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1. EINLEITUNG

1. Einleitung

Neutrophile Granulozyten werden im Knochenmark produziert. Wie alle anderen
blutbildenden Zellen des Knochenmarks entstammen auch die Neutrophilen
Granulozyten einer pluripotenten hamatopoetischen Stammzelle. Unter Einwirkung
von IL-3 sowie auch der koloniestimulierenden Faktoren entwickeln sie sich Uber
mehrere Stufen zu reifen Zellen und werden unter dem Einfluss von humoralen
Signalen (wie z.B. IL-1 und Komplementfaktor C3) ins Blut freigesetzt.
Normalerweise befinden sich 90% der Granulozyten im Knochenmark, nur ca. 3% im
zirkulierenden Blut und der Rest im Gewebe. Etwa 95% aller Granulozyten (4500
Zellen / pl Blut) sind Neutrophile Granulozyten. Sie besitzen einen gelappten

unterschiedlich geformten Kern sowie zytoplasmatische Granula.

1.1 Die Rolle von Neutrophilen Granulozyten fir das menschliche

Immunsystem

Alle Lebewesen kommunizieren mit lhrer Umwelt. Da die Umwelt jedoch auch
schadigend auf die Lebewesen einwirken kann, bedlirfen sie einiger
Schutzmechanismen, um diese schadigenden Einflisse abzuwehren. Zu diesen
Mechanismen gehdren z.B. Phagozytose und Verdauung mikrobieller
Krankheitserreger. Dabei ist Folgendes wichtig: das Abwehrsystem muss zwischen
,selbst® und ,nicht selbst® unterscheiden konnen. Diese Erkennung garantiert die

Unversehrtheit eines Organismus.

Gegen Mikroorganismen (Bakterien, Viren, Pilze, Parasiten) und als ,fremd"
identifizierte Makromoleklle besitzt der menschliche Korper eine unspezifische
angeborene und eine spezifische erworbene Immunabwehr. Die angeborene
Immunabwehr setzt keine vorherige Auseinandersetzung mit dem gleichen Erreger
voraus. Eine zentrale Rolle bei dieser Art von Abwehr spielen Monozyten,
Makrophagen und Neutrophile Granulozyten, die auch als Mikrophagen bezeichnet
werden. All diese Zellen benutzen unspezifische Erkennungssysteme, die ihnen

erlauben, gegen eine grolRe Zahl von Erregern anzukampfen.
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Die spezifische Immunabwehr setzt eine vorherige Auseinandersetzung des
Organismus mit dem gleichen Erreger voraus. Eine zentrale Rolle bei dieser Abwehr
spielen die Lymphozyten. Eine Gruppe von Lymphozyten, auch als B-Lymphozyten
bezeichnet, besitzt eine antikdrpervermittelte oder humorale Immunitat. T-

Lymphozyten sind fur die zellulare Immunitat verantwortlich.

Das unspezifische und das spezifische Immunsystem sind keine voneinander
unabhangigen Strukturen. Es existieren enge Wechselwirkungen zwischen
Phagozyten der unspezifischen Abwehr (Makrophagen und Neutrophilen
Granulozyten) und den Zellen der spezifischen Immunabwehr. So kénnen z. B.
Phagozyten Antigene an die T-Lymphozyten prasentieren und damit eine spezifische
Abwehr in Gang setzen. Aber auch Lymphozyten kdnnen ihrerseits die Funktion der
Phagozyten positiv beeinflussen. So setzen z.B. T-Zellen Substanzen (Zytokine) frei,
die Phagozyten aktivieren und B-Zellen produzieren Antikérper, die das Erkennen
der pathogenen Substanzen durch die Phagozyten erleichtern (Riede und Schéfer,
2000).

Weltweit zahlen Infektionserkrankungen zu den haufigsten Todesursachen.
Besonders gefahrliche Verlaufe entstehen, wenn das Immunsystem nicht in der Lage
ist, gegen die von auf3en eingedrungenen Erreger anzukampfen. Dieser Zustand im
menschlichen Koérper wird als Immundefizienz bezeichnet. Dabei sind angeborene
Defekte des Immunsystems seltener als erworbene. Als Beispiel fir einen solchen
Defekt ist ein Leukozytenadhasionsdefekt bei Neutrophilen Granulozyten zu nennen,
der eine gestorte Chemotaxis, Adharenz und Phagozytosefunktion zur Folge hat. Bei
Menschen, die an dieser Erkrankung leiden, treten haufig schwere rezidivierende

und zum Teil systemische bakterielle Infektionen auf.

Jedoch birgt die Fahigkeit, Bakterien zu zerstoren, auch eine Gefahr der
autoimmunen Erkrankungen. Als Beispiel fur eine Erkrankung, bei der die
Neutrophilen Granulozyten eine Rolle spielen, kann die Rheumatische Arthritis
genannt werden. Deshalb mussen Neutrophilenaktivierung und Hemmung eng
reguliert werden. Die Entwicklung zukunftiger Strategien fur die Therapie von

Immundefizienz und Autoimmunerkrankungen erfordert daher ein umfassendes
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Verstandnis biochemischer Vorgange in Neutrophilen Granulozyten auf molekularer

Ebene.

1.2. Neutrophile Granulozyten im menschlichen Kérper

Im Blut verteilen sich die Granulozyten je zur Halfte auf einen marginalen Pool an

den GefaBwanden und auf einen zirkulierenden Pool. Wenn die Neutrophilen

Granulozyten durch Chemotaxis angelockt werden, kdnnen sie ins Gewebe

penetrieren. Dabei unterscheidet man folgende Teilvorgange (Ubersichtsartikel Burg
und Phillinger, 2001):

1.

Marginalisation: durch Entzindungsmediatoren (TNF-a, C5a) kommt es zur
Expression von P-Selektin und E-Selektin durch Endothelzellen und zur
Expression von L-Selektin durch die Granulozyten. Die Neutrophilen
Granulozyten bleiben an den Endothelzellen locker .kleben", werden dann
aber mit dem Blutstrom wieder losgerissen. Dieser Vorgang von ,kleben
bleiben“ und wieder ,losgerissen werden“ wird auch als ,rollen" bezeichnet
(McEver et al., 1995; McEver und Cummings, 1997; Diacovo et al., 1996;
Walcheck et al.,, 1996). Selektine scheinen aber nicht nur an der
Marginalisation teilzunehmen, sondern auch zur Signaltransduktion und zur
Aktivierung von Neutrophilen Granulozyten beizutragen. So zeigen einige
Studien, dass P-Selektin die Neutrophilendegranulation, Superoxidproduktion
sowie auch die Depolarisation unter Einwirkung von bakteriellen
Formylpeptiden wie N-formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP) erleichtert
(Lorant et al., 1993). Dies wird z.B. durch Phosphorylierung von MAPK
gesteuert (Waddel et al., 1995).

. Leukozytenadhasion: durch verstarktes Exprimieren von [(2-Integrienen,

vornehmlich des CD11/CD18-Komplexes auf den Neutrophilen Granulozyten
und sinterzellularem Adhasionsmolekuhl" (ICAM-1 aus der
Imunoglobulinsuperfamilie) auf der Oberflache von Endothelzellen, bleiben die

Neutrophilen Granulozyten immer mehr an dem Endothel haften. Die

3
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Expression dieser beiden Moleklle wird durch chemotaktische Faktoren
ausgelost, dazu gehoren IL-8, fMLP, Cb5a (Spaltprodukt der flinften
Komponete des ,klassischen® Komplementsystemweges) und Leukotrien By
(LTB4) (Williams, 1999).

3. Leukozytenmigration: das Haften der Neutrophilen Granulozyten an der
Endothelzelloberflache 16st eine Kontraktion der Endothelzellen aus. Die
Neutrophilen Granulozyten verformen sich, bilden pseudopodienartige
Zellfortsatze und ,quetschen“ sich durch die Licken zwischen den
Endothelzellen (Del Maschio, et al., 1996) oder direkt transendothelial
hindurch (Feng et al., 1998). Durch Freisetzen von Metalloproteinasen l6sen
sie die Basalmembran auf und wandern ins Gewebe ein (Borregaard et al.,
1997).

4. Chemotaxis: nach Binden der chemotaktischen Faktoren an den spezifischen
Rezeptoren auf der Zelloberflache verformen sich die Neutrophilen
Granulozyten, und zwar so, dass die Pseudopodien sich in Richtung der
héheren Konzentration der chemotaktischen Faktoren ausrichten. Gleichzeitig
kommt es zu einem Ca®*-Einstrom in die Zelle und einem cAMP-Anstieg.

Dadurch wird die Kontraktion des aktinhaltigen Filamentsystems ausgelost.

5. Nach dem Erreichen der Entzindungsstelle sind Neutrophile Granulozyten
phagozytotisch wirksam und setzen, neben Interferonen, proteolytische sowie
auch chemotaktische Substanzen frei (Burg und Phillinger, 2001), um die
pathogene Ursache der inflammatorischen Reaktion zu bekampfen. Zu diesen
Substanzen gehéren Catepsin G, Lactoferin, Lysozym, reaktive

Sauerstoffradikale (ROS) und einige andere.
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1.3 Neutrophile Granulozyten und ihre klinische Bedeutung

a) Neutrophile Granulozyten und maligne Tumore

Die Theorie der immunologischen Uberwachung wurde erstmals von Ehrlich 1900
formuliert und spater als ,immunsurveillance” von MacFarlane Burnet bezeichnet. Sie
beruht auf der Vorstellung, dass Zellen des Immunsystems die Tumorzellen
erkennen und zerstéren kdnnen, so, wie es auch bei mit Virus infizierten Zellen der
Fall ist. Es bleibt aber bis heute ungewiss, ob eine solche Uberwachung tatséchlich
stattfindet, und ob sie bei den selten beobachteten Spontanremissionen von
Bedeutung ist. Die Rolle von Neutrophilen Granulozyten in der Onkologie ist
dementsprechend noch relativ unklar. Studien der letzten Jahre sind widerspruchlich
und zeigen einerseits eine Abwehrfunktion der Neutrophilen Granulozyten gegen die
Tumorzellen, andererseits aber auch einen Zusammenhang zwischen den

Neutrophilen Granulozyten und der Tumorprogression.

So ist ein Zusammenhang zwischen der Leukozyteninfiltration von Tumoren und
einer gunstigen Prognose der Tumorerkrankungen, z.B. bei Mamma-Carzinomen,
beschrieben worden (Hamlin, 1968; Black et al., 1975; Bassler et al., 1981). Hier
scheinen Neutrophile Granulozyten die Tumoren entweder direkt durch Freisetzung
von Defensinen, HOCI und Enzymen wie Elastase, Collagenase und Gelatinase oder
indirekt durch die Produktion von Zytokinen und Chemokinen zu zerstoren. Die von
ihnen sezernierten Zytokine und Chemokine unterdriicken die Angiogenese und
fuhren dadurch zur Ischamie und Nekrose von Tumoren (Ubersichtsartikel Di Carlo et
al., 2001).

Es existieren aber auch Studien die feststellen, dass Neutrophile Granulozyten eine
transendotheliale Migration der Tumorzellen erleichtern (Ubersichtsartikel Wu, 2000)
und so zur Progression von Tumorerkrankungen beitragen. Dabei scheinen
Wechselwirkungen zwischen Tumorzellen und Neutrophilen Granulozyten sowie
auch zwischen Neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen von besonderer

Bedeutung zu sein.
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b) Neutrophile Granulozyten und kardiovaskulare Erkrankungen

Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass Atherosklerose eine immunologisch
vermittelte Erkrankung ist. So scheint der Prognosewert der Leukozytenzahl beim
Herzinfarkt die gleiche Bedeutung wie der Serumcholesterinwert zu haben. Es ist von
einem 4-fach erhdhten Risiko, einen Myokardinfarkt zu erleiden, fir Personen mit
erhohten Leukozytenzahlen berichtet worden, vergleicht man diese mit der
Bevdlkerung, welche ein normales Blutbild aufweist (Friedman et al., 1974).
Molekularbiologische Studien zeigen, dass freie Radikale, Zytokine, NO und
Antioxidantien eine zentrale Rolle flr die Pathogenese der Atherosklerose sowie
auch fur die Myokardschadigung im Rahmen eines Myokardinfarktes spielen
(Ubersichtsartikel Chakraborti et al., 2000). In einem frilhen Stadium der
Atherosklerose infiltrieren Neutrophile Granulozyten und Monozyten, die z. B. durch
Hypertension oder Diabetes mellitus vorgeschadigte Intima der Gefalte und
produzieren freie Radikale, die endothelschadigend wirken (Becker et al., 1993).
Neutrophile Granulozyten scheinen auch bei den Umbauvorgangen nach einem
Myokardinfarkt, dem so genannten ,Remodeling” eine grof3e Rolle zu spielen. Unter
.,Remodeling" versteht man strukturelle Umbau- und Anpassungsvorgange des
Herzens nach einem Herzinfarkt, die im ungunstigen Fall zu einer Expansion der
Infarktnarbe, zu Hypertrophie und Dilatation des linken Ventrikels mit

Verschlechterung der Prognose filhren (Ubersichtsartikel Ren et al 2003).

c) Neutrophile Granulozyten und Autoimmunerkrankungen

Seit vielen Jahren ist die Rolle von Neutrophilen Granulozyten bei der Pathogenese
einiger Autoimmunerkrankungen bekannt. Ein klassisches Beispiel stellt die
Rheumatische Arthritis dar. Hier sind Neutrophile Granulozyten in hoher Zahl in der
Synovialflissigkeit der Patienten nachgewiesen worden (Pillinger and Abramson,
1995). Die durch sie produzierten Zytokine sind an den entzindlichen Prozessen in
den Gelenken beteiligt, sie selbst scheinen auch an der Knorpelzerstérung direkt
teilzunehmen. Viele Studien der letzten Jahre untersuchen deshalb neue
therapeutische Strategien in der Behandlung dieser Erkrankung (Biasi et al., 2003).

Auch an der Pathogenese der autoimmunen neurologischen Erkrankungen sind
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Neutrophile Granulozyten beteiligt. Als Beispiel kdbnnen hier Multiple Sklerose und

schwangerschaftsbedingte Eklampsie genannt werden (Vinatier und Monnier, 1995).

1.4 Signaltransduktion in Neutrophilen Granulozyten

a) Aktivierung von Neutrophilen Granulozyten

Wie oben schon beschrieben gehdren Neutrophile Granulozyten zu den wichtigsten
Zellen der Immunabwehr. Durch viele biologisch aktive Molekule, die im Korper als
chemotaktische Faktoren fungieren, werden sie aktiviert. Zu den wichtigsten und
starksten gehoren fMLP, ein aus Bakterien gewonnenes Peptid und gleichzeitig
starkster chemotaktischer Faktor, platelet-activating factor (PAF), Cba, ein
Spaltprodukt der  flnften Komplementkomponente des ,Klassischen”
Komplementsystemweges und eine Gruppe von kleinen (8-10 kDa)
proinflammatorischen Zytokinen, die auch als Chemokine bezeichnet werden. Als
Beispiel kann IL-8 genannt werden. Chemokine werden von unterschiedlichen
Zelltypen produziert und ihre Sekretion wird meistens durch Infektionen,

Verletzungen oder auch durch andere inflammatorische Zytokine ausgelost.

Die chemotaktischen Faktoren wirken durch Interaktion mit spezifischen
Zelloberflachenrezeptoren. Eine grolde Zahl an solchen Rezeptoren ist bereits schon
kloniert und sequenziert worden (Baggiolini et al., 1997). All diese Rezeptoren sind
fur eine bestimmte Substanz spezifisch und haben eines gemeinsam: sie gehdren zu
den spezifischen heterodimeren 7-Helix-Rezeptoren. Solche Rezeptoren sind auf
ihrer zytoplasmatischen Seite mit heterodimeren GTP-bindenden Proteinen (G-
Proteinen) gekoppelt, welche als Vermittler funktionieren und Signale der aktivierten
Rezeptoren an intrazellulare Signalkaskaden weiterleiten. G-Proteine bestehen aus
drei Komponenten: a, B und y. Die a-Untereinheit ist in der Lage, ein Guaninnukleotid
zu binden, entweder GTP oder GDP. Bindung des Liganden an den
Rezeptorkomplex veranlasst das G-Protein, GDP gegen GTP auszutauschen.
Dadurch wird das G-Protein aktiviert, dissoziiert vom Rezeptor ab und zerfallt in a-
und By-Untereinheiten. Die GTP tragende a-Untereinheit heftet sich an die

Effektorproteine und andert ihren Aktivitatszustand, es kommt zur Aktivierung der
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Phospholipase C (PLC), der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), der
Adenylatzyklase sowie anderer fur die Transduktion in Neutrophilen Granulozyten
wichtigen Proteine. Durch langsame enzymatische Hydrolyse des GTP zu GDP kehrt
die a-Untereinheit in den inaktiven Zustand zurtick und verbindet sich wieder mit der

By-Untereinheit.

Hier sind einige Effektorproteine aufgefuhrt, die durch Bindung des biologisch aktiven

Moleklls am chemotaktischen Rezeptor aktiviert werden.

PLC katalysiert die Hydrolyse des Membranlipids Phosphatidyl-Inositol-Biphosphat
Plns(4,5)P, und erzeugt dadurch die Bildung von zwei ,second messengers®
Inositol-1,4,5-triphosphat PIns(1,4,5)Ps und Diazylglycerol (DAG). InsP; setzt Ca®*
aus intrazellularen Speichern frei. DAG verbleibt dagegen in der Zellmembran und
aktiviert Proteinkinase C (PKC), die in Gegenwart des freigesetzten Ca** Proteine
phosphoryliert und dadurch ihren Funktionszustand andert (Bokoch, 1995). Der PKC
wird eine Schlusselstellung in intrazellularen Signalkaskaden der Neutrophilen
Granulozyten zuerkannt. p47°" und p67°"°* gehéren zu den Substraten der PKC.
Sie sind Untereinheiten der NADPH-Oxidase. Die Phosphorylierung von p47°"* und
p67°"°% ist fiir die Produktion der Superoxidradikale und ,respiratory burst* notwendig
(Fontayne, 2002; Han et al., 1998).

Zum weiteren Angriffspunkt der G-Proteine gehdren ras-verwandte Proteine der
Unterfamilie Rho, z.B. RhoA, und Rac (Quinn, 1995). Diese sind kleine GTP-asen,
die als Schalter der zytoskelettalen Organisation zu verstehen sind. Bei den GTP-
asen unterscheidet man einen aktiven Zustand (mit gebundenem GTP) sowie einen
inaktiven Zustand (mit gebundenem GDP). RhoA kann beispielsweise Uber
nachgeschaltete Kinasen die Phosphorylierung der Myosin-ll-Leichtkette in
Epithelzellen induzieren und damit direkt fur epitheliale Bewegung notwendige Aktin-
Myosin-Kontraktion auslosen (Hafner et al., 2002). Die Aktivierung von Rac fuhrt in
einigen Zellsystemen zu einer Neustrukturierung des Zytoskeletts und damit zur
Filopodienbildung und zur Adhasion (Nobes et al., 1995). So verhindert die
Inhibierung des RhoA eine Adhasion der Neutrophilen Granulozyten am Fibrinogen,

welche durch chemotaktische Faktoren ausgeldst wird (Laudanna et al., 1996).
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Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) kann entweder direkt durch By-Untereinheiten
des G-Proteins oder indirekt durch Rho und Ras-GTPasen aktiviert werden (Burg
und Phillinger, 2001). Zu ihren Substraten gehodren Lipide und Proteine und sie
nimmt eine sehr wichtige Stellung in zellularen biochemischen Vorgangen ein. Auch
ist sie unabdingbar fur durch chemotaktische Faktoren ausgeldsten ,respiratory
burst‘, Adhasion und Chemotaxis (Ahmed, et al., 1995; Knall et al., 1997). All diese
Vorgange in Neutrophilen Granulozyten konnten durch Wortmannin, einen PI3K-
Inhibitor unterdrickt werden (Burg und Phillinger, 2001). Proteinkinase B (PKB) ist
eines der am besten untersuchten Substrate der PI3K. Sie ist in vielen Zellen
Schlisselenzym der Zellproliferation und Apoptose. Da diese Arbeit sich mit
Aktivierungs- und Hemmungsvorgangen der PKB beschaftigt, sind genauere

Informationen zu PI3K und PKB im Kapitel ,Ergebnisse” zusammengefasst.

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) gehdren ebenfalls zu den wichtigsten
SignalUbermittlern der aktivierenden Substanzen. Es sind Serin/Threoninkinasen, die
eine zentrale Rolle bei der Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Reaktion auf
Stressfaktoren wie osmotischer Schock, Hitzeschock und UV-Licht spielen (Seger
und Krebs, 1995). Zu der Gruppe der MAPK gehdren p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1)
[Erk=extracellular signal regulated protein kinase], p38 MAPK, Jnk und viele andere.
Die vorliegende Arbeit untersucht die Vorgange, die fur Aktivierung und Hemmung
der p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1) und p38 MAPK verantwortlich sind. Genauere

Hintergrundinformationen sind deshalb im Kapitel ,Ergebnisse” aufgeflhrt.

Im Unterschied zu den Vorgangen, die durch chemotaktische Faktoren in
Neutrophilen Granulozyten ausgelost werden (z.B. Adhasion, Chemotaxis und
Lrespiratory burst‘), kann die Phagozytose nur durch direkten Kontakt mit Bakterien in
Gang gesetzt werden. Als Ausnahme dienen durch Immunglobuline gebundene oder
durch Komplementfaktoren ,opsonisierte” Antigene. Neutrophile Granulozyten
exprimieren auf ihnrer Membranoberflache Rezeptoren fur Immunglobuline FcyRIl und
FcyRIl mit niedriger Affinitat. Nach Inkubation mit INF-y kénnen jedoch auch hoch-
affine FcyRIl Immunoglobuline auf ihrer Oberflache exprimiert werden (Perussia et al.,
1983). Durch Bindung des IgG-opsonisierten Partikels an dem Fc-Rezeptor wird der

fur die Phagozytose verantwortliche Rezeptor ITAM (immunoreceptor tyrosin based
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activation motiv) phosphoryliert und die Phagozytose dadurch eingeleitet (Mitchell et
al., 1994).

b) Hemmung von Neutrophilen Granulozyten

Im Gegensatz zu Aktivatoren wie fMLP, IL-8 und PAF werden Neutrophile
Granulozyten durch cAMP-erhohende Substanzen gehemmt. Zu den Substanzen,
die die intrazellulare Konzentration von cAMP in Neutrophilen Granulozyten erhdhen,
gehoren Epinephrine, Histamine, Cholera Toxin, Serotonin und Prostaglandine der
E- und |-Reihen (Tse et al., 1972; Hill et al., 1975; Anderson et al., 1977). Fur all
diese Substanzen ist ein hemmender Einfluss auf die Beweglichkeit der Neutrophilen
Granulozyten bereits bewiesen. Fur cAMP-senkende Substanzen wie Imidazole und
ADP wurde eine Zunahme der Beweglichkeit dieser Zellen beschrieben (Tse et al.,
1972).

Fir cAMP wurde eine Hemmung der PLC (Mueller et al., 1992) nachgewiesen. Auch
eine Hemmung der PI3K ist seit langerem schon vermutet worden (Ahmed et al.,
1995) und wurde erst vor kurzem bewiesen (Burelout et al., 2004). Dementsprechend
beobachtete man in vielen Experimenten eine Hemmung der Chemotaxis, Produktion
von Sauerstoffradikalen und der Exozytose von Neutrophilengranula (Quilliam et al.,
1991), all diese Prozesse werden unter anderem durch PLC und PI3K vermittelt

(siehe auch oben).

Die Konzentration der cAMP wird nicht nur durch Aktivierung der Adenylatzyklasen
beeinflusst, sondern in entscheidendem Mal3e auch durch den Abbau der Nucleotide
unter dem Einfluss der Phosphodiestherasen (PDE), welche cAMP in das inaktive
AMP dberfuhren. In Neutrophilen Granulozyten ist fast ausschlieRlich PDE4
vorhanden. Auch unter dem Einfluss der PDE-Inhibitoren Rolipram, RP-73401 und
Ariflo ist eine verminderte Ansprechbarkeit der Neutrophilen Granulozyten auf
inflammatorische Stimuli beobachtet worden (Bruno et al., 2004; Mueller et al., 1992;
Wright et al., 1990; Bevilacqua et al., 1994).
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1. EINLEITUNG

Erstaunlicherweise gehdren chemotaktische Aktivatoren der Neutrophilen
Granulozyten wie fMLP auch zu den Substanzen, die intrazellulares cAMP erhdhen
(Smolen et al., 1980). Ob hier eine direkte Stimulation der Adenylatzyklase durch
fMLP vorliegt ist noch unklar. Es bleibt auch unklar, ob es sich dabei um einen
.feedback-Mechanismus“ handelt, der Neutrophile Granulozyten vor der

Uberstimulation bewahrt.

Nicht so eindeutig ist der Einfluss des zyklischen Nukleotids cGMP auf die Funktion
der Neutrophilen Granulozyten. Vor einigen Jahren hat man die so genannte ,Yin-
Yan“-Hypothese vertreten: cAMP habe einen inhibitorischen, cGMP dagegen einen
stimulierenden Einfluss auf die Neutrophilen Granulozyten. Durch Studien der letzten
Jahre wurde diese Hypothese revidiert, da sehr widersprichliche Ergebnisse
beschrieben worden sind, die einerseits von einem simulierenden, andererseits von

einem hemmenden Einfluss berichteten (Ubersichtsartikel Elferink et al., 1992).

Wie oben schon erwahnt, gehoren viele Vasodilatatoren, wie z.B. Prostaglandin Ej,
welches vom Endothel sezerniert wird und bei Gefaldverschlissen therapeutisch
eingesetztes Prostaglandin |, (Epoprostenol=Flolan®) zu den cAMP-erhhenden
Substanzen, weil sie durch Stimulation der Adenylatzyklase zu einem intrazellularen
cAMP-Anstieg fuhren. Zu den cGMP-erhdhenden Substanzen gehoren
Nitrovasodilatatoren wie z.B. das haufig in der Klinik eingesetzte Glyzeroltrinitrat
(Nitrolingual®). Auch vom Endothel gebildeter ,endothelium derived relaxing factor*
(EDRF), der nach bisherigen Erkenntnissen mit Stickstoffmonoxid identisch ist
(Furchgott und Vanhoutte, 1989) sowie viele Peptidhormone wie ,atrial natriuretic
peptid“ (ANP), .brain natriuretic peptid“ (BNP) und in dieser Arbeit verwendeter
synthetisch hergestellter NO-Donor SNP (Natriumnitroprussid) gehdéren zu den
cGMP-erhdhenden Substanzen (Saxon und Kattlove,1976). Intrazellulare cAMP und
cGMP aktivieren wiederum die cAMP-abhangige Proteinkinase (PKA) bzw. die
cGMP-abhangige Proteinkinase (PKG) (Sandberg et al., 1991; Butt et al., 1992;
Geiger et al, 1992; Eigenthaler et al., 1992). Aktivierte PKA vermittelt dann
biologische Effekte in den Zellen durch Phosphorylierung spezifischer
Substratproteine. Der Nachweis der PKA in Neutrophilen Granulozyten erfolgte
bereits vor langem. Der eindeutige Nachweis von PKG blieb bis jetzt jedoch noch

aus. So konnte PKG in niedriger Konzentration zwar mittels der Immunfluoreszenz-
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1. EINLEITUNG

Technik unter Verwendung eines polyklonalen Antiserums nachgewiesen werden
(Pryzwanski et al., 1990), es war bis jetzt jedoch nicht mdglich, PKG mittels der
Western Blot-Technik nachzuweisen (Klippel, 1997).

Viele Substrate der PKA und PKG sind bereits identifiziert worden. Dazu gehort das
Vasodilatator-stimulierte Phosphoprotein  (VASP). VASP ist ein bereits gut
charakterisiertes Protein, welches in vielen menschlichen Zellen exprimiert wird.
Dieses Protein ist bereits in Thrombozyten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen der
GefalRe und Fibroblasten identifiziert worden (Waldman et al., 1987; Halbrlgge et al.,
1990; Reinhard et al., 1992; Draijer et al., 1995). In verschiedenen Zelltypen ist
VASP mit Mikrofilamenten assoziiert und lasst sich insbesondere in Zell-Zell-
Kontakten und Kontaktstellen der Zellen mit der Umgebung (sogenannten ,focal
contacts®) nachweisen (Reinhard et al., 1992). VASP-Phosphorylierung und seine
Phosphorylierungskinetik unter dem Einfluss der cAMP- und cGMP-erhdhenden
Vasodilatatoren werden im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht. Im Kapitel

»Ergebnisse” sind weitere Hintergrundinformationen zu VASP aufgefuhrt.

Zu PKA-Substraten gehort auch das schon oben erwdhnte p47°" eine
regulatorische Einheit der NADPH-Oxidase. lhre Phosphorylierung durch PKA flhrt
im Gegensatz zur PKC-induzierten Phosphorylierung jedoch nicht zum ,respiratory
burst* (Quilliam et al., 1991). AuRerdem ist fur PKA eine Hemmung der PLC (Mueller
et al.,, 1992) und der PI3K nachgewiesen worden (Burelout et al., 2004).
Dementsprechend beobachtete man in vielen Experimenten eine Hemmung der
Chemotaxis, Produktion von Sauerstoffradikalen und der Exozytose von
Neutrophilengranula durch PKA (Quilliam et al., 1991).
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Abbildung 1.4.1

Biochemische Transduktionswege in Neutrophilen Granulozyten
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1.5 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die aktivierenden und hemmenden
Transduktionswege in Neutrophilen Granulozyten zu klaren. Mit Methoden der
Western Blot-Technik und der Immunfluoreszenz sind Einflisse von verschiedenen
Vasodilatatoren auf die VASP - Phosphorylierung, einen biochemischen Vorgang der
die Aktivierung von Neutrophilen Granulozyten hemmt, untersucht worden. Auch
Versuche zu aktivierenden Transduktionswegen, wie die Phosphorylierung der
MAPK und PKB unter dem Einfluss von fMLP, erfolgten mittels der Western Blot-
Technik. Diese Arbeit hat es sich auch zum Ziel gesetzt, nach Wechselwirkungen
zwischen aktivierenden und hemmenden Wegen zu forschen. So wurden hemmende
Einflusse der Vasodilatatoren auf die fMLP-induzierte Phosphorylierung der MAPK
und der PKB untersucht.

Wie oben schon beschrieben, muss der Aktivierungszustand der Neutrophilen
Granulozyten sehr straff reguliert werden. Eine ungenugende Stimulation der
Neutrophilen Granulozyten kann im menschlichen Korper zu einer Immundefizienz
und damit verbundenen Infektionserkrankungen und malignen Tumoren fuhren. Eine
Uberstimulation von Neutrophilen Granulozyten ist dagegen an der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen z.B. Rheumatoider Arthritis beteiligt. Um neue Wege in der
Pravention und in der Therapie dieser Krankheiten zu erforschen, ist eine genaue
Kenntnis der biochemischen Aktivierungs- und Hemmungsvorgangen in den

Neutrophilen Granulozyten notwendig.
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2. ABKURZUNGEN UND MASSEINHEITEN

2. Abklrzungen und MalReinheiten

Abkiirzungen

AC

ADP

ANP

APS

ATP

BNP

BSA

C3

Cba

Ca

ca.

cAMP
cAMP-PK=PKA
CD11/CD18

cGMP
cGMP-PK=PKG
DAG

EDGF

EDRF

EDTA

EGF

ERK

FKHR

fMLP
Ga

adenylyl cyclase
Adenosin-5"-diphosphat

atrial natriuretic peptid
Ammoniumperoxidsulfat
Adenosin-5’-triphosphat

brain natriuretic peptid

bovines Serumalbumin
Komplementfaktor C3

Spaltprodukt der finften Komplementkomponente
Calcium

circa

cyclic adenosine-3°,5-monophosphate
cAMP-abhangige Proteinkinase

cluster designation complex 11/ cluster designation
complex 18
cyclic guanosine-3°,5-monophosphate

cGMP-abhangige Proteinkinase
1,2-Diacylglycerol
endothelium-derived growth factor
endothelium-derived relaxing factor
Ethylendiamintetraessigsaure
epidermal growth factor
extracellular signal regulated kinase

forhead in rhabdomyosarkoma, ein
Transkriptionsfaktor
N-formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin

a-Untereinheit eines heterodimeren G-Proteins
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GBy
GC

G-CSF
GDP
GM-CSF

G-Proteine
GTP
HBS

HBSS

Hepes
HRP
Hsp27
ICAM-1

LTB4
MAP
MAPK
MAPKAP
NO
PACAP
PAF

By- Untereinheit eines heterodimeren G-Proteins
guanylyl cyclase

Granulozyten Coloniestimulierender Faktor
Guanosindiphosphat

Granulozyten-Makrophagen Coloniestimulierender
Faktor
heterotrimeres Guaninnukleotid-bindendes Protein

Guanosintriphosphat

Hanks Balanced Solution

Inkubationspuffer flr Neutrophile Granulozyten
Hanks Balanced Salt Solution

Inkubationspuffer flr Neutrophile Granulozyten
N-(2-Hydroethyl)piperazin-N’-(2-ethansulfonsaure)

horseradish peroxidase

heat shock protein 27

intracellular adhesion molecule-1
Immunoglobulin G

Interleukin

Interleukin-8

Interferon

Inositol-1,4,5-triphosphat

immunoreceptor tyrosin based activation motiv
c-Jun N-terminal protein kinase
Lipopolysaccharide

Leukozytenreiches Plasma

Leukotrien B,

microtubuli-associated protein
mitogen-activated protein kinase
MAPK-activated protein kinase

nitric oxide

puritary adenulate cyclase-activating protein

platelet-activating factor
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PBS
PDE
PDGF
PDK
PG-E;
PG-E;
PG-l,
pH

PI3K
PIns(3)P
Plns(3,4)P2
PIns(3,4,5)P;
Plns(4,5)P,
Plns(1,4,5)P3
PKB/Akt
PKC

PLA;

PLC

PRP

PTEN

PVDF
RNA

ROS

RTK

SAPK
SDS-PAGE

SEM

Ser

SNP

phosphate-buffered saline; NcCl/Phosphatpuffer

Phosphodiestherase

platelet-derived growth factor
phosphoinositide-dependent kinase
Prostaglandin E;4

Prostaglandin E»

Prostaglandin I, (FIoIan@=Epoprostenon)

negativer dekadischer Logarithmus der H30"-
Konzentration in waldriger Losung
Phosphatidylinositol-3-Kinase

Phosphatidylinositol-3-phosphat
Phosphatidylinositol-3,4-biphosphat
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat
Phosphatidylinositol-1,4,5-triphosphat
Proteinknase B/c-Akt

Proteinkinase C

Phospholipase A,

Phospholipase C

Plattchenreiches Plasma

phosphotase and tention homologue detected on

chromosome ten
Polyvinylidendiflorid

ribonucleic acid, Riboxynukleinsaure

reactive oxigen species

Rezeptortyrosinkinase

stress-activated protein kinase

sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis
standard error of the mean

Serin

sodium nitroprusside
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Tau

TEMED

Thr

TNFa

Tris

Tween-20
UV-Licht
VASP

z. B.
8-pCPT-cGMP

Dezimale Teile und Vielfache

n

Maleinheiten
A

°C
Da

Mikrotubuli-assoziiertes Protein
Tetramethylendiamin

Threonin

tumor necrosis factor a
Tris-(hydroxynethyl)-aminomethan

Polyoxyethylen-(20)-monolaurat

Ultraviolett-Licht
vasodilatator-stimulated phosphoprotein
zum Beispiel

8-(4-Chlorophenylthio)guanosine-3°5 -cyclic
monophosphate

nano (10®)

mikro (10°®)

milli

kilo

(107)
(10°)

Amper

Grad Celsius

Dalton
Stunde
Liter

Meter

Molar (Mol/l)

Minute

Volt

Gramm

Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)
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3. Materialien

3.1 Antikorper

Tabelle 3.1.1 Primare Antikorper

Bezeichnung Antigen Markierung Spezies Bezugsquelle Endkonzentration/
Verdinnung
M4 VASP _ Kaninchen, Immuno 1:3000
polyklonal Globe
16C2 Phospho- . Maus IgG, nanoTools 2 pg/ml
Ser-239-VASP monoklonal
5C6 Phospho- . Maus IgG, nanoTools 1 pg/ml
Ser-157-VASP monoklonal
anti-Phospho-| Phospho-Thr . Maus IgG, nanoTools 0,4 pg/ml
p42/p44 202/ Tyr204- monoklonal
(12D4) p42/44
anti-ERK1 p44 MAPK o Maus IgG, Pharmingen 0,5 pg/ml
monoklonal
anti-ERK?2 p42 MAPK . Maus IgG, nanoTools 0,1 pg/ml
monoklonal
anti-Phospho-| Phospho-Thr Kaninchen, BioLabs 1:1000
p38 MAPK 180/ Tyr182- . polyklonal
p38
anti- p38 MAPK _ Kaninchen, BioLabs 1:1000
p38 MAPK polyklonal
anti-Phospho-| Phospho-Akt _ Kaninchen, BioLabs 1:1000
Akt (PKB) (Ser-473) polyklonal
anti-Akt PKB _ Kaninchen, BioLabs 1:1000
(PKB) polyklonal
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Tabelle 3.1.2 Sekundare Antikorper

Bezeichnung Antigen Markierung Spezies Bezugsquelle Endkonzentration/
Verdinnung

Ziege-anti- Maus-IgG HRP Ziege BioRad 1:3000
Maus-HRP

Ziege-anti- Kaninchen- HRP Ziege BioRad 1:3000
Kaninchen- IgG

HRP

Ziege-anti- Maus-IgG Cy3 Ziege Dianova 1:4000
Maus-Cy3

3.2 GroRenstandards

» GroRenstandardproteine: Kaleidoscope Prestained Standards (Bio Rad)

3.3 Vasoaktive /Chemotaktische Substanzen

»PG-E; (Sigma)

Stocklosung wird bei -20°C aufbewahrt. Kurz vor dem Versuchsbeginn wird ein

Aliquot auf die gewiunschte Konzentration mit Hilfe von 10 mM Glucose eingestellt.

»Flolan (Epoprostenon Sodium = PG-l,; Wellcome)

Industriell hergestellte Flaschchen mit 500 ug trockenem Flolan-Pulver werden kurz
vor dem Versuchsbeginn mit 50 ml beiliegender Losung (enthalt 0,147% Sodium
Chlorid und 0,188% Glycine) aufgelost.

»SNP (Natriumnitroprussid; Sigma)
10 mM Stocklésung wird kurz vor dem Versuchsbeginn mit destillietem Wasser
hergestellt und mit dem Inkubationspuffer auf die bendtigte Konzentration verdinnt.

SNP ist sehr lichtempfindlich und darf nur im Dunkeln aufbewahrt werden.
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»cGMP-Analog 8-pCPT-cGMP (BioLog)

8-pCPT-cGMP ist ein synthetisch hergestelltes Analog des intrazellularen

Signalmolekils cGMP. Im Gegensatz zum naturlichen cGMP ist das Analog
wesentlich lipophiler und kann deshalb durch die Zellmembran diffundieren.
20 mM Stocklésung wird bei -20°C aufbewahrt. Vor Versuchsbeginn wird die

gewulnschte Konzentration des Aliquots mit Hilfe der 10 mM Glucose eingestellt.

»>fMLP
Stocklosung wird bei -20°C aufbewahrt. Kurz vor dem Versuchsbeginn wird ein

Aliquot auf die gewiunschte Konzentration mit destilliertem Wasser eingestellt. fMLP

ist sehr licht- und warmeempfindlich und darf nur im Dunkeln aufbewahrt werden.

3.4 Chemikalien

»Aceton (J.T. Baker)

»30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid (J.T. Baker)

»APS (Sigma)

»Aqua dest: Ampuwa (Fresenius), Aqua ad iniectabilia (Delta Select)
»BSA (Sigma)

»Bromphenolblau (Sigma)

»CaCl; (Sigma)

» Citrat/Glucosemonohydratlésung =ACD-Formula A (Biotrans GmbH)
»D-Glucose (Sigma)

»Ethanol (J.T. Baker)

»ECL-L6sung (Amersham Biociences)

> Ficol-Paque® (Amersham Biociences)

»Formaldehyd, 10%, methanolfrei (Sigma)

»Glycerin (Sigma)

»Glycin (Sigma)

»Hepes (Sigma)

»HBS-L6sung (Gibco)

»Makrodex 6% =Dextran/NaCl-Losung (Pharmalink)
»2-Mercaptoethanol (Sigma)

»Methanol (J.T. Baker)
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»MgCl, (Sigma)

»MgSO,4 (Sigma)
»Milchpulver (BioRad)
»Moviol (Dabko)

»NH4CI (Sigma)
»Paraformaldehyd (Sigma)
»PBS-Losung, Ca?*- und Mg**-frei (Gibco)
»Ponceau-Rot (Sigma)
»SDS (Sigma)

»Sucrose (Sigma)
»TEMED (Sigma)
»Trisma-Base (Sigma)
»Tween-20 (Sigma)

3.5 Verbrauchsmaterialien

»21G-Blutentnahmekanulen
» Fotofilme: Kodak
»Nitrocellulose Transfermembran:

Protran, PorengroRe 0,2 um (Schleicher & Schuell)
» Pipettenspitzen, Glaspipetten
»PVDF-Transfermembran: Immobilon-P, Porengrof3e 0,45 pm (Millipore)
»Reagenzglaser (Greiner/Eppendorf)
»Rontgenfilme:

Medical Film (Konica)

Hyperfilm ECL (Amersham Biociences)
»Whatmann-Papier (Schleicher & Schuell)

3.6 Gerate

»Elektrophoresenkammer flr Polyacrylamid-Minigele, Mini Protean Il (BioRad)

» Elektrophoresenkammer flr Polyacrylamid-Gele (Noras)
»Deckglaschen fir Immunfluoreszenz (Supe <O> rior)
»Lab-Tek®-Kammer fiir Inmunfluoreszenz (Nalge Nunc International)
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»Mikroskop, Axiovert 25 (Zeis)
» Pipettierhilfen (Gilson)
»Rontgenfilmentwickler, Optimax (Protec)
»Spannungsgerat, Power Pac 200 (BioRad)
»Scanner, Expression 1680 Pro (EPSON)
» Stoppuhr
»Schattler, Duomax 1000 (Heildolf)
» Transferkammer fir Western Blots, Trans-Blot Cell (BioRad)
»Wasserbad, Julabo TWBS
»Zellzahlgerat, Technicon H-3 RTC (Bayer)
» Zentrifugen: Roto Silenta/K (Hettich)
Eppendorf Centrifuge 5415 C (Eppendorf)
»Zellkocher, Eppendorf Termomixer comfort (Eppendorf)

3.7 Software

»NIH Image (Version 1.61)
»PhotoLook (1996, Agfa-Gevaert N.V.)
»Microsoft Office XP (2000)

3.8 Herstellung von Lésungen, Puffer und Gele

»SDS-Stoplésung :

Tris/HCI pH 6,7 200 mM
Glycerin 15 %
SDS 6 %
Bromphenolblau 0,03 %
2-Mercaptoethanol — wird erst kurz vor der 10 %

Verwendung zugesetzt
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...fur Western Blot

»Sammelgel (3% ):

Aqua dest.

30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid
0,5 M Tris/HCI pH 6,7

10% SDS-Ldsung

TEMED

10% APS (0,1 g/ml)

5,44 mi
750 pl
940 pl
75 ul
3,75 ul
150 pl

Wahrend der Polymerisation wurde das Trenngel mit 70% Ethanol Uberschichtet.

»Trenngel (9% ):

Aqua dest.

30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid
3 M Tris/HCI pH 6,7

10% SDS-Ldsung

TEMED

10% APS (0,1 g/ml)

»Elektrophoresepuffer
Trizma-Base

Glycin

SDS

Herstellung des Puffers erfolgte mit Aqua dest.

»Transferpuffer
Trizma-Base
Glycin

Methanol

Herstellung des Puffers erfolgte mit Aqua dest.
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»Waschpuffer (TBS/Tween)

Trizma-Base 55 mM
NaCl 167 mM

Einstellen des Puffers auf pH 7,6 mit HCI, Herstellung des Puffers mit Aqua dest.,
dann erfolgte Zugabe von:
Tween-20 0,1%

» Blockmedium
Milch 6% in TBS/Tween

» Western Stripp Puffer

1 M Trispuffer, pH 6,8 62,5 mM
10 % SDS 1%
Herstellung des Puffers mit Aqua dest., dann erfolgte Zugabe von:

2-Mercaptoethanol 1%

...far Immunfluoreszenz

»GBSS-Puffer pH 7,2

Hepes 10 mM
CaCl; 1,5 mM
MgCl, 1 mM

MgSO4 0,3 mM

»PBS/HS-LOsung
50% PBS-Loésung (Ca®*- und Mg?*-frei)

50% humanes Serum
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4. Methoden

4.1 Isolierung Neutrophiler Granulozyten aus dem humanen Blut

Neutrophile Granulozyten wurden aus dem Blut gesunder Spender nach der
Punktion der Vena cubitalis mit einer 21 G-Kandle isoliert. Langes Stauen wurde
vermieden, so konnte die Aktivierung der Blutzellen verhindert werden. Um die
Koagulation des Blutes zu vermeiden, wurde das abgenommene Blut mit einer
Citrat/Glucosemonohydratlosung (ACD-Formula A) im Verhaltnis 4:1 gemischt.
Rasches Pipettieren wurde ebenfalls vermieden, um eine Zellaktivierung durch grof3e
Scherkrafte zu verhindern. Alle Versuchsschritte wurden bei Raumtemperatur oder
im Wasserbad bei 37°C durchgefuhrt.

Direkt nach der Blutentnahme erfolgte eine 20-minultige Zentrifugation bei 300 g,
dabei kam es zur Trennung des Blutes in thrombozytenreiches Plasma (PRP) als
oberste Schicht, Erythrozyten als unterste Schicht und Leukozyten als Grenzschicht
zwischen Erythrozyten und PRP (,buffy coat‘). PRP wurde vorsichtig mit einer
Pipette abgenommen und verworfen. Die verbleibenden zwei Schichten wurden mit
einer Dextran/NaCl-Losung (6%Macrodex) auf das Ausgangsvolumen aufgefullt und
die dadurch entstandene Blut-Macrodex-Losung auf 15 ml-grol3e Reagenzglaser

verteilt.

Nach anschlieBendem 90-minutigen Sedimentieren der Erythrozyten Dbei
Raumtemperatur kam es zur Bildung eines Uberstandes aus leukozytenreichem
Plasma (LRP). Das LRP wurde mit Hilfe einer Pipette abgenommen und mit gleicher
Menge Ficoll-Paque® unterschichtet. Ficoll-Paque® erlaubt eine schnelle Isolierung
von Lymphozyten nach einer kurzen Zentrifugation. Deshalb kam es nach einer 20-
mindtigen Zentrifugation bei 350 g zur Bildung von vier Schichten. Die oberste
Schicht stellten Thrombozyten mit Plasmabestandteilen dar, gefolgt von einer
Schicht aus Lymphozyten und einer Schicht Ficolldsung. Die unterste Schicht bildete
ein Pellet aus Erythrozyten und Neutrophilen Granulozyten. Die oberen drei
Schichten wurden vorsichtig mit Hilfe einer Glaspipette entfernt und die Erythrozyten

aus dem ubrig gebliebenen Pellet durch Zugabe von 1 ml destilliertem Wasser auf
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Eis lysiert. Die Lyse wurde mit Hilfe von 5 ml HBS-L6sung (mit 10 nM Glycose+0,1%
BSA) gestoppt.

Anschlie®end wurde die Zellésung fur 5 Minuten bei 120 g abzentrifugiert und das
Pellet mit HBS-Losung (mit 10 nM Glucose) bis zur gewlinschten Zellkonzentration

resuspendiert.

4.2 Stimulation der Neutrophilen Granulozyten mit Vasoaktiven Substanzen

Neutrophile Granulozyten wurden wie im Abschnitt 4.1 beschrieben isoliert und mit
Hilfe der HBS-Lésung (mit 10 mM Glucose) auf eine Konzentration von 107 Zellen
pro ul eingestellt. Die physiologische Konzentration von Neutrophilen Granulozyten
im menschlichen Blut betragt dagegen 1,8-7,7 Zellen pro nl. Die Zellkonzentration
der Versuchslosung in den Experimenten Uberstieg also die physiologische
Konzentration von Neutrophilen Granulozyten um mehr als den Faktor 10°. Diese
unphysiologisch hohe Zellkonzentration war erforderlich, da nur dadurch ein
Nachweis von Phospho-VASP mit Hilfe des Antikdrpers 16C2 mdglich war. Das lag
daran, dass sich der Antikorper 16C2 nicht als sehr sensibel erwiesen hat. Der
Nachweis von Phospho-VASP mit Hilfe des Antikorpers 5C6 war hingegen auch bei
niedrigeren Zellkonzentrationen moglich. Um eine Standardisierung und
Vergleichbarkeit der Experimente zu erreichen, wurde jedoch die Konzentration von

107 Zellen pro pl in allen Experimenten verwendet.

Ein Aliquot der Neutrophilensuspension wurde im Wasserbad bei 37°C stimuliert. Vor
der Stimulation sowie zu den Zeitpunkten 0.5, 1, 3 und 5 Minuten (bei der Stimulation
mit cGMP-Analog 8-pCPT-cGMP zu den Zeitpunkten 20, 30 und 40 Minuten) wurde
die Stimulation mit der gleichen Menge SDS-Stopl6sung unterbrochen. Anschlie3end
wurden die Aliquots fir 10 Minuten bei 100°C gekocht, um die Denaturierung der
Proteine zu erreichen und das Aufbewahren der Aliquots bei -20°C bis zur

Auftrennung durch Gelelektrophorese zu ermoglichen.
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4.3 Western Blot
Western Blot-Prinzip:

Western Blot ist eine Methode zum Nachweis eines Proteins mit einem spezifischen
Antikérper. Seinen Namen hat es als scherzhafte Wortneuschépfung erhalten in
Anlehnung an Southern Blot, welches eine Methode zum Nachweis der RNA
darstellt. Diese Methode ist von E.M. Southern zum ersten Mal beschrieben worden

und wird nach seinem Namen bezeichnet.

Als antigenhaltige Festphase werden Blotstreifen verwendet, die elektrophoretisch
aufgetrennte Antigengemische (hier Proteine der Neutrophilen Granulozyten)
enthalten. Die Position der Proteine ist dabei hauptsachlich von ihrem

Molekulargewicht abhangig, aber auch von der Form und Ladung der Molekdule.

Im ersten Inkubationsschritt binden sich die Primarantikbrper an die
nachzuweisenden Antigene. Im zweiten Inkubationsschritt reagieren diese Antikorper
mit Peroxidase-konjugierten anti-Maus- oder mit anti-Kaninchen-Antikorpern, je nach
dem von welcher Spezies der Primarantikorper stammt. Im dritten Inkubationsschritt
werden die gebundenen Antikdrper durch eine Inkubation mit ECL™-L&sung
dargestellt. ECL™ enthalt als Hauptkomponenten Peracid, Luminol und einen
Lichtemissionsverstarker. Nach der Oxidation des Peracids durch an dem
Sekundarantikorper gebundene Peroxidase kommt es zu einem Luminiszenzeffekt.
Chemiluminiszierende Banden konnen mit Hilfe von Rontgenfiimen detektiert

werden.
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Experimentdurchfihrung:

a) Elektrophoretische Auftrennung der Proteine

Bei der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine auf eine
Tragersubstanz aufgebracht und in einer Pufferlosung bei konstantem pH einem
elektrischen Feld ausgesetzt. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine ist dabei
abhangig von der angelegten Spannung, Eigenschaften der Tragersubstanz, Ladung

der Molekule und auch deren Form.

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte durch SDS-
Polyacrylamidelektrophorese nach Laemmli (1979). Dabei wurden die Proteine
zuerst in einem Sammelgel konzentriert und anschlieBend in einem Trenngel
entsprechend den oben genannten Faktoren aufgetrennt. Zur Auftrennung wurde
eine BioRad Protein || Kammer verwendet. Die Konzentrierung der Proteine erfolgte

bei einer Spannung von 80 V. Die Auftrennung der Proteine fand bei 150 V statt.

b) Transfer der Proteine vom Gel auf Nitrocellulose- oder PVDF-

Transfermembran

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurde ein Transfer auf eine
Nitrozellulose- oder eine PVDF-Transfermembran durchgefuhrt. Die PVDF-
Tranfermembran musste im Gegensatz zur Nitrozellulose-Transfermembran vor dem
Benutzen mit Methanol aktiviert werden. Das Trenngel wurde in einem Transferpuffer
mit einer Nitrocellulose- oder PVDF-Transfermembran bedeckt. Anschlieffend
wurden das Trenngel und eine der Membranen zwischen zwei Schichten Whatmann-
Papier in einer Kunststoffvliese festgeklemmt. Der Transfer der Proteine erfolgte in
einer Blotkammer bei 4°C durch vertikal zum Gel fur 1,5 Stunden angelegten Strom
von 1 A. Diese niedrige Temperatur war notwendich, da nur so eine Diffusion der

Proteine verhindert werden konnte.
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c) Nachweis von Proteinen auf der Nitrocellulose- oder PVDF-

Transfermembran

Durch Anfarben der Nitrocellulose- oder PVDF-Transfermembran mit ,Ponceau-Rot"
war ein direkter Nachweis der Proteine auf der Membran mdglich. Die Nitrocellulose-
oder PVDF-Transfermembran wurde fir ca. 5 Minuten in die ,Ponceau-Rot“-Lésung
gelegt und dann mit destilliertem Wasser abgespult. Die Proteine stellten sich als
deutliche Bandenmuster dar. Um die Anfarbung der Proteinenbanden wieder zu
entfernen, wurde die Nitrocellulose- oder PVDF-Transfermembran drei Mal

hintereinander fur jeweils 10 Minuten mit TBS/Tween gewaschen.

AnschlieBende  45-minutige  Inkubation der Nitrocelulose- oder PVDF-
Transfermembran im Blockmedium aus 6% Milch in TBS/Tween fuhrte zur Sattigung

der unspezifischen Bindungsstellen.

d) Inkubation mit primarem und sekundarem Antikorper

Nach dem Entfernen des Blockmediums erfolgte die Inkubation mit spezifischem
Antikorper, dessen Konzentration je nach Versuch und nach dem nachzuweisenden
Protein unterschiedlich war. Die Konzentrationen der Primarantikorper sind der

Tabelle 3.1.1 zu enthehmen.

Die Nitrocellulose- bzw. PVDF-Transfermembran wurde in 10 ml 3%-iger
TBS/Tween-Losung mit erforderlicher Antikorperkonzentration bei 4°C Uber Nacht
inkubiert. AnschlieRend wurde sie drei Mal hintereinander fur jeweils 10 Minuten mit

TBS/Tween gewaschen.

Danach wurde die Nitrocellulose- bzw. die PVDF-Transfermembran in 10 ml 3%-iger
TBS/Tween-Losung mit erforderlicher Konzentration des Sekundarantikorpers fur 45
Minuten inkubiert. Die Konzentrationen der sekundaren Antikdrper kdnnen der
Tabelle 3.1.2 entnommen werden. Anschliel3end erfolgte finfmaliges Waschen der

Nitrocellulose- bzw. PVDF-Transfermembran fir jeweils 10 Minuten mit TBS/Tween.
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e) Nachweis der spezifischen Proteinbanden

Die Nitrocellulose- bzw. die PVDF-Transfermembran wurde nach dem Anfarben mit
sekundarem Antikorper flir 5 Minuten mit der ECL-LAsung inkubiert, dann zwischen
zwei durchsichtigen Folien eingeschlossen. In einer dunklen Kammer wurde ein
Rontgenfilm auf die zwischen zwei Folien eingeschlossene Membran aufgelegt,
wobei es zur Belichtung und dadurch bedingter Schwarzung des Films kam. Die
entwickelten Filme wurden mit Hilfe des Programms PhotolLook eingescannt und mit
Hilfe des Programms NIH Image analysiert. Dabei war die Belichtungsstarke direkt

proportional zu der spezifischen Proteinmenge der untersuchten Probe.

4.4 Strippen von Western Blot

Um die gebundenen Antikdrper von der Nitrocellulose- bzw. der PVDF-
Transfermembran zu entfernen, wurden die Western Blots in dem Stripp-Puffer bei
56°C und standigem Schatteln im Wasserbad inkubiert. Anschlieend erfolgte
mehrmaliges Waschen im TBS/Tween und 45-minatige Inkubation im Blockmedium
aus 6% Milch in TBS/Tween zur Sattigung der unspezifischen Bindungsstellen. Nach

diesem Verfahren gestripptes Blot wurde z.B. zum ,Loading Control“ verwendet.

4.5 Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von intrazellularen Proteinen

in Neutrophilen Granulozyten

Immunfluoreszenz-Prinzip:

Als Antigene fur die Immunfluoreszenz dienen intrazellulare Proteine der an die
Plastikoberfliche der Objekttrager einer ,Lab-Tek®-Kammer‘ adharierten und
fixierten humanen Neutrophilen Granulozyten. Im ersten Inkubationsschritt binden
sich die primaren Antikdrper an die nachzuweisenden Proteine. Im zweiten

Inkubationsschritt werden diese Antikdrper mit Cy3-markierten anti-Maus-IgG-
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Antikérpern sichtbar gemacht und die Fluoreszenz unter Deckglasern mit Moviol
Fluorescent Mounting Medium fixiert. Die Fluoreszenz wird anschlieBend im
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. lhre Starke und Lokalisation entspricht dem

Gehalt und der Lokalisation des nachzuweisenden Proteins.

Abb. 4.5.1 Prinzip der Immunfluoreszenz:

Adhérierte
Neutrophile
Granulozyten

<

Cor D
Cor

Primarer
Antikorper

Sekundarer
Antikorper

Experimentdurchfihrung:

a) Adhasion der Neutrophilen Granulozyten auf die Objekttragern

Neutrophile Granulozyten wurden wie im Kapitel 4.1 beschrieben isoliert und mit

einem GBSS-Puffer auf eine Konzentration von 10’ Zellen pro pl eingestellt.

Eine Stunde bevor die Isolierung von Neutrophilen Granulozyten abgeschlossen war,
wurde ein Teil des GBSS-Puffers mit humanem Serum im Verhaltnis 1:1 gemischt,

jeweils 1,5 ml dieses Gemisches auf Objekttrager einer ,Lab-Tek®-Kammer“ gegeben
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und bei 37°C eine Stunde inkubiert. Das Serum stammte von dem gleichen Spender
wie die Neutrophilen Granulozyten. Nach Ablauf der Inkubation wurde das Gemisch
von der Oberflache der Objekttrager vorsichtig abgesaugt, die Objekttrager der ,Lab-
Tek®-Kammer“ mit dem GBSS-Puffer ohne humanes Serum gespiilt und auf jeden
Objekttrager jeweils 100 pl der Suspension aus Neutrophilen Granulozyten
aufgetragen, so dass die Neutrophilen Granulozyten an die Oberflache der
Objekttrager adharierten. Nach einer Einwirkzeit von 10 Minuten wurde der
Uberstand vorsichtig abgesaugt. Ein Teil der Objekttrager mit adharierten
Neutrophilen Granulozyten wurde mit 10 pM PG-E¢-Lésung flir 3 Minuten

beschichtet.

b) Fixieren der adharierten Neutrophilen Granulozyten auf den
Objekttragern

Objekttrager mit adharierten Neutrophilen Granulozyten wurden zuerst fur 10
Minuten mit 1% Paraformaldehyd in PBS (mit 0.72% Sucrose) und dann fur 10
Minuten in 3,7% Formaldehyd bei Raumtemperatur behandelt. Anschlie3end erfolgte
dreimaliges Waschen der Objekttrager mit PBS. Nun wurden die Objekttrager mit
Methanol fur 4 Minuten und nach dem Entfernen des Methanols mit Aceton fur 1
Minute beschichtet, beides bei —20°C. Danach erfolgte eine 10-minutige Inkubation
der Objekttrager bei Raumtemperatur im Blockmedium, bestehend aus 50 mM
NH4Cl in PBS. Das diente zur Sattigung der unspezifischen Bindungsstellen der
Proteine in den Neutrophilen Granulozyten. Demselben Zweck diente auch die
anschliellende 20-minatige Inkubation der Objekttrager im Blockmedium, welches
aus PBS mit humanem Serum im Verhaltnis 1:1 bestand. Beides erfolgte bei

Raumtemperatur.

c) Inkubation mit primarem und sekundarem Antikérper

Nach dem Entfernen des Blockmediums erfolgte eine 1-stiindige Inkubation mit
spezifischem Antikorper. Dieser wurde im Medium aus PBS und humanem Serum
im Verhaltnis 1:1 aufgeldst. Die Konzentrationen der Antikérper kdnnen der Tabelle

3.1.1 enthommen werden.
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Nach 3-maligem Waschen der Objekttrager mit PBS-Lésung erfolgte eine 30-
minutige Anfarbung mit sekundarem Cy3-markierten Antikorper. Auch hier wurde ein
Medium aus PBS und humanem Serum im Verhaltnis 1:1 zur Antikorperauflosung
verwendet. Die Cy3-markierten Antikdrper sind auferst lichtempfindlich, deshalb
darf die Anfarbung ausschliellich im Dunkeln stattfinden. Die Konzentration des
sekundaren Antikorpers kann der Tabelle 3.1.2 entnommen werden. Nach dem

Anfarben erfolgte wieder 3-maliges Waschen der Objekttrager mit PBS-Losung.

d) Vorbereitung der Objekttrdger zum Mikroskopieren

Die Objekttrager mit bereits adharierten, fixierten und angefarbten Neutrophilen
Granulozyten wurden mit 18 pl Moviol Fluorescent Mounting Medium beschichtet und
mit den Deckglaschen bedeckt. Bis zum Mikroskopieren wurden die Objekttrager bei
4°C im Dunkeln aufbewahrt.

Auf den Objekttragern adharierte Neutrophilen Granulozyten wurden anschlieRend

mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops mikroskopiert und fotographiert.
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5. Ergebnisse

5.1. VASP-Phosphorylierung in intakten humanen Neutrophilen Granulozyten

nach Stimulation durch Vasodilatatoren.

Das Vasodilatator-stimulierte Phosphoprotein (VASP) ist das am besten
charakterisierte Substrat der cAMP-anbhangigen Proteinkinase (auch A-Kinase oder
PKA genannt) und der cGMP-abhangigen Proteinkinase (auch als G-Kinase oder
PKG bezeichnet). In der Literatur ist der Nachweis von VASP aus den Thrombozyten
der Patienten mit myeloproliferativen Erkrankungen schon seit langerer Zeit
beschrieben worden (Halbrigge and Walter, 1989; Halbrligge et al., 1990). Auch aus
Thrombozyten Gesunder (Eigenthaler et al., 1992) und aus anderen Zellen z.B. aus
Neutrophilen Granulozyten (Eigenthaler et al., 1994), den Endothelzellen der
Gefalle, den Fibroblasten, den Kardiomyozyten und glatten Muskelzellen ist VASP
isoliert worden (Holt et al., 1998; Smolenski et al., 2000; Draijer, 1995; Halbrugge
und Walter, 1989).

Die cAMP-abhangige-PK und die cGMP-abhangige-PK werden, wie der Name dieser
Kinasen schon sagt, mit steigenden cAMP- bzw. cGMP-Konzentration in der Zelle
aktiviert (Sandberg et al., 1991; Butt et al., 1992). Zu diesem intrazellularen Anstieg
von cAMP bzw. cGMP kommt es nach Aktivierung eines Signalkopplungsproteins,
das auch als G-Protein bezeichnet wird. Dies wird durch Bindung verschiedener
physiologischer und pharmakologischer Wirkstoffe an den spezifischen Rezeptoren
erreicht. Die Funktion der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ist im Kapitel
,Einleitung” ausfuhrlich beschrieben. Zu cAMP-erh6henden Substanzen gehoren
viele Vasodilatatoren wie z.B. Prostaglandin E4, welches vom Endothel sezerniert
wird und bei Gefalverschlissen therapeutisch eingesetztes Prostaglandin |,
(Flolan®). Zu cGMP-erhdhenden Substanzen gehdren Nitrovasodilatatoren wie z.B.
das haufig in der Klinik eingesetzte Glyzeroltrinitrat (Nitrolingual®) und in der
vorliegenden Arbeit verwendeter synthetisch hergestellter NO-Donor SNP
(Natriumnitroprussid). PG-E1, Flolan und SNP wurden in unseren Experimenten zur
Stimulation von Neutrophilen Granulozyten verwendet. Fir die in dieser Arbeit

beschriebenen Experimente ist auch cGMP-Analog (8-pCPT-cGMP) verwendet
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worden. 8-pCPT-cGMP ist ein synthetisch hergestelltes Analog des intrazellularen
Signalmolekils cGMP. Im Gegensatz zum natlurlichen cGMP ist das Analog
wesentlich lipophiler und kann deshalb durch die Zellmembran diffundieren und fir

die Stimulation intakter Zellen verwendet werden.

VASP besitzt drei Phosphorylierungsstellen: Serin-157, Serin-239 und Threonin-278.
Diese Stellen werden gemeinsam von PKA und PKG genutzt. Verschiedene Affinitat
der Kinasen zu den VASP-Phosphorylierungsstellen in Thrombozyten ist schon seit
langem nachgewiesen worden (Butt et al., 1994; Smolenski et al.1998). So hat PKG
viel starkere Affinitdt zu Serin-239 als PKA, PKA jedoch viel starkere Affinitat zu
Serin-157 als PKG. Threonin-278 wird durch beide Kinasen wesentlich langsamer

phosphoryliert als Serin-157.

Fir die Neutrophilen Granulozyten blieb es bis jetzt noch ungeklart, ob diese Zellen
beide Kinasen enthalten und welche Affinitat diese Kinasen in Bezug auf die VASP-
Phosphorylierung haben. Auch Untersuchungen zu der Kinetik der VASP-
Phosphorylierung unter Einwirkung von Vasoaktiven Substanzen blieben bis jetzt

noch aus, im Unterschied zu der Phosphorylierungskinetik in den Thrombozyten.

Folgende Experimente setzen es sich zum Ziel, die Wirkung der Vasoaktiven
Substanzen in Bezug auf die VASP-Phosphorylierung an Serin-157 und an Serin-239

und die Kinetik dieser Phosphorylierung zu untersuchen.

Wie im Kapitel ,Methoden® ausfuhrlich beschrieben, erfolgte der Nachweis der
VASP-Phosphorylierung in den nachfolgenden Experimenten mit Hilfe der Western
Blot-Technik. VASP-Phosphorylierung und die Phosphorylierungskinetik der
einzelnen Phosphorylierungsstellen dieses Proteins konnten unter Verwendung der
monoklonalen phosphorylierungsspezifischen Antikorper untersucht werden. Der
verwendete monoklonale Antikorper 16C2 erkennt nur das Serin-239-Phospho-
VASP, der monoklonale Antikérper 5C6 dagegen nur das Serin-157-Phospho-VASP.
Die Phosphorylierung des Serin-157 bewirkt eine Anderung des Laufverhaltens von
VASP in SDS-Polyacrylamidgelen, so dass VASP nicht mehr als eine 46 kDa-Bande,

sondern als eine 50 kDa-Bande erscheint. Da der Antikdrper 16C2 unabhangig von
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der Phosphorylierung von Serin-157 bindet, detektiert es an Serin-239-
phosphoryliertes VASP in beiden Banden.

5.1.1 VASP-Phosphorylierung nach Stimulation mit cAMP-erhéhenden
Substanzen

Prostaglandine gehdren im Korper des Menschen zu den Entziindungsmediatoren.
Sie sind Derivate der Arachidonsaure und entstehen in fast allen Zellen des Korpers
nach jeder Zellschadigung. Dabei kommt es zur Aktivierung der Phospholipase A,
(PLA2) mit nachfolgender Bildung der Arachidonsaure. Aus der Arachidonsaure
enstehen dann Uber den Zyklooxigenaseweg Prostaglandine, Prostazykline oder, wie

in Thrombozyten, auch Thromboxane.

Je nach Struktur entfalten die einzelnen Prostaglandine unterschiedliche Wirkungen
auf die umgebenden Zellen. Alle Prostaglandine haben jedoch die Fahigkeit, die
glatte Muskulatur des Darmes und des Uterus zur Kontraktion zu bringen und die
Bildung von cAMP und cGMP zu beeinflussen. Die Wirkung der Prostaglandine im
Korper ist nur auf die nachste Umgebung beschrankt, da ihre Halbwertszeit im Blut

nur wenige Minuten betragt.

Prostaglandine der E-Reihe, dazu gehort PG-E4, sensibilisieren Schmerzrezeptoren
und verursachen einen Anstieg der Korpertemperatur. Sie fordern auch die
Durchblutung des Korpers durch Vasodilatation. PG-E¢ hat auch eine Wirkung als
Thrombozytenaggregationshemmer. Die im menschlichen Korper physiologisch

vorkommenden Prostaglandine werden von Endothelzellen sezerniert.

Flolan (PG-l;) gehort zu der Gruppe der Prostazykline und ist ein starker

Thrombozytenaggregationshemmer und Vasodilatator.

PG-E1 und Flolan interagieren mit spezifischen Rezeptoren auf der Zelloberflache

(Tsai et al., 1989). Durch Bindung dieser Wirkstoffe an den Rezeptoren kommt es zur
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Aktivierung der Adenylatzyklase (AC) mit nachfolgender intrazellularer cAMP-
Sythese.

a) Stimulation mit PG-E;

Neutrophile Granulozyten wurden mit PG-E4 in Konzentrationen von 10 uM und 1 pM
stimuliert. Vor der Stimulation sowie auch nach 0.5, 1, 3 und 5 Minuten wurden
Aliquots entnommen und der Grad der VASP-Phosphorylierung mit Hilfe der
Antikérper 5C6 und 16C2 bestimmt.

Die Ergebnisse der Experimente sind in den Abbildungen 5.1.1 bis 5.1.4 dargestellt.

Die Stimulation der Neutrophilen Granulozyten mit 10 yM PG-E; ergab eine
Erhohung der Menge von Serin-239-Phospho-VASP (nachgewiesen mit Antikorper
16C2) auf mehr als das 20-fache des Basalwertes (siehe Abbildung 5.1.2), dieser
Hochstwert wurde nach 5 Minuten der Stimulation erreicht. In Konzentration von 1

MM war PG-E1 weniger wirksam (Data nicht gezeigt).

Die Menge von Serin-157-Phospho-VASP hat sich unter dem Einfluss von 10 yM
PG-E1 auf mehr als das 2-fache des Basalwertes vergrofRert (siehe Abbildung 5.1.3).
Dieser Hochstwert wurde im Durchschnitt nach 3 Minuten der Stimulation erreicht. In
einer Konzentration von 1 yM war PG-E4 auch in diesem Fall weniger wirksam (Data
nicht gezeigt).

Abbildung 5.1.1 zeigt typische Western Blots, die die Abhangigkeit der VASP-
Phosphorylierung von der Zeit darstellen. Dieser Abbildung sowie auch den
Abbildungen 5.1.2 und 5.1.3 ist zu entnehmen, dass PG-E; eine VASP-
Phosphorylierung an Serin-157 sowie auch an Serin-239 hervorruft. Die Zunahme
der VASP-Phosphorylierung im Vergleich zu den Basalwerten ist an Serin-239 ca. 7-
fach starker als an Serin-157. Der Proteinnachweis zu den beschriebenen Versuchen
ist in der Abbildung 5.1.4 dargestellt und zeigt die gleiche Proteinmenge in allen

Banden des Western Blots.
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Abbildung 5.1.1
Abhangigkeit der VASP-Phosphorylierung von der Zeit.

Isolierte Neutrophile Granulozyten wurden mit 10 uM PG-E4 stimuliert. Vor
der Stimulation (Zeitpunkt O Minuten) sowie nach 0.5, 1, 3 und 5 Minuten
wurden Aliquots entnommen und die Stimulierungsreaktion mit gleicher
Menge SDS-Stoplosung unterbrochen. Die VASP-Phosphorylierung wurde
mit den Antikdrpern 16C2 und 5C6 mittels der Western Blot-Technik
nachgewiesen. Dieser Abbildung ist zu entnehmen, dass PG-E; eine
VASP-Phosphorylierung an Serin-157 sowie auch an Serin-239 hervorruft.
Die dargestellten Blots sind reprasentativ fur drei voneinander unabhangige

Experimente.
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Abbildung 5.1.2 und 5.1.3
Quantitative Analyse der VASP-Phosphorylierung unter

der Einwirkung von 10 pM PG-E;. Die Diagramme fassen
drei voneinander unabhangige Experimente zusammen.
Dargestellt ist die Zuwachsrate der VASP-Phosphorylierung
(+SEM des Mittelwertes) in Bezug auf den 0-Minuten Wert.
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Abbildung 5.1.4

Proteinnachweis zu den in Abbildung 5.1.1 dargestellten
Western Blots.

Dieser Proteinnachweis wurde mit einem
phosphorylierungsunabhangigen Antikorper gegen VASP
(M4) angefarbt und weist die gleiche Proteinmenge in allen
Banden nach.

Fazit: Einwirkung von PG-E; ruft VASP-Phosphorylierung an Serin-157 und an
Serin-239 hervor.

Zur Erklarung dieses Ergebnisses sei auf Kapitel 7 ,Diskussion® verwiesen.

41



5. ERGEBNISSE

b) Stimulation mit Flolan

Neutrophile Granulozyten wurden mit Flolan in Konzentrationen von 10 yM und 1 uM
stimuliert. Vor der Stimulation sowie auch nach 0.5, 1, 3 und 5 Minuten wurden
Aliquots entnommen und der Grad der VASP-Phosphorylierung mit Hilfe der
Antikérper 5C6 und 16C2 bestimmt.

Die Ergebnisse der Experimente sind in den Abbildungen 5.1.5 bis 5.1.8 dargestellt.

Die Stimulation der Neutrophilen Granulozyten mit 10 pM Flolan ergab eine
Erhohung der Menge von Serin-239-Phospho-VASP (nachgewiesen mit Antikorper
16C2) auf mehr als das 7-fache des Basalwertes (siehe Abbildung 5.1.6). Dieser
Hochstwert wurde nach 3 Minuten der Stimulation erreicht. In einer Konzentration

von 1 uM war Flolan weniger wirksam (Data nicht gezeigt).

Die Menge von Serin-157-Phospho-VASP hat sich unter dem Einfluss von 10 yM
Flolan auf mehr als das 2-fache des Basalwetes vergrofert (siehe Abbildung 5.1.7).
Dieser Hochstwert wurde ebenfalls nach 3 Minuten erreicht. Flolan in einer
Konzentration von 1 pyM war auch in diesem Fall weniger wirksam (Data nicht

gezeigt).

Abbildung 5.1.5 zeigt typische Western Blots fir die Abhangigkeit der VASP-
Phosphorylierung von der Zeit. Dieser Abbildung sowie auch den Abbildungen 5.1.6
und 5.1.7 ist zu entnehmen, dass Flolan eine VASP-Phosphorylierung an Serin-157
und an Serin-239 hervorruft. Die Zunahme der VASP-Phosphorylierung im Vergleich
zu den Basalwerten ist an Serin-239 fast 3,5-fach starker als an Serin-157. Der
Proteinnachweis zu den beschriebenen Versuchen ist in der Abbildung 5.1.8

dargestellt und zeigt die gleiche Proteinmenge in allen Banden des Western Blots.
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Abbildung 5.1.5

Abhangigkeit der VASP-Phosphorylierung von der Zeit.

Isolierte Neutrophile Granulozyten wurden mit 10 uM Flolan stimuliert. Vor
der Stimulation (Zeitpunkt 0 Minuten) sowie nach 0.5, 1, 3 und 5 Minuten
wurden Aliquots entnommen und die Stimulierungsreaktion mit gleicher
Menge SDS-Stoplésung unterbrochen. Die VASP-Phosphorylierung
wurde mit den Antikorpern 16C2 und 5C6 mittels der Western Blot-
Technik nachgewiesen. Dieser Abbildung ist zu entnehmen, dass Flolan
eine VASP-Phosphorylierung an Serin-157 sowie auch an Serin-239
hervorruft. Die dargestellten Blots sind reprasentativ fur drei voneinander

unabhangige Experimente.
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Abbildungen 5.1.6 und 5.1.7
Quantitative Analyse der VASP-Phosphorylierung unter

der Einwirkung von 10 uM Flolan. Die Diagramme fassen
drei voneinander unabhangige Experimente zusammen.
Dargestellt ist die Zuwachsrate der VASP-Phosphorylierung
(+SEM des Mittelwertes) in Bezug auf den 0-Minuten Wert.
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Abbildung 5.1.8
Proteinnachweis zu den in Abbildung 5.1.5 dargestellten
Western Blots.
Dieser Proteinnachweis wurde mit einem
phosphorylierungsunabhangigen Antikérper gegen VASP (M4)
angefarbt und weist die gleiche Proteinmenge in allen Banden

Fazit: Einwirkung von Flolan ruft VASP-Phosphorylierung an Serin-157 und an
Serin-239 hervor.

Zur Erklarung dieses Ergebnisses sei auf Kapitel 7 ,Diskussion® verwiesen.
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5.1.2 VASP-Phosphorylierung nach Stimulation mit cGMP-erhéhenden
Substanzen

Im Gegensatz zu humanen Thrombozyten, die cGMP-abhangige Proteinkinase
(PKG) in hohen Konzentrationen enthalten (Eigenthaler et al., 1992), scheinen
humane Neutrophile Granulozyten, wenn Uberhaupt, nur sehr geringe Mengen an
PKG zu besitzen. In intakten Neutrophilen Granulozyten ist bis jetzt noch kein
Substrat der PKG eindeutig nachgewiesen worden. Da VASP in humanen
Thrombozyten ein gut charakterisiertes Substrat der PKG ist, ergab sich die Frage,
ob cGMP-erhéhende Substanzen zu einer VASP-Phosphorylierung in Neutrophilen
Granulozyten fuhren. Das wuirde einen Hinweis darauf geben, ob PKG eine

physiologische Rolle in den Neutrophilen Granulozyten spielt.

SNP (Natriumnitroprussid) ist ein synthetisch hergestellter Donor von NO (Saxon und
Kattlove, 1976). In der Literatur wird er auch als ,endothelial-derived relaxing factor*
(EDRF) bezeichnet (Furchgott und Vanhoutte, 1989). NO wird in vivo von den
Endothelzellen, aber auch von den Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten

gebildet und ist ein Aktivator der Guanylatzyklase.

a) Stimulation mit SNP

Neutrophile Granulozyten wurden mit 100 yM SNP stimuliert. Vor der Stimulation
sowie nach 0.5, 1, 3 und 5 Minuten wurden Aliquots entnommen und der Grad der
VASP-Phosphorylierung mit Hilfe der Antikdrper 5C6 und 16C2 bestimmit.

Die Ergebnisse der Experimente sind in den Abbildungen 5.1.9 bis 5.1.12 dargestellt.

Die Stimulation der Neutrophilen Granulozyten mit 100 yM SNP ergab keine
signifikante Erhéhung der Menge von Serin-239-Phospho-VASP (nachgewiesen mit
Antikérper 16C2). Das kann den Abbildungen 5.1.9 und 5.1.10 entnommen werden.
Die Menge des Serin-157-Phospho-VASP (nachgewiesen mit Antikorper 5C6) hat

sich unter dem Einfluss von 100 yM SNP auf mehr als das 2,5-fache des
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Basalwertes vergroflert (siehe Abbildung 5.1.11). Dieser Hochstwert wurde bereits

nach 0.5 Minuten erreicht.

Abbildung 5.1.9 zeigt typische Western Blots, die die Abhangigkeit der VASP-
Phosphorylierung von der Zeit darstellen. Dieser Abbildung sowie auch den
Abbildungen 5.1.10 und 5.1.11 ist zu entnehmen, dass SNP eine VASP-
Phosphorylierung an Serin-157, aber nicht an Serin-239 hervorruft. Der
Proteinnachweis zu den beschriebenen Versuchen ist in der Abbildung 5.1.12

dargestellt und zeigt die gleiche Proteinmenge in allen Banden des Western Blots.

SNP 16C2 Antikorper

<— Ser-239-Phospho-VASP (50 kDa)
< Ser-239-Phospho-VASP (46 kDa)

0O 05 1 3 5 min

5C6 Antikorper

S . s e <= Ser-157-Phospho-VASP (50 kDa)

0 05 1 3 5 min

Abbildung 5.1.9
Abhéngigkeit der VASP-Phosphorylierung von der Zeit.

Isolierte Neutrophile Granulozyten wurden mit 100 yM SNP stimuliert. Vor der
Stimulation sowie nach 0.5, 1, 3 und 5 Minuten wurden Aliquots enthommen
und die Stimulierungsreaktion mit gleicher Menge SDS-Stoplésung
unterbrochen. Die VASP-Phosphorylierung wurde mit den Antikorpern 16C2
und 5C6 mittels der Western Blot-Technik nachgewiesen. Dieser Abbildung
ist zu entnehmen, dass SNP eine VASP-Phosphorylierung an Serin-157, aber
nicht an Serin-239 hervorruft. Die dargestellten Blots sind reprasentativ fir

drei voneinander unabhangige Experimente.
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Abbildungen 5.1.10 und 5.1.11
Quantitative Analyse der VASP-Phosphorylierung unter

der Einwirkung von 100 pM SNP. Die Diagramme fassen
drei voneinander unabhangige Experimente zusammen.
Dargestellt ist die Zuwachsrate der VASP-Phosphorylierung
(+SEM des Mittelwertes) in Bezug auf den 0-Minuten Wert.
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Abbildung 5.1.12

Proteinnachweis zu den in Abbildung 5.1.9 dargestellten
Western Blots.

Dieser Proteinnachweis wurde mit einem
phosphorylierungsunabhangigen Antikorper gegen VASP (M4)
angefarbt und weist die gleiche Proteinmenge in allen Banden

nach.

Fazit: Einwirkung von SNP ruft VASP-Phosphorylierung an Serin-157, aber
nicht an Serin-239 hervor.

Zur Erklarung dieses Ergebnisses sei auf Kapitel 7 ,Diskussion® verwiesen.
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b) Stimulation mit 1 mM cGMP-Analog (8-pCPT-cGMP)

cGMP-Analog (8-pCPT-cGMP) ist ein spezifischer Aktivator der PKG.

Neutrophile Granulozyten wurden mit 1 mM cGMP-Analog (8-pCPT-cGMP)
stimuliert. Vor der Stimulation sowie auch nach 20, 30 und 40 Minuten wurden
Aliquots entnommen und der Grad der VASP-Phosphorylierung mit Hilfe der
Antikorper 5C6 und 16C2 bestimmt. Um seine Wirkung zu entfalten, braucht 8-pCPT-
cGMP im Vergleich zu PG-E4, Flolan und SNP wesentlich langer. Deshalb sind

andere Stimulationszeiten fur diese Substanz gewahlt worden.

Die Ergebnisse der Experimente sind in den Abbildungen 5.1.13 bis 5.1.16
dargestellt.

Die Stimulation der Neutrophilen Granulozyten mit 1 mM cGMP-Analog ergab keine
signifikante Erhéhung der Menge von Serin-239-Phospho-VASP (nachgewiesen mit
Antikérper 16C2). Die Menge von Serin-157-Phospho-VASP hat sich unter dem
Einfluss von 1 mM Analog auf mehr als das 1,5-fache des Basalwertes vergrofRert

(siehe Abbildung 5.1.14). Dieser Hochstwert wurde nach 30 Minuten erreicht.

Abbildung 5.1.13 zeigt typische Western Blots, die die Abhangigkeit der VASP-
Phosphorylierung unter der Einwirkung von 1 mM cGMP-Analog von der Zeit
darstellen. Gezeigt werden hier nur die Ergebnisse nach 30-minutiger Stimulation.
Dieser Abbildung sowie auch den Abbildungen 5.1.14 und 5.1.15 ist zu entnehmen,
dass 1 mM Analog eine VASP-Phosphorylierung an Serin-157, aber nicht an Serin-
239 hervorruft. Der Proteinnachweis zu den beschriebenen Versuchen ist in der
Abbildung 5.1.16 dargestellt und zeigt die gleiche Proteinmenge in allen Banden des

Western Blots.
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8-pCPT-cGMP 16C2 Antikorper

<— Ser-239-Phospho-VASP (50 kDa)
<= Ser-239-Phospho-VASP (46 kDa)
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- gmms < Ser-157-Phospho-VASP (50 kDa)
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Abbildung 5.1.13

Abhangigkeit der VASP-Phosphorylierung von der Zeit.

Isolierte Neutrophile Granulozyten wurden mit 1 mM cGMP-
Analog (8-pCPT-cGMP) stimuliert. Vor der Stimulation und nach
30 Minuten wurden Aliquots entnhommen und die
Stimulierungsreaktion mit gleicher Menge SDS-Stopldsung
unterbrochen. Die VASP-Phosphorylierung wurde mit den
Antikérpern 16C2 und 5C6 mittels der Western Blot-Technik
nachgewiesen. Dieser Abbildung ist zu entnehmen, dass cGMP-
Analog (8-pCPT-cGMP) eine VASP-Phosphorylierung an Serin-
157, jedoch nicht an Serin-239 hervorruft. Die dargestellten Blots
sind reprasentativ fur mindestens zwei voneinander unabhangige

Experimente.
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Abbildung 5.1.14 und 5.1.15

Quantitative Analyse der VASP-Phosphorylierung unter der Einwirkung

von

1 mM cGMP-Analog (8-pCPT-cGMP).

Die Diagramme fassen

mindestens

zZwei

voneinander

unabhangige Experimente zusammen.

Dargestellt ist die Zuwachsrate der VASP-Phosphorylierung in Bezug auf den

0-Minuten Wert.
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8-pCPT-cGMP M4 Antikdrper
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Abbildung 5.1.16

Proteinnachweis zu den in Abbildung 5.1.13 dargestellten
Western Blots.

Dieser Proteinnachweis wurde mit einem
phosphorylierungsunabhangigen Antikérper gegen VASP (M4)
angefarbt und weist die gleiche Proteinmenge in allen Banden

nach.

Fazit: Einwirkung von cGMP-Analog (8-pCPT-cGMP) ruft VASP-

Phosphorylierung an Serin-157, aber nicht an Serin-239 hervor.

Zur Erklarung dieses Ergebnisses sei auf Kapitel 7 ,Diskussion® verwiesen.

In den Tabellen A und B sind die Ergebnisse aller beschriebenen Experimente

zusammengefasst.

53



5. ERGEBNISSE

Stimulierende Substanz Relative Rate der Serin-157-VASP-Phosphorylierung
(Verhaltnis zum 0-min Wert)
nach nach nach nach
0.5 min 1 min 3 min 5 min
Flolan 10 uM 1,78 2,05 2,08 1,89
Flolan 1 pM 1,69 1,77 1,74 1,87
PG-E; 10 uM 2,4 2,45 2,75 2,36
PG-E; 1 uM 2,25 2,42 2,20 1,70
SNP 100 pM 2,72 2,72 1,56 1,06
nach nach nach
20 min 30 min 40 min
cGMP-Analog (8-pCPT-
cGMP) 1,21 1,79 1,44

Tabelle A

Zusammengefasste Darstellung der

relativen Raten der

Serin-157-VASP-

Phosphorylierung in intakten humanen Neutrophilen Granulozyten nach

Stimulation mit cAMP- und cGMP-erhohenden Substanzen. Diese relativen
Raten der Serin-157-VASP-Phosphorylierung wurden in Bezug auf den Wert vor der
Stimulation (Zeitpunkt 0-Minuten) errechnet. Fur die Stimulation mit Prostaglandinen
und Nitrovasodilatatoren wurden die Zeitpunkte 0.5, 1, 3 und 5 Minuten nach dem
Beginn der Stimulation gewahlt. Fur die Stimulation mit selektivem Aktivator der PKG

wurden die Zeitpunkte 20, 30 und 40 Minuten gewahlt.
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Stimulierende Substanz |Relative Rate der Serin-239-VASP-Phosphorylierung
(Verhaltnis zum 0-min Wert)
nach nach nach nach
0.5 min 1 min 3 min 5 min
Flolan 10 uM 1,65 2,29 7,31 7,19
Flolan 1 uM 1,59 2,28 6,44 6,67
PG-E; 10 uM 3,41 4,50 16,53 20,14
PG-E; 1 uM 2,44 2,92 6,56 7,18
Keine signif. Keine signif. | Keine signif. | Keine signif.
SNP 100 uM Phosphoryl. Phosphoryl. Phosphoryl. | Phosphoryl.
nach nach nach
20 min 30 min 40 min
cGMP-Analog (8-pCPT- Keine signif. Keine signif. | Keine signif. | Keine signif.
cGMP) Phosphoryl. Phosphoryl. Phosphoryl. | Phosphoryl.

Tabelle B

Zusammenfassung der relativen Raten der Serin-239-VASP-Phosphorylierung
in intakten humanen Neutrophilen Granulozyten nach Stimulation mit cAMP-
und cGMP-erhohenden Substanzen. Diese relativen Raten der Serin-239-VASP-
Phosphorylierung wurden in Bezug auf den Wert vor der Stimulation (Zeitpunkt O
Minuten) errechnet. Fur die Stimulation mit Prostaglandinen und Nitrovasodilatatoren
wurden die Zeitpunkte 0.5, 1, 3 und 5 Minuten nach dem Beginn der Stimulation
gewahlt. Fur die Stimulation mit selektivem Aktivator der PKG wurden die Zeitpunkte
20, 30 und 40 Minuten gewahlt. 100 yM SNP und cGMP-Analog zeigen keine
signifikante Wirkung auf die VASP-Phosphorylierung an Serin-239.

PG-E1

Phosphorylierung an Serin-239. Zur Erklarung dieses Ergebnisses sei auf Kapitel 7

zeigt im Vergleich zu Flolan wesentlich starkeren Einfluss auf die

,Diskussion“ verwiesen.

55




5. ERGEBNISSE

5.2 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der VASP-
Phosphorylierung

VASP ist mit den intrazellularen Filamenten verschiedener humaner Zellen
assoziiert. Es erscheint angereichert an Zell-Zell-Kontaktstellen und an den
Kontaktstellen der Zelle mit der Umgebung (sogenannten ,focal contacts®) (Reinhard
et al., 1995). In vielen Zellen ist eine Interaktion von VASP mit zahlreichen
Zytoskelettproteinen nachgewiesen worden, dazu gehdren Profilin, Zyxin, Vinkulin
sowie das Oberflachenprotein ActA des humanpathogenen Bakteriums Listeria
monozytogenes (Reinhard et al., 1995; Reinhard et al., 1996; Charkraborty et al.,
1995). VASP wird eine wichtige Rolle bei der Anordnung des Zytoskeletts
zugeschrieben. Zusammen mit anderen Faktoren beeinflisst es vermutlich die
Umgestaltung des Aktinzytoskeletts und ist an der Aktivierung des
Fibrinogenrezeptors in den Thrombozyten beteiligt. So lie3 sich eine gestorte
Nucleotid-bedingte Hemmung der Thrombozytenaggregation bei VASP-,knock-out®-
Mausen nachweisen (Aszodi et al., 1999; Hauser et al., 1999). Langere Einwirkung
des cGMP-Analogs (8-pCPT-cGMP), einer Substanz die zur VASP-Phosphorylierung
fuhrt, auf die Endothelzellen war mit Verkleinerung des Systems der Mikrofilamente
und des Vinkulins an den ,focal contacts* dieser Zellen assoziiert (Smolenski et al.,
2000).

Die genaue Bedeutung von VASP in den Neutrophilen Granulozyten ist noch nicht
bekannt. Nach den Untersuchungen von Lawrence und Pryzwansky enthalten runde
ruhende Neutrophile Granulozyten dephosphoryliertes VASP. Adhasion und
Ausbreitung der Neutrophilen Granulozyten ist jedoch mit schnellen VASP-
Phosphorylierungsvorgangen begleitet. Mit Hilfe der Immunfluoreszenz konnte auch
eine VASP-Umverteilung in Neutrophilen Granulozyten bei ihrer Adhasion und
Ausbreitung nachgewiesen werden. So liel3 sich VASP in ruhenden Zellen an der
zellularen Kortex nachweisen, wahrend der Zellausbreitung erfolgte eine
Umverteilung von VASP in die ,focal contacts® der ventralen adharierenden
Zelloberflache. Doppelfarbung der Neutrophilen Granulozyten mit anti-Phospho-
VASP-Antikorper und F-Aktin war beweisend fir Co-Lokalisation dieser beiden

Substanzen und lie® vermuten, dass VASP am Aufbau des fokalen

56



5. ERGEBNISSE

Adhasionskomplexes sowie auch an der Aktinpolymerisation und Blndelung in den
Neutrophilen Granulozyten beteiligt ist.

Folgende Versuche setzen es sich zum Ziel, die einzelnen VASP-
Phosphorylierungsstellen bei der Adhasion der Neutrophilen Granulozyten mit Hilfe
der monoklonalen anti-Phospho-VASP-Antikorper zu untersuchen. Neutrophile
Granulozyten wurden auf die mit humanem Serum des gleichen Spenders
beschichte Oberfliche der ,Lab-Tek®-Kammer* aufgetragen. Nach 10-miniitiger
Inkubation wurde der Uberstand entfernt und die an die Oberflache adhérierten
Neutrophilen Granulozyten mit 1 % Paraformaldehyd und 3,7 % Formaldehyd fixiert
(siehe auch Kapitel ,Methoden®). Anschlielend wurden die Zellen mit Methanol und
Aceton behandelt, gewaschen und danach mit Antikbrpern angefarbt. Dabei wurde
Serin-157-Phospho-VASP mit Hilfe des Antikorpers 5C6 und Serin-239-Phospho-
VASP mit Hilfe des Antikorpers 16C2 detektiert. Als Ergebnis dieser Versuche
konnte nach einer erfolgten Adhasion der Neutrophilen Granulozyten an beiden

Phosphorylierungsstellen eine deutliche Phosphorylierung festsgestellt werden.

Als Vergleich wurden einige Objekttrager der ,Lab-Tek®-Kammer* mit bereits
adharierten Neutrophilen Granulozyten fir 3 Minuten mit 10 yM PG-E4 beschichtet.
AnschlieBende Fixierung und Anfarbung unterschied sich nicht von den
Objekttragern, die nicht mit PG-E4 beschichtet wurden. So konnte eine VASP-
Phosphorylierung an Serin-157 und an Serin-239 nur nach Adharenz der
Neutrophilen Granulozyten und nach anschlieRender Stimulation mit Vasodilatatoren
verglichen werden. Dabei stellte sich die Frage, ob der Grad der Phosphorylierung
und die intrazellulare Verteilung des Phospho-VASP nach Stimulation mit PG-E;4

anders waren.

Zwischen der Versuchsreihe mit einer PG-E+-Stimulation und ohne diese lieen sich
jedoch keine wesentlichen Unterschiede in Bezug auf die Menge des Serin-157-
Phospho-VASP und des Serin-239-Phospho-VASP und intrazellulare Phospho-
VASP-Verteilung feststellen.

Einige Plattchen mit Neutrophilen Granulozyten wurden nur mit sekundarem

Antikorper angefarbt und dienten zur negativen Kontrolle.
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Ser-239- Ser-239- negative Kontrolle
Phospho-VASP Phospho-VASP mit anti-Maus-
PG-E;-Stimulation Antikorper
(1:4000)

Abbildung 5.2.1
Immunfluoreszenz zum Nachweis des Serin-239-Phospho-VASP in

adhéarierten Neutrophilen Granulozyten.

Neutrophile Granulozyten wurden auf die mit humanem Serum des gleichen
Spenders beschichteten Objekttrager aufgetragen. Nach 10 Minuten wurde
der Uberstand entfernt und die adharierten Neutrophilen Granulozyten auf den
Objekttragern fixiert. Bei dem links dargestellten Experiment erfolgte keine
zusatzliche Stimulation mit einem der Vasodilatatoren. Bei dem Experiment,
dessen Ergebnis in der Mitte dargestellt ist, erfolgte vor der Fixierung eine
zusatzliche 3-minatige Inkubation mit 10 uM PG-E4. Zum Nachweis des Serin-
239-Phospho-VASP wurde Antikdrper 16C2 in einer Konzentration von 2
Mg/ml verwendet. Als Sekundarantikorper diente anti-Maus-Antikérper in einer
Konzentration 1:4000. Auf der Abbildung rechts ist eine negative Kontrolle des
Serin-239-Phospho-VASP dargestellt. Hier erfolgte die Anfarbung nur mit dem

Sekundarantikdrper in einer Konzentration von 1:4000.

58



5. ERGEBNISSE

Ser-157- Ser-157- negative Kontrolle
Phospho-VASP Phospho-VASP mit anti-Maus-
PG-E;-Stimulation Antikorper
(1:4000)

Abbildung 5.2.2
Immunfluoreszenz zum Nachweis des Serin-157-Phospho-VASP in

adharierten Neutrophilen Granulozyten.

Neutrophile Granulozyten wurden auf die mit humanem Serum des gleichen
Spenders beschichteten Objekttrager aufgetragen. Nach 10 Minuten wurde
der Uberstand entfernt und die adharierten Neutrophilen Granulozyten auf den
Objekttragern fixiert. Bei dem links dargestellten Experiment erfolgte keine
zusatzliche Stimulation mit einem der Vasodilatatoren. Bei dem Experiment,
dessen Ergebnis in der Mitte dargestellt ist, erfolgte vor der Fixierung eine
zusatzliche 3-minatige Inkubation mit 10 uM PG-E4. Zum Nachweis des Serin-
157-Phospho-VASP wurde Antikdrper 5C6 in einer Konzentration von 1 pg/ml
verwendet. Als Sekundarantikdrper diente anti-Maus-Antikorper in einer
Konzentration von 1:4000. Auf der Abbildung rechts ist eine negative Kontrolle
des Serin-157-Phospho-VASP dargestellt. Hier erfolgte die Anfarbung nur mit
dem Sekundarantikdrper in einer Konzentration von 1:4000.

Fazit: Adharenz der Neutrophilen Granulozyten an die Objekttrager fuhrt

zur VASP-Phosphorylierung an Serin-157 und an Serin-239.
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5.3 Aktivierung und Hemmung der p42/p44 MAPK (Erk2/Erkl), der p38
MAPK sowie der Proteinkinase B (PKB) in humanen Neutrophilen

Granulozyten

5.3.1 Aktivierung der p42/p44 MAPK (Erk2/Erkl), der p38 MAPK und der

Proteinkinase B (PKB) in humanen Neutrophilen Granulozyten

Mitogen-aktivierte  Proteinkinasen (MAPK) gehéren zu einer Gruppe von
zytoplasmatischen Proteinen, die als Bausteine einer zentralen
Transduktionskaskade in eukaryontischen Zellen fungieren. Sie sind fur die
Uberfiihrung der duReren Signale in die intrazellularen Signale verantwortlich (Seger
und Krebs, 1995). Vertreter der MAPK-Gruppe sind in Hefe, in der Drosophila
melanogaster und in den Zellen der Saugetiere entdeckt und beschrieben worden
(Blumer and Johnson, 1994).

MAPK fungieren als Signallibermittler von Chemokinen, Wachstumsfaktoren und
Hormonen. Sie leiten die Proliferation und Differenzierung der Zelle ein. Weiterhin
sind MAPK als Ubermittler der mitogenen Wachstumssignale von vielen, wenn nicht
allen extranuklearen Onkogenen beschrieben worden. Auch Phorbol-Ester,
lonophore und Hitze-Schockproteine benutzen die MAPK-Kaskade zur

Signaltibermittlung (Seger und Krebs, 1995).

MAPK phosphorylieren ihre Substrate an Serin und an Threonin, die an Prolinreste
angrenzen, und werden deshalb auch als prolinabhdngige Proteinkinasen
bezeichnet. Viele MAPK werden durch gleiche Agonisten aktiviert, haben also eine
,<uberlappende” Spezifitat (Kyriakis, 1994; Cano and Mahadevan, 1995). MAPK1
(p44 MAPK=ERK1) und MAPK2 (p42 MAPK=ERK2) zeigen ein starkes Ansprechen
auf die Signale der Wachstumsfaktoren, aber nur ein schwaches auf Stressfaktoren
wie osmotischer Schok, Hitzeschock und UV-Licht. Andere MAPK, dazu gehdrt auch
p38 MAPK, sprechen am starksten auf Stressfaktoren an (Robinson and Cobb,

1997). Deshalb werden sie auch als SAPK (stress-activated protein kinase)
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bezeichnet. Fast alle SAPK werden auch durch proinflammatorische Zytokine
aktiviert. SAPKS5/ERKS kann dagegen nur durch oxidativen und osmotischen Stress
aktiviert werden (Cohen, 1997).

Mehrere zytoplasmatische Proteine sind als Substrate der p42/p44 MAPK
(Erk2/Erk1) nachgewiesen worden. Dazu gehdren S6-Kinase p90™* die an
proliferativen Prozessen der Zellen beteiligt ist, und zytosolische Phospholipase A;
(PLA?), die die Arachidonsaurefreisetzung katalysiert und damit an der Biosynthese
von Eikosaniden (z.B. Prostaglandinen und Leukotrienen) beteiligt ist. Ebenfalls dazu
gehort eine Region des EDGF-Rezeptors, dessen Phosphorylierung durch p42/p44
MAPK zur Senkung seiner katalytischen Aktivitat fuhrt (Lin et al., 1993; Seger und
Krebs, 1995; Widmann et al., 1999). Diese negative Ruckkopplung in der
Aktivierungkaskade von p42/p44 MAPK scheint eine Uberstimulation der Zellen zu
verhindern. Mehrere mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAP) wie MAP-1, MAP-2,
MAP-4 und Tau sind ebenfalls als Substrate von p42/p44 MAPK nachgewiesen
worden (Seger und Krebs, 1995; Widmann et al.,, 1999). Zusatzlich zur
Phosphorylierung der zytoplasmatischen Proteine sind p42/p44 MAPK auch an der
Phosphorylierung von mehreren Transkriptionsfaktoren im Zellkern beteiligt. Zu den
Transkriptionsfaktoren, die durch p42/p44 MAPK phosphoryliert werden, gehdren
Elk1, c-Myc, Tal und andere (Lenormand et al., 1993; Widmann et al., 1999).

P38 MAPK wird unter dem Einfluss von zellularen Stressfaktoren phosphoryliert und
damit aktiviert. Zu diesen Faktoren gehoéren UV-Strahlung, osmotischer Schock und
Lipopolysaccharide (LPS), die in Bakterienwanden vorhanden sind (Cobb and
Goldsmith, 1995; Robinson and Cobb, 1997; Cano and Mahadevan, 1995). MAPKAP
(MAPK-aktivierte Proteinkinasen 2 und 3), die das kleine 27 kDa-schwere Hitze-
Schock-Protein (Hsp27) phosphorylieren (Rouse et al, 1994) sowie mehrere
Transkriptionsfaktoren gehéren zu den Substraten der p38 MAPK. Hsp 27 scheint fur
die Inhibierung der Apoptose in Neutrophilen Granulozyten verantwortlich zu sein
(Sheth et al., 2001).

P42/p44 MAPK und p38 MAPK spielen eine entscheidende Rolle bei der Reaktion

der Neutrophilen Granulozyten auf inflammatorische Stimuli (Torres et al., 1993) und
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bei den damit verbundenen biochemischen Vorgangen. Dazu gehoéren z.B. die
Produktion von freien Sauerstoffradikalen durch Neutrophile Granulozyten, Adhasion
und Exozytose der exkretorischen Granula. So hemmt SB203580, ein Inhibitor der
p38 MAPK, die fMLP-induzierte Chemotaxis und TNF-a-induzierte Produktion von
freien Sauerstoffradikalen durch diese Zellen. LPS-induzierte Freisetzung von TNF-a
durch Neutrophile Granulozyten konnte ebenfalls unter Einwirkung des p38 MAPK-
Inhibitors vollstandig unterdrickt werden (Burg and Pillinger, 2001). p42/p44 MAPK
regulieren entweder direkt oder indirekt die Phosphorylierung und damit die
Aktivierung von p47-Phagozytenoxidase (p47°"), einer Komponente der NADPH-
Oxidase, die fur die Produktion der Superoxide durch Neutrophile Granulozyten
unersatzlich ist (Park et al., 1997). Aullerdem ist die Notwendigkeit der p42/p44
MAPK-Aktivierung fir die Aggregation von Neutrophilen Granulozyten unter dem
Einfluss von fMLP, C5a und IL-8 nachgewiesen worden (Grinstein and Furuya, 1992;
Tores et al., 1993). All diese Prozesse sind fur die Funktion der Neutrophilen

Granulozyten als Abwehrzellen verantwortlich.

Aktivierung von p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1) wird durch Phosphorylierung einer
Sequenz mit zweifachem Phosphorylierungsmotiv ausgeldst. In einer menschlichen
Zelle entspricht diese Sequenz dem Threonin und Tyrosin in Positionen 202 und 204.
Fur die Aktivierung von MAPK ist eine gleichzeitige Phosphorylierung an beiden
Stellen erforderlich (Rossomando et al., 1989). Die Ublichen im Handel verkauflichen
Antikdrper binden nur an die zweifach phosphorylierte Form von p42/p44 MAPK
(Erk2/Erk1) und detektieren deshalb nur die aktivierte Form von diesen MAPK. Fur
die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente wurde ein monoklonaler
Antikorper gegen die aktivierte Form von p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1) verwendet.

Die p38 MAPK besitzt ebenfalls zwei Phosphorylierungsstellen, deren gleichzeitige
Phosphorylierung eine Voraussetzung fur die Aktivierung dieser Kinase darstellt. In
menschlichen Zellen ist die Phosphorylierung am Threonin in Position 180 und
Tyrosin in Position 182 fur die Aktivierung der p38 MAPK verantwortlich. Fur die in
der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente wurde ein polyklonaler

Antikorper gegen die aktivierte Form von p38 MAPK eingesetzt.
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Proteinkinase B (PKB) wird in der Literatur auch als Akt bezeichnet. Sie stellt das
zellulare Homologon eines Retrovirus dar, der urspringlich aus Tumorgewebe isoliert
werden konnte und die Bezeichnung Akt 8 erhielt (Bellacosa et al., 1991; Coffer and
Woodgett, 1991). PKB ist ein Substrat der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI13K), die
eine zentrale Rolle in biochemischen Vorgangen der Zelle spielt. Sie ist eine
Lipidkinase, welche die Hydroxylgruppe an Position 3 des Inositolringes der
Membranphosphatidylinositole phosphoryliert. Es entstehen dabei Plns(3)P,
PIns(3,4)P, und PIns(3,4,5)P;. Plns(3)P ist in allen eukaryontischen Zellen
vorhanden. Die Konzentration an intrazellularem PIns(3,4)P, und PIns(3,4,5)P;
steigen erst nach Stimulation der Zelle mit unterschiedlichen Liganden. Die
Aktivierung der PI3K ist entweder durch G-Protein, oder durch eine
Rezeptortyrosinkinase (RTK) reguliert, je nach Subtyp der PI3K. Die PI3K stimuliert
die PKB/Akt entweder direkt oder Uber die zwischengeschalteten PKB/Akt-Kinasen,
so z.B. ,PIns (3,4,5)Ps-dependent kinase 1“ (PDK-1) oder ,PIns (3,4,5)Ps-dependent
kinase 2 (PDK-2) (Murga et al., 1998; Coffer et al., 1998; Leevers et al., 1999).

In vielzelligen Organismen muss die Zellproliferation, Zelldifferenzierung und
Apoptose streng reguliert werden, um einen funktionsfahigen Organismus
aufrechtzuerhalten. Diese Aufgabe wird unter anderem von PKB Ubernommen. Sie
ist in vielen Zellen ein Schllsselenzym flr Zellproliferation und Antiapoptose (Coffer
et al., 1998; Datta et al., 1997; Dudek et al., 1997). Zu den Substraten der PKB
gehoren Proteine, die an der Regulation der Apoptose beteiligt sind. Als Beispiel
konnen hier Bad, ein Mitglied der bcl-2 Familie sowie FKHR (,forhead in
rhabdomyosarkoma®), ein Transkriptionsfaktor, genannt werden. Phosphorylierung
von Bad und FKHR durch aktivierte PKB verhindert, dass Prozesse der Apoptose in
Gang gesetzt werden (Brownawell et al., 2001; Brunet et al., 1999). PTEN
(,ohosphotase and tention homologue detected on chromosome ten”) ist eine
Phospholipidphosphatase und scheint als ein negativer Regulator der PI3K/PKB-
Kaskade und damit als Tumor-Suppressor-Gen zu fungieren. Seine mutierte Variante

ist in mehreren humanen Tumorzellen entdeckt worden (Cantley und Neel, 1999).

Auch in Neutrophilen Granulozyten scheint PKB eine wichtige Rolle bei der

Hemmung der Apoptose zu spielen (Webb et al., 2000). So lésen z.B. GM-CSF und
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G-CSF, die die Apoptose der Neutrophilen Granulozyten hemmen, sowie Interferon
eine PI3K-Aktivierung aus (Hiraguri et al, 1997). Jedoch bleibt die Rolle der PKB bei
der Hemmung der Neutrophilenapoptose noch relativ wenig untersucht. Besser
bekannt ist die Rolle der PKB in den Neutrophilen Granulozyten bei der Aktivierung
von diesen Zellen. So scheint PKB eine entscheidende Rolle bei solchen Prozessen

wie Phagozytose und Oxidativer Stress zu spielen (Tilton, 1997; Thelen, 1995).

Eine Phosphorylierung der spezifischen Aminosaurereste der PKB fihrt zu einer
Aufhebung der intramolekularen Hemmung und zur Aktivierung dieser Kinase.
Threonin-308 sowie Serin-473 sind die fur die Aktivierung der PKB zustandigen
Aminosauren. Beide sind im Bereich des C-terminalen Endes angeordnet (Alessi et
al., 1996). In vorliegender Arbeit dargestellte Experimente wurden mit anti-Phospho-
Akt-Antikorper durchgefuhrt, der nur die aktive PKB-Form detektiert.

fMLP (N-formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin) ist ein synthetisch hergestelltes und
am besten untersuchtes Formyl-Peptid. Formyl-Peptide stammen von Proteinen der
Bakterien oder zerstorten Zellen ab. fMLP l16st in Neutrophilen Granulozyten
unterschiedliche biochemische Vorgange aus, die fur Adhasion, Chemotaxis,
Exkretion der sekretorischen Granula und Superoxidproduktion verantwortlich sind.
All diese Vorgange sind an der Abwehr gegen bakterielle Infektion durch Neutrophile

Granulozyten verantwortlich (Dalpiaz et al., 2003).

In vorliegender Arbeit dargestellte Experimente dienten zum Nachweis der fMLP-
induzierten Aktivierung der p42/p44 MAPK, der p38 MAPK sowie der PKB mittels der
Western Blot-Technik.

Neutrophile Granulozyten wurden mit 10 nM fMLP stimuliert. Vor der Stimulation
sowie auch nach 0.5, 1, 3 und 5 Minuten wurden Aliquots entnommen und der Grad
der Aktivierung mit Hilfe der spezifischen Antikdrper gegen phosphorylierte Formen
von p42/44 MAPK, p38 MAPK und PKB bestimmt.

fMLP zeigte eine signifikante Aktivierung der p42/44 MAPK, p38 MAPK und PKB in
humanen Neutrophilen Granulozyten (siehe Abbildungen 5.3.1, 5.3.4 und 5.3.7). Den
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Abbildungen ist auch zu entnehmen, dass die Aktivierung der p42/p44 MAPK, der
p38 MAPK und der PKB unter dem Einfluss von fMLP reversibel war. Die Anfarbung
der Blots mit phosphorylierungsunabhangigen Antikérpern diente dem
Proteinnachweis, zeigte also, dass in allen Banden etwa die gleiche Menge der

entsprechenden Proteinkinase vorhanden war.

5.3.2 Hemmung der p42/p44 MAPK (Erk2/Erkl), der p38 MAPK und der PKB

durch Vasodilatatoren in humanen Neutrophilen Granulozyten

Es existieren bereits mehrere Arbeiten, die den Einfluss der zyklischen Nukleotide
cAMP und cGMP auf die Aktivierung von MAPK beschreiben. Je nach Zellart ist ein
hemmender oder aktivierender Effekt beschrieben worden (siehe dazu auch Kapitel 6
,Diskussion®). Untersuchungen zum Einfluss von cAMP und cGMP auf die
Aktivierung der MAPK in Neutrophilen Granulozyten blieben jedoch noch aus. Auch
die PKB-Aktivierung unter dem Enfluss dieser Nukleotide ist bis jetzt noch nicht

untersucht worden.

Folgende Experimente untersuchen den Einfluss von PG-E+4, Flolan und SNP auf die
fMLP-induzierte Aktivierung der p42/p44 MAPK, der p38 MAPK und der PKB. Um die
Wirkung der Vasodilatatoren auf die MAPK- sowie die PKB-Phosphorylierung zu
messen, wurden intakte humane Neutrophile Granulozyten fir jeweils 3 Minuten mit
10 uM Flolan oder mit 10 yM PG-E4 oder mit 100 yM SNP prainkubiert und dann mit
fMLP gleicher Konzentration, wie ohne Prainkubation mit diesen Substanzen,

stimuliert.

Vor der Stimulation sowie auch nach 0.5, 1, 3 und 5 Minuten wurden Aliquots
entnommen und der Grad der Aktivierung von p42/p44 MAPK, von p38 MAPK und

von PKB bestimmt.

Die Western Blots wurden quantitativ mit Hilfe des Programms NIH Image
ausgewertet. So konnte der Schwarzungsgrad einzelner Banden in eingescannten

Blots bestimmt werden. Dieser Schwarzungsgrad steht daher im direkten Verhaltnis
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zu der Menge des zu detektierenden Proteins, in diesem Fall zu der Menge von
Phospho-p42/p44 MAPK, Phospho-p38 MAPK oder Phospho-PKB.

Bei der Ergebnisauswertung wurde der Phosphorylierungsgrad der untersuchten
Kinasen nach 3-minutiger Stimulation mit 10 nM fMLP ohne Prainkubation mit einem
der Vasodilatatoren willkurlich gleich 100% gesetzt. Alle anderen Werte, so z.B. der
Phosphorylierungsgrad nach 0.5, 1 und 5 Minuten sind in Experimenten nach
Prainkubation mit Vasodilatatoren und ohne diese in Relation zu diesem Wert
gesetzt. Dieses Verfahren ermoglichte die Vergleichbarkeit der in verschiedenen

Experimenten gewonnenen Data.

a) Einfluss der Prainkubation mit Vasodilatatoren auf die
Phosphorylierung der p42/p44 MAPK (Erk2/Erkl) unter der Einwirkung
von 10 nM FMLP

Abbildung 5.3.1 zeigt das Western Blot eines reprasentativen Experimentes, der den
Einfluss der Prainkubation mit 10 yuM Flolan auf die Phosphorylierung und damit auf
die Aktivierung der p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1) unter der Einwirkung von 10 nM fMLP
untersucht. Dieser Abbildung ist zu entnehmen, dass eine Prainkubation mit 10 uM
Flolan einen hemmenden Effekt auf die Phosphorylierung von p42/p44 MAPK
(Erk2/Erk1) unter dem Einfluss von 10 nM fMLP hat. Kontrollfarbungen mit
phosphorylierungsunabhangigen Antikérpern (siehe Abbildung 5.3.3) dienen zum
Nachweis der gleichen Proteinmenge in allen Banden.

Abbildung 5.3.2 stellt den Einfluss der untersuchten Vasodilatatoren auf die fMLP-
induzierte Aktivierung von p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1) dar. Dieser Abbildung ist zu
entnehmen, dass eine Prainkubation mit 100 yM SNP oder mit 10 uM PG-E1 keinen
signifikanten Effekt auf die fMLP-induzierte Phosphorylierung und damit auf die
Aktivierung von p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1) hat.
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Western Blots zum Nachweis des Einflusses von 10 uM PG-E4 sowie von 100 uM
SNP auf die fMLP-induzierte Phosphorylierung von p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1) sind

hier nicht gezeigt.

fMLP

<— Phospho -p44

0 0.5 1 3 5 min

fMLP+Flolan

<— Phospho -p44
S S <= pPpospho -p42

0 0.5 1 3 5 min

Abbildung 5.3.1

Einfluss von Flolan auf die p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1)-
Phosphorylierung unter der Einwirkung von 10 nM fMLP.
Isolierte Neutrophile Granulozyten wurden mit 10 nM fMLP
stimuliert. Vor der Stimulation sowie nach 0.5, 1, 3 und 5
Minuten wurden Aliquots enthommen und die
Stimulierungsreaktion mit gleicher Menge SDS-Stoplosung
unterbrochen. Zum Vergleich ist derselbe Versuch nach einer 3-
minutiger Prainkubation mit 10 uM Flolan durchgefuhrt worden.
Die Phosphorylierung von p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1) wurde mit
Hilfe des anti-Phospho-Erk1/Erk2-Antikorpers mittels der
Western Blot- Technik nachgewiesen. Dieser Abbildung ist zu
entnehmen, dass Prainkubation mit 10 pM Flolan einen
hemmenden Einfluss auf die fMLP-induzierte Aktivierung von
p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1) hat. Die dargestellten Blots sind

reprasentativ fur drei voneinander unabhangige Experimente.
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Abbildung 5.3.2

Quantitative Analyse des Einflusses von Flolan, PG-E; und SNP auf
die p42/p4d4 MAPK (Erk2/Erkl)-Phosphorylierung unter der
Einwirkung von 10 nM fMLP.

Die Diagramme fassen drei voneinander unabhangige Experimente
zusammen. Dargestellt ist die Rate der p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1)-
Phosphorylierung unter der Einwirkung von 10 nM fMLP ohne
Prainkubation mit einem der Vasodilatatoren, nach Prainkubation mit 10
MM Flolan oder mit 10 yM PG-E4 oder mit 100 uM SNP. Als 100% wurde
der p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1)-Phosphorylierungsgrad nach 3-minutiger
Stimulation mit 10 nM fMLP festgelegt. Alle anderen Werte sind relativ zu
diesem Wert angegeben. Dem Diagramm ist zu entnehmen, dass eine
Prainkubation mit Flolan, jedoch nicht mit PG-E; oder SNP einen
hemmenden Effekt auf die p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1)-Phosphorylierung
hat.
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Abbildung 5.3.3

Proteinnachweis zu den in Abbildung 5.3.1 dargestellten
Western Blots.

Beide Western Blots zeigen eine Anfarbung mit dem
phosphorylierungsunabhangigen Antikorper gegen p42/p44
MAPK und weisen die gleiche Proteinmenge in allen Banden
nach.

Fazit: Eine Prainkubation mit 10 uM Flolan, jedoch nicht mit 10 uM PG-E1 oder
mit 100 pM SNP hat einen hemmenden Einfluss auf die fMLP-induzierte
Phosphorylierung und damit auf die Aktivierung der p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1).
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b) Einfluss der Prainkubation mit Vasodilatatoren auf die
Phosphorylierung der p38 MAPK unter der Einwirkung von 10 nM fMLP

Abbildung 5.3.4 zeigt das Western Blot eines reprasentativen Experimentes, der den
Einfluss der Prainkubation mit 10 uM Flolan auf die Phosphorylierung und damit auf
die Aktivierung der p38 MAPK unter der Einwirkung von 10 nM fMLP untersucht.
Dieser Abbildung ist zu enthehmen, dass eine Prainkubation mit 10 uM Flolan einen
hemmenden Effekt auf die Phosphorylierung der p38 MAPK unter der Einwirkung
von 10 nM fMLP hat. Kontrollfarbung mit phosphorylierungsunabhangigem Antikorper
(siehe Abbildung 5.3.6) dient zum Nachweis der gleichen Proteinmenge in allen

Banden.

Abbildung 5.3.5 stellt den Einfluss der Vasodilatatoren auf die Aktivierung von p38
MAPK nach Stimulation mit 10 nM fMLP dar. Der Abbildung ist zu entnehmen, dass
100 yM SNP sowie auch 10 uM PG-E1 keinen signifikanten Einfluss auf die fMLP-
induzierte Phosphorylierung und damit auf die Aktivierung von p38 MAPK haben.

Western Blots zum Nachweis des Einflusses der Prainkubation mit 10 uM PG-E;
sowie mit 100 yM SNP auf die fMLP-induzierte Phosphorylierung der p38 MAPK sind
hier nicht gezeigt.
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Abbildung 5.3.4

Einfluss von Flolan auf die Phosphorylierung der p38 MAPK
unter der Einwirkung von 10 nM fMLP.

Isolierte Neutrophile Granulozyten wurden mit 10 nM fMLP
stimuliert. Vor der Stimulation sowie nach 0.5, 1, 3 und 5 Minuten
wurden Aliquots entnommen und die Stimulierungsreaktion mit
gleicher Menge SDS-Stoplésung unterbrochen. Zum Vergleich ist
derselbe Versuch nach einer 3-minutiger Prainkubation mit 10 yM
Flolan durchgefuhrt worden.

Die Phosphorylierung von p38 MAPK wurde mit Hilfe des anti-
Phospho-p38-Antikorpers mittels der Western Blot-Technik
nachgewiesen. Dieser Abbildung ist zu entnehmen, dass
Prainkubation mit 10 uM Flolan einen hemmenden Einfluss auf die
Aktivierung von p38 MAPK unter der Einwirkung von 10 nM fMLP
hat. Die dargestellten Blots sind reprasentativ fur drei voneinander

unabhangige Experimente.
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Abbildung 5.3.5

Quantitative Analyse des Einflusses von Flolan, PG-E; und
SNP auf die Phosphorylierung der p38 MAPK unter der
Einwirkung von 10 nM fMLP.

Die Diagramme fassen drei voneinander unabhangige Experimente
zusammen. Dargestellt ist die Rate der Phosphorylierung der p38
MAPK unter der Einwirkung von 10 nM fMLP ohne Prainkubation
mit einem der Vasodilatatoren, nach Prainkubation mit 10 uM
Flolan oder mit 10 yM PG-E4 oder mit 100 yuM SNP. Als 100% wird
der Phosphorylierungsgrad der p38 MAPK nach 3-mindatiger
Stimulation mit 10 nM fMLP festgelegt. Alle anderen Werte sind
relativ. zu diesem Wert angegeben. Dem Diagramm ist zu
entnehmen, dass eine Prainkubation mit Flolan, jedoch nicht mit
PG-E1 oder SNP einen hemmenden Effekt auf die
Phosphorylierung der p38 MAPK hat.
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Abbildung 5.3.6

Proteinnachweis zu den in der Abbildung 5.3.4 dargestellten
Western Blots.

Beide Western Blots zeigen eine Anfarbung mit dem
phosphorylierungsunabhangigen Antikorper gegen p38 MAPK

und weisen die gleiche Proteinmenge in allen Banden nach.

Fazit: Eine Prainkubation mit 10 uM Flolan, jedoch nicht mit 10 uM PG-E; oder
mit 100 pM SNP hat einen hemmenden Einfluss auf die fMLP-induzierte
Phosphorylierung und damit auf die Aktivierung der p38 MAPK.

c) Einfluss der Prainkubation mit Vasodilatatoren auf die PKB-

Phosphorylierung unter der Einwirkung von 10 nM fMLP
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Abbildung 5.3.7 zeigt das Western Blot eines reprasentativen Experimentes, der den
Einfluss der Prainkubation mit 10 uM Flolan auf die Phosphorylierung und damit auf
die Aktivierung der PKB unter der Einwirkung von 10 nM fMLP untersucht. Dieser
Abbildung ist zu entnehmen, dass eine Prainkubation mit 10 uyM Flolan einen
hemmenden Effekt auf die Phosphorylierung von PKB unter der Einwirkung von
10nM fMLP hat. Kontrollfarbung mit phosphorylierungsunabhangigem Antikdrper
(siehe Abbildung 5.3.9) dient zum Nachweis der gleichen Proteinmenge in allen

Banden.

Abbildung 5.3.8 stellt den Einfluss der Vasodilatatoren auf die Aktivierung von PKB
nach Stimulation mit 10 nM fMLP dar. Der Abbildung ist zu entnehmen, dass 100 uM
SNP sowie auch 10 yM PG-E4 keinen signifikanten Einfluss auf die fMLP-induzierte
Phosphorylierung und damit auf die Aktivierung von PKB haben.

Western Blots zum Einfluss von 10 yM PG-E; sowie von 100 yM SNP auf die fMLP-
induzierte Phosphorylierung von PKB sind hier nicht gezeigt.

fMLP
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Abbildung 5.3.7

Einfluss von Flolan auf die PKB-Phosphorylierung unter der
Einwirkung von 10 nM fMLP.

Isolierte Neutrophile Granulozyten wurden mit 10 nM fMLP
stimuliert. Vor der Stimulation sowie nach 0.5, 1, 3 und 5 Minuten
wurden Aliquots enthommen und die Stimulierungsreaktion mit
gleicher Menge SDS-Stoplésung unterbrochen. Zum Vergleich ist
derselbe Versuch nach einer 3-minutigen Prainkubation mit 10
MM Flolan durchgefuhrt worden. Die Phosphorylierung der PKB
wurde mit Hilfe des anti-Phospho-Akt-Antikdrpers mittels der
Western Blot-Technik nachgewiesen. Dieser Abbildung ist zu
entnehmen, dass Prainkubation mit 10 uM Flolan eine hemmende
Wirkung auf die fMLP-unduzierte Aktivierung der PKB hat. Die
dargestellten Blots sind reprasentativ fur drei voneinander

unabhangige Experimente.
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Abbildung 5.3.8

Quantitative Analyse des Einflusses von Flolan, PG-E; und SNP

auf die PKB-Phosphorylierung unter der Einwirkung von 10 nM fMLP.
Die Diagramme fassen drei voneinander unabhangige Experimente
zusammen. Dargestellt ist die Rate der PKB-Phosphorylierung unter der
Einwirkung von 10 nM fMLP ohne Prainkubation mit einem der
Vasodilatatoren sowie nach Prainkubation mit 10 uM Flolan oder mit 10
MM PG-E; oder mit 100 uyM SNP. Als 100% wurde der PKB-
Phosphorylierungsgrad nach 3-minutiger Stimulation mit 10 nM fMLP
festgelegt. Alle anderen Werte sind relativ zu diesem Wert angegeben.
Dem Diagramm ist zu enthehmen, dass eine Prainkubation mit Flolan,
jedoch nicht mit PG-E; oder SNP einen hemmenden Effekt auf die PKB-
Phosphorylierung hat.
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Abbildung 5.3.9

Proteinnachweis zu den in Abbildung 5.3.7 dargestellten
Western Blots.

Beide Western Blots zeigen eine Farbung mit dem
phosphorylierungsunabhangigen Antikorper gegen PKB und

weisen die gleiche Proteinmenge in allen Banden nach.

Fazit: Eine Prainkubation mit 10 uM Flolan, jedoch nicht mit 10 uM PG-E; oder
mit 100 pM SNP hat einen hemmenden Einfluss auf die fMLP-induzierte
Phosphorylierung und damit auf die Aktivierung von PKB.

d) Zusammenfassung der Experimente zum Einfluss der Vasodilatatoren
auf die fMLP-induzierte Phosphorylierung der p42/p44 MAPK, der p38
MAPK und der PKB

7
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass eine Prainkubation mit 10 yM Flolan
einen signifikanten hemmenden Einfluss auf die fMLP-induzierte Aktivierung der
p42/p44 MAPK, der p38 MAPK und der PKB hat. Diese signifikante Hemmung zeigte
sich bereits nach 0.5 Minuten der Stimulation. Der hemmende Effekt von 10 uM PG-

Esund 100 uM SNP war in den beschriebenen Experimenten nicht signifikant.

Relative Rate von Posphorylierung der p42/p44
Vasoaktive Substanz MAPK in Bezug auf den 3-minuten Wert der
(3-minutige Prainkubation | Stimulation ohne Prainkubation mit einer der
vor Stimulation mit fMLP) | Vasoaktiven Substanzen (%).
nach nach nach nach

0.5 min 1 min 3 min 5 min
ohne Prainkubation 5,8 52,6 100 92,2
Flolan 10 uM 6,9 15,9 71,2 60,9
PG-E; 10 uM 9,2 51,5 91,8 66,6
SNP 100 pM 77 43,3 96,5 97,3

Tabelle A

Zusammengefasste Darstellung der relativen Raten der Phosphorylierung der
p42/p44 MAPK in intakten humanen Neutrophilen Granulozyten nach
Stimulation mit 10 nM fMLP. Dargestellt sind relative Raten von Phosphorylierung
der p42/p44 MAPK nach 0.5, 1, 3 und 5 Minuten der Stimulation mit fMLP. Der
Nachweis erfolgte mittels der Western Blot-Technik unter Verwendung des anti-
Phospho-p42/p44-Antikorpers. Der Abbildung ist zu entnehmen, dass 10 uM Flolan,
jedoch nicht 10 uM PG-E4 oder 100 uM SNP einen signifikanten hemmenden
Einfluss auf die fMLP-induzirte Aktivierung der p42/44 MAPK zeigt.

Relative Rate von Posphorylierung der p38 MAPK in

Vasoaktive Substanz Bezug auf den 3-minuten Wert der Stimulation ohne
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(3-minutige Prainkubation |Prainkubation mit einer der Vasoaktiven
vor Stimulation mit fMLP) Substanzen (%).
nach nach nach nach
0.5 min 1 min 3 min 5 min
ohne Prainkubation 29,7 98,9 100 66,9
Flolan 10 uM 8 23,3 36,9 33,7
PG-E; 10 uM 55,5 119,2 95,6 70,7
SNP 100 pM 4,2 70,6 99,5 73,8

Tabelle B

Zusammengefasste Darstellung der relativen Raten von Phosphorylierung der
p38 MAPK in intakten humanen Neutrophilen Granulozyten nach Stimmulation
mit 10 nM fMLP. Dargestellt sind relative Raten von Phosphorylierung der p38
MAPK nach 0.5, 1, 3 und 5 Minuten. Der Nachweis erfolgte mittels der Western Blot-
Technik unter Verwendung des anti-Phospho-p38-Antikorpers. Der Abbildung ist zu
entnehmen, dass 10 uM Flolan, jedoch nicht 10 uM PG-E4 oder 100 uM SNP einen
signifikanten hemmenden Einfluss auf die fMLP-induzierte Aktivierung der p38 MAPK
zeigt.

Relative Rate von Posphorylierung der PKB in

79




5. ERGEBNISSE

Vasoaktive Substanz Bezug auf den 3-minuten Wert der Stimulation ohne
(3-minutige Prainkubation |Prainkubation mit einer der Vasoaktiven
vor Stimulation mit fMLP) Substanzen (%)
nach nach nach nach

0.5 min 1 min 3 min 5 min
ohne Prainkubation 44,7 82,1 100 99,3
Flolan 10 uM 8,6 27 59,9 52,3
PG-E; 10 uM 72,2 112,8 1245 1115
SNP 100 pM 22,1 63,6 116,1 131,2

Tabelle C

Zusammengefasste Darstellung der relativen Raten von Phosphorylierung der
PKB in intakten humanen Neutrophilen Granulozyten nach Stimulation mit 10
nM fMLP. Dargestellt sind relative Raten der PKB-Phosphorylierung nach 0.5, 1, 3
und 5 Minuten. Der Nachweis erfolgte mittels der Western Blot-Technik unter
Verwendung des anti-Phospho-Akt-Antikdrpers. Der Abbildung ist zu entnehmen,
dass 10 uM Flolan, jedoch nicht 10 yM PG-E; oder 100 uM SNP einen signifikanten
hemmenden Einfluss auf die fMLP-induzierte Aktivierung der PKB zeigt.
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6. Diskussion

6.1 VASP- Phosphorylierung in humanen Neutrophilen Granulozyten

a) VASP-Phosphorylierung nach Stimulation mit Vasodilatatoren

Wie im Kapitel ,Einleitung® dargestellt, sind Untersuchungen zu aktivierenden und
hemmenden Effekten auf molekularer Ebene fur das Verstandnis der Funktion von
Neutrophilen Granulozyten unentbehrlich. Zu hemmenden Substanzen von
Neutrophilen Granulozyten gehdren auch cAMP- und wahrscheinlich auch cGMP-
erhdhende Substanzen, wie die von Endothelzellen sezernierten Faktoren PG-I, und
EDRF (NO) oder die pharmakologisch hergestellten Vasodilatatoren PG-E; und SNP.
Die cAMP-erhdhende Substanzen hemmen sowohl die Freisetzung der
zytotoxischen Enzyme und Produktion der Sauerstoffradikale als auch Chemotaxis
(Hecker et al, 1990; Quilliam et al., 1991; Cronstein et al., 1991). Die cGMP-
erhdhende Substanzen konnen die Enzymfreisetzung sowohl bewirken wie auch
hemmen (Wenzel-Seifert et al., 1991; Darius et al.,, 1992). Das gleiche gilt fur die
Migration der Neutrophilen Granulozyten (Elferink and VanUffelen, 1996).
Intrazellulare Erhéhung der cAMP- oder cGMP-Konzentrationen flihren zur
Aktivierung der cAMP-PK (PKA) und cGMP-PK (PKG), die ihrerseits zur
Phosphorylierung zahlreicher Zielmolekule fuhren. Zu diesen Zielmolekilen gehort
auch das Vasodilatator-stimulierte Phosphoprotein VASP (Eigenthaler et al., 1992;
Walter et al., 1993).

Die vorliegende Arbeit setzte es sich zum Ziel, die VASP-Phosphorylierung an den
Phosphorylierungsstellen Serin-157 und Serin-239 und die Kinetik dieser
Phosphorylierung in humanen Neutrophilen Granulozyten nach Stimulation mit
Vasoaktiven Substanzen zu untersuchen. Diese Untersuchungen wurden mittels der
Western Blot-Technik unter Verwendung spezifischer monoklonalen Antikorper
gegen Serin-157 und Serin-239 durchgefuhrt. Durch quantitative Western Blot-
Analyse konnte in humanen Neutrophilen Granulozyten eine reversible

Phosphorylierung an beiden Phosphorylierungsstellen nach Einwirkung von PG-E;4
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und Flolan festgestellt werden. Ergebnisse dieser Versuche sind in den Tabellen
511 und 5.1.2 (Kapitel 5) zusammengefasst. In Bezug auf die VASP-
Phosphorylierung an Serin-157 und an Serin-239 zeigte PG-E4 eine starkere Wirkung

im Vergleich mit Flolan.

Fur humane Neutrophile Granulozyten gilt:
PG-E; wirkt stérker als Flolan

Dieses Ergebnis lasst sich gut mit frGheren Untersuchungen von E. Klippel in
Einklang bringen (Klippel, 1997). Der Autor dieser Arbeit ist ebenfalls zu dem
Ergebnis gekommen, dass PG-E; starkere Auswirkung auf die VASP-
Phosphorylierung im Vergleich mit Flolan hat. Seine Versuche erfolgten im
Unterschied zu in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experomenten mit Hilfe
eines polyklonalen anti-VASP-Antikérpers (M4) und konnten deswegen nur die
Phosphorylierung von Serin-157 unter Auswertung des VASP-,Shiftes“ nachweisen.
Wie im vorherigen Kapitel erwahnt, bewirkt die Phosphorylierung des Serin-157 eine
Anderung des Laufverhaltens von VASP bei der Elektrophorese. Im Gegensatz zu
Neutrophilen Granulozyten wirken die Prostaglandine in umgekehrter Starke auf die
VASP-Phosphorylierung in humanen Thrombozyten. So ist eine starkere Wirkung
von Flolan im Vergleich mit PG-E4 in Thrombozyten beschrieben worden (Butt et al.,
1994).

FUr humane Thrombozyten gilt:
Flolan wirkt starker als PG-E

Die unterschiedliche Starke der Auswirkung der beiden Substanzen auf VASP-
Phosphorylierung in unterschiedlichen Zellarten kann durch folgende Uberlegungen

erklart werden:

PG-E1 und Flolan binden an verschiedenen, nur fur diese Substanzen
spezifischen Rezeptoren. PG-E1 gehdrt zu Prostaglandinen der E-Reihe und bindet
an einer Untergruppe der Rezeptoren dieser Reihe, und zwar an dem spezifischen
EP4 Rezeptor. Flolan gehort zu Prostazyklinen und bindet an dem spezifischen

Prostazyklinrezeptor (IP) (Breyer et al, 2001). Neutrophile Granulozyten und
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Thrombozyten kénnen die RP4 und IP Rezeptoren im unterschiedlichen Malie auf
ihrer Oberflache exprimieren. Starke der VASP-Phosphorylierung kann dann im
direkten Verhaltnis mit der Anzahl der auf der Zelloberflache exprimierten

Rezeptoren flur PG-E1 und Flolan stehen.

Ausserdem kann die Affinitdt der RP4 und I|P-Rezeptoren in humanen

Thrombozyten und Neutrophilen Granulozyten unterschiedlich ausgepragt sein.

Es muld auch erwahnt werden, dass die Spezifitdt des synthetischen PG-E1 in
Bezug auf die Bindung an seinen Rezeptoren in der Literatur angezweifelt wird. So
ist eine Bindung von PG-E4 nicht nur an den fur diese Substanz spezifische RP4-
Rezeptoren beschrieben worden, sondern auch an anderen Rezeptoren aus der E-
Reihe. Dazu gehort z. B. der RP1-Rezeptor (Rezeptor fur PG-E;) (Hata und Breyer,
2004). Das wirde bedeuten, dass die Wirkung von PG-E4 einem Summationseffekt
entspricht. Die VASP-Phosphorylierung ist dann auch von der auf der Oberflache der
Neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten expremierten RP1-Rezeptoren
abhangig. Es ist ohne Zweifel moglich, dass auch RP1-Rezeptoren auf der

Oberfache der beiden Zellgruppen unterschiedlich exprimiert werden.

In der vorliegenden Arbeit ist auch gezeigt worden, dass cGMP-erhéhende
Substanzen wie SNP und cGMP-Analog (8-pCPT-cGMP) im Unterschied zu cAMP-
erhdhenden Substanzen keine Phosphorylierung des Serin-239-VASP bewirken
konnen. Phosphorylierung des Serin-157-VASP konnte jedoch auch mit cGMP-

erhdhenden Substanzen nachgewiesen werden.

Fur humane Neutrophile Granulozyten gilt folglich:
cGMP-erhéhende Substanzen bewirken VASP-Phosphorylierung an Serin-157,
Jedoch nicht an Serin-239

Es ist schon seit langem bekannt, dass cAMP zur Aktivierung der PKA und cGMP zur
Aktivierung von PKG fihren. In Bezug auf die VASP-Phosphorylierung besitzen
diese  beiden Kinasen unterschiedliche  Affinitat zu den  VASP-

Phosphorylierungsstellen. So ist fur PKG viel starkere Affinitat zu Serin-239 im
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Vergleich mit PKA, und fur PKA viel starkere Affinitat zu Serin-157 im Vergleich mit
PKG nachgewiesen worden (Butt et al., 1994; Smolenski et al., 1998).

PKA >< PKG
Ser-157 Ser-239

Abbildung 6.1.1 VASP-Phosphorylierung durch PKA und PKG (Butt et al., 1994).

Fehlende Phosphorylierung von Serin-239-VASP in  humanen Neutrophilen
Granulozyten unter Einwirkung der cGMP-erhdhenden Substanzen kdnnte deshalb
auf eine fehlende oder zu schwache Wirkung der PKG in Neutrophilen Granulozyten
hinweisen. Tatsachlich scheinen Neutrophile Granulozyten, wenn uberhaupt, nur
wenig PKG zu besitzen. So konnte PKG in Neutrophilen Granulozyten mittels
Western Blot-Technik nicht nachgewiesen werden (Klippel, 1997). Versuche, die mit
Hilfe der Immunfluoreszenz zum Nachweis der PKG in Neutrophilen Granulozyten
durchgefuht worden sind, konnten jedoch eine diffuse Anfarbung des Zytoplasmas,
des mikrotubularen Zentrums und des nuklearen Euchromatins darstellen
(Pryzwanski et al., 1990, 1995). Auch die cGMP-Effekte auf die Aktivierung und
Hemmung der Neutrophilen Granulozyten sind sehr widersprichlich. Als Beispiel
dafir kann der cGMP-Einfluss auf die Aktivierung und Hemmung der
Neutrophilenmigration genannt werden. Die cGMP-vermittelte Aktivierung konnte bei
einer ganz bestimmten Konzentration des intrazellularen cGMP nachgewiesen
werden. Bei hdheren cGMP-Konzentrationen verschwand dieser aktivierende Effekt
und es konnte sogar eine Hemmung der Neutrophilenmigration festgestellt werden
(Elferink und de Koster, 1993). Eine fehlende Phosphorylierung von Serin-239-VASP
unter dem Einfluss der cGMP-erhdhenden Substanzen spricht dafiir, dass die Effekte
der PKG in Neutrophilen Granulozyten fur eine solche Phosphorylierung nicht

ausreichen.
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Thrombozyten der Patienten mit myeloproliferativen Erkrankungen, wie z. B.
chronische myeloische Leukamie, zeigen oft eine ahnliche Konstellation der
intrazellularen PKA und PKG. So zeigen solche Zellen normale Mengen von PKA
und VASP, die PKG-Menge ist jedoch, verglichen mit Thrombozyten gesunder
Menschen, stark reduziert (Eigenthaler et al., 1993). Thrombozyten der Patienten mit
myeloproliferativen Erkrankungen zeigten, verglichen mit Thrombozyten Gesunder,
ein viel schwacheres Ansprechen auf cGMP-erhdhende Vasodilatatoren in Bezug auf
die VASP-Phosphorylierung. In dem erwahnten Artikel beschriebene Versuche
wurden genauso wie in der Arbeit von Klippel mit dem polyklonalen anti-VASP-
Antikérper durchgeflhrt und konnten deswegen nur die Phosphorylierung von Serin-
157 beurteilen.

Wenn die Neutrophilen Granulozyten tatsachlich nur wenig PKG besitzen, stellt sich
die Frage, wie die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Phosphorylierung an
Serin-157 unter dem Einfluss von cGMP-erhéhenden Substanzen zustande kommt.
Eine mogliche cGMP-vermittelte PKA-Aktivierung konnte eine Antwort auf diese
Frage sein. Hinweise auf diese mogliche Aktivierung geben mehrere vor kurzem
erschienene Studien. In diesen Studien konnte z. B. gezeigt werden, dass cGMP zur
Aktivierung von PKA durch Hemmung der Phosphodiesterase 3 (PDE3) fihren kann
(Li et al., 2003). Zwar besitzen die Neutrophile Granulozyten hauptsachlich
Phosphodiesterase 4 (PDE,4), moglich kann ein ahnlicher Einfluss der cGMP auch
auf diese Phosphodiesterase erwartet werden. PKA-abhangige intrazellulare Effekte
konnten auch in den glatten Gefallmuskelzellen der PKG-defizienten Mause unter
Einwirkung der cGMP ausgelost werden. Auch die VASP-Phosphorylierung unter
Einwirkung von cGMP-erhdhenden Substanzen konnte in PKG-defizienten Mausen

demonstriert werden (Sausbier et al., 2000).

Es gibt nicht nur Hinweise auf die Wechselwirkung zwischen cGMP und PKA. Viele
Studien beschreiben auch eine Wechselwirkung zwischen cAMP und PKG. So kann
z.B. cAMP zur Aktivierung von PKG in COS-7 Fibroblasten fuhren (Lin, 2001). Auch
in glatten GefaBmuskelzellen ist diese Wechselwirkung festgestellt worden (Lincoln
et al., 1990; Jiang et al, 1992; Komalavilas und Lincoln, 1996; White et al, 2000).
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PKG

/

cGMP
7

PDE —> CcAMP — > PKA—* VASP

Abbildung 6.1.2 Mdglicher Weg der VASP-Phosphorylierung unter der Einwirkung

der cGMP-erhohenden Susbstanzen.

Fir  Thrombozyten ist jedoch  die Phosphorylierung  an beiden
Phosphorylierungsstellen unter Einwirkung von cGMP-erhdhenden Substanzen
beschrieben worden (Smolenski, 1998). Das ware bei dieser Zellart aber auch zu

erwarten, da diese Zellen grolRe Mengen an PKG besitzen (Eigenthaler et al., 1992).

b) VASP- Phosphorylierung nach Adhéasion der Neutrophilen

Granulozyten

Adhasion ist ein unentbehrlicher Prozess bei der Migration der Neutrophilen
Granulozyten aus dem Blut in das entzindliche Gewebe und ist mit der
Formanderung von Neutrophilen Granulozyten verbunden. Beteiligung von VASP
und der VASP-Phosphorylierung bei der Neutrophilenadharenz ist schon seit einigen
Jahren bekannt. Bis jetzt existierten jedoch nur Arbeiten, die VASP-Phosphorylierung
mit einem anti-VASP-Antikdrper (M4) nach Auswertung des ,Shifts“ im Western Blot
in immunprazipitierten Neutrophilen Granulozyten untersuchten. Deshalb waren nur
Aussagen zu VASP-Phosphorylierung an Serin-157 in Neutrophilen Granulozyten
moglich. Der Nachweis des phosphorylierten Serin-157 und Serin-239-mit Hilfe der
spezifischen Antikdrper gegen beide Phosphorylierungsstellen blieb bis jetzt noch

aus. Die vorliegende Arbeit hat sich diese Aufgabe zum Ziel gemacht.

Die im Folgenden aufgefuhrten Erkentnisse zur Beteiligung von VASP an der

Zellbeweglichkeit und der Adharenz sind in der Literatur beschrieben worden. Im
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humanpathogenen  Bakterium  Listeria  monozytogenes ist z.B. eine
Affinitatssteigerung von VASP zu F-Aktin nach seiner Phosphorylierung
nachgewiesen worden. Diese Phosphorylierung fuhrt zu Veranderung der
Aktinpolymerisation und damit verbundener Steigerung der Beweglichkeit dieses
Bakteriums (Reinhard et al., 1995; Reinhard et al., 1996; Charkraborty et al., 1995).
In Thrombozyten scheint die VASP-Phosphorylierung an der Hemmung der
Thrombozytenaggregation und an der Aktivierung des Fibrinogenrezeptors beteiligt
zu sein (Aszodi et al., 1999; Hauser et al., 1999).

Nach Untersuchungen von Lawrence und Pryzwansky enthalten runde ruhende
Neutrophile Granulozyten dephosphoryliertes VASP. Adhasion und Ausbreitung der
Neutrophilen Granulozyten ist jedoch mit schnellen VASP-
Phosphorylierungsvorgangen begleitet. Mit Hilfe der Immunfluoreszenz konnte auch
die VASP-Umverteilung in Neutrophilen Granulozyten bei Adhasion und Ausbreitung
dieser Zellen nachgewiesen werden. So lie sich VASP in ruhenden Zellen an der
zelluldren Kortex nachweisen. Wahrend der Zellausbreitung erfolgte eine
Umverteilung von VASP in die ,focal contacts® der ventralen adharierenden
Zelloberflache. Doppelfarbung der Neutrophilen Granulozyten mit anti-Phospho-
VASP-Antikorper und F-Aktin-Antikérper war beweisend fir Co-Lokalisation dieser
beiden Substanzen und lie® vermuten, dass VASP an dem Aufbau des fokalen
Adhasionskomplexes sowie auch an der Aktinpolymerisation und Bundelung in den
Neutrophilen Granulozyten beteiligt ist (Pryzwansky, 1990; Lawrence und

Pryzwansky, 2001).

Die hier vorliegende Arbeit untersuchte Serin-157- und Serin-239-Phosphorylierung
in adharierten Neutrophilen Granulozyten mit Hilfe der Immunfluoreszenz unter
Verwendung der spezifischen Antikérper 5C6 und 16C2. Als Ergebnis konnte eine
deutliche Serin-157- und Serin-239-Phosphorylierung in adharierten Neutrophilen
Granulozyten nachgewiesen werden. Diese Phosphorylierung ist nach
anschlie3ender Stimulation mit PG-E1 nicht wesentlich angestiegen. Dieses Ergebnis
beweist, dass die Phosphorylierung von Serin-157- und Serin-239-VASP an der

Adhasion der Neutrophilen Granulozyten beteiligt ist.
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6.2 Aktivierung und Hemmung der p42/p44 MAPK (Erk2/Erkl), der p38
MAPK und der Proteinkinase B in Neutrophilen Granulozyten

a) Aktivierung und Hemmung der MAPK

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1)
sowie auch die p38 MAPK durch fMLP phosphoryliert werden (siehe Abbildungen
5.2.1 und 5.2.4). Diese Phosphorylierung und damit die Aktivierung konnte durch den
Vasodilatator Flolan (Prostaglandin-l;) gehemmt werden. Vasodilatatoren PG-E4 und
SNP zeigten dagegen keine Hemmung der fMLP-induzierten Phosphorylierung
dieser Molekdule (siehe Abbildungen 5.2.2 und 5.2.5).

Die MAPK und ihre Rolle in eukaryontischen Zellen ist bereits im Kapitel
,Ergebnisse” beschrieben worden. An dieser Stelle noch mal eine kurze
Zusammenfassung.

MAPK sind in allen eukaryontischen Zellen vorhanden und bilden essentielle
Bestandteile von komplexen Signalnetzen. Sie werden durch verschiedene Stimuli
wie Chemokine, Wachstumsfaktoren und Hormone aktiviert und leiten die
Proliferation und Differenzierung der Zelle ein (Seger und Krebs, 1995). p42/p44
MAPK (Erk2/Erk1) gehdéren zu den MAPK, die ein starkes Ansprechen auf die
Signale der Wachstumsfaktoren zeigen, aber nur ein schwaches auf die
Stressfaktoren wie UV-Licht, Hitzeschock und andere. Mehrere zytoplasmatische
Proteine sind als Substrate der p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1) nachgewiesen worden,
dazu gehoéren S6-Kinase P90k, zytosolische Phospholipase Az und mehrere
mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAP) (Seger und Krebs, 1995; Widmann et al.,
1999; Lin et al, 1993). p42/p44d MAPK (Erk2/Erk1) sind auch an der
Phosphorylierung von mehreren Transkriptionsfaktoren in dem Zellkern
verantwortlich (Lenormand et al., 1993; Widmann et al., 1999). p38 MAPK wird eher
unter dem Einfluss von zellularen Stressfaktoren phosphoryliert und damit aktiviert.
UV-Strahlung, osmotischer Schock und Lipopolysaccharide (LPS) konnen als
wichtigste Aktivatoren des p38-Signalweges genannt werden (Cobb and Goldsmith,
1995; Robinson and Cobb, 1997; Cano and Mahadevan, 1995). Zu den Substraten
der p38 MAPK gehéren MAPKAP (MAPK-activated proteinkinase 2 und 3), die das
kleine 27 kDa-schwere Hitzeschock-Protein phosphorylieren (Rouse et al., 1994),
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und mehrere Transkriptionsfaktoren. Uber die Funktion von MAPK in den
Neutrophilen Granulozyten ist bis jetzt wenig bekannt, jedoch scheinen sie eine
entscheidende Rolle bei den biochemischen Vorgangen zu spielen, die fur die
Funktion der Neutrophilen Granulozyten als ,Abwehrzellen® verantwortlich sind (siehe
auch Kapitel ,Ergebnisse®). Dazu gehdren Produktion von freien Sauerstoffradikalen,
Adhasion, Exozytose der exkretorischen Granula und viele andere (Park et al., 1997;
Burg und Phillinger, 2001; Tores et al., 1993).

Da Vasodilatatoren als Hemmer der MAPK-vermittelten Prozesse wie Sekretion der
zytotoxischen Enzyme, Produktion der Sauerstoffradikale und Chemotaxis
nachgewiesen worden sind (Burelout et al., 2004), kann der hemmende Effekt auf
die Aktivierung der p42/p44 MAPK und p38 MAPK in Neutrophilen Granulozyten
vermutet werden. Wie oben schon beschrieben, gehéren Vasodilatatoren zu cAMP-
oder cGMP-erhéhenden Substanzen. Zyklische Nukleotide cAMP und cGMP
fungieren in den Zellen als ,second messenger‘. Die werden durch
membrangebundene Adenylatzyklase bzw. Guanylatzyklase nach Bindung der

Vasodilatatoren am spezifischen, G-Protein-kontrollierten Rezeptor gebildet.

In verschiedenen Zelltypen scheinen cAMP und cGMP sehr unterschiedliche
Wirkung auf die Aktivitat der p42/p44 MAPK sowie p38 MAPK zu haben. In Swiss
3T3 Fibroblasten (Faure und Bourne, 1995), COS-7- Affennierenzellen (Faure und
Bourne, 1995) und in einer myeloiden Vorlauferzelllinie der 32D-Zellen (Lee, 1999)
fuhrten cAMP oder cAMP-stimulierende Substanzen zu einer Aktivierung von
p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1). In glatten Muskelzellen der arteriellen Gefalde (Graves et
al.,, 1993), in kortikalen Astrozyten (Kurino et al., 1996) und in Thrombozyten
(Schwarz, 2001) wurden hingegen p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1) durch cAMP oder
cAMP-stimulierende Substanzen gehemmt. Die cGMP oder cGMP-erh6hende
Substanzen aktivierten p42/p44 MAPK in mesangialen Zellen der Rattenniere
(Callsen et al., 1998), humanen T-Zellen (Lander et al., 1996) und koronarvendsen
Endothelzellen (Parenti et al., 1998). Im Gegensatz dazu hemmten cGMP-Analoga
die MAPK-Aktivierung in cGMP-PK exprimierenden Nierenzellen aus Hamsterbabys
(Suhasini et al, 1998).

Es existieren mehrere Arbeiten, die eine Aktivierung und Hemmung der p38 MAPK in

unterschiedlichen Zellen in Abhangigkeit von cAMP und cGMP beschreiben. So
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hemmt cAMP die Aktivierung der p38 MAPK in humanen umbilikalen Endothelzellen
(Rahman et al., 2004) und in humanen Thrombozyten (Schwarz, 2001). Auch cGMP
scheint die Aktivierung der p38 MAPK in Thrombozyten zu hemmen (Schwarz,
2001). In den Fettzellen der Ratte wurde p38 MAPK dagegen durch cAMP und
cGMP aktiviert (Moule and Denton, 1998).

Zahlreiche chemotaktische Faktoren, dazu gehort auch fMLP, fuhren zur
Phosphorylierung der p42/p44 MAPK und p38 MAPK. Diese Phosphorylierung wird
auch in der vorliegenden Arbeit dargestellt, es wurden auch die Auswirkungen der
cAMP-erhdhenden Substanzen wie PG-E4 und Flolan (Prostaglandin-l;) sowie der
cGMP-erhohenden Substanzen wie SNP auf die Aktivierung von MAPK untersucht.
Wie man aus dem Kapitel ,Ergebnisse” entnehmen kann, zeigt Flolan, jedoch nicht
PG-E1 oder SNP einen hemmenden Einfluss auf Phosphorylierung der p42/p44
MAPK (Erk2/Erk1) und der p38 MAPK unter der Einwirkung von fMLP.

Flolan und PG-E; gehdren zu cAMP-erhohenden Substanzen, SNP gehort zu cGMP-
erhdhenden Substanzen. Weder cAMP-PK noch cGMP-PK besitzen ein
Phosphorylierungsmotiv fur p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1) oder p38 MAPK. Es ist
deshalb sehr wahrscheinlich, dass die Regulation der MAPK Uber vorgeschaltete

Wege verlauft.

Vor kurzem erschien eine Studie, die vom PACAP (puritary adenulate cyclase-
activating protein), einem proinflammatorischen Molekil mit Wirkung auf Neutrophile
Granulozyten, berichtet hat (Harfi et al., 2004). In dieser Studie ist eine
Phosphorylierung und damit eine Aktivierung der p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1) und p38
MAPK unter Einwirkung des PACAP beschrieben worden. PACAP hat eine
proinflammatorische, also fMLP-ahnliche Wirkung auf Neutrophile Granulozyten. In
dieser Studie konnte die Aktivierung der p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1) durch eine
Prainkubation mit U73122, einem irreversiblem Hemmer von Phospholipase C (PLC),
unterdrtckt werden. Wenn man bedenkt, dass eine Hemmung der PLC durch cAMP-
erhdhende Substanzen schon seit langem nachgewiesen worden ist (Mueller et al.,
1989, Agwu et al.,1991), wird es klar, dass in der vorliegenden Arbeit gezeigter
hemmender Einfluss von Flolan auf die fMLP-induzierte Phosphorylierung der

p42/p44 MAPK eine Folge der Flolan-vermittelten Hemmung der PLC sein kann.
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ERK1/
/ERKZ
fMLP\ T

PLC |— cAMP «— Flolan

Abbildung 6.2.1 Mdoglicher Weg, wie Flolan fMLP-induzierte Phosphorylierung der
p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1) hemmen kann.

Wie es aus der Literatur zu entnehmen ist, scheint die Aktivierung der p38 MAPK
hingegen unabhangig von der PLC zu sein. Hier ist wahrscheinlich ein anderer Weg,
z.B. durch PI3K, verantwortlich. Als Hypothese kann z. B.eine bereits gezeigte
cAMP-induzierte Hemmung der PI3K angenommen werden (Burelout et al., 2004).
Ein Zusammenhang zwischen PI3K und p38 MAPK ist auch bereits beschrieben
worden, so kann Wortmannin, ein Inhibitor der PI3K, die Aktivierung der p38 MAPK
unterdracken (Yamomori und Inanami, 2002). Da PI3K Proteinkinase B (PKB) als
Substrat hat, wirde diese Hypothese auch die in der vorliegenden Arbeit dargestellte

cAMP-induzierte PKB-Hemmung erklaren (siehe auch weiter unten).

Wie oben beschrieben, bestehen starke Hinweise darauf, dass cGMP-PK wenn
Uberhaupt, nur in ganz kleinen Mengen in Neutrophilen Granulozyten vorhanden ist.
Deshalb ist ein fehlender Effekt des SNP, einer cGMP-erh6henden Substanz, auf die
fMLP-induzierte Phosphorylierung der p42/p44 MAPK (Erk2/Erk1) und der p38
MAPK gar nicht so Uberraschend. In Thrombozyten dagegen, die groe Mengen der
cGMP-PK enthalten, ist ein hemmender Effekt der cGMP-erhdhenden Substanzen
auf die Aktivierung von MAPK bereits nachgewiesen worden (Schwarz, 2001). Der

genaue Mechanismus dieser Hemmung ist jedoch bis jetzt unbekannt.

Warum Flolan, jedoch nicht PG-E; zu Hemmung der fMLP-induzierten p42/p44
MAPK (Erk2/Erk1) sowie zu Phosphorylierung der p38 MAPK fuhrt, wird durch das
oben gesagte noch nicht beleuchtet. Hier kdnnen interindividuelle Unterschiede bei

dem Ansprechen auf Vasodilatatoren eine Rolle spielen.
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a) Aktivierung und Hemmung der Proteinkinase B

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass PKB unter dem Einfluss von
fMLP phosphoryliert wird (siehe Abbildung 5.2.7). Diese Phosphorylierung und damit
die Aktivierung koénnen durch den Vasodilatator Flolan, jedoch nicht durch
Vasodilatatoren PG-E4 oder SNP gehemmt werden (siehe Abbildung 5.2.8).

Welche Rolle PKB in eukaryontischen Zellen spielt, ist bereits im Kapitel
,Ergebnisse” beleuchtet worden. Hier noch mal eine kurze Zusammenfassung.
PKB/Akt ist urspringlich als ein humanes intrazellulares Homologon des Onkogens
v-Akt aus dem Retrovirus Akt 8 beschrieben worden (Bellacosa et al., 1991; Coffer
and Woodgett, 1991). Zu den Substraten der PKB gehoéren Proteine, die an der
Regulation der Apoptose beteiligt sind. Als Beispiel kbnnen hier Bad, ein Mitglied der
bcl-2 Familie sowie FKHR, ein Transkriptionsfaktor, genannt werden. Eine
Phosphorylierung von Bad und FKHR durch aktivierte PKB verhindert, dass
Prozesse der Apoptose in Gang gesetzt werden. Auch weitere Proteine, die die
Apoptose regulieren, gehdéren zu den Substraten der PKB (siehe Kapitel
,Ergebnisse”). Die Rolle der PKB bei der Hemmung der Apoptose in den
Neutrophilen Granulozyten ist noch relativ wenig untersucht. Besser bekannt ist die
Rolle der PKB bei biochemischen Vorgangen, die fur Aktivierung der Neutrophilen
Granulozyten verantwortlich sind. So scheint PKB eine entscheidende Rolle bei
solchen Prozessen wie Phagozytose und oxidativem Stress zu spielen (Tilton, 1997,
Thelen, 1995).

Die vorliegende Arbeit beleuchtet die Auswirkungen der cAMP-erhdhenden
Substanzen wie PG-E; und Flolan (Prostaglandin-l;) sowie der cGMP-erhéhenden
Substanzen wie SNP auf die Aktivierung von PKB. Wie man dem Kapitel
.Ergebnisse“ enthehmen kann, zeigt Flolan, jedoch nicht PG-E1 oder SNP einen

hemmenden Einfluss auf PKB-Phosphorylierung unter der Einwirkung von fMLP.

Bis heute existieren nur wenige Publikationen, die einen Zusammenhang zwischen
cAMP, cGMP und PKB zeigen. Bekannt ist z.B. ein hemmender Effekt von NO, eines
cGMP-PK-Stimulators, auf die PDGF-induzierte (PDGF=platelet derived growth
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factor) Phosphorylierung der PKB in glatten GefaRmuskelzellen (Sandirasegarane et
al., 2000). In der vorliegenden Arbeit konnte ein fehlender Effekt des SNP, eines
cGMP-PK-Stimulators, auf die Aktivierung der PKB festgestellt werden. Wie auch
schon oben beschrieben, besitzen Neutrophile Granulozyten, wenn uberhaupt, nur
geringe Mengen von cGMP-PK. Deshalb war der fehlende Effekt von SNP auf die

Aktivierung von PKB zu erwarten.

Fur cAMP-PK-Stimulatoren fehlen bis jetzt Studien, die einen Einfluss auf Hemmung
oder Aktivierung der PKB nachweisen. In der vorliegenden Arbeit dargestellte
Experimente zeigen einen hemmenden Effekt des Flolans, eines cAMP-PK-
Aktivators, auf die fMLP-induzierte Phosphorylierung der PKB. Da cAMP-PK kein
Phosphorylierungsmotiv fur PKB besitzt, ist es wahrscheinlich, dass die Regulation
der PKB Uber einen anderen Weg, z.B. durch die vorgeschaltete PI3K verlauft. Eine
Hemmung der PI3K unter dem Einfluss der cAMP-erhdhenden Substanzen ist bereits

nachgewiesen worden (Berelout et al., 2004).

Auch bei Hemmung der PKB lasst es sich nicht genau erklaren, warum Flolan
(Prostaglandin-l;), jedoch nicht PG-E; zu Hemmung der fMLP-induzierten
Phosphorylierung der PKB fuhrt. Interindividuelle Unterschiede kbnnen genauso wie
bei der Hemmung der p42/p44 MAPK und der p38 MAPK eine entscheidende Rolle

spielen.

P38
/ A cAMP <— Flolan
fMLP \ '

PI3K wmmp PKB

Abbildung 6.2.2 Moglicher Weg, wie Flolan fMLP-induzierte Phosphorylierung der
PKB und der p38 MAPK hemmen kann.
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7. Zusammenfassung

Neutrophile Granulozyten sind wichtige Effektorzellen des menschlichen
Immunsystems. Eine Suppression der Neutrophilen Granulozyten kann zur
Immundefizienz mit der Gefahr der Entstehung von bakteriellen Infektionen und
malignen Tumoren filhren, eine Uberstimulation dieser Zellen ist jedoch an der
Pathogenese von kardiovaskularen Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen
beteiligt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden aktivierende und hemmende Signalwege
untersucht, die fur zuklnftige Strategien in der Pravention und Therapie von
Erkrankungen mit Beteiligung Neutrophiler Granulozyten eine wichtige Rolle spielen

konnten.

Neutrophile Granulozyten enthalten das Signalprotein VASP in hoher Konzentration.
VASP st ein bereits gut charakterisiertes Substrat der cAMP- und der cGMP-
abhangigen Proteinkinasen (cAMP- und cGMP-PK), einer Gruppe von Kinasen,
welche Zelladhasion, Zellmigration und Zellteilung regulieren.
Phosphorylierungsversuche mit cAMP-erhdhenden Substanzen ergaben eine
rasche, reversible Phosphorylierung des Proteins VASP an Serin-157 und an Serin-
239 in intakten humanen Neutrophilen Granulozyten. Versuche mit cGMP-
erhdhenden Substanzen zeigten ebenfalls eine Phosphorylierung an Serin-157,

jedoch keine Phosphorylierung an Serin-239.

Basierend auf der Methode der Immunfluoreszenz wurde gezeigt, dass VASP bei der
Adhasion Neutrophiler Granulozyten an Serin-157 und an Serin-239 bereits maximal
phosphoryliert wird. Nach zusatzlicher Stimulation mit PG-E zeigte sich kein weiterer

Anstieg der Phosphorylierung in adharierten Neutrophilen Granulozyten.

Zahlreiche chemotaktische Faktoren wie fMLP fuhren zur Phosphorylierung der
p42/p4d4d MAPK, der p38 MAPK sowie der Proteinkinase B (PKB). Diese
intrazellularen  Signalmolekule  spielen eine zentrale Rolle bei der
Neutrophilenaktivierung. Da es bereits Hinweise auf die hemmenden Einflisse von
Vasodilatatoren auf die Aktivierung Neutrophiler Granulozyten gab, wurde in der
vorliegenden Arbeit der Einfluss von cAMP- und cGMP-erhéhenden Substanzen auf
die fMLP-induzierte Aktivierung der p42/p44 MAPK, der p38 MAPK sowie der PKB

94



7. ZUSAMMENFASSUNG

untersucht. Prostazyklin |, ein physiologischer cAMP-erhdhender Vasodilatator,
flhrte zur signifikanten Hemmung der fMLP-induzierten p42/p44 MAPK, der p38
MAPK sowie zur Phosphorylierung der PKB. Der NO-freisetzende und cGMP-
erhdhende Vasodilatator Natriumnitroprussid zeigte jedoch keinen Einfluss auf die
fMLP-induzierte Aktivierung dieser Signalmolekile. Physiologisch vorkommende
cAMP-erhdhende Substanzen besitzen im menschlichen Korper eine wichtige
regulatorische Funktion, die Neutrophile Granulozyten vor der ,Uberstimulation*

bewahren.

Diese Ergebnisse zeigen, dass cAMP- und cGMP-erhéhende Vasodilatatoren
intrazellulare Signalkaskaden der Neutrophilen Granulozyten regulieren, wobei
insbesondere den cAMP-regulierten Signalkaskaden eine grol3ere Bedeutung in der

Hemmung Neutrophiler Granulozyten zukommt.
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