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1 Einleitung

1  Einleitung

1.1 Metalloproteinasen

Die Metalloproteinasen ~ konnen  aufgrund  gemeinsamer  Sequenzmotive,
Strukturmerkmale und Faltungsmuster in ungefahr 30 Familien unterteilt werden, die sich
wiederum in 5 Hauptgruppen aufteilen (Rawlings and Barrett 1995). Eine dieser funf
Hauptgruppen bilden die Zink-abh&ngigen Metalloproteinasen, die Metzinkine, zu denen
die Matrixine (Matrixmetalloproteinasen MMP), die Serralysine, die Astazine und die
Adamlysine gehdren (Bode et al. 1993, Hooper 1994, Stocker et al. 1995). Die
Adamlysine werden ihrerseits in die ADAMSs (A Disintegrin And Metalloproteinase) und
in die SVMPs (Snake Venom Metalloproteinase) aufgeteilt (Abbildung 1.1).

Metzinkine

Matrixine Adamlysine Serralysine Astazine

SVMPs ADAMs

Abbildung 1.1: Proteinfamilie der Zink-abhangigen Metalloproteinasen

Zur Familie der Metzinkine gehéren die Matrixine (Matrixmetalloproteinasen MMP), die
Serralysine, die Astazine und die Adamlysine. Die Adamlysine lassen sich wiederum in die
ADAMs (A Disintegrin And Metalloproteinase) und in die SVMPs (Snake Venom
Metalloproteinase) aufteilen (Abbildung modifiziert aus (Hooper 1994)).
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1.1.1 Die Familie der Disintegrin-ahnlichen Metalloproteinasen
(ADAM)

Die ADAMs wurden 1987 in Spermien des Meerschweinchens entdeckt, wo sie eine
Rolle bei der Spermatogenese und der Fusion von Spermium und Eizelle spielen
(Primakoff et al. 1987, Blobel et al. 1992, Evans 1999). Sie sind im Organismus ubiquitar
verteilt und konnten in einer Vielzahl von Spezies nachgewiesen werden, beispielsweise
in Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster (Pan and Rubin 1997, Huang et
al. 2003). In Bakterien und Pflanzen konnten bisher keine ADAMSs identifiziert werden
(Stone et al. 1999).

Sie bilden eine Enzymfamilie, die eine Gruppe von membranstandigen Typ |
Glykoproteinen umfasst. Die Bezeichnung ADAM (A Disintegrin  And
Metalloproteinase) bezieht sich auf die beiden Haupteigenschaften. Zum einen die
Féhigkeit die Ektodoménen von membranassoziierten Proteinen proteolytisch zu spalten
und zum anderen die Zell-Zell-Interaktion mit Integrinen. Aufgrund dieser Funktionen
sind die ADAMSs in der Lage die Zelloberflache zu modifizieren und mit anderen Zellen
zu interagieren. Sie spielen daher eine wichtige Rolle bei einer Vielzahl biologischer
Prozesse und sind insbesondere an Entwicklungs- und Regulationsprozessen wie der
Zellproliferation, der Zelldifferenzierung, der Zellmigration und der Signaltransduktion
beteiligt. Sie sind aber auch an pathologischen Prozessen wie Entzlindungsreaktionen,
Tumorprogression und Metastasierung beteiligt (Blobel 2005, Edwards et al. 2008, Gooz
2010).

Die ADAMs weisen eine charakteristische Doméanenstruktur auf, welche zuerst bei
einigen  Schlangengift-Metalloproteinasen  (SVMPs)  entdeckt  wurde.  Diese
Domanenstruktur setzt sich aus einer N-terminalen Signalsequenz, gefolgt von einer
Prodomane, einer Metalloproteinase-Domane, einer Disintegrin-dhnlichen Doméne, einer
Cystein-reichen Doméne, einer EGF (Epidermal growth factor)-&hnlichen Doméne, einer
Transmembran-Doméne und einer zytoplasmatischen Domdne zusammen. Bei einigen
ADAMs fehlt die EGF-&hnliche Domane, wie es bei ADAM10 und ADAML17 der Fall
ist. Bei den Schlangengift-Metalloproteinasen handelt es sich im Gegensatz zu den
ADAMs um losliche Proteine, da sie keine Transmembran-Domédne und keinen
zytoplasmatischen Teil besitzen (Seals and Courtneidge 2003) (Abbildung 1.2).
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Signalpeptid

Prodomine

{— Metalloproteinase-Doméne

—— Disintegrin-ghnliche Domiine

— Cystein-reiche Doméne

EGF-dhnliche Domiine
Transmembran-Domiine

— Zytoplasmatische Doméne

SVMP ADAM

Abbildung 1.2: Darstellung der Doméanenstruktur von ADAMs im Vergleich zu SVMPs

Die Domanenstruktur der ADAMSs setzt sich aus einer N-terminalen Signalsequenz, gefolgt von
einer Prodomédne, einer Metalloproteinase-Doméne, einer Disintegrin-&hnlichen Doméne, einer
Cystein-reichen Doméne, einer EGF (Epidermal growth factor)-&hnlichen Doméne, einer
Transmembran-Doméne und einer Zytoplasmatischen Doméne zusammen. Allerdings besitzen
nicht alle ADAMSs die EGF-ahnlichen Domane, sie fehlt z.B. bei ADAM10 und ADAML17. Den
SVMPs fehlt ebenfalls die EGF-&hnliche Doméne und sie besitzen keine Transmembran-Doméne
und keinen zytoplasmatischen Teil (Abbildung modifiziert aus (Seals and Courtneidge 2003)).

Die katalytisch  aktive  Metalloproteinase-Doméne  weist ein  konserviertes
charakteristisches Zinkbindungsmotiv mit drei Histidinresten (HEXXHXXGXXH) auf,
welches Zn?* im aktiven Zentrum bindet (Bode et al. 1993, Stocker and Bode 1995). Die
vierte Koordinationsstelle des Zn?* wird durch einen Cysteinrest der Prodoméne, einem
sogenannten cystein switch abgeschirmt, wodurch die katalytische Aktivitat der Protease
in einem latenten Zustand gehalten wird (Roghani et al. 1999). Durch Proprotein
Konvertase 7 oder Furin kann die Prodoméne abgespalten werden (Endres et al. 2003).
Die Carbonylgruppe des konservierten Glutamatrestes katalysiert die Spaltung der
Peptidbindung. C-terminal von dieser Konsensussequenz befindet sich ein sogenannter
Met-turn. Hierbei handelt es sich um einen konservierten Methioninrest in der Ndhe des

katalytischen Zentrums, der die hydrophobe Tasche fir das Zinkion und die Histidinreste
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formt und somit an der Ausbildung der funktionellen Konformation des aktiven Zentrum
beteiligt ist (Abbildung 1.3) (Bode et al. 1993, Stocker and Bode 1995). Nicht alle der
bisher bekannten 40 ADAMSs sind proteolytisch aktiv, da einigen das Zinkbindungsmotiv

in der katalytischen Doméne fehlt.

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des Zinkbindungsmotivs und des Met-turns
(Abbildung modifiziert aus (Stocker and Bode 1995))

Disintegrin wurde erstmals aus Schlangengift isoliert und inhibiert die durch Integrin
vermittelte Bindung von Blutplattchen an Fibrin (Gould et al. 1990, McLane et al. 1998).
Die Disintegrin-d&hnliche Domane der ADAMs kann ebenfalls mit Integrinen oder
anderen Rezeptoren wechselwirken. Das Disintegrinbindungsmotiv der Schlangengifte
umfasst das Tripeptid RGD, das sich am Anfang des Disintegrin-Loops aus 13
Aminoséauren befindet. Die ADAMSs besitzen an dieser Stelle ein Tripeptid, das an der
Stelle von Aspartat ein Glutamat aufweist. Daher wird davon ausgegangen, dass der
negativ geladene Rest fir die Funktion als Integrin-Ligand verantwortlich ist (Wolfsberg
et al. 1995).

Eine proteolytische Spaltung eines membranassoziierten Proteins zur Freisetzung ihrer
Ektodoméne bezeichnet man als Shedding. ADAMSs filhren zum Shedding vieler
membranstandiger Proteine, wie den Cadherinen, L-Selektin, TGF-o (Peschon et al.
1998), TNF-a (Black et al. 1997), IL-6-Rezeptor (Althoff et al. 2000), Amyloides
Vorlauferprotein APP, Notch-Ligand und Notch-Rezeptor (Hartmann et al. 2002, Lieber
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et al. 2002). Shedding spielt somit eine wichtige Rolle bei der Regulation zellulérer
Prozesse und hat vielféltige Konsequenzen fiir die Zelle (Blobel 2005). Beispielsweise
kénnen membrangebundene Liganden nach erfolgtem Shedding an ihre Rezeptoren
binden. Aber auch Rezeptoren kdnnen gespalten werden, was entweder zu einem Verlust
an Responsivitat der Zelle fuhren kann oder es bildet sich ein I6slicher Rezeptor-Ligand-
Komplex, der Gber Trans-signalling andere Zellen aktivieren kann, wie es fiir den IL-6-
Rezeptor beschrieben ist (Rose-John and Heinrich 1994). In Abbildung 1.4 A ist das
Shedding eines membrangebundenen Proteins, in Abbildung 1.4 B mdégliche Signalwege
nach erfolgtem Shedding dargestellt.

A B
16sliche 4 . autokrine parakrine
membran- Ektodomine | Signalisicrung ngan d Slgna11s1erung
gebundenes—£) Q_ O
Protein \
p > Rezeptor Sequestrlerung
ADAM == ¥
k- ¥ () \ ! ‘\
| - | G )
[ _]uxtakrme
S1gna11s1erung

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des Ektodomé&n-Shedding

(A) Shedding eines membrangebundenen Proteins fiihrt zur Freisetzung der Ektodoméne in den
extrazellularen Raum. (B) Mogliche Signalwege nach dem Shedding. Zur juxtakrinen
Signalisierung kommt es wenn keine proteolytische Spaltung stattgefunden hat. Bei der
autokrinen Signalisierung stimuliert der freigesetzte Ligand die eigene Zelle, bei der parakrinen
eine andere Zelle. Wenn Ligand und Rezeptor gespalten werden, kann ein loslicher Ligand-
Rezeptor-Komplex entstehen (Abbildung modifiziert aus (Blobel 2005)).
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1.1.2 ADAM10

Die Metalloproteinase ADAM10, auch Kuzbanian (KUZ) und Mammalian Disintegrin
Metalloproteinase (MADM) bezeichnet, wurde erstmals 1989 aus Rinderhirn als MBP
(Myelin Basic Protein)-degradierendes Enzym isoliert (Chantry et al. 1989). ADAM10
wird in vielen Geweben, wie beispielsweise im Herz, Gehirn, Lunge, Leber und Niere
exprimiert (Howard et al. 1996, Yavari et al. 1998, Karkkainen et al. 2000).

ADAMI10 hat eine o-Sekretaseaktivitat, die durch die proteolytische Spaltung des
Amyloiden Vorlduferproteins APP nachgewiesen werden konnte. Nach Spaltung von
APP durch ADAM10 entsteht das neuroprotektive APPsa. und gleichzeitig wird die
Bildung des B-Amyloid-Peptids (AB), welches eine Rolle bei der Alzheimer Erkrankung
spielt, verhindert. (Lammich et al. 1999). Bis heute konnten zahlreiche Substrate
identifiziert werden, die durch ADAM10 proteolytisch gespalten werden. Beispiele daftr
sind der Notch-Rezeptor (Hartmann et al. 2002), der IL-6-Rezeptor (Matthews et al.
2003), sowie die Adh&sionsmolekiile (N)-Cadherin (Reiss et al. 2005), E-Cadherin
(Maretzky et al. 2005) (VE)-Cadherin (Schulz et al. 2008) und CD44 (Nagano et al.
2004).

ADAMI10 spielt wéhrend der frithen Embryogenese eine wichtige Rolle. ADAM10-
defiziente M&use sterben am neunten Embryonaltag und zeigen Entwicklungsstérungen
in Gehirn, Herz, Neuronalrohr und Somiten. Diese Stérungen entstehen vermutlich durch
die Beeintrachtigung des Notch-Signalweges (Hartmann et al. 2002). Eine erhohte
Expression von ADAMI10 konnte Dbei Darmkrebs, Prostatakrebs und
Plattenepithelkarzinom nachgewiesen werden (McCulloch et al. 2004, Gavert et al. 2007,
Ko et al. 2007).

1.1.3 ADAM17

ADAM17 wurde erstmals 1997 entdeckt und ist maligeblich an der proteolytischen
Spaltung von TNF-a beteiligt, weshalbo ADAM17 auch als TACE (Tumor Necrosis
Factor Converting Enzym) bezeichnet wird (Black et al. 1997). ADAM17 spaltet aber
auch die Liganden fur den EGF-Rezeptor (Epidermal Growth Factor Receptor), wie
beispielsweise TGF-a, HB-EGF oder Epiregulin (Reiss and Bhakdi 2012). Wie ADAM10




1 Einleitung

hat auch ADAM17 eine o-Sekretaseaktivitdt und spaltet APP in das neuroprotektive
APPsa (Allinson et al. 2003). Beim Shedding von Adhdsionsmolekilen wie L-Selektin ist
TACE ebenfalls beteiligt (Peschon et al. 1998).

ADAM17-defiziente Mause sterben am Embryonaltag 17 oder kurz nach der Geburt. Sie
weisen Entwicklungsstérungen im Bereich des Herzens und der Lunge auf. Aber auch
Haut-und Haardefekte sind zu beobachten, wobei die epithelialen Defekte Ahnlichkeiten
mit den Defekten bei TGF-a- und EGF-Rezeptor-defizienten Méusen zeigen (Peschon et
al. 1998).

1.1.4 Regulation des Sheddings

Generell wird zwischen konstitutivem und induziertem Shedding unterschieden. Zum
konstitutiven Shedding, das auf basalem Niveau ohne Aktivierung stattfindet, gehort die
Prozessierung der ADAM-Protease-Proform im trans-Golgi durch Proprotein-
Konvertasen. Induziert werden kann das Shedding zum Beispiel tber Aktivierung der
MAP-Kinasen (Mitogen Activated Protein-Kinase) (Fan and Derynck 1999, Gechtman et
al. 1999), der Proteinkinase C (Diaz-Rodriguez et al. 2002) oder durch einen Anstieg der
intrazelluldaren  Calciumionenkonzentration. Durch den synthetisch hergestellten
Proteinkinase C  Agonisten PMA (Phorbol 12-myristat 13-acetat) werden
Membranproteine wie TNF-a, TGF-a und IL-6 Rezeptor gespalten. ADAM17 kann auch
durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren und Rezeptor-Tyrosinkinasen aktiviert werden,
wodurch es zur Freisetzung von EGF-Rezeptor-Liganden kommt und somit zu einer
Transaktivierung des EGF-Rezeptors und im weiteren Verlauf zu einer Aktivierung der
Kinase ERK1/2 (Prenzel et al. 1999, Yan et al. 2002, Blobel et al. 2009, Maretzky et al.
2011).

Der Mechanismus der Aktivierung der ADAMs ist noch nicht genau verstanden und wird
in der Literatur kontrovers diskutiert. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass es
durch die Stimulierung des Ektodoman-Sheddings zu einem schnellen Transport von
ADAM17 an die Zelloberflaiche kommt (Soond et al. 2005, Killock and Ivetic 2010).
Andererseits konnte aber auch ein vermehrtes Shedding durch ADAM17 ohne eine

Veranderung in der Expression gezeigt werden (Horiuchi et al. 2007).
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Der Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domédne von ADAM17 wird eine
Schlisselfunktion bei der Aktivierung nachgesagt (Diaz-Rodriguez et al. 2002, Fan et al.
2003, Xu and Derynck 2010). Allerdings konnten ADAM17-Mutanten, denen die
zytoplasmatische Doméne fehlt durch PMA aktiviert werden (Reddy et al. 2000, Doedens
et al. 2003, Horiuchi et al. 2007).

Ein weiteres Beispiel fur unterschiedliche Aktivierungsmechanismen sind die Ergebnisse
von Xu et al. 2012 und Le Gall et al. 2010. Hier konnte zum einen beobachtet werden,
dass ADAML17 als Dimer oder Multimer in der Zellmembran vorliegt und es durch die
Dimerisierung der zytoplasmatischen Doménen zu einer effizienten Bindung von TIMP-3
kommt (Lorenzen et al. 2011, Xu et al. 2012). Bei den TIMPs (Tissue Inhibitors of
MetalloProteinase) handelt es sich um endogene Inhibitoren, die die Sekretaseaktivitat
von MMPs und ADAMs hemmen. Durch die Aktivierung des ERK- oder p38 MAPK-
Signalweges kommt zu einer Verlagerung der Dimere zu Monomeren, wodurch es zu
einer verminderten Bindung von TIMP-3 und einem gesteigerten Shedding von TGF-a
kommt (Xu and Derynck 2010, Lorenzen et al. 2011, Xu et al. 2012). Im Gegensatz dazu
stehen die Ergebnisse von Le Gall et al. 2010, die besagen, dass die physiologische
Stimulation von ADAML17 nicht von einer Dissoziation von TIMP-3 abhéngig ist und
dass nicht die zytoplasmatische Doméne sondern die Transmembran-Domane fiir die
Aktivierung von ADAML17 erforderlich ist.

Somit ist plausibel, dass Verdnderungen in der Zusammensetzung der Zellmembran
ebenfalls Auswirkungen auf die Aktivierung der ADAMs haben koénnen. In der Tat
zeigten Reiss et al. 2011, dass biophysikalische Anderungen der Membraneigenschaften
sich auf die durch ADAM10 und ADAM17 bedingte Substratspaltung auswirken.
Demnach fuhrt die Zugabe von ungesattigten freien Fettsduren zu vermehrtem Shedding
von ADAM10- und ADAM17-Substraten in verschiedenen Zelltypen. Dieser Befund
korreliert mit der gesteigerten Membranfluiditdt und der vermehrten Mobilitat der

Enzyme und Substrate in der Membran.
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1.2 P2-Rezeptoren

Die P2-Rezeptoren werden aufgrund ihrer molekularen Struktur in P2X- und P2Y-
Rezeptoren unterteilt. Bei den P2X-Rezeptoren handelt es sich um Liganden-gesteuerte
Kationenkandle, die aus homo- bzw. heterotrimeren Untereinheiten bestehen. Die P2Y-
Rezeptoren gehoren dagegen zur Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren
(Burnstock and Kennedy 1985, Abbracchio and Burnstock 1994) (Abbildung 1.5). Bis
heute sind sieben Mitglieder der Familie der P2X-Rezeptoren und acht Mitglieder der
Familie der P2Y-Rezeptoren bekannt, die sowohl Purin- als auch Pyrimidin-Nukleotide
erkennen (North 2002, Burnstock 2007).

P2X-Rezeptor P2Y-Rezeptor

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der P2X- und P2Y-Rezeptoren

Bei den P2X-Rezeptoren handelt es sich um ATP-gesteuerte Kationenkanéle, bestehend aus
homo- bzw. heterotrimeren Untereinheiten. Die P2Y-Rezeptoren gehdren zur Familie der G-
Protein gekoppelten Rezeptoren.

1.2.1 Die Familie der P2X-Rezeptoren

P2X-Rezeptoren werden in vielen Geweben exprimiert, unter anderem auch in
hamatopoetischen Zellen (Di Virgilio et al. 2001, Burnstock 2007). Die Familie besteht
aus sieben Mitgliedern (P2X1 bis P2X7). Diese Rezeptoren sind ATP-gesteuerte, nicht
selektive Kationenkanéle und bestehen aus einem intrazelluldaren N- und C-Terminus,

zweier Transmembran-Domanen und einer relativ groRen extrazelluldren Schleife. In
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dieser befinden sich neben zehn konservierten Cysteinresten, welche intramolekulare
Disulfidbriicken ausbilden, zwei bis sechs Konsensussequenzen fiir die N-Glykosylierung
sowie die ATP-Bindungsstelle (Hansen et al. 1997, North 2002, Burnstock 2007). Die
lonenkandle bestehen aus drei Untereinheiten, die entweder homo- oder heterotrimer
organisiert sind (North 2002, Barrera et al. 2005). Nach Bindung von ATP Offnet sich der
lonenkanal innerhalb von Millisekunden und es kommt zu einem schnellen Einstrom von
Na- und Ca-lonen sowie einem Ausstrom von Kaliumionen. Dies flhrt zur Depolarisation
der Zellmembran und zur Offnung spannungsabhangiger Ca**-Kanale, wodurch die
intrazellulare Calciumionenkonzentration weiter ansteigt und Signaltransduktionswege
aktiviert werden (Di Virgilio et al. 2001, North 2002).

1.2.2 Der P2X7-Rezeptor

Der P2X7-Rezeptor weist einige Besonderheiten auf. Er ist das groRte Protein innerhalb
der Familie der P2X-Rezeptoren mit einem deutlich langeren C-terminalen Bereich. Mit
Ausnahme der heterotrimeren P2X4/P2X7-lonenkanéle bilden sich ausschlieBlich
homotrimere lonenkanale aus (North 2002, Guo et al. 2007). Zur Aktivierung bendtigt er
hohe ATP-Konzentrationen (> 100 uM) und die Ansprechbarkeit gegenutiber bz-ATP
(2°,3"-(benzoyl-4-benzoyl)-ATP) ist 10- bis 30fach hoher als bei anderen P2X-
Rezeptoren. Eine weitere Besonderheit ist seine geringe Desensitivierung. Auch bei
anhaltender Stimulation durch ATP densitiviert der P2X7-Rezeptor kaum (North 2002).
Eine langer andauernde Aktivierung fuhrt zur Bildung einer Pore, die fir Molekile mit
bis zu einer GroRe von 900 Da durchlassig ist. Die Grofl3e dieser Pore konnte mit Hilfe
des fluoreszierenden Farbstoffs Yo-Pro-1 nachgewiesen werden (Rassendren et al. 1997).
Es wird davon ausgegangen, dass die Porenbildung durch Pannexin-1 geschieht, ein
Membranprotein, das strukturelle Ahnlichkeiten mit den Connexinen aufweist (Pelegrin
and Surprenant 2006).

Der P2X7-Rezeptor wird auch in Verbindung mit der Aktivitat von Metalloproteinasen
gebracht. So konnte in Lymphozyten durch die Aktivierung des P2X7-Rezeptors ein
vermehrtes Shedding von L-Selektin und CD23 durch Metalloproteinasen nachgewiesen

werden (Gu et al. 1998). Des Weiteren wird in Thymozyten sowie in Erythrozyten nach
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Aktivierung des Rezeptors eine Exposition von Phosphatidylserin auf der AuBenseite der
Zellmembran beobachtet (Courageot et al. 2004, Sluyter et al. 2007).

1.3 Biologische Membranen

1.3.1 Aufbau von Zellmembranen

Biologische Membranen grenzen Zellen von ihrer AuBenwelt ab und weisen eine
hochselektive Permeabilitdt auf. Dies ermdglicht der Zelle einen gerichteten Energie-,
Stoff- und Informationsaustausch mit ihrer Umwelt. VVor ungeféhr 40 Jahren wurde durch
das fluid mosaic model von Singer und Nicolson die Grundlage fir das Verstandnis
biologischer Membranen gelegt. Demnach bestehen biologische Membranen aus einer
etwa 5 nm dicken fluiden Lipiddoppelschicht, in die integrale und periphere
Membranproteine eingebaut sind (Singer and Nicolson 1972). Die Membranlipide
gliedern sich in drei Hauptgruppen: Phospholipide, Glykolipide und Cholesterin.

Die Phospholipide bilden den grofiten Anteil und bestehen aus einem hydrophilen Kopf
und einem langen hydrophoben Schwanz. Daher ordnen sie sich in der Membran so an,
dass die hydrophilen Kopfe jeweils zur wassrigen Phase zeigen und die hydrophoben
Schwénze in das Membraninnere ragen (Abbildung 1.6). Der hydrophile Kopf besteht
entweder aus dem Grundgertist des Alkohols Glycerin oder Sphingosin, an den (ber eine
Phosphatgruppe ein weiterer Alkohol gebunden ist. Anhand des Grundgerdists werden die
Phospholipide in die beiden Hauptgruppen Phosphoglyceride und Sphingolipide
aufgeteilt. Je nach phophoryliertem Alkohol gehdren zu den Phosphoglyceriden
Phosphatidylserin (PS), Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylcholin (PC) und
Phosphatidylinositol (P1).

Zu der Gruppe der Sphingolipide gehdrt das Sphingomyelin (SM), das aus einer
Esterbindung der primdren Hydroxylgruppe des Sphingosins mit Phosphorylcholin
besteht. Der hydrophobe Anteil der Phospholipide besteht aus langkettigen Fettsduren
(Stryer 2003).

Glykolipide sind kohlenhydrathaltige Lipide, die sich ebenfalls von dem Sphingosin

ableiten. An der primdren Hydroxylgruppe des Sphingosins sind ein oder mehrere
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Kohlenhydrateinheiten substituiert, welche sich immer auf der extrazellulédren Seite der
Membran befinden (Stryer 2003).

Cholesterin weist dagegen eine komplett andere Struktur auf. Cholesterin besteht aus
einem planaren Steroid-Ringsystem, mit einem hydrophoben Schwanz aus
Kohlenwasserstoffen auf der einen Seite und einer hydrophilen Hydroxylgruppe auf der
anderen Seite. Cholesterin lagert sich in Membranen parallel zu den Fettséureketten an,
wobei der hydrophile Bereich mit dem der Phospholipide in Wechselwirkung tritt.
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung des fluid mosaic model nach Singer und Nicolson

Biologische Membranen bestehen aus einer etwa 5 nm dicken fluiden Lipiddoppelschicht, in die
integrale und periphere Membranproteine eingebettet sind (Abbildung modifiziert aus (Sachs et
al. 2009)).

12

Hydrophobe Region



1 Einleitung

1.3.2 Membranasymmetrie

Die Membran der Erythrozyten ist die bisher am besten untersuchte Zellmembran. In ihr
befinden sich die Phospholipide Phosphatidylcholin und Sphingomyelin hauptsachlich
auf der AuBenseite, wahrend Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylserin fast
ausschlieBlich auf der Innenseite lokalisiert sind. Diese charakteristische Verteilung der
Phospholipide verleiht der Membran eine Asymmetrie, welche eine wichtige
physiologische Rolle spielt (Connor et al. 1994) und unter Energieaufwand
aufrechterhalten wird (Rothman and Lenard 1977). Fur die Aufrechterhaltung der
Asymmetrie sind die Aminophospholipid-Translokase und die Floppase verantwortlich.

Die Aminophospholipid-Translokase, auch Flippase oder P-Typ ATPase genannt,
transportiert ausschlielich Phosphatidylserin  und Phosphatidylethanolamin unter
Verbrauch von einem Molekil ATP, gegen den Konzentrationsgradienten von der
AuRenseite der Membran auf die Innenseite (Morrot et al. 1989, Beleznay et al. 1993).
Phosphatidylserin wird dabei viel schneller transportiert als Phosphatidylethanolamin
(Connor et al. 1992). Durch Anstieg der intrazellularen Ca”*-Konzentration wird die
Translokase gehemmt (Tilly et al. 1990).

Die weniger spezifische Floppase transportiert ATP-abhéngig Phosphatidylcholin und
Sphingomyelin aber auch Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin von der
Innenseite zur AuBenseite der Membran (Zwaal and Schroit 1997). Da der Transport nach
aufllen in etwa 10mal mehr Zeit bendtigt als der Einwartstransport der Translokase, wird
so die Asymmetrie aufgebaut und aufrecht erhalten (Bitbol and Devaux 1988, Andrick et
al. 1991, Connor et al. 1992).

Die Phospholipid-Scramblase ist ein weiteres Protein, das die Lipidverteilung in der
Membran beeinflusst. Die Scramblase wird durch Calcium aktiviert und transportiert
unspezifisch PS, PE, PC und SM (Smeets et al. 1994, Williamson et al. 1995). Dieser
Prozess ist ATP-unabhdngig und die Phospholipide werden entlang ihres
Konzentrationsgradienten transportiert. Somit flhrt die Aktivierung der Scramblase, im
Gegensatz zur Translokase und Floppase, innerhalb kiirzester Zeit zu einem Verlust der

Membranasymmetrie (Zwaal and Schroit 1997).

13



1 Einleitung

Translokase
(Flippase)

Floppase Scramblase

Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der Translokase, Floppase und Scramblase
(Abbildung aus (Zwaal et al. 2004))

Ein Zusammenbruch der Asymmetrie, vor allem die Exposition von Phosphatidylserin
auf der AulRenseite der Membran ist mit vielen physiologischen und pathologischen
Prozessen verbunden (Zwaal and Schroit 1997).

1.3.3 Phosphatidylserin

Phosphatidylserin ist in gesunden, nicht aktivierten Zellen ausschlieRlich auf der
Innenseite der Membran lokalisiert (Kuypers 1998). In der Literatur werden mehrere
Mechanismen zur Exposition von PS auf der Aullenseite der Membran diskutiert.

In den meisten Fallen wird die Présentation von Phosphatidylserin mit einer erhfhten
Ca’*-Konzentration in Verbindung gebracht. Dies beruht auf der Aktivierung der
Scramblase und gleichzeitiger Inaktivierung der Translokase (Zwaal and Schroit 1997).
Zusatzlich werden durch den Ca**-Anstieg calciumabhéngige K*-Kanale (Gardos-Kanale)
geOffnet. Dies fuhrt zu einer Hyperpolarisation der Zellmembran und dadurch zu einem
Verlust von KCI, wodurch die Exposition von PS verstérkt wird (Lang et al. 2003Db).
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Nach den Befunden von De Jong et al. 2002, fiihrt bei Erythrozyten die durch eine
erhohte Ca®*-Konzentration aktivierte Scramblase nur in Verbindung mit der Aktivitat
von Proteinkinase C zu einer Exposition von PS (de Jong et al. 2002).

Auch Ca”*-unabhangige Mechanismus werden diskutiert. Beispielsweise erhéht Ceramid
die Sensitivitat der Scramblase fiir Calcium und begunstigt deren Aktivitat (Lang et al.
2004). Ceramid gehort zu den Sphingolipiden und wird durch Spaltung wvon
Sphingomyelin durch die Sphingomyelinase gebildet. Die Behandlung von Zellen in
hypertonem Medium fuhrt zu einer Anhdufung von Ceramid. Ceramid spielt auch als
sekundarer Botenstoff bei der Apoptoseinduktion vieler Zellen eine wichtige Rolle (Frago
et al. 1998, Goldkorn et al. 1998, Kolesnick and Fuks 2003).

Eine weitere Ca®*-unabhangige Exposition von Phosphatidylserin wird durch Aktivierung
des P2X7-Rezeptors in Thymozyten und in Erythrozyten bewirkt (Courageot et al. 2004,
Sluyter et al. 2007).

Die Prasentation von Phosphatidylserin auf der AuRenseite der Membran ist mit vielen
physiologischen und pathologischen Prozessen verbunden. Phosphatidylserin spielt zum
Beispiel bei der Hamostase eine wichtige Rolle, indem es die Aktivierung des
Tenasekomplexes (Faktor VIlla und 1Xa) und des Prothrombinkomplexes (Faktor VVa und
Xa) unterstitzt (Mann et al. 1990, Kalafatis et al. 1994). PS ist auch in der Lage, den
alternativen Weg des Komplementsystems zu aktivieren (Chonn et al. 1991, Wang et al.
1993).

Des Weiteren kann Phosphatidylserin als ein Signal fur die Aktivierung der Phagozytose
angesehen werden. Apoptotische Zellen présentieren auf ihrer AuRenseite
Phosphatidylserin und werden durch das retikuloendotheliale System entfernt (Allen et al.
1988, van Engeland et al. 1998, Schlegel and Williamson 2001). Makrophagen besitzen
einen Phosphatidylserin-Rezeptor auf ihrer Aul3enseite, mit dem sie die apoptotischen
Zellen binden und eliminieren (Shiratsuchi et al. 1998, Fadok et al. 2000).

Zahlreiche Krankheiten, wie die Sichelzellanamie (Chiu et al. 1979, Tait and Gibson
1994) und B-Thalassdémie (Borenstain-Ben Yashar et al. 1993) aber auch die chronische
Uramie (Bonomini et al. 2001), fiihren zu einem Verlust der Membranasymmetrie und

somit zu einer vermehrten Exposition von Phosphatidylserin.
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Abbildung 1.8: Regulation und physiologische Prozesse der Exposition von
Phosphatidylserin (Abbildung modifiziert aus (Zwaal and Schroit 1997))

1.4 Melittin

Das Gift der Honigbiene (Apis mellifera) enthdlt eine Vielzahl von sowohl
pharmakologisch als auch enzymatisch aktiven Komponenten, wie Melittin, Apamin,
Phospholipase A2, Histamin und Mastzelldegranulierendes Peptid (MCD-Peptid).
Melittin ist der Hauptbestandteil des Bienengifts und macht 50 % des
Trockengewichtanteils aus (Habermann 1972, Raghuraman and Chattopadhyay 2007). Es
handelt sich um ein kationisches Peptid, das sich in die Zellmembran einlagern und deren
biophysikalische Eigenschaften &ndern kann (Dawson et al. 1978, Schoch and Sargent
1980). Melittin gehort zur Familie der antimikrobiellen Peptide (AMPs) und wird als
aussichtsreiches Anti-Krebsmittel und Antibiotikum diskutiert (Duclohier 2010, Orsolic
2012). In vitro konnten positive Wirkungen von Melittin auf Zellen von Nieren-, Blasen-,
Lungen- und Brutkrebs beobachtet werden (Son et al. 2007). Des Weiteren konnten auch
schon im Tiermodell erfolgsversprechende Ergebnisse bei Lungen-, Leber- und
Prostatakrebs gezeigt werden (Russell et al. 2004, Liu et al. 2008, Soman et al. 2009).
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Melittin wird auch eine entztindungshemmende, anti-rheumatische, anti-arthritische und
schmerzlindernde Wirkung zugeschrieben (Son et al. 2007).

1.4.1 Struktur und Konformation

Melittin ist ein aus 26 Aminosauren aufgebautes kationisches, tiberwiegend hydrophobes
Peptid mit einer Nettoladung von +5. Vier der positiven Ladungen befinden sich in der C-
terminalen Region (KRKR) und die fiinfte befindet sich im N-terminalen Bereich an
Position sieben. In der Literatur wird aufgrund der asymmetrischen Verteilung der
polaren und unpolaren Aminoséuren eine amphipathische a-helikale Sekundarstruktur
vorgeschlagen (Dathe and Wieprecht 1999).

A

C0C0U0 U6 CeCOe0CT0 L 1 LE

Abbildung 1.9: Primar- und Sekundarstruktur von Melittin
(Abbildung modifiziert aus (Raghuraman and Chattopadhyay 2007))

Trotz des hohen Anteils an unpolaren Aminosduren ist Melittin gut in Wasser und
weniger gut in Methanol I6slich. In wassrigen Losungen kann das Peptid verschiedene
Konformationen annehmen. Bei niedriger Peptidkonzentration liegt Melittin
hauptséchlich als Monomer in einer Random-Coil-Struktur vor, wéhrend sich bei hoheren
Peptidkonzentrationen, einer erhdhten lonenkonzentration oder einem hohem pH-Wert
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Tetramere bilden (Dempsey 1990). Mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse konnte die
Struktur der Tetramere in wéssriger Losung bestimmt werden (Anderson et al. 1980,
Terwilliger and Eisenberg 1982b, a, Terwilliger et al. 1982). Jedes der vier Melittin-
Monomere besteht aus zwei a-helikalen Segmenten, die durch Prolin an Position 14
getrennt sind und in einem Winkel von 120° zueinander stehen. Dieser Winkel ermdglicht
eine optimale Verpackung der hydrophoben Seitenketten innerhalb des Tetramers
(Raghuraman and Chattopadhyay 2007).

Abbildung 1.10: Kristallstruktur der Melittin-Tetramere

Kristallstruktur eines Melittin-Tetrameres von der Vorder- (A) und der Seitenansicht (B).Gelb
dargestellt sind die kationischen C-terminalen Bereiche (Abbildung aus (Giovambattista et al.
2008)).

1.4.2 Interaktion mit Lipidmembranen

Die Interaktion von Melittin mit Lipidmembranen ist von mehreren Faktoren abhangig.
Wie zum Beispiel von den Eigenschaften des Peptids in wassriger Losung, der
Peptidkonzentration, der Lipidzusammensetzung der Membran und dem
Membranpotential (Dempsey 1990). Die Affinitadt von Melittin gegenliber negativ
geladenen Lipiden ist groRer als gegeniiber zwitterionischen Lipiden. An der Bindung
von Melittin an Membranen sind sowohl hydrophobe als auch elektrostatische
Wechselwirkungen beteiligt (Beschiaschvili and Seelig 1990, Yang et al. 2001).
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Melittin fuhrt zur Bildung einer Pore in der Membran und ubt somit lytische Effekte auf
Zellen aus (Vogel and Jahnig 1986, Sansom 1991). Fur diese Porenbildung werden
hauptsachlich zwei Mechanismen vorgeschlagen. Aufgrund der hydrophoben
Wechselwirkungen von Melittin mit der Membran wurden das barrel-stave-Modell und
das toroidal-Modell vorgeschlagen (Abbildung 1.11). Nach dem barrel-stave-Modell
bilden amphiphatische o-Helices eine Pore, in dem sie mit ihren hydrophoben
Oberflachen in Wechselwirkung mit dem Lipidkern der Membran treten und die
hydrophilen Oberflachen zum Inneren der Pore zeigen (Katsu et al. 1988, Ladokhin et al.
1997, Rex and Schwarz 1998). Das toroidal-Modell unterscheidet sich von dem barrel-
stave-Modell dahingehend, dass die Peptide immer auch mit den Kopfgruppen der
Phospholipide assoziiert sind. Die Pore besteht somit aus den Kopfgruppen der
Membranlipide und den Peptidmolekilen (Yang et al. 2001, Allende et al. 2005).

Abbildung 1.11: Schematische Darstellung des (A) barrel-stave-Modells und des (B) toroidal-
Modells

(A) Im barrel-stave-Modell bilden die amphiphatischen a-Helices (blau sind die hydrophoben, rot
die hydrophilen Bereiche dargestellt) eine Pore, in dem sie mit ihren hydrophoben Oberfldchen in
Wechselwirkung mit dem Lipidkern der Membran treten und die hydrophilen Oberflachen zum
Inneren der Pore zeigen. (B) In dem toroidal-Modell sind die Peptide immer auch mit den
Kopfgruppen der Phospholipide assoziiert. Die Pore besteht in diesem Fall aus den Kopfgruppen
der Membranlipide und den Peptidmolekiilen (Abbildung aus (Chan et al. 2006)).
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Ein weiteres Modell ist das detergent-like-Modell. Dieses besagt, dass sich Melittin
aufgrund seiner amphiphatischen Struktur wie ein Detergenz verhdlt. Bei niedrigen
Konzentrationen orientiert sich Melittin aufgrund der elektrostatischen Anziehung
zwischen den negativ geladenen Phospholipiden und seiner positiven Ladung parallel zu
der Lipiddoppelschicht. Es dringt nicht in die Membran ein sondern bindet an die
Kopfgruppen der Lipide. Eine Erhéhung der Peptidkonzentration fihrt zu einer
Aggregation der Melittine. Bei Erreichen eines Schwellenwertes andern die Peptide nach
diesem Modell ihre Orientierung und inserieren in die Membran, was eine
Mizellenbildung zur Folge hat (Abbildung 1.12) (Monette and Lafleur 1995, Ladokhin
and White 2001, Shai 2002, Bechinger and Lohner 2006).

Abbildung 1.12: Schematische Darstellung des detergent-like-Modells

Bei niedrigen Konzentrationen orientiert sich Melittin parallel zu der Lipiddoppelschicht und
dringt nicht in die Membran ein sondern bindet an die Kopfgruppen der Lipide. Eine Erh6hung
der Peptidkonzentration fiihrt zur Aggregation der Peptide. Bei Erreichen eines Schwellenwerte
&ndern die Melittine ihre Orientierung und inserieren in die Membran, was eine Mizellenbildung
zur Folge hat (Abbildung modifiziert aus (Chan et al. 2006)).
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Nach welchem Modell die Porenbildung von Melittin verlduft, kann aufgrund
verschiedener Faktoren, wie dem Peptid/Lipid-Verhaltnis, der
Membranzusammensetzung, der Temperatur oder der Pufferzusammensetzung, nicht

eindeutig gesagt werden (Bechinger and Lohner 2006).

Des Weiteren wurde gezeigt, dass Cholesterin die hamolytische Aktivitat von Melittin in
Modellmembranen inhibiert. Das in Melittin an Position 19 vorkommende Tryptophan
bildet vermutlich einen stabilen Komplex mit dem starren Ringsystem des Cholesterins
(Raghuraman and Chattopadhyay 2004, Allende et al. 2005). Ebenfalls konnte an
Erythrozytenmembranen gezeigt werden, dass Cholesterin die Bindung von Melittin an
die Membran reduziert. Da die Membran von Erythrozyten reich an Cholesterin ist, wird
nach Cholesterin-Depletion eine gesteigerte Ha&molyse der Erythrozyten beobachtet
(Raghuraman and Chattopadhyay 2005). Diese Ergebnisse stimmen mit Ergebnissen aus
Modellmembranen (berein, wonach eine Melittin-induzierte Porenbildung durch
steigende Cholesterinkonzentrationen reduziert wird (Raghuraman and Chattopadhyay
2004, Allende et al. 2005).

1.4.3 Auswirkungen auf Zellen

Melittin besitzt eine breite antibakterielle Aktivitdt und gehort zur Familie der
antimikrobiellen Peptide (AMPs) (Dawson et al. 1978, Schoch and Sargent 1980). In
mikromolaren Konzentrationen tétet Melittin gram-negative und gram-positive Bakterien.
Bei humanen Erythrozyten und anderen Zellen zeigt Melittin eine sehr hohe lytische
Aktivitat. Bereits in sub-mikromolaren Konzentrationen induziert Melittin einen Anstieg
der Membranpermeabiltiat und letztlich die Lyse der Erythrozyten (DeGrado et al. 1982,
Tosteson et al. 1985).

Neben seiner antmikrobiellen und hdmolytischen Aktivitat weist Melittin eine Vielzahl
anderer biologischer Wirkungen auf. Unter anderem ist Melittin fir die unspezifische
Entzindungsreaktion des Bienengifts verantwortlich (Mackler and Kreil 1977) und zeigt
auch schwach allergene Wirkungen (Hoffman and Shipman 1976, Sobotka et al. 1976,
Paull et al. 1977).
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Dariiberhinaus fihrt Melittin zu Aggregationen von Membranproteinen, wie der Bande 3
in Erythrozyten (Clague and Cherry 1988) und der Ca**-ATPase (Mahaney and Thomas
1991, Voss et al. 1991). Es konnte gezeigt werden, dass die Immobilisierung und
Aggregation dieser Proteine von dem Verhaltnis von Melittin zu Protein und nicht vom
Verhdltnis Lipid zu Melittin abhéngt. Dies kann durch eine direkte Interaktion von
Melittin mit den Proteinen erklart werden. Eine Quervernetzung der Proteine zu gréReren
Aggregaten wird durch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den positiv
geladenen Resten des C-Terminus von Melittin und den negativ geladenen Seitengruppen
der Membranproteine ermdglicht.

Melittin ist ein potenter Inhibitor der H*/K*-ATPase (Cuppoletti et al. 1989, Cuppoletti
1990, Cuppoletti and Malinowska 1992), der Na'/K'-ATPase (Cuppoletti and Abbott
1990) und der Ca’*-ATPase (Mahaney and Thomas 1991, Voss et al. 1991). Die
Inhibition der Funktion dieser lonenpumpen erfolgt wahrscheinlich durch direkte
Wechselwirkung von Melittin mit dem Protein. Die H'/K'-ATPase enthalt eine
Bindungsstelle fur Polypeptide, welche ein amphiphatisches, helikales Motiv aufweist
(Cuppoletti and Malinowska 1992). Durch Bindung von Melittin an dieses Motiv kommt
es zur Inhibition des Proteins. Im Falle der Na'/K'-ATPase werden durch Bindung von
Melittin  funktionsstdrende Konformationsanderungen der lonenpumpe induziert
(Cuppoletti and Abbott 1990).

Die Aktivitat der Phospholipase A2 (PLA2) wird durch Melittin auf das 5fache erhoht,
was auch zu einer vermehrten Synthese der Arachidonsdure fuhrt (Mollay and Kreil 1974,
Vernon and Bell 1992). Die PLAZ2-abhéngigen Effekte tragen zusammen mit der
Aktivierung von Caspase-3 zur Anti-Krebs-Zytotoxizitdt von Melittin bei (Moon et al.
2006a). Auch eine entziindungshemmende Wirkung von Melittin vermittelt Gber
Hemmung der DNA-Bindeaktivitat des Transkriptionsfaktor NF-xB wird diskutiert (Park
et al. 2007).
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1.5 Vibrio cholerae Cytolysin (VCC)

Vibrio cholerae Cytolysin (VCC) ist ein porenbildendes Toxin (Pore-forming Toxin
PFT), das in Membranen inseriert und diese permeabilisiert. Es gehort zur Gruppe der
Exotoxine und wird von den Stdmmen des fakultativ anaeroben gram-negativen
Stébchens Vibrio cholerae ElI Tor O1 und non-O1 sezerniert (Honda and Finkelstein
1979, Yamamoto et al. 1986, Zitzer et al. 1997, Laohachai et al. 2003). Das Strukturgen
hlyA kodiert ein prepro-Toxin mit einem Molekulargewicht von 82 kDa und besteht aus
einem Signalpeptid, einer Pro-Region, einer cytolytischen Region und zwei lektin-
ahnlichen Doménen (B-Trefoil und B-Prism) am C-terminalen Ende (Yamamoto et al.
1990, Olson and Gouaux 2005). Durch Abspaltung des Signalpeptids entsteht das 79 kDa
schwere pro-Toxin pVCC. Das reife VCC (65 kDa) entsteht durch proteolytische
Spaltung von pVVCC entweder in L6sung oder nach Bindung an die Membran (Yamamoto
et al. 1990). Die membrangebundene Spaltung von pVCC zu VCC erfolgt dabei unter
anderem durch die Metalloproteinasen ADAM10 und ADAM17 (Valeva et al. 2004,
Reiss et al. 2011). VCC verbleibt als Monomer in Lésung und oligomerisiert nach
Bindung an die Zellmembran (Zitzer et al. 1995, Ikigai et al. 1996). Die Porenbildung
erfolgt, indem sieben membranassoziierte Monomere ein Oligomer bilden, das
anschlielend in die Membran inseriert und eine mit Wasser gefullte Pore bildet (Olson
and Gouaux 2005). Die Pore hat einen Durchmesser von 1,5 nm und eine Héhe von 10 —
12 nm (Zitzer et al. 1995, Zitzer et al. 1999). Die Bindung des Toxins an die
Zellmembran ist temperaturunabhangig. Es konnte auerdem gezeigt werden, dass VCC
eine hohe Affinitat zu cholesterinhaltigen Membranen hat (Ikigai et al. 1996, Zitzer et al.
2001).

1.6 Erythrozyten-Modell zur Aktivitatsbestimmung von ADAM10

VVon Reiss et al. 2011 wurde ein Modell entwickelt, mit dem die Aktivitat von ADAM10
anhand der Spaltung von pVCC in VCC untersucht werden kann (Reiss et al. 2011).
Dieses Modell basiert darauf, dass pVCC in die Membranen von Kaninchenerythrozyten
inseriert und diese ADAM10 auf ihrer Oberflache exprimieren (Wilke and Bubeck
Wardenburg 2010). Durch die Porenbildung von VCC wird die Membranpermeabilitét

fur Na*, K* und Ca®" erhoht, was zu einem kolloidalen osmotischen Schock und zur
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Hamolyse der Erythrozyten flihrt. Auf diese Weise besteht die Moglichkeit, die Aktivitat
von ADAMI10 auf zweifache Weise zu bestimmen. Zum einen kann die Hamolyse der
Erythrozyten gemessen werden und zum anderen kann die proteolytische Entstehung von
VCC mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens nachgewiesen und quantifiziert werden.

pVCC Himolyse

Abbildung 1.13: Schematische Darstellung der Porenbildung von VCC durch ADAM10

Das an die Erythrozytenmembran gebundene pVCC wird von ADAM10 in die aktive Form
(VCC) gespalten. VCC bildet in der Membran eine Pore, wodurch es zur Hdmolyse der Zellen
kommt (Abbildung aus (Reiss et al. 2011)).

Der Vorteil des Erythrozyten-Modells gegentiber der Verwendung von kernhaltigen
Zellen ist, dass eine direktere Beziehung zur Aktivitatsbestimmung von ADAM10
besteht. Denn in Erythrozyten gibt es keine vesikuldr gespeicherten Enzyme und
Signaltransduktionswege fehlen, welche die Enzymaktivitat auf sekundére Weise, z.B.
durch Phosphorylierungsvorgange, beeinflussen kénnten.
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1.7 Ziele der Arbeit

Da die ADAMs eine wichtige Rolle bei Entwicklungs- und Regulationsprozessen sowie
bei pathologischen Prozessen spielen, ist die Aufklarung ihres Aktivierungsmechanismus
von groller Bedeutung. Dieser ist bislang noch nicht genau verstanden und wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Reiss et al. 2011 konnten zeigen, dass Veranderungen in
den biophysikalischen Membraneigenschaften (Fluiditat) die Funktion der ADAMSs
beeinflussen. Melittin, der Hauptbestandteil des Bienengiftes, ist in der Lage, die
Membranstruktur zu verandern (Dawson et al. 1978, Schoch and Sargent 1980).

In der vorliegenden Arbeit sollte daher untersucht werden, ob Melittin einen Einfluss auf
die Aktivitat von ADAM10 und ADAM17 ausubt. Dazu wurde das Ectodomain Shedding
fur unterschiedliche ADAM10- und ADAM17-Substrate bei verschiedenen Zellen
untersucht. Nachdem festgestellt wurde, dass Melittin die Aktivitdat der Proteasen

tatsachlich stimuliert, sollte der zugrunde liegende Mechanismus néher analysiert werden.
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2.1 Chemikalien

Chemikalien

Acrylamid (Rotiphorese-Gel)
Ammoniumpersulfat (APS)
Ammoniumchlorid

Annexin V-FITC

Apyrase

ATPYS

Bapta-AM

Bio-Rad

Bovines Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau
Calciumchlorid

Calcium lonophor A23187
Dextran 4

Dextran T500

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat

Diphenylhexatrien

Hersteller

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Jena Bioscience, Jena
Sigma-Aldrich, Steinheim
Bio-Rad, Minchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg
Amersham Biosciences,
Freiburg,

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Ethanol
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
EGTA

Fotochemikalien (Entwickler und Fixierer)
Glucose

Glycerin

Glycin

Hepes

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogencarbonat
Luminol

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Melittin

2-Mercaptoethanol
Methanol

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat

Natriumhydroxid

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Kodak, Stuttgart
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Calbiochem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Phosphorsaure

Salzséure

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
TMB

Trishydroxyaminomethan (Tris)
Triton X-100

Tween 20

2.2 Aktivatoren und Inhibitoren
Aktivatoren/Inhibitoren

bz-ATP

0ATP

G1254023X

GW280264X

Marimastat

PMA

PPADS

Suramin

Tapi-0

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Hersteller

Jena Bioscience, Jena
Sigma-Aldrich, Steinheim
GlaxoSmithKline, Hamburg
GlaxoSmithKline, Hamburg
Calbiochem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Calbiochem, Darmstadt
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2.3 Puffer, Losungen und Medien

Puffer Zusammensetzung

Annexin V-Bindepuffer 5X 50 mM Hepes
700 mM NaCl
12,5 mM CaCl,
pH 7,4

Blotpuffer 11,6 g/l Tris
5,8 g/l Glycin
3,75 ml 20 % SDS
200 ml Methanol

Blockpuffer ELISA 0,5 % BSA
0,05 % Tween-20

in PBS 1x
Blockpuffer WB 5 % Milchpulver
in TBST
Dextran 4,5 % fur PMN-Isolation 2,25 g Dextran T500
0,45 g NaCl

auffillen auf 50 ml H,O
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HBSS 10x

Lysepuffer Erythrozyten

PBS 10x

Percoll-HBSS

0,6 g KH,PO,4

1 g MgCl; x 6 H,O

1 g MgSO4 x 7 H,0O

80 g NaCl

0,9 g Na;HPO4 x 2 H,0O
10 g D-Glucose

in 900 ml H,0 auflésen,
1,4 g CaCl, und 4 g KCI
zugeben, pH 6,0

2,07 g NH,CI

0,25 g KHCO3

250 pl 0,1 M EDTA pH 7,4
in 250 ml dH,0O ldsen pH 7,27

80 g/l NaCl

2 g/l KCI

14,4 g/l NaHPO,
2,4 g/l KH,PO,
pH 7,4

30 ml Percoll
5 ml HBSS 10x
pH 7,2
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Phosphatpuffer 5 mM

Probenpuffer 4x fir WB

Sammelgel

SDS-Laufpuffer 10x

TBS 10x

5mM NazHPO4
5mM NaH2PO4
pH 8

13 ml Tris pH 6,8

11,6 ml 86 % Glycerin
20 ml 10 % SDS

5 ml 2-Mercaptoethanol
0,02 % Bromphenolblau
auf 200 ml H,O auffullen

3 mlH0

1,25 ml 0,5 M Tris pH 6,8
0,7 ml Acrylamid 30 %
25 ul SDS 20 %

25 pul APS 10 %

10 ul TEMED

30 g/l Tris
144 g/l Glycin
10 g/l SDS

60,5 g/l Tris
87,6 g/l NaCl

pH auf 7,5 einstellen
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TBST 1x

Trenngel 7,5 %

Tris-Puffer 0,5 M, pH 6,8

fur WB-Sammelgel

Tris-Puffer 1,5 M, pH 8,8
fur WB-Trenngel

Waschpuffer ELISA

100 ml TBS 10x
1 ml Tween-20

mit H,O auf 1 | auffiillen

2,7ml H0

1,25 ml 1,5 M Tris pH 8,8
1,25 ml Acrylamid 30 %
25 ul SDS 20 %

25 pul APS 10 %

10 ul TEMED

6,05 g Tris
0,4 g SDS
H,0 ad 100 ml, pH 6,8

18,17 g Tris
0,4 g SDS
H,0 ad 100 ml, pH 8,8

0,05 % Tween-20
in PBS 1x
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2.4 Zellkulturmedien und Zusatze
Zellkulturmedien und Zusatze

Biocoll (Ficoll)

Fotales Kélberserum (FCS) Gold
L-Glutamin

Penicillin/Streptomycin

Percoll

RPMI 1640

2.5 Kitsysteme

Kitsysteme

ATP Bioluminescence Assay Kit CLS Il

BM Chemiluminescence Blotting Substrate (POD)
TNF-a ELISA

Cell Proliferation Kit XTT

2.6 Antikorper
Antikorper

anti-Human CD62L FITC
anti-pVCC

anti-Rabbit 1G, biotinylated

Hersteller

Biochrome AG, Berlin
PAA, Pasching (A)
PAA, Pasching (A)
PAA, Pasching (A)
AmershamBiosciences,
Freiburg

Invitrogen, Karlsruhe

Hersteller

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

R&D Systems, Wiesbaden

AppliChem, Darmstadt

Hersteller
eBioscience, Frankfurt
Zitzer et al. 1993, Mainz

GE Healthcare, Miinchen
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2.7 Gebrauchsmaterial
Gebrauchsmaterial

24-, 48- Well-Zellkulturschalen
96-Well-Platten

Einmal-Kuvetten 2 ml
Einmal-Skalpelle

Eppendorf Reaktionsgeféalie 1,5 und 2 ml
Glasgerate

Heparinrdhrchen

Latex-Handschuhe

Mikrotiterplatte ELISA Microlon
Nitrozellulosemembran
Nitrilhandschuhe

Pipettenspitzen

PP-Falkonrdéhrchen 15 und 50 ml
Rontgenfilme Fuji Fotofilm Super RX
Sorvall-Zentrifugenréhrchen

Spritzen steril Luer inject 10 und 25 ml
Spritzenfilter, steril 45 um

Whatman-Filterpapier

Hersteller

Greiner Bio-One, Solingen
Greiner Bio-One, Solingen
MBT Brand, Giel3en

B. Braun, Tuttlingen
Sarstedt, Nurnbrecht

Schott, Mainz

Roth, Karlsruhe

Greiner Bio-One, Solingen
Whatman, Dassel

Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nurnbrecht
Greiner Bio-One, Solingen
Fujifilm, Disseldorf
Greiner Bio-One, Solingen
B. Braun, Tuttlingen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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2.8 Laborgerate
Laborgeréate
Analysenwaage
Brutschrank
Brutschrank, CO;

Elektrophorese-Power Supply

Elektrophoresekammer fur Western Blots

ELISA-Reader Titertek Multiskan MCC
Durchflusszytometer

Filmkassette

Gefrierschrank -20 °C

Gefrierschrank -70 °C
Horizontalschittler KS 10

Lumat LB 9507

Magnetrihrer IKAMAG
Mikroskop Axiovert 200M
Neubauerzahlkammer
pH-Meter pH320

Pipettierhilfe *Pipetus’

Hersteller

Satorius, Goéttingen

Heraeus Instruments, Hanau
Heraeus Instruments, Hanau
Amersham Pharmacia Biotech,
Wien

Kreutz Labortechnik,
Reiskirchen

Fisher Scientific, Schwerte
BD, Heidelberg

Kodak, Stuttgart

Liebherr

Heraeus Instruments, Hanau
Edmund Bihler, Hechingen
Berthold Technologies,

Bad Wildbad

Jankel und Kunkel, Staufen
Zeiss, Jena

Assistent, Sondheim

WTW, Weilheim
Hirschman Laborgerate,

Eberstadt
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Pipetten 10 — 1000 pl
QuantaMaster

Semi-Dry-Blot Apparatur Trans-Blot® SD
Sorvall-Zentrifuge
Sorvall-Zentrifugenrotor
Standzentrifuge GPKR
Sterilwerkbank

Tischzentrifuge Heraeus Fresco 17
Thermomixer Compact

Vortex Reax 2000

Waage

Wasserbad WB 12

Eppendorf, Hamburg
PTI, Kanada

Bio-Rad, Munchen
Sorvall, Bad Nauheim
Sorvall, Bad Nauhein
Beckman, Munchen
Cryo-Technik, Seevetal
Thermo Scientific, Schwerte
Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Kelheim
Mettler, Giel3en

Medingen, Freital
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3.1 Isolierung von Monozyten aus Buffy-Coats

Unter einem Buffy-Coat versteht man die Grenzschicht zwischen Erythrozyten und dem
Blutplasma die entsteht, wenn Vollblut mit einem Gerinnungshemmer versetzt und
anschliellend zentrifugiert wird. Diese Schicht besteht hauptsachlich aus Leukozyten,
Thrombozyten und einem Rest von Erythrozyten.

Die Buffy-Coats wurden von gesunden Spendern zwischen 18 und 65 Jahren ohne
bekannte Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Diabestes oder Medikamenteneinnahme
gewonnen und freundlicherweise von der Blutbank der Universitatsmedizin Mainz zur
Verfugung gestellt. Die verwendeten Buffy-Coats wurden bis zu ihrer Verwendung bei
4°C gelagert.

Die Isolierung von Monozyten aus Buffy-Coats erfolgte Uber eine Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation und eine anschlieRende Percoll-
Dichtegradientenzentrifugation. Ficoll ist ein wasserlosliches, synthetisches Polymer aus
Saccharose und Epichlorhydrin mit einer Dichte von 1,007 g/ml. Wahrend der
Zentrifugation sedimentieren die Blutzellen in Richtung der Grenzschicht zwischen Blut
und Ficoll. Die Erythrozyten aggregieren durch das Reagenz und sedimentieren schnell
zum Boden des Rohrchens. Auch tote Zellen hoherer Dichte und Granulozyten passieren
die Ficoll-Phase. Monozyten und Lymphozyten besitzen eine geringere Dichte und
kdnnen die Ficoll-Schicht nicht durchdringen und sammeln sich in der Interphase. Percoll
besteht aus Polyvinylpyrrolidon (PVVP) beschichteten Silicapartikeln mit einer Dichte von
1,130 g/ml. Da die Interphase aus der Ficoll-Zentrifugation noch vereinzelt Erythrozyten
und Granulozyten enthalten kann, wird die Interphase durch die Percoll-Zentrifugation
erneut aufgetrennt. Die Erythrozyten und Granulozyten sedimentieren und die Monozyten

und Lymphozyten verbleiben im Uberstand.

Unter sterilen Bedingungen wurde das Blut aus einem Buffy-Coat in zwei 50 ml Greiner-
Réhrchen in einem Verhéltnis von 1:4 mit PBS verdinnt. 12,5 ml Ficoll wurden in zwei
50 ml Greiner-Rohrchen gegeben und das verdiinnte Blut vorsichtig bis zur 50 ml Marke
auf das Ficoll geschichtet. Die Rohrchen wurden fir 20 Minuten bei 1800 rpm bei RT
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ohne Bremse zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Interphase-Ring vorsichtig mit einer
10 ml Pipette abgenommen und in ein 50 ml Greiner-Réhrchen mit 25 ml PBS Gberfuhrt.
Es erfolgte eine erneute Zentrifugation fur 10 Minuten bei 1000 rpm bei RT und leichter
Bremse. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 7,5 ml PBS
resuspendiert. Je 4 ml dieser Zellsuspension wurden in einem Sorvall-
Zentrifugenrdéhrchen mit je 8 ml einer Percoll-HBSS Ldésung (pH-Wert 7,0 — 7,4)
grandlich gemischt. In der Sorvall-Zentrifuge wurde das Gemisch fir 30 Minuten bei
2000 rpm bei RT ohne Bremse zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein 50 ml Greiner-
Rohrchen mit 20 ml PBS dberfuhrt und fur 10 Minuten bei 1000 rpm bei RT mit leichter
Bremse zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 10 ml
vorgewarmten RPMI-Medium ohne FCS aufgenommen. Die Zellen wurden in einer
Neubauer-Zahlkammer gezahlt. In 24 Well-Platten wurden pro Well 1 Million
Monozyten und in 48 Well-Platten 0,5 Millionen Zellen pro Well ausgeséat. Die
Monozyten, nicht aber die Lymphozyten, heften sich unter serumfreien Bedingungen
rasch an die Zellkulturplatten an. Daher wurden die Platten flr mindestens eine Stunde im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO- inkubiert. Um die Lymphozyten zu entfernen wurden
die Platten im Anschluss zweimal mit PBS gewaschen. Die Monozyten wurden dann in

RPMI-Medium mit FCS im Brutschrank bis zum nédchsten Tag inkubiert.

3.2 Isolierung von Granulozyten aus Frischblut

Die Isolierung von Granulozyten, auch polymorphkernige neutrophile Granulozyten
(PMN) genannt, erfolgte tber eine Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation. Gesunden
freiwilligen Spendern wurde aus der Armvene Blut in Heparin-R6hrchen entnommen. Je
7 ml Voliblut wurden mit 2 ml einer 4,5 %igen Dextran-Losung vermischt und fir 20
Minuten in schrager Lage sedimentieren lassen. In ein 15 ml Greiner-R6hrchen wurden 5
ml Biocoll Separating Solution gegeben. Der Uberstand aus der Dextran-Sedimentation
wurde vorsichtig mit einer 10 ml Pipette auf die 5 ml Biocoll geschichtet. Das Ganze
wurde fur 20 Minuten bei 2000 rpm ohne Bremse zentrifugiert. In dem so erhaltenen
Pellet waren PMNs und noch restliche Erythrozyten enthalten. Der Uberstand wurde
verworfen und zur Lyse der Erythrozyten wurde das Zellpellet mit 1 ml Lysepuffer
resuspendiert und fir 7 Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurden 13 ml PBS zugegeben

und fir 10 Minuten bei 1000 rpm mit leichter Bremse zentrifugiert. In dem Pellet
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befanden sich die Granulozyten. Der Uberstand wurde wieder verworfen und das Pellet in
1 ml PBS suspendiert. Die Zellen wurden in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt und auf
die gewtiinschte Zellzahl entweder in PBS oder in HBSS eingestellt.

3.3 XTT-Assay

Bei dem XTT-Assays handelt es sich um einen Viabilitatsassay mit dem ermittelt wurde,
ab welcher Konzentration Melittin toxisch auf verschiedene Zellen wirkt. Der XTT-Assay
beruht auf der Reduktion von XTT (2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium-5-carboxanilid) in den orangefarbenen, wasserloslichen Farbstoff Formazan.

H,CO, NO;
H,CO NO.
SOy
SOy HN_
% SN s N
NH N5N Reduclion ’ NH N=N
Huc - HJCOQ -
NO:
NO:
XTT Formazan Derivative

Abbildung 3.1: Reduktion von XTT zu dem wasserldslichen, orangefarbenen Formazan
(Abbildung aus ATCC, XTT Cell Proliferation Assay Kit, Instruction Manual)

Die Intensitat des gebildeten Formazans ist dabei direkt proportional zu dem Anteil
lebender Zellen und kann photometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm bestimmt
werden. XTT kann aufgrund seiner negativen Ladung nicht in die Zellen eindringen. Die
Reduktion von XTT findet daher an der Aufenseite der Membran durch einen
Elektronentransport tber die Zellmembran statt. Die Reduktionsédquivalente NADH +
H*, die als Elektronendonor dienen, kommen (iberwiegend aus dem Citratzyklus der
Mitochondrien. Plasmamembran-Oxidoreduktasen ubertragen die Ladung auf die
AuRenseite der Zellmembran. Das in dem Assay enthaltenen Aktivierungsreagenz PMS

(Phenazinmethosulfat) dient als intermedidrer Elektronenakzeptor. PMS nimmt die
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Elektronen an der AuRenseite von den Oxidoreduktasen auf und bildet eine reaktive
Zwischenstufe. Diese Zwischenstufe reduziert dann XTT zu Formazan.

Monozyten wurden in 48 Well-Platten ausgesdt und mit je 100 pl einer Melittin-
Verdlnnungsreihe, angefangen bei 4 uM Melittin, in serumfreien RPMI Medium flr 30
Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die
Zellen mit PBS gewaschen. Anschlielend wurden pro Well 100 pl RPMI Medium mit
FCS und 50 pl des XTT-Reagenz zugegeben und flr 4 Stunden im Brutschrank inkubiert.
Dann wurde die Absorption im ELISA-Reader bei 450 nm gemessen.

Die Granulozyten wurden auf eine Konzentration von 5*10°ml in HBSS eingestellt.
Davon wurden je 100 pl mit einer Melittin-Verdunnungsreihe, angefangen bei 4 pM, fiir
30 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Granulozyten bei 1000 rpm fur
10 Minuten zentrifugiert und mit PBS gewaschen. Dann wurden die Zellen in 100 pl
HBSS resuspendiert, 50 pl von dem XTT-Reagenz zugegeben und fir 4 Stunden bei
37°C inkubiert. Die Granulozyten wurden fur 10 min bei 1000 rpm zentrifugiert und von
100 pl des Uberstands wurde die Absorption im ELISA-Reader bei 450 nm gemessen.

3.4 ATP-Messung

Die ATP-Messung erfolgte mit dem ATP-Bioluminescence-Kit von Roche. Das Kit
enthélt das ATP-Substrat D-Luciferin sowie das lichtbildende Enzym Luciferase, aus dem
Leuchtk&fer. Mit dem ATP lysierter Zellen setzt Luciferase D-Luciferin zu Oxyluciferin

um und es kommt zur Chemilumineszenz.

Luciferase
HO\ . s N COOH (Photinus pyra;s) o- ; 5 . O_ ot
b i 7 h = N~ Yl
ATP + Ur,ff( ]/ + 0, b ERE S \@: — ] + AMP + PP, + CO, + Slicht &

A

D-Luciferin Oxyluciferin

Abbildung 3.2: Reaktionsschema der ATP-Messung
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Monozyten wurden in 48 Well-Platten ausgesat und mit 100 pl serumfreien Medium mit
einer Melittin-Verdinnungsreihe fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde
der Uberstand abgenommen und 100 pl einer 1 %igen Triton-X 100 L6sung auf die
Zellen gegeben. Nach mehrmaligem Mischen wurden die 100 ul Zelllysat zu 150 pl
Wasser in einem Reaktionsgefal3 pipettiert. Nach Zugabe von 10 pl ATP-Substrat wurde
der Ansatz gevortext und anschlieBend die Chemilumineszenz im Berthold Lumat LB
9507 in dem 10s-Integrationsmodus gemessen.

Die Granulozyten wurden auf eine Zellkonzentration von 5*10°/ml in HBSS eingestellt.
Davon wurden je 100 ml in Eppis pipettiert und eine Melittin-Verdinnungsreihe
angesetzt. Die Zellen wurden fir 30 min bei 37°C inkubiert. Anschlie3end wurden 10 pl
einer 10 %igen Triton-X 100 LAsung zu den Granulozyten gegeben und zu 150 pl Wasser
pipettiert. Nach Zugabe von 10 pl ATP-Substrat wurde der Ansatz gevortext und
anschlielend die Chemilumineszenz im Berthold Lumat LB 9507 in dem 10s-

Integrationsmodus gemessen

3.5 Enzym Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ist ein Immunoassay mit dessen Hilfe Proteine Uber eine Antigen-Antikorper-
Reaktion nachgewiesen werden kénnen. Bei dem hier verwendeten ELISA handelt es sich
um einen Sandwich-ELISA (Antikorper-Antigen-Antikorper-Reaktion). Dabei werden
spezielle 96-Well-Mikrotiterplatten mit dem ersten Antikorper, dem sogenannten Capture
Antibody, beschichtet. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, wird der Capture
Antibody mit Albumin geséttigt. AnschlieBend werden die Proben mit dem
nachzuweisenden Antigen in die Wells pipettiert und inkubiert. Die Detektion des
Antigens erfolgt mit Hilfe des zweiten Antikdrpers, dem sogenannten Detection Antibody,
Der Zweitantikorper ist biotinyliert und kann mit einem Streptavidin-
Meerrettischperoxidase-Komplex nachgewiesen werden. Zur Detektion der Menge an
gebundenem Antigen, wird das chromogene Substrat 3,3",5,5"-Tetramethylbenzidine
(TMB), welches von dem Peroxidase-Komplex zu dem blauen Tetramethylbenzidin-
diimin umgesetzt wird, zugegeben. Durch Zugabe einer 1 M H3PO, wird die Reaktion
gestoppt und es kommt zu einem Farbumschlag von blau nach gelb, dessen Intensitéat

photometrisch bei einer Wellenldnge von 450 nm bestimmt werden kann. Anhand einer
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Verdunnungsreihe bekannter Konzentrationen des nachzuweisenden Antigens kann eine

quantitative Bestimmung erfolgen.

Die auf 24 Well-Platten ausgesdten Monozyten wurden mit unterschiedlichen
Konzentrationen Melittin fir 30 Minuten in serumfreien Medium bei 37°C inkubiert. Die
Uberstande wurden abgenommen und je 100 pl der Proben und der Standardreihe wurden
in die Wells der, mit dem Capture Antibody beschichteten, Mikrotiterplatte pipettiert und
fur 2 Stunden bei RT auf einem Schttler inkubiert. AnschlieBend wurde die Platte
dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Je 100 pl des Detektionsantikdrpers wurden
zusammen mit dem Enzym in die Wells pipettiert und fur eine Stunde bei RT auf einem
Schuttler inkubiert. Danach wurde die Platte wieder dreimal gewaschen. Je 100 pul TMB
wurden zugegeben und maximal fir 20 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 50 pl
Stopplosung wurde die Platte im ELISA-Reader bei 450 nm gemessen.

3.6 Membranfluiditatsmessung

Nach dem fluid mosaic model von Singer und Nicolson 1972 bestehen biologische
Membranen aus einer fluiden Lipiddoppelschicht, in die integrale und periphere
Membranproteine eingebaut sind, welche sich relativ frei bewegen kdnnen. Dabei weisen
membranstandige Proteine eine hohe Lateralbeweglichkeit auf und kénnen Rotationen
um eine zur Membranebene senkrechte Achse durchfiihren. Die Fluiditat der
Lipiddoppelschicht ist sowohl fiir die Signaltransduktion als auch fur die Aktivitat der

Membranproteine von entscheidender Bedeutung.

Die relativ freie Beweglichkeit intramembrandrer Molekiile macht man sich bei der
spektroskopischen Bestimmung der Fluiditatseigenschaften von Membranen zunutze. Bei
der Fluoreszenz-Polarisationsspektroskopie wird eine membrangebundene
Fluoreszenzsonde durch Bestrahlung mit linear polarisiertem Licht definierter
Wellenlange in einen energetisch ungiinstigen Ubergangszustand gebracht. Bei Riickkehr
in den stabileren Grundzustand kommt es zu einer Fluoreszenz-Emission. Die
Polarisationsrichtung der emittierten Fluoreszenzstrahlung ist dabei von der
Beweglichkeit der angeregten Fluoreszenzsonde in der Membran abhéngig. Die

Richtungsabhéangigkeit mit der sich die fluoreszierenden Molekule durch die Membran
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bewegen, wird als Anisotropie bezeichnet. Die Anisotropie lasst sich aus der gemessenen

Polarisation berechnen.

Abhangig von der Bewegungsfreiheit der angeregten Fluoreszenzsonde kommt es tber
den Zeitraum der Lebensdauer der Fluoreszenz zu mehr oder weniger stark ausgepragten
Rotationen, die die Polarisationsrichtung der Emissionsstrahlung verandern. Das Ausmal}
dieser Emissionsdepolarisation ist proportional zum Verlust der anfanglich selektiven
Orientierung der Fluorophore. Je starker ein Molekul im angeregten Zustand rotieren
kann, desto geringer ist die Polarisation der emittierten Strahlung. Daraus folgt, dass sich
Polarisation und Anisotropie umgekehrt proportional zur Membranfluiditat verhalten.
Niedrige Anisotropiewerte zeigen ein hohes Mal} an Rotationsfreiheit und entsprechen

somit einer erhfhten Membranfluiditat

Die Fluoreszenz-Anisotropie lasst sich in einem zeitlich aufgelostes (time resolved
fluorescence anisotropy) und in einem statischen (steady state fluorescence anisotropy)
Verfahren bestimmen. Da in Membranen eine geordnete Struktur vorliegt und somit nicht
alle denkbaren Bewegungsfreiheitsgrade madglich sind, konnen die Fluoreszenz-
Emissions-Dipole keine isotropische Verteilung erreichen. In der vorliegenden Arbeit

wurde daher das statische Verfahren gewahlt und die Anisotropie r wie folgt bestimmt:
r= (IW - IVHG)/(IVV+ 2|VHG)

Das durch einen Polarisator linear polarisierte Anregungslicht trifft auf die Probe mit der
Fluoreszenzsonde und die Intensitat der Emission wird durch einen Analysator bestimmt.
Der Analysator nimmt dabei zwei Stellungen ein, einmal parallel und einmal senkrecht zu
dem Polarisator. Iy, und lyy sind die gemessenen Fluoreszenzintensitaten bei vertikalem
Polarisator und vertikalem bzw. horizontalem Analysator. G ist ein geratespezifischer

Korrekturfaktor flr die ungleiche Transmission unterschiedlich polarisierten Lichts.

Als Fluoreszenzsonde wurde der Fluoreszenzfarbstoff Diphenylhexatrien (DPH)
verwendet. DPH weist eine kompakte und lineare Struktur auf und kann auf Grund seiner
hohen Lipophilie gut in die Zellmembran interkalieren. DPH lagert sich innerhalb der
Membran parallel zu den Fettsédureketten der Membranphospholipiden, wodurch seine

Beweglichkeit von der Flexibilitat der Fettséurereste abhangt.

Membranen von HaCaT-Keratinozyten wurden auf eine Konzentration von 5 *10%/ml
eingestellt und fir 30 Minuten bei 32 °C mit DPH (4 uM) unter Lichtausschluss
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inkubiert. Um nicht gebundenes DPH zu entfernen, wurden die Membranen fir 5
Minuten bei 3000 g zentrifugiert und zweimal mit PBS gewaschen. Das Pellet wurde in
10 ml PBS resuspendiert. Je 1 ml dieser Suspension wurde in eine Klvette pipettiert.
Unter stdndigem Rihren wurde in einem Fluoreszenzspektrometer die Anisotrope bei
30°C bestimmt. Die Membranen wurden mit monochromatischem Licht bestrahlt und
nach 100 s wurde Melittin in den Konzentrationen 1 — 100 uM hinzugefigt. Die
Anregung erfolgte bei einer Wellenldnge von 360 nm (+/- 4 nm) und die Emission wurde
bei einer Wellenlange von 430 nm (+/- 4 nm) gemessen. Als Positivkontrolle wurde den
Proben nach 400 Sekunden Olsaure OA (100 uM) hinzugefiigt.

3.7 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)

Mithilfe der SDS-Gelelektrophorese werden Proteine proportional zu ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Dabei werden die Proteine durch das negativ geladene
Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert. Die SDS-Anionen binden an die
positiven Gruppen der Proteine, wodurch diese, proportional zu ihrer Grol3e, eine
negative Nettoladung erhalten. Durch Anlegen einer Spannung wandern die Proteine im
Gel zur Anode. Das Gel besteht aus einem Sammelgel und einem Trenngel. Im
Sammelgel werden die Proteine bei niedrigem pH-Wert (6,8) zu einer schmalen Bande
konzentriert. Im Trenngel, welches eine hohere Vernetzung als das Sammelgel hat und
einen pH-Wert von 8,8 aufweist, trennen sich die Proteine entsprechend ihrem

Molekulargewicht auf.

In einer Kreutz-Apparatur wurde zundchst das Trenngel gegossen und mit Isopropanol
uberschichte um eine glatte, blasenfreie Oberfliche zu erhalten. Das Gel wurde
anschlieend fir 20 Minuten zur Auspolymerisation stehen gelassen. Dann wurde das
Isopropanol mit Wasser abgespult und das Wasser mit Filterpapier aufgesaugt. Auf das
Trenngel wurde das Sammelgel gegossen, in das der Probenkamm vorsichtig eingesetzt
wurde. Das Sammelgel wurde ebenfalls fur 20 Minuten auspolymerisieren lassen. Zur
Durchfiihrung der Gelelektrophorese wurde der Probenkamm gezogen, das Gel in eine
Elektrophoreseapparatur eingespannt und die Apparatur mit Laufpuffer gefillt, so dass
beide Elektrodendrahte mit Flussigkeit bedeckt waren. Die Taschen im Gel wurden mit

Laufpuffer gespilt um eventuell vorhandene Gelreste zu entfernen. Die aufzutrennenden
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Protein-Proben wurden in 4 x SDS-Probenpuffer aufgenommen und fiir 3 Minuten bei
95°C erhitzt. Danach wurden die Proben in die Taschen des Gels eingefullt. Die Kammer
wurde an eine Spannungsquelle angeschlossen und die Proteine bei einer Spannung von
150 V aufgetrennt. Anschlieend wurden die Proteine durch Western-Blot-Analyse

nachgewiesen.

3.8 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentrationen der verschiedenen Proben wurden mit dem Bio-Rad Protein
Assay durch spektralphotometrische Analyse bei 595 nm bestimmt. Als Referenz diente
eine Eichkurve aus verschiedenen Konzentrationen des Standardproteins BSA (Bovine
serum albumin). Die Bio-Rad Losung wurde 1:5 mit destilliertem Wasser verdunnt. Zu je
1 ml der verdiinnten Losung wurden je 10 ul der Proteinproben pipettiert und fir 5
Minuten bei RT inkubiert. Die Proben wurden in einem Photometer bei 595 nm gemessen

und die Proteinmenge mit Hilfe der Eichkurve bestimmt.

3.9 Western-Blot Analyse und immunologische Detektion

Bei der Western-Blot Analyse werden die Proteine, die zuvor bei der SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, durch Anlegen eines elektrischen Feldes auf eine
Nitrocellulose-Membran Gbertragen. Dort kénnen sie angefarbt oder durch die Bindung
von Antikorpern spezifisch markiert werden. Der gebundene Erstantikérper kann mit
Hilfe eines mit Meerrettichperoxidase gekoppelten Zweitantikorpers, der an den ersten
Antikorper bindet sichtbar gemacht werden. Die Peroxidase spaltet ein zugegebenes
Chemilumineszenz-Substrat an der Stelle, wo die Antikdrper gebunden sind. Durch diese

Reaktion entsteht Licht, welches einen aufgelegten Rontgenfilm belichtet.

Die Durchfiihrung des Western-Blot erfolgte in einer Semi-Dry-Apparatur. Dazu wurden
Whatman-Filterpapiere und die Nitrocellulose-Membran auf die GrofRe des Trenngels
zugeschnitten und in Transfer-Puffer vorinkubiert. Der Aufbau des Blots bestand aus drei
Lagen Filterpapier, der Blot-Membran, dem Gel und aus weiteren drei Lagen
Filterpapieren. Der Elektrotransfer der Proteine erfolgte bei einer konstanten Stromstérke

von 200 mA flr eine Stunde bei Raumtemperatur.
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Um zu verhindern, dass es zu unspezifischen Bindungen der Antikorper an die
Nitrocellulose-Membran kommt, wurde diese fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit
einer 5 %igen Losung von Magermilchpulver in TBST inkubiert. AnschlieBend wurde die
Membran dreimal fir 10 Minuten mit TBST gewaschen. Der erste Antikdrper wurde in
10 ml einer 5%igen BSA-TBST-L0Osung verdinnt, auf die Membran gegeben und fur eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Um ungebundenen Antikorper zu entfernen wurde
die Membran erneut dreimal mit TBST gewaschen. Der zweite AntikOrper wurde
ebenfalls in 10 ml einer 5%igen BSA-TBST-L6sung verdiinnt und flr eine Stunde auf die
Membran gegeben. Nach der Inkubation des zweiten Antikorpers wurde die Membran
dreimal mit TBST gewaschen und das Antikdrpersignal wurde detektiert.

Die Detektion erfolgte mit dem BM Chemiluminescence Blotting Substrat (POD) Kit.
Die an den zweiten Antikorper gekoppelte Peroxidase katalysiert dabei die Oxidation von
Luminol, bei der Licht frei wird. Zu Substrat A wurde Substrat B in einer Verdiinnung
von 1:100 gegeben und auf die Membran pipettiert. Uberschiissige Detektionsldsung
wurde entfernt, die Membran zwischen zwei Folien in eine Kassette eingeklebt und ein
Rontgenfilm aufgelegt. Der Film wurde nach Bedarf einige Sekunden bis hin zu einer

halben Sunde belichtet, entwickelt und fixiert.

3.10 Hamolyse-Experimente mit Kaninchenerythrozyten

Auf der Oberflache von Kaninchenerythrozyten befindet sich die Metalloproteinase
ADAM10. Die Erythrozyten wurden mit p\VCC (pro-Vibrio cholerae Cytolysin) beladen,
das durch ADAM10 in das porenbildende VCC gespalten wird. Dadurch kommt es zur
Hamolyse der Erythrozyten.

3.10.1 Gewinnung und Aufbereitung von Kaninchenerythrozyten

Die verwendeten Kaninchenerythrozyten wurden von dem Tierstall des Instituts fir
medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universitdtsmedizin Mainz zur Verfugung
gestellt. Die Kaninchenerythrozyten wurden vor ihrer Verwendung dreimal mit PBS

gewaschen. Im Anschluss wurden 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin
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zugegeben. Die Erythrozyten wurden bei 4°C gelagert und maximal eine Woche

verwendet.

3.10.2 Beladung von Kaninchenerythrozyten mit pVCC

Die Kaninchenerythrozyten wurden vor der Beladung mit p\VVCC mit PBS gewaschen und
auf eine Konzentration von 5*10° Zellen/ml eingestellt. AnschlieRend wurde pVCC in
einer Endkonzentration von 3 pg/ml zugegeben und die Erythrozyten fiir 30 Minuten auf
Eis inkubiert. Um nicht gebundenes Toxin zu entfernen, wurden die Zellen in einer auf
4°C gekiihlter Zentrifuge fir eine Minute bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellt wurde dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Dann

wurde das Pellet mit eiskaltem PBS wieder auf die Zellzahl 5*10° Zellen/ml eingestellt.

3.10.3 Bestimmung der Hamolyse der Kaninchenerythrozyten

Nach der Beladung der Erythrozyten mit pVCC wurden diese mit verschiedenen
Substanzen behandelt und bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die
Kaninchenerythrozyten flr eine Minute bei 10000 rpm zentrifugiert und 10 pl von dem
Uberstand zu 90 pl Wasser gegeben. Die Absorption des freigesetzten Hamoglobins
wurde bei einer Wellenldange von 405 nm photometrisch bestimmt. Zur Bestimmung der
maximal méglichen Hamolyse wurden 10 pl der nicht zentrifugierten Probe in 90 pl H,O

lysiert.

3.11 Gewinnung von Kaninchenerythrozyten-Ghosts

Kaninchenerythrozyten wurden mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 5 mM
Phosphatpuffer pH 8 osmotisch lysiert. Die so erhaltenen Membranen wurden fir 10 min
bei 13000 rpm zentrifugiert und mehrmals mit Phosphatpuffer gewaschen bis der
Uberstand klar war. AnschlieRend wurden die Ghosts noch einmal mit PBS gewaschen.

Die Membranen wurden in 1 ml PBS aufgenommen, aliquotiert und bei — 20°C gelagert.
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3.12 FACS-Analyse

Bei der FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorting) handelt es sich um das
Funktionsprinzip der Durchflusszytometrie. Das Messprinzip der Durchflusszytometrie
beruht auf der Detektion optischer Signale, welche von Zellen nach Anregung durch

einen Laserstrahl ausgesendet werden.

Die sich in einer Zellsuspension befindlichen Zellen werden durch eine Kapillare
angesaugt und passieren einzeln den Laserstrahl. Dabei streuen die Zellen einen Teil des
Lichts, das durch Detektoren nachgewiesen wird. Die Menge des gestreuten Lichts
korreliert mit der GrolRe und der Komplexitat der Zelle. Das VVorwartsstreulicht (FSC =
Forward Scatter) hangt vom Volumen der Zelle ab und ist ein MaR fir die Beugung des
Lichts im flachen Winkel. Das Seitwartsstreulicht (SSC = Sidewards Scatter) ist ein Mal3
fur die Brechung des Licht im rechten Winkel. Es hdngt von der Granularitat der Zelle,
der Menge an Vesikeln in der Zelle und von der GréR3e und Struktur des Zellkerns ab.

Neben der GrofRe und der Granularitdt kann mit der Durchflusszytometrie auch die
Fluoreszenz der Zellen gemessen werden. Man verwendet Fluorophore, die an bestimmte
Bestandteile der Zelle binden. Werden Farbstoffe wie DAPI oder Propidiumiodid
verwendet, die in die DNA interkalieren, kann man anhand der Fluoreszenzintensitét der
Zelle auf deren DNA-Gehalt schlieen. Es konnen auch Antikérper, die mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, verwendet werden. Die Antikorper sind dabei meist
gegen bestimmte  Oberflachenproteine  gerichtet. Durch den Einsatz von
verschiedenfarbigen Lasern sowie speziellen Filtern kann die Anzahl der einsetzbaren

Farbstoffe pro Messung und somit die Informationsdichte erhoht werden.

3.13 L-Selektin FACS-Analyse

Frisch isolierte Granulozyten wurden auf eine Zellzahl von 3*10°ml eingestellt.
AnschlieBend wurden die Granulozyten mit dem FITC-markierten anti-Human CD62L
fur 30 Minuten auf Eis gefarbt. Zur Entfernung von ungebundenem Antikérper wurden
die Zellen zwei Mal mit eiskaltem PBS gewaschen und bei 1000 rpm zentrifugiert. Das
Pellet wurde in HBSS resuspendiert und je 100 pl der Granulozyten wurden mit 0,5 uM
Melittin in An- und Abwesenheit der ADAM-Inhibitoren Marimastat (10 uM) und Tapi-0

50



3 Methoden

(10 uM) fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die 100 pl Proben wurde zu je 400 ul HBSS
pipettiert. Im Anschluss daran wurde im Durchflusszytometer die Menge an gebundenem
CD62L detektiert.

3.14 Annexin V Farbung

Kaninchenerythrozyten wurden in PBS auf die Zellzahl 5*10%/ml eingestellt und mit
bzATP (0,5 mM) +/- PPADS (100 pM) oder bz-ATP (0,5 mM) +/- oATP (0,5 mM),
wobei 0ATP einer Vorinkubation von 2 Stunden bei 37 °C bendtigte, fir 30 Minuten bei
37 °C inkubiert. Weitere Proben wurden mit dem lonophor A23187 (0,3 uM) +/- Bapta-
AM (10 pM) und KCI (135 mM) fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend
wurden den Proben 10° Zellen pro ml entnommen und in 1 ml PBS gewaschen. Das
Zellpellet wurde in 100 pl Annexin V-Bindepuffer resuspendiert und mit 5 pl FITC-
konjugiertem Annexin V flr 15 Minuten bei RT inkubiert. Danach wurden die Proben zu
400 pl Annexin V-Bindepuffer gegeben und im Durchflusszytometer auf die Bindung

von Annexin V analysiert.

3.15 Untersuchung der ADAM Aktivierung mittels FACS-Analyse und
Western-Blot

Gewaschene Kaninchenerythrozyten wurden in PBS (5*10%/ml) mit 3 ug/ml pVCC fiir 30
Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit eiskaltem PBS
gewaschen und wieder als 10 %ige Erythrozyten in Dextran 6 (30 mM) resuspendiert. Die
Erythrozyten wurden mit dem Breitbandmetalloproteinase-Inhibitor Marimastat (10 puM)
bei gleichzeitiger Zugabe des lonophors A23187 (0,3 uM) +/- Bapta-AM (10 puM) und
KCI (135 mM) oder bz-ATP (0,5 mM) +/- PPADS (100 puM) flir 30 Minuten bei 37°C
inkubiert. Zur Bestimmung des Phosphatidylserin-Flips wurden den Proben 10° Zellen
pro ml entnommen, mit PBS gewaschen, in 100 ul Annexin V Bindepuffer aufgenommen
und mit FITC-konjugiertem Annexin V fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die FACS-Analyse. Zur Entfernung der Stimulanzien und
Inhibitoren wurden die Proben flinfmal mit eiskaltem PBS gewaschen. Die Zellzahl

wurde dann wieder mit PBS auf 10 % eingestellt und die Proben fir 30 Minuten bei 37
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inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben abzentrifugiert und die Hamolyse aus dem

Uberstand bestimmt. Fiir den Western-Blot wurden die Pellets mit Phosphatpuffer 5 mM,
pH 8 gewaschen.
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4 Ergebnisse

4.1  Auswirkungen von Melittin auf die Zellviabilitat

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob Melittin einen Einfluss auf die Aktivitat der
ADAMs (A Disintegrin And Metalloproteinase), insbesondere ADAM10 und ADAM17
hat. Da Melittin in hoheren Konzentrationen zu Apoptose und Nekrose flhren kann,
wurde zuerst die Viabilitdt von verschiedenen Zellen nach Behandlung mit steigenden

Melittinkonzentrationen bestimmt.

4.1.1 Auswirkungen von Melittin auf die Zellviabilitat von Monozyten

und Granulozyten

Zur Untersuchung der Zellviabilitdt von Monozyten und Granulozyten auf steigende
Melittinkonzentrationen wurde der XTT-Test durchgefiihrt. Dazu wurden die am Vortag
isolierten und ausgesaten Monozyten mit verschiedenen Konzentrationen Melittin
behandelt und anschlieRend mit dem XTT-Reagenz versetzt. Die Granulozyten wurden
dagegen direkt, nach ihrer Isolation aus Vollblut, mit Melittin und im Anschluss mit dem
XTT-Reagenz inkubiert. Das durch die Stoffwechselleistung lebender Zellen reduzierte
XTT wurde anschlielend photometrisch bei 450 nm gemessen.

Wie in Abbildung 4.1 zu sehen ist, bewirken 0,5 pM und 1 pM Melittin nur eine
geringgradige Beeintrachtigung der Stoffwechselleistung. Bei einer Konzentration von 2
MM Melittin sind noch tiber 60% der Monozyten lebensféhig, wohingegen 4 UM Melittin
einen stark toxischen Effekt auf die Zellen ausiiben. Granulozyten reagieren schon auf
geringe Melittin-Konzentrationen empfindlicher. Bei 0,5 pM betragt die Zellviabilitat
noch rund 75 %, bei 1 uM liegt sie um die 60 %.
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Abbildung 4.1: Einfluss von Melittin auf die Zellviabilitst von Monozyten und
Granulozyten

Monozyten wurden auf 48 Well-Platten ausgesat und am né&chsten Tag fur 30 min mit steigenden
Konzentrationen von Melittin (0,5 - 4 uM) bei 37°C inkubiert. Die Granulozyten wurden direkt
nach ihrer Isolation mit Melittin versetzt und ebenfalls fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach
einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen mit dem XTT-Reagenz versetzt und fir weitere 4
h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Absorption des reduzierten XTT im ELISA-Reader
bei 450 nm gemessen. Die Auswertung erfolgte, indem der Mittelwert der unbehandelten Proben
auf 100 % und die anderen Werte ins Verhdltnis dazu gesetzt wurden. Dann wurden die
jeweiligen Mittelwerte gebildet und die Standardabweichung berechnet (N = 3).

4.1.2 Auswirkungen von Melittin auf die Zellviabilitat von MEF,
HUVEC und HaCaT-Keratinozyten

Die Versuche zur Viabilitat von MEF (Murine Embryonic Fibroblast), HUVEC (Human
Umbilical Vein Endothelial Cells) und HaCaT-Keratinozyten wurden mit Hilfe des MTT-
Tests untersucht. Die Zellen wurden ebenfalls mit verschiedenen Konzentrationen
Melittin behandelt. Im Anschluss daran wurde der MTT-Test durchgefuhrt. Dabei wird
der gelbe wasserlosliche Farbstoff MTT durch Enzyme des Endoplasmatischen
Retikulums unter Verwendung der Pyridin-Nukleotide NADH und NADPH zu dem blau-
violetten wasserunloslichen Formazan reduziert. Durch Zugabe von 10 % Triton-X 100 in
Isopropanol wurde das gebildete Formazan in Lésung gebracht und die Absorption bei

590 nm gemessen.
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Abbildung 4.2: Einfluss von Melittin auf die Viabilitait von MEF, HUVEC und HaCaT-
Keratinozyten

Die Zellen wurden auf 96 Well-Platten ausgesat und mit unterschiedlichen Konzentrationen
Melittin (0,5 - 4 puM) fur 30 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde das MTT-Reagenz zugegeben
und die Zellen fur 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe des Solubilisationsreagenz wurden
die Absorptionen im ELISA-Reader bei 590 nm gemessen. Die Auswertung erfolgte, indem die
Mittelwerte der unbehandelten Proben auf 100 % und die anderen Werte ins Verhdltnis dazu
gesetzt wurden. AnschlieRend wurden die jeweiligen Mittelwerte gebildet und die
Standardabweichung berechnet (N = 3).
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Die Zellen MEF und HUVEC reagieren am wenigsten empfindlich auf steigende
Melittinkonzentrationen (Abbildung 4.2). Die Konzentrationen 0,5 puM und 1 pM
Melittin zeigen auch bei den HaCaT-Keratinozyten nur einen geringen Einfluss auf die
Viabilitdt. 2 pM Melittin fuhren bei HaCaT-Keratinozyten schon zu einer deutlichen
Abnahme der Reduktion von MTT auf etwa 50 %, wohingegen MEFs und HUVECSs auch
bei dieser Konzentration keinen groRBen Verlust der Viabilitat zeigen. Bei einer
Konzentration von 4 uM Melittin treten toxische Effekte bei allen Zellen auf.

4.2 Einfluss von Melittin auf die durch ADAM10 und ADAM17

induzierte Proteolyse

Die Metalloproteinasen ADAM10 und ADAML17 bewirken die Spaltung einer Vielzahl
unterschiedlicher Membranproteine (Ectodomain Shedding). Der Einfluss von Melittin

auf diesen Prozess sollte in verschiedenen Zellen untersucht werden.

4.2.1 Melittin fuhrt zu vermehrtem Ectodomain Shedding von TNF-
alpha durch ADAM17 in Monozyten

Um zu untersuchen, ob Melittin Auswirkungen auf das durch ADAML17 induzierte
Ectodomain Shedding von TNF-alpha in Monozyten hat, wurden diese mit Melittin
inkubiert. Die Konzentrationen an TNF-alpha im Zelliberstand wurden anschlie}end
mittels ELISA bestimmt. Aufgrund der Ergebnisse aus den Versuchen zur Zellviabilitét
wurde Melittin in den Konzentrationen 2, 1 und 0,5 pM verwendet. Als Positivkontrolle
wurden die Monozyten mit PMA (0,1 uM) behandelt, was innerhalb weniger Minuten zur
Proteolyse von TNF-alpha fuhrt (Zhang et al. 2000).

Wie Abbildung 4.3 zeigt, kommt es mit Melittin zu einem deutlichen Anstieg von TNF-
alpha im Uberstand. Durch die Verwendung des Breitbandmetalloproteinase-Inhibitors
Tapi-0 (10 uM) kann das durch Melittin provozierte Shedding von TNF-alpha durch
ADAM17 komplett inhibiert werden.
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Abbildung 4.3: Melittin induziertes Ectodomain Shedding von TNF-alpha durch ADAM17
in Monozyten

Monozyten wurden fiir 30 Minuten bei 37°C mit Melittin (0,5 - 2 pM) inkubiert. Als
Positivkontrolle wurden die Zellen mit PMA (0,1 pM) behandelt. Durch Zugabe des
Breitbandmetalloproteinase-Inhibitors TAPI-0 (10 uM) konnte das Shedding von TNF-alpha
inhibiert werden. Aus dem Uberstand der Proben wurde mittels ELISA die Konzentration an
TNF-alpha ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von vier
unabhéngigen Experimenten.

4.2.2 Melittin fahrt zu vermehrtem Shedding von L-Selektin durch
ADAM17 in Granulozyten

Im nachfolgenden Versuch sollte untersucht werden, ob das in Granulozyten
vorkommende Zelladh&sionsmolekul L-Selektin, auch CD62L genannt, unter dem
Einfluss von Melittin vermehrt von ADAM17 gespalten wird. Dazu wurden Granulozyten
mit einem FITC (Fluoresceinisothiocyanat)-markierten Antikorper gegen CD62L geférbt.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 0,5 pM Melittin in An- oder Abwesenheit des
Breitbandmetalloproteinase-Inhibitors Marimastat (MM) oder Tapi-O behandelt. Die
durch Shedding induizierte Abnahme der CD62L-Fluoreszenz wurde durch FACS-

Analyse ermittelt.

Im Vergleich zu unbehandelten Zellen kommt es mit Melittin zu einem vermehrten
Shedding von L-Selektin, was durch eine Linksverschiebung der Fluoreszenz im
Durchflusszytometer zu erkennen ist (Abbildung 4.4). Mit den beiden Metalloproteinase-
Inhibitoren kann das durch Melittin induzierte Shedding von L-Selektin fast komplett

inhibiert werden.
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Abbildung 4.4: Einfluss von Melittin auf das Shedding von L-Selektin in Granulozyten

Granulozyten wurden nach ihrer Isolation fir 30 Minuten auf Eis mit einem FITC-markierten
Antikorper gegen CD62L gefarbt. Im Anschluss daran wurden die Zellen mit Melittin (0,5 M) in
An- und Abwesenheit von Tapi-0 (10 pM) und Marimastat (10 uM) fir 15 Minuten bei 37°C
inkubiert. Das Shedding von L-Selektin wurde dann im Durchflusszytometer im FL-1-Kanal bei
einer Wellenlédnge von 595 nm analysiert.

4.2.3 Melittin fuhrt in MEFs zu vermehrtem Shedding von N-Cadherin
durch ADAM10

Das Zelladhasionsmolekiil N-Cadherin wird in MEFs von ADAM10 gespalten. Es wurde
geprift, ob Melittin auch einen Einfluss auf diesen Vorgang hat. Dazu wurden sowohl
Wildtyp-MEFs als auch ADAM10-defiziente Zellen mit Melittin behandelt. Als Kontrolle
wurden Zellen mit einem Leervektor (mock) inkubiert. Die Zelllysate wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und die Spaltung von N-Cadherin mit einem monoklonalen
Antikorper gegen das cytoplasmatische Fragment von N-Cadherin im Western-Blot
detektiert. Mit diesem Antikorper konnte sowohl das 130 KDA grof3e Volllangenprotein
(VL) als auch das 37 kDa groRe C-terminale Fragment (CTF) nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.5: Melittin induziertes Shedding von N-Cadherin durch ADAM10 in MEFs

(A) Wildtyp-MEFs und ADAM10-defiziente MEFs wurden fiir die Dauer von 30 Minuten mit
Melittin (1 - 4 uM) inkubiert. Als Kontrolle dienten mock (Leervektor)-behandelte Zellen. Die
Zelllysate wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und diese mit
einem gegen den C-Terminus von N-Cadherin gerichteten monoklonalen Antikorper inkubiert.
(B) Die CTF (C-terminales Fragment)-Generierung wurde prozentual aus dem Quotienten von
CTF und der Summe aus Volllangenprotein (VL) und CTF bestimmt und graphisch dargestellt.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus 4 unabhéngigen Experimenten.

Abbildung 4.5 A zeigt, dass die Zelllysate der Wildtyp-MEFs, welche mit Melittin
behandelt wurden, im Vergleich zu den mit dem Leervektor behandelten Zellen eine
Generierung des C-terminalen Fragmentes von N-Cadherin aufweisen. Dabei nimmt die
Bildung des CTF mit steigender Melittinkonzentration zu. Dagegen weist der Western
Blot der ADAM10-defizienten MEFs nach Melittinbehandlung keine Generierung des
CTF auf. In Abbildung 4.5 B ist die densitometrische Auswertung der CTF-Generierung

der Wildtyp-MEFs dargestellt.
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4.2.4 Melittin fuhrt zu einem vermehrten Shedding von VE-Cadherin in

HUVECs

In HUVECs wird das Zelladhasionsmolekil VE-Cadherin ebenfalls von der
Metalloproteinase ADAM10 gespalten. Um auch hier zu untersuchen, ob Melittin zu
einem vermehrten Shedding von VE-Cadherin fuhrt, wurden die Zellen mit Melittin
alleine und in Gegenwart des Breitbandmetalloproteinase-Inhibitors Marimastat MM (10
UM) inkubiert. Die Detektion von VE-Cadherin erfolgte mit einem C-terminalen

Antikorper gegen VE-Cadherin.
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Abbildung 4.6: Einfluss von Melittin auf das Shedding von VE-Cadherin in HUVECs

(A) HUVECs wurden fir 30 Minuten mit Melittin (0,5 und 1 pM) in Gegenwart des Inhibitors
Marimastat (10 uM) inkubiert und die Spaltung von VE-Cadherin im Western Blot nachgewiesen.
(B) Die CTF-Generierung wurde aus 4 unabhdngigen Experimenten prozentual aus dem
Quotienten von CTF und der Summe aus VL und CTF bestimmt und graphisch dargestellt.
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Der Western Blot (Abbildung 4.6 A) zeigt, dass es bei den Melittin-Konzentrationen 0,5
MM und 1 pM im Vergleich zur Kontrolle zu einer vermehrten CTF-Generierung von
VE-Cadherin kommt. In Gegenwart von Marimastat kann die Spaltung von VE-Cadherin
vollstandig inhibiert werden. Abbildung 4.6 B zeigt die densitometrische Auswertung der
CTF-Generierung.

4.2.5 In HaCaT-Keratinozyten fihrt Melittin zu einem vermehrten
Shedding von E-Cadherin und TGF-alpha

In HaCaT-Keratinozyten spaltet ADAM10 das Zelladh&sionsmolekil E-Cadherin und
ADAM17 den EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)-Liganden TGF-alpha
(Transforming Growth Factor). Zuerst wurde untersucht, ob es auch bei HaCaT-
Keratinozyten durch Melittin zu einer Aktivierung von ADAM10 und somit zu einem
Melittin-abhangigen Shedding von E-Cadherin kommt. Fur diesen Versuch wurden die
Zellen mit Melittin behandelt. Als Kontrolle dienten mock-behandelte Zellen. Um die
Beteiligung von ADAMI10 zu prufen, wurden verschiedene Metalloproteinasen-
Inhibitoren verwendet. Zum Einsatz kamen der Inhibitor G1254023X, der ADAM10 mit
einer 100-fach hoheren Préaferenz inhibiert als ADAM17 (Ludwig et al. 2005), der
Inhibitor GW280264X, ein Inhibitor fur ADAM17, der aber auch in geringem Malie
ADAM10 hemmt und der Breitbandmetalloproteinase-Inhibitor Marimastat. Der
Nachweis der Spaltung des C-terminalen Fragments erfolgte durch die Inkubation des

Western Blot mit einem monoklonalen Antikdrper gegen das CTF von E-Cadherin.
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Abbildung 4.7: Melittin induziertes Shedding von E-Cadherin in HaCaT-Keratinozyten

(A) HaCaT-Keratinozyten wurden fur 30 Minuten mit steigenden Melittinkonzentrationen (0,25 -
1 puM) inkubiert. Als Kontrolle wurden die Zellen mit einem Leervektor behandelt. Um die
Beteiligung von ADAM10 zu zeigen, wurden die Zellen mit 0,5 uM Melittin in Anwesenheit des
ADAM10-Inhibitors GI254023X (Gl 3 pM), des ADAM17/ADAM10-Inhibitors GW280264X
(GW 3 uM) und des Breitbandmetalloproteinase-Inhibitors MM (10 uM) inkubiert. Die Detektion
erfolgte mit einem gegen den C-Terminus gerichteten Antikorper. (B) Die CTF-Generierung
wurde prozentual aus dem Quotienten von CTF und der Summe aus Volllangenprotein (VL) und
CTF Dbestimmt und graphisch dargestellt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit

Standardabweichung aus vier unabhdngigen Experimenten.

Im Vergleich zu den mock-behandelten Zellen kommt es mit steigender
Melittinkonzentration zu einer erhéhten Proteolyse von E-Cadherin (Abbildung 4.7 A).
Die Metalloproteinase-Inhibitoren GI, GW und MM fihren zu einer verminderten
Generierung des 37 kDa groRen C-terminalen Fragments. In Abbildung 4.7 B ist die
entsprechende densitometrische Bestimmung des C-terminalen Fragments dargestellt.

62



4 Ergebnisse

Der EGF-Rezeptor-Ligand TGF-alpha wird, wie oben bereits erwéhnt, von ADAM17
gespalten. Daher wurden die Zellen mit Melittin in Anwesenheit bzw. Abwesenheit der
Inhibitoren behandelt und anschlieBend die in den Uberstand abgegebene Konzentration
von loslichem TGF-alpha (s-TGF-alpha) bestimmt. Neben TGF-alpha werden sechs
weitere EGFR-Liganden durch ADAM10 und/oder ADAML7 proteolytisch gespalten.
Daher wurde untersucht, ob die Behandlung mit Melittin zu einer Phosphorylierung des
EGF-Rezeptors und damit zu einer downstream Aktivierung der Kinase ERK1/2 fiihrt.
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Abbildung 4.8: Shedding von TGF-alpha und EGFR-Aktivierung in HaCaT-Keratinozyten

(A) HaCaT-Keratinozyten wurden fir 30 Minuten mit Melittin (0,5 M) in An- und Abwesenheit
der ADAM-Inhibitoren MM (10 pM), GI254023X (Gl 3 pM) und GW280264X (GW 3 uM)
inkubiert. AnschlieBend wurde die Konzentration von sTGF-alpha im Uberstand mittels ELISA
bestimmt. (B) HaCaT-Keratinozyten wurden mit Melittin (1 und 2 pM) in An- und Abwesenheit
von Marimastat (MM 10 pM) fir 30 Minuten inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte der
Nachweis der Phosphorylierung des EGF-Rezeptors sowie die Phosphorylierung der Kinase
ERK1/2 im Western-Blot.

Wie in Abbildung 4.8 A zu erkennen ist, steigt mit Melittin die Konzentration von sTGF-
alpha im Uberstand der Zellen signifikant an. Bei gleichzeitiger Inkubation des
Breitbandmetalloproteinase-Inhibitors Marimastat konnte das Shedding von TGF-alpha
komplett inhibiert werden. Erwartungsgemal konnte auch mit dem ADAM17/ADAM10-
Inhibitor GW280264X eine deutliche Reduktion von sTGF-alpha erzielt werden,
wohingegen mit dem ADAMU10-Inhibitor GI254023X kaum eine Inhibition erreicht

wurde. Im Western Blot (Abbildung 4.8 B) ist zu sehen, dass es mit steigender
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Melittinkonzentration zu einer Phosphorylierung des EGF-Rezeptors und einer
downstream Phosphorylierung von ERK1/2 kommt, welche durch MM gehemmt werden

kann.

4.3 Melittin-provoziertes Shedding wird nicht durch den zytosolischen

Calciumanstieg beeinflusst

Im folgenden Versuch sollte untersucht werden, ob Melittin einen zytosolischen
Calciumanstieg induziert und dieser an der Aktivierung der ADAMSs beteiligt ist. HaCaT-
Keratinozyten wurden zum einen in Calcium-haltigen Medium und zum anderen in
Calcium-freiem Medium mit Melittin inkubiert. Dann wurde die Anderung der
intrazellularen Ca?*-Konzentration mit dem fluoreszierenden Farbstoff Indo-1-AM

bestimmit.
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Abbildung 4.9: Melittin-induzierter Calciumanstieg in HaCaT-Keratinozyten

HaCaT-Keratinozyten wurden fiir 45 Minuten mit dem fluoreszierenden Farbstoff Indo-1-AM in
Ca”- und Mg**-haltigen Medium (A) und in Medium ohne Ca*" und Mg®* (B) inkubiert. Die
Messung des freien intrazelluldren Ca** erfolgte in einem Fluoreszenzspektrometer. Die Zugabe
von Melittin in den Konzentrationen 0,2 M (griin), 0,4 uM (grau), 0,8 uM (blau) und 1 pM (rot)
erfolgte jeweils nach einer Minute und die Ca**-Fluoreszenzmessung wurde iber einen Zeitraum
von 4 Minuten durchgefihrt.

Abbildung 4.9 A zeigt, dass nach Zugabe von Melittin dosisabhdngig die intrazellulare

Ca’*-Konzentration im Ca®*- und Mg**-haltigen Medium schnell ansteigt. Im Medium
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ohne Ca®" und Mg?* (Abbildung 4.9 B) ist der durch Zugabe von 1 pM Melittin bedingte
Ca®*-Anstieg lediglich um etwa 20 % verringert. Bei den iibrigen Melittinkonzentrationen
bleibt die Zunahme von freiem intrazellulsrem Ca?* vergleichbar. Diese Ergebnisse
zeigen, dass Melittin sowohl einen extrazellularen Ca®*-Einstrom als auch eine Offnung

der intrazellularen Calciumionenspeicher induziert.

Da Calcium als sekundérer Botenstoff an vielen Signaltransduktionswegen beteiligt ist,
unter anderem auch an dem Shedding einiger ADAM10 Substrate wie E-Cadherin und N-
Cadherin (Maretzky et al. 2005, Uemura et al. 2006) wurde untersucht, ob auch das durch
Melittin induzierte Shedding durch Calcium beeinflusst wird. Dazu wurden HaCaT-
Keratinozyten zum einem mit EGTA, einem extrazelluldren Ca?*-Chelator, und zum
anderen mit Bapta-AM, einem membranpermeablen und somit intrazellularen Ca*'-
Chelator, inkubiert. AnschlieRend wurden die Zelllysate auf die durch Melittin induzierte

Entstehung des CTF von E-Cadherin hin analysiert.
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Abbildung 4.10: Melittin-induziertes Shedding von E-Cadherin in Anwesenheit der Ca’*-
lonenchelatoren EGTA und Bapta-AM

(A) HaCaT-Keratinozyten wurden fir 30 Minuten mit Melittin (0,5 pM), in Gegenwart des
extrazelluldren Ca®*-Chelators EGTA (5 mM) und des intrazelluldren Ca**-Chelators Bapta-AM
(50 pM), inkubiert. Anschlielend wurde im Western Blot die CTF-Generierung von E-Cadherin
nachgewiesen. (B) Die CTF-Generierung wurde prozentual aus dem Quotienten von CTF und der
Summe aus VL und CTF bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von

drei unabhangigen Experimenten.
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Der Western Blot in Abbildung 4.10 zeigt, das weder EGTA noch Bapta-AM einen
Einfluss auf die durch Melittin induzierte Bildung des C-terminalen Fragments von E-
Cadherin haben.

Des Weiteren wurde die Phosphorylierung des EGF-Rezeptors und ERK1/2 in Gegenwart
von EGTA und Bapta-AM untersucht. Auch hier zeigt sich (Abbildung 4.11), dass
Calcium keinen Einfluss auf die Aktivierung des EGFR und der weiteren downstream
Phosphorylierung von ERK1/2 durch Melittin aufweist.
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Abbildung 4.11: Phosphorylierung des EGFR und ERK1/2 durch Melittin in Anwesenheit
von EGTA und Bapta-AM

(A) HaCaT-Keratinozyten wurden fiir 30 Minuten in Gegenwart von EGTA (5 mM) und Bapta-
AM (50 pM) mit Melittin (0,5 pM) behandelt und anschlielend auf Aktivierung des EGFR und
Phosphorylierung von ERKZ1/2 hin untersucht. (B) Darstellung der Mittelwerte mit
Standardabweichung der densitometrischen Auswertung des Verhaltnisses von phosphoryliertem
ERK1/2 (pERK1/2) und Gesamt-ERK1/2 (tERK1/2).
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4.4. Melittin fuhrt zu keiner Anderung der Membranfluiditat von

HaCaT-Keratinozyten-Membranen

In einer friheren Arbeit der Gruppe wurde gezeigt, dass ungesattigte Fettsauren zu einer
gesteigerten Membranfluiditat fihren, welche wiederum eine vermehrte Proteolyse von
ADAM-Substraten zur Folge hat (Reiss et al. 2011). Uberdies zeigten Needham et al.
(1987) eine durch Melittin verringerte Membranfluiditat in Leberzellen. Daher wurde die
Membranfluiditdt von HaCaT-Keratinozyten-Membranen nach Zugabe von Melittin
mittels Fluoreszenz-Anisotropie im statischen Verfahren (steady state) bestimmt. Als
Fluoreszenzsonde diente der Fluoreszenzfarbstoff DPH (Diphenylhexatrien), welcher auf
Grund seiner linearen Struktur und seiner hohen Lipophilie in Membranen spontan
interkaliert. Nach Bestrahlen der Probe mit monochromatischem Licht und Zugabe von
Melittin wurde die entstehende Emission gemessen. Die Anisotropie verhdlt sich dabei
umgekehrt proportional zur Membranfluiditat. Als Positivkontrolle wurde Olséure zu den

Zellen gegeben.
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Abbildung 4.12: Messung der Anisotropie

Membranen von HaCaT-Keratinozyten wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff DPH inkubiert.
Anschlielend wurde die Membranfluiditat mittels steady state Fluoreszenz-Anisotropie bestimmt.
Die Membranen wurden mit monochromatischem Licht bestrahlt und nach 100 Sekunden wurde
Melittin (10 pM) zugegeben. Als Positivkontrolle wurde nach 400 Sekunden Olséure OA (100
M) zugegeben.
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Nach Zugabe von Melittin zeigt sich ber einen Zeitraum von 300 Sekunden keine
Anderung der Anisotropie (Abbildung 4.12). Dagegen kommt es bei Zugabe von OA zu
einem sofortigen Abfall der Anisotropie. Da die Anisotropie sich umgekehrt proportional
zur Membranfluiditat verhalt, zeigt dieser Versuch, dass Melittin keinen Einfluss auf die
Membranfluiditdt von HaCaT-Keratinozyten hat und somit die durch Melittin induzierte
ADAM-Aktivierung nicht auf einer Anderung der Fluiditat der Membran basiert.

4.5 Melittin fihrt zur Aktivierung von P2-Rezeptoren

Die P2-Rezeptoren werden in P2X- und P2Y-Rezeptoren unterteilt. Bei P2X-Rezeptoren
handelt es sich um ATP-gesteuerte Kationenkandle, wahrend die P2Y-Rezeptoren zur
Gruppe der G-Protein gekoppelten Rezeptoren gehoren. Eine Beteiligung von P2-
Rezeptoren an der ADAM-AKktivierung wurde bereits in der Literatur diskutiert (Gu et al.
1998, Camden et al. 2005, Ratchford et al. 2010). Wie in den vorherigen Versuchen
gezeigt werden konnte, ist die durch Melittin induzierte ADAM-AKktivitat weder uber die
Membranfluiditat zu erklaren, noch spielt eine Veranderung der Ca?*-Konzentration eine
Rolle. Daher galt es in den folgenden Versuchen die Frage nach dem mdglichen Einfluss
von Melittin auf die Aktivierung von P2-Rezeptoren und der damit verbundenen
Aktivierung der ADAMs zu kléren.

4.5.1 Einfluss von P2-Rezeptor-Inhibitoren auf das durch Melittin
induzierte Shedding

Da es durch die Behandlung von Zellen mit Melittin zu einem Ausstrom von ATP
kommt, wurde im Folgenden untersucht, ob P2-Rezeptoren an der durch Melittin
induzierten ADAM-AKktivierung beteiligt sind. Dazu wurden HaCaT-Keratinozyten, die
sowohl P2X- als auch P2Y-Rezeptoren auf ihrer Oberflache exprimieren, mit dem nicht
selektiven P2X-Rezeptor Antagonisten PPADS (pyridoxal-phosphat-6-azophenyl-2*,4*-
disulfonsdure) in Gegenwart von Melittin inkubiert. Anschliel3end wurden die Zellen auf
die Generierung des C-terminalen Fragments von E-Cadherin durch ADAM10
untersucht. Um eine Aussage Uber die Stérke der Inhibition von ADAM10 treffen zu

koénnen, wurden zum Vergleich Zellen mit Marimastat inkubiert. Des Weiteren wurde der

68



4 Ergebnisse

Einfluss verschiedener Konzentrationen von PPADS auf die Phosphorylierung von
ERK1/2 hin analysiert.

A Melittin 0,5 uM

Se fFo
SESSES

kDa E-Cadherin
120 » | o ams cme @i eg | <1
37w - - <«CTF
HaCaT
B Melittin 0,5 uM

Ko @ 1 10 50 100 uM PPADS

[—— <4pERK

W e 0 s ww . | <ERK

HaCaT

Abbildung 4.13: Einfluss von PPADS auf das Shedding von E-Cadherin und die
Phosporylierung von ERK1/2 durch Melittin

(A) HaCaT-Keratinozyten wurden fiir 30 Minuten bei 37°C mit Melittin (0,5 M) in Gegenwart
des P2X-Rezeptor-Inhibitors PPADS (100 uM) und in Gegenwart des ADAM-Inhibitors MM (10
HM) inkubiert. Als Kontrolle wurden Zellen mit den Inhibitoren ohne Melittin inkubiert.
Anschlieend wurde im Western Blot die Generierung des CTF von E-Cadherin analysiert. (B)
HaCaT-Keratinozyten wurden mit vier verschiedenen Konzentrationen PPADS (1 - 100 pM) in
Anwesenheit von Melittin (0,5 pM) fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Der Western Blot zeigt
die Phosphorylierung von ERK1/2. Als Ladungskontrolle diente die Gesamtmenge an ERK.
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Die mit PPADS (100 pM) behandelten Zellen zeigen eine deutliche Verringerung der
Bildung von CTF durch Melittin (Abbildung 4.13 A). Das AusmaR der Inhibition ist
vergleichbar mit dem, welches man mit Marimastat (10 uM) erhalt. Der Western Blot in
Abbildung 4.13 B zeigt mit zunehmender Konzentration von PPADS eine Abnahme der
Phosphorylierung von ERK1/2.

Um dieses Ergebnis zu bestétigen, wurden Versuche mit Suramin, einem weiteren nicht
selektiven P2-Rezeptor-Inhibitor, durchgefiihrt. HaCaT-Keratinozyten wurden mit
Melittin und steigenden Konzentrationen von Suramin behandelt. Im Western Blot
wurden dann zum einen die Bildung des C-terminalen Fragments von E-Cadherin und

zum anderen die Phosphorylierung von ERK1/2 bestimmt.

A B
Melittin 0,5 pM Melittin 0,5 pM
Ko & 1 10 100 200 pM Suramin Ko & 1 10 100 200 pM Suramin
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Abbildung 4.14: Einfluss von Suramin auf das Shedding von E-Cadherin und der
Phosphorylierung von ERK1/2 durch Melittin

(A) HaCaT-Keratinozyten wurden fur 30 Minuten mit Melittin (0,5 pM) in Anwesenheit
steigender Konzentrationen des nicht selektiven Inhibitors fiir P2-Rezeptoren Suramin (1 - 200
pHM) inkubiert. Anschliefend wurde die CTF-Generierung im Western Blot analysiert. (B)
HaCaT-Keratinozyten wurden mit Melittin (0,5 uM) und steigender Suramin-Konzentrationen (1
- 200 pM) fur 30 Minuten inkubiert. Im Western Blot erfolgte dann die Untersuchung auf die
Phosphorylierung von ERK1/2.

Mit steigenden Konzentrationen von Suramin ist, ebenso wie mit PPADS, eine
zunehmende Inhibition der Generierung des CTF von E-Cadherin zu beobachten. Auch
zeigt sich eine verminderte Phosphorylierung von ERK1/2 mit zunehmenden Suramin-
Konzentrationen (Abbildung 4.14 A und B).
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4.5.2 Einfluss der ATPase Hexokinase

Um zu prifen, ob bei der Aktivierung der P2-Rezeptoren durch Melittin ATP eine Rolle
spielt, wurden HaCaT-Keratinozyten in Gegenwart der ATPase Hexokinase mit Melittin
inkubiert. Dann wurde erneut die CTF-Bildung von E-Cadherin und die Phosphorylierung
von ERK1/2 im Western Blot analysiert.

A B
Melittin 0,5 pM Melittin 0,5 uM
Ko @ 025 0,5 1 U/mlHexokinase Ko & 025 0,5 1 U/mlHexokinase
E-Cadherin — e— -
[ I I I T B G SIS e | PERK
— - 4 CTF
- - P e T O e <ERK
HaCaT HaCaT

Abbildung 4.15: Einfluss der Hexokinase auf das Shedding von E-Cadherin und die
Phosphorylierung von ERK1/2 durch Melittin

(A) HaCaT-Keratinozyten wurden fiir 30 Minuten mit Melittin (0,5 pM) in Gegenwart der
ATPase Hexokinase in unterschiedlichen Konzentrationen (0,25 - 1 U/ml) inkubiert. Die Bildung
des C-terminalen Fragments von E-Cadherin wurde im Western Blot detektiert. (B) In einem
weiteren Western Blot wurde die Phosphorylierung von ERK1/2 analysiert.

Abbildung 4.15 A zeigt, dass mit den Konzentrationen 0,5 und 1 U/ml im Vergleich zu
0,25 U/ml Hexokinase und Melittin (0,5 M) zwar eine Abnahme der CTF-Generierung
von E-Cadherin erfolgt, diese aber im Vergleich zu den P2-Rezeptor-Inhibitoren PPADS
und Suramin nicht so ausgeprégt ist. Auch die Phosphorylierung von ERK1/2 in
Abbildung 4.15 B wird bei einer Konzentration von 1 U/ml Hexokinase leicht gehemmit.
Dies deutet darauf hin, dass ATP zwar an der durch P2-Rezeptor Aktivierung induzierten
ADAM-AKktivierung beteiligt ist, aber vermutlich noch zusatzlich andere Faktoren eine

Rolle spielen.
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4.5.3 Direkter Nachweis der Beteiligung des P2X7-Rezeptors an der
Melittin-induzierten ADAM-AKktivitat

HEK293T-Zellen (Human Embryonic Kidney cells) exprimieren nur geringe Mengen an
P2Y-Rezeptoren und keine P2X-Rezeptoren (Schachter et al. 1997). Durch gezielte
Transfektion dieser Zellen kann die Beteiligung der entsprechenden Rezeptoren zu

verschiedenen zellularen VVorgangen direkt nachgewiesen werden.

Im Folgenden wurden HEK293-Zellen mit dem P2X7-Rezeptor transient transfiziert, mit
Melittin behandelt und auf die Phosphorylierung von ERKZ1/2 hin untersucht. Als
Vergleich dienten Zellen, welche mit mock-DNA transfiziert wurden. Als
Positivkontrolle wurden die Zellen mit bz-ATP (2°(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosine
5’-triphosphate), dem selektiven P2X7-Rezeptor Agonisten inkubiert. Um den Einfluss
von ADAM auf die Phosphorylierung von ERK1/2 zu verdeutlichen, wurden die Zellen
in Gegenwart von Marimastat inkubiert. Um die Beteiligung der P2X-Rezeptoren zu

prufen, wurde die ATPase Apyrase verwendet.

MM Apyrase Apyrase
Kontrolle Melittin Melittin Melittin bz-ATP bz-ATP
- + - + - + - + - + - + P2X7 Transfektion
- - - bt <pERK

T P p——— el RIS
HEK293T

Abbildung 4.16: Einfluss der Expression von P2X7-Rezeptoren auf die Phosphorylierung
von ERK1/1 nach der Behandlung von Melittin

HEK?293T-Zellen wurden transient mit dem P2X7-Rezeptor transfiziert. Als Kontrolle wurden die
Zellen mit mock-DNA transfiziert. Anschlieend wurden die Zellen fir 30 Minuten mit Melittin
(0,5 puM) in Gegenwart von Marimastat (10 pM) oder der ATPase Apyrase (2 U/ml) inkubiert.
Als Positivkontrolle wurden die Zellen fir 30 Minuten mit dem selektiven P2X7-Rezeptor
Agonisten bz-ATP (300 pM) in Anwesenheit der ATPase Apyrase (2 U/ml) inkubiert. Im
Anschluf’ daran wurde im Western Blot die Phosphorylierung von ERK1/2 analysiert.

Nur in den transfizierten Zellen konnte durch bz-ATP eine deutliche Phosphorylierung

von ERK1/2 induziert werden, welche durch die ATPase Apyrase vollstandig aufgehoben
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wurde (Abbildung 4.16). Mit Melittin wurde ebenfalls transfektionsabhangig eine
Phosphorylierung von ERK1/2 beobachtet, die sowohl durch den ADAM-Inhibitor MM
als auch durch die ATPase Apyrase inhibiert werden konnte.

4.6 Das Kaninchenerythrozyten-Modell

Das Kaninchenerythrozyten-Modell wurde bereits in friheren Arbeiten in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Bhakdi entwickelt (Reiss et al. 2011). Dabei wird das
porenbildende Cytolysin Vibrio cholerae cytolysin VCC (65 kDa) in seiner Proform
pVCC (79 kDa) an die Erythrozytenmembran gebunden und durch ADAM10, das
Kaninchenerythrozyten auf ihrer Oberflaiche tragen (Wilke and Bubeck Wardenburg
2010), in die porenbildende Form gespalten (Valeva et al. 2004, Wilke and Bubeck
Wardenburg 2010). Die VCC Pore flihrt zur Hamolyse der Erythrozyten. Somit besteht
bei diesem Modell die Mdglichkeit, anhand zweier readouts die Aktivitdt von ADAM10
zu untersuchen. Zum einen kann die Ha&molyse gemessen werden und zum anderen kann
im Western Blot die Spaltung von pVCC zu VCC nachgewiesen werden. Abbildung 4.17
zeigt eine schematische Darstellung der Spaltung von pVCC und der Porenbildung von
VCC.

Hiémolyse
z
vee ore
65 kDa

ADAM10

Abbildung 4.17: Schematische Darstellung der Porenbildung durch VCC

Das an die Erythrozytenmembran gebundene pVCC wird von ADAMI10 in die aktive Form
(VCC) gespalten. VCC bildet in der Membran eine Pore, wodurch es zur Hdmolyse der Zellen
kommt. Dieses Modell ermdglicht die Untersuchung der Aktivitdt von ADAM10 zum einen durch
die Messung der entstehenden Hamolyse und zum anderen durch den Nachweis der Spaltung von
pVCC in VCC mittels Western Blot.
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Ein wesentlicher Vorteil dieses Modells besteht darin, dass eine direkte Aussage Uber die
Aktivitdt von ADAM10 getroffen werden kann, da es in Erythrozyten keine vesikulér
gespeicherten Enzyme gibt und Signaltransduktionswege fehlen, die die Enzymaktivitéat
auf sekundére Weise, z.B. durch Phosphorylierungsvorgénge, beeinflussen kénnten.

4.6.1 Einfluss von Melittin und bz-ATP auf die Spaltung von pVCC an

Kaninchenerythrozyten

4.6.1.1 Einfluss von Melittin auf die Spaltung von pVCC

Wie bei den kernhaltigen Zellen schon gezeigt werden konnte, kommt es durch Melittin
zu einer erhohten ADAM-AKktivitat, die Uber eine Aktivierung der P2X-Rezeptoren
erklart werden kann. Im Folgenden wurden Versuche zur Aktivitat von ADAM10 anhand
des Kaninchenerythrozyten-Modells durchgefthrt.

Die Erythrozyten wurden zuerst mit pVCC beladen und anschlieBend mit Melittin
inkubiert. Um zu untersuchen, ob die Spaltung von pVCC in VCC durch ADAM10
erfolgt, wurden die Erythrozyten mit Melittin in Anwesenheit von Marimastat inkubiert.
Die Beladung der Erythrozyten mit dem Protoxin erfolgte auf Eis, um eine konstitutive
Spaltung von pVCC durch ADAM10 zu vermeiden. Die Inkubation mit Melittin wurde
dann bei 37°C durchgefihrt. AnschlieBend wurden die Erythrozyten zentrifugiert und die
Hé&molyse ermittelt. Aus den Proben wurden Erythrozyten-Membranen hergestellt. Die
Membranproteine wurden im SDS-Gel aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose Membran
transferiert. Die Detektion von pVCC und VCC erfolgte im Western Blot mit einem
polyklonalen Antikorper gegen VCC.
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Abbildung 4.18: Einfluss von Melittin auf die Spaltung von pVCC zu VCC in
Kaninchenerythrozyten durch ADAM10

(A) Kaninchenerythrozyten wurden fur 30 Minuten auf Eis mit pVCC (3 pg/ml) beladen. Dann
wurden die Erythrozyten mit Melittin (4 pM) in An- oder Abwesenheit von MM (10 pM) fir 30
Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben abzentrifugiert und die Lyse
bestimmt. (B) Aus den Proben wurden Membranen hergestellt. Im Western Blot wurde die
pVCC-Spaltung detektiert (links). Die VCC-Generierung wurde prozentual aus dem Quotienten
von VCC und der Summe aus pVCC und VCC bestimmt und graphisch dargestellt. Dargestellt
sind die Mittelwerte mit ihren dazugehorigen Standardabweichungen von drei unabhéngigen

Experimenten.

Durch die Behandlung der Kaninchenerythrozyten mit Melittin kommt es im Vergleich
zu unbehandelten Zellen zu einer deutlichen Zunahme der Hamolyse (Abbildung 4.18 A).
Diese kann durch den ADAM-Inhibitor MM fast komplett reduziert werden. Im Western
Blot in Abbildung 4.18 B spiegelt sich dieses Ergebnis wider. Die densitometrische
Auswertung des Western Blots weist eine deutliche Generierung von VCC durch Melittin

auf. Dieser Effekt wird in Gegenwart von MM vollsténdig inhibiert.
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Um zu untersuchen, ob auch bei den Erythrozyten die P2X-Rezeptoren an der Zunahme
der ADAM-Aktivitat beteiligt sind, wurden in einem weiteren Versuch
Kaninchenerythrozyten mit dem P2X-Rezeptor-Inhibitor PPADS und Melittin inkubiert.
Zum Vergleich wurde eine Probe mit Marimastat behandelt.

Wie in Abbildung 4.19 A zu sehen ist, kann auch die Hdmolyse durch Melittin mit Hilfe
von PPADS konzentrationsabhéngig inhibiert werden, wobei die Inhibition bei einer
Konzentration von 100 uM PPADS mit der durch Marimastat vergleichbar ist. Mit
abnehmender Konzentration von PPADS nimmt die hdmolytische Wirkung von Melittin
zu. Der Western Blot spiegelt diese Ergebnisse wieder (Abbildung 4.19 B).

4.6.1.2 Einfluss von bz-ATP auf die Spaltung von pVCC

Des Weiteren wurden Versuche mit dem fur den P2X7-Rezeptor selektiven Agonisten bz-
ATP durchgefihrt. Die Erythrozyten wurden mit bz-ATP in An- und Abwesenheit von
PPADS inkubiert und zu den Zeitpunkten 15, 30 und 45 Minuten wurden Proben
entnommen. Von diesen Proben wurde die Lyse bestimmt und die Membranen im

Western Blot auf die Spaltung von VCC analysiert.

Die Analyse der Hdamolyse und des Western Blots zeigen, dass bz-ATP schon nach 15
Minuten eine vermehrte Spaltung von pVCC bewirkt, welche mit andauernder
Inkubationszeit weiter zunimmt. Die Hemmung des P2X7-Rezeptors durch PPADS
bewirkt eine vollstdndige Inhibition der Hamolyse und der Spaltung von pVCC durch
ADAM10 (Abbildung 4.20 A und B). Dieses Ergebnis zeigt, dass die Aktivierung des
P2X7-Rezeptors eine Zunahme der Aktivitat von ADAM10 zur Folge hat.
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Abbildung 4.19: Der P2X-Rezeptor-Inhibitor PPADS unterdrickt die Melittin-induzierte
Prozessierung von pVCC

(A) Kaninchenerythrozyten wurden fir 30 Minuten auf Eis mit pVCC (3 pg/ml) beladen,
anschlieRend fiir 30 Minuten mit Melittin (4 uM) in der Gegenwart von 0 — 100 uM PPADS bei
37°C inkubiert und die Hamolyse bestimmt. Zum Vergleich wurden Zellen mit Marimastat (10
M) inkubiert (B). Der Nachweis der Spaltung von pVVCC zu VCC erfolgte im Western Blot. Die
VCC-Generierung wurde prozentual aus dem Quotienten von VCC und der Summe aus pVCC
und VCC bestimmt und graphisch dargestellt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit ihren
dazugehdrigen Standardabweichungen von drei unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 4.20: Einfluss von bz-ATP auf pVCC-Spaltung

(A) Die mit pVCC (3 pg/ml) beladenen Kaninchenerythrozyten wurden mit dem selektiven
P2X7-Rezeptor Agonisten bz-ATP (500 uM) in Gegenwart des P2-Rezeptor-Inhibitors PPADS
(100 pM) bei 37°C inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten (15, 30 und 45 Minuten) wurden
je 200 pl der Proben entnommen und die Hadmolyse bestimmt. (B) Die Membranen wurden im
Western Blot auf die Spaltung von VCC hin analysiert. Die VCC-Generierung ist graphisch

dargestellt.
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4.6.2 Gesteigerte ADAM-Aktivitat korreliert mit Phosphatidylserin-

Translokation

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit galt es zu kldren, was der vermehrten Aktivitat der
ADAMs durch die Aktivierung des P2X7-Rezeptors zu Grunde liegt. In der Literatur
wird sowohl fiir Melittin (Pandey et al. 2010) als auch flr die Aktivierung des P2X7-
Rezeptors durch bz-ATP (Sluyter et al. 2007) eine Exposition von Phosphatidylserin PS
von der inneren zur &ulleren Membranschicht (fortan an als ,,PS-Flip“ bezeichnet) in
humanen Erythrozyten beschrieben. In den folgenden Versuchen wurde der Vermutung
nachgegangen, dass dieser PS-Flip mit der gesteigerten ADAM-AKktivitat in kausalen

Zusammenhang stehen konnte.

Die Versuche zum PS-Flip durch Melittin konnten allerdings nicht vorgenommen
werden, da die Kaninchenerythrozyten durch Melittin lysierten. Versuche mit bz-ATP
wurden hingegen erfolgreich durchgefunhrt.

4.6.2.1 Aktivierung des P2X7-Rezeptors in Kaninchenerythrozyten
induziert PS-Flip

Um zu untersuchen, ob es durch die Aktivierung des P2X7-Rezeptors zu einem PS-Flip
kommt, wurden die Erythrozyten mit bz-ATP inkubiert. Nach 30 Minuten wurden die
Zellen mit FITC-markiertem Annexin V gefarbt. Das Annexin V bindet an
Phosphatidylserin auf der AuBenseite der Membran. Diese Bindung kann im

Durchflusszytometer analysiert werden.
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Abbildung 4.21: Phosphatidylserin-Flip in Kaninchenerythrozyten durch bz-ATP

Kaninchenerythrozyten wurden fur 30 Minuten mit bz-ATP (500 pM) bei 37°C inkubiert.
Anschliellend wurde eine Probe entnommen und fur 15 Minuten mit Annexin V gefarbt. Als
Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Die Analyse der Erythrozyten erfolgte im
Durchflusszytometer im FL-1-Kanal bei einer Wellenlange von 595nm.

Bei den mit bz-ATP inkubierten Erythrozyten kann eine Bindung von Annexin V nach 30
Minuten bei ungefahr 50 % der Zellen gezeigt werden (Abbildung 4.21). Unbehandelte
Erythrozyten bleiben ungefarbt. Somit wird deutlich, dass die Aktivierung des P2X7-
Rezeptors durch bz-ATP zu einem Phosphatidylserin-Flip in der Membran der
Erythrozyten fuhrt.

Zur Bestdtigung dieser Ergebnisse wurden Inhibitionsversuche durchgefthrt.
Erythrozyten wurden mit bz-ATP in Gegenwart des nicht selektiven P2X-Rezeptor-
Inhibitors PPADS und des selektiven P2X7-Rezeptor-Inhibitors oATP inkubiert. Eine 2-
stundige Vorinkubation der Zellen mit dem selektiven Inhibitor oATP flhrt zu einer
irreversiblen Hemmung des Rezeptors. Des Weiteren wurden Erythrozyten mit ATPyS
inkubiert. ATPyS hat keine Wirkung auf den P2X7-Rezeptor und sollte somit nicht zu
einem PS-Flip fuhren.
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Abbildung 4.22: Inhibition des durch den P2X7-Rezeptor induzierten PS-Flips

(A) Erythrozyten wurden fiir 30 Minuten mit bz-ATP (500 uM) in Gegenwart des nicht selektiven
P2X7-Rezeptor-Inhibitors PPADS (100 uM) und des selektiven P2X7-Rezeptor-Inhibitors oATP
(500 pM) inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit Annexin V gefarbt und im
Durchflusszytometer analysiert. (B) Erythrozyten wurden mit ATPyS (500 puM) fir 30 Minuten
inkubiert und im Durchflusszytometer auf die Bindung von Annexin V untersucht.

Wie erwartet verhindern die beiden Inhibitoren PPADS und oATP den durch bz-ATP
induzierten PS-Flip in den Erythrozyten (Abbildung 4.22 A). Werden Erythrozyten mit
ATPYS inkubiert, ist ebenfalls kein PS-Flip zu beobachten (Abbildung 4.22 B).
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Zur Untersuchung, ob der PS-Flip unmittelbar mit einer gesteigerten Aktivitat von
ADAM10 korreliert, wurde bei gleichzeitiger Unterdriickung der ADAM-Aktivitat durch
Marimastat der PS-Flip induziert bzw. gehemmt. Anschliefend wurden alle Aktivatoren
und Inhibitoren entfernt und die Aktivitat von ADAM10 untersucht. Abbildung 4.23 zeigt

ein Schema zu dieser experimentellen Strategie.

1. Induktion bzw. Hemmung von PS-Flip in Gegenwart von MM
2. Waschen
3. Untersuchung der ADAM10-induzierten Spaltung von pvVCC

bz-ATP + MM
@ @ Waschen
K+
0ATP
PPADS

pVCC

y P2X7-Rezeptor

pEee%)

Abbildung 4.23: Schema zur gesteigerten Aktivitdt von ADAM10 durch den aus der
Aktivierung des P2X7-Rezeptors resultierenden PS-Flips

Im ersten Schritt wird ADAM10 durch Marimastat inhibiert. AnschlieBend wird der PS-Flip
durch Aktivierung des P2X7-Rezeptors durch bz-ATP induziert bzw. durch oATP oder PPADS
gehemmt. Durch mehrfaches Waschen werden MM, bz-ATP, PPADS und oATP entfernt. Die
ADAM10-Aktivitat wird durch Messung der Hdmolyse der Erythrozyten und Spaltung von pVCC
im Western Blot untersucht.
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Die Erythrozyten wurden zuerst mit Marimastat inkubiert und anschlielend mit bz-ATP
in An- und Abwesenheit der Inhibitoren PPADS bzw. oATP. Durch mehrmaliges
Waschen wurden bz-ATP und die Inhibitoren entfernt. Um sicher zu stellen, dass es zu
einem PS-Flip gekommen ist, wurde an dieser Stelle eine Probe entnommen, mit Annexin
V gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. Die Zellen wurden dann zur Spaltung
von pVCC inkubiert. Die Hamolyse der Erythrozyten wurde bestimmt und die

Membranen im Western Blot auf die Generierung von VCC untersucht.
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Abbildung 4.24: Induktion des PS-Flips mit bz-ATP und anschlieRende Spaltung von pVCC

Kaninchenerythrozyten wurden fiir 30 Minuten mit pVCC (3 pg/ml) auf Eis beladen und zur
Inhibition von ADAM10 mit Marimastat (10 pM) vorinkubiert. Zur Induktion des PS-Flips
wurden die Zellen mit bz-ATP (500 uM) bei 37°C inkubiert. Zur Hemmung der Aktivierung des
Rezeptors wurden die Zellen mit bz-ATP in Gegenwart des nicht selektiven P2X7-Rezeptor-
Inhibitor PPADS (100 pM) und des selektiven Inhibitors oATP (500 uM) behandelt. Eine weitere
Kontrolle war die Inkubation mit ATPyS. Nach 30mindtiger Induktion bzw. Hemmung des PS-
Flips wurden die Erythrozyten zur Entfernung von MM, bz-ATP und den Inhibitoren sowie von
ATPyS 5mal gewaschen. AnschlieBend wurden die Erythrozyten in PBS aufgenommen und fiir
30 Minuten bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit erfolgte die Spaltung von pVCC durch ADAM10.
(A) Hamolyse. (B) Western Blot der Spaltung von pVCC zu VCC und densitometrische
Auswertung. Dargestellt sind die Mittelwerte mit ihren dazugehorigen Standardabweichungen
dreier unabhangiger Experimente.
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Fluorozytometrisch konnte bestétigt werden, dass ein PS-Flip durch bz-ATP induziert
wurde und in Anwesenheit der Inhibitoren sowie mit ATPyS blieb der Flip aus. Einzig bei
den Erythrozyten mit PS-Flip ist eine vermehrte Lyse der Zellen zu beobachten
(Abbildung 4.24 A). Die Ergebnisse des Western Blots in Abbildung 4.24 B stimmen mit
denen der Lyse Uberein. Eine verstarkte VCC-Generierung ist ebenfalls nur bei der Probe
mit induziertem PS-Flip zu sehen. Diese Ergebnisse bestétigen die Vermutung, dass der
PS-Flip mit der ADAM10-Aktivitét korreliert.

Im Folgenden galt es zu klaren, ob eine Inhibition des P2X7-Rezeptors nach zuvor
induziertem PS-Flip eine Auswirkung auf die Aktivitdit von ADAM10 hat. Der PS-Flip
wurde wie im vorgehenden Versuchsansatz mit bz-ATP induziert. Anschlielend wurde
die ADAM-AKktivitat in An- und Abwesenheit von PPADS verfolgt.

Die Inhibition des P2X7-Rezeptors nach erfolgtem PS-Flip zeigt nunmehr keinen Einfluss
auf die vermehrte Aktivitdt von ADAM10. Sowohl die Lyse der Erythrozyten als auch die
Generierung von VCC im Western Blot zeigen keinen Unterschied zwischen den Proben
mit provoziertem PS-Flip mit und ohne nachtréglicher Inhibition des P2X7-Rezeptors.
Wird der P2X7-Rezeptor dagegen von Beginn an inhibiert und somit der PS-Flip
verhindert, sind die Lyse der Zellen und die VCC-Generierung deutlich vermindert
(Abbildung 4.25 A und B).
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Abbildung 4.25: Inhibition des P2X7-Rezeptors nach induziertem PS-Flip

Die mit pVCC (3 pg/ml) beladenen Erythrozyten wurden mit Marimastat (10 pM) inkubiert und
der PS-Flip mit bz-ATP (500 pM) induziert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen und die
Inhibition des P2X7-Rezeptors durch PPADS (100 uM). Nach mehrmaligem Waschen wurden
die Erythrozyten in PBS aufgenommen und fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Zu einer Probe
mit induzierten PS-Flip wurde wéhrend dieser Inkubationszeit PPADS (100 uM) hinzugefiigt. (A)
Bestimmung der Lyse der Erythrozyten im Uberstand. (B) Western Blot der Membranen zum
Nachweis der Generierung von VCC und densitometrische Auswertung. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit ihren dazugehdrigen Standardabweichungen dreier unabhéngiger Experimente.
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4.6.2.2 Durch das lonophor A23187 induzierter PS-Flip korreliert
ebenfalls mit erhohter ADAM-Aktivitat

Die obigen Ergebnisse weisen darauf hin, dass der PS-Flip in direktem Zusammenhang
mit der vermehrten Aktivitat von ADAM10 steht. Um diese Hypothese zu prifen, wurden
im Folgenden Versuche mit dem lonophor A23187 durchgefihrt. Das lonophor A23187
bildet mit Ca?* membrangangige Komplexe (Reed and Lardy 1972) und fiihrt somit zu
einem Anstieg der intrazelluliren Ca?*-Konzentration. Diese wiederum bewirkt eine
Aktivierung der membranstandigen Scramblase, wodurch es zu einem Zusammenbruch
der Membranasymmetrie und zur Translokation von Phosphatidylserin von der inneren
zur aulleren Membranschicht kommt (Zhou et al. 1997). Des Weiteren induziert der
Einstrom von Ca?* eine Offnung Ca**-aktivierter K*-Kanéle und eine Offnung von CI-
Kanalen. Der Ausstrom von K* und CI" verstarkt den PS-Flip (Lang et al. 2003).

Somit er6ffnete sich die Moglichkeit, in einem zweiten Modell die These zu prifen, ob
die Steigerung der ADAM-AKktivitdt mit der Translokation von PS in einem kausalen
Zusammenhang steht. Durch die Behandlung der Erythrozyten mit A23187 sollte ein PS-
Flip induzierbar sein. Dieser wiederum diirfte durch Ca?*-Chelation und Hemmung der
lonenfluxe unterdrickbar sein. Daher wurden Versuche unternommen, bei denen
einerseits der intrazellulare Ca?*-Chelator Bapta-AM verwendet und andererseits die

extrazellulare K*-Konzentration erhdht wurde, um dem K*-Ausstrom entgegenzuwirken.
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Abbildung 4.26: Induktion des Phosphatidylserin-Flips in Kaninchenerythrozyten durch
lonophor A23187

(A) Kaninchenerythrozyten wurden fir 30 Minuten mit dem lonophor A23187 (0,3 uM) in Ca*'-
haltigem Medium bei 37°C inkubiert. Dann wurden die Zellen mit FITC-markiertem Annexin V
gefarbt und im Durchflusszytometer auf die Bindung des Annexin V an Phosphatidylserin hin
untersucht. (B) Erythrozyten wurden mit dem lonophor A23187 (0,3 pM) in Gegenwart des
membranpermeablen Ca**-Chelators Bapta-AM (10 uM) und KCI (135 mM) fiir 30 Minuten bei
37°C inkubiert und die Bindung von FITC-Annexin analysiert.

Wie in Abbildung 426 A und B zu sehen ist, fuhrt die Behandlung der
Kaninchenerythrozyten mit dem lonophor A23187 in Gegenwart von Ca®* zur Exposition
von Phosphatidylserin. Die Translokation von PS auf die dulRere Membranseite wird

erwartungsgemaR durch Bapta-AM und extrazellulares K* unterdriickt.

Im folgenden Versuch sollte gepruft werden, ob auch A23187 die Aktivitdt von
ADAM10 beeinflusst, und ob dieser VVorgang von der Translokation von PS abh&ngt.
Dazu wurde die Spaltung von pVCC unter dem Einfluss von A23187 in An- und
Abwesenheit von KCI und Bapta-AM untersucht.
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Abbildung 4.27: Einfluss des lonophor A23187 auf die Spaltung von pVCC in VCC

(A) Kaninchenerythrozyten wurden mit pVVCC (3 pg/ml) beladen und fiir 30 Minuten bei 37°C
mit A23187 (0,3 pM) in Ab- und Anwesenheit von Bapta-AM (10 uM) und KCI (135 mM)
inkubiert. AnschlieRend wurden die Erythrozyten zentrifugiert und die Lyse bestimmt. (B) Im
Western Blot wurden die Membranen auf die Spaltung von VCC hin untersucht. Dargestellt sind
die Mittelwerte mit ihren dazugehérigen Standardabweichungen dreier unabhdngiger
Experimente.

Die Behandlung mit dem lonophor A23187 fiihrt zu einer vermehrten Hamolyse der
Erythrozyten, welche durch Bapta-AM und KCI unterdriuckt werden kann. Diese
Ergebnisse korrelieren mit dem Western Blot, der eine vermehrte Generierung von VCC
unter dem Einfluss des lonophor A23187 zeigt. In Gegenwart von KCI und Bapta-AM
bleibt dieser Effekt fast vollig aus (Abbildung 4.27 A und B).
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Es eroffnete sich somit eine weitere Moglichkeit zu prufen, ob der PS-Flip tatsachlich mit

der vermehrten Aktivitit von ADAMI10 korreliert. Die Translokation

von

Phosphatidylserin durch A23187 wurde unter Hemmung von ADAM10 induziert. Nach
Wegwaschen des ADAM-Inhibitors wurde anschliefend die Aktivitdt von ADAM10
untersucht. Ein Schema zur Verdeutlichung der experimentellen Strategie ist in

Abbildung 4.28 dargestellt.

1. Induktion bzw. Hemmung von PS-Flip in Gegenwart von MM
2. Waschen
3. Untersuchung der ADAM10-induzierten Spaltung von pVCC

Ionophore A23187 + Ca** +MM

©) KCl

K* Cr

C a2+

8

Bapta-AM

Abbildung 4.28: Schema des Versuchsaufbaus mit lonophor A23187

pvCC

pavaane
daucoss

Im ersten Schritt wird ADAM10 durch Marimastat inhibiert. AnschlieBend wird der PS-Flip
durch die Zugabe des lonophors A23187 in Ca*-haltigen Medium induziert oder durch die
Zugabe von Bapta-AM und KCI gehemmt. Durch Waschen werden MM, A23187, Ca**, Bapta-

AM und KCI anschlielend entfernt und die Aktivitat von ADAM10 wird untersucht.
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Zur Unterdriickung der ADAM10-Aktivitat wurden die Erythrozyten mit Marimastat
inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Translokation von Phosphatidylserin durch
Zugabe des lonophors A23187 induziert. In einem Parallelansatz wurde der PS-Flip durch
Bapta-AM und KCI gehemmt. Es wurden Proben entnommen und auf die Bindung von
Annexin V hin untersucht. Die Erythrozyten wurden mehrmals gewaschen und die

ADAM-AKktivitat nachfolgend analysiert.
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Abbildung 4.29: Induktion des PS-Flips mit dem lonophor A23187 und anschliel3ende
Spaltung von pvCC

Die mit pVCC (3 pg/ml) beladenen Kaninchenerythrozyten wurden zur Inhibition von ADAM10
mit Marimastat (10 uM) inkubiert. Dann wurde mit dem lonophor A23187 (0,3 pM) der PS-Flip
induziert. In einem Parallelansatz wurde der lonophor-induzierte PS-Flip durch Bapta-AM (10
pM) und KCI (135 mM) gehemmt. AnschlieBend wurden die Erythrozyten gewaschen, in PBS
aufgenommen und zur Spaltung von pVCC fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. (A) Messung der
Lyse der Erythrozyten. (B) Analyse der Generierung von VCC im Western Blot und
densitometrische Auswertung. Dargestellt sind die Mittelwerte mit ihren dazugehdrigen
Standardabweichungen dreier unabhé&ngiger Experimente.
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In der Tat konnte die Hypothese, dass die Exposition von Phosphatidylserin unmittelbar
mit einer gesteigerten ADAM10-Aktivitat korreliert, abermals untermauert werden. Die
FACS-Analyse weist den durch das lonophor A23187 induzierten PS-Flip und seine
Hemmung durch Bapta-AM und KCI nach. Die Abbildung 4.29 A zeigt eine gesteigerte
Lyse der Erythrozyten nach induziertem PS-Flip. Entsprechend zeigt der Western Blot
eine deutlich gesteigerte Generierung von VCC in dieser Probe, wohingegen die
Hemmung des PS-Flips auch mit der Hemmung der pVCC-Spaltung einhergeht
(Abbildung 4.29 B).

Zur weiteren Prufung der Hypothese wurden Versuche durchgefiihrt, bei denen KCI und
Bapta-AM erst nach erfolgtem PS-Flip wéhrend der Spaltung von pVCC hinzugeflgt
wurden. Die ersten Proben stellten eine Wiederholung des vorherigen Versuchs dar:
Vorinkubation von pVCC-beladenen Zellen mit A23187 steigerte H&molyse und pVCC-
Spaltung. Diese Wirkung wurde in Anwesenheit von Bapta-AM und KCI wahrend der
Inkubation mit lonophor unterbunden. Wurde jedoch der PS-Flip zuerst durch A23187
induziert, vermochte die nachtragliche Zugabe von Bapta-AM und KCI keine Hemmung
der ADAM-ALktivitat zu bewirken (Abbildung 4.30).
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Abbildung 4.30: Einfluss von Bapta-AM und KCI wéhrend der Lyse nach induziertem PS-
Flip

Kaninchenerythrozyten wurden mit pVCC (3 pg/ml) beladen und mit Marimastat (10 puM) zur
Inhibition von ADAM10 vorinkubiert. AnschlieRend wurde der PS-Flip mit A23187 (0,3 uM)
induziert. Zur Hemmung des PS-Flips wurden die Zellen mit A23187 (0,3 uM) in Gegenwart von
Bapta-AM (10 uM) und KCI (135 mM) fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Dann wurden die
Erythrozyten 5mal gewaschen, in PBS aufgenommen und auf die Spaltung von pVCC hin
untersucht. Zu einer Probe mit induziertem PS-Flip wurde wéhrend der Spaltung von pVCC
Bapta-AM (10 pM) und KCI (135 mM) zugefugt. Nach 30 Minuten Inkubation bei 37°C wurde
die Hamolyse der Erythrozyten gemessen (A). Die Membranen wurden im Western Blot auf die
Generierung von VCC hin untersucht und densitometrisch ausgewertet (B). Dargestellt sind die
Mittelwerte mit ihren dazugehdrigen Standardabweichungen dreier unabhéngiger Experimente.

92



5 Diskussion

5 Diskussion

Melittin, der Hauptbestandteil des Bienengifts, hat auf Zellen unterschiedliche
Auswirkungen. Es ist in der Lage, die biophysikalischen Eigenschaften der Zellmembran
zu beeinflussen (Dawson et al. 1978, Schoch and Sargent 1980). Neben den Interaktionen
mit der Zellmembran kdnnte Melittin durch Aktivierung von downstream Signalwegen
auch einen direkten Einfluss auf zelluldre Funktionen haben. Melittin gehort zur Familie
der antimikrobiellen Peptide (AMPSs) und neben der Wirkung als Antibiotikum und Anti-
Krebsmittel (Duclohier 2010, Orsolic 2012) wird ihm eine anti-rheumatische, anti-
arthritische, entziindungshemmende und schmerzlindernde Wirkung zugeschrieben (Son
et al. 2007). Die anti-rheumatische Wirkung von Melittin wird auf eine Hemmung der
Expression der Matrix-Metalloproteinase 3 (MMP-3) zurlickgeftihrt (Nah et al. 2008).
Des Weiteren konnte auch die Expression und Aktivitdt von MMP-9 in MCF-7 Zellen
(Michigan Cancer Foundation — 7) durch die Behandlung mit Melittin inhibiert werden
(Cho et al. 2010). Ein zellularer Rezeptor, an den Melittin binden koénnte, ist nicht
bekannt und der genaue Wirkmechanismus bis jetzt noch nicht aufgeklart.

Die ADAMs spielen Schlisselrollen bei Entwicklungs- und Regulationsprozessen aber
auch bei Entzundungsprozessen sowie bei der Krebsentstehung. Die Aufklarung ihres
Aktivierungsmechanismus ist daher von groRer Bedeutung. Dieser ist jedoch noch nicht
vollstandig aufgekléart und wird zudem in der Literatur kontrovers diskutiert. Das durch
die ADAMs vermittelte Ectodomain Shedding geschieht sowohl konstitutiv wie auch
nach Aktivierung durch eine Vielzahl variabler Stimuli. Der Shedding-Prozess kann dabei
an unterschiedlichen Stellen reguliert werden, wie beispielsweise durch transkriptionelle
Kontrolle, posttranslationale  Modifikationen,  Enzymstabilitdt und  zellulare
Lokalisationen (Edwards et al. 2008, Murphy 2009). ADAM10 und ADAM17 gehtren
dabei zu den wichtigsten Metalloproteinasen, die fur die Spaltung einer Vielzahl von

membranverankerten Molekiilen verantwortlich sind.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss von Melittin auf die ADAMSs, insbesondere
ADAM10 und ADAML17, untersucht werden mit dem Ziel neue Erkenntnisse Uber ihre

Aktivierungsmechanismen zu gewinnen.
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5.1 Melittin induziert gesteigerte ADAM17- und ADAM10-Aktivitat

5.1.1 Melittin induziert Shedding von ADAM17-Substraten

ADAM17 ist fur das Shedding verschiedener Oberflachenproteine, wie beispielsweise
dem Zytokin TNF-a, dem Adh&sionsmolekiil L-Selektin und dem Wachstumsfaktor TGF-
a, verantwortlich (Le Gall et al. 2009). Im Zelliberstand von LPS-geprimten Monozyten
konnte nachgewiesen werden, dass Melittin in nicht zytotoxischen Konzentrationen zu
einem Anstieg von TNF-a fuhrt. Ebenso wurde in Granulozyten eine Abnahme von L-
Selektin, nach der Behandlung der Zellen mit Melittin beobachtet. Mit Hilfe von
Breitbandmetalloproteinase-Inhibitoren konnte in beiden Féallen gezeigt werden, dass
diese Proteolyse von TNF-o und L-Selektin auf die Aktivitdt von ADAML17

zurtckzufiihren ist.

TGF-a ist ein Ligand fur den EGF-Rezeptor, dessen wichtigste Signaltransduktionswege
der MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) Signalweg und der PI3K/Akt Signalweg
(Phosphatidylinositol-3-Kinase) sind. Diese spielen eine wichtige Rolle bei der
Zellproliferation, der Zelldifferenzierung, dem Zellwachstum und der Zellmigration
(Bazley and Gullick 2005, Oda et al. 2005, Koivisto et al. 2006). Die Behandlung von
HaCaT-Keratinozyten mit Melittin fuhrte zu einer vermehrten Spaltung von TGF-a.
Durch den Einsatz von sowohl Breitbandmetalloproteinase-Inhibitoren als auch
spezifischen Inhibitoren fir ADAM10 und ADAM17 konnte auch hier eine Beteiligung
von ADAML17 nachgewiesen werden. Da neben TGF-a sechs weitere Liganden des EGF-
Rezeptors durch Proteolyse freigesetzt werden, ist es durchaus wahrscheinlich, dass das
Shedding dieser Liganden zu einer Aktivierung des EGFR-Signalweges beitragt. Da
Melittin eine Wirkung als Anti-Krebsmittel zugeschrieben wird, stellte sich die Frage, ob
die durch Melittin induzierte Freisetzung von TGF-a zu der Aktivierung des MAPK-
Weges flhrt und in Folge dessen zur Proliferation und Migration der Zellen. In der Tat
war eine Phosphorylierung des EGF-Rezeptors und der Kinase ERK1/2 nach Behandlung
von HaCaT-Keratinozyten mit Melittin nachweisbar. Des Weiteren konnte bestétigt
werden, dass es zu einer Stimulation der Proliferation und zur Migration von HaCaT-
Keratinozyten kommt (Sommer et al. 2012). Diese Ergebnisse sind mit denen von Maher
and McClean 2008 in Einklang zu bringen, die eine durch Melittin hervorgerufene

Proliferation von gastrointestinalen Zellen zeigen konnten (Maher and McClean 2008).
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Diese Befunde stellen jedoch die Wirkungen von Melittin als Anti-Krebsmittel in Frage
(Liu et al. 2008, Orsolic 2012).

5.1.2 Melittin induziert Shedding von ADAM10-Substraten

Die zu den Zelladhdsionsmolekiilen gehdrenden klassischen Cadherine wie N-Cadherin,
VE-Cadherin und E-Cadherin werden hauptséchlich von ADAM10 gespalten. Daher
wurden Zellen mit Melittin behandelt und das Shedding von N-Cadherin in murinen
Fibroblasten, VE-Cadherin in humanen Endothelzellen und E-Cadherin in humanen
HaCaT-Keratinozyten untersucht. Melittin fuhrte in allen Fallen zu einer schnellen und
vermehrten Spaltung der Zelladhdsionsmolekdle. Die Spaltung von VE-Cadherin fuhrt zu
einer Zunahme der endothelialen Permeabilitt (Schulz et al. 2008). Die Proteolyse von
E-Cadherin verursacht wahrscheinlich den Verlust von epithelialen Zell-Zell-Kontakten
und kann so zu der ekzematdsen Dermatitis beitragen (Maretzky et al. 2008). Diese
Ergebnisse sind tbereinstimmend mit denen von Maher et al. 2007, die zeigen konnten,
dass Melittin zu einer gesteigerten Permeabilitat eines Zellmonolayers von CaCo-2
Epithelzellen fihrt (Maher et al. 2007). Durch die hier erhaltenen Ergebnisse kann
Melittin durchaus als ein Aktivator fir die ADAMs angesehen werden.

5.2 Melittin-induzierte Aktivitat der ADAMs ist calciumunabhéangig

Calcium ist ein sekundarer Botenstoff und an vielen Signaltransduktionswegen beteiligt.
Es ist bekannt, dass Calcium an der Proteolyse von N-Cadherin und E-Cadherin durch
ADAM10 beteiligt ist (Maretzky et al. 2005, Uemura et al. 2006). Melittin flihrte sowohl
zu einem Einstrom von extrazellularem Calcium als auch zu einer Offnung der
intrazellularen Calciumionenspeicher. Dieser Anstieg der Ca’*-Konzentration war
allerdings nicht an dem Aktivierungsmechanismus der ADAMs durch Melittin beteiligt.
Dies konnte durch die Verwendung von EGTA und Bapta-AM gezeigt werden. Weder
das Shedding von E-Cadherin noch die Phosphorylierung des EGF-Rezeptors und
ERK1/2 in HaCaT-Keratinozyten konnten durch EGTA oder Bapta-AM inhibiert werden.

Sommer et al. 2012 konnten nachweisen, dass auch die Verwendung konventioneller
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Inhibitoren intrazellulérer Signalwege die Melittin-induzierte Aktivitat der ADAMS in
keinster Weise beeinflussen (Sommer et al. 2012).

5.3  Melittin induziert keine Anderung der Membranfluiditat

Neueste Untersuchungen von Reiss et al. 2011 zeigen eine Beteiligung der physikalischen
Eigenschaften der Zellmembran an der Funktion der ADAMs. Diese ist auf eine
Beeinflussung der Bewegung der Enzyme und Substrate in der Lipiddoppelschicht
zuriickzufuhren. Die Zugabe von ungeséttigten Fettsduren fuhrte zu einer gesteigerten
Membranfluiditdt, mit der Folge einer vermehrten Spaltung von ADAM-Substraten
(Reiss et al. 2011). Daher galt es zu klaren, ob das durch Melittin hervorgerufene schnelle
Shedding von Oberflachenproteinen ebenfalls durch eine erhthte Membranfluiditat zu
erklaren ist. Die hier durchgefiihrten Versuche an HaCaT-Keratinozyten zeigten jedoch
uberhaupt keine Veranderungen der Fluiditat durch Melittin. Jedenfalls ist klar geworden,
dass die durch Melittin bedingte Anderung der proteolytischen Aktivitat der ADAMSs

nicht auf einer Anderung der Membranfluiditit beruhte.

5.4 Aktivierung des P2X7-Rezeptors durch Melittin

Auf Grund der Tatsache, dass die Melittin-vermittelte Aktivitdt von ADAM10 und
ADAM17 weder durch die Verdnderung der Ca®*-Konzentration noch iiber eine
Anderung der Membranfluiditat erklart werden konnte, wurde das Hauptaugenmerk auf
eine mogliche Beteiligung der P2-Rezptoren gelegt. In der Literatur wurde eine
Beteiligung der P2-Rezeptoren an der ADAM-AKktivitadt nachgewiesen (Gu et al. 1998,
Camden et al. 2005, Ratchford et al. 2010). So induziert extrazellulares ATP die durch
ADAM hervorgerufene Spaltung von L-Selektin in humanen leukamischen B-Zellen
(Jamieson et al. 1996, Gu et al. 1998). In Ma&usen ist das Shedding dieses
Adhésionsmolekiils von dem P2X7-Rezeptor abhangig (Elliott et al. 2005). Die
Proteolyse von CD23 und CD27, zweier wichtiger Mediatoren des Immunsystems, wird
ebenfalls durch P2X7-Rezeptor-Aktivierung induziert (Sluyter and Wiley 2002, Moon et
al. 2006b).
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass an der durch Melittin induzierten Aktivitét
der ADAMs der P2X7-Rezeptor beteiligt ist. Mit Hilfe der P2-Rezeptor-Inhibitoren
PPADS und Suramin wurden sowohl das Shedding von E-Cadherin als auch die
downstream Phosphorylierung von ERK1/2 inhibiert. Um die Beteiligung des P2X7-
Rezeptors zu bestatigen wurden HEK293-Zellen mit dem P2X7-Rezeptor transfiziert.
Eine Phosphorylierung von ERK1/2, die sowohl durch Marimastat als auch durch die
ATPase Apyrase aufgehoben wurde, konnte beobachtet werden. Diese Ergebnisse
deuteten darauf hin, dass die Freisetzung von ATP eine wichtige Rolle bei der ADAM-
Aktivierung durch den P2X7-Rezeptor spielt. Angesichts der Komplexitdt und
Redundanz der P2-Rezeptor-Familie wurden keine Versuche zur Identifikation weiterer
Mitglieder, die an der ADAM-AKktivitét beteiligt sein konnten, durchgefihrt.

In Bezug auf die oben aufgefiihrten Daten scheint ATP bei der durch Melittin induzierten
Aktivierung des P2X7-Rezeptors eine wesentliche Rolle zu spielen. Es ist jedoch nicht
klar, ob und wie ausreichende ATP-Konzentrationen freigesetzt werden damit der P2X7-
Rezeptor aktiviert wird. Intrazelluldares ATP wird durch unterschiedliche Stimuli, wie
beispielsweise oxidativer Stress oder Verdnderung der Osmolaritdt freigesetzt
(Schwiebert and Zsembery 2003). Eigene MTT-Assays zeigten, dass Melittin in nicht-
toxischen Konzentrationen zu einer ATP-Freisetzung fuhrt. Daher wird davon
ausgegangen, dass dieser Prozess eine physiologische Antwort der Zellen auf Melittin ist.
Das antimikrobielle Peptid LL-37, aus der Gruppe der Cathelicidine, das in den Granula
neutrophiler Granulozyten, Lymphozyten und Makrophagen sowie in Epithelzellen der
Haut und Schleimhaut gespeichert wird, fihrt zur Permeabilisierung mikrobieller
Membranen, dhnlich wie andere AMPs (Lee et al. 2011, Reiss and Bhakdi 2012). Elssner
et al. 2004 berichteten, dass LL-37 &hnlich wie Melittin zu einer Freisetzung von ATP
fuhrt (Elssner et al. 2004).

Somit kdnnten Interaktionen von Melittin mit der Zellmembran zu einer ATP-Freisetzung
fiihren. Dariberhinaus kommt es durch die Aktivierung des P2X7-Rezeptors zur Offnung
von Pannexin-1-Kandlen, die ebenfalls einen Efflux von ATP bewirken wiirden (Pelegrin
and Surprenant 2006). In den Uberstanden der Zellen konnte ATP allerdings nur in
nanomolaren Konzentrationen nachgewiesen werden (Sommer et al. 2012). Die durch
P2X7-Rezeptor induzierte ADAM-AKktivierung wird somit wahrscheinlich durch weitaus
komplexere Ereignisse hervorgerufen. Diese Vermutungen stehen im Einklang mit der

Beobachtung, dass die ATPase Hexokinase zwar zu einer Reduktion des Sheddings von
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E-Cadherin und verminderter Phosphorylierung von ERKZ1/2 fiihrte, aber diese
Reduktionen nicht besonders stark ausgepréagt waren. VVor kurzem konnte eine Interaktion
von Melittin mit Membranproteinen wie dem Dopamintransporter an der Zelloberflache
gezeigt werden (Keith et al. 2011). Des Weiteren konnten auch direkte Interaktionen von
Melittin mit den lonenpumpen H*/K*-ATPase (Cuppoletti et al. 1989, Cuppoletti 1990,
Cuppoletti and Malinowska 1992), Ca?*-ATPase (Mahaney and Thomas 1991, Voss et al.
1991) und Na'/K'-ATPase (Cuppoletti and Abbott 1990) beobachtet werden. Diese
Ergebnisse flhrten zu der Erwdgung, dass Melittin auch direkt an den P2X7-Rezeptor
binden und so eine Aktivierung des Rezeptors induzieren konnte. Eine solche direkte
Interaktion mit dem P2X7-Rezeptor wurde ebenfalls fur das antimikrobielle Peptid LL-37
vorgeschlagen (Elssner et al. 2004). LL37 kann Uber eine Aktivierung des P2X7-
Rezeptors die Proliferationsrate von Fibroblasten steigern (Tomasinsig et al. 2008). LL-
37 fuhrt auch, &hnlich wie Melittin, zu einer Transaktivierung des EGF-Rezeptors
(Tokumaru et al. 2005, Tomasinsig et al. 2008). Es gibt auch Hinweise, dass LL-37 in
LPS-geprimten Monozyten durch Aktivierung des P2X7-Rezeptors zur Freisetzung von
IL-1B fuhrt (Elssner et al. 2004). Ebenso scheint der Rezeptor auch mitogene Effekte des
Peptids auf Epithelzellen zu vermitteln. Diese Beobachtungen kénnen mit Studien in
Einklang gebracht werden, bei denen gezeigt wurde, dass ATP die Zellproliferation
stimuliert (Dixon et al. 1999, Greig et al. 2003). Diese Stimulation der Zellproliferation
beruht vermutlich auf der Aktivierung der ADAMs.

In Abbildung 5.1 ist eine schematische Skizze Melittin-induzierter Effekte dargestellt.
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kationische Peptide 'y ¢
z.B. Melittin

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung Melittin-induzierter Effekte

Durch Interaktionen von Melittin mit der Zellmembran kommt es zur Freisetzung von ATP, die
zu einer Aktivierung des P2X7-Rezeptors fuhrt woraufhin die Aktivitit von ADAM10 und
ADAM17 gesteigert wird. Durch ein vermehrtes Shedding von E-Cadherin kommt es zur
Deadhesion und Migration der Zellen. Die Spaltung von EGF-Rezeptor-Liganden fiuhrt zur
Phosphorylierung des EGF-Rezeptors und der Kinase ERK1/2 mit der Folge der Zellproliferation.
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5.5 Das Kaninchenerythrozyten-Modell

Aufgrund der in  kernhaltigen Zellen vorkommenden Komplexitdt von
Signaltransduktionskaskaden und deren vielfaltigen Interaktionen untereinander sind
Untersuchungen und Aussagen uber Aktivierungsmechanismen von Rezeptoren und
Enzymen schwierig. Ein einfacheres Model zur Untersuchung der Spaltung
membranverankerter Substrate durch die jeweiligen Enzyme in der Zellmembran stellen
die kernlosen Erythrozyten dar. Der Vorteil der Erythrozyten ist, dass sie keine vesikular
gespeicherten Enzyme haben und Signaltransduktionswege fehlen, die Uber
Phosphorylierungsvorgénge die Aktivitat der Enzyme auf sekundére Weise beeinflussen
konnten. Da Kaninchenerythrozyten auf ihrer Zellmembran ADAM10 exprimieren
(Wilke and Bubeck Wardenburg 2010), wurde von Reiss et al. 2011 ein Modell zur
Untersuchung der Enzymregulation von ADAM10 entwickelt (Reiss et al. 2011). Als
Substrat zur Spaltung durch ADAM10 wurden die Erythrozyten mit dem porenbildenden
Toxin pVCC beladen, durch dessen Spaltung in die aktive VCC-Form eine Hadmolyse der
Erythrozyten ausgelést wird. Im  Folgenden sind die Vorteile dieses
Kaninchenerythrozyten-Modells noch einmal zusammengefasst: Erstens konnen die
durch ADAM-Aktivierung ausgelosten klassischen Signalwege ausgeschlossen werden.
Zweitens ist die Untersuchung der ADAM-AKktivitat ausschlieRlich auf die Zelloberflache
begrenzt. Drittens ist die Aktivitdit von ADAM10 unabhéngig von der Zellviabilitat, da
die Spaltung von pVCC auch an Membranen bereits lysierter Zellen bestimmt werden
kann. Viertens liefert dieses Modell durch die Messung der Hdmolyse der Erythrozyten

und dem Nachweis der Spaltung von pVCC im Western Blot gleich zwei klare readouts.

5.5.1 Melittin und bz-ATP induzieren Spaltung von pVCC

Zunachst musste geklart werden, ob Melittin auch in Kaninchenerythrozyten zu einer
gesteigerten Aktivitdt von ADAM1L0 flhrt. In der Tat konnte eine vermehrte Lyse der
Toxin-beladenen Zellen durch Melittin beobachtet werden, die durch den ADAM-
Inhibitor Marimastat gehemmt wurde. Eine vollstandige Inhibition der Hdmolyse durch
Marimastat konnte nicht erreicht werden, da Melittin selbst an die Membran der
Erythrozyten bindet und zu einem Austritt von Hamoglobin fihrt (Raghuraman and

Chattopadhyay 2007). Anhand des Western Blots war zu erkennen, dass Marimastat eine
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komplette Inhibition der durch Melittin induzierten Spaltung von pVCC in VCC
bewirkte. In kernhaltigen Zellen wurde eine gesteigerte ADAM-AKktivitat durch eine
Melittin-induzierte Aktivierung des P2X7-Rezeptors beobachtet. Der P2X7-Rezeptor
kommt in einer Vielzahl hdmatopoetischer Zellen vor (Di Virgilio et al. 2001) und konnte
auch auf humanen Erythrozyten nachgewiesen werden (Sluyter et al. 2004). Somit wurde
eine Beteiligung des P2X7-Rezeptors auch bei den Kaninchenerythrozyten untersucht.
Die Inhibition des Rezeptors mit PPADS zeigte sowohl eine durch Melittin verminderte
Hamolyse der Erythrozyten als auch eine vollstandige Inhibition der Spaltung von pVCC.

Zur weiteren Bestatigung, dass der P2X7-Rezeptor an einer gesteigerten Aktivitat von
ADAMI10 beteiligt war, wurden die Erythrozyten mit bz-ATP, einem selektiven P2X7-
Rezeptor Agonisten, inkubiert und die ADAM10-Aktivitat untersucht. Die Ergebnisse
zeigten eine durch bz-ATP gesteigerte Hamolyse der Erythrozyten und Spaltung von
pVCC, welche in Gegenwart von PPADS vollstdndig gehemmt wurde.

5.5.2 PS-Flip als gemeinsames Merkmal einer gesteigerten ADAM-
Aktivitat

Aufgrund der in Erythrozyten fehlenden Signaltransduktionswegen kann die erhohte
Aktivitdt von ADAM10 in Erythrozyten nicht durch Signalkaskaden des P2X7-Rezeptors
ausgelost werden. Im Erythrozyten-Modell kénnen die Ursachen einer verdnderten
Enzymaktivitat hauptsachlich auf Anderungen der Eigenschaften der Lipiddoppelschicht
zuriickgefuhrt werden. Die bisher erzielten Ergebnisse deuteten in der Tat auf eine
Aktivierung von ADAM10 ausgelost durch Anderungen in der Membran hin. In der
Literatur ist berichtet worden, dass die Aktivierung des P2X7-Rezeptors zur
Translokation von Phosphatidylserin von der inneren zur &uf3eren Seite der Membran
sowohl in Thymozyten (Courageot et al. 2004) als auch in Erythrozyten fuhrt (Sluyter et
al. 2007). Im Einklang hierzu steht die Beobachtung, dass Melittin einen
Phosphatidylserin-Flip in humanen Erythrozyten induziert (Pandey et al. 2010).

Ein schneller Transfer von Phosphatidylserin auf die AulRenseite der Membran wird bei
einer Aktivierung von Blutplattchen und durch die Behandlung von Zellen mit Ca®'-
lonophoren beobachtet, wodurch die intrazellulare Ca?*-Konzentration ansteigt (Zwaal

and Schroit 1997). Durch diesen Anstieg der Ca?*-Konzentration werden die Scramblase
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aktiviert und die Flippase inhibiert (Bratton et al. 1997, Zwaal and Schroit 1997). Des
Weiteren werden Ca**-abhangige K*-Kanale gedffnet, wodurch die Translokalisation von
PS verstarkt wird (Lang et al. 2003a). Mit Hilfe von Ca?*-lonophoren konnte gezeigt
werden, dass der Ca®*-Einstrom bei Erythrozyten zu einer Translokation von PS fiihrt
(Bratosin et al. 2001, Lang et al. 2003a). Hypertonischer Schock und oxidativer Stress
induzieren ebenfalls einen PS-Flip in Erythrozyten, da beide Stressfaktoren zu einer
Offnung von Ca?*-permeablen Kanélen in der Membran fiihren (Lang et al. 2003a).

Bei den P2X-Rezeptoren handelt es sich um ATP-gesteuerte Kationenkandle, die
unselektiv zu einem Einstrom von Na* und Ca®* sowie einem Ausstrom von K* filhren
(North 2002). Die Beteiligung des P2X7-Rezeptors an der Apoptose hdmatopoetischer
Zellen wurde bereits nachgewiesen (Di Virgilio et al. 2001). Die Translokation von
Phosphatidylserin, hervorgerufen durch P2X7-Rezeptor-Aktivierung kann zur
Phagozytose von Erythrozyten durch Makrophagen fiihren. Dieser Mechanismus wurde
auch bei Erythrozyten, die oxidativem Stress ausgesetzt oder mit einem Ca?*-lonophor
behandelt wurden, beobachtet (Bratosin et al. 2001, Mandal et al. 2002).

Courageot et al. 2004 konnten zeigen, dass in Thymozyten der durch P2X7-Rezeptor
ausgeldste PS-Flip nicht nur durch den Einstrom von Ca?* hervorgerufen wird, sondern
dass der Einstrom von Na' ebenso an der Translokation von PS beteiligt ist.
Uberraschenderweise induzierte Na* in physiologischen Konzentrationen wirksamer den
PS-Flip als Ca** (Courageot et al. 2004). Diese Beobachtungen wurden von Sluyter et al.
bestatigt, die eine Exposition von Phosphatidylserin durch eine Ca®*-unabhingige
Aktivierung des P2X7-Rezeptors in Erythrozyten nachweisen konnten (Sluyter et al.
2004, Sluyter et al. 2007). Mdglicherweise werden die Funktionen der Scramblase und
der Flippase durch Na" genauso beeinflusst wie durch Ca®* (Bratton et al. 1997, Zwaal
and Schroit 1997). Die Flippase transportiert Phosphatidylserin nur gegen den
Konzentrationsgradienten von der AuBen-zur Innenseite der Membran. Eine Abnahme
der intrazelluldren ATP-Konzentration tragt zur Inhibition der Flippase bei (Beleznay et
al. 1993). Die intrazellulare Abnahme von ATP resultiert auch aus dem ATP-Verbrauch
der Na'/K'-ATPase und der Ca?*-ATPase, die dem vermehrten loneneinstrom

entgegenwirken.

In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass ein durch Aktivierung des P2X7-Rezeptors

hervorgerufener PS-Flip auch in Kaninchenerythrozyten stattfindet. Dieser ist ebenfalls
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Ca**-unabhangig und kann durch PPADS sowie dem selektiven P2X7-Rezeptor-Inhibitor
0ATP gehemmt werden.

Basierend auf den Ergebnissen, dass P2X7-Rezeptor-Aktivierung zu einer gesteigerten
ADAM-AKktivitat (Gu et al. 1998) und zu einer Translokation von PS flhrt (Sluyter et al.
2007), lag die Vermutung nahe, dass der PS-Flip mit einer gesteigerten Aktivitat von
ADAM in einem kausalen Zusammenhang steht. Daher wurden Versuche durchgefiihrt,
bei denen zuerst ein PS-Flip induziert und anschlieend die ADAMI10-Aktivitét
untersucht wurde. In der Tat wurde beobachtet, dass in den Erythrozyten, in denen ein
PS-Flip stattgefunden hatte, eine vermehrte Hamolyse der Erythrozyten und Spaltung von
pVCC zu beobachten war. Im Gegensatz dazu war bei Inhibition der Translokation von
PS keine gesteigerte Aktivitat von ADAM10 nachweisbar. Versuche, bei denen zuerst der
PS-Flip induziert und nachtraglich der P2X7-Rezeptor durch PPADS inhibiert wurde,
zeigten keinen Einfluss auf die ADAM10-Aktivitat.

Aufgrund der Tatsache, dass mit Hilfe von Ca®-lonophoren eine Exposition von
Phosphatidylserin auf der MembranauRenseite induziert werden kann (Zwaal and Schroit
1997), eroffnete sich die Moglichkeit, in einem zweiten Modell die Hypothese der
gesteigerten ADAM-AKtivitat durch PS zu prifen. Zundchst wurde nachgewiesen, dass
das lonophor A23187 in Kaninchenerythrozyten einen PS-Flip induziert und ADAM10
vermehrt aktiviert wird. Diese Ergebnisse wurden in Anwesenheit von Bapta-AM und
KCI unterdriickt. Anhand dieser Befunde wurde der PS-Flip durch A23187 erst induziert
und im Anschluss die Aktivitdit von ADAM10 untersucht. Auch hier zeigten die
Ergebnisse eine gesteigerte ADAM10-Aktivitdt in den Proben mit zuvor induzierter
Translokation von PS. In Gegenwart von Bapta-AM und KCI blieb sowohl der PS-Flip
als auch die vermehrte Aktivitdt von ADAM10 aus. Wurde Bapta-AM und KCI nach
Exposition von PS hinzugefigt, zeigte dies keine Auswirkungen auf die vermehrte
ADAM10-Aktivitat.

Abbildung 5.2 zeigt eine schematische Darstellung der erhaltenen Ergebnisse.
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Abbildung 5.2: Schematische Darstellung der ADAM-Aktivierung

Die Aktivierung des P2X7-Rezeptors fiihrt zu einem Einstrom von Ca** und Na* sowie zu einem
Ausstrom von K*. Durch das lonophor A23187 wird ebenfalls ein Ca**-Einstrom in das Zellinnere
induziert. Durch den Anstieg der Ca®*-Konzentration wird die Scramblase aktiviert und es kommt
zu einer Translokation von Phosphatidylserin von der inneren zur &ul3eren Seite der Membran.
Dieser PS-Flip fiihrt zu einer gesteigerten Aktivitat von ADAM10.

Mit Hilfe des Kaninchenerythrozyten-Modells war es somit méglich nachzuweisen, dass
eine Translokation von Phosphatidylserin unmittelbar mit einer erhthten ADAM-
Aktivitat korreliert.
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6  Zusammenfassung

Melittin, Hauptbestandteil des Bienengifts, ist ein kationisches Peptid, welches in der
Lage ist, die biophysikalischen Eigenschaften der Zellmembran zu beeinflussen. Melittin
werden unter anderem auch entziindungshemmende, schmerzlindernde, anti-rheumatische

und anti-arthritische Wirkungen zugeschrieben.

In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass Melittin die Proteolyse von ADAM10- und
ADAM17-Substraten in verschiedenen Zellen stimuliert. Durch das Shedding von TGF-a
wurde in HaCaT-Keratinozyten eine Transaktivierung des EGF-Rezeptors und eine
daraus resultierende Phosphorylierung der Kinase ERK1/2 beobachtet. Die durch Melittin
gesteigerte Aktivitdt der ADAMs ist calciumunabhdngig und wird nicht durch
Anderungen in der Membranfluiditit verursacht. Eine Beteiligung der P2-Rezeptoren an
der Melittin-induzierten ADAM-Aktivierung konnte sowohl durch Inhibition der
Rezeptoren als auch durch Transfektion von HEK-Zellen mit dem P2X7-Rezeptor
nachgewiesen werden. In diesen wurde nach der Behandlung mit Melittin eine
Phosphorylierung von ERK1/2 beobachtet, welche durch ATPasen und P2-Rezeptor-

Inhibitoren unterdriickt werden konnte.

Mit Hilfe des Kaninchenerythrozyten-Modells wurde nachgewiesen, dass eine
Translokation von Phosphatidylserin von der Innen- zur AuBenseite der Membran
unmittelbar mit einer erhhten ADAM-AKktivitat korreliert. Sowohl durch Aktivierung des
P2X7-Rezeptors als auch durch die Behandlung der Zellen mit dem lonophor A23187
konnte ein Phosphatidylserin-Flip induziert werden. Dieser Flip flhrte zu einer erhdhten
Aktivitat von ADAML10, die durch eine gesteigerte Hd&molyse und Spaltung von pVCC
nachgewiesen werden konnte. Wurde der Phosphatidylserin-Flip durch Inhibitoren des
P2X7-Rezeptors bzw. die Chelation von Ca®* und Hemmung der lonenfluxe unterdriickt,
blieb auch die erhohte ADAM-AKktivitat aus. Wurde dagegen der Phosphatidylserin-Flip
erst induziert und nachtréglich die Inhibition des P2X7-Rezeptors bzw. die Chelation von
Ca®* und Hemmung der lonenfluxe durchgefiihrt, zeigte dies keine Inhibition der ADAM-
Aktivitat.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass eine Exposition von Phosphatidylserin
auf der AuBenseite der Membran in einem kausalen Zusammenhang mit einer
gesteigerten ADAM-AKktivitét steht.
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TIMPs
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8.3 Lebenslauf
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