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Einleitung

1 Einleitung

Laktoferrin und der Transforming Growth Factor-betal — zwei Substanzen mit
verschiedensten regulatorischen Wirkungen — stehen auf zellularer Ebene seit
Jahrzehnten im wissenschaftlichen Blickpunkt der Forschung. Beide sind
malfdgeblich in die Regulation vielzahliger zellularer, physiologischer und
immunologischer Prozesse involviert; um jeden einzelnen Mechanismus genau
zu verstehen, bedarf es weiterhin zahlreicher Studien.

Laktoferrin ist ein vor ca. 60 Jahren als rotes Protein beschriebenes
multifunktionelles  Glykoprotein, das sich insbesondere durch seine
antimikrobielle Aktivitat auszeichnet und einen wesentlichen Bestandteil des
angeborenen Immunsystems darstellt. Bei dem Transforming Growth Factor —
beta1 handelt es sich um ein pleiotropes Zytokin, das vor allem regulatorische
Wirkung auf Wachstum und Differenzierung unterschiedlicher Zellen im
Organismus ausubt. Von besonderem Interesse ist es, eventuelle
Zusammenhange zwischen diesen beiden, fur den Organismus wichtigen
Proteinen, herauszufinden. Mittlerweile lassen vorlaufige Forschungsergebnisse
die Behauptung zu, dass Laktoferrin Uber bislang ungeklarte Mechanismen zur
Aktivierung des TGF-beta — Smad — Pathways fuhrt. Dieser Effekt konnte in
vorangegangenen Arbeiten mit unterschiedlichen Zelllinien, wie zum Beispiel
Chondrozyten oder HelLa — Zellen, nachgewiesen werden und nun gilt es, dies
in weiteren Zelllinien zu Uberprifen und den Mechanismus dieser Aktivierung
herauszufinden. Dabei gibt es unterschiedliche Theorien, die diesen Effekt
begrinden kdnnten, zum Beispiel, dass Laktoferrin selber in der Lage ist Uber
den TGF-beta — Pathway Signale zu vermitteln oder aber, dass es durch
Laktoferrin zur Aktivierung von TGF-3 kommt. Diese Arbeit soll dazu beitragen,
herauszufinden, ob und wie Laktoferrin zur Aktivierung des TGF-[-
Signaltransduktionsweges in THP-1 Zellen fuhrt. Dafur wurde diese humane,
monozytare leukamische Zelllinie sowohl mit Laktoferrin als auch mit TGF-31

behandelt und die Effekte wurden vergleichend gegenubergestellt.
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2 Literaturuberblick

2.1 Transforming Growth Factor — beta1 (TGF-R1)

Der Transforming Growth Factor - beta 1 ist Mitglied der TGF-3 Familie, die
wiederum der groRen TGF- Superfamilie angehort, welche aus einer Reihe
strukturell ahnlicher, multifunktioneller Zytokine besteht [CLARK und COKER,
1998]. Die wichtigsten Mitglieder der TGF-3 Superfamilie stellen die Prototypen
TGF-beta selbst, die Bone Morphogenetic Proteins (BMPs), Activine, die
Growth and Differentiation Factors (GDFs) und die Anti-Mullerian Hormons
(AMHs) dar [MASSAGUE und CHEN, 2000]. Bisher sind drei fur Saugetiere
wichtige Typen der TGF- Familie identifiziert worden: TGF-31, TGF-32 und
TGF-R3. TGF-31 ist die als erste isolierte und am meisten erforschte Isoform
[KINGSLEY, 1994].

Beim Menschen liegt im Plasma Uberwiegend die Isoform TGF-31 vor, wahrend
die anderen beiden Formen, TGF-R2 und TGF-R3, einen deutlich geringeren
Anteil des gesamten TGF-R Spiegels ausmachen [WAKEFIELD et al., 1995].
Unter bestimmten pathologischen Bedingungen konnten Veranderungen des
TGF-R Plasma Spiegels beobachtet werden [GRAINGER et al., 2000].

2.1.1 Struktur

Die verschiedenen Mitglieder der TGF-3 Familie werden als Propeptide,
bestehend aus 390-412 Aminosauren, von den Zellen synthetisiert [CLARK und
COKER, 1998, BALAZOVICH et al., 1996]. Solch ein Precurser besteht aus der
N-terminalen Signaldoméane, einer variablen Pro-Domane und dem C-
terminalen Fragment [KINGSLEY, 1994]. Durch die Endopeptidase Furin wird
das C-terminale Ende, das aus 110-140 Aminosauren besteht, im Golgi Apparat
proteolytisch geteilt und es folgt die Dimerisierung zu einem 25 kDa grof3en
Protein [DUBOIS et al., 1995]. Das Homodimer bleibt an dem restlichen,
ebenfalls dimerisierten Komplex, dem Latency Associated Protein (LAP), nicht
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kovalent gebunden und liegt somit in inaktiver Form vor [MASSAGUE et al.,
1990, GRAINGER et al., 2000].

. S . =~ M elc cc cc cc
Leader Pro-domain Mature domain
(15-25 aa) (50-375 aa) (110-140 aa)

Abbildung 1: Graphische Darstellung der Proteinstruktur eines Propeptids der TGF-R3
Molekile. Quelle: KINGSLEY, 1994

2.1.2 Aktivierung

Liegt das reife TGF-R1 an LAP gebunden vor, ist es inaktiv [GRAINGER et al.,
2000]. In diesem Zustand ist das Zytokin nicht in der Lage mit seinen
Oberflachenrezeptoren zu interagieren [MASSAGUE et al., 1990].

Um seine biologische Aktivitat zu entfalten, muss das latente TGF-[3 zuerst
aktiviert werden. In vitro wird das reife Peptid durch Senkung des pH-Wertes,
Hitzeeinwirkung oder proteolytisch aktive Enzyme vom inaktiven Komplex
abgespalten [BALAZOVICH et al., 1996, KINGSLEY, 1994]. In vivo wurden zum
Beispiel die proteolytische Spaltung durch Transglutaminasen, Thrombin oder
Plasmin oder die Konformationsanderung von LAP durch physikalische
Reaktionen mit Thrombospondin als Aktivierungsmechanismen beschrieben,
wobei die Proteolyse am haufigsten beobachtet wurde [FORTUNEL et al.,
2000].

Das aktive Zytokin ist nun bereit, an die TGF-3 Rezeptoren zu binden und die

Signaltransduktion einzuleiten.
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2.1.3 TGF-B Pathway

TGF-R signalisiert Uber seinen eigenen Pathway, den TGF-B Pathway. An
diesem sind hauptsachlich folgende drei Komponenten beteiligt: die Liganden
selbst, die TGF-R Rezeptoren, die die Signalisierung in das Zellinnere leiten,
sowie die Smad-Proteine, die in der Zelle den Signaltransport zwischen

Zytoplasma und Zellkern organisieren.

2.1.3.1 Smad-Proteine

Die Smad Proteine werden in die drei Unterklassen R-Smads (receptor
regulated Smads), Co-Smads (common-partner Smads) und [-Smads
(Inhibitory Smads) eingeteilt [MIYAZAWA et al., 2002]. Im TGF- Pathway sind
Smad2 und Smad3 als R-Smads, Smad4 als Co-Smad und Smad7 als I-Smad
aktiv [MOUSTAKAS, 2002]

Smads bestehen aus zwei globularen Domanen, der N-terminalen MH1- und
der C-terminalen MH2-Domane (Mad homology 1/2), die Uber eine weitere,
divergente Region miteinander verknupft sind. Jede Domane Ubernimmt
unterschiedliche Aufgaben; so weist die MH1-Doméane intrinsische DNA-
bindende Aktivitaten auf, die fur die I|dentifikation der DNA-Bindungsstelle
unerlasslich sind, wohingegen die MH2-Domane fir die homo- und
heterodimere Komplexbildung essenziell und fur die Aktivierung und Hemmung
der Transkriptionen verantwortlich ist [MASSAGUE und CHEN, 2000,
MIYAZAWA et al., 2002].

2.1.3.2 TGF-BR Rezeptoren

Die Liganden der TGF-3 Superfamilie signalisieren Uber die Familie der TGF-}
Rezeptoren, eine Reihe transmembraner Glykoproteine mit zytoplasmatischen
Serin/Threonin  Kinase Domanen. Auf Grund ihrer strukturellen und
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funktionellen Eigenschaften werden die Rezeptoren in die zwei Hauptklassen
Typ-l und Typ-II unterteilt [MASSAGUE, 1998].

Bei Saugern werden 5 Typ-ll — und 7 Typ-I — Rezeptoren unterschieden, wobei
der Typ-l Rezeptor ALK-5 (activine receptor-like kinases) der, im
Zusammenhang mit dieser Arbeit, relevanteste ist, da sein physiologischer
Ligand TGF- ist. Der Typ-l Rezeptor ALK-1 bindet ebenfalls TGF-R, jedoch mit
wesentlich niedrigerer Affinitat [MIYAZAWA et al., 2002, MASSAGUE, 1998].
ALK-1 dient der Phosphorylierung von Smad1, wohingegen ALK-5 fur die
Phosphorylierung von Smad2 und 3 zustandig ist [CHEN und MASSAGUE,
1999, OH et al., 2000].

Neben diesen beiden hauptbeteiligten Rezeptoren Typ-l und Typ-ll werden
zusatzlich zwei weitere nennenswerte unterschieden: Betaglykan und Endoglin.
Sie unterscheiden sich sowohl in ihrem zellularen Vorkommen als auch in ihrer
Bindungsspezifitat zu den TGF-B Isoformen [LETAMENDIA et al., 1998].
Wahrend Betaglykan heteromere Komplexe mit den TGF- Rezeptoren Typ-I
und Il bildet und die Bindung aller TGF-R Isoformen an ihren Rezeptor fordert,
ist Endoglin lediglich in der Lage die Isoformen TGF-31 und TGF-R3 mit hoher
Affinitat zu binden [MASSAGUE, 1998, LASTRES et al., 1996].

2.1.3.2.1 Der Co-Rezeptor Endoglin

Endoglin, auch bekannt als CD105, ist ein homodimeres 180 kDa schweres
Glykoprotein, das sich in gro3en Mengen vor allem in Epithelzellen, aber auch
zum Beispiel in Fibroblasten wiederfindet [LASTRES et al., 1994, CHEIFETZ et
al.,, 1992]. O’Connell et al. stelten 1992 den Zusammenhang der
Genexpression von Endoglin und der Differenzierung von Monozyten zu
Makrophagen fest. In den Blutmonozyten konnte kaum oder sogar keine
Endoglinexpression beobachtet werden, wohingegen diese mit der
Differenzierung zu Makrophagen deutlich zunahm. Seit dieser Erkenntnis dient
Endoglin als ein Differenzierungsmarker fur Makrophagen [O'CONNELL et al.,
1992].



Literaturtberblick

CD105 stellt eine integrale Komponente des TGF-Rezeptor Systems dar, indem
es mit den Typ-I- und Typ-ll - Rezeptoren unabhangig von exogenen Liganden
sowohl Uber seine extrazellulare als auch seine zytoplasmatische Domane
interagiert. Diese Interaktion wird auch durch die Anwesenheit solcher Liganden
nicht verandert [BARBARA et al., 1999, GUERRERO-ESTEO et al., 2002].
Endoglin ist nicht befahigt, selbstandig Liganden zu binden, sondern ist auf die
Anwesenheit der signalisierenden Rezeptoren angewiesen [BARBARA et al.,
1999, LETAMENDIA et al., 1998]. Die Assoziation dieses akzessorischen
Rezeptors mit TRR-I und —Il hat regulatorischen Einfluss auf die Signalisierung
durch TGF-B1 [GUERRERO-ESTEO et al.,, 2002]. Es beeinflusst die ALK-
1/Smad1 Signalisierung positiv, wirkt sich hingegen auf die ALK-5/Smad2/3-
Signalisierung hemmend aus [BLANCO et al., 2005].
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2.1.3.3 Signaltransduktion

Bioaktive Liganden der TGF- Superfamilie benutzen einen relativ einfachen
Mechanismus, um Signale in den Zellkern zu leiten [MASSAGUE und CHEN,
2000]. Ligandenbindung iniziiert die Bildung eines heterotetrameren,

aktiven Rezeptorkomplexes, bestehend aus zwei Typ-ll und zwei Typ-I
Rezeptoren [SCHMIERER und HILL, 2007].

7 ) Innerhalb dieses Komplexes
( j T s kommt es durch Phos-

Ll Plasma membrane

S 2 phorylierung durch den
@2—& TRR-II' zur Aktivierung der

" Rswa ) (_ RswaD ) .
4 TN Typ-l Rezeptor-Kinase, was

wiederum die Phosphory-

Nuclear pore

complex lierung der intrazellularen

Substrate Smad2 und 3 zur

o — s <> Folge hat [MIYAZAWA et al.,
o L 2002]. Diese Smad-Proteine
LS NS sind in weiterer Folge fir die

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Signalweiterleitung in  den
Smad-Pathway; Quelle [MASSAGUE, 2000] Zellkern verantwortlich

[MASSAGUE, 1998].

Um den unkontrollierten
Import von nicht phosphoryliertem Smad2 in den Zellkern zu verhindern, liegen
die R-Smads im Zytoplasma an das Membran assoziierte SARA-Protein (Smad
anchor for receptor activation) gebunden vor [XU et al., 2000]. Diese Bindung
ist zusatzlich unerlasslich fur die Zuganglichkeit der Smad-Proteine fur die
Membranrezeptoren [TSUKAZAKI et al., 1998].
Die Bindungsaffinitat von Smad2 zu SARA wird durch die Phosphorylierung der
R-Smads durch den Typ-lI Rezeptor vermindert, wodurch der Signaltransport in
das Zellkerninnere ermoglicht wird [XU et al., 2000]. Es kommt zur Ausbildung
homomerer - und in weiterer Folge heteromerer Komplexe mit dem co-Smad

Smad4, welche in den Zellkern translozieren, dort akkumulieren und die
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Transkription von Zielgenen sowohl positiv als auch negativ regulieren
[MIYAZAWA et al., 2002, ROSS und HILL, 2008]. Dabei interagieren sowohl R-
als auch co-Smads mit weiteren DNA-bindenden Proteinen, welche wiederum
an die Promotor-Regionen der Zielgene binden. [MIYAZAWA et al., 2002].
Typische TGF-R Zielgene sind zum Beispiel Plasminogen Activator Inhibitor 1
und Fibronektin (siehe Kapitel 2.1.3.4.1 und Kapitel 2.1.3.4.2)

Nach abgeschlossener Transkription wird die Signaltransduktion uber den TGF-
R Pathway durch Ubiquitinierung und anschlieBende Degradierung der
nukledaren Smads beendet [MOUSTAKAS et al., 2001].

Inhibitory Smad7 spielt eine wesentliche Rolle in der negativen Regulation der
TGF-R Signalisierung. Es verhindert die Aktivierung der R-Smads durch
Interaktion mit den aktiven TBR | und wird dabei von den Ubiquitin Ligasen
Smurf1 und Smurf2 unterstitzt [KAVSAK et al., 2000].

2.1.3.4 TGF-beta Zielgene PAI-1 und Fibronektin

2.1.3.4.1 PAI-1

Der Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1) wurde 1984 zum ersten Mal als
ein von Endothelzellen sezerniertes Protein und als wesentlicher Bestandteil
der Fibrinolyse identifiziert [VAN MOURIK et al., 1984]. Es handelt sich dabei
um ein 47 kDa grolies Glykoprotein, das aus 379 Aminosauren aufgebaut ist
und der Familie der Serpine (= Serin Protease Inhibitoren) angehort
[KRUITHOF, 1988]. Die Aminosaure Methionin ist in groRen Mengen in dem
Molekul vorhanden, wohingegen Cystein nicht in das Protein eingebaut ist. Das
Fehlen dieser schwefelhaltigen Aminosaure wird fur die biologische Instabilitat
der aktiven Form von PAI-1 verantwortlich gemacht [HUBER et al., 2001]. PAI-1
wird von den Zellen im latenten, inaktiven Zustand sezerniert und erst
anschlieBend aktiviert [HEKMAN und LOSKUTOFF, 1985]. Aktives PAI-1
zirkuliert im Plasma mit hoher Affinitdt gebunden an das Glykoprotein
Vitronektin [WIEMAN et al., 1988]. Vitronektin ist ein 70 kDa grofRes
extrazellulares Matrixprotein, das durch die Komplexbildung mit PAI-1 dessen
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Aktivitat stabilisiert [DECLERCK et al., 1988, WIMAN et al., 1988]. In
Thrombozyten liegt PAI-1 zu 80 % in der inaktiven Form vor [HUBER et al.,
2001].

PAI-1 ist ein wesentlicher Bestandteil des Plasminogenaktivator-Systems (PA-
System), das sich aullerdem aus den proteolytischen Aktivatoren t-PA (tissue-
type PA) und u-PA (urokinase-type PA), Plasminogen und dessen
Abbauprodukt Plasmin, sowie dem weiteren Inhibitor PAI-2 zusammensetzt
[NICHOLL et al., 2006]. Die Regulation der beiden Plasminogen Aktivatoren
spielt eine wesentliche Rolle in der Kontrolle pathologischer Prozesse wie der
Fibrinolyse, Gewebsneubildung, Metastasierung oder dem Tumorwachstum
[BOSMA et al., 1988]. PAI-1 ist ein sehr schnell wirkender spezifischer Inhibitor
sowohl von t-PA, als auch von u-PA [MOTTONEN et al., 1992, BOSMA et al.,
1988] und somit ein wichtiger Bestandteil in der Regulation der extrazellularen
Proteolyse und Matrixdegradation.

Die proteolytische Aktivitat von Zellen wird wahrend deren Wachstum und
Differenzierung durch das Zytokin TGF-31 reguliert [LAIHO et al., 1986b]. TGF-
31 wurde schon frih mit einer erhdhten PAI-1 Synthese in zum Beispiel adulten
Hautfibroblasten oder embryonalen Lungenfibroblasten, in Mink-, Maus- oder
humanen Zelllinien in Verbindung gebracht [LAIHO et al., 1986a, LAIHO et al.,
1986b, THALACKER und NILSEN-HAMILTON, 1987]. Die PAI-1 Expression
wird seither als Mald fir die Antwortfahigkeit von Zellen auf TGF-31
hergenommen und gilt als klassisches TGF-31 Zielgen [CHEN, 2007].

Der im Zusammenhang mit dieser Arbeit interessanteste Aufgabenbereich von
PAI-1 stellt die Beteiligung an der Zelladhasion, -ablésung und —migration dar.
Der Prozess der Zellmigration ist sowohl unter physiologischen als auch
pathologischen Bedingungen, wie zum Beispiel der Wundheilung oder
Tumorerkrankungen, ein wesentlicher Bestandteil.

Die Zellen sezernieren die Serin Protease u-PA, welche in Folge einen Komplex
mit ihrem an der Oberflache befindlichen Rezeptor bildet. Uber diesen Komplex

sowie ebenfalls an der Zelloberflache sitzende Integrine konnen die Zellen an
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Matrixproteine, wie zum Beispiel Vitronektin, binden. PAI-1 ist in der Lage, Uber
verschiedene Mechanismen, abhangig vom Zelltyp und den beteiligten
extrazellularen Matrixproteinen, die Ablosung der Zellen zu fordern oder das
Anheften zu verhindern [DENG et al., 2001].

PAI-1 kann sich an den bestehenden u-PA — u-PA Rezeptor — Integrin —
Komplex anlagern, diesen somit inaktivieren und die Zelladhasion unterbinden
[CUBELLIS et al., 1990, CZEKAY et al., 2003]. Diese Inaktivierung des
Komplexes endet in dessen, durch LRP-1 vermittelten, Endozytose in die
fruihen Endosomen. Wahrend u-PA und PAI-1 in den spaten Endosomen
abgebaut werden, kommt es zu einem Recyclingprozess des
LRP:uPAR:Integrin Komplexes, indem sich die drei Komponenten voneinander
trennen und Uber recycling Vesikels zurlck an die Zelloberflache transportiert
werden [CZEKAY et al., 2001].

Speziell die Migration aktivierter Makrophagen als Antwort auf akute
Entzindungsprozesse ist von wesentlicher immunologischer Bedeutung. Cao et
al. fanden heraus, dass ein Zusammenspiel von t-PA, PAI-1 und LRP unter
Beteiligung des Integrins Mac-1 die Migration stimulierter Makrophagen
bestimmt, wobei t-PA unterstitzt von Mac-1 fur die Zelladhasion sorgt, diese
durch PAI-1 gehemmt wird und die Zellablésung, wieder LRP-vermittelt, in der

Endozytose des Komplexes endet [CAO et al., 2006].
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2.1.3.4.2 Fibronektin

Fibronektin gilt ebenso wie PAI-1 als ein klassisches Zielgen von TGF-[31. Eine
erhohte Expression des extrazellularen Matrixproteins wurde erstmal 1986 von
Ignotz und Massagué mit TGF-B1 in Verbindung gebracht [IGNOTZ und
MASSAGUE, 1986].

Man unterscheidet die 16sliche Form im Plasma und anderen Flussigkeiten im
Organismus, sowie die unlosliche Form im Bindegewebe [SALONEN et al.,
1984]. Im Plasma kommt es in einer Konzentration von ca. 300 ug/ml vor
[HYNES und YAMADA, 1982].

Fibronektin ist ein ca. 440 kDa groRes multifunktionelles Glykoprotein, welches
als Dimer vorliegt [ALEXANDER et al., 1978, VUENTO et al., 1983]. Die beiden
Untereinheiten des Glykoproteins werden durch Disulfidbricken miteinander
verbunden, ohne die das Molekul keine Funktionen ausuben konnte [WAGNER
und HYNES, 1979, HYNES und YAMADA, 1982]. Die Hauptproduzenten von
Fibronektin sind Fibroblasten und Endothelzellen, in geringeren Mengen ist es
aber ebenso in vielen anderen Zellen zu finden [HYNES und YAMADA, 1982].
Fibronektin besitzt mehrere
spezifische Bindungsdoma-
nen und ist somit in der
Lage, viele makromolekulare
Liganden, wie zum Beispiel
Kollagen, Fibrin oder Glyko-
samine zu binden [VUENTO
et al, 1983, HYNES und

Heparin - YAMADA, 1982]
QW Fibronectin Die komplexe Molekular-
struktur besteht aus einer
Abbildung 3: Bildliche Darstellung des Aufbaus Kollagen-bindenden Doma-
eines Fibronektin-Molekiils; angelehnt an HYNES; ne, die 30-40 kDa grofs ist,
1982

einer Zell-bindenden

Domane, die das Anheften der Zellen veranlassen kann, einer Fibrin-bindenden
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Domane, die zusatzlich andere Moleklle oder zum Beispiel Bakterien, bindet
und einer aus drei hochmolekularen Fragmenten bestehenden
Glykosaminoglykan-bindenden Domane, die vor allem an Interaktionen mit
Heparin beteiligt ist [HYNES und YAMADA, 1982, VUENTO et al., 1983].

Auf Grund dieses komplexen Aufbaus wirkt Fibronektin an vielen zellularen
Prozessen wie Zelladhasion, Zytoskelettorganisation, Migration und
Differenzierung sowie Phagozytose und Hamostase mit [HYNES und YAMADA,
1982].

2.1.4 Biologische Funktionen vom Transforming Growth Factor-
beta1

Die unterschiedlichen TGF-R Isoformen weisen verschiedene biologische
Effekte auf [RENNER et al., 2002]. Sie regulieren eine Vielzahl zellularer und
physiologischer Prozesse, zu denen unter anderem die Zellproliferation, -
differenzierung, - adhasion oder —migration sowie die Apoptose zahlen
[MASSAGUE, 1998].

TGF-beta spielt somit eine wesentliche Rolle in der Regulation des Zellzyklus,
der Embryonalentwicklung, der Formation der Extrazellularmatrix, der
Wundheilung sowie der Angiogenese und ist in der Immunregulation und

Tumorgenese involviert.

Veranderungen des TGF-beta Signalweges wurden im Zusammenhang mit
unterschiedlichen Erkrankungen, u.a. Fibrosen, Autoimmunerkrankungen,
[BLOBE et al.,, 2000], Chondrodysplasien und pulmonalen Hypertensionen

oder Tumorerkrankungen, beobachtet.
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2.1.41 TGF-beta im Zusammenhang mit Zellzyklus, —proliferation und -

differenzierung sowie Apoptose

2.1.4.1.1 Zellzyklus

Die Zellteilung ist ein fundamentaler Prozess im Leben aller Eukarioten und
dient der Verdopplung und Weitergabe genetischer Informationen. Die Balance
zwischen Zellteilung und Zelltod ist Voraussetzung fur die Aufrechterhaltung
einer konstanten Zellzahl, die wiederum notwendig ist, um gentgend Zellen flr
den fortlaufenden Gewebsauf- und —umbau bereitzustellen und gleichzeitig
unkontrolliertes Zellwachstum zu verhindern [DONJERKOVIC und SCOTT,
2000, GILLETT und BARNES, 1998, EVAN und VOUSDEN, 2001].

Der aktive Zellzyklus wird in vier aufeinanderfolgende Phasen eingeteilt: Die
Mitose (M), die G1 (gap1) — Phase, die DNA-Synthese (S) und die G2 (gap2) —
Phase. Es wird zusatzlich eine funfte Phase unterschieden, die GO — Phase,
von der aus inaktive, still liegende, jedoch lebens- und wachstumsfahige Zellen
direkt in den aktiven Zellzyklus Ubergehen kénnen. Jeder einzelne Schritt wird
streng reguliert, sodass die nachste Phase erst eingeleitet wird, wenn die
vorherige erfolgreich abgeschlossen ist. Ob eine Zelle den Zyklus durchlauft
oder nicht wird Uuber 2 Checkpoints Uber eine Vielzahl von Proteinen reguliert
[DONJERKOVIC und SCOTT, 2000]. Beschadigte Zellen werden dem
Zellzyklus entzogen.

Die drei beteiligten Hauptkomponenten des Zellzyklus stellen die aktivierenden
Enzyme, auch CDKs (cell division cycle kinases) genannt, deren sie
aktivierenden Cycline sowie deren Inhibitoren, die CKIls, dar [DOREE und
GALAS, 1994].

2.1.4.1.2 Apoptose

Unter Apoptose versteht man den programmierten Zelltod, der im Gegensatz

zur Nekrose physiologischer Natur ist. Er ist lebenswichtig fir den Organismus,
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um einen regelmaligen Zellersatz zu ermdglichen. Durch festgelegte,
intrazellulare Signalwege werden uberflussige, kranke oder beschadigte Zellen
eliminiert. Es erscheint paradox, aber auch fur die Differenzierung ist die
Apoptose von Bedeutung, so werden zum Beispiel nach Aufbau und Stitzung
bestimmter Gewebe nicht mehr bendtigte Zellen wieder abgebaut [VAUX und
KORSMEYER, 1999] THEWS et al., 1999, HUG, 2000.

Die Apoptose wird experimentell durch unterschiedliche Stimuli wie UV-Licht,
H,O, oder IL-2 ausgeldst, wobei die Zellen unterschiedlich auf diese Faktoren
reagieren. Entscheidend flr die Einleitung der Apoptose sind unter anderem der
Differenzierungszustand oder die derzeitige Position der betroffenen Zelle im
Zellzyklus [HUG, 2000].

2.1.4.1.3 Das Proto-Onkogen c-Myc

c-Myc ist eines der ersten Proto-Onkogene, welches identifiziert wurde. Es ist
Mitglied der Myc-Familie, die wiederum der bHLHZ (basic helix-loop-helix-
leucine-zipper) — Familie der Transkriptionsfaktoren angehort. Sie sind sehr
kurzlebige Phosphoproteine, die vor allem im Zellkern lokalisiert sind.

Durch Heterodimerisierung mit ihrem Partner-Protein Max kénnen die Myc-
Proteine ihre Wirkung entfalten, indem die entstandenen Myc-Max-Komplexe
die Transkription ihrer Zielgene aktivieren [GRANDORI und EISENMAN, 1997].
Forschungsergebnisse, dass die Gene der myc-Familie vor allem wahrend der
Embryogenese exprimiert werden [MOENS et al., 1992], eine verminderte c-
Myc Expression mit der Hinderung der Zellen in die S-Phase des Zellzyklus
einzutreten, einhergent [ROUSSEL et al., 1991] oder, dass
proliferationshemmende Liganden wie TGF-beta die c-Myc Expression hemmen
[PIETENPOL et al., 1990, MUNGER et al., 1992, WARNER et al., 1999], lieRen
frih darauf zurlckschlief®en, dass die Expression des Proteins stark mit dem
Wachstum und der Proliferation von Zellen korreliert. Die Expression des Gens
p15 wird durch Myc, in An- und Abwesenheit von TGF-1, unterdrickt, was
malfgeblich an der Hemmung der Zellproliferation beteiligt ist [WARNER et al.,

1999]; die Transkription der Gene, deren Proteine sich stimulierend auf den
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Zellzyklus auswirken, wie zum Beispiel CDK4 oder diverse Cycline, wird durch
c-Myc positiv beeinflusst.

In ruhenden Zellen konnte in vitro die Myc-Expression kaum gemessen werden,
wohingegen sich replizierende Zellen eine hohe c-Myc Konzentration aufweisen
[PELENGARIS et al., 2002]. Die Kontrolle in gesunden Zellen wird vor allem
von Wachstumsfaktoren tbernommen [BOUCHARD et al., 1998].

Eine unkontrollierte Expression des Gens, in Unabhangigkeit von den
regulierenden Wachstumsfaktoren, konnte sehr haufig bei Tumorerkrankungen
festgestellt werden [MATSUURA et al.,, 2004]. Die uneingeschrankte
Proliferation kann dann nur mehr durch die Einleitung der Apoptose durch c-
Myc selbst unterbunden werden, als Selbstschutz, um den Organismus vor dem
Wuchern der Tumorzellen zu bewahren [BOUCHARD et al., 1998]. Dass Myc
unter bestimmten Umstanden den programmierten Zelltod hervorrufen kann,
wurde in zahlreichen Studien bestatigt [EVAN und LITTLEWOOD, 1998].

Diese beiden kontroversen Prozesse, die durch den Einfluss ein und desselben
Proteins ausgelost werden, laufen jedoch nicht zwangsweise abhangig
voneinander ab. So stellten Rudolph et al. fest, dass eine Hemmung der Myc-
induzierten Proliferation durch Uberhdhte CKI-Konzentrationen nicht gleichzeitig
die Unterdrickung Myc-bedingter Apoptose mit sich bringt [RUDOLPH et al.,
1996].

2.1.4.1.4 Wachstumskontrolle durch TGF-beta 1

TGF- beta1 wirkt sich auf Endothel-, Myeloid- sowie die meisten Epithelzellen,
inklusive vieler Karzinomzellen, und auf Lymphozyten wachstumshemmend
aus, wobei der Mechanismus vom Zelltyp abhangig ist [LEE und BAE, 2002].
Hingegen konnte zum Beispiel in Mesenchymzellen eine wachstumssteigernde
Wirkung von TGF-R festgestellt werden [BATTEGAY et al., 1990].

TGF-beta vermittelter Wachstumsstopp resultiert aus der Blockade der G1-
Phase des Zellzyklus, die in den meisten Fallen reversibel ist, manchmal jedoch
auch zur Zelldifferenzierung oder zum programmierten Zelltod fuhrt [LEE und
BAE, 2002].
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Die Zellzyklusregulatoren c-Myc, p15 und p21 zahlen zu den TGF-beta
Zielgenen, sodass deren Transkription unter anderem durch die Smads
reguliert wird. Smads, insbesondere Smad3, konnen durch CDK4 und CDK2
phosphoryliert werden, was laut Matsuura et al. unter physiologischen
Bedingungen zur Hemmung der transkriptionellen Aktivitat von Smad3 fuhrt und
somit zur erhohten c-Myc und erniedrigten p15- und p21 Expression
[MATSUURA et al., 2004].

Die beiden antiproliferativen Wirkungsmechanismen von TGF-betal stitzen
sich somit auf die Induktion der CKls und auf die Inhibition von c-Myc [LEE und
BAE, 2002].

Die direkte Hemmwirkung auf c-Myc fuhrt in Lungenepithelzellen bzw.
Keratinozyten automatisch zur Aktivierung der die G1 Phase des Zellzyklus still
legenden p15- bzw. p21-Pathways [WARNER et al., 1999, CLAASSEN und
HANN, 2000].

’ TGF-R
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Abbildung 4: Bildliche Darstellung der Zusammenhange zwischen TGF-31 und der

c-myc

Zellzyklusregulation
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2.1.4.1.5 TGF-beta induzierte Apoptose

In vielen Fallen konnten proapoptotische Effekte des TGF-beta Signalweges
nachgewiesen werden.

TGF-B1 mediierte Apoptose spielt zum Beispiel eine Schlisselrolle in der
Aufrechterhaltung der B- und T-Zellhombostase [SCHUSTER und
KRIEGLSTEIN, 2002]. Die Fahigkeit in Lymphozyten die Apoptose einzuleiten,
ist eventuell ein wichtiger Aspekt in der immunsuppressiven Wirkung von TGF-
beta [ELLIOTT und BLOBE, 2005].

In zahlreichen Studien konnten zudem Zusammenhange zwischen TGF-3
induzierter Apoptose und der Gewebsformation und -neubildung zum Beispiel
wahrend der Kapillarmorphogenese oder der Differenzierung und Erhaltung von
Leberzellen festgestellt werden [CHOI und BALLERMANN, 1995, TERAMOTO
etal.,, 1998, YU et al., 2008].

Landstrom et al. konnten erhohte TGF-betal1- sowie TGF[3-Rezeptorenspiegel
mit der Apoptose in Prostatakarzinomzellen in Verbindung bringen
[LANDSTROM et al., 1996].

Der Mechanismus, Uber den TGF- die Apoptose einleitet, ist zelltypabhangig,

wird aber in den meisten Fallen durch den Smad abhangigen Pathway mediiert.

Einige Tumorzellarten entwickeln eine gewisse Resistenz gegenuber der TGF-
31 induzierten Apoptose, was wahrscheinlich eine bedeutsame Komponente
der Tumorgenese darstellt, insbesondere fiur solche Arten von Tumoren, die
aus Geweben entstehen, in denen TGF-31 eine wichtige Apoptose regulierende
Rolle einnimmt, wie zum Beispiel Leber- oder Prostatakarzinome [ELLIOTT und
BLOBE, 2005, YAMAMURA et al., 2000].
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2.1.4.2 Immunsystem und TGF-beta 1

Einen wesentlichen Bestandteil des angeborenen oder unspezifischen
Immunsystems stellen die aus Blutmonozyten gebildeten Makrophagen dar, die
in der Lage sind, Bakterien zu phagozytieren. Die urspringlichen Monozyten
sind mit einem Durchmesser von 12-20 ym die groften Blutzellen, die im
Knochenmark heranreifen, wo sie ihre Funktionsfahigkeit erlangen. Nach Eintritt
in den Blutstrom kdnnen sie ins umliegende Gewebe wandern, wo sie zu
Makrophagen differenzieren [THEWS ET AL., 1999; LOFFLER, 2003].
Wahrend eines Entzindungsprozesses reagieren Blutmonozyten auf
chemotaktische Faktoren und wandern umgehend ins umliegende entzliindete
Gewebe [LIN et al., 1995]. TGF-betal besitzt chemotaktische Wirkung auf
promonozytare leukamische Zellen, die zu Makrophagen differenzieren konnen.
Durch das Zytokin wird das Wachstum der Monozyten gehemmt, es kommt zu
morphologischen Veranderungen und die Adharenz der Zellen wird geférdert.
TGF-beta1 ist somit in der Lage, die Reifung von Monozyten zu Makrophagen
zu férdern [BOMBARA und IGNOTZ, 1992].

Der Monozyteneintritt in entziindetes Gewebe und die Migration in die
extrazellulare Matrix sind mehrschrittige Prozesse, zu denen das Anheften an
extrazellulare Matrixproteine, darauffolgende Ablosung und der Durchtritt durch
die EZM gehdren [BAUVOIS et al.,, 1996]. Entzindetes Gewebe ist reich an
EZM-Proteinen, insbesondere an Fibronektin. [WANG und FU, 2001].

Durch TGF-R1 kann, wie bereits beschrieben, die Adhasion von Zellen
gefordert werden, indem es die Synthese extrazellularer Matrixproteine, wie
Fibronektin oder Vitronektin, steigert, den Abbau der EZM durch erhdhte
Expression der Inhibitoren (PAI-1 z.B.) der proteolytischen Enzyme verhindert,
und zuletzt das Repertoir der fur die Adhasion unerlasslichen
Oberflachenrezeptoren aufstockt [MASSAGUE et al., 1990].

Es wurden sowohl immunsuppressive als auch immunpromovierende

Eigenschaften von TGF-beta1l nachgewiesen, wobei sich die suppressiven
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Eigenschaften auf den Einfluss auf Zellwachstum oder den programmierten
Zelltod stutzen, wohingegen sich die promovierenden Eigenschaften durch die
Effekte auf die Zellmigration, -invasion oder aber die Angiogenese begrunden
[ELLIOTT und BLOBE, 2005].

2.1.4.3 Regulatorische Effekte von TGF-beta auf den Auf- und Umbau der

Extrazellularmatrix

TGF-beta1 ist an der Bildung der EZM beteiligt, indem es zum Beispiel
Fibroblasten und andere Zellen  stimuliert, EZM-Proteine  und
Zelladhasionsmolekule, wie Fibronektin (s. Kapitel 2.1.3.4.2) oder Integrine, zu
produzieren.

AuRerdem vermindert TGF-R1 die Produktion der EZM-abbauenden Proteine,
wie zum Beispiel die Kollagenasen, und erhdht die Produktion der Proteine, die
die EZM-abbauenden Enzyme hemmen, unter anderem PAI-1 (s. Kapitel
2.1.3.4.1) und Gewebsinhibitoren der Metalloproteinasen [MASSAGUE et al.,
1990, WANG et al., 1998].

21.44 TGF-beta im Zusammenhang mit der Entstehung von

Tumorerkrankungen

TGF-beta Ubernimmt zwei kontroverse Aufgaben wahrend der Karzinogenese:
anfanglich wirkt es suppressiv auf die Tumorentwicklung, jedoch stimuliert es in
fortgeschritteneren Stadien die Invasion und Metastasierung maligner Zellen.

Diese weisen, verglichen mit gesunden Zellen, einige Besonderheiten auf, die
unter anderem die Resistenz gegen wachstumshemmende Faktoren, die
Proliferation unabhangig von exogenen Wachstumsfaktoren und die
Metastasierung oder die Umgehung apoptotischer Signale umfassen. Die
Tumorgenese ist ein Prozess, der auf der Stérung von Signalwegen basiert, die

normalerweise fur die Kontrolle der Zellhomdostase zustandig sind. Einer dieser
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Signalwege ist der zuvor ausfuhrlich beschriebene TGF-beta Pathway
[ELLIOTT und BLOBE, 2005].

In mehr als 85 % aller menschlichen Karzinome konnte eine gewisse Resistenz
gegenuber der TGF-beta-vermittelten Wachstumshemmung nachgewiesen
werden. Grady et al. untersuchten dieses Phanomen wahrend colorektaler
Karzinogenese und bestatigten es in 55 % der Falle [GRADY et al., 1999].
Storungen in der Expression am Pathway beteiligter Komponenten werden als
Ursachen fur diesen Wirkungsverlust beschrieben [PASCHE, 2001]. Kim et al.
wiesen z.B. die verminderte Expression von TRR-Il in Lungenkarzinomzellen
nach und Kleef et al. die erhdhte Hemmung des Signalweges durch Inhibitory-
Smad7 in Pankreaskarzinomzellen [KIM et al., 1999, KLEEFF et al., 1999].

Unter normalen physiologischen Bedingungen fordert TGF-beta 1 die
Zelladhasion durch den Aufbau der Extrazellularmatrix (s. Kapitel 2.1.4.3).
Wahrend der Tumorgenese stimuliert TGF-beta jedoch die proteolytische
Aktivitat von Tumorzellen, indem es die Expression von Matrix abbauenden
Enzymen erhoht [DESRUISSEAU et al.,, 1996, MAEHARA et al., 1999]. Der
Abbau der Basalmembran und der Extrazellularmatrix ist ein wesentlicher
Schritt in der Streuung maligner Zellen [WOODHOUSE et al., 1997].

Eine Vielzahl von Tumorzellen weisen eine wesentlich hohere TGF-beta-
Sekretion auf als ,normale“ Zellen, was eine Schwachung des Immunsystems
und die Erleichterung der Metastasierung mit sich bringt [PASCHE, 2001].

Neben diesen Effekten ist TGF-beta in eine Vielzahl biologischer Effekte

involviert und die Wichtigkeit, diese bis ins kleinste Detail zu erforschen und in

einen gro’en Zusammenhang zu bringen, bleibt weiterhin bestehen.
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2.2 Laktoferrin

Laktoferrin ist ein 80 kDa groldes, monomeres Glykoprotein, welches auf Grund
seiner Aminosauren Sequenz und seiner kristallinen Struktur der Transferrin
Familie angehort [METZ-BOUTIGUE et al., 1984]. Es wurde 1939 erstmals als
,rotes Protein“ in boviner Milch beschrieben [GROVES, 1960] und 1960 aus
humaner und boviner Milch isoliert [JOHANSON, 1960]. Laktoferrin ist ein
eisenbindendes Protein, welches in hohen Konzentrationen Uberwiegend in
Milch, in geringeren jedoch auch in anderen biologischen Flussigkeiten wie
Speichel, Tranen, Pankreas- oder Genitalsekreten, vorkommt [MASSON et al.,
1966]. In der Milch liegt es vor allem in nicht gebundener Form vor. Die
eisenfreie Form wird apo-Form genannt, das wesentlich stabilere, mit Eisen
besetzte Laktoferrin, stellt die holo-Form dar [BAKER und BAKER, 2005].

2.2.1 Struktur

Laktoferrin ist in einen C- und einen N-terminalen Lappen geteilt,

die wiederum aus 2 Domanen aufgebaut sind, den C4 — und C»,-,

sowie N¢- und N,- Domanen.

Die beiden homologen Lappen sind
uber eine a-Helix-Struktur
miteinander verbunden. Die beiden
Domanen eines jeden Lappens um-
schlieRen jeweils ein Fe**-lon
[BAKER et al., 1987], sodass ein

Laktoferrin Molekul in der Lage ist, 2

Abbildung 5: Bildliche Darstellung der Eisenatome mit hoher Affinitat zu
kristallinen 3-D Struktur eines Laktoferrin- binden [METZ-BOUTIGUE et al,,
Molekills; Quelle: Baker 2005 1984]. Neben Eisen konnen durch

Laktoferrin auch noch einige andere Metallionen, wie zum Beispiel Zink, Kupfer
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oder Mangan, gebunden werden, jedoch mit geringerer Affinitat [BAKER et al.,
1994].

2.2.2 Eigenschaften und Funktionen

Die tatsachliche Funktion von Laktoferrin blieb lange Zeit ungeklart und war
zentraler Forschungspunkt der letzten Jahre. Mittlerweile sind viele
Eigenschaften des multifunktionellen Proteins beschrieben; dazu gehoren unter
anderem die antibakterielle, antivirale, antikanzerogene und
antiinflammatorische Wirkung, sowie die Modulation der Immunantwort oder die
Regulation von Zellwachstum- und differenzierung [BAKER und BAKER, 2005].
2003 wurde Laktoferrin eine Serin-Protease-Funktion nachgewiesen
[HENDRIXSON et al., 2003], 2004 wurde es mit der Regulation des
Knochenwachstums in Verbindung gebracht [CORNISH et al., 2004] und 2008
konnte eine Verbesserung der chemotherapeutischen Wirkung durch
Laktoferrin nachgewiesen werden [KANWAR et al., 2008].

Viele der biologischen Funktionen von Laktoferrin, wie die Eisenhomoostase,
antioxidative = Eigenschaften, die  antibakterielle-,  antivirale  sowie
antikanzerogene Wirkung oder Immunmodulation kénnen auf dessen
eisenbindende Fahigkeit zurlckgeflihrt werden. Einige andere Aufgaben, die
Laktoferrin Ubernimmt, wie zum Beispiel die proteolytischen Aktivitaten oder die
Bindung vieler biologischer Molekule und Zellen, sind jedoch unabhangig dieser
Fahigkeit zu betrachten [BAKER und BAKER, 2008].

Einige pathogene Erreger haben Mechanismen gegen die bakterizide Wirkung
von LF entwickelt. Bestimmte Gram negative Bakterien der Neisserien Familie
haben zum Beispiel spezielle Rezeptoren entwickelt, an das Eisen von LF zu
gelangen [LING und SCHRYVERS, 2006, YU und SCHRYVERS, 2002],
wohingegen Stamme des Gram positiven Staphylococcus pneumoniae Uber
das OF-Protein PspA an LF binden und somit Pneumokokken vor der
bakteriziden Wirkung von LF schitzen [SENKOVICH et al., 2007].
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Laktoferrin hat seinen Isoelektrischen Punkt bei pH 9. Auf Grund seiner
kationischen Beschaffenheit bindet es folglich anionische Molekile, was eine
hohe Bindungsaffinitat zu Immun- sowie allen anderen Zellen im Organismus
mit sich bringt [BAKER und BAKER, 2005].

Das Binden von Laktoferrin an die Zellen kann zur Aktivierung, Differenzierung
und Proliferation der Immunzellen fihren [LEGRAND et al., 2006,BAKER 2005,
BAVEYE, 2000, MIYAZAWA 1991]. Die spezifische Bindung setzt die
Anwesenheit von geeigneten Rezeptoren voraus, die bereits in zum Beispiel
Lymphozyten, Hepatozyten oder Enterozyten nachgewiesen wurden. [SUZUKI
und LONNERDAL, 2005]. Hauptsachlich verantwortlich fir die Signalisierung,
Endozytose und Weiterleitung von Laktoferrin in den Zellkern sind
Proteoglykane, Nucleolin und low-density lipoprotein receptor-related proteins
(LRPs) [LEGRAND et al., 2006].

Proteoglykane, die an der
Zelloberflache sitzen, binden
haufig an biologisch aktive
Molekuile und vermitteln diese
anschlieliend an spezifischere
Rezeptoren [LEGRAND et al.,
19971].

Die Bindungsaffinitat zwischen
Proteoglykanen an Immunzellen

und Laktoferrin ist sehr niedrig,

jedoch ist erwiesen, dass die Zytoplasma

hohe Bindungsdichte von

Immunzelle
Laktoferrin an Zelloberflachen
durch Proteoglykane vermittelt Abbildung 6: Graphische Darstellung der
wird. Somit wird vermutet, dass molekularen Interaktionen zwischen
nach Bindung an die Laktoferrin und Proteoglykanen, Nucleolin

und LRP; angelehnt an die Graphik aus
Legrand 2006

Proteoglykane die Abgabe von

Laktoferrin an die weitaus
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spezifischeren Rezeptoren Nucleolin und LRP erfolgt. Die Bindung mit
Nucleolin resultiert in der Endozytose von Laktoferrin und Weiterleitung beider
Molekule in den Zellkern, wohingegen der Interaktion des Glykoproteins mit
LRP dessen Endozytose folgt und/oder die Aktivierung der Signalvermittlung
[LEGRAND et al., 2006].

2.2.2.1 Laktoferrin im Zusammenhang mit Entziindungsprozessen

Neben den oben genannten biologischen Flussigkeiten, stellt Laktoferrin auch
einen wesentlichen Bestandteil der neutrophilen, sekundaren Granulozyten dar
[MASSON 1969; BAGGIOLINI et. al, 1970], die eine bedeutende Rolle in der
unspezifischen Immunabwehr einnehmen. Auf Grund ihrer Fahigkeit zur
Phagozytose sind sie in der Lage, Fremdmaterialien sowie Krankheitserreger
aufzunehmen und abzubauen [THEWS et al, 1999].

Im gesunden Organismus ist das Glykoprotein nicht grundsatzlich auf der
Oberflache neutrophiler Granulozyten nachweisbar, es wird jedoch wahrend
Entzindungen vermehrt von diesen Zellen freigesetzt und ist in starkerem
Ausmal auf deren Oberflache zu finden. Aus diesem Grund dient Laktoferrin
als Marker flr die Aktivierung sekundarer neutrophiler Granulozyten [AFELTRA
et al., 1997]. Als Folge der steigenden Anzahl und vermehrten Freisetzung der
Granulozyten steigt der Laktoferrinspiegel in biologischen Flussigkeiten, vor
allem Blut, wahrend akuter Entziindungsprozesse stark an [BENNETT und
KOKOCINSKI, 1978, BIRGENS et al., 1985].

Die antiinflammatorische Aktivitat von Laktoferrin basiert auf Interaktionen mit
exogenen entzundungsfordernden Molekilen. Den hauptsachlichen Anteil derer
machen die Lipopolysaccharide aus. Durch die Bindung von LPS kénnen diese
in Folge nicht mehr mit ihren Rezeptoren interagieren, wodurch die vermehrte
Produktion von Entzindungszytokinen unterbunden wird [BAVEYE et al., 1999].
In THP-1 Monozyten reguliert Laktoferrin die Zytokinexpression auf

transkriptioneller Ebene, indem es zur Verminderung der LPS-induzierten
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Zytokinproduktion fuhrt. Diese Hemmwirkung ist entweder auf die Bindung von
Laktoferrin an LPS zurlckzufuhren, oder aber auf die Unterbindung der
Interaktionen zwischen LPS und LBP (LPS-binding protein), indem es mit LBP
um die Bindung zu LPS konkurriert [HAVERSEN et al., 2002]. Laktoferrin bindet
mit unterschiedlichen Affinitaten an verschiedene Rezeptoren an monozytaren
Zellen, wird in die Zelle aufgenommen und in den Zellkern transportiert. In der
Zelle schutzt Laktoferrin diese vor Autoperoxidation [BRITIGAN et al., 1991].

2.2.2.2 Signaltransduktion

Die molekularen Mechanismen, Uber die Laktoferrin auf zellularer Ebene agiert
und seine zahlreichen biologischen Aktivitaten austbt, sind weitgehend
unerforscht. Jedoch konnte in unterschiedlichen Studien bisher ein Zusammen-
hang zwischen Laktoferrin-induzierten Effekten und deren Weiterleitung durch
LRP-1 festgestellt werden. In verschiedenen Zellen erwies sich LRP-1 als
wesentlicher Modulator derer migratorischen und kontraktilen Aktivitaten, indem
es den ERK/MAPK Signaltransduktionsweg reguliert [ TAKAYAMA et al., 2003].
2003 wurde diese Erkenntnis in einer Studie mit Fibroblasten bestatigt und auch
in Osteoblasten stellte sich LRP-1 fur die Weiterleitung der Laktoferrin-
induzierten mitogenen Effekte als verantwortlich heraus [TAKAYAMA et al.,
2003, GREY et al., 2004]. Laktoferrin stimuliert die Osteoblastenmitogenese,
LRP-1 vermittelt, Gber den p42/44 MAPK Pathway [GREY et al., 2004]. In
Makrophagen erzielt LF seine immunologischen Effekte durch Interaktionen mit
TLR4-abhangigen — sowie TLR4-unabhangigen — Pathways [CURRAN et al.,
2006]. Wie diese Erkenntnisse zeigen, singalisiert Laktoferrin tGber viele

unterschiedliche Pathways, was es in Zukunft weiterhin zu untersuchen gilt.

26



Literaturtberblick

2.2.2.3 Low-density lipoprotein receptor-related protein — 1 (LRP-1)

LRP-1 ist ein multifunktionelles, endozytotisches Glykoprotein, das der Familie
der LDL-Rezeptoren angehort [NEELS et al., 1999, HERZ et al., 1990]. LRP-1
wird im Endoplasmatischen Retikulum als 600 kDa grof3e Vorstufe synthetisiert
und im Golgi Apparat durch die Endoproteinase Furin in eine 515 kDa und eine
85 kDa groRe Untereinheit geteilt [HERZ et al., 1990, WILLNOW et al., 1996].
Bei LRP handelt es sich um einen Oberflachenrezeptor, der eine Vielzahl
strukturell unterschiedlicher Liganden erkennt, mit hoher Affinitat bindet und
deren Internalisierung einleitet [HERZ et al., 1988, NEELS et al., 1999, HERZ
und STRICKLAND, 2001]. Zu

diesen Liganden gehéren unter

anderem t-PA und u-PA, MMP-9, : ' e

PAI-1 und Laktoferrin [HERZ und " o e binding

BEFFERT, 2000]. clusters

LRP-1 ist aus einer grol’en extra- -

zellularen, einer kleinen transmem-

branen sowie einer zytoplasma- v

tischen Domane aufge-baut [HERZ . [
-

Extrazell.
Domadne

et al., 1988]. Die extrazellulare

«“€— Transmembr.

Domadne

Domdne
Domane stellt den Teil des y l Zytoplasm.

Molekuls dar, der hauptsachlich far
Abbildung 7: Struktureller Aufbau eines

LRP-1 Moleklils; Ausschnitt der Graphik
aus HERZ and STRICKLAND;2001

die Erkennung und anschlie3ende
Bindung der Liganden zustandig
ist. Er besitzt vier geclusterte
Liganden-Bindungs-Einheiten, die als Cluster | — IV bezeichnet werden [NEELS
et al., 1999]. Bisher konnten Liganden Interaktionen mit dem LRP-1 Molekul nur
uber die Cluster Il, IIl und IV nachgewiesen werden [HERZ und STRICKLAND,
2001]. Auf Grund dieser vielseitigen Bindungskapazitat flr unterschiedlichste
Liganden ist LRP-1 in diverse biologische Prozesse involviert. Es Ubernimmt
unter anderem Funktionen im Lipidstoffwechsel und der Homobostase von

Proteasen sowie deren Inhibitoren, ist beteiligt am zelluldren Eintritt
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verschiedener Toxine und Viren. Nicht nur die extrazelluldaren Domanen,
sondern auch die Adapterproteinbindungsstellen auf der intrazellularen Domane
(ICD) sind in der Lage, viele zytoplasmatische Proteine zu binden, wodurch
LRP-1 in zellulare Signaltransduktionswege, wie zum Beispiel dem MAP-
Kinase-Signalweg, mit eingebunden ist [HERZ und STRICKLAND, 2001].

Im Zusammenhang mit der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen
wurde die Expression von LRP-1 wahrend dieses Vorganges induziert, weshalb
LRP-1 ebenso wie Endoglin und MMP-9 als Differenzierungsmarker fur
Makrophagen gilt [WATANABE et al.,, 1994]. LRP-1 weist eine hohe
Bindungsaffinitat zu MMPs, insbesondere zu MMP-9, auf, welches so einen der
zahlreichen Liganden von LRP-1 darstellt [BERNHARD et al, 1995].

2.2.2.3.1 Matrix Metalloproteinase 9

Matrix Metalloproteinasen (MMPs) sind eine Familie zinkabhangiger
Endopeptidasen, die sich durch ihre Fahigkeit auszeichnen, Bestandteile der
EZM abzubauen. Viele Untersuchungen eroffneten die Erkenntnis, dass die
MMPs in viele physiologische und pathologische Prozesse, wie Wundheilung,
Entzindungen oder Tumorerkrankungen involviert sind [MASSOVA et al.,
1998]. Schon fruh zeigten in vitro Studien, dass sich die Inhibitoren der MMPs,
die TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases), hemmend auf die Fahigkeit
von Tumorzellen zur Metastasenbildung auswirken, wodurch MMPs in direkten
Zusammenhang mit der Aktivitdt metastasierender Zellen gebracht werden
konnten. [SCHULTZ et al., 1988].

Speziell das 92 kDa grofe Enzym MMP-9 wird in hohem Ausmal} in vielen
Tumorzellarten exprimiert [BERNHARD et al., 1994].

28



Material & Methoden

3 Material & Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Verwendete Gerate/Materialien/Reagenzien

Gerate/Materialien/Reagenzien

Bezugsfirma

Laminar Flow Hood
Brutschrank

Mikroskop

Casy®

Pipetus®- Aku
Trockenschrank
Zellkulturflaschen

6-Well, 96-Well, 24-Well-Platten
Wasserbad

RPMI 1640

L-Glutamin

FCS

Ethanol 70 %

TGF-31, human rekombinant
bLF

HCIl 4mM

BSA 0,1 %

1 x PBS (steriffiltriert)

PMA

Penicillin-Streptomycin

Biosafe 2 Ehret
Queue

Zeiss Axiovert

Scharfe

Hirschmann

Binder

Greiner

Greiner

Thermo-Boy MGW Lauda
Biochrom AG

PAA

Gibco

MERCK

Calbiochem

Morinaga Milk Industry
MERCK

Amresco

Sigma
PAA
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3.1.2 Verwendete Zellkulturbedingungen

In der Zellkultur wird ausschlief3lich in einer sterilen Werkbank unter sterilen
Bedingungen gearbeitet, um mikrobielle Kontaminationen der Zellen zu
vermeiden. Daher werden fur Arbeiten in der Zellkultur entweder sterile
Einwegprodukte oder bei 160 °C sterilisierte Glasmaterialien verwendet.
Plastikpipettenspitzen werden vor Gebrauch autoklaviert. Zusatzlich werden
Stander und Pipetten vor Verwendung in der Zellkultur, sowie die Hande mit
70%igem Ethanol gereinigt. Zur Desinfektion wird Uber Nacht UV-Licht in der
Werkbank eingeschaltet.

Das Arbeiten erfolgt unter einem permanenten Luftstrom, wodurch die Luft

nahezu keimfrei gehalten werden kann.

3.1.3 Zelllinie : THP-1 Zellen

Bei den, fur alle Untersuchungen verwendeten, THP-1 Zellen handelt es sich
um eine humane monozytare leukdmische Zelllinie. Die Monozyten wurden
1980 erstmalig vom Blut eines einjahrigen Jungen isoliert, der an akuter
monozytarer Leukamie erkrankt war [TSUCHIYA et al., 1980].

Schon bald wurde die Fahigkeit der Zellen entdeckt, unter bestimmten
Bedingungen zu Makrophagen heranzureifen, was diese Zelllinie zu einem
gangigen Modell machte, die Reifung und Differenzierung von Monozyten zu
Makrophagen, sowie den Mechanismus der Phagozytose zu untersuchen
[TSUCHIYA et al., 1982].
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3.1.3.1 Differenzierung der monozytaren THP-1 Zellen zu Makrophagen

Die monozytaren THP-1 Zellen
differenzieren durch PMA (phorbol12-
myristat13-acetate) - Stimulierung

zu Makrophagen [AUWERX et al., 1988],
die sich morphologisch stark von den
THP-1 Monozyten unterscheiden. Durch
Differenzierung mit Phorbolestern
werden die THP-1-Zellen adharent, die
Anzahl der Mikrovilli und Vesikel nimmt
ab, wohingegen das raue
Endoplasmatische  Retikulum  weiter
entwickelt ist und die Anzahl der freien
Ribosomen zunimmt [TSUCHIYA et al.,
1982].

Nach Zugabe des Phorbolesters PMA in
einer Konzentration von 160 nM dauert
die vollstandige Ausdifferenzierung bei
Kultivierung im Brutschrank bei 37 °C
und 5%iger CO,-Atmosphare ca. 72
Stunden.

3.1.4 Zichten der Zellen

Abbildung 8: Mikroskopische
Darstellung der THP-1

Monozyten(oben) und der durch

PMA-Stimulierung zu
Makrophagen differenzierten
THP- 1 Zellen.

THP-1 Zellen werden als Suspensionszellen in sterilen Zellkulturflaschen bei
37 °C in einer 5%igen CO.-Atmosphare Kkultiviert, wobei sich 20-30 ml

Zellsuspension in einer Flasche befinden.
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3.1.4.1 Fittern der Zellen

Vor dem Futtern wird die Zellkulturflasche kurz geschwenkt, ohne dass
Zellsuspension in den Flaschenhals gelangt. AnschlieRend wird die Flasche
unter der Laminar vorsichtig geoffnet und die Suspension mit dem Pipetus Akku
und einer Glaspipette durchmischt, um die Zellen gleichmaRig zu verteilen. Die
Zellzahl wird mit Hilfe des Casys bestimmt.

Die Zellen werden dreimal pro Woche mit frischem Medium geflttert und auf

0,5 Mio Zellen/ml eingestellt.

3.1.4.2 Zellkulturmedium RPMI 1640

Bei dem Medium handelt es sich um RPMI 1640; es wurde nach dem Roswell
Park Memorial Institute benannt, wo es Mitte der 60er Jahre von Moore et al.
entwickelt wurde.

Es wird zu 10 % mit FCS, mit 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und

0,1 mg/ml Streptomycin unter sterilen Bedingungen versetzt. Die Lagerung
erfolgt bei 4 °C, vor Verwendung wird das Medium im Wasserbad auf 37 °C

aufgewarmt.

3.1.4.3 Aussetzen der Zellen

FUr das Aussetzen von Zellen in einer bestimmten Dichte wird nach dem
Auszahlen mit dem Casy die Menge an Suspension in einen 50 ml Falkon
Uberfuhrt, die die gewunschte Anzahl an Zellen enthalt. Diese werden bei

1750 x g funf Minuten lang bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand
wird verworfen und die als Pellet vorliegenden Zellen werden in der fur die
gewlnschte Dichte erforderlichen Menge frischen Mediums aufgenommen.
Durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette wird resuspendiert und die

Zellsuspension abschlief3end in einer Wellplatte ausgesetzt.
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3.1.4.4 Inkubation

Vor der Inkubation der differenzierten Zellen wird der Zellkulturiberstand
entfernt und das Medium wird zwei Stunden vor der Inkubation gewechselt. Die
Inkubation erfolgt unter sterilen Bedingungen in der Werkbank, gleichermalien
bei undifferenzierten wie differenzierten Zellen, indem die Inkubationslésungen
direkt in die Zellsuspension bzw. in das, auf den Zellen befindliche,

Zellkulturmedium pipettiert werden.

FUr die Versuche werden die Zellen mit bovinem Laktoferrin bzw. humanem
rekombinantem TGF-1 in den Konzentrationen 50 ug/ml und 500 ug/ml bzw. 1
ng/ml und 10 ng/ml fur Zeitspannen zwischen einer und 72 Stunden inkubiert.
Das bovine Laktoferrin ist in 1 x PBS und das TGF-31 in 4 mM HCI, die zu 0,1
% mit BSA versetzt ist, gelost.

Die Kontrollzellen werden mit den Tragersubstanzen der Inkubationsldésungen

versetzt.

3.1.5 Lysieren der Zellen

3.1.5.1 Lysieren der undifferenzierten THP-1 Zellen

Nach der Inkubationszeit werden die Zellen sofort aus dem Brutschrank auf Eis
gestellt und aus den Wells in frische Eppis Uberfuhrt. Die Suspensionszellen
werden bei 820 x g 10 Minuten lang bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird
abgenommen, in neue Eppis Uberfihrt und fur Folgeversuche bei -80 °C
eingefroren.

Das Zellpellet, das aus 4 Millionen Zellen besteht, wird nun unter dem Abzug in
einem halben Milliliter TriFast gelost. In diesem Zustand kdnnen die Zellen bis

zu einem Jahr im Gefrierschrank bei -20 °C aufbewahrt werden.
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3.1.5.2 Lysieren der differenzierten Zellen

Der Uberstand wird, wie bei den undifferenzierten Zellen, in Eppis (berfiihrt. Da
die differenzierten THP-1 Zellen adharent sind, befinden sich diese immer noch
auf dem Boden der Wells. Sie werden einmal mit 1 x PBS gewaschen und
anschlielfend wird 1 ml TriFast direkt auf die Zellen in die Wells pipettiert. Nach
10 Minuten Einwirkzeit sollten die Zellen vollstandig vom Boden geldst sein.
Das Zell-TriFast-Gemisch wird in Eppis transferiert und bis zur

Probenaufbereitung bei -20 °C eingefroren.
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3.2 Probenaufbereitung — RNA Extraktion und Umschreibung

in cDNA

3.2.1 Verwendete Gerate/Reagenzien/Materialien

Reagenzien/Losungen/Gerate

Bezugsfirma

Zentrifuge

Thermo Cycler

TriFast™ fiir die Extraktion von
RNA, DNA & Proben 200mi

DEPC = Diethylpyrocarbonat

Chloroform

Isopropanol

Ethanol

Random Hexamer Primer 0,2 pg/ul

RT Buffer (5x)

DnTPs 100 mM, 25 pmol

RNA Inhibitor 40 U/pl

Reverse Transkriptase 200 U/ul

Eppendorf 5417R
MWG Biotech Primus

PeqglLab
Sigma
MERCK
Neuber
MERCK
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas

Fermentas

3.2.2 Herstellen von DEPC - Spitzen / Eppis /Wasser

Unter dem Abzug werden pro Liter destillierten Wassers 100 yl DEPC

zugegeben und mindestens 2 Stunden unter laufendem Abzug geruhrt, Spitzen

und Eppis werden darin getrankt und gut abgedeckt Uber Nacht stehen

gelassen. Am nachsten Tag wird alles fur 2 Stunden autoklaviert und im

Trockenschrank bei 80 °C getrocknet.

35



Material & Methoden

3.2.3 Extraktion

Fir die RNA-Extraktion werden die im TriFast gelosten Zellen bei
Raumtemperatur aufgetaut. In der Zwischenzeit wird die Eppendorf-Zentrifuge
mit dem Fast Cool Programm auf 4 °C vorgekuhlt. Alle folgenden
Zentrifugationsvorgange werden bei 4 °C und 12000 x g durchgeflhrt.

Als Reinigungsschritt wird 10 Minuten lang zentrifugiert, wodurch unldsliches
Material, wie zum Beispiel Polysaccharide, entfernt wird.

Der Uberstand, der die RNA enthalt, wird in ein frisches Eppi transferiert und
pro verwendetem Milliliter TriFast werden 0,2 ml Chloroform zugegeben. Das
Gemisch wird fur ca. 30 Sekunden kraftig und gleichmaRig handisch
geschuttelt, was ausschlaggebend flr den RNA-Ertrag ist. Die Proben werden
nun 3-10 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Wahrend ein weiteres
Mal far 5 Minuten unter den Ublichen Bedingungen zentrifugiert wird, werden
pro eingesetztem Milliliter TriFast 0,5 ml kaltes Isopropanol in sterile Eppis
vorgelegt und auf Eis gestellt.

Durch letztere Zentrifugation trennt sich das Homogenisat in drei Phasen auf: in
eine organische, rotliche Phenol-Chloroform-Phase, eine Interphase, sowie eine
obere farblose Phase, in der sich die RNA befindet. Diese wird in 100ul-
Schritten vorsichtig vom Rand des Eppis abgenommen und dem Isopropanol
zugegeben.

Die Proben werden leicht geschwenkt und fur 1-2 Stunden ins Gefrierfach
gestellt. Durch anschlielende 10-minltige Zentrifugation entsteht das RNA-
Pellet. Das Isopropanol wird gleichmaRig, bis auf den letzten Tropfen, entfernt
und anschliellend zweimal mit 75%igem Ethanol gewaschen. Dafur wird je 1 ml
Ethanol pro 1 ml verwendetem TriFast zugegeben und je 10 Minuten unter den
Ublichen Bedingungen zentrifugiert.

Nachdem das Ethanol so gut wie mdglich aus dem Eppi entfernt ist, lasst man
das Pellet im gedffneten Eppi unter der Laminar an der Luft trocknen. Wichtig
ist, dass das Pellet nicht zu trocken ist, da es sich sonst nicht mehr richtig I0st
und, dass kein Ethanol mehr vorhanden ist, da dieses spater die PCR hemmen

wiurde.

36



Material & Methoden

3.2.4 Umschreibung in cDNA (complementaryDNA)

Das getrocknete Pellet wird in 12,5 yl DEPC Wasser gelést und durch
mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette gemischt. Das Gemisch wird sofort fur
10 Minuten in das auf 55 °C vorgeheizte Wasserbad gestellt.

Je 12 ul des RNA-Wasser-Gemisches werden in einem PCR-Tube jeweils mit 1

Ml Random Hexamer Primer vermengt und beim RT 1 Programm 17 Minuten

lang inkubiert:
RT-1 Programm
Zeit Temperatur
10 Minuten 70 °C

Zu den Proben werden abschliellend je 7 pl Mastermix zugegeben. Herstellung

des Mastermix pro Probe:

Substanz Volumen Ausgangskonzentration | Endkonzentration
RT Buffer 4 ul 5 X 1x
dNTPs 2 pl 100 mM 10 mM
RNAse Inhibitor | 0,5 pl 40 U/pl 1 U/l
Reverse

0,5 ul 200 U/ul 5 U/l
Transkrptase

Tabelle 1: Pipettierschema zur Herstellung des Mastermix flr die Umschreibung in

cDNA.

Die Proben werden nun beim RT 2 Programm eine Stunde und 17 Minuten

inkubiert:
Zeit Temperatur
60 Minuten 37 °C
10 Minuten 70 °C

Die cDNA dient nun als Template fur die nachfolgenden RT-PCR-Experimente

und kann im Tiefkihler bei — 20 °C aufbewahrt werden.
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3.3 RT-PCR

3.3.1 Verwendete Gerate/Materialien/Reagenzien

Gerate/Materialien/Reagenzien

Bezugsfirma

Elektrophoresekammer

Elektrophoresestation

Mikrowelle

Thermo Cycler

Buffer Taq buffer + KCI 10 x

MgCl, 25 mM

dNTP Set (dATP, dCTP, dGTP & dTTP),
100 mM 25 umol

Taq DNA Polymerase LC 1 U/l

Gen-spezifische Primer

Agarose-Pulver
Ladder GeneRuler (100bp, 1kb)
5 x TBE:
* Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
* Borsaure H3BO;
* Titriplex zur Analyse Ethylendinitrilotetra-
Essigsaure (EDTA) 20 ml 0,5 M

Bio Rad

Bio Rad

Moulinex

MWG Biotech Primus
Fermentas
Fermentas

Fermentas

Fermentas

ermittelt mit PRIMER3
Software

MERCK

Fermentas

MERCK

MERCK
MERCK
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3.3.2 Versuchsdurchfiuhrung

Herstellung des MasterMix, Mengen pro Ansatz:

Substanz Volumen Endkonzentration
Aqua dest. 31 ul

Puffer 5ul 75 mM

MgCl, 5yl 2,5 mM

dNTPs 4 ul 0,8 mM

Primer Je 1,5 ul je 0,3 uM
(sense/antisense)

Taqg-Polymerase 1 ul 0,02 U/ul

Tabelle 2: Pipettierschema zur Herstellung des Mastermix fiir die RT-PCR

Zuletzt wird pro Probe 1 ul der cDNA zugegeben, sodass ein Endvolumen von

50 pl erreicht wird. Wird mehr cDNA verwendet, wird diese auf Kosten von

Wasser zugegeben. Die Proben werden gut gemischt und im Thermocycler

primerspezifisch gecycelt. Je nach Anzahl der Cycles dauert die DNA-

Vervielfaltigung 1"/, — 2 Stunden.

Die PCR lauft in folgenden Schritten ab:

1. Denaturierung: Der DNA-Doppelstrang wird durch Erhitzen auf 94 °C in

seine beiden Einzelstrange aufgeschmolzen (3 min)

2. 94 °C fur 40 sec
3. Annealing: Nachdem die Temperatur auf die

\

fur die Primer spezifische Temperatur abgekunhlt ist, 2.-4. werden

lagern sich diese an den DNA-Strang an (60 sec) > als Zyklen

4. Elongation: Die Tag-Polymerase verlangert

mittels dNTPs bei 72 °C von den Primern ausgehend

die Sequenz (60 sec)
5. 72 °C fir 5 min
6. Store bei 4 °C

wiederholt

J
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Primer bp Schmelz- Cyc. Sequenz
Temp.
5-GGA GCC AAA AGG GTC ATC ATC TC-3°
GAPDH 185 62 °C 28 5°-GTC ATG AGT CCT TCC ACG ATA CC-3°
5-TGC TGG TGA ATG CCC TCT ACT -3°
Pai-1 399 61°C 32 5'-CGG TCATTC CCA GGT TCT CTA -3’
5'-AGC CGC CAC GTG CCA GGATTA C-3°
FN 439 70 °C 32 5-CTT ATG GGG GTG GCC GTT GTG G-3°
5-CCT CGG TGG TCT TCC CCT AC-3°
c-Myc 456 63 °C 32 5'-TGC ATT TTC GGT TGT TGC TG -3’
5-AGC TCC CAG ACA CAC CTC AA-3’
Endoglin 368 61°C 32 5°-GCC ACA GCT GGA GTA AGC AC-3°
5-GAC ATC GTC ATC CAG TTT GG-3’
MMP-9 339 60 °C 32 5-GTA GAG TCT CTC GCT GGG GC-3°
5°-CAA CAA CAG CAC CTG CAC TGT CAA CCA G-3°
LRP 1 515 70 °C 32 5-GGA CTC GCC GCT TAT ACC AGA ATA CCA C-3°
5°-ATG TAA CCC AGG ACG CTG AG-3’
CD 36 428 60 °C 32 5-GTC GCA GTG ACT TTC CCA AT-3’

Tabelle 3: Verwendete Primer, Produktlange des amplifizierten cDNA-Fragments,
primerspezifische Annealingtemperatur, Anzahl der verwendeten Cycles und

Sequenzen der verwendeten Primer.

Im Anschluss werden durch eine Agarose-Gelelektrophorese die amplifizierten
Fragmente sichtbar gemacht. Dafur wird ein 1,5%iges Agarosegel verwendet,
zu dem 0,05 pl Ethidiumbromid/ml zur Markierung der Banden zugegeben
werden. Zum Abschatzen der tatsachlichen Grolie der Genprodukte wird eine
Ladder (100 bp oder 1 kb) als Referenzmarker verwendet. Das Gel soll
wahrend der Elektrophorese vollstandig mit dem Elektrophoresepuffer bedeckt
sein. Nach 20-minutiger Auftrennung bei 100 V und 50-60 mA wird das Gel
unter UV Beleuchtung fotografiert.
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AbschlieBend werden die Signale mit dem Programm Chemimager
ausgewertet, die Graphen mit Microsoft Excel erstellt und die Statistik mit
GraphPad Prism durchgefuhrt.
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3.4 TGF-B - ELISA

3.4.1 Verwendete Gerate/Materialien/Reagenzien

Gerate/Materialien /Reagenzien

Bezugsfirma

96-Well Platte
8 Kanalpipette
Parafilm
Coating Buffer pH = 9,5 1L:
* Natriumhydrogencarbonat Na;HCO;

* Natriumcarbonat Na,CO3
10xPBS 0,5L, pH=7:
* Natriumchlorid NaCl
* Natriumhydrogenphosphat Na;HPO,4

» Kaliumhydrogenphosphat KH,PO,4
* Kaliumchlorid KCI
Assay Diluent:
e 1xPBS 45 ml
* FCS (10 %) 5 ml
Washing Buffer:
* Tween*20 0,25 ml (0,05 %) in
* 500 ml1xPBS
Schwefelsaure H,SO4 1 M = Stop Solution

Greiner
Eppendorf 300 Research

Menasha

MERCK
MERCK

Roth

MERCK

MERCK

MERCK

Gibco

MERCK

MERCK

Substrate Solution. Substrate Chromogen DAKO TMB+ 1000 ml

Antikdrper: BD OptEIA™ Human TGF-R1 ELISA Set BD Biosciences:
« BD OptEIA™ Capture Antibody Purified Anti-Human TGF-R1

1:250 verdunnt in AD

« BD OptEIA™ Detection Antibody Biotin anti-human TGF-R1
« BD OptEIA™ Enzyme Concentrate Streptavidin-HRP
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3.4.2 Versuchsdurchfiuhrung

Die 96-Well Platte wird mit dem Capture Antibody gecoatet. Dieser wird 1:250
in Coating Buffer verdunnt, wovon je 100 pl/Well mit der 8-Kanal-Pipette
aufgetragen werden. Die Platte wird gut mit Folie und Parafilm abgedeckt und
uber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank inkubiert.

Am nachsten Tag werden die Wells aus dem Handgelenk kraftvoll ausgeleert
und dreimal mit je 300 pl Washing Buffer/Well gewaschen. Nach dem letzten
Waschvorgang wird die Platte immer auf Filterpapier abgetupft, um restliche
Tropfen zu entfernen. AnschlieBend wird die Platte mit mindestens 200 pl
Assay Diluent/Well eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt, sodass wahrend
des weiteren Versuchsablaufs nichts unspezifisch an der Platte haften bleiben

kann. Wahrend des Blockens werden die Proben vorbereitet.
Proben: Zur Aktivierung des TGF-R1 wird die Halfte der Proben mit 13,2 ul 1 N
HCI versetzt und nach einer Stunde mit der gleichen Menge 1 N NaOH wieder

neutralisiert.

Standardreihe:

S1 S, S; S4 Ss Se S7 Ss

C= pg/ml 4000 2000 1000 500 250 125 625 0
Assay
Diluent pl 672 350 350 350 350 350 350 350

+ pl 28S 350s1 350s2 350s3 350s4 350s5 3505 ------

Tabelle 4: Pipettierschema zur Herstellung der Standardreihe; S steht fir die TGF-31
Standardlésung (Stock-C = 0,1 pg/ml)

Der Assay Diluent wird in allen 8 Eppis vorgelegt, die Zugabe des TGF-beta

und somit die Fertigstellung der Verdunnung erfolgt erst kurz vor dem
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Auftragen.

Abbildung 9: Bildliche Darstellung der Herstellung der Standardreihe

Nach dem einstundigen Blocken wird die Platte dreimal gewaschen und von
den vorbereiteten Proben werden jeweils 100 pl im Triplikat in die Wells
pipettiert. Die Spitzen sollten nach jedem Pipettierschritt gewechselt werden.
Die Platte wird nun fur zwei Stunden bei Raumtemperatur abgedeckt inkubiert
und anschlief3end funfmal mit je 300 pl/Well gewaschen.

Dem letzten Waschgang folgt die Zugabe von 100 pl Working Detektor/Well
sowie die Einwirkzeit von einer Stunde, nach der die Platte siebenmal 30-60
Sekunden lang gewaschen wird.

Im Anschluss werden je 100 pl TMB/Well zugegeben. Fur die Einwirkzeit von
ca. 30 Minuten wird die Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur im Dunkeln
gelagert. Es kommt zu einer blauen Farbentwicklung, deren Intensitat von der
vorhandenen TGF-R1-Menge abhangt.

Die Reaktion wird nach einer halben Stunde mit je 50 pl 1 M H;SO4/Well
gestoppt, wodurch es zu einem Farbumschlag ins Gelbe kommt. Abschlieend
wird die Absorption bei 450 nm im Plattenreader gemessen und mit Hilfe des

Statistikprogrammes Prism ausgewertet.
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3.5 Adharenztest mittels Kristallviolettfarbung

Dieser Adharenztest stltzt sich auf das Paper , A new simple multi-well plate-

based assay for monocyte differentiation using human monocytic leukemia
THP-1 cells” von Uchide N. & Toyoda H.

3.5.1 Verwendete Gerate/Materialien/Reagenzien

Gerate/Materialien /Reagenzien

Bezugsfirma

Mikrotiterplatte

8 Kanalpipette

Glutaraldehyd (auf 25 % mit PBS verdunnt)

Kristallviolett-Lésung:

0,02 g KV in

Ethanol (20 %) 16sen und mit
1 x PBS auf 0,2 % verdinnen

SDS (0,1 %)
PBS-Puffer:

Natriumchlorid NaCl
Natriumhydrogenphosphat Na;HPO4
Kaliumhydrogenphosphat KH,PO4
Kaliumchlorid KCI

3.5.2 Versuchsvorbereitung

Greiner
Eppendorf 300 Research
MERCK

MERCK

Roth

MERCK
MERCK
MERCK

In einer 96-Well Platte werden in die Wells jeweils 100 ul Zellsuspension

gegeben, als Positivkontrolle werden die Zellen in einigen Wells durch PMA

(160 nM) — Stimulierung differenziert. Die in den Ubrigen Wells befindlichen
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undifferenzierten THP-1 Zellen werden mit unterschiedlichen TGF-R1 und bLF

Konzentrationen flr finf Tage inkubiert.

3.5.3 Versuchsdurchfilhrung

Die Uberstéande werden ausgeleert und die Wells zweimal mit je 100 ul PBS
gespult. Es folgt die Zugabe von je 100 pl 0,25%iger Glutaraldehydlésung und
eine 10-mindtige Inkubation bei 4 °C. Die Uberstande werden wieder verworfen
und die Platte wird schrag in einen mit Leitungswasser beflllten Behalter
gefuhrt, bis sich die Wells mit Wasser geflllt haben. Die Platte wird unter
Wasser gewendet, sodass die Offnungen nach unten zeigen, und danach
dreimal langsam hinauf- und hinunterbewegt. Der Waschvorgang wird
wiederholt und nach Entfernen des Wassers wird die Platte vorsichtig auf
Papier abgetupft, um letzte Wasserreste zu beseitigen.

Anschlielend werden 50 pl 0,2%ige Kristallviolett-Losung pro Well far 10
Minuten bei Raumtemperatur zugegeben. Das Farbemittel wird wieder
ausgeleert und die Platte abgetupft. Der oben beschriebene Waschvorgang mit
Leitungswasser wird dreimal durchgefuhrt.

Abschliefliend werden pro Well 100 ul 0,1%iges SDS zugesetzt und die Platte
wird drei Minuten bei Raumtemperatur stark geschuttelt, was zum Ldsen der
Zellen fuhrt. Bei unserem Versuch losten sich die Zellen nicht, weshalb
zusatzlich 50 pl 100%iges Ethanol zugegeben wurden. Zuletzt wird die

Absorption bei 550 nm gemessen.
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3.6 Immunfluoreszenz

3.6.1 Verwendete Gerate/Materialien/Reagenzien

Gerate/Materialien/Reagenzien Bezugsfirma
12-Well Platte Greiner
sterilisierte Deckglaser @ 15 mm
Objekttrager SuperFast Superior
Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiovert 135
Parafilm Menasha
10x TBS++ (1L)pH=74

* Tris 24,2 g/l Roth

* NaCl 84,8 g/l Roth

« CaCl;2mM MERCK
4%ige Paraformaldehyd-Ldsung pH = 7.4

* Paraformaldehyd (0,4 g) MERCK

e NaOH 1 N (250 pl) MERCK

e 10x TBS++ (1 ml)
* in 9 ml aqua dest bei 60 °C ldsen
0,2%ige TritonX-100 Lésung:

e Triton X-100 (0,1 ml) MERCK
* In50 ml1x TBS++ I6sen
Glycerin (0,5 g in 50 ml 1 x TBS++ geldst) ca. 87 % MERCK

1 % BSA gelostin 1 x TBS++

SMAD-2 Primary AK 1:100 verdunnt mit 1 % BSA (mouse)
Second AK 1:150 verdinnt mit 1 % BSA

DAPI 1:100 verdunnt in 1x TBS++ Sigma
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3.6.2 Versuchsdurchfiuhrung

Durch PMA-Stimulierung werden in einer 12-Wellplatte auf in den Wells
befindlichen Deckglasern THP-1 Zellen differenziert. Nach 72 Stunden werden
die Wells einmal mit unkomplementiertem Medium gewaschen und
anschlieend je 0,5 ml Medium, das zu 1 % mit BSA versetzt ist, zugegeben.
Nach 30 Minuten Einwirkzeit bei 37 °C folgt eine einstlindige Inkubation mit
TGF-R1 und bLF.

Nach der Inkubationszeit werden die Wells dreimal fur jeweils 4 Minuten mit

1 x TBS++ gewaschen. Zum Fixieren der Zellen wird nach dem letzten
Waschgang pro Well 1 ml 4%iges Paraformaldehyd am Rand hinzupipettiert,
welches fur 20 Minuten einwirkt. Es wird anschlieRend wieder dreimal vier
Minuten lang gewaschen, bevor die Zellen durch eine einminutige Inkubation
mit TritonX-100 Losung permeabilisiert werden, um die Diffusion von den
Lédsungen zu gewahrleisten.

Nach neuerlichem Waschen werden die freien Aldehydgruppen mit je 1 ml
1%iger Glycinloésung fur 10 Minuten bei Raumtemperatur geblockt. Wiederum
nach 3 Waschgangen werden je 100 ul der 1. AK-Mischung direkt auf die Zellen
pipettiert und fir eine Stunde, zugedeckt und mit feuchten Tlchern umwickelt,
inkubiert, um das Verdunsten zu verhindern. Nachdem der 1. AK
weggewaschen ist, [asst man im Dunkeln je 100 pl des 2. AK fur 45 Minuten auf
die Zellen einwirken. Der 2. AK wird durch 4-maliges Waschen entfernt, wonach
das Einfarben der Zellkerne mit DAPI erfolgt, damit diese spater unter dem
Mikroskop sichtbar sind. Daflr werden die Zellen mit jeweils 400 ul Dapi-
Losung/Well fur 5 Minuten im Dunkeln inkubiert.

Nachdem diese durch drei Waschgange entfernt wurde, konnen im letzten
Schritt die Praparate fertig gestellt werden.

Dafur werden die Deckglaser vorsichtig mit einer Pinzette aus den Wells
entnommen und zum Trocknen im Dunkeln, mit den Zellen nach oben, auf
Parafilm gelegt. Nachdem die Glasplattchen vollstandig getrocknet sind, werden

diese auf gut mit Ethanol gereinigten und beschrifteten Objekttragern platziert.
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Dabei liegt die Seite, auf der die Zellen sitzen, direkt auf einem Tropfen Glycerol
auf dem Objekttrager auf und sollte sich ganzlich an diesen ansaugen.
Zusatzlich wird das Praparat mit Klarlack versiegelt.

Bis zum Mikroskopieren der Praparate unter dem Fluoreszenzmikroskop

werden diese im Dunkeln gelagert, um das Verblassen des Farbstoffes zu

verhindern.
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3.7 Apoptose Assay

3.7.1 Verwendete Gerate/Materialien/Reagenzien

Gerate/Materialien/Reagenzien Bezugsfirma
6-Well Platte Greiner
Casy-Zahler Scharfe
Zentrifuge Eppendorf
Elektrophoresekammer Bio Rad
Elektrophoresestation Bio Rad
Imager-Transilluminator DoclITLS
Ethanol 70 % MERCK
Nonidet NP-40, Ethylphenylpolyethylene glycol USB
Proteinase K (1 mg/ml) GERBU
RNase (1 mg/ml) GERBU
Phosphat-Citrat-Buffer:
* Natriumhydrogenphosphat Na,HPO,4 0,2 M MERCK
» Zitronensaure kristallwasserfrei 0,1 M MERCK
Hanks ‘Buffer:
* NaCl (8000 mg/l) Roth
* NaHCOj; (350 mg/l) MERCK
* KH;PO4 (60 mg/l) MERCK
* KCI (400 mg/l) MERCK
* MgSO4 (100 mg/l) MERCK
*  MgCl; (100 mg/l) MERCK
* CaCl, (185 mgl/l) MERCK
* Natriumhydrogenphosphat Na,HPO4 0,2 M MERCK
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3.7.2 Versuchsdurchfiuhrung

Nach 72-stindiger Inkubation der THP-1 Zellen mit bLF und TGF-31 werden
die Zellen mit Hilfe des Casys ausgezahlt und die Zellsuspensionen mit je 2 Mio
Zellen in beschriftete 2 ml Eppis transferiert. Es folgt eine funfminutige
Zentrifugation bei 200 x g. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wird das
Zellpellet in einem Milliliter Hanks'Buffer resuspendiert und nochmals
zentrifugiert. Das neu entstandene Pellet wird anschlieRend in 10 ml eiskaltem
70%igem Ethanol geldst und fur mindestens 24 Stunden bei — 20 °C
eingefroren.

Im nachsten Schritt werden die Proben bei 800 x g erneut fir 5 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand in Folge griindlich entfernt. Nachdem restliches
Ethanol durch Lufttrocknung entfernt wurde, werden die Zellen in 40 pl PCB
resuspendiert und fur eine halbe Stunde bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Die Proben werden anschliel3end bei 1000 x g nochmals 5 Minuten zentrifugiert
und der Uberstand, mit dem ab diesem Zeitpunkt weitergearbeitet wird, in neue
200 pl Tubes transferiert. Diesem werden in weiterer Folge je 3 pl Nonidet NP-
40 sowie 3 pl RNase hinzugegeben und fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Zuletzt werden noch je 3 pl Proteinase K zugesetzt und unter selben
Bedingungen erneut eine halbe Stunde inkubiert.

Die fertigen Proben werden abschlieRend mit Loading Buffer versetzt und auf
ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese lauft bei 40 Volt
konstant flr ungefahr eine Stunde.

Das Abfotografieren wird wie bei der RT-PCR mit Hilfe des Imagers
durchgefuhrt.

51



52



Ergebnisse

4 Ergebnisse

Durch die nachfolgenden Diagramme und Abbildungen wird der Einfluss von
einerseits Laktoferrin und andererseits TGF-R1 auf humane monozytare
leukamische Zellen (THP-1) vergleichend gegenubergestellt. Dafur wurden
vorerst die Expressionen der TGF-R Zielgene, PAI-1 und Fibronektin, nach
unterschiedlich langer Behandlung (1h, 4h und 24h) mit verschiedenen
Konzentrationen beider Substanzen (Laktoferrin: 50 pg/ml bzw. 500 pug/ml und
TGF-31: 1 ng/ml) mittels RT-PCR analysiert.

In weiterer Folge wurde, ebenfalls mittels RT-PCR, der Einfluss auf die
Zelldifferenzierung  durch  Expressionsanalyse verschiedener Differen-
zierungsmarker, wie zum Beispiel MMP-9 oder Endoglin, untersucht und
parallel dazu, durch einen Adharenztest, die Zellveranderung, bezogen auf das
Adharenzverhalten, Uberpruft.

Durch einen Apoptose Assay als Folgeexperiment auf die Analyse des Proto-
Onkogens c-Myc durch RT-PCR wurden die Auswirkungen von Laktoferrin und
TGF-R1 auf den programmierten Zelltod beobachtet.

Um die direkte Aktivierung von TGF-B1 durch Laktoferrin zu analysieren,
wurden ELISA-Analysen auf aktiviertes TGF-31 nach unterschiedlich langen
Inkubationen mit bLF und inaktiven TGF-31 durchgefuhrt.

AbschlieRend wurde durch eine Immunfluoreszenz die Smad2-Translokation in
den Zellkern differenzierter THP-1 Zellen nach einstundiger Inkubation mit den

Testsubstanzen untersucht.
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4.1 Einfluss von Laktoferrin auf die Expression der
klassischen TGF — B1 Zielgene PAI-1 und FN-1

4.1.1 PAI-1 — Expressionsanalyse

PAI-1 ist ein klassisches TGF-3 Zielgen, das maldgeblich in die Prozesse der
Zelladhasion, -ablosung sowie -migration involviert ist. TGF-R1 stimuliert direkt
die Expression der PAI-1 — mRNA. Um den Einfluss von Laktoferrin im
Vergleich zu TGF-R1 auf die PAI-1-Expression zu untersuchen, wurden die
THP-1 Zellen Uber unterschiedliche Zeitspannen mit beiden Substanzen

inkubiert und anschlieRend wurde die Expression mittels RT-PCR analysiert.

A Relative PAI-1 Aktivierung nach Behandlung mit LF und TGF-R1
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B PAI-1 Expression nach Inkubation mit LF und TGF-R1
« 24h
» T 1h
- .- - GAPDH
K LF TGF

Abbildung 10: Pai-1 Expression in THP-1 Zellen nach 1-, 4- und 24-stundiger
Inkubation mit Laktoferrin und TGF-31. Laktoferrin wurde in der Konzentration 50 ug/mi
und TGF-B1 in der Konzentration 1 ng/ml eingesetzt. Die Analyse der mRNA-
Expression erfolgte mittels RT - PCR, als housekeeping gene wurde GAPDH
verwendet.

A: Mittelwert +/- Standardabweichung von vier unabhangigen Versuche, die jeweils im
Duplikat durchgeflihrt und mittels one-sample t-Tests statistisch ausgewertet wurden
(*=p< 0,05). Die Kontrolle wurde auf 1 gesetzt und die Ergebniswerte auf GAPDH
normiert.

B: Signale der RT-PCR der Effekte von LF und TGF-R1 auf die PAI-1 Expression
sowie der Ladekontrolle GAPDH.

Die Abbildung 10 zeigt, dass die PAI-1 Expression nach einer Stunde durch
Laktoferrin signifikant (p < 0,05) auf das Zweifache und somit vergleichbar stark
hinaufreguliert worden ist wie durch TGF-3 selbst, das zu einer 2,5-fachen
Stimulierung fuhrte. Die RT-PCR-Ergebnisse zeigen im Vergleich zu der
einstlndigen Inkubation eine deutliche, jedoch nicht gleichmalige Abnahme der
Stimulierung nach der Inkubation mit Laktoferrin fur 4 Stunden. Die Abnahme
des Signals ist visuell an der Bandenintensitat der PCR zu erkennen, im
Diagramm hingegen ist sie nicht signifikant, was an den Schwankungen der

Ergebnisse liegt und durch die Standardabweichung deutlich wird. Nach 24
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Stunden Laktoferrininkubation ist keine Stimulierung mehr zu erkennen, die
PAI-1-Expression ist auf Kontrollniveau zurtickgesunken. Verglichen mit diesen
Ergebnissen ist die PAI-1-Expression durch Behandlung mit TGF-31 nach 4
Stunden immer noch signifikant (p < 0,05) und auf gleichem Niveau wie nach
der einstindigen Inkubation mit TGF-R1. Nach 24 Stunden scheint die
Expression etwas weniger stark durch TGF-B1 stimuliert zu werden als nach
einer und vier Stunden, ist jedoch immer noch signifikant. In der Abbildung 10.B
ist nicht immer ein PAI-1 Signal bei den Kontrollproben zu erkennen, was auf

die schwache endogene Expression zurickzuflhren ist.
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4.1.2 Fibronektin — Expressionsanalyse

Um die Ubertragbarkeit dieser Erkenntnisse auf andere TGF-R1 Zielgene zu
uberprufen, wurden in Folge die Effekte von bovinem Laktoferrin und TGF-31
auf die Expression des TGF-31 Zielgens Fibronektin in undifferenzierten THP-1
Zellen mittels RT-PCR untersucht und in nachfolgenden Bildern

veranschaulicht.

A Fibronektin-Expression im Zeitverlauf nach Inkubation mit bLF

und TGF-R1
1' 1h
4 h
e — 24 h
GAPDH
K LF TGF

Abbildung 11: Reprasentative Abbildung der Fibronektin-Expression nach 1-, 4- und
24-stiindiger Behandlung mit bLF und TGF-31 in den Konzentrationen 50 pg/ml LF und
1 ng/ml TGF-R1. Es wurden fir jeden Inkubationszeitraum zwei unabhangige RT-PCR-
Experimente, jeweils im Duplikat, durchgefiihrt. GAPDH wurde als Normierungsgrofie

verwendet.

Wie die Bilder deutlich zeigen, ist weder nach einer noch nach vier Stunden
Inkubation ein Effekt durch Laktoferrin oder TGF-31 zu beobachten.
Interessanterweise wird die Expression von Fibronektin nach 24 Stunden
deutlich durch TGF-B1 stimuliert, wohingegen jedoch durch die

Laktoferrinbehandlung keine Stimulierung zu erkennen ist.
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Demnach kam es nach der einstiindigen Behandlung mit LF zu einer deutlichen
Stimulierung der PAI-1 Expression, aber in etwas schwacherem Ausmal als
durch TGF-R1. Aullerdem war die Stimulierung von kurzerer Dauer als durch
die Behandlung mit TGF-31 in einer Konzentration von 1 ng/ml, wo auch nach
24 Stunden noch eine gleichermalen signifikante (p < 0,05) Stimulierung zu
erkennen war, wie nach einer und vier Stunden. Die Stimulierung durch
Laktoferrin jedoch war nach 24 Stunden nicht mehr zu erkennen. Die Analysen
der Fibronektinexpression zeigten nach einer und vier Stunden Behandlung
weder durch Laktoferrin noch durch TGF-R1 eine erkennbare Stimulierung,
wohingegen nach 24 Stunden bei TGF-B1, jedoch nicht bei LF, eine
Stimulierung deutlich wurde.

Die Versuchsreihe zeigt, dass sich Laktoferrin, in der Konzentration von 50
pg/ml, nicht wie TGF-R1 auf dessen Zielgene auswirkt. Da die Expression des
TGF-R1 Zielgens PAI-1 durch LF schwacher war als durch TGF-B31 und die
Expression des Zielgens Fibronektin auch durch TGF-R1 erst nach 24 Stunden
einen Effekt hervorrief, stellten wir uns die Frage, ob sich Laktoferrin eventuell
dosisabhangig auf die Stimulierung der Expression dieser beiden Zielgene
auswirkt, woraufhin in der nachsten Versuchsreihe die eingesetzte

Laktoferrindosis auf 500 ug/ml verzehnfacht wurde.

58



Ergebnisse

4.1.3 Einfluss von Laktoferrin auf die Expression von den TGF-R1

Zielgenen PAI-1 und FN-1 nach Dosiserhohung

Um der Frage nachzugehen, ob Laktoferrin dosisabhangig die Expression der
TGF-R1 Zielgene Plasminogen Activator Inhibitor-1 und Fibronektin-1
beeinflusst, wurden die Inkubationskonzentrationen von Laktoferrin um das
Zehnfache erhoht und die Effekte, vergleichend mit den durch die
unveranderten TGF-R1 Konzentration hervorgerufenen Signale, mittels RT-PCR

analysiert.
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Abbildung 12: Darstellungen der Aktivierung der PAI-1 Expression in undifferenzierten
THP-1 Zellen durch Laktoferrin, eingesetzt in den Konzentrationen 50 ug/ml sowie 500
pg/ml (untere Reihe), und TGF-R1, eingesetzt in der Konzentration 1 ng/ml, nach 24-
stiindiger Inkubation. GAPDH diente als Ladekontrolle.

A: Graphische Darstellung des Mittelwerts (+/- SD) zweier (LFso & LFs00) bzw. vierer
(TGF-31) unabhangiger Versuche, jeweils im Duplikat bestimmt. Die Kontrolle wurde
auf 1 gesetzt und fir die statistische Auswertung der one-sample t-test herangezogen.
(*=p<0,05)
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B: Bildliche Darstellung der Signalstarken der RT-PCR. Analysiert wurde die PAI-1-

Expression.

Die 24-stindige Inkubation von TGF-R1 bewirkte, wie in den Versuchen zuvor,
eine signifikante Steigerung der PAI-1 Aktivierung.

In den Abbildungen ist deutlich ein erhohter Effekt auf die PAI-1-Expression
nach Dosissteigerung von Laktoferrin auf das Zehnfache zu erkennen. Der
Effekt ist vergleichbar stark wie der durch TGF-31, jedoch statistisch nicht
signifikant, was eventuell auf den geringeren Stichprobenumfang

zuruckzufihren ist.

RT-PCR Bilder der Fibronektin-Expression

FN 24h

- —— GAPDH
K LF TGF

Abbildung 13: Fotos der RT-PCR: reprasentative Abbildung der Fibronektin-
Expression in undifferenzierten THP-1 Zellen nach 24-stindiger Behandlung mit
Laktoferrin (C = 50 & 500 pg/ml) und TGF-31 (C = 1 ng/ml) nach 2 unabhangigen, je im
Duplikat durchgefiihrten Versuchen. Als Ladekontrolle diente GAPDH.

Aus den Bildern wird erkenntlich, dass eine Erhohung der eingesetzten Dosis
von Laktoferrin auf 500 pg/ml ebenso keine Effekte auf die Expression von
Fibronektin mit sich bringt.

Somit kann gefolgert werden, dass die Aktivierung von PAI-1 durch LF
dosisabhangig ist, eine erhohte Dosis jedoch nicht immer gleichzeitig daflr

spricht, dass es zu gleichen oder ahnlichen Effekten kommt wie durch TGF. Die
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Ergebnisse der Fibronektinanalyse zeigen, dass sich Laktoferrin unterschiedlich
auf die verschiedenen TGF-[31 Zielgene auswirkt und nicht zwangslaufig einen
Effekt hervorruft.
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4.2 Auswirkungen von TGF-R1 und bLF auf die Morphologie
der THP-1 Zellen

Als Vorversuch zu den Experimenten, die der Untersuchung der Effekte von
TGF-B1 und bLF auf die Differenzierung und das Adharenzverhalten
monozytarer THP-1 Zellen dienen, wurden undifferenzierte Zellen Uber einen
Zeitraum von 5 Tagen mit bLF und TGF-R1 inkubiert und im Anschluss unter

dem Mikroskop analysiert.
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Abbildung 14: Mikroskopische Bilder von undifferenzierten THP-1 Zellen, nach 5-
tagiger Inkubation mit bLF (C = 50 pg/ml) und TGF-B1 (C = 1 ng/ml) im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen. Die Bilder wurden mit Hilfe des Zeiss Axiovert 135

Mikroskops mit dem 20er Objektiv aufgenommen.

Auf den oben dargestellten Bildern der undifferenzierten THP-1 Zellen sind
deutliche Unterschiede in der Zellmorphologie und dem Wachstum durch die
verschiedenen Behandlungen zu erkennen. Die Zellen nahmen nach der
Behandlung mit TGF-31 langlichere Formen an, mit leichten Ansatzen von
LArmchen® und legten die kugelig runde Form der THP-1 Monozyten beinahe
ganzlich ab, wahrend die Zellen in ihrem Wachstum gehemmt wurden.
Laktoferrin hingegen bewirkte keinerlei morphologische Veranderungen und

auch das Zellwachstum wurde nicht beeinflusst.

62



Ergebnisse

4.3 Beeinflussung der Morphologie und des Adharenz-
verhaltens von undifferenzierten THP-1 Zellen durch
Laktoferrin und TGF-R1

Differenzierte und undifferenzierte THP-1 Zellen weisen enorme Unterschiede
sowohl in Morphologie als auch im Adhérenzverhalten auf. Wahrend die
undifferenzierten monozytaren Zellen mit runden Zellkdrpern in Suspension
vorliegen, bilden die Makrophagen ,Arme* aus, setzen sich auf der Platte fest
und werden somit adharent.

Um die Auswirkungen von bLF und TGF-R1 auf diese Eigenschaften nach dem
Vorversuch vertiefend zu untersuchen, wurden undifferenzierte THP-1 Zellen 5
Tage lang mit den beiden Testsubstanzen inkubiert und durch Mikroskopie und

anschlieRender Farbung analysiert.

PMA LFs00 TGF, TGF1o

Abbildung 15: Mikroskopische Darstellung von THP-1 Zellen nach 5-tagiger
Behandlung mit bLF in den Konzentrationen 50 und 500 ug/ml (LFso & LF500) und TGF
in den Konzentrationen 1 und 10 ng/ml (TGF; & TGF,,), sowie nach Differenzierung
durch PMA-Stimulierung (C = 160 nM) als Positivkontrolle (oben); die untere
Bilderreine zeigt die Wells nach Farbung der adharenten Zellen mit 0,2%iger
Kristallviolettlosung. Die Bilder wurden mit Hilfe des Zeiss Axiovert 135 — Mikroskops

mit dem 20er Objektiv aufgenommen.
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Auf den oben dargestellten Fotos sind eindeutig die unterschiedlichen Einflisse
vom bovinem LF und TGF-R1 im Vergleich zu dem Einfluss von PMA zu
erkennen. Die mit Laktoferrin inkubierten Zellen waren nach den 5 Tagen
eindeutig mit den Kontrollzellen zu vergleichen, woraus geschlossen werden
kann, dass bLF weder in der niedrigeren noch in der hdheren Konzentration das
Wachstum der Zellen beeinflusst und ebenso wenig zu eindeutigen
morphologischen Veranderungen dieser fuhrt. Hingegen wurden die Zellen
durch TGF-R1 in beiden Konzentrationen in ihrem Wachstum gehemmt und
wiesen deutlich erkennbare Unterschiede zu den Kontrollzellen auf. Die kegelig
runden Zellkérper nahmen nach der Behandlung eine eher langliche Form an
und es waren kleinere Auswuchse sichtbar. Vergleichend zu den durch PMA-
Stimulierung zu Makrophagen differenzierten THP-1 Zellen kann
schlussfolgernd gesagt werden, dass TGF-31 zu ansatzweise ahnlichen
Veranderungen fuhrt wie der Phorbolester, wohingegen Laktoferrin

diesbezuglich keinerlei Einfluss auf die Zellen ausubt.

Durch die anschlieRende Farbung der gewaschenen Platte mit Kristallviolett
wurde untersucht, ob einige Zellen durch die Inkubationen sogar adharent
wurden. Wie die oben dargestellten Bilder zeigen, sind durch die Stimulierung
mit PMA die THP-1 Zellen adharent geworden, wohingegen sich nach der
Farbung und Waschung in den Ubrigen Wells keine Zellen mehr befanden. Die
Ergebnisse lassen die Aussage zu, dass weder TGF-R1, noch bLF zur

Adhéarenz der Zellen fiihren.

64



Ergebnisse

4.4 Einfluss von Laktoferrin und TGF-R1 auf die Expression
der Differenzierungsmarker MMP-9, Endoglin, LRP-1 und
CD36

MMP-9, Endoglin, CD36 und LRP-1 gelten als Differenzierungsmarker far
Makrophagen. Um den Einfluss von LF und TGF-R1 zusatzlich zum
vorhergegangenen Adharenztest auf das Differenzierungsverhalten von THP-1
Monozyten zu veranschaulichen, wurden mittels RT-PCR die Expressionen

dieser vier Gene nach einem Inkubationszeitraum von 24 Stunden analysiert.
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Abbildung 16: RT-PCR-Ergebnisse nach 24-stiindiger Inkubation mit den Ublichen
Laktoferrin- und TGF-B1 — Konzentrationen von 50 upg/ml bzw. 1 ng/ml. Analysiert
wurden die Expressionen der Differenzierungsmarker MMP-9 (M), Endoglin (E) und
CD36 (C), die Kontrolle wurde auf 1 gesetzt und die Ergebnisse auf die Ladekontrolle
GAPDH (G) normalisiert.

A: Graphische Darstellungen der relativen MMP-9 (A.1) -, Endoglin (A.2) — und CD36
(C.3) - Aktivierung. Zu sehen sind die Mittelwerte zweier unabhangig, jeweils im
Duplikat durchgeflhrter Versuche +/- der Standardabweichung

B: Bilder der RT-PCR-Analyse der MMP-9 -, Endoglin — sowie CD36-Expression

In zwei unabhangigen, je im Duplikat durchgeflihrten Experimenten kam es
weder durch 24-stundige Laktoferrin-, noch TGF-R1-Inkubation zu
detektierbaren Ergebnissen bezuglich der LRP-1 Expression, weshalb es dazu
weder statistische Auswertungen, noch Fotos der RT-PCR gibt. Diese
Ergebnisse stimmen mit denen einer vorangegangenen Arbeit Uberein, in der
beschrieben wird, dass LRP-1 erst mit der Differenzierung der THP-1 Zellen
exprimiert wird [SCHELCH, 2008].

Keiner der anderen drei getesteten Differenzierungsmarker wurde nach 24-
stindiger Behandlung mit TGF-R1 stimuliert. Ebensowenig zeigte Laktoferrin

einen Einfluss auf die Expression genannter Gene.
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4.5 Einfluss von bLF und TGF-R1 auf die Expression von c-Myc

Die Expression des Protoonkogens c-Myc wird laut Literatur durch den Einfluss
von TGF-R1 gehemmt, wodurch es zum Stillstand des Zellzyklus kommt. In den
nachfolgenden Experimenten wurde untersucht, ob TGF-B1 auch in
undifferenzierten THP-1 Zellen zur negativen Regulation der Genexpression
fuhrt. Wie in den Versuchen zuvor, werden die Auswirkungen im direkten

Vergleich zu denen durch bLF prasentiert.

Effekt von bLF und TGF-R1 auf die Expression von c-Myc
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Abbildung 17: c-Myc-Expression nach 1-, 4- und 24-stindiger Inkubation mit bovinem
Laktoferrin (C = 50 pyg/ml) und TGF-31 (C = 1 ng/ml). GAPDH wurde als housekeeping
gene verwendet.

Graphische Darstellung der relativen c-Myc-Expression im Zeitverlauf. Die Kontrolle

wurde jeweils auf 1 gesetzt und die Ergebnisse mit der Ladekontrolle normalisiert.

Entgegengesetzt den Erwartungen, dass TGF-[31 die Genexpression von c-Myc
hemmt, kam es weder nach ein-, noch nach vier- beziehungsweise 24-stundiger

Inkubation mit TGF-R1 zu Expressionsveranderungen. Auch die Inkubationen
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mit Laktoferrin fihrten zu keinem untersuchten Zeitpunkt zu Effekten auf die c-

Myc Expression.
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4.6 Auswirkungen von bLF und TGF-R1 auf das

Apoptoseverhalten von THP-1 Zellen

Da durch das vorhergehende Experiment keinerlei Einflisse auf die Expression
von c-Myc nachgewiesen werden konnten, zogen wir in Erwagung, dass es
durch die Behandlung mit TGF-B1 eventuell zur Einleitung der Apoptose
kommt. Auf Grund dieser Vermutung flhrten wir als Folgeexperiment einen
Apoptose-Assay durch. Daflr wurden undifferenzierte THP-1 Zellen drei Tage
lang mit den zu testenden Substanzen inkubiert, als Positivkontrolle dienten

Zellen, die 15 Stunden lang mit UV-Licht bestrahlt wurden.

Abbildung 18: Agarosegel — abgebildet sind die Banden der einzelnen Proben nach

Durchfuhrung des Apoptose Assays im Duplikat. Jeweils 2 Millionen undifferenzierte
THP-1 Zellen wurden fur 72 Stunden mit TGF-R1 in der Konzentration 1 ng/ml (TGF)
und mit Laktoferrin in den Konzentrationen 50 und 500 pg/ml (LFso & LFs00) inkubiert.
Als Positivkontrolle wurden die Zellen fur ca. 15 Stunden mit UV-Licht bestrahlt (UV).

Nach 72-stindiger Behandlung undifferenzierter THP-1 Zellen mit den
Testsubstanzen TGF-R1 und LF konnten keine Hinweise auf die Einleitung des
programmierten Zelltodes erkannt werden. Wie in der Bande der
Positivkontrolle (die Zellen wurden hierfur fur 15 Stunden mit UV-Licht bestrahlt)
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ersichtlich ist, werden durch die Apoptose entstandene DNA-Bruchstlicke

sichtbar, sodass man davon ausgehen kann, dass der Versuch funktioniert hat.

4.7 Effekte von bLF und TGF-R1 auf die Zellzahl der THP-1

Zellen

Nachdem es durch TGF-R1 weder zu einer negativen Regulation der c-Myc-
Expression gekommen ist, noch der programmierte Zelltod eingeleitet wurde,
lag die Vermutung nahe, dass die Zellen nicht mehr wie gewohnt auf die
Behandlung mit TGF-B1 reagieren. Um den in unserer Arbeitsgruppe zuvor
festgestellten, wachstumshemmenden Effekt des Zytokins auf die leukamische
Zelllinie zu bestatigen, wurden die Zellen nach 72-stindiger Inkubation der zu
untersuchenden Substanzen, wie im vorhergegangenen Apoptose-Assay, mit
Hilfe des Casys ausgezahlt.

Substanz Messung Total cells Lebend Viabilitat % < pM

Koo 1. 2,4*10° 2,4 *10° 97,5 14,7
2. 2,9 *10° 2,8 *10° 98,0 14,7

TaF 1. 2,5*10° 2,5*10° 97,3 14,3
2. 3,0 * 10° 2,9 *10° 98,1 14,4

‘. 1. 2,1*10° 2,0*10° 96,5 15,0

2. 2,8 *10° 2,8*10° 98,3 14,6

Fu 1. 2,7 *10° 2,2*10° 96,5 14,8
2. 2,7 *10° 2,7 *10° 98,1 14,6

o 1. 1,9 * 10° 1,8 * 10° 95,1 14,1
2. 3,0 * 10° 3,0 * 10° 98,0 14,1

Tabelle 5: Auswirkungen von TGF-R1 und bLF auf die Zellzahl, Viabilitdt und GréRe

undifferenzierter THP-1 Zellen nach 72-stindiger Behandlung in den Ublichen
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Konzentrationen. Es wurden 2 unabhangige Messungen mit dem Casy durchgefihrt,

die Werte beziehen sich auf einen Milliliter Zellsuspension.

Beide durchgefuhrten Messungen der THP-1 Zellen ergaben, dass TGF-R31
keinen Einfluss auf Wachstumsfahigkeit sowie Viabilitat und Grofe ausubt. Dies
widerspricht jedoch den =zuvor in unserer Arbeitsgruppe erarbeiteten
Erkenntnissen, dass THP-1 Zellen durch TGF-31 in ihrem Wachstum gehemmt
werden. Daraus schlussfolgerten wir, dass die THP-1 Zellen nicht mehr wie
gewohnt auf TGF-R1 reagieren, was zu den Ergebnissen der c-Myc-Analyse

und des Apoptose Assays passen wirde.
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4.8 Direkte Aktivierung von TGF-R1 durch Laktoferrin

Der Mechanismus, wie es durch Laktoferrin zur Aktivierung des Smad -
Pathways kommt, ist noch ungeklart. Eine Theorie ist, dass es eventuell zur
direkten Aktivierung von TGF-R1 durch LF kommt. Diese Annahme stitzt sich
auf die Erkenntnis, dass Laktoferrin eine Protease-Funktion einnehmen kann
und die im Organismus am haufigsten beobachtete TGF-R1-Aktivierung die
Proteolyse darstellt.

Um dieser Hypothese nachzugehen, wurden eine Reihe von ELISA-Versuchen
durchgefuhrt, in denen die Aktivierung von latentem TGF-R1 durch Laktoferrin

Uberprift wurde.

Versuch 1h 4h 24h
n.d. n.d. n.d.
K

2. n.d. n.d. n.d.

159,71 pg/mi n.d. n.d.

LF 2. 99,26 pg/ml n.d. n.d.
960,74 pg/ml 908,89 pg/ml 831,29 pg/mli

TGF

A

1635,82 pg/ml  1631,38 pg/ml 1003,87 pg/mi

Tabelle 6: Die Tabelle zeigt die Zusammenfassung der Ergebnisse der ELISA-
Versuche. Die Experimente nach 1-, 4- und 24-stindiger Behandlung mit LF (C = 50
pug/ml) und TGF-B1 (C = 1 ng/ml) wurden jeweils zweimal, unabhangig voneinander
und im Triplikat, durchgeflhrt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm

GraphPad/Prism. n.d. steht fiir ,not detectable®

Wie man aus der Tabelle herauslesen kann, liegt die endogene Produktion der
THP-1 Zellen von aktivem TGF-31 unterhalb der Nachweisgrenze von 62,5
pg/ml (n.d. in K).
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Bei allen drei Zeitpunkten lag die TGF-[31 — Wiederfindung bei etwa 1000 pg/ml,
was der Inkubationskonzentration von 1 ng/ml entspricht.

Durch die Zugabe von Laktoferrin wurde bei den 1-Stunden-Proben eine kleine
Menge TGF-R31 aktiviert, nach vier und 24 Stunden lagen die TGF-R1-Werte
ebenso wie bei den Kontrollzellen im nicht detektierbaren Bereich.

Zusatzlich zu den Proben wurde reines Medium getestet, um zu Uberprifen, ob
eventuell von vornherein aktives TGF-31 darin enthalten ist, und aul3erdem
wurde Zellkulturiberstand unbehandelter Zellen mit Laktoferrin inkubiert und
analysiert, um sicherzustellen, dass gemessene Effekte tatsachlich auf die

Aktivierung durch Laktoferrin zurtickzufihren sind.
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4.9 Effekte von Laktoferrin und TGF-R1 auf den Smad-Pathway
in differenzierten THP-1 Zellen

In unserer Arbeitsgruppe wurde nach Durchfiihrung einer Zellfraktionierung und
anschliefender Analyse der Kernfraktion mittels Western Blot, festgestellt, dass
differenzierte THP-1 Zellen nicht mehr mit einer Smad-Translokation in den
Zellkern auf TGF-B1 reagieren. Diesen Effekt Uberpriften wir erneut mit Hilfe

einer Immunfluoreszenz.

LF

TGF

Zellkerne Smad Color combine

Abbildung 19: Bilder der Immunfluoreszenz. Analysiert wurde die Smad-2 Translo-
kation in den Zellkern PMA-differenzierter THP-1 Zellen nach einstiindiger Behandlung
mit Laktoferrin in der Konzentration 500 pg/ml und TGF-B1 in der Konzentration 10
ng/ml. Die Zellkerne (links) wurden mittels DAPI gefarbt, Smad2 (Mitte) mittels Smad2
Antikérper und Tritc-konjugierten Secondary Antikérper. In der Uberlagerung (rechts)

sind die Kerne blau und Smad2 rot dargestellt.
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Die Bilder der Immunfluoreszenz zeigen keinerlei Smad-2 Translokation in die
Zellkerne, weder durch die Inkubation mit Laktoferrin, noch durch die mit
TGF-31. Dies bestatigt die Ergebnisse der vorangegangenen Zellfraktionierung,
woraus der Schluss gezogen werden kann, dass differenzierte THP-1 Zellen

nicht mehr auf TGF-R1 reagieren.
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5 Diskussion

Das Milchprotein Laktoferrin und das Zytokin TGF-B1 sind in wesentliche
regulatorische und immunologische Prozesse im Organismus involviert, was in
der Literatur Dbereits ausfuhrlich  beschrieben  wurde. Eventuelle
Zusammenhange zwischen diesen beiden wichtigen Substanzen sind bisher
jedoch unerforscht. In unserer Arbeitsgruppe konnte innerhalb der letzten Jahre
in unterschiedlichsten Zelllinien die Aktivierung des Smad-Pathways durch
Laktoferrin beobachtet und beschrieben werden, uber welchen Mechanismus
dies jedoch geschieht, bedarf es noch herauszufinden.

Laktoferrin wurde 2004 mit der Stimulierung des Wachstums von Osteoblasten
[CORNISH et al.,, 2004] in Verbindung gebracht, in unserer Arbeitsgruppe
erwies sich das Protein ebenfalls wachstumsstimulierend auf humane artikulare
Chondrozyten [BRANDL, 2005]. Gegenteilige Effekte wurden jedoch zum
Beispiel in HeLa — Zellen nachgewiesen [KREUZWIESER, 2006], in THP-1
Zellen wurde das Wachstum in keinerlei Hinsicht beeinflusst [SCHELCH, 2008].
Das ebenfalls wachstumsregulierende TGF-31 kann sich genauso hemmend
und fordernd auf das Wachstum von Zellen auswirken; so erfahren zum
Beispiel  Epithel- oder Endothelzellen eine  Wachstumshemmung,
Mesenchymzellen hingegen eine Wachstumssteigerung [LEE und BAE, 2002,
BATTEGAY et al., 1990]. Auch Monozyten werden durch das Zytokin in ihrem
Wachstum gehemmt [BOMBARA und IGNOTZ, 1992], was in vorangegan-
genen Studien mit THP-1 Zellen bestatigt wurde [SCHELCH, 2008]. Somit
wirken sich die beiden zu vergleichenden Substanzen bLF und TGF-R1
unterschiedlich auf das Wachstum dieser Monozyten aus. In diesem
Zusammenhang ist es noch wichtig zu erwahnen, dass die Wachstumskontrolle
durch TGF-B1, abgesehen von der Zelltypabhangigkeit, auch vom

Differenzierungsgrad der Zellen abhangt.
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Der TGF-31 vermittelte Wachstumsstopp wird unter anderem durch die
Induktion des, in den Zellzyklus eingebundenen, Proto-Onkogens c-Myc
hervorgerufen [LEE und BAE, 2002]. Die Untersuchungen in dieser Studie,
bezogen auf c-Myc, ergaben jedoch keinerlei Hemmwirkung auf die
Genexpression  durch  TGF-B1, was dem, zuvor festgestellten,
wachstumshemmenden Effekt widerspricht.

TGF-R1 ist jedoch auch in der Lage unter bestimmten Umstanden die Apoptose
in Zellen einzuleiten, was eine Erklarung fur die fehlende Hemmwirkung auf die
c-Myc Expression darstellen kdnnte. Der im Anschluss durchgeflihrte Versuch
auf apoptotische Effekte durch TGF-31 fiel jedoch ebenfalls negativ aus. In der
Literatur wird beschrieben, dass es in einigen Tumorzelllinien nach einer
gewissen Zeit zu einer Resistenzentwicklung der Zellen gegenuber den
Apoptose einleitenden Effekten durch TGF-31 kommen kann [ELLIOTT und
BLOBE, 2005].

Zellzahlungen im Anschluss an diese unerwarteten Ergebnisse ergaben, dass
TGF-R1 die THP-1 Zellen nicht mehr in ihrem Wachstum hemmt. Daraus
konnte geschlussfolgert werden, dass diese Zellen nach einer gewissen Zeit
auch nicht mehr auf die wachstumsregulatorischen Effekte von TGF-[31
reagieren. In zahlreichen Studien wurde beschrieben, dass in 85 % aller
menschlichen  Karzinomzellen im  Verlauf der Tumorgenese eine
Resistenzentwicklung gegenuber TGF-31-vermittelter Effekte entsteht [NEELS
et al., 1999]. Wie die oben diskutierten Ergebnisse der PAI-1 Analysen zeigten,
verlieren die Zellen jedoch nicht die vollstandige Antwortfahigkeit auf TGF-31.
Nicolas F. und Hill C. brachten 2003 eine Abschwachung des Smad-Pathways
in Pankreaskarzinomzellen mit dem Verlust der Reaktion auf die
antiproliferativen Effekte von TGF-B1 in Zusammenhang, wahrend die
Antworten auf andere, tumorgene Effekte des Zytokins unverandert blieben
[NICOLAS und HILL, 2003].

Die Inkubationen mit bovinem Laktoferrin ergaben im gesamten Studienverlauf
keine wachstumshemmenden Effekte auf THP-1 Zellen, die Analysen des
wachstumsregulierenden c-Myc blieben ebenfalls ohne Effekt und die Apoptose

wurde diesen Erkenntnissen entsprechend nicht eingeleitet. Dies bestatigt die
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Ergebnisse der Studie von Yoo et al., die besagen, dass Laktoferrin, eingesetzt
in der hohen Konzentration von 500 pg/ml, im Gegensatz zu Laktoferricin,
welches durch Spaltung von Laktoferrin durch Pepsin gebildet wird, keine
apoptotischen Effekte auf THP-1 Zellen ausubt [YOO et al., 1997].

Durch den Einfluss von LF konnte in vorangegangenen Studien eine annahernd
TGF-R1 vergleichbar starke Smad2-Akkumulation im Zellkern der THP-1 Zellen
nachgewiesen werden [SCHELCH, 2008], was fur die Aktivierung des Smad-
Pathways durch LF spricht.

Um die physiologische Relevanz der Aktivierung dieses Pathways zu
untersuchen, wurden die beiden TGF- — Zielgene PAI-1 und Fibronektin auf
transkriptioneller Ebene in der vorliegenden Arbeit genauer analysiert. PAI-1,
wurde bereits nach einstindiger Behandlung mit LF, zwar in etwas
schwacherem Ausmal}, jedoch gleichermal3en signifikant wie durch TGF-31, in
seiner Expression stimuliert. Der Effekt war, in der eingesetzten Konzentration
von 50 pg/ml, von klrzerer Dauer als der, der durch TGF-31 hervorgerufen
wurde, sodass er bereits nach 4 Stunden mit groRen Schwankungen abnahm
und nach 24 Stunden nicht mehr nachzuweisen war. Die Verzehnfachung der
verwendeten Laktoferrinkonzentration auf 500 pg/ml fuhrte jedoch nach 24
Stunden zu einer, zwar nicht signifikanten, aber dennoch beinahe gleichstarken
Expression des Zielgens wie in Antwort auf TGF-B31. TGF-R1 und bLF, in
hoherer Dosis, sind somit in der Lage eine vermehrte Expression von PAI-1 zu
induzieren, was eine Hemmung der Matrix-abbauenden Enzyme und in Folge
die Verhinderung der EZM-Degradation mit sich bringt [MASSAGUE et al.,
1990].

Das andere analysierte Zielgen Fibronektin, welches einen wesentlichen
Bestandteil der EZM darstellt [I[IGNOTZ und MASSAGUE, 1986, MASSAGUE et
al.,, 1990], wurde nach keiner der drei Inkubationszeiten mit Laktoferrin
exprimiert und konnte auch nach Dosissteigerung auf das Zehnfache nicht
gemessen werden, wohingegen TGF-R1 die Expression nach 24 Stunden
deutlich hervorrief. Anhand dieser Ergebnisse kann man sagen, dass
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Laktoferrin auch in THP-1 Zellen zur Aktivierung des Smad-Pathways und von
klassischen TGF-B — Zielgenen fuhrt, wobei die Effekte dosisabhangig sind.

Die verwendeten THP-1 Monozyten sind in der Lage, unter bestimmten
Umstanden zu Makrophagen zu differenzieren [AUWERX et al., 1988]. In der
Literatur wird die Fahigkeit von TGF-R1 beschrieben, das Wachstum von
Monozyten zu hemmen und morphologische Veranderungen sowie ein
ausgepragtes Adharenzverhalten zu induzieren [BOMBARA und IGNOTZ,
1992]. Unsere morphologischen Analysen der THP-1 Zellen lieRen auf Grund
auffalliger Veranderungen RUckschlisse zu, dass die Differenzierung zu
Makrophagen durch Behandlung mit TGF-31 eventuell geférdert wird. Jedoch
wurde, wie die Ergebnisse des Adharenztestes mit Kristallviolett zeigten, die
Adharenz der Zellen nicht induziert. Die Laktoferrinbehandlung der THP-1
Monozyten veranderte weder die morphologischen Eigenschaften, noch flhrte

es zur Adharenz der Zellen, obwohl der Smad Pathway aktiviert wurde.

Im Verlauf der Differenzierung werden zahlreiche Gene reguliert, wie zum
Beispiel LRP-1 oder Endoglin. Um den Einfluss von Laktoferrin und TGF-[31 auf
die Differenzierung der THP-1 Zellen zu untersuchen, wurden folgende vier
Gene genauer analysiert: Endoglin, da es als Co-Rezeptor eine integrale
Komponente des TGF-Rezeptor Systems darstellt [BARBARA et al., 1999,
LETAMENDIA et al., 1998]; LRP-1, da es als Rezeptor fur Laktoferrin
malfdgeblich fur die Weiterleitung dessen mitogener Effekte verantwortlich sein
kann [LEGRAND et al., 2006, TAKAYAMA et al., 2003]; MMP-9, da es unter
anderem durch TGF-R1 reguliert wird [MASSAGUE et al., 1990] und eine
wesentliche Rolle in der Zellmigration und —metastasierung spielt [SCHULTZ et
al., 1988] und CD36, da es wahrend der Differenzierung von Monozyten zu
Makrophagen vermehrt exprimiert wird [HUH et al., 1996].

Endoglin, MMP-9, CD 36 und LRP-1, die laut Literatur alle vier als
Differenzierungsmarker fur Makrophagen gelten [WATANABE et al., 1994,
O'CONNELL et al., 1992, HUH et al., 1996, XIE et al., 1998], wurden nach 24-
stindiger Inkubation mit TGF-31 nicht vermehrt exprimiert. Dies wiederum

spricht gegen die Forderung der Zelldifferenzierung durch das Zytokin, was
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jedoch zu den Ergebnissen passt, dass die Zellen durch diesen Einfluss nicht
adharent werden. Dass LRP-1 erst mit der PMA-induzierten Differenzierung zu
Makrophagen verstarkt in THP-1 Zellen exprimiert wird, zeigte bereits eine
zuvor durchgefuhrte Studie in unserer Arbeitsgruppe [SCHELCH, 2008].

Die Untersuchungen des Vergleichsproteins Laktoferrin lieferten keine
Anzeichen einer moglichen Foérderung der Differenzierung, keiner der vier

untersuchten Differenzierungsmarker wurde verstarkt exprimiert.

Der Mechanismus, Uber den Laktoferrin zur Aktivierung des Smad-Pathways
fuhrt, ist noch ungeklart und die mdgliche Aktivierung von latentem TGF-31
durch LF konnte Aufschluss dartuber geben. Laktoferrin kann eine Protease-
Funktion einnehmen [HENDRIXSON et al., 2003] und die im Organismus am
haufigsten beobachtete TGF-R1-Aktivierung erfolgt durch die Proteolyse
[FORTUNEL et al., 2000]. Daher verfolgen wir unsere Hypothese einer direkten
Aktivierung von TGF-1 durch Laktoferrin.

Die dazu durchgefuhrten ELISA-Experimente, in denen lediglich aktives TGF-
31 gemessen wurde, fihrten zu dem Ergebnis, dass sich LF nach einstundiger
Behandlung in geringem Ausmal} direkt aktivierend auf latentes TGF-R31
auswirkt. Jedoch ist fraglich, ob diese geringe Aktivierung des TGF-[31
tatsachlich ausschlaggebend dafir sein kann, den Smad-vermittelten
Signaltransduktionsweg zu induzieren. Nach 4 und 24 Stunden konnte keine

direkte Aktivierung mehr von TGF-31 durch Laktoferrin beobachtet werden.

Ebenso wie die undifferenzierten THP-1 Monozyten wahrscheinlich ihre
Reaktion auf die wachstumshemmenden Effekte von TGF-B1 mit der Zeit
verlieren, entwickeln die differenzierten Makrophagen eine gewisse Resistenz,
was erste Ergebnisse einer Zellfraktionierung und die anschlieRende Analyse
der Kernfraktion ergaben. Es konnte keine Smad-Translokation in den Zellkern
festgestellt werden, was dafur spricht, dass die differenzierten THP-1 Zellen
einen vollstandigen Reaktionsverlust auf TGF-R1 — Effekte erfahren
[SCHELCH, 2008]. Eine Immunfluoreszenz mit differenzierten THP-1 Zellen in
dieser Studie konnte diese Ergebnisse bestatigen. Durch TGF-R1 erfolgte
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weder in der Ublichen zugegebenen Konzentration, noch in der hdheren eine
Smad2-Translokation in den Zellkern, ebenso wenig wie durch die
Laktoferrinzugabe. Sowohl die undifferenzierten, als auch die differenzierten
THP-1-Zellen, verlieren offensichtlich mit der Zeit ihre Responsivitat auf TGF-
R1-vermittelte Effekte, wie zum Beispiel die Einleitung der Apoptose oder die
Hemmung des Wachstums. Aus welchem Grund die Zellen jedoch diese
Resistenz entwickeln ist noch ungeklart und entsprechend bedarf es noch
weiterer Untersuchungen.

Zusammenfassend ist somit zu sagen, dass Laktoferrin in THP-1 Zellen nicht
nur den TGF-Smadpathway aktiviert, sondern auch in weiterer Folge die
Expression des klassischen TGF-31 Zielgens PAI-1 stimuliert, diese
Eigenschaft aber verloren gehen kann.

Zwar lassen erste Versuche vermuten, dass Laktoferrin in der Lage ist, sich
direkt aktivierend auf das Zytokin auszuwirken, jedoch muss in weiteren Studien
vertiefend untersucht werden unter welchen Bedingungen dieser geringe Effekt

fur eine vollkommene Aktivierung verantwortlich sein kann.
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6 Zusammenfassung

Dass das Glykoprotein Laktoferrin zur Aktivierung des TGF-R1 Pathways in der
Lage ist, wurde bereits in einigen vorangegangenen Arbeiten unserer
Forschungsgruppe in unterschiedlichsten Zelllinien, wie zum Beispiel
Chondrozyten, HeLa-, Mef- oder Mink-Zellen, nachgewiesen.

In dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt darauf gelegt, Aufschluss Uber diesen
Vorgang in der humanen monozytaren leukamische Zelllinie THP-1, im direkten
Vergleich zu TGF-31 selbst, zu erlangen. Als Grundlage dienten die Ergebnisse
einer Zellfraktionierung und anschlielRender Analyse der Kernfraktion mittels
Western Blot, die besagen, dass es durch beide Substanzen zu einer Smad2-
Akkumulierung im Zellkern kommt. Aufbauend auf dieser Erkenntnis wurde
diese Studie mit dem Ziel, die physiologische Relevanz dieser Aktivierung zu

untersuchen, durchgeflhrt.

RT-PCR-Analysen zeigten, dass die Aktivierung durchaus physiologische
Effekte fur die Zellen mit sich bringt. Laktoferrin stimulierte dosisabhangig das
klasssiche Zielgen PAI-1 und erreichte in der hdchsten eingesetzten
Konzentration von 500 pg/ml beinahe einen gleichstarken Effekt wie TGF-R31
selbst. Die Expression des anderen analysierten Zielgens Fibronektin wurde
zwar auch durch TGF-R1 erst nach 24 Stunden verstarkt stimuliert, im
Gegensatz zu PAI-1 jeodch keineswegs durch Laktoferrin, auch nicht in der

héheren Konzentration.

Auf die Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen zeigte Laktoferrin in
keinem der durchgefihrten Experimente Wirkung, ebenso wenig wie auf das
Wachstum oder die Morphologie. Hingegen wirkte sich TGF-R1 zu Beginn der
Studie stark wachstumshemmend auf die Zellen aus, rief deutliche
morphologische Veranderungen hervor, induzierte jedoch keinerlei Expression
von Differenzierungsmarkern und forderte nicht die Adhasion der Zellen. Im

Verlauf der Studie verlor die Zelllinie die Reaktion auf das regulatorische
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Zytokin und wurde nicht mehr in ihrem Wachstum gehemmt. In weiterer Folge
kam es auch nicht zur Inhibierung der Expression von c-Myc, einem Gen, das
mafgeblich in die Regulation des Zellzyklus involviert ist und unter normalen
Umstanden durch TGF-31 in seiner Wirkung gehemmt wird.

Auch die Analyse auf die apoptotischen Wirkungen von TGF-R1 fiel negativ
aus, was ebenso durch den Reaktionsverlust der Zellen auf das Zytokin zu
erklaren ist. Differenzierte THP-1 Zellen entwickeln ebenfalls eine gewisse
Resistenz gegenuber den Wirkungen von TGF-R1, was durch eine Analyse der
Smad Translokation bestatigt werden konnte. Auch Laktoferrin fuhrte zu keiner

Smad-Akkumulierung im Zellkern in differenzierten THP-1 Zellen.

Vorlaufige Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass es durch Laktoferrin zu
einer direkten Aktivierung von latentem TGF-31 kommt, jedoch ist nicht klar, ob
das Ausmal dieser Aktivierung ausreichend fur die Aktivierung des Smad-

Pathways ist, was es in weiteren Untersuchungen herauszufinden gilt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass THP-1 Zellen prinzipiell
TGF-R1-responsive sind, bestatigt durch die Ergebnisse der Zielgene PAI-1 und
Fibronektin. Die Aktivierung des TGF-Smad-Pathways durch Laktoferrin ist
durchaus physiologisch relevant fur die THP-1 Zellen, was ebenfalls die PAI-1-
Analysen zeigen. Die direkte Aktivierbarkeit von TGF-R1 durch Laktoferrin liefert
erste Ansatze, den Mechanismus, Uber den Laktoferrin den Smad-Pathway

stimuliert, aufzuklaren.
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7 Summary

In recent studies the ability of the glycoprotein lactoferrin to activate the TGF-31
Pathway has been investigated and confirmed in different cell lines like
chondrocytes, HelLa-, Mef — or Mink-cells.

The purpose of the present study was to investigate this activation in the human
monocytic leukemia cell line THP-1 compared in relation to the effects of TGF-
R1. The experiments were based on the results of a cell fractionation, followed
by an analysis of the fraction of the nucleus by western blotting. They indicated
that treatment with lactoferrin and TGF-R1 results in a Smad2-accumulation in
the nucleus. These findings initiated us to carry out this study aiming at the
investigation of the physiological relevance of this activiation.

RT-PCR-analyses showed that this activation results in physiological effects in
THP-1 cells. Depending on the dose lactoferrin used in the highest
concentration of 500 pyg/ml has stimulated the target-gene PAI-1 and has
reached an effect, equally intense as TGF-31. The expression of the target
gene fibronectin was stimulated, but took a 24-hour treatment with TGF-R1 and
compared to the effect on PAI-1 lactoferrin induced no stimulation of fibronectin

expression, neither in low nor in high doses.

Neither has the differentiation of monocytes into macrophages been induced by
the treatment with lactoferrin nor has growth or morphology changed at all. In
contrast TGF-31 inhibited the growth of the THP-1 cells in the beginning of the
experiments and induced clear changes in morphology. But TGF-R1 had no
effects on the expression of the differentiation markers and has not induced the
adhesion of the cells. In the process of the study the leucemic cells lost their
reaction towards the regulating cytokine and have not been inhibited in their
growth anymore. In addition, the expression of the c-myc gene which is involved
in the regulation of the cell cycle has not been inhibited by the treatment with

TGF-31, a quite unusual effect.

85



Summary

Experiments concerning the apoptotic effects of TGF-31 have not shown any
effects and confirmed the loss of reaction of the cells towards the cytokine.
Differentiated THP-1 cells also developed a resistance towards TGF-[31, what
could be confirmed by immunofluorenscence. Lactoferrin did not lead to an

accumulation of Smad in the nucleus of differentiated THP-1 cells, either.

Preliminary results lead to the presumption that lactoferrin directly activates
latent TGF-I31. To this end we are not sure that this effect is sufficient for the
activation of the Smad Pathway. Analysing the conditions that promote the

activation of this impact may be appropiate for further research.

Summing up the results proved that THP-1 cells generally are TGF-31
responsive. This has been confirmed by the results of the TGF-31 target gene
analyses. The analyses of PAI-1 also indicated that the activation of the TGF-
Smad-Pathway by lactoferrin is physiologically relevant for the THP-1 cells. The
ability of lactoferrin for activating TGF-31 directly gives first insights into the

mechanism by which lactoferrin leads to the stimulation of the Smad Pathway.
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