile werden im Knochenmark
aus hamatopoetischen Stammzellen gebildet und besitzen im unreifen Zustand einen
stabférmigen Zellkern, der wahrend der Ausdifferenzierung einer Segmentierung unter-
liegt (polymorphnukleare Zellen, PMNs) (16; 144). Reife Neutrophile zirkulieren in ei-
nem inaktivierten Zustand 1 - 4 Tage im Blutkreislaufsystem. Im Falle einer Entziln-
dung kommt es zu einer Aktivierung der Neutrophilen, was die Zellen befahigt, einem
Chemoattraktanz-Gradienten folgend durch das Gefal3endothel in das befallene Ge-
webe zum Entziindungsherd zu migrieren (95). Hier sind sie in der Lage, Pathogene
phagozytotisch aufzunehmen, wobei die aufgenommenen Mikroorganismen durch eine
Kombination aus reaktiven Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS) und
zytotoxischen Bestandteilen der Granula abgetttet werden (67; 91). Granula als na-
mensgebender Bestandteil von Granulozyten sind hierbei Speicher fir Proteine, die
den Zellen ermoglichen, Mikroorganismen zu téten oder Gewebe zu verdauen (16).
Darauf gehen die Neutrophilen in Apoptose uber und werden so von gré3eren Zellen

wie Makrophagen beseitigt.

Abbildung 4: Neutrophil Extracellular Traps

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Neutrophilen Granulozyten und durch
NETs immobilisierte Shigella flexneri (rot) (110).
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Zusétzlich zu ihrer Mdglichkeit zur Phagozytose sind Neutrophile in der Lage, Mikroor-
ganismen extrazellular mithilfe von sogenannten Neutrophil Extracellular Traps (NETS)
zu inaktivieren (96) (siehe Abb. 4). NETs werden bei einer spezifischen Form des pro-
grammierten Zelltodes von Neutrophilen gebildet und bestehen aus netzférmig organi-

siertem Chromatin und granulédren sowie zytoplasmatischen Proteinen (110).

1.8 Die Aktivierungskaskade bei der Rekrutierung Ne  utrophiler

Granulozyten

Die schnelle Aktivierung von Neutrophilen und die Rekrutierung in entzindliches Ge-
webe ist eine fundamentale Eigenschaft des angeborenen Immunsystems. Dieser viel-
schichtige Prozess schlief3t die Mobilisierung reifer Neutrophiler aus Knochenmarks-
speichern und eine beschleunigte Hamatopoese als Antwort auf chemotaktische Sti-
muli mit ein (95). Wahrend einer entziindlichen Reaktion werden angrenzende En-
dothelzellen von Zytokinen wie Interleukin-1 (IL-1), IL-17 oder Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a), produziert von Makrophagen oder Pathogenen, aktiviert (siehe Abb. 5). Diese
Aktivierung vermittelt die Expression von Adhasionsstrukturen wie E- und P-Selektinen,
Mitgliedern der C-Typ Lektin Glykoproteine, oder Mitgliedern der Immunglobulin-
Familie wie ICAMs (Inter-Cellular Adhasion Molecules) und VCAMs (Vascular Cell Ad-
hesion Molecules) (16; 95). Diese Adhasionsstrukturen auf der Zelloberflache der En-
dothelzellen ermdglichen die Rekrutierung von Immunzellen aus dem Blut. Die neutro-
philen Granulozyten mussen hier die Blutgefal3-Wand Uberqueren um zum Herd der
Entziindung zu gelangen. Diese Uberquerung der Endothelzell-Barriere, auch Diape-
dese genannt, findet vorwiegend in postkapillaren Venolen statt, wo die Gefal3-Wé&nde
dinner und die Stromungen des Blutes geringer sind (16). Die initiale Adasion der
Neutrophilen an Endothelzellen erfolgt iber PSGL-1 (P-Selektin Ligand 1), ESL-1 (E-
Selektin Ligand 1), L-Selektine und CD44. Hierdurch wird ein Rollen der Neutrophilen
entlang der Endothelzellen vermittelt, wobei PSGL-1 die Initiale Bindung an Endothel-
zellen ermdglicht, ESL-1 die das langsame Rollen vermittelt und die Bindung von CD44
an E-Selektine eine Umverteilung und Klusterung von PSGL-1 und L-Selektinen be-
gunstigt (74). Die Bindung der Neutrophilen an das Endothel und das darauffolgende
Rollen initialisiert die Aktivierung von Integrinen auf der Zelloberflache von Neutrophi-
len. Integrine sind auch am Rollen beteiligt, vermitteln hier aber vorwiegend eine ver-
starkte Adhasion. Hieran sind vor allem die B,-Integrine LFA-1 (Lymphocyte Function
Associated Antigen-1) MAC-1 (Macrophage-1 Antigen) und ihre Liganden ICAM-1 und
ICAM-2 beteiligt (16; 47).
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Die durch die Entziindungsreaktion aktivierten Endothelzellen produzieren Chemokine
wie IL-8 oder MIP-2 und aktivieren so die Neutrophilen (34). Die Bindung von Chemo-
kinen an ihre Oberflachenrezeptoren vermittelt eine weitere Aktivierung von Integrinen
und fordert eine stérkere Adhasion. Zuséatzlich fuhrt die Aktivierung der Neutrophilen zu
einer Polarisierung und Organisation von Strukturen die eine gerichtete Migration der
Zellen ermdglichen. Die Diapedese durch die Wénde der Venolen bildet den finalen
Schritt der Emigration in entziindliches Gewebe. Bevor sie die Wande der poskapilla-
ren Venolen Uberqueren, migrieren die Neutrophilen innerhalb der BlutgefaRe MAC-1-
und ICAM-1-abhangig, um den geeigneten Ort flr die Transmigration zu finden (127).
Die sich anschlielende Diapedese kann transzellular, wobei die Neutrophilen direkt
durch einzelne Endothelzellen migrieren, oder parazellular erfolgen, wobei die Neutro-
philen hier zwischen Endothelzellen transmigrieren. Die Protrusion der Zellmembran
der Neutrophilen direkt in den Zellkérper der Endothelzellen oder zwischen endothelia-
le Zell-Kontakte wird durch die Bindung von MAC-1 an ICAM-1 erleichtert. Die Aktivie-
rung von ICAM-1 fihrt innerhalb der Endothelzellen zu einem Anstieg von zytosoli-
schem Ca*" und einer Aktivierung der p38 MAPK, wodurch im Zusammenspiel die
MLCK aktiviert wird, was zu einer Kontraktion von Endothelzellen sowie Separierung
der interendothelialen Zellkontakte fuhrt. Die Aktivierung von ICAM-1 fuhrt dartiber hin-
aus zu einer Phosphorylierung von vaskular-endothelialen Cadherinen (VE-
Cadherinen), was zusétzlich das Losen der interendothelialen Zellkontakte beginstigt
und eine Transmigration der Neutrophilen durch das verbleibende Netzwerk von Zell-
kontakten erleichtert (170). Die transzellulare Migration erfolgt in diinnen Bereichen
von Endothelzellen. Die Aktivierung von ICAM-1 in den Endothelzellen fihrt zu einer
Translokation von ICAM-1 in Caveolin- und Aktin-reiche Bereiche der Zelle. Hier ver-
binden sich ICAM-1 enthaltende Caveolae zu vesikulo-vakuolaren Organellen (VVOSs),
die einen transzellularen Kanal bilden, durch den die Neutrophilen migrieren kénnen
(142).
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Abbildung 5: Aktivierungskaskade neutrophiler Granu ozyten

Wahrend einer Entziindung werden Endothelzellen durch Zytokine wie TNF-a aktiviert, was zu
einer Expression von Adhasionsstrukturen wie Selektinen und Mitgliedern der Immunglobulin-
Familie wie ICAM und VCAM auf der Zelloberflache fiihrt. Neutrophile adhérieren an diese Ad-
hasionsstrukturen, was ein Rollen der Granulozyten entlang der Endotheloberflache ermdéglicht
und zu einer Aktivierung von Integrinen fuhrt. Dies fordert eine starkere Adhasion, gefolgt von
einer Aktivierung der Neutrophilen durch Chemoattraktanzien wie IL-8. Eine sich anschlieRende
Polarisierung fuhrt zu einer intravaskularen Migration mit dem Ziel der transendothelialen Migra-
tion (Diapedese). Nach dem Verlassen des Blutgefaes werden die Neutrophilen von Chemoat-
traktanz-Gradienten zum tatsachlichen Herd der Entziindung geleitet.

Nach der Uberwindung der endothelialen Barriere miissen die Neutrophilen, geleitet
von Chemokingradienten, durch ein enges Netzwerk aus EZM, umliegenden Bindege-
webes und interstitieller Matrix zum Ort der Entziindung migrieren. Sehr wahrscheinlich
erfolgt die Migration hier Integrin-unabhangig durch amoboide Fortbewegung (siehe
1.2). Daruber hinaus produzieren Neutrophile eine Reihe von Proteasen wie Elastasen,
Matrix-Metalloproteinase 8 (MMP8) oder MMP9 und sind so in der Lage, das enge Ma-
schenwerk der Matrix zu durchbrechen (141). Aktivierte Neutrophile produzieren selbst
eine Reihe von Chemokinen wie IL-8, Groa (Growth-regulated Oncogene a) MIP-2
(Macrophage Inflammatory Protein 2) oder auch PAF (29; 175). So sind sie neben ihrer
anti-pathogenen Funktion auch befahigt, weitere Immunzellen wie Neutrophile oder
Makrophagen chemotaktisch anzulocken.
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1.9 Ziel der Arbeit

Die Erforschung von Mechanismen und Funktionen bei der Immunabwehr gehért zu
den fundamentalen Aufgaben der medizinischen Wissenschaft. Entziindungen sind
hierbei komplex koordinierte biologische Antworten auf Pathogene oder zerstértes Ge-
webe und Zellen. Richtig reguliert flhrt der Prozess der Entziindung zu einer Heilung
des Organismus, wogegen eine immunregulatorische Dysfunktion zumeist patholo-
gisch verlauft. Zellmigration und Chemotaxis spielen in diesem Zusammenhang eine
entscheidende Rolle, vor allem weil bei allen entziindlichen Reaktionen im Korper
Chemoattraktanzien beteiligt sind. So wurde mehrfach gezeigt, dass bei Autoimmuner-
krankungen wie der rheumatoiden Arthritis oder der Multiplen Sklerose (MS) Zytokine
fur die chemotaktische Rekrutierung von Immunzellen Hauptausloser fiir das jeweilige
Krankheitsbild sind (78; 165). Pharmakologisch werden Autoimmunerkrankungen vor-
wiegend immunsuppressiv behandelt, wobei neben systemischen Glucocorticoiden
auch vermehrt spezifischere Medikamente wie Zytokin-Inhibitoren, B-Zell Inaktivatoren
oder Zellmigrations-Hemmer wie PI3K-Blocker eingesetzt werden (7). Dennoch greifen
Immunsupppressiva entscheidend in regulatorische Prozesse des Immunsystems ein.
Ein besseres Verstandnis aller beteiligten Mechanismen liefert also mdéglicherweise

verbesserte Therapieansatze spezifischer Krankheiten.

Bisher ist die Rolle von Ca?*-Kanalen bei der Chemotaxis noch unzureichend geklart.
In den letzten Jahren gab es aber mehrere Befunde, die auf eine Beteiligung einzelner
Mitglieder der TRPC-Kanal-Familie an der gerichteten Zellmigration hinweisen. Schil-
ling et. al. konnten 2009 eine Beteiligung von TRPC1 und TRPC6 an der LPC-
induzierten Migration von Monozyten nachweisen (150). Damann et. al. zeigten 2008
die Beteiligung von TRPC6 an CXC-Rezeptor-vermittelten Signalkaskaden (39) und
Fabian et. al. konnten 2010 eine Beteiligung des TRPC1-Kanals an der FGF-2 (Fib-
roblast Growth Factor-2) stimulierten Chemotaxis von Epithelzellen nachweisen (52).
Es ist bekannt, dass die Aktivierung von Chemoattraktanz-Rezeptoren zu einer Aktivie-
rung der PLC und damit Bildung von IP; und DAG fihrt. Fir DAG konnte dabei eine
Aktivierung des TRPC6 mehrfach gezeigt werden (58; 76) und TRPC1, der als SOCE-
Kanal gilt (3; 4; 193), kénnte hierbei durch die IPs-vermittelte Mobilisierung von Ca*
aus intrazellularen Speichern aktiviert werden. Somit gibt es bereits einige Hinweise fir
eine Beteiligung von TRPC1 und TRPC6 an der gerichteten Migration, wobei die ge-
naue Funktion dieser Ca**-Kanale im Signalkomplex der Chemotaxis bisher nicht na-

her charakterisiert werden konnte.

Mithilfe dieser Arbeit sollte der Einfluss von TRPC1 und TRPC6, auf die Chemotaxis

von neutrophilen Granulozyten untersucht werden. Zur initialen ldentifikation eines
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Chemotaxis-Defekts sollten Chemotaxis-Experimente mit Neutrophilen von TRPC1”
und TRPC6” Méausen und den entsprechenden Wildtyp (WT) Mausen durchgefiihrt
werden. Ein moglicher Unterschied beim Einsatz unterschiedlicher Chemoattraktanzien
fur die Beteiligung der beiden TRPC-Kanéle sollte durch Verwendung verschiedener
end-target und intermediarer Chemoattraktanzien herausgestellt werden. Falls sich so
ein Chemotaxis-Defekt in einem der beiden Mausmodelle erkennen lassen sollte, wir-
de im Anschluss an die in vitro Chemotaxis-Experimente die Beteiligung der beiden
Ca?*-Kanéle TRPC1 und TRPC6 an der Invasion von Neutrophilen wahrend einer Ent-
ziindungsreaktion in der Maus auch in vivo untersucht werden. Dartber hinaus sollte
durch Messung der zytosolischen Ca®'-Konzentration in murinen Neutrophilen eine
mdgliche Beteiligung der beiden TRPC-Kandle an der Chemoattraktanz-Rezeptor-
vermittelten Ca*-Mobilisierung nachgewiesen werden. Um die Rolle der TRPC-Kanéle
innerhalb der Chemattraktanz-Rezeptor-generierte Signalkaskaden weiter zu charakte-
risieren, sollte im Anschluss die Aktivitat verschiedener Signalkaskaden nach Rezep-

tor-Stimulation proteinbiochemisch untersucht werden.
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2 Material & Methoden

2.1 Zellkultur

WEHI-3B-Zellen, eine murine myeloische Leukamie-Zelllinie, produzieren IL-3 und G-
CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor) (62; 102). WEHI-3B-konditioniertes Me-
dium wird daher zur Reifung von Vorlauferzellen aus dem Knochenmark zu neutrophi-
len Granulozyten genutzt. WEHI-3B-Zellen werden in Bicarbonat-gepuffertem Dulbe-
co’s Modified Eagle (DMEM) Medium, versetzt mit 4 mM L-Glutamin, 10% fttalem Kal-
berserum (FKS) und 100 U/ml Penicillin sowie 100 pg/ml Streptomycin, in einer 37C
warmen und humiden 5% CO, Atmosphére kultiviert. Fir die Gewinnung des WEHI-
3B-konditionierten Mediums werden die Zellen nach Erreichen der Konfluenz noch vier
weitere Tage kultiviert. AnschlieBend wird der Uberstand abgenommen und steril fil-

triert.

2.2 Tiere

Fur die Experimente wurden ausschlie3lich neutrophile Granulozyten aus 8-10 Wo-
chen alten C57BL/6 und 129Sv/C57BL/6J TRPC1” (45) sowie TRPC6” (46) Mausen
genutzt. Fir die Experimente mit TRPC1” und TRPC6” Mausen wurden nur Ge-
schwistertiere aus heterozygoten Verpaarungen (sog. Littermates) verwendet. Alle
Tierexperimente waren vom Landesamt flr Natur-, Umwelt- und Verbraucherschutz

NRW genehmigt und wurden nach aktuellen Tierschutzrichtlinien durchgefiuhrt.

2.3 Isolierung neutrophiler Granulozyten der Maus

Femur und Tibia von 8-10 Wochen alten Mausen wurden von Gewebe befreit und an-
schlieRend entfernt. Nach Entfernung von Ober- und Unterende der einzelnen Kno-
chen wurde das Knochenmark mit Ca®* / Mg*-freier Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS™), versetzt mit 25mM HEPES und 10% FKS, unter Zuhilfenahme einer Spritze
mit feiner Kanule herausgesplilt. Knochenfragmente wurden aus der Knochenmarkslo-
sung Uber das Spullen durch ein feines 70 um Nylon-Sieb entfernt. Anschlie3end wur-
den die Knochemarkszellen bei 4C, 1000 rpm, 10 min abzentrifugiert und nach dem
Resuspendieren in 1 ml HBSS™ auf einen 5 ml Histopaque 1077 / 5 ml Histopaque
1119 Gradienten in einem 15 ml Falkon-Réhrchen gegeben. Histopaque 1077 und His-

topaque 1119 bestehen aus einem Gemisch aus Polysaccharose (1.077 g/ml oder
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1.119 g/ml Ficoll) und einem radioopaken Medium (Natriumdiatrizoat) (50). Die Gra-
nulozyten werden hier nach dem Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation von den

anderen Zellen des Knochenmarks separiert (siehe Abb. 6).

Zentrifuge

¥ N

w1 800 rPM s
Knochenmark —— Mononukleére

30 Minuten Zellen

—1— Histopaque 1077

=4—— Granulozyten

—1— Histopaque 1119

——— Erythrozyten

N g

Abbildung 6: Dichtezentrifugation zur Isolierung vo n Granulozyten aus Knochenmark

Die unterschiedlichen Zellen des Knochenmarks werden durch den Gradienten der unterschied-
lich dichten Histopaque-L&sungen nach dem Zentrifugieren der Gréf3e nach aufgetrennt.

Nach der Zentrifugation bei 1800 rpm fur 30 min werden die Granulozyten aus der
Grenzschicht zwischen den beiden Histopaque-Lésungen entnommen und zweimal mit
20 ml HBSS™ (+ 25 mM HEPES und 10% FKS) bei 4%, 1000 rpm, 10 min gewaschen.
Zur vollstdndigen Ausdifferenzierung der Vorlauferzellen aus dem Knochenmark wer-
den die isolierten Granulozyten 16 Stunden in RPMI 1640 Medium mit 10% WEHI-3B-
konditioniertem Medium, 10% Hitze-Inaktiviertem FKS und 100 U/ml Penicillin sowie
100 pg/ml Streptomycin in einer 37C warmen und humiden 5% CO, Atmosphare kulti-
viert. Die Zellen aus dieser Suspensionskultur wurden bei 4C, 10 min und 1000 rpm
abzentrifugiert, in RPMI 1640 mit 25 mM HEPES resuspendiert und bis zum Experi-
ment bei 4C gelagert.
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2.4  Aseptische Peritonitis

Durch Injektion von 1 ml einer 9 %igen Casein / PBS Ldsung in das Peritoneum einer
Maus wurde eine aseptische Bauchfellentziindung induziert. Der detaillierte Mecha-
nismus, wie das Milchprotein Casein zu einer Entziindung und damit zum Einwandern
von Immunzellen fahrt, ist noch unbekannt. Allerdings konnte gezeigt werden dass, die
intraperitoneale Injektion von Casein zur Produktion von Cytokinen wie IL-8 und GM-
CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor) fuhrt, welche beide einen
wichtigen Teil der Aktivierungskaskade von Neutrophilen darstellen (114). Nach 5
Stunden wurden der Maus 5 ml steriles PBS intraperitoneal injiziert und anschlieend
die Exsudate durch einen kleinen Schnitt in der Bauchdecke mithilfe einer Multipette
isoliert. Die Gesamtzellzahl in diesem Exsudat wurde Uber einen CASY TT Zell-Zahler
bestimmt. Der prozentuelle Anteil von neutrophilen Granulozyten in dem peritonealen

Exsudat wurde Uber eine Pappenheim-Farbung (Hemacolor) ermittelt.

2.5 Preparation des ,Peritonitis-Cocktails*

Wie in 2.4 beschrieben wurde mithilfe einer Casein-Losung eine Peritonitis induziert.
Peritoneale Exsudate wurden wie oben beschrieben nach 5 Stunden isoliert, die in
dieser Losung enthaltenen Zellen wurden anschlieBend fir 10 min bei 1500 rpm pelle-
tiert und verworfen (Siehe Abb. 7). Die Protein-Konzentration der verbliebenen Uber-
stande wurde zur Vergleichbarkeit verschiedener Peritonitis-Exsudate ermittelt (siehe
2.8.1) und gegebenenfalls auf 4,5 mg/ml mit HBSS korrigiert. Der Peritonitis-Cocktalil
wurde in kleinen Aliquots fur die spatere Verwendung bei -20TC gelagert.

Uberstand dient als
Chemokin-Cocktail in
Chemotaxis Experimenten.

= N = ‘
Al iz £
s N) : =
’ ' Isolierung der \ /. b-

7 Injektion einer 9% 44 peritongalen
f Casein Lésung. Exsudate nach 5h.

Separation der Zellen.

Abbildung 7: Isolierung des Peritonitis-Cocktails

1) Induktion einer Bauchfellentziindung mit Casein. 2) und 3) Isolierung peritonealer Exsudate
und Pelletierung der enthaltenen Zellen. 4) Uberstand dient als Chemokin-Cocktail in Experi-
menten.
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2.6 In vitro Migrations-Assays

2.6.1 3D Chemotaxis Assay

Fur 3D Chemotaxis Experimente wurden ibidi pu-Slide Chemotaxis-Kammern verwendet
(siehe Abb. 8). Die Kammern wurden zuerst 1h mit Fibronektin (1 ug/cm?) beschichtet
und anschlieBend mit HBSS beflllt. Ein Chemokin Gradient wurde durch Zugabe von
fMLP (Endkonzentration 1 uM in HBSS), KC ( Endkonzentration 3 pg/ml in HBSS)
oder eines Peritonitis-Cocktails (4,5 mg/ml) etabliert. Zur besseren Visualisierung des
Gradienten wurde das jeweilige Chemokin zusatzlich mit 100 pug/ml Patentblau ver-
setzt. Nach Aufbau des Gradienten wurden ca. 5 x 10° Neutrophile (siehe 2.3) in HBSS
(pH 7.4) mit 2,1 mg/ml Kollagen direkt in den Kanal der Kammern gegeben. Je nach
experimentellem Ansatz waren in allen verwendeten Losungen noch folgende Blocker
enthalten (Endkonzentrationen in Klammern): SB225002 (500 nM), ABT-491 (50 pM).
Direkt nach Polymerisation des Kollagens (ca. 10 min) wurden die Experimente bei
37T gestartet.

Abbildung 8: ibidi Chemotaxis-Kammer

Die ibidi Chemotaxis-Slides bestehen aus drei einzelnen Kammern mit je zwei groRen 40 pl
Reservoiren die Gber einen schmalen, 1mm breiten und 70 um hohen Kanal verbunden sind. In
diesen Kanal werden die Zellen ausgesat und observiert. Die Reservoire lassen sich einzeln
iber eine und der Kanal tiber zwei Offnungen verschlieRen. Erst wird die gesamte Kammer mit
HBSS (hier rot dargestellt) befiillt und anschlieRend wird in ein Reservoir ein Chemokin gege-
ben (hier in blau dargestellt). Innerhalb kurzer Zeit baut sich so lber den zentralen Kanal ein
Chemokin-Gradient auf. Dieser bleibt fiir mindestens 24 Stunden stabil. (Verandert nach
ibidi.de)
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Die Migration der Zellen wurde videomikroskopisch 1 h bei 37C in 5 sec Intervallen
aufgenommen. Die Verarbeitung der Bildsequenzen erfolgte hierbei Uber die Pro-
gramme HiPic oder WASABI.

2.6.2 Datenanalyse der Migrationsexperimente

Zur Quantifizierung der Zellmigration und Chemotaxis wurde tber die AMIRA Imaging
Software entweder der Mittelpunkt von einzelnen Zellen oder die Zellkontur Bild fir Bild
Uber den gesamten Migrationsfilm bestimmt. Aus dieser Segmentierung lie3en sich im
Anschluss Uber ein Java-basiertes Programm in Verbindung mit der ImageJ Software
weitere Parameter berechnen. Die Migration wurde hierbei als Bewegung des Zell-
Mittelpunktes pro Zeiteinheit definiert, woraus sich die Geschwindigkeit als Dreipunkt-
Mittelwert berechnen lie3. Die Translokation lie3 sich als Start-Ziel Vektor berechen
und der Chemotaxis Index wurde als Quotient aus der reinen y-Bewegung (in Richtung

des Gradienten) und der tatsachlich zurtickgelegten Strecke definiert.

Fur die Migrationsexperimente wurden mindestens 30 Zellen aus 3 unterschiedlichen
Mausen analysiert. Standardabweichungen wurden als Mittelwerte (SEM) und Signifi-

kanzen Uber den t-Test ermittelt.

2.7 [Ca®]; Messungen

Die Messung der zytosolischen Calcium-Konzentration [Ca®'];

erfolgte in Fibronectin-
beschichteten (1 pg/cm?) ibidi p-Slide | Kammern (siehe Abb. 9) mithilfe des Fluores-

zenzfarbstoffs Fura-2-AM.

Abbildung 9: ibidi p-Slide |

Bei den ibidi p-Slides sind zwei grol3e Re-
servoire mit einem Volumen von 1ml Gber
einen 5 mm breiten und 0,4 um hohen Ka-
nal verbunden, in den die Zellen ausgesat
werden. Zu- und Ablauf eines Perfusions-
sytems werden auf dem Mikroskop ange-
schlossen. (Verandert nach ibidi.de)

Fura-2 bildet mit Ca** Chelatkomplexe und ist als Fura-2-AM an einen Acetoxymethyl-
ester (AM) gebunden, wodurch es durch passive Diffusion membrangangig wird. In-
nerhalb der Zelle spalten endogene Esterasen den Acetoxymethylester ab, wodurch
das Fura-2 reaktiviert und die Diffusion aus der Zelle verhindert wird. Zur Messung der

Ca?*-abhangigen Fluoreszenz wird Fura-2 mit Licht der Wellenlange 380 nm und Ca*-
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komplexiertes Fura-2 bei 340 nm angeregt. Die Fluoreszenzemissionen werden bei
500 nm gemessen, wobei sich tber den Quotienten aus den Wellenlangen 340 nm /

380 nm die [Ca*"]; Konzentration berechnen lasst (s.u.).

Etwa 6 x 10* Zellen in Suspension wurden fur 20 min, unter Lichtausschluss und bei
Raumtemperatur mit 3 pM Fura-2-AM beladen. Die mit Fura-2 beladenen Zellen wur-
den anschlieRend in den ibidi Slides ausgesat und fir 10 min bei 37<C adhérieren ge-
lassen. AnschlieBend wurden die Neutrophilen sehr vorsichtig mit 2 x 1 ml Ringerlo-
sung gewaschen, woraufhin die videomikroskopische Messung gestartet wurde. Die
Messungen erfolgten bei Raumtemperatur auf einem inversen Mikroskop (40 x Olim-
mersionsobjektiv, Axiovert TV 100, Zeiss), wobei Bildsequenzen in einem Intervall von
5 s aufgenommen wurden. Monochromator, Kamera und Aufnahme der Bilder wurden
Uber die Metaflour Software (Visitron Systems) gesteuert. Die Fluoreszenzintensitat
wurde Uber die gesamte Zellflache gemessen, wobei diese fir die Auswertung um die
Eigenfluoreszenz des Hintergrundes korrigiert wurde. Das experimentelle Protokoll sah
eine Kontrollphase von 5 min vor, auf die eine chemokinetische Stimulation von 10 min
folgte. Hierbei wurden 1 pM fMLP, 1 pg/ml KC oder der Peritonitis Cocktail 1:4 in Rin-
gerlésung (1,125 mg/ml) (siehe 2.5) appliziert. Am Ende jeder Messung erfolgte eine
Eichung durch Zulauf von lonomycin-haltigen Ringerldsungen, die entweder EGTA als
Calcium-Chelator oder 5 mM Ca*" enthielten. lonomycin als Calcium-lonophor ermég-

licht hier die konzentrationsbedingte Diffusion von Ca*".
Die [Ca®']; wurde durch folgende Gleichung berechnet (65; 146):
[Caz+]i =Ky X (R - Rin) / (Rmax - R) X B

Kq beschreibt hier die Dissoziationskonstante fur Fura-2 (K4 Fura-2 = 224 nmol/l). R
definiert den Quotienten aus der Fluoreszenzintensitat bei 340 nm und 380 nm, wobei
Rmin der 340 nm / 380 nm Quotient fir den 0 Ca?* Intensitatswert wahrend der Eichung
und der Rmax der 340 nm / 380 nm Quotient fir den 5 mM Ca*" Intensitatswert wéah-
rend der Eichung steht. B beschreibt den Quotienten aus der 380 nm Fluoreszenzin-

tensitat von Fura-2 bei 0 Ca? und 5 nM Ca?".

Fur die Statistik wurden pro verwendetem Chemokin mindestens 60 Zellen aus 3 un-
terschiedlichen Mausen verwendet. Standardabweichungen wurden als Mittelwerte

(SEM) und Signifikanzen tber den t-Test ermittelt.
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Tabelle 1: Losungen fur die [Ca **]; Messung.

Ringerldsung (pH 7,4) Eichlésung 1Ca?" (pH 7,4) Eichlésung 0 Ca % (pH 7,4)

NacCl 122,5 mM NacCl 122,5 mM NacCl 122,5 mM
KCI 5,4 mM KCI 5,4 mM KCI 5,4 mM
CacCl, 1,2 mM CaCl; wasserfrei) 5mM EGTA 5mM
MgCl, 0,8 mM MgCl, 0,8 mM MgCl, 0,8 mM
HEPES 10 mM HEPES 10 mM HEPES 10 mM
Glucose 55mM

2.8 Proteinbiochemische Methoden

2.8.1 Proteinbestimmung (BCA-Biuretreaktion)

Die Proteinbestimmung erfolgte nach Protokoll colorimetrisch mit dem BCA Protein
Assay Kit von Pierce®. Hierbei wird die Reduktion von Cu? zu Cu'* in alkalischer Lé-
sung durch die Peptidbindungen von Proteinen (Biuretreaktion) mit der Komplexbildung
von zwei Molekiilen Bicinchoninséure (BCA) mit Cu** kombiniert. Durch die Reaktion
von BCA mit einwertigen Kupferionen entsteht eine violette Komplexverbindung mit
einer Absorbtion bei 562 nm, die nahezu linear mit zunehmender Proteinmenge an-

steigt.

Als Referenz zu den zu bestimmenden Proben wurde die Konzentration von Rinderse-
rumalbumin Standards (BSA, bovines Serumalbumin) mit bekannten Konzentrationen
(2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25, 0 pg/ml) bestimmt. Proben und Standards

wurden hierbei jeweils doppelt bestimmit.

2.8.2 SDS-Polyacrylamidgelektrophorese (PAGE)

Mithilfe der SDS-PAGE werden Proteine anhand des Molekulargewichtes aufgetrennt.
Die Proteine werden hier mit dem Detergens SDS (Natriumdodecylsulfat) und DTT
(Dithiothreitol) bzw. B-Mercaptoethanol und durch Erhitzen (95 <C) vollsta ndig denatu-
riert. Das DTT spaltet dabei Disulfidbriicken der Proteinkomplexe, und das SDS bindet
an hydrophobe Regionen der Proteine. Hierdurch wird die Eigenladung des Proteins
mit einer negativen Ladung Uberdeckt, und die denaturierten Proteine kbnnen somit in

der Gelmatrix durch anlegen eines elektrischen Feldes nach dem Molekulargewicht
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aufgetrennt werden. Neben SDS und DTT enthélt der Probenpuffer zum Denaturieren
der Proteine Bromphenolblau. Das Bromphenolblau wandert als sichtbarer, negativ
geladener Farbstoff aufgrund seines sehr geringen Molekulargewichts immer vor der
Proteinfront und zeigt so die Proteinlauffront bei der Elektrophorese an. Neben den
Proteinproben wurde zusatzlich ein Molekulargewichtsstandard mit Proteinen bekann-
ten Molekulargewichts in der PAGE verwendet, um spater das Molekulargewicht detek-
tierter Banden abschatzen zu kdnnen. Zudem erfolgte die SDS-Page diskontinuierlich,
das heil3t Uber das Trenngel wird ein Sammelgel gegossen um eine schérfere Ban-
dentrennung zu erreichen. Die Matrix des Sammelgels besitzt gré3ere Poren und ei-
nen anderen pH-Wert als die des Trenngels. Somit wandern die Proteine schneller und
ohne Auftrennung nach dem Molekulargewicht. Mit Erreichen der Grenzflache zum

Trenngel werden die Proteine gréfRenabhéngig aufgetrennt.

Chemilumineszente Detekiion

kDa Abbildung 10: Molekulargewichtsstandard
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Tabelle 2: Zusammensetzung SDS Gel.

5% Sammelgel 7,5% Trenngel
Aqua bidest. 1,3 ml Aqua bidest. 1,822 ml
Rotiphorese® Gel A 357 ul Rotiphorese® Gel A 1,215 ml
Rotiphorese® Gel B 150 pl Rotiphorese® Gel B 503 pl
0,5 M Tris/SDS 500 pl 1,5 M Tris/SDS 1,3 ml
10% APS 25 ul 10% APS 25 ul
Temed 2,5l Temed 7,5 ul
1,5 M Tris/SDS pH 8,8 0,5 M Tris/SDS pH 6,8
Tris 15M Tris 0,5M
SDS 0,5% SDS 0,5%

2.8.3 Herstellung der Proteinlysate und Probenvorbe  reitung

Neutrophile Granulozyten (siehe 2.3) in RPMI 1640 mit 25 mM HEPES wurden in Fib-
ronektin-beschichteten (1 pg/ml, siehe 2.6.2) 3,5 cm Zellkulturschalen ausgesat. Nach
5 min Inkubation wurde das Medium gegen den Peritonits-Cocktail (siehe 2.5) oder 1
png/ml KC in PBS zur Aktivierung der Zellen getauscht. Nach 15 min bzw. 5 min Stimu-
lation wurde das Medium vollstdndig entfernt, die Zellen mit dem RIPA-(Radio-
Immunoprazipitations Assay)-Lysispuffer versetzt und mithilfe eines Zellschabers vom
Boden der Zellkulturschale gelést. Nach Homogenisierung der Zellen durch mehrmali-
ges Aufziehen durch eine 0,6 mm Kanile wurden die Proben fir 30 Minuten bei 4C
inkubiert. Anschliel3end wurden nicht vollstandig geldste Zellbestandteile 5 min bei 4T
und 13000 rpm von dem Proteinlysat separiert. Die Proteinkonzentration des Uber-
standes wurde bestimmt (siehe 2.7.1) und dieser entweder direkt verwendet oder bei -
80T gelagert. Die Proteinproben wurden direkt vor der Verwendung 1:5 mit Proben-

puffer versetzt und 5 min bei 95T denaturiert.
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Tabelle 3: Losungen fur die [Ca  **]; Messung.

RIPA Lysispuffer Probenpuffer

Tris-HCI pH 7,6 50 mM Tris-HCl pH 7,6 09M
NacCl 0,15 M SDS 8,5%
NP-40 10 mM Sucrose 27,5%
SDS 3,5mM DTT 100mM
DOC 10 % Bromphenolblau 0,003 %
10 x PhosSTOP 1:10

7 x Complete Mini 1:7

2.8.4 Western Blot

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden im Anschluss durch Anlegen
einer Spannung senkrecht zum Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrozellulose-Membran
transferiert. Hierbei wurde sowohl das Semidry Western Blot System als auch das
Tank Blot System genutzt. Das Prinzip des Semidry Western Blots ist in Abb. 11 dar-
gestellt. Beim Semidry Blot sind Membran und Gel sandwichartig von Filterpapieren
umgeben, durch das Tranken mit Transferpuffer vermitteln sie so die Stromleitfahigkeit.
Durch das Methanol im Transferpuffer wird das SDS aus dem Protein-Detergenz-
Komplex entfernt und die Bindung der SDS-freien Proteine an die Nitrozellulose-
Membran erleichtert. Der Transfer erfolgte hier bei einem Gel fir 30 min bei 5,5

mA/cm?.
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Kathode

3 x Filterpapier
Gel
Nitrozellulose-Membran

3 x Filterpapier

Abbildung 11: Aufbau Semidry Western-Blot

(verandert nach Bio-Rad Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Manual)

Prinzipiell sind Semidry und Tank Blot sehr &hnlich, allerdings erfolgt das Ubertragen
der Proteine auf die Nitrozellulose-Membran beim Tank Blot Verfahren bei vollstandi-
ger Umspllung des Systems mit dem Transferpuffer. Das Prinzip des Semidry Blot
Systems ist in Abb. 12 dargestellt. Der Transfer erfolgte hier fur etwa 16 Stunden bei
1,1 mA/cm?,

Nach dem Ubertragen der Proteine aus dem Gel auf die Nitrozellulose-Membran wurde
diese fir eine Stunde in der Blocking Solution inkubiert. Diese enthielt je nach Vorga-
ben des Herstellers der Antikbrper entweder BSA in TBST oder Magermilchpulver in
PBST. Das BSA bindet genauso wie das Michprotein an die Nitrozellulose-Membran

und verhindert so das unspezifische Binden von Antikérpern.
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Deckel
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—____— 2xFilterpapier
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\ 2 x Filterpapier
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Kassette
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Kathode

Kihlakku

Puffertank

Abbildung 12: Aufbau Tank Western-Blot

(verandert nach Bio-Rad Mini Trans-Blot Manual)

2.8.5 Immundetektion

Die Nitrozellulose-Membran wurde nach dem Blocken Uber Nacht mit einer entspre-
chenden Verdiinnung des ersten Antikdrpers (siehe Tab. 4) bei 4C und unter Schit-
teln inkubiert. Anschliel3end wurde die Membran dreimal fir 10 min unter Schatteln mit
TBST oder PBST gewaschen und daraufhin erfolgte die Behandlung mit dem entspre-
chenden zweiten Antikdrper (IgG-Peroxidase-Konjugat, siehe Tab. 5) fur eine Stunde
bei Raumtemperatur unter leichtem Schitteln. Im Anschluss wurde die Membran er-
neut dreimal fir 10 min mit TPST oder PBST gewaschen. Der Nachweis des gebunde-

nen zweiten Antikorpers erfolgte mithilfe des SuperSignal® West Femto Maximum Sen-



2 Material & Methoden 39

sitivity Substrate Kits (Thermo Scientific). Der chemilumineszente Nachweis beruht hier
auf der Oxidation von Luminol durch die an den zweiten Antikérper gekoppelte Peroxi-
dase. Das Umsetzten von Luminol zu 3-Aminophthalat wird von der Emission von Licht
einer Wellenlange von 428nm begleitet. Diese Reaktion liel3 sich so in dem Geldoku-

mentationssystem (ChemiDoc™ XRS+, Bio-Rad) nachweisen.

Die densitometrische Quatifizierung der Intensitdt unterschiedlicher Proteinbanden
erfolgte Uber die ImageJ Software. Hierbei wurden Proteinbanden des zu quantifizie-
renden Gens in Relation zu den Proteinbanden eines housekeeping-Gens gesetzt. Zur
statistischen Absicherung wurden Western Blots mindestens 2 x mit Proteinlysaten von

unterschiedlichen Tieren durchgeftihrt.

Tabelle 4: Erstantikbrper und Verdiinnungen

Antikérper Wirtstier Verdinnung
anti-CXCR2 (Novus Biologicals) Kaninchen 1:100
anti-phospho-Akt (PKB) (Cell Signaling) Kaninchen 1:500
anti-phospho-p38 MAPK (Cell Signaling) Maus 1:1000
anti-beta Aktin (Sigma) Maus 1:10000
anti-GAPDH (Dianova) Maus 1:1000

Tabelle 5: Zweitantikérper und Verdinnungen

Antikorper Verdinnung

Goat anti-Rabbit POD (Sigma) 1:10000

Goat anti-Mouse POD (Jackson-Immuno Research) 1:50000
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2.8.6 LOsungen Western Blot

Tabelle 6: Western Blot Pufferlésungen.

Laufpuffer Transferpuffer
SDS 1% Tris 10 mM
Glycin 200 mM Glycin 100 mM
Tris 4 mM Methanol 10 %
PBST TBST

NacCl 136 mM NacCl 1,37 M
KCI 2,7 mM Tris 200 mM
Na,HPO, x 2 H,0 4,3 mM TWEEN 20 0,1%
KH,PO, 1,5 mM

TWEEN 20 0,05 %

2.9 Molekularbiologische Methoden

2.9.1 Gelelektrophorese

Die Elektrophorese mithilfe eines Agarosegels stellt eine einfache Methode dar, um
Nukleinsduren verschiedener Fragmentlangen voneinander zu trennen und zu identifi-
zieren. Das Prinzip beruht auf den Trenneigenschaften der Agarose, die den wandern-
den Molekilen als Matrix je nach Grol3e unterschiedlich viel Widerstand entgegensetzt.
So wandern grof3e Molekile langsamer als kleine. Die Auftrennung der DNA- oder
RNA-Fragmente erfolgt in einem elektrischen Feld. Hierbei wandern die negativ gela-
denen Nukleinsauren von der Kathode zur Anode. Sichtbar werden die Nukleinsduren
durch SYBR® Gold (Invitrogen), wobei SYBR® Gold als Cyanin-Farbstoff doppelstréan-
gige DNA bindet. Hierdurch lassen sich Nukleinsduren durch die Fluoreszenz von
SYBR® Gold bei Anregung mit UV-Licht im Agarosegel nachweisen. Zur Identifizierung
der FragmentgroRen wird parallel zu den Nukleinsdure-Proben ein Grolienmarker auf-
getragen.
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Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mithilfe eines 1,5%igen, horizontalen
Agarosegels und einer Spannung zwischen 90 und 120 mV. Als Elektrophoresepuffer
wurde 0,5 x TBE verwendet. Der verwendete PCR-Puffer (CoralLoad, Quiagen) ent-
hielt bereits den Ladepuffer, als GroRenmarker wurde verdaute Plasmid-DNA verwen-
det (siehe Abb. 13). Eine Auflistung der verwendeten Substanzen ist Tabelle 7 zu ent-

nehmen.

Tabelle 7: DNA-Gelelektrophorese-Puffer und DNA-Aga  rosegel.

10 x TBE (pH 8,3) 1,5 % Agarosegel
Tris/HCI 09M Agarose 39
EDTA 20 mM

bp

Abbildung 13: DNA-Marker nach Auftrennung in einem 1% Agarosegel.

1500 Als GroRenmarker wurde mit EcoR | und Hind IIl verdaute Plasmid DNA ver-

_— wendet. (segenetic.de)
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2.9.2 Extraktion genomischer DNA aus Gewebe

Fur die Genotypisierung der Mause wurde den Tieren bei der Ohrmarkierung ein klei-
nes Stick Gewebe entnommen und hieraus im Anschluss die genomische DNA extra-
hiert. Daflir wurden die Gewebestiicke zunachst mit 400 pl Lysispuffer versetzt. Neben
den Detergenzien NP-40 und TWEEN 20 enthielt der Lysispuffer Proteinase K zum
Verdau von Proteinen. So wurde das Gewebe uber Nacht in einem Thermomixer bei
56C und 800 rpm inkubiert. Anschlie3end wurde die Proteinase K bei 95T fiur 20 min
inaktiviert. Die nun die extrahierte genomische DNA enthaltende Lésung diente in der

sich anschlieenden PCR als Template.
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Tabelle 8: DNA Extraktionspuffer.

KCI 50 mM
MgCl, 1,5mM
Tris/HCI, pH 8.3 10 mM
NP-40 0,45 %
Tween 20 0,45 %
Proteinase K 1 mg/mi

2.9.3 PCR (Polymerase-Kettenreaktion)

Um eine DNA-Sequenz schnell und einfach zu vervielfaltigen, bedient man sich der
PCR (Polymerase Chain Reaction). Hierzu benotigt man zuerst eine gewisse Menge
Template-DNA, eine thermostabile DNA-Polymerase sowie zwei Oligonukleotid-Primer
in Verbindung mit einem Puffer und Nukleotiden. Eine typische PCR beginnt mit einer
initialen Denaturierung (94T, 2 min) und 30-35 Zyk len, bestehend aus Denaturierung
(94<C, 30 s), Annealing (Temperatur variabel, 30 s) und Elongation (72T, 30 s), sowie
einer finalen Elongation (72<C, 10 min). Bei der De naturierung wird das DNA-Template
erhitzt, wodurch sich die beiden DNA-Strange trennen. Darauf folgt das sogenannte
Annealing, bei dem die Temperatur gesenkt wird, um eine Hybridisierung der Oligonuk-
leotid-Primer mit der einzelstrangigen Template-DNA zu gewébhrleisten. Diese Anneal-
ing-Temperatur ist abhéngig von dem verwendeten Primerpaar und richtet sich nach
der jeweiligen Schmelztemperatur. Hierauf folgt die Elongation, wobei mithilfe einer
thermostabilen DNA-Polymerase das Primerpaar jeweils komplementéar zum Template-
Strang verlangert wird, so dass zwei neue doppelstrdngige DNA-Fragmente entstehen.
Die Zusammensetzung eines Standard-PCR Ansatzes fir die Genotypisierung ist Ta-

belle 9 zu entnehmen.

Als Polymerase wird sehr haufig die Tag-DNA-Polymerase (isoliert aus dem hitzestabi-
len Bakterium Thermus aquaticus) verwendet, welche eine vergleichbar hohe Synthe-

serate aufweist.

Die Oligonukleotid-Primer wurden hierbei so gewahlt dass beide wildtypspezifischen
Primer innerhalb der Gensequenz lag, in die bei den Knockout-Tieren der Inaktivie-
rungsvektor inseriert wurde. Dagegen lag einer der Knockout-spezifischen Primer in-

nerhalb der Sequenz des Inaktivierungsvektors (siehe Abb. 14).
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Tabelle 9: Auflistung eines Taq Standard-PCR Ansatzes.

Standard-PCR Ansatz

10 x PCR-Puffer (incl. MgCl,) 3ul
dNTPs (10 mM) 0,6 pl
Oligonukleotid-Primer (10 pmol/ul) 0,6 ul
DNA-Template 0,5 ul
Tag-Polymerase 5 u/ul 0,3 ul
steriles H,O ad 30 ul

WT PCR
WT-TRPCG6 -sense .

—EENa—

Y -

WT-TRPCB6 - antisense

KO PCR
KO-TRPCG6 -sense .

HI(}:NQO H

I KO-TRPCS6 - antisense

Abbildung 14: Lage der TRPC6 " _Primer innerhalb der TRPC6-Gensequenz.

Die Wildtyp-spezifischen Primer waren sequenzspezifisch fir Exon 7 des TRPC6 Gens, woge-
gen die Knockout-spezifischen Primer sowohl im Intron-Bereich vor Exon 7 als auch im PGK
Promotor-Bereich der inaktivierenden PGK-Neo Kassette, welche bei den Knockout-Tieren

Exon 7 ersetzte, lokalisiert waren.
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Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Oligonukleot id-Primer.

Name

Sequenz

WT-TRPC6-sense
WT-TRPC6-antisense
KO-TRPC6-sense
KO-TRPC6-antisense
WT-TRPC1-sense
WT-TRPC1-antisense
KO-TRPC6-sense
KO-TRPC6-antisense

5-CAGATCATCTCTGAAGGTCTTTATGC-3'
5'-CATCAGGACCCCGAGCACCACATAC-3
5-ACGAGACTAGTGAGACGTGCTACTTCC-3'
5-GGGTTTAATGTCTGTATCACTAAAGCCTCC-3'
5-GGCAACCTTTGCCCTCAAAGTGGTGGC-3’
5'-AGTGAATATATATATATCAGACATAGATTTGGG-3’
5-TCTATGGCTTCTGAGGCGGA-3
5-GAGTCATTTTCTTATTGGCAAAATGAGG-3
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3  Ergebnisse

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Rolle der Ca**-Kanédle TRPC1 und TRPC6
bei der gerichteten Migration neutrophiler Granulozyten der Maus untersucht. Eine Rol-
le von Ca?"-Kanalen, insbesondere der Familie der TRP-Kanale, bei der Migration ver-
schiedenster Zellen konnte bereits mehrfach gezeigt werden (15; 39; 52; 53; 108; 150).
Hierbei wurde dem TRPC1 in MDCK-F Zellen und humanen D54MG Glioma-Zellen ein
Einfluss auf die Direktionalitat wahrend der Zellmigration zugewiesen (15; 52; 53).
Auch fir den TRPC6 konnte eine Beteiligung wahrend der MIP-2 induzierten, chemo-
kinetisch stimulierten Migration von murinen Neutrophilen gezeigt werden (39). Dabei
blieb die funktionelle Rolle dieser Ca?*-Kanéalen bei der Chemotaxis bisher aber unge-
klart. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle von TRPC1 und TRPC6 bei der
Chemotaxis neutrophiler Granulozyten aus TRPC1- und TRPC6-defizienten Mausen in
Gradienten verschiedener Chemoatraktanzien zu untersuchen. Hierbei wurden bei den
in vitro Chemotaxis-Experimenten sowohl end-target als auch intermediare Chemokine
eingesetzt. Ein moglicher Chemotaxis-Defekt wurde in vivo in einem Entzindungs-
Modell charakterisiert. Zur Erhartung der Befunde aus den Migrations-Experimenten
wurde im Anschluss der mdglicher Einfluss eines TRPC-Kanal-Knockouts auf Ebene

des funktionalen Kanalsproteins in [Ca®"],

-Messungen unter chemokinetischer Stimula-
tion der Neutrophilen analysiert. Eventuelle Unterschiede bei der Aktivierung von Sig-
nalwegen nach chemokinetischer Stimulation der TRPC-defizienten Neutrophilen wur-

den schlussendlich auf proteinbiochemischer Ebene untersucht.



3 Ergebnisse 46

3.1 Phanotypen der TRPC1 " und TRPC6” Méause

Die TRPC1” Mause sind lebensfahig und fertil mit einer normalen Lebenserwartung,
wobei keine Unterschiede beziiglich der genotypischen Verteilung innerhalb der Wirfe
aus den heterozygoten Verpaarungen festgestellt werden konnten. Dabei waren die
TRPC1”-Jungtiere im Vergleich zu den Wildtyp-Jungtieren etwas gréRer und schwerer
wie vorher bereits beschrieben (45). Die TRPC6" Mause haben ebenso eine normale
Lebenserwartung und Fertilitat, wobei auch hier keine Unterschiede beziglich der
Wildtyp- zu Knockout-Verteilung innerhalb der Wirfe aus den heterozygoten Verpaa-
rungen nachgewiesen werden konnten. Bei den TRPC6” Jungtieren konnten keine
Auffalligkeiten beziglich der Kérpergrof3e und des Gewichtes festgestellt werden. Ein
Vergleich der Blutbilder der TRPC6-defizienten Mause gegeniiber den entsprechenden

Wildtyp Mause ist in 3.5 aufgefuhrt.

3.2 Invitro Analyse fMLP-vermittelter end-target Chemotaxis

Far die in vitro 3D Chemotaxis-Experimente wurden ibidi p-Slide Chemotaxis-Kammern
genutzt. Als end-target Chemokin wurde hier 1uM des bakteriell-abgeleiteten fMLP
verwendet. In den 3D Chemotaxis-Experimenten zeigten die Wildtyp Neutrophilen eine
Geschwindigkeit von 11,9 um/min, eine Translokation von 157 um innerhalb von 30
Minuten und einen Chemotaxis Index von 0,38 (siehe Abb. 15 A-E). Bei den TRPC1™
Neutrophilen war die Geschwindigkeit mit 10,8 um/min gegeniber den Wildtyp-Zellen
um 8%, die Translokation mit 113 um um 28% und der Chemotaxis Index mit 0,27 um
29% reduziert. Dagegen zeigte sich bei den TRPC6” Neutrophilen in keinem der un-
tersuchten Parameter ein signifikanter Unterschied zu den entsprechenden Wildtyp-
Zellen (siehe Abb. 15 B-E).

Somit konnte fur den TRPC1-Kanal ein Einfluss auf die fMLP-vermittelte Chemotaxis
nachgewiesen werden, wogegen der TRPC6-Kanal nicht an der fMLP-vermittelten

Chemotaxis beteiligt ist.
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Abbildung 15: In vitro 3D Migration in fMLP Gradienten

(A) Trajektorien von WT und zugehdrigen TRPC1” oder (B) TRPC6™ Neutrophilen. Jede
Trajektorie beschreibt den zuriickgelegten Weg einer einzelnen Zelle innerhalb des fMLP Gra-
dienten. Die Konzentration vom fMLP nimmt hierbei in positiver y-Richtung zu. TRPC1”
Neutrophile migrieren weniger gerichtet als zugehérige WT-Zellen. Bei den TRPC6™ Experi-
menten war kein Unterschied zwischen WT und Knockout- (KO) Zellen zu erkennen. Ge-
schwindigkeit (C), Translokation (D) und Chemotaxis Index (E) waren in den TRPC1” gegen-
Uber den WT-Experimenten vermindert, wogegen bei den TRPC6™ kein signifikanter Unter-
schied zu Experimenten mit WT-Zellen zu erkennen war. Der Chemotaxis Index wurde hierbei
als Quotient aus der Strecke in y-Richtung und der tatséchlich zurtickgelegten Strecke d defi-
niert. (n = 30 Zellen aus 3 unabhangigen Experimenten. * P < 0,05 mit Zweistichproben-t-Test.)
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3.3 Invitro Analyse eines ex vivo Chemokin-Cocktails als

intermediares Chemokin

Um bei der Verwendung eines intermedidaren Chemokins in den in vitro Experimenten
madglichst physiologische Bedingungen zu simulieren, sollten diejenigen Chemokine
verwendet werden, die Mause selbst wahrend einer Entziindung produzieren. Hierfir
wurde bei den Mausen eine Peritonits mit Casein induziert. Im Anschluss wurden die
peritonealen Exsudate isoliert und der zellfreie Uberstand als Chemokin-Cocktail in den
in vitro 3D Chemotaxis-Experimenten verwendet. Wie in den Experimenten mit Wild-
typ-Zellen in Abb. 16 A und B zu erkennen ist, stellte dieser Peritonitis-Cocktails ein
sehr starkes Chemokin fir die Neutrophilen dar. In den TRPC1-Experimenten zeigten
die Wildtyp Neutrophilen eine Geschwindigkeit von 12,3 pum/min, eine Translokation
von 196 um innerhalb von 30 Minuten und einen Chemotaxis Index von 0,48 (siehe
Abb. 16 C-E). Bei den TRPC1” Neutrophilen war die Geschwindigkeit mit 11,9 pm/min
gegenuber den Wildtyp-Zellen nicht verandert, die Translokation war dagegen aber mit
134,7 um um 31% und der Chemotaxis Index mit 0,29 um 40% reduziert. Ebenso war
die Chemotaxis der TRPC6™ Neutrophilen gegeniiber den zugehérigen Wildtyp Zellen
deutlich vermindert (siehe Abb. 16 B). Hier zeigten die Wildtyp Neutrophilen eine Ge-
schwindigkeit von 11,6 um/min, eine Translokation von 170,7 pum innerhalb von 30 Mi-
nuten und einen Chemotaxis Index von 0,44 (siehe Abb. 16 C-E). Bei den TRPC6™
Neutrophilen war die Geschwindigkeit mit 10,3 um/min gegeniber den Wildtyp-Zellen
um 11%, die Translokation mit 106 pm um 38% und der Chemotaxis Index mit 0,22 um
50% reduziert (siehe Abb. 16 C-E).

Bei der Verwendung dieses ex vivo Chemokin-Cocktails konnte somit sowohl fir den
TRPCL1 als auch fur den TRPC6 eine Beteiligung an der Chemotaxis der neutrophilen

Granulozyten nachgewiesen werden.

Um zu klaren, welche Chemokin-Rezeptoren bei der Chemotaxis in dem Peritonitis-
Cocktail Gradienten beteiligt sind, wurden zwei wichtige Rezeptorwege fur intermediare
Chemokine pharmakologisch inhibiert. CXCR2 (CXC-Motiv Chemokin Rezeptor 2) bin-
det eine groRe Zahl von Chemokinen wie KC, MIP-2 und LIX (lipopolysaccharide
(LPS)-induced CXC chemokine) und bildet das murine Aquivalent zum humanen Inter-
leukin-8-(IL-8)-Rezeptor (17; 140; 172). Als Inhibitor fir den CXCR2 wurde SB 225002
verwendet (184). Darlber hinaus nutzen wir ABT-491, um den PAF-Rezeptor pharma-
kologisch zu inhibieren (89). PAF stellt einen weiteren wichtigen chemotaktisch wirk-
samen Entzindungsmediator dar (119; 128; 159; 196). Die Experimente mit diesen
pharmakologischen Inhibitoren wurden ausschlieBlich an TRPC6” Neutrophilen und

den zugehorigen Wildtyp-Zellen durchgefiihrt.
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Abbildung 16: In vitro 3D Migration in Peritonits-Cocktail Gradienten

(A) Trajektorien von Wildtyp und zugehdrigen TRPC1” oder (B) TRPC6™ Neutrophilen.
TRPC1” und TRPC6" Neutrophile migrieren hier deutlich weniger gerichtet als zugehérige WT-
Zellen. Translokation (D) und Chemotaxis Index (E) waren bei den TRPC1” Neutrophilen ge-
geniiber den Experimenten mit WT-Zellen stark vermindert, bei den Experimenten mit TRPC6™
Zellen war zuséatzlich die Geschwindigkeit (C) gegenuber den entsprechenden Experimenten
mit WT-Zellen beeintréchtigt. (TRPCl”': n = 30 Zellen aus 3 unabhangigen Experimenten mit
dem Peritonits-Cocktail aus einer Maus. TRPC6”: n = 90 Zellen aus 9 unabhéngigen Experi-
menten mit dem Peritonits-Cocktail aus drei Mausen. * P < 0,05 mit Zweistichproben-t-Test.)
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Abbildung 17: Chemotaxis in Peritonits Cocktail Gra dienten mit SB225002 und ABT-491

Zur Verdeutlichung des Effekts der beiden Inhibitoren sind in (A) erneut die Trajektorien von
Wildtyp und TRPC6" Neutrophilen ohne Inhibition vom CXCR2 und PAFR dargestellt. Bei der
Inhibition des CXCR2 durch 500 nM SB225002 (A) oder des PAFR durch 50 uM ABT-491 (B)
war die Chemotaxis der Wildtyp-Zellen stark vermindert, wogegen beide Inhibitoren fast keinen
zusatzlichen Effekt auf die stark verminderte Chemotaxis der TRPC6™ Neutrophilen hatten.
(n =30 Zellen aus 3 unabhangigen Experimenten mit dem Peritonits-Cocktail aus einer Maus.)
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Bei Inhibition des CXCR2 durch SB225002 war die Chemotaxis auch in den Wildtyp
Neutrophilen stark vermindert. Hier war die Geschwindigkeit mit 9,7 pm/min um 16%,
die Translokation mit 94,2 um innerhalb von 30 Minuten um 45% und der Chemotaxis
Index mit 0,18 um 58% gegentber den Experimenten mit Wildtyp-Zellen ohne Inhibiti-
on von CXCR2 reduziert. Dagegen filhrte SB225002 in den TRPC6” Zellen zu keiner
weiteren Beeintrachtigung der Chemotaxis (siehe Abb. 17 und 18). Geschwindigkeit,
Translokation und Chemotaxis Index waren dagegen in den Experimenten mit TRPC6™
Neutrophilen und SB225002 gegeniiber den Experimenten mit TRPC6” Zellen ohne

pharmakologische Inhibition von CXCR2 nicht weiter vermindert.

Auch der PAF-Rezeptor Inhibitor ABT-491 beeintrachtige die Chemotaxis bei den Wild-
typ-Zellen. Allerdings war der Effekt hier weniger stark als bei der Inhibition vom
CXCR2 (siehe Abb. 17 C). Die Geschwindigkeit war mit 9,4 um/min um 21%, die
Translokation mit 117,9 um um 31% und der Chemotaxis Index mit 0,33 um 25% ge-
genuber den Experimenten mit WT-Zellen ohne Inhibition vom PAF-Rezeptor vemin-
dert (siehe Abb. 18 A-C). ABT-491 hatte bei den TRPC6” Zellen praktisch keinen Ef-

fekt, hier war lediglich die Geschwindigkeit

um 11% reduziert.

AlG

*
- *
12 Damit wird deutlich dass der TRPC6 so-
8 wohl bei der CXCR2- als auch bei der
4 PAFR-vermittelten Chemotaxis eine ent-
0 Geschwindigkeit (um/min) scheidende Rolle spielt.
B 200 1 _*
160 II
120 1 Abbildung 18: In-vitro Chemotaxis in Peri-
80 - tonits Cocktail Gradienten bei Inhibition des
40 - PAFR und CXCR2
0- Translokation (um) Geschwin@igkeit (A), Translokation (B) und
Chemotaxis Index (C) von unbehandelten so-
Cos) _x ;f wie CXCR2-inhiberten (500 nM SB225002)
os | mm - . /‘; oder PAFR-inhibierten (50 pM ABT-491) Wild-
] Y typ und TRPC6™ Neutrophilen. Beide Inhibito-
0.2 1 ren hatten einen stark reduzierenden Effekt auf
0: ’—L‘ die Chemotaxis der Wildtyp Neutrophilen, be-
Chemotaxis Index einflussten aber kaum die gerichtete Migration
der TRPC6” Zellen. (n = 30 Zellen aus = 3
- WT D TRPCE™ unabhéngigen Experimenten aus = 3 Mausen
. WT + SB TRPCE" + SB mit dem Peritonits Cocktail aus = 2 Mausen. *

. P < 0,05 mit Zweistichproben-t-Test.)
L WT +ABT TRPC6™ + ABT
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3.4 Invitro Analyse KC-vermittelter intermediéarer Chemotaxis

Um den Effekt bei der Chemotaxis mit dem Peritonitis-Cocktail auf ein einzelnes Che-
mokin einzugrenzen, wurden die in vitro Chemotaxis Experimente mit rekombinantem
murinen KC reproduziert. KC stellt neben MIP-2 einen wichtigen Aktivator vom CXCR2
dar (172). Diese Experimente wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit ausschlieflich
mit TRPC6” und zugehérigen Wildtyp Neutrophilen durchgefiihrt. Allerdings konnten
die Daten im Rahmen der Bachelor-Arbeit von Sandra Schimmelpfennig (151) auch um
die entsprechenden Experimente mit TRPC1” Neutrophilen erweitert werden. Diese

Daten werden in der Diskussion (siehe 4.2) aufgefihrt.

Die TRPC6” Neutrophilen zeigten im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen in den KC Gradi-
enten eine stark verminderte Chemotaxis (siehe Abb. 19 A). Dabei war die Geschwin-
digkeit der TRPC6™ Zellen gegeniiber den Wildtyp Neutrophilen von 15,8 um/min auf
14,5 pm/min um 8%, die Translokation von 235,7 um auf 136,9 um um 42% und der
Chemotaxis Index von 0,45 auf 0,09 um 80% reduziert. Bei Inhibition des CXCR2
durch SB225002 war die Chemotaxis der Wildtyp-Zellen ebenfalls stark vermindert
(siehe Abb. 19 B). Hierbei war gegentiber den unbehandelten Wildtyp-Zellen die Ge-
schwindigkeit um 20% auf 12,6 pm/min, die Translokation um 57% und der Chemota-
xis Index um 73% reduziert (siehe Abb. 19 C-E). Damit waren Geschwindigkeit und
Translokation bei den SB225002-behandelten Wildtyp Neutrophilen gegeniber den
unbehandelten TRPC6™ Zellen etwas starker beeinflusst. Beim Chemotaxis Index gab
es bei den CXCR2-inhibierten Wildtyp-Zellen keinen signifikanten Unterschied zu den
TRPC6” Zellen. Die Inhibition des CXCR2 bei den TRPC6” Neutrophilen fiihrte im
Vergleich zu den unbehandelten TRPC6” Zellen zu einer weiteren Reduktion der Ge-
schwindigkeit um 16% auf 10,6 um/min, der Translokation um 35% auf 66,5 um und
vom Chemotaxis Index um 64% auf 0,04. Damit waren die Werte dieser drei Parameter
bei den CXCR2-inhibierten TRPC6” Neutrophilen niedriger als bei den SB225002-
behandelten Wildtyp Neutrophilen. Hierbei ist aber besonders hinsichtlich des
Chemotaxis Index zu beachten, dass der Effekt des CXCR2-Inhibitors SB225002 bei
den TRPC6" Neutrophilen viel weniger deutlich war als bei den CXCR2-inhibierten
Wildtyp-Zellen. Deutlich wird hier auch, dass der Chemotaxis Index der CXCR2-
inhibierten Wildtyp Neutrophilen auf einem Niveau mit dem Chemotaxis Index der un-
behandelten TRPC6" Neutrophilen lag und die Inhibition des CXCR2 in den TRPC6"
Zellen gegeniiber dem SB225002-Effekt in den Wildtyp-Zellen deutlich abgeschwacht

war.

Bei der Betrachtung dieses einzelnen Rezeptorweges wird deutlich, dass die CXCR2-

vermittelte Chemotaxis der Neutrophilen nahezu vollstandig TRPC6-abhéngig verlauft.
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Abbildung 19: In-vitro 3D Migration in KC Gradienten

(A) Trajektorien von WT und zugehdrigen TRPC6™ Neutrophilen in 3 pg/ml KC Gradienten.
TRPC6™ Zellen migrieren hier deutlich weniger gerichtet als zugehdrige WT-Zellen. (B) Trajek-
torien von CXCR2-inhibierten WT und TRPC6™ Neutrophilen. Die Chemotaxis von beiden Zell-
typen war durch die Behandlung mit 500 nM SB225002 vermindert, wobei der Effekt in den WT-
Zellen deutlicher war. (C-E) Geschwindigkeit, Translokation und Chemotaxis Index waren in den
WT Neutrophilen mit SB 225002 gegentuber den WT-Zellen ohne SB225002-Behandlung stark
reduziert. Die CXCR2-Inhibition beeinflusste auch die Chemotaxis der TRPC6" Zellen, hier war
der Effekt gegentiber den WT-Zellen jedoch deutlich schwacher. (n = 60 Zellen aus = 3 unab-
hangigen Experimenten. * P < 0,05 mit Zweistichproben-t-Test.)
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3.5 Invivo Chemotaxis bei der Casein-induzierten Peritonitis

Zur Reproduktion der in vitro Chemotaxis Daten sollte im Anschluss auch in vivo die
Chemotaxis muriner Neutrophiler wéahrend einer peritonealen Entziindungsreaktion
untersucht werden. Um im vornherein schon mdgliche Unterschiede bei der Anzahl von
Leukozyten und Neutrophiler Granulozyten im Blut zu erkennen, wurde In Vorbereitung
auf diese in vivo Experimente Wiltyp und TRPC6” Mausen Blut entnommen und die
enthaltene Anzahl von Leukozyten und Neutrophilen ermittelt (siehe Abb. 20). Wildtyp
Mé&use hatten dabei etwa 6 x 10° Leukozyten und 1 x 10° Neutrophile im peripheren
Blut. Die TRPC6” Mé&use hatten im Blut etwa 4,5 x 10° Leukozyten und 0,8 x 10°
Neutrophile. Somit war die Gesamtzahl an Leukozyten im Blut der TRPC6” Mause
leicht vermindert, die Anzahl und der relative Anteil der peripher zirkulierenden Neutro-

philen waren aber gegeniiber den Wildtyp Mausen kaum veréndert.
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Abbildung 20: Anzahl Leukozyten und Neutrophiler im Blut

Die Zellzahl an Leukozyten war in den TRPC6™ Mausen gegeniiber den WT Mausen
leicht vermindert. Dagegen war bei der Anzahl Neutrophiler Granulozyten kein Unter-
schied zu erkennen. (n = 5 Mause)

Zur Untersuchung der in vivo Chemotaxis bei einer Entziindungsreaktion wurde durch
Injektion einer 9%igen Casein-Lésung in das Peritoneum von Wildtyp und TRPC6™
Mausen eine aseptische Peritonitis induziert. Die in das Peritoneum eingewanderten
Zellen wurden nach Einsetzen der Immunreaktion isoliert und die Gesamtzellzahl, bzw.

der Anteil neutrophiler Granulozyten ermittelt. Um den idealen Zeitpunkt fiir eine Isola-
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tion der Zellen festzustellen, wurde zunachst eine Zeitreihe mit C57BL/6 Wildtyp Mau-
sen gemacht (siehe Abb. 21). In Kontrollexperimenten, in denen den Mausen nur PBS
in das Peritoneum injiziert wurde, lieRen sich auch nach 5 Stunden nur etwa 3,5 x 10°
Zellen im Peritoneum nachweisen, von denen lediglich 0,04 x 10° Neutrophile waren.
Nach der peritonealen Injektion der Casein-Ldsung liel3 sich sehr deutlich eine Zunah-
me der Zellzahl mit der Zeit erkennen. Hierbei wurde die grof3te Gesamtzellzahl nach 5
Stunden nachgewiesen (16,5 x 10°). Davon entfielen etwa 12,4 x 10° auf eingewan-

derte Neutrophile.

5h / PBS 3h / 9% Casein
=%y e
o o* o A’e" ¢ : y
- v
QO";);D é ° b
. o ’ .
s o ‘e
- SR ®_ e

Abbildung 21: Pappenheim Farbung von Zellen aus Per itonitis Zeitreihe mit Casein

Wildtyp Mausen wurde entweder nur PBS oder eine 9% Casein / PBS Lésung in das Peritone-
um injiziert und die Zellen aus dem Peritoneum nach 3, 4 und 5 Stunden isoliert und quantifi-
ziert. Nach der Injektion von Casein stieg mit der Zeit die Zellzahl, wogegen bei der PBS-
Kontrolle kaum Zellen nachgewiesen werden kdnnen.

Im Anschluss wurden die Peritonits Experimente mit TRPC6” und entsprechenden
Wildtyp Mausen durchgefihrt. Hierbei waren sowohl die Gesamtzellzahl als auch die
Zahl der Neutrophilen aus den TRPC6” Mausen immer deutlich geringer als die Zell-
zahlen aus den Wildtyp Mausen (siehe Abb. 22). Somit waren nach Induktion einer
aseptischen Peritonitis bei den TRPC6” Mausen nach 5 Stunden weniger Neutrophile

in das Peritoneum eingewandert. Dieser Effekt kann nicht durch die geringere Gesamt-
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zell-/Neutrophilen-Zahl im peripheren Blut der TRPC6™ Mause erklart werden sondern

ist eine Folge der Deletion des TRPC6-Kanals.
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Abbildung 22: Anzahl Neutrophiler bei der Caseinin  duzierten Peritonitis

Sowohl die Gesamtzellzahl der bei der Peritonitis eingewanderten Zellen als auch die
hieraus ermittelte Zahl der neutrophilen Granulozyten war bei den TRPC6” Mausen
gegeniber den Wildtyp Mausen vermindert. (n = 4 Mause)

2+] |

3.6 Messungen der zytosolischen Ca * Konzentration [Ca
Es konnte bereits mehrfach beschrieben werden, dass die Aktivierung von Signal-
kaskaden tiber Chemokin-Rezeptoren eine Mobilisierung von Ca?* mit einschlieRt (87;
122; 125; 131). Da die TRPC1” und die TRPC6" Neutrophilen in Abh&ngigkeit vom
verwendeten Chemokin und damit auch in Abhangigkeit von der Aktivierung der Che-
mokin-Rezeptor Signalwege einen Chemotaxisdefekt aufweisen, sollte im Folgenden
die TRPC-Kanal-abhéngige Ca®*-Mobilisierung nach chemokinetischer Stimulation der
Neutrophilen untersucht werden. Um Aussagen Uber die Chemokin-Rezeptor-
vermittelte Ca**-Mobilisierung treffen zu kénnen, wurde mittels Fura-2 die zytosolische
Ca®* Konzentration bestimmt. Hierbei erfolgte nach einer Kontrollphase jeweils eine
Applikation der bereits in den in vitro Chemotaxis Experimenten verwendeten Chemo-
kine fMLP, Peritonitis-Cocktail oder KC. Diese Ca”-Messungen wurden im Rahmen
dieser Arbeit ausschlieRlich mit TRPC6™ Neutrophilen und den entsprechenden Wild-

typ-Zellen durchgefiihrt.

Bei Zugabe der drei Chemoattraktanzien kam es zu einem transienten Ca**-Signal mit

steilem Aufstrich und flacher Regeneration. Das Ca?*-Signal bei Zugabe von 1uM fMLP
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unterschied sich nicht in der Amplitude und nur wenig in der L&dnge des Signals bei den
Wildtyp gegeniiber den TRPC6” Neutrophilen (sieche Abb. 23 A;-A,).

600 120000 -
fMLP .
500 100000 1
S 400 | <
3400 vb z 80000 -
5300 - \\V/—"M\"'\ £ 60000
e T
200 | S 40000 |
100V 20000 -
0 0
A 0 60 120 180 240 300 360 420 480 A
1 t(s) 2 WT  TRPC6™
600 | 12000 -
Peritonitis Cocktail
500 | 10000 |
S 400+ % 8000 - *
= \j —~
= 300 E 6000 -
S —
= 200 | /\\ < 4000
O,
100{~——=—~ —— 2000 -
0 B 0
0 60 120
B t(s) 2 WT  TRPC6™
KC
600 | 20000 -
5001 \J D
= = 15000 -
S 4001 = *
= s
= 300 . £ 10000 -
€. 200 T
—_— O, 5000
100 |
0 60 120
1 t(s) C. WT  TRPC6™

Abbildung 23: Messungen der zytosolischen Ca  ** Konzentration [Ca *'];

(A1,B1,C;) Zeitverlauf [Ca2+]i der Kontrollphase und bei Zugabe von 1 pM fMLP, des Peritonits-
Cocktails oder 1 pg/ml KC. Die Zeitachse in A, ist aufgrund des langen [Ca®*]-Signals nach
fMLP-Zugabe stark gestaucht dargestellt. (A,,B,,C,) Integrale der [Ca®*]; nach Zugabe des je-
weiligen Chemokins. Nach Stimulation der Zellen mit fMLP gab es keinen Unterschied im Ca**
Signal von WT gegeniber TRPC6" Neutrophilen. Das Ca** Signal nach Zugabe des Peritonitis-
Cocktails und von KC war in den TRPC6 Zellen deutlich schwicher als in den Wildtyp Zellen.
(n = 60 Zellen aus 3 unabhangigen Experimenten. * P < 0,05 mit Zweistichproben-t-Test.)
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Die Applikation des Peritonitis-Cocktails in den Experimenten mit Wildtyp Zellen fihrte
ebenso zu einem transienten Ca**-Signal mit etwas kiirzerer Dauer. Dieses Peritonitis-
Cocktail-vermittelte Signal erfolgte auch bei den TRPC6™ Neutrophilen, allerdings mit
deutlich schwacherer Amplitude (siehe Abb. 23 B;-B;). Auf die Zugabe von 1 pg/ml KC
reagierten die Wildtyp Neutrophilen mit einem kurzen Signal mit grof3er Amplitude. Die
TRPC6™ Neutrophilen antworteten auf die Applikation von KC mit einem &hnlichen,
aber deutlich schwéacheren Signal (siehe Abb. 23 C;-C,).

Anhand der [Ca?'i-Daten wird deutlich dass die FPR-vermittelte Mobilisierung von Ca?*
in neutrophilen Granulozyten TRPC6-unabhangig verlauft. Im Kontrast dazu ist die
CXCR2-vermittelte Mobilisierung von Ca** TRPC6-abhangig.

3.7 Biochemische Charakterisierung der CXCR2-Expres  sion und
CXCR2-vermittelter Signalkaskaden

Die Ergebnisse der in vitro und in vivo Migrationsdaten sowie der [Ca?'];

-Experimente
wurden im Anschluss hinsichtlich der CXCR2 Expression und CXCR2-vermittelter Sig-
nalkaskaden auf proteinbiochemischer Ebene analysiert. Als Teil der CXCR2-
induzierten Signalkaskaden sollte die Phosphorylierung von Akt (PKB) und der p38
MAPK quantifiziert werden. Hierfir wurden Wildtyp und TRPC6” Neutrophile entweder
fur 15 min mit dem Peritonitis-Cocktail oder fir 1 min mit 1 pg/ml KC stimuliert und an-
schlieRend lysiert. Im Anschluss wurde jeweils zwischen 20 und 25 pg Gesamtprotein
mittels SDS PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Western Blot konnte die
CXCR2 Expression sowie die Phosphorylierung von Akt und der p38 MAPK mittels
spezifischer Antikérper nachgewiesen werden. Eine semiquantitative, densitometrische
Quantifizierung erfolgte tUber die ImageJ Software (63). Hierbei wurde zuerst die Inten-
sitdt der einzelnen Banden ins Verhdltnis zu den Intensitaten der zugehorigen hous-
ekeeping-Gen Banden gesetzt und im Anschluss die TRPC6”-Banden im Vergleich mit

den Wildtyp-Banden analysiert.

Bei den Peritonitis-Cocktail stimulierten Zellen unterschied sich die Expression vom
CXCR2 nicht zwischen den Wildtyp und den TRPC6"-defizienten Zellen (siehe Abb. 24
A;-A;). Dagegen konnte fiir die TRPC6” Neutrophilen gegeniiber den Wildtyp Zellen
eine Reduktion der Phosphorylierung sowohl von Akt als auch der p38 MAPK nachge-
wiesen werden. Bei den KC-stimulierten Zellen konnte in den TRPC6” Neutrophilen
ebenso eine verminderte Phosphorylierung von Akt nachgewiesen werden (siehe Abb.
24 B;-B,). Die Phosphorylierung der p38 MAPK war nach KC-Stimulation dagegen in
den TRPC6" Neutrophilen in Vergleich mit den Wildtyp Zellen erhéht.
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Abbildung 24: Western Blots mit Wildtyp und TRPC6

(A;) Western Blots mit WT und TRPC6™ Neutrophilen nach 15 min Stimulation mit dem Peri-

" Neutrophilen

tonitis-Cocktail. (A,) Semiquantitative Analyse der Proteinexpression/Phosphorylierung in den

TRPC6™ Neutrophilen nach 15 min Stimulation mit dem Peritonitis-Cocktail in Relation zu der

jeweiligen Proteinexpression/Phosphorylierung in den WT Neutrophilen. Die Expression vom
CXCR2 unterschied sich nicht in beiden Zelltypen, wogegen die Phosphorylierung von Akt und

der p38 MAPK in den TRPC6™ Neutrophilen vermindert waren. (B,) Western Blots mit WT und
TRPC6" Neutrophilen nach 1 min Stimulation mit KC. (B,) Semiquantitative Analyse der Phos-
phorylierung in den TRPC6™ Neutrophilen nach 1 min Stimulation mit KC in Relation zu der

jeweiligen Phosphorylierung in den WT Neutrophilen. Die Phosphorylierung von Akt war bei den

TRPC6™ Neutrophilen gegeniber den WT Zellen vermindert. Dagegen war die Phosphorylie-

rung der p38 MAPK in den TRPC6" Neutrophilen gegeniiber den WT Zellen erhéht. (CXCR2: n
= 2, phospho Akt und phospho p38 MAPK: jeweils n = 3)
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4 Diskussion

Die Migration von Zellen und insbesondere die Chemotaxis spielen bei einer Reihe
physiologischer und pathophysiologischer Prozelle eine wichtige Rolle. Besonders hin-
sichtlich der Therapie von Krankheiten ist das grundlegende Verstandnis der an der
Zellmigration und Chemotaxis beteiligten Mechanismen von essentieller Bedeutung.
Mechanistisch lassen sich die gerichtete und die ungerichtete Migration nicht génzlich
voneinander trennen, da einzelne Komponenten wohl an beiden Prozessen beteiligt
sind. Dennoch bedarf besonders die gerichtete Migration eines feinsensorischen Sig-
nalkomplexes, der in der Lage ist, ein Chemoattraktanz-Signal zu erkennen und dieses
innerhalb der Zelle in Signalkaskaden zu Ubersetzten, die dann eine adaquate Reakti-
on der Zelle bedingen. Gerade weil viele verschiedene Zellen bei unterschiedlichen
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen zur Migration befahigt sind, ist
es sehr schwierig, ein allgemeingtiltiges Modell fir das Zusammenspiel der Mechanis-
men fUr die gerichtete und ungerichtete Migration zu entwickeln. Allerdings gibt es
zahlreiche Hinweise fir die Beteiligung einzelner Komponenten innerhalb dieses Sig-
nalkomplexes. So konnte mehrfach eine Beteiligung der PISK und ihres Signalproduk-
tes PIP; sowohl fiir den Motor- als auch fir den Kompass-Mechanismus bei der Zell-
migration nachgewiesen werden (83; 112). Auch die Rho-GTPasen wie Rho, Rac und
Cdc42 (59) sowie die PLC, PLA,, MAPK und PKC (122; 185) sind wichtige Bestandtei-
le von Chemoattraktanz-Signalkaskaden. Die Mobilisierung von Ca** nach der Aktivie-
rung von Chemoattraktanz-Rezeptoren gilt dabei als Schliisselkomplex innerhalb intra-
zellularer Signalkaskaden wahrend der Chemotaxis (87; 122; 131). Wie bei vielen an-
deren zellphysiologischen Prozessen spielt Ca®* auch bei der Chemotaxis eine wichti-

ge regulatorische Rolle.

So fordert Ca®* am Vorderende der Zelle unter anderem iiber den MAPK-Weg (194;
195) die Polymerisation von Aktin (38) oder begtinstigt die Akkumulation von PIP,
(109) als Substrat firr die PLC oder die PI3K. Ca** katalysiert dariiber hinaus am Hin-
terende der Zelle Uber Calpaine das Ldosen von Integrin-Matrix-Interaktionen (64) und

Uber die Phosphorylierung der MLCK das Nachziehen des Uropods (94).

Innerhalb der letzten Jahre gab es einige Hinweise fir die Beteiligung einzelner Mit-
glieder der TRPC-Kanal-Familie an der gerichteten Zellmigration. So konnten Schilling
et. al. 2009 TRPC1 und TRPC6 als Bestandteil der LPC-induzierten Chemotaxis von
Monozyten nachweisen, allerdings ohne naher auf die mdglichen Mechanismen der

Aktivierung dieser TRP-Kanéle einzugehen (150). Damann et. al. konnten 2008 eine
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Beteiligung von TRPC6 an CXC-Rezeptor-vermittelten Signalkaskaden feststellen und
dabei einen Einfluss auf die Reorganisation des Zytoskeletts nachweisen (39). Fabian
et. al. beschrieben 2011 eine Beteiligung von TRPC1 an der FGF-2 stimulierten
Chemotaxis von Epithelzellen (52). Hierbei konnte auch eine PLC- und PI3K-
abhangige Aktivierung des TRPC1-Kanals nachgewiesen werden. Somit gibt es bereits
einige Hinweise fir eine Beteiligung verschiedener Mitglieder der TRP-Kanal-Familie
an der gerichteten Migration, eine genaue Rolle dieser Kandale im Signalkomplex der

Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten blieb aber bisher weitgehend ungeklart.

4.1 TRPC1 reguliert fMLP-induzierte Chemotaxis

Die Formyl-Peptid Rezeptoren mit fMLP als Ligand gehdren zu den am haufigsten in
der Literatur beschriebenen Chemoattraktanz-Rezeptoren (100; 125; 131). Das bakte-
rielle Formyl-Peptid fMLP wird seinem Ursprung nach in die Gruppe der end-target
Chemoattraktanzien eingeordnet und leitet Immunzellen wie die Neutrophilen Gra-

nulozyten beim Eindringen von Pathogenen direkt zum Herd einer Entzindung.

Bei den Experimenten zur fMLP-induzierten Chemotaxis mit TRPC1” Neutrophilen
konnte klar eine Verminderung der Chemotaxis der TRPC1” gegeniiber den Wildtyp
Zellen nachgewiesen werden. Dagegen lieR sich kein Unterschied zwischen den
TRPC6” und Wildtyp Neutrophilen bei der Chemotaxis in fMLP-Gradienten feststellen.
Hieraus lasst sich schlieRen, dass der TRPC1 am FPR-Signalweg beteiligt ist, woge-
gen ein Einfluss des TRPC6-Kanals hier nicht nachgewiesen werden kann. Die Daten
zur Messung der zytosolischen Ca?-Konzentration [Ca®]i nach fMLP-Stimulation
bestatigen diese Interpretation. Es war im Vergleich zwischen TRPC6” und Wildtyp
Neutrophilen kein Unterschied bei der Mobilisierung von Ca?* zu erkennen, so dass
eine Beteilgung des TRPC6-Kanals am fMLP-Signalweg ausgeschlossen werden
kann. Wie dagegen der TRPC1-Kanal in FPR-vermittelte Signalkaskaden verschaltet
ist, lasst sich anhand der vorliegenden Arbeit nur schwer erklaren, da in der vorliegen-
den Studie nur zellmigratorische Daten zu den TRPC1” Neutrophilen erfasst wurden.
Allerdings gibt es in der Literatur einige Befunde, die zusammengenommen einen mdg-

lichen Erklarungsansatz liefern.

Der TRPC1-Kanal gilt als SOCE-Kanal (3; 4; 193), obwohl diese Theorie auch kontro-
vers diskutiert wird (42). In Neutrophilen ist die PI3K fir die fMLP-induzierten
Chemotaxis nicht essentiell. Vielmehr erfordert die effiziente Chemotaxis sehr wahr-
scheinlich den p38 MAPK-Signalweg (70). Heit et. al. konnten zwar in ihren Untersu-
chungen auch eine Rolle fir die PI3Ky bei der FPR-vermittelten Chemotaxis nachwei-

sen, diese ist hier aber weniger an der Chemotaxis als vielmehr an der effektiven Ad-
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hasion und Emigration der Neutrophilen beteiligt (70). Die Rezeptor-gesteuerte und
Ca**-abhangige Aktivierung des p38 MAPK-Signalweges konnte mehrfach und in ver-
schiedenen Zelltypen nachgewiesen werden (101; 194; 195). Chen et. al. zeigten dar-
uber hinaus, dass die FPR-induzierte Phosphorylierung der p38 MAPK PLC-abhéngig
iiber einen Anstieg von intrazellularem Ca®" aus internen Speichern induziert wird (32).
Garcia et. al. konnten dagegen demonstrieren, dass Arachidonséure zur Aktivierung
der p38 MAPK und Phosphorylierung von hsp27 fuhrt (61). Hierbei kénnte die lokale
Polymerisation von Aktin Gber hsp27 geftérdert werden (38; 61). Die Arachidonsaure-
Produktion wird von der PLA, katalysiert, wobei fur die Aktivierung der PLA, wiederum
auch eine Ca?*-Abhangigkeit nachgewiesen werden konnte (171; 185). Liu et. al. zeig-
ten dabei, dass die PLA,-generierte Ca®*-Mobilisierung iiber spannungsabhéngige
Ca?*-Kanéle die p38 MAPK aktiviert (105).

Aufgrund dieser Befunde ware es mdglich, dass die Ligandenbindung des FPR zu ei-
ner Aktivierung der PLC fuhrt, welche IP; und DAG aus PIP, hydrolysiert. IP; bindet an
den IP3-Rezeptor am endoplasmatischen Retikulum und ruft so einen Ausstrom von
Ca®" aus dem ER hervor. Diese Ca”-MobiIisierung aktiviert STIM1, wodurch die For-
mation und Aktivierung eines CRAC-Kanals begtinstigt wird und es zu einer zusatzli-
chen Mobilisierung von extrazellularem Ca®* kommt (siehe Abb. 25). TRPC1 kénnte
hier moglicherweise zur Bildung und Aktivitat von CRAC-Kanalproteinen in Verbindung
mit Orai oder anderen TRPC-Kanélen beitragen (3; 33; 93). In den TRPC1” Neutrophi-
len wirde dann der TRPC1-Kanal als regulatorische Komponente der CRAC-Kanéle
fehlen und es so moglicherweise nicht zu einem TRPC1 vermittelten SOCE kommen.
Hierdurch wiirde es in den TRPC1” Neutrophilen nach FPR-Aktivierung zu einer redu-
zierten Mobilisierung von Ca”** kommen, was mdglicherweise zu einer verminderten

Aktivierung von Signalkomponenten des FPR-Signalweges flihren wirde.

In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung interessant, dass die verminderte Ex-
pression einer der verantwortlichen CRAC-Kanalkomponenten, Orail, die initiale Ad-
hasion und Polarisierung von Neutrophilen auf Fibroblasten verlangsamt und die zu-
grundeligenden Ca**-Signale abschwacht (147). Dies unterstreicht die zentrale Bedeu-

tung von Ca?* bei der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten.
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Abbildung 25: Modell fir die FPR-vermittelte Aktivi erung von TRPC1

Die Bindung von fMLP an den FPR fiuhrt zu einer Aktivierung der PLC und Bildung von IP3. Der
durch IP; vermittelte Ca** Ausstrom aus dem ER begunstigt eine Verlagerung von STIM1 in
Zellmembran-nahe Bereiche des ER, wodurch eine Interaktion von STIM1 mit Orai ermdglicht
wird. Diese Aktivierung von Orai fiihrt zu einem CRAC-vermittelten Ca**-Einstrom, an dem
TRPC1 méglicherweise beteiligt ist. Diese Mobilisierung von Ca** begunstigt die Aktivierung
anderer Signalproteine wie der p38 MAPK.

Dieses Modell fur die Aktivierung von TRPC1 Uber den FPR bedarf noch der experi-
mentellen Verifizierung. So ist z.B. nicht bekannt, ob sich die FPR-generierte Ca*'-
Mobilisierung in den TRPC1" gegeniiber den Wildtyp Neutrophilen unterscheidet. Also
ist auch nicht bekannt, inwieweit der TRPC1-Kanal tatsachlich tber einen Ca*'-
Einstrom zu der fMLP-induzierten Chemotaxis beitragt. Gleiches gilt fur die Aktivitat
einzelner Bestandteile der FPR-vermittelten Signalkaskade wie z.B. der p38 MAPK in
beiden Zelltypen. Dennoch sind die vorliegenden in vitro Chemotaxis-Daten ein erster
und wichtiger Hinweis fur eine spezifische Beteiligung des TRPC1 an der fMLP-

induzierten Chemotaxis von murinen Neutrophilen.
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4.2 TRPC1 und TRPCS6 regulieren intermediare Chemota xis

Wahrend einer pathogenen Entzindungsreaktion werden neben den end-target
Chemoattraktanzien auch koérpereigene intermedidre Chemokine gebildet, die Zellen
des Immunsystems ebenfalls in Richtung des Entziindungsherds leiten und in Konkur-
renz mit den pathogenen end-target Chemoattraktanzien treten. Heit et. al. beschrie-
ben 2002 bei Neutrophilen eine intrazellulare Signal-Hierarchie in entgegengesetzten
Chemoattraktanz-Gradienten, wobei end-target Chemoattraktanzien vorwiegend den
p38 MAPK Weg aktivieren und dabei den PI3K/Akt-Signalweg inhibieren, der vorwie-
gend von intermediaren Chemoattraktanzien initiiert wird (72). Fir den TRPC1-Kanal
konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Beteiligung an der fMLP-induzierten end-target
Chemotaxis nachgewiesen werden, wogegen der TRPC6-Kanal an diesem FPR-
Signalweg nicht beteiligt ist. Daher war es im Folgenden von Interesse, inwieweit der
TRPC1 und der TRPC6 an der Chemotaxis mit intermedidaren Chemoattraktanzien be-

teiligt sind.

Bei der Verwendung des ex vivio Chemokin-Cocktails war die Chemotaxis sowohl der
TRPC1™ als auch der TRPC6™ Neutrophilen stark vermindert, wobei dieses Defizit bei
den TRPC6™ Neutrophilen starker ausgepragt war. Um die Beteiligung der beiden un-
tersuchten TRPC-Kandle an der durch diesen Chemokin-Cocktail induzierten
Chemotaxis zu verstehen, war es wichtig, mdgliche Komponenten und vor allem die
beteiligten Rezeptoren fir diesen Chemokin-Cocktail zu identifizieren. Wie genau das
Milchprotein Casein zu einer Bauchfellentzindung fihrt, ist bisher nicht bekannt. Met-
calf et. al. haben erstmals nachgewiesen, dass die intraperitoneale Injektion von Ca-
sein die Produktion von GM-CSF induziert und diese mit der Invasion von Neutrophilen
korreliert (114). Sugimoto et al. konnten darlber hinaus zeigen dass Casein Uber
Prostaglandin E, die GM-CSF Produktion bei Neutrophilen stimuliert (164). Somit
scheint Casein die Produktion von Entzindungsmediatoren Uber peritoneale Makro-
phagen oder eingewanderte neutrophile Granulozyten zu stimulieren. Fur beide Zellty-
pen ist bekannt, dass sie nicht nur in der Lage sind, Pathogene phagozytotisch zu be-
seitigen, sondern selbst auch verschiedene Entzindungsmediatoren zu produzieren
und so weitere Immunzellen chemotaktisch zu rekrutieren. So produzieren Neutrophile
neben GM-CSF unter anderem auch Chemoattraktanzien wie TNFa, KC, MIP-2 und
PAF (29; 86; 175).

Um die mdglichen Bestandteile des in dieser Arbeit verwendeten ex vivo Chemokin-
Cocktails einzugrenzen, wurden bei den Experimenten mit TRPC6” und den entspre-
chenden Wildtyp Neutrophilen Inhibitoren fir den CXCR2 und den PAFR eingesetzt.

Der CXCR2 stellt in der Maus einen wichtigen Chemokin-Rezeptor dar, der mehrere



4 Diskussion 65

Chemokine wie KC, MIP-2 und LIX binden kann (17; 172). Die beiden eingesetzten
Inhibitoren verminderten die Aktivitdt der Wildtyp-Zellen beziiglich Geschwindigkeit,
Translokation und Chemotaxis Index, wobei sich der CXCR2-Blocker dabei als der
effektivere Chemotaxis-Inhibitor erwies. Dagegen zeigten beide Rezeptor-Inhibitoren
fast keinen Effekt beziiglich der Aktivitat der TRPC6” Zellen. Diese Experimente las-
sen den Schluss zu, dass die Effekte des Chemokin-Cocktails zumindest partiell Gber
den CXCR2 und den PAFR vermittelt werden. Da im Gegensatz zu den Wildtyp Zellen
beide Inhibitoren die Migration der TRPC6” Neutrophilen kaum beeinflussten, ist da-
von auszugehen, dass der TRPC6 am Rezeptor-Signalweg sowohl des PAFR als auch
des CXCR2 beteiligt ist. Zusatzlich zeigt der quantitative Vergleich der Effekte der bei-
den Inhibitoren, dass CXCR2-Liganden zumindest chemotaktisch eine grol3ere Rolle

bei diesen Chemokin-Cocktail Experimenten spielen als PAF.

Um den Chemotaxis-Defekt der TRPC6™ Neutrophilen bei der Stimulation mit dem
Chemokin-Cocktail genauer zu charakterisieren, wurden die 3D in vitro Chemotaxis
Experimente auf einen einzelnen Rezeptor und seinen spezifischen Aktivator be-
schrankt. KC, als muriner Verwandter des humanen GROaq, diente hier als direkter
Aktivator des CXCR2 (18). Auch in KC Gradienten zeigten die TRPC6™ Neutrophilen
weniger Aktivitat als die Wildtyp Zellen. Insbesondere die Chemotaxis war fast voll-
standig gehemmt und somit wesentlich starker beeintrdchtigt als bei den Chemokin-
Cocktail-stimulierten TRPC6” Neutrophilen. Dies lasst sich durch die Tatsache erkla-
ren, dass neben den CXCR2 Liganden in dem ex vivo Chemokin-Cocktail noch weitere
Chemoattraktanzien enthalten waren, die Gber andere Rezeptorwege Lockstoffe fir die
Neutrophilen darstellten. Somit waren die TRPC6” Neutrophilen in dem Chemokin-
Cocktail Gradienten von mehreren Chemoattraktanzien und damit Uber mehrere
Chemoattraktanz-Rezeptor-Signalwege geleitet worden, wobei der TRPC6 mdglicher-
weise nicht bei allen beteiligten Rezeptor-Signalwegen eine Rolle spielte. Dies begriin-
det auch, dass der CXCR2-Inhibitor bei den Experimenten, bei denen ausschliellich
KC als CXCR2 Ligand eingesetzt wurde, einen deutlich starkeren Effekt erzielte als in

den Experimenten, bei denen der Chemokin-Cocktail verwendet wurde.

Auffallig ist aber ein gewisser additiver Effekt zwischen dem TRPC6-Knockout und der
CXCR2-Inhibition nach Stimulation mit KC. Dies zeigt, dass der TRPC6 nicht die allei-
nige regulatorische Komponente bei der CXCR2 Signaltransduktion darstellt, da man
durch Inhibition des CXCR2 die Aktivitat der TRPC6” Neutrophilen noch weiter redu-
zieren kann. Es ist nicht auszuschlieRen, dass durch das Ausschalten des TRPC6-
Kanals die Regulation oder auch Expression anderer Komponenten des migratorischen
oder chemotaktischen Apparates beeinflusst worden sind. Der TRPC6-Knockout kdnn-

te auch die Expression weiterer TRP-Kandle in den Neutrophilen beguinstigt haben,
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wobei fir die TRPC6” Méause bereits eine Uberexpression des TRPC3-Kanals gezeigt
werden konnte (46). Allerdings kann eine Verdnderung der CXCR2-Expression durch
das Ausschalten des TRPC6-Kanals ausgeschlossen werden. Es war kein Unterschied
bei der Expression des CXCR2 in den TRPC6™ Neutrophilen im Vergleich zu den Wild-

typ Zellen zu erkennen.

Im Rahmen der Bachelorarbeit von Sandra Schimmelpfennig (151) konnte die
Chemotaxis mit KC ebenfalls bei TRPC1” Neutrophilen und den entsprechenden Wild-
typ Zellen analysiert werden (siehe Abb. 26). Hier war wie bei den TRPC6™ Neutrophi-
len die Chemotaxis der TRPC1” Zellen gegeniiber den Wildtyp Neutrophilen vermin-
dert. Dabei zeigten die Wildtyp Neutrophilen eine Geschwindigkeit von 17,3 pum/min,
eine Translokation von 257 um innerhalb von 30 Minuten und einen Chemotaxis Index
von 0,44. Bei den TRPC1” Neutrophilen war die Geschwindigkeit mit 15,8 pm/min
gegenuber den Wildtyp-Zellen um 9%, die Translokation mit 135 um um 47% und der
Chemotaxis Index mit 0,19 um 57% reduziert. Diese Daten entsprechen den Ergebnis-
sen der Chemotaxis mit KC bei den TRPC6” Neutrophilen, einzig der Chemotaxis In-
dex ist bei den TRPC1” Neutrophilen weniger stark reduziert als bei den TRPC6™ Zel-
len. Damit wird deutlich, dass neben dem TRPC6 auch der TRPCL1 eine regulatorische
Rolle bei CXCR2-vermittelten Signalkaskaden spielt. Allerdings scheint der TRPC6-
Kanal bei der durch intermediare Chemokine induzierten Chemotaxis die entscheiden-

dere Rolle zu spielen.
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Abbildung 26: In-vitro 3D Migration in KC Gradienten TRPC1 ”

(A) Trajektorien von WT und zugehdrigen TRPC1™ Neutrophilen in 3 pg/ml KC Gradienten.
TRPC1” Zellen migrieren hier weniger gerichtet als zugehérige WT-Zellen. (C-E) Geschwindig-
keit, Translokation und Chemotaxis Index waren in den TRPC1" Neutrophilen gegeniiber den
WT-Zellen reduziert. (n = 60 Zellen aus = 3 unabhéangigen Experimenten. * P < 0,05 mit Zwei-
stichproben-t-Test.) [verandert nach (151)]



4 Diskussion 68

4.3 TRPC1 und TRPCS6 als Teil CXCR2-vermittelter Sig nalkaskaden

Um einen weiteren Einblick in die Funktion des TRPC6-Kanals bei CXCR2-generierten

2+]i

Signalkaskaden zu bekommen, wurde die zytosolische Ca?*-Konzentration [Ca?']; nach

Stimulation der Zellen mit der entsprechenden Chemoattraktanz bestimmt. Die [Ca?'];
Messungen mit den beiden intermedidren Chemoattraktanzien zeigen, dass die Ca*'-
Antwort nach Stimulation mit dem Chemokin-Cocktail oder mit dem CXCR2-Aktivator
KC bei den TRPC6” Neutrophilen gegeniiber den Wildtyp Zellen vermindert war. Die
TRPC6™” Neutrophilen scheinen also nach der CXCR2 Aktivierung weniger Ca** zu
mobilisieren. Diese Daten verdeutlichen, dass der TRPC6 an der Mobilisierung von

Ca®* nach CXCR2-Aktivierung beteiligt ist.

Um die funktionelle Rolle des TRPC6-Kanals innerhalb des CXCR2-Signalweges ge-
nauer zu untersuchen, wurde der Einfluss des TRPC6-Knockouts bei den Neutrophilen
im Folgenden anhand der Aktivierung einzelner Signalkomponenten des CXCR2-
Signhalweges auf proteinbiochemischer Ebene untersucht. Die Ergebnisse dieser Wes-
tern-Blots verdeutlichen zusatzlich, dass die verminderte Ca*-Antwort nach CXCR2-
Aktivierung bei den TRPC6™ Neutrophilen nicht auf die verminderte Expression des
CXCR2 zuriickzufuhren ist. Ebenso zeigen die Ergebnisse der Western-Blots, dass die
Phosporylierung von Akt und die Phosphorylierung der p38 MAPK nach Stimulation der
Zellen mit dem Chemokin-Cocktail in den TRPC6” Neutrophilen gegeniiber den Wild-
typ Zellen vermindert war. Damit ist anzunehmen, dass beide Signalwege Uber den
TRPC6 reguliert werden. Um auszuschlie3en, dass durch den Chemokin-Cocktalil
mehrere Signalwege parallel aktiviert werden, wurde die Phosporylierung von Akt und
der p38 MAPK zusétzlich in Wildtyp und TRPC6” Neutrophilen nach Stimulation mit
KC und damit alleiniger Aktivierung des CXCR2-Signalweges untersucht. Hier zeigte
sich ebenso, dass in den TRPC6™ Neutrophilen die Phosphorylierung von Akt im Ver-
gleich zu den Wildtyp Zellen vermindert war. Im Gegensatz zur Stimulation mit dem
Chemokin-Cocktail fuhrte die Stimulation mit KC jedoch zu einer verstarkten Phospho-
rylierung der p38 MAPK in den TRPC6™ Neutrophilen.

Bei oberflachlicher Betrachtung steht dies im Widerspruch zu den vorhergehenden
Ergebnissen zur Aktivierung von Signalkomponenten nach Stimulation der Zellen mit
dem Chemokin-Cocktail. Die Daten zur Chemotaxis der Zellen in Chemokin-Cocktail-
Gradienten mit den Inhibitoren fir den CXCR2 und den PAFR haben jedoch gezeigt,
dass der Chemokin-Cocktail neben dem CXCR2 noch weitere Chemoattraktanz-
Rezeptoren und damit auch noch weitere Signalwege aktiviert. Es ist daher bei der
Aktivierung der Neutrophilen mit dem Chemokin-Cocktail nicht auszuschlieRen, dass

Signalkomponenten wie Akt oder p38 MAPK durch die Signalwege verschiedener
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Chemoattraktanz-Rezeptoren beeinflusst werden. Hierzu konnte auch mehrfach ge-
zeigt werden, dass es bei paralleler Aktivierung von verschiedenen Chemoattraktanz-
Rezeptoren zu einer Interaktion und gegenseitigen Regulation ihrer Signalwege kommt
(2; 72; 157). Entsprechend kdnnten sich bestimmte Signalwege als dominant gegen-

Uber anderen erweisen.

Die Stimulation der Neutrophilen mit KC und damit die alleinige Aktivierung des
CXCR2-Signalweges macht es daher leichter, die Rolle des TRPC6-Kanals innerhalb
dieses Signalweges zu charakterisieren. Auffallig ist hier, dass die Aktivierung des
CXCR2 in den Wildtyp Neutrophilen sowohl zu einer Phosphorylierung von Akt als
auch der p38 MAPK filhrt. In den TRPC6” Neutrophilen ist die Aktivierung von Akt
nach CXCR2 Stimulation dagegen vermindert, wogegen die Aktivierung der p38 MAPK
erhoht ist. Dies lasst zum einen vermuten, dass TRPC6 in den Wildtyp Neutrophilen
die Phosphorylierung von Akt beglnstigt und zum anderen die Aktivierung der p38
MAPK abschwacht. Die [Ca®"]-Messungen zeigen, dass die Aktivierung des CXCR2 in
den TRPC6™ Neutrophilen zu einer verminderten Ca®"-Mobilisierung fiihrt, die offen-
sichtlich nur eine unvollstandige Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges mit sich bringt.
Zwei Bestandteile des CXCR2 Signalweges bilden hierbei mégliche Kandidaten fir
eine CXCR2-verschaltete Aktivierung des TRPC6 (siehe Abb. 27). Fur 20-HETE, ei-
nem Metabolit der Arachidonsaure und damit einem Signalprodukt der PLA;, konnte
bereits eine TRPC6-Aktivierung nachgewiesen werden (8; 84). Neben der PLA, stellt
die PLC uber DAG einen wichtigen Aktivator des TRPC6 bei der Rezeptor-vermittelten
Ca**-Mobilisierung dar (58; 76). Somit bildet der TRPC6 einen Bestandteil der CXCR2-
Signalkaskaden und ist dabei sehr wahrscheinlich an der Generierung von lokalen
Ca**-Signalen beteiligt, die eine Aktivierung weiterer Signalkomponenten wie PI3K/Akt
vermitteln. Unter anderem kénnte der PISK/Akt-Signalweg Uber Cofilin und Girdin dann
zu der Polymerisation von Aktin und damit zu der Ausbildung lokaler Protrusionen fuh-
ren (191).

Wie es in den TRPC6” Neutrophilen zu einer gesteigerten Aktivierung der p38 MAPK
kommt, ist dabei unklar. Es ware aber mdglich, dass die p38 MAPK hier die fehlende
Aktivierung des PI3K/Akt-Signhalweges kompensiert. Wie in 4.1 bereits beschrieben
kann die Aktivierung der p38 MAPK auch Ca?* unabhéngig tiber Arachidonséure und
damit die PLA, oder Uber Rho-GTPasen wie Racl und Cdc42 erfolgen (61). Die Poly-
merisation von Aktin und damit auch die Ausbildung lokaler Protrusionen kdnnte dabei
uber die p38 MAPK und hsp27 gefordert werden (38; 61).
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Abbildung 27: Modell fir die CXCR2-vermittelte Akti  vierung von TRPC6

Die Aktivierung des CXCR2 fiihrt zu einer Aktivierung der PLC und der PLA,. Die PLC hydroly-
siert aus PIP, IP; und DAG. IP; vermittelt einen Ca®** Ausstrom aus dem ER und DAG konnte
direkt den TRPC6-Kanal aktivieren. Zusatzlich wéare auch eine Aktivierung des TRPC6-Kanals
Uber 20-HETE, einem Signalprodukt der PLA, mdglich. Die Mobilisierung von ca”™ begunstigt
so die Aktivierung anderer Bestandteile des CXCR2-Signalweges wie Akt.

Da fiir die intermediare Chemotaxis der TRPC1” Neutrophilen neben den zellmigrato-
rischen keine weiteren Studien zur Untersuchung der Rolle des TRPC1-Kanals inner-
halb des CXCR2-Signalweges vorliegen, ist es schwierig, die Funktion von TRPC1
innerhalb dieses Signalweges zu charakterisieren. Allerdings kann auch hier die Litera-
tur einen moglichen Erklarungsansatz liefern. Wenn man wie von Heit et. al. beschrie-
ben annimmt, dass die Signallibertragung bei diesem intermediaren Chemoattraktanz-
Signalweg PI3K/Akt-abhangig verlauft (72), fuhrt die CXCR2-vermittelte Aktivierung
des TRPC1-Kanals zu einer Aktivierung der PI3K, die unter anderem lber Akt eine
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts herbeifiihren kdnnte. Diese CXCR2-vermittelte
Aktivierung des TRPC1-Kanals konnte Uber die Aktivierung der PLC, die Generierung
von IP; und die Entleerung intrazellularer Ca?*-Speicher erfolgen (siehe Abb. 28). Die
CXCR2-vermittelte Aktivierung von TRPC1 als SOCE-Kanal bedarf allerdings weiterer
Studien, um die Rolle des TRPC1-Kanals innerhalb dieses Signalweges genauer zu

charakterisieren.
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Abbildung 28: Modell fiir die CXCR2-vermittelte Akti  vierung von TRPC1

Die Aktivierung des CXCR2 fiihrt zu einer Aktivierung der PLC und Bildung von IP;. Der durch
IP; vermittelte Ca®* Ausstrom aus dem ER, beginstigt eine Verlagerung von STIM1 in Zell-
membran-nahe Bereiche des ER, wodurch eine Interaktion von STIM1 mit Orai ermdglicht wird.
Diese Aktivierung von Orai fuhrt zu einem CRAC-vermittelten Ca’*-Einstrom an dem TRPC1
maoglicherweise beteiligt ist. Diese Mobilisierung von Ca®* begunstigt die Aktivierung anderer
Signalproteine wie Akt.

Es konnte gezeigt werden, dass die Mobilisierung von extrazellularem Ca* am Vorder-
ende essentiell fir die Aufrechterhaltung der tber die PI3K und F-Aktin gesteuerte Po-
larisierung von RAW?264.7 Makrophagen ist (51). G-Protein gekoppelte Rezeptoren
aktivieren die PI3K, wodurch PIP; aus PIP, generiert wird. PIP; aktiviert iber GEFs
(Guanine Nucleotide Exchange Factors) wie Vav, Tiaml, PIX und p-REX die Aktivitat
von Rac oder Cdc42 (59). So fuhrt die Aktivierung von Rac und Cdc42 zu einer lokalen
Aktin-Polymerisation (112). Rac kann seinerseits die PI3K positiv beeinflussen und so
mehr PI3K ans Vorderende der Zelle rekrutierten (59; 158). Im Sinne einer postiven

Ruckkopplung wiirde neu gebildetes PIP; wiederum die Aktivitat von Rac férdern.

Fir die Rho-GTPase Racl konnte auch eine Ca?*-abhéngige Aktivierung nachgewie-
sen werden. Hierbei wird der Racl-Aktivator Tiam1 iiber CaMKIl (Ca*/Calmodulin-
abhéangige Proteinkinase Il) aktiviert (20; 85). Zusatzlich konnte fur Cdc42 und Rac
auch eine Aktivierung der p38 MAPK nachgewiesen werden, wodurch wiederum ein
Zusammenhang zwischen der PI3K-Aktivitdt und dem p38 MAPK Signalweg deutlich
wird (192). Fiir die Aktivierung der p38 MAPK konnte neben der Ca**-Abhangigkeit
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auch eine PKC-Abhangigkeit gezeigt werden (194). Hierbei wirde die CXCR2-
gesteuerte Aktivierung der PKC Ca**-abhéangig iiber DAG und die PLC verlaufen. Zu-
letzt begiinstigt auch die Bindung von Ca** an Calmodulin die Clusterung von PIP, in-
nerhalb der Zellmembran (109). In Verbindung mit einem rdumlich und zeitlich be-
grenzten Ca**-Signal fiihrt dies innerhalb der Zellmembran zu einer lokalen Akkumula-
tion von PIP,, was rdumlich limitiert die Aktivitat der PLC und PI3K begunstigt. Da PIP,
und Cdc42 gemeinsam WASP aktivieren und so die Polymerisation von Aktin férdern
(92; 137), kénnte durch ein raumlich stark begrenztes Ca®* Signal zusétzlich eine lokal

gesteuerte Bildung von Protrusionen begunstigt werden.

Die G-Protein-Rezeptor-stimulierte Mobilisierung von extrazellularem Ca?* iber TRPC1
und auch TRPC6 wird somit sehr wahrscheinlich durch die PLC vermittelt. Hierbei wird
TRPC1 wahrscheinlich als SOCE-Kanal uber die Entleerung interner Ca?*-Speicher
und STIM1 aktiviert. TRPC6 hingegen wird auf diesem Weg als ROCE-Kanal sehr
wahrscheinlich direkt tber DAG aktiviert. Zusatzlich ware fur den TRPC6 auch eine
PLC-unabhéangige Aktivierung Uber die PLA, und 20-HETE méglich. Die TRPC1- und
TRPC6-vermittelte Mobilisierung von Ca®* kénnte auf vielfaltige Weise die lokal be-
grenzte Reorganisation des Zytoskeletts unterstiitzen, wodurch eine gerichtete Bewe-

gung ermdglicht wird.

Die raumlich und zeitlich stark begrenzte Mobilisierung von Ca* spielt damit in der
Chemotaxis méglicherweise eine {ibergeordnete Rolle. Diese Ca**-Mobilisierung kann
aus internen Speichern wie dem ER oder Uber lonenkanale aus dem extrazellularen
Raum erfolgen. Dabei scheint sowohl die Art der Ca®*-Mobilisierung als auch die Ca**-
abhangige Aktivierung von Signalkaskaden in Abhangigkeit vom aktivierten Chemoat-
traktanz-Rezeptor sehr spezifisch reguliert zu werden. So ist der TRPC6-Kanal an der
CXCR2-vermittelten intermediaren Chemotaxis beteiligt, hat aber keinen Enflul3 auf
FPR-generierte Signalkaskaden. Dennoch wird deutlich, dass es fir die Chemoattrak-
tanz-Rezeptor-vermittelte lokale Polymerisation von Aktin mehrere untereinander ver-
knupfte Signalwege gibt, die durch Ruckkopplungsschleifen in der Lage sind, das
Chemottraktant-Signal innerhalb der Zelle vielfach zu verstarken. Diese Arbeit zeigt,
dass sowohl der TRPC6 und wahrscheinlich auch der TRPC1 an dieser Chemoattrak-
tanz-Rezeptor-vermittelten Mobilisierung von Ca*" beteiligt sind. Hierbei reguliert der
TRPC1 die fMLPR-vermittelte end-target Chemotaxis und der TRPC6 ist in CXCR2-
vermittelte intermedidre Signalkaskaden involviert. Die Tatsache, dass die Chemotaxis
sowohl der TRPC1™ als auch der TRPC6™ Neutrophilen nicht ganzlich zum Erliegen
kommt, macht deutlich, dass diese beiden TRPC-Kanéle nicht die einzigen, in die je-
weiligen Rezeptor-Signalkaskaden verschalteten Ca®*-Kandle sind, hier aber eine ent-

scheidende regulatorische Rolle spielen. Dariiber hinaus zeigt die Anzahl der mdgli-
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chen Wege, auf denen eine lokale Polymerisation von Aktin nach Aktivierung von
Chemoattraktanz-Rezeptoren erfolgen kann, wie komplex reguliert die verschiedenen,
dem Chemoattraktanz-Rezeptor nachgeschalteten, Signalwege sein mussen. Somit
gabe es, wenn einzelne Komponenten eines Signalweges ausfielen, noch weitere Sig-
nalwege, welche sprichwortlich auf einem Umweg zu einem vergleichbaren Ziel fihren
kénnten. Die vermehrte Aktivitat der p38 MAPK in den TRPC6™ Neutrophilen nach
Stimulation des CXCR2 stellt moglicherweise einen solche kompensatorischen Me-

chanismus dar.

Zuletzt zeigte sich der in vitro beobachtete Chemotaxis-Defekt auch in vivo bei einer
Entziindungsreaktion. Hierbei war bei den TRPC6” Mausen sowohl die Gesamtzahl
der eingewanderten Zellen als auch die Zahl der Neutrophilen gegeniber den Wildtyp
Mausen vermindert. Der in den die in vitro Experimenten identifizierte Chemotaxis-
Defekt der TRPC6™ Neutrophilen ist damit tatséchlich im intakten Organismus relevant.
Die TRPC6-defizienten Mause weisen also eine verminderte Immunantwort auf, was
Dietrich et. al. bei einer kunstlich induzierten allergischen Atemwegsentziindung eben-

falls zeigen konnten (153).

Diese Arbeit macht deutlich, dass das gezielte pharmakologische Ausschalten einzel-
ner Signalkomponenten spezifischer Chemoattraktanz-Signalwege moglicherweise ein
geeignetes Mittel darstellt, um einzelne Zellen des Immunsystems wie Neutrophile
Granulozyten bei der Immunantwort zu regulieren, ohne ihre Funktion jedoch géanzlich
zu inhibieren. Hierbei kénnten Ca** Kanale wie der TRPC1 oder der TRPC6 genau
solche Signalkomponenten zur gezielten Behandlung von Autoimmunkrankheiten dar-
stellen. Bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthri-
tis oder MS (78; 165), bei denen Neutrophile symptomatisch eine Rolle spielen, muss
die pharmakologische Therapie je nhach Krankheitsgrad sehr spezifisch eingestellt wer-
den. Bisher setzt man dabei jedoch noch vermehrt auf die Behandlung mit systemi-
schen Glucocorticoiden oder die immunsuppressive Therapie, wobei beides oftmals
massive Nebenwirkungen mit sich bringt. Je mehr man in Zukunft in der Lage ist, sol-
che immunmodulatorischen Therapien spezifisch auf das Krankheitsbild auszurichten,

umso besser lassen sich solche Krankheiten behandeln.
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Zukunftige Studien bezlglich der Rolle des TRPC1-Kanals bei der Chemotaxis neutro-
philer Granulozyten sollten zunéchst die mechanistische Charakterisierung von TRPC1
innerhalb des FPR- und CXCR2-Signalweges betreffen. Hierbei wirden Messungen
der zytosolischen Ca®" Konzentration mit TRPC1” und entsprechenden Wildtyp
Neutrophilen nach Aktivierung des FPR oder CXCR2 Aufschluss Uber die funktionale
Rolle des TRPC1-Kanals innerhalb des jeweiligen Signalweges geben und damit zei-
gen, ob der TRPC1 tatséchlich an einer Chemoattraktanz-Rezeptor-gesteuerten Ca**-
Mobilisierung beteiligt ist. Mithilfe proteinbiochemischer Methoden liel3e sich dann auch
nachweisen, inwieweit die Aktivitdt einzelner Bestandteile von FPR- und CXCR2-
generierter Signalkaskaden wie Akt oder die p38 MAPK durch das Ausschalten des
TRPC1-Kanals beeintrachtigt werden. Die Aktivitat einzelner Signalproteine kdnnte wie
in der vorliegenden Arbeit Uber Western-Blots mit spezifischen Phosphorylierungs-

Antikdrpern nachgewiesen werden.

Dartber hinaus musste der Weg der Chemoattraktanz-Rezeptor-vermittelten Aktivie-
rung des TRPC1- und TRPC6-Kanals noch genauer charakterisiert werden. Hierbei
ware fur den TRPC1 ein tatséchlicher Nachweis der Funktion als SOCE-Kanals ent-
scheidend. Ein méglicher Ansatz wére eine Inhibition der Mobilisierung von Ca®" aus
dem ER zum Beispiel durch Xestospongin C bei gleichzeitiger Aktivierung des FPR
oder CXCR2 (116). So lieRRe sich auf Ebene von Chemotaxis Experimente oder auch in
Western Blots eine Beeinflussung der Aktivierung des TRPC1-Kanals in den Wildtyp

Neutrophilen im Vergleich zu den TRPC1” Zellen untersuchen. In [Ca®'];

-Messungen
ware es dabei Uber die Mangan-Quench Methode mdoglich, zwischen einer Mobilisie-
rung von Ca*" aus internen Speichern und aus dem Extrazellularraum zu differenzie-
ren. Die Mangan-Quench Methode basiert auf der Eigenschaft von Mn*-lonen, durch
Ca?*-Kanéle in Zellen zu gelangen und mit hoherer Affinitat als Ca®* an Fura-2 zu bin-
den, wodurch dessen Fluoreszenz unterbunden wird (113). Der Einstrom von Mn?* in
die Zelle wirde sich tber eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat identifizieren lassen
und wére ein Indikator fiir einen Ca**-Einstrom. In Verbindung mit Xestospongin C lie-

3e sich fur den TRPC1-Kanal eine Aussage Uber die Beteiligung am SOCE treffen.

Uber HET0016, einem Inhibitor fiir die Metabolisierung von 20-HETE, liel3e sich dage-
gen einer Aktivierung des TRPC6 uber die PLA, und 20-HETE nach CXCR2-
Stimulation nachweisen (117). Da es bisher keine kommerziell erhaltlichen Aktivatoren

fir DAG-spaltende Enzyme wie die DAG-Lipase oder die DAG-Kinase gibt, liel3e sich
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eine Aktivierung des TRPC6 Uber DAG nur tber eine Inhibition der PLC zum Beispiel
durch U73122 verhindern. Dieser Blocker wére aber nur wenig spezifisch fir die Akti-
vierung von TRPCS6, da eine pharmakologische Inhibition auf dieser Ebene auch ande-
re Signalwege beeinflussen wirde. Allerdings wiirde der Einsatz von Inhibitoren fir die
DAG-Kinase wie R59022 ein PLC-generiertes DAG-Signal nach einer CXCR2-
Aktivierung verlangern (41) und wirde damit, wenn DAG uber den CXCR2-Signalweg
den TRPC6-Kanal aktiviert, auch zu einer verlangerten TRPC6-Aktivitdt und damit zu
einem vermehrten Ca*-Einstrom fiihren. In den TRPC6 Neutrophilen sollte die Inhibi-
tion der DAG-Lipase dagegen keinen Effekt haben. Dieser Unterschied einer verlan-
gerten Aktivierung des TRPC6-Kanals lieRe sich in Chemotaxis Experimenten, mit Hilfe
von [Ca*]-Messungen und auch in Western Blots bei den Wildtyp Neutrophilen im

Vergleich zu den TRPC6™ Zellen herausstellen.

Da bei [Ca?']-Messungen im Rahmen dieser Arbeit die Ca®*-Konzentration iiber die
ganze Zelle bestimmt wurde, lasst sich zwar eine Aussage Uber die zeitliche Begren-
zung der Ca?'-Signale nach chemokinetischer Stimulation der Neutrophilen treffen,
eine Lokalisation dieser Ca**-Signale innerhalb der Zelle ist aber nicht méglich. Eine
solche lokale Eingrenzung der Chemoattraktanz-Rezeptor-generierten Ca**-Signale

2+]i

lieBe sich in zeitlich und r&dumlich sehr hoch aufgeldsten [Ca™]i-Messungen untersu-

chen. Zusammen mit einer Quantifizierung der Bewegungsrichtung der Zellen bei die-

sen [Ca®"];

-Messungen liel3e sich mdglicherweise sogar die Entstehung von Chemoat-
traktanz-Rezeptor-generierten, zeitlich und raumlich begrenzten Ca®*-Mikrodoménen

mit der lokalen Ausbildung von Protrusionen in Verbindung setzen.

Zuletzt kénnte man in immunhistochemischen Studien die Lokalisation des TRPC1-
und des TRPC6-Kanals innerhalb der migrierenden Neutrophilen untersuchen. Dabei
wlrde eine Kolokalisation mit Chemoattraktanz-Rezeptoren wie dem CXCR2 Hinweise
fur eine Ausbildung von Signalkomplexen bei der Chemotaxis liefern, was wiederum
einen Ansatz fiir die Mechanismen beim Auftreten von Ca?*-Mikrodomanen bei der

Chemotaxis liefern wiirde.

In zukiinftigen Studien kdnnte man die Funktion verschiedener Mitglieder der TRPC-
Kanal-Familie bei der Chemotaxis unterschiedlicher Zellen des Immunsystems unter-
suchen. Die Identifikation einzelner TRP-Kanalproteine, die abhéngig vom Zelltyp ganz
spezifisch die Chemotaxis Uber einzelne Rezeptor-Signalwege regulieren, wirde es
ermdglichen, sehr spezifisch in die Immunantwort einzelner Zellen einzugreifen. Damit
konnte es durch die gezielte pharmakologische Inhibition von TRP-Kanélen in Zukunft
madglich sein, die Therapie fur bestimmte Krankheiten, die durch eine immunregulatori-

sche Dysfunktion entstehen, patientenspezifisch auszurichten.
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Neutrophile Granulozyten bilden als Teil des angeborenen Immunsystems die erste
Abwehr gegen eingedrungene Pathogene. Dabei sind sie in der Lage, aus dem Blutge-
faRsystem Uber das GefaRendothel in befallenes Gewebe zu migirieren, um hier Pa-
thogene zu beseitigen. Diese Migration erfolgt gerichtet, wobei die Zellen Uber einen
Chemoattraktanz-Gradienten zum Ort der Entziindung geleitet werden. Der Mecha-
nismus der Chemotaxis umfasst innerhalb der Zelle einen Signalkomplex, der den Zel-
len ermdglicht, das Signal von Chemoattraktanzien tuber spezifische Oberflachenrezep-
toren innerhalb der Zelle zu verstarken und Uber Signalkaskaden unter anderem eine
gerichtete Bewegung der Zelle einzuleiten. Ein Schlisselelement innerhalb dieses Sig-
nalkomplexes bildet Ca?*. Es konnte mehrfach gezeigt werden dass die Aktivierung
von Chemoattraktanz-Rezeptoren zu einer Mobilisierung von Ca®" innerhalb der Zelle
fuhrt. Diese Mobilisierung von Ca* kann durch die Entleerung intrazellularer Ca?*-
Speicher wie dem endoplasmatischen Retikulum oder aus dem Extrazellularraum tber
lonenkanéle erfolgen. Die molekulare Identitat der an der Chemotaxis beteilgten Ca**-
lonenkandle konnte aber bisher nicht geklart werden. Innerhalb der letzten Jahre liefer-
te die Literatur einige Hinweise Uber eine Beteiligung vom TRPC1 und TRPC6, zwei
Mitglieder einer Familie von Kationenkanalen, den klassischen Transient Receptor Po-
tential (TRP) - lonenkandlen, an der gerichteten Zellmigration. Die genaue Rolle dieser

Ca’*-permeablen Kanéle innerhalb der Chemotaxis wurde bisher aber nicht geklart.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte mithilfe von in vitro Chemotaxisstudien die
Abhangigkeit von zwei Chemoattraktanz-Rezeptor-Signalwegen von diesen beiden
TRPC-Kanélen bei der Chemotaxis muriner neutrophiler Granulozyten nachgewiesen
werden. Dabei verlduft die FPR-vermittelte end-target Chemotaxis ausschlielilich
TRPC1-abhangig, wobei der TRPC6 keinen Einflu3 auf diesen Signalweg hat. Die in-
termedidare CXCR2-vermittelte Chemotaxis bendtigt dagegen sowohl den TRPC1 als
auch den TRPC6. Fehlt einer dieser beiden Ca*-Kanéle innerhalb dieses CXCR2-
vermittelten Signalweges, ist die Chemotaxis der neutrophilen Granulozyten stark be-
eintrachtigt. Dieser TRPC6-abhéngige Chemotaxisdefekt konnte auch in vivo bei einer
Entzindungsreaktion nachgewiesen werden, wo wéahrend einer Peritonitis in TRPC6-
defizienten Mausen weniger Zellen in den entziindlichen Bereich einwanderten. Mithilfe
von Messungen der zytosolischen Ca*-Konzentration nach Stimulation der Neutrophi-
len mit verschiedenen Chemoattraktanzien zeigte sich, dass die FPR-vermittelte Mobi-

lisierung von Ca?* ganzlich TRPC6-unabhangig verlauft. Dagegen erfolgt die Mobilisie-
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rung von Ca?* fiir den CXCR2-generierten Signalweg TRPC6-abhéngig. Dariiber hin-
aus wurde mit der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass der TRPC6-Kanal tatsachlich in
CXCR2-vermittelte Signakaskaden verschaltet ist und dabei offensichtlich die Aktivie-
rung der PI3K unterstitzt. Die Ergebnisse weisen eine klare Richtung fur zukiinftige
Studien zu einer weiteren mechanistischen Charakterisierung von TRPC1 und TRPC6
innerhalb von verschiedenen Chemoattraktanz-Signalwegen. Nur das genaue Ver-
sténdnis dieser Mechanismen innerhalb der Chemotaxis von Zellen macht es zuletzt
mdglich, die immunsuppressive Therapie besonders von Autoimmunerkrankungen mit
starker Beteiligung von neutrophilen Granulozyten wie der rheumatoiden Arthritis oder

der multiplen Sklerose gezielter auf die Patienten auszurichten.
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Tabelle 11: Auflistung der verwendeten Chemikalien

und Kits.

Substanz Firma Firmensitz Deutschland
ABT-491 Calbiochem Darmstadt
Agarose Serva Heidelberg
Albumin Bovine Fraction V Serva Heidelberg

anti-CXCR2 Antikorper

Novus Biologicals

Littleton (USA)

anti-phospho-Akt Antikorper Cell Signaling Danvers (USA)
anti-phospho-p38 MAPK Antikdrper Cell Signaling Danvers (USA)
anti-beta Aktin Antikdrper Sigma-Aldrich Minchen
anti-GAPDH Antikorper Dianova Hamburg
APS Sigma-Aldrich Minchen

BCA™ Protein Assay Kit

Thermo-Scientific

Rockford (USA)

Borsaure Merck Darmstadt
Bromphenolblau Merck Darmstadt
CaCl, Merck Darmstadt
CaCly (wasserfrei) Merk Darmstadt
Casein Sigma-Aldrich Minchen
Collagen Typ 1 Rat Tail high. Conc. BD Bioscience Heidelberg
Complete Mini Roche Mannheim
DOC Merck Darmstadt
DMEM Gibco Darmstadt
DANN Marker 1kb Blue Segenetic Borken
dNTP-Mix (10mM/ dNTP) New England Biolabs | Frankfurt
DTT Boehringer Ingelheim
EDTA Serva Heidelberg
EGTA Sigma-Aldrich Minchen
FCS (Heat Inactivated, EU Approved) | Invitrogen Darmstadt
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Substanz Firma Firmensitz Deutschland
Fibronektin Sigma-Aldrich Minchen

fMLP Sigma-Aldrich Minchen

Fura-2-AM Invitrogen Darmstadt

Glukose Merck Darmstadt

Glycin Serva Heidelberg

Goat anti-Rabbit POD Antikorper Sigma-Aldrich Miinchen

Goat anti-Mouse POD Antikérper

Jackson-Immuno

Suffolk (UK)

HBSS PAA Pasching (Austria)
Hemacolor Merck Darmstadt
HEPES Sigma-Aldrich Minchen
Histopaque 1077/1119 Sigma-Aldrich Minchen
KC murin PeproTech Hamburg
KCI Merck Darmstadt
KH,PO, Merck Darmstadt
MagicMarc Protein Standard Invitrogen Darmstadt
Methanol Roth Karlsruhe
MgCl, Merck Darmstadt
NaCl Roth Karlsruhe
Na,HPO, Merck Darmstadt
NP-40 Sigma-Aldrich Miinchen
Patentblau Chroma Munster
PBS PAA Pasching (Austria)
Penicillin/Streptomycin Biochrom Berlin
PhosSTOP Roche Mannheim
Proteinase K Sigma-Aldrich Miinchen
Rotiphorese® Gel A/ Gel B Roth Karlsruhe
RPMI 1640 Biochrom Berlin

SB 225002 Calbiochem Darmstadt
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Substanz Firma Firmensitz Deutschland
SDS Merck Darmstadt

Skim Milk Powder Sigma-Aldrich Minchen

Sucrose Sigma-Aldrich Minchen

Super Signal® Luminol Kit

Thermo-Scientific

Rockford (USA)

SYBR®Gold Invitrogen Darmstadt

Taq DNA Polymerase Segenetic Borken

Taq DNA Polymerase Buffer A+ Segenetic Borken

Temed Roth Karlsruhe

Tris/SDS Roth Karlsruhe

TWEEN 20 Roth Karlsruhe

Tabelle 12: Auflistung der verwendeten Geréate.

Gerat Firma Firmensitz
Casy TT Roche Mannheim
ChemiDoc™ XRS+ Geldokumentationssystem Bio Rad Minchen
Electrophoresis Power Supply EV231 Consort Turnhout (Belgien)
Camera XC-ST70CE Hamamatsu Herrsching
Camera XC-77CE Hamamatsu Herrsching
Heraeus Multifuge 1S-R Heraeus Buckinghamshire (UK)
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss Géttingen
Mikroskop Axiovert TV Zeiss Goéttingen
Thermo Scientific Heraeus Fresco 21 Centrifuge Thermo-Scientific | Rockford (USA)
Trans-Blot SD Semi-Dry Blot-System Bio Rad Minchen

Mini Trans-Blot Blot-System Bio Rad Minchen
PC-Vision Frame Grabber Boards Hamamatsu Herrsching
Unimax 1010 Schiittler Heidoph Schwabach
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