Lniversitat
wien

MASTERARBEIT

Titel der Masterarbeit

pZytokinartige Wirkung von Laktoferrin in Caco-2 Zellen und THP-1 Monozyten:
Rekombinantes humanes vs. bovines Laktoferrin®

Verfasserin

Karin Hojdar Bakk. rer. nat.

angestrebter akademischer Grad

Master of Science (MSc)

Wien, 2011

Studienkennzahl It. Studienblatt: A 066 838
Studienrichtung It. Studienblatt: Masterstudium Erndahrungswissenschaften

Betreuerin / Betreuer: Univ.-Prof. Dipl.-Ing. Dr. Manfred Hittinger






DANKSAGUNG:
Ich mochte die Gelegenheit nutzen, um auf diesem Weg ,,Danke” zu sagen!

Als erstes mochte ich mich ganz herzlich bei Prof. Hiittinger bedanken, der mir die
Moglichkeit gab, diese Masterarbeit in seiner Arbeitsgruppe zu machen und mir immer

gerne mit Rat und Tat zur Seite stand. DANKE.

Weiter mochte ich mich bei Nina, der ,,Frau vom Zemann“, bedanken. Sie war mir in
dieser Zeit nicht nur in praktischen und theoretischen Fragen eine liberaus groRe Hilfe,
sondern auch eine richtig gute Freundin. Darliber hinaus méchte ich mich fir die tollen
Gesprache, lustigen Stunden und die coolen Buttons bedanken. Als zukiinftige Mama

wird sie grolRartig sein. DANKE.

Neben diesen beiden haben jedoch auch noch andere Personen wie ,die Hilde” und

,die Moni“ mir die Zeit im Labor versiiRt, kulinarisch wie emotional. DANKE.

AuRerhalb des Labors habe ich vor allem meiner Familie zu danken. Meinen Eltern,
Wolfgang und Maria, meinem Bruder Stefan, seiner Freundin Ingrid und meiner
langjahrigen Freundin und fast schon Schwester Raphaela. lhre Unterstiitzung war mir

eine grofle Hilfe. DANKE.

Ein weiteres grofles Dankeschon gebiihrt meinen Studienkolleginnen und Freundinnen,
vor allem Bianca, Marie, Sandra und Kirsten, die mir das Studium erleichtert haben und

meine Freizeit mit einer Fille an freudigen Momenten geflillt haben. DANKE.

AbschlieBend mdchte ich all den Menschen danken, die mein Leben gepragt und mir
den Weg in die richtige Richtung gezeigt haben. Den Gallingern, den OC-lern der JKU,

den Nycomedianern aus Linz, den Chemiestudenten der JKU und vielen mehr. DANKE.

Ich widme diese Arbeit Julia Mikula, die am 8.4.2009 mit gerade mal 22 Jahren viel zu
frih von uns gegangen ist und der es leider nicht vergonnt war, das Studium der

Erndhrungswissenschaften zu vollenden.






Inhaltsverzeichnis

2

INHALTSVERZEICHNIS

ABBILDUNGSVERZEICHNIS ... \Y

TABELLENVERZEICHNIS ... IX

ABKURZUNGSVERZEICHNIS......cucviiieieteteieiriesesesssesssssesesesesessssesssessssssssesessssssssssens Xl

EINLEITUNG ...ttt ettt ettt ettt e e e e e et e e e e s e s e ee e e e s s e snnnneeeeeeeens 1

LITERATURUBERBLICK ......vcveuivetieteteeeeteteeteteeestete et teeesaeseesetensesesesseseasesesessesensesesenenas 3
R =1 G o] £=Y 4 £ [ Y () RSP 3

2.2 Strukturunterschiede: rekombinantes humanes Laktoferrin (rhLF) vs. bovines

1Y o T A T (o1 1 o) TSRO 7

2.2.1  AMINOSAUIESEOUENZ....uvvvvvivrerrrererererererererererrrerrrrerrrn 7
2.2.2  GlYKOSYHEIUNG c..evieieiiiiee ettt e e naaeee s 8
2.3 Aufnahme und TransSport VON LF.......ooeeeiiiiiiiieeee et 9
2.4 Signaltransduktion und Stimulierung der Genexpression durch LF................. 11
2.4.1 Mitogen activated protein kinase- Pathway (MAPK-Pathway) ................ 12

2.4.2 TGF-B- Rezeptor assoziierte cytoplasmatische Genregulatorproteine

(SIMAAS) ettt e e e e e e e e bb e e e e e e e seanes 16

2.5 Umbau der Extrazelluldarmatrix einer Zelle ..........ccocoeeriiiiiiiiiniiiiiiicicee, 20
2.5.1  Das PlasminOgenSySteM.......uciiiiiuiiieiniiiieeeriteeeesiee e erre e s e e s sire e e 20
2.5.2  Matrix Metalloproteinasen (MMPS) ........cccoviiveeeeiiieicirereeee e 21

2.5.3  ICAM-Laiiiiiiiii e 23



Inhaltsverzeichnis

3

4

MATERIAL UND METHODEN .....cccttiiieiiieieestte ettt sttt st 27
3.1 ZellKURUE @NIEEEN ..ci ittt s e e e e s sara e e e eaes 27
3.2 ZellproliferationNStests ...t 35
3.3 Gelatine-ZYMOZIramMIM .....ccooiiiiiiieiiee et ee e e e e e e e e s e sbabaereeeeessenastraneeas 38
3.4  Proteinbestimmung (Photometrisch) ......cccccoueeeiiiiiiiiiiee e 43
3.5 WESEEIN BIOT. .o it 45
3.6 Reverse Transkription- Polymerasekettenreaktion (rtPCR)........cccccceeeevnnnnneee. 53

ERGEBNISSE....... ettt st et s r e e e e e 63
4.1  Ergebnisse der Caco-2 Zellversuche.......coooiiiiieee e 65

4.1.1 Einfluss von rhLF auf die Aktivierung ausgewahlter Signalproteine in

undifferenzierten Caco-2 Zellen im Vergleich zu bLF .......cccceeevveevviinnnnneen. 65

4.1.2 Einfluss von rhLF auf die Expression ausgewadhlter Gene in

undifferenzierten Caco-2 Zellen im Vergleich zu bLF ........ccceevveeviennnnnenn. 67

4.1.3 Einfluss von rhLF auf die Aktivierung ausgewahlter Signalproteine in
differenzierten Caco-2 Zellen im Vergleich zu bLF .........cccoccvveeiiniiieeinnnen. 68

4.1.4 Einfluss von rhLF auf die Expression ausgewahlter Gene in differenzierten
Caco-2 Zellen im Vergleich ZUBLF ..o, 71

4.1.5 Einfluss von rhLF auf die Proliferationsrate von differenzierten Caco-2
Zellen in Vergleich ZU DLF ... 73

4.2  Ergebnisse der THP-1 Zellversuche ..., 75
4.2.1 Einfluss von rhLF auf die Aktivierung ausgewahlter Signalproteine in THP-

1 Monozyten im Vergleich ZUu BLF.........oooooiiiiiiiieiieeeeeee e 75



Inhaltsverzeichnis

4.2.2 Einfluss von rhLF auf die Expression ausgewadhlter Gene in THP-1
Monozyten im Vergleich Zu BLF.........oooovvviiiiiiiiiieeeeec e 79

4.2.3  Zymogramm Ergebnisse.....uu i 85
4.2.4 Signalproteinaktivierung nach Inhibierung des p38 MAPK pathways durch
SB202190 in THP-1 MONOZYLEN ..cceeviiiieee et e e e e 86

4.2.5 Beteiligung des p38 MAPK pathways an der LF- induzierten Stimulierung

von MMP-1, -9 und ICAM-1 ... 90

4.2.6 Einfluss von rhLF auf die Adhasionsfahigkeit von THP-1 Monozyten im
Vergleich zu einer Kontrollprobe........occuieiiviiieiiiiiiieeeeecceee e 92

4.2.7 Einfluss von rhLF auf die Proliferationsrate von THP-1 Monozyten im
Vergleich ZU BLF ...t e e 92

4.2.8 Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse........cccovvvecvncenececceenens 94

5 DISKUSSION ...ttt sttt s s s s n e e sne e s neeneesnneeas 95
5.1 Entwicklung des kindlichen Darms: rhLF vs. bLF ........ccccvviiiieiiiiiieeeeee, 95
5.1.1  Einfluss auf die Proliferation ...........ccooveeiiieiniiiiniieeeeeeeee e 95
5.1.2  Einfluss auf den immunmodulierenden Effekt ........cccccevviiiniiiinienniieens 96

5.2  Krebsentstehung und Metastasierung: rhLF vs. BLF .......cccceviiiviiiiiiieeeneeeiennns 99
5.2.1  Proliferationssteigerung/ -hemmung von Krebszellen.........cccccccoevveennn. 99
5.2.2  Differenzierung der Krebszellen.......cccccoeceiiiieeiiiiccccieeee e 101

5.3  Zusammenhang zwischen Signalaktivierung und Expressionssteigerung .....103

6 ZUSAMMENFASSUNG .....ooiiiiiiiiiieeeete et s 107
7 ABSTRACT ..ttt ettt et et e ne e s nnee 109
8  LITERATURVERZEICHNIS. ...ttt sttt s XVII



Inhaltsverzeichnis




Abbildungsverzeichnis

Il ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abb. 1: Laktoferrin Struktur [BAKER & BAKER, 2009].......cccoooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 3
Abb. 2: Oral zugefiihrtes bLF und der Darm [TOMITA et al., 2009]......c.ccccovvvvrrrrenreeernnns 5
Abb. 3: Mogliche Funktionen von LF [Brock et al., 1995]. ....covieiiiiiiiiieee e 6

Abb. 4: Sequenz der Disulfidschleife von (a) humanem und (b) bovinem Laktoferricin

[FARNAUD und EVANS, 2003]. ...coiiiiiierieereeniee ettt s nnees 7

Abb. 5: Verteilung der moglichen N-gebundenen Glykosylierungsstellen bei hLF und

BLF[BAKER & BAKER, 2009].....cccutiiiiiiiiirieieeireeseeeee ettt e 8
Abb. 6: Bindungsstellen des humane LF [LEGRAND et al., 2005]. ....cccveveeeeeeiiirveeeeeeeennnnns 9
Abb. 7: Bindungsmoglichkeit der LRP Liganden [HERZ et al., 2001]......ccccceeeevenrinnnnnnn. 10
Abb. 8: Signalkaskade des MAPK-Pathways [ROUX & BLENIS et al., 2004].................... 13
Abb. 9: Crosstalk zwischen p38 und ERK1/2 [SHARMA et al., 2003].....cccceevreevrveeennnnns 16

Abb. 10: Crosstalk zwischen Smad- und MAPK-Pathway [MASSAGUE et al., 2000]. .....18

Abb. 11: Vereinfachte Darstellung der Regulationsmechanismen im Abbauprozess der

Matrix [RUTSCHOW et al., 2006]. ....uuveeeeeeeeieiiiiieieee e e eecciiteeee e e e e eecvreree e e e e e e e enrraeeeeeeeeenns 23
Abb. 12: Diapedese von Polymorphonukledren Leukozyten [RHAMAN et al., 2009]....23

Abb. 13: Moglichkeiten zur ICAM-1 vermittelten Signalweiterleitung in Endothelzellen
wahrend der Leukozytenadhasion [RAHMAN et al., 2009]. ......ccccoiireeeeenieciiieeeee e, 25

Abb. 14: Reduktion von Methylthiazoltetrazoliumbromid (MTT) .....cccccveeeievieicnrreenn.n. 36
Abb. 15: Proteinleiter [in kDa] inklusive der Position der zu bestimmenden Proteine..50
Abb. 16: Schema der Anordnung der einzelnen Bestandteile der Transferkassette. ....51

Abb. 17: Einfluss von rhLF auf die Aktivierung ausgewahlter Signalproteine in undiff.

Caco-2 Zellen im Vergleich zu bLF mittels Western Blot (Zeitverlauf) .......ccccceeeeevnnnnnee. 66



Abbildungsverzeichnis

Abb. 18: Einfluss von rhLF auf die Expression ausgewdhlter Gene in undiff. Caco-2

Zellen im Vergleich zu BLF (ZeitVerlauf) ... ..eeeiiciieiiiiiieiiec et 67

Abb. 19: Einfluss von rhLF auf die Aktivierung ausgewahlter Signalproteine in diff.

Caco-2 Zellen im Vergleich zu bLF mittels Western Blot (Zeitverlauf) ......cccccccevennnneeen. 69

Abb. 20: Einfluss von rhLF auf die Aktivierung ausgewahlter Signalproteine in diff.

Caco-2 Zellen im Vergleich zu bLF mittels Western Blot (Konzentrationsverlauf)......... 71

Abb. 21: Einfluss von rhLF auf die Expression ausgewahlter Gene in diff. Caco-2 Zellen

im Vergleich zu bLF (Zeitverlauf)..... ..o e e 72

Abb. 22: Einfluss von rhLF auf die Expression ausgewadhlter Gene in diff. Caco-2 Zellen

im Vergleich zu bLF (Konzentrationsverlauf) ......cccceeieiiiiiciiieeiieeiireeeeec e, 73

Abb.23: Einfluss von rhLF auf die Proliferation von undiff. Caco-2 Zellen im Vergleich zu

DL et e e st r e nneen ea 74

Abb. 24: Einfluss von rhLF auf die Aktivierung ausgewahlter Signalproteine in THP-1

Monozyten im Vergleich zu bLF mittels Western Blot (Zeitverlauf)........cccccoeeeuveeennnen. 77

Abb. 25: Einfluss von rhLF auf die Aktivierung ausgewadhlter Signalproteine in THP-1

Monozyten im Vergleich zu bLF (Konzentrationsverlauf)..........cccoocvieeiiiiiieecccieeecee, 78

Abb. 26: Einfluss von rhLF auf die Expression ausgewahlter Gene in THP-1 Monozyten

im Vergleich zu DLF (ZeItVErlauf ). ettt st e er e ees e e sre enes 79

Abb. 27: Einfluss von rhLF auf die Expression ausgewadhlter Gene in THP-1 Monozyten

im Vergleich zu BLF. (ZeitvVerlauf 1) .......ueeeeeiiiiiiieeeee et eeerrreee e 82

Abb. 28: Einfluss von rhLF auf die Expression ausgewahlter Gene in THP-1 Monozyten

im Vergleich zu bLF (Konzentrationsverlauf) .......ccccccueviieiieeiiiciiice e 84

Abb. 29: Einfluss von rhLF auf die Enzymaktivitdt von Pro-MMP-9 in THP-1 Monozyten
IM VErgIEiCh ZU DLF oot e e s s aaae s 86

\



Abbildungsverzeichnis

Abb. 30: Kinase Aktivitat von p-p38 (schwarze Balken), ERK (strichlierte Balken) und
JNK (hellgraue Balken) nach 10-minttiger Inkubation mit SB202190 (0 bis 30000uM)
und 20ng/ml LPS in THP-1 Monozyten [Manthey et.al, 1998]. ......c.cccceevverireerreenieennns 87

Abb. 31: Signalproteinaktivierung nach Inhibierung des p-p38 Pathways durch 2uM
SB202190 in THP-1 Monozyten bei 4 stiindiger Inkubation mit jeweils 50ug/ml rhLF
und bLF mittels Western BlOt .......cc.uveiiviiie ettt e e e e 89

Abb. 32: Expression ausgewadhlter Gene nach Inhibierung der p-p38 abhangigen
MAPKAPK-2 Aktivierung durch SB202190 in THP-1 Monozyten nach 4 stindiger
Inkubation mit jeweils 50ug/ml rhLF und BLF ........oooviiiiiiicieeeeeee e 91

Abb. 33: Mikroskopische Darstellung von THP-1 Monozyten (Phasenkontrast) nach
eintagiger Inkubation mit (a) 1x PBS (Kontrollprobe), (b) 50ug/ml rhLF sowie (c) eine
10-fache VergroRRerung eines THP-1 AgEregates. ....cccvvvuvieeiiriieeieniieee e eseee e 92

Abb. 34: Einfluss von rhLF auf die Proliferation von THP-1 Monozyten im Vergleich zu

Vil



Abbildungsverzeichnis

Vil



Tabellenverzeichnis

Il TABELLENVERZEICHNIS

Tab. 1: Physikalische Charakteristiken von hLF und rhLF [LONNERDAL, 2002]................ 7
Tab. 2: Pipettierschema | zur Herstellung des Trenn- und Sammelgels. ........ccccuvueee.... 40
Tab. 3: Pipettierschema Il zur Herstellung des Trenn- und Sammelgels. ..........cccec....... 48
Tab. 4: Herstellung der prim. AK- LOSUNZEN ....ccovuiiiiiiiiiiieeiriieeeesieee e sireeessieeeessineee s 52
Tab. 5: Nukleotidsequenzen der forward and revert Primer .......cccccvvvveeeeeeeeccccvveeennnn. 56
Tab. 6: Pipettierschema fir den Mastermix der Umschreibung, .......cccceveeieeieinnnnnnn.n. 58
Tab. 7: Pipettierschema fir den Mastermix des PCR- ANSatzes.......cccovveeeeeeeeiccnvveneneenn. 59

Tab.8: Einfluss von rhLF sowie bLF (je. 50ug/ml) auf die Aktivierung ausgewadhlter
Signalproteine in undiff. Caco-2 Zellen nach 1- und 4-stiindiger Inkubation im Vergleich

ZUF KONEIOIIPIODE ...t ae e e s aees 65

Tab.9: Vergleich der Aktivierbarkeit ausgewdhlter Signalproteine nach 1- und 4-
stiindige Inkubation mit 50ug/ml LF in undiff. Caco-2 Zellen: rhLF vs. bLF.................... 65

Tab.10: Einfluss von rhLF sowie bLF (je. 50ug/ml) auf die Expression ausgewadhlter
Gene in diff. Caco-2 Zellen nach 1- und 4-stindiger Inkubation im Vergleich zur

Qo] a1 o] o] 4o] o =T PP UPPP 67

Tab.11: Vergleich der Expressionssteigerung ausgewahlter Gene nach 1- und 4-

stiindiger Inkubation mit 50ug/ml LF in diff. Caco-2 Zellen: rhLF vs. bLF....................... 67

Tab. 12: Einfluss von rhLF sowie bLF (je. 50ug/ml) auf die Aktivierung ausgewahlter
Signalproteine in diff. Caco-2 Zellen nach 1- und 4-stiindiger Inkubation im Vergleich

ZUF KONErOIIPIODE. ..t ae e s e aees 68

Tab. 13: Vergleich der Aktivierbarkeit ausgewahlter Signalproteine nach 1- und 4-
stiindiger Inkubation mit 50ug/ml LF in diff. Caco-2 Zellen: rhLF vs. bLF....................... 68



Tabellenverzeichnis

Tab. 14: Einfluss von rhLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50- und 500ug/ml) sowie
bLF (50ug/ml) auf die Aktivierung ausgewahlter Signalproteine in diff. Caco-2 Zellen

nach 4-stiindiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe. ........cccccovvviiieiniiieeinnnnen. 70

Tab. 15: Einfluss von rhLF sowie bLF (je. 50ug/ml) auf die Expression ausgewahlter
Gene in diff. Caco-2 Zellen nach 1- und 4-stiindiger Inkubation im Vergleich zur

oY aYdgo] [T o] o 1T PURPRR 71

Tab. 16: Vergleich der Expressionssteigerung ausgewadhlter Gene nach 1- und 4-

stiindiger Inkubation mit 50ug/ml LF in diff. Caco-2 Zellen: rhLF vs. bLF........cc.ccu....... 72

Tab. 17: Einfluss von rhLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50- und 500ug/ml) sowie
bLF (50pug/ml) auf die Expression ausgewahlter Gene in diff. Caco-2 Zellen nach 4-

stindiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe. .......ccocovvveeiiiiiiiicinieeeiec e 72

Tab. 18: Einfluss von rhLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5- und 50ug/ml) auf die
Proliferationrate undiff. Caco-2 Zellen nach 1- und 2-tagiger Inkubation im Vergleich

zur Kontrollprobe (Bestimmung mittels MTT-TeSt)......cccccvuereeiiiiie e e 73

Tab. 19: Einfluss von bLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5- und 50ug/ml) auf die
Proliferationrate undiff. Caco-2 Zellen nach 1- und 2-tagiger Inkubation im Vergleich

zur Kontrollprobe (Bestimmung mittels MTT-TeSt).....c.cccevverriiieriieeriee e ciee e 73

Tab. 20: Vergleich der Proliferation der Caco-2 Zellen nach 1- und 2-tagiger Inkubation

mit LF (in Bezug auf die Konzentration): rhLF vs. bLF (Bestimmung mittels MTT-Test). 74

Tab. 21: Einfluss von rhLF sowie bLF (je. 50ug/ml) auf die Aktivierung ausgewahlter
Signalproteine in THP-1 Monozyten nach 1- und 4-stiindiger Inkubation im Vergleich

F 4V IOl (ol a Y o] [T o] o 1T 76

Tab. 22: Vergleich der Aktivierbarkeit ausgewahlter Signalproteine nach 1- und 4-
stiindige Inkubation mit 50ug/ml LF in THP-1 Monozyten: rhLF vs. bLF.........cc.cc......... 76



Tabellenverzeichnis

Tab. 23: Einfluss von rhLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50- und 500ug/ml) sowie
bLF (50ug/ml) auf die Aktivierung ausgewahlter Signalproteine in THP-1 Monozyten

nach 1-stiindiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe. .......ccccccevvviiiiiniiieeinnee. 78

Tab. 24: Einfluss von rhLF sowie bLF (je. 50ug/ml) auf die Expression ausgewahlter
Gene in THP-1 Monozyten nach 1-, 4- und 24-stiindiger Inkubation im Vergleich zur

(o] N o] o] o] o 1T PPRRROt 81

Tab. 25: Vergleich der Expressionssteigerung ausgewahlter Gene nach 1-, 4- und 24-

stiindiger Inkubation mit 50ug/ml LF in THP-1 Monozyten: rhLF vs. bLF....................... 81

Tab. 26: Einfluss von rhLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50- und 500ug/ml) sowie
bLF (50ug/ml) auf die Expression ausgewahlter Gene in diff. Caco-2 Zellen nach 24-

stiindiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe. ........c.cccooeevmvieeiiiiiiiiiiiieeeeeceeeenns 83

Tab. 27: Einfluss von rhLF sowie bLF auf die Pro-MMP-9 Aktivitdt in THP-1 Monozyten

nach 3-tagiger Inkubation mit LF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50- und 500ug/ml).

Tab. 28: Vergleich der Aktivitdit von Pro-MMP-9 in THP-1 Monozyten nach 3-tagiger
Inkubation mit LF: rhLF vs. bLF (0,5-, 5-, 50- und 500Ug/MI)..cccuvvriiiiirrieeeeireeeeecieee e, 85

Tab. 29: Einfluss von p-p38 Signalweiterleitungsinhibitor SB202190 auf die
Aktivierbarkeit ausgewahlter Signaltransduktionsproteine nach 4-stiindiger Inkubation

mit 50ug/ml rhLF sowie bLF im Vergleich zur Kontrollprobe. .........ccoceeveviiiiieecieeennen. 88

Tab. 30: Vergleich der Aktivierbarkeit ausgewahlter Signaltransduktionsproteine nach
4-stindiger Inkubation mit 50ug/ml rhLF: inklusive vs. exklusive p-p38
Signalweiterleitungsinhibitor SB202190........cccoviiiiiiiiiiiie e saaee e 88

Tab. 31: Vergleich der Aktivierbarkeit ausgewahlter Signaltransduktionsproteine nach
4-stundiger Inkubation mit 50ug/ml DbLF: inklusive vs. exklusive p-p38
Signalweiterleitungsinhibitor SB202190.........ceeviiiiiiiiiiieeieeee e eereirrrereeeeeeenannes 88

Xl



Tabellenverzeichnis

Tab. 32: Einfluss von p-p38 Signalweiterleitungsinhibitor SB202190 auf die Expression
ausgewahlter Gene nach 4 stiindiger Inkubation mit 50ug/ml rhLF sowie bLF im

Vergleich zur KONtrollprobe. ... ..t 90

Tab. 33: Vergleich der Expression ausgewdahlter Gene nach 4-stlindiger Inkubation mit

50ug/ml rhLF: inklusive vs. exklusive p-p38 Signalweiterleitungsinhibitor SB202190...91

Tab. 34: Vergleich der Expression ausgewdahlter Gene nach 4-stiindiger Inkubation mit

50ug/ml bLF: inklusive vs. exklusive p-p38 Signalweiterleitungsinhibitor S8202190....91

Tab. 35: Einfluss von rhLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50 und 500ug/ml) auf die
Proliferationrate THP-1 Monozyten nach 1-, 2- und 3-tagiger Inkubation im Vergleich

P4V ol (oYY d o] ] T o] o 1TSS 93

Tab. 36: Einfluss von bLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50 und 500ug/ml) auf die
Proliferationrate THP-1 Monozyten nach 1-, 2- und 3-tagiger Inkubation im Vergleich

F 4V ol (ol a Y o] [T o] o 1T PR 93

Tab. 37: der Proliferation der Caco-2 Zellen nach 1-, 2- und 3-tagiger Inkubation mit LF

(in Bezug auf die Konzentration): rhLF vs. bLF (Bestimmung mittels MTT-Test) ........... 93

Xl



Abkirzungsverzeichnis

IV ABKURZUNGSVERZEICHNIS

a2M
Ala
ApoE
APS
Arg
Asn
ATP
bLF
BMPs
BSA
Caco-2
cDNA
c-Myc
Co-Smad
CREB
CTP
Cys
DEPC
DMEM
EDTA
EGF
EMMPRIN
ERK
EZM
FCS

G- Protein

Alpha-2 macroglobuline

Alanin

Apolipoprotein E

Ammoniumpersulfat

Arginin

Asparagin

Adenosintriphosphat

Bovines Laktoferrin

Bone Morphogenic Proteins

Bovines Serum Albumin

Human epithelial colorectal adenocarcinoma cells
Complementary DNA

Cellular Myelocytomatose-Onkogene
Common-partner Smad

cAMP response element-binding protein
Cytidintriphosphat

Cystein

Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Ethylendiamintetraessigsdure
Epidermal-Growth-Factor

Extracellular Matrix MetalloPRoteinase INducer
Extracellular regulated kinases
Extrazellularmatrix

Fetal Calv Serum

Guaninnucleotid-bindendes Protein

Xl


http://en.wikipedia.org/wiki/Epithelium
http://en.wikipedia.org/wiki/Colon_(anatomy)
http://en.wikipedia.org/wiki/Adenocarcinoma

Abkirzungsverzeichnis

GAPDH
GDP
Gln
Glu
Gly

GS Domaéne
GTP
Hela
HGF
ICAM
IL

INF
I-Smad
IKB
INK
kDa
KGF
LDL

LF
LFcin
LPS
LRP
MAPKs
MEF2C
MH
MMPs

mMRNA

XV

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Guanosindiphosphat

Glutamin

Glutaminsaure

Glycin

Domaéne mit Glycin/Serinresten
Guanosindiphosphat

Henrietta Lacks epitheliale Zervixkarzinomzellen
Hepatocyte Growth Factor
Inter-Cellular Adhesion Molecule
Interleukin

Interferon

Inhibitory- Smad

Inhibitory kappaB
c-Jun-amino-terminale-Kinase
kiloDalton

Keratinocyte Growth Factor

Low Density Lipoprotein

Laktoferrin

Laktoferricin

Lipopolysaccharid

LDL- Receptor-Related Protein
Mitogen-Activated Protein Kinases
Myocyte-specific enhancer factor 2C
Mad Homology

Matrix Metalloproteinasen

Messenger RNA



Abkirzungsverzeichnis

MT-MMPs
MTT
NADH
NADPH
NF-AT
NF-kB

NTP

PAI-1

PBS

PCR
PEN-STREP
PMA

PMN

RAW 264.7
Rel

RhoA

RNA
RNase
ROS

RPMI
R-Smad
RTK

rtPCR
SAPK
SARA

SDS

Ser

Membrane-type MMPs
Methylthiazoltetrazoliumbromid
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
nuclear factor of activated T-cells

Nuclear Factor-kappaB

Nukleosidtriphosphat

Plasminogen Activator Inhibitor-1
Phosphate-Buffered Saline (Phosphat-gepufferte Salzlésung)
Polymerase Chain Reaction
Penicillin-Streptomycin
Phorbol12-Myristate-13-Acetate
polymorphonukledre Leukozyten

Mouse leukaemic monocyte macrophage cell line
Transcription factor p65

Ras homolog gene family, member A
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Reactive Oxygen Species

Roswell Park Memorial Institute

Receptor -regulated Smad

Rezeptor Tyrosin Kinasen

reverse transcription Polymerase Chain Reaction
stress activated protein kinase

Smad Anchor for Receptor Activation
Sodium-dodecyl-sulfate

Serin

XV



Abkirzungsverzeichnis

SOS Son Of Sevenless

SRC Proonkogen der Tyrosinkinase (cellular sarcoma)
STAT Signal Transducers and Activators of Transcription
TBS Tris-Buffered Saline -Tris-gepufferte Salzl6sung
TEM transendotheliale Migration

TEMED N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin

TGF Transforming Growth Factor

THP-1 Human acute monocytic leukemia cell line

Thr Threonin

TIMPs Tissue Inhibitors of Metalloproteinases

TNF-a Tumor Nekrose Faktor-alpha

tPA tissue-type Plasminogen Activator

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan

Trp Tryptophan

TTP Thymidintriphosphat

Tween20 Polyoxyethylensorbitanmonolaurat

Tyr Tyrosin

uPA urokinase-type Plasminogen Activator

uPAR urokinase-type Plasminogen Activator Receptor
UV-Licht ultraviolettes Licht

Val Valin

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

Vs versus

WB Westernblot

XC Xylencyanol

XVI


http://en.wikipedia.org/wiki/Leukemia
http://en.wikipedia.org/wiki/Cell_line

Einleitung

1 EINLEITUNG

Laktoferrin (LF), ein rotlich gefarbtes Transferrin- dhnliches Glykoprotein, wurde
erstmals 1939 von Sorensen und Sorensen aus Kuhmilch isoliert [SORENSEN &
SORENSEN, 1939]. Studien zu den antimikrobiellen Effekten durch Arnold et al. (1977),
zu der immunmodulatorischen Aktivitat durch Broxmeyer et al. (1978) sowie Struktur-
aufklarende Experimente durch Spik et al. (1982) zahlen zu den Pionierarbeiten der
Erforschung von LF [ARNOLD et al.,, 1977, BROXMEYER et al., 1978; SPIK et al., 1982;
BAKER & BAKER, 2009].

Laktoferrin wird von den Epithelialzellen als apo-Form sekretiert und kann deshalb in
den meisten exokrinen Fllssigkeiten wie dem Speichel, der Magensdure, dem
Vaginalsekret, der Pankreas- und Gallenflissigkeit, den Tranen und vor allem in der
Muttermilch nachgewiesen werden [MONTREUIL et al., 1960]. Die Konzentration von
LF in der Muttermilch variiert von 1g/I (reife Milch) bis 7g/I (Kolostrum) [HOUGHTON
et al., 1985]. Zusitzlich wird LF wihrend des Ubergangs von Promyelozyten zu
Myelozyten synthetisiert und findet sich somit in den sekundaren Granula der
neutrophilen Granulozyten wieder [MASSON et al., 1969]. Wahrend einer
Entziindungsreaktion kann LF aus den sek. Granula freigesetzt werden, was zu einem
massiven Anstieg von LF im Plasma von einem Normalwert von 0,4-2mg/| auf bis zu
200mg/I bei Sepsis flihren kann [BENNETT et al., 1978; MAAKS et al., 1989]. Der
Plasmawert spiegelt jedoch nur ein Minimum der LF- Konzentration wider, da am
Entziindungsort selbst LF sofort an Glykosaminoglykane der Proteoglykane von

Zelloberflachen bindet [ZIERE et al., 1996; MANN et al., 1994; LEGRAND et al., 1997].

Zusatzlich zu den oben erwahnten Effekten wird Laktoferrin eine bedeutende Rolle bei
der Proliferation, Differenzierung und Migration von Zellen zugesprochen [WARD et
al., 2005]. Dabei wird LF nachgesagt, die Proliferation und Differenzierung normaler
Zellen zu stimulieren [HAGIWARA et al., 1995; YANAIHARA et al., 2000] und die der
malignen Zellen zu inhibieren [BEZAULT et al., 1994; WANG et al., 2000; WOLF et al.,
2003].
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In der vorliegenden Arbeit wird an Untersuchungen angeschlossen, die die Wirkung
von bLF auf Chondrozyten, THP-1 Monozyten, Hela-, Mef-, Mink- und Caco-2 Zellen
untersuchten. Dabei konzentrierte sich die Beobachtung auf die Aktivierung von p38
MAPK, ERK1/2 und Smad-2 Signalen, die Stimulierung ausgewahlter Zielgene und die
Proliferationssteigerung durch bLF. Die hier vorgelegten Experimente widmen sich der
Frage, ob ein Unterschied zwischen rhLF und bLF in Bezug auf die oben erwahnten
Signale (Analyse mittels Westernblot), die Expression von Extrazellularmatrix
modellierenden Proteinen (Analyse mittels rtPCR) und dem Wachstumsverhalten bei
Caco-2 Zellen (Bestimmung mittels MTT- Test) sowie THP-1 Monozyten

(Zellzahlbestimmung mittels Casy) besteht.

Das hier verwendete rekombinante humane Laktoferrin (rhLF) aus transgenem Reis
gleicht dem humanem Laktoferrin (hLF) in der N-terminaler Aminosauresequenz, dem
isoelektrischen Punkt, der Bindungskapazitat von Eisen, der Rezeptorbindungsfihigkeit
an Caco-2 Zellen, der antimikrobiellen Aktivitdt gegen humane Pathogene sowie dem
Widerstand gegen die Proteasedigestion. Einzig die posttranslationelle Glykosylierung

flhrt zu einem pflanzentypischen Ergebnis [NANDI et al., 2002].

Die Ergebnisse sollen die Entscheidung fir die effektivere LF Spezies als
immunmodulierender Faktor zur Anreicherung von Formulanahrung sowie als
proliferationshemmende Substanz bei der Bekdampfung bestimmter Tumorarten
erleichtern und einen Hinweis liefern welche molekularen Strukturen fir verschiedene

Wirkungen verantwortlich sind.
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2 LITERATURUBERBLICK

2.1 Laktoferrin (LF)

Sorensen und Sorensen gelang es im Jahr 1939 erstmals ein rot gefarbtes Protein in
boviner Milch nachzuweisen, das ebenfalls, wie das lachs- gefarbte Protein durch
Johannson aus humaner Milch, geringe Mengen an Eisen enthalt [GROVES et al., 1960].
Im Jahr 1960 erhielten beide Proteine (das aus humaner und das aus boviner Milch)
auf Grund der fir Transferrine typischen Eigenschaft, Eisen binden zu kénnen, den
Namen ,transferrin-like glycoprotein®, welche wir heute als Laktoferrine (LF) kennen

[TOMITA et al., 2009; BAKER & BAKER, 2009].

Laktoferrin (Abb. 1) ist ein 80kDa schweres, aus 703 Aminosauren bestehendes, Eisen-
bindendes Glykoprotein, das eine hohe strukturelle Homologie in verschiedenen
Spezien aufweist [GONZALES-CHAVES et al., 2009; LEVAY & VILJOEN, 1995]. Die
Polypeptidkette ist in 2 symmetrische Lappen (N- und C- Lappen) gefaltet, die sich zu
33-41% gleichen. Sie sind Uber eine Gelenkstruktur, bestehend aus einer 10 bis 15
Aminosduren langen a- Helix, zwischen den Aminosauren 333 und 345 verbunden und

verleihen somit LF eine gewisse Flexibilitat [BAKER & BAKER, 2009; GONZALES-CHAVES

et al., 2009].

Abb. 1: Laktoferrin (A) mit gebundenem Eisen, in rot eingezeichnet, und (B) ohne gebundenem Eisen.
Links erkennt man den N-Lappen, rechts den C-Lappen. Die a- Helices (C-terminal sowie die Verbindung
der Lappen) sind in blau abgebildet. Die Position der antimikrobiellen Einheit ist mittels strichliertem
Kreises eingezeichnet [BAKER & BAKER, 2009].
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Die Polypeptidkette tragt 2 Kohlenhydratgruppen, die Uber eine Asparaginyl-N-
acetylglucosamin Bindung mit dem Protein verbunden sind [JOLLES et al., 1976]. Der
N- Lappen wie auch der C- Lappen werden abermals in 2 Domanen eingeteilt (Domdne
| und 1), die sich anhand von a- Helix und B- Faltstruktur unterscheiden. Jeder dieser
Lappen kann, durch Synergie mit einem Carbonat- lon, ein Metall- Atom (Bsp.: Fe’"-,
Fe**-, cu®*-, Zn*- und Mn®*- lonen) binden [BAKER & BAKER, 2009; GONZALES-CHAVES
et al., 2009].

Die Stabilitat von LF zeigt sich bei Beobachtung der Magenpassage. Die Versuche von
Freiburghaus et al. ergaben, dass 60% des oral zugeflihrten bovinen LF intakt in den
Diinndarm Ubergefiihrt werden. Bei genauer Analyse des Mageninhaltes zeigte sich ein
Gehalt von nur 4,5% Laktoferricin B (LFcin B), einem typischen Hydrolyseprodukt von
bovinem LF [FREIBURGHAUS et al., 2009]. Die Absorption von Laktoferrin ins Blut wird
widerspriichlich diskutiert. Wahrend Wakabayashi et al. berichten, dass Daten darauf
hindeuten, dass keine Absorption von verdautem bLF ins Blut stattfindet [Wakabayashi
et al.,, 2004], konnte von Hutchens et al. eindeutig gezeigt werden, dass hLF der
Muttermilch durch den Saugling nicht nur absorbiert wird sonder auch, dass dieses fast

ausschlieBlich in intakter Form im Urin wiederzufinden war [HUTCHENS et al., 1991].

Nach Aufnahme von bLF durch die Nahrung und teilweiser Verdauung in Magen und
Darm konnen bLF und dessen Spaltprodukte anschlieRend an Rezeptoren der
Enterozyten und Immunzellen (dendritischen Zellen und Lymphozyten) des
intestinalen Epitheliums binden (Abb. 2) [TOMITA et al., 2009]. Mit der
Rezeptorbindung geht eine Aufnahme von bLF bzw. dessen Peptide und/ oder die
Auslosung von intrazelluldaren Signalkaskaden zur Stimulierung der Transkription
bestimmter Gene (z.Bsp. NOD-2, INF-B und IL-12p40 im Dinndarm von Mausen) einher
[Wakabayashi et al., 2006]. Die Immunzellen sind durch den Kontakt mit bLF in der
Lage, humorale Faktoren wie Zytokine (z.Bsp. IL-18, IL-10, INF-y) zu sekretieren
[KUHARA et al., 2000; Takakura et al., 2006], die dann durch Zirkulation zur erkrankten
Stelle gelangen. Neben der Sekretion von Zytokinen migrieren die stimulierten

Immunzellen selbst zur betroffenen Region. Ein Zusammenspiel aus humoralen
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Faktoren und Immunzellen folgt, welches Infektions- und Entziindungssymptome
verbessert und einer Karzinogese vorbeugen soll [WAKABAYASHI et al., 2006;
TERAGUCHI et al., 2004].

Ingested bLF and its digested peptides
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Abb. 2: Mechanismus des protektiven Effekts von oral zugefiihrtem bLF auf den Darm. bLF sowie dessen
Abbauprodukt Laktoferricin binden an Rezeptoren der Darm- Enterozyten und -Immunzellen
(dendritische Zellen und Lymphozyten) und fiihren somit zu einer Fiille an immunmodulierenden
Effekten [TOMITA et al., 2009].

Die Konzentrationen von LF im menschlichen Korper und dessen Flissigkeiten
unterscheiden sich gewebespezifisch. Im Plasma kommt LF in sehr geringer (~1ug/ml),
im Kolostrum, der Muttermilch und im Seminalplasma (0,4-1,9mg/ml) jedoch in
wesentlich héheren Konzentrationen vor. Abgesehen von dem Spitzenreiter Kolostrum
(5-7mg/ml) und Muttermilch (1-2mg/ml) lassen sich auch in Nabelschnurblut
(~25ug/ml), Vaginalsekret (<0,2mg/ml) und Tranenflissigkeit (2,2mg/ml) hohe
Konzentrationen feststellen. Der Review von Levay und Viljoen gibt jedoch zu
bedenken, dass die gemessenen Level an LF variieren kdnnen, was durch folgende
Ursachen erklart werden kann: (a) der verwendeten Analysemethode, (b) der
Aufbereitung der Probe, (c) dem Eisen- Status des LF und (d) der Lagerdauer der Probe
[LEVAY & VILIOEN, 1995]. Muttermilch enthélt durchschnittlich 1-2mg/ml LF. Durch die
Fahigkeit auch bei stark sauren pH-Werten (pH <3) sein gebundenes Eisen beibehalten
zu kénnen, wird LF zu einem wichtigen Eisen- Transporter [NANDI et al., 2002; SUZUKI
et al., 2002]. Die Konzentration von LF in der Muttermilch ist dem Alter des Sduglings
angepasst. Die hochste Konzentration an LF wird in der Anfangsmilch, dem Kolostrum,

gemessen. Danach sinkt der LF- Gehalt der Milch stetig. Das Verhaltnis von Eisen-
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gesattigtem LF (10%; genannt: holo-Form) zu Eisen- ungesattigten Isoformen (90%;

genannt: Apo-Form) bleibt in der Muttermilch jedoch stabil [BUCCIGROSSI et al., 2007].

Neben der Muttermilch kommt LF, wie schon zuvor erwahnt, in den sekundaren-
(spezifischen)- Granula der neutrophilen Granulozyten mit 17- 150pg/ 10’ Zellen vor
(umgerechnet: ~10mg/ml bzw. ~0,13mM, unter der Annahme eines Zellvolumens von
1,5*10 2| und einer Konznetration von 1,5*10 *!g/Zelle). Neutrophile Granulozyten
finden sich vermehrt am Ort der Entziindung und kénnen bei Entziindungsreaktionen
mit einer Freilassung von LF aus den sek. Granula antworten [DERIY et al., 2000; LEVAY

& VILIOEN, 1995].

Die Freilassung fiihrt zu einem massiven Anstieg von LF im Plasma von einem
Normalwert von 0,4-2ug/ml auf bis zu 200ug/ml bei Sepsis (umgerechnet:
~0,0025mM) [BENNETT et al., 1978; MAAKS et al., 1989]. Der Plasmawert spiegelt
jedoch nur die Spitze des Eisbergs wider, da am Entziindungsort selbst LF sofort an
Glykosaminoglykane der Proteoglykane von Zelloberflachen bindet [ZIERE et al., 1996;
MANN et al., 1994; LEGRAND et al., 1997].

Die Vielfalt der Wirkungen von LF kann auf (a) die unterschiedlichen Isoformen, (b) den
Grad der Glykosylierung, (c) die Tertiarstruktur (holo- oder apo- LF) und (d) den Grad
der Oligomerisation zurlickgefiihrt werden [GONZALES-CHAVES et al., 2009]. Die
Multifunktionalitat von LF im menschlichen Kérper hat Brock 1995 in einer Graphik

zusammengefasst (Abb. 3).
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Abb.3: Mogliche Funktionen von LF [Brock et al., 1995].
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2.2 Strukturunterschiede: rekombinantes humanes Laktoferrin (rhLF) vs. bovines

Laktoferrin (bLF)

2.2.1 Aminosauresequenz

Von den 9 bisher untersuchten Laktoferrinen (Mensch, Maus, Kuh, Pferd, Schwein,
Ziege, Schaf, Kamel und Biiffel) weisen die meisten eine sehr hohe Homologie (65- fast
100%) in Bezug auf die Aminosauresequenz auf. Der gréRte Unterschied wird zwischen
humanem LF und dem LF der Maus festgestellt, die sich lediglich zu 70% gleichen
[BAKER, 1994]. Die N-terminale Sequenz von rhLF ist jedoch dem des hLF ident (Tab. 1)
[LONNERDAL et al., 2002].

Tab. 1: Physikalische Charakteristiken von hLF und rhLF (aus Reis) [LONNERDAL, 2002].

Quelle GroRe (kDa) N-terminale Sequenz pl Glykosylierung  Zuckergehalt (%)
hLF 80,6 GlyArgArgArgArgSerValGInTrpCysAla 82 Ja 5,5
rhLF 78,5 GlyArgArgArgArgSerValGInTrp()Ala 8,2 Ja 2,9

Beobachtungen des Laktoferrin-Verdauungsproduktes, Laktoferricin  (LFcin),
verschiedener Spezien zeigen Unterschiede in Bezug auf die Aminosduresequenz.
Zwischen dem Pepsin- Verdauprodukt des LF aus der Muttermilch (Laktoferricin H) und
dem aus der Kuhmilch (Laktoferricin B) besteht ein beachtlicher Unterschied in Bezug

auf die Aminosduresequenz der N-terminalen Region (Abb. 4) [FARNAUD & EVANS,

2003].
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Abb. 4: Sequenz der Disulfidschleife von (a) humanem und (b) bovinem Laktoferricin. Positive Ladung
wird in Rot, andere in Blau dargestellt [FARNAUD & EVANS, 2003].
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Zwei Grundcharakteristika haben jedoch alle Laktoferrine gemein: der basische
Charakter des Proteins [BAKER & BAKER, 2009] und die zweifache intramolekulare
Sequenzwiederholung, die auf ein evolutiondres Ereignis der Genverdoppelung

hindeutet [METZ-BOUTIGUE et al., 1984].

2.2.2 Glykosylierung

Obgleich jedes bisher untersuchte LF glykosyliert vorliegt, weist LF einen Spezies-
spezifischen Unterschied in Bezug auf Anzahl und Ort der Glykosylierung auf. Das LF
der Maus hat eine potenzielle N-Glykosylierung (Asn476), humanes LF drei (Asn137,
Asn478 und Asn623) und das LF der Kuh, der Ziege sowie des Schafes jeweils fiinf (233,
281, 368, 476 und 545). Trotz sparlicher Datenlage kann davon ausgegangen werden,
dass von diesen Glykosylierungsstellen nicht alle auch tatsdchlich genutzt werden.
Normalerweise werden bei humanem LF tatsdchlich zwei Stellen (Asn137 und Asn478)
[HARIDAS et. al, 1995] und bei bovinem LF vier Stellen (Asn233, Asn368, Asn476 und
Asn545) [MOORE et. al, 1997] glykosyliert (Abb.5).

Abb. 5: Verteilung der moglichen N-gebundenen Glykosylierungsstellen. Rot: Mdogliche Glykosylierung
bei humanem LF. Orange: Mégliche Glykosylierung bei bovinem LF [BAKER & BAKER, 2009].

Rekombinantes humanes Laktoferrin (rhLF) aus Reis verhalt sich bei Versuchen der
dynamischen Differenzkalorimetrie dem humanen Laktoferrin sehr dhnlich, was auf
eine vergleichbare Struktur deutet. Weitere Studien konnten jedoch eine
unterschiedliche Glykosylierung der, aus verschiedenen Quellen stammenden,

Laktoferrine darlegen. So weist LF aus Saugermilch typische Glykane wie a-2,6-
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Neuraminsaure, B-1,4-Galaktose und a-1,6-Fukose auf, wadhrend LF aus Reis die
Pflanzen-typischen Glykane wie a-1,3-Fukose und -1,2-Xylose zeigt [SPIK et al., 1982;
FUJIYAMA et al., 2004]. Ein MALDI-MS Experiment von Lonnerdal (2002) zeigte einen
Unterschied im Molekulargewicht zwischen 78.5kDa fiir rhLF und 80,6kDa fiir hLF (Tab.
1), der sich ebenfalls durch die unterschiedliche Glykosylierung erklaren lasst.
Nachforschungen deckten auf, dass sich in rhLF Xylose befindet, jedoch Sialinsdure
fehlt, was fiir posttranslationelle Modifikation in Pflanzen typisch ist [LONNERDAL et
al., 2002].

2.3 Aufnahme und Transport von LF

Die kationische Natur von Laktoferrin ermdglicht dessen Bindung an anionische
Molekile. Dies fiihrt dazu, dass 80% aller LF Bindungen mit sulfatierten
Proteoglykanen stattfinden. Auch wenn deren Bindung mit einer Ka von 10°M
bescheiden ausfillt, findet sich dennoch eine dicht besiedelte Bindung von LF an

Zelloberflachen [LEGRAND et al., 1997; DAMIENS et al., 1998].

Die Bindung von LF an Glykosaminoglykane der Zelloberflichen scheint fir den
inflammatorischen Prozess wichtig zu sein. hLF verfligt Gber zwei basische Abschnitte
1GRRRSg und ,3RKVR3; [MANN et al., 1994], die fur die Bindung an sulfatierte Stellen
eines Proteoglykans wichtig sind (Abb. 6) [LEGRAND et al., 2005].
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Abb. 6: Bindungsstellen des humanen LF. (A) Position der N1 Domaéne. (B) Bindungsstellen fiir LPS,
Proteoglykane, apoE, LRP und Lymphozyt- Rezeptor [LEGRAND et al., 2005].
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Abgesehen von Proteoglykanen ist LF in der Lage an Zellrezeptoren zu binden. Die
Fahigkeit von LF als Ligand zu operieren steht mit dessen Fahigkeit zur
Signaltransduktion, Endozytose und Translokation in den Nukleus in Verbindung

[LEGRAND et al., 2004].

Laktoferrin bindet beispielsweise an Nukleolin. Dieses Protein arbeitet normalerweise
mit Proteoglykanen, sich in Teilung befindlichen Zellen, zusammen und kann bei LF-
Bindung fiir dessen Endozytose und Zellkerntranslokation sorgen [LEGRAND et al.,
2004]. Auf aktivierten Lymphozyten, Plattchen und Brustdrisenzellen konnte ein
105kDa schwerer Rezeptor identifiziert werden, der Nukleolin dhnelt, jedoch in Bezug
auf die Bindungsstellen am Rezeptor Unterschiede aufweist [MAZURIER et al., 1989;
LEVEUGLE et al., 1993; DAMIENS et al., 1998].

Ein weiterer sehr wichtiger LF Rezeptor an Zelloberflaichen ist das low-density
lipoproteinreceptor-related protein (LRP). LRP (Abb. 7) zeigte sich in der Vergangenheit
als wichtiger Endozytose Rezeptor fir LF, als mitogener LF- Rezeptor in Osteoblasten

[GREY, 2004] und als Oberflachenrezeptor in Immunzellen [LEGRAND et al., 2005].
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Abb. 7: Bindungsmoglichkeit der LRP Liganden an verschiedene Abschnitte von LRP. Rote Kreise: Cystein-
reiche Wiederholungen von Liganden-Bindungsstellen (in 4 Abschnitten des LRPs: 2, 8, 10 und 11).
Jedem Abschnitt folgen 1-4 homologe EGF Domanen (blaue Kreise) und YWTD Domaéanen (Wellenlinien).
Im cytoplsamatischen Bereich des LRP befinden sich NPxY Motive (Sternchen). Cluster-I bindet keine,
Cluster-Il und -IV die meisten der heute bekannten Liganden von LRP [HERZ et al., 2001].
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Neben den oben erwdhnten Funktionen wirkt LRP auf bestimmte Serin Proteasen und
Metalloproteinasen und erweist sich dadurch als wichtiger Regulator der
extrazellularen proteolytischen Aktivitat. Urokinase-type plasminogen activator (uPA)
und tissue-type plasminogen activator (tPA) sind Serin Proteasen, die Plasminogen
aktivieren und somit eine wichtige Rolle bei der Wundheilung, der Tumorinvasion und
der Zellmigration, in normaler wie pathologischer Situation, spielen [JOHNSEN et al.,

1998].

Neben Nukleolin und LRP sei abschlieRend noch ein 34kDa Protein erwahnt, das unter
reduzierenden Bedingungen auf Zelloberflichen des Intenstinaltrakts als weiterer LF-

Rezeptor entdeckt wurde [LONNERDAL et al., 2004; LONNERDAL et al., 2002].

2.4 Signaltransduktion und Stimulierung der Genexpression durch LF

Das Verhalten einer Zelle kann durch eine Vielzahl extrazellularer Signalmolekile
verandert werden. Externe Signale kdnnen allgemein durch Signalkaskaden verstarkt,

verteilt und auch molekular Gibersetzt werden [ABLERTS et al., 2005].

Laktoferrin wirkt ahnlich einem Zytokin als extrazelluldres Signal, das durch passende
Rezeptorbindung anschlieflend intrazellulare Signalproteine aktivieren und somit die
Expression bestimmter Gene beeinflussen kann. Abhadngig von der Zelllinie vermag LF
Signaltransduktionswege wie den NF- B Pathway [OH et al.,, 2004; HAVERSEN et al.,
2002], den MAP Kinase Pathway [YANHONG et al.,, 2008; OH et al., 2001] und den
Smad-2 Pathway [BRANDL et al., 2010] zu aktivieren. Im Fall des MAP Kinase Pathways
wurde neben der Stimulierung der extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2),
ebenfalls die Stimulierung der stressinduzierten Kinase p38 beobachtet [BRANDL et al.,

2010].

Die MAP Kinase Pathways (ERK1/2 sowie p38) werden mit essentiellen
zellregulatorischen Prozessen wie der Beeinflussung der Genexpression, der Mitose,

der Motilitat und der Differenzierung der Zelle sowie dem Zellwachstum und —tod in
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Verbindung gebracht [ROUX & BLENIS et al., 2004]. TGF-B Signale, die Gber Smad-2
vermittelt werden, fihren zu dhnlichen Effekten wie die ERK1/2 oder p38 Signale [TEN
DIJKE et al., 2002]. Der Aktivierung des NF- B Pathways wird vor allem im Bereich des
Immunsystems eine bedeutende Rolle zugeschrieben [GHOSH et al.,, 1998; LI und

VERMA, 2002].

2.4.1 Mitogen activated protein kinase- Pathway (MAPK-Pathway)

MAP-Kinasen zdhlen zu den Mitgliedern diskreter Signalkaskaden, deren Schwerpunkt
auf der Weiterleitung extrazellularer Signale liegt und die in der Lage sind,
fundamentale zelluldre Prozesse zu regulieren. Die 4 Subgruppen des MAPK- Pathways
umfassen (1) extracellular signal-regulated kinases (ERKs), (2) c-jun N-terminal or
stress-activated protein kinases (JNK/SAPK), (3) ERK5/big MAP kinasel (BMK1) und (4)
die p38 Gruppe der Proteinkinasen [COBB et al., 1991; SUGDEN et al., 1997].

MAPKs kdonnen durch ein breites Spektrum an Stimuli aktiviert werden (Abb. 8). Die
Aktivierung von ERK1 und ERK2 Ildauft meist Uber Wachstumsfaktoren und
Phorbolester, wahrend die Aktivierung von p38 und JNK Kinasen durch

Stresseinwirkung wie osmotischem Schock hervorgerufen wird [PEARSON et al., 2001].

MAPKKKs sind Serin/ Threonin Kinasen, die meist durch Phosphorylierung oder/ und
als Ergebnis der Interaktion kleiner GTP-bindenden Proteine der Ras/ Raf- Familie mit
extrazellularen Stimuli aktiviert werden. Die MAPKKK Aktivierung fihrt zur
Phosphorylierung und Aktivierung von MAPKK. Weiters ist MAPKK in der Lage, MAPK
mittels beidseitiger Phosphorylierung der zur Aktivierungsschleife der Subdomaéne ViIliI
gehorenden Threonin- and Tyrosin- Enden zu aktivieren [DAN et al., 2001; KOLCH et
al., 2000].

MAPKs zeigen ein weites Funktionsspektrum, welches durch Phosphorylierung
bestimmter  Substrate  wie  Phospholipasen,  Transkriptionsfaktoren  und

Zytoskelettproteine zustande kommt. MAPKs katalysieren aullerdem die
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Phosphorylierung und Aktivierung bestimmter Proteinkinasen, die MAPK- aktivierte

Protein Kinase (MKs) genannt werden [ROUX & BLENIS et al., 2004].

Alle MAPKs beinhalten eine TXY (Thr-X-Tyr) - Gruppierung in deren
Aktivierungsschleife. Die Phosphorylierung beider Aminosaduren, Threonin und Tyrosin,
ist fir die Aktivierung notwendig. Beispielsweise weist die ERK Familie ein TEY (Thr-

Glu-Tyr) Aktivierungsmotiv auf [COBB et al., 1995].

Mitogens Stress/cytokines Stimulus
MEKK1-4, DLK, MLK2
gﬁ_&f‘ SNT:; Tpl-2, ASK1, TAK1 MAPKKK
. TAO1/2
MEK1 MEK3 MEK4
MEK2 MEKS6 My | MAPKK
PDK1 { } | |
ERK1 p38 INK
\ ERK2 isoforms 1/2/3 MAPK
MNKA1
MSK2 MNK2 MK3 —
RSK3
RSK4

Abb. 8: Signalkaskade des MAPK-Pathways [ROUX & BLENIS et al., 2004].

2.4.1.1 Extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2)

ERK1/2, bekannt als Teil der klassischen mitogenen Kinase Kaskade, besteht aus den
MAPKKKs A-Raf, B-Raf, Raf-1, den MAPKKs MEK1 und MEK2 und den MAPKs ERK1 und
ERK2 (Abb. 8). ERK1 und -2 weisen eine Aminosaurelibereinstimmung von 83% auf und
kommen in verschiedenen Konzentrationen in Zellen unterschiedlichen Gewebes vor

[CHEN et al., 2001].

Die Aktivierung des ERK1/2 lauft ausgehend von der Stimulierung eines Rezeptors liber
SOS (son of sevenless) und Ras (ein kleines GTP- bindendes Protein; Aktivierung durch
GTP). Der Rezeptor zdhlt meist zu den Tyrosinkinase- (RTK) oder G- Protein
gekoppelten Rezeptoren [CAMPBELL et al., 1998, WOOD et al.,, 1992]. Dieser
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Nukleotidtausch erlaubt Ras mit darunterliegenden Effektoren wie der Serin/Threonin
Kinase Raf zu interagieren [GEYER et al., 1997]. Aktiviertes Raf bindet an MEK1 und
MEK2 und fihrt zu deren Phosphorylierung. Die aktivierten Signale sind abschlieBend
in der Lage ERK1 und ERK2 zu phosphorylieren [HALLBERG et al., 1994].

Aktiviertes ERK1/2 kann darauf folgend viele verschiedene Substrate in den
unterschiedlichsten Zellkompartimenten phosphorylieren. Dazu zéhlen
Membranproteine (z.Bsp. CD120a, Sky und Calnexin), nukledre Substrate (z.Bsp. SRC-1,
Pax6, NF-AT, Elk-1, MEF2, c-Fos, c-Myc und STAT3), Proteine des Zytoskeletts (z.Bsp.

Neurofilamente und Paxillin) sowie bestimmte MKs [CHEN et al., 2001].

Eine Schlisselfunktion von ERK1 und ERK2 ist die Regulation der Zellproliferation,
weshalb eine antikanzerogene Wirkung bei Inhibierung dieser Signale diskutiert wird

[KOHNO, 2003].

2.4.1.2 p38 MAPK
Ein weiterer MAPK-Pathway verlduft Gber p38, welches man auch unter den Begriffen
CSBP (cytokine supressive antiinflammatory drugs binding protein), mHogl, RK und

SAPK (stress- activated protein kinase)kennt [KYRIAKIS et al., 2001].

Der p38 MAPK- Pathway besteht aus mehreren MAPKKKs, MEKK1- 4, MLK2 und -3, DLK
ASK1, Tpl2 und Takl sowie den MAPKKs, MEK3 und MEK6 (bzw. MKK3 und -6), und
den 4 p38 Isoformen, a-, B-, y- und 6-p38 [KYRIAKIS et al., 2001]. Wahrend a- und B-
p38 Gene in allen Geweben exprimiert werden, werden y-p38 (auch ERK6 oder SAPK3
genannt) und &-p38 Gene (auch SAPK4 genannt) hingegen nur in ausgewdhlten
Geweben mit unterschiedlicher Konzentration exprimiert. y-p38 wird ausschlieflich im
Skelettmuskel, 6-p38 in Lunge, Niere, Hoden, Pankreas sowie Dinndarm exprimiert

[ONO & HAN et al., 2000].

MEK3 und MEK6 koénnen durch eine Vielzahl von MAPKKKs aktiviert werden, die

wiederum durch physikalische oder chemische Stresseinwirkung wie oxidativen Stress,
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UV Reizung, Hypoxie, Ischdmie, osmotischer Stress und Cytokine (IL-1 und TNF-a

inkludiert) aktiviert werden [CHEN et al., 2001].

MEK3 und MEK6 zeigen eine hohe Spezifitat fir p38 und sind nicht in der Lage ERK1/2
oder JNK zu aktivieren [BRANCHO et al., 2003]. Dariberhinaus ist es MEK6 jedoch
moglich alle p38 Isoformen zu aktivieren, MEK3 hingegen nur a- und B- p38 [ENSLEN et
al., 2000]. Phosphoryliertes p38 kann wiederum weitere Faktoren wie Elk-1, CHOP,
ATF-2, CREB und MEF2C aktivieren [HAZZALIN & MAHADEVAN, 2002]. CREB und ATF-2
kénnen anschlieBend an CRE Stellen (TGACGTCA) der Promotorregionen von Zielgene

binden und die Genexpression beeinflussen [SMEAL et al., 1994].

Die p38- Gruppe wird heute mit Entziindungsreaktionen, der Zellproliferation und —
differenzierung sowie dem Zellzyklus und —tod in Verbindung gebracht [NEW et al.,
1998]. Im Fall der Immunreaktion wird p38 eine tragende Rolle bei der Entscheidung
fir eine inflammatorische Reaktion zugeschrieben. p38 wird in Makrophagen,
Neutrophilen und T-Zellen durch inflammatorischer Mediatoren wie Zytokine,

Chemokine und bakterieller Lipopolysaccharide aktiviert [ONO et al., 2000].

2.4.1.3 Crosstalk zwischen p38 und ERK1/2

Die Bezeichnung ,Crosstalk” beschreibt das Zusammenspiel mehrerer
Signaltransduktionswege. So fiihrt ein Reiz oft (iber mehr als nur einen bestimmten
Signalweg zum Ziel bzw. kann bei Blockade eines Signals ein anderes stattdessen

aktiviert werden.

Zwischen p38 und ERK1/2 soll ein Crosstalk bestehen. Den Beweis dafir lieferte ein
Experiment von Xiao et. al (2002). Durch Blockade der ERK Aktivierung mittels PD
98059, einem spezifischen Inhibitor des upstream Signals MEK1/2, konnte eine
Steigerung der LPS- stimulierten p38 Phosphorylierung in RAW 264.7 Zellen gezeigt
werden. RAW 264.7 sind leukdmische Mause- Monozyten/ Makrophagen. Die
Inhibierung des p38 MAPK Signals mittels SB 203580 wiederum resultierte in einer
Steigerung der ERK und JNK Phosphorylierung [Xiao et al., 2002].

15



Literaturiberblick

Unter Verwendung derselben Inhibitoren, PD 98059 und SB 203580, konnte in einem
Experiment von SHARMA et. al (2003) abermals ein “Crosstalk” zwischen p38 und
ERK1/2 wahrend epithelialer Wundheilung beobachtet werden (Abb. 9). Dabei konnte
eine Beziehung zwischen der Migration der epithelialen Corneazellen und p38
Aktivierung sowie der Proliferation dieser Zellen und der ERK1/2 Aktivierung
festgestellt werden. Wurden beide Signalwege inhibiert, fihrte dies zu einem

sofortigen Stopp der Wundheilung [SHARMA et al., 2003].

Imjuny

HGF/ KGF

Upstream
Regulators
MEK1/2 (MAPK-K) (©) MKK3/6
Pnssosa—u /E\\\‘A l — sB03se0
ERKtw ¥~ — pi‘fi“‘“’“
M uclear}argets ® Muclear! Perinuclear Targets

Gell Migration
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Abb. 9: Crosstalk zwischen p38 und ERK1/2 wéhrend der Wundheilung von epithelialen Corneazellen.
Die Verletzung setzt Wachstumsfaktoren (HGF und KGF) frei, die an passende Rezeptoren binden und
den Crosstalk zwischen ERK1/2 und p38 induzieren und koordinieren [SHARMA et al., 2003].

2.4.2 TGF-B- Rezeptor assoziierte cytoplasmatische Genregulatorproteine (Smads)

Zu der TGF-B Superfamilie gehéren multifunktionelle Polypeptide (z.Bsp. TGF-B, Aktivin
und Bone morphogenic Proteins, BMPs), die vor allem zelluldre Prozesse in der
Frihphase der Entwicklung steuern. Ihre biologische Funktion wird mittels Bindung an
einen transmembranaren Serin/Threonin Kinase Rezeptor, Typ | und Typ Il Rezeptor
genannt, erzielt [ROBERTS et al., 1993; MASSAGUE et al., 1990]. Die Bindung des
dimeren Liganden an den TGF-B- Rezeptor fiihrt zur Bildung eines hetero-tetrameren

Rezeptorkomplexes. In diesem Komplex transphosphoryliert der zuvor konstitutiv
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autophosphorylierte Typ Il Rezeptor die GS Domane des Typ | Rezeptors [MOUSTAKAS
et al., 2002].

Der Typ | Rezeptor ist anschlieBend in der Lage eine Subklasse der Smads, die
Rezeptor-assoziierten Smads (R-Smads; Smad2 und Smad3) zu phosphorylieren. R-
Smads binden mit Hilfe ihrer C- terminalen Phosphoserin- Domane, dem Mad-
homology 2 (MH2), an die GS- Domane der L45 Schleife des Rezeptors [MOUSTAKAS et
al., 2002]. Das verantwortliche Protein fiir die Interaktion zwischen R-Smad und dem
Rezeptor nach TGF-B Aktivierung wird SARA (Smad Anchor for Receptor Activation)
genannt [TSUKAZAKI et al., 1998]. Die Phosphorylierung von R-Smads fiihrt zu einem
Affinitatsanstieg der R-Smads zu Co-Smads und zu einem Affinitatsverlust zu SARA

[MASSAGUE et al., 2000].

Die phosphorylierten R-Smads formen mit der zweiten Klasse der Smads, den Co-
Smads (Smad4 in Sdugern; Smad4 und Smad10 in Xenopus), Heteromere [LESUEUR et
al., 1999; HOWELL et al., 1999]. Die Stochiometrie dieser Komplexe sieht
folgendermaRen aus: Smad4 und zwei Smad3 Monomere formen ein Heterotrimer und
Smad4 und ein Smad2 Monomer formen ein Heterodimer [MOUSTAKAS et al., 2002].
Der R-Smad/ Co-Smad Komplex wird abschlieRend in den Nukleus transloziert und
erlangt somit die Moglichkeit die Genexpression zu beeinflussen [WRANA et al., 2000].
Die Beeinflussung der Genexpression kann dabei entweder direkt durch die Smad
Komplexe oder indirekt mit Hilfe von DNA-bindenden Proteinen wie FAST1, FAST2 und
Fos/Jun ablaufen [CHEN et al.,, 1996]. Die Bindung der DNA verlduft Gber die N-
terminale MH1 Domaéne der R-Smads [HILL et al., 1999]. Im Gegensatz zu MAD, Smad3
und Smad4 ist Smad2 nicht in der Lage direkt an DNA-Sequenzen zu binden. Dies zeigt,
dass trotz hoher Strukturidentitdt zwischen Smad2 und Smad3 die Funktion dieser
beiden Signalproteine unterschiedlich ausfallt. Lediglich die Insertion einer 30bp-
langen Sequenz kurz vor der DNA bindenden Haarnadelstruktur in der N-Domane von

Smad?2 fiihrt zu diesem Unterschied [SHI et al., 1998; YAGI et al., 1999].

Antagonistisch zu den oben erwdhnten Smads arbeiten die inhibitorischen Smads (I-

Smads, Smad6 und Smad7), indem sie durch Interaktion am Rezeptor die
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Phosphorylierung der R-Smads verhindern kdnnen. Zusatzlich kdnnen sie die Bildung
des R-Smad/ Smad4 Komplexes storen. Die Wirkung der |I-Smads kann als negative
Feedback Regulation angesehen werden, da Mitglieder der TGF-B Superfamilie selbst

die Transkription der I-Smads induzieren konnen [WRANA et al., 2000].

2.4.2.1 Crosstalk zwischen Smad- und MAPK-Pathway

Die Weiterleitung von TGF-B- Reizen wird nicht ausschliefRlich Giber die Smad Kaskade
durchgefiihrt. Aus einer Vielzahl an Versuchen ergab sich, dass ein komplexes
Netzwerk  von Crosstalks zwischen Smad Signalen und anderen
Signaltransduktionswegen besteht, welche die groRe Bandbreite der Wirkung von TGF-
B erkldaren [JAVELAUD & MAUVIEL, 2005]. In Sdugerzellen vermdgen drei MAPK-
Pathways den Smad- Pathway zu beeinflussen. Zu diesen drei Signalwegen gehoren
der (a) Ras-MEK-ERK Pathway, (b) MMK4/JNK und (c) MKK3/p38 Pathway (Abb. 10)
[MASSAGUE et al., 2000].
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Abb. 10: Crosstalk zwischen Smad- und MAPK-Pathway [MASSAGUE et al., 2000].
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Smads kénnen demnach (iber die TGF-B Rezeptor Kinase selbst oder auch tiber MAPKs
phosphoryliert werden. Die Phosphorylierung der R-Smads mittels MAPKs scheint ihre
transkriptionelle Funktion und die Kapazitat der Translokation in den Nukleus zu

regulieren [MASSAGUE & CHEN, 2000].

Smad2 kann ebenfalls durch MAPKKK1 (MEKK1), einem Aktivator des SAPK/JNK-
Pathways, aktiviert werden. Dabei fiihrt die Phosphorylierung von Smad2 mittels
MEKK1 zu einer Steigerung der Smad2- Smad4 Interaktion, der Akkumulation im
Nukleus und der Assoziation von Smad2 mit dem Transkriptionskoaktivator CBP (CREB-

bindendes Protein) [BROWN et al., 1999].

Durch onkogenes Ras sowie die aktivierte MAPKK1, MEK1, kann nicht nur ERK aktiviert,
sondern auch die Phosphorylierung der Bindungsstelle von TGF-B aktiviertem Smad2
und Smad3 induziert werden. Dadurch wird die TGF-B induzierte Akkumulation von
Smad2 und Smad3 in den Nukleus und die Smad-abhangige Transkription unterdrickt

[KRETZSCHMAR et al., 1999].

Durch Tyrosin Kinase Rezeptor Aktivierung (z.Bsp: TGF-B Typ | Rezeptor, Aktivin Typ IB
Rezeptor, BMP Typ | Rezeptor) kann es zu zusatzlichen inhibitorischen Effekten
gegeniber dem Smad- Signal kommen, da die Expression der Inhibitor-Smads, Smad6

und Smad7, induziert wird [AFRAKHTE et al., 1998].

Gelingt es dem heterodimeren Smad Komplex jedoch in den Zellkern zu translozieren,
kann dieser mit einer Reihe von Transkriptionsfaktoren interagieren, die wiederum
selbst durch diverse Signaltransduktionswege reguliert werden. Beispielsweise flihren
Reize wie UV Strahlung, Stress und mitogene Wachstumsfaktoren zu einer Aktivierung
des MAPK-Pathways. Der MAPK-Pathway wiederum fihrt zur Aktivierung von Jun
Kinase und somit zur Aktivierung von c-Jun. Die TGF-B induzierte Transkription von
Promotoren mit TGF-B abhdngigen AP-1- und Smad- Bindungsstellen wird durch die
Aktivierung des c-Jun-c-Fos- Komplexes mittels MAPK/JNK Kaskade reguliert. Die
Promotoren spiegeln moglicherweise das Ziel der Konvergenz der beiden

Signaltransduktionswege wider [ZHANG & DERYNCKRYNCK, 1999].
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2.5 Umbau der Extrazelluldrmatrix einer Zelle

Die Extrazellularmatrix (EZM) schafft fiir Zellverbdande ein Gerist, welches durch seine
komplexe und dynamische Struktur, bestehend aus Proteinen (Kollagen, Elastin,
Laminin, Fibronektin und Proteoglykane), direkt mit Zellen interagieren kann.
Zusatzlich bietet die EZM vielen biologisch aktiven Molekillen wie Zytokinen, pro-
angiogenen Faktoren (VEGF, TGF-B) und Wachstumsfaktoren ein Reservoir. Die
Remodellierung der EZM einer Zelle stellt eine sehr wichtige Phase wahrend
verschiedenster physiologischer Prozesse, wie der Morphogenese/Entwicklung und
Reparatur bestimmter Gewebe, aber auch der pathologischen Veranderungen (Bsp:
kardiovaskularen Erkrankungen) dar [EGEBLAD et al., 2002; STERNLICHT et al., 2001].
Fiir den Umbau der EZM und der daraus resultierenden Funktionalisierung der Zelle
sind eine Vielzahl EZM- modellierender Faktoren wie beispielsweise das
Plasminogensystem (2.4.3.1), die Matrixmetalloproteinasen (2.4.3.2) und

Adhéasionsmolekiile wie ICAM-1 verantwortlich (2.4.3.3).

2.5.1 Das Plasminogensystem

Urokinase-type plasminogen activator (UPA) und tissue- type plasminogen activator
(tPA) zdhlen zu den Serinproteasen, die fiir die Aktivierung von Plasminogen
verantwortlich sind. Sie spielen bei der Wundheilung, Tumorinvasion und der
Zellmigration eine wichtige Rolle [JOHNSEN et al., 1998]. Plasminogen Aktivatoren
finden sich vor allem in normalen, jungen und proliferationsfahigen Zellen. Sie werden
auf transkriptioneller sowie posttranskriptioneller Ebene reguliert und als Proenzym in
den Extrazellularraum abgegeben, um anschlieBend unter bestimmten Bedingungen in
ihre aktive Form umgewandelt zu werden [WEST et al., 1996]. Durch Interaktion des
Uberwiegend zellassoziierten uPAs mit passendem Rezeptor, uPAR, wird eine
proteolytische Kaskade ausgel6st, die zur Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin
fihrt, welches dadurch in der Lage ist Matrixmetalloproteinasen zu aktivieren [HERZ et

al., 1992].
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Neben den Aktivatoren werden von den Zellen auch Inhibitoren wie PAI-1 (in
Fibroblasten und Endothelzellen), PAI-2 (in Plazenta und Makrophagen), PAI-3 (in Urin)
und die Protease Nexin sekretiert. Die letzten Beiden werden zwar mit Serin-
Proteaseinhibierung, aber nicht mit Plasminogen Aktivator Inhibierung in Verbindung

gebracht [CHMIELEWSKA et al., 1983].

Der Plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) ist ein 50kDa schweres Glykoprotein, das
in zwei Formen vorkommt, wobei die aktive Form als Komplex mit Vitronektin
erscheint [VAN MOURIK et al., 1984; WIMAN et al., 1988]. Der mRNA Level von PAI-1
wird Uber eine Vielzahl an Zytokinen (Bsp: Insulin, IL-1 und LPS) reguliert [EMEIS und
KOOISTRA, 1986; ALESSI et al., 1988; RICCIO et al., 1988]. PAI-1 kann mittels stabiler
Komplexbildung mit uPA den proteolytischen Pathway regulieren. Der Komplex wird
zusammen mit uPAR internalisiert und abgebaut. Dieser Prozess wird Gber LRP oder
auch andere Mitglieder der LDL- Rezeptorfamilie mediiert [HERZ et al., 1992; NYKJAER
et al., 1992].

2.5.2 Matrix Metalloproteinasen (MMPs)

Der Abbau von Kollagen ist ein wichtiger Vorgang bei der Remodellierung der
Extrazellularmatrix (EZM) einer Zelle und wird vor allem durch Matrix
Metalloproteinasen (MMPs) und Serin- Proteinasen bewaltigt. Zur Familie der MMPs
zahlen 20 Zink- abhangige Enzyme, die unter normalen Bedingungen in Fibroblasten
und Myozyten und wahrend einer Entziindungsreaktion in Makrophagen und

Lymphozyten exprimiert werden [WOESSNER & NAGASE, 2000].

MMPs konnen entweder als Proenzym in den Extrazelluldrraum abgegeben werden
oder membrangebunden vorkommen. Die katalytische Domadne am extrazelluldren C-
Terminus der MMPs ist fiir die Substratspezifitat und die spezifische Bindungsfahigkeit
an EZM Proteine verantwortlich [WOESSNER & NAGASE, 2000; WOESSNER et al.,
1998].
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Mit Hilfe der Substratspezifitdit lassen sich die sekretierten MMPs in drei
unterschiedliche Gruppen einteilen: (a) Kollagenasen (MMP-1, -8 und -13), (b)
Gelatinasen (MMP-2 und -9) und (c) dem stromelysin- dhnlichen MMP-3 [RUTSCHOW
et al., 2006]. Kollagenasen zersetzen Kollagenfibrillen in |6sliche Fragmente [JEFFREY et
al., 1998]. Die Spaltung dieser Fragmente wird dann mittels Gelatinasen fortgesetzt
[THOMAS et al., 1998; COKER et al., 1998]. Das Stromelysin-dhnliche MMP-3 zersetzt
nicht nur eine Vielzahl an Verbindungen der EZM sondern kann dariberhinaus auch
inaktive Pro-MMPs in ihre aktive Form Utberfihren [NAGAOKA et al., 2000; TAO et al.,
2004].

Die Gruppe der membrangebundenen MMPs (Membran Typ- MMP, MT-MMP) ist
ebenfalls an der Remodellierung der Matrix beteiligt. Einerseits an der Interaktion von
fibrilldarem Kollagen mit Komponenten der Basalmembran und andererseits an der

Aktivierung der Pro-MMPs als direkter Aktivator[MIYAMORI et al., 2000].

Neben den EZM Verbindungen zahlen auch nicht-Matrix Proteine wie Zytokine,
Rezeptoren und Adhasionsmolekiile zu den Zielsubstraten [DIEKMANN et al., 1994;
FOWLKES et al.,, 1994; KRIDEL et al.,, 2001], wodurch sich weitere Funktionen der
MMPs erklaren lassen. MMPs spielen beispielsweise bei der Wachstumsregulation, der
Induktion verschiedener Pathways und der Angiogenese eine Rolle [EGEBLAD et al.,

2002].

Wie stark die EZM von MMPs abgebaut wird, hdangt von einem streng kontrollierten
Netzwerk ab (Abb. 11). (A) Kontrolle der Transkription Uber Zytokine oder
Wachstumsfaktoren. (B) Aktivierung der Pro-Enzyme mittels Serinproteasen (Plasmin
System), MT-MMPs oder Stromelysine. (C) Inhibierung der aktivierten MMPs mit Hilfe
von a,-Makroglobulin  bzw. den Gewebe-spezifischen MMP-Inhibitoren (tissue

inhibitors of MMPs 1-4; TIMP1-4) [BREW et al., 2000; RUTSCHOW et al., 2006].
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Abb. 11: Vereinfachte Darstellung der Regulationsmechanismen im Abbauprozess der Matrix
[RUTSCHOW et al., 2006].

2.53 [CAM-1

Fir die transendotheliale Migration (TEM) bzw. Diapedese von polymorphonukledren
Leukozyten (PMN) durch die endotheliale Barriere zum Entziindungsherd, sind
Adhédsionsmolekiile auf der Zelloberfliche der Endothelzellen sowie passenden

Rezeptoren auf der Zelloberflache der Leukozyten unerlasslich (Abb. 12) [RHAMAN et

al., 2009].
@ L-Selectin < Selectins @ PSGL-1
l ICAM-1 O B-integrin = B-integrin (activated)
Resting PMN Shear siress
Wy |:’|>
; :@ Resting endothelium
No Interaction
Interstitium
M P-selectin
C Capture and Ralling|
Activated endothelium
C - - - -
| Firm Adhesion | | Spreading and Crawling |

Abb. 12: Diapedese von Polymorphonukledren Leukozyten (PMN). (A) die PMN exprimieren Selektine,
die jedoch nicht auf dem Endothel exprimiert sind, weshalb eine Interaktion ausbleibt. (B) Die
Stimulation des Endothels mittels proinflammatorischen Mediatoren fihrt zur Expression von
Selektinen. Eine Interaktion, in Form einer rollenden Bewegung der Leukozyten entlang des Endothels,
findet statt, die wiederum zur Aktivierung von B-2 Integrin fiihrt. (C) Interaktion zwischen B-2 Integrin
und ICAM-1 |6st einen Stillstand des Rollens aus und ermoglicht die TEM der PMN [RHAMAN et al.,
2009].
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Zuerst rollen PMN entlang der GefaBwand. Der Kontakt, vermittelt durch
Adhésionsmolekiile wie 1-Selektin (CD62L), E-Selektin (CD62E), P-Selektin (CD62P) und
Ligand-1 (PSGL-1), dauert weniger als 25ms an, weshalb eine rollende Bewegung der
PMN beobachtet wird [JONES et al., 1993; KANSAS et al., 1996; LAWRENCE et al., 1993;
SIMON & GOLDSMITH, 2002]. Am Ort der Entziindung kommt es durch gesteigerte
Bereitstellung des interzellularen Adhé&sionsmolekiil-1 (intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1; CD54) auf der Zelloberfliche des entziindeten Endothels
[ALBELDA et al., 1994] und der Aktivierung der passenden Rezeptoren, B-2 Integrin,
LFa-1 (aLB2, CD11a/CD18) und Mac-1 (aMB2, CD11b/CD18), auf der Zelloberflache der
Leukozyten zum Stillstand der rollenden Bewegung [DIACOVO et al., 1996; DIAMOND
et al., 1990; MARLIN & SPRINGER, 1987].

Die Bindung von ICAM-1 an B-2 Integrin fUhrt zur stabilen Adhdsion, die den
Leukozyten die Moglichkeit bietet, durch das Endothel zum Herd der Entziindung zu
migrieren. Der Weg der Leukozyten durch das Endothel erfolgt nicht nur para- sondern
auch transzellular. Wahrend das Selektin- vermittelte Rollen und die ICAM-1
vermittelte Adhasion wahrend der TEM der Leukozyten als wissenschaftlich anerkannt
gelten, bleibt die Frage, warum und ob Leukozyten para- oder transzellular
einwandern, groRtenteils unbeantwortet [FURIE & McHUGH, 1989; GOPALAN et al.,
2000]. Fur die transzellulare Diapedese scheinen verschiedene Faktoren verantwortlich
zu sein. Als mogliche Faktoren werden der Leukozytentyp, die Summe der Signale
sowie das Stadium der Adhasion zwischen Leukozyten und Endothel diskutiert [PETRI
& BIXEL, 2006]. Vor allem die Dichte und die Verteilung von ICAM-1 auf der
Zelloberflache entscheiden, welchen Weg die TEM der Leukozyten nimmt [YANG et
al., 2005].

Das Glykoprotein ICAM-1 ist ein Mitglied der Immunglobulinsuperfamilie. Es ist 505
Aminosauren lang und weist ein Molekulargewicht von 76- 114kDa auf, welches von
der Gewebe- spezifischen Glykosylierung abhangig ist. Die Expression von ICAM-1 wird
durch eine Vielzahl von Signalen vermittelt. [SPRINGER et al., 1990; STAUNTON et al.,

1988]). (A) ROS, die zuvor durch extra- sowie intrazelluldre Liganden-Rezeptor-
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Interaktionen gebildet wurden, scheinen wichtige Signalfunktionen im Mechanismus
der ICAM-1 Expression in Endothelzellen zu haben. (B) PKC spielt bei der Promotion
der ICAM-1 Expression eine wichtige Rolle. (C) PI3 Kinase und sein downstream
Zielmolekil Akt sind in der Lage, die ICAM-1 Expression zu regulieren. (D) GTPasen
zeigen ebenfalls, dass sie einen kritischen Einflussfaktor fiir die ICAM-1 Expression
darstellen. (E) Uber den Einfluss von MAPK Signalen wird noch diskutiert. Manche
Studien zeigen einen Einfluss von p38 MAPK, JNK und ERK1/2. Wenn die Stimulierung
Uber MAPK Signale verlauft, geschieht dies meist unter Mitwirken von NF-kB [RAHMAN
et al., 2009].

Durch Ligation neu exprimiertem und in der Zellmembran verankertem ICAM-1 ist
diese wiederum in der Lage eine Vielzahl von Signaltransduktionswegen zu aktivieren
(Abb. 13). Zu diesen zahlen: (A) RhoA, (B) ERK, und (C) JNK Aktivierung sowie (D) ROS
Generierung und Src Aktivierung [RAHMAN et al., 2009].

25 ICAM-1
| .
LINK Vo G
1 | {
; ¥ LY
T —
(gFos) VCAM-1 MEKK3T®) [ pax
L 8- D Paxillin
- Cortactin
RANTES 8y cos
RhoA R p130
c-Fos ¥
Cytoplasm l
b
Cytoskeletal
T changes

Nucleus

Abb. 13: Moglichkeiten zur ICAM-1 vermittelten Signalweiterleitung in Endothelzellen wahrend der

Leukozytenadhdsion [RAHMAN et al., 2009].

25



Literaturiberblick

26
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Zellkultur anlegen

3.1.1 Verwendete Gerite/Materialien/Reagenzien

3.1.1.1 Fir die Kultivierung der Zellen:

Laminar Flow Hood Biosafe 2

Brutschrank Queue

Mikroskop

Cell Counter + Analyser System Model TT (Casy®1)

Wasserbad Thermo- Boy

Trockenschrank

Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen:
« 6- Well- Platten (Wachstumsflache: 9,6cm/Well)
« 12- Well- Platten (Wachstumsflache: 3,8cm/W.)
« 96- Well- Platten (Wachstumsflache: 0,32cm/W.)

Sterilfilter (0,2um Porendurchmesser)

Megafuge 1.0R

Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Fetales Kdlberserum (FCS)

L-Glutamin (2mM; 200mM in 0,85% NaCl Losung)

Penicillin- Streptomycin [PEN- STREP

(100U/ml; 10.000U/ml)]

Ethanol 70%

Trypsin/ EDTA

Ehret

Sanova

Zeiss Axiovert 135
Scharfe Systeme GmbH
MGW Lauda

Binder

Greiner

Greiner

Greiner

Greiner

Sartorius

Heraeus

Biochrom AG
BioWhittaker®, Lonza
Gibco

PAA; BioWhittaker®, Lonza

PAA; BioWhittaker®, Lonza

MERCK

PAA
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Bovines Serum Albumin (BSA)

Bovines Laktoferrin (bLF)

Rekombinantes Humanes Laktoferrin (rhLF)
Phosphate- Buffered Saline [1*PBS (steril filtriert)]

Phorbol 12- Myristate- 13- Acetate (PMA)

3.1.1.2 Fir das Lysieren der Zellen:

Zentrifuge
5xPBS, pH= 7,4; 1000mi:
« 40g NaCl
o 14,5g Na,HPO4 12 H,0
. 1gKH,PO,
. 1gKcCl
« 1M NaOH zur Einstellung des pH- Wertes
« Agqua dest. (auffillen bis zur 11 Marke)
peqGOLD TriFast™
Lysis Buffer, pH=7,2; 100mil:
« 876,6mg Tris- (hydroxymethyl)- aminoethan
« 876,6mg NaCl
« 74,4mgEDTA
« 0,5ml0,5% Nonidet- P
« HCI(37%) zur Einstellung des pH- Wertes
« Aqua dest. (auffiillen bis zur 100ml Marke)

Protease Inhibitor Cocktail

28

Amresco
Morinaga Milk Industry

Sigma Aldrich

Sigma

Eppendorf 5417R

Roth

MERCK
MERCK
MERCK

MERCK

PEQLAB

Roth
Roth
MERCK
UsB

MERCK
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3.1.2 Methode

Die Zellkultur findet vor allem in der Grundlagenforschung Verwendung. Zusatzlich zu
Zellprozessen, wie Proliferation, Migration und Differenzierung, lassen sich zugrunde
liegende Effekte, wie Genexpressionen, zugehorige Signaltransduktionswege oder auch

Immunreaktionen beobachten.

Ausgehend von einer Primarkultur (Stammkultur oder Stock genannt), bestehend aus
tierischen oder humanen Zellen, entnommen aus verschiedensten Geweben, wie Haut,
Niere, Leber usw., werden Zellkulturen angelegt. Neben der Primarkultur kann auch
mit einer immortalisierten (unsterblichen) Zellinie gearbeitet werden, wobei eine

Zelllinie unbegrenz fortpflanzungsfahige Zellen einer Gewebeart darstellt.

Fir die folgenden Experimente werden sowohl adhdrente, d.h. auf der Oberflache
wachsende, Zellen (humane, epitheliale, colorektale, Adenokarzinom- Zellen- 2; Caco-
2 Zellen) sowie im Nadhrmedium schwimmende Suspensionszellen (humane,
leukdmische Monozyten; THP-1 Monozyten) eingesetzt. Neben ausreichender
Nahrung, dem passenden pH-Wert, einer 5%igen CO,- Atmosphare, einer
Bruttemperatur von 37°C und einer antibakteriellen Umgebung verlangen
Suspensions- sowie adhdrente Zellen nach ausreichender Wachstumsmaoglichkeit,
weshalb spatestens beim Erreichen der Konfluenz passagiert werden muss. Um die
Zellen von der Oberflache zu I6sen und neu zu kultivieren (passagieren) setzt man die

Protease Trypsin ein.

Die Zellkulturen werden mit den zu untersuchenden Substanzen (in den folgenden
Versuchen: bovines- sowie rekombinantes humes Laktoferrin) fiir eine bestimmte Zeit
im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Je nach Methode werden die Zellen dann entweder
in ihrem Verhalten beobachtet (Beobachtung der Zelladhasion unter dem Mikroskop)
oder fir die darauf folgende Bestimmung lysiert (Bestimmung der Signaltransduktion

mittels Westernblot; Bestimmung der Genexpression mittels rtPCR).
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3.1.3 Durchfilhrung

3.1.3.1 Kultivierung von Caco-2 Zellen

Herstellung des Mediums fiir die Caco-2 Zellkultur

Um gebrauchsfertiges Medium zu erhalten werden 500ml des Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) mit 50ml fetalen Kalber Serum (engl.: fetal calv serum; FCS),
5ml 200mM L-Glutamin und 5ml 10.000U/ml Penicillin-Streptomycin (PEN-STREP)
versetzt. Das FCS wie auch das L-Glutamin soll den Zellen als Nahrung dienen, das PEN-
STREP hingegen soll unerwiinschtes Bakterienwachstum hemmen. Das Medium wird

bei 4°C gelagert und vor Gebrauch auf 37°C im Wasserbad erwarmt.
Herstellung des Mediums fiir die THP-1 Zellkultur

Zur Herstellung des RPMI 1640 (RPMI: Roswell Park Memorial Institute) werden 104,3g
des Mediumpulvers unter Rithren in 91 Aqua dest. gelost, der pH-Wert mit 37%iger HCI
auf 7,25 eingestellt und danach mit Aqua dest. auf 10l aufgefillt. Durch das Pumpen
Uber einen Filter mit einem Porendurchmesser von 0,2um wird das Medium sterilisiert
und kann anschlieBend in 450ml Portionen in sterile 500ml Glasflaschen abgefiillt
werden. Auch dem RPMI 1640 Medium werden 10% FCS, 2mM L-Glutamin und
100U/ml Penicillin sowie 0,1mg/ml Streptomycin in gleichen Mengen wie dem DMEM
zugesetzt. Das Medium wird bei 4°C gelagert und vor Gebrauch auf 37°C am

Wasserbad erwarmt.
Kultivieren der Zellen

Wenn Zellkulturen als Versuchsmodell dienen ist immer darauf zu achten, dass unter
bestmoglichen sterilen Bedingungen gearbeitet wird. Dies bedeutet Arbeiten unter der
Laminar Flow und mit Einweghandschuhen sowie Verwendung von sterilen

Glaspipetten, Zellkulturflaschen und Platten.

Generell werden sowohl Caco-2 als auch THP-1 Monozyten bei 37°C und 5%iger CO2

Atmosphare in Kultur gehalten.
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Die in 0,5ml unkomplimentiertem Medium und 0,5m| CRYO (CRYO= komplimentiertes
Medium: FCS: DMSO = 5:3:2) gelagerten Caco-2 Zellen werden aus dem Gefrierschrank
genommen (kurzfristige Lagerung: -80°C; langerfristige Lagerung: Fllssigstickstoff) und
in steriler Umgebung in 5ml komplimentiertem DMEM aufgenommen und die 25ml
Zellkulturflasche abschliefend in den Brutschrank gestellt. Wenn die Caco-2 Zellen
nach etwa 5 Tagen das konfluente Stadium erreicht haben, werden die Zellen

passagiert.

THP-1 Monozyten werden in 20-30 ml RPMI in sterilen Zellkulturflaschen (75cm?2)
geziichtet. Um die gewinschte Zellzahl von mind. 0,5* 10° Zellen/ ml zu erreichen,
miussen die Zellen mehrere Tage im Brutschrank verweilen und das Medium alle 2-3
Tage gewechselt werden. Die Zellzahl kann mit Hilfe des ,Cell Counter and Analyser
System Model TT“ (Casy®1) bestimmt werden, indem 50ul der Zell-Suspension zu 10ml
Casy-Ton pipettiert werden und nach gleichmaRiger Vermischung Iluftblasenfrei

vermessen werden.

Bevor mit den Zellen weitergearbeitet wird, muss deren Morphologie unter dem

Mikroskop begutachtet werden.
Passagieren der Caco-2 Zellen

Komplimentiertes Dulbecco’s Modified Eagle Medium (K-DMEM) und Trypsin werden
am Wasserbad bei 40°C aufgewdrmt. Das Medium wird behutsam aus der zu
passagierenden Zellkulturflasche (25cm® Bodenfliche) abgesaugt, 1,5ml Trypsin
zugeben und etwa 5min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Uberschiissiges Trypsin
wird abgesaugt, die Zellen durch anschliefendes Klopfen vom Boden der Flasche gel6st
und in 5ml K-DMEM aufgenommen. Wird diese Passage nun auf z.Bsp. 4 Kulturflaschen
(25 cm? Bodenfliche) aufgeteilt, missen 15ml K-DMEM in einem Falcon vorgelegt
werden, mit den zuvor vorbereiteten 5ml Caco-2 in K-DMEM vermischt und auf 4

Flaschen a 5ml aufgeteilt werden.
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Aussetzen der Zellen

Wenn die Caco-2 Zellen eine 80%ige Konfluenz erreicht haben bzw. die THP-1
Monozyten eine Zellzahl von 1,2-1,6*10° Zellen/ ml erreicht haben werden die Zellen

ausgesetzt.

Unter Verwendung von 1,5ml Trypsin werden die Caco-2 Zellen vom Boden einer
Zellkulturflasche geldst (siehe Passagieren der Caco-2 Zellen), in 5ml K-DMEM
aufgenommen, mit 10ml K-DMEM vermischt und gleichmaRig auf zwei 6-Well-Platten
(Iml pro Well), zur Herstellung von undifferenzierten Caco-2 Zellen, bzw. auf eine 12-
Well-Platte (2ml pro Well), zur Herstellung von differenzierten Caco-2 Zellen,
aufgeteilt. Die Zellen ldsst man im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, auf 60% Konfluenz
(subkonfluente, undifferenzierte Zellen) bzw. 3 Wochen nach Erreichen der Konfluenz
(differenzierte Zellen) wachsen, bevor man sie mit bovinem- und rekombinantem

humanen Laktoferrin inkubiert.

THP-1 Monozyten werden bei einer Zelldichte von 1,2-1,6*106 Zellen/ ml (fur
Westerblot und rtPCR Proben) bzw. 0,5* 10° Zellen/ ml (fir Wachstumstests) in eine
12-Well-Platte (2ml pro Well fir Westerblot und rtPCR Proben; 1ml pro Well fir
Wachstumstest) ausgesetzt und nach 1h im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,

inkubiert.
Inkubieren der Zellen

Durch  Einsetzen des entsprechenden Volumens der Stocklésung im
Zellkulturtberstand werden die Laktoferrin-Stocklosungen (rotlich, da Eisen hiltig; bLF
sowie rhLF: 20mg/ml) auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt. Die Zellen werden
anschlieRend fur bestimmte Zeit im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Als

Kontrolle dient 1x PBS!
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Lysieren der Caco-2 Zellen fiir Westernblot (WB) und rt- Polymerasekettenreaktion

(rtPCR)

Die Platten werden nach der Inkubation sofort auf Eis gestellt. Jedes Well wird 2x mit

2ml 1x PBS gewaschen, gut trocken gesaugt und wie folgt verarbeitet:

Fiir Westernblot: Die Zellen werden 10min mit Lysis Buffer: Proteaseinhibitor= 100:1
(200p! im Fall von differenzierten, bzw. 100ul, im Fall von undifferenzierten Zellen)
inkubiert. Mit Hilfe eines Schabers werden die Zellen vom Boden gel6st und in ein Eppi
Uberfihrt. Das Eppi wird in fllissigem Stickstoff schockgefrostet, anschlieRend auf Eis
aufgetaut und die Zellreste bei 4°C fir 15 min bei 13.500rpm zu einem Pellet
zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues Eppi berfiihrt und bei -20°C bis zur

Weiterverwendung gelagert.

Flir rtPCR: Die Zellen werden 5min mit 500ul TriFAST (TriFAST- Abfalle gesondert
entsorgen, da giftig) inkubiert und anschlieBend in ein Eppi Gberfihrt. Im Fall von
differenzierten Zellen wird zusatzlich 25min bei 4°C und 12.000g zentrifugiert, um
mogliche, die Weiterverarbeitung behindernde, Riickstande zu entfernen. Der
Uberstand wird abschlieBend in ein neues Eppi iberfiihrt und dieses bei -20°C bis zur

Weiterverwendung gelagert.

Lysieren der THP-1 Monozyten fiir Westernblot (WB) und Polymerasekettenreaktion
(PCR)

Die Platten werden aus dem Brutschrank entnommen und sofort auf Eis gestellt. Der
Inhalt jedes Wells wird in je ein Eppi Uberfihrt, die Zellen durch vorsichtiges
Zentrifugieren von der Losung getrennt (5min bei 4°C und 1.200g) und 2x mit 2ml 1x
PBS gewaschen (5min bei 4°C und 1200g), gut trocken gesaugt und wie folgt

verarbeitet:

Fiir Westernblot: Die Zellen werden 10min mit 80ul Lysis Buffer: Proteaseinhibitor=
100:1 inkubiert, das Eppi in flissigem Stickstoff schockgefrostet, anschliefend auf Eis

aufgetaut und die Zellreste bei 4°C fir 15 min bei 19.400g zu einem Pellet zentrifugiert.
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Der Uberstand wird in ein neues Eppi Uberfihrt und bei -20°C bis zur

Weiterverwendung gelagert.

Fir rtPCR: Die Zellen werden 5min mit 500ul TriFAST (TriFAST- Abfdlle gesondert
entsorgen, da giftig) inkubiert und anschliefend in ein Eppi lGberfihrt und dieses bei
4°C fir 15 min bei 12.000g zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues Eppi

Uberfihrt und bei -20°C bis zur Weiterverwendung gelagert.
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3.2 Zellproliferationstests

3.2.1 Verwendete Gerdte/Materialien/Reagenzien

Laminar Flow Hood Biosafe 2

Brutschrank Queue

Mikroskop

Cell Counter + Analyser System Model TT (Casy®1)

Wasserbad Thermo- Boy

Trockenschrank

Microplate Reader Model 550

8 Kanalpipette

Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen:
« 12- Well- Platten (Wachstumsflache: 3,8cm/ Well)
« 96- Well- Platten (Wachstumsflache: 0,32cm/ W.)

Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Bovines Laktoferrin (bLF)

Rekombinantes Humanes Laktoferrin (rhLF)
Phosphate- Buffered Saline [1*PBS (steril filtriert)]
Sterilfilter (0,2pum Porendurchmesser)
Methylthiazoltetrazoliumbromid (MTT)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ehret

Sanova

Zeiss Axiovert 135
Scharfe Systeme GmbH
MGW Lauda

Binder

Bio- Rad

Eppendorf Research

Greiner

Greiner

Greiner

Biochrom AG
BioWhittaker®, Lonza
Morinaga Milk Industry

Sigma

Sartorius
Invitrogen

MERCK

3.2.2 Methode

Um die Proliferation von Zellen zu bestimmen, gibt es mehrere Moglichkeiten. Die

Proliferation der THP-1 Monozyten wird mit Hilfe des ,Cell Counter and Analyser

System Model TT“ (Casy®1), die der Caco-2 Zellen mittels MTT- Tests bestimmt. Bei
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dem MTT- Test wird der Umsatz von Methylthiazoltetrazoliumbromid (MTT) zu einem

blauen Formazankomplex (Abb. 14) gemessen.

Die Reduktion von MTT findet im Endoplasmatischen Retikulum der Zelle statt, wobei
v.a. Nicotinamidadenindinucleotid (NADH), zu geringerem AusmaR auch
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADPH) und zu noch geringen AusmaR

Succinat in den Mitochondrien als Elektronen- Donor fungieren.

MTT Formazan

Abb. 14: Reduktion von Methylthiazoltetrazoliumbromid (MTT) zu einem blauen Formazankomplex.

3.2.3 Durchfiihrung

MTT Test (Caco-2 Zellen)

Die Caco-2 Zellen werden in Schlangenlinien und der Reihenfolge: links nach rechts,
oben nach unten, auf einer 96-Well-Platte vereinzelt ausgesetzt (100ul/Well) und fir
einen Tag im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, gelagert. AnschlieBend werden die
Wells (subkonfluent: 20- 40%) mit den Laktoferrin-Losungen (bLF, rhLF) gewiinschter
Konzentration (0,5ug/ml, 5pg/ml, 50ug/ml und 500ug/ml) sowie 1x PBS (als
Kontrollprobe) in der Reihenfolge: oben nach unten und links nach rechts, versetzt und

fur 24h bzw. 72h im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

Da es sich bei Caco-2 um adharente Zellen handelt kann die Lésung durch einfache
Kippbewegungen aus der Platte entfernt werden. Die Platte wird nun zweimal mit 1x
PBS (200ul/ Well) unter Hilfenahme einer 8- Kanalpipette gewaschen und anschlieRend
mit einer 10%igen Methylthiazoltetrazoliumbromid (MTT)- Losung (200ul/ Well; MTT:
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unkomplimentiertem DMEM= 1:10) versetzt um nochmals fiir 1h im Brutschrank zu
verweilen. Wahrenddessen wird das MTT zu einem Formazankomplex reduziert (Abb.

14), welcher sich als violettes Kristallisat im Inneren der Caco-2 Zellen duRert.

Nach Begutachtung unter dem Mikroskop wird die Losung abermals durch Kipp- und
schwache Klopfbewegungen der Platte entzogen. Anschlieend werden die Zellen
zweimal mit 1x PBS (200ul/ Well) unter zu Hilfenahme einer 8- Kanalpipette
gewaschen und dann mit Dimethylsulfoxid (DMSO; 50ul/ Well; Achtung: toxisch)

lysiert.

AbschlieBend wird die Extinktion der einzelnen Losungen und des Blindwertes (DMSO)
bei 570nm gemessen, die Ergebnisse in eine , Excel- Datei” (ibertragen, die relative
Wachstumsrate im Bezug zur Kontrolle errechnet und graphisch mit Hilfe des

Programms ,,Prism 3.0“ dargestellt.
Zellzahlbestimmung mit dem Casy®1 (THP-1 Monozyten)

Die THP-1 Monozyten werden in Schlangenlinien und der Reihenfolge: oben nach
unten und links nach rechts, auf einer 12-Well-Platte vereinzelt ausgesetzt (0,5*10°
Zellen/ ml; 1ml/ Well). AnschlieRend werden die Wells mit den Laktoferrin-L6sungen
(bLF, rhLF) gewinschter Konzentration (0,5ug/ml, 5ug/ml, 50ug/ml und 500ug/ml)
sowie 1x PBS (als Kontrollprobe) in der Reihenfolge: links nach rechts oben nach unten,

versetzt und fir insgesamt 72h im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Die Zellzahl wird vor und nach 24-, 48- und 72-stlindiger Inkubation mit Hilfe des ,,Cell
Counter and Analyser System Model TT“ (Casy®1) bestimmt, die Ergebnisse in eine
»,Excel- Datei” Ubertragen, die relative Wachstumsrate im Bezug zur Kontrolle

errechnet und graphisch mit Hilfe des Programms ,,Prism 3.0“ dargestellt.

Um Proben fir Gelantine-Zymogramme zu erhalten, werden nach erfolgter 72h
Inkubation mit den Laktoferrin-Losungen die Inhalte der Wells in Eppis Gberfihrt, bei
4°C und 1.200g fiir 10min zentrifugiert, der Uberstand in ein neues Eppi tiberfiihrt und

bei -20°C bis zur Weiterverwendung gelagert.

37



Material und Methoden

3.3 Gelatine-Zymogramm

3.3.1 Verwendete Gerdte/Materialien/Reagenzien

*10% Sodiumdodecylsulfate (10% SDS- L6sung, 100 ml):

*10% Ammoniumpersulfate (10% APS)
*3M Tris- HCI, pH= 8,45, 0,3% SDS, 500ml
*4x Sample Buffer (ohne Mercaptoethanol)
*10x Tris-Glycin Buffer
*30% Acrylamid/Bis (29:1)
TEMED
Isopropanol 30%
Ethanol 70%
Glasplatten 0,75mm
10-Well-Kamme 0,75mm
Mini-PROTEANR Il Apparatur
Elektrophoresekammer Mini-PROTEANRr
Page Rulertm Prestained Protein Ladder
0,5%ige Gelatine- Losung, 100ml:
« 0,5g Gelatine
« in100ml Aqua dest. [6sen
10%ige Fetales Kalberserum- Lésung (FCS), 100ml:
. 10gFCS
« in 100ml Aqua dest. l6sen
0,2%ige Coomassie Stock- Lésung, 200ml:
o 1Tablette Coomassie R350 stain
« 80ml Aqua dest.

e« 120ml Methanol

. Bei4°Clagern
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0,1%ige Farbeldsung, 100ml:

50ml 0,2%ige Coomassie Losung

10ml Essigsaure
40ml Aqua dest.

bei 4°C lagern

Entfirbelosung, 1000mi:

700ml Aqua dest.
200m| Methanol
100ml Essigsdure

Lagern bei 4°C

Washing Buffer, 500mil:

3g TRIS

12,5ml Triton

in 500ml Aqua dest. I6sen
mit HCl 37%ig auf pH=7,5

bei 4°C lagern

Inkubationsbuffer, 1000ml:

6g TRIS
11,6g CaCl,
1,47g NaCl

in 1000ml Aqua dest. |6sen

mit HCl 37%ig auf pH=7,5

Light Boy

Chemilmager™ 4400

AlphaEaseFC- Chemilmagertm 4400

*Herstellung dieser Losung siehe 3.6. Westernblot

MERCK

MERCK
MERCK

MERCK

MERCK

MERCK
MERCK
MERCK

MERCK
Color-Control
Biozym

Alpha Innotec

3.3.2 Methode

Um die Aktivitat von Matrixmetalloproteinasen (MMP-2 und MMP-9) bestimmen zu

kénnen,

bedient man sich einer Methode bei

der die Enzymaktivitat durch

39



Material und Methoden

Substratabbau nachgewiesen wird, dem sog. Zymogramm. Aktivierte MMPs sowie Pro-
MMPs (Konfortmationsdanderung durch SDS) sind in der Lage, das im Trenngel
enthaltene Substrat (Gelatine) abzubauen. Je hoher die Aktivitat der Enzyme, desto
mehr Substrat wird verwertet und desto weniger kann Coomassie Brilliant Blau sich an
vorzugsweise basische Aminosauren binden. Im fertigen Gel bleiben die Proteinbanden
also ungefarbt, wahrend das restliche Gel dunkelblau erscheint. Die Unterscheidung

zwischen der Pro- und der aktivierten Form erfolgt anhand der GroRe.

3.3.3 Durchfihrung

Gele bereitstellen

Das Gel fir die Proteinauftrennung besteht aus einem 8%igen Sammel- und einem
4%igen Trenngel (Tab.2). Das Trenngel wird laut Pipettierschema (s.u.) in einem 15ml
Falcon hergestellt (inkl. Gelatine aus Substrat) und gut gevortext. Danach wird es etwa
5cm hoch in einen 0,75mm Spalt zwischen zwei mit Ethanol gereinigten Glasplatten

gegossen und mit 30%igem iso- Propanol Uiberschichtet.

Tab. 2: Pipettierschema zur Herstellung des Trenn- und Sammelgels.

8%iges Trenngel : 4%iges Sammelgel:
Aqua dest. 3,6ml 1,54ml
Tris-Cl/pH 8,45/0,3% SDS 3ml 0,62ml
Acrylamid (Achtung: krebserregend) 2,4ml 0,34ml
APS 45 20l
TEMED 4,5ul 2ul
Gelatine (als Substrat) 9ol

Die Polymerisation des Acrylamids wird durch Ammoniumpersulfat (APS), als
Radikalgenerierer, und TEMED, als Katalysator, in Gang gesetzt und macht dieses somit
ungefahrlich. In flissigem Zustand ist Acrylamid jedoch stark krebserregend, weshalb

beim Pipettieren Vorsicht geboten ist.

Nach 30min Stehzeit ist das Trenngel polymerisiert und kann nun vom iso- Propanol

befreit werden. AnschlieRend wird es gut mit Aqua dest. gewaschen, mit Filterpapier
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gereinigt, mit dem Sammelgel (s.0.) Gberschichtet und mit dem geeignetem Kamm
versehen. Nach einer 30-minttigen Wartezeit ist das Gel fertig und kann in eine ELFO

Kammer, mit Kammseite nach Innen, eingesetzt werden.
Proben vorbereiten

Da die Uberstinde der THP-1 Wachstumstestproben auf die Zellzahl normiert auf das
Gel aufgetragen werden, missen diese zuerst mittels Verdiinnung auf ein dquivalentes
Niveau gebracht werden. Die Daten des Proliferationstests dienen dabei als
Berechnungsgrundlage, das 1x PBS als Verdinnungsmedium. Zelllysate einer Serie
werden nun mit 1x PBS der niedrigsten Konzentration dieser Serie angepasst. Danach
werden die Proben mit 4-fach Samplebuffer (Herstellung s.o.; &dhnlich dem
Westernblot, nur ohne Mercaptoethanol) so versetzt, dass dieser in der fertigen Probe

nun 1-fach vorliegt.
Proben auf das Gel auftragen

Die Kammer wird mit 1x Tris-Glycin Buffer (Herstellung durch 10-fach Verdiinnung aus
10x Tris-Glycin Buffer; s.0.) befiillt, die Gele von den Kdmmen vorsichtig befreit und die
einzelnen Geltaschen mit Hilfe einer Spritze, mit 1x Tris-Glycin behutsam gespiilt. Die
gevortexten Proben werden nun in die Geltaschen luftblasenfrei pipettiert (maximales
Flllvolumen der Geltaschen: 10er Kdimme= 25ul; 15er Kdmme= 15ul), wobei die 1.
Geltasche ausgelassen wird, da diese fir 3ul der Proteinleiter vorgesehen ist.

Zusatzlich zu den Proben wird als Blindwert Medium (DMEM + 10% FCS) aufgetragen.
ELFO durchfiihren

Die Proteine werden bei 180V und einer Aulentemperatur von 4°C fir 1,5h

elektrophoretisch getrennt.
Inkubation

Nach 3 fachem Waschen des Gels mit dem Zymogramm-Washing-Buffer wird dieses

gut mit Agua dest. gesplilt und danach fir 17-18h (liber Nacht) im Inkubationbuffer
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(enthalt Calcium, welches fiir die Aktivitdat der MMPs notwendig ist) bei 37°C und 5%

CO, im Brutschrank inkubiert.
Férbung

Nach vollendeter Inkubation wird der Buffer entfernt, das Gel mit Aqua dest. gespult
und mit 0,1%iger Coomassie-Losung (Farbeldsung; engl. staining solution) fir 1h am
Belly Dancer (Stufe 3) blau gefarbt. Nach Begutachtung der Farbung am Light Boy wird
das Farbemedium in die Orginalflasche zuriickgeleert (Wiederverwendung moglich)
und das Gel nun am Belly Dancer so lange in der Entfarbel6sung (engl.: destaining
solution) geschwenkt bis sich die Banden entfirbt haben. Das Ergebnis wird nun
abermals am Light Boy tiberpriift und anschlieRend mit Hilfe des Chemilmager™ 4400

digital fotografiert.
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3.4 Proteinbestimmung (Photometrisch)

3.4.1 Verwendete Gerdte/Materialien/Reagenzien

Microplate Reader Model 550 Bio- Rad

8 Kanalpipette Eppendorf 300 Research
96- Well- Platte Greiner

Parafilm Manesha

Belly Dancer Stovall Lifesciences
Prism 3.02 GraphPad

BCA™ Protein Assay Kit Pierce

« BCA Protein Solution A; B

« Standard: Bovines Serum Albumin (BSA; 2 mg/ml)

3.4.2 Methode

Bei der Proteinbestimmung handelt es sich, wie der Name schon verrdt, um die

Bestimmung des Proteingehaltes der Zelllysate mittels Photometrie.

3.4.3 Durchfihrung:

Da es sich um eine photometrische Methode handelt, bedient man sich einer
Standardgerade als Bezugspunkt. Ausgehend von einer BSA- Losung mit der
Konzentration von 2mg BSA/ ml werden insgesamt 8 Standardlésungen, 6 davon lber
eine 2er Verdinnung mit dest. Wasser, hergestellt, wobei der hochste Level aus der
Ausgangslosung und der niedrigste aus reinem dest. Wasser besteht (L1: 2-, L2: 1-, L3:

0,5-, L4: 0,25-, L5: 0,125-, L6: 0,0675-, L7: 0,03375- und L8: 0Omg BSA/ml).

Die zu bestimmenden Proben werden 1:5 mit dest. Wasser verdiinnt. Anschlieend
werden 10ul sowohl der Standardlésungen als auch der zu bestimmenden Proben in 3-
fach Bestimmung auf eine 96-Well Platte aufgetragen und mit 200ul eines Gemisches

aus Protein Solution A: Protein Solution B= 50: 1 vereinigt. Die Platte wird mit Parafilm
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bedeckt fiir 30 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert, um die Farbreaktion

durchzufihren.

Nachdem die Platte wieder auf Raumtemperatur abgekihlt ist, wird die Extinktion bei
570nm gemessen und die Konzentration anschlieBend Uber die Geradengleichung der

Standardgerade zuriick gerechnet.
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3.5 Western Blot

3.5.1 Verwendete Geridte/Materialien/Reagenzien

3.5.1.1 Fir Sodiumdodecylsulfat- Polyacrylamid- Gelelektrophorese (SDS- PAGE):

Mini-PROTEAN Il Apparatur Bio-Rad
Elektrophoresekammer Mini-PROTEANR Bio-Rad
10% Sodiumdodecylsulfate (10% SDS- Lésung, 100ml):
o 10g SDS ultra pure Roth
« Aqua dest. (auffiillen bis zur 100ml Marke)
« bei Raumtemperatur lagern
10% Ammoniumpersulfate (10% APS)
o 0,1g Ammoniumpersulfat Pharmacia Biotech
« in 1ml Aqua dest. |6sen
« Lagerung der 50ul Aliquote bei -20°C
3 M Tris- HCI, pH= 8,45, 0,3% SDS, 500ml
o 182g Tris- (hydroxymethyl)- aminoethan; Tris Base Roth
« in400ml Aqua dest. |6sen
o HCI37% zur pH-Wert Einstellung MERCK
o 1,5g SDS ultra pure Roth
« Aqua dest. (auffillen bis zur 500m| Marke)
4x Sample Buffer, 1mil:

500yl Glycerol (87%) MERCK

« 240l 0,5 M Tris- HCI (pH= 6,8)

o 210pl Aqua dest.

. 0,8gSDS Roth
o 50l 2- Mercaptoethanol MERCK
« Spatelspitze Bromphenolblau MERCK
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10x Tris-Glycin Buffer; 1000ml:

« 30g Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan (Tris Base) Roth

« 144g Glycin Roth

« 100ml 10% SDS-Losung

« mit Aqua dest. auffillen

« Lagerung bei Raumtemperatur
30% Acrylamid/Bis (29:1):

« 29g Acrylamid Sigma

. 1gBis Sigma

« in 100ml Aqua dest. |6sen
TEMED GERBU
Isopropanol 30% MERCK
Ethanol 70% MERCK
Glasplatten 0,75mm Bio-Rad
10-Well-Kdmme 0,75mm Bio-Rad
Page Rulertm Prestained Protein Ladder Fermentas
3.5.1.2 Fir Transferblot und Weiterverarbeitung:
Pure Nitrocellulose-Membran (0,45 pum) Trans-Blot r Biorad
Mini-Trans-Blotr Electrophoretic Transfer Cell Biorad

Belly Dancer
Transfer Buffer; 1000 ml:
« 100ml 10 x Tris-Glycin Buffer
e 200ml Methanol
« 1ml10% SDS-L6sung
« mit Aqua dest. auffillen

« Lagerung bei 4°C
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Ponceau S; 1000ml:

10g Ponceau S

300g Trichloressigsaure
300g Sulfosalicylsaure
mit Aqua dest. auffillen

Lagerung bei Raumtemperatur

10x TBS Buffer; pH 7,4, 1000 ml:

24,2g Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan; Tris Base
84,8g NaCl

mit Aqua dest. auffillen

HCI (37%) zur Einstellung des pH-Wertes

Lagerung bei 4 °C

Washing Buffer; 1000mil:

100ml 10 x TBS
1ml Tween20
mit Aqua dest. auffiillen

Lagerung bei 4°C

Blocking Buffer:

2,5g Magermilchpulver
in 50ml Washing Buffer gelost

Primar-Antikorper-Losung:

10ml Washing Buffer
0,3g BSA
Spatelspitze Natriumazid NaNs

Lagerung bei 4°C

Sekundar-Antikorper-Losung:

Goat Anti-rabbit-1gG (H+L)-HRP Conjugate

Goat anti-mouse-IgG (H+L)-HRP Conjugate

1:100000 in Blocking Buffer kurz vor Gebrauch I6sen

MERCK
MERCK

Roth
Roth

MERCK

MERCK

Fixmilch INSTANT

Amresco

Bio-Rad
Bio-Rad
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SuperSignalr West Femto; West Dura Pierce
IMAGER, Fusiuon FX7 PEQLAB
Prism 3.02 GraphPad

3.5.2 Methode

Der Westernblot erhielt seinen Namen als Pendant zum Southernblot, mit dem man
DNA-Fragmente, und dem Northernblot, mit dem man RNA-Fragmente sichtbar

machen kann. Mit dem Westernblot ist es nun moglich Proteine zu visualisieren.

In den folgenden Versuchen wird untersucht, ob ein bestimmter
Signaltransduktionsweg aktiviert wurde, indem die zu diesem Weg zugehdrigen
Signalproteine betrachtet werden. Ob nun eine Aktivitditserhohung durch
Laktoferrininkubation stattgefunden hat, lasst sich mittels Vergleich mit einer

Kontrollprobe ohne Laktoferrininkubation klaren.

3.5.3 Durchfiihrung:

3.5.3.1 Sodiumdodecylsulfat- Polyacrylamid- Gelelektrophorese (SDS- PAGE):

Bereitstellung der Gele

Das Gel fiir die Proteinauftrennung besteht aus einem 10%igen Sammel- und einem
4%igen Trenngel (Tab. 3). Das Trenngel wird laut Pipettierschema (s.u.) in einem 15ml
Falcon hergestellt und gut gevortext. Danach wird dieses etwa 5cm hoch in einen
0,75mm Spalt zwischen zwei mit Ethanol gereinigten Glasplatten gegossen und mit

30%igem iso- Propanol liberschichtet.

Tab. 3: Pipettierschema zur Herstellung des Trenn- und Sammelgels.

10%iges Trenngel : 4%iges Sammelgel :
Aqua dest. 2ml 1,54ml
Tris-Cl/pH 8,45/0,3% SDS 2ml 0,62ml
Acrylamid (Achtung : krebserregend) 2ml 0,34ml
APS 3oul 20pl
TEMED 3ul 2ul
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Die Polymerisation des Acrylamids wird durch Ammoniumpersulfat (APS), als
Radikalgenerierer, und TEMED, als Katalysator, in Gang gesetzt und macht dieses somit
ungefahrlich. Im flissigen Zustand jedoch ist Acrylamid stark krebserregend, weshalb

beim Pipettieren Vorsicht geboten ist.

Nach 30min Stehzeit ist das Trenngel polymerisiert und kann nun von iso- Propanol
befreit und gut mit Aqua dest. gewaschen werden. AnschlieBend wird es mit
Filterpapier gereinigt, mit dem Sammelgel (s.0.) Gberschichtet und mit dem geeigneten
Kamm versehen. Nach einer erneuten Wartezeit von 30min ist das Gel fertig und kann

in eine ELFO Kammer, mit Kammseite nach Innen, eingesetzt werden.
Vorbereitung der Proben

Da die Zelllysatproben in gleicher Proteinkonzentration auf das Gel aufgetragen
werden, missen diese zuerst mittels Verdiinnung auf dquivalentes Niveau gebracht
werden. Die Daten der Proteinbestimmung dienen hierbei als Berechnungsgrundlage,
das 1x PBS als Verdiinnungsmedium. Zelllysate einer Serie werden nun mit 1x PBS der
niedrigsten Konzentration dieser Serie angepasst. Danach werden die Proben mit 4-
fach Samplebuffer (Erstellung s.0.) so versetzt, dass dieser in der fertigen Probe nun 1-

fach vorliegt.
Auftragen der Proben auf das Gel

Die Kammer wird mit 1x Tris-Glycin Buffer (Herstellung durch 10-fach Verdinnung aus
10x Tris-Glycin Buffer; s.0.) befillt, die Gele von den Kimmen vorsichtig befreit und die
einzelnen Geltaschen mit Hilfe einer Spritze mit 1x Tris-Glycin behutsam gespiilt. Die
gevortexten Proben werden nun in die Geltaschen luftblasenfrei pipettiert (maximales
Flllvolumen der Geltaschen: 10er Kdmme= 25pul; 15er Kdmme= 15ul), wobei die 1.

Geltasche ausgelassen wird, da diese fiir 3ul der Proteinleiter vorgesehen ist.
Durchfiihrung der ELFO

Die Proteine werden bei 180V und einer AulRentemperatur von 4°C fir 1,5h

elektrophoretisch aufgetrennt.
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Erstellung des Blots

Bevor die ELFO beendet wird, werden die notigen Materialen fir den Transferblot
vorbereitet. Flr jedes Gel bendtigt man eine Spange, versehen mit zwei Schwammen,
zwei Filterpapieren und einem Streifen Nitrocellulose passender GroBe. Alle

verwendeten Materialien werden vor Gebrauch in Transferbuffer getrankt.

Die ELFO-Kammer wird getffnet, die Gele entnommen und eine Glasplatte abgehoben.
Nun kiirzt man das Gel mit einer Rasierklinge auf die gewilinschte GrofBe. Als
Hilfestellung dient die Proteinleiter, anhand derer man die Lage des gesuchten
Proteins feststellen kann (Abb. 15). Das Bromphenolblau zeigt die Lauffront an.
AnschlieBend wird das Gel mit Hilfe eines Spatels vorsichtig auf die Nitrocellulose

Ubertragen und luftblasenfrei geglattet.

- 170
130

Calnexin G67kDa '—"]

p-Smad2; Smad2 60kDa

p-ERKA 44kDa 1
an

p-38 4308 — _ ——— — 43

pan ERK; p-ERK2 42kDa — %

Abb. 15: Proteinleiter [in kDa] inklusive der Position der zu bestimmenden Proteine.

Die Spange wird geschlossen und in die mit Transferbuffer gefiillte und mit Eisbehalter
versehene Transferkammer eingesetzt. Dadurch koénnen die Proteine auf die
Nitrocellulose geblottet werden (Abb. 16), d.h. von der Kammermitte aus kommt
zuerst die Nitrocellulose, dann das Gel, da der Stromfluss von auflen nach innen
verlauft. Die Kammer wird in den Kihlschrank gestellt um bei 4°C und 400mA den

45mindtigen Transferblot durchzufiihren.
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1

Abb. 16: Schema der Anordnung der einzelnen Bestandteile der Transferkassette.

Uberpriifen des Ergebnisses mittels Ponceau- Féirbung

Nachdem die Proteine vom Gel auf die Nitrocellulose transferiert wurden, wird die
Nitrocellulose entnommen und diese fiir 2min mit einer Ponceau Farbel6sung
inkubiert. AnschlieBendes Schwenken in Aqua dest. entfernt lGberschiissige Farbe und

lasst die rot gefarbten Proteinbanden in Erscheinung treten.
Blocken der Nitrocellulose

Damit der primare Antikorper (prim. AK) wirklich nur an der gewiinschten Position
bindet, missen Nitrocellulosefragmente geblockt werden. Dies erreicht man durch
einstiindige Inkubation der Nitrocellulose mit Blockingbuffer (Herstellung s.0.) am
Bellydancer (Stufe 3). Nach dem Blocken wird die Nitrocellulose 2x fir 5min mit

Washingbuffer am Bellydancer von Blockingbuffer- Resten befreit.

Inkubation mit primdrem Antikérper (prim. AK; gegen zu bestimmendes Protein

gerichtet)

Die Nitrocellulose wird (iber Nacht bei 4°C in einer prim. AK- Losung am Bellydancer

bei Stufe 1 geschwenkt (Herstellung der prim. AK- Losungen siehe Tab. 4).
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Tab. 4: Herstellung der prim. AK- Losungen (verdiinnt mit 3%iger BSA-Losung; inklusive Zufiigen einer Spatelspitze
Natriumazid).

Antikorper Molmasse Isotyp Verdiinnung Bezugsfirma
panERK 42kDa Mouse IgG2a 1:3000 BD Biosciences
p-ERK 1/2 44/ 42kDa Rabbit IgG 1:3000 Cell Signalling
p-p38 MAPK 43kDa Rabbit I1gG 1:3000 Cell Signaling
Calnexin 67kDa Rabbit IgG 1:3000 Abcam

Smad?2 60kDa Rabbit IgG 1:3000 Cell Signaling
p-Smad?2 60kDa Rabbit I1gG 1:3000 Cell Signaling

Inkubation mit sekundidrem Antikérper (sek. AK; gegen primdren Antikérper

gerichtet)

Die prim. AK-Lésung wird nun in den Falcon zurickpipettiert, da man diese wieder
verwenden kann. AnschlieBend wird die Nitrocellulose 3x mit Washingbuffer am
Bellydancer (Stufe 3) fiir jeweils 10min gewaschen, danach mit sek. AK- Losung (sek.
AK: Blockingbuffer = 1:10000) fir 1 h am Bellydancer inkubiert und abschliefend

nochmals 3 x wie oben beschrieben gewaschen.

Inkubation mit Photoreagenz (Chemiluminescenz Reagenz)

Die Nitrocellulose wird vom Washingbuffer befreit und mit der geringstmoglichen
Menge an Chemilmager Reagenz (1:1 Gemisch der beiden in einer Packung

enthaltenen Losungen) betrdufelt. AnschlieBend wird sie 5 min im Dunkeln inkubiert.

Entwicklung eines Photos (mittels Imager-Geriit)

Die Nitrocellulose wird luftblasenfrei in eine Frischhaltefolie gewickelt und im Imager
positioniert. Nun wird die Chemiluminescenz festgehalten. Bei der Entwicklung eines
Photos ist darauf zu achten, dass man die hochstmogliche Auflésung verwendet und

den hochstmoglichen Sattigungsgrad erreicht (ohne 100%ige Sattigung zu erhalten).
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3.6 Reverse Transkription- Polymerasekettenreaktion (rtPCR)

3.6.1 Verwendete Geridte/Materialien/Reagenzien

3.6.1.1 Fir RNA Isolierung und reverse Transkription

Zentrifuge Eppendorf 5417R
Thermo Cycler
Phase Lock Gel Tubes
PCR- Tubes
NanoDroptv ND 1000
DEPC
DEPC-Wasser RNasefrei
« 100pl DEPC
« in 1l Aqua dest. 3h unter Abzug I6sen
o 2hbei 120°C autoklavieren
DEPC-Pipettenspitzen, -Reaktionsgefase RNasefrei
o in DEPC-Wasser uber Nacht tranken
o 2h bei 120°C autoklavieren; bei 70°C trocknen
Chloroform
Isopropanol
Ethanol 75% in DEPC-Wasser
Random Hexamer Primer 0,2ug/ul
Reaction Buffer (5x)
dNTP Set (dATP, dGTP, dCTP, dTTP je 100mM)
dNTPs 10mM ; 100pl:
« 80ul Aqua dest. steril filtriert
o je5ul dATP, dGTP, dCTP, dTTP 100mM
RiboLocktv RNAse Inhibitor 40U/pl
RevertAidrm M-MuLV ReverseTranskriptase 200U/ ul

Eppendorf 5417R
MWG Biotech Primus
PEQLAB

PEQLAB

Thermo Scientific

Sigma

MERCK
MERCK
MERCK
Fermentas
Fermentas

Fermentas

Fermentas

Fermentas
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3.6.1.2 FirPCR

Thermo Cycler
Elektrophoresekammer
Elektrophoresestation
Mikrowelle
PCR-Tubes
Sterilfilter (0,45um Porendurchmesser)
Aqua dest. steril filtriert
Buffer Taq buffer + KCl 10x
MgCl225mM
dNTP Set (dATP, dGTP, dCTP, dTTP 100mM)
dNTPs 10mM ; 100pl:
« 180ul Aqua dest. steril filtriert
. je5ul dATP, dGTP, dCTP, dTTP 100mM
Taq DNA Polymerase recombinant 1 U/ul
Gen-spezifische Primer 100uM:
« Primerdesign mit PRIMER3 Software
« 1:10 mit Aqua dest. steril filtriert (10uM)
5 x TBE Buffer; 1000 ml:
« 54g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
o 27,5g Borsdure H3BO3
« 20ml 0,5M EDTA-LOsung
0,5M EDTA-L6sung; pH= 8, 500ml:
« 93g Titriplex
« in400ml Aqua dest. |6sen
o 10N NaOH zur Einstellung des pH-Wertes
« mit Aqua dest. auffillen
« Lagerung bei Raumtemperatur

Agarose-Pulver
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Bio-Rad

Bio-Rad

Moulinex

PEQLAB

Sartorius

Fermentas

Fermentas

Fermentas

Fermentas

VBC-Genomics

MERCK
MERCK

MERCK

MERCK
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Ethidiumbromid MERCK

Gene Rulerrm 100 bp DNA Ladder Fermentas

6x Loading Dye Fermentas
UV Transilluminator UvP
Chemilmager™ 4400 Biozym
AlphaEaseFC-Chemilmager 4400 Alpha Innotec

3.6.2 Methode

Mit Hilfe der rtPCR Ilasst sich die Expression ausgewdhlter Gene bzw. die
Expressionssteigerung oder Expressionsminderung durch Inkubation der Zelle mit einer
bestimmten Substanz, in diesem Fall Laktoferrin, nachverfolgen. Als Spiegel der
Expression dient die messengerRNA (mRNA), die zuerst isoliert und anschliefend mit
Hilfe der reversen Transkriptase in die complimentary DNA (cDNA) ,,umgeschrieben”

wird.

Mit der so erhaltenen cDNA lassen sich nun beliebig viele PCRs durchfiihren, wobei
darauf zu achten ist, dass man das zu bestimmende Gen durch Verwendung der
passenden Primer (Tab. 5) erhélt. Die Primer wurden mit Hilfe des Primer 3 Programms
selbst designed und mit dem BLAST Programm der NCBI Homepage auf Genspezifitat

gepriift.
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Tab. 5: Zeigt die Nukleotidseqenzen der forward and reverse Primer, der zu amplifizierenden Gene sowie deren
Annealingtemperatur (AT), Zyklenoptimum (ZO) und die GroRe des Amplicons. (GAPDH: Glycerinaldehydphosphat
Dehydrogenase; PAI-1: Plasminogen Aktivator Inhibitor-1; uPA:Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator; ICAM-1: Inter-
Cellular Adhesion Molecule- 1; MMP-1, 2, 3, 9: Matrix Metalloproteinase-1, 2, 3, 9; CD-163: Cluster of
Differentiation-163; a2M: alpha-2-Macroglobulin; LRP-1: Low density lipoprotein receptor-related protein 1)

Gen Nukleotidsequenz: AT ZO Amplicon
Forward Primer
Revert Primer
GAPDH 5’-GGA GCC AAA AGG GTC ATC ATC TC-3’ 62 23 185

5’-GTC ATG AGT CCT TCC ACG ATA CC-3’
PAI-1 5-TGC TGG TGA ATG CCC TCT ACT-3’ 61 30 399
5’-CGG TCA TTC CCA GGT TCT CTA-3’
uPA 5’-CCA AGG AGG GCA GGT GTG CG-3’ 67 30 480
5’-CGG GTG GTG CCC GTT TCC TC-3’
ICAM-1 5’-CGT GTC CTG TAT GGC CCC CG -3’ 70 30 426
5-GGG AGG CGT GGC TTG TGT GT -3’
MMP-1 5’-CGA CTC TAG AAA CAC AAG AGC AAG A-3 61 30 787
5-AAG GTT AGCTTACTGTCACACGCTT-3
MMP-2 5'-GTG CTG AAG GAC ACA CTA AAG AAG A-3° 61 30 605
5-TTG CCATCC TTC TCA AAG TTG TAG G-3°
MMP-3 5’-GAA ATG CAG AAG TTC CTT GG-3’ 60 30 489
5’-GTG AAA GAG ACC CAG GGA GTG-3’
MMP-9 5’-ATT CAG GGA GAC GCC CAT TT-3’ 63 30 317
5’-GTG CAG GCG GAG TAG GAT TG-3’
CD-163 5’-GCC ACA ACA GGT CGCTCATCCC-3’ 67 30 322
5-TCA GAATGG CCT CCT TTT CCATTC CA-3’
am 5’-ACA GCA CAA GAA GGG GAC CA-¥ 63 30 365
5’-ACT GTG TCC TGG GTG GAG GA-3’
LRP-1 5’-CAA CAA CAG CACCTG CACTGT CAA CCA G-3’ 67 30 515
5’-GGA CTC GCC GCT TAT ACC AGA ATACCA C-3’
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3.6.3 Durchfihrung

3.6.3.1 RNA-Isolierung und reverse Transkription

RNA Isolierung

Die in TriFAST lysierten Proben werden im Abzug aufgetaut und gleichzeitig die gleiche
Anzahl an Phase lock gel tubes (PLGT) fur 5 Minuten bei 15.000g zentrifugiert. Wenn
das Gel erfolgreich am Boden des PLGT sitzt, werden 100ul Chloroform und 500ul
Probe zugegeben und diese Mischung anschlieBend fiir 20 Sekunden intensiv
geschuttelt, nicht gevortext. Wahrend nun das hellrosa farbene Gemisch fiir 5min bei
12.000*g zentrifugiert, wird Eis vorbereitet, da ab diesem Zeitpunkt bei 4°C gearbeitet
werden muss. Fir jedes PLGT wird ein mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)- Wasser

behandeltes Eppi auf Eis mit 250ul 4°C kalten iso- Propanol vorbereitet.

Die DEPC- Wasser- Behandlung der Eppis und der Pipettenspitzen sowie die spatere
Verwendung des DEPC- Wassers selbst ist notig, da DEPC die RibuNuclease (RNase)
Aktivitat inhibiert und somit den unter normalen Zustdanden verlaufenden Abbau der
RNA verhindert. Diethylpyrocarbonat ist sehr giftig und leicht fliichtig, weshalb nur im
Abzug gearbeitet werden darf. Nach dem Autoklavieren verliert sich die
gesundheitsschadliche Wirkung von DEPC, da es wahrend dieses Vorgangs in Ethanol

und Kohlendioxyd (CO,) zerfallen ist.

Nach dem Zentrifugieren wird das liberstehende Wasser, das sich im PLGT befindet,
auf das vorgelegte iso-Propanol pipettiert (auf gleiches Volumen bei jeder Probe
achten) und danach fiir 1-2 Stunden, abh. von der Dichte der verwendeten Zellen

(differenzierte Zellen < 1h; undiff. Zellen 1h bis zu 1 Tag), bei -20°C gelagert.

Die ausgefallene RNA wird nun bei 4°C und 12.000g fiir 10min zentrifugiert, um ein
Pellet am Boden des Eppis zu erhalten. Dieses Pellet wird nun 2x mit 1 ml 4°C kalten,
75%igen Ethanol wie folgt gewaschen: Ethanol zugeben, vortexen, 10min bei 4°C und

12.000g zentrifugieren, Ethanol verwerfen. Das Pellet durch den Luftzug in der
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Laminarflow antrocknen lassen und zligig mit der ,Umschreibung”, wie die reverse

Transkription ugs. genannt wird, fortfahren.
Reverse Transkription

Wichtig: Pro Probe und Umschreibung werden 20ul Gesamtvolumen zur Berechnung

herangezogen!

Das trockene Pellet wird in 14ul (14ul= 12ul + Sicherheitszuschlag von 2ul) DEPC-
Wasser suspendiert und innerhalb von 10 min am 55°C heifen Wasserbad gel6st.
Danach werden 12ul der gelosten RNA in ein PCR-Tube uberfihrt und auf Eis
weiterverarbeitet. 1pul Random Hexamer Primer wird zugefiigt und fir 10 min bei 70°C
im Thermocycler inkubiert, damit sich die Primer anlagern kénnen und sich die
Tertiarsturktur der RNA findet. Die passende programmierte Methode wurde mit RT1
eingespeichert. Wahrend der 10 min Inkubation wird der Mastermix laut Tab. 6 (s.u.)
vorbereitet. 7ul des Mastermixes werden zur Probe pipettiert, gevortext und danach
bei 37°C fur 1 h und anschlieBend 60°C fiur 10 min im Thermocycler zur cDNA
umgeschrieben. In diesem Fall nennt sich die passende programmierte Methode RT2.

Bis zur Verwendung der cDNA fiir die PCR wird die Probe bei -20°C gelagert.

Tab. 6: Pipettierschema fur den Mastermix der Umschreibung, mit Beispielsrechnung fiir 3 Proben, da meist 3
Proben gleichzeitig aufgearbeitet wurden. Wird ein Volumen spéter aliquotiert, muss zuvor ein Sicherheitszuschlag
(SZ) von 10% bericksichtigt werden.

Umschreibung Ausgangs- Endkonzentration Volumen Volumen
Konzentration in 20pl 1x 3,3x (inkl. S2)

RT Buffer 5x 1x apl 13,2yl
dNTPs 10mM 1mM 2ul 6,61
RNAse Inhibitor 40U/ pl 10U/ ul 0,5ul 1,7ul
Reverse

200U/ ul 5U/ ul 0,5ul 1,7ul
Transkriptase
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3.6.3.2 PCR

PCR Vorbereitung

Da bei 4°C gearbeitet werden muss, werden alle benotigten Materialien und Proben
auf Eis aufgetaut. Fir jedes zu amplifizierende Gen bendétigt man einen Mastermix, der
laut Tab. 7 in einem kleinen Eppi zusammengefiigt wird. Die einzelnen Ldsungen
werden vor dem Pipettieren, der fertige Mastermix danach kurz gevortext. Wird
dasselbe Gen in 3 Proben vervielfaltigt, kann die 3-fache Menge des Mastermixes

vorbereitet und diese dann aliquot aufgeteilt werden.

Tab. 7: Pipettierschema fiur den Mastermix des PCR- Ansatzes, mit Beispielsrechnung fiir 3 Proben, da meist 3
Proben gleichzeitig verarbeitet wurden. Wird ein Volumen spater aliquotiert, muss zuvor ein Sicherheitszuschlag
SZ) von 10% beriicksichtigt werden.

PCR-Ansatz Volumen Volumen
1x 3,3x (inkl. SZ)
Aqua dest. steril filtriert 31l 102,3ul
Buffer Taq buffer+ KCI 10x Sul 16,5ul
Mg,Cl,, 25mM Sul 16,5l
dNTPs, 10mM 4l 13,2ul
Primer a, 10uM 1,5ul 4,95ul
Primer b, 10uM 1,5ul 4,95ul
Tag DNA Polymerase, 1U/ul 1l 3,3ul

In einem PCR-Tube werden nun 49 pl Mastermix vorgelegt, mit 1ul der Probe vereinigt,

kurz gevortext und anschliefend mittig im Thermocycler positioniert.

PCR Durchfiihrung

Im Thermocycler findet nun die eigentliche Polymerasekettenreaktion in den unten

beschriebenen Schritten statt:
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a. Initiale Denaturierung: die doppelstrangige DNA wird durch Erhitzen fiir 3min

bei 94 °Cin ihre Einzelstrange aufgetrennt
b. Denaturierung: 40 Sekunden bei 94 °C

c. Annealing: nach Abkiihlung auf eine primerspezifische Temperatur (s. Tab. 5)

konnen diese innerhalb von 60 Sekunden an die DNA hybridisieren

d. Elongation: bei 72 °C, dem Temperaturoptimum der Taq Polymerase, wird der
Zweitstrang innerhalb von 60 Sekunden, ausgehend von den Primern, durch

Anlagerung der komplementaren dNTPs synthetisiert
e. Finale Elongation: 5min bei 72 °C
f. Fertig: Lagerung bei 4 °C

WICHTIG: Punkt b, ¢, d werden je nach Primer 25- 32 Mal wiederholt. Diese
Wiederholung beschreibt die Zyklenanzahl (s. Tab. 5).

Gele fiir die ELFO der PCR Produkte giefien

Wiahrend der Thermocycler lduft werden die 1,5%igen Agarose Gele fir die
anschlielende elektrophoretische Auftrennung der Genprodukte vorbereitet. Flr ein
Agarosegel werden 0,6g Agarose in ein 250ml Becherglas eingewogen, mit 40ml Tris-
Borsdure-EDTA-Buffer (TBE-Buffer) vermischt und in der Mikrowelle bei 800W fiir 40

Sekunden erhitzt, wobei die Lésung etwa 20 Sekunden lang sieden muss.

AnschlieBend werden der Losung 20ul Ethidiumbromid (0,5g/ml) zugefligt, diese dann
2 mal kreisformig geschwenkt und in eine kurz zuvor vorbereitete Form (Schablone
und Kamm) in einem Zug gegossen. Beim Arbeiten mit Ethidiumbromid ist Vorsicht
geboten, da dieser rote Phenanthridin- Farbstoff krebserregend ist und deshalb auch
nach einer gesonderten Entsorgung verlangt (gelber Abfallkanister). Die Gele harten

innerhalb von einer viertel Stunde komplett aus.
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ELFO der PCR Produkte, Visualisierung der Banden und Auswertung des Photos

Wenn die PCR beendet ist werden die Proben dem Thermocylcer entnommen und auf
Eis gestellt. Als Farbmarker zum Abschatzen der bereits gelaufenen Strecke im Gel
findet bevorzugt Xylencyanol (XC; sog. Loading dye) Verwendung, da XC durch seine
geringe Molmasse (538,61g/mol) nicht im Feld der AmplicongréRen liegt. Deshalb
werden nun 3ul des blauen 6x loading dye in einem kleinen Eppi vorgelegt, mit 15ul

Probe (loading dye: Probe= 1:6) versetzt und kurz gevortext.

Das Gel wird vorsichtig in eine ELFO Kammer Uberfiihrt, diese mit TBE-Buffer bis zur
Marke befillt, der Kamm aus dem Gel entfernt und die einzelnen Geltaschen mit je
15ul der vorbereiteten Proben sowie 3ul einer DNA-Leiter als Indentifikationshilfe
befillt. Die amplifizierte DNA wird nun in Richtung zur Anode bei 100V fiir 20min der
GroRe nach aufgetrennt. Die unter UV-Licht fluoreszierenden Banden werden im
Chemilmager™ 4400 sichtbar gemacht, fotografiert und das digitale Bild anschlieRend

mit Hilfe der Software , AlphaEaseFC Chemilmager 4400“ ausgewertet.
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4 ERGEBNISSE

Laktoferrin (LF) bietet ein breites Spektrum an experimentellen Ansatzen. Die
Arbeitsgruppe von Prof. Hittinger beschaftigte sich in vorangegangen Experimenten
mit der Wirkung von bovinem Laktoferrin (bLF) auf Chondrozyten, THP-1 Monozyten,
Hela-, Mef-, Mink- und Caco-2 Zellen. Die Untersuchungen konzentrierten sich auf die
Aktivierbarkeit bestimmter Signale, Stimulierbarkeit der Expression ausgewahlter Gene
sowie dem Differenzierungs-, Migrations- und Proliferationsverhalten dieser Zellen als
Antwort auf verschiedene Konzentrationen an und unterschiedliche Inkubationszeiten
mit bLF. Diese Versuche schafften ein Basisverstandis (iber die Wirkung von bLF auf

verschiedene Zelltypen in Bezug auf Proliferation, Migration und Differenzierung.

In dieser Versuchsreihe wurde die Wirkung von rekombinantem humanen Laktoferrin
(rhLF) im Vergleich zu bLF in Bezug auf Signaltransduktion, Genexpression und
Zellproliferation getestet. Zu den Methoden der Wahl zahlten dabei: (A) Westernblot,
zur Untersuchung der Signaltransduktion, (B) reverse transcription Polymerase Chain
Reaction (rtPCR), zur Analyse der Genexpression und (C) MTT-Test sowie
Zellzahlbestimmung, zur Bestimmung der Proliferationsrate. Im Fokus der
Beobachtung standen die Aktivierung von p38 MAPK, ERK1/2 und Smad-2 Signale
sowie die Stimulierung der Expression Extrazellularmatrix- modellierender Gene in

Caco-2 Zellen und THP-1 Monozyten und deren Proliferationsverhalten.

Caco-2 Zellen sind adharente, humane, heterogene, kolorektale, epitheliale
Adenokarzinomzellen. Im undifferenzierten, subkonfluenten Stadium gleichen sie den
Stammzellen des Dickdarms, durch ldangere Kultivierung (bis zu 3 Wochen)
differenzieren sie jedoch zu dem Phadnotyp eines Enterozyten des Dinndarms [PINTO

et al., 1983].

THP-1 Monozyten sind Suspensionzellen und entstammen einem an akuter
monozytischer Leukdamie erkrankten Patienten. Bei Kultivierung unter Zusatz von
speziellen Substanzen wie Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) differenzieren
Monozyten zu Makrophagen [AUWERX et al., 1991].
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Die Entscheidung fiir den experimentellen Einsatz von Caco-2 wurde getroffen, da sich
in diesen Modell die Wirkung von oral aufgenommenem humanem Laktoferrin (hLF)
aus der Muttermilch im Vergleich zu bovinem Laktoferrin (bLF) aus der Kuhmilch

simulieren lieR.

THP-1 Monozyten wiederum dienten einerseits der simulierten Beobachtung der
Effekte des (iber Nahrung aufgenommenen hLF bzw. bLF, andererseits des wahrend
einer Entziindung in Massen aus den sekundaren Granula neutrophiler Granulozyten

freigesetzten hLFs.

In folgenden Tabellen und Graphen wurde die Antwort der subkonfluenten Caco-2
Zellen, der differenzierten Caco-2 Zellen und der THP-1 Monozyten auf rhLF und bLF
Inkubation, zum einen im Zeit- (1-, 4-, 24 Stunden) und zum anderen im
Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50-, 500ug/ml) dargestellt. Die mittels drei
unabhangiger Versuche generierten Daten wurden mit Hilfe des Computerprogramms
,Prism 3.0 statistisch ausgewertet und in eine reprasentative Form (Tabellen und

Graphen) lberfiihrt.

Die Tabellen zeigen neben Konfidenzintervall (KI) und dem p-Wert (Signifikanzniveu)
die mittlere Differenz (MD). Da es sich hierbei um eine Differenz handelt muss man
den Wert von 1 (Kontrolle) dazu rechnen, um die tatsachliche Stimulierung/Aktivierung
zu erhalten. Mochte man jedoch den Unterschied der Stimulierung/Aktivierung
zwischen rhLF und bLF betrachten entfallt dieser Schritt, da die MD genau dies

darstellt.
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4.1 Ergebnisse der Caco-2 Zellversuche

4.1.1 Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Aktivierung

ausgewadhlter Signalproteine in undifferenzierten Caco-2 Zellen im Vergleich zu

bovinem Laktoferrin

Weder die 1- noch die 4- stiindige Inkubation mit 50ug/ml rhLF flhrte zu einer
Aktivierung von Smad2, p38 sowie ERK1 und ERK2 in subkonfluenten bzw.
undifferenzierten Caco-2 Zellen (Abb. 1a). Im Vergleich dazu fihrt die 1- wie auch die
4- stindige Inkubation mit 50ug/ml bLF zu einer 2,4 fachen Aktivierung des Smad-2
Signals. Die Phosphorylierung von p38 wird nach bLF bei 1- stlindiger Inkubation nicht
und nach 4- stiindiger um 40% stimuliert (n.s.). 1- sowie 4- stiindige Inkubation mit bLF
sowie rhLF fiihrte zu keiner verstarkten ERK1 wund ERK2 Aktivierung in

undifferenzierten Caco-2 Zellen (Tab. 8, - 9; Abb. 17).

Tab.8: Einfluss von rhLF sowie bLF (je. 50ug/ml) auf die Aktivierung ausgewahlter Signalproteine in undiff. Caco-2
Zellen nach 1- und 4-stiindiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe

Signal Dauer LF MD* p-Wert* KI*
p-p38 1h rhLF 0,10 >0,05 0,70 bis -0,50
bLF -0,19 >0,05 0,41 bis -0,79

4h rhLF -0,03 >0,05 0,62 bis -0,67

bLF 0,36 >0,05 1,00 bis -0,29

pERK1 1h rhLF -0,09 >0,05 0,53 bis -0,71
bLF -0,11 >0,05 0,51 bis -0,73

4h rhLF -0,08 >0,05 0,60 bis -0,75

bLF 0 >0,05 0,68 bis -0,67

pERK2 1h rhLF -0,04 >0,05 0,59 bis -0,66
bLF -0,14 >0,05 0,48 bis -0,76

4h rhLF 0 >0,05 0,68 bis -0,67

bLF 0,01 >0,05 0,68 bis -0,67

pSmad2 1h rhLF 0,10 >0,05 0,45 bis -0,26
bLF 1,44 <0,001 1,80 bis 1,09

4h rhLF 0,16 >0,05 0,51 bis -0,20

bLF 1,42 <0,001 1,78 bis 1,07

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Tab.9: Vergleich der Aktivierbarkeit ausgewdhlter Signalproteine nach 1- und 4-stiindige Inkubation mit 50ug/ml LF
in undiff. Caco-2 Zellen: rhLF vs. bLF

Signal Dauer MD* p-Wert* KI*
p-p38 1h 0,29 >0,05 -0,23 bis 0,80
4h -0,38 >0,05 -0,99 bis 0,22
pERK1 1h 0,02 >0,05 -0,54 bis 0,58
4h -0,08 >0,05 -0,73 bis 0,57
pERK2 1h 0,11 >0,05 -0,46 bis 0,67
4h -0,01 >0,05 -0,65 bis 0,64
pSmad2 1h -1,34 <0,001 -1,65 bis -1,04
4h -1,26 <0,001 -1,57 bis -0,96

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test
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Abb. 17a
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Abb.17:

Signalproteine in undifferenzierten Caco-2 Zellen im Vergleich zu bovinem Laktoferrin mittels Western
Blot. (a) Reprasentative Abbildung der p-Smad2, p-p38 und p-ERK1/2 Signalbanden sowie der
Ladekontrollen panERK und Smad2 nach 1- und 4-stiindiger Inkubation mit rhLF und bLF (jeweils
50ug/ml) sowie die graphische Darstellung (b) der relativen p38, (c) der relativen ERK1/2 und (d) der
relativen Smad2 Aktivierung. Mittelwert (+/- SD) von drei unabhangigen Experimenten. Die Ergebnisse
wurden auf die Ladekontrolle (panERK und Smad2) normalisiert und die Kontrolle auf 1 gesetzt. Die
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auf die Aktivierung ausgewahlter

statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test (rhLF vs. bLF: ***: p<0,001).

Ein Unterschied zwischen rhLF und bLF wurde also nur in Bezug auf den Smad Pathway

gefunden. Wahrend bLF diesen Pathway offenbar eindeutig aktivieren kann, zeigt rhLF

hier keinerlei Einfluss.
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4.1.2 Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Expression ausge-

wahlter Gene in undifferenzierten Caco-2 Zellen im Vergleich zu bovinem

Laktoferrin

Im undifferenzierten Caco-2 Zellmodell fiihrte weder die Inkubation mit 50ug/ml rhLF
noch bLF zu einer Steigerung der Genexpression von PAI-1 sowie MMP-1 (nach einer
oder vier Stunden; Abb. 18a). Das Fehlen einer MMP-2, -3 und -9 Expression wurde
weder durch rhLF noch bLF gedndert, weshalb deren Abbildung nicht moglich war

(Tab. 10, -11; Abb. 18).

Tab.10: Einfluss von rhLF sowie bLF (je. 50ug/ml) auf die Expression ausgewahlter Gene in diff. Caco-2 Zellen nach 1-
und 4-stiindiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe.

Gen Dauer LF MD* p-Wert* KI*
PAI-1 1h rhLF -0,03 >0,05 0,53 bis -0,59
bLF 0,01 >0,05 0,57 bis -0,55

4h rhLF -0,08 >0,05 0,48 bis -0,63

bLF -0,09 >0,05 0,47 bis -0,65

MMP-1 1h rhLF -0,13 >0,05 0,46 bis -0,72
bLF 0,05 >0,05 0,64 bis -0,54

4h rhLF -0,04 >0,05 0,55 bis -0,62

bLF -0,04 >0,05 0,55 bis -0,62

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Tab.11: Vergleich der Expressionssteigerung ausgewahlter Gene nach 1- und 4-stiindiger Inkubation mit 50ug/ml LF
in diff. Caco-2 Zellen: rhLF vs. bLF.

Gen Dauer MD* p-Wert* KI*
PAI-1 1h -0,04 >0,05 -0,52 bis 0,45
4h 0,02 >0,05 -0,47 bis 0,50
MMP-1 1h -0,19 >0,05 -0,70 bis 0,32
4h 0 >0,05 -0,51 bis 0,51

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Abb. 18a Abb. 18b Abb. 18c
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Abb. 18: Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Expression ausgewahlter Gene in
undifferenzierten Caco-2 Zellen im Vergleich zu bovinem Laktoferrin. (a) Reprasentative Abbildung der
PAI-1 und MMP-1 Genexpression sowie des Housekeeping-Gens GAPDH nach 1- und 4-stiindiger
Inkubation mit rhLF und bLF (jeweils 50ug/ml) sowie die graphische Darstellung (b) der relativen PAI-1
und (c) der relativen MMP-1 Stimulierung. Mittelwert (+/- SD) von drei unabhingigen rtPCR
Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf das Housekeeping-Gen (GAPDH) normalisiert und die
Kontrolle auf 1 gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test.
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4.1.3 Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Aktivierung

ausgewabhlter Signalproteine in differenzierten Caco-2 Zellen im Vergleich zu

bovinem Laktoferrin

Im Zeitverlauf: Eine 1- wie auch 4- stiindige Inkubation von tber 3 Wochen bei 37°C
und 5% CO, in Kultur gehaltener und somit differenzierter Caco-2 Zellen mit rhLF sowie
bLF (jeweils 50ug/ml) fihrte zu keiner deutlichen Aktivierung der Signalproteine
Smad2, p38 sowie ERK1 und ERK2 (Abb. 19a). Da die Signalstirke der ausgewahlten
Proteine trotz Berlicksichtigung hoher Applikationsmengen (~ 65ug Protein pro
Geltasche) sehr schwach ausfiel, war eine Abbildung aller Signale zwar moglich, eine
statistische Auswertung jedoch nur im Fall von p-p38, pERK1 und pERK2 (Tab. 12, -13;
Abb. 19b, -c). p38 wurden nach 1- stindiger Inkubation mit rhLF sowie mit bLF
schwach (n.s.), nach 4- stiindiger Inkubation hingegen weder mit rhLF noch mit bLF

aktiviert.

Tab. 12: Einfluss von rhLF sowie bLF (je. 50ug/ml) auf die Aktivierung ausgewahlter Signalproteine in diff. Caco-2
Zellen nach 1- und 4-stuindiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe.

Signal Dauer LF MD* p-Wert* KI*
p-p38 1h rhLF 0,28 >0,05 0,78 bis -0,22
bLF 0,50 >0,05 1,00 bis -0,002
4h rhLF 0,10 >0,05 0,41 bis -0,60
bLF 0,08 >0,05 0,42 bis -0,58
PERK1 1h rhLF 0,23 >0,05 0,89 bis -0,43
bLF 0 >0,05 0,66 bis -0,66
4h rhLF -0,11 >0,05 0,55 bis -0,77
bLF -0,03 >0,05 0,64 bis -0,69
pERK2 1h rhLF 0,37 >0,05 1,03 bis -0,30
bLF -0,04 >0,05 0,62 bis -0,66
4h rhLF -0,06 >0,05 0,60 bis -0,72
bLF -0,14 >0,05 0,52 bis -0,80
pSmad2 1h rhLF - - -
bLF -
4h rhLF
bLF

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Tab. 13: Vergleich der Aktivierbarkeit ausgewahlter Signalproteine nach 1- und 4-stiindiger Inkubation mit 50ug/ml
LF in diff. Caco-2 Zellen: rhLF vs. bLF

Signal Dauer MD* p-Wert* KI*

p-p38 1h -0,22 >0,05 -0,65 bis 0,22
4h -0,01 >0,05 -0,45 bis 0,42

pERK1 1h 0,23 >0,05 -0,36 bis 0,82
4h -0,08 >0,05 -0,68 bis 0,51

PERK2 1h 0,40 >0,05 -0,19 bis 0,99
4h 0,08 >0,05 -0,51 bis 0,67

pSmad2 1h - - -
4h

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test
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Abb. 19a Abb. 19b
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Abb. 19: Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Aktivierung ausgewdhlter
Signalproteine in differenzierten Caco-2 Zellen (21 Tage in Kultur) im Vergleich zu bovinem Laktoferrin
mittels Western Blot. (a) Reprasentative Abbildung der p-Smad2, p-p38 und p-ERK1/2 Signalbanden
sowie der Ladekontrollen panERK und Smad2 nach 1- und 4-stiindiger Inkubation mit rhLF und bLF
(jeweils 50ug/ml) sowie die graphische Darstellung (b) der relativen p38 und (c) der relativen ERK1/2
Aktivierung. Mittelwert (+/- SD) von drei unabhingigen Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf die
Ladekontrolle (panERK) normalisiert und die Kontrolle auf 1 gesetzt. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels Bonferroni- Test.

Im Konzentrationsverlauf: Die 4- stiindige Inkubation der differenzierten Caco-2 Zellen
zeigte im Konzentrationsverlauf (rhLF: 0,5-, 5-, 50-, 500pg/ml und 50ug/ml bLF)
abermals keine Aktivierung des Smad2, p38 sowie ERK1 und ERK2 Signals (Abb. 20a).
Dieses Ergebnis konnte graphisch im Fall von p-Smad2 wie auch pERK1 und pERK2
abgebildet werden (Tab. 14; Abb. 20).
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Das p-p38 Signal war aufgrund der Signalschwache und dem uneinheitlichen
Erscheinungsbild der 3 unabhadngigen Versuche nicht statistisch auswertbar und
konnte somit graphisch nicht dargestellt werden. Da p-p38 zu den Stress- induzierten
Signalen gehort und die Kultivierung der Caco-2 Zellen iber 3 Wochen eine breite
Moglichkeit bietet die Zellen einer Stresssituation auszusetzen, kann dieses

Erscheinungsbild eventuell dadurch erklart werden.

Tab. 14: Einfluss von rhLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50- und 500ug/ml) sowie bLF (50ug/ml) auf die
Aktivierung ausgewadhlter Signalproteine in diff. Caco-2 Zellen nach 4-stiindiger Inkubation im Vergleich zur
Kontrollprobe.

Signal LF Konz. MD* p-Wert* KI*
p-p38 rhLF 0,5 - -
5 -
50 - -
500 - -
bLF 50 - - -
pPERK1 rhLF 0,5 0,25 >0,05 -0,29 bis 0,78
5 0,26 >0,05 -0,27 bis 0,80
50 0 >0,05 -0,53 bis 0,53
500 0,04 >0,05 -0,49 bis 0,57
bLF 50 -0,07 >0,05 -0,61 bis 0,46
PERK2 rhLF 0,5 0,15 >0,05 -0,39 bis 0,68
5 0,23 >0,05 -0,30 bis 0,77
50 0,07 >0,05 -0,46 bis 0,61
500 0,16 >0,05 -0,38 bis 0,69
bLF 50 -0,08 >0,05 -0,61 bis 0,46
pSmad2 rhLF 0,5 0,05 >0,05 0,53 bis -0,44
5 -0,01 >0,05 0,47 bis -0,50
50 0,04 >0,05 0,53 bis -0,44
500 -0,02 >0,05 0,46 bis -0,51
bLF 50 0,10 >0,05 0,58 bis -0,39

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Abb. 20a Abb. 20b
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Abb. 20c
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Abb. 20: Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Aktivierung ausgewahlter
Signalproteine in differenzierten Caco-2 Zellen (21 Tage in Kultur) im Vergleich zu bovinem Laktoferrin
mittels Western Blot. (a) Reprasentative Abbildung der p-Smad2, p-p38 und p-ERK1/2 Signalbanden
sowie der Ladekontrollen panERK und Smad2 nach 4-stiindiger Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen an rhLF (0,5-, 5-, 50-, 500ug/ml) und 50ug/ml bLF sowie die graphische Darstellung (b)
der relativen Smad2 und (c) der relativen ERK1/2 Aktivierung. Mittelwert (+/- SD) von drei unabhangigen
Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf die Ladekontrolle (panERK und Smad2) normalisiert und die
Kontrolle auf 1 gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test.

4.1.4 Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Expression ausge-

wahlter Gene in differenzierten Caco-2 Zellen im Vergleich zu bovinem

Laktoferrin

Im Zeitverlauf: Auch im differenzierten Caco-2 Zellmodell fihrte weder die Inkubation
Uber 1 noch die Gber 4 Stunden mit je 50ug/ml rhLF und bLF zu einer Steigerung der
Genexpression von PAI-1 und MMP-1 (Tab. 15, - 16; Abb. 21). In diesem
Differenzierungsstadium konnte abermals keine Grundexpression von MMP-2, -3 und -
9 gefunden werden, welche weder durch rhLF noch bLF stimuliert wurde, sodass deren

Abbildung nicht moglich war.

Tab. 15: Einfluss von rhLF sowie bLF (je. 50ug/ml) auf die Expression ausgewahlter Gene in diff. Caco-2 Zellen nach
1- und 4-stiindiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe.

Gen Dauer LF MD* p-Wert* KI*
PAI-1 1h rhLF 0,05 >0,05 0,92 bis -0,84
bLF 0,08 >0,05 0,97 bis -0,80

4h rhLF 0,18 >0,05 1,06 bis -0,71

bLF -0,13 >0,05 0,76 bis -1,01

MMP-1 1h rhLF 0,05 >0,05 0,53 bis -0,44
bLF -0,02 >0,05 0,47 bis -0,50

4h rhLF 0,04 >0,05 0,53 bis -0,44

bLF -0,02 >0,05 0,46 bis -0,51

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test
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Tab. 16: Vergleich der Expressionssteigerung ausgewdhlter Gene nach 1- und 4-stindiger Inkubation mit 50ug/ml LF
in diff. Caco-2 Zellen: rhLF vs. bLF

Gen Dauer MD* p-Wert* KI*
PAI-1 1h -0,04 >0,05 -0,80 bis 0,73
4h 0,30 >0,05 -0,46 bis 1,07
MMP-1 1h 0,06 >0,05 -0,35 bis0,47
4h 0,06 >0,05 -0,34 bis 0,47

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Abb. 21a Abb. 21b Abb. 21c
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Abb. 21: Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Expression ausgewahlter Gene in
differenzierten Caco-2 Zellen (21 Tage in Kultur) im Vergleich zu bovinem Laktoferrin. (a) Reprasentative
Abbildung der PAI-1 und MMP-1 Genexpression sowie des Housekeeping-Gens GAPDH nach 1- und 4-
stiindiger Inkubation mit rhLF und bLF (jeweils 50ug/ml) sowie die graphische Darstellung (b) der
relativen PAI-1 und (c) der relativen MMP-1 Stimulierung. Mittelwert (+/- SD) von drei unabhéngigen
rtPCR Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf das Housekeeping-Gen (GAPDH) normalisiert und die
Kontrolle auf 1 gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test.

Im Konzentrationsverlauf: Die 4- stiindige Inkubation differenzierter Caco-2 Zellen im
Konzentrationsverlauf  (rhLF: 0,5-, 5-, 50-, 500ug/ml und 50pg/ml bLF) fihrte,
unabhangig von der Laktoferrinkonzentration, zu keiner Expressionserhéhung von
PAI-1 und MMP-1 (Tab. 17; Abb. 22). Wieder konnte eine MMP-2, -3 und -9 Expression

nicht detektiert und somit nicht dargestellt werden.

Tab. 17: Einfluss von rhLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50- und 500ug/ml) sowie bLF (50ug/ml) auf die
Expression ausgewahlter Gene in diff. Caco-2 Zellen nach 4-stlindiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe.

Signal LF Konz. MD* p-Wert* KI*
PAI-1 rhLF 0,5 0,05 >0,05 0,65 bis -0,55
5 0,12 >0,05 0,72 bis -0,48

50 0,14 >0,05 0,74 bis -0,46

500 -0,12 >0,05 0,48 bis -0,71

bLF 50 0,17 >0,05 0,77 bis -0,42

MMP-1 rhLF 0,5 -0,17 >0,05 0,75 bis -1,09
5 -0,01 >0,05 0,91 bis -0,93

50 -0,09 >0,05 0,83 bis -1,01

500 -0,14 >0,05 0,78 bis -1,06

bLF 50 -0,01 >0,05 0,91 bis -0,93

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test
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Abb. 22a Abb. 22b Abb. 22c
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Abb. 22: Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Expression ausgewahlter Gene in
differenzierten Caco-2 Zellen (21 Tage in Kultur) im Vergleich zu bovinem Laktoferrin. (a) Reprasentative
Abbildung der PAI-1 und MMP-1 Genexpression sowie des Housekeeping-Gens GAPDH nach 4-stiindiger
Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen an rhLF (0,5-, 5-, 50-, 500ug/ml) und 50ug/ml bLF sowie
die graphische Darstellung (b) der relativen PAI-1 und (c) der relativen MMP-1 Stimulierung. Mittelwert
(+/- SD) von drei unabhingigen rtPCR Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf das Housekeeping-Gen
(GAPDH) normalisiert und die Kontrolle auf 1 gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
Bonferroni- Test.

4.1.5 Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Proliferationsrate

von differenzierten Caco-2 Zellen im Vergleich zu bovinem Laktoferrin

Undifferenzierte Caco-2 Zellen zeigten in Gegenwart von rhLF mit zunehmender
Inkubationsmenge und Inkubationszeit im MTT-Test eine Proliferationssteigerung um
maximal 51% (n.s.) nach 2- tagiger Inkubation mit 50ug/ml rhLF. Ein proliferativer
Effekt von maximal 25% (n.s.) zeigte sich durch bLF Inkubation nach 2- tagiger
Inkubation mit 0,5ug/ml bLF (Tab. 18, -19, -20; Abb. 23).

Tab. 18: Einfluss von rhLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5- und 50ug/ml) auf die Proliferationsrate undiff. Caco-2
Zellen nach 1- und 2-tagiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe (Bestimmung mittels MTT-Test)

Tage Konz. MD* p-Wert* KI*
1 0,5 0,13 >0,05 0,66 bis -0,39
5 0,19 >0,05 0,71 bis -0,33
50 0,14 >0,05 0,67 bis -0,38
2 0,5 0,16 >0,05 0,68 bis -0,37
5 0,29 >0,05 0,82 bis -0,23
50 0,51 >0,05 1,04 bis -0,16

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Tab. 19: Einfluss von bLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5- und 50ug/ml) auf die Proliferationsrate undiff. Caco-2
Zellen nach 1- und 2-tagiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe (Bestimmung mittels MTT-Test)

Tage LF MD* p-Wert* KI*
1 0,5 0,06 >0,05 0,53 bis -0,41
5 0,08 >0,05 0,55 bis -0,40
50 -0,07 >0,05 0,41 bis -0,55
2 0,5 0,25 >0,05 0,73 bis -0,22
5 0,16 >0,05 0,63 bis -0,32
50 0,16 >0,05 0,64 bis -0,31

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test
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Tab. 20: Vergleich der Proliferation der Caco-2 Zellen nach 1- und 2-tagiger Inkubation mit LF (in Bezug auf die
Konzentration): rhLF vs. bLF (Bestimmung mittels MTT-Test)

Tage Konz. MD* p-Wert* KI*
1 0,5 0,08 >0,05 -0,37 bis 0,52
5 0,12 >0,05 -0,33 bis 0,56
50 0,21 >0,05 -0,23 bis 0,66
2 0,5 -0,10 >0,05 -0,54 bis 0,35
5 0,14 >0,05 -0,31 bis 0,58
50 0,35 >0,05 -0,10 bis 0,80

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Abb. 23a Abb. 23b
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Abb.23: Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Proliferation von undiff. Caco-2 Zellen
im Vergleich zu bovinem Laktoferrin. Graphische Darstellung der relativen Wachstumsrate nach 1- und
2- tagiger Inkubation (a) mit 0,5-, 5- und 50ug/ml rhLF und (b) mit 0,5-, 5- und 50ug/ml bLF. Mittelwert
(+/- SD) von zwei unabhangigen MTT-Test Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf die Kontrolle
normalisiert und diese auf 1 gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test.

Die Ergebnisse zeigen also, dass die Proliferationsrate von undifferenzierten Caco-2
Zellen weder durch rhLF noch durch bLF unter diesen Bedingungen signifikant

beeinflusst werden konnte.
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4.2 Ergebnisse der THP-1 Zellversuche

Nach der Betrachtung des Proliferationsverhaltens von Caco-2 Zellen sowie der
Aktivierbarkeit bestimmter Signaltransduktionswege und der Expressionssteigerung
bestimmter Zielgene durch rekombinantes humanes Laktoferrin (rhLF) sowie bovines
Laktoferrin (bLF) folgen nun die Ergebnisse derselben Untersuchungen, diesmal jedoch
mit dem Zellmodell der THP-1 Monozyten. Die Experimente konzentrierten sich
abermals auf die zeit- und konzentrationsabhangige Wirkung von rhLF im Vergleich zu

bLF.

4.2.1 Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Aktivierung

ausgewahlter Signalproteine in THP-1 Monozyten im Vergleich zu bovinem

Laktoferrin

Im Zeitverlauf: Die 24- stiindige Inkubation der THP-1 Monozyten mit Laktoferrin
fihrte innerhalb der drei unabhangigen Experimente zu sehr unterschiedlichen
Ergebnissen, weshalb auf deren Interpretation verzichtet wurde. Effekte nach 1- sowie
4-stindiger Inkubation konnten jedoch problemlos statistisch ausgewertet und

graphisch dargestellt werden (Tab. 21, -22; Abb. 24).

Der starkste Effekt nach 1- sowie 4-stiindiger Inkubation mit rhLF konnte bei dem
Signalprotein p-p38 beobachtet werden. Nach 1-stiindiger Inkubation mit 50ug/ml
rhLF kam es zur Signalverdoppelung (n.s.), mit 50ug/ml bLF zu einer 2,4 fachen
Steigerung (n.s.). Die 4-stiindige Inkubation mit rhLF flhrte zur 2,3 fachen (n.s.), mit

bLF mit einer 2,1-fachen Aktivierung von p38.

Die Signalschwache der pERK1/2 Banden nach 1-stiindiger Inkubation trotz
hochdosierter Proteinmenge (~60ug Proteinapplikation pro Geltasche) verhinderte
deren Auswertung. Eine Aktivitatserhohung durch rhLF sowie bLF ist jedoch
auszuschlieBen. Die Antwort des ERK1 sowie ERK2 Signals auf 4-stiindige Inkubation

mit rhLF oder bLF zeigte keine merkliche Stimulierung der Aktivierung.
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Waihrend sich Smad2 von dem 1- wie auch 4-stiindigen Kontakt mit 50ug/ml rhLF
unbeeindruckt zeigte, fiihrte die Inkubation mit derselben Konzentration an bLF nach
einer Stunde zu einer 26,5 fachen und nach vier Stunden zu einer 17,7 fachen
Signalaktivierung (Tab. 21), die sich mit einer mittleren Differenz von 25,6 (1h;
p<0,001) und 16,6 (4h; p<0,001) von der Aktivierung mittels rhLF deutlich abhob (Tab.
22).

Tab. 21: Einfluss von rhLF sowie bLF (je. 50ug/ml) auf die Aktivierung ausgewahlter Signalproteine in THP-1
Monozyten nach 1- und 4-stiindiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe.

Signal Dauer LF MD* p-Wert* KI*
p-p38 1h rhLF 0,96 >0,05 2,44 bis -0,52
bLF 1,42 >0,05 2,90 bis -0,06

4h rhLF 1,32 >0,05 2,80 bis-0,16

bLF 1,13 >0,05 2,61 bis -0,36

pPERK1 1h rhLF - - -
bLF - - -

4h rhLF 0,11 >0,05 0,86 bis -0,64

bLF -0,26 >0,05 0,50 bis -1,01

pPERK2 1h rhLF - - -
bLF - - -

4h rhLF 0,08 >0,05 0,83 bis -0,68

bLF -0,31 >0,05 0,45 bis -1,06

pSmad2 1h rhLF -0,17 >0,05 3,41 bis -3,74
bLF 25,46 <0,001 29,03 bis 21,89

4h rhLF 0 >0,05 3,58 bis -3,57

bLF 16,65 <0,001 20,22 bis 13,07

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Tab. 22: Vergleich der Aktivierbarkeit ausgewahlter Signalproteine nach 1- und 4-stiindige Inkubation mit 50pug/ml
LF in THP-1 Monozyten: rhLF vs. bLF

Signal Dauer MD* p-Wert* KI*
p-p38 1h -0,46 >0,05 -1,74 bis 0,82
4h 0,19 >0,05 -1,09 bis 1,47
PERK1 1h - - -
4h 0,37 >0,05 -0,28 bis 1,02
PERK2 1h - - -
4h 0,38 >0,05 -0,27 bis 1,03
pSmad2 1h -25,63 <0,001 -28,73 bis -22.53
4h -16,65 <0,001 -19,74 bis -13,55

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test
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Abb. 24b Abb. 24c Abb. 24d
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Abb. 24: Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Aktivierung ausgewahlter
Signalproteine in THP-1 Monozyten im Vergleich zu bovinem Laktoferrin mittels Western Blot. (a)
Reprasentative Abbildung der p-Smad2, p-p38 und p-ERK1/2 Signalbanden sowie der Ladekontrollen
panERK und Smad2 nach 4- und 24-stiindiger Inkubation mit rhLF und bLF (jeweils 50ug/ml) sowie die
graphische Darstellung (b) der relativen p38, (c) der relativen ERK1/2 und (d) der relativen Smad2
Aktivierung. Mittelwert (+/- SD) von drei unabhangigen Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf die
Ladekontrolle (panERK und Smad2) normalisiert und die Kontrolle auf 1 gesetzt. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test (rhLF vs. bLF: ***: p<0,001).

Im Konzentrationsverlauf: Die Antwort auf die 1-stiindige Inkubation der THP-1
Monozyten mit rhLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50- und 500ug/ml) sowie bLF
(50pg/ml) im Vergleich wurde graphisch in Abb. 25 und statistisch in Tab. 23

interpretiert.

Die Signalaktivierung von p38 nach 1-stlindiger Inkubation mit rhLF zeigte eine
konzentrationsabhangige positive Korrelation. Dabei wurde keine Aktivierung durch
0,5ug/ml rhLF, eine 1,5 fache Steigerung durch 5pg/ml rhLF, eine 2-fache Steigerung
durch 50ug/ml rhLF und eine 2,4-fache Steigerung durch 500mg/ml rhLF beobachtet,
die der 2,4-fachen Steigerung durch 50ug/ml bLF glich (samtliche Werte n.s.).

Die Signalschwache der pERK1/2 Banden nach 1-stiindiger Inkubation mit rhLF im
Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50- und 500ug/ml) sowie bLF (50ug/ml) verhinderte
deren Auswertung. Eine Aktivitatserhohung durch rhLF sowie bLF ist jedoch

auszuschliel3en.
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Das p-Smad2 Signal zeigte nach 1-stindiger Inkubation mit rhLF im
Konzentrationsverlauf keine Aktivierung. Die Inkubation mit 50ug/ml bLF hingegen

flhrte zu einer 26,5-fache Erhéhung der Smad2 Aktivierung (p<0,001) durch.
Tab. 23: Einfluss von rhLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50- und 500ug/ml) sowie bLF (50ug/ml) auf die

Aktivierung ausgewahlter Signalproteine in THP-1 Monozyten nach 1-stiindiger Inkubation im Vergleich zur
Kontrollprobe.

Signal LF Konz. MD* p-Wert* KI*
p-p38 rhLF 0,5 0 >0,05 1,96 bis -1,97
5 0,46 >0,05 2,42 bis -1,50
50 0,96 >0,05 2,92 bis-1,01
500 1,44 >0,05 3,40 bis -0,52
bLF 50 1,42 >0,05 3,38 bis -0,55
PERK1 rhLF 0,5 - - -
5 -
50 - -
500 - -
bLF 50 - -
PERK2 rhLF 0,5
5 -
50 -
500
bLF 50 - - -
pSmad2 rhLF 0,5 -0,10 >0,05 3,00 bis -3,20
5 0,05 >0,05 3,15 bis -3,05
50 -0,17 >0,05 2,93 bis -3,27
500 -0,07 >0,05 3,025 bis -3,17
bLF 50 25,46 <0,001 28,56 bis 22,36

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test
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Abb. 25: Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Aktivierung ausgewahlter
Signalproteine in THP-1 Monozyten im Vergleich zu bovinem Laktoferrin. (a) Reprasentative Abbildung
der p-Smad2, p-p38 und p-ERK1/2 Signalbanden nach 1 stindiger Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen an rhLF (0,5-, 5-, 50-, 500ug/ml) und 50ug/ml bLF sowie die graphische Darstellung (b)
der relativen p38 und (c) der relativen Smad2 Aktivierung nach 1 stiindiger Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationen an rhLF (0,5-, 5-, 50-, 500ug/ml) und 50ug/ml bLF. Mittelwert (+/- SD)
von drei unabhdngigen Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf die Ladekontrolle (panERK und
Smad2) normalisiert und die Kontrolle auf 1 gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
Bonferroni- Test (bLF vs. K: ***: p<0,001).
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4.2.2 Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Expression

ausgewadhlter Gene in THP-1 Monozyten im Vergleich zu bovinem Laktoferrin

Besonderes Augenmerk bei der Beobachtung der Genexpression in THP-1 Monozyten
wurde auf Zielgene wie: plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1), urokinase- type
plasminogen activator (uPA), matrix metalloproteinases-1, -2, -9 (MMP-1, -2, -9), inter-
cellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), low density lipoprotein receptor- related-

protein 1 (LRP-1) und alpha-2 macroglobuline (a2M) gelegt.

Abb. 26

PAI-1
uPA
MMP-1
MMP-2
MMP-9
ICAM-1
LRP-1
azMm

GAPDH
K rhLF bLF K rhLF bLF (50pg/mi)
4h 24h

Abb. 26: Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin (rhLF) auf die Expression ausgewahlter Gene
in THP-1 Monozyten im Vergleich zu bovinem Laktoferrin (bLF). Reprasentative Abbildung der PAI-1,
uPA, MMP-1, MMP-2, MMP-9, ICAM-1, LRP-1 und a2M Genexpression sowie des Housekeeping-Gens
GAPDH nach 4- und 24-stiindiger Inkubation mit rhLF und bLF (jeweils 50ug/ml).

Im Zeitverlauf: Im Fall von uPA, MMP-2, LRP-1 und a2M fihrte weder die Inkubation
der THP-1 Monozyten Uber 4 noch liber 24 Stunden mit 50ug/ml rhLF sowie bLF zu
einer Erhohung der Genexpression (Abb. 26).
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Die Abbildungen 27 a, -b, -c, -d zeigen den Unterschied der Genexpressionssteigerung
von PAI-1, MMP-1, -9 und ICAM-1 nach 1-, 4- und 24- stiindiger Inkubation mit
50ug/ml rhLF und bLF. Die Tabellen 24 und 25 liefern die statistischen Daten dazu.

Nach Inkubation der THP-1 Monozyten mit 50ug/ml rhLF fand sich keine signifikante
Expressionssteigerung von PAI-1. Verglichen damit zeigte die Inkubation mit 50ug/mi
bLF nach 1-stlindiger Inkubation eine 3,1-fache Stimulierung, welche nach 4-stiindiger
Inkubation auf eine 18,6-fache Expressionssteigerung (p<0,001) anstieg und nach 24-

stiindiger Inkubation auf die 4,6- fache Expression (n.s.) zurlickfiel.

Obwohl die 1- sowie die 24-stiindige Inkubation mit rhLF zu keiner MMP-1
Expressionserhohung filihrten, zeigte sich nach 4-stindiger Inkubation der THP1
Monozyten mit 50ug/ml rhLF eine 5,8-fache Stimulierung (p<0,001). Die Inkubation
mit 50ug/ml bLF fuhrte schon nach 1 Stunde zu einer 8-fachen Expressionssteigerung
(p<0,001), die nach 4 Stunden zu einer 9,3-fachen Stimulierung der MMP-1 Expression
anstieg (n.s.), welche nach 24 Stunden wieder auf eine 7,8 fache Expressionssteigerung

abfiel (n.s.).

Die Expression von MMP-9 zeigte durch rhLF nach 1-stiindiger Inkubation einen
anfanglichen Anstieg auf das 4-fache (p<0,01). Nach 4-stiindiger Inkubation folgte eine
1,7-fache Steigerung (n.s.) und nach 24-stiindiger Inkubation eine abschlieRende 5-
fache Steigerung (p<0,001). Die Inkubation mit 50ug/ml bLF zeigte das gleiche Muster,
jedoch mit hoherer Intensitat. Der 7,7-fachen Expressionssteigerung (p<0,001) folgte

eine 3,9-fache (n.s.) und dieser eine 9,1-fache (p<0,001).

ICAM-1 zeigte nach 1-stiindiger Inkubation mit rhLF eine Verdoppelung der Expression
(n.s.), gefolgt von 3,8 (p<0,01) nach 4-stiindiger und 1,8 (n.s.) nach 24-stiindiger
Inkubation. Im Gegensatz dazu kam es durch die Inkubation mit 50ug/ml bLF nach 1-
stiindiger Inkubation zu einer 3,4-fachen (n.s), nach 4-stiindiger Inkubation zu einer
3,8-fachen (p<0,01) und nach 24-stiindiger Inkubation zu einer 3,1-fachen (n.s.)

Expressionssteigerung von ICAM-1 in THP-1 Monozyten.
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Tab. 24: Einfluss von rhLF sowie bLF (je. 50ug/ml) auf die Expression ausgewdhlter Gene in THP-1 Monozyten nach

1-, 4- und 24-stiindiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe.

Gen Dauer LF MD* p-Wert* KI*
PAI-1 1h rhLF -0,06 >0,05 8,85 bis -8,97
bLF 2,12 >0,05 11,03 bis -6,79

4h rhLF 0,47 >0,05 9,38 bis -8,44

bLF 17,6 <0,001 26,52 bis 8,701

24h rhLF -0,31 >0,05 8,59 bis -9,22

bLF 3,56 >0,05 12,47 bis -5,35

MMP-1 1h rhLF 0,27 >0,05 2,27 bis-1,73
bLF 7,04 <0,001 9,04 bis 5,04

4h rhLF 4,77 <0,001 6,77 bis 2,77

bLF 8,25 >0,05 10,25 bis 6,25

24h rhLF 0,79 <0,001 2,79 bis-1,21

bLF 6,82 >0,05 8,82 bis 4,82

MMP-9 1h rhLF 2,95 <0,01 5,25 bis 0,66
bLF 6,73 <0,001 9,03 bis 4,44

4h rhLF 0,66 >0,05 2,96 bis -1,63

bLF 2,90 <0,05 5,19 bis 0,60

24h rhLF 4,01 <0,001 6,30 bis 1,72

bLF 8,07 <0,001 10,37 bis 5,78

ICAM-1 1h rhLF 0,94 >0,05 3,02 bis -1,15
bLF 2,35 >0,05 4,43 bis 0,26

4h rhLF 2,84 <0,01 4,925 bis 0,76

bLF 2,80 <0,01 4,88 bis 0,71

24h rhLF 0,84 >0,05 2,92 bis-1,24

bLF 2,11 >0,05 4,19 bis 0,02

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Tab. 25: Vergleich der Expressionssteigerung ausgewdhlter Gene nach 1-, 4- und 24-stliindiger Inkubation mit

50ug/ml LF in THP-1 Monozyten: rhLF vs. bLF

Gen Dauer MD* p-Wert* KI*
PAI-1 1h -2,18 >0,05 -10,07 bis 5,70
4h -17,14 <0,001 -25,03 bis -9,25
24h -3,87 >0,05 -11.76 bis 4,02
MMP-1 1h -6,77 <0,001 -8,55 bis -5,00
4h -3,48 <0,001 -5,25 bis -1,71
24h -6,03 <0,001 -7,80 bis -4,25
MMP-9 1h -3,78 <0,001 -5,81 bis -1,75
4h -2,24 <0,05 -4,27 bis -0,21
24h -4,07 <0,001 -6,10 bis -2,03
ICAM-1 1h -1,41 >0,05 -3,25 bis 0,44
4h 0,05 >0,05 -1,80 bis 1,90
24h -1,27 >0,05 -3,12 bis 0,57

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test
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Abb. 27c Abb. 27d
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Abb. 27: Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin (rhLF) auf die Expression ausgewahlter Gene
in THP-1 Monozyten im Vergleich zu bovinem Laktoferrin (bLF). Graphische Darstellung (b) der relativen
PAI-1, (c) MMP-1, (d) MMP-9 und (e) ICAM-1 Stimulation durch rhLF und bLF im Vergleich nach 1-, 4-
und 24 stindiger Inkubation. Mittelwert (+/- SD) von drei unabhingigen rtPCR Experimenten. Die
Ergebnisse wurden auf das Housekeeping-Gen (GAPDH) normalisiert und die Kontrolle auf 1 gesetzt. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Methode (rhLF vs. bLF: *: p<0,05; ***: p<0,001).

Von den untersuchten Zielgenen wurde uPA, MMP-2, LRP-1 und a2M weder von rhLF
noch von bLF beeinflusst. Wohingegen die Expressionslevel von MMP-1, -9 und ICAM-1
sowohl von rhLF als auch bLF, wenn auch in unterschiedlichem Ausmaf und Kinetik
stimuliert wurden. Die Expression von PAI-1 hingegen konnte nur durch bLF stimuliert

werden.

Im Konzentrationsverlauf: Die Expressionssteigerung der Zielgene PAI-1, MMP-1,
MMP-9 und ICAM-1 nach Normierung auf das Housekeeping- Gen GAPDH nach 24-
stindiger Inkubation mit rhLF im Konzentrationsverlauf (rhLF: 0,5-, 5-, 50- und
500ug/ml; bLF: 50ug/ml) ist in den Abbildungen 28 a, -b, -c und —d zu sehen und

statistisch in Tab. 26 dargestellt.

Nach 24-stiindiger Inkubation der THP-1 Monozyten mit rhLF im Konzentrationsverlauf
(0,5-, 5-, 50- und 500ug/ml) konnte weder bei der niedrigsten, noch bei der hochsten
Konzentration eine PAI-1 Expressionssteigerung beobachtet werden. Die Inkubation

mit 50ug/ml bLF fuhrte zu einer 3,1-fache Stimulierung (p<0,001) der PAI-1 Expression.

82



Ergebnisse

Die MMP-1, -9 und ICAM-1 Expression zeigte eine konzentrationsabhangige positive

Korrelation.

Nach einer anfanglichen schwachen Stimulierung von max. 27% (n.s.) bei einer
Konzentration von 50ug/ml konnte eine 8,8-fache Stimulierung (p<0,001) der MMP-1
Expression nach Inkubation mit 500ug/ml festgehalten werden. Die Antwort auf die

Inkubation mit 50ug/ml bLF fiihrte ebenfalls zu einer 8-fache Steigerung (p<0,001).

MMP-9 hatte bei 500ug/ml die Spitze der Expressionssteigerung von 6,4 (p<0,001). Der
Vergleich mit 50ug/ml bLF zeigte eine 7,7-fache Stimulierung (p<0,001).

Im Fall von ICAM-1 kam es zu einer maximalen Stimulierung von 3,1 (p<0,01) bei
500pg/ml rhLF. Im Vergleich dazu fihrten 50ug/ml bLF zu einer 3,35-fachen
Stimulierung (p<0,001).

Tab. 26: Einfluss von rhLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50- und 500ug/ml) sowie bLF (50ug/ml) auf die
Expression ausgewahlter Gene in diff. Caco-2 Zellen nach 24-stiindiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe.

Signal LF Konz. MD* p-Wert* KI*
PAI-1 rhLF 0,5 0,15 >0,05 1,22 bis -0,92
5 0,11 >0,05 1,18 bis -0,96

50 -0,06 >0,05 1,02 bis-1,13

500 -0,15 >0,05 0,92 bis -1,21

bLF 50 2,13 <0,001 3,19 bis -1,06

MMP-1 rhLF 0,5 0,02 >0,05 1,96 bis -1,92
5 0,10 >0,05 2,04 bis -1,84

50 0,27 >0,05 2,21 bis-1,67

500 7,83 <0,001 9,77 bis 5,89

bLF 50 7,04 <0,001 8,99 bis 5,10

MMP-9 rhLF 0,5 0,08 >0,05 1,88 bis-1,72
5 0,37 >0,05 2,17 bis -1,43

50 2,95 <0,01 4,75 bis 1,15

500 5,38 <0,001 7,18 bis 3,58

bLF 50 6,73 <0,001 8,53 bis 4,93

ICAM-1 rhLF 0,5 0,21 >0,05 1,45 bis -1,04
5 0,20 >0,05 1,45 bis -1,04

50 0,94 >0,05 2,18 bis -0,31

500 2,05 <0,01 3,30 bis 0,80

bLF 50 2,35 <0,001 3,59 bis 1,10

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test
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Abb. 28a
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Abb.28: Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin (rhLF) auf die Expression ausgewahlter Gene
in THP-1 Monozyten im Vergleich zu bovinem Laktoferrin (bLF). (a) Reprasentative Abbildung der PAI-1,
uPA, MMP-1, MMP-2, MMP-9, ICAM-1 2, LRP-1 und a2M Genexpression sowie des Housekeeping-Gens
GAPDH nach 24-stiindiger Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen an rhLF (0,5-, 5-, 50-,
500ug/ml) und 50ug/ml bLF sowie die graphische Darstellung (b) der relativen PAI-1, (c) MMP-1, (d)
MMP-9 und (e) ICAM-1 Stimulation. Mittelwert (+/- SD) von drei unabhéngigen rtPCR Experimenten. Die
Ergebnisse wurden auf das Housekeeping-Gen (GAPDH) normalisiert und die Kontrolle auf 1 gesetzt. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Methode (rhLF, bLF vs. K: **: p<0,01; ***: p<0,001).
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4.2.3 Zymogramm Ergebnisse

Fir dieses Experiment wurden die Uberstinde der 3-tigigen Proliferationstests der
THP-1 Monozyten abgehoben, auf die Zellzahl normiert und fir die Bestimmung der

Proteaseaktivitat von MMP-2 und MMP-9 mittels Zymogramm eingesetzt.

MMP-2, MMP-9 und Pro-MMP-2 zeigten keine Enzymaktivitdit, weshalb dessen
graphische und statistische Auswertung nicht moglich war, jedoch Pro-MMP-9 (Abb.
29a).

Die Proteaseaktivitdat von Pro-MMP-9 wurde durch SDS hervorgerufen und zeigte eine
konzentrationsabhdngige positive Korrelation im Fall von rhLF sowie bLF, wobei die
Intensitdt durch bLF in etwa doppelt so stark ausfiel (Tab. 27, -28; Abb. 29 a, -b). Bei
der max. Inkubationsmenge von 500ug/ml rhLF zeigte Pro-MMP-9 eine 55%ige
Steigerung(n.s.). Im Vergleich dazu flhrten 500ug/ml bLF zu einer 109%igen

Stimulierung (p<0,05) der Enzymaktivitat.

Tab. 27: Einfluss von rhLF sowie bLF auf die Pro-MMP-9 Aktivitat in THP-1 Monozyten nach 3-tagiger Inkubation mit
LF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50- und 500ug/ml).

LF Konz. MD* p-Wert* KI*
rhLF 0,5 0,02 >0,05 1,02 bis -0,97
5 0,05 >0,05 1,04 bis -0,94
50 0,22 >0,05 1,21 bis-0,77
500 0,55 >0,05 1,54 bis -0,44
bLF 0,5 0,04 >0,05 1,03 bis -0,96
5 0,15 >0,05 1,14 bis -0,84
50 0,86 >0,05 1,86 bis-0,12
500 1,09 <0,05 2,08 bis 0,09

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Tab. 28: Vergleich der Aktivitdt von Pro-MMP-9 in THP-1 Monozyten nach 3-tagiger Inkubation mit LF: rhLF vs. bLF
(0,5-, 5-, 50- und 500ug/ml)

LF MD* p-Wert* KI*
0,5 -0,01 >0,05 -0,90 bis 0,88
5 -0,10 >0,05 -0,99 bis 0,79
50 -0,64 >0,05 -1,53 bis 0,25
500 -0,54 >0,05 -1,43 bis 0,35

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test
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Abb. 29a Abb. 29b
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Abb. 29: Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin (rhLF) auf die Enzymaktivitdit von MMP-2
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und MMP-9 in THP-1 Monozyten im Vergleich zu bovinem Laktoferrin (bLF). (a) Reprasentative
Abbildung der MMP-2 und MMP-9 Aktivitdt nach 3-tdgiger Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen an rhLF und bLF (0,5-, 5-, 50-, 500ug/ml) sowie (b) die graphische Darstellung dieses
Ergebnisses. Mittelwert (+/- SD) von drei unabhingigen rtPCR Experimenten. Fetal Calv Serum (FCS)
diente als Blindwert. Die Kontrolle wurde auf 1 gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
Bonferroni- Methode (rhLF, bLF vs. K: *: p<0,05).

Die konzentrationsabhdngige Steigerung der Enzymaktivitat korreliert mit der MMP-9

Expression.

Die Expression von MMP-9 wurde in etwa gleich stark durch 500ug/ml rhLF als auch
durch 50ug/ml bLF. Die Steigerung der Pro-MMP-9-Aktivitat zeigte dasselbe Muster.

4.2.4 Signalproteinaktivierung nach Inhibierung des p38 MAPK pathways durch

S$B202190 in THP-1 Monozyten

Da von den untersuchten Signalproteinen (Smad2, p38, ERK1 und ERK2) nur bei p38
eine 2,3- fache Erhohung der Aktivierung in THP-1 Monozyten nach 4-stliindiger
Inkubation mit 50ug/ml rhLF zu beobachten war (Abb. 24), wurde untersucht, ob ein
Zusammenhang zwischen diesem Signal und der Expressionsstimulierung der

ausgewahlten Zielgene MMP-1, MMP-9 und ICAM-1 besteht.
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Flir diesen Zweck fand der p-p38 Inhibitor SB202190 Verwendung, der in der Lage ist,
die Signalweiterleitung zu unterdriicken. In Zellen, die mit IL-1 bzw. Arsen behandelt
worden waren, wurde p38 als upstream Kinase von MAP kinase- activated protein
kinase-2 (MAPKAPK2 bzw. M2) entdeckt [FRESHNEY et al., 1994; ROUSE et al., 1994].
Das Pyridinyl-Imidazol, SB202190, inhibiert p-p38 und verhindert somit die
darauffolgende Aktivierung von p-MAPKAPK2, die weitere Signaltransduktion und
schlussendlich die Expression der Zielgene [MANTHEY et.al, 1998].

Bevor die Bedeutung des p38 MAPK pathways fir die Aktivierung der genannten
Zielgene untersucht werden konnte, wurde zunachst die Effektivitat und Selektivitat
des Inhibitors mittels Westernblot ermittelt. Laut Manthey et. al (1998) ist SB202190 in
der Lage, die Kinaseaktivitdat von p-p38, jedoch nicht die von ERK oder JNK zu

inhibieren. In Abb. 30 ist die Selektivitat des Inhibitors gut zu erkennen.
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Abb. 30: Kinase Aktivitdt von p-p38 (schwarze Balken), ERK (strichlierte Balken) und JNK (hellgraue
Balken) nach 10-minutiger Inkubation mit SB202190 (0 bis 30000uM) und 20ng/ml LPS in THP-1
Monozyten [Manthey et.al, 1998].

In Abbildung 31a kann man beobachten, dass die Inhibierung der Signalweiterleitung
von p-p38 auf p-MAPKAPK2 gelungen ist. Die p-MAPKAPK2 Stimulierung bei 4-
stiindiger Inkubation mit 50pg/ml rhLF ist durch 2uM SB202190 von 50% (n.s.) auf 15%
(n.s.) gesunken, bei 50ug/ml bLF erlosch die 2,6- fache Stimulierung (p< 0,01) ganzlich
(Tab. 29, -30; Abb. 31b, —c).
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Das p38 Signal zeigte sowohl inklusive als auch exklusive Inhibitorzusatz keine
Stimulierung der Aktivierung. Die Steigerung aus vorhergehendem Versuch (Abb. 24b)
von 2,3 (n.s.) nach 4-stiindiger Inkubation mit 50ug/ml rhLF konnte demnach nicht
wiederholt werden. Da eine Aktivierung von MAPKAPK2 durch rhLF und bLF (ohne
Inhibitorzusatz) stattgefunden hat, kann man diesem Phdanomen derzeit keine

definierte Bedeutung zuschreiben.

Die Signalproteine pERK1 und pERK2 blieben wie erwartet von dem Inhibitorzusatz

unbeeindruckt.

Tab. 29: Einfluss von p-p38 Signalweiterleitungsinhibitor SB202190 auf die Aktivierbarkeit ausgewahlter
Signaltransduktionsproteine nach 4 stindiger Inkubation mit 50ug/ml rhLF sowie bLF im Vergleich zur
Kontrollprobe.

Signal Inhibitor LF MD* p-Wert* KI*
p-p38 - rhLF -0,18 >0,05 0,76 bis -1,12
bLF 0,22 >0,05 1,47 bis -1,04

+ rhLF -0,21 >0,05 0,73 bis -1,15

bLF 0,44 >0,05 1,69 bis -0,81

p-MAPKAP2 - rhLF 0,47 >0,05 1,41 bis -0,47
bLF 1,61 <0,01 2,87 bis -0,36

+ rhLF 0,15 >0,05 1,09 bis -0,80

bLF -0,25 >0,05 1,00 bis -1,50

pERK1 - rhLF -0,11 >0,05 0,83 bis -1,05
bLF -0,41 >0,05 0,85 bis -1,66

+ rhLF 0,22 >0,05 1,16 bis -0,72

bLF -0,53 >0,05 0,72 bis -1,79

pERK2 - rhLF -0,28 >0,05 0,65 bis -1,23
bLF -0,36 >0,05 0,89 bis -1,62

+ rhLF 0 >0,05 0,94 bis -0,94

bLF -0,66 >0,05 0,59 bis -1,91

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Tab. 30: Vergleich der Aktivierbarkeit ausgewahlter Signaltransduktionsproteine nach 4-stiindiger Inkubation mit
50pg/ml rhLF: inklusive vs. exklusive p-p38 Signalweiterleitungsinhibitor S8202190

Signal MD* p-Wert* KI*
p-p38 -0,02 >0,05 0,81 bis -0,87
p-MAPKAP2 -0,33 >0,05 0,51 bis -1,17
pERK1 0,33 >0,05 1,18 bis -0,51
pERK2 0,29 >0,05 1,13 bis -0,55

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Tab. 31: Vergleich der Aktivierbarkeit ausgewahlter Signaltransduktionsproteine nach 4-stiindiger Inkubation mit
50ug/ml bLF: inklusive vs. exklusive p-p38 Signalweiterleitungsinhibitor SB202190

Signal MD* p-Wert* KI*
p-p38 0,22 >0,05 1,35 bis -0,90
p-MAPKAP2 -1,86 <0,001 -0,74 bis -2,99
pERK1 -0,13 >0,05 0,10 bis -1,25
pERK2 -0,30 >0,05 0,83 bis -1,42

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test
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Abb. 31a
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Abb. 31: Signalproteinaktivierung nach Inhibierung des p-p38 Pathways durch 2uM SB202190 in THP-1
Monozyten bei 4 stiindiger Inkubation mit jeweils 50ug/ml rekombinantem humanen Laktoferrin (rhLF)
und bovinem Laktoferrin (bLF) mittels Western Blot. (a) Reprasentative Abbildung der p-p38, p-
MAPKAPK-2 und p-ERK1/2 Signalbanden sowie der Ladekontrollen panERK und Smad2 und graphische
Darstellung (b) der relativen p38, MAPKAPK-2 und ERK1/2 Aktivierung nach rhLF Inkubation exkl./inkl.
2uM Inhibitorzusatz (c) der relativen p38, MAPKAPK-2 und ERK1/2 Aktivierung nach bLF Inkubation
exkl./inkl. 2uM Inhibitorzusatz. Mittelwert (+/- SD) von drei unabhingigen Experimenten. Die Ergebnisse
wurden auf die Ladekontrolle, Calnexin, normalisiert und die Kontrolle auf 1 gesetzt. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test (exkl. vs. inkl. SB202190: ***: p<0,001).
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4.2.5 Beteiligung des p38 MAPK pathways an der LF- induzierten Stimulierung von

MMP-1, -9 und ICAM-1

Das p38 Signal zeigte in THP-1 Monozyten als einziges der 3 beobachteten nach 4-
stiindiger Inkubation mit 50ug/ml rhLF eine 2,3- fache Stimulierung der Aktivierung,
weshalb ein moglicher Zusammenhang zwischen diesem Signal und der
Expressionssteigerung der ausgewadhlten Zielgene PAI-1, MMP-1, MMP-9 und ICAM-1
untersucht wurde (Abb.24). Zu diesem Zweck wurden 2uM des p-p38 Inhibitors,
SB202190, zusatzlich zur 4- stindigen Inkubation mit 50ug/ml rhLF sowie bLF

eingesetzt.

Die MMP-1 Expressionsstimulierung nach 4-stiindiger Inkubation mit rhLF von 5,3 (p<
0,001) zeigte nach Inhibitorzusatz eine schwache Minderung auf das 4-fache (p< 0,01).
Im Vergleich dazu kam es bei bLF Inkubation zu keiner Minderung bei Verwendung des

Inhibitors (Tab. 32, -33, -34; Abb. 32).

Die Expression von MMP-9 blieb von dem Inhibitorzusatz unbeeindruckt, egal ob die

THP-1 Monozyten mit rhLF oder mit bLF inkubiert worden war.

Wie auch schon bei MMP-1 konnte bei ICAM-1 eine schwache aber nicht signifikante
Reduktion der Expression durch Inhibitorzusatz beobachtet werden. Die 2,8-fache
Expressionssteigerung (n.s.) mittels rhLF sank auf 2,1 (n.s.) und die 3,6-fache

Stimulierung (n.s.) mittels bLF sank auf 2,8 (n.s.).

Ingesamt kann festgehalten werden, dass es durch die Inhibierung des p38 pathways
zu keiner deutlichen Anderung des Expressionsverhaltens der beobachteten Zielgene
kam. Ein dominanter Zusammenhang dieser Gene mit dem p38 pathway ist daher
unwahrscheinlich. Der Effekt scheint durch mehrere bzw. andere Signaltransduktionen

zustande gekommen zu sein.

Tab. 32: Einfluss von p-p38 Signalweiterleitungsinhibitor SB202190 auf die Expression ausgewahlter Gene nach 4
stindiger Inkubation mit 50ug/ml rhLF sowie bLF im Vergleich zur Kontrollprobe.

Gen Inhibitor LF MD* p-Wert* KI*
MMP-1 - rhLF 4,32 <0,001 6,43 bis 2,21
bLF 11,18 <0,001 17,10 bis 5,26

+ rhLF 3,05 <0,01 5,16 bis 0,94

bLF 11,34 <0,001 17,26 bis 5,42
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MMP-9 rhLF 0,08 >0,05 2,19 bis -2,04
bLF 0,59 >0,05 6,51 bis -5,36

+ rhLF 0,43 >0,05 2,54 bis -1,69

bLF 1,43 >0,05 7,35 bis -4,50

ICAM-1 rhLF 1,87 >0,05 3,98 bis -0,24
bLF 2,62 >0,05 8,54 bis 3,30

+ rhLF 1,11 >0,05 3,23 bis -0,99

bLF 1,75 >0,05 7,67 bis -4,17

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Tab. 33: Vergleich der Expression ausgewdhlter Gene nach 4-stiindiger Inkubation mit 50ug/ml rhLF: inklusive vs.

exklusive p-p38 Signalweiterleitungsinhibitor SB202190

Gen MD* p-Wert* KI*
MMP-1 -1,27 >0,05 -3,14 bis 0,60
MMP-9 0,35 >0,05 -1,52 bis 2,22
ICAM-1 0,75 >0,05 -2,62 bis 1,12

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Tab. 34: Vergleich der Expression ausgewihlter Gene nach 4-stiindiger Inkubation mit 50ug/ml bLF: inklusive vs.

exklusive p-p38 Signalweiterleitungsinhibitor SB202190

Gen MD* p-Wert* KI*
MMP-1 0,16 >0,05 -5,08 bis 5,40
MMP-9 0,84 >0,05 -4,40 bis 6,09
ICAM-1 -0,87 >0,05 -6,11 bis 4,37

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Abb. 32a Abb. 32b

P-p38 Inhibierung
50 pg/mil rhLF +/- 2uM SB202180

(THP-1. HG: GAPDH)

MMP-1
MMP-9

ICAM-1

relalive Exprassionssieigerung

GAPDH
K rhLF bLF K rhLF bLF (50pg/mi)

+ & +

+

MMP-1 MMP-9

-5B202190 + 2uM SB202190

ICAM-1

Abb.

relative Expressionssteigerung

32c

p-p38 Inhibierung
50 pgimi BLF +/- 2uM SB202180

{THP-1; HG: GAPDH)

Bl

MMP-1 MMP-9 ICAM-1

Abb. 32: Expression ausgewahlter Gene nach Inhibierung der p-p38 abhangigen MAPKAPK-2 Aktivierung
durch SB202190 in THP-1 Monozyten nach 4 stiindiger Inkubation mit jeweils 50ug/ml rekombinantem
humanen Laktoferrin (rhLF) und bovinem Laktoferrin (bLF). (a) Reprasentative Abbildung der MMP-9,
ICAM-1 und MMP-1 Expression sowie des Housekeeping-Gens GAPDH und die graphische Darstellung
der MMP-1, MMP-9 und ICAM-1 Expression nach (b) rhLF Inkubation und (c) bLF Inkubation exkl./inkl.
Inhibitor. Mittelwert (+/- SD) von drei unabhingigen rtPCR Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf
das Housekeeping-Gen (GAPDH) normalisiert und die Kontrolle auf 1 gesetzt. Die statistische
Auswertung (exkl. vs. inkl. SB202190) erfolgte mittels Bonferroni- Methode.
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4.2.6 Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Adhasionsfahigkeit

von THP-1 Monozyten im Vergleich zu einer Kontrollprobe

Da die Studienergebnisse von Benard et. al (2010) eine Assoziation zwischen der ICAM-

1 Expression in THP-1 Monozyten und deren Aggregatbildung zeigten [BENARD et. al,

2010], galt es zu liberprifen, ob dieser Effekt auch durch rhLF zu erzielen ist.

Abb. 33: Mikroskopische Darstellung von THP-1 Monozyten (Phasenkontrast) nach eintagiger Inkubation
mit (a) 1x PBS (Kontrollprobe), (b) 50ug/ml rhLF sowie (c) eine 10-fache VergroRerung eines THP-1
Aggregates.

In Abbildung 33 ist klar zu erkennen, dass die Kontrollprobe zu keiner, die eintagige

Inkubation mit 50ug/ml rhLF jedoch zur Bildung mehrerer, etwa 10- bis 20-zelliger
Aggregate flhrte.

4.2.7 Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Proliferationsrate

von THP-1 Monozyten im Vergleich zu bovinem Laktoferrin

Die Proliferationsrate von THP-1 Monozyten konnte durch 3-tdgige Inkubation mit rhLF
und bLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50 und 500ug/ml) nicht gesteigert werden.
Die Inkubation mit bLF zeigte im Bereich héherer Konzentrationen sogar das Gegenteil
im Sinne einer Wachstumshemmung. Nach 3 Tagen wurde eine Hemmung von 22%
(n.s.) bei 50ug/ml bLF und von 45% (p<0,001) bei 500ug/ml bLF mittels MTT-Test
festgestellt (Tab. 35, -36, -37; Abb. 34a, —b).
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Tab. 35: Einfluss von rhLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50 und 500ug/ml) auf die Proliferationsrate THP-1
Monozyten nach 1-, 2- und 3-tagiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe.

Tage LF Konz. MD* p-Wert* KI*
1 rhLF 0,5 0,07 >0,05 0,36 bis -0,23
5 0,02 >0,05 0,31 bis -0,28
50 0,15 >0,05 0,45 bis -0,14
500 -0,06 >0,05 0,23 bis -0,36
2 rhLF 0,5 0,04 >0,05 0,35 bis -0,25
5 0,05 >0,05 0,34 bis -0,24
50 0,02 >0,05 0,31 bis -0,28
500 -0,13 >0,05 0,16 bis -0,43
3 rhLF 0,5 0,10 >0,05 0,39 bis -0,20
5 0,01 >0,05 0,30 bis -0,28
50 0,03 >0,05 0,32 bis -0,27
500 -0,06 >0,05 0,23 bis -0,36

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Tab. 36: Einfluss von bLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50 und 500ug/ml) auf die Proliferationsrate THP-1
Monozyten nach 1-, 2- und 3-tagiger Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe.

Tage LF Konz. MD* p-Wert* KI*
1 bLF 0,5 -0,04 >0,05 0,19 bis -0,27
5 -0,09 >0,05 0,14 bis -0,31
50 -0,15 >0,05 0,07 bis -0,38
500 0,02 >0,05 0,24 bis -0,21
2 bLF 0,5 -0,09 >0,05 0,13 bis -0,32
5 -0,04 >0,05 0,19 bis -0,26
50 -0,22 >0,05 0,01 bis -0,44
500 -0,31 <0,01 -0,09 bis -0,54
3 bLF 0,5 -0,01 >0,05 0,22 bis -0,23
5 0,06 >0,05 0,28 bis -0,17
50 -0,22 >0,05 0,01 bis -0,45
500 -0,45 <0,001 -0,23 bis -0,68

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test

Tab. 37: Einfluss der Proliferation der Caco-2 Zellen nach 1-, 2- und 3-tagiger Inkubation mit LF (in Bezug auf die
Konzentration): rhLF vs. bLF (Bestimmung mittels MTT-Test)

Tage Konz. MD* p-Wert* KI*
1 0,5 0,11 >0,05 -0,15 bis 0,36
5 0,10 >0,05 -0,15 bis 0,36
50 0,31 <0,01 0,05 bis 0,56
500 -0,08 >0,05 -0,34 bis 0,17
2 0,5 0,14 >0,05 -0,12 bis 0,39
5 0,09 >0,05 -0,17 bis 0,34
50 0,24 >0,05 -0,02 bis 0,49
500 0,18 >0,05 -0,08 bis 0,44
3 0,5 0,10 >0,05 -0,15 bis 0,36
5 -0,05 >0,05 -0,30 bis 0,21
50 0,25 >0,05 -0,01 bis 0,50
500 0,40 <0,001 0,14 bis 0,65

*Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test
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Abb. 34a Abb. 34b
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Abb. 34: Einfluss von rekombinantem humanen Laktoferrin auf die Proliferation von THP-1 Monozyten
im Vergleich zu bovinem Laktoferrin. Graphische Darstellung der relativen Wachstumsrate nach 1-, 2-
und 3-tagiger Inkubation (a) mit 0,5-, 5-, 50- und 500ug/ml rhLF (b) mit 0,5-, 5-, 50 und 500ug/ml bLF.
Mittelwert (+/- SD) von drei unabhangigen rtPCR Experimenten. Die Ergebnisse wurden auf die Kontrolle
normalisiert und diese auf 1 gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Bonferroni- Test (rhLF,
bLF vs. K: **: p<0,01; ***: p<0,001).

4.2.8 Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse

rhLF bLF Beobachtung
UD. Caco-2 D. Caco-2 THP-1 UD. Caco-2 D. Caco-2 THP-1 Westernblot
- - - +(s) - +++(s) p-Smad2
- - - - - - pERK1/2
- - + (ns) - - + (ns) p-p38
PCR
- - - - - +++(s) PAI
- - ++(s) - - ++(s) MMP-1
- - ++(s) - - ++(s) MMP-9
+(s) +(s) ICAM-1
- - - - - - uPA, MMP-2,-3,
LRP-1, a2M
Zymogramm
- +(s) Pro-MMP-9
- - MMP-9,(Pro)-MMP-2
MTT-Test/ CASY
Steigt mit Konzentration - Fdllt mit Konzentration, Sinkt mit Wachstumsrate
und Zeit (ns) steigt mit Zeit (ns) Konzentration
und Zeit (s)

Maximale Stimulierung: +: 2 bis 5-fach; ++: 5 bis 10-fach; +++: >10-fach; -: kein Effekt;
(s)...signifikant; (ns)...nicht signifikant
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5 DISKUSSION

5.1 Entwicklung des kindlichen Darms: rhLF vs. bLF

Die Entwicklung des menschlichen Darms wird merklich Gber die in der Muttermilch
enthaltenen Substanzen beeinflusst. Dabei wurde einerseits beobachtet, dass LF in
der Lage ist, das Wachstum von Enterozyten zu beglinstigen, andererseits, dass
Sauglinge die gestillt werden eine schnellere Entwicklung des Darms gegeniiber

Formula gefiitterten Kindern zeigen [BUCCIGROSSI, 2007].

5.1.1 Einfluss auf die Proliferation

Die konzentrationsabhangige Proliferationssteigerung der Caco-2 Zellen durch natives
LF (nLF; 10% Eisen- gesattiges LF + 90% Eisen- ungesattige Isoformen), gezeigt durch
Buccigrossi (2007), konnte mit rhLF sowie bLF (im Vergleich) wiederholt werden.
Rekombinantes humanes Laktoferrin aus Reis (rhLF) lag mit einer max.
Proliferationssteigerung von 51% (n.s.) nach 2-tagiger Inkubation mit 50ug/ml im
Bereich der durch 10ug/ml bis 100ug/ml nLF erzielten Werte, bei ebenfalls fir 2 Tage
inkubierten Caco-2 Zellen. Die Ergebnisse durch 50ug/ml bLF hingegen zeigten lediglich
eine 16%ige (n.s), mit 0,5ug/ml jedoch eine 25%ige (n.s.) Wachstumssteigerung. Dieses
Ergebnis deutet auf einen positiv proliferativen Caco-2- Wachstumseffekt hoherer

Konzentrationen von rhLF und niedrigerer Konzentrationen von bLF hin.

Als moglicher Nutzen der hoheren Konzentration von nLF in Muttermilch am Anfang
der Laktation (im Kolostrum) wird die fordernde Wirkung auf die Entwicklung des
Darms angesehen [BUCCIGROSSI, 2007]. Da rhLF aus Reis zum gleichen
Wachstumseffekt wie nLF aus der Muttermilch fliihrt, ware eine Anreicherung von
Formulanahrung mit rhLF denkbar. Um einem moglichen Risiko vorzubeugen sollte an
eine Anpassung der Konzentration des in der Formulanahrung enthaltenen rhLF an die
Konzentration des in der Muttermilch enthaltenem und vom Reifungsgrad abhangigen

nLF gedacht werden.
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5.1.2 Einfluss auf den immunmodulierenden Effekt

Im Gegensatz zu humanem Laktoferrin (hLF), das sich in vielen Kompartimenten des
menschlichen Koérpers widerfindet, beschrankt sich die direkte immunoprotektive
Wirkung von oral gegebenem bovinem Laktoferrin (bLF) auf den Intestinaltrakt (Abb.
2). bLF wird durch die Magenpassage nicht komplett zersetzt, es verbleiben
Laktoferricin tragende Peptide, deren Absorption ins Blut jedoch auszubleiben scheint
[KUWATA et al, 2001; WAKABAYASHI et al., 2004]. Bovines LF und dessen Peptide
konnen aber in Enterozyten und Immunzellen des Darms (dendritische Zellen und
Lymphozyten) aufgenommen werden und/ oder intrazellulare Signale aktivieren und
somit die Transkription bestimmter Gene beeinflussen. Dies fiihrt einerseits zur
Migration der Immunzellen zur betroffenen Stelle, andererseits zur Sekretion
humoraler Faktoren wie Zytokinen, die durch Zirkulation die erkrankte Stelle erreichen.
AbschlieBend arbeiten humorale Faktoren und Immunzellen zusammen, um die

Infektion und Entziindungsbeschwerden zu verbessern [TOMITA et al., 2009].

Damit Immunzellen Gberhaupt zur Migration befahigt sind, bedarf es einer Fille von
Extrazelluldarmatrix (EZM) verandernder Verbindungen. Zu diesen Verbindungen zahlen
Matrix Metalloproteinasen (MMPs), das Plasminogen System, bestehend aus der
aktivierenden Urokinase (uPA) und des blockierenden Inhibitors (PAI-1), sowie
Adhasionsmolekiile (Bsp: ICAM-1). Mehr Information zu den EZM modellierenden

Verbindungen unter Punkt 2.4.3.

Wiéhrend die Beobachtung der Expression von uPA, MMP-2, LRP-1 und a2M in THP-1
Monozyten nach LF Inkubation im Zeitverlauf (1-, 4- und 24-stiindige Inkubation) keine
Steigerung zeigte, konnte eine signifikante Stimulierung der MMP-1, MMP-9 und
ICAM-1 Expression durch 50ug/ml rhLF erreicht werden. Im Vergleich dazu fiihrte die
Inkubation der THP-1 Monozyten mit 50ug/ml bLF zusatzlich noch zu einer

signifikanten PAI-1 Expressionssteigerung (Abb. 26).

Die Expression von PAI-1, MMP-1 und -9 sowie ICAM-1 wurde neben der

zeitabhangigen Inkubation mit 50ug/ml LF auch auf die konzentrationsabhangige (24-
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stiindige Inkubation mit 0,5-, 5-, 50- und 500ug/ml) Stimulierbarkeit gepruft (Abb.28).
Dabei zeigte sich, dass die maximale Stimulierung immer bei 500ug/ml rhLF zu

beobachten war. Einzig PAI-1 zeigt Gberhaupt keine Expressionssteigerung.

Die gesteigerte Expression dieser EZM verdandernden Verbindungen kann mit einer
verstarkten Migration der Monozyten zum Entziindungsherd in Verbindung gebracht
werden. Im Vergleich von rhLF zu bLF zeigt sich eine Praferenz zu Gunsten von rhlLF, da
die MMPs, MMP-1 und MMP-9, und ICAM-1 verstarkt exprimiert wurden, was
wiederum der Einwanderung der Monozyten zum Ort der Entziindung helfen wiirde.
Zusatzlich positiv zu bewerten ist, dass die massive Stimulierung der PAI-1 Expression
ausbleibt und somit moglicherweise ein pro-kanzerogener Effekt (wie unter 5.2.2.

beschrieben) vermieden werden kénnte.

Die Dosisabhdngigkeit der Expressionssteigerung in Folge von rhLF bestarkt die
Bedeutung von LF als immunologisch relevanten Mediator bei Entziindungsreaktionen.
Wahrend einer Entziindung wird LF im betroffenen Gewebe in dramatisch hoher
Konzentration aus sekundaren Granula neutrophiler Granulozyten freigesetzt. LF kann
anschliefend im Plasma von einem Normalwert von 0,4-2mg/| auf bis zu 200mg/I bei
Sepsis ansteigen [BENNETT et al., 1978; MAAKS et al., 1989]. Da am Entziindungsort
selbst LF sofort an Glykosaminoglykane der Proteoglykane von Zelloberflachen bindet,
spiegelt der Plasmawert nur die Spitze des Eisbergs wider [ZIERE et al., 1996; MANN et
al., 1994; LEGRAND et al., 1997].

Die MMP Aktivitat ist stark von dessen Aktivierung abhangig [HAHN- DANTONA et. al,
2001] sowie von moglichen Inhibitoren wie dem im Plasma befindlichen as-
Makroglobulin oder den Tissue Inhibitors of MetalloProteinases (TIMPs). MMPs
werden zuerst als Pro- Form (sog. Zymogene) exprimiert, die dann extrazellular (bei
Fibroblasten z.Bsp. mittels Extracellular Matrix MetalloPRoteinase INducer: EMMPRIN)
und/oder intrazelluldr (z.Bsp. mittels Prokonvertase Furin) zu der aktiven Form
umgewandelt werden, bevor sie abschlielend endozytiert und abgebaut werden

[EMONARD et. al, 2005].
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Die Gelatinaseaktivitat des verstarkt exprimierten MMP-9 nach 3-tagiger Inkubation
mit rhLF sowie bLF wurde in THP-1 Monozyten mittels Zymogramm gepriift. Die
Proteaseaktivitdit der Pro- Form von MMP-9 zeigte eine konzentrationsabhangige
positive Korrelation im Fall von rhLF und bLF, wohingegen die aktivierte Form nicht
detektiert werden konnte (Abb. 29). Neben PAI-1 wird auch MMP-9 mit pro-
kanzerogenen Effekten in Verbindung gebracht. Eine starkere Aktivierung durch bLF

konnte diesbezliglich negativ interpretiert werden.

Das Adhasionsmolekil ICAM-1 unterstlitzt nicht nur die Migration der Immunzellen
des Darms, sondern hilft aulerdem die im Plasma zirkulierenden Monozyten an die
GefaBwand zu binden und trans- bzw. parazellular ins Gewebe und zum Ort der
Entziindung einzuwandern [RHAMAN et al., 2009]. Sowohl rhLF als auch bLF fihrten zu
einer verstarkten Expression von ICAM-1, was im Fall einer Entziindung die
Einwanderung der Monozyten begiinstigt. Auch wenn bLF zu einer hoheren
Expressionssteigerung fihrt, ist doch das rhLF als relevanter zu sehen. rhLF ist dem
korpereigenem humanem LF dhnlicher (mehr Informationen zu Struktureigenschaften
siehe 2.2.) und kommt neben Muttermilch (1-7g/I Milch) [HOUGHTON et al., 1985]
auch in Nabelschnurblut, Vaginalsekret sowie Tranenflissigkeit vor und wird auBerdem
in dramatisch hoher Konzentration aus sekundadren Granula neutrophiler Granulozyten

wahrend einer Entziindung freigesetzt [BENNETT et al., 1978; MAAKS et al., 1989].

Wie anfangs erwdhnt kann LF neben den Immunzellen des Darms, an Rezeptoren der
Enterozyten binden. Durch Differenzierung der Caco-2 Zellen ist es moglich
Enterozyten &hnliche Zellen zu erhalten [PINTO et al, 1983]. Bevor die
Genexpressionsstimulierung durch LF getestet wurde, wurden die Caco-2 Zellen drei
Wochen bei 37°C und 5% CO, Atmosphédre kultiviert, um den Phanotypen des
Enterozyten zu erhalten. Die Antwort der differenzierten Caco-2 Zellen auf Inkubation
mit rhLF sowie bLF flihrte jedoch zu dem Ergebnis, dass keine der beiden Formen in
der Lage war, die Expression von MMP-1 und PAI-1 zu stimulieren, noch die Expression
von MMP-2, -3, und -9 auszuldsen (Abb. 21). Da Enterozyten eine Darm-spezifische,

gereifte Zellform darstellen, ist es nicht verwunderlich, dass keine Matrixverdandernden
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Verbindungen wie MMPs und dergleichen vermehrt exprimiert werden. Dass jedoch
der gleiche Effekt auch schon bei den undifferenzierten Caco2-Zellen zu finden war,
lasst sich nicht so einfach erkldaren. Insgesamt ist aber klar festzuhalten, dass durch
Ausbleiben einer zusatzlichen Stimulierung der Expression dieser Verbindungen kein
Nachteil beim Einsatz von rhLF oder bLF entsteht und somit keiner LF-Spezies, im Fall
oral zugefiihrten LFs bei dem Kontakt mit Enterozyten, eine Praferenz zuzuschreiben

ware.

Die Ergebnisse der Beobachtung der Genexpressionsstimulierung durch rhLF im
Vergleich zu bLF lassen die Diskussion nicht verstummen, welches LF zur Anreicherung
von Lebensmittel herangezogen werden soll. Im Focus dabei steht v.a. die
Anreicherung von Formulamilch. Um jedoch im Fall der positiven immunologischen
Wirkung der Muttermilch, dem Effekt von humanem LF ndher zu kommen, wére die
Uberlegung, zukiinftig Formulanahrung anstatt mit bLF mit rhLF anzureichern, ein

Schritt in die richtige Richtung.

5.2 Krebsentstehung und Metastasierung: rhLF vs. bLF

5.2.1 Proliferationssteigerung/ -hemmung von Krebszellen

Da es sich bei Caco-2 Zellen um Krebszellen handelt, kann der Gedanke einer negativen
Auswirkung in Bezug auf das Tumorwachstum aufkommen. Mehrere Studien haben
sich mit der Frage der Wirkung von LF auf verschiedenste Krebsarten beschaftigt und
konnten zeigen, dass LF nicht nur in der Lage ist die Entstehung sondern auch das
Wachstum eines bestehenden Tumors zu beeintrachtigen. Beispielsweise zeigten
Ratten nach einer Diat mit supplementiertem bLF weniger Diethylnitrosamin-,
Dihydroxy-di-N-propylnitrosamin-  und  N-Nitrosomethylbenzylamin-  induzierte

Osophagus- und Lungenkarzinomen [USHIDA et.al, 1999].

Eine Studie an T- Zell immunokompromitierten nu/nu Mausen ergab, dass nach einer

8-tigigen Gabe von 1mg/kg rhLF (2,9g/m?; 2x taglich) eine Wachstumshemmung des
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Plattenepithelkarzinoms (012) von 80% (p<0,001) erzielt wurde. Ahnliche Effekte
zeigten sich auch bei Mamma- Adenokarzinomen von immunokompetenten BALB/c-

Mausen bei einer taglichen oralen Gabe von 1mg/kg rhLF [VARADHACHARY, 2004].

Neben Caco-2 Zellen wurde eine proliferationssteigernde Wirkung durch Inkubation
mit rhLF auch bei Mamma-, Hybridom- und humanen Embryonalzellen sowie
Osteoblasten beobachtet. Der Vergleich der 3 Isoformen (pis: 50%-, apo: <10%-, holo:
>90% Eisen- gesattigt) brachte holo- rhLF als starksten Wachstumsfaktor hervor

[HUANG, 2008].

Nach 2-tagiger Stimulierung der Caco-2 Zellen mit 50ug/ml rhLF konnte eine
Proliferationssteigerung um 51% (n.s.) beobachtet werden. Im Vergleich fiihrten
50ug/ml bLF zu einem schwéacheren Wachstumsanstieg der Caco-2 Zellen (16%, n.s,

nach 2 Tagen).

Als pis-Isoform des rhLF bezeichnet man die teilweise Eisen-gesattigte Form des rhlLF.
Fir die Experimente mit THP-1 Monozyten wurde teilweise Eisen-gesattigtes rhLF
verwendet. Eine wachstumsférdernde Wirkung wurde jedoch nicht beobachtet. So
flihrte eine 3-tagige Inkubation mit rhLF im Konzentrationsverlauf (0,5-, 5-, 50- und
500ug/ml) weder bei hochster noch bei niedrigster Konzentration zu einer
Wachstumssteigerung der THP-1 Monozyten. Im Vergleich dazu fiihrte die gleiche
Behandlung der THP-1 Monozyten mit bLF sogar zu einer Proliferationshemmung, mit

der Spitze von 45% (p< 0,001) bei einer Inkubation mit 500ug/ml bLF nach 3 Tagen.

Eine Studie an humanen epithelialen Krebszellen (HelLa) kam nach Inkubation mit bLF
zu demselben Ergebnis. Hierbei flihrte die 6-tdgige Inkubation mit bLF im
Konzentrationsverlauf  (0,5-, 5-, 50- wund 500ug/ml) ebenfalls zu einer
Proliferationshemmung, wenn auch mit 25% (p<0,001) nicht in dem Ausmalf’ der THP-1
Monozyten. Neben der fehlenden typischen Proliferationssteigerung durch LF wird
eine fehlende ERK1/2 und p38 Aktivierung beobachtet [ZEMANN, 2010]. Die
Proliferationssteigerung von Chondrozyten sowie Osteoblasten hingegen geht mit

einer ERK1/2 und p38 Aktivierung einher [BRANDL, 2010]. Eine 4-stiindige Inkubation
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der THP-1 Monozyten mit 50ug/ml rhLF sowie bLF fiihrte ebenfalls zu keiner ERK1/2
Aktivierung. Dies lasst auf einen Zusammenhang zwischen der fehlenden
Proliferationssteigerung und dem Fernbleiben der ERK1/2 Aktivierung schlieBen. Das

p-p38 Signal hingegen wurde durch 50ug/ml rhLF sowie bLF in etwa verdreifacht (n.s.).

5.2.2 Differenzierung der Krebszellen

Wie unter Punkt 5.1.2. erwdhnt, handelt es sich bei MMPs um Matrix modellierende
Metalloproteinasen. Der Zusammenhang von MMP-2 und MMP-9 mit Krebs konnte in
mehreren Studien gezeigt werden, wobei das Fehlen von MMP-2 sowie MMP-9 mit
verminderter Angiogenese, Tumorwachstum und —metastasierung assoziiert waren
[HAHN- DANTONA et. al, 2001]. MMPs selbst sind ebenso wie LF in der Lage an LRP zu
binden. LRP wiederum kann den Level von MMPs (MMP-2, -13 und -9) modulieren und
somit die exzessive extrazelluldre proteolytische Aktivitdat im Zaum halten. Eine
verringerte Expression und Aktivitat von LRP wird vor allem in Tumoren beobachtet.
Dieses Phanomen geht mit einem verringerten Proteaseabbau einher und fiihrt so zu
einer héheren Konzentration dieser Enzyme bei einem Tumor. Kancha et al. hat in
diesem Zusammenhang eine Korrelation zwischen Tumorinvasion und geringerem LRP-

Gehalt festgestellt [BERNHARD et al., 1995; KANCHA et al., 1994].

Die Antwort der undifferenzierten Caco-2 Zellen auf die Inkubation mit rhLF sowie bLF
in Bezug auf die Genexpression von MMP-2, -3 und -9 blieb komplett aus und die von
PAI-1 sowie MMP-1 zeigte keine Expressionserhohung (Abb. 18). Dementsprechend
kann man davon ausgehen, dass weder rhLF noch bLF zu einer verstarkten
Differenzierung der Caco-2 Zellen bzw. der Tumorinvasion fiihren. Passend zu dem
Ergebnis der Genexpressionsuntersuchung wurde auch bei der Beobachtung der
Aktivierung bestimmter Signalproteine, wie der MAP Kinasen, p38 und ERK1/2 sowie
dem TGF-B pathway Signal, Smad2, keine Stimulierung der Aktivierung durch
Inkubation mit rhLF festgestellt. Allerdings zeigte sich nach Inkubation mit bLF eine

signifikante Smad2 Aktivierung.
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Anders als bei den Caco-2 Zellen wurde in THP-1 Monozyten das aktivierte MAP Kinase
Signalprotein p-p38 durch rhLF sowie bLF auf ca. das Doppelte (n.s) gesteigert. p-
Smad2 blieb durch rhLF wieder unbeeindruckt, durch bLF hingegen wurde es fast
verdreiRigfacht (26,5-fache Aktivierung nach 1h mit 50ug/ml; p<0,001). Lediglich
PERK1/2 zeigte weder durch rhLF noch durch bLF eine Aktivitatserhohung (Abb. 24).

Da es in THP-1 Monozyten durch LF zur Aktivierung bestimmter
Signaltransduktionswege kam, lag der Verdacht nahe, dass sich auch auf
Genexpressionsebene Effekte zeigen wirden. Wahrend die Beobachtung der
Expression von uPA, MMP-2, LRP-1 und a2M keine Steigerung ergaben, konnte eine
signifikante MMP-1, MMP-9 und ICAM-1 Expressionssteigerung durch 50ug/ml rhLF
gezeigt werden. Im Vergleich dazu fihrte die Inkubation der THP-1 Monozyten mit

50ug/ml bLF zusatzlich zu einer signifikanten PAI-1 Expressionssteigerung (Abb. 26).

Die verstarkte Expression dieser EZM modellierenden Verbindungen geht mit der
verstarkten Differenzierung der THP-1 Monozyten einher und kann die Invasion der
Tumorzellen beglinstigen. Benard et al. gelang es 2010 einen Zusammenhang zwischen
ICAM-1 und der Aggregation von Monozyten im THP-1 Modell aufzudecken [BENARD
et al.,, 2010]. Dieses Phanomen konnte durch eintdgige Inkubation der THP-1
Monozyten mit 50ug/ml rhLF bestatigt werden (Abb. 33). Der Zusammenhang
zwischen der gesteigerten MMP-9 Expression und der ausbleibenden LRP Expression
wirkt durch verringerten Abbau der Proteasen positiv auf die Invasion und

Metastasierung des Tumors [BERNHARD et al., 1995; KANCHA et al., 1994].

Proteolyse und im speziellen das Plasminogen aktivierende System, welches lber die
Urokinase (uPA), dessen Rezeptor (UPAR) und Inhibitor (PAI-1) reguliert wird, spielen
bei der Tumorgenese, -progression, -invasion und Metastasenbildung eine wichtige
Rolle [CARROLL & BINDER, 1999; BLASI & CARMELIET, 2002; SIDENIUS & BLASI; 2003;
BINDER & MIHALY, 2007]. Dabei lasst sich aus etlichen Studien eine positive
Korrelation zwischen der uPA- und uPAR Expression und der Malignitat des Tumors
beobachten. Paradoxerweise kam man aber bei Untersuchungen an Krebspatienten zu

dem Schluss, dass Patienten mit hoher PAI-1 Expression, dem Inhibitor dieses Systems,
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eine deutlich schlechtere Prognose zu erwarten haben. Diesem Phdanomen gab man

den passenden Namen ,,das PAI-1 Paradoxon” [BINDER und MIHALY, 2008].

Wahrend also die Inkubation mit rhLF zu keiner merklichen PAI-1
Expressionssteigerung flihrte, war eine massive Stimulierung durch bLF in THP-1
Monozyten zu beobachten. Dieses Ergebnis l|dsst den Einsatz von bLF als

Krebstherapeutikum bezweifeln.

5.3 Zusammenhang zwischen Signalaktivierung und Expressionssteigerung

Bei der Versuchreihe von rhLF und bLF im Zeit- sowie Konzentrationsverlauf im
undifferenzierten (Abb. 17 und -18) sowie differenzierten Caco-2 Zellmodell (Abb. 19 -
21) stellt sich nicht die Frage eines moglichen Zusammenhangs zwischen
Signaltransduktion durch p-p38, pERK1/2 und p-Smad2 und der Steigerung der
Expression von PAI-1, MMP-1,-2,-3 und -9, da es weder zu einer Aktivierung der Signale

noch zu einer Expressionssteigerung der Zielgene kam.

Bei der Versuchreihe von rhLF und bLF in THP-1 Monozyten hingegen (Abb. 24 -27)
wurde ein moglicher Verantwortlicher fiir die Expressionssteigerung von MMP-1 und -
9 sowie ICAM-1 gesucht. Da von den Signalproteinen Smad2, p38, ERK1 und ERK2 nur
bei p38 eine 2,3- fache Aktivierung in THP-1 Monozyten nach 4-stiindiger Inkubation
mit 50ug/ml rhLF zu beobachten war (Abb. 24) wurde untersucht, ob ein
Zusammenhang zwischen diesem Signal und der Expressionsstimulierung der
ausgewahlten Zielgene MMP-1, -9 und ICAM-1 besteht. Zu diesem Zweck wurde der p-
p38 Inhibitors SB202190 eingesetzt.

Die Ergebnisse fiihrten zu dem Schluss, dass p38 sehr unwahrscheinlich als
verantwortlicher Pathway fiir die Expressionssteigerung von PAI-1, MMP-1 und -9 in

Frage kommt.

Da die Signaltransduktionswege (iber die MAP Kinase pathways p38 und ERK1/2 sowie
Uber das TGF-B Signal, Smad2, wegfallen, stellt sich die Frage, welches Signal fir die

Weiterleitung des LF Reizes und die stimulierende Wirkung auf die Expression
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bestimmter EZM modellierenden Verbindungen in Frage kommt. Als moglicher

Kandidat konnte NF-kB diskutiert werden.

NF-kB spielt v.a. im Immunsystem eine wichtige Rolle [GHOSH et al., 1998]. Zur NF-kB
Familie zahlen 5 Mitglieder: p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-kB1) und p52/p100
(NF-kB2), die in unstimulierten Zellen als Homo- bzw. Heterodimer allesamt an
Proteine der IkB Familie gebunden sind. Dieser Komplex verhindert die Translokation

in den Nukleus.

Die Aktivierung von NF-kB kann klassisch (iber Phosphorylierung von IkB, via
Aktivierung der B-Einheit des IkB Kinase Komplex (IKK), durch pro-inflammatorischer
Zytokine wie TNF-a oder alternativ Gber Phosphorylierung von p100, via Aktivierung
von IKKa, ablaufen. Phosphoryliertes IkB wird anschliefend durch die Ubiquitinligase
polyubiquitiniert und teilweise zersetzt. p100 wird mittels Proteasomen abgefertigt.
Die freigelegten NF-kB Dimere sind nun in der Lage in den Nukleus zu translozieren
und durch Promotor- und Enhancerbindung die Expression bestimmter Gene zu

regulieren [HAYDEN & GHOSH, 2010].

In Endothelzellen spielt NF-kB beispielsweise bei der Stimulierung der Expression von
ICAM-1 eine Rolle. Dabei wird entweder NF-kB direkt aktiviert oder die
Bindungsfahigkeit von NF-kB an die Promoterregion von ICAM-1, wiederum durch
andere Signale vermittelt, verstarkt [EMONARD et al., 2005]. In der Studie von Oh et al.
konnte die Aktivierung von NF-kB durch humanes Laktoferrin iber den klassischen NF-
kKB Weg in Hela Zellen demonstriert werden [OH et al., 2004]. Dadurch scheint ein
Zusammenhang zwischen der gefundenen ICAM-1 Expressionssteigerung nach der
Inkubation der THP-1 Monozyten mit rhLF mittels Aktivierung von NF-kB nicht

abwegig.

Die Rolle von NF-kB bei der Regulation von MMP-1 und -9 in THP-1 Monozyten bleibt
vorerst unklar. Das Vorhandensein einer NF-kB Bindungsstelle des MMP-9 Promoters

[SATO et al., 1993; FINI et al.,, 1994] und eines NF-kB- dhnlichen Elements auf der
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MMP-1 Promoterregion [VINCENTI, 1998] deuten aber auf ein Zusammenspiel von NF-
kB und der Expression der MMPs, MMP-1 und -9, hin.

Aullerdem konnten Bond et al. 2001 zeigen, dass die klassische Aktivierung von NF-kB
mit einer gesteigerten MMP-1, -3 und -9 Expression in VMSCs einhergeht [BOND et al.,
2001]. Die Stimulierung der MMP-1 und MMP-9 Expression durch rhLF in THP-1
Monozyten konnte also, zuséatzlich zu der ICAM-1 Expressionssteigerung, Uber eine

mogliche NF-kB Aktivierung erklart werden.

Der Verdacht, dass NF-kB tatsdchlich eines der verantwortlichen Signale ist, muss

jedoch erst durch eine detaillierte Untersuchungsreihe Gberprift werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Neben der Aufgabe Eisen zu transportieren zeigt Laktoferrin (LF) antimikrobielle,
antibakterielle, antiparasitare, antivirale, antiinflammatorische und antikanzerogene
Wirkungen und verfligt aullerdem (ber die Eigenschaft die Proliferation,
Differenzierung und Migration von Zellen zu beeinflussen [ADLEROVA et al., 2008]. Mit
der Frage, wodurch diese Wirkungen zustande kommen, beschaftigen sich

unterschiedlichste Forschungsgruppen seit Jahrzehnten.

Durch diese Masterarbeit konnte erstmals die unterschiedliche Wirkung von
rekombinantem humanen Laktoferrin (rhLF) aus transgenem Reis im Vergleich zu bLF
gezeigt werden. Im Fokus der Beobachtung standen die Aktivierung der Signalproteine,
p38 MAPK, ERK1/2 und Smad-2 (Analyse mittels Westernblot), die Stimulierung der
Expression Extrazellularmatrix- modellierender Proteine (Analyse mittels rtPCR) und
das Proliferationsverhalten von Caco-2 Zellen (Bestimmung mittels MTT-Test) und

THP-1 Monozyten (Zellzahlbestimmung mittels Casy).

Caco-2 Zellen zeigten weder im undifferenzierten noch im differenzierten Stadium,
weder bei kiirzester noch bei langster Inkubationszeit und weder bei niedrigster
(0,5ug/ml) noch bei hochster (500ug/ml) Konzentration an rhLF eine signifikante
Aktivierung von p38, ERK1/2 und Smad2 oder eine Stimulierung der Expression von
PAI-1, MMP-1, -2, -3 und -9. Die Proliferation der Caco-2 Zellen stieg mit zunehmender

Konzentration und langerer Inkubation mit rhLF(51%, n.s.).

Der Vergleich mit bLF zeigte eine signifikante doppelte Aktivierung von Smad2 und

eine schwachere Proliferationssteigerung (25%, n.s.) in undiff. Caco-2 Zellen.

In THP-1 Monozyten konnte in Antwort auf rhLF eine Stimulierung der
Phosphorylierung von p38, jedoch nicht von ERK1/2 und Smad2 festgestellt werden.
Die Expression von uPA, MMP-2, LRP-1, a2M und PAI-1 wurde nicht signifikant
verstarkt, jedoch die von MMP-1, -9 und ICAM-1.
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Im Vergleich dazu fiihrte bLF neben der p38 Aktivierung auch zu einer massiven
Erhohung von p-Smad2 (26,5-fach nach 1-stliindiger Inkubation, p<0,001) in THP-1
Monozyten, die mit einer massiven Expressionssteigerung von PAI-1 (18,6-fach,
p<0,001) einherging. MMP-1, MMP-9 und ICAM-1 zeigten das gleiche Muster der
zeitabh. Expressionssteigerung. Die Proliferation der THP-1 Monozyten blieb durch
rhLF unbeeinflusst, durch bLF hingegen sogar signifikant gehemmt (Hemmung von 45%

nach 3-tagiger Inkubation mit 500ug/ml, p<0,001).

Die unterschiedliche Antwort auf rhLF bzw. bLF soll zukiinftig bei der Wahl der
passenden LF- Spezies als darmprotektiver Zusatz zu Formulanahrung oder als

Krebstherapeutika helfen.
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7 ABSTRACT

Lactoferrin (LF) has a lot of biological functions. It is able to transport iron, acts
antimicrobial, antibacterial, antiparasitic, antiviral and anticancerogenic and influences
the proliferation, differentiation and migration of cells [ADLEROVA et al., 2008]. The
elucidation of these effects represented the goal of many different work groups for

decades.

This master’s thesis revealed differences in p38, ERK and Smad2 activation (western
blot), as well as differences in the expression of extracellular matrix (ECM) remodeling
proteins (rtPCR) and cell proliferation (MMT-test and cell count) induced by
recombinant human LF (rhLF, from transgenic rice) compared to the effects induced by

bovine LF (bLF) in Caco-2 cells and THP-1 monocytes.

Differentiated as well as undifferentiated Caco-2 cells showed no significant increase in
the activity of p38, ERK1/2 and Smad?2 or the expression of PAI-1, MMP-1, -2, -3 and -9
after short or long-term incubation (1h, 4h) and low or high concentrations (0.5 —
500ug/ml) of rhLF. In contrast, bLF was found to induce a significant two-fold increase

of Samd2 phosphorylation in undiff. Caco-2 cells.

THP-1 incubation with rhLf resulted in p38 activation but failed to induce ERK1/2 or
Smad2 activation. The expression of uPA, MMP-2, LRP-1, a2M and PAI-1 was
unaffected, while the expression level of MMP-1, MMP-9 and ICAM-1 were increased
in response to rhLF. In addition to the activation of p38, bLF induced a dramatic
increase of Smad2 phosphorylation (26.5-fold after 1h using 50ug/ml bLF, p<0.001).
The expression of PAI-1 was enhanced to 18.6-fold (p<0.001), indicating a positive
relationship between p-Smad2 and PAI-1. bLF also increased MMP-1, -9 and ICAM-1
expression to a greater extent compared to rhLF. The THP-1 proliferation rate was not

increased by rhLF and inhibited 45% by bLF after 3 days with 500ug/ml (p<0,001).

The different effects of rhLF or bLF should help to choose the appropriate LF-species as

immunoprotective additive to formula milk or as cancer therapeutic.
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