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1. Einleitung

Spezialisierte Verbindungen werden bei vielen Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten in
allen Geweben gebildet, sind jedoch bei Epithelien von herausragender Bedeutung. Eine
besondere Beachtung gilt hier den Tight Junctions (TJ), die epitheliale Zellen so
miteinander verbinden, dass durch ihre Barrierefunktion selbst niedermolekulare
Bestandteile an einem Durchtritt gehindert werden kénnen und eine Polarisierung in ein
apikales und basolaterales Milieu entstehen kann (1 - 3).

Im Gegensatz zu dem lange angenommenen Modell der Tight junctions als statische
Barriere zur Verhinderung eines parazelluldren Transportes, lassen neuere Ergebnisse
TJ als Elemente erscheinen, die sich durch eine hohe Dynamik auszeichnen (4, 5). Von
Interesse sind hierbei nicht nur die Signaltransduktionwege, sondern auch die
Beobachtung der Qualitat der Verbindungen und der Einfluss einzelner Substanzen auf
die TJ.

Theoretischer und empirischer Hintergrund

In den letzten Jahren wurden etwa 40 verschiedene Proteine entdeckt, die an der
Bildung der TJ von Epithelien, Endothelien und myelinisierten Zellen beteiligt sind (6,
7). Diese Proteine werden in transmembrane Proteine und Plaqueproteine unterteilt (8).
Eines dieser Proteine ist Occludin, welches 1993 das erste Mal beschrieben wurde (9)
und dessen Namensgebung auf das lateinische Wort ,,occludere®, verschlielen
zurlckzufuhren ist. Occludin besitzt vier Transmembrandomanen, zytoplasmatische
Stickstoff-(N)- und Carboxyl-(C)-Enden, einen intrazellularen Loop und zwei
extrazellulare Loops. Occludin und andere transmembrane Proteine wie Claudin und so
genannte JAMs (Junction Adhesion Molecules) sind fiir eine Klettverschlussartige
Verbindung der Zellen verantwortlich (10). Occludin besteht aus 522 Aminosauren und
hat ein Molekulargewicht von 55.9 kDa (10). Mit dem intrazelluldaren Carboxylsegment
bindet Occludin direkt an ZO-1 (11, 12), einem TJ Protein, welches den
Plaqueproteinen angehoért. Durch diese Bindung wird die Lokalisation der TJ bestimmt
(10). ZO-1, dessen Name sich von der lateinischen Abkurzung fur zonulae occludentes
herleitet, wird zu den MAGUK (Membrane associated guanylate kinase homologues)
Proteinen gezéhlt und hat ein Molekulargewicht von 210-225 kDa (13). ZO-1 ist



vernetzt mit Aktin und verbindet somit die TJ mit dem Zellzytoskelett in einer
Ankerfunktion (8, 14). ZO-1 wurde in subkonfluenten Zellen im Nucleus gefunden.
Bisherige Ergebnisse weisen darauf hin, dass sie an der Organisation der Zellkontakte
beteiligt sind; ein Regulationsmechanismus im Zellzyklus und eine Beteiligung an der
Genese von Brustkrebs wird angenommen (15 - 17). Eine schematische Darstellung
einiger TJ Proteine liefert die Abbildung 1.
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung einiger TJ Proteine und ihrer Vernetzung, aus: Gonzalez-
Mariscal, L. MAGUK proteins: structure and role in the tight junction, Semin Cell Dev Biol. 2000 Aug;
11(4).

Signalkaskade

Neben der Suche nach TJ Bausteinen steht gleichzeitig die Erforschung von
Regulationsmechanismen fur Bildung, Zusammenbau und Instandhaltung der TJ im
Vordergrund. Diese Mechanismen sind noch nicht vollstandig aufgeklart. Jedoch ist
bekannt, dass diese durch klassische second Messenger und Uber Signalkaskaden
beeinflusst werden (18 - 20). Die Permeabilitit kann zum Beispiel Uber die
Phosphorylierung von Tyrosin- und Serin/Threoninresten reguliert werden (21). Viele
Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Proteinkinase C (PKC), eine Familie von
Serin/Threoninkinasen, an der Regulation der TJ beteiligt ist (22 — 25). Entdeckt wurde
die PKC 1977 als eine proteolytisch aktivierbare Proteinkinase (26). Inzwischen sind in
der Familie der PKC elf verschiedene Subtypen bekannt, die in drei Gruppen eingeteilt
werden: die konventionellen (conventional) PKC (cPKC: a, BI, BII, y), die neuen

(novel) PKC (nPKC: 9, €, 1, 6, p) und die atypischen (atypical) PKC (aPKC: {, M) (.



Abb. 1.2) (27, 28). Die cPKC benctigen Diacethylguanin, Calcium und
Phosphatidylserin fur ihre Aktivierung, nPKC sind dagegen calciumunabhédngig und
aPKC bendétigen lediglich Phosphatidylserin (29).

Um cPKC zu aktivieren sind heute zwei Moglichkeiten bekannt: die rezeptorvermittelte
Produktion von Diacylglycerol (DAG) durch rezeptorassoziierte G-Proteine und die
phorbolesterinduzierte direkte pharmakologische Aktivierung. Tumorbegunstigende
Phorbolester wie 12-o-tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA, auch als PMA in der
Literatur bekannt) besitzen eine molekulare Struktur wie DAG, so dass TPA im
Experiment substituierend fur DAG eingesetzt werden kann. Beide flihren zu einer
gleichen Strukturveranderung und einer membranassoziierten Translokation. Auf3erdem
wurde eine Aktivierung der cPKC durch Vitamin D3 oder durch cis-ungesattigte
Fettsduren wie z.B. die Arachidon- und Linolensédure beobachtet (29, 30).

Die nPKC werden spezifisch durch Phosphatidylinositol und Phorbolester aktiviert (31,
29). Die Aktivierungsmechanismen von aPKC sind bislang nur zum Teil, z.B. durch
Ceramide beschrieben (32).

Der PKC nachgeschaltet ist eine Vielzahl von Substraten bekannt, zu denen neben
vielen Enzymen auch Proteine des Cytoskeletts und des Kerns gehodren (29). Bei der
Regulation von Zonulae adherentes, einer Form der Zell-Zellkontakte neben den Tight
Junctions, wurde die Signalweiterleitung von PKC tber MEK1 (mitogen-activated
protein kinase kinase) mit folgender Phosphorylierung der MAPK (mitogen-activated
protein kinase) gefunden (33). Die MAPK besteht aus drei Superfamilien, der p42/44
MAPK, der p38 MAPK und der c-Jun NH,-terminal Kinase (JNK) (34). Ein anderer
Weg der MEK flihrt Uber ERK1/2, was zur Stimulation von Transkriptionsfaktoren
fuhrt (35).

Zur Untersuchung diese Signalkaskaden kdnnen einige etablierte Inhibitoren eingesetzt
werden. Die im Folgenden beschriebenen Inhibitoren werden in den Abbildungen 1.2
und 1.3 schematisch dargestellt. GF 109203X entspricht Bisindolylmaleimide | und
hemmt selektiv PKC a, BI, PIL, v, 9, € Isoenzyme (36). Der Inhibitor U0126 [1,4-
Diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-aminophenylthio]-butadien] ist ein potenter spezifischer
Hemmstoff von MEK2 bei geringer Konzentration und inhibiert bei hoher
Konzentration auch MEK1 (37). PD98059 [2°-Amino-3"-methoxyflavon], ein
Flavonabkommling wird als Inhibitor von MEK1/2 eingesetzt (38). SB202190 [4-(4-



Fluorophenyl)-2-(4-hydroxyphenyl)-5-(4-pyridyl)-1H-imidazol] ist ein spezifischer
Inhibitor der p38 MAPK, jedoch ohne die ERK und JNK MAPK zu hemmen,
SB203580 [4-(4-fluorophenyl)-2-(4-methylsulfinylphenyl)-5-(4-pyridyl)imidazol]
hemmt ebenfalls die p38, aber keine JINK MAPK und p42 MAPK (39). Der Hemmstoff
SB202474  [4-Ethyl-2-(p-methoxyphenyl)-5-(4'-pyridyl)-1H-imidazol]  wird  als
Negativkontrolle fir MAPK-Inhibitorstudien eingesetzt (40). Hispidin ist ein potenter
Inhibitor der PKC B-Isoenzyme (41). Ro-31-8220 [1-[3-(Amidinothio)propyl-1H-
indoyl-3-yl]-3-(1-methyl-1H-indoyl-3-yl)maleimidmethansulfonat] hemmt die PKC
Isoenzyme Dbei gleichzeitiger Aktivierung der MAPK JNK (36). Resveratrol, ein
Phytoalexin, welches zu den Polyphenolen zdhlt und unter anderem in Weintrauben,
Himbeeren, Maulbeeren, Pflaumen, Erdnussen, weissen Lilien und im Japanischen
Staudenkndterich  nachgewiesen werden konnte (115), wird als Inhibitor der
phorbolesterinduzierten ERK1/2-Aktivierung tber NF-kB eingesetzt (42). In-vitro-
Studien mit Resveratrol haben Hinweise auf eine mdgliche Wirksamkeit gegen
Krebszellen und einen proapoptotischen Effekt erbracht (116, 117); andere
Untersuchungen mit Resveratrol zeigten positive Effekte bei Arteriosklerose und
Herzerkrankungen (118), bei Infektionen (119) und bei der Alzheimer-Krankheit (120).
In weiteren Studien zeigte Resveratrol insulinspiegel- und bei Hyperglycamien
blutzuckersenkende Wirkungen (121, 122).

Ein weiterer Inhibitor ist das PKCe-Inhibitorpeptid, das als Hemmstoff bei

phorbolesterinduzierter PKCg eingesetzt werden kann (43).
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Subtypen der PKC und ihrer Inhibitoren
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der PKC-Signalkaskade flussabwarts mit einigen

Inhibitoren/Aktivatoren

Exogene Faktoren

Neben der Untersuchung der Signalweiterleitung in epithelialen Zellen zu den TJ ist
auch die Reaktion der TJ auf exogene Faktoren von Interesse. Da das Darmepithel
vielen verschiedenen Einflissen ausgesetzt ist, liegt besonderes Augenmerk auf denen
mit pathophysiologischem Wert. Dabei hat sich gezeigt, dass vor allem die epitheliale
Polaritét eine signifikante Rolle in der Abwehr von Infektionen spielt und dass unter
Anderem mikrobielle Faktoren fur eine Zerstérung der Integritdt und damit auch der
Polaritat sorgen konnen (44, 45). Es wurde zum Beispiel eine Helicobacter pylori-
toxininduzierte Polaritatsstérung beschrieben, die Gber die PKC vermittelt ist und neben
einem Abfall des TER zu einer Dislokation von ZO-1 fiihrt (46). Auch das Clostridium
difficile-Toxin B, das Enterotoxin von Vibrio cholerae und die Elastase von
Pseudomonas aeruginosa fiihren zu einer Barrierefunktionsstérung des Darmepithels

(47 - 49). Doch nicht nur bakterielle Toxine und Enzyme, sondern auch bakterielle



Komponenten wie Oberfldchenantigene sind féhig, die Integritat des Epithels zu storen
und als Kofaktor bei entziindlichen Reaktionen zu wirken; beispielsweise ist ein Anstieg
der Permeabilitdt durch Lipopolysaccharide (LPS) oder eine proinflammatorische
Wirkung von LPS und Lipoteichonsauren (LTA) beschrieben worden (50, 51). Die
Signaltransduktion dieser bakteriellen Bestandteile erfolgt (ber Aktivierung
verschiedener TLR (toll-like receptors) der Zelle, welche zum angeborenen
Immunsystem gehéren (130).

Neben bakteriellen Einfliissen kdnnen auch viele andere Substanzen die Permeabilitat
der TJ modulieren, so zum Beispiel auch inflammatorische Cytokine (52).
Proinflammatorische Cytokine, zum Beispiel Tumor Nekrose Faktor a (TNFa) und
Interferon y (IFNy) spielen eine wichtige Rolle bei der Unterhaltung chronisch
entzindlicher Darmerkrankungen bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. Bislang ist
bekannt, dass erhohte Werte von TNFa und IFNy zu einer Zunahme der intestinalen
Permeabilitat und zu einer Abnahme der ZO-1 Menge fuhren (53 - 55). Es wird auch
beschrieben, dass proapoptotische Effekte von TNFa und IFNy zu einer Zerstérung der
Barrierefunktion fuhren (56).

Eine andere Substanz, die bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und anderen,
systemischen Entzindungen auf das Darmepithel einwirken kann, ist Hydrocortison
(=Cortisol), welches als antiinflammatorisches bzw. immunsuppressives Medikament
unter anderem eingesetzt wird, um die zelluldre Integritdt zu schiitzen, um die Synthese
von Cytokinen (auch von TNFa und IFNy) zu unterdriicken und um die Proliferation
von lymphatischen Zellen zu drosseln (57). In anderen Organen, zum Beispiel in der
weiblichen Brustdriise und in Gehirnendothelien fuhrt erhéhtes Hydrocortison zu einer
Abnahme von locherigen (leaky) TJ und zur Verminderung der Permeabilitat (58, 59).
Neben einem medikamentdsen Eingreifen in Krankheiten stehen dem Korper auch
eigene Abwehrmechanismen und unterstiitzende Abwehrvorgange zur Verfligung. Einer
der unterstiitzenden Abwehrvorgange ist die Sollwertverstellung der Kdrpertemperatur
auf ein hoéheres Niveau, z.B. durch eine Steigerung der Prostaglandinsynthese bei der
Akute-Phase-Reaktion (60, 61). Das entstehende Fieber kann tber eine Beschleunigung
biochemischer Reaktionen eigene Abwehrmechanismen unterstutzen. Hierbei gilt die
Van’t-Hoff-Regel: Bei einer Erhohung von 10°K nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit

um das zwei- bis dreifache zu (62). Bei Fieberversuchen an TJ einer in-vitro



Bluthirnschranke kommt es zu einer Stérung der TJ mit Verdnderung des ZO-1
Transkriptlevels (63).



Ziel der vorliegenden Untersuchung

TJ im Darmepithel spielen als selektive Barriere eine wichtige Rolle in der Integritét
und Funktionalitdit des Darms. Ziel der vorliegenden Arbeit war einerseits die
Untersuchung der Signalkaskade der TJ, um Regulationsmechanismen und mdogliche
Angriffspunkte festlegen zu kénnen, andererseits wurden Verénderungen an TJ durch
endogene und exogene Faktoren untersucht, um zur Aufklarung pathophysiologischer

Vorgange an TJ beitragen zu kénnen.



2. Material und Methoden
2.1 Zellen und Zellkulturexperimente

Verwendete Zellinie

Fur die Experimente wurden Zellen der Zelllinie T84 der American Type Culture
Collection (CCL-248) verwendet. Diese Zelllinie wurde aus einer menschlichen
Kolonkarzinommetastase in den Lungen gewonnen. Sie wéchst als Monolayer und

bildet Tight Junctions aus.

Zellkulturexperimente

T-84 Zellen wurden entweder auf Filterinserts (Falcon von BD, Heidelberg, Poren:
1um, Oberflache pro Insert: 4,2 cm?, 6er Wells, Nr. 353102) oder 25 cm?
Zellkulturflaschen (Falcon von BD, Heidelberg) in Ham’s Nutrient Mixture F12 und
Dulbecos Modified Eagle Medium (DMEM) Kulturmedien (Invitrogen, Karlsruhe) in
einem Verhaltnis von 1:1 Kkultiviert, denen 5% Vol. FBS, 2% (Penicillin/Streptomycin,
Gibco, Karlsruhe) und 2,5 mM Glutamin (Gibco, Karlsruhe) zugesetzt war. Auf die
Inserts wurden 5*10° Zellen, in den 25 cm? Kulturflaschen wurden jeweils 1*10° T-84
ausgesédt. Die Kultur der Zellen erfolgte bei 37°C und 5% CO,. TPA (0,1uM
Calbiochem, Darmstadt), Zellkaskadeninhibitoren: GF 109203X (0,5uM, Calbiochem,
Darmstadt), SB 202474, U0126, PD98059 SB202190, SB 203580 (jeweils 10uM,
Calbiochem, Darmstadt), Hispidin (100pM, Calbiochem, Darmstadt, RO-31-8220
(0,1uM, Calbiochem), Resveratrol (0,1 mM, Calbiochem), PKCglnhibitorpeptid
(150pg/ml, Calbiochem), LPS S. thyphimurium (10ug/ml Sigma-Aldrich, Schnelldorf),
LTA Str. faecalis (10ug/ml Sigma-Aldrich, Schnelldorf), LTA S. aureus (10ug/ml
Sigma-Aldrich), DNA E.coli (50pg/ml Sigma-Aldrich), TNFo (10pg/ml, Sigma-
Aldrich), IFNy (100U/ml, Sigma-Aldrich), Hydrocortison (500nM, 1pM Sigma-
Aldrich), wurden in den jeweiligen Experimenten dem serumfreien Medium zugefiigt,
die Zellen bei 37°C und 5% CO, inkubiert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten
weiterbehandelt. Bei den Fieberversuchen wurden die Zellen nach Anzucht tber 24 h
bei 42°C bzw. bei 37°C weiterkultiviert.

Alle Experimente wurden jeweils 3-fach durchgefiihrt.



Bei jedem Experiment wurden Zellen als Kontrolle in einfachem Medium mitgefihrt
und zeitgleich zu den Experimenten weiterbehandelt.

2.2 Messung des transepithelialen Widerstandes (TER)

Fur die Messung des transepithelialen Widerstandes (TER: trans-epithelial Resistance)
wurden die inkubierten Inserts zum jeweiligen Zeitpunkt 3-fach mit PBS gewaschen
und dann in einem PBS-Medium, das mit MgSO4*H20 (0,226 g/l) und CaCI2*H20
(0,15g/1) angereichert wurde, in der Endohm 24 Kammer (WPI, Berlin) gemessen. Ein
Leerwert wurde mit einem unbehandelten Insert ermittelt. Die Messung erfolgte in 3-

fachem Ansatz. Bei jedem Experiment wurden Mediumkontrollen mitgefiihrt.

2.3 Doppelte Immunfluoreszenzfarbung

Die auf den Inserts (Falcon, Heidelberg) gewachsenen Zellen wurden mit Methanol
(-20°C) fur 5 Minuten fixiert, mit PBS (Raumtemperatur) rehydriert und gewaschen und
anschlieBend mit 0,25% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) in PBS Ulber 10 Minuten
permeabilisiert. Nach erneutem Waschen mit PBS erfolgte das Blocken unspezifischer
Antikorperbindungsstellen mit 1% BSA (Dade, Behring, Marburg) in PBS uber 30
Minuten. Der primédre ZO-1 Antikorper (BD Biosciences, Heidelberg) wurde in einer
Konzentration von 1ug/ml in 1% BSA in PBS zugegeben und tber 2 Stunden bei 4°C
inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS wurde fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur ein mit
Cy3 gelabelter sekundérer Antikorper GaM (goat anti mouse; Jackson IR, West Grove,
USA) 2,5ug/ml in 1% BSA in PBS zugegeben. Danach wurden die Inserts wieder
mehrfach mit PBS gewaschen und mit einem FITCkonjugierten Occludin-Antikdrper
(Zymed, San Francisco, USA) in der Konzentration 2pg/ml in 1% BSA/PBS fir weitere
1,5 Stunden inkubiert und anschlieend mit PBS gewaschen.

Die Membranen wurden im Anschluss mit einem Skalpell aus den Plastikwells
ausgeschnitten, der Zellrasen mit dem Antifading-Medium Mowiol (Calbiochem,
Darmstadt) mobilisiert und mit Kaisers Reagenz (Vectashield Mounting Media, Vector
Laboratories, Merck, Darmstadt) auf einem Objekttréger fixiert. Die gefarbten Préparate

10



wurden mit einem konfokalen Mikroskop (Nikon Eclipse 1, Dusseldorf) untersucht und
digital photographiert.

2.4 Tagman® Sonde / Real-time RT-PCR-Sonden

Die Sonden wurden mit der Hilfe des Beacon Designers 2.1 (Premier Biosoft, Palo
Alto, USA) erstellt. Diese Sonden wurden ausgehend von Oligonucleotiden der Firma
MWG (Ebersberg) synthetisiert.

Verwendet wurden die Sonden zur Ermittlung des DNA-Transkriptionslevels der cDNA
in der real-time RT-PCR.

Die Sonden wurden am 5"Ende mit FAM bzw. am 3"Ende mit TAMRA gelabelt.

Fur ZO-1 wurde folgende Sonden/Primerkombination eingesetzt:

Sonde 5-CACCAGCCAGCCGCAAACCCACA-T
forward primer 5-ATGGTG TCC TACCTAATT CAACTCAT -3
reverse primer 5-GCC AGCTACAAATATTCCAACATCA-3
und fur Occludin folgende:

Sonde 5-CTC ATC ACAGGACTCGCCGCCAGTTG-3
forward primer 5—-AAG GTC AAA GAG AAC AGAGCAAGA-Y3
reverse primer 5-TATTCCCTGATCCAGTCCTCCTC-3".

Fur das Housekeepergen GAPDH wurde eine vorgefertigte 5°'Ende VIC/3"Ende
TAMRA gelabelte Tagman®Sonde samt ihrer Primer verwendet (Applied Biosystems,
Darmstadt).

FAM bzw. VIC agieren am 5°-Ende der Sonde als Reporterfarbstoff und werden bei
intakter Sonde durch den zweiten Fluoreszenzfarbstoff (TAMRA) am 3"-Ende
gequencht; beim Abbau der Sonde durch die PCR kommt es zu einer Zunahme des
Reporterfarbstoffsignals. Je stdrker dieses Signal ist, umso hoher war der
Transkriptionslevel der Probe.
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25.1 RNA Extraktion und Aufreinigung

Zum jeweiligen Zeitpunkt wurde bei den Experimenten die Gesamt-RNA aus der
adharent wachsenden Zellfraktion extrahiert. Daflir wurde das N&hrmedium abgesaugt
und Trifast (Peglab, Erlangen) auf die Zellen gegeben (1 ml pro 25 cm?
Zellkulturflasche, 1 ml pro Insert). Noch adhérente Zellen wurden mit einem
Zellschaber gel6st und das Lysat in EppendorfgefaRe Gberfihrt. Es wurde Chloroform
(Sigma-Aldrich) zugesetzt (pro ml Trifast 0,2ml Chloroform), kraftig geschattelt und
fur 15 Sekunden gevortext. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten wurden die
Proben bei 13000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Die nun entstandene gelbliche wassrige
Phase wurde in ein neues Eppendorfgefal Gberfihrt (mind. 0,5 ml) und mit 0,5 ml
Isopropanol versetzt. Das Gemisch wurde kurz gevortext und bei Raumtemperatur fur
15 min inkubiert, so dass es zur Ausfallung der Nucleinsduren kam. Es folgte erneut
eine Zentrifugation tber 10 min (13000rpm, 4°C), bei der sich ein DNA/RNA-Pellet
bildete. Nach Abziehen des Uberstandes wurde das Pellet zweifach in 1ml 75% Ethanol
durch Vortexen gel6st und wieder abzentrifugiert (jeweils 5 min bei 13000rpm und
4°C).

Das DNA/RNA-Pellet wurde anschlie3end fiir 5 min bei Raumtemperatur getrocknet
und in 100pl DEPC-H20 sorgfaltig gelost.

Es folgte die RNA-Aufreinigung und DNAse Behandlung mit Hilfe des RNeasy-Kits
(Qiagen, Hildesheim): Die verwendeten Puffer und die DNAse-Stocklésung sind
Bestandteile des RNeasy-Kits.

Zunéchst wurden die Puffer des Sets gebrauchsfertig gemischt, dabei wurde der RLT
Puffer mit beta-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) versetzt (10ul pro ml
Puffer) und das Pufferkonzentrat RPE wurde mit 4 VVol. abs. Ethanol angemischt.

Zum Binden an die Silica-Matrix wurden zu den 100ul RNA-L6sung 350ul RLT Puffer
gegeben und gut gemischt, im Anschluss erfolgte die Zugabe von 250 pl 100% Ethanol
und nach sorgféltigem Mischen wurde das gesamte Volumen auf RNeasy-column
pipettiert. Es folgte die Zentrifugation Gber 30 sek bei 13000rpm und Raumtemperatur,
anschlieBend wurde das Eluat verworfen. Es wurden 350 pl RW1 Puffer auf jede Séule
gegeben und erneut 30 sek zentrifugiert (30 sek, 13000rpm) sowie das Eluat verworfen.
Nun folgte der DNAse Verdau indem jeder Sdule 80ul DNAse Mix zugegeben und Gber
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30 min bei Zimmertempertur inkubiert wurde. Dieser Mix bestand aus DNAse Stock
Losung und RDD Puffer im Verhaltnis 1:7 und musste vorsichtig gemischt werden.
Danach folgten die Zugabe von 350 pul RW1 Puffer und erneute Zentrifugation (30 sek,
13000rpm). AnschlieBend wurde die Séaule in ein neues Gefal} gesetzt und zweimal mit
500 pl RPE Puffer gewaschen, zentrifugiert und das Eluat verworfen. Die S&ule wurde
in ein Eppendorfgefal gesetzt, durch die Zugabe von 30 pl DEPC-H20 die RNA eluiert
und durch Zentrifugieren die isolierte und gereinigte RNA im Eppendorfgefald

aufgefangen und bei -80°C eingefroren.

2.5.2 cDNA-Synthese

Um eine einheitliche Menge an RNA einzusetzen wurden die Proben in einem
Spectrophotometer (Ultrospec 2100 pro, Amersham Biosciences Europe, Freiburg) bei
260 und 280 nm gemessen und das Volumen bestimmt, welches 2 pg RNA enthielt.
Dieses Volumen wurde flr die cDNA-Synthese eingesetzt, mit DEPC-H20 auf 10 pl
aufgefillt und bei 94°C Uber 5 min im GeneAmp® PCR-System 9700 (PE Applied
Biosystems, USA) denaturiert. Zu diesen 10 pl RNA wurden 10 pl Reaktionsmix
gegeben. Dieser Mix bestand aus 4 Teilen 5x First Strand Buffer, 1,5 Teilen 0.1M DTT,
1 Teil Reverse Transcriptase (200U/ul) (M-MLV-RT Set, Gibco Life Technologies,
Gaitherburg, USA), 2 Teilen 2.5uM dNTP (Gibco), 0,5 Teilen 40U/ul rekombinantem
RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega, Madison, USA) und 1 Teil (0.05ug/pl) N6/
Random hexamer primer (Promega, Madison, USA). Eine Negativkontrolle wurde
mitgeflhrt, die statt mit 10ul RNA Losung mit 10ul reinem DEPC-H20 angesetzt war.
Im GeneAmp® PCR-System 9700 (PE Applied Biosystems, USA) wurden die Proben
45 min bei 40°C gewérmt, gefolgt von einem Temperaturanstieg auf 94°C fur 5 min und
Abkuhlen der Proben auf 4°C. Die so synthetisierte cDNA wurde bei -20°C bis zum

weiteren Gebrauch aufbewahrt.
2.5.3 Real-Time PCR (nach der Rerversen Transkriptase)
Zuerst wurden die Reaktionsmixe fur die real-time PCR von humanGAPDH (Applied

Biosystems, Darmstadt), ZO-1 und Occludin angesetzt. GAPDH wurde bei allen
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Versuchen als Housekeeper mitbestimmt. Fir jeweils einen Ansatz wurde fir GAPDH
12,5 pl Absolut QPCR Master Mix (ABgene, Hamburg), 1,25 pl humanGAPDH-
Sondenmix [20x] (Applied Biosystems), 11,25 ul RNAse freies Wasser gemischt, flr
Z0O-1 bzw. Occludin wurde pro Ansatz 12,5 pl Absolut QPCR Master Mix [2X]
(ABgene, Hamburg), 2,5 ul forward primer, 2,5 pl reverse primer, 2,5 pul Sonde [20uM]
und 5 pl RNAse freies Wasser gemischt. Die GAPDH-Sonde war am 5°-Ende VIC, die
Sonden fur ZO-1 und Occludin waren am 5°- Ende FAM und alle am 3"-Ende TAMRA
gelabelt. Diese Reaktionsmixe wurden auf Eppendorfgefalie verteilt, pro Probe 96ul,
und mit jeweils 4ul DEPC-H20, Standard-DNA-L6sung oder Proben-cDNA-LGsung
aufgefillt. Die Standard-DNA-LGsung wurde aus gepoolter cDNA Ldsung angefertigt
und in einer Verdinnungsreine von 6 Stufen mitgefihrt. Diese Proben wurden
eingesetzt, um bei der Auswertung eine Standardkurve zu ermitteln. Bei GAPDH war
die Verdinnung von Standard zu Standard 1:4, bei ZO-1 und Occludin 1:2. Die
Eppendorfgefalle wurden kurz gevortext und dann 1 min bei 3000rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wurde die 96-Well Optical Reaction Plate (ABgene) nach festgelegtem
Schema, mit jeweils 25ul pro Well beftllt. Alle Werte wurden in Triplikaten bestimmt.
Es wurden Optical-Caps (ABgene) aufgesetzt und die Platte unter Lichtabschluss flr
24h bei 4°C gelagert. Kurz vor dem Start der real-time PCR wurde die Platte 1 min bei
1000rpm zentrifugiert und anschlieBend in den iCycler™ (Bio-Rad, Minchen)
eingesetzt. Der PCR Lauf wurde nach Eingabe der RNA-Starttranskriptwerte der
jeweiligen Standardkurve und des Protokolls gestartet. Aufgrund der Farbverteilung
mussten die Experimente auf zwei Platten durchgefiihrt werden. Auf die erste Platte
wurden GAPDH wund ZO-1 und auf die zweite Occludin aus denselben
Verdunnungsreihen und Proben pipettiert. Das Protokoll fir GAPDH/ZO-1 sah 40
Zyklen (je 15 sec bei 95°C und 1 min bei 60°C) vor. Es wurde bei der Wellenlange flr
VIC (530 nm) und FAM (490nm) parallel gemessen. Aufgrund der sehr
unterschiedlichen Wellenl&dngen war die Doppelauswertung fur VIC/FAM mdoglich. Die
Platte mit Occludinsonde durchlief das gleiche Protokoll, allerdings wurde nur bei der
Wellenldnge fir FAM (490nm) gemessen. FAM bzw. VIC als Reporterfarbstoff am
5-Ende wurden initial durch TAMRA am 3"-Ende durch die rédumliche Nahe
gequencht, was zu Beginn zu einer niedrigen Quantenausbeute und somit zu einem

schwachen Signal der Fluoreszenz fiihrte. Durch die Nuklease-Aktivitat der
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zugegebenen Tag-Polymerase wurden die Proben verstoffwechselt, so dass der
Reporterfarbstoff freigesetzt wurde und die Fluoreszenz zunahm, welche wéhrend der
PCR in ,,Echtzeit“ (real time) detektiert wurde. Die Differenz der Fluoreszenz im
Verlauf im Vergleich zur Startfluoreszenz reflektiert die Menge an degradierter
Hybridisierungsprobe (Sonde) und somit die relative Menge der initial vorhandenen
RNA-Transkriptionsmenge.

Die mittels der Standardkurven von der iCycler™-Software berechneten Daten fir die
RNA-Starttranskriptmengen wurden anschliefend in Microsoft Excel Gbertragen und
eine semiquantitative Auswertung durchgefiihrt: Zunéchst wurde der Quotient aus
Z0O-1/GAPDH bzw. Occludin/GAPDH Starttranskriptmenge fiir jede Probe gebildet
und zur Berechnung der relativen Veranderung des Transkriptionslevels wurden die
Quotienten fur behandelte Zellen durch die Quotienten der unbehandelten Mediumwerte
dividiert. Dabei wurde der jeweilige Zeitpunkt der Zellernte beachtet.

Die Experimente wurden 3-fach voneinander unabhangig wiederholt. Alle erhaltenen
Ergebnisse wurden zusammengefasst, statistisch ausgewertet und graphisch dargestellt.

Fur statistische Auswertungen wurde mit Sigmastat von SPSS Inc., San Rafael, USA

gearbeitet.
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3. Ergebnisse

3.1 Wirkungsweise der Proteinkinase C auf Transkription und Translation

von Occludin und ZO-1 mit Untersuchung des Transduktionsweges

3.1.1 Beteiligung der PKC an der Regulation des Transduktionsweges

Zunéchst wurde die Beteiligung der Proteinkinase C (PKC) an der Regulation der Tight
Junctions (TJ) Uberpruft. Dazu wurde der Phorbolester TPA (0,1 uM), welcher als
Analogon von Diacylglycerol (DAG) einige Isoenzyme der PKC stimuliert, den
Zellexperimenten beigeflgt und Gber 0,5h, 1h, 2h, 3h und 24h belassen. Bei diesen
Experimenten zeigte sich, dass eine signifikante (p<0,01) Abnahme des TER erst nach
24 h erfolgte (Abb. 3.1.1), dass TPA aber bereits nach 2 h zu einem signifikanten
Anstieg (p<0,05) der Transkriptmenge flihrte, der nach 3 bzw. 24 h noch groRer wurde
(Abb. 3.1.2).

Zeitlicher Veranderung des TER unter TPA-Zugabe
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Abbildung 3.1.1: Veré&nderung des transepithelialen Widerstandes in Abhédngigkeit des Phorbolesters
TPA. T84 wurden bis zur Konfluenz auf Inserts kultiviert und 0,5, 1, 2, 3 bzw. 24h mit TPA (0,1 puM)
apikal und basolateral inkubiert. Die Experimente wurden in 3-facher Ausfuhrung durchgefuhrt und auf
Medienwerte bezogen. Nach 24h kam es zu einem signifikanten Abfall des TER (**: p<0,01).
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Abbildung 3.1.2: Semiquantitative Bestimmung der ZO-1-/Occludin-Transkriptmente durch real-time
RT-PCR in Abhéngigkeit des Phorbolesters TPA. T84 Zellen wurden mit TPA (0,1 uM) tber 0,5h, 1, 2, 3
und 24h inkubiert. Auswertung der erhaltenen Werte unter der Bericksichtigung von GAPDH als
Housekeeper. Die Experimente wurden in 3-facher Ausfiihrung durchgefiihrt und auf Medienwerte
bezogen. (*: p<0,05,**: p<0,01)
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Abbildung 3.1.3: Zunehmende Dislokation der angefarbten TJ Proteine ZO-1 (Cy3) und Occludin
(FITC) in einer doppelten Immunfluoreszenzfarbung im konfokalen Mikroskop, bei der kultivierte T84
(A) Oh = Kontrolle, (B) 1h, (C) 2h und (D) 24h mit TPA (0,1 uM) inkubiert wurden. Die Bilder zeigen
eine Ubereinandergelegte Darstellung der beiden Filterbilder des identischen Gewebsausschnittes.

Zusammenfassend fuhrt die Enzymaktivierung durch TPA, die bereits nach 2h
signifikant ist, nach 24h zu einer Reduktion des TER. Auf Proteinebene wurde bereits
nach 1h ein diffuses Bild in der Immunfluoreszenz erkennbar, wobei ein normaler TER
vorlag. TPA stimuliert Gber die PKC die Transkriptionsrate, doch trotz zunehmender
Rate fuhrt dies schlieBlich zu einem Funktionsverlust der TJ tber 24h, was sich auch
mit dem zunehmend dislozierten Aussehen in der Farbung vereinen lasst. Eine groRe
Transkriptmenge garantiert nicht intakte TJ.

Das bedeutet, dass der Effekt der PKC Isoenzym-Aktivierung durch TPA direkt auf die
Anderung der Transkriptionsmenge gerichtet ist und nicht durch unfunktionelle Tight
Junctions bedingt wird, da diese Anderung vor einer TER-Veranderung einsetzt. TPA
stimuliert die konventionellen PKC Isoenzyme a, BI, BII, und y und die novel PKC
Isoenzyme 6 und € (1, 0), so dass der Signalweg iiber eines oder mehrere dieser

Enzyme verlaufen kann.

312 Wirkung verschiedener Zellkaskadeninhibitoren und Resveratrol

Zur genaueren Untersuchung der Signalkaskade zu ZO-1 und Occludin wurden T84
Zellen zusétzlich zu TPA (0,1 pM) mit Resveratrol (0,1 mM) und verschiedenen
Inhibitoren (GF109203X (0,5uM); U0126, PD 98059, SB202190, SB203580,
SB202747  (jeweils  10uM);  Hispidin  (100uM); RO0-31-8220 (0,1uM);
PKCelInhibitorpeptid (150ug/ml)) ber 24h inkubiert.

Bei der Koinkubation von SB202190, SB203580, SB202474, Hispidin und
PKCeTranslokationsinhibitorpeptid kam es zu keiner signifikanten Anderung in Bezug
auf die Inkubation mit TPA alleine, weder im TER noch bei der real-time RT-PCR
(Abb. 3.1.4 und 3.1.5).

Unter Koinkubation von TPA mit dem Inhibitor Ro-31-8220 wurde nur die Anregung
der Transkriptionsrate von ZO-1 durch TPA signifikant nivelliert, unter Inkubation von
Resveratrol mit TPA wurde die Induktion der Transkription von ZO-1 und Occludin im

Vergleich zur TPA Einzelinkubation signifikant vermindert.
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TER nach 24h unter Zugabe von TPA plus Inhibitoren
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Abbildung 3.1.4: Verdnderung des transepithelialen Widerstandes durch TPA unter Zugabe von
Zellkaskadeninhibitoren. T84 wurden bis zur Konfluenz auf Inserts kultiviert und 24h mit TPA (0,1 uM)
bzw. mit 24 h mit TPA (0,1 uM) plus Inhhibitor (GF109203X: 0,5uM; U0126, PD 98059, SB202190,
SB203580, SB202747: 10uM; Hispidin: 100uM; RO-31-8220: 0,1uM; Resveratrol: 0,1 mM,;
PKCelnhibitorpeptid: 150pg/ml) apikal und basolateral inkubiert. Die Experimente wurden in 3-facher
Ausfuhrung durchgefihrt und auf Medienwerte bezogen. Die Werte GF109203X+TPA, U0126+TPA
und PD98059+TPA unterscheiden sich signifikant von den Werten der Experimente mit TPA alleine
(*: p<0,05;**: p<0,01).
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Modulation der ZO-1-/Occludinexpression durch TPA plus Inhibitoren
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Abbildung 3.1.5: Semiquantitative Bestimmung der ZO-1-/Occludin-Transkriptmengen durch real-time
RT-PCR in Abhangigkeit des Phorbolesters TPA bzw. TPA und Inhibitoren. Kultivierte T84 Zellen
wurden mit TPA (0,1 pM) bzw. mit 24 h mit TPA (0,1 uM) plus Inhhibitor (GF109203X: 0,5uM; U0126,
PD 98059, SB202190, SB203580, SB202747: 10uM; Hispidin: 100uM; RO-31-8220: 0,1uM;
Resveratrol: 0,1 mM; PKCglnhibitorpeptid: 150ug/ml) apikal und basolateral iiber 24h inkubiert.
Auswertung der erhaltenen Werte unter der Berlicksichtigung von GAPDH als Housekeeper. Die
Experimente wurden in 3-facher Ausfuhrung durchgefiihrt und auf Medienwerte bezogen. Die
Signifikanzen beziehen sich auf den Wert der alleinigen Inkubation mit TPA (*: p<0,05;**: p<0,01).

Die Verwendung von GF109203X, U0126 und PD98059 mit TPA zusammen fihrte bei
der Messung des TER zu signifikant hdheren Werten als bei der Inkubation mit TPA
alleine. Die Werte lagen im Bereich der Kontrollwerte der nur mit Medium behandelten
Zellen. Bei der Auswertung der real-time RT-PCR waren die Transkriptmengen bei
GF109203X, U0126 und PD98059 mit TPA signifikant kleiner als bei Induktion nur
durch TPA. Um eine Eigenwirkung von diesen drei Inhibitoren zu untersuchen, wurden

Experimente ohne Zugabe von TPA durchgefihrt.
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Bestimmung des TER nach Zugabe von
Inhibitoren
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Abbildung 3.1.6: Messung des transepithelialen  Widerstandes unter ~ Zugabe von
Zellkaskadeninhibitoren. T84 wurden bis zur Konfluenz auf Inserts kultiviert und 24h jeweils mit den
Inhibitoren GF109203X (0,5uM), U0126 und PD 98059 (jeweils 10uM) apikal und basolateral inkubiert.
Die Experimente wurden in 3-facher Ausfiihrung durchgefiihrt und auf Kontrollwerte bezogen.
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Abbildung 3.1.7: Semiquantitative Bestimmung der ZO-1-/Occludin-Transkriptmenge durch real-time
RT-PCR in Abhéngigkeit von Inhibitoren. Kultivierte T84 Zellen wurden apikal und basolateral Uber 24h
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mit den Inhibitoren GF109203X (0,5uM), U0126 und PD98059 (jeweils 10uM) inkubiert. Auswertung
der erhaltenen Werte unter der Beruicksichtigung von GAPDH als Housekeeper. Die Experimente wurden
in 3-facher Ausflihrung durchgefiihrt und auf Medienkontrollwerte bezogen. Die Induktion von Occludin
durch PD98059 war signifikant erhoht, die ZO-1 Transkriptionsrate durch GF109203X signifikant
erniedrigt mit *: p<0,05.

Bei diesen Experimenten wurde der TER durch die Inkubation der Inhibitoren
GF109203X, U0126 und PD98059 alleine nicht beeinflusst (Abb. 3.1.6). Bei der
Auswertung der Modulation der Transkriptionsmenge von ZO-1 und Occludin zeigte
sich, dass U0126 keinen Einfluss auf die Experimente hatte, jedoch der Inhibitor
PD98059 zu einer signifikanten Erhdhung der Transkriptionsmenge von Occludin
fihrte und GF103209X die Induktion von ZO-1 verminderte (Abb. 3.1.7).

In der Immunfluoreszenz der Experimente mit TPA und Inhibitoren zeigte sich bei der
Inkubation mit GF109203X und bei der Kombination von U0126 mit TPA ein
unauffélliges Bild. Allerdings war in den Kombinationen GF109203X mit TPA und
PD98059 mit TPA eine deutliche morphologische Veranderung im Sinne einer
Faltelung der Tight Junctions zu sehen, ohne Dislokation der angefarbten Proteine
(Abb. 3.1.8).
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Abbildung 3.1.8: Darstellung der TJ Proteine ZO-1 (Cy3) und Occludin (FITC) in einer doppelten
Immunfluoreszenzfarbung im konfokalen Mikroskop, bei der kultivierte T84 jeweils (iber 24h inkubiert
wurden mit (A) GF109203X (0,5uM), (B) GF109203X (0,5uM)+TPA (0,1 pM), (C) U0126 (10uM )+
TPA (0,1 uM) und (D) PD98059 (10uM)+TPA (0,1 uM). Die Bilder zeigen eine Ubereinandergelegte
Darstellung der beiden Filterbilder des identischen Gewebsausschnittes. Der Inhibitor GF109203X alleine
und die Kombination aus U0126+TPA liefern ein Bild ahnlich Kontrollfarbungen s. Abb.4 A. Unter den
Kombinationen GF109203X+TPA und PD98059+TPA zeigen die gefarbten Proteine starke Faltelung.

Zusammengefasst wirken der Inhibitor Ro-31-8220 und Resveratrol partiell hemmend
auf die Enzymaktivierung durch den Phorbolester TPA, dies kdnnte auf eine Fortleitung
der Signalkaskade tiber MAPK JNK oder tber ERK1/2 hinweisen. Die Zugabe von
SB202190 bzw. SB203580 zu TPA zeigte keine Wirkung auf TER und TPA assoziierte
Transkriptionsanderung, so dass eine Signaltransduktion tiber p38 MAP ausgeschlossen
werden kann (siehe auch Ubersichtsschema Abb. 1.3.). Der Inhibitor GF109203X wirkt
antagonisierend auf die Stimulation durch TPA, was eine Beteiligung der gehemmten
PKC Isoenzyme an der Signalkaskade nahe legt. Dies zeigt bestatigend der
Einzelversuch mit GF109203X, bei dem es durch die gehemmten Isoenzyme zu einer
Induktionsverminderung bei ZO-1 kommt (Abb. 3.1.5 und 3.1.7). Auch unter
Inkubation mit den Inhibitoren U0126 (MEK?2-Inhibitor) und PD98059 (MEK1/2-
Inhibitor) mit TPA kommt es zu einem Ausgleich des TPA Effekts, was
zusammengefasst mit den Einzelinkubationen auf eine MEK1/MEK2 Transduktion
hinweist. Dies kann aber nicht der einzige Weg der Signaltransduktion sein (Abb. 3.1.5
und 3.1.7).

Die morphologische Verdnderung der Zell-Zell Kontaktflachen in  der
Immunfluoreszenz ist auffallig, jedoch ist der zugrunde liegende Mechanismus nicht

durch die Ergebnisse erklarbar.

3.2 Wirkung bakteriell pathogener Komponenten auf die Expression von

Z0-1/ Occludin und Funktionalitat von Tight Junctions

Zur Untersuchung der Wirkung bakteriell pathogener Komponenten wurden T84 mit
oberflachlichen bakteriellen Antigenen wie Lipopolysacchariden (LPS) und
Lipoteichonsduren (LTA) sowie mit bakterieller DNA inkubiert, die zum Beispiel beim
Zerfall von Bakterien frei werden konnen und deren Signaltransduktion Uber
Aktivierung von sogenannten Toll-Like Receptors, Bestandteilen des angeborenen

Immunsystems, erfolgt.
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Es wurden LPS von Salmonella typhimurium, LTA jeweils von Streptococcus faecalis
und von Staphylococcus aureus (alle 10pg/ml) und DNA von Echerichia coli (50pg/ml)
verwendet. Bei der Inkubation mit LPS S.thyphimurium wurde weder TER (Abb. 3.2.1)
noch Transkriptmenge signifikant verdndert, allerdings wurde nach 6h eine stark
gehobene Transkriptmenge sichtbar, deren Anstieg sich nach 24h zum Teil relativierte
(Abb. 3.2.2). Bei den Experimenten mit LTA Str.faecalis, LTA S.aureus und DNA
isoliert aus E.coli kam es nach 6h zu einem partiellen Verlust des TER, gleichzeitig
waren bei LTA Str.faecalis und LTA S.aureus die Transkriptionsmengen sowohl fur
Z0O-1 wie auch fur Occludin erhoht. Die Transkriptmenge von ZO-1/Occludin blieb bei
Inkubation mit aus E.coli isolierter bakterieller DNA (iber 6h unverandert.

Der TER lag auch nach Inkubation ber 24h mit LTA Str.faecalis und DNA E.coli
weiterhin signifikant unter den Kontrollwerten, bei LTA S.aureus stieg der Wert zurlick
in den Kontrollwertebereich (Abb. 3.2.1). Zeitgleich verminderte sich nach 24h der
transkriptionsinduzierende Effekt von LTA Str.faecalis und LTA S.aureus (Abb. 3.2.2).
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1,60

1,40

*k *k *% *% *k
1,20

1,00 1 = —F—

- 0,80 +— —— == —F—

rel. TER
|_|

0,60 1+ —

0,40 1— —

0,20 1+ —

0,00 T T T T T T T T T

Proben

Abbildung 3.2.1: Messung des transepithelialen Widerstandes unter Zugabe von bakteriellen pathogenen
Komponenten. T84 wurden bis zur Konfluenz auf Inserts kultiviert und 6 bzw. 24h jeweils mit LPS
S.typhimurium, LTA Str. faecalis, LTA S.aureus (jeweils 10ug/ml) und DNA E.coli (50ug/ml) apikal und
basolateral inkubiert. Die Experimente wurden in 3-facher Ausfuhrung durchgefiihrt und auf zeitgleich
bearbeitete Kontrollwerte bezogen. LTA Str. faecalis und DNA E.coli bei 6 und 24h und LTA S.aureus
bei 6h zeigten eine signifikante Abnahme des TER (**: p<0,01).
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Modulation der ZO-1-/Occludin-Expression durch
bakterielle Komponenten
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Abbildung 3.2.2: Semiquantitative Bestimmung der ZO-1-/Occludin-Transkriptmenge durch real-time
RT-PCR in Abhéngigkeit von bakteriellen pathogenen Komponenten. Kultivierte T84 Zellen wurden
apikal und basolateral iber 6 bzw. 24h jeweils mit LPS S.typhimurium, LTA Str. faecalis, LTA S.aureus
(jeweils 10pg/ml) und DNA E.coli (50pg/ml) inkubiert. Auswertung der erhaltenen Werte unter der
Bertcksichtigung von GAPDH als Housekeeper. Die Experimente wurden in 3-facher Ausflhrung
durchgefiihrt und auf Medienkontrollwerte bezogen. Bei LTA Str.faecalis und LTA S.aureus zeigten sich
nach 6h ein signifikanter Anstieg beider Transkriptionsmengen (*: p<0,05;**: p<0,01).
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Abbildung 3.2.3: Darstellung der TJ Proteine ZO-1 (Cy3) und Occludin (FITC) in einer doppelten
Immunfluoreszenzfarbung im konfokalen Mikroskop, bei der kultivierte T84 jeweils tber 6 bzw. 24h
inkubiert wurden mit LPS S.thyphimurium (10ug/ml) (A)6h, (B)24h, LTA Str.faecalis (10ug/ml) (C)6h,

(D)24h, LTA S.aureus (10pg/ml) (E)6h, (F)24h und DNA E.coli (50ug/ml) (G)6h, (H)24h. Die Bilder
zeigen eine Ubereinandergelegte Darstellung der beiden Filterbilder des identischen Gewebsausschnittes.

Die einzelnen Experimente zeigten sich in der Immunfluoreszenz eher unaufféallig (Abb.
3.2.3).

Zusammenfassend wurde bei den Experimenten mit oberflachlichen Antigenen (LPS,

LTA) eine tendenzielle oder signifikante Induktion der Transkriptmenge nach 6h
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sichtbar. Dieser Effekt war nach 24h riicklaufig. Eine Dislokation der Proteine ZO-1
und Occludin konnte in der Immunfluoreszenz nicht beobachtet werden und damit
keinen direkten Anhalt flr die Verminderung des TER liefern.

Die Abnahme des TER kann, muss aber nicht zu einer direkten Induktion der
Transkriptionsrate flhren; beide Effekte kdnnen aber auch auf die direkte Wirkung der

zugesetzten Agenzien zurlckzufuhren sein.

3.3 Wirkung der inflammatorischen Cytokine TNFo und IFNy

Zur Untersuchung der Wirkung inflammatorischer Cytokine auf TJ wurden TNFa
(10ng/ml) und IFNy (100U/ml) in den Experimenten eingesetzt. Diese wurden einzeln
oder in Kombination verwendet und Uber 24h bzw. 72h den kultivierten Zellen
beigefiigt.

Messung des TER bei Inkubation mit TNFa/IFNy
24h[72h
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Abbildung 3.3.1: Verénderung des transepithelialen Widerstandes durch TNFa und IFNy. T84 wurden
bis zur Konfluenz auf Inserts kultiviert und 24 bzw.72h mit TNFa (10ng/ml) und IFNy (100 U/ml) apikal
und basolateral inkubiert. Die Experimente wurden in 3-facher Ausfihrung durchgefuhrt und auf
Medienwerte zeitgleich bearbeiteter Kontrollen bezogen. IFNy fiihrt alleine und in Kombination mit
TNFa zu einem signifikanten Verlust des TER (*:p<0,05).
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Bei der Messung des TER (Abb. 3.3.1) kam es bei allen 72h Experimenten zu einer
Abnahme des Widerstandes im Vergleich zur Kontrollgruppe, bei IFNy und in der
Kombination IFNy/TNFo war diese signifikant (p<0,05). In der real-time RT-PCR
zeigte TNFo alleine keine Wirkung auf die Transkriptionsmenge von ZO-1 und
Occludin. Der Transkriptlevel von ZO-1/Occludin unter IFNy stieg bereits nach 24h und
erhohte sich geringfligig nach 72h. In der Kombination beider Cytokine kam es nach
24h zu einem Anstieg, der sich bis 72h tendenziell fortsetzte (Abb. 3.3.2).

Modulation der ZO-1-/Occludin-Expression durch
inflammatorische Cytokine
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Abbildung 3.3.2: Semiquantitative Bestimmung der ZO-1-/Occludin-Transkriptmenge durch real-time
RT-PCR in Abhingigkeit von TNFa und IFNy. T84 Zellen wurden uber 24 bzw. 72h mit TNFa
(10ng/ml) und IFNy (100 U/ml) apikal und basolateral inkubiert. Auswertung der erhaltenen Werte unter
der Berlcksichtigung von GAPDH als Housekeeper. Die Experimente wurden in 3-facher Ausfiihrung
durchgefiihrt und auf Medienwerte zeitgleich bearbeiteter Kontrollen bezogen. Die Induktion von ZO-1
durch TNFo/IFNy 72h war signifikant erhoht mit *: p<0,05. Bei den Experimenten mit IFNy in
Kombination oder alleine waren die Werte nicht signifikant, aber hatten eine deutliche Tendenz.

Bei der Auswertung der Immunfluoreszenz konnte nach Behandlung mit IFNy iiber 72h
eine starke Dislokation der Proteine ZO-1 und Occludin beobachtet werden. In der
Kombination beider Cytokine kam es zu einem undeutlichen Bild der TJ mit diffuser
Verteilung der Proteine (Abb. 3.3.3).
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Abbildung 3.3.3: Darstellung der TJ Proteine ZO-1 (Cy3) und Occludin (FITC) in einer doppelten
Immunfluoreszenzfirbung im konfokalen Mikroskop, bei der T84 jeweils iiber 24 bzw. 72h mit TNFa
(20ng/ml) (A)24h, (B)72h und IFNy (100 U/ml) (C)24h, (D)72h bzw. der Kombination TNFa+ IFNy
(10ng/ml/100 U/ml) (E)24h, (F)72h inkubiert wurden. Die Bilder zeigen eine Ubereinandergelegte
Darstellung der beiden Filterbilder des identischen Gewebsausschnittes. Unter TNFa ist nach 72h eine
gewisse optische Ausdiinnung der TJ zu erkennen. Bei IFNy kommt es nach 72h zu einer starken
Dislokation der Proteine, bei der Kombinationsbehandlung ist nach 72h auch deutlich eine Verénderung
mit partieller Dislokation zu erkennen.

Zusammengefasst haben die Cytokine einen Effekt auf die TJ, vor allem IFN fuhrt zu
einer Zerstorung der Funktionalitat und des Aufbaus der TJ, wobei es im Inneren der
Zellen zu einer Induktion der Transkription der Gene von ZO-1 und Occludin kommt.
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34 Einfluss von entziindungshemmendem Hydrocortison

Um eine Wirkung von entziindungshemmendem und proteinkatabolem Hydrocortison
auf die TJ zu untersuchen, wurden Experimente mit Inkubation von Hydrocortison
(500nM und 1uM) tber 24, 72 und 144h durchgefihrt.

Messung des TER bei der Inkubation mit Hydrocortison
500nM/1uM Uber 24, 72 und 144h
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Abbildung 3.4.1: Verdnderung des transepithelialen Widerstandes unter der Einwirkung von
Hydrocortison. T84 wurden bis zur Konfluenz auf Inserts kultiviert und 24, 72 bzw. 144h mit
Hydrocortison in den Konzentrationen 500nM und 1pM apikal und basolateral inkubiert. Die
Experimente wurden in 3-facher Ausfihrung durchgefihrt und auf Medienwerte zeitgleich bearbeiteter
Kontrollen bezogen. Der TER bleibt unbeeinflut durch Hydrocortison.

Die Experimente zeigten, dass Hydrocortison auch nach einer Inkubation Uber 144h
keine Anderung des TER bewirkte (Abb. 3.4.1).
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Modulation der ZO-1-/Occludin-Expression durch
Hydrocortison
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Abbildung 3.4.2: Semiquantitative Bestimmung der ZO-1-/Occludin-Transkriptmenge durch real-time
RT-PCR unter der Einwirkung von Hydrocortison. T84 Zellen wurden tber 24, 72 bzw. 144h mit
Hydrocortison (500nM, 1uM) inkubiert. Auswertung der erhaltenen Werte unter der Beriicksichtigung
von GAPDH als Housekeeper. Die Experimente wurden in 3-facher Ausfiihrung durchgefiihrt und auf
Medienwerte zeitgleich bearbeiteter Kontrollen bezogen. Nach 144h kommt es bei beiden
Konzentrationen zu einer signifikanten Reduktion der ZO-1 Transkriptionsmenge mit **: p<0,01.

In der Auswertung der real-time RT-PCR (Abb. 3.4.2) wurde eine progressive
Abnahme der Transkriptmengen von ZO-1 Uber die Zeit sichtbar. Eine signifikant
Kleinere Transkriptmenge von ZO-1 konnte bei beiden Konzentrationen von
Hydrocortison  (jeweils p<0,01) nach 144h nachgewiesen werden. Die
Transkriptionsmenge von Occludin blieb durch Hydrocortison unbeeinflusst.
Hydrocortison wirkt somit in Abhangigkeit der Einwirkzeit auf ZO-1, nicht aber auf
Occludin bei unbeeinflusstem TER.

In dieser Untersuchung zeigte sich, dass ZO-1 und Occludin nicht zwangslaufig in die
gleiche Richtung reguliert werden mussen. Es missen daher unterschiedliche Wege der

Regulation der Transkription beider Proteine existieren. Weiterhin wird deutlich, dass
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ein Abfall an Transkriptionsmenge nicht unweigerlich mit einer Veranderung im TER
einhergehen muss. Transkription und Funktion sind somit nicht zwangslaufig gekoppelt.

35 Einfluss durch Temperaturerhdhung

In diesem Versuch wurde Fieber fur die Zellen simuliert, indem diese Uber 48h bei
42°C/5%CO; behandelt wurden.

Die Fieberbehandlung zeigte eine starke Wirkung auf den TER (Abb. 3.5.1). Jedoch
zeigte die Auswertung der real-time RT-PCR, dass die Transkriptmenge von ZO-1
kaum durch die Fiebersimulation beeintréchtigt wurde (Abb. 3.5.2).

Messung des TER im Fieberversuch

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2
0

37°C /48h 42°C /48h

TER [rel. Einheiten]

Proben

Abbildung 3.5.1: Verénderung des transepithelialen Widerstandes durch Fiebersimulation. T84 wurden
bis zur Konfluenz auf Inserts kultiviert und danach tber 48h bei 42°C/5%CQO, weiterbehandelt. Die
Experimente wurden in 3-facher Ausfiihrung durchgefiihrt und auf zeitgleich bearbeitete Kontrollen
(37°C/5%CO,) bezogen.
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Abbildung 3.5.2: Semiquantitative Bestimmung der ZO-1-Transkriptmenge durch real-time RT-PCR im
Fieberversuch. Kultivierte T84 Zellen wurden tber 48h bei 42°C/5%CO, inkubiert. Auswertung der
erhaltenen Werte unter der Berlicksichtigung von GAPDH als Housekeeper. Die Experimente wurden in
3-facher Ausfiihrung durchgefiihrt und auf die zeitgleich bearbeiteten Kontrollen (37°C/5%CQ,) bezogen.

In der Immunfluoreszenz wurde nach Fieberbehandlung eine Ausdiinnung der TJ mit
zusatzlich diffuser Verteilung der untersuchten Proteine ZO-1 und Occludin sichtbar
(Abb. 3.5.3).

Abbildung 3.5.3: Darstellung der TJ Proteine ZO-1 (Cy3) und Occludin (FITC) in einer doppelten
Immunfluoreszenzfarbung im konfokalen Mikroskop, bei der kultivierte T84 jeweils Uber 48h bei (A)
37°C/5%C0, und (B) bei 42°C/5%CO, inkubiert wurden. Die Bilder zeigen eine (bereinandergelegte
Darstellung der beiden Filterbilder des identischen Gewebsausschnittes. Unter Fieberbedingungen kommt
es zu dislozierter, dlnnerer Darstellung der TJ, wobei eine gewisse Struktur noch erkennbar ist.

Dieses Experiment deutet darauf hin, dass es unter Fieber zu einer Auflésung der
Barrierefunktion der TJ kommt. Dies kann durch direkte Einwirkung des Fiebers oder
durch einen starkeren Zelluntergang aufgrund der Temperatur zuriickzufuihren sein. Da
die Transkriptrate anndhernd mediumgleich blieb, bedeutet dies entweder keine
Induktion durch Fieber bei erhaltenen Zellen, oder, bei vermehrter Apoptose, eine
Induktion. Die Immunfluoreszenz zeigte jedoch eher das Bild erhaltener Zellen mit zum

Teil verdinnten TJ und diffus verteilten Proteinen.
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4. Diskussion

Die Untersuchung von Expression und Funktionalitdt der Tight Junctions und ihrer
Bestandteile ist von groflem wissenschaftlichen Interesse, da sie als Zell-Zell-
Verbindung eine Barriere selektiver Passierbarkeit bilden und somit entscheidend an der
Bildung verschiedener Kompartimente beteiligt sind und der Verlust dieser Barriere
schlielich zu Krankheiten fuihren kann (65, 66).

In der vorliegenden Arbeit wurde unter Verwendung von Tagman®Sonden fur ZO-1
und Occludin eine real-time RT-PCR etabliert, die die Messung von relativen
Transkriptmengen bei Verwendung von Mediumkontrollen als Referenz erlaubt. Mit
dieser Methode und unterschiedlichen Experimenten konnte partiell die Signalkaskade
zur Regulation der TJ aufgeklart werden. Die Auswertung der Experimente der
Modulation der TJ durch endogene und exogene Faktoren lieferte Ergebnisse, die zum
Verstandnis pathophysiologischer Veranderungen beitragen.

Neben der Untersuchungen durch real-time RT-PCR wurde zur Messung von
Expression und Funktionalitdat die Bestimmung des transepithelialen Widerstandes
(TER) und eine Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt. Die TER-Messung diente zur
Beurteilung der Funktionalitét, d.h. der Dichtheit der TJ und in gewisser Weise auch zur
Beurteilung der relativen Anzahl der TJ-Verbindungen der Zellen untereinander. Der
TER steigt logarithmisch mit der Anzahl funktionsfahiger Verbindungen (67, 68). Um
zusatzlich noch einen optischen Eindruck der TJ zu bekommen, wurden die Proteine
Z0O-1 und Occludin mit fluoreszierenden Antikorpern angefarbt und im konfokalen
Mikroskop betrachtet. Dabei war wichtig, bei der Farbung nicht die Struktur und die
relative apikale bzw. basale Lokalisation zu verdndern. Aus diesem Grund wurde mit
Triton X-100 vor Fixation gearbeitet (16, 69). Der Schwerpunkt der
Transkriptmengenbestimmung lag jedoch bei der Methode der real-time RT-PCR.
Zurzeit gilt die RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) als eine der
sensitivsten Methoden um mMRNA zu detektieren. In dieser Arbeit wurde mit
fluoreszenz-basierter real-time RT-PCR im Sinne eines Tagman Assays mit Hydrolyse
der Sonden gearbeitet. Diese Methode hat im Gegensatz zur einfachen RT-PCR eine
hohere Reproduzierbarkeit und einen signifikant niedrigeren Variationskoeffizienten
(unter 2%) bei gleich hoher Sensitivitat (70, 71). Nachteil der real-time RT-PCR: sie
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misst MRNA, was bedeutet, dass eigentlich nur die Vorstufe der Proteine ZO-1 und
Occludin quantifiziert wird und keine direkte Aussage zur Proteinaktivitit getroffen
werden kann (73); viel produzierte mMRNA wird jedoch haufig mit viel resultierendem
Protein gleichgesetzt. Einige Autoren sehen in GAPDH nur ein eingeschrénkt gutes
Housekeepergen, da es unter Messung in verschiedenen Geweben zu starken
Schwankungen fiihren kann. (72). Dieser Effekt wurde minimiert durch konsequentes
Arbeiten ausschlielich mit der Zelllinie T84, welche aus einer pulmonalen
Kolonkarzinommetastase geziichtet wurde und als Monolayer wachsend Tight Junctions
ausbildet. Abgesehen davon, wurde die Arbeit an einem In-Vitro-Modell durchgefihrt,
wobei durch Anzucht der T84 Zellen auf Inserts und die Inkubation jeweils bei

37°C/5%CO; eine Annédherung an In-Vivo-Bedingungen erreicht werden soll.

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit beschaftigte sich mit der Untersuchung der
Wirkungsweise der Proteinkinase C auf ZO-1 und Occludin. Dafur wurde zunéachst mit
dem Phorbolester TPA gearbeitet. TPA gilt als ein funktionelles Homolog zu DAG,
einem second Messenger in rezeptorvermittelten Signalkaskaden. DAG ist an vielen
zelluldren Prozessen beteiligt, wie z.B. der Ausbildung der epithelialen Barriere der
Lunge (74). In der vorliegenden Arbeit fihrte TPA zu einem Anstieg der
Transkriptmenge von ZO-1 und Occludin, die bereits nach 2h signifikant war. Der
Anstieg der Transkriptmenge von Occludin konnte durch Weiler et al. an mit dem
Vector pPOccl-1 transfizierten T84, welcher ein Occludinpromotorstiick vor einer eGFP
codierenden Sequenz enthélt, tber einen Farbsignalanstieg durch eGFP und Uber eine
FACS-Analyse bestatigt werden (131). Nach 3 bzw. 24h stieg die Transkriptmenge
weiter an. Dieser Effekt lasst sich auf die Aktivierung von PKC-Isoenzymen
zuriickfiihren; betroffen sind dabei die konventionellen cPKC a, BI, BII, und y und die
neuen nPKC 6 und ¢, so dass der Signalweg iiber eines oder mehrere dieser Enzyme
verlaufen kann. Die Induktion der Transkriptionsmengensteigerung wurde nicht durch
einen Funktionsverlust der TJ ausgeldst, da der Anstieg vor einem Abfall des TER
beobachtet wurde. Erst nach 24h kam es unter TPA zu einer signifikanten Abnahme der
Funktionalitat in der TER-Messung. Eine grolRe Transkriptmenge garantiert jedoch
nicht gleichzeitig intakte TJ. In der Immunfluoreszenz zeigte sich ein zunehmend

diffuseres Bild der Proteine, welches nach 24h TPA zu einer kompletten Dislokation
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flhrte. Dieses Ergebnis stimmt mit dem durch TER-Messung nachgewiesenen
Funktionsverlust Gberein. Dieser Verlust der Barrierefunktion unter TPA konnte auch in
epithelialen Zellen des Choroidplexus (75) oder in pulmonalen Epithelien (132)
nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde beschrieben, dass eine fortgesetzte
Aktivierung von PKC durch TPA uber mehr als zwei Tage zu einer zunehmenden
Erholung der TJ-Integritat flihrt, ohne weiteren Anstieg von Syntheseraten (76, 77). In
der Arbeit von Mullin et al. konnte nach finf Tagen in Nierenepithelzellen ein
Wiederaufbau von etwa 75% der Barrierenfunktion der TJ nachgewiesen werden, dieser

Effekt wird auf eine PKC Degradierung durch Dauerstimulation zurtickgefihrt (78).

Die Untersuchung der Signaltransduktion zeigte, dass der Inhibitor Ro-31-8220 und
Resveratrol partiell hemmend auf die Induktion durch TPA wirken; dies weist auf eine
Fortleitung der Signalkaskade uber MAPK JNK oder uber ERK1/2 hin (42, 46). Wang
et al. wiesen in humanen Corneazellen nach, dass es TPA-induziert Uber einen
Signalweg Uber MAPK und ERK zu einer morphologischen Verédnderung der TJ kommt
(79). Dabei zeigte die Zugabe der Inhibitoren SB202190 und SB203580 zu TPA weder
Wirkung auf den TER noch auf die TPA induzierte Transkriptionsanderung, so dass
eine Signaltransduktion tiber p38 MAP ausgeschlossen werden kann. Beim Einsatz des
Inhibitors GF109203X und TPA kam es zu einer Aufhebung der TPA-Wirkung bei
TER und Transkriptionsinduktion, was eine Beteiligung der gehemmten PKC
Isoenzyme an der Signalkaskade nahe legt. Bestatigend fiihrt GF109203X auch alleine
zu einer Abnahme der Transkriptionsmenge. Diese durch GF109203X  allein
herbeigefiihrte Abnahme beweist den Weg (ber die PKC, da ansonsten auch DAG
(TPA) aktivierbare Signalwege unter Umgehung von PKC bekannt sind, diese aber
hiermit ausgeschlossen werden kénnen (80 - 82).

Der Signalweg zum Transkriptionslevel wird nur partiell ber MEK (bermittelt, mit
Betonung tber MEK2. Dies konnte durch Einsatz des MEK1/2 Inhibitors PD98059 und
des MEK2 Inhibitors U0126 gezeigt werden. Beide fiihrten zu einer signifikanten
Antagonisierung des TPA Effektes, wobei es unter U0126 zu starkeren Effekten kam.
Bisher konnte ein hemmender und protektiver Effekt von PD98059 in MDCK Zellen
gezeigt werden (83). Dies kann aber nicht der einzige Weg der Signaltransduktion sein,

da es zu keiner kompletten Blockierung kommt. Die morphologische Féltelung unter
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Koinkubation von TPA mit PD98059 und GF109203X in der Immunfluoreszenz bei
erhaltenem TER und normal hoher Transkriptionsmenge ist aufféllig, jedoch ist der
zugrunde liegende Mechanismus nicht durch die Ergebnisse erklarbar.

Die Daten des ersten Teiles (Kapitel 3.1.-3.1.2) zeigen, dass an der Regulation der
Lokalisation und Funktion und am Genexpressionslevel der TJ Proteine ZO-1 und
Occludin unterschiedliche Prozesse beteiligt sind und dass sich diese Prozesse nur zum
Teil Gberschneiden. In einer Arbeit iber MDR1 (multi drug resistance) konnte gezeigt
werden, dass TPA aktivierte PKC im Kern direkt zu einer Transkription von MDR1
fihren kann (35). Eine andere Arbeit an der Froschblase beobachtete, dass auch die
dynamische Barrierefunktion, die zu einer normalen Funktion notwendig ist, iber PKC
geregelt wird, da das Offnen der TJ durch einen PKC Hemmstoff namens H7 komplett

unterbunden werden konnte (84).

Im zweiten Teil der Arbeit (Kapitel 3.2-3.5) lag der Schwerpunkt in der Untersuchung
reaktiver Veranderungen der TJ Proteine ZO-1 und Occludin auf endogene und exogene
Noxen. Dafiir wurden Experimente mit pathogenen bakteriellen Strukturen
durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass es unter Inkubation mit oberflachlichen Antigenen
(LPS und LTA) zu einer tendenziellen, teilweise auch signifikanten Steigerung der
Transkriptmenge nach 6h kam. Die Steigerung war nach 24h wieder ricklaufig.
Gleichzeitig wurde unter LTA Einwirkung ein Einbruch des TER nach 6h beobachtet,
der nach 24h nur teilweise riicklaufig war. Bei komplett unauffalliger Morphologie und
Verteilung der Proteine in der Immunfluoreszenz sprache dies fir einen
Fehlzusammenbau am rechten Ort oder fiir ein Fehlen oder eine Fehlfunktion in anderen
Komponenten der TJ. Diese Fehlfunktion zeigte sich auch in der Arbeit von Sheth et al.,
in der Lipopolysaccharide liber Aktivierung von Toll-Like Receptor 4 (iber mehrer
Transduktionsschritte iiber NFkB zu einem Verlust der Funktionalitét fuhrten (129).

Die Untersuchung der Wirkung bakterieller Pathogene in Verbindung mit PKC zeigte
bei Chen et al. (46), dass die C.difficile-Toxinwirkung tber PKC vermittelt und bei
Philpott et al. (85), dass die Reaktion des Epithels auf enterohdmorrhagische E.coli auch
uber PKC transduziert wird und beide zu Stérungen der Barrierefunktion fihren.
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Weiter konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Cytokine einen Effekt
auf die Proteine ZO-1 und Occludin bzw. auf deren Transkriptionsmengen haben. Unter
TNFa, aber vor allem unter der Einwirkung von IFNy kommt es zu einer Absenkung
des TER im Sinne einer Zerstérung der Funktionalitat und zu einer diffusen Verteilung
der Proteine in den Zellen. Die Funktionsstérung geht einher mit steigenden
Transkriptmengen. Diese Feststellungen kénnen fur pathophysiologische Mechanismen
in der Entstehung von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen von Bedeutung sein.
Es ist bekannt, dass TNFa weniger, IFNy jedoch stark im entzindlichen Gewebe der
Colitis ulcerosa vermehrt nachzuweisen ist (86). Beim M.Crohn werden noch héhere
Werte der Cytokine gefunden, auch hier mit Betonung auf IFNy (87, 88). Durch die
Wirkungsweisen dieser Cytokine an den TJ kann die Unterhaltung der Entziindung und
die progrediente Stérung der Epithelfunktion miterklart werden. Durch die Zerstérung
der normalen Barriere kann es zu einem vermehrten Eindringen von Bakterien in die
Schleimhaut kommen und damit eine Entziindung von neuem initiiert werden. Hierbei
spielen vor allem unterschiedliche Toll-like Rezeptoren — wie auch bei der Erkennung
von Endotoxinen - eine Rolle (89). Ein Problem der neu initiierten Entziindungen liegt
in der Prasentation der Antigene auf der basolateralen Seite der Epithelzellen. Dort
existieren weitere Rezeptoren fir Antigene, deren Aktivierung andere, aggressivere
Reaktionen hervorrufen (90). Die Entzliindung schreitet schneller voran - es kommt zu
einem Circulus vitiosus. Dieser wird heutzutage bei refraktaren Verlaufen durch die
Gabe von TNFa-Antikdrper versucht zu unterbrechen (91). Neben der Wirkung der
Cytokine auf TJ sind noch viele weitere entziindungsunterhaltende Wirkungen bekannt;
beispielsweise die Induktion von NOD2 Genen, die an der Einleitung der
Immunantwort und am programmierten Zelltod beteiligt sind (92). Eine Veranderung
der TJ in T84 durch TNFa wurde auch von Yoo et al. (93) gezeigt. In dieser Arbeit kam
es zu starken, signifikanten Veranderungen und es konnte nachgewiesen werden, dass
der Effekt von TNFa mit einer Erhdhung von PKC einhergeht. Dagegen konnte durch
Ferro et al. (94) im Lungenendothel und durch Coyne et al. (95) im Lungenepithel eine
Ubermittlung der TNFa-Wirkung Gber PKC nachgewiesen werden. Zusammenfassend
bedeutet dies, dass der Signalweg von TNFa in verschiedenen Geweben unterschiedlich
sein kann. Einen synergistischen Effekt der beiden Cytokine auf Verlust der

Barrierefunktion beziehungsweise auf die Zusammensetzung der Fette/Fettsduren der
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Membranen der T84 beschreiben Byleveld et al. (96) und Li Q et al. (97). Hanada et al.
beobachtete die synergistische Zerstorung der TJ durch TNFa und IFNy in
Cholangiocyten (98).

Bei den Experimenten mit Hydrocortison konnten weitere grundlegende Einsichten in
TJ gewonnen werden. Es zeigte sich, dass durch Hydrocortison nur die
Transkriptionsmenge des ZO-1 signifikant gesenkt werden konnte. Dies wiederum
bedeutet, dass ZO-1 und Occludin nicht zwangslaufig in die gleiche Richtung reguliert
werden mussen, was eine unterschiedliche Signalweiterleitung zumindest partiell nahe
legt. Trotz der Verénderung des ZO-1-Levels blieb die Funktionalitit in der Messung
des TER auch nach 144h erhalten. Diese Ergebnisse wurden sowohl unter 500nM wie
auch unter 1uM Hydrocortison beobachtet. Die Aufrechterhaltung der Barrierefunktion
unter Hydrocortison wurde auch in anderen Studien an Epithelien und dem Endothel der
Retina gezeigt, in denen sie mit einer Steigerung der mRNA Expression von Occludin
einherging (99, 100). Die Absenkung der ZO-1 Transkriptmenge wurde ebenfalls bei
Balda et al. (101) beobachtet. Diese Publikation beschreibt, dass der ZO-1 Gehalt in
konfluenten Zellen stabil ist, und dass eine Zelldichteregulation und Zellproliferation
direkt durch ZO-1 assoziiert an ZONAB (ZO nucleic acid binding protein) reguliert
werden kann. Eine andere Arbeit zeigte, dass die Erhaltung der Barriere unter
Hydrocortison auf eine morphologische Zelloberflachenveranderung zurtickfihrbar ist
(59).

Durch Fieber bzw. Hyperthermie kommt es zu einer Auflésung der Barrierefunktion der
TJ. Dies kann durch direkte Einwirkung des Fiebers oder durch einen stirkeren
Zelluntergang aufgrund der Temperatur zurlickzufiihren sein. Die Proteine stellten sich
als ausgedunnte TJ mit zusétzlich diffuser Verteilung dar, bei gleichbleibenden
Transkriptionsleveln. Zelllocher durch Apoptose waren sehr selten, so dass eher Fieber
selbst zur Funktionsschadigung fuhrt. In der Arbeit von Dokladny et al. (102) wurde bei
Temperaturen von 39-41°C eine Zunahme der Permeabilitdt der TJ mit

kompensatorischem Anstieg der Occludinmenge beobachtet.
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In Zukunft konnte die Untersuchung der Signalkaskade zu den Tight Junctions noch
weiter verfeinert werden durch weitere Inhibitoren und Kombinationen mit anderen
PKC isoenzymspezifischen Aktivatoren. Daneben gibt es eine Reihe weiterer
Substanzen, deren Untersuchung in ihrer Wirkungsweise auf TJ von Interesse ist (z.B.
die Untersuchung der Wirkung von Probiotika wie Lactobacillus acidophilus oder
Bifidobacterium lactis). Dahan et al. (103) konnten bereits einen TJ schitzenden Effekt
vor enterohdmorrhagischen E.coli durch die Hefe Saccharomyces boulardii nachweisen.
Des Weiteren ist die Auswertung und Untersuchung des finalen Zusammenbaus der TJ
interessant. Chen et al. (104) fanden diesbezuglich bereits eine Nonrezeptor-
Tyrosinkinase namens c-Yes, die beim Zusammenbau der TJ durch Phosphorylierung
von Occludin mitwirkt. Meyer et al. (105) zeigten, dass der Zusammenbau der TJ durch
Gay; tiber eine SRC Tyrosinkinase getriggert wird. Gay, ist die Alphauntereinheit eines
G-Proteins, welches indirekt mit dem ZO-1-Komplex assoziiert ist. Ein weiteres
beeinflussendes Element fanden Nunbhakdi-Craig et al. (106): sie konnten die
regulierende Funktion von ABaC, einem PP2A (ProteinPhosphatase)-Holoenzym
nachweisen. ABaC wirkt tiber atypische PKC und induziert Phophorylierung und
Zusammenbau der TJ. Weitere Untersuchungen konnten auf die Aufklarung des
Zusammenhangs zwischen leaky TJ und der Entstehung von Adenokarzinomen
abzielen. Bislang ist bekannt, dass in hyperplastischen und adnomatésen Darmpolypen
die TJ Barrierefunktion haben, dass es im Gegensatz dazu aber bei Adenokarzinomen
des Darms héufig nur noch zur Ausbildung von sogenannten leaky TJ kommt (107,
108).

Diese und weitere Forschungsansédtze kdnnen dazu beitragen, tiefere Einblicke in die
Regulation der TJ zu bekommen, um daraus kurative Ansétze beispielsweise in Bezug
chronisch entziindlicher Darmerkrankungen oder neue onkologische Strategien zu
entwickeln. Bei allen Untersuchungen sollte nicht vergessen werden, dass die Barriere
der Epithelien im menschlichen Organismus nicht nur aus der Funktionalitat der TJ
besteht, sondern auch lokale Immunantwort und residiente mikrobiotische Flora zur

gesunden Abgrenzung der Kompartimente beitragen (109).
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5. Zusammenfassung

Eine essentielle Funktion von Epithelien und Endothelien besteht darin, verschiedene
Kompartimente im Korper zu schaffen und den Austausch von Substanzen zwischen
einzelnen Kompartimenten zu regulieren. Die Ausbildung von Tight Junctions (TJ)
spielt dabei eine wichtige Rolle, da sie, wie ein Zaun zwischen den Zellen, die
parazellulare Diffusion regulieren und fir eine Aufrechterhaltung der Polaritat
zwischen apikaler und basolateraler Umgebung sorgen. Aus einer Dysregulation dieser
Barriere  konnen verschiedene Krankheiten, wie beispielsweise ischdmische
Retinopathie, hereditdre Taubheit und Hypomagnesidmie, Lungentdem, chronisch
entziindliche Darmerkrankungen und Nephropathien resultieren, bei welchen durch
Veranderung der normalen Zellbedingungen die Zerstérung der TJ bis zu einem
Organversagen fiihren kdnnen. (10, 110).

Durch das zunehmende Forschungsinteresse an Tight Junctions wurden in den
vergangenen Jahren mehr als 40 verschiedene Proteine entdeckt, die zur Bildung der TJ
beitragen und es wurde gezeigt, dass ihre Permeabilitdt durch eine Vielzahl
unterschiedlicher Stoffe, z.B. durch Phorbolester, Ca2++, Cytokine, bakterielle Toxine
und ATP, beeinflusst werden kann (47, 56, 111, 112). Neben Beeinflussung der
Permeabilitat stand die Erforschung der zugrunde liegenden Regulierungsmechanismen
und des Zusammenbaus der TJ-Proteine im Vordergrund. In diesem Zusammenhang
wird immer wieder Proteinkinase C als wichtiges regulierendes Enzym gefunden (113,
114).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Proteinkinase C auf die Expression
der Tight Junction Proteine ZO-1 und Occludin Uberprift und versucht, einen weiteren
Fortgang der Signalkaskade aufzuklaren. Des Weiteren wurde der Einfluss einiger
bakterieller pathogener Komponenten sowie der Einfluss der inflammatorischen
Cytokine TNFoa und IFNy und die Wirkung von Hydrocortison und Fieber auf die
Expression von ZO-1 und Occludin untersucht.

Zu diesem Zwecke wurde eine real-time RT-PCR etabliert, mit der man die Modulation
der Transkription von ZO-1 und Occludin in T84 Zellen messen kann.

Dabei konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung von PKC durch den Phorbolester

TPA zu einer Induktion der Transkription, eine Hemmung der PKC zu einer Abnahme
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der Transkription von ZO-1 und Occludin flhrt. Das Signal der PKC wird partiell Gber
MEK1/2 weitergeleitet. Eine Weiterleitung tber MAPK p38 konnte ausgeschlossen
werden. Trotz Induktion der Transkription durch TPA kam es zu einem
Funktionsverlust der TJ mit Dislokation der Proteine ZO-1 und Occludin;
Funktionsverlust und Dislokation konnten durch den PKC Inhibitor GF109203X und
die MEK Inhibitoren U0126 und PD98059 verhindert werden.

Es konnte eine Transkriptionsinduktion mit Funktionsstérung durch die Zugabe von
Lipoteichonsédure von Streptococcus faecalis nachgewiesen werden. Bei der
Untersuchung der Cytokine zeigte sich eine Funktionsstorung mit Dislokation der
Proteine bei gleichzeitigem Anstieg der Transkription v. a. unter dem Einfluss von
IFNy. Unter Hydrocortison senkte sich einseitig die Transkription von ZO-1 bei
erhaltener Barrierefunktion, dagegen zeigte sich bei 42°C ,Fieber” eine normale
Transkription mit Verlust der Barrierefunktion.

Die  Ergebnisse  dieser  Arbeit sollen zum  Verstdndnis  molekularer
Regulationsmechanismen und zur Aufklarung pathophysiologischer Vorgénge

beitragen.
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